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Ozet

Bu calismanin amaclari sigir mastitislerine neden olan stafilokok suslarinda metisilin direnci ve slaym olusumunun
incelenmesidir. Materyal olarak, 152 sagmal inekten alinan 339 mastitisli stit 6rnedi kullanilmistir. izole edilen mikro-
organizmalarin cins diizeyinde identifikasyonu standart biyokimyasal yontemlerle; koagulaz pozitif stafilokok (KPS) ve koagulaz
negatif stafilokok (KNS) suslarinin tir dizeyinde identifikasyonlar ise sekans analizi ile yapilmustir. Stafilokok suslarmin metisilin
direncleri sefoksitin diski kullanilarak disk diffiizyon yéntemiyle, slaym varligi ise Kongo Red Agar yéntemine goére belirlenmistir.
Mastitis etkeni olarak ilk sirayt KNS'lar (%24.5) alirken, bunu KPS'lar (%20.9) takip etmistir. Bunlardan 16 (%10.4) sus metisilin
direncli, 55 (%35.7) sus slaym pozitif olarak saptanirken; KPS ve KNS suslarinda slaym olusumunun metisilin direncinde artiga yol
acmadigdi tespit edilmistir. Metisilin direncinin Aydin yéresinde bir sorun olusturmaya basladigi, bundan sonraki yillarda stafilokokal
mastitis tedavisinde metisilin direnci ve slaym uretiminin dikkate alinmasi gerekecegi dugtinilmektedir.

Anahtar sozciikler: Mastitis, Metisilin direnci, Slaym, Staphylococcus spp.

Methicillin Resistance and Slime Positivity of Staphylococci Isolated
from Bovine Mastitis

Summary

The aims of this study were to determine the slime formation and methicilline resistance in isolated staphylococcus species
from bovine mastitis. Material of this study was consisted of 339 milk samples with mastitis taken from 152 dairy cattle rearing.
Identifications of isolated microorganisms on genus basis were performed with standart biochemical methods while sequence
analysis was used for species basis identification of coagulase negative (CNS) and coagulase positive (CPS) staphylococcus strains.
Methicilline resistance of stapylococcus strains were performed with disk diffusion method by using cefoxitin disk and slime
formation was detected with Congo Red Agar method. CNS were the most common cause (24.5%) of mastitis in cows while CPS
(S. aureus) were the most second (20.9%). 16 (10.4%) staphylococcus strains were found as methicilline resistance while 55
(35.7%) were slime positive from 154 stapylococcus strains. It was determined that slime formation has no effect on methicilline
resistance in CNS and CPS staphylococcus strains. It was thought that methicilline resistance is beginning a problem, methicilline
resistance and slime production may be important factors in the treatment of staphylococcal mastitis in the near future in Aydin.

Keywords: Mastitis, Methicillin resistance, Slaym, Staphylococcus spp.
GiRiS
Metisilin direngli stafilokoklar, metisilin duyarli  sinden sorumludur *. PBP2a’nin beta laktam antibiyotik-

stafilokoklardan farkli olarak mecA genine sahiptirler. Bu lere affinitesi dusiktir. Bu nedenle metisilin direngli bir
gen bir penisilin baglayan protein (PBP2a) sentezlenme-  stafilokok beta laktam antibiyotiklerle karsilastiginda,
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PB2a dusuk affinite nedeni ile beta laktam antibiyotigi
baglayamaz, hiicre duvar sentez fonksiyonunu strdurir 2.
Metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslari morbidite ve
mortalitesi yliksek infeksiyonlara yol agcmalari ve bu
infeksiyonlarda tedavi segeneklerinin de sinirli olmasi
nedenleri ile 6nemlidirler 3.

Hayvanlarda ilk MRSA izolati 1972 yilinda mastitisli
sigirlardan izole edilirken, bunu 1988 yilinda kedi ve
1989 yilinda koépek izolatlari izlemistir. Daha sonra
dinyanin pek ¢ok yerinde izolat sayisinin artmasi ile
MRSA infeksiyonlarinin hayvanlarda da problem olmaya
basladigi gérilmustir **,

16S rRNA gen sekansi 1980’li yillardan beri bakteri-
lerin siniflandirilmasinda ve genotipik analizleri igin
beseri hekimlikte kullaniimaktadir. Artik sekansa dayali
molekiler identifikasyon veteriner klinik sahada karsila-
silan bakterilerin tanilanmasinda da kullaniimaya bas-
lanmistir °.

Metisilin direngli suslarin dogru bir sekilde belirlen-
mesi icin kullanilan pek ¢ok yontem bulunmaktadir. Telli
ve ark.® sefoksitinle yapilan disk diflizyon testinin MRSA
belirleme yetenegi agisindan halen kullaniimakta olan
diger yontemlerle karsilastirmislar; sefoksitin disk dif-
fizyon testini metisiline direnci belirlemede guvenilir
yontem olarak bulduklarini belirtmislerdir.

Slaym uretimi stafilokoklarda énemli bir virulans
faktori olarak kabul edilmektedir ”. Stafilokoklarda
slaym olusumu, fenotipik ve genotipik olarak gesitli
yontemlerle belirlenebilmektedir. Arastirmacilar Kongo
Red Agar (KRA) yonteminin fenotipik olarak suslarin
slaym olusturmalarinin belirlenmesinde pratik, ucuz bir
yontem oldugunu, laboratuvarlarda kolaylikla ve giivenle
kullanilabilecegini, ayrica; genotipik yontemlerle de
uyumlu oldugunu vurgulanmislardir .

MRSA hem insan hem hayvan sagligi agisindan
onemlidir **. Juhasz-Kaszanyitzky ve ark.’ hem mastitisli
sigirlardan hem de onlarin bakicilarindan MRSA susu
izole ettiklerini MRSA suslarinin insan ve hayvanlar ara-
sinda bulasabildigini yani zoonotik dnemlerinin oldu-
gunu bildirilmislerdir. Hastane kokenli MRSA klonlarinin
kopeklerde * ve mastitisli sigir sitlerinde ** bulunmasi,
MRSA suglarinin insanlardan hayvanlara bulasabildigini
(humanosis) de duslindlirmustir. MRSA gliniimiizde en
onemli hastane kaynakli etkenlerden birisi olmakla
birlikte *; yurdumuzda mastitisli sigir stitlerinde MRSA sus-
larinin varliginin incelendigi calisma bulunmaktadir ***,
Ancak, yurdumuzda hayvan orijinli stafilokok suslarinda
metisilin direnci ve dnemli bir virulans faktoéri olan
slaym Gretiminin birlikte incelendigi bir calisma su anki
bilgilerimize gore bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, sigir

mastitislerinden izole edilen stafilokok suslarinda meti-
silin direncinin ve slaym Uretiminin incelenmesi amag-
lanmistir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Bu calismada Aydin ili Umurlu ilgesinde, 2008 Ocak-
2009 Nisan tarihleri arasinda 23 sigir isletmesinden (her
siriden 5-16 6rnek) hepsi laktasyon déneminde olan,
son Uc¢ ayda antibiyotik tedavisi almamis, en az bir do-
gum yapmis, 3-9 yasl, Holstein irki, fiziksel muayenede
anormallik bulunan (meme loblarinda siskinlik, sicaklik,
agn, kizarikhk ya da sulu, kanli, pihtili stit gibi) ve CMT ile
pozitif reaksiyon (1+, 2+, 3+) veren 152 sagmal inekten
alinan 339 mastitisli stit 6rnegi kullaniimistir.

Metot

Usuliine uygun olarak alinan siit érnekleri ¥ labora-
tuvara getirildikten sonra besi yerlerine (%7 koyun kanli
agar, mannitol salt agar ve MacConkey agar) ekilip 37°C’de
24-48 saat inkube edilmistir. Daha sonra lreyen mikro-
organizmalarin makroskobik olarak koloni morfolojileri,
pigment ve hemoliz 6zellikleri; mikroskobik olarak Gram
boyanma ézellikleri incelenmistir. izole edilen Gram pozi-
tif ve Gram negatif mikroorganizmalarin cins diizeyinde
identifikasyonlari klasik biyokimyasal yontemler kullani-
larak gerceklestirilmistir *. Stafilokok suslarina tiip koa-
gulaz testi yapildiktan sonra suslar koagulaz pozitif (KPS) ve
koagulaz negatif (KNS) stafilokok olarak gruplandiriimis,
izolatlar molekiler calismalar igin -20°C’de saklanmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu: izole edilen KPS ve KNS
suslarinin tir diizeyinde identifikasyonlari sekans analizi
ile gerceklestirilmistir. Bunun icin oncelikle izole edilen
suslardan kromozomal DNA ekstraksiyonu daha 6nce
bildirildigi sekilde (http://saureus.mlst.net/misc/info.asp)
yapiimistir. Stafilokok suslarinda 16S rRNA geni Universal
primerler $16520 (5' AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3') ve
1651390 (5' GAC GGG CGG TGT GTA CAA) kullanilarak ***
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmistir. Calis-
mada kullanilan PZR islemine ait 1sil dongii ve siire diyag-
rami Tablo 1'de verilmis ve Urlinler %1’lik jelde goriintllen-
mistir. TUm bakterilerden 16S rRNA fragmanini ¢ogaltmaya

Tablo 1. PZR islemine ait isil ddngii ve stire diyagramt
Table 1. PCR thermal cycle temparature and time diagram

Basamak Dongii Sayisi  Sicaklik  Siire

Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 10 dak.
Denatirasyon 35 94°C 1 dak.
Baglanma 35 50°C 1 dak.
Uzama 35 72°C 1 dak.
Son Uzama 1 72°C 5 dak.



http://saureus.mlst.net/misc/info.asp

yarayan bu primerlerle elde edilen amplikonlar tir tayini
yapilabilmesi icin sekans analizine tabi tutulmuslardir.

Sekans Analizi: Elde edilen amplikonlar sekans
analizleri i¢in 96 kuyucuklu pleyt icerisinde Macrogen
(Macrogen Inc., 1001 World Meridian Venture Center,
#60-24, Gasan-dong, Geumchun-gu, Seoul, 153-781,
Korea) firmasina gonderilmistir. Firma saflastirmayi taki-
ben ABI Primse cihazi ile sekans analizini gerceklestir-
mistir. Elde edilen 16S rRNA sekanslari tiir tayininin
yapilabilmesi icin gen bankasi ile karsilastirilmistir. Bu
amagla National Center of Biotechnology Information’in
web sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullaniimistir.
Bakterilerin 16S rRNA sekansina dayali molekdler iden-
tifikasyonunun yapihsi Sekil 1’de gosterilmistir.

Slaym Faktér: Kongo kirmizili agar (KKA) yontemi ile
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microbial Susceptibility Testing (CLSI) standartlarina a
gbre yorumlanmistir 2%,

Tum testlerde kontrol suslari olarak Staphylococcus
aureus ATCC 29213 ve metisilin direngli Staphylococcus
aureus ATCC 43300 kullanilmistir.

istatistik: KPS ve KNS suslarinda slaym olusumunun
metisilin direncinde artisa yol a¢ip agmadiginin belirlen-
mesinde istatistiksel analiz olarak X* testi kullanilmistir %.

BULGULAR

izolasyon: incelenen 339 siit 6rneginden izole edilen
tim mikroorganizmalar Tablo 2' de gosterilmistir. Tablo
2'de goruldugi gibi ozellikle Staphylococcus spp. yorede
sigir mastitislerine neden olan en 6nemli etken (%45.4)
olarak tespit edilmistir.

1
"'\\ /’I DNA Ekstraksiyonu ‘

N /
v
PCR
GEN BANKASI iLE
KARSILASTIRMA SEKANS

Sekil 1. Bakterilerin 16S rRNA
sekansina dayali molekdler
identifikasyonu

Fig 1. Molecular identification
of bacteria based on 16S rRNA
sequencing

ELEKTROFOREZ

L

incelenmis ve degerlendirme “Kongo Red Fenomenine”
gore yapilmistir *.

Antibiyogram: izole edilen stafilokok suslarinin anti-
biyotik direnclerinin belirlenmesinde Oxoid marka ampi-
silin (AMP; 10 pg), amoksisilin klavulanik asit (AMC; 30
ug), neomisin (N; 30 pg), penisilin (P; 10 IU), gentamisin
(GN; 10 pg), enrofloksasin (ENR; 5 pg), sefoperazon (CFP;
30 pg), tetrasiklin (TET; 30 pg), vankomisin (VAN; 30 ug),
sefoksitin (FOX; 30 ug) disklerden yararlanilmis ve Kirby
Bauer disk diffiizyon yontemi kullaniimistir 2. Test yapil-
diktan sonra 37°C’de 18 saat inkiibe edilen suslarin
inhibisyon zon caplari 6lgllerek; sonuglar Comite de
I'antibiogramme de la Societe francaise de microbiologie:
Communique (CASFM) ve Clinical and Laboratory
Standards Institute Performance Standards for Anti-

Tablo 2. Mastitisli stitlerden izole edilen mikroorganizmalar
Table 2. Microorganisms isolated from milk with mastitis

Etiyolojik Etken Sayi %
Koagulaz negatif stafilokok 83 245
Koagulaz pozitif stafilokok 71 20.9
Maya (Candida spp.) 41 121
Escherichia coli 33 9.8
Streptecoccus spp. 21 6.2
Bacillus spp. 19 5.6
Shigella spp. 12 35
Pseudomonas spp. 9 26
*Diger mikroorganizmalar 8 24
Ureme yok 42 124
Toplam 339 100.0

* Diger mikroorganizmalar: Enterobacter spp., Corynebacterium
spp., Citrobacter spp., Hafnia spp.
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PZR Uriinlerinin Elektroforez ile Ayrimi: Universal
primerler kullanilarak yapilan PZR’da 1371 bp uzunlu-
gunda bant elde edilmistir. Boylece 16S rRNA icin kod-
layan yaklasik 1600 bazlik genin bliylk kismi ¢ogaltiimis
ve sekans analizine tabi tutularak tlr ayriminin yapilabil-
mesi saglanmistir.

izole Edilen Stafilokok Tiirlerinin Dagilimi: incelenen

1700 bp
1371 bp
1159 bp

339 sit 6rneginden toplam 154 stafilokok susu izolas-
yonu yapilmis; on iki farkh stafilokok tiirli sekans analizi
ile identifiye edilmistir. Stafilokok suslarinin tir dizeyin-
de dagilimlari Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Staphylococcus spp.nin dagilimt
Table 3. The distrubition of Staphylococcus spp.

Tir Sayi %
S. aureus 71 46.1
S. chromogenes 23 14.9
S. haemolyticus 17 11.0
S. pseudointermedius 10 6.5
S. simulans 9 5.8
S. epidermidis 8 53
S. pasteuri 6 3.9
S. sciuri 3 19
S. vitulis 2 13
S. equorum 2 13
S. xylosus 2 13
S. warneri 1 0.7
Toplam 154 100.0

Metisilin Direnci: identifiye edilen 154 susun 16
(%10.4)’s1 metisilin direngli, 138 (%89.6)’i metisilin
duyarh olarak belirlenmistir.

Slaym Pozitifligi: identifiye edilen 154 susun 55
(%35.7)'i slaym pozitif, 99 (%64.3)’'u ise slaym negatif
olarak belirlenmistir.

Metisilin direngli 16 susun 6 (%37.5)’sinin slaym fak-
tor olusturdugu gorilmds, ayrica hem MRSA olup hem de
slaym faktor olusturan toplam dért sus tespit edilirken;
iki KNS susu (1 S. haemolyticus, 1 S. pasteuri) hem metisilin
direncli hem de slaym faktor olusturdugu belirlenmistir.
Slaym olusturan ve olusturmayan stafilokok tirlerinde me-
tisilin duyarllik ve direng durumu Tablo 4’te gosterilmistir.

Sekil 2. 16S universal primerleri kullanilarak
gerceklestirilen M: Marker (Pstl enzimi ile
kesilmis lambda faj DNA'si). PZR. 1-6:
Staphylococcus izolatlar, 7: Pozitif Kontrol (S.
aureus ATCC 29213), 8: Negatif Kontrol
(DNA'siz master miks)

Fig 2. PCR performed by using 16S rRNA
universal primers. M: Marker (Lambda phage
DNA restricted with Pstl enzyme) 1-6: PCR
performed by using isolated microorganism'’s
DNA. 7: Positive control (S. aureus ATCC
29213), 8: Negative control (without DNA
master mix)

Tablo 4. Slaym olusturan ve olusturmayan stafilokoklarda
metisilin duyarlilik ve diren¢ durumu

Table 4. Methicillin susceptibility and resistance in staphylococci
slime positive and negative

Staphylococcus spp.
SLIME Metisilin Toplam
KNS KPS
Duyarh 26 (53.0) 23 (47.0) 49
Pozitif 55
Direncli 2 (33.3) 4 (66.7) 6
Duyarh 47 (52.8) 42 (47.2) 89
Negatif 99
Direncli 8(80.0) 2(20.0) 10
Toplam 83 71 154 154

Antibiyotik Direngleri: MRSA suslarinin antibiyotik
direncliliklerinin dagilimi Tablo 5'te verilmistir. izole ve
identifiye edilen toplam 154 stafilokok susundan 16
(%10.4)’s1 metisilin direngli, 138’i metisilin duyarl
stafilokok susu (%89.6) olarak belirlenmistir. Metisilin
direngli suslarin hepsinde ayni zamanda ¢oklu anti-
biyotik direnci (1’inde iki, 1’inde Ug, 1’inde dért, 2’inde
bes, 4’ide alti, 3’linde yedi, 4’linde sekizli) belirlenmistir.

istatistiksel Analiz: KPS ve KNS suslarinda slaym
olusumunun metisilin direncinde artisa yol agmadigi
belirlenmistir (KNS icin X>=0.99; P=0.33, KPS i¢in X’=2.25;
P=0.13).



Tablo 5. MRSA suslarinin antibiyotik direngliliklerinin dagilimt
Table 5. The distribution of antibiotic resistance in MRSA strains
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Tiir AMP AMC N P GN ENR CFP TET VAN FOX
(Izolat Sayisi) R R R R R R R R R R
S. aureus (6) 5 5 2 4 6 4 6 6 0 6
S. haemolyticus (3) 2 1 1 3 2 1 1 1 0 3
S. chromogenes (2) 2 1 0 2 1 2 2 2 0 2
S. pseudointermedius (2) 2 2 0 2 1 0 0 1 0 2
S. simulans (2) 0 1 1 1 1 1 1 0 0 2
S. pasteuri (1) 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1

R: Direngli sus sayst

AMP: Ampisilin, AMC: Amoksisilin Klavulanik asit, N: Neomisin, P: Penisilin, GN: Gentamisin, ENR: Enrofloksasin, CFP: Sefoperazon,

TET: Tetrasiklin, VAN: Vankomisin FOX: Sefoksitin

TARTISMA ve SONUC

Mastitis, st ineklerinin yaygin olarak goriilen ve mali
kulfeti yiksek olan hastaliklarindan birisidir. Sigir mas-
titislerinden 150 civarinda mikroorganizma izole edildigi
bildirilmesine karsin *, en sik izole edilen bakteriyel
etkenler bu calismada oldugu gibi Staphylococcus spp.
ve E. coli'dir.

Turkiye'de degisik yillarda yapilan calismalarda mastitis-
lerden S. aureus, S. epidermidis, Streptecoccus agalactiae,
S. dysgalactiae, S. uberis, Actinomyces pyogenes,
Escherichia coli, Corynebacterium bovis, Pasteurella
multocida, Bacillus subtilis, B. cereus ve Micrococcus spp.
en sik izole edilen bakteriyel etkenler olmustur *#%, Bu
calismada, incelenen 339 siit 6rneginden KNS (%24.5),
KPS (%20.9), mayalar (%12.1), E. coli (%9.3), Streptecoccus
spp. (%6.2), Bacillus spp. (%5.6), Shigella spp. (%3.5),
Pseudomonas spp. (%2.6) ve diger mikroorganizmalar
(%2.4) identifiye edilmistir. Mastitise neden olan mikro-
organizmalar yoresel veya bolgesel farkliliklar goste-
rebildiginden bakteri izolasyon oranlari diger arastir-
macilarin izolasyon oranlari ile karsilastirilmamistir.

Koagulaz negatif stafilokoklarin eskiden derinin nor-
mal florasinda bulunan zararsiz etkenler oldugu disu-
nllirdl ancak giinimizde mastitise neden olan énemli
firsatg patojenler olduklari bilinmektedir *. Bu ¢alis-
mada KNS’lar en sik izole edilen etkenler olmustur. Ozel-
likle KNS suslarinin tiir diizeyinde dogru bir sekilde iden-
tifikasyonlarinin yapilmasinda sekans yonteminin faydal
ve pratik oldugu distnilmektedir.

Turkiye’de mastitisli sit 6rneklerinde metisilin diren-
cinin incelendigi farkh yillarda yapilan ¢alismalar bulun-
maktadir ve bu ¢alismalar arasinda MRSA bulunmasinda
oransal acidan farkliliklar bulunmaktadir. Ak ve ark.*
istanbul’da ve Giiler ve ark.** Konya’da izole ettikleri
mastitis orjinli stafilokok suslarinda oksasillin direnci

bulunmadigini bildirirlerken; Kiregci ve Colak ** Erzurum
yoresinde metisilin direncli 5 (%5.8) sus bildirmislerdir.
Metisilin direnci agisindan en yiksek oranlar Aydin ilinde
bildirilmistir. Kirkan ve ark.”* Aydin y6resinde yaptiklari
calismada inceledikleri S. aureus suslarinda oksasillin
direncinin %60; Tlrkyllmaz ve ark.? ise yine ayni yorede
yaptiklari ¢alismada S. aureus suslarinda sefoksitin
direncinin %17.2 oldugunu bildirmiglerdir. Bu ¢alismada
ise toplam 154 Staphylococcus spp. 6 KPS ve 10 KNS
olmak Uzere toplam 16 (%10.4) sus metisilin direngli
olarak belirlenmistir.

Metisilin direngli ve slaym olusturan stafilokok sus-
larinin en 6nemli 6zellikleri ¢oklu antibiyotik direngli
olmalaridir **”. Bu ayni zamanda, MRSA infeksiyonla-
rindaki yiksek mortalitenin de nedenlerinden birisi
olarak distunidlmektedir. Bu ¢alismada metisilin direngli
16 susun hepsinde c¢oklu antibiyotik direncinin bulun-
dugu belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada metisilin diren-
cinin slaym faktor yapan suslarda daha fazla oldugu goz-
lenmis *; bazi ¢alismalarda *** ise bu ¢alismada oldugu
gibi metisilin direnci ve slaym olusumu arasinda istatis-
tiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir. Bununla
birlikte, Tlrkiye’de 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada
saghkh kdpeklerde de MRSA kolonizasyon oraninin
yliksek oldugunu ve insan saghgi icin risk teskil ede-
bilecegi bildirilmistir *.

Sonug olarak Aydin yoresinde sltcl ineklerde meti-
silin direngli suslarin gorilmeye baslandigi, bu suslarin
bir kisminin slaym pozitif oldugu; bununla birlikte KPS ve
KNS suslarinda slaym olusumunun metisilin direncinde
artisa yol agmadigi belirlenmistir.
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