T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KOPEKLERDEN iZOLE EDILEN STAFILOKOKLARIN BAZI
VIRULENS VE PATOJENITE FAKTORLERININ MOLEKULER
ANALIZI

Veteriner Hekim Rabia CELIK
VETERINERLIK MIiKROBIYOLOJISI ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. Ismail Hakki EKIN

Bu calisma Van Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi tarafindan TYL-2022-9667 No’lu proje olarak desteklenmistir.

VAN-2023



KABUL VE ONAY

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Veterinerlik
Mikrobiyolojisi Anabilim Dalinda Veteriner Hekim Rabia CELIK tarafindan hazirlanan
“Kopeklerden 1izole Edilen Stafilokoklarm Bazi Virulens ve Patojenite
Faktorlerinin Molekiiler Analizi” adl1 tez ¢alismas1 asagidaki jiiri tarafindan YUKSEK
LISANS TEZI olarak OY BIRLIGI ile kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 12 /01 /2023

Prof. Dr. Ismail Hakk: EKIN
Jiiri Bagkant1

Dr. Ogr. Uyesi Ozgiil GULAYDIN Dr. Ogr. Uyesi Kadir AKAR
Jiiri Uyesi Jiiri Uyesi

Tez hakkinda alinan jiiri karar1, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii Yonetim Kurulu tarafindan onaylanmistir.

Prof. Dr. Semiha DEDE

Saglik Bilimleri Enstitlisii Miidiirii



ETiK BEYAN

T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Yiiksek Lisans tezi olarak hazirlayip sundugum “Kopeklerden izole Edilen
Stafilokoklarin Bazi Virulens ve Patojenite Faktorlerini Molekiiler Analizi” baglikli
tezim; bilimsel ahlak ve degerlere uygun olarak tarafimdan yazilmistir. Tezimin
fikir/hipotezi tiimiiyle tez danismanim ve bana aittir. Tezde yer alan aragtirma tarafimdan
yapilmis olup, tiim ctimleler ve yorumlar bana aittir. Bu tezdeki biitiin bilgiler akademik
kural ve etik ilkelere uygun olarak hazirlanmis olup, bu kural ve ilkeler geregi ¢alismada

bana ait olmayan tiim veri, diisiince ve sonuglara atif yapilmis ve kaynak gosterilmistir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

12 /01 /2023
Veteriner Hekim Rabia CELIK



TESEKKUR

Sunulan bu yiiksek lisans tez ¢alismasinin basglangicindan son ciimlesine kadar
her asamasinda biiylik emegi, bilgisi, 6zverisi olan ve bu siiregte kendisinden ¢ok sey
ogrendigim danisman hocam sayin Prof. Dr. Ismail Hakki Ekin’e can1 goniilden tesekkiir
ederim. Yiksek lisans Tez siirecimde bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, her
konuda destegini gordiigiim, tecriibeleriyle bana yon veren Siirt Universitesi 6gretim
tiyesi Dr. Ogr. U. Ozgiil Giilaydin’a, Kirsehir Ahi Evran Universitesi dgretim iiyesi Dr.
Ogr. U. Cihat Oztiirk’e, Dog. Dr. Siikrii Onalan’a, Dr. Ogr. Uyesi Rabia Mehtap
Tuncay’a cok tesekkiir ederim. Laboratuvarda bana yardim eden Veteriner Hekim
Berivan Kaplan, Veteriner Hekim Sah Ismail Bilge ve Fatima Fabounaaja’ya, drnek
toplama asamasinda yardimlarini esirgemeyen Van Biiyiiksehir Belediyesi Hayvan
Bakimi ve Rehabilitasyon Merkezi’nde gorev yapan Veteriner hekim ve g¢alisanlarina
tesekkiir ederim. Calismalarim esnasinda biiyiik fedakarliklarda bulunan ve manevi
destegini esirgemeyen degerli annem, babam ve kardeslerime ayrica bana olan inancini
hi¢ kaybetmeyen ve maddi - manevi destek veren sevgili nisanlim Veteriner Hekim
Hasan Denk’e tesekkiirlerimi borg bilirim. Ayrica bu arastirmay1 destekleyen Yiiziincii
Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine tesekkiirlerimi

sunarim.



OZET

Celik R, Kopeklerden izole Edilen Stafilokoklarin Bazi Virulens ve Patojenite Faktorlerinin
Molekiiler Analizi, Van Yiiziincii Yil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji
(Veteriner) Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2023. Bu arastirmada, kopeklerden izole edilen
stafilokoklarda bazi virulens ve patojenite faktdrlerinin molekiiler tekniklerle incelenmesi amaglandi.
Bunun i¢in Van Biiyiiksehir Belediyesi Hayvan Bakimi ve Rehabilitasyon Merkezi’nde anestezi altindaki
95 adet kdpegin burun ve kulaklarindan alian stvap drnekleri kullanildi. Orneklerin bakteriyolojik analizi
sonucu izole edilen 50 adet stafilokok kiiltiiriiniin tiir diizeyinde identifikasyonu BD Phoenix™ otomatize
bakteri tanimlama cihazi ile yapildi. izolatlarm virulens ve patojenite faktdrlerinin analizi PCR yéntemi ile
yapildi. Arastirmada elde edilen 50 adet stafilokok izolatinin %56’s1 S. aureus, %36’s1 S. intermedius,
%6’s1 S. warneri ve %2’si de S. schleiferi olarak identifiye edildi. izolatlarin hicbirinde eta, luk-PV ve
GIuSE genlerine rastlanilmadi. Yapilan diger analizlerde S. aureus izolatlarinin %82’si agrA, %68’i sarA,
%21°1 AtlE, %29°u aap, %39’u icaAB, %18’i eth, %64’ geh, %36’s1 nuc genleri yoniinden pozitif, etd,
mecA ve tsst genleri yoniinden ise negatif bulundu. S. intermedius izolatlarinin %83’ agrA, %61°i sarA,
%6’s1 AtIE, nuc ve tsst, %17’si aap, %11°i icaAB ve eth, %6’s1 etd, %78’i geh, %17’si mecA, genleri
yoniinden pozitif bulundu. S. warneri izolatlarinin tamami sarA ve eth, %67’si agrA, aap, geh; %33’
icaAB, etd, tsst genleri yoniinden pozitif, AtIE, mecA ve nuc genleri yoniinden ise negatif bulundu. Bir adet
S. schleiferi izolat1 agrA, aap ve nuc genleri yoniinden pozitifken diger genler yoniinden negatif bulundu.
Yapilan bu ¢calismada saglikli kopeklerden izole edilen stafilokok tiirlerinin potansiyel patojen tiirler olmasi
dikkat gekti. Izolatlarin virulens ve patojenite genleri varlig: agisindan dnemli oranlarda pozitiflik tespit
edilmesi nedeniyle hayvan sagligi agisindan 6nemli risk olusturabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Kopek, Stafilokok, Viriilens Faktor, Patojenite Faktor



ABSTRACT

Celik R, Molecular Analysis of Some Virulence and Pathogenicity Factors of Staphylococci Isolated
from Dogs, Van Yuzuncu Yil University, Health Sciences Institute, Department of Microbiology
(Veterinary Programme), Master Thesis, Van, Tiirkiye, 2023. In this study, it was aimed to investigate
some virulence and pathogenicity factors by molecular techniques in staphylococci isolated from dogs. For
this purpose, swab samples taken from the nose and ears of 95 dogs under anesthesia at the Animal Care
and Rehabilitation Center of Van Metropolitan Municipality were used in the study. Species-level
identification of 50 isolated staphylococcal cultures was performed with the BD Phoenix™ automated
bacteria identification device. Analysis of virulence and pathogenicity factors of isolates was done by PCR
method. Out of the 50 staphylococcal isolates obtained in the study, 56% were identified as S. aureus, 36%
as S. intermedius, 6% as S. warneri and 2% as S. schleiferi. No eta, luk-PV and GIuSE genes were found in
any of the isolates. In other analyzes, 82% of S. aureus isolates were agrA, 68% sarA, 21% AtlE, 29% aap,
39% icaAB, 18% eth, 64% geh, and 36% were positive for nuc genes while etd, mecA and tsst genes were
found to be negative. Out of 83% of S. intermedius isolates were agrA, 61% sarA, 6% AtIE, nuc and tsst,
17% aap, 11% icaAB and eth, 6% etd, 78% geh, 17% were positive for mecA genes. In the study, 67% of
S. warneri isolates were found positive for agrA, aap and geh, 33% for icaAB, etd and tsst, 100% for sarA
and etb genes, and all isolates were negative for AtIE, mecA and nuc genes. One S. schleiferi isolate was
positive for agrA, aap and nuc genes, while it was negative for other genes. In this study, it was quite
remarkable that the staphylococcal species isolated from healthy dogs were potentially pathogenic species.
It was concluded that the isolates may pose a significant risk in terms of animal health due to the presence
of virulence and pathogenicity genes at significant rates.

Keywords: Dog, Staphylococcus, Virulence factor, Pathogenicity factor
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1. GIRiS

Stafilokoklar, insan ve hayvanlarda ¢esitli enfeksiyonlara neden olan firsatgi
patojenlerdir. Micrococcaceae familyasinda yer alan ve Gram pozitif bir bakteri olan
stafilokoklar, mikroskopta 0.5-1.5 um biiyiikliigiinde kok, diplokok, tetrakok ya da iiziim
salkim1 seklinde goriilmektedir. Deri, nazofarinks, gastrointestinal sistem, burun ve diger
mukozalarin normal flora tiyesini olustururlar (Bilgehan, 2009). Daha once yapilan
caligmalar, burunda Staphylococcus aureus (S. aureus) tastyiciligi ile artan nozokomiyal
enfeksiyon riski arasinda gii¢lii bir nedensel baglanti oldugunu gostermektedir. Nazal
tasima, S. aureus'un viicudun diger bolgelerine yayilmasi i¢in bir hazirlik alani saglar;
burada epiteliyal bir hasar sonucu stafilokoklarin dolagim sistemine girmesiyle
planktonik biiyiime ve adezyon faktorlerinin yukari regiilasyonu meydana gelmektedir.
Hastalik yapici stafilokoklar daha sonra ya konakg¢imnin dogustan gelen bagisiklik sistemi
tarafindan uzaklastirilir ya da konakg1 hiicre dis1 matriks proteinlerine baglanir ve bir
biyofilm olusturur (Archer ve ark., 2011). Komponent olan stafilokoklar, konak¢ida
kutandz organ sistemi travmasi, asilama ve cihaz implantasyonuyla konakg¢iya giris
saglayabilmektedir. Konaga veya yabanci cisme yapisma yeteneklerine bagli olarak
konakg¢1 immun sistemini baskilar ve ¢ogalirlar. Konakgiya zarar veren iriinler iireterek
patojen bir yasam tarzi gelistirebildikleri belirlenmistir (Kloos ve Schleifer, 1986; Kloos
ve Bannerman, 1994). Stafiloklari mukozal bariyer veya derinin herhangi bir travma ile
zarar gormesi sonucu komsu dokulara ya da dolasima katilmasiyla enfeksiyonlarin
meydana geldigi tespit edilmistir (Winn ve ark., 2006). Cogu stafilokok tiirii toksik sok
sendromu, gida zehirlenmesi, siddetli invaziv enfeksiyonlar, mastitis ve yumusak deri
enfeksiyonlart da dahil olmak {izere insanlarda ve hayvanlarda ¢esitli hastaliklardan

sorumlu olduklari bildirilmistir (Jans ve ark., 2017).

Koagulaz olusturup olusturmamalarina gore Staphylococcus tiirleri koagulaz
negatif stafilokok (KNS) ve koagulaz pozitif stafilokok (KPS) olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir (Lee ve Bohach, 2004). KPS tiirlerinden S. aureus ve S. intermedius ayrica
KNS tiirlerinden S. chromogenes ve S. epidermidis 6nemli hastaliklara neden olmaktadir.
Koagulaz pozitif ve firsatg1 bir patojen olarak karsimiza ¢ikan S. aureus; kopeklerin
normal deri flora tiyesini olusturan ve suppuratif enfeksiyonlara yol acan bir tiir olarak

belirlenmistir (Kloos, 1990). Ayrica gevis getiren hayvanlarda ve atlarda mastitise;



kecilerde ve koyunlarda dermatitise, kopek ve kedilerde ise suppuratif hastaliklara sebep
olabilmektedir (Rich, 2005). S. intermedius grubunda (SIG); S. delphini, S. intermedius
ve S. pseudintermedius cinsleri yer almaktadir. Saglikli kopeklerin deri florasindan ve
deri enfeksiyonu bulunan képeklerden en ¢ok izole edilen tiir S. intermedius olarak tespit
edilmistir (Biberstein ve ark., 1984; lhrke, 1987). Ayrica bu tiir 6n burun boslugundan,
dis kulak yolundan ve rektumdan da izole edilmektedir (Sasaki ve ark., 2005). Ozellikle
kopeklerdeki bakteriyel deri enfeksiyonlarinin ana etkeni S. pseudintermedius olarak
bildirilmistir. SIG {iyelerinin ilaveten otitis eksterna, sistitis, endometritis gibi irinli
enfeksiyonlara neden oldugu tespit edilmistir. Kedilerde de birgok farkli piyojenik
enfeksiyonlar olusturmaktadir. Insanlarda ve hayvanlarda oportunist enfeksiyonlara
neden olan KNS’lerden ise hayvanlarda en sik izole edilen S. epidermidis, S. warneri, S.
chromogenes, S. lugdunensis, S. haemolyticus ve S. simulans tiirleridir (Shuttleworth ve
ark., 1997; Lina ve ark., 2000). Bu tiirlerden farkli olarak da S. saccharolyticus, S.
haemolyticus, S. cohnnii S. simulans ve S. hominis in oportunist enfeksiyonlarimin ender

olarak goriildiigii tespit edilmistir (Bilgehan, 1993).

Staphylococcus tiirleri patojenitelerine farkli sekillerde katki sunan protein A,
agregasyon faktorii, koagulaz, kollajen, fibrinojen, fibronektin, hemolizin, niikleaz,
eksfolyatif toksin ve enterotoksin gibi yiizeyle iliskili faktorler, parcalayici enzimler ve

sliperantijenik toksinler tiretebilmektedir (Kumar ve ark., 2010; Ote ve ark., 2011).

Ulkemizde farkli klinik olgulardan elde edilen stafilokoklarda bazi virulens ve
patojenite faktorlerinin ayr1 ayr1 degerlendirildigi ¢alismalar mevcuttur. Ancak
kopeklerin burun ve kulagindan izole edilen stafilokoklarda baz1 virulens ve patojenite
faktorlerinin 6nemli bir kisminin birlikte degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Bu bakimindan literatiirde var olan bu boslugun giderilmesi hedeflenmistir. Yapilacak bu
caligmada kapsam itibariyle daha genis ve karsilastirmali bir analiz yapilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Stafilokoklarin Genel Ozellikleri
2.1.1. Tarihge

Stafilokoklar ilk defa 1878°de Robert Koch tarafindan kesfedilmistir. Iskogyali
bir cerrah olan Alexander Ogston ise 1880 yilinda insanlarda farkli piyojenik
enfeksiyonlarda tiziim salkimi bi¢iminde belirlenen etkenleri, Staphylococcus olarak
adlandirmustir (Archer 1990). Koch ve Pasteur bu morfolojiye sahip etkenleri piyojenik
enfeksiyonlarla iliskilendirmistir (Bergdoll, 1989).

1884 yilinda stafilokoklarin ilk defa saf kiiltiirleri ve tipik 6zellikleri {izerinde
caligmalar yapan Alman cerrah Rosenbach, kat1 kiiltiirlerde sar1 ve beyaz renkli iireyen
iki farkli stafilokok izolati tespit etmistir. Beyaz renkte goziiken kolonilere
Staphylococcus (pyogenes) albus, sar1 renkte goziiken kolonilere ise Staphylococcus
(pyogenes) aureus adin1 vermistir (Kloss, 1990; Akan, 1993; Becker ve ark., 2014;
Cunha, 2014). S. albus izolat1 insanlarin deri 6rneklerinden siklikla izole edildigi igin S.
epidermidis olarak yeniden adlandirilmigtir (Rosenbach, 1884). S. aureus ile S.
epidermidis arasindaki temel farklilik, koagulaz olusumuna dayanmaktadir. Daha sonraki
yillarda ise tigiincii tiir olan S. saprophyticus identifiye edilerek stafilokok cinsine dahil
edilmistir (Bergdoll, 1989; Baird-Parker, 1990).

2.1.2. Siniflandirma

Eskiden Micrococcus, Stomatococcus ve Planococcus cinsleri ile birlikte
Micrococcaceae ailesinde siniflandirilan stafilokoklar DNA-rRNA hibridizasyonlari,
16S rRNA sekanslari gibi molekiiler yontemlerin gelismesiyle hazirlanan genetik
calismalar ve kemotaksonomik incelemeler sonucunda bu bakteri cinsinin diger
cinslerden ayr1 oldugu anlagilmigtir (Cunha, 2014). Evans 1957°de glikozu anaerobik
ortamda fermente edebilme kabiliyetlerini belirlemesi ile Staphylococcus adi verilen
farkli bir soy ortaya ¢ikarmistir (Bergdoll, 1989; Baird-Parker, 1990). Staphylococcus
cinsi  son smiflandirmaya goére Bacilli simifinda, Bacillales takiminda ve

Staphylococcaceae familyasinda bulunmaktadir (Schleifer ve ark., 2009).



Domain: Bacteria
Filum: Firmicutes
Sinif: Bacilli
Takim: Bacillales
Familya: Staphylococcaceae
Cins: Staphyloccus

Koagulaz negatif olan S. saprophyticus ve S. epidermis ile koagulaz pozitif olan
S. aureus 1970’lerin ilk donemlerine dek stafilokoklarin ¢ tiirii olarak bilinmekteydi.
Daha sonra stafilokoklarin kemotaksonomik ve genotipik niteliklerine bakilarak yapilan
ayrintili ¢aligmalarda pek ¢ok tiirii belirlenmistir (Sekil 1) (Tille, 2014).

Genus Staphylococc :

4

Coagulase-negative staphylococci (CoNS) Coag:nalla):‘ey];;::ict:\in(ac/:?g DI

ag’;'cr:;at: d Animal- Hum_an-
Human-associated CoNS associated associated
2Hd otk CoPS CoPS
CoNS
S. carnosus ” o ey
slibsp S egldern!riflls-llke group”: intermedius
e S epldermlfj{s, S, haen"iqutlcus, S. sapro- S intermedis
S folis S. capitis, S. homl_nls, phyticus S. hyicus S. aureus
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Sekil 1. Stafilokoklarda koagulazin ana virulens faktorii olarak siniflandirilmasi (Becker
ve ark., 2014)

2.1.3. Stafilokoklarin morfolojik ve kimyasal ézellikleri
Mikroskobik ozellikleri

Stafilokoklar 1sik mikroskobunda 0.5-1.5 pum biiytkligiinde, Gram pozitif,
flagellasiz, kapsiilsiiz, sporsuz ve katalaz pozitif bakterilerdir. Kati kiiltiirden hazirlanan
boyali preparatlarda kisa zincirler, tek tek, ikiser ikiser ya da dortlii kiimeler seklinde
kolonize olmuslardir (Bilgehan, 2000). Bakterilerin boyutunda ve seklinde goriilen bu

degisikliklerin konaktaki yangi hiicrelerine ve bunlarin hidrolitik enzimlerinin yaptigi



etkiye bagli oldugu bildirilmistir. Kisa zincirli ve kiimelenmis olan bu
mikroorganizmalara direkt yayma preparatinda bakildiginda bunlart mikrokok,
streptokok ve peptostreptokoklardan ayirmak imkansiz olarak goriilmiistiir (Procop ve
ark., 2017).

Ureme ve kiiltiir ozellikleri

Stafilokoklar pH 4.2-9.3 araliginda iireyebilen ancak optimum iireme kosulu pH
7.4 olan fakiiltatif anaerob mikroorganizmalardir (Moreillon ve ark., 2005). Kanli agar
besiyerlerinde beta hemolitik veya hemolitik olmayan koloniler olustururlar (Tiinger,
2004). Stafilokoklar 37°C’de kolayca {ireyebilir ve 10-48°C araliginda toksin
olusturabilirler. Stafilokoklar %210-15 oraninda tuzlu ortamlarda bile {ireme yetenegine
sahiptir. Kanli agarda daha iyi iremesine karsin triptik soy agar, brain heart infusion agar
veya nutrient agar gibi pek ¢ok besiyerinde de iireyebilirler. Kanli agarda, 18-24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda 1-4 mm ¢apinda, parlak, yuvarlak ve konveks koloniler meydana
getirirler. S. epidermidis izolatlarinin meydana getirdigi koloniler beyaz, S. aureus
kolonileri ise altin saris1 renginde goriilmektedir. Mannitol Salt Agar (MSA)’da S. aureus
kolonileri etrafinda sar1 renkli halka olugmasiyla diger stafilokoklardan ayrilir. Fakat
diger baz1 stafilokoklarin da (S. saprophyticus gibi) MSA’da benzer sekilde koloniler
meydana getirdigi goriilmiistiir. DNase agar besiyeri kullanilarak yapilan DNase testi,
patojen stafilokok suslarinin ayiriminda kullanilan 6zel bir testtir. Patojen stafilokoklar
besiyerlerinde +4°C de 2-3 ay ve -20°C de 3-6 ay boyunca canliliklarin1 koruyabilirler.
Patojen stafilokok suslari kanli agarda hemoliz ve pigment olusturma yetenegine sahiptir.
Sivi besiyerinde de iireme yetenegine sahip olan etkenler bu ortamlarda pigment

olusturmazlar (Procop ve ark., 2017).
Biyokimyasal ozellikler

S. aureus izolatlarini diger stafilokoklardan ayirmak igin en ¢ok kullanilan test
koagulaz testidir ve S. aureus izolatlarinin koagulaz reaksiyonu pozitiftir. Koagulaz testi
stafilokoklarin sentezleyip ortama biraktiklari serbest koagulaz enziminin tespitini
saglayan tiip koagulaz testi ve clumping faktorii olarak da adlandirilan baglh koagulazin
incelendigi lam koagulaz testi olmak {izere 2 sekilde yapilmaktadir (Cengiz, 1999;
Waldvogel, 2000).



Stafilokoklar fermantasyon yoluyla glukozu pargalayarak laktik asit meydana
getirirler. Gaz olusturmazlar. Laktoz, maltoz, mannoz ve siikroz gibi besinleri de
fermantatif yolla pargalarlar. Sadece S. aureus izolatlar1 mannitolii fermente eder.
KNS’ler ise mannitol negatiftir. Mannitol fermentasyon test sonucuna gore de
stafilokoklar birbirinden ayirt edilebilmektedir (Juhasz-Kaszanyitzky ve ark., 2007;
Morgan 2008).

Stafilokoklar katalaz enzimine sahipken, oksidaz reaksiyonlar1 negatiftir (Akan,
2006). Spor olusturmamalarina karsin stafilokoklar, dezenfektanlara ve dis faktorlere en
cok dayanabilen mikroorganizmalardir. 60°C’lik sicaklikta 30 dakika boyunca
canliliklarmi koruyabilirler. Yiiksek orandaki tuza diren¢ gosterirken, %?2’lik fenol
uygulamasi sonucunda 15 dakikada inaktif hale gelirler (Winn ve ark., 2006). Nitratlar1
nitritlere indirgerler. Basitrasin ve lizozime direngli olmasina ragmen furazolidon ve
lizostafine kars1 duyarhidirlar. S. aureus izolatlar1 kuruluga ve 1siya kars1 dayaniklidir.
Iyot ve alkol gibi antiseptiklere de nispeten duyarl: olmakla birlikte kuarterner amonyum
kloriir uygulamalar1 sonucunda canliliklarini kaybederler (Bannerman 2003; Winn ve
ark., 2006).

2.2. Stafilokoklarin Virulens ve Patojenite Faktorleri

Stafilokoklarin  bazi immun sistem hiicrelerinin  mitoz  bdliinmesini
durdurmasinda, konak¢inin immun sistem aktivitesinden korunup canli kalabilmesinde
ve invazyonunda kapsiil, slime faktor, yiizey proteinleri, enzimler, toksinler ve 16kosidin

gibi virulens faktorler rol oynamaktadir (Karahan 2005).
2.2.1. Kapsiil

Hiicre duvarmin dis yapisinda bulunan ve bakterinin etrafini tamamen saran
polisakkarit yapidir. Kalinlig1 genetik ve dig etmenlerle iliskili olarak degismektedir.
Kapsiilde kiigiik olan ¢ogu molekiiliin diflizyonu gergeklesir. Fagositozu onler ve konakgi
antikorlarinin bakteriyi noétralize etmesine engel olur (Gemmell ve Lang, 2015). S. aureus
izolatlar1 kapsiiler antijen yapisina bagli olarak 11 serotipe ayrilir. Bu suslarin geneli tip

5 ve 8 olarak belirlenmistir (Gillaspy ve Jandolo, 2009). Tip 8’in toksik sok sendrom



toksini olusturmasi ile tip 5’inde metisilin direnciyle iliskili oldugu diisiiniilmektedir
(Procop ve ark., 2017).

2.2.2. Slime faktor

Christensen ve arkadaslar1 araciligiyla ilk kez tanimlanmis olan bu film tabakasi
glikozlar, proteinler ve kiigiik peptidler bulunduran, zayif bagl ve suda ¢6ziinen gok
giiclii bir antijenik yapiya sahiptir. Genellikle KNS’lerde mevcutturlar ve bu yapiyi
stafilokoklar ¢esitli oranlarda sentezlemektedir. Etkenlerin katater, doku, eklem gibi bazi
organik yapilar ile plastik veya metal yapidaki yabanci cisimlere tutunmasini

saglamaktadir (Cengiz, 1999; Murray, 2010).

KNS’lerin hiicre duvarindan disariya uzanan slime faktér %27 protein ve %40
monosakkaritlerden olusmakta ve bakterilerin konak dokuya tutunmasini saglayan
kuvvetli bir patojenite etkeni olarak degerlendirilmektedir. KNS’lerin konakg¢iya tutunup
cogalmasina yardim etmesinin yaninda mikroorganizmanin degraniilasyon ve fagositoz
gibi konak¢1 savunmasindan korunmasini saglamaktadir. Yine konak¢1 immun sisteminin
olusturdugu opsonizasyon ve kemotaksisi engeller. Ayrica bakteride patojenik karakter
olusturmak igin konakg¢idaki noétrofil ve lenfosit reaksiyonlarimi baskilamaktadir

(Christensen ve ark., 1982; Davenport ve ark., 1986; Keane ve Taylor 1992).
2.2.3. Hiicre duvari

Gram pozitif olan ve diger mikroorganizmalarla homolog &zellik gosteren
stafilokoklarin hiicre duvari protein, peptidoglikan (PGN) ve teikoik asitten olugsmaktadir
(Sekil 2). Asirt elektron tabakasi bulundurmayan, nispeten homojen ve kalin bir yapiya
sahip oldugu belirlenmistir (Tille, 2014). Stafilokoklarin hiicre duvarlar1 lizozime
dayanikli, lysostaphine ise duyarli oldugu tespit edilmistir (Sekil 2) (Loir ve ark., 2003).

Peptidoglikan tabaka

Bu tabaka hiicre duvarinin kuru agirhigimin yarisin1 olusturmakta ve hiicre
duvarinin dayanikli olmasimi saglamaktadir (Lowy, 1998; Winn ve ark., 2006).
Stafilokoklarin bulundurdugu bu peptidoglikan tabakasinin yapisi, peptitler araciligiyla
capraz bagli glikan iplikleri bulunan heteropolimerden olusmaktadir. Gram pozitif



mikroorganizmalarda peptid baginin boyu normalde daha uzundur. Yaklasik 15 yineleyen
tinite bulunduran S. aureus en sert ¢apraz bagli PGN’ye sahiptir (Snowden ve Perkins,
1990). Fazla miktarda ¢apraz bagin bulunmasi, stafilokoklarin hiicre duvarlarma daha
dayanikli bir 6zellik kazandirmakta bu da bakterilerin konak hiicrelerde canliliklarini
devam ettirmesine yardimci Olmaktadir (Joklik ve ark., 1992). Bu o6zellik sayesinde
stafilokoklar immun sistemdeki savunma hiicrelerinden lizozime direng gostermektedir
(Wilkinson, 1997).

Teikoik asit

Fosfodiester baglarini igeren ribitol iinitelerinin olusturdugu teikoik asit hiicre
duvarinin %40’in1 olusturmaktadir. Teikoik asit suda ayrilabilen polimer bir yapiya
sahiptir (Wilkonson, 1997). Hiicre i¢i ortamda teikuronik asite doniisebilen teikoik asit,
bu degisimden sonra konak¢inin hiicresel ve humoral bagisiklik sistemi tarafindan
taninamaz (Guidry, 1985). Bu durumun polimorfniiklear 16kositlerin fagositozuna kars1
direnci arttirdig: bildirilmistir (Sutra ve Poutrel, 1994; Fox ve ark., 2000). Ayrica teikoik
asit, konak dokudaki hedeflerine (kollajen, fibronektin, fibrinojen, elastin) baglanarak
bakterilerin enfeksiyon bolgesine adezyonunu saglamaktadir (Lowy, 1998; Waldvogel,
2000).

Teikoik asit, yalniz Gram pozitiflerin hiicre duvarinda bulunan, antikor sentezini
uyaran ve yangi hiicrelerinin kemotaksisini engelleyen birka¢ nitelikli virulens etkeni
barindirmaktadir. Bununla birlikte otolitik enzimlerin faaliyet gostermesinde de gorev
almaktadir. (Wilkonson, 1997).

S. aureus iki ¢esit teikoik asite sahiptir. Birincisi, stoplazma membraninin yaglari
ile iliski i¢inde olan membran teikoik asitidir. Ikincisi ise PGN tabakaya kovalent baglarla
tutunmus olan hiicre duvari teikoik asitidir. Teikoik asit yalniz basina oldugunda zay:1f bir
antijendir fakat PGN ile birlikte oldugunda spesifik antikor yanitin1 uyarabilmektedir
(Tiinger, 2004; Peacock, 2006).
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Sekil 2. Stafilokok hiicre duvar yapist (Anonim 1)
Yiizey proteinleri

Bu proteinler, stafilokoklarin konak¢1 hiicrelerine tutunarak kolonize olmasini
saglayan en onemli yapilardir. Stafilokoklarin yiizey proteinleri; fibronektin baglayici
protein, kollajen baglayici protein, elastin baglayici protein ve protein A’dan meydana
gelmektedir (Sekil 3) (Winn ve ark., 2006)

Protein A: S. aureus bakterisinin hiicre duvarinda bulunan 42 kDa agirliginda
olan ve dis ¢evreye de salgilanan bir yiizey molekiiliidiir (Forsgren ve Sjogulst, 1966).
Hiicre duvarmin ortalama %7’sini kapsayan ve PGN tabakasinin en dis katmaninda
bulunan 6nemli bir virulens etkeni oldugu belirlenmistir. Stafilokoklarin iremeleri
esnasinda ortama salinan serbest, hiicre digina salgilanan ve peptidoglikan tabakasina
kovalent bagla tutunmus olmak lizere 3 tiir protein A varligi bilinmektedir. Bazi
immunglobulinlerin (IgG1, 1gG2, 1gG4) Fc reseptorlerine tutunabilmesi protein A’nin en
onemli 6zelligidir. Bu sebeple iireme esnasinda ortama salinan serbest protein A,
immunglobulinlerin Fc reseptorlerine tutunarak antikorlarin olusturdugu fagositozdan
etkeni korumaktadir. Ekstraseliiler ortama salgilanan protein A yine Fc reseptorlerine
tutunarak viicut savunmasinda goérev alan komplement faktorlerinden bakteriyi
korumaktadir. (Cengiz, 1999; Levinson ve Jawetz, 2000; Procop ve ark., 2017). Protein
A antijenik bir yapt olup S. aureus enfeksiyonlarinda antikor yanitin1 baslatmaktadir
(Winn ve ark., 2006). Protein A’nin varlig1 S. aureus izolatlarinda koagliitinasyon testi
ile tespit edilmektedir. (Murray ve ark., 2002; Winn ve ark., 2006).
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Sekil 3. Stafilokoklarin bazi virulens ve patojenite faktorleri (Lowy, 1988)

Fibronektin, kollajen ve elastin baglayic1 proteinler: Bu proteinler
stafilokoklarin konak¢inin hiicre dis1 matriksine adezyonunda gérev almaktadir (Sekil 3)
(Sutra ve Poutrel, 1994). Fibronektin baglayici protein FnbpA ve FnbpB olmak {izere
ikiye ayrilmaktadir. Bu proteine karg1 meydana gelen antikorlarin 6zelligi sebebiyle insan
ve hayvanlar, S. aureus’un yiizey proteinlerine kars1 antikor meydana getirseler dahi
enfeksiyonlarina karsi1 bagisiklik olusturamazlar. Antikorlarin fibronektine baglanmis
Fnbp’ye 06zgiil olmasi nedeniyle bu antikorlar stafilokoklarin olusturdugu Fnbp’nin
fibronektine baglanmasina mani olmamaktadir. (Langevelde ve ark., 1998). Fnbp'nin
fibronektine baglanmasi; epitelyal hiicrelere, endoteliyal hiicrelere ve keratinositlere
bakteriyel istilay1 indiiklemektedir. Fnbp'lerin ayrica biyofilm olusumunu ve virulensi
etkiledigi goriilmiistiir (Paharik ve Horswill, 2016). Kollajen baglayici protein (Cna)
kollajen dokulara ve kollajen maddelere bakterinin baglanmasina yardimei olmaktadir. S.
aureus izolatinin in vitro ortamlarda kikirdak dokuya baglanmasi igin Cna’in olmasi
mecburi goriilmektedir. Cna’ya karsi meydana gelen antikorlar, kollajen yapilara
mikroorganizmanin tutunmasina izin vermeyerek bakterinin kikirdaga baglanmasini da

engellemektedir (Foster ve Ho6k 1998). Elastin baglayici proteinin (Ebp) ise S. aureus
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izolatinin organellerine ve diger yapilarina elastik 6zellik kazandiran 6nemli bir yapisal

protein oldugu belirlenmistir (Peacock, 2006).
2.2.4. Biyofilm olusumu

Biyofilm olusturma stafilokoklarin 6nemli bir virulens faktoriidiir. Bu bakterilerin
biyofilm olusum sisteminde aktif olan pek ¢ok molekiil ve gen bulunmaktadir. Yapilan
aragtirmalarda, stafilokoklarin biyofilm olusumunda iki 6nemli adim oldugu tespit
edilmistir (Perschel ve ark., 2000; Romeo, 2008). Biyofilm olusumunun ilk adiminda,
ylizey proteinleri ve adezinler gibi yiizeye erken adezyondan sorumlu yapilar gérev
almaktadir. Bu proteinler S. aureus izolatinda “microbial surface components recognizing
adhezive matrix molecules’” (MSCRAMM) olarak isimlendirilen yiizey proteinlerinden
olusmaktadir (Vancraeynest ve ark., 2004). S. epidermidis ‘de bulunan protein ise 6nemli
bir faktor olan otolizin AtIE’dir (Vuong ve ark., 2000; Heilmann ve ark., 2003). Bakteriler
bu yiizey proteinlerinin sayesinde konak doku ligandlarina ya da yabanci molekiillerin
yiizeylerine tutunabilirler (Marraffini ve ark., 2006). Yiizey proteinlerinin farkli
olmasinda; hiicrelere baglanma, kollajen, fibrinojen, fibronektin ve konaktaki matriks
proteinleri gibi gesitli yapilar etkili olmaktadir (Navarre ve Schneewind, 1994; McCrea
ve ark., 2000). Stafilokoklar, hiicre duvarindaki PGN’lere tutunan bu farkli yiizey
proteinleri ile degisik dokularda biyofilm kaynakli enfeksiyonlara yol agabilmektedir
(Heilmann ve ark., 2003).

Biyofilm olusumunun ikinci adiminda ise bakteriyel hiicre birikimi ile ¢ok
katmanli biyofilm evresinin baslamasi ve olgun biyofilm olusumu meydana gelmektedir
(Rachid ve ark., 2000; Atshan ve ark., 2012). Biyofilm olusumunun ikinci adiminin
gerceklesmesi igin polisakkarit interselliller adhezin (PIA) ve kapsiiler polisakkarit
adhezin (PS/A) olarak isimlendirilen ekstraselliiler polisakkarit iiretiminin olmasi
gerekmektedir. PIA ve PS/A’nin yapisal olarak ortak -1-6-glukozamine sahip olduklari
fakat amino gruplart acisindan farklilik gosterdikleri tespit edilmistir (Pei ve Flock,
2001).

PIA, biyofilmin temel bilesenidir ve sentezi hiicre agregasyonu ile biyofilmin
olgunlagsmasi amaciyla onemlidir. PIA, ica (hiicreler arasi adezyon) gen lokusunun

urettigi, B-1,6 glukozid baglartyla baglanmis, %10-20 degerinde deasetilasyona ugramis
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N-asetilglukozamin  artiklarinin ~ dallanmamis  poli-N-asetil-beta-1-6—glukozamin
(PNAG) homopolimeri bir yapiya sahiptir (Cramton ve ark., 1999; Pei ve Flock, 2001).
PIA’nin hiicre yiizeyine tutunmasinda gorev alan birgok protein de burada gérev
almaktadir (Gad ve ark., 2009). Bu proteinlerden bir tanesi olan Accumulation Associated
Protein (aap) 'in biyofilm olusumunda son derece énemli oldugu belirlenmistir. Ayrica
aap’m, biyofilm matriksinin olusmasinda, interselliiler birikim ve baglanmada da rol

oynayan bir protein oldugu bildirilmistir (Rohde ve ark., 2001; Vasudevan ve ark., 2003).

Baz1 ¢alismalarda, ica gen lokusunda olusan mutasyonlarin S. epidermidis
izolatlarinda biyofilm olusumunu baskiladig: ifade edilmistir (Muong ve ark., 2000).
Stafilokoklarda ica vasitasiyla biyofilm olusumunda gorev alan en etkili sistem icaABCD
operonudur (Heilmann ve ark., 1996; Beenken ve ark., 2004). Bu mekanizma ilk olarak
S. epidermidis suslarinda tanimlanmistir ve daha sonra varligi S. aureus dahil olmak iizere
Staphylococcus cinsinin diger birgok tiirtinde de oldugu goriilmiistiir (Arciola ve ark.,
2001). Bu operonda yer alan genlerin sifreledigi enzimler tarafindan PIA ve polimerik N
-asetilglukozaminden olusan PNAG gibi extracellular adhesin polisakkariti molekiilleri
sentezlenmektedir. Bu molekiiller biyofilmin ana bilesenini olusturmaktadir. Hiicreler
aras1 agregasyonu saglayan PIA, stafilokoklarin en 6nemli biyofilm molekiiliidiir. PNAG
ise biyofilm matriksinin ana bilesenlerinden birisini olusturmaktadir (McKenney ve ark.,
1998). S. aureus ile S. epidermidis izolatlarinda bulunan ve bir operon olan icaABCD
kiimesi, biyofilm matrisi polisakarit poli-N-siiksinil b-1 6 glukozamin (PIA-PNSG)
sentezinde yer alan proteinleri kodlayarak biyofilm olusumunun hiicreler arasi
adezyonuna katilmasini1 saglamaktadir ( Cucarella ve ark., 2001). Bu operonda bulunan
en 6nemli iki gen icaA ve icaD’dir. icaA geninin PIA’nin olusumunda gorev alan N-
asetilglukozaminil transferaz’in sentezinden sorumlu oldugu bilinmektedir. icaD geninin
ise kapsiiler polisakkaritin olusumundan sorumlu olan N-asetilglukozamiltransferaz’in
ekspresyonunda gorev aldigi tespit edilmistir (Arciola ve ark., 2001). icaA geni yalniz
basina zay1f N-asetilglukozamin transferaz enzim aktivitesine sahipken icaD geni enzim
aktivitesinde ve sentezlenen oligomerlerin miktarinda apagik bir artig saglamistir (Paharik
ve Horswill, 2016; Moormeier ve Bayles, 2017). Ayrica bu iki genin birlikte aktivasyonu,
N-asetilglukozamini  substrat gibi kullanarak seker oligomerlerinin sentezini
saglamaktadir (Yiiksekdag ve Baltaci, 2013). icaB geni deasitilasyon ve sentez

basamaginda katalizérden sorumludur ve hiicre zarinda sentezlenen PIA’nin biyolojik
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fonksiyon elde etmesinde etkin oldugu diisiiniilmektedir (Archer ve ark., 2011; Arciola
ve ark., 2015;). icaC geni ise biyofilmde sentezlenen oligomerlerin uzatilmasi igin
deasetilasyon asamasinda gorev almaktadir. Biyofilmin ana bileseni PIA'ya karsi
antikorlarla daha iyi reaksiyona girebilen daha biiyiik N-asetilglukosamin polimerleri
tiretir ve hiicre duvarma tasinmasinda etkili oldugu belirlenmistir (Paharik ve Horswill,
2016; Moormeier ve Bayles, 2017). S. aureus izolatinin ¢ogunda ica gen lokusu oldugu
bildirilmistir. S. epidermidis’in biyofilminde ise ica lokusunun klinik 6énemi oldukga
fazladir. (Cucarella ve ark., 2001; Archer ve ark., 2011).

SarA (Staphylococcus yardimci diizenleyici protein A) geni, bap aracili biyofilm
olusumunda arttiric1 etki saglayan bir regiilator olarak fonksiyon gostermektedir (Traber
ve ark., 2008). SarA ekspresyonu, g¢ekirdek ekspresyonunu veya proteaz aktivitesini
inhibe ederek 6nemli bir biyofilm yapisal bilesenleri olan hiicre dist DNA ve proteinin
bozulmasimi dnlemektedir (Archer ve ark., 2011). Ozellikle metisiline direngli S. aureus
(MRSA) suslarinda sarA geninin mutasyona ugramasi biyofilm olusum kapasitesini

olumsuz etkiledigi belirlenmistir (MVuong ve ark., 2000).

agr (yardimei gen diizenleyici) geni, S. aureus izolatinda hiicre yogunluguna yanit
olarak virulens faktorlerinin ekspresyonunu diizenleyen iyi ¢alisilmis bir merkezi
transkripsiyonel sistemden olusmaktadir (Traber ve ark., 2008). Stafilokoklarin
biyofilmden ayrilma asamasinda agr rol oynamaktadir (Vuong ve ark., 2000). Hem
biyofilmin sentezinde hem de biyofilmden ayrilma evresinde, molekiil sinyaller ya da agr
gen lokusu tarafindan sentezi ayarlanan agrB ve agrD peptiti gibi oto indiikleyici peptitler
(AIP) etkili rol oynar. Ayrica fenolde eriyen modilinler (PSM) ile proteazlarinda bu
asamada diizenleyici etkisi oldugu bilinmektedir (Perschel ve Otto, 2013).

2.2.5. Enzimler
Katalaz

Bakteriyel etkenlerde katalaz enziminin olup olmadiginin belirlenmesi igin
katalaz testi uygulanmaktadir (Temiz, 2008). Bu test Streptococcaceae familyasi i¢inde
yer alan streptokoklar ile Micrococcaceae familyas: i¢inde bulunan stafilokoklar:

birbirinden ayirt etmek i¢in kullanilmaktadir Streptokoklarin iginde bulundugu

13



Streptococcaceae  familyast  katalaz  negatitken, stafilokoklarin  bulundugu
Micrococcaceae familyasi ise Katalaz pozitiftir (Berkiten, 2005).

Stafilokoklarin tiimiiniin salgiladigi bu enzim, hidrojen peroksiti (H203)
pargalay1p inaktif hale getirerek su (H20) ve oksijen (O2) gibi zararsiz iiriinler meydana
getirmektedir. Stafilokoklar bu 6zellikleri sayesinde fagositoz yapan hiicrelerin
icerisindeki oksijen radikallerine kars1 direng gosterirler ve konak immun sisteminin
verdigi tepkiden kendilerini korumus olurlar. (Bannerman, 2003; Winn ve ark., 2006;
Forbes ve ark., 2007). Ayrica notrofiller tarafindan salgilanan H202’i H2O + 1/2 Oz’ ye
yikimlanarak nétrofillerin fagositoz yetenegini azaltirlar (Murray ve ark., 2002; Winn ve
ark., 2006).

Lipaz

Lipaz, suda ayrismayan trigliseritleri mono ve di agilgliseritlerine, gliserin ve
serbest yag asitlerine kadar parcalayabilen enzim olarak belirlenmektedir. Bakterilerde
ozellikle cilt ve cilt alt1 lipit dokusu tizerinde etkisini gostermektedir. (Fischetti ve ark.,
2006).

KNS’lerin %30’a askin tiirii ile S. aureus suslarinin hemen hemen hepsi lipaz
enzimi sentezlemektedir (Cengiz, 1999). Viicudun lipit agisindan yogun oldugu yerlerde
stafilokoklarin kolonize olmasi, yaglarin hidrolizi sonucu par¢alanmasiyla gergeklesir.
Bu durum bilhassa stafilokoklarin yiizeysel cilt ve cilt alti enfeksiyonlarinda
gortilmektedir (Tinger ve ark., 2005).

Koagulaz

Gram pozitif kok morfolojisindeki bir bakterinin S. aureus olarak identifikasyonu
icin en kolay yapilabilecek deney koagulaz enzimi olusturdugunu saptamaktir. Birgok S.
intermedius suslar1 ve bazi S. hyicus alt tiirleri de koagulaz enzimi olusturabilmektedir.
Koagulaz enziminin virulensi diger enzim ve toksinlerden daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Koagulazin meydana gelmesi patojenite ile paralellik gosteren bir durumdur
ve koagulaz testi de pratikte patojenitenin bir isareti olarak kabul edilmektedir. Koagulaz
enzimi aslinda bir proenzimdir ve daha dogru olarak prokoagulaz olarak

adlandirilmalidir. Bu enzimin etkisini gostermesi i¢in trombini andiran ve biitiin
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hayvanlarin plazmasinda olmayan bir faktére (CRF= coagulase-reacting factor)
gereksinim duyulmaktadir (Joklik ve ark., 1984; Freeman, 1985). Koagulazun, bu plazma
faktort ile birlestiginde aktif hale gegerek fibrinojenin trombinle katalize olup fibrin
olusmasina benzer bir mekanizma ile plazmayi pihtilastirdigi gortilmistiir (Joklik ve ark.,
1984). Ayrica aktif hale gecen bu bilesik (CT= coagulase-trombin iiriinii) proteolitik ve
esterolitik aktiviteye de sahiptir (Kloos ve Jorgensen, 1985).

Stafilokoklarda koagulaz enziminin varlig: tiip ve lam koagulaz testi yapilarak
belirlenmektedir. Tiip koagulaz testinde serbest koagulaz, lam koagulaz testinde ise bagli
koagulazin (clumping factor) varligi aranmaktadir (Akan, 2006). Stafilokoklarin hiicre
zarma baglh koagulaz, direkt fibrinojeni fibrine donistiirebilir ve stafilokoklarda
kiimelenmeye neden olur. Serbest koagulaz ise bir plazma globulin faktérii (CRF) ile
tepkimeye girerek bir trombin benzeri faktor (staphylothrombin) meydana getirmektedir.
Staphylotrombin fibrinojeni fibrine doniisiimiinii saglayarak bagli koagulazla benzer
sonuglar olusturur (Murray ve ark., 2005).

Koagulaz stafilokoksik apsenin c¢evresinde bir fibrin tabakasinin meydana
gelmesini saglamaktadir. Bu fibrin tabakasi koagulaz pozitif stafilokoklarin iistiinde
olugsmaktadir. Stafilokoklar1 fagositozdan, immun sistemin diger humoral ve hiicresel
savunma sistemlerinden koruyarak patojeniteyi arttirdigi tespit edilmistir. Bu yiizden
koagulaz, S. aureus i¢in 6nemli bir virulens faktor olmustur (Bannerman, 2003; Winn ve
ark., 2006; Forbes ve ark., 2007).

Termoniikleaz (TNaz)

Stafilokokal niikleaz, fosfodiesteraz yapisinda, endo ve ekzoniikleolitik nitelikleri
olan bir enzimdir. Konak¢1 hiicrelerin DNA ve RNA’simm1 hidrolize edebilmektedir
(Halphin-Donhalek ve Marth, 1989; Sardel ve McKillip, 2004). Sert sicaklik kosullarinda
stafilokoklarin 6zellikle de S. aureus un canli kaldig1 goriilmistiir. Bunun nedeni, nuc
geni tarafindan kodlanan TNaz i iretilmesidir (Kulkarni ve Barve, 1983). Bu enzim
KPS’lerin %98-100’1 tarafindan iretilir ve 30 dk kaynatilmaya direng gosterirler. S.
intermedius, S. aureus subsp anaerobius, S. simulans, S. schleiferi subsp coagulans, S.

xylosus, S. capitus, S. hyicus tarafindan olusturulurlar (Anonim 2).
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S. aureus’un identifikasyonu icin TNaz tiretimi belirleyici bir 6zelliktir. TNaz
etkinliginin belirlenmesi igin, toluidin mavili deoksiriboniikleik asit agar teknigi gibi basit
ve hizli bir yontem uygulanmaktadir. Bu teknikle 1siya direngli niikleaz enzimi duyarl
bir sekilde saptanmaktadir (Lachica, 1971; Barry ve ark., 1973; Cords ve Tatini, 1973;
Boothby, 1979).

Hyaluronidaz

Bircok memeli dokusunda hiicreler aras1 madde, doku ¢cimentosu gérevini yapan
ve asetilglukozamin ile glukuronik asitten olusan mukopolisakkarid bir enzimdir. S.
aureus suslarinin  %90'dan fazlast hyaluronidaz meydana getirirler. Bu enzimi
olusturmayan ya da az olusturan suslara karsilik, olusturan suslarin invazif kabiliyeti cok
daha fazladir. Hyaluronidaz plazmadaki unti-invazin | enzimi ile tahrip olmaktadir. Buna
karsilik bakteriler bu enzimi tahrip eden pro-invazin I denilen bir baska enzim, konak da
bu bakteri enzimini tahrip eden anti-invazin II denilen bir bagska enzim olusturur. Bu
durum bakterinin invazyonunun bakteri ve konaga ait cesitli faktorler tarafindan

belirlendigini gostermektedir (Freeman, 1985).

Hyaluronidaz bag dokusunun yapisindaki hyaluronik asidin depolimerizasyonunu
saglayip dokunun permeabilitesini arttirarak stafilokoklarin doku igerisine yayilmasina
olanak saglamaktadir. Yayilma faktorii olarak da taninan bu enzim antijenik karaktere

sahiptir bu yiizden 6zgiil antikorlar1 ile nétralize olur (Calik, 1998; Arvidson, 2000).
Deoksiriboniikleaz (DNaz)

DNaz niikleik asitleri 3’-fosfomononiikleotidlere parcalayan endo ve ekzoniikleaz
etkinligine sahip fosfodiesterazlardir. Istya direngli bir enzimdir (Winn ve ark., 2006).
DNaz S. aureuslarin %90’dan fazlasinda bulundugundan dolayr DNaz testi, S. aureus
suslarinin diger stafilokok suslarindan ayrimi igin kullanilmaktadir. Cogu S. aureus, S.
schleiferi ve S. intermedius suslart DNaz enzimi meydana getirirken, daha yetersiz DNaz
aktive yetenegine sahip suslar S. epidermidis, S. simulans, S. carnosus bakterilerinden
olugsmaktadir (Bannerman, 2003; Forbes, 2007).
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Beta laktamaz (penisilinaz)

B laktam grubu antibiyotiklere stafilokoklar, beta laktamaz enzimi olusturarak
direng gostermektedir. 1941°de penisilinler ilk kez kullanilmaya baslandigi zaman
stafilokoklarm ¢ogu penisiline duyarli idi ama son zamanlarda stafilokoklarin
olusturdugu bu enzimden dolay1 %90°dan fazla bir direng meydana geldigi goriilmiistiir.
S. aureus izolatinin en az ii¢ ¢esit penisilinaz enzimi olusturdugu yapilan ¢alismalarda
belirlenmistir (Winn ve ark., 2006). Plazmidler tarafindan kodlanan beta laktamaz enzimi
stafilokoklarin suslar1 arasinda direncin ¢abucak olusmasina sebep olmustur. Oranlari
%80-90 arasinda olan beta laktamaz salgilayan stafilokoklar tilkemizde olduk¢a yaygin
bulunmaktadir (Livermore, 1995). Ayrica asir1 miktarda beta-laktamaz tiretimi borderline

metisilin direngliligine de yol agmaktadir (Chambers, 1997).

1950’11 yillarda penisiline direngli stafilokoklarin tedavisi i¢in metisilinin
kullanimina baglanmis ve 1961 yilinda ilk MRSA (Metisiline direngli S. aureus)
izolasyonu bildirilmistir. MRSA nozokomiyal enfeksiyonlarin énemli bir nedenidir ve
hizla artan bir bicimde hem insan hem de hayvan sagligini etkilemeyi siirdiirmektedir.
Bakterinin hiicre ¢eperinde bulunan ve penisiline diisiik oranda yatkinlig1 bulunan 78 kDa
agirliktaki modifiye Penisilin-Baglayan Proteine (PBP2a) bagli olarak metisilin direnci
olusmaktadir. Bu protein de kromozom iizerinde olan ve mecA olarak adlandirilan bir
gen araciligiyla kodlanmaktadir (Duquette ve Nuttall, 2004; van Duijkeren ve ark., 2004;
Kwon ve ark., 2006; Morgan, 2008; Epstein ve ark., 2009).

Stafilokinaz (Fibrinolizin)

Stafilokinaz, fibrinolizin ve fibrin pihtilarina zarar verip enfeksiyonun komsu
dokulara yayilmasina yardim etmektedir (Cengiz, 1999). Bu enzim S. aureus izolatlarinin
neredeyse tamami tarafindan yapilmaktadir. Normalde pihtinin erimesi sirasinda
endotelyal hiicreler, doku plazminojen aktivator (tPA) adli bir protein salgilamaktadir.
tPA plazminojenle etkilesime girerek fibrin agin1 pargalayan plazmin adli yap: olusur ve
pihti bozulur. Kanda serbest kalan plazmin hizla pargalanir. Fibrinolizin de plazminojeni
aktive eder. Fibrinolizin aktivitesi yalnizca pihtiyr bozmaz aynm zamanda hiicrelerle
beraber yapilan fibrin iplik¢iklerini ve ekstraseliiler matriksi de bozar. Boylelikle bakteri
doku boyunca hareket eder (Winn ve ark., 2006).
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Proteaz

Bu enzim, proteinleri peptid baglarina veya serbest amino asitlerine kadar
yikimlamaktadir (Rao ve ark., 1998). Stafilokoklarin baslica ana tiirii olan S. aureus
izolatinin farkli hiicre dis1 proteaz enzimlerini (metallo-, serin ve sistein proteaz) iirettigi
goriilmistir (Maeda ve Yamamoto, 1996). Bu proteazlar konagin savunmasinin
bozulmasina ve dokulara yayilmasinda etkili olmaktadir. Serin proteaz bunlara 6rnektir
ve IgG tarafindan baglandig1 bildirilmistir. Proteazlar konak proteinlerini pargalayarak
yaygin doku harabiyetine neden olmaktadir. Bunun yaninda mikrobiyal {ireme ig¢in
gerekli besinlerin elde edilmesini saglamaktadir. Proteaz salinimi yiizeysel stafilokok
enfeksiyonlarinin siddetine de katkida bulunmaktadir (Archer, 1998; Dubin, 2002).

Ureaz

Protein metabolizmasinda ve iire dongiisiinde gorev alan bu enzim iireyi
yikimlayarak NH3 ve CO2 meydana getirmektedir. Amonyak hiicrelere zarar verir hatta
stafilokoklar i¢in de asir1 amonyak toksik etki olusturabilir. Metabolizma sonrasinda
goriilen formik asit ve laktik asit pH’in diismesine yol agmaktadir. Biyofilm olusturan
stafilokoklar da bu disiik pH’tan kendilerini iireaz genlerinin op-regiilasyonuyla
muhafaza ederler. Yapilan caligmalarda biyofilm olusumunun devamliliginda iireaz

aktivitesinin gerekli oldugu goriilmiistiir (Resch ve ark., 2005).
2.2.6. Toksinler
Alfa toksin (a-hemolizin)

Alfa toksin hem kromozom hem de plazmitte bulunabilen 33 kDa agiligindaki gen
tarafindan kodlanan hayvan ve insanlarda hastalik meydana getiren S. aureus izolatlar
tarafindan sentezlenen polipeptit yapida bir toksindir (Murray ve ark., 2002). Alfa toksin
I6kosit, eritrosit ve trombositleri de kapsayan cesitli hiicrelerin zarini yikimlayarak
etkilerini gostermektedirler. Alfa toksin hemolizisine karsi tavsan eritrositleri son derece
duyarhdir ancak insan eritrositlerine karsi fazla etkisi bulunmamaktadir. Bu toksinin S.
aureus un karakterizasyonu i¢in olduk¢a 6nemli oldugu goriilmiistiir. Alfa toksininden
tavsanlara damar i¢i 1ug verildiginde oldiiriicti bir etki yaratmaktadir (Bilgehan, 2000).
Gray ve Kehoe tarafindan 1984 yilinda ilk defa alfa toksinini kodlayan genin (hla), S.
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aureus kromozomundan klonlanmasi ve gen incelemesi yapilmistir. Alfa toksinin en
onemli 6zelligi eritrositleri parcalama kabiliyetidir. Hiicre zarinda porlar agarak Na ve Ca
iyonlariin intraseliiler, K ve diger kiigiik molekiillerin ise ekstraseliiler ortama girmesine
sebep olmaktadir. Boylece hiicrede ozmotik degisiklik meydana gelir ve hiicre lize olur
(Dinges ve ark., 2000; Menestrina ve ark., 2001; Berube ve Wardenburg, 2013). Yapilan
aragtirmalar sonucunda birtakim suslarin hla geni tasidiklart halde alfa toksin
olusturamadiklar1 goriilmistiir (Miistak ve Esendal, 2008). S. aureus patogenezinde rol
oynayan ve virulens faktorii olarak belirleyici olan alfa hemolizin, ciddi cilt ve yumusak
doku enfeksiyonlari, pndmoni ve septisemi gibi hastaliklara neden olmaktadir (Tavares
ve ark., 2014).

Beta toksin (p-hemolizin)

Glenny ve Stevens tarafindan ilk kez 1935 yilinda tanimlanmig beta toksin
"sfingomiyelinaz C" olarak da bilinmektedir (Glenny ve Stevens, 1935). Beta hemolizin
geni (hlb) 330 aminoasitlik polipeptiti kodlamakta ve 4-kbClal DNA pargasinda bolgesel
olarak bulunmaktadir. (Miistak ve Esendal, 2008). Hemoliz i¢in magnezyum iyonlari
gerekir, substrat 6zgiilliigti lizofosfatidilkolin ve sfingomyelinle sinirhidir (Murray ve
ark., 2002; Winn ve ark., 2006). Hiicre zarinda bulunan sfingomyelin ile 16kosit, eritrosit
ve fibroblast gibi hiicrelere etki eden bir hemolizindir. 3-hemolizin, eritrositler ile 37°C'de
koyun kanli agarda etkilesime girer fakat onlar1 kesin olarak par¢alayamamaktadir. Daha
sonra agarlar 4°C'ye konup inkiibe edildiginde ise hemoliz arttigindan lizis tam olarak
gergeklesmektedir. Bu  sebeple  B-toksin  "sicak-soguk  toksin" olarak da
isimlendirilmektedir. Bununla birlikte tanisal mikrobiyolojide kimi bakterilerin hemolitik
aktivitelerinin tespit edildigi CAMP testinde de B-toksin kullanilmaktadir (Dinges ve ark.,
2000; Huseby ve ark., 2007). Alfa hemolizin ve beta hemolizinin birlikte stafilokoksik
enfeksiyonlarda o6zgiin olan doku hasari ve apse olusumundan yiikiimli oldugu
diistiniilmektedir (Bannerman, 2003; Forbes, 2007).

Gama toksin (y - hemolizin)

Gama toksini 1938’de Smith ve Price tarafindan kesfedilmistir (Cengiz, 1999).
Molekiil agirligt 32 kDa olan bu toksin birgcok S. aureus susu tarafindan

sentezlenmektedir. Toksin hemolitik ve l6kotoksik aktiviteye sahip olmakla birlikte
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notrofil ve makrofajlart etkilemektedir. Ayrica birgok memeli eritrositlerini de hemoliz
etmektedir. Agarin toksin tizerindeki inhibisyon etkisinden dolay1, kanli agarda hemolizi
belirlenememistir (Dinges ve ark., 2000; Huseby ve ark., 2007). Stafilokoklarin
olusturdugu kemik enfeksiyonlarinda ve kanda bu toksine karsi antikor Seviyesinin
yiiksek olmasi gama toksinin bu enfeksiyonlarda etkili oldugunu diisiindiirmektedir
(Bilgehan, 2005).

Delta toksin (6-hemolizin)

Delta toksin 3 kDa agirliginda olan ve bazi stafilokoklar ile gogu S. aureus suslari
tarafindan olusturulan polipeptit yapili bir toksindir (Cengiz, 2004; Murray ve ark., 2010).
Lenfosit, eritrosit ve makrofaj gibi hiicrelere etki edip bunlar {izerine yikici bir reaksiyon
gerceklestirmektedir. Ek olarak ileumda su emilimini de engellemektedir (Dinges ve ark.,
2000; Bilgehan, 2005). S. aureus suslarinin %97’sinin, KNS suslarinin ise %50-70’inde
bulundugu tespit edilmistir. Genis spektrumlu bir sitolitik aktiviteye sahiptir. Toksin
stirfaktana benzer etkiyle deterjan gibi davranarak hiicre membranlari lizerine toksik etki

gostermektedir (Murray ve ark., 2016; Procop ve ark., 2017).

S. aureus delta hemolizin familyasindan phenol-soluble modulins (PSM) adi
verilen elemaninin stafilokok patogenezinde birkag fonksiyonu oldugu goriilmiistiir.
PSM’lerin bazis1 6zgiin olmayan hiicreleri pargalayan bir aktiviteye sahiptir. Patojen
0zellik bulunmayan stafilokoklarda da PSM olussada S. aureus’ta fazla miktarda PSM
olugsmaktadir. Son zamanlarda S. aureus PSM’lerin fagositozdan sonra nétrofil lizisi
yaptig1 kesfedilmistir. Ayrica son ¢alismalar gosteriyor Ki S. aureus 'un olusturdugu delta
hemolizin mast hiicre degraniilasyonuna neden olarak atopik dermatit olusumuna yol
agcmaktadir. Sadece delta hemolizinde bu fenotip bulunmaktadir. PSM’lerde boyle bir
ozellik gorilmemektedir. Patogenezde farkli fonksiyonlari yapmak ig¢in PSM’ler
evrimlesmektedir (Otto, 2014).

Panton-valentine lokosidin

Van deVelde ilk defa 1984°te PVL’i “substance leukocidine” (16kositleri 6ldiiren
cisim) olarak belirtirken, Panton ve Valentine isimli bilimciler 1932 yilinda bu 16kosidini

cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar ile iliskili oldugunu sdylemislerdir (Boyle-Vavra ve

20



Daum, 2007). PVL, doku nekrozuna ve 16kosit yikimina yol agan bir sitotoksindir ve S.
aureus suslarmin %5'inden daha az1 tarafindan tretilmektedir. Bu 16kosidinin asil olarak
mukoza ya da deriyi kapsayan nekrotik lezyonlarla baglantili oldugu tespit edilmistir
(Lina ve ark., 1999).
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Sekil 4. PVL ile olusan doku nekrozu (Boyle-Vavra ve Daum, 2007).

PVL, birlikte etki gosteren iki tane proteinden meydana gelen bir toksindir.
PVL’nin yapisinda bulunan bu proteinlerin elektroforezde. yavas olanina S (Slow) hizli
olanina F (Fast) denilmistir. Iki protein de antijenik 6zellik géstermektedir. F komponent
immun yanitt S komponentine gore daha diisiik uyarmaktadir. F ve S proteinleri, lukF-
PV ve lukS-PV denilen iki gen araciligiyla kodlanmaktadir (Prevost ve ark., 2001). S.
aureus 'un olusturdugu PVL proteinlerinin ekstraseliiler ortama verilmesini takiben,
polimorfoniikleer (PMN) 16kosit tizerine etki géstermeden evvel yedili bir yap1 meydana
gelmektedir. F ve S proteinleri, konak savunma hiicrelerinin ve eritrositlerin
membranlarinda por meydana getirerek bu proteinlerin pargalanmasina yol agmaktadir.
Lokositlerin lizis olmasiyla olusan graniiller ve oksijenin doku nekrozuna neden oldugu
bildirilmistir (Sekil 4) (Jung ve ark., 2008).
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Bazi1 S. aureus suslarinda, TK-MRSA izolatlarinin nekrotizan pndmoni ile siddetli
cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarinin PVL ile iligkili oldugu belirlenmistir. TK-MRSA
suslar1 ve PVL genlerinin birbirleriyle epidemiyolojik agidan baglantis1 bulunmaktadir.
Ayrica PVL-MRSA suslar1 genellikle belirli bir bolgede farkli hiicrelerden tiiremistir.
TK-MRSA suglar1 PVL genlerinin yayginlagsmasina neden olmakta ve diinyada PVL
pozitif suslara sahip olan S. aureus enfeksiyonlarinin miktari artmaktadir (Morgan, 2005).

Eksfolyatif toksin

Epidermolitik ve protein yapili bir toksindir. Stafilokoklarda vezikiiler ve
eksfoliyatif deri lezyonlarmin olusmasina neden olmaktadir. 24 kDa molekiiler
agirhiginda ve immunolojik etkileri farkli olan bu toksin, sahip oldugu preteolitik
fonksiyonlar nedeniyle epidermisin mukopolisakkarit matriksini parg¢alamaktadir
(Peacock, 2006). Eksfoliyatif toksin A ve eksfoliyatif toksin B olmak iizere iki proteinden
olusmaktadir. Eksfoliyatif toksin A’nin kromozomal kokenli ve 1siya dayanikli oldugu
goriilmustiir. Eksfoliyatif toksin B ise buna zit olarak plazmid kdkenli ve 1siya duyarli bir
proteindir. Immunolojik ve biyokimyasal olarak iki toksin de birbirinden farklidir. Her
iki toksininde ortak 6zellikleri proteolitik (serin proteazlar) aktiviteye sahip olmalart ve
stiperantijen  Ozellik tagimalaridir. Tek baglarma olduklarinda da hastalik
olusturabilmektedirler (Tiinger, 2004; Winn ve ark., 2006). Bu iki toksinde epidermisteki
stratum granulosum tabakasini olusturan hiicrelerin interseliiler baglarinin kopmasina ve
stratum granulosum’un ayrilmasina neden olurlar (Takagi ve ark., 1990). Bu da soyulmus
(haglanmis) deri lezyonlarina (staphylococcal skin syndrome) yol agmaktadir (Peacock,
2006). Epidermisin toksine maruz kalmasindan sonra koruyucu nétralizan antikorlar

gelismektedir (Tiinger, 2004).
Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1)

Is1 ve proteolize direngli olan tsst-1 onceleri pirojenik enterotoksin C ve
enterotoksin F olarak bilinen bir ekzotoksindir (Brook ve ark., 1991). 1980'lerin
baslarinda belirlenmis olan bu toksin hipotansiyon, ates, deride kasint1 ve dokiilmelerin
etkeni olup ameliyat sonrasi yaralarda da tespit edilmistir. Enterotoksinler gibi
stiperantijen olarak da etki gosterdigi bildirilmistir (Ljungh, 1998; Nizet ve Bradley,
2011; Que ve Moreillon, 2015). Sistemik olarak salinan bu toksin T lenfosit
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proliferasyonu ve monositlerden IL-1 salinimini uyarmaktadir. S. aureus suslarinda %5-
25’1 arasinda tsst-1 geni bulundugu tespit edilmistir. Son zamanlarda yapilan
arastirmalarda KNS’lerin de toksik sok sendromu olusturdugu bildirilmistir (Dinges ve
ark., 2000; Moreillon ve ark., 2005; Winn ve ark., 2006).

Enterotoksin

Enterotoksinler, Barber’in stafilokok kaynakli mastitisli bir inegin siitiinii
icmesiyle ilk defa 1914’te ortaya c¢ikan, mide bulantis1 belirtisi gosteren akut
gastrointestinal enfeksiyon olusumuyla fark edilmis fakat Duck tarafindan 1930°’1u
yillarda kanitlanana dek ne oldugu kesin olarak belirlenememistir. Enterotoksinler
gercekte ekzotoksin 6zelligindedir ve sindirim sistemini etkilediklerinden dolay1 bu ismi
almislardir (Halpindohnalek ve Marth, 1989). Bagirsaklarda bulunan enzimler sayesinde
hidrolize fazlasiyla diren¢ gostermektedirler. Gida zehirlenmesine sebep olurlar.
Enterotoksinler susa has olmanin yaninda, bir sus birden ¢ok toksin olusturabilmektedir
(Berkiten, 2005; Winn ve ark., 2006). Yakin zamanda klasik 5 SE tipine (SEA, SEB,
SEC, SED ve SEE) ek olarak 15 yeni SE (SEG, SEH, SEI, SEJ, SER SES ve SET) ve
SEI (SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, SEIO, SEIP, SEIU ve SEIQ) bildirilmistir (Zschock ve
ark., 2005; Ono ve ark., 2008; Wang ve ark., 2009). SE’ler nonspesifik olarak yardimec1
T lenfositlerinden asirt sitokin sentezine neden olmasi nedeniyle siiperantijenik etkileri
bulunmaktadir. SEA ve SED gida zehirlenmesi olgularinda siklikla karsilasilan
enterotoksinlerdir (Moreillon ve ark., 2005; Winn ve ark., 2006). S. intermedius, S. hyicus
gibi baz1 koagulaz pozitif stafilokok tiirleri ve S. epidermis gibi baz1 koagulaz negatif
stafilokok tiirlerinin enterotoksin olusturdugu bildirilmistir (Kiipliilii ve ark., 2002;
Sutherland ve ark., 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Sivap ornekleri

Bu calismada, Van Biiyiiksehir Belediyesi’nden alinan resmi izinler
dogrultusunda Ocak 2022 - Mart 2022 tarihleri arasinda Van Biiyliksehir Belediyesi
Hayvan Bakim ve Rehabilitasyon Merkezi’ne kisirlagtirma operasyonu yapilmak tizere
getirilen farkli cins, irk ve yastaki 95 adet sokak kopegi ornek grubunu olusturdu.
Anestezi altindaki kopeklerin 40’ mndan burun ve diger 55’inden ise kulak sivap 6rnegi
usuliine uygun olarak alindi. Ornekler icerisinde Stuart Transport Medium bulunan
tiiplere konularak bakteriyolojik analiz igin kisa siire igerisinde Van Yiiziinci Yil

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina getirildi.
3.1.2. Referans suslar

Calismada pozitif kontrol amaciyla Van Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan S.
aureus ATCC-29212 referans susu kullanild.

3.1.3. Besiyerleri

Alman burun ve kulak sivap 6rneklerinden Staphylococcus spp. izolasyonu, 6n
identifikasyon ve biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla Blood Agar Base
(Oxoid- CMO0055), Brain Heart Infusion Broth (Oxoid-CM1135), Mannitol Salt Agar
(BD-BBL211407) ve Tryptic Soy Broth (Oxoid-CMO0129), besi yerleri kullanildi.
Besiyerleri iiretici firma 6nerileri dogrultusunda hazirlandi ve otoklavda steril edildikten

sonra kullanildu.
3.1.4. Cozelti ve ayiraclar

Fizyolojik tuzlu su (FTS): 8.76 gr Sodium chloride (NaCl), 1 1t distile su iginde
¢ozdiiriildii (Lenette ve ark., 1985).
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Katalaz test reagent: Izole edilen suslarin katalaz reaksiyonlarmin
belirlenmesinde %3’liik hidrojenperoksit (H202) kullanild1 (Procop ve ark. 2017).

TAE buffer: PCR islemi sonunda elde edilen amplikonlarin jel elektroforezinde
TAE (Tris-Acetat-EDTA) buffer (Bioshop, TAE 222) kullanildi.

3.2. Yontem
3.2.1. izolasyon ve 6n identifikasyon

Burun ve kulak sivap ornekleri, Stuart Transport Medium’dan ¢ikarilip iginde 1.5
ml steril BHI bulunan tiiplere aktarildi ve vorteksle iyice homojenize edilerek bakterilerin
stvi faza gegisi saglandi. Daha sonra siispansiyon 2 ml’lik eppendorf tiiplere aktarildi.
Eppendorf tiipler inceleninceye kadar -20°C’de saklandi. Orneklerden Staphylococcus
spp. izolasyonu i¢in siispansiyondan 0.1 ml alinarak %5-7 koyun kanli agara ¢izme
yontemiyle ekim yapildi ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
on identifikasyon amaciyla besiyerinde sekillenen kolonilerin yapist ve hemolitik
ozellikleri dikkate alinarak saf kiiltiirler elde edildi. Saf kiiltiirlere Gram boyama, katalaz
testi ve koagulaz testi uygulandi. Gram pozitif, katalaz pozitif, koagulaz pozitif ve / veya
negatif olan kok morfolojisine sahip olan izolatlar Staphylococcus spp. olarak kabul
edildi. (Procop ve ark., 2017).

3.2.2. Identifikasyon

Staphylococcus spp. izolatlarinin tiir diizeyinde identifikasyonu BD Phoenix
otomatize bakteri tanimlama cihazi ile yapildi. Bu amagla BD Phoenix™ PMIC/D-87

Gram pozitif paneli kullanildi.

Testin uygulanmasi ve degerlendirilmesi iiretici firmanin protokoliine uygun
olarak gerceklestirildi. Incelenen saf kiiltiirlerden alinan bakteri kolonileri énce ID
Broth’da siispanse edilerek yogunluk Mac Farland 0.5’¢ ayarlandi. AST Broth’a 1 damla
indikator ¢ozeltisi dokiildii. Bunun iizerine ID Broth siispansiyonundan 20 pl aktarildi.
Daha sonra hazirlanan ID Broth ve AST Broth siispansiyonlar1 panele ddokiilerek

otomatize sisteme yerlestirildi ve cihazin identifikasyon islemini tamamlamasi beklendi.
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Izole edilen stafilokok tiirlerinde bazi virulens ve patojenite ile iliskili genlerin
varligi, PCR teknigi uygulanarak belirlenmek iizere Tryptic Soy Agara pasajlari yapilarak
+4°C’ de muhafaza edildi.

Sekil 5. BD Phoenix™ PMIC/D-87 Gram pozitif paneli
3.2.3. Virulens faktorlerinin molekiiler analizi
DNA izolasyonu

Izolatlardan bakteriyel DNA izolasyonu i¢in kaynatma ydntemi kullanildi. Bu
amagla taze kiiltiirden alinan birkag bakteri kolonisi 1 mI’lik FTS’ de McFarland 0.5’¢
ayarland1. 10.000 x g’de 5 dk santrifiij edildi ve supernatant atildi. Bunun {izerine 200 pl
PCR suyu eklenerek homonijasyon saglandi. Daha sonra bu Siispansiyon ¢alkalamali kuru
banyo cihazinda (Eurolone, EMS100) 100 °C’de 10 dk siireyle kaynatildi. Bakteri
siispansiyonu 10000 x g’de 5 dk santrifiijj edildi dstte kalan sivi alinarak PCR
amplifikasyonunda hedef DNA olarak kullanilmak amaci ile - 20°C’de saklandi (Ewers
ve ark., 2006).

PCR analizi

Izolatlarda virulens ile iliskili genlerin varligmin belirlenmesinde gen spesifik

oligoniikleotid dizileri kullanilarak PCR yapild1 (Tablo 1).
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Oligo dizisi

Stafilokok izolatlarinda varlig belirlenecek olan virulens ve patojenite ile iliskili
genlerin tespiti i¢in konu ile ilgili daha dnce yapilan ¢alismalarda (Smeltzer ve ark. 1993;
Lina ve ark. 1999; Frebourg ve ark. 2000; Booth ve ark. 2001; Kim ve ark. 2001;
Yamaguchi ve ark. 2002; Said-Salim ve ark. 2003; VVandecasteele ve ark. 2003) kullanilan

oligoniikleotid dizileri tespit edilerek GenBank veritabani ile dogrulanip sentezlettirildi.

Tablo 1. Stafilokok izolatlarinda incelenen virulens ve patojenite faktorlerinin

oligoniikleotid dizileri

Boyut

Genler Oligoniikleotid Dizisi (bp) Kaynaklar
aarA F. CAACAACGAAACATGGTGCT 923
Regiilatorleri carp T TGGTCACTTATGCTGACAGATT 313 ark. (2000)
R: TTTGCTTCTGTGATACGGTTG
Metisilin Direnci mecA F: GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA 310 Frebourg ve
R: CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA ark. (2000)
AtIE F: CAACTGCTCAACCGAGAACA 682 Frebourg ve
Biyofilm R: TTTGTAGATGTTGTGCCCCA ark. (2000)
H.fg;"';:f;k g F: TTATCAATGCCGCAGTTGTC 545 Frebourg ve
ﬁplsyma R: GTTTAACGCGAGTGCGCTAT ark. (2000)
Faktorleri aa F: ATACAACTGGTGCAGATGGTTG 399 Vandecasteele
P R: GTAGCCGTCCAAGTTTTACCAG ve ark. (2003)
eta F-CTATTTACTGTAGGAGCTAG 741
R-ATTTATTTGATGCTCTCTAT
Eksfoliyatif eth F-ATACACACATTACGGATAAT 629 Yamaguchi ve
toksin R-CAAAGTGTCTCCAAAAGTAT ark. (2002)
etd F-AACTATCATGTATCAAGG 376
R-CAGAATTTCCCGACTCAG
Panton-Valentine luk-PV F-ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 433 Lina ve ark.
16kosidin toksin R-GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC (1999)
Toksik Sok tsst F-AAGCCCTTTGTTGCTTGCG 445 Booth ve ark.
Sendrom toksini R-ATCGAACTTTGGCCCATACT (2001)
Lipaz eh F-GCACAAGCCTCGG 473 Said-Salim ve
P 98N R-GACGGGGGTGTAG ark. (2003)
Serine proteaz  GIUSE F-CAAGTTGAAGCACCTACTGG 934 Smeltzer ve
P R-TAGAGTGTGAATCGGCTTTGG ark. (1993)
Termoniikleaz nuc F-GCGATTGATGGTGATACGGTT 279 Kim ve ark.
4 R-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC (2001)
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PCR karisimmin hazirlanmasinda 8 pl mastermikse (A.B.T.™ 2X PCR
Mastermix), 2’ser ul primerlerden ve 8 pl genomik DNA eklenerek toplam hacim PCR
suyu ile 25 pl’ye tamamlandi. Amplifikasyon igsleminde primerlerin sentez ettirildigi
firmanin 6nerileri dogrultusunda baglanma sicakligi (Tablo 2) ve PCR protokolii optimize
edildi. Hazirlanan karisim 95°C’de 10 dakika bekletildi. Daha sonra toplam 25 siklusluk
amplifikasyon isleminde 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, gen spesifik her bir primerin
baglanma sicakligi farkli ve ayri olacak sekilde 45 saniye baglanma ve 72°C’de 30 saniye

uzama agsamalar1 uygulandi. Final uzamasi ise 72°C’de 5 dakika olacak sekilde ayarlandi.

Tablo 2. Stafilokok izolatlarinda incelenen virulens ile iligkili faktorlerin tespitinde
kullanilan oligoniikleotid dizilerinin baglanma sicakliklar1 ve boyutlari

Baglanma Isis1  Boyut

Gen Ad1 ©C) (bp)

Virulens Regiilatorii (agrA) 49.83 923 bp
Virulens Regiilatorii (sarA) 50.78 313 bp
Meticillin Direnci (mecA) 54.40 310 bp
Biyofilm Hidrofobik yiizeylere yapisma Faktorii (AtIE) 50.75 682 bp
Biyofilm Hidrofobik yiizeylere yapisma Faktorii (icaAB) 50.75 546 bp
Biyofilm Hidrofobik yiizeylere yapigsma Faktorii (aap) 53.90 399 bp
Eksfoliyatif toksin (eta) 44.60 741 bp
Eksfoliyatif toksin (eth) 44.60 629 bp
Eksfoliyatif toksin (etd) 44.62 376 bp
Panto-Valentine 16kosidin toksin (luk-PV) 57.23 433 bp
Toksik Sok Sendrom toksini (tsst) 50.41 445 bp
Lipaz (geh) 44.00 473 bp
Serine proteaz (GIuSE) 52.09 934 bp
Termoniikleaz (nuc) 54.89 279 bp
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Agaroz Jel Analizi

Test igin %]1°lik agaroz kullanildi. Bu amagla 0.8 gr agaroz 100 ml 1X TAE buffer
igerisinde ¢ozdiiriildii ve tizerine 7 ul etidyum bromiir eklenerek karistirildi. Elektroforez
kalibina dokiilerek polimerize olmasi beklendi ve ardindan yiikleme taragi cikartildi.

Elektroforez tanki 1X TAE buffer ile dolduruldu.

PCR isleminden sonra elde edilen amplikonlardan 8 ul alinarak, loading dye
boyast ile karistirildi. Her jel igin ilk kuyucuga marker konuldu. Ornekler ise jeldeki
ardigik kuyucuklara ytiklendikten sonra elektroforez tankinin kapagi kapatilip 70 voltta
45 dakika elektroforez iglemine tabi tutuldu. Bu siire sonunda jel, goriintiileme cihazina
(GeneLine Image SCI GL5000 — Spectronics Image Analysis System) yerlestirilerek UV
15181 altinda goriintiiler analiz edildi. Marker bantlar1 baz alinarak incelenen 6rneklerdeki

bant boyutlar1 hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve Identifikasyon Sonuclari

Arastirmada incelenen 40 adet burun sivap Orneginden 25 adet (%62.5)
Staphylococcus spp. izole edildi. Bu izolatlarin otomatize bakteri tanimlama cihazi ile tiir
diizeyinde yapilan identifikasyonlarinda 25 stafilokok izolatinin %56’s1 S. aureus, %36’s1
S. intermedius, %8’i de S. warneri olarak identifiye edildi. Calismada kullanilan 55 adet
kulak sivap 6rneginden 25 adet (%45.5) Staphylococcus spp. izole edildi. Bu izolatlarin
ise %56’s1 S. aureus, %36’s1 S. intermedius, %4’i S. warneri ve %4’ de S. schleiferi
olarak identifiye edildi. Buna gore incelenen 95 kopege ait burun ve kulak sivap
orneginden elde edilen 50 stafilokok izolatinin %56°s1 S. aureus, %36’s1 S. intermedius,
%6’s1 de S. warneri ve %2’si de S. schleiferi olarak identifiye edildi (Tablo 3).

Tablo 3. incelenen 6rnekler ve izolat oranlar

Staphylococcus spp.  S. aureus S.intermedius  S.warneri S. schleiferi

Ornek n

tura n % n % n % n % n %
Burun 40 25 62.50 14 56 9 36 2 8 0 0
Kulak 55 25 45.50 14 56 9 36 1 4 1 4

Toplam 95 50 52.63 28 56 18 36 3 6 1 2
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Lab Report

Preliminary
The Diagnostic Switch is ON 05/10/22 15:39
V6.21A / V6.51A (x-US)
Accession # RC-KNS-7 Test Start 04/10/22 17:44
Isolate # 1 : Test End 04/10/22 23:48
Sequence # 426100417358 Instr # / Station 98/D01
Panel Type PMIC/ID-87 Finalized No
Status COMPLETE
Final ID Staphylococcus aureus Inoculum Density 0.5
Instrument ID(s) Confidence Value
Staph. aureus 99%
Instr Expected Instr Expected Instr Expected
Biochemical Result Result Biochemical Result Result Biochemical Result Result
A _ARARR - - A GLPRB - - A LALT -
A LARGH - - A _LHIST - - A LISO
A LLEUH - A _LPHET - - A LPROB
A LPYR - - A LTRY - - A META -
C 3MGA + + C CLST + + C DFRU + +
C DGUA + + C DMNT + + C_IMN + +
C_KGA + + C MAA + + C PXB + +
C THY + + M_ADGLU - - M BDCEL
M BDGAL - - M BDGLC - - M BDGLU -
M NAG - - M_PHOS + % M_PHOT + +
N_ALALH - - N_LPROT - - N VAALA
P ADGL.U - - P PHOL - - R _BGEN
R DEX + + R _DSUC + \Y R DTAG - -
R DTRE + Y R_MAL + \Y R MTT + v
R NGU - - S URE - - T ESC
R MGP - v
NEEDS ATTENTION REASONS
Test Aborted Invalid AST Results No Growth On Panel

Sekil 6. BD Phoenix™ Otomatize bakteri identifikasyon sistemi analiz sonucu (S.

aureus)
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Lab Report

Preliminary
The Diagnostic Switch is ON 05/10/22 15:45
V6.21A / V6.51A (x-US)
Accession # RC-KNS-6 Test Start 04/10/22 17:44
Isolate # 1 Test End 05/10/22 06:08
Sequence # 426100417352 Instr # / Station 98/CO1
Panel Type PMIC/ID-87 Finalized No
Status COMPLETE
Final ID Staphylococcus intermedius Inoculum Density 0.5
Instrument ID(s) Confidence Value
Staph. intermedius 99 %
Instr Expected Instr Expected Instr Expected
Biochemical Result Result Biochemical Result Result Biochemical Result Result
A ARARR + \% A GLPRB - - A _LALT
A _LARGH - - A _LHIST - - A _LISO -
A _LLEUH + Y A LPHET - - A _LPROB -
A LPYR + + A LTRY - - A META -
C 3MGA + + C CLST + + C_DFRU + +
C DGUA + + C _DMNT + \Y C IMN + +
C KGA + + C MAA + + C PXB + +
C THY + + M_ADGLU - - M _BDCEL
M BDGAL - - M _BDGLC - - M BDGLU
M NAG - - M_PHOS + + M PHOT + +
N ALALH - - N_LPROT \% N VAALA -
P ADGLU + \Y P PHOL + + R_BGEN - \Y
R DEX + + R_DSUC + + R _DTAG -
R DTRE + + R_MAL + + R MTT - \%
R NGU + v S URE + \% T ESC
R_MGP - Y%
NEEDS ATTENTION REASONS
Test Aborted Invalid AST Results No Growth On Panel

Sekil 7. BD Phoenix™ Otomatize bakteri identifikasyon sistemi analiz sonucu (S.
intermedius)
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4.2. Virulens Faktorlerinin Molekiiler Analiz Sonuclari

Bu calismada elde edilen stafilokok izolatlarinda toplam 14 adet virulens ve

patojenite ile iliskili gen varligi PCR ile incelendi (Sekil 8).

Sekil 8. Stafilokok izolatlarinda incelenen virulens ve patojenite faktorlerinin agaroz jel
gorlintisii (1: agrA, 2: sarA, 3: mecA, 4: AtlE, 5: icaAB, 6: aap, 7: etb, 8: etd, 9: tsst, 10:
geh, 11: nuc)
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Arastirmada elde edilen 50 adet stafilokok izolatinin %56°s1 S. aureus, %36’s1 S.
intermedius, %6°s1 S. warneri ve %2’si de S. schleiferi olarak identifiye edildi. Izolatlarin
hi¢cbirinde eta, luk-PV ve GIUSE genlerine rastlanilmadi. S. aureus izolatlarinin %82’si
agrA, %681 sarA, %21°1 AtlE, %29’u aap, %39’u icaAB, %18’1 eth, %64’i geh, %36’s1
nuc genleri yoniinden pozitif, etd, mecA ve tsst genleri yoniinden ise negatif bulundu. S.
intermedius izolatlarinin %831 agrA, %61°1 sarA, %6’s1 AtlE, nuc ve tsst, %17’si aap,
%11°1 icaAB ve eth, %6’s1 etd, %78’i geh, %17’si mecA, genleri yoniinden pozitif
bulundu. S. warneri izolatlarinin tamami sarA ve etb, %67’si agrA, aap, geh; %33’u
icaAB, etd, tsst genleri yoniinden pozitif, AtIE, mecA ve nuc genleri yoniinden ise negatif
bulundu. Bir adet S. schleiferi izolat1 agrA, aap ve nuc genleri yoniinden pozitifken diger

genler yoniinden negatif bulundu. (Tablo 4, Sekil 9).

Burundan elde edilen izolatlarin virulens ve patojenite ile iliskili genlerinin
analizinde 9 adet S. intermedius izolatinin tamami IcaAB, eta, luk-PV ve GIUSE genleri
yoniinden negatif ve geh geni yoniinden ise pozitif bulunurken, %781 agrA ve sarA,
%22’si mecA ve %11°1 de AtIE, app, etb, etd, nuc ve tsst genleri yoniinden pozitif
bulundu. Calismada 14 adet S. aureus izolatinin %64’ agrA, sarA ve geh, %57’si aap,
%350’si nuc ve %29’u da AtIE ve etb genleri yoniinden pozitif bulunurken, izolatlarin
tamami icaAB, eta, etd, mecA, tsst, luk-PV ve GIUSE genleri yoniinden negatif bulundu.
Incelenen 2 adet S. warneri izolatinin tamamu sarA, etb ve geh genleri yoniinden pozitif
bulunurken, izolatlarin %50’si agrA, aap ve tsst genleri yoniinden pozitif bulundu. Tiim
S. warneri izolatlar1 AtIE, icaAB, eta, etd, nuc, mecA, luk-PV ve GIUSE genleri yoniinden
negatif bulundu (Tablo 5, Sekil 10).

Kulaktan elde edilen izolatlarin virulens ve patojenite genlerinin analizinde 9 adet
S. intermedius izolatinin tamami AtIE, eta, etd, nuc, tsst, luk-PV ve GIUSE genleri
yoniinden negatif bulunurken, %89°u agrA, %56’s1 geh, %44’ sarA, %22’si aap ve
icaAB, %111 de etb ve mecA genleri yoniinden pozitif bulundu. Incelenen 14 adet S.
aureus izolatinin tamami agrA geni yoniinden pozitif ve aap, eta, etd, mecA, tsst, luk-PV
ve GIUSE genleri yoniinden negatif bulunurken %79°u icaAB, %71°1 sarA, %64’i geh,
%21°1 nuc, %14°t AtIE ve %7’si de etb genleri yoniinden pozitif bulundu. Calismada 1
adet S. warneri izolat1 agrA, sarA, aap, icaAB, eta, etb ve etd genleri yoniinden pozitif

bulunurken, AtIE, geh, nuc, mecA, tsst, luk-PV ve GIUSE genleri yoniinden de negatif
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bulundu. Yine 1 adet S. schleiferi izolat1 agrA, aap ve nuc genleri yoniinden pozitif
bulunurken sarA, AtlE, icaAB, eta, etb, etd, geh, mecA, tsst, luk-PV ve GIUSE genleri
yoniinden ise negatif bulundu (Tablo 6, Sekil 11).
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5. TARTISMA VE SONUC

Staphylococcus tiirleri farkli patojenite mekanizmalarina, virulens faktorlerine ve
kendilerine 6zgii bulasma 6zelliklerine sahiptir. Direngli bakterilerin zoonoz potansiyeli
ve evcil hayvanlarin sahipleriyle yakin temasi nedeniyle, stafilokok tiirlerinin olasi
bulasma yollar1 ve enfeksiyon kaynaklarinin arastirilmasi gerekmektedir. Staphylococcus
cinsi, hayvanlarda ve insanlarda yaygin olmakla birlikte insan ve hayvan agisindan en

onemli saglik tehditlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Ruzauskas ve ark., 2014).

Kopeklerin stafilokoklarla enfekte veya portor olmasi ayrica insanlara bulasarak
zoonoz enfeksiyonlar olusturmasit ve stafilokoklarin birgok antibiyotige direng
gostermeleri nedeniyle olusturduklar1 enfeksiyonlarin teshis ve tedavisinin énemi giin
gectikce artmaktadir (Tanner ve ark., 2000; Manian, 2003; Guardabassi ve ark., 2004).
Kopeklerden en sik izole edilen stafilokok tiirleri S. aureus ve S. intermedius olarak
bildirilmigtir. Burun, deri ve anal bolge dahil olmak tizere kopeklerin ¢esitli bolgelerinden
S. aureus ve S. intermedius izole edilmektedir. Bu etkenlerin agiz ve burundan koken alip
deri veya bagka bolgelerine agziyla kasima sonucu gectigi tahmin edilmektedir (Boost ve
ark., 2008).

Yurt disinda yapilan c¢alismalar incelendiginde; Nagase ve ark. (2002),
Japonya’da 25 adet saglikli kdpegin derisinden %40 oraninda KPS tespit etmislerdir.
Hoekstra ve Paulton (2002) Kanada’da yapmis olduklar1 ¢alismada, farkli yas ve
cinsiyetteki 2206 kopegin degisik bolgelerinden (bogaz, burun, kulak, gz, deri, genital
bolge ve apse) %60.7 S. intermedius ve %39.3 S. aureus izole etmislerdir. Arastiricilar
ayrica 325 burun sivabindan %47.07 S. aureus, %52.92 S. intermedius ve 338 kulak
stvabindan da %39.05 S. aureus, %60.95 S. intermedius izole ettiklerini ifade etmislerdir.
Fernandez ve ark. (2006), Venezuela’da yaptiklari ¢calismada 53 otitis eksternali kopekte
%12.5 S. aureus, %8.33 S. epidermidis ve %5.56 KNS tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Benzer sekilde Lyskova ve ark. (2007) Cek Cumbhuriyeti’nde otitis eksternali 97
adet kopekten %58.8 S. intermedius, %6.2 S. schleiferi ve %11.3 KNS izole etmislerdir
ve yine ayni ¢aligmada 178 saglikli kdpekten %24.2 S. intermedius, %1.7 S. schleiferi ve
%20.8 KNS izole etmislerdir. Maleyeri ve ark. (2010) Iran’da 74 otitis eksternali

kopekten toplam 92 bakteri izole ettiklerini, bunlarin da %74’iniin S. intermedius
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oldugunu bildirmislerdir. Gandolfi-Decristophoris ve ark. (2013) Isvigre’de 284 saglikli
kopekten 176 burun ve 108 kulak 6rnegi incelediklerini, izole ettikleri stafilokoklarin
%60'1nm KNS oldugunu belirtmislerdir. Bertelloni ve ark. (2021) Italya’da yapmis
olduklar1 ¢alismada hasta kopeklerin deri, kulak, burun ve idrar 6rneklerinden 50 adet
Staphylococcus spp. izole ettiklerini, bunlarin %52’sinin S. pseudointermedius,
%20’sinin S. xylosus, %12’sinin S. aureus, %8’inin S. chromogenes ve %2’sinin de S.

capitis, S. simulans, S. haemolyticus, S. hyicus olarak identifiye edildigini belirtmislerdir.

Ulkemizde yapilan galigmalar degerlendirildiginde; Sigirc1 ve ark. (2018),
Istanbul ve yoresinde inceledikleri 475 kdpegin dis kulak kanalindan aldiklar1 6rneklerde
en sik olarak S. intermedius (%18.7) izole ettiklerini, ifade etmislerdir. Borum ve ark.
(2014), Bursa ve yoresindeki otitis eksterna siipheli 54 adet kopekten aldiklar1 kulak
stvabi 6rneginden en yaygin olarak S. aureus (%55.76) ve KNS (%17.30) izole ettiklerini
bildirmislerdir. Kuyucuoglu ve Saritas (2010), Afyonkarahisar’da cesitli 1k, yas ve
cinsiyetteki saglikli 141 kopegin dis kulak kanalindan en yiiksek oranda S. aureus
(%31.5) ve S. intermedius (%9.5) izole ettiklerini belirtmislerdir. Cosgun (2019),
Istanbul’da yaptig1 bir galismada 200 kdpegin nazal sivap drneginden izole ettigi
stafilokok tiirlerinin %33.3’linii S. aureus olarak tanimlamistir. Miistak (2007), Ankara
ve yoresinde 50 adet saglikli ve 50 adet deri lezyonu bulunan toplam 100 adet kopekten
aldigr 200 deri ve burun orneginden %67.5 S. intermedius, %6 S. aureus, %1 S.
chromogenes ve %0.5 oraninda da S. capitis tespit ettigini, %25 oOrnekte ise iireme
olmadigini bildirmistir. Kurnaz (2022), Bursa’da yaptigi bir ¢alismada 67 saglikli
kopekten %86.5 S. pseudintermedius, %7.5 S. aureus, %4.5 S. simulans ve %1.5 S.
schleiferi izole ettigini, inceledigi 57 hasta kopekten ise %77.2 S. pseudintermedius, %8.7
S. aureus, %7 S. schleiferi, %3.5 S. epidermidis ve %1.7 oraninda ise S. hominis ve S.
xylosus izole ve identifiye ettigini ifade etmistir. Metiner ve ark. (2015), Istanbul ve
yoresinde yaptiklar1 ¢alismada otitis eksternali 100 kopekten elde ettikleri 40 stafilokok
izolatinin %75’ini KPS, diger %25’ini ise KNS olarak belirlemislerdir. KPS izolatlarinin
%27.5’ini S. pseudintermedius, %20’sini S. aureus, %7.5’ini de S. schleiferi olarak

identifiye etmislerdir.

Bu arastirmada, incelenen 95 kopegin burun (40 adet) ve kulaklarindan (55 adet)

alian orneklerin bakteriyolojik analizinde, elde edilen 50 stafilokok izolatinin %56’s1 S.
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aureus, %36’s1 S. intermedius, %6°s1 S. warneri ve %2’si de S. schleiferi olarak identifiye
edildi.

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, bu ¢alismada izole edilen S. aureus
izolasyon oraninin, Cosgun (2019), Miistak (2007) ve Kuyucuoglu ve Saritas (2010)’tan
yiiksek, Borum (2014) ile uyumlu oldugu goriildii. Elde edilen S. intermedius izolasyon
oraninin, Sigirci (2018) ve Kuyucuoglu ile Saritag (2010)’tan yiiksek, Miistak (2007)’den
diisiik oldugu gortldi. S. warneri izolasyon oran1 Kurnaz (2022)’den yiiksek oldugu, S.
schleiferi izolasyon oraninin ise Metiner (2015)’den disiik oldugu goriildi. Bu tiir
olgularda 6rnegin saglikli veya klinik belirti gosteren hayvanlardan alinmasi, 6rneklerde
farkli bakteri tiirlerinin izole edilmesi ile sonuglanabilmektedir. Ote yandan bu
arastirmada incelenen hayvanlar, klinik belirti géstermeyen saglikli gériinen hayvanlardi.
Bu hayvanlarda bile izole edilen stafilokok tiirlerinin potansiyel patojen tiirler olmasi

dikkati ¢ceken bir diger unsur olarak degerlendirildi.

Pet hayvanlarindan izole edilen stafilokok tiirleri ile yapilan arastirmalarda S.
aureus, S. intermedius, S. warneri, S. epidermidis, S. xylosus, S. lentus, S. haemolyticus,
S. hominis ve S. sciuri izolatlarinda metisilin direnci rapor edilmistir (Gortel ve ark., 1999;
van Duijkeren ve ark., 2004; Bagcigil ve ark., 2007). Findik ve ark. (2009), kopeklerde
yaptiklari bir arastirmada 390 nazal sivap 6rneginin %20.5’inde S. aureus izole ettiklerini,
bunlarin da yalnizca %3.75’inde mecA geni tespit ettiklerini; Metiner ve ark. (2015), otitis
eksternali kopeklerden elde ettikleri 40 adet stafilokok izolatinin sadece %2.5’inin
metisilin direngli oldugunu ve ayni zamanda mecA geni tasidigini; Cosgun (2019), ise
kopeklerden aldiklar burun sivaplariin %10.5’inden KPS (%66.6°s1 SIG ve %33.3’1 S.
aureus) izole ettiklerini, izolatlarin da %38.09’'unda mecA geni tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Epstein ve ark. (2009), saglikli goriilen kopeklerden aldiklar1 burun
stvaplarinda %16.6 oraninda metisilin direngli S. intermedius saptadiklarini; Hemeg
(2021), klinik olarak otitis media ve iist solunum yolu enfeksiyonu tespit ettigi kopeklerde
yaptig1 calismada %44.4 oraninda S. aureus izole ettigini ve bunlarin tamaminda mecA
geni buldugunu; Bertelloni ve ark. (2021), ise Italya’da yapmis olduklar1 calismada hasta
kopeklerden elde ettikleri 50 stafilokok izolatinda %24 mecA geni tespit ettiklerini
belirtmislerdir.
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Yapilan bu aragtirmada, 95 kopekten elde edilen 50 stafilokok izolat1 arasinda 18
adet S. intermedius izolatinin %16.6’sinda mecA geni tespit edilirken, diger izolatlarin

hi¢birinde mecA geni bulunamadi.

Hemeg (2021), klinik olarak otitis media ve {list solunum yolu enfeksiyonu tespit
ettigi kopeklerde yaptig1 calismada %44.4 oraninda S. aureus izole ettigini ve bunlarin
%38.5’inde luk-PV genini pozitif buldugunu; Bertelloni ve ark. (2021), Italya’da yapmus
olduklar1 ¢aligmada hasta kopeklerden elde ettikleri 50 stafilokok izolatinin higbirinde
luk-PV geni bulamadiklarini belirtmiglerdir.

Sigir siitlerinden izole edilen S. aureus izolatlari ile ilgili yapilan bazi ¢alismalarda
(Monecke ve ark., 2007; Piccinini ve ark., 2010; Kreausukon ve ark., 2012) /ik-PV geni
saptanmazken, diger bazi calismalarda (Wang ve ark., 2014; Sur, 2019; Nalc¢a ve ark.,
2021) ise %4.7-75.5 arasinda luk-PV geni saptandigi bildirilmistir.

Yapilan bu arastirmada, elde edilen stafilokok izolatlarinin higbirinde luk-PV

genine rastlanilmadi.

Terauchi ve ark. (2003), genellikle piyodermali kopeklerden elde edilen S.
intermedius ’un da S. aureus 'unkine benzer eksfoliatif toksin olusturup olusturmadiklarini
incelemislerdir ve bunun iizerine ilk defa kopeklerde S. intermedius 'un eksfoliatif toksini
(SIET)’ni izole etmeyi basarmislardir. Miistak (2007), Ankara ve yoresinde saglikli ve
deri lezyonu bulunan kopeklerden aldigi 6rneklerden izole ettigi 54 adet S. intermedius,
2 adet S. chromogenes ve 1 adet S. capitis izolatlarinda eta ve etb genlerine hig
rastlamazken, izole ettigi 12 adet S. aureus’un ise eta yoniinden negatif, eth yoniinden ise
pozitif sonug tespit ettigini; Tiirkel (2012), Aydin ve yoresinde inceledigi kopeklerin deri
orneklerinden elde ettigi 23 adet stafilokok izolatinin %8.7’sinde ise eta ve etb genleri
yoniinden pozitif oldugunu; Bertelloni ve ark. (2021) ise Italya’da yapmis olduklari
calismada hasta kopeklerden elde ettikleri 50 stafilokok izolatinin higbirinde eta ve etb

genlerini tespit edemediklerini bildirmislerdir.

Sigir siitlerinden izole edilen stafilokoklar ile ilgili yapilan ¢alismalarda, Nalga ve
ark. (2021), elde ettikleri 42 adet S. aureus izolatinin %14.2’sinde etb ve %2.3’linde eta
geni bulduklarini; Kot ve ark. (2016), Polonya’da yaptiklari ¢alismada elde ettikleri 124
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S. aureus izolatinin %5.6’sinda eta ve %8.9’unda etd geni tespit ettiklerini, izolatlarin
hi¢birinde etb geni saptayamadiklarini; Sur (2019), yapmis oldugu arastirmada, S. aureus
izolatlarin %73 tiniin etd ve %13.3’iiniin eta geni bulundurduklarin1 ancak izolatlarin
hi¢cbirinde de etb geni tespit edilemedigini; Ikawaty ve ark. (2010), elde ettikleri 76 S.
aureus izolatinin, Karahan ve ark. (2009), elde ettikleri 92 adet S. aureus izolatinin,
Akineden ve ark. (2001) ise Almanya'da yaptiklar1 bir arastirmada elde ettikleri 103 adet

S. aureus izolatinin higbirinde eta, etb genlerine rastlamadiklarini bildirmislerdir.

Yapilan bu arastirmada, 95 kopekten elde edilen 50 stafilokok izolatinin
bakteriyolojik analizinde, 28 adet S. aureus, 18 adet S. intermedius, 3 adet S. warneri ve
1 adet S. schleiferi izolatinin higbirinde eta genine rastlanmadi. S. aureus 'un %17.86’s1,
S. intermedius 'un %11.1°1, S. warneri’nin ise tamamu etb pozitifken, S. schleiferi’de etb
genine rastlanmadi. S. aureus ve S. schleiferi’de etd genine rastanmazken, S.

intermedius 'ta %5.5 ve S. warneri’de %33.3 oranlarinda etd geni bulundu.

Diinyanin farkli bolgelerinde si8ir siitlerinden izole edilen stafilokoklar ile yapilan
caligmalarda, Zschock ve Sommerhauser (2004), Almanya’da mastitisli sigirlardan elde
ettikleri 573 S. aureus izolatinin %9.3’tiniin, Monecke ve ark. (2007), Almanya’da sigir
orijinli 20 S. aureus izolatinin %15’inin, Polonya’da gergeklestirilen bir ¢alismada (Kot
ve ark., 2016), subklinik mastitisli sigirlardan elde edilen 124 S. aureus izolatinin
%?2.4’tiniin; Smyth ve ark. (2005), sigir orijinli 99 S. aureus izolatinin %19.2’sinin,
Srinivasan ve ark., (2006), mastitisli sig1r siitlerinden elde ettikleri 78 S. aureus izolatinin
%25.6’s1min, Ikawaty ve ark. (2010), Hollanda’da mastitisli sigirlardan elde ettikleri 76
S. aureus izolatinin %28 inin, Iran’da gergeklestirilen calismalarda ise Baniardalan ve
ark. (2017), sigir siitlerinden elde ettikleri 76 S. aureus izolatinin %21.3’iniin, Farahmand-
Azar ve ark. (2012) ise mastitisli sigirlardan elde ettikleri 58 S. aureus izolatinin

%15.5’inin, tsst geni yoniinden pozitif bulundugunu bildirmislerdir.

Piccinini ve ark. (2010), Italya’da mastitisli sigirlardan elde ettikleri 33 S. aureus
izolatinin, Kreausukon ve ark. (2012), Almanya’da sigir siitlerinden elde ettikleri 50 S.
aureus izolatinin, Wang ve ark. (2014) ise Cin’de mastitisli sigirlardan elde ettikleri 53

S. aureus izolatinin tamaminin tsst geni yoniinden negatif bulundugunu rapor etmislerdir.
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Bertelloni ve ark. (2021) ise Italya’da yapmus olduklar1 ¢alismada hasta
kopeklerden elde ettikleri 50 stafilokok izolatinin %2’sinin tsst geni yoniinden pozitif

bulundugunu belirtmektedirler.

Ulkemizde yapilan calismalarda, Nal¢a ve ark. (2021), Samsun’da mastitisli
sigirlardan elde ettikleri 42 S. aureus izolatinin %11.9’unun, Sur (2019) Aydin’da yapmis
oldugu aragtirmada S. aureus olduklar1 nuc geni ile dogrulanmais izolatlarin %26.6’sinin,
Karahan ve ark. (2009) ise subklinik mastitisli sigirlardan elde ettikleri S. aureus

izolatlarinin %3.3’{iniin tsst geni yoniinden pozitif bulundugunu belirtmislerdir.

Bu c¢alismada, incelenen kopeklerden elde edilen 50 stafilokok izolatinin 28’1 S.
aureus ve 1’1 S. schleiferi olarak identifiye edildi ve bu izolatlarin hi¢birinde tsst genine
rastlanilmazken 18 adet S. intermedius’un %5.5’inde ve 3 adet S. warneri’nin ise
%33.3’linde tsst geni bulundu.

Vasudevan ve ark. (2003) sigir mastitisinden elde ettikleri S. aureus izolatlarinda
biyofilm olusumunu, in vitro slime {iretimini ve ica gen lokusu ile icaA ve icaD genlerinin
varligmi arastirmiglardir. Inceledikleri 35 izolatin %68.57’sinin in vitro biyofilm
tirettigini, izolatlarin tamaminin icaA ve icaD genleri yoniinden de pozitif bulundugunu,
Andrade ve ark. (2021), Portekiz ile Brezilya’da kegi ve koyun siitlerinden elde ettikleri
137 stafilokok izolatinin %5.1’inin icaA, %13.8’inin icaD geni tagidigini, Bertelloni ve
ark. (2021) ise Italya’da yapmis olduklar1 ¢alismada hasta kdpeklerden elde ettikleri 50

stafilokok izolatinin %4’iinde icaAD geni saptadiklarini rapor etmislerdir.

Yapilan bu arastirmada, incelenen kopeklerden elde edilen 28 adet S. aureus
izolatinin %39.29’unda, 18 adet S. intermedius izolatinin %11.1’inde ve 3 adet S. warneri
izolatinin %33.3’linde icaAB geni tespit edilirken, S. schleiferi izolatinda icaAB genine

rastlanmadi.

Andrade ve ark. (2021), keci ve koyun siitlerinden elde ettikleri 137 stafilokok
izolatinin %48.9’unun, Ewida ve Hosary (2020), Misir’da subklinik mastitisli sigirlardan
elde ettikleri 46 S. aureus izolatinin %71.73’inlin nuc geni yoniinden pozitif

bulundugunu belirtmektedirler.
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Yiriitilen bu arastirmada, incelenen kopeklerden elde edilen S. aureus
izolatlarin %35.71’inde, S. intermedius izolatlarinin %5.5’inde ve S. schleiferi

izolatinda nuc geni tespit edilirken 3 adet S. warneri izolatinda nuc genine rastlanmadi.

Insanlarda yapilan bir ¢alismada Azmi ve ark. (2019), filistinli hastalardan elde
ettikleri 248 adet MRSA izolatinin %69.8’inde sarA genini pozitif bulmuslardir.

Bu c¢alismada, incelenen kopeklerden elde edilen S. aureus izolatlarinin
%067.86°s1, S. intermedius izolatlarinin %61.1°1, S. warneri izolatlarinin ise tamami sarA

geni yoniinden pozitif bulundu.

Pereira ve ark. (2020), hastanede yatan hastalardan elde ettikleri 300 adet S.
epidermitis izolatinin %53.3’tinde app geni saptadiklarini ifade etmislerdir.

Yapilan bu arastirmada, incelenen kopeklerden elde edilen S. aureus izolatlarinin
%28.57’sinde, S. intermedius izolatlarmin %16.6’sinda, S. warneri izolatlarmm

%66.6’sinda ve S. schleiferi izolatinda aap geni tespit edildi.

Bu aragtirmada incelenen kopeklerden elde edilen S. aureus izolatlarinin
%82.14’t agrA, %21.43’1 AtIE, %60.71°1 geh geni yoniinden; S. intermedius izolatlarinin
%83.3’1 agrA, %5.5’i AtIE, %77.7°si geh geni yoniinden; S. warneri izolatlarinin
%66.6’s1agrA, %66.6’s1 da geh geni yoniinden pozitif bulunurken, S. schleiferi izolatinda
sarA, agrA, AtlE ve geh geni tespit edilmedi. Ayrica izolatlarin higbirinde GIUSE geni
tespit edilemedi.

Konu ile ilgili yapilan arastirmalar degerlendirildiginde, izole edilen stafilokok
tiirlerinin agirlikli olarak S. aureus tlizerinde yogunlastigi, izolatlarin kaynaklart agisindan
cogunlukla sigir siitlerinden izole edilen stafilokoklarda calisildigr gorilmiistiir.
Incelenen virulens ve patojenite genlerinde hem literatiirler arasinda hem de yiiriitiilen bu

calismada elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir uyum gozlenmedi.

Farkl1 habitatlarda bulunan saha suslarinda farkli karakterlerin gelisebilecegi goz
oniinde bulunduruldugunda bu arastirmada incelenen hayvanlarin saglikli goriinen
hayvanlar olusu ve etkenlerin lokasyonlari, bu karakterlerde farkliliga neden olabilecek

unsurlar olabilecegi miitalaa edildi.
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SONUC

Bu aragtirmada Van ve yoresinde kopeklerden izole edilen stafilokok tiirlerinde

baz1 virulens ve patojenite ile iligkili genlerin molekiiler analizi ilk defa yapildi.

Incelenen 14 adet virulens ve patojenite ile iliskili genler ve karsilastirmali

analizleri tilkemizde ilk defa bu ¢aligma ile ortaya konuldu.

Yapilan bu g¢aligmada saglikli kopeklerden izole edilen stafilokok tiirlerinin

potansiyel patojen tiirler olmasi dikkat ¢ekti.

Izolatlarin virulens ve patojenite genleri varhigi agisindan 6nemli oranlarda
pozitiflik tespit edilmesi nedeniyle hayvan sagligi agisindan Onemli risk

olusturabilecegi kanaatine varildi.
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