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Vi

ONSOZ

Stafilokok nedenli mastitis hem klinik hem subklinik seyredebilmekte ve
ayrica stafilokok tiirlerinin sahip oldugu bir takim viriilens faktorleri ve gesitli
antibiyotiklere direng gelistirebilmelerinden dolay1 tedavisi giic mastitis vakalari
sekillenmektedir. Bu durum, mevcut antibiyotik preparatlari ile mastitisi tedavi etme
olasiligini diisiirmektedir. Ancak, stafilokok mastitislerinin sagaltimindan erken sonug
alinmasi; meme dokusunda olusabilecek kalici hasarin 6nlenmesi ve normal siit verimine
kisa siire iginde doniilmesi agisindan 6nemlidir.

Insanlardan izole edilen stafilokoklarda metisilin direncliligi iizerine yapilan
cok sayida ¢aligma mevcut iken evcil hayvanlardan izole edilen suglarda metisilin
direngliliginin arastirilmasi1 son yillarda Onem kazanmistir. Sigirlarin  mastitis
vakalarindan elde edilen Staphylococcus aureus suslarinda metisilin direngliliginin
agar-disk difiizyon teknigi disinda diger fenotipik testlerle testpiti ve yine PCR ile
metisilin direngliliginden sorumlu genin arastirilmasi Tiirkiye’de birka¢ ¢aligmada
yapilmis durumdadir. Bu tez ¢calismasinda, bolgesel olarak toplanan suslarin metisilin
direngliligi fenotipik olarak iki test ile belirlendi ve mecA geni PCR ile arastirildi.
Boylece, bolgedeki sigirlarin mastitis vakalarindan izole edilen suslardaki so6z
konusu antibiyotige direnclilik durumlar1 belirlenmeye ¢alisildi.

Beseri hekimlikte metisilin direngli stafilokok suslarindan kaynaklanan
enfeksiyonlarin  tedavisinde son secenek olarak vankomisin etkinligini
siirdiirmektedir. Bu calismada, insanlara gecip enfeksiyon olusturma riski olan
mastitis kokenli bu suslarin, vankomisine fenotipik olarak direngliliginin
aragtirtlmasinin yani sira genotipik olarak da arastirilmis olmasi, doktora tez
caligmasi olarak Tiirkiye’de ilk olmas1 agisindan 6nemlidir.

Doktora tez calismam boyunca degerli desteklerini gordiigiim, danigman
hocam Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim
tiyesi Prof Dr. Hakan YARDIMCI basta olmak iizere, tez izleme komitesinde
bulunan hocalarim Prof. Dr. Serdar DIKER ve Prof. Dr. Tarik Haluk CELIK ‘e,
molekiiler ¢alismami gerceklestirmemdeki degerli yardimlarindan dolayr Dog. Dr.
Baris SAREYYUPOGLU’na, doktora programi boyunca desteklerinden dolay1 Prof.
Dr. Miijgan IZGUR, Prof. Dr. Nejat AYDIN, Prof. Dr. Omer ESENDAL, Prof. Dr.
Mehmet AKAN ve Prof. Dr. Hiillya TURUTOGLU’na, referans suslar1 saglamamda
yardimc1 olan Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 dgretim iiyesi Yrd. Dog. Dr. Alper CIFTCI’ye, ¢alismalarim boyunca
yardimlarint gérdiiglim Arastirma gorevlileri Biilent BAS ve Orkun BABACAN’a,
ve Agar Diliisyon Teknik’inde kullanmak iizere vankomisin saglamamda yardimci
olan Sandoz (Tiirkiye) firmasina tesekkiirlerimi bir borg bilirim.
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1. GIRIS

Meme dokusunun yangisi olarak tanimlanan mastitis, siit salgisinda fiziksel ve
kimyasal  degisikliklerin ve meme dokusunda patolojik  degisikliklerin
sekillenmesiyle karekterizedir (Bradley, 2002; Pyorala, 2003). Sigirlarda mastitis
kompleks bir hastalik olup, primer ve sekonder determinantlar géz 6niine alindiginda
olusumunda ¢ok cesitli nedenlerin rol oynadigi gorilmektedir (Bastan, 2002).
Mikroorganizmalarin meme dokusunu enfekte etmesi sonu sekillenen enfeksiyoz
mastitisin, konak¢1 cevabina ve mikroorganizmaya gore sekillenen degisik formlari
(klinik, subklinik, gangrenli, vb.) bulunmaktadir (Pyorala, 2003). Sigirlarin mastitis
vakalarindan ¢ok ¢esitli mikroorganizmalar izole edilmektedir, ancak Stafilokoklar,
Streptokoklar ve Koliformlar ile birlikte en sik izole edilen bakteriyel etkenlerdir
(Arda ve Istanbulluoglu, 1979; Mc Donalds, 1979; Olde Riekerink ve ark., 2008;
Fox, 2009).

Stafilokoklar, geleneksel olarak, tavsan ve insan plazmasini koagiile etme
yeteneklerine gore koagiilaz pozitif (KPS) ve koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS)
olarak 2 grupta incelenmektedirler (Brown, 1999; Winn ve ark., 2006). KPS
grubunda mastitis etkeni olarak S. aureus, S. intermedius, ve S. hyicus bulunurken
(Roberson ve ark., 1996), 50’den fazla tiir ve alt tiirii igeren KNS grubunda ise
10’dan fazla tiiriin mastitis vakalarindan izole edildigi bildirilmistir (Hogan ve ark.,
1987; Kirkan ve ark., 2005; Winn ve ark., 2006; Gillespie ve ark., 2009; Pyorala ve
Taponen, 2009).

Sigir yetistiriciliginde, gerek stafilokok tiirleri ve diger Gram pozitif
bakterilerden kaynaklanan mastitis vakalarinin ve gerekse diger enfeksiyonlarin
sagaltiminda beta-laktam grubu antibiyotikler yaygin olarak kullanilmaktadir. Son
yillarda bu antibiyotiklere direngli hayvan kokenli stafilokok tiirlerinin prevalansinda
artiglar rapor edilmektedir (Myllys ve ark., 1998; Haveri, 2008). Stafilokoklarda
beta-laktamaz enzimine dayanikli penisilinlere karsi sekillenen direng genel olarak
metisilin direnci olarak adlandirilmakta ve bu bakterilerin hem tiim beta-laktam
antibiyotiklere direncli olduklar1 ve hem de diger sinif antibiyotiklere de yiiksek
oranda direncli olduklari belirtilmektedir (Unal, 1996; Vanderhaeghen ve ark., 2010).

Beseri hekimlikte, metisilin direngli stafilokoklardan kaynaklanan enfeksiyonlarin


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gillespie%20BE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

tedavisinde vankomisin gibi glikopeptidler tek alternatif olarak degerini
korumaktadir, ancak degisik iilkelerde vankomisine duyarliligi azalmis ve direngli
stafilokok suslar1 rapor edilmektedir. Sigir mastitis vakalarindan ise fenotipik ve
genotipik olarak metisiline direngli stafilokok suslar1 izole edilmekte olup (Devriese
ve ark., 1972; Kaszanyitzky ve ark., 2004; Sareyyiipoglu ve ark., 2006; Turutoglu ve
ark., 2006; Moon ve ark., 2007; Kumar ve ark., 2010) vankomisin i¢in ise fenotipik
olarak duyarliligi azalmis suslar belirlendigine iliskin ¢alismalar mevcuttur (Shi ve
ark., 2010; Turkyilmaz ve ark., 2010). Ancak, vankomisine direngli olan ve
vankomisin direngliligini belirleyen genetik yapiya sahip olan stafilokok susunun,

heniiz sigir mastitis vakalarindan izole edildigine dair bildiri mevcut degildir.

1.1.Tarihge
1.1.1.Staphylococcus spp.

Stafilokoklarin ilk kez 151tk mikroskobunda gozlemlenmesi ve tanimlanmasi
Robert Koch tarafindan 1878’de, sivi besiyerinde iiretilmesi ise 1880°de Pasteur
tarafindan gergeklestirilmistir. Stafilokok ismi Iskogya’li cerrah Alexander Ogston
tarafindan, tiremeleri sirasinda birbirinden ayrilmayip {iziim salkimini andiran
yigmlar olusturmasindan dolayr 1881°de verilmistir. Rosenbach, 1884’te beyaz
renkli kolonileri Staphylococcus albus, sari-portakal renkli kolonileri ise S. aureus
olarak isimlendirmistir. Yirminci yilizyilin baslarina dek yapilan c¢alismalarla
stafilokoklarin dogada yaygin oldugu ve ozellikle insan ve hayvanlarin derisi
tizerinde hastalik olusturmaksizin bulunabildigi anlagilmigtir. Daha sonra S. albus’un
ismi S. epidermidis olarak degistirilmis ve bu asamadan sonraki caligmalar S.
aureus’un diger patojen olmayan stafilokoklardan ayrimi lizerine olmustur. Koagiilaz
reaksiyonunun S. aureus’un ayriminda kullanilisinin kabul edilmesi 1930°1u yillart
bulmustur. Mikrokoklardan ayrimi igin Stafilokoklarin glukozu anaerobik olarak
kullanabilmesi ve asit tiretebilmesi karakterinin kullanimi 1965°de kabul edilmistir.
Diger tiirlerin belirlenmesi iizerine c¢alismalar 1960’1 yillarin ortalarinda Baird-
Parker ile baglamistir. KNS tiirleri 1970’li yillarin ortalarina kadar patojen olarak
kabul edilmez ve goz ardi edilirken, vakalardan siklikla bu tiirlerin izole edilmeleri

bu yondeki aragtirmalara yon vermistir. Stafilokok cinsi i¢inde 1994 yili itibariyle 31



tiir belirlenmis iken bugiin 50’nin iizerinde tiir ve alt tiir tanimlanmis durumdadir

(Kloos ve Bannerman, 1994; Brown, 1999; Winn ve ark., 2006).

1.1.2.Metisilin

Fransiz tip Ogrencisi Ernest Duchesne 1896°da S. aureus kolonilerinin
Penicillium notatum tarafindan yikimlandigini géstermis olsa da, Alexander Fleming
1928’de bunu tekrar gdzlemlemistir (Waness, 2010). Daha sonra Oxford
Universitesi’nde P. notatum’dan penisilin ekstrakte edilmis ve 1941°de insanlarda
stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanima girmistir. Ancak 1947’de belirgin
sekilde penisilin direngli S. aureus suslar1 izole edilmeye baglamistir. Ardindan
1959°da, S. aureus un irettigi beta-laktamaz enzimine direngli semisentetik penisilin
tirevi olan metisilin tretilmis ve yeniden insanoglu stafilokok etkenleri ile
miicadelede bir kez daha 6ne gegse de sadece 2 yil sonra, 1961°de, Ingiltere’de bir
hastanede ilk metisilin direngli S. aureus (MRSA) izolasyonu rapor edilmistir
(Jevons, 1961; Waness, 2010). ilk MRSA suslar1 hastane kaynakli (Hospital
Acquired MRSA) (HA-MRSA) idi ve klonal bir yayilma sekillenip tiim diinya
capinda yayilma gostermistir. Toplumsal kaynakli suslarin (Community Acquired
MRSA) (CA-MRSA) ise 1990°dan itibaren once halk arasinda, daha sonra ise saglik

birimlerinde yayilma gosterdigi belirlenmistir (Waness, 2010).

1.1.3.VVankomisin

McCormick ve ark. (1956) tarafindan ilk kez 1956°da Streptomyces orientalis,
simdiki ismiyle Amycolatopsis orientalis, Hindistan ve Endonezya’dan toplanan
toprak Orneklerinden izole edilmis ve bu mikroorganizmanmn, Gram pozitif
bakterilere karsi yiiksek aktivite gosteren 05856 olarak adlandirilan bir maddeyi
tirettigi belirlenmistir (McCormick ve ark., 1956; Calderon ve Sabundayo, 2007). Bu
madde daha sonra vankomisin olarak isimlendirilmistir. Bu maddenin penisilin
direngli stafilokoklarin olusturduklar1 enfeksiyonlarin tedavisinde oldukca basarili
oldugu goriilmiis ve kullanima girmistir. Ancak 1960’11 yillarda agir yan etkilerinden
dolay1 ve beta-laktamaz direngli yar1 sentetik penisilinlerin iiretilip kullanilmasiyla
vankomisinin kullaniminda kisitlamalara gidilmis olsada, 1970’1 yillarda yar1

sentetik penisilinlere direngli S. aureus suslarinin yol actigi enfeksiyonlarin



prevalansinda artiglardan dolay1 tekrar vankomisin kullanimi yayginlasmis olup,
ayrica onceki formulasyonlarindan daha saf olan ve yan etkileri azalmis
formulasyonlari kullanima alinmistir (Levine, 2006; Calderon ve Sabundayo, 2007).

Vankomisine direngli bulunan ilk Stafilokok tiirii S. haemolyticus olarak
literatiirlere 1987’de girmistir (Schwalbe ve ark., 1987) ve ilk vankomisine
duyarliligr azalmis S. aureus susu (VISA) Japonya’da MRSA enfeksiyonunundan
dolay1 uzun zamandir vankomisin tedavisi alan bir hastadan izole edilmistir. Bu sus
MU-3 olarak adlandirilmistir (Hiramatsu ve ark., 1997a). Ardindan 1998’de Fransa
ve Ingiltere’de (Howe ve ark., 1998; Ploy ve ark., 1998), 1999°da Hong Kong ve
Ispanya’da (Ariza ve ark., 1999; Wong ve ark., 1999), 2001°de Brezilya, ve
Avustralya’da (Oliveira ve ark., 2001; Ward ve ark., 2001) vankomisine duyarlilig
azalmis insan kokenli S. aureus suslari bildirilmistir. Japonya’da 1980-1997 arasinda
klinik vakalardan toplanmig KNS suslari arasinda 1990°dan sonra izole edilmis
suslarda vankomisine kars1 azalmis duyarlilik tespit edilmistir (Kato ve ark., 1998).
Yine 1998’de New York’ta vankomisine duyarlilig1 azalmis metisiline direngli KNS
suslar1 rapor edilmistir (Sieradzki ve ark., 1998). Ancak bu suslarin tlimiiniin genetik
materyalinde vankomisin direngliliginden sorumlu herhangi bir yap1 tespit
edilememis ve vankomisine azalan duyarliligin bakteri hiicre duvar1 kalinlagmasi
sonucu sekillendigi belirlenmistir.

Ik vanA genini tastyan vankomisin resistant S. aureus (VRSA) 2002’de
Amerika Birlesik Devletleri’nin Michigan Eyaletinde bir hastanede diyaliz
hastasindan, bu hastada kullanilan katater ucundan izole edilmistir (Chang ve ark.,
2003). Bundan 2 ay sonra, diger bir vanA geni tasiyan VRSA susu, Pennsylvania
eyaletinde 70 yasindaki irinli akintis1 olan kronik topuk {ilserli hastadan alinan sivap
Orneginin bakteriyolojik kiiltiiriinden izole edilmistir (Tenover ve ark., 2004). Bu iki
susu daha sonra birt New York eyaletinde (CDC, 2004) ve diger 4’ii Giineybat1
Michigan’da (Sievert ve ark., 2008) olmak iizere 5 vaka izlemistir. Tiim bu 7 VRSA
susunun vanA genini tasidigi ve suslarm vankomisin igin Minimal Inhibitor
Konsantrasyonu (MIK) orta degerinin 512 pg/ml (mikrogram/mililitre) oldugu
bulunmustur (Sievert ve ark., 2008). Tim hastalarin ge¢misinde MRSA ve

enterokok kolonizasyonu tespit edilmis ve hepsinde kronik deri lserleri



goriilmistiir. Hastalarin ¢cogu da VRSA enfeksiyonunun gelisiminden &nce
vankomisin tedavisi almislardir (Sievert ve ark., 2008).

Hayvan vakalarindan izole edilen stafilokok tiirlerinde ise vankomisine direngli
sus heniiz bildirilmemis ancak vankomisine duyarliligir azalmis suslara rastlanmistir

(Shi ve ark., 2010; Turkyilmaz ve ark., 2010).

1.2.Etiyoloji
1.2.1.Smiflandirma

Staphylococcus cinsi, yayinlanan son Bergey’s Manual’e gore Bacilli sinifinda
Bacillales takimimnin altinda Staphylococcaceae familyasinda yer almaktadir (Winn
ve ark., 2006). Gram pozitif ve katalaz pozitif olmalari ile daha Onceki
simiflandirmada birlikte ayni familya (Micrococcaceae) altinda yer aldiklari
Micrococcus cinsindeki bakterilere benzerlerse de, mikrokoklar oksidaz pozitiftir.
Ayrica stafilokoklarin aksine lizostafin (200 pg/ml) ve furazolidon (100 pg/ml)’a
direngli iken basitrasin’e (0,04 Unit) duyarlidirlar. Mikrokoklarin genomundaki
G+C oranida (% 63-73) stafilokoklarin G+C oranina (% 30-40) gére daha yiiksektir.
Mikrokoklar daha biiyiik hiicre yapisina sahip olup mikroskop altinda ¢ogunlukla ¢ift
ve dortlii olarak ve diizensiz yigmlar halinde goriiniirler (Winn ve ark., 2006).
Stafilokok cinsi i¢erisinde tanimlanmis 35 tiir ve 16 alt tiir bulunmaktadir (Winn ve
ark., 2006).

1.2.2.Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Stafilokoklar 0,5-1,5 pm (mikrometre) c¢apinda, Gram pozitif, yuvarlak,
genellikle kapsiilsiiz, ve sporsuz bakterilerdir. S. saccharolyticus ve S. aureus subsp.
anaerobius harig fakiiltatif anaerobiktirler. Yeni kiiltiirlerde Gram pozitif boyansalar
da, eski kiiltlirlerden yapilan boyamalarda Gram negatif goriiniime donebilirler.
Mikroskop altinda tek tek, ciftler veya g¢ogunlukla iiziim salkimi goriiniimiini
andiran kiimeler tarzinda goriintirler. Siv1 besiyeri, irin ve viicut sivilarindan yapilan

preparatlarda 3-4°1i kisa zincirler halinde goriilebilirler (Winn ve ark., 2006).



1.2.3.Ureme Gereksinimleri ve Koloni Morfolojisi

Koyun kanli agar ve genel besiyerlerinde iireyebilmekte ve 30-37 °C’de 18-24
saat inkiibasyon sonucunda 1-3 mm (milimetre) ¢apinda koloniler olusturmaktadirlar.
Stafilokok kolonileri genellikle S tipi, yuvarlak, kenarlar1 diizgiin ve hafif kabarik
profile sahiptir. S. aureus suslarinin bazilar1 sar1 ve sari-portakal renginde pigment
olusturabilir bazilar1 ise beyaz- gri renkte koloni olusturur. S. simulans, S.
intermedius, S. epidermidis, S. hyicus, S. capitis, S. saccharolyticus ve S. cohnii
pigment olusturmayan tiirlerdir. S. aureus ve KNS’lar pigment iiretimi oda
sicakliginda 2-3 giin siire ile inkiibasyon sonucunda daha iyi gozlemlenir. S.
aureus’un ¢ok kiiciik koloni biiyiikliigiine sahip, pigment iiretmeyen ve
karbondioksit varliginda daha iyi iireyen kiigiik koloni varyanti denilen suslari
bulunmaktadir. Stafilokok suslarmin bazilart ayni kiiltiir pleytinde farkli biyiikliikte
koloniler olusturabilir ve bu karigik kiiltiir goriiniimii verebilir. S. aureus suslarinin
cogu ve bazt KNS suslart koyun kanli agarda hemoliz olusturabilmektedir (Cengiz,
1999; Winn ve ark., 2006).

1.2.4.Biyokimyasal Ozellikleri

Stafilokoklar glukozu fermentatif olarak parcalaylp son iiriin olarak gaz
olusturmaksizin laktik asit agiga cikartirlar. Stafilokoklarin {iremesi i¢in optimal
sicaklik 30-37 °C ve optimal pH 7-7,5°dir. Igerisinde % 7,5-10 Sodyum Kloriir
(NaCl) igeren ortamlarda iireyebilirler. Stafilokoklar lizostafin ve furazolidon’a
duyarli basitrasin’e ise direnglidirler. S. sciuri, S. lentus, S. vitulinus ve S. fleurettii
hari¢ diger tiim stafilokok tiirleri oksidaz enzimine sahip degildir. Onemli bir
viriilens faktorii olan koagiilaz enzimini S. aureus, S. intermedius, S. hyicus, S.
delphini, S. lutrae, S. schleiferi subsp. coagulans ve S. schleiferi subsp. schleiferi
tiretmektedir. Genellikle nitratlart nitritlere indirgemektedirler (S. saprophyticus
subsp. saprophyticus, S. cohnii, S. kloosii, S. arlettae, S. succinus harig). S.
saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus, S. hominis, S. sciuri, S. gallinarum, S. lentus, S.
equorum, S. vitulinus, S. kloosii, S. arlettae, S. fleurettii novobiosin’e direngli olup
diger tiirler duyarlidir. Stafilokoklar 1s1 ve ¢evre kosullarina dayanikli bakterilerdir.
Kuruluga direnclidirler. Genellikle 60 °C’de 1 saat tutulduklarinda aktivitelerini
kaybederler (Cengiz, 1999; Winn ve ark., 2006).



Stafilokok cinsinde bulunan tiirlerin identifikasyonunda, seker testleri (maltoz,
siikkroz, laktoz, mannitol, mannoz, arabinoz, trehaloz, ksiloz, raffinoz, sellobioz, ve
N-asetil glukozamin), katalaz testi, oksidaz testi, kiimelestirme faktorii (clumping
factor), tiip koagiilaz testi, Voges-Proskauer Testi (Asetoin Testi, VP), iireaz testi,
nitrat indirgenmesi testi, DNAse testi, mannitol fermentasyonu, beta-glukuronidaz,
beta-galaktosidaz  (O-nitrophenyl-p-D-galactopyranosidase, ONPG) ve beta-
glukosidaz testleri, alkalin fosfataz testi, ornithin dekarboksilaz testi, arjinin
dihidrolaz testi, pyrrolidonyl arylamidase aktivitesi testi, novobiosin ve polimiksin’e

duyarlilik testleri ve hemoliz ve pigment olusturmasi gibi 6zellikleri kullanilmaktadir

(Winn ve ark., 2006).

1.3. Viriilens Ozellikleri

1.3.1.Kapsiil

Stafilokoklarin 6zellikle mukoid tiirlerinde polisakkarid karakterde kapsiil
olusumu goriilmektedir. Stafilokoklarda toplam 11 kapsiiler polisakkarit serotipi
belirlenmis olup insanlardaki vakalardan izole edilen S. aureus suslarinda % 70-80
oraninda tip 5 ve tip 8 serotipine rastlanmaktadir. Sigir mastitis vakalarindan izole
edilen stafilokok suslarinda ise 5 ve 8 serotiplerinin oranlari, suslarin izole edildigi
cografik bolgeye gore biiyiik varyasyonlar gostermektedir (Tollersrud ve ark., 2000).
Kapsul tesekkiilii, meme iginde bakterinin konak¢ir savunma sisteminin fagositoz
hiicreleri tarafindan fagozite edilmesine karsi koruyucu etki yapmaktadir (Sutra ve

ark., 1990).

1.3.2.Hiicre duvari

Stafilokoklarin hiicre duvarinin yapis1t Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari
yapisinin Ozellklerini tasimakta olup, elektron mikroskop ile 20-40 nm kalinliginda

ve homojen yapida goriiliir (Giesbrecht ve ark., 1998).

1.3.2.1.Peptidoglikan

Peptidoglikan bir heterodimer olup B-1-4-N-asetilglukozamin (NAG) ve N-

asetilmuramikasit (NAM) tarafindan olusturulan bir disakkarit iskelet yapisina



sahiptir. NAM molekiillerine L-alanin, D-glutamin, L-lizin, ve D-alanin’den olusan
ve kok peptid (tetrapeptid) denilen zincirler tutunmus durumdadir. Bu kok
peptidlerin yaklagik % 90’1 pentaglisin kopriisii  vasitasiyla diger bir NAM
molekiiliiniin  kok peptidlerine ¢apraz baglanma yapar ve boylece disakkarit
zincirlerinden olusan bir polimer yap1 sekillenir. Pentaglisin kopriileri stafilokokkal
peptidoglikanin karakteristik ozelligidir ve peptidoglikana dayaniklilik veren bu
yapisal ozelligidir. Bu kopriiler bir kok peptidin L-lizin’i ile diger bir kok peptidin D-
alanin’i arasinda olusur. (Black, 1996; Giesbrecht ve ark., 1998; Winn ve ark., 2006).

1.3.2.2.Teikoik Asit

Teikoik asitler birbirine fosfodiester baglari ile baglanmis ribitol veya gliserol
fosfat polimerleridir. Ribitol teikoik asit ve gliserol teikoik asit olmak {izere 2 tipi
vardir. Ribitol teikoik asitler, peptidoglikan tabakasina NAM’in C6 hidroksil grubu
vasitasiyla kovalent bag kurarak baglanmistir. Gliserol teikoik asitler ise sitoplasmik
membranin glikolipidleri ile baglanti kurmus durumdadir. Teikoik asit, S. aureus’ta
ribitol fosfat polimeri yapisinda iken S. epidermidis’te ise gliserol fosfat polimerleri
halindedir. Teikoik asit, bakteri hiicre duvar1 biitlinliigli ve hiicre fonksiyonlar1 i¢in
gerekli olan kiiglik iyonlarin tutulmasini saglar. Ayrica, bakterinin konakgi
viicudunda mukozal ve diger yiizeylere adezyonunda gorev alir ve peptidoglikan

sentezinde de rol alabilir (Cengiz, 1999; Winn ve ark., 2006).

1.3.2.3.Yiizey Proteinleri

Protein A, S. aureus suslarinin ¢ogunda bulunan bir yiizey proteini olup hiicre
yilizeyine bagli bulunan ve ortama salinan olmak iizere 2 formda bulunur. Hiicre
ylizeyine bagli olan, bakteri hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakaya kovalent
olarak baglanmistir. Ortama salinan protein A, bakteri iiretildiginde besiyerine
salinmaktadir. Protein A’nin IgGs hari¢ tim IgG alt smiflarinin, IgA, ile bazi
IgM’nin Fc bolgelerine baglanma yetenegi vardir. Protein A’nin komplementi aktive
etme, antifagositik, kemotaktik ve mitojenik etkileri vardir ve 6nemli bir viriilens
faktoriidiir. Ayrica, protein A giicli immunojenik karakterde olup S. aureus

enfeksiyonlariin teshisinde kullanilan 6nemli bir yapidir. S1gir mastitis vakalarindan



izole edilen S. aureus suslarinin % 50-60’1nda protein A varligi belirlenmistir. (Sutra
ve Poutrel, 1994; Cengiz, 1999; Winn ve ark., 2006).

Kiimelestirme Faktorii (Clumping factor), bakteri hiicre yiizeyinde olan bu
yapinin fibrinojene baglanma yetenegi vardir. Fibrinojenin fibrine doniisiimi ile
bakteri yilizeyinde fibrin presipitasyonu olusur ve stafilokoklarda kiimelesme ve
agliitinasyon sekillenir. Boylece bakterinin g¢evresinde fibrinden ibaret bir tabaka
olusur ve bakterinin konak¢1 immun sisteminden korumasini saglar (Cengiz, 1999;
Winn ve ark., 2006).

Elastin Baglayic1 Protein, Kollajen Baglayic1 Protein ve Fibronektin
Baglayic1 Protein, konakg¢i ekstraselliiler matriksine adhezyondan sorumludurlar.
Kollajen ve fibronektine baglanma mekanizmalar1 birbirinden faklidir. Sigirlarda
mastitis sekillenmesinde bu yiizey proteinlerin meme dokusuna adezyonda rol

aldiklar1 gosterilmistir (Sutra ve Poutrel, 1994).

1.3.3.Enzimler

Stafilokok cinsinde bulunan tiirler viriilens faktorii olarak rol oynayan ¢esitli

enzimler tiretmektedirler.

1.3.3.1.Katalaz

Konakg1 fagosit hiicreleri tarafindan stafilokoklar fagosite edildikten sonra,
fagositik hiicrelerin i¢erisinde myeloperoksidaz sistemi tarafindan olusturulan toksik
hidrojen ve serbest radikallerin inaktivasyonunda gorev alan bir stafilokokkal
enzimdir. Stafilokoklar fagositlerin igerisinde bu enzim sayesinde yasamlarini

stirdiirebilmektedirler (Winn ve ark., 2006).

1.3.3.2.Koagiilaz

Plazmanin pihtilasmasina neden olan bir enzimdir. Immunolojik olarak
birbirinden ayrildigr gibi plazmayr pihtilastirma mekanizmalar1 agisindan da
birbirinden farkli olan iki tip koagiilaz enzimi vardir. Bagh koagiilaz (Kiimelestirme
Faktorii) stafilokoklarin hiicre yiizeyinde meydana gelir ve ortama birakilmaz.

Serbest koagiilaz ise protein tabiatta olup stafilokoklar tarafindan iiretildikten sonra
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hiicre disina salinmaktadir. Serbest koagiilaz protrombine baglanir ve enzimatik
olarak aktif hale gecer. Bu yolla fibrinojenin fibrine doniisiimiinii katalize eder.
Stafilokoklarin koagiilaz aktivitesi genellikle tavsan ve insan plazmasi kullanilarak
lam ve tiip yontemi ile ortaya ¢ikarilabilmektedir (Cengiz, 1999; Winn ve ark.,
2006).

1.3.3.3.Fibrinolizin

Stafilokoklarin iirettigi fibrinolizin enzimleri, fibrin pihtilarim1 yikimlamakta ve
bu sayede bakteri yeni dokulara yayilabilmektedir (Winn ve ark., 2006). Karadzhov
ve ark. (1981), subklinik sigir mastitislerinden izole ettikleri KNS suslarin %
27,8’inde fibrinolizin aktivitesi tespit ederken normal ineklerin siitlerinden izole

edilen KNS suslarinda ise daha diisiik oranda fibrinilizin aktivitesi belirlemislerdir.

1.3.3.4.Hyaluronidaz

Bu enzim ile stafilokoklar, konak¢i dokusu matriksinde bulunan hyaluronik

asidi hidrolize edip dokularda yayilmalarini kolaylastirirlar (Winn ve ark., 2006).

1.3.3.5.Lipaz

Stafilokoklarin iirettigi bu enzim yaglar1 hidrolize edebilmektedir ve bdylece
konak¢1r viicudunda bakterinin deri ve derialti gibi dokularda yayilmasin
kolaylastirmaktadir. Younis ve ark. (2000), 319 sigir mastitis kokenli S. aureus

susunun % 75,2’sinde lipaz aktivitesi belirlemistir.

1.3.3.6.Deoksiriboniikleaz

Hem ekzoniikleaz hem de endoniikleaz aktivite gosteren enzimdir. Isiya
direnclidir (Winn ve ark., 2006). Younis ve ark. (2000), 319 sigir mastitis kokenli S.

aureus susunun % 83,3’iinde DNase aktivitesi belirlemistir.

1.3.3.7.Beta-laktamaz (Penisilinaz)

Penisilin grubu antibiyotiklerdeki p-laktam halkasinin hidroksil grubunu

pargalayarak etkisiz hale getiren beta-laktamaz enzimleri, indiiklenebilir karakterde
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tiretilebildigi gibi bazi1 suglar devamli bigimde iiretebilmektedir ve stafilokoklarin bu
grup antibiyotiklere direncli hale gelmelerini saglamaktadir. Ayrica, asirt miktarda
beta-laktamaz {tretimi borderline metisilin direngliligine neden olabilmektedir
(Chambers, 1997). S. aureus tarafindan 3 tip beta-laktamaz enzimi tiretilmektedir.
Beta-laktamaz enzimlerinin genleri genellikle plazmid iizerinde lokalize olmustur.
Bu direnclilik genleri diger bakterilere transformasyon ve transdiiksiyon ile transfer

edilebilmektedir (Eyckmans ve Tompsett, 1965; Winn ve ark., 2006).

1.3.4.Slaym Faktorii (Slime Factor)

Slaym maddesi, amorf kapsiil yapisinda glikokaliks materyalidir ve % 40’1
karbonhidrat % 27°si ise proteinden olugmaktadir. Slaym karakterinden dolay1
stafilokoklar tibb1 aletlere tutunup kolonize olabilmektedir. Cok gii¢lii antijenik
yapida olup yiiksek titrede antikor olusumuna yol agar. Slaym pozitif stafilokok
suslar1 daha viriilenttir, fagositoza daha direnglidirler ve antibiyotiklerin bakteri igine
difiizyonunu inhibe ettiklerinden daha fazla oranda antibakteriyellere direng
gostermektedirler (Cengiz, 1999). Slaym tabaka stafilokoklarin meme bezi epitelyum
hiicrelerine adezyonuna ve kolonize olmalarma yardimci olmaktadir (Baselga ve

ark., 1993).

1.3.5. Toksinler
1.3.5.1. Sitolitik toksinler
1.3.5.1.1.Hemolizinler

Alfa Hemolizin (Alfa Toksin), eritrosit, 16kosit ve diger doku hiicrelerinin
hiicre membranlarin1 pargalayabilen toksindir. Ozellikle tavsan eritrositlerine karsi
giiclii litik etkiye sahiptir. Tavsanlara deri alt1 enjekte edildiginde nekroz olusturur.
Diiz kas spazmi yapar. Antijeniktir ve formol ile toksoid haline getirilebilir.
Antitoksini ile notralize olur. Sigirlarda gangrenli mastitisten sorumlu toksindir ve
mastitisin gelisiminde en Onemli virlilens faktorlerinden biridir (Cengiz, 1999;
Leloglu, 1999; Akineden ve ark., 2001; Winn ve ark., 2006).

Beta Hemolizin (Beta Toksin), eritrosit, 16kosit ve fibroblast hiicrelerine etki

yapan bir toksindir. En giiclii sekilde koyun ve sigir eritrositlerine karsi litik etki
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gosterir. Bir sfingomyelinaz olup ¢ok ¢esitli hiicrenin  membraninda bulunan
sfingomyeline etki eder. Hemolitik aktivitesi eritrositlerin soguk muamelesi ile artar.
Antijeniktir, antitoksini ile notralize olur ve formol ile toksoid haline getirilebilir.
Grup B streptokoklarin identifikasyonunda kullanilan CAMP testinde beta hemolizin
tireten S. aureus suslar1 kullanilmaktadir. Sigirlarin mastitis vakalarinda rol oynayan
Oonemli bir virillens faktorii olup alfa toksin ile birlikte doku yikimi ve abse
olusumundan sorumludur (Cengiz, 1999; Leloglu, 1999; Winn ve ark., 2006). Beta
toksin, sigirlarin meme bezlerindeki sekresyon yapan epitel hiicrelerini yikimlar, alfa
toksinin yikimlayici etkisini arttirir, bakterinin meme epitel hiicrelerine adezyonunu
kolaylastirir ve stafilokoklarin bdlgede proliferasyonunu arttirir (Cifrian ve ark.,
1996).

Gama Hemolizin (Gama Toksin), ¢ok ¢esitli hiicreler tizerinde toksik etkiye
sahip olup protein yapisindadir. Ozellikle tavsan, koyun ve insan eritrositleri iizerine
litik etki yapmaktadir. Gama hemolizinin ayrica 16kositleri lize edebilme yetenegide
vardir. Gama hemolizinin aktivitesi 3 proteinden ileri gelmektedir. HIgA ve HIgC
(sinif S) ve HlgB (sinif F) iki ¢ift olusturur ve HIgA + HlgB ve HlgC + HIgB olarak
adlandirtlir (Lina ve ark., 1999; Cengiz, 1999; Leloglu, 1999). Bu toksin
enfeksiyonun erken safhalarinda rol oynayabilmektedir (Fitzgerald ve ark., 2000).

Delta Hemolizin (Delta Toksin), eritrosit, 10kosit, makrofaj, lenfosit ve
trombositler {izerinde hasara yol acan toksindir. Ozellikle insan, tavsan, koyun ve
maymun eritrositleri tizerine litik etkiye sahiptir (Cengiz, 1999; Leloglu, 1999). Delta

hemolizin, beta hemolizinin hemolitik etkisini arttirir (Dinges ve ark., 2000).

1.3.5.1.2. Lokotoksinler

Ruminantlarin mastitis vakalarindan izole edilen stafilokoklarin bir kisminin
16kositik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Rainard ve ark., 2003). Molekiiler
agirliklart sirastyla 32 ve 35 Kilodalton (kDa) olan F (fast) ve S (slow) adi verilen 2
protein komponentinden meydana gelmektedirler. Ozellikle insan ve tavsan
16kositleri ve makrofajlart {izerine etkilidirler. Her iki protein komponenti de
antijeniktir ve formol ile toksoid haline doniistiiriilebilmektedir. Tek basina litik etki
gostermeyen bu komponentler birlikte sinerjik etki ile lokositlerin membraninda

potasyum ve diger iyonlar i¢in gecirgenligi artiran gozeneklerin agilmasina neden
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olurlar. Ayrica fagositoza karsi stafilokoklari korurlar. Stafilokoklarin 16kotoksin
familyasi, Panton-Valentine l6kosidin (PVL) (LukS-PV + LukF-PV), gama
hemolizin (HIgA + HIgB ve HlgC+ HIgB) ve son olarak kesfedilen LukM (LukM
+LukF-PV) and LukE/D (LukE + LukD)’den ibarettir (Cengiz, 1999; Leloglu, 1999;
Winn ve ark., 2006). Haveri (2008), farkli klinik goriinlimdeki sigir mastitislerden
izole edilmis S. aureus suslarinda LukM ve LukE/D toksinlerini kodlayan genlerin
varligin1 Polimerase Chain Reaction (PCR) ile goéstermistir. Turkyilmaz ve ark.

(2010) mastitisli siitlerden izole edilen MRSA suslarinda PVL genine rastlamamastir.

1.3.5.2.Enterotoksinler

Stafilokoklarin iirettigi polipeptid yapidaki enterotoksinler 1stya dayaniklidir ve
100’°C’de 30 dakika (dk) dayanabilirler. Bakteri tarafindan enterotoksinler
salgilandiktan sonra, konak¢i immun sisteminin antijen sunan hiicreleri ve T
lenfositler ile karsilasmasi sonucu, T lenfosit proliferasyonu ve yiiksek oranda sitokin
ekspresyonu gerceklesir (Balaban ve Rasooly, 2000). Onceleri SEA, SEB, SEC,
SED, SEE olarak kodlanan 5 immunolojik tipi belirlenmisse de, daha sonra SEG,
SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEQ, SER ve SET olarak kodlanan
tipleri de tanimlanmistir (Cengiz, 1999; Zschocka ve ark., 2005; Winn ve ark.,
2006).  Insanlardaki besin zehirlenmelerinde A ve D tipi enterotoksinlere
rastlanilmaktadir.  Turkiye’de yapilan sigir mastitis vakalarindan izole edilen
Stafilokok suslarinda, bu enterotoksinlerin degisik oranlardaki varligi gosterilmistir
(Boynukara ve ark., 2008; Karahan ve ark., 2009). Karahan ve ark. (2009)
calismalarinda, sigir mastitis vakalarindan izole edilen S. aureus suslarinin
% 29,3’ iiniin bir veya daha fazla enterotoksin geni tasidigin1 ve SEI'nin en yaygin
bulunan gen oldugunu bildirmisler ve SEA, SEE ve SEH genlerine ise, higbir izolatta
rastlamamiglardir. Boynukara ve ark. (2008) ise, Van bolgesinde sigirlarin mastitis
vakalarindan izole ettikleri S. aureus suslarinin % 25,5’ini enterotoksijenik bulmuslar
ve en yaygin tipin SEA oldugunu ve SEC ve SED tipi susun olmadigin
bildirmislerdir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Balaban%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rasooly%20A%22%5BAuthor%5D
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1.3.5.3.Eksfoliyatif Toksin (Eksfoliyatin)

Ekzotoksin niteliginde olan bir protein olup epidermolitik bir toksindir. A ve B
olarak adlandirilan iki tipi bulunmaktadir ve her birinin molekiiler agirhigr 24
kDa’dir. Eksfoliatif toksin A 1siya duyarhidir ve geni (eta) plazmidte bulunmaktadir.
Eksfoliatif toksin B ise 1stya direnglidir ve geni (etb) kromozomaldir. Bu iki toksin
biyokimyasal ve immunolojik olarak birbirinden farkli olsa da benzer biyolojik
aktiviteye sahiptirler. Proteolitik 06zellikte olup epidermisin mukopolisakkarit
matriksini eritirler. Bu toksinler, insanlarda stafilokokkal haslanmis deri
sendromundan sorumludurlar (Cengiz, 1999; Winn ve ark., 2006). Tiirkiye’de
Karahan ve ark. (2009)’nin sigir mastitisleriyle yaptiklari ¢alismada, 92 S. aureus
susunda eta ve etb genlerine rastlanmamistir. Andresen (2005), Japonya’da mastitisli

inek siitiinden izole edilen S. hyicus susunda eta geninin varligini tespit etmistir.

1.3.5.4.TSST (Toxic Shock Syndrome Toxin)

Protein tabiatta olup 22 kDa molekiiler agirligina sahiptir. Proteolitik enzimler
ve 1s1 ile inaktivasyona direnglidir. Konak¢1 viicudunda T lenfosit proliferasyonunu
ve monositlerden interleukin-1 salinimini uyarir (Winn ve ark., 2006). Karahan ve
ark. (2009), Tirkiye’de yaptiklart ¢alismada 92 S. aureus susundan sadece 3
adedinde (% 3,3) TSST genine rastlamustir.

1.4. Beta-laktam Antibiyotikler

Penisilinler, Sefalosporinler, Karbapenemler ve Monabaktamlar olarak 4 gruba
ayrilan beta-laktam antibiyotikler bir azot ve 3 karbon igeren bir beta-laktam halkas1
icermektedir.  Bakteri hiicre duvar1 sentezini baskilayarak bakteriosidal etki
gosterirler (Calderon ve Sabundayo, 2007). Beta-laktam antibiyotikler, bakterinin
sitoplazmik membraninda bulunan penisilin baglayic1 proteinlerinlere (PBP)
baglanirlar ve temel olarak peptid zincirlerinin baglanmalarini inhibe ederek normal
yapida peptidoglikan olusumunu engellerler. Boylece duvar biitlinliigliniin
bozulmasina ve bakterinin dig ortama kars1 direncinin kaybina yol agarlar. Bu durum,

bakterinin sitoplazmik zarmin par¢alanmasi ve bakterinin Glmesiyle sonuglanir.
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Toplam 56 adet beta-laktam antibiyotik bulunmaktadir (Calderon ve Sabundayo,
2007).

Bakteriler, beta-laktam antibiyotiklerin sidal etkilerine karsi temel olarak 3
mekanizma gelistirmis durumdadirlar. Bunlar, tirettikleri beta-laktamaz enzimleri ile
antibiyotigin yikimlanmasi, antibiyotigin bakteri igerisine penetrasyonunun
azaltilmasi ile PBP’lere ulagsmalarinin 6nlenmesi ve antibiyotiklere diisiik affiniteye
sahip PBP’lerin iiretilmesi seklinde tanimlanmaktadir (Calderon ve Sabundayo,
2007; Unal, 2009).

Penisilinler aktivitelerine gore 4 gruba ayrilmaktadir
(Calderon ve Sabundayo, 2007). Dogal Penisilinler (Penisilin G ve Penisilin V)
Stafilokoklarinin iirettikleri penisilinaz enzimi nedeniyle stafilokok infeksiyonlarinda
yetersiz kalmaktadirlar. Penisilinaz - direngli Penisilinler (Dikloksasilin,
Kloksasilin, Metisilin, Nafsilin, Oksasilin) dogal penisilinlerin yapisina bir yan
zincirin eklenmesiyle iiretilmis olup stafilokoklarin iirettikleri penisilinaz enzimine
kars1 direngli olan yar1 sentetik penisilinlerdir. Gram negatif bakteriler iizerine
etkileri yoktur. Aminopenisilinler (Amoksisilin, Ampisilin, Amoksisilin +
Klavulanik Asit, Ampisilin + Sulbaktam, Bakampisilin) ise yan zincirde
degisiklik yapilmasi ile elde edilirler ve hem Gram pozitif ve hem de Gram negatif
bakterilere etkilidirler. Karboksipenisilin’lerin (Karbenisilin, Tikarsilin, ve
Tikarsilin + klavulanik asit) etki spektrumlari ampisilin ile ayn1 olmakla birlikte
Gram negatif bakterilere daha giiclii etki gostermeleriyle karakterizedirler. Yan
zincirde degisiklik yapilarak elde edilirler. Son grup olan Ureidopenisilinler ve
Piperazine (Mezlosilin, Piperasilin) penisilinin yapisina sadece ureido grubun ve
ureido grup ile bir piperazin yan zincirinin ilavesiyle, sirasiyla mezlosilin ve
piperasilin elde edilmistir. Spektrumu en genis olan penisilinlerdir.

Sefalosporinler, diger beta-laktam antibiyotikler gibi peptidoglikan
yapisindaki ¢apraz baglanmalari inhibe ederek ve bakteriyel hiicre duvari sentezini
inhibe ederek sidal etki olustururlar. Bakterilerde sefalosporinlere karsi direng,
PBP’lerde sekillenen degisiklikler, beta laktamaz iiretimi veya antibiyotigin hiicre
duvarina penetre olmasini azaltarak PBP’lere ulagmasinin engellenmesiyle olur

(Calderon ve Sabondayo, 2007).
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Karpanenemler en genis etki spektrumuna sahip olan beta-laktam
antibiyotikler olup anaerob ve aerob Gram negatif ve Gram Pozitif bakterilere etki
ederler. Bakteri hiicre duvar1 sentezini inhibe ederek bakteriosidal etkilerini
olustururlar (Calderon ve Sabundayo, 2007).

Monobaktamlarda, diger beta-laktam  antibiyotikler  gibi  aym

mekanizmalarla etkilerini olustururlar (Calderon ve Sabundayo, 2007).

1.5.Metisilin Etki Mekanizmasi

Stafilokoklarda 4 adet PBP bulunmakta ve bunlar PBP1, PBP2, PBP3 ve PBP4
olarak adlandirilmistir (Chambers, 1997; Stapleton ve Taylor, 2002). Molekiiler
agirliklart sirastyla 85, 81, 75 ve 45 kDa olan proteinlerin biri transpeptidasyonda
(¢apraz baglanma), digeri transglikosilasyonda (glikan zincirinin uzamasi) gorevli iKi
domain’i vardir (Chambers, 1997; Stapleton ve Taylor, 2002). Metisilin dahil beta-
laktam antibiyotikler, PBP’lerin transpeptidasyon domainini inhibe ederek
peptidoglikanda capraz baglanma reaksiyonunu durdurur. Boylece yeni stafilokok
hiicrelerinde zayif hiicre duvari olusumuna neden olur ve bakteri biitiinliiglinii
koruyamaz (Steplaton ve Taylor, 2002). PBP1, PBP2 ve PBP3 beta-laktam
antibiyotiklere karsi yiiksek affiniteye sahiptir ve beta-laktam antibiyotigin bu

proteinlere baglanmasi bakteri i¢in letal etki olusturmaktadir (Chambers, 1997).

1.6.Metisiline Diren¢ Mekanizmalari

Stafilokoklarin {rettikleri ve dogal penisilinleri parcalayan beta-laktamaz
enzimiyle hidrolize olmayan beta-laktam antibiyotiklere (dikloksasilin, kloksasilin,
metisilin, nafsilin, oksasilin) karsi olusan diren¢ metisilin direnci olarak
tanimlanmaktadir (Unal, 2009).

Metisilin direngli stafilokoklarin kromozomunda, 40-60 Kilobaz (Kb)
biiyiikliigiinde ve Staphyococcal Cassette Chromosome Mec (SCCmec kaseti) olarak
adlandirilmig DNA pargasi bulunmaktadir (Stapleton ve Taylor, 2002). SCCmec
kaseti, PBP2a olarak adlandirilan PBP2’nin degisiklige ugramis formunu kodlayan
mecA geni (2,1 kb), mecA transkripsiyonunu regiile eden mecl ve mecRI genleri ve
20-45 kb biiyiikligiinde mec ile ilgili DNA pargasindan olusmaktadir (Chambers,
1997, Stapleton ve Taylor 2002). PBP2a’nin beta-laktam grubu antibiyotiklere kars1
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affinitesi PBP1, PBP2, PBP3 ve PBP4’e gore oldukga diisiiktiir (Stapleton ve Taylor,
2002). Bu nedenle PBP1-4’lin transpeptidasyon fonksiyonlarini inhibe eden metisilin
konsantransyonlarinda PBP2a aktif kalabilmekte ve peptidoglikan tabakasindan
glikan zincirlerinin c¢apraz baglanmasini saglayabilmekte ve boylece metisiline
direngliligi olusturabilmektedir (Stapleton ve Taylor, 2002). PBP2a, 76 kDa molekiil
agirhigindadir  ve  indiiklenebilir  karakterde olup metisilin  direngliligini
belirlemektedir (Chambers, 1997; Stapleton ve Taylor, 2002).

SSCMec kasetinin 5 adet tipi belirlenmis olup Tip I-V olarak
adlandirilmiglardir (Appelbaum, 2007). HA-MRSA suslar1 SCCmec alt tip I-111
igerir, CA-MRSA ise SCCmec alt tip IV ve V’i igermektedir (Appelbaum, 2007).
HA-MRSA suslart PVL geni tasimasina ragmen CA-MRSA suslart ise
tasimamaktadir. PVL geni HA-MRSA suslarmin yol actigi enfeksiyonlarda rol
oynayan onemli bir viriilens faktoriidiir (Appelbaum, 2007).

Metisiline duyarliligin azalmasi, PBP2a’nin iiretilmesiyle sekillendigi gibi
PBP’lerde olusan nokta mutasyonlar sonucu ve PBP’lerin asir1 miktarda iiretilmesi
sonucuda olusabilmektedir (Chambers, 1997; Giilay, 2002). Ayrica, beta-laktamaz
enziminin asir1 miktarda tiretilmesi duyarliligi sinirda olan suglarin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Bu suslar borderline metisilin duyarli veya borderline oksasilin
direngli olarak tanimlanmaktadir (Chambers, 1997; Giilay, 2002; Sancak, 2007).

Borderline metisilin direngli suglar 2 grupta incelenmektedir. MecA geni
tastyan suslar heterojen direnglilige sahiptirler ve PBP2a tiretmektedirler (Chambers,
1997). Bu suslar yiiksek oksasilin yogunluklarinda iireyebilen cok kiigiik alt
populasyonlara sahiptirler (Chambers, 1997; Sancak, 2007). MecA geni tagimayan
borderline metisilin direngli suslar ise boyle alt populasyonlara sahip degildirler ve
bu durum PBP’lerin modifikasyonu veya bakterinin asirt miktarda beta-laktamaz
enzimi lretmesiyle sekillenmektedir (Chambers, 1997). Degisiklige ugramis
PBP’lere penisilinlerin baglanmasi normalden daha yavas olmakta ve baglanmis olan
penisilinlerin serbest kalmasi ise daha hizli olmaktadir (Chambers, 1997). Bu
degisikliklerde PBP’lerde nokta mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Chambers,
1997). Beta-laktamaz enziminin bu enzime dayanikli beta-laktam antibiyotikleri bile
yavasca hidrolize ettiginin gosterilmesi asir1 beta-laktamaz {iretebilen suslarin

borderline direngli olmalarini agikladigi belirtilmektedir (Chambers, 1997).
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Metisilin direngliliginin fenotipik olarak ortaya ¢ikisi, homojen ve heterojen
olmak tizere 2 sekilde olmaktadir (Chabbert ve Baudens, 1962; Hartman ve Tomazs,
1986; Chambers, 1997; Stapleton ve Taylor; 2002). Heterojen metisilin direngli
stafilokok suslari, metisiline degisik derecelerde direngli olan alt populasyonlari
icermektedir (Mathews ve Stewart, 1984; Hartman ve Tomazs, 1986; Chambers,
1997). Populasyonun kii¢iik bir kismi (10%-10%) cok yiiksek antibiyotik
konsantrasyonuna direnglilik gosterirken biiyiik bir ¢ogunlugu duyarlilik sinirina
yakin antibiyotik konsantrasyonlarina direnglidir veya duyarlidir (Chambers, 1997;
Berger-Bachi, 1999). Tiim hiicreler mecA geni tasisa da tiim hiicrelerde direnclilik
ortaya ¢ikmaz. Homojen direngli suslarda ise hiicrelerin timii yiiksek diizeyde
antibiyotik yogunluklarinda iireyebilirler (Unal, 2009). Bu durum daha bir takim
genetik faktorlerin ve dis faktorlerin direncliligin ekspresyonunda rolii oldugunu
gostermektedir (Chambers, 1997; Mathews ve Stewart, 1984).

MecA geninin trankripsiyonunun regulasyonu birbirinden bagimsiz 2 adet
regiilatdr gen grubu tarafindan kontrol edilmektedir (Chambers, 1997; Stapleton ve
Taylor, 2002; Unal, 2009). Mecl-MecR1 genleri beta-laktam antibiyotiklere mecA
geniyle verilen cevabi regiile etmektedir. Mecl, mecA’y1 baskilayan bir proteini,
mecR1’de mecA’nin transkripsiyonunu saglayan sinyal uyarict bir proteini
kodlamaktadir. Diger regiilatér gen grubu ise blal-blaR1 genleridir. BlaR1, beta-
laktam antibiyotik varliginda beta-laktamaz gen transkripsiyonuna yol acar. Blal ise
beta-laktamaz geninin transkripsiyonunu inhibe eder. Bir bagka ifade ile blaR1-blal,
plazmid tarafindan yonetilen stafilokokkal beta-laktamaz geninin (blaz)
indiiklenebilir ekspresyonunu igerir. MecRI-mecl, blaR1- blal ile ¢ok yiiksek
derecede protein dizi homolojisi gostermektedir. Bu benzerlikten dolayi, blaR1-
blal’da mecA’y1 regiile edebilmektedir ancak blal tarafindan baskilama mecl’ye gore
daha zayiftir (Ryffel ve ark., 1992; Chambers, 1997; Stapleton ve Taylor, 2002;
Unal, 2009).

Arastirmalarda bir ¢ok klinik MRSA izolatinin mecl geninde veya mecA
promotor bolgesinde mutasyonlarin oldugu ve bu yilizden PBP2a {iretiminin mecA ve
beta-laktamaz regiilator genleri tarafinda kontrol edildigi gosterilmistir (Hackbarth
ve Chambers, 1993; Chambers, 1997; Stapleton ve Taylor, 2002).
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MecA  ve  regiilator  genlerinden  ayr1  olarak  stafilokoklarin
kromomozomlarinda bulunan fem (factor essential for methicillin resistance) veya
aux (auxiliary) olarak adlandirilan genler, metisiline direngliliginin ekspresyonuna,
dolayli ve dogrudan bakteri hiicre duvar1 biyosentezinde rol oynayarak etki
etmektedirler. Ancak fem genlerinin dogrudan PBP2a iiretimi tizerine etkileri yoktur
ve hem metisiline duyarli hemde direngli suslarda bulunurlar (Berger-Bachi, 1995;
Chambers, 1997). Berger-Bachi ve Rohrer (2002) derleme makelelerinde, fem
genleri ve diger faktorleri asagida belirtildigi sekilde agiklamiglardir:

FemA, FemB ve FemX (fmh B), bakteri hiicre duvarinda glikan zincirlerini
birbirine baglayan pentaglisin ¢apraz kopriilerinin yapimindan sorumlu genlerdir.
FemX birinci glisin’i, femA 2. ve 3. glisin’leri ve femB’de 4. ve 5. glisin’leri peptide
sokmaktadir. FemA’nin inaktivasyonu metisiline olan direnci ortadan kaldirirken
femB’nin inaktivasyonu direngliligin seviyesini diisiirmektedir. FemX’de olusturulan
inaktivasyon ise bakteri igin Oliimciil etki olusturmaktadir. FemC (gInR), bir
glutamin sentetaz baskilayicisidir. Inaktivasyonu kok peptidin  iD-glutamat
amidasyonunu azaltir ve metisilin direncinde diisiisle sonuglanir. FemD (femR315),
bir fosfoglukozamin mutaz’dir. Glukozamin-6-fosfatin  glukozamin-1-fosfata
donilistimiinii kolaylastirir. Bu genin inaktivasyonu metisilin direncini diistirtir.
FemE nin islevi tam olarak bilinmemektedir. Inaktivasyonu metisilin direncinde
hafif bir diisiise neden olmaktadir. FemF (murE), peptidoglikan kok peptide lizinin
baglanmasini katalize eder ve inaktivasyonu ise metisilin direncini diisiirmektedir.
FmtA, bir membran proteinidir. Inaktivasyonu peptidoglikanda gapraz baglanmanin
olusumunu ve amidasyonunu azaltir ve metisilin direnci diiser. FmtB (mrp), bir
hiicre ylizeyi proteinidir. Fonksiyonu tam olarak aciga cikartilmamistir ancak
inaktivasyonunda metisilin direnci diigmektedir. FmtC (mprF), membrana bagli bir
proteindir. Inaktive edilmesi L-lizin ile fosfatidil-gliserol modifikasyonunu azaltir ve
bdylece direncin azalmasina neden olur. Ilm geninin fonksiyonu bilinmemektedir ve
inaktivasyonu Triton-X-100 ile indiiklenen otolize yol agar ve direnglilikte diisiis
olur. SigB ise alternatif transkripsiyon faktoriidiir ve inaktivasyonu direngte diisiisle
sonuglanmaktadir. DIt operon, D- alaninin teikoik asidin igine transferini saglar.
Inaktivasyonu ise metisilin direncini artirmaktadir. HmrA, aminohidrolaz olarak

kabul edilmektedir. Asir1 miktarda ekspresyonu metisilin direngliliginde artisa neden
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olur. HmrB ise acyl tasiyici protein homologudur. Asirt miktarda ekspresyonu ise
direngte yiikselise yol a¢maktadir. LytH, litik enzimlere homoloji gosterir.
Inaktivasyonu metisilin direncinin seviyesinde artisla sonuglanir.

Metisilin direngliligine en biiyiikk etkiyi femA, femB ve fmhB’de olusan
mutasyonlar olugturmaktadir. Bu genler S. aureus ve diger Gram pozitif bakterilerin
peptidoglikan tabakasindaki dalli peptid yapisinin sentezinde gorevlidir. FemX
(FmhB), femA ve femB, glisin 1, 2-3, ve 4-5’in pentaglisin kopriisiine eklenmesinde
sira ile fonksiyon goriirler. PBP2a’da direncliligi olusturabilmek i¢in bu pentaglisin
yan zincirine gereksinim duyar ve bu yan zincirin kisalmasi hem beta-laktam grubu
antibiyotiklere ve hem de diger grup antibiyotiklere duyarliliga yol acar. Bu 3
faktoriin islevlerine alternatif olacak diger bir mekanizma da bakteride mevcut
degildir (Berger-Bachi ve Rohrer, 2002).

Heterojen direngliligin derecesinin, sicaklik, ozmolarite, inkiibasyon siiresi,
pH, 151k, iyon tutucu maddeler, metal iyonlar1 ve beta-laktam antibiyotiklere 6nceden
maruz kalma durumu gibi ¢evresel faktorlerce etkilendigi bilinmektedir (Sabath ve
ark., 1972; Sabath, 1977; Matthews ve Stewart, 1984; Berger-Bachi, 1995; Stapleton
ve Taylor, 2002). Inkiibasyon sicakhiginin 30-35 °C’ye diisiiriilmesi ve NaCl
konsantrasyonunun artiritlmasi (% 2) metisilin direngliliginin ekpresyonunu artirir
(Matthews ve Stewart, 1984; Welch ve Southern, 1984; Chambers ve Hackbarth,
1987; Berger-Bachi, 1995) ve heterojen direngli suslar homojen direngli hale
gecebilirler (Hartman ve Tomasz, 1986; Hackbarth ve Chambers, 1989; Chambers,
1997). Beta-laktam antibiyotigi igeren ortamlarda direngliligin ekpresyonu artar
¢linkii antibiyotige duyarl alt populasyonlar elimine edilmis olur ve yliksek direngli
alt populasyonlar se¢ilmis olur. Ancak bu durum gegicidir ve suslar beta-laktam
antibiyotik igermeyen ortamlarda iiremeye birakildiginda suslar tekrar heterojen
resistant goriiniime doniisim yapar (Hartman ve Tomasz, 1984; Hackbarth ve
Chambers, 1989). Inkiibasyon sicakliginin 43°C ve pH’nin 5,2 oldugu durum
direngliligi baskilamaktadir (Hartman ve Tomasz, 1984; Hackbarth ve Chambers,
1989). Diisiikk pH ortaminda fenotipik direncliligin kaybolusu, PBP2a’nin diisiik
pH’da stabil kalmamasi veya sentezinin gerceklesememesine baglanmaktadir
(Hartman ve Tomazs, 1984). Inkubasyon siiresinin 18 saatten 24 saate uzatilmasi

direncli suslarin tespitini artirmaktadir (Berger ve Rohrer, 2002).
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1.7.Vankomisin Etki Mekanizmasi

Vankomisin glikopeptid yapisinda bir antibiyotik olup, Gram pozitif
bakterilerde, hiicre duvart yapisint olusturan NAM/NAG peptidlerin bakteri
membraninin dis yiiziinde bulunan D-alanin-D-alanin terminal dizilerine baglanir.
Boylece transglikolizasyon ile sonraki prekiirsorlerin olgunlasmamis peptidoglikan
zincirine eklenmesini ve transpeptidasyon ile ¢apraz baglarin olusumu engellenir ve
peptidoglikan olusumu inhibe edilmis olur (Reynolds, 1989). Vankomisin bakteri
sitoplazmasina penetre olamaz. Bu nedenle, ancak bakterinin hiicre membraninin dis
yiiziine prekiirsorlerin translokasyonu gerceklestikten sonra vankomisin hedefi ile

iligkiye girebilmektedir (Courvalin, 2006).

1.8.Vankomisine Direnclilik Mekanizmasi

Stafilokok suslarinda vankomisine homojen ve heterojen olmak {izere iki tip
diren¢ s6z konusudur. Ayrica Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI)
tarafindan Onerilen Agar-Disk Diflizyon Teknigi (ADDT) inhibisyon zon ¢aplart ve
MIK degerlerine gore stafilokoklar, vankomisine tam direncgli ve ara direncli
(duyarlilig1 azalmis) suslar olarak tanimlanmaktadir (CLSI, 2006c).

Hetero-VISA (hVISA) suslari vankomisine genel anlamda duyarli olup (MiK
<4 ug/ml), MIK degeri 8-16 pg/ml arasinda degisen 1/10° CFU oraninda ara
direnglilik gosteren bakterilerden olusan alt populasyonlart igermektedir (Hiramatsu
ve ark., 1997b). Ancak 2006’da, CLSI tarafindan S. aureus i¢in vankomisin MIK
degerlerinin bir diliisyon diisiiriilmesinden sonra, MIK degeri 4-8 pg/ml olan alt
populasyonlart iceren S. aureus suslart h-VISA olarak kabul edilmistir (CLSI,
2006c¢). Ik tanimlanan VISA susu olan Mu-3 vankomisin tedavisine yanit vermeyen
Japonya’da pnémonili bir hastanin balgam 6rneginden 1997°de izole edilmis olup h-
VISA igin prototip olarak kabul edilmektedir (Hiramatsu ve ark., 1997b). ADDT ile
yapilan antibiyogramda belirlenemeyen bu suslardaki azalmis duyarliligin
belirlenmesi Populasyon Analiz Profili (PAP) olarak bilinen teknik ile yapilmaktadir
(Hiramatsu ve ark., 1997b). Hetero-VISA suslar, homojen VISA suslarinin gelisimi
icin prekiirsor olarak kabul edilmektedir (Hiramatsu ve ark., 1997b). Homojen VISA

suslar1 i¢in prototip olarak ise, Japonya’da uzun siire vankomisin tedavisi alan bir
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cocugun sternal apse igeriginden izole edilen S. aureus Mu50 susu (MIK: 8 pug/ml)
kabul edilmektedir (Hiramatsu ve ark., 1997a).

Vankomisine direncglilik mekanizmasi1 hVISA suslarinda, VRSA suslarindan
farklilik gostermektedir. Vankomisine duyarliligin azalmasi, bakteri hiicre duvari
peptidoglikan biyosentezinde olusan degisiklikle agiklanmaktadir. VISA suslarinda
vankomisine duyarli suslara gore daha fazla miktarda peptidoglikan sentezlendigi ve
bu yiizden diizensiz sekilli kalinlasmis hiicre duvarina sahip olduklar1 gosterilmistir.
Ayrica peptidoglikan zincirlerindeki ¢apraz baglanmalarda azalma sekillenmistir ve
D-alanin-D-alanin rezidiilerinin sayisinda artis olmustur (Hiramatsu ve ark., 1997a;
Hanaki ve ark., 1998; Geisela ve ark.,, 1999). Bu degisiklikler ‘kapan etkisi’
yapmakta ve vankomisin, fazlaca bulunan bu D-alanin-D-alanin rezidiileri tarafindan
tutulmasiyla bakteri yiizeyinde birikerek diger vankomisin molekiillerinin bakteri
hiicre duvar1 sentezinin gergeklestigi plazmik membrana yakin yerdeki hedef
bolgelere ulasmasi engellenmis olmaktadir (Hiramatsu, 2001).

Bu giine kadar tespit edilen VISA suslarinda vankomisine duyarliligin azalmasi
yukarida bahsedilen ve transfer edilemeyen direnclilik mekanizmasi ile agiklanmaistir.
Bu durum genellikle vankomisin ile muamele sonu gelismektedir ve azalmig
duyarlilik fenotipinin vankomisin yoklugunda devamliligi olduk¢a zayiftir (Hageman
ve ark., 2006).

IIk VRSA susu 2002’de Michigan’da izole edilmis olup MIK degeri >32 pg/ml
olarak belirlenmistir (CDC, 2002). VRSA suslarindaki direnglilik mekanizmasi vanA
geninin varligi ile agiklanmaktadir ve bu genin E. faecalis’ten konjugasyon ile S.
aureus’a gectigi belirtilmistir. Bu vanA genini tasiyan VRSA suslarinda, hiicre
duvarindaki NAM/NAG peptidlerin D-alanin-D-alanin terminal dizilerinin yerini D-
alanin-D-laktat dizisi almistir. Bu degisiklik, disiik dozda vankomisin ile
karsilagildiginda olusmaktadir. Bu yeni dizinin vankomisine afinitesi, D-alanin-D-
alanin’e gore 1000 kat daha diistliktiir. Bu nedenle vankomisin bakteri yiizeyinde
etkilesime girecegi prekiirsorii olmayacagindan hiicre duvari sentezine mani
olamamakta ve bakteri vankomisine direngli hal almaktadir (Tenover, 2006).

VRSA suslarinda, vanA direnclilik geninin bulundugu Tn1546 transpozonunu
tastyan konjugativ karakterde bir plazmid bulunmaktadir (Weigel ve ark., 2003;

Tenover ve ark., 2004). VRE (Vancomycin Resistant Enterococci)’den S. aureus’a
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vanA geninin transferi, bu plazmid veya transpozonun konjugasyonu ile
gerceklesmektedir (Weigel ve ark., 2003; Tenover ve ark., 2004; Hageman ve ark.,
2006). Vankomisin direngliliginden sorumlu genlerin E. faecalis’ten S. aureus’a
transferi ayrica deneysel olarak in-vitro sartlarda gerceklestirilmistir (Noble ve ark.,
1992). Tn3 transpozon familyasina ait olan Tn1546, 11 kb biiyiikliigiinde olup 9 adet
polipeptidi kodlamaktadir. Bunlar ORF1, ORF2, VanR, VanS, VanH, VanA, VanX,
VanY ve VanZ olarak tanimlanmaktadir (Perichon ve Courvalin, 2009; Courvalin,
2006). Perichon ve Courvalin (2009) derleme makalelerinde bu proteinleri asagidaki
gibi agiklamaktadirlar:

ORF1 bir transpozastir ve so6z konusu transpozonun hareketinden sorumludur.
ORF2 ise bir resolvazdir ve tranpozonun yer degistirmesini saglar. VanH bir
dehidrogenazdir ve piruvatt D-laktat’a indirgemektedir. VanA bir ligaz olup D-
alanin-D-alanin dipeptidin yerini alan D-alanin-DiLaktat depsipeptidin olusumunu
saglar. VanX bakteri kromozomundaki D-alanin-D-alanin ligaz tarafindan
olusturulan ~ D-alanin-D-alanin  dipeptidi  hidrolize eder. VanY (D,D-
carboxypeptidaz) ise eger D-alanin-D-alanin’in eliminasyonu VanX tarafindan
tamamlanamaz ise pentapeptid prekiirsorlerin terminal D-alanin rezidiilerini hidrolize
eder. VanR/VanS indiiklenebilir vanA tip direngliligin regiilasyonundan sorumludur.
Glikopeptid varliginda direnglilik genlerinin ekspresyonunu kontrol eden 2 proteindir
(Perichon ve Courvalin, 2009).

Bu giine kadar toplam 11 vanA tip MRSA susu izole edilmis olup 7 adet
Michigan, 1 adet Pennsylvania ve 1 adet New York eyaletinden olmak iizere 9’u
Amerika Birlesik Devletleri’nde, diger ikisi de Hindistan ve Iran’da izole edilmistir.
(Perichon ve Courvalin, 2009). Bu suslarmn iran susu haric 10’unda vanA geninin
tagindig1 plasmidin varligr ortaya konmustur. Bu 10 susun izole edildigi 10 vakanin
1’1 hari¢ 9’unda ayn1 hastadan VRSA ile beraber VRE’de izole edilmistir. (Perichon
ve Courvalin, 2009).

KNS’larin glikopeptid antibiyotiklere kars1 gelistirdikleri direng mekanizmasi
VISA ve hetero-VISA izolatlari ile benzerlik gostermektedir (Biavasco ve ark., 1991;
Biavasco ve ark., 2000). Nunes ve ark. (2006), insan klinik vakalarindan izole
ettikleri glikopeptidlere azalmis duyarliliga sahip S. haemolyticus, S. warneri ve S.

epidermidis suslarii PAP metodu ile direnglilik durumunu ve gegirimli elektron
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mikroskop ile hiicresel yapisini incelemistir. Sonugta, suslarin yiiksek vankomisin ve
teikoplanin konsantrasyonlarinda iireyebilen alt populasyonlarinin oldugunu ve bu alt
populasyondaki bakterilerin hiicre duvarlarinin parental bakteriye gore daha kalin
oldugunu gostermistir. Ayrica c¢alismalar, S. haemolyticus suslarinin diger KNS
tiirlerinin suslarma gére daha yiiksek MIK degerine ve daha yiiksek oranda ara
direnglilige sahip oldugunu gostermektedir (Fridkin, 2001; Nunes ve ark., 2006).

Van A tip direnglilik glikopeptidlerce indiiklenebilmektedir. Ortamda
antibiyotik olmadiginda direnglilik mekanizmasi aktive edilmemekte, vankomisin
varliginda ise direnglilik mekanizmasi aktive olmaktadir. Direncliligin fenotipik
olarak ortaya ¢ikisindaki gecikme, D-laktat ile biten peptidoglikan prekiirsorlerinin
sentezi ve VanX ve VanY’nin sira ile aktivasyonu ile duyarlilik mekanizmasinin
eliminasyonu i¢in gerekli zamana denk diismektedir. (Perichon ve Courvalin, 2009).

VanA tip direnclilik, enterekoklarda en sik rastlanilan glikopeptid direngliligi
olup bu giine kadar stafilokoklarda sadece vanA tip vankomisin direngliligi tespit
edilmistir. VanA gen grubu temel olarak E. faecium ve E. faecalis’te bulunmakta
olup ayrica E. avium, E. durans, E. raffinosus’ta ve E. gallinarum ve E. casseliflavus
tirlerinin atipik izolatlarinda da tespit edilmistir. Tip A direngte bakteri hem
vankomisin (MIK: 64-100 pg/ml) ve hem de teikoplanine (MIK:16-512 pg/ml)
oldukca yiiksek seviyelerde direnglilik gostermektedir (Courvalin, 2006).

Enterokok tiirlerinde Van B, Van C, Van D, Van E, ve Van G tipi

vankomisin direngliligi tanimlanmis ancak stafilokoklarda bildirilmemislerdir.

1.9.Metisilin ve Vankomisin Duyarhhginin Belirlenmesi
1.9.1.Metisilin Duyarhlik Testleri
1.9.1.1.Agar Tarama Teknigi

Oksasilin agar tarama teknigi, S. aureus suslari igin duyarliligi ve 6zgilligi
yiiksek olan bir testtir. Bu testte, icerisinde 6 pg/ml oksasilin ve % 4 NaCl iceren
Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyerinde, 35 °C’de 24 saatlik inkiibasyon sonucu bir
tek Kkolonilik iiremenin dahi belirlenmesi, susun metisiline direngli oldugunu
gostermektedir (CLSI, 2008). KNS suslar1 i¢in inkiibasyon siiresinin 48 saate

cikarilmasi onerilmektedir (Chambers, 1997). Ancak CLSI, oksasisilin agar tarama
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teknigini KNS tiirlerinde metisilin direncliligin tespiti i¢in uygun gérmemektedir
(Tenover ve ark., 1999; NCCLS, 1999).

1.9.1.2. Agar-Disk Difiizyon Teknigi (ADDT)

Metisilin direncliliginin  ADDT ile arastirilmasinda 1 pg/ml oksasilin
emdirilmis ticari diskler kullanilmaktadir. igerisinde % 2 NaCl ilave edilmis MHA
besiyerinde gerceklestirilen bu test, inhibisyon zon c¢aplarmin o6lgiilmesiyle
degerlendirilen kalitatif sonug veren bir testtir. Heterojen direnclilik gosteren suslarin
kiiltiirleri oksasiline duyarli suslara gore daha yavas ¢ogaldiklarindan, heterojen
direngli suglarin direngli alt populasyonlarinin tespitini miimkiin kilmak i¢in, ADDT
protokoliinde inkiibasyon sicakliginin 35 °C’yi gegmemesi ve inkiibasyon siiresinin
24 saat olmasi gerektigi CLSI tarafindan 6nerilmektedir (CLSI, 2007).

CLSI (2007) tarafindan kabul edilen, S. aureus ve KNS suslari i¢in kritik
inhibisyon zon gaplar1 birbirinden farklidir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Oksasilin icin agar-disk difiizyon teknigi kritik inhibisyon
zon caplar

Oksasilin
Staphylococcus spp. S I R
S. aureus > 13 mm 11-12 mm <10 mm
KNS > 18 mm n/a < 17mm

R: Direngli, S: Duyarli, I: Orta derecede direngli, n/a: uygulanabilir degil

1.9.1.3.Sefoksitin Disk Difiizyon Teknigi

CLSI tarafindan MRSA testi i¢in alternatif bir metot olarak kabul edilmistir
(NCCLS, 2004). Bu test ile sadece mecA geni tarafindan sekillenen metisilin
direngliligi tespit edilmektedir (Swenson ve ark., 2005). Sefoksitin, mecA regiilator
sistemini oksasiline gore daha iyi indiikledigi ve bu nedenle, mecA geni tarafindan
olusturulan direncliliginin belirlenmesinde diger testlere gore daha ytiksek duyarlilik
ve Ozgiilliige sahip oldugu bildirilmektedir (Swenson ve ark., 2005; CLSI, 2007).
Testin, ozellikle KNS izolatlarinda metisilin direngliliginin belirlenmesinde oksasilin
agar-disk diflizyon teknigine gore daha yliksek diizeyde dogru sonug¢ verdigi
bildirilmektedir (Swenson ve ark., 2005). Sefoksitin disk difiizyon tekniginde, CLSI
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tarafindan S. aureus ve KNS suslar1 i¢in kabul edilmis kritik inhibisyon zon ¢aplari
birbirinden farklidir (CLSI, 2007). (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Sefoksitin ile agar-disk difiizyon teknigi kritik
inhibisyon zon ¢aplar:

Oksasilin
Staphylococcus spp. S I R
S. aureus >22 mm n/a <21 mm
KNS >25 mm n/a <24 mm

R: Direngli, S: Duyarli, I: Orta derecede direngli, n/a: Uygulanabilir degil

1.9.1.4.Agar Diliisyon Teknigi

Kantitatif sonu¢ veren bir metot olup, antimikrobial etkenin
mikroorganizmanin {iremesini inhibe etmesi igin gerekli olan MIK degerinin
belirlenmesini saglar. Broth diliisyon metoduna goére avantajlar1 olan bir test olup,
ayn1 anda daha cok susu test etmeyi saglar. Ayrica miks kiiltiir veya heterojen
populasyonlarin belirlenmesinde kolayliklar saglar. En iyi standardize edilmis test
olup, bir ¢cok yeni antibakteriyel etkenin duyarlilik testlerinde referans metot olarak
kabul edilmektedir (Hanlon ve ark., 2007).

Icerisindeki oksasilin miktar1 0,25 pug/ml-256 pg/ml arasinda degisen ve % 2
oraninda NaCl ilave edilmis MHA besiyerleri hazirlandiktan sonra stafilokok
susunun her bir yogunluktaki besiyerlerine ekimi yapilir. MIK degeri
mikroorganizmanin  {iremesinin  inhibe edildigi ilk petrideki antibiyotik
konsantrasyonu olarak kaydedilir (CLSI, 2006b; Hanlon ve ark., 2007).

Ayrica, 1999 yilina kadar KNS tiirlerinde oksasilin direngliligi igin kritik MIK
degeri S. aureus ile ayni, 4 pg/ml ve tzeri, kabul edilirken, 1999°da NCCLS
tarafindan 0,5 ve iizeri MIK degerine sahip KNS suslar1 oksasilin direngli, 0,25 ve
daha diisik MIK degeri gosteren KNS suslari ise duyarli olarak kabul edilmeye
baslanmistir (NCCLS, 2000). S. aureus igin ise oksasilin direngliligi i¢in kabul edilen
kritik MIK degerlerinde bir degisiklige gidilmemistir (Cizelge 1.3).
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Cizelge 1.3. Oksasilin i¢in kritik MIK degerleri

Oksasilin
Staphylococcus spp. S I R
S. aureus <2 pg/ml n/a >4 ng/ml
KNS <0,25 pg/ml n/a > 0,5 pg/ml

R: Direngli, S: Duyarli, I: Orta derecede direngli, n/a: uygulanabilir degil.

1.9.1.5.Broth Makrodiliisyon / Mikrodiliisyon Teknigi

MIK degerinin belirlenmesini saglayan kantitatif bir test olup, deney tiiplerinde
gerceklestirildiginde makrodiliisyon, mikropleytletde (96 ¢ukurcuklu) yapildiginda
ise mikrodiliisyon teknigi olarak adlandirilmaktadir (Qaiyumi, 2007).

Mikropleytlerde gerceklestirilen mikrodiliisyon tekniginin makrodiliisyon
teknigine kiyasla avantaji, ¢ok daha az miktarlarda besiyeri ve oksasilin gerekmesi

ve kisa sitirede daha fazla susun test edilmesine olanak saglamasidir (Qaiyumi, 2007).

1.9.1.6.Epsilometer Test (E-test)

E-test, MIK degerini belirlemek i¢in yapilan diger bir metot olup, boylu
boyunca giderek artan miktarlarda antibiyotik emdirilmis olan bir plastik seritin,
bakteri ile inokiile edilmis agar yiizeyine yerlestirilmesi sonrasinda antibiyotigin
agara transferi ile strip altinda ve kenar kisimlarindaki agar bolgesinde artan
derecelerde antibiyotik yogunlugu olan bdlgelerin olusturulmas: temeline
dayanmaktadir. Antibiyotigin agar yiizeyinde olusan bu degisik yogunluk dereceleri
sabittir ve bu durum 20 saat kadar devamliligmi siirdiiriir. Sabit antibiyotik
yogunluklari, diisiik derece direngliligi, heterodirencliligi ve direngli alt
populasyonlar1 ortaya ¢ikarmak icin yogun bakteri siispansiyonlarinin testte
kullanilmasimna olanak saglar.  Antibiyotik yogunluklarinin diflizyon ile degil
onceden olusturulmus olmasi, antibiyotigin molekiiler yapisinin testin performansina
etkisini ortadan kaldirmaktadir. Inkiibasyon siiresi sonunda, elips seklindeki
inhibisyon alaninin seriti kestigi konsantrasyon MIK olarak kaydedilir (Wagner,
2007; CLSI, 2008).
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1.9.1.7.0tomize Sistemler

Ticari firmalar tarafindan gelistirilmis olan bu otomize sistemlerin, antibiyotik
duyarlilik testlerini kisa siirede daha giivenilir olarak gerceklestirebilme avantajlar
vardir ve uygulayici hatalarini en aza indirmektedir (Stuckey, 2007; Howe, 2010) .
Bu alanda ii¢ adet sistem bulunmaktadir. Bunlar Dade Microscan, Biomerieux Vitek
ve Becton Dickinson Phoenix sistemleridir (Stuckey, 2007; Howe, 2010). Otomize
sistemlerin geleneksel MIK belirleme testlerinin sonuglari ile uyumlulugu % 95’in
tizerindedir. Bu ii¢ sistem genel olarak benzer performansa sahiptir ve hata paylar1 %

5’in altindadir (Howe, 2010).

1.9.1.8.Lateks Aglutinatinasyon Testi

Uygulamasi basit ve hizli sonug¢ veren bir test olup klinik laboratuvarlarinda
kullanilabilecek bir testtir. Bu test, stafilokok suslarinin iirettigi PBP2a’ yi belirlemek
icin gelistirilmistir (Nakatomi ve Sugiyama, 1998). Test, direnc¢li stafilokok
suglarinin hiicre membraninda bulunan PBP2a’nin alkali uygulamasi ile ekstrakte
edilmesini takiben PBP2a’ya karsi tretilmis ve lateks partikiilleri ile kaplanmig
monoklonal antikorlar ile aglutine edilmesi prensibine dayanmaktadir (Nakatomi ve

Sugiyama, 1998).

1.9.1.9.Kromojenik Teknikler

Bu tekniklerin prensibi, metisilin direngli stafilokoklarin tespitinde kromojenik
enzimatik substratt iceren kromojenik besiyerinin kullanimma dayanmaktadir
(Sancak, 2007). Kromojenik besiyerlerinin temel mekanizmasi, besiyerine katilmig
olan kromojenik substratin molekiiler yapisinin, hedeflenen bakteri tarafindan
sentezlenen bir enzimle kesilmesi suretiyle kromojenin insoluble hale gelmesi ve
bakteri duvarinin icinde kalarak koloninin 6zgiin renk almasi esasina dayanir
(RSHM, 2010). Klinik materyallerden PCR ile direk tespitinin miimkiin olmadig1
Klinik laboratuvarlarinda, MRSA’nin belirlenmesinde yiiksek 6zgiilliik ve duyarliliga

sahip olan alternatif bir teknik olarak kullanilabilmektedir (Karthy ve ark., 2009).



29

1.9.1.10. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, 1983’de Kary Mullis tarafindan gelistirilmis olup DNA replikasyon
mekanizmasinin  kullanilarak belirli bir DNA bdlgesinin in-vitro g¢agaltilmasi
prensibine dayanmaktadir (Mullis, 1990; Winn ve ark., 2006).

Standart PCR reaksiyonu, ¢ogaltilmasi istenen hedef DNA ile master miks
karigimindan olusmaktadir. Master miks oligoniikleotid DNA primerlerini, 4 adet
niikleotid trifosfat’1, sicakliga dayanikli DNA polimerazi, magnezyum kloriir
(MgCl,) ve su veya buffer1 ihtiva etmektedir. PCR, sirasiyla DNA denatiirasyonu
(DNA’nin ¢ift iplik¢iginin 1s1 ile birbirinden ayrilmasi), primer baglanmasi
(primerlerin g¢ogaltilacak bolgenin uglarindaki kendilerine has bdlgeleri taniyip
hidrojen baglar1 kurarak baglanmasi) ve primer uzamasi (DNA polimeraz enzimi
tarafindan primerlerin 3’ ucuna, kalip DNA’ya uygun niikleotidlerin eklenerek DNA
sentezlenmesi)  basamaklarmin  olusturdugu  bir  dongiiniin  defalarca
tekrarlanmasindan ibarettir (Winn ve ark., 2006). Boylece primerler arasinda kalan
hedef bolgenin ¢ok sayida kopyasi sentezlenmis olur. Cogaltilan DNA pargalarida
agaroz jel elektroforez gibi metotlarla goriintiilenmektedir (Winn ve ark., 2006).

MecA geninin varligi, stafilokok susunu metisilin direngli stafilokok olarak
tanimlamamiza yeterli olmaktadir (Brown, 2001; Gradelski ve ark., 2001) ve PCR ile
mecA geninin varhi§inin ortaya konmasi altin standart olarak kabul edilmektedir

(Chambers, 1997; Swenson ve ark., 2001; Brown ve ark., 2005).

1.9.2.Vankomisin Duyarhlik Testleri
1.9.2.1.Fenotipik Testler

Antibiyotik direngliliginin belirlenmesinde standart olarak kullanilan testlerin
tiimii ile stafilokoklarda vankomisin direncliligini belirlemek miimkiin olmamaktadir
(CLSI, 2006c).

VISA suslarinin belirlenmesinde ADDT yetersiz kalmaktadir (CLSI, 2006c).
ADDT i¢in CLSI sadece duyarlilik i¢in inhibisyon zon ¢apini belirlemis olup, 15 mm
ve daha genis inhibisyon zon ¢ap1 olusturan suslar duyarh kabul edilmektedir (CLSI,
2006¢). Standardizasyon olusturacak sayida VRSA ve VISA susu heniiz test

edilmemis olmasi, orta derecede duyarlilik ve tam direnclilik i¢in zon ¢ap1 sinirlar
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olusturulamamasina neden olmustur (CLSI, 2006¢). VISA suslarinin belirlenmesinde
broth mikrodiliisyon teknigi, agar diliisyon teknigi, ve E-test (0,5 McFarland
Standard inokulum kullanmlarak) gibi otomize olmayan MIK metotlar1 CLSI
tarafindan kabul edilmis olan metodlardir. Otomize metotlar ve vankomisin agar
tarama teknigi, MIK degeri 8 pg/ml olan VISA suslarin1 genellikle belirleyebilse de
4 pug/ml MIK degerine sahip olan VISA suslarinin tespitinde yetersiz kalmaktadir.
Bu suslarm belirlenmesinde otomize olmayan bir MIK metodunun kullanilmasi
gerekmektedir (CLSI, 2006c).

VRSA suslarinin belirlenmesinde ise broth mikrodiliisyon teknigi, agar
diliisyon teknigi, E-test, Microscan overnight ve Synergies plus, BD Phoenix
System, TREK Sensititre MIC Plate, Vitek2 System, agar-disk difiizyon teknigi (30
ug/ml) ve 6 pg/ml vankomisin igeren Brain Heart Infusion Agar (Beyin Kalp
Infiizyon Agar, BHIA) ile yapilan vankomisin agar tarama teknigi, CLSI tarafindan
kabul edilmis tekniklerdir (CLSI, 2006c). ADDT, sadece vanA tarafindan olusturulan
tam direngli suslar1 belirleyebilmekte ve bu suslarin etrafinda inhibisyon zonu
olugsmamaktadir. Ancak, ADDT tam direngli KNS suslarinida belirleyememektedir
(CLSI, 2010).

Vankomisin direncliliginin belirlenmesinde, agar-disk difiizyon teknigini
kullanan laboratuvarlarin, bu teste ilaveten VISA suslarinin gézden kagirilmamasi
i¢in ikinci bir testi kullanmalar1 gerektigi CLSI tarafindan Onerilmektedir (CLSI,
2006c¢).

Cizelge 1.4. Vankomisin i¢in kritik MIK degerleri

Vankomisin
Staphylococcus spp.
S I R
S. aureus <2pg/ml 4-8ug/ml >16pg/ml
KNS <4ug/ml 8-16pg/ml >32pg/ml

R: Direngli, S: Duyarli, I:Orta derecede direngli

Popiilasyon Analiz Profili (PAP) olarak adlandirilan teknik, VISA ve h-
VISA suslarinin  belirlenmesinde altin  standart olarak kabul edilmektedir.
Vankomisin tarama agarda iireyen stafilokok kolonileri, 24 saat 37 °C’de beyin-kalp
infiizyon siv1 besiyerinde (BHIB) inkiibe edilir. Ardindan bulaniklig1 0,5 McFarland
ayarlanarak kullanilacak bakteri siispansiyonu elde edilir. Bu siispansiyondan

icerisindeki vankomisin yogunlugu 1 pg/ml ile 16 pg/ml arasinda degisen BHIA
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ekim yapilir. Petrilerin 37 °C’de 48 saat inkiibasyon sonrasi olusan koloniler sayilir
ve bunlara karsilik gelen vankomisin konsantrasyonlar1 grafik {izerinde g¢izilir.
Vankomisin konsantrasyonlarina uygun koloni sayilarinin logaritmik grafigi yapilip
sozkonusu sus icin egri altinda kalan alan (AUC) hesaplanir. Aym1 anda kontrol
suslarida test edilir. Daha sonra her bir susun PAP-AUC degeri, kontrol susunun
PAP-AUC degerine oranlanir. Bu islem sonucunda <0,90 bulunanlar vankomisin
duyarl, 0,90-1,3 arasindakiler heterojen VISA ve >1,3 olanlar da VISA olarak kabul
edilir (Wootton ve ark., 2001). PAP, mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin
uygulamadan ¢ok hVISA prevalansini saptamak amaciyla epidemiyolojik

arastirmalarda kullanilmaktadir (Sancak, 2007).

1.9.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Stafilokoklarda vankomisin direngliliginden sorumlu gen olan vanA geni, bu
giine kadar izole edilen VRSA suslarinda PCR ile varligi ortaya cikartilmigtir
(Perichon ve Courvalin, 2009). Stafilokoklardaki vanA geninin enterokok kokenli
olmasindan dolayi, VRE suslarinda tespit edilen vanA genine spesifik primerler
iretilerek, VRSA suslarinin tespitinde kullanilmistir (Hanaki ve ark., 1998; Weigel
ve ark., 2007; Zhu ve ark., 2008). Bu giine kadar hayvanlardan vanA geni tasiyan bir
VRSA susuna rastlanmamustir. Turkyilmaz ve ark. (2010), sigir mastitis vakalarindan
izole ettikleri vankomisine duyarliligi azalmis 7 mecA pozitif MRSA susuna vanA

geni icin PCR testi uygulamig ancak vanA genine bu suslarda rastlamamastir.

1.10.Stafilokokkal Mastitis
1.10.1.Epidemiyoloji

Stafilokok tiirleri, Tiirkiye’de ve diinyanin degisik bolgelerinde sigirlarin
mastitis vakalarindan sorumlu olan en yaygin etiyolojik etkenlerden biridir (Arda ve
Istanbulluoglu, 1979; Mc Donalds, 1979; Tenhagen ve ark, 2006; Olde Riekerink ve
ark., 2008; Pyorala ve Taponen, 2009). En patojen tiir olarak bilinen S. aureus’un
olusturdugu mastitis, hem akut (gangrenli mastitis) hem de subklinik formda
gelisebilmekte, cogunlukla tedaviye diisiik diizeyde cevap vermekte ve kronik forma

doniismektedir (Fox ve Gay, 1993; Sol ve ark., 2000; Akan, 2006). S. aureus ile
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birlikte koagiilaz pozitif olan diger iki tiir olan S. intermedius ve S. hyicus ise daha
diisiik siklikta mastitise yol agmaktadirlar (Roberson ve ark., 1996; Capurro ve ark.,
1999; Vural ve ark., 1999). Ancak rutin laboratuvarlarinda, genellikle tim KPS
suslar1 S. aureus olarak rapor edilmektedir. KNS tiirleri ise ¢ogunlukla hafif seyirli
ve subklinik mastitis olusturdugu i¢in mastitis etkeni olarak 6nemsiz kabul edilmekte
iken, son yillarda yapilan ¢aligsmalarla KNS tiirlerinin prevalansinda artislarin oldugu
gorilmekte ve bu ylizden 6nemli mastitis patojeni olarak kabul edilmesi gerektigi
vurgulanmaktadir (Benites ve ark., 2002; Pitkala ve ark., 2004; Sampimon ve ark.
2007; Taponen ve Pyorala, 2009; Nam ve ark., 2010). Su ana kadar 10’dan fazla
KNS tiiri mastitis vakalarindan izole edilmis olup, S. chromogenes, S. epidermidis,
ve S. simulans en yaygin olan tiirlerdir (Waage ve ark., 1999; Taponen ve ark., 2006;
Gillespie ve ark., 2009; Pyoral ve Taponen, 2009). S. hominis, S. xylosus, S. warneri,
S. haemolyticus, S. sciuri, S. auricularis, S. capitis, S. cohnii subsp. cohnii, S.
saprophyticus ve S. lentus'unda mastitisli siitlerden izole edildigi rapor edilmistir
(Hogan ve ark., 1987; Waage ve ark., 1999; Kirkan ve ark., 2005; Taponen ve ark.,
2006; Gillespie ve ark., 2009). Ancak rutin tani laboratuvarlarinda KNS’larin tiir

ayrimina gidilmemektedir.

1.10.2.Tedavi Giicliigii

S. aureus nedenli mastitislerin tedavi giicliiklerinin basinda, etkenin iginde
bulundugu ve konak¢t immun sisteminden korundugu mikroapselerin
sekillenmesidir. Yeterli konsantrasyonda antibiyotikler meme dokusuna ulagsa dahi
bu apse duvarini gegerek etkeni dldiiremezler (Petersson-Wolfe ve ark., 2010). Bir
diger giicliik ise, konak¢min notrofilleri tarafindan fagozite edilen S. aureus’un
notrofil icinde inaktif hale ge¢mesi sonu nétrofil tarafindan oOldiiriilememesidir.
Ancak notrofil yasam siiresini tamamladiginda ise bakteri disar1 ¢ikmakta ve yeniden
aktif hale gelip c¢ogalarak enfeksiyonun devam etmesine neden olmaktadir
(Petersson-Wolfe ve ark., 2010).

Diger bir neden de, stafilokoklarda degisik mekanizmalar ile antibiyotiklere
direncliligin gelismesi olup tiim beta-laktam antibiyotiklere direngli olduklar1 kabul
edilen metisilin direngli stafilokoklardan kaynaklanan mastitisler tedavisi gii¢ vakalar

olusturmaktadir (Liithje ve Schwarz, 2006; Turkyilmaz ve ark., 2010). Ayrica bazi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Benites%20NR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gillespie%20BE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gillespie%20BE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22L%C3%BCthje%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schwarz%20S%22%5BAuthor%5D
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beta-laktam antibiyotiklerle yapilan tedavi sirasinda S. aureus’un L-formlarinin
gelisebilmesi de tedavideki basarisizliklarin nedenlerinden olabilmektedir (Owens,
1987).

S. aureus kaynakli mastitislerde hem parenteral hemde meme i¢i antibiyotik
uygulamalari 6nerilmektedir (Pydrala, 2006). KNS’lerden kaynaklanan mastitislerde
genellikle meme ici antibiyotik uygulamalar1 yeterli olabilmekte ve tedavi siiresi
daha kisa olmaktadir (Pyo6rala, 2006; Taponen ve Pyorala, 2009). Diger taraftan,
KNS suglarinin S. aureus suslarina gore daha yiiksek oranda direnglilik gelistirme
egiliminde olduklar1 ve ayrica ¢oklu antibiyotik direngliligi KNS’larda daha kolay
gelistigi bildirilmektedir (Schlegelova ve ark., 2002; Pitkala ve ark., 2004; Taponen
ve Pyorala, 2009).

1.10.3.Metisilin Direngliligi

Si1gir mastitis vakalarindan izole edilen ilk MRSA susu 1972’de Devriese ve
ark. (1972) tarafindan Belgika’da bildirilmesinin ardindan degisik iilkelerde yapilan
caligmalarla ozellikle MRSA varligi ortaya konmustur. Moon ve ark. (2007),
Kore’de sigir mastitis vakalarindan izole ettikleri 835 S. aureus susunun 21’inin
metisiline direngli oldugunu fenotipik metotlarla gostermistir ve 13’tinde mecA
geninin varligim1 tespit etmistir. Kaszanyitzky ve ark. (2004), Macaristan’da
MRSA’nmm varhigini, iki ciftlikten izole ettigi ve PCR ile mecA geninin varligim
gosterdigi 5 S. aureus susu ile rapor etmistir. Virgin ve ark. (2009), Amerika Birlesik
Devletleri’nde iilke gapinda siit toplama tanklarindan yaptiklari 6rnekleme sonucu,
MRSA ‘nmn varligim1 PCR ile dogrulayarak rapor etmislerdir.  Giineybati
Almanya’da, Spohr ve ark. (2010) tarafindan mastitis problemli 3 siirtide, fenotipik
testler ve PCR ile dogrulama sonucunda, MRSA oraninin % 5,1-16,7 arasinda
oldugu rapor edilmistir. Stastkova ve ark. (2009), Cekoslovakya’da 2 giftlikte PCR
ile 18 MRSA susunu identifiye etmistir. Vanderhaeghen ve ark. (2010), Belgika’da
mastitis problemli 118 ciftlikte, siirii bazinda MRSA prevalansim1 PCR ile % 10
olarak, siirii i¢i prevalanst da % 0-7,4 arasinda belirlemislerdir. Hindistan’da yapilan
bir ¢aligmada, metisilin direngliligi fenotipik olarak % 10,2 oraninda bulunurken,
PCR ile fenotipik direngli suslarin % 77’sinin mecA geni tasidigi gézlemlenmistir

(Kumar ve ark., 2010). Tiirkiye’de mastitisli inek siitlerinden izole edilen S. aureus
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suslarinda metisilin direngliliginin fenotipik metotlarla belirlendigi c¢aligmalarda,
Erzurum bolgesinde % 8,7 (Kirecci ve Colak, 2002), Aydin bolgesinde % 60 (Kirkan
ve ark., 2005), Burdur bolgesinde % 17,5 (Tiirlitoglu ve ark., 2006), KNS suslarina
iligkin ise Erzurum bdlgesinde % 1,6 (Kirecci ve Colak, 2002); Aydin bolgesinde %
73 (Kirkan ve ark., 2005), Burdur bolgesinde % 22,8 (Tiiriitoglu ve ark., 2006) ve
Afyonkarahisar bolgesinde % 58,9 (Seker ve Ozeng, 2010) olarak belirlenmistir.
Sareyyiipoglu ve ark. (2006), Ankara’nin Polatli, Cubuk ve Haymana il¢elerindeki
mastitisli sigirlardan izole ettigi S. aureus suslarinda ADDT ile fenotipik metisilin
direncliligini sirastyla % 31,8; % 58,6 ve % 0 olarak belirlerken, suslardaki mecA
geni varligini ise sirastyla % 31,8; % 31 ve % 3,1 olarak rapor etmistir.

Gerek insanlardan izole edilen gerekse hayvanlardan izole edilen MRSA
suglarinin, tiim beta-laktam grubu antibiyotiklere direngli olduklar1 gibi diger grup
antibiyotiklere de (makrolidler, aminoglikozidler, tetrasiklinler ve fluorokinolonlar
gibi) daha yiiksek oranda direncli olduklar1 bildirilmektedir. (Unal, 1996;
Vanderhaeghen ve ark., 2010). Tiirkiye’de Turkyilmaz ve ark. (2010), test ettikleri
mastitisli ineklerden elde edilmis 16 MRSA’nin eritromisin, klindamisin,
kloramfenikol, gentamisin, tetrasiklin, siprofloksasin ve vankomisin ig¢in
direncliliklerinin fenotipik olarak % 100; % 100; % 100; % 100; % 93,75; % 83,75
ve % 43,75 olarak belirlemistir.

Lee (2003), sigir dahil ¢esitli ¢iftlik hayvanlarindan izole ettigi MRSA suslari
ile insan kokenli MRSA suslar1 arasinda yakin benzerlik oldugunu gostermis ve
insanlarin bu hayvanlardan elde edilen MRSA ile kontamine gidalar vasitasiyla
enfekte olduklarini ileri stirmiistiir. Ancak, sigir mastitis kokenli MRSA’nin insan ve
hayvanlar arasinda gectigi ilk kez Kaszanyitzky ve ark. (2007) tarafindan rapor
edilmistir. Calismalarinda, mastitisli ineklerden izole edilen MRSA ile bu
hayvanlarla temasta bulunan c¢iftlik calisanlarindan izole edilen MRSA susunun
fenotipik ve genotipik olarak birbirinden ayirt edilemez oldugu gosterilmistir
(Kaszanyitzky ve ark., 2007). Tiirkiye’de yapilan bir ¢aligmada, Turutoglu ve ark.
(2009) mastitisli siitlerden izole edilen 3 MRSA susunun mecA geninde yapilan dizi
analizi sonucunda insan kokenli MRSA suslariyla sadece 757. niikletotidin degisik

olmasi disinda ayni olduklarini belirtmislerdir.
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1.10.4.Vankomisin Direncliligi

Diinya genelinde degisik lilkelerde yapilan ¢esitli ¢aligmalarda, sigir mastitis
vakalarindan izole edilmis stafilokok tiirlerinde vankomisine direnglilik tespit
edilmemistir (Pereira ve Siqueira-Junior, 1995; Huber ve ark., 2010; Kumar ve ark.,
2010). Ancak bazi dogal olarak gelisen sigir kokenli S. aureus ST151 mutantinin
diger suglara gére vankomisin direnglilik genini Enterokok tiirlerinden kabul etmede
daha duyarli oldugu gosterilmis ve bu nedenle vankomisin direngli S. aureus
suslarinin gelisebilecegi belirtilmistir (Guinane ve ark., 2008). Son yillarda yapilan
bazi ¢alismalarda, vankomisine fenotipik olarak direngli bulunan suslar bildirilmistir
(Shi ve ark., 2010). Shi ve ark. (2010), ADDT ile vankomisin direngliliginin
mastitisli  siitlerden izole edilmis S. aureus suslarinda % 58,31 oraninda
belirlemislerdir. Turkyilmaz ve ark. (2010), test ettikleri sigir mastitis vakalarindan
izole ettikleri MRSA suslarinda, fenotipik olarak vankomisine duyarliligi azalmig
olanlarina rastlamigslardir.

Bu tez calismasinda, Burdur bolgesindeki siit sigir1 isletmelerindeki mastitisli
sigir meme loblarindan toplanan siit 6rneklerinden izole edilen stafilokok suslarinin
metisilin ve vankomisin igin direnglilik durumlarinin fenotipik ve genotipik metotlar
kullanarak belirlenmesi amaglanmistir. Tiirkiye’de sigir mastitis vakalarindan izole
edilen suslarda metisilin direngliliginin fenotipik ve genotipik olarak aragtirilmasi
birka¢ calisma ile smirlt olup, bu tez ¢alismasi ilave bilgi saglamasi agisindan
onemlidir. Diger taraftan, mastitis kokenli stafilokok suglarinda vankomisin
direngliliginin genotipik olarak arastirilmis olmasi bu konudaki ilk ¢aligmalardandir.
Ayrica, S. aureus suslarina ilave olarak KNS suslarini da igeriyor olmasi ve metisilin
ve vankomisin direncliliginin genotipik olarak KNS suslarinda da arastirilmis olmasi

calismanin onemini arttirmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec
2.1.1. Ornekler

Bu tez calismasi kapsaminda, Mayis 2009 ve Eyliil 2009 tarihleri arasinda,
Burdur ili merkez ve c¢evre koylerinde ziyaret edilen sigir isletmelerine ait
laktasyondaki ineklerden alinan siit 6rnekleri ve bolge veteriner hekimleri tarafindan
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarina
mastitis siiphesi nedeniyle getirilen siit ornekleri materyal olarak kullanildi. Bu
kapsamda, klinik mastitis bulgular1 gosteren ve Kaliforniya Mastitis Testi (CMT) ile
subklinik mastitisli oldugu belirlenen 57 isletmeye ait, laktasyondaki toplam 107
sigirm 306 meme lobundan alinan siit 6rnekleri incelendi. Siit 6rneklerinin 121’1
Klinik mastitisli, 185’1 ise subklinik mastitisli meme lobundan toplandi. Siit 6rnekleri,
meme baglar1 temizlenip % 70’lik alkol ile silindikten sonra bir miktar bosa
sagilmasinin ardindan en az 5 ml olacak miktarda steril tiipler i¢ine sagilarak alindu.
Stit Orneklerinin sahada toplanmasini takiben 2 saat iginde soguk sartlarda

laboratuvara nakledildi.

2.1.2. Referans Suslar

Calismada kontrol amaciyla, Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan saglanan 2 S. aureus referans susu (ATCC 43300,
ATCC 700699) ve 1 E. faecalis kanath susu; Mehmet Akif Ersoy Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali’dan saglanan 1 S. aureus susu
(ATCC 25923) ve Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda siir mastitis vakasindan izole ve identifiye edilen

1 Echerichia coli ve 1 S. epidermidis susu kullanildi.

2.1.3. Soliisyonlar

Karbonhidrat Soliisyonlar1 (glukoz, fruktoz, ksiloz, laktoz, maltoz, mannitol,
mannoz, N-asetil glukozamin, raffinoz, siikroz, trehaloz) (Merck, A.B.D.).

Fizyolojik Tuzlu Su
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Hidrojen Peroksit Soliisyonu (% 3) (H20,)

Taze tavsan plazmasi ve liyofilize EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid)’l1 tavsan
plazmasi (Bactident Coagulase, Merck, A.B.D.).

Alfa-naphtohol (% 5) (Pancreac Sintesis, E.U.)

Potasyum Hidroksit (KOH) (% 40)

CMT (Kaliforniya Mastitis Testi) Soliisyonu

Sodyum Klorid (Dizdarer Kimyevi Mad., Ankara)

Brom-Kreosol Moru (Fluka, Isvigre)

ONPG diski (O-nitrophenyl-B-D-galactopyranosidase, 100ug)(Becton, Dickinson and
Company, A.B.D.)

2.1.4. Besiyerleri

Blood Agar Base (Oxoid, ingiltere)

Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck, A.B.D.)

Nutrient Broth (NB) (Oxoid, Ingiltere)

BBL Mueller Hinton 1l Agar (MHA) (Becton, Dickinson and Company, A.B.D.)
Oksidasyon/ Fermentasyon (O/F) Basal Medium (Merck, A.B.D.)

Methyl-Red / Voges-Proskauer (MR-VP) Medium (Oxoid, Ingiltere)

Mannnitol Salt Agar (MSA)(Oxoid, Ingiltere)

Urea Broth Base (Lab M, ingiltere)

Peptone (Difco, U.S.A.)

2.1.5. Antibiyotik Diskleri

Oxacillin (OX1) (1,0 ng) (Bioanalyse, Tiirkiye)

Vancomycin (VA30) (30 pg) (Bioanalyse, Tirkiye)

Teicoplanin (TEC30) (30 pg) (Bioanalyse, Tiirkiye)

Polymixin (PB300) (300 units) (Bioanalyse, Tiirkiye)

Novobiocin (NV30) (30 ug) (Bioanalyse, Tiirkiye)

Amoxycillin / Clavulanic Acid (AMC30) (20/10 pg) (Oxoid, Ingiltere)
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2.1.6. Antibiyotikler

Oksasilin (Sigma, A.B.D.)
Vankomisin (Lek Pharmaceuticals, Slovenya)

2.1.7. DNA Ekstraksiyonu, PCR ve Elektroforez islemlerinde Kullamlan Kit,
Buffer, Soliisyon ve Primerler

DNA Ekstraksiyon Kiti (Macherey-Nagel, Almanya)

EDTA (Bioshop, Kanada)

Lizostafin (Sigma, A.B.D.)

Tris-Cl (Amresco, A.B.D.)

Triton X-100 (Sigma, A.B.D.)

Nuclease Free H,O (Fermentas, Litvanya)

Tris-borate-EDTA Buffer 0,5X (TBE Buffer 0,5X) (AppliChem, Almanya)
Ethidium Bromid

Agaroz (Basica Le Agarose, Prona, Fransa)

PCR Master Mix (2X) (Fermentas, Litvanya)

Recombinant Tag DNA Polymerase

in reaction buffer 0,05 Units/pul
MqCl, 4 mM (milimol)
dATP 0,4 mM

dCTP 0,4 mM

dGTP 0,4 mM

dTTP 0,4 mM

Loading Dye (Yiikleme Boyasi) (Fermentas, Litvanya)

Tris-HCI (pH 7,6) 10 mM
Bromophenol blue % 0,03
Xylene cyanol FF % 0,03
Glycerol % 60

EDTA 60 mM

DNA ladder (GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Fermentas, Litvanya)

DNA ladder,100-3000 base pair (bp) | 50 pg
Tris-HCI (pH 7,6) 10 mM
EDTA 1 mM




39

Primerler:
Calismada ticari olarak (Thermo Scientific, Germany) sentezlettirilen asagidaki

primerler kullanildi.

Hedef | Primer niikleotid dizilimi Amplikon | Referans
gen Boyutu
(bp) |
mecA Forward 5°-CCT AGT AAA GCT CCG GAA-3’ 314 bp Choi  ve
Reverse 5°- CTA GTC CAT TCG GTC CA-3’ ark., 2003
Forward 5’-CAT GAA TAG AAT AAA AGT
vanA TGC AAT A-3’ 1030 bp Clark  ve
Reverse 5°- CCC CTT TAA CGC TAA TAC GAT ark., 1993
CAA-3’

2.1.8. DNA Ekstraksiyonu, PCR, Elektroforez ve Goriintiilemede Kullanilan
Cihaz ve Ekipmanlar

Elektroforez gii¢ kaynagi (Serva, Blue Power 500, Almanya)

Jel elektroforez cihazi (Thermo Electron Corporation, A.B.D.)

Isttic1 blok (Techne Dri-Block DB-2D, Ingiltere)

Hassas terazi (Scaltec sbc41, Almanya)

Sogutmali santrifiij (Hettich Zentrifugen, Universal 32R, Almanya)

Steril kabin (Bioair Instruments, Aura 2000, M.A.C., Italya)

Thermal cycler (Biometra, Almanya)

UV transilliiminatorlii bilgisayarli goriintiileme sistemi (Genius, Bio Imaging
System, Syngene, Ingiltere)

Vorteks (Finepcr, Kore)

2.2. YONTEM
2.2.1. izolasyon ve Identifikasyon

Siit 6rnekleri vortekslendikten sonra 50 pl’si alinarak % 7°lik koyun kanlh agar
(Oxoid, Ingiltere) besiyerlerine ekildi. Ureyen bakteriler ilk olarak koloni 6zellikleri
yoniinden incelendi ve 1-2 mm c¢apinda, diizgiin yiizeyli, beyaz-sar1 kolonilerden
Gram boyama yapildi. Isik mikroskobu altinda, Gram pozitif kok gériiniimde olan ve
kiimeler olusturan bakterilerin goriildiigii kolonilerden pasajlar yapilip saf kiiltiirler
elde edildi. Izole edilen siipheli suslarin identifikasyonu amaciyla asagida belirtilen
testler yapildi (Koneman ve ark.,1988; Arda, 2000; Winn ve ark., 2006).
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Glukoz ile Oksidasyon/Fermentasyon Testi

Oncelikle, ticari O/F besiyerinden (Merck, A.B.D.) 11,0 g (gram) tartrp 900 ml
distile su i¢inde ¢ozdiiriildii ve otoklavlanarak steril edildi. Besiyerinin 50 "C’ye
kadar sogutulmasinin ardindan steril % 10’luk glukoz ¢o6zeltisinden 100 ml ilave
edildi ve iyice karigmasi saglandi. Ardindan, steril tliplere 5 ml olacak sekilde
dagitildi ve katilasmasi i¢in oda sicakliginda beklendi.

Her bir bakteri susu, 2 adet tiipteki O/F besiyerine igne ug¢lu 6ze ile girilerek
ekildi ve tiiplerden birindeki besiyerinin iizeri ekimden hemen sonra 1 cm
(santimetre) kalinliginda eritilmis steril parafin ile kapatildi. Her iki tiip 37 °C’de
aerobik sartlarda 2 hafta siireyle inkiibasyonda tutuldu ve her giin kontrol edildiler.
Her iki tlipte besiyerinin renginin yesilden sartya donmesi pozitif olarak kabul edildi

(Winn ve ark., 2006).

Katalaz Testi

Bir 6ze ile koloninin orta kisimindan bir miktar alinip temiz bir lam tizerinde 1
damla % 3’lik H,O; ile karistirilmasini takiben gaz kabarciklariin ¢ikmasi pozitif
olarak kabul edildi (Arda, 2000; Winn ve ark., 2006).

Koagiilaz Testi
Lam Koagiilaz Testi

Temiz bir lam {izerinde 1 damla steril distile su ile koloni materyalinin yogun
bir slispansiyonu yapildi ve 1 damla tavsan plazmasi ile (Merck, A.B.D.) karigtirild.
Lam ileri ve geri haraketlerle sallanarak 3 dk i¢inde olusacak kiimelenme izlendi.
(Arda, 2000; Winn ve ark., 2006).

Tiip Koagiilaz Testi

Steril bir tiipe, bakterinin Tryptic Soy Broth (TSB)’da (Merck, A.B.D.)
hazirlanmig kiiltiiriinden 0,5 ml kondu ve {izerine ayni miktar taze tavsan
plazmasindan ilave edildi. Karigsmasi saglandiktan sonra 37°C’de aerobik sartlarda

inkiibasyona alindi. Ilk 4 saat icinde, her yarim saatte tiipii yavasca egerek pihti
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olusumu yoniinden kontrol edildi. Bu siire sonunda, piht1 sekillenmemis ve kismi
pihtilagsma sekillenmis tiipler 20 saat daha inkiibasyonda tutulup ayni sekilde kontrol
edildiler. Higbir pihtilasma sekillenmemis ve siispansiyon ilk bastaki gibi homojen

ise negatif olarak kaydedildi (Arda, 2000; Winn ve ark., 2006).

Mannitol Fermentasyonu

Petrilerdeki Mannitol Salt Agar (MSA) (Oxoid, Ingiltere) besiyerine suslarin
ekimi yapildi ve pleyt 37 °C’de 48 saat aerobik sartlarda inkiibasyonda tutuldu.

Ureme sonrasinda olusan kolonilerin ¢evresinde sar1 renk alanin olusumu pozitif

olarak kabul edildi (Winn ve ark., 2006).

Voges-Proskauer Testi (VP, Asetoin Testi)

Oncelikle testte kullanmak iizere, 5 g alfa naphthol (Pancreac Sintesis, E.U.)
100 ml absolut etil alkol i¢inde ¢ozdiiriilerek % 5°lik alfa naphthol soliisyonu, 40 gr
potasyum hidroksit 100 ml distile suda c¢odiiriilerek % 40°’lik KOH soliisyonu
hazirlandi.

Tiip i¢indeki 5 ml Methyl-Red / Voges-Proskauer (MR-VP) sivi besiyerine
(Oxoid, Ingiltere), sustan ekim yapildi ve yogun bir iireme elde etmek igin tiipler 3
giin stire ile 37 °C’de inkiibasyona alindi. Ardindan, sirastyla 0,6 ml % 5°lik alfa
naphthol ve 0,2 ml % 40’lik KOH ilave edilip tiipler ¢alkalandi. Tiiplerde 30 dk
icinde kirmiz1 renk olusumu pozitif olarak kabul edildi. Bir saatlik siire sonrasinda
tiiplerde sekillenen bakir rengi pozitif sonug olarak degerlendirilmedi (Arda, 2000;
Winn ve ark. 2006).

Beta-Galaktosidase Test (ONPG)

Susun steril bir tiip i¢inde 0,5 ml steril fizyolojik tuzlu su ile homojen yogun
bir siispansiyonu yapildiktan sonra, steril bir pens vasitasiyla ONPG diski (O-
nitrophenyl-p-D-galactopyranosidase, 100ug) (Becton, Dickinson and Company,
A.B.D.) tiipiin igine birakildi ve tiipler 37 "C’de 24 saat siireyle inkiibasyonda
tutuldu. Bu siire i¢inde sar1 renk olusumu pozitif olarak degerlendirildi (Arda, 2000;
Winn ve ark., 2006).
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Karbonhidrat Fermentasyon Testleri

Peptone (Difco) 10,0 g/I
Sodium chloride 5,04/l
Distile su 1000 mi

Yukaridaki oranlarda hazirlanan besiyerinin pH’s1 7,2’ye ayarlandiktan sonra
% 0,6‘likk Brom-Kreosol Moru (Fluka, Isvigre) soliisyonundan 2,5 ml ilave edilip
karistirildi. Besiyeri otoklavlandiktan sonra steril tiiplere 4,5 ml miktarinda dagitildi.
Ardindan, glikoz, fruktoz, ksiloz, laktoz, maltoz, mannitol, mannoz, N-asetil
glukozamin, rafinoz, siikroz, trehaloz’un (Merck, A.B.D.) % 10’luk steril
sollisyonlarindan 0,5 ml katildi. Son olarak suslarin saf kiiltiirlerinden 0,1 ml ilave
edilip tiipler 37 °C’de aerobik sartlarda 1 hafta inkiibasyona birakildi. Her giin tiipler
kontrol edilip, mor renkte olan besiyerinin renginin sar1 renge donmesi pozitif olarak

kabul edildi.

Ureaz Testi

Tiip icindeki iireli buyyona (Urea Broth Base) (LabM, ingiltere) 6ze ile susun
kolonilerinden alinip ekim yapildi ve 37 °C’de aerobik sartlarda inkiibasyona alindi.
Yavas lireaz aktivitesine sahip suslarin belirlenmesi amaciyla inkiibasyonda siiresi 5
giine kadar uzatildi (Arda, 2000; Winn ve ark., 2006). Kiiltiiriin renginin kirmizi

renge donmesi pozitif olarak kabul edildi.

Polimiksin ve Novobiosin Duyarhlik Testleri

Suslarin novobiosin ve polimiksine duyarliliklarinin belirlenmesi suslarin
identifikasyonu amaciyla gergeklestirildi ve CLSI protokolii takip edilerek agar-disk
diftizyon teknigi kullanildi (CLSI, 2006a). Susun TSB (Merck, A.B.D.) i¢cinde saf
kiiltiirii hazirlanip bulanikligr 0,5 McFarland’a ayarlandiktan sonra steril bir sivap
vasitasiyla petrilerdeki Mueller Hinton Agar (MHA) (Becton, Dickinson and
Company, A.B.D.) besiyerinin tiim yiizeyine esit sekilde siiriilerek ekildi. Petrilerin
kurumasi i¢in 5 dk bekledikten sonra steril bir pens ile polimiksin B (300 Units)
(Bioanalyse, Tiirkiye) ve novobiosin (30 pug/ml) (Bioanalyse, Tiirkiye) diskleri
yerlestirildi ve petri 35°C’de 24 saat aerobik sartlarda inkiibasyona birakildi. Ancak,

CLSI’nin polimiksin ve novobiosin i¢in kriterleri bulunmadigindan dolay1 sonuglar
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diskleri iireten firmanin belirttigi kriterlere gore degerlendirildi. Polimiksin i¢in disk
¢evresinde 9 mm’den daha dar ¢apli inhibisyon zonu olusumu direnglilik, 9 mm ve
daha genis inhibisyon zonu olusumu ise duyarlilik olarak kabul edildi. Novobiosin
icin ise, disk cevresinde 17 mm ve daha dar ¢apli inhibisyon zonu olusumu

direnclilik olarak kabul edildi.

2.2.2. Metisilin ve Vankomisin i¢cin Fenotipik Direncliliginin Tespiti
2.2.2.1.Agar-Disk Difiizyon Teknigi (ADDT)

Stafilokok suslarinin metisilin ve vankomisin igin fenotipik direngliligin
belirlenmesi CLSI’nin 6nerdigi ADDT ile gerceklestirildi (CLSI, 2006a; Wagner,
2007). Metisilin direngliliginin belirlenmesi % 2 NaCl igeren MHA (Becton,
Dickinson and Company, A.B.D.) besiyeri ve 1 pg oksasilin i¢eren disk (Bioanalyse,
Tiirkiye) kullanarak, vankomisin direngliligi ise MHA (Becton, Dickinson and
Company, A.B.D.) besiyeri ve 30 pg vankomisin igeren disk (Bioanalyse, Tiirkiye)
kullanarak gerceklestirildi. Susun kanl agar (Oxoid, Ingiltere)’daki 24 saatlik iireme
sonucu olusmus kolonilerinden bir 6ze ile alinarak TSB’de (Merck, A.B.D.) direkt
stispansiyonu yapildi ve bulanikligi gerektiginde steril besiyeri kullanarak 0,5
McFarland’a ayarlandi. Ardindan, steril bir sivap kiiltlire batirildi ve sivabin ucu
tiiplin kenarina dondiiriir tarzda bastirarak sivaptaki fazla sivi ¢ikarildiktan sonra
petrilerideki besiyerinin tiim ylizeyine esit sekilde siiriildii. Oda sicakliginda 5 dk
agarin yiizeyinin kurumasi i¢in bekledikten sonra steril bir pens vasitasiyla oksasilin
diski (1 pg) (Bioanalyse, Tiirkiye) % 2 NaCl igceren MHA (Becton, Dickinson and
Company, A.B.D.) besiyerinin iizerine, vankomisin diski (30 pg) (Bioanalyse,
Tiirkiye) ise MHA (Becton, Dickinson and Company, A.B.D.) besiyerinin iizerine
yerlestirildi. Vankomisin diski ile birlikte, olas1 direngli susun bulunmasi durumunda
vankomisin direnglilik tipini belirlemek igin, teikoplanin diski (30 pg) (Bioanalyse,
Tiirkiye) en az 2 cm aralik olacak mesafede vankomisin diskinin yanina kondu.
Petriler aerobik sartlarda 33-35 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Siire sonunda disk
cevresinde olusan inhibisyon zon ¢aplar1 6l¢iildii ve ayrica inhibisyon zonlar iginde
bakteri kolonisi olup olmadig: incelendi. Sonuglar, cizelge 1.1 ’de belirtilen CLSI
tarafindan belirlenmis kritik zon ¢aplari ile karsilastirilarak oksasilin ig¢in duyarlilik

durumlar1 kaydedildi. Vankomisin i¢in ise CLSI’nin kriterlerine gore, 15 mm ve



44

daha genis inhibisyon zon ¢apina sahip olan suslar duyarli, daha dar olan suslar ise
direngli olarak kabul edildi (CLSI, 2007). Bu testte referans sus olarak metisilin
direngli olan S. aureus ATCC 43300 ve metisiline duyarli olan S. aureus ATCC
25923, vankomisin direngli olarak E. faecalis kanatli izolat1 ve vankomisin duyarli
olarak S. aureus ATCC 43300 kullanildi. Teikoplanin duyarlilig1 i¢in, inhibisyon zon
cap1 10 mm ve alt1 direngli, 14 mm ve iizeri duyarli ve 11-13 mm ise orta derecede
direngli olarak kabul edildi (CLSI, 2006a).

Ayrica, ¢alismada fenotipik testler sonucunda direngli ¢ikan ancak mecA geni
tasimayan suslarda, fenotipik direngliligin beta-laktamaz {iretiminden olup
olmadiginin ortaya ¢ikarilmasi i¢in, CLSI protokolii takip edilerek MHA (Becton,
Dickinson and Company, A.B.D.) besiyerinde ticari amoksisilin klavulanik asit
kombinasyonu diski (20/10 pg, Oxoid, Ingiltere) ile ADDT gerceklestirildi
(Martineau ve ark., 2000; CLSI, 2006a). Sonuglar, 19 mm ve daha dar inhibisyon
zonu olusturan suslar direngli, 20 mm ve daha genis zon olusturan suslar ise duyarh

olarak kaydedildi (CLSI, 2007).

2.2.2.2.Agar Diliisyon Teknigi

Stafilokok suslarinin  metisilin ve vankomisin ig¢in MIK degerlerinin
belirlenmesi amaciyla agar diliisyon teknigi, CLSI’nin o6nerdigi protokol takip
edilerek yapildi (CLSI, 2006b; Hanlon ve ark., 2007). Metisilin direngliligi igin
yapilan test, % 2 NaCl ilave edilerek hazirlanan MHA (Becton, Dickinson and
Company, A.B.D.) besiyeri ve oksasilin (Sigma, A.B.D.) kullanarak, vankomisin i¢in
ise MHA (Becton, Dickinson and Company, A.B.D.) besiyeri ve vankomisin (Lek
Farmaceuticals, Slovenya) kullanarak gerceklestirildi. Oncelikle antibiyotiklerin
steril distile su ile 10,000 pg/ml ve 1,000 pg/ml yogunluklarinda olacak sekilde stok
soliisyonlar1 hazirlandi. Ardindan, oksasilin i¢in 1 litrelik boliimler halinde 13 litre %
2 oraninda NaCl iceren MHA (Becton, Dickinson and Company, A.B.D.),
vankomisin igin ise ayni sekilde 1 litrelik boliimler halinde 13 litre MHA (Becton,
Dickinson and Company, A.B.D.) besiyerleri hazirland1 ve otoklavlanarak steril
edildiler. Besiyerinin sicakligi 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra besiyerlerine
cizelge 2.1°de belirtildigi oranlarda oksasilin ve vankomisin stok soliisyonlarindan

katildi ve iyice karigmalar1 saglandi. Boylece cizelge 2.1°de belirtilen degisik
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yogunluklarda oksasilin ve vankomisin igeren besiyerleri elde edilmis oldu.
Besiyerleri daha sonra steril petrilere, kalinligt 4 mm olacak sekilde dokiildiiler ve
katilagsmalar i¢in beklendi. Hazirlanan petrilerdeki besiyerleri kullanilincaya kadar
4°C’de tutuldular.

Cizelge.2.1. Degisik oksasilin ve vankomisin konsantrasyonlari iceren besiyerleri

elde etmek icin antibiyotik stok soliisyonundan besiyerine katilan miktarlar

Besiyeri 10,000 pg/ml stok soliisyonundan 1 litre Besiyerinde olusan
besiyerine katilan miktar antibiyotik
konsantrasyonu
A 25,6 ml 256 pg/ml
B 12,8 ml 128 pg/ml
C 6,4 mi 64 pg/ml
D 3,2mi 32 pg/ml
E 1,6 ml 16 pg/ml
1,000 pg/ml stok soliisyonundan 1 litre Besiyerinde olusan
besiyerine katilan miktar antibiyotik
konsantrasyonu
F 8 ml 8 pug/ml
G 4 ml 4 pg/ml
H 2ml 2 pg/ml
[ 1ml 1 pg/ml
K 0,5mi 0.5 ug/ml
L 0,25 ml 0.25 pg/ml
M - 0,0 pg/ml

Izolatin kanli agar besiyerindeki 24 saatlik {ireme sonucu olusmus
kolonilerinden bir 6ze ile alinarak TSB’da (Merck, A.B.D.) direkt siispansiyonu
yapildi ve bulamikligi, gerektiginde steril besiyeri kullanarak, 0,5 McFarland’a
ayarlandi. Ardindan, bu bakteri siispansiyonundan bir 6ze dolusu tiim antibiyotik
yogunluklarindaki (0-256 pg/ml) petrilerde sus i¢in isaretlenmis kisma ekimi yapildi.
Petriler, 10 dk oda sicakliginda bekletilip agarin yiizeyinin kurumasi saglandiktan
sonra ters ¢evrilip 35 °C’de 24 saat aerobik sartlarda inkiibasyona birakildilar. Bu
stire sonunda petrilerdeki liremeler incelendi ve susun iiremesinin inhibe edildigi ilk
antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak kaydedildi. Bir kolonilik iireme géz ardi
edildi ve negatif (inhibisyon) olarak degerlendirildi. Sonuglar CLSI’nin belirledigi
kritik MIK degerleri (Cizelge 1.3 ve Cizelge 1.4) ile karsilastirilarak suslarm
metisilin ve vankomisin igin direng durumlar1 degerlendirildi. Bu testlerde, referans
sus olarak metisilin direncli olan S. aureus ATCC 43300, metisiline duyarli olan S.
aureus ATCC 25923; vankomisin direngli sus olan E. faecalis, vankomisin duyarl
olarak S. aureus ATCC 43300 kullanild.
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2.2.3. Metisilin ve Vankomisin i¢in Genotipik Direngliliginin Tespiti
2.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Bu calismada, izole edilen 100 stafilokok susunun ve referans suslarin (S.
aureus ATCC 43300, S. aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis kanatli susu, S.
aureus ATCC 700699 (MU50) DNA ekstraksiyonu, suslarin saf kiiltiirlerinden, ticari
bir ekstraksiyon kiti kullanilarak gerceklestirildi. Oncelikle tiim suslarin kati
besiyerindeki saf kiiltiirlerinden birer koloni alinip, iginde 1 ml steril Nutritient Broth
(NB) (Oxoid, Ingiltere) bulunan tiiplere ekildi ve 24 saat 37 ‘C’de inkiibasyonda
tutuldular. Ardindan kiiltiirler 8000 rpm’de (revolutions per minute) 5 dk santrifiij
(Hettich Zentrifugen, Universal 32R, Almanya) edildi ve iistteki siipernatant atildu.
Tiiplerde kalan pelet, icerisine 0,2 mg/ml (miligram/mililitre) lizostafin (Sigma,
A.B.D.) ilave edilmis 20 mM Tris/Cl (Amresco, A.B.D.), 2 mM EDTA (Bioshop,
Kanada), % 1 Triton X-100 (Sigma, A.B.D.) (pH 8,0) soliisyonunun 180 ul’si ile
homojen olacak sekilde sulandirilip karistirildi ve tiipler 37 “C’de 30 dk inkiibe
edildiler. Inkiibasyonu takiben 25 ul proteinaz K ilave edildi ve vortekslenerek
(Finepcr, Kore) 56 ‘C’de 2 saat tutuldular. Ardindan ekstraksiyon kiti (Macherey-
Nagel, Almanya) igerigindeki buffer ve spin kolonlar kullanilarak, {iretici firmanin
Gram pozitif bakterilerden DNA ekstraksiyon protokoliine gore, suslarin DNA
ekstraksiyonu gergeklestirildi. DNA ekstraktlari PCR’da kullanilincaya dek
-20 °C’de saklandilar.

2.2.3.2. PCR

Amplifikasyon i¢in ekstrakte edilen her bir DNA 6rnegi i¢in 25 pl’lik PCR
karisimi hazirlandi. PCR karisiminin olusturulmasinda, 0,05 U/ pl rekombinant Tag
DNA Polimeraz enzimi, reaksiyon buffer, 4 mM MgCl,, 0,4 mM her bir dNTP
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) igeren premiks PCR master mix (Fermentas, Litvanya)
kullanildi. PCR master mix’in 12,5 pl’sine, her bir primerden 1 pl ilave edildi ve
ardindan hacim 23 pl’ye niikleaz enziminden ari H,O kullanilarak tamamlandi.
Template olarak ekstrakte edilmis DNA’lardan 2 pl son olarak katilarak PCR
karistmi  olusturuldu. MecA  PCR’da mecA geninin 314 bp’lik kisminin
amplifikasyonunu saglayan spesifik primerler (Forward 5°-CCT AGT AAA GCT
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CCG GAA-3’; Reverse 5°- CTA GTC CAT TCG GTC CA-3’) (Choi ve ark., 2003),
vanA PCR’da ise vanA geninin 1030 bp’lik kismmin amplifikasyonunu saglayan
spesifik primerler (Forward 5’-CAT GAA TAG AAT AAA AGT TGC AAT A-3’;
Reverse 5’- CCC CTT TAA CGC TAA TAC GAT CAA-3’) (Clark ve ark., 1993)
kullanildi. Calismadaki 100 susun mecA i¢in PCR’1, pozitif referans sus olarak S.
aureus 43300 (MRSA, mecA +), ve negatif referans sus olarak S. aureus ATCC
25923 (MSSA, mecA -) ile beraber; vanA i¢in PCR ise, pozitif referans sus olarak E.
faecalis kanatl izolat1 (VRE, vanA +) ve negatif referans sus olarak S. aureus ATCC
700699 (VISA, vanA-) ile beraber gergeklestirildi.

Ornekler thermal cycler’a (Biometra, Almanya) yiiklendikten sonra mecA
PCR protokolii Choi ve ark. (2003) ve Sareyyiipoglu ve ark. (2006)’dan modifiye
edilerek gergeklestirildi. PCR protokoli, 94 °C’de 10 dk’lik 6n denatiirasyonu
takiben 94 °C’de 1 dk, 54 °C’de 1 dk ve 72 °C’de 1 dk’dan olusan bir dongii olmak
tizere toplam 30 dongiiden olustu. Son olarak 72 °C’de 7 dk polimerizasyon
asamasindan sonra reaksiyon sonlandirildi. VanA PCR ise 95 °C’de 10 dk’lik 6n
denatiirasyonu takiben 94 °C’de 30 sn (saniye), 58 °C’de 30 sn ve 72 °C’de 30
sn’den olusan bir dongii olmak lizere toplam 30 dongii olarak gergeklestirildi. Son
olarak 72 °C’de 10 dk polimerizasyon asamasindan sonra reaksiyon tamamlandi

(Clark ve ark., 1993).

2.2.3.3. Elektroforez ve Goruntiilleme

MecA PCR iiriinleri % 1,5’lik agaroz jel hazirlanarak, VanA PCR iiriinleri
ise % 1,8’lik agaroz jel hazirlanarak kosturuldu. Bu amagla, mecA PCR iiriinleri
icin 3 g agaroz (Basica Le Agarose, Prona, Fransa), vanA PCR iiriinleri i¢in ise 3,6
g agaroz (Basica Le Agarose, Prona, Fransa) 200 ml O0,5XTBE iginde iyice
karistirildi ve su banyosunda agaroz eriyene kadar tutuldu. Eriyen agaroz
sogutulduktan sonra icerisine ethidium bromide (0,5 pg/ml) eklenerek karistirildi ve
taraklar1 yerlestirilmis yatay DNA elektroforez cihazinin (Thermo Electron
Corporation, A.B.D.) kalibina dokiildii (Sareyyiipoglu ve ark. 2006; Turutoglu ve
ark., 2009; Clark ve ark., 1993).

Agaroz jel katilagtiktan sonra, elektroforez tankina yerlestirildi ve tanka jelin

ylizeyini ortecek seviyede 0,5XTBE buffer (AppliChem, Almanya) ilave edildi. PCR
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orneklerine % 20 oraninda yilikleme boyasi (Fermentas, Litvanya) eklenip
karistirildiktan sonra jeldeki gozlere 10 ul’lik hacimlerde yiiklendi. MecA PCR
iiriinleri icin, birinci gukurcuga 100 bp’lik DNA marker (Fermentas, Litvanya), 2.
cukurcuga pozitif referans sus olarak S. aureus ATCC 43300 (MRSA, mecA +)
DNA’s1 ile elde edilen PCR iiriinii ve 3. ¢ukurcuga’da negatif referans sus olarak S.
aureus ATCC 25923 (MSSA, mecA -) DNA’s1 ile elde edilen PCR fiiriinii yiiklendi.
VanA PCR iiriinleri i¢in ise, birinci ¢gukurcuga 100 bp’lik DNA marker (Fermenta,
Litvanya), 2. cukurcuga pozitif referans sus olarak E. faecalis kanatli susu (VRE,
vanA +) DNA’s1 ile elde edilen PCR iiriinii, ve 3. cukurcuga’da negatif referans sus
olarak S. aureus ATCC 700699 (VISA, vanA -)(MU50) DNA’s1 ile elde edilen PCR
trtinii yiikklendi. Elektroforez cihazi gii¢ kaynagina (Serva, Blue Power 500,
Almanya) baglanarak sabit akimda 170 volt’ta 60 dk elektroforez edildi. Sonuglar
UV-transilliiminatorda (Genius, Bio Imaging System, Syngene, Ingiltere)

incelenerek goriintiileme tinitesinden fotograflandi.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgular

Calisma kapsaminda, 57 isletmede mastitis problemli olan laktasyondaki 107
sigira ait 306 siit 6rneginin 127’sinden (% 41,5) toplam 100 stafilokok susu izole
edildi. Calismadaki mastitis problemli 107 inegin 63 (% 58,9)’tiniin stafilokok
kaynakl1 mastitise sahip oldugu belirlendi.

Toplam 100 susun 45 (% 45)’1 klinik mastitisli meme loblarindan alinan siit
orneklerinden (n:121), 55 (% 55)’i ise subklinik mastitisli meme loblarindan alinan
stit orneklerinden (n:185) izole edildi. Klinik mastitisli meme loblarindan alinan siit
orneklerinden izole edilen 45 stafilokok susunun 38 (% 84,4)’i KPS ve 7 (% 15,6)’si
KNS susu olarak, subklinik mastitisli meme loblarindan alinan siit 6rneklerinden
izole edilen 55 susun 44 (% 80)’4 KPS ve 11 (% 20)’i ise KNS olarak identifiye
edildi. Toplamda 100 stafilokok susunun 82 (% 82)’si KPS, 18 (% 18)’i ise KNS
susu oldugu belirlendi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3. 1. Toplanan siit 6rnekleri ve izole edilen Stafilokoklarin dagilim

Siit Ornegi | Koagiilaz Koagiilaz
Mastitis (n) Pozitif Negatif Toplam Sus
Stafilokok | Stafilokok (n)
(n) (n)
Klinik 121 38 7 45
Subklinik 185 44 11 55
Toplam 306 82 18 100

Izole edilen 82 KPS susunun 65 (65/82, % 79,3)’i S. aureus, 17 (17/82, %
20,7)’si diger bir mastitis etkeni KPS tiiri olan S. intermedius olarak identifiye
edildi. KNS susu olarak izole edilen 18 stafilokok susunun yapilan identifikasyon
sonucunda, tir bazinda daglimmin 4 S. simulans, 3 S. chromogenes, 3 S.
lugdunensis, 3 S. xylosus, 2 S. hemolyticus, 1 S. hominis subsp. hominis, 1 S. cohnii

subsp. urealyticum ve 1 identifiye edilemeyen KNS susu seklinde oldugu belirlendi.
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3.2. Metisilin icin Fenotipik Direncliligin Belirlenmesi Amaciyla Yapilan
Testlerin Bulgular

3.2.1.Agar-Disk Difiizyon Teknigi (ADDT)

CLSI protokolii takip edilerek metisilin direngliliginin belirlenmesi igin yapilan
ADDT sonuglarina gore, test edilen 100 stafilokok susunun 31 (% 31)’i direngli, 5
(% 5)’1 orta derecede direngli, 64 (% 64)’1 ise duyarl olarak belirlendi (Cizelge 3.2).
KPS suslarmin 15 (15/82, % 18,3)’1 direngli, 5 (5/82, % 6,1)’i orta derecede direngli
ve 62 (62/82, % 75,6)’si duyarli bulundu (Cizelge 3.2). Test edilen 65 S. aureus
susunun ise 15 (15/65, % 23,1)’1 direngli, 5 (5/65, % 7,7)’1 orta derecede direncli ve
45 (45/65, % 69,2)’1 duyarli bulunurken diger KPS susu olan S. intermedius ’un timii
(% 100) metisiline duyarl: bulundu (Cizelge 3.3). izole edilen 18 KNS susunun ise
16 (% 88,9)’s1 direngli bulunurken, 2 (% 11,1)’sinin duyarli oldugu belirlendi
(Cizelge 3.2; Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Baz1 suslarin oksasilin (1 pg) ile yapilan agar-disk difiizyon testi
sonuc¢lari

A) S. aureus ATCC43300 (Direngli kontrol susu ); S. aureus ATCC25923 (Duyarli kontrol susu );

B) A44 (S. aureus, 10 mm, direngli); A17 (S. aureus, 8 mm, direngli); C) A22 (S. chromogenes, 13
mm, direngli); A23 (S. simulans, 16 mm, direngli); A29 (S. chromogenes, 19 mm, duyarli); A25 (S.
intermedius, 16 mm, duyarli); A26 (S. intermedius, 16 mm, duyarl1); A28 (S. aureus, 11 mm, orta
derecede direngli).

3.2.2.Agar Diliisyon Teknigi

CLSI protokolii izlenerek yapilan agar diliisyon teknigi sonuglarina gore, test
edilen toplam 100 susun 38 (% 38)’i direngli, 62 (% 62)’si ise duyarli olarak
belirlendi (Cizelge 3.2). KPS suslarmin 20 (20/82, % 24,4)’si direngli iken, 62
(62/82, % 75,6)’sinin duyarli oldugu belirlendi (Cizelge 3.2). S. aureus suslarinin 20
(20/65, % 30,8)’si direngli, 45 (45/65, % 69,2)’i duyarli iken S. intermedius
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suslariin (n:17) tiimiiniin duyarl oldugu tespit edildi (Cizelge 3.3). Diger taraftan,
KNS suslarinin ise tiimiintiin (% 100) direngli oldugu goriildii (Cizelge 3.2, Sekil
3.2).

Cizelge 3.2. Stafilokok suslarinin oksasilin icin ADDT ve agar
diliisyon teknigi sonuclari.

Stafilokok Agar Diliisyon
Suslar: ADDT i Teknigiy

R [ S R [ S
KPS (n:82) 15 5 62 20 n/a 62
KNS(n:18) 16 n/a 2 18 n/a 0
Toplam (n:100) 31 5 64 38 n/a 62

R: Direngli, S: Duyarl, I: Orta derecede direngli, n/a: uygulanabilir degil.

Cizelge 3.3. KPS suslariin oksasilin icin ADDT ve agar
diliisyon teknigi sonuclari

Agar Diliisyon

KPS Suslar: ADDT i Teknigiy
R I S R [ S
S. aureus(n:65) 15 5 45| 20 nla 45
S. intermedius (n:17) 0 0 17 0 nfa 17
Toplam (n:82) 15 5 62| 20 nla 62

R: Direngli, S: Duyarli, I: Orta derecede direngli, n/a: uygulanabilir degil

Oksasilin ile yapilan ADDT’de direngli bulunan suslarin tiimii agar diliisyon
teknigi ile de direngli bulunurken, ADDT ile orta derecede direngli bulunan 5 S.
aureus susu, agar diliisyon tekniginde MIK degerlerinin 4-8 pg/ml oldugu yani
direngli olduklart bulundu. Yine ADDT’de duyarli bulunan 2 KNS susu (S. simulans
ve S. chromogenes), agar diliisyon testinde oksasiline direngli bulundu.

Agar diliisyon teknigiyle belirlenen oksasilin i¢in MIK degerlerinin dagilimi

tiim suslar i¢in ¢izelge 3.4’de sunulmustur.
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E) 2 pg/ml oksasilin F) 4 pg/ml oksasilin G) 8 pg/ml oksasilin H) 16 pg/ml oksasilin

Sekil 3.2. Baz1 suslarin oksasilin icin yapilan agar diliisyon testi sonuglar:

R (Direngli kontrol susu, S. aureus ATCC43300); S (Duyarli kontrol susu , S. aureus ATCC25923); A43 (S. aureus, 16 pug/ml); A44 (S. aureus, 16 pg/ml);

A45 (S. aureus, 2 pg/ml); A46 (S. aureus, 2 pg/ml); A47 (S. aureus, 2 pg/ml); A48 (S. aureus, 2 pug/ml); A49 (S. aureus, 2 pg/ml); A50 (S. aureus, 1 ug/ml);

A51 (S. aureus, 1 ug/ml); A52 (S. xylosus, 8 ug/ml); A53 (S. lugdunensis, 4 pg/ml); A54 (S. aureus, 16 pg/ml); A55 (S. aureus, 8 pg/ml); A56 (S.aureus, 1 ug/ml).

52
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Cizelge 3.4. Stafilokok suslariin oksasilin icin MiK degerlerinin dagilim

MIK
gm o5l 05 | 1 | 2 | 4 | 8 | 16| 32 | 64 | 128 | 256

Stafilokok
KPS
(n:82)
KNS
(n:18)

Toplam ) ) )
(n-100) 3 23 49 4 12 7 1 1

Duyarli -

3.3. Vankomisin icin Fenotipik Direnclilig¢in Belirlenmesi Amaciyla Yapilan
Testlerin Bulgular:

3.3.1. Agar-Disk Difiizyon Teknigi

Oksasilin ile CLSI protokolii takip edilerek yapilan ADDT’ye gore, test
edilen 100 stafilokok susunun tiimii vankomisine karst duyarli bulundu. Ayrica,
olusan inhibisyon zon ¢aplar1 i¢inde herhangi bir koloni tespit edilmedi (Cizelge 3.5,
Sekil 3.3). Aymi anda gergeklestirilen teikoplanin ile yapilan ADDT’de, disk

etrafinda direncliligi isaret edecek biiyiikliikte inhibisyon zonu sekillenmedi ve tiim

suslar teikoplanin i¢inde duyarli bulundu.

Sekil 3.3. Baz suslarin vankomisin (30 ug) ile yapilan agar-disk difiizyon testi

sonuclar

A)E. faecalis (VRE, Direngli kontrol susu; VA:0 mm, TEC: 7 mm); S. aureus ATCC 43300 (Duyarli
kontrol susu; VA:16 mm, TEC: 21 mm); A1l (S. aureus, VA:20 mm, TEC:18 mm); Al4 (S. aureus,
VA:16 mm, TEC:15 mm). B) A48 (S. aureus, VA:17 mm, TEC:16 mm); A53 (S. aureus, VA:19 mm,
TEC:20 mm); A59 (S. lugdunensis, VA:16 mm, TEC:16 mm); A69 (S. haemolyticus, VA: 23 mm,
TEC: 20 mm).
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3.3.2. Agar Diliisyon Teknigi

Vankomisin i¢in tiim suslarin MIK degerleri tespit edilerek yapilan agar
diliisyon testi sonucuna goére, 10 (% 10) stafilokok susunun vankomisin igin
duyarliliginin azalmis oldugu belirlendi. Diger 90 (% 90) sus ise duyarli olarak
belirlendi (Cizelge 3.5, Sekil 3.4).

Cizelge 3.5. Stafilokok suslarinin vankomisin icin ADDT ve agar
diliisyon teknigi sonuclari

Stafilokok Agar Diliisyon
Suslar ADDT i Teknigiy

R [ S R I S
KPS (n:82) 0 n/a 82 0 7 75
KNS (n:18) 0 n/a 18 0 3 15
Toplam (n:100) 0 n/a 100 | O 10 90

R: Direngli, S: Duyarl, I: Orta derecede direngli, n/a: uygulanabilir degil.

Cizelge 3.6. KPS suslarimin vankomisin icin ADDT ve agar
diliisyon teknigi sonuclari

Agar Diliisyon

KPS Suslar: ADDT i Teknigiy
R | S R [ S
S. aureus(n:65) 0 nla 65 0 7 58
S. intermedius (n:17) 0 nla 17 0 0 17
Toplam (n:82) 0 na 82 0 7 75

R: Direngli, S: Duyarl, I: Orta derecede direngli, n/a: uygulanabilir degil.

Bu 10 susun, 7’sinin S. aureus, 3’iniin ise KNS (2 S. lugdunensis, 1 S.
haemolyticus) susu oldugu belirlendi (Cizelge 3.5, Cizelge 3.6). Bu suslarin
vankomisin i¢cin MIK degerlerinin S. aureus suslari igin 4 ug/ml, KNS suslari igin ise
8 ug/ml oldugu belirlendi (Cizelge 3.7).

Agar diliisyon teknigiyle belirlenen vankomisin i¢in MiK degerlerinin dagilimi

tiim suslar i¢in ¢izelge 3.7°de sunulmustur
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E) 4 ug/ml vankomisin F) 8 ug/ml vankomisin D)16 pg/ml vankomisin

Sekil 3.4. Baz1 suslarin vankomisin ile yapilan agar diliisyon testi sonuglar:

R (Direngli kontrol susu ; E. faecalis kanatli izolat1, vanA + ); S (Duyarli kontrol sugu, S. aureus ATCC 43300); A47(S. aureus, 2 ug/ml); A48 (S. aureus, 4 ng/ml);
A49 (S. aureus, 2 pg/ml); A50 (S. aureus, 1 pg/ml); A51 (S. aureus, 1 pg/ml); A52 (S. xylosus, 2 pg/ml); A53 (S. lugdunensis, 4 pg/ml); A54(S. aureus, 2 ug/ml);
A55 (S. aureus, 1 pg/ml); A56 (S. aureus, 1 pg/ml); A57 (S. aureus, 1 pg/ml); A58 (S. hominis subsp. hominis, 2 pg/ml); A59 (S. aureus, 4 png/ml); A60 (S. aureus,
1 pg/ml); A61 (S. aureus, 2 ug/ml); A62 (S. aureus, 1 pg/ml); A63 (S. aureus, 1 pg/ml); A64 (S. aureus, 2 pg/ml); A65 (S. aureus, 1 pg/ml); A66 (S. aureus, 1
ug/ml); A67 (S. aureus, 1 pg/ml); A68 (S. aureus, 1 pg/ml); A69 (S. haemolyticus, 4 ug/ml); A70 (S. aureus, 1 ug/ml); A71 (S. aureus, 2 pg/ml); A72 (S. aureus, 1

ug/ml); A73 (S. aureus, 1 pg/ml); A74 (S. lugdunensis, 2 pg/ml); A75 (S. lugdunensis, 4 pg/ml); A76 (S. aureus, 1 ug/ml); B1 (S. aureus, 2 pg/ml); B2 (S. aureus,
1 pg/ml).
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Cizelge 3.7. Stafilokok suslarimin vankomisin icin MIK degerlerinin dagilimi

MIiK
gmh | 595 | 05 1| 2 | 4 | 8 | 16| 32| 64 | 128]| 256
Stafilokok
KPS
(ne2) - 2 48 25 7 -
KNS
(n:18) i o 6 S i
Toplam )
vl 2 57 31 7 3

Orta
Duyarlt ' gerecede
direncli

Diger taraftan, ¢alismada tespit edilen vankomisine orta derecede direngli 10
stafilokok susunun fenotipik testlerle 6 (3 S. aureus ve 3 KNS)’sinin metisiline
direngli, 4 (S. aureus)’tiniin duyarli oldugu belirlendi (Cizelge 3.8). Bu suslarin mecA
geni tasidig belirlendi.

Cizelge 3.8. Vankomisine orta derecede direncli suslarin metisiline karsi diren¢
durumlar

Sus Vankomisin Oksasilin
Fenotipik vanA Fenotipik mecA

S. aureus (A4) I - S +
S. aureus (Ab) I - S +
S. aureus (A11) I - R +
S. aureus (Al4) I - R +
S. aureus (A48) I - S +
S. lugdunensis (A53) I - R +
S. aureus (A59) I - S +
S. haemolyticus (A69) I - R +
S. lugdunensis (A75) I - R +
S. aureus (B14) I - R +

R: Direngli, S: Duyarli, I: Orta derecede direngli

3.4. PCR Bulgulan

Tiim suslarin mecA genine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR testi
sonucu (Sekil 3.5), 57 (% 57) stafilokok susunun mecA geni tasidigi, 43 (% 43) susun
ise tasimadigi belirlendi. KPS suslarindan 49 ( 49/82, % 59,8)’u mecA genine sahip
iken 33 (33/82, % 40,2)’1 sahip degil idi. KNS suslarinin ise 8 (8/18, % 44.,4)’inin
mecA geni tasidigr 10 (% 55,6)’unun ise tasimadigi belirlendi (Cizelge 3.9). ADDT

ve agar diliisyon testleri sonuglarina gore gruplandirilmis olan suslarin mecA genini



57

tasima durumlart ¢izelge 3.9 ve c¢izelge 3.10° da sunulmustur. Yapilan testler
sonucunda hem fenotipik olarak hemde genotipik olarak metisiline direngli sus
sayisinin 20, duyarli sus sayisinin ise 25 oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.10).

VanA genine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR testi sonucu gerek

fenotipik olarak vankomisine duyarli bulunan 90 susun gerekse vankomisine

duyarliligi azalmis olarak belirlenen 10 susun bu geni tasimadigi belirlendi (Sekil
3.6).

Sekil.3.5. Bazi suslarin mecA i¢in yapilan PCR sonuclari.
M (Marker, 100bp DNA ladder);

PK (Pozitif kontrol susu, S. aureus ATCC4300, mecA +, 314 bp);

NK (Negatif kontrol susu, S. aureus ATCC25923, mecA -);

Ornekler : A1, A2, A3, A4, A5 (S. aureus, mecA +);

AB: S. aureus, mecA -).

Sekil. 3.6. Caliymadaki vankomisine orta derecede direncli 10 susun vanA icin

yapilan PCR sonuglari.

M (Marker, 100bp DNA ladder);

PK (Pozitif kontrol susu, E. faecalis kanatli susu, VanA +, 1030 bp);
NK (Negatif kontrol, S. aureus ATCC 700699, VanA -);

Ornekler A4, A5, All, Al4, A48, A59, A90(B14) (S. aureus, VanA -);
Ornekler A53, A69, A75 (KNS, VanA -).



Cizelge 3.9. Oksasilin i¢cin ADDT & PCR sonuglarinin karsilastirmasi

PCR
Stafilokok suslari MecA + | mecA - Toplam
5h KPS | s. aureus S 25 20 45
« E (n:82) | (n:65) | 1 4 5
g o R 11 4 15
L= S. intermedius S 12 5 17
S g (n:17) R| 0 0 0
£ |KNS S 2 0 2
R | (n1s) R 6 10 16
Toplam (n:100) 57 43 100

R: Direngli, S: Duyarli, I: Orta derecede direngli

Cizelge 3.10. Oksasilin icin agar diliisyon teknigi & PCR sonuclarimin

karsilastirmasi
PCR
Stafilokok suslari mMecA + | mecA - Toplam

= KPS | S. aureus S 25 20 45
. | (n:82) | (n:65) R| 12 8 20
= %.o S.intermedius S 12 5 17
ol (n:17) R| © 0 0
s E=
) KNS S 0 0 0
< (n:18) R 8 10 18

Toplam (n:100) 57 43 100

R: Direngli, S: Duyarli, I: Orta derecede direngli
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MecA geni tasimadig1 halde fenotipik testlerle direngli olduklari belirlenen 8

S. aureus ve 10 KNS susunun amoksisilin klavulanik asit kombinasyonunu igeren

disk ile yapilan ADDT sonuglaria gore tiimii duyarli olduklar: belirlendi (Sekil 3.5).

Sekil 3.7. Baz fenotipik olarak oksasiline direncli mecA geni tasimayan suslarin

amoksisilin klavulanik asit (20/10 pg) ile yapilan ADDT sonuglari.
A) S. aureus ATCC43300 (MRSA, Direngli kontrol susu); S. aureus ATCC 25923 (MSSA, Duyarli
kontrol susu); A4l (S. aureus, 26 mm, duyarli); A22 (S. chromogenes, 30 mm, duyarli); B) A32 (S.
xylosus, 25 mm, duyarli); B18 (S. aureus, 21 mm, duyarli); A44 (S. aureus, 21 mm, duyarli); A52 (S.

xylosus, 25 mm, duyarli);
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4. TARTISMA

Siit sigir1 isletmelerinde infeksiyoz klinik ve subklinik mastitis, hayvan
saghigint etkiledigi kadar siit veriminin ve kalitesinin diismesine yol agtifindan
isletmenin kar oranimnin siirdiirebilirligini de 6nemli oranda etkilemektedir (Bastan,
2002; Sabuncuoglu ve Coban, 2006). Tiirkiye, siit sigir1 iiretimi agisindan diinyada
onde gelen tilkelerden olup, 2009 yili verilerine gore 4 133 148 bas sagilan sigir
(kiltiir, melez ve yerli irk) mevcuttur ve 11 583 313 ton siit {iretimi yapilmistir
(TUIK, 2010). Ulkemizde iiretilen toplam siitiin % 87,1°i inekten elde edilmektedir
(TUIK, 2010). Burdur ili ise 2010 yil1 verilerine gore 102 795 bas s1gir ve 37 844 bas
buzagi ve dana sayisi ile biiyiikbas hayvan yetistiriciliginde 6nemli bir ilimizdir
(Tarim Bakanligi, 2010). Siit sigir1 yetistiriciligi, Burdur ekonomisinde 6nemli bir
yer tuttugundan, stafilokoklardan kaynaklanan ve tedaviye zayif yanit veren mastitis
vakalarinin bolgedeki yayginligi, isletmelerin ekonomik kaybini azaltmak icin her
yoniiyle {izerinde durulmasimi gerektirmektedir. Bu tez c¢alismasinda, stafilokok
mastitislerinin tedavisinde veteriner hekimler tarafindan yaygin olarak kullanilan
beta-laktam grubu antibiyotiklere direngliliginin temel gostergesi olan metisilin
direncliliginin, mastitis vakalarindan izole edilen stafilokok suslarinda arastirilmasi
amaglandi. Ayrica, beseri hekimlikte metisilin direngli stafilokok enfeksiyonlarinin
tedavisinde son segenek olarak degerini koruyan vankomisin ig¢in bu suslarin
duyarliliklar arastirilda.

Enfeksiyoz etkenlerden kaynaklanan mastitislerde stafilokok etkenleri en
basta gelmektedir (Arda ve Istanbulluoglu, 1979; Mc Donalds, 1979; Tenhagen ve
ark., 2006; Olde Riekerink ve ark., 2008; Pyorala ve Taponen, 2009). Yapilan
arastirmalarin sonuglari, ¢calismalarin yapildigi cografik bolgeye, isletme tiplerine ve
caligma siriilerinin se¢imindeki kriterlere gore degismekle birlikte,  mastitis
vakalarindan izole edilen mikroorganizmalarin genellikle %  30-50’sini
stafilokoklarin olusturdugu yoniindedir (Sargeant ve ark., 1998; Gianneechini ve
ark., 2002; Tel ve ark., 2009). Bu ¢alismada da mastitis problemli olan sigirlarin
% 58,9 (63/107)’undan stafilokok izole edildi. Enfekte meme lobu agisindan
degerlendirildiginde ise meme loblarinin % 41,5 (127/306)’ inin stafilokok etkeni
tasidig belirlendi.
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Calismada izole edilen 100 stafilokok susunun 82 (% 82)’si KPS suslar
olarak tanimlandi ve bunlarin da 65’inin S. aureus ve 17’sinin S. intermedius
suslarindan olustugu belirlendi. Geriye kalan 18 (% 18) sus ise KNS suslar1 olarak
izole edildi. S. aureus suslarinin izole edilen KPS suslari i¢indeki oram1 % 79,3
(65/82) olarak belirlendi. Bu sonuglar, bolgede, Tiirkiye’de ve diinyanin diger
bolgelerinde yapilmis olan S. aureus’un KPS tiirleri ve tiim stafilokok tiirleri
igerisinde s18ir mastitis vakalarindan izole edilen en yaygin tiir oldugunu gosteren
calismalarin sonuglari ile uyumlu bulundu (Nickerson ve ark., 1995; Waage ve ark.,
1999; Turutoglu ve ark., 2002). S. intermedius’un tiim suslardaki orani ise % 17
olarak bulundu. Bu oran daha onceki bildirilere gore biraz yiiksek bulunmaktadir
(Hodges ve ark., 1984; Capurra ve ark. 1999). Ancak, Vural ve ark. (1999),
laktasyondaki aylara gore stafilokok suslarinin izole edilme oranlarina baktiklarinda,
laktasyonun 3. ve 4. aylarinda izole edilen S. intermedius oraninin daha yiiksek
oldugunu gozlemlemisler ve caligmalarinda, laktasyonun 3. ayinda izole edilen
stafilokok suslarmin % 13,05’inin S. intermedius oldugunu agiklamislardir. Bu
calismada, silit numunelerinin toplandigi ineklerin laktasyon evreleri kaydedilmedi.
Ancak siit Orneklerinin, c¢ogunlugu laktasyonun bu evrelerindeki ineklerden
toplanmig olma ihtimali S. intermedius sayisinin bu seviyelerde ¢ikmasinin nedeni
olabilir.

KNS tiirleri onceleri hafif subklinik mastitisten sorumlu tutulurlarken son
yillarda yapilan ¢aligmalarda KNS tiirlerinin prevalansinda artis oldugu ve KNS’lerin
tizerinde durulmasi gerektigi vurgulanmistir (Pitkala ve ark., 2004; Rajala-schultz ve
ark., 2004; Tenhagen ve ark., 2006; Taponen ve ark., 2006; Bradley ve ark., 2007).
Bu calismada da stafilokok suslarinin % 18’ini KNS tiirleri olusturdu. Son yillarda
yapilan caligmalarda, sigir mastitislerinde KNS prevalansinin % 50’leri buldugu
goriilmektedir. Pitkala ve ark. (2004), Finlandiya’da iilke capinda yapilan bir
sorveyde, mastitisli meme loblarindan izole edilen suslarin % 50’sini KNS suslarinin
olusturdugunu belirlemistir. Rajala-Schultz ve ark. (2004), Ohio eyaletinde bir
arastirma ¢iftliginde mastitis vakalarinin % 78’inin KNS kaynakli oldugunu
bildirmistir. Benites ve ark (2002), mezbahada topladiklari mastitisli meme
dokularinin bakteriyolojik muayenesinde, izole edilen bakterilerin % 53’iniin KNS

suslarindan olustugunu belirtmislerdir. Ayrica, bu tez ¢alismasinda, KNS suslarinin
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% 61,2’si (11/18) subklinik vakalardan izole edilirken, % 38,8’inin (7/18) klinik
vakalardan izole edildigi goriildii. Bu sonug, KNS tiirlerinin daha ¢ok subklinik
enfeksiyonlara yol agtigini belirten arastirmacilar1 destekler niteliktedir (Pyo6rala ve
Taponen, 2009). Diger taraftan, KNS izolatlarinin tiir identifikasyonu sonuglari
diinyanin diger bolgelerinde yapilan ¢alismalarin sonuglart ile uyumlu bulundu.
Calismalarda en sik izole edilen KNS tiirlerinin basinda S. chromogenes ve S.
simulans oldugu belirtilmekte (Waage ve ark., 1999; Taponen ve ark., 2006;
Gillespie ve ark., 2009; Pyoral ve Taponen, 2009) ve bu calismada da KNS suslari
icinde en fazla identifiye edilenler arasinda S. simulans ve S. chromogenes suslari
bulunmaktadir.

Gerek fenotipik gerekse genotipik olarak metisiline direngli stafilokok
suslarinin s1g1ir mastitis vakalarindan izole edildigine iliskin Tiirkiye’nin degisik
bolgelerinde yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Fenotipik metisilin direngliligi Erzurum
bolgesinde ADDT ile S. aureus igin % 8,7, KNS igin % 1,6 (Kiregci ve Colak, 2002);
Burdur bolgesinde ADDT ile S. aureus igin % 17,5, KNS i¢in % 22,8 (Tiiriitoglu ve
ark 2006); Aydin bolgesinde ADDT ile S. aureus igin % 60 ve KNS i¢in % 73
(Kirkan ve ark. 2005) ve Afyonkarahisar bolgesinde ADDT ile KNS icin % 58,9
(Seker ve Ozeng, 2010) olarak rapor edilmistir. Bu sonuglardan metisilin
direngliliginin bolgeden bolgeye farklilik gosterdigi, bununda ¢ogunlukla bolgedeki
suslarin farkli olmasindan kaynaklanabildigi gibi test metotlarin farkli olmasindan,
caligmada kullanilan 6rnekleme metodunun farklili§indan, test edilen 6rnek sayisinin
farkliligindan ve test sonuglarimi degerlendirmedeki olabilecek farkliliklardan da
kaynaklanabilmektedir (Erksine ve ark. 2004). Ayrica ¢alisma populasyonlarini
olusturan sigirlarin yaslarindaki, siirii biiytikliiklerindeki, 6nceden antibiyotik
uygulamasinin  yapilip yapilmadigr (seleksiyon baskis1) gibi faktorlerdeki
farkliliklarda caligmalarda birbirinden oldukca farkli sonuglarin ¢ikmasina neden
olabilir. Ozellikle antibiyotik kullanimi (seleksiyon baskis1) direngli alt
populasyonlarin  seleksiyonunu saglamakta ve antibiyotik direncliligi yliksek
cikabilmektedir. Rajala-Schultz ve ark. (2004), dogal mastitis vakalarindan izole
ettigi KNS suslarinda tespit ettigi direnglilik orani ile antibiyotik kullanimi arasinda
uyum oldugunu goéstermistir. Cogunlukla c¢alismalarda, bahsedilen bu faktorler

hakkinda detayli bilgi verilmediginden, sonuglar1 tam anlamiyla karsilastirarak
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degerlendirip sonuca gitmek miimkiin olmamaktadir. Bu c¢alismada, agar-disk
difiizyon teknigi ile arastirilan 100 stafilokok susunda fenotipik direnglilik, ADDT
ile % 31 (31/100), agar diliisyon teknigi ile ise % 38 (38/100) olarak belirlendi.
Calismadaki S. aureus igin fenotipik direnglilik ADDT ve agar diliisyon teknigi ile
sirastyla % 23,1 (15/65) ve % 30,8 (20/65), KNS suslari igin ise % 88,9 (16/18) ve %
100 (18/18) olarak belirlendi. ADDT’inde orta derecede direngli ¢ikan 5 sus agar
dilisyon tekniginde direngli olarak belirlendi. Ayrica, bu ¢alismada KNS
suslarindaki metisilin direngliliginin S. aureus suslarindan ytiksek ¢ikmasi Tiiriitoglu
ve ark. (2006) ve Kirkan ve ark. (2005)’nin c¢aligmalarinin sonuglart ile uyumlu
bulundu. Bu sonuglar, bolgede metisilin direngliliginin yiliksek oldugunu ve
tedaviden cevap alabilme olasiliginin diisiik olabilecegini gostermektedir.

Bu ¢alismada, PCR sonuglarina gore ise toplam 100 stafilokok susunun 43 (%
43)’i mecA genini tasimaz iken, 57 (% 57)’sinin sahip oldugu goriilmektedir.
Suslarin 20’si hem fenotipik olarak hemde genotipik olarak direngli ¢ikarken, 25’1
hem fenotipik olarak hem de genotipik olarak metisiline duyarli bulundu (Cizelge
3.10). Ayrica, mecA geninin mevcut oldugu 37 stafilokok susu (25 S. aureus ve 12 S.
intermedius) fenotipik olarak duyarli bulundu (Cizelge 3.10). Boyle suslardaki
durum, mecA geninin ekprese olamamasi yani baskilanmasma ve metisilin
direncliliginin heterojen karakter tasimasina baglanmaktadir.

Genel olarak, mecA genini tagiyan ancak fenotipik olarak duyarli olan suglarda
mecA geninin ekspresyonunu kontrol eden basta regiilator genler olmak tizere (mecl-
MecRI), diger kromozomal genlerin, mecA ekspresyonunu baskiladigi bilinmektedir.
Boyle suslarda, mecl-MecRI regiilator bolgesi tam fonksiyoneldir ve giiclii sekilde
mecA ekspresyonu baskilanmaktadir. Mecl-MecRI regiilatér genleri saglam olan
suslarda beta-laktam antibiyotikler, mecRI regiilator genini yeterli seviyede ve hizda
aktive edemez. Bir baska ifade ile oksasilin gibi beta-laktam antibiyotikler oldukca
zayif indiikleyicidirler ve bdylece direncin ekspresyonu kismen veya tiimiiyle
baskilanmig olur. Bu suslarda, fenotipik testlerde duyarli olarak tespit
edilmektedirler. (Kuwahara-Arai ve ark., 1996; Stapleton ve Taylor, 2002). Bu
suslarda direncin gelismesi, antibiyotiklerle karsilasma sonrasinda selektif baski
sonucu mecl veya mecA operator-promoter bolgelerinde mutasyonlar veya silinmeler

(deletion) ile mecl’nin inaktive olmasi ve takiben devamli PBP2a firetimi ile
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gerceklesmektedir (Stapleton ve Taylor, 2002). Ayrica, fem faktorleri bakteri hiicre
duvar1 peptidoglikan tabakasinin olusumuna etki ederek, dolayli olarak metisiline
kars1 diren¢ mekanizmasinda rol oynadiklarindan, bunlardaki inaktivasyonlar
metisilin direngliliginin etkilenmesiyle sonuglanabilir (Stapleton ve Taylor, 2002).

Ayrica, fenotipik testlerin heterojen olarak metisiline direngli suslarin ve
borderline direngli suslarin belirlenmesinde yetersiz kaldigi bilinmekte ve bu
durumun heterojen direngli suslarin kiiltiirlerinde, fenotipik testlerle belirlenebilecek
seviyede direnclilik gosteren bakterilerin sayisinin  az olmasindan (1/ 106)
kaynaklandigi belirtilmektedir. (Brown, 2001; Gosbell ve ark., 2003). Bu az
sayidaki bakterideki direng, mec elementinin disinda ilave kromozomal
mutasyonlardan kaynaklandig: belirtilmektedir (Stapleton and Taylor, 2002). Boyle
heterojen karakterde direngli mecA geni tasiyan suslar, fenotipik testler tarafindan
duyarli olarak rapor edildiginde, beta-laktam antibiyotik kullanimi ile direngli alt
populasyonlarin varligindan dolay1 tedavi basarisiz olabilmektedir (Martineau, ve
ark. 2000; Sakoulas ve ark., 2001). Ayrica bir ¢ok dis faktoriin (inokulasyon miktari,
inkiibasyon siiresi ve sicakligi, besiyerinin pH ve NaCl yogunlugu gibi) direngliligin
ekspresyonu iizerine etkili olmakta ve fenotipik testlerin sonuglarini etkilemektedir
(Brown, 2001; Brown ve ark., 2005). Benzer sekilde, Sareyyiipoglu ve ark. (2006),
Ankara’nin Haymana il¢esinde mastitisli ineklerden izole ettigi S. aureus suslarinda
fenotipik direnglilik tespit etmez iken (% 0), PCR ile mecA geninin suslarin %
3,1’inde bulundugunu belirlemistir. Bu ¢alismada da, S. aureus suslarinda fenotipik
direng % 30,8 (20/65) iken mecA geni tasima oran1 % 56,9 (37/65) olarak belirlendi
(Cizelge 3.10).

Diger taraftan bu ¢alismada fenotipik testlerle direngli bulunan 20 S. aureus
susunun 12 (% 60)’sinin mecA geni tasidigi, 8 (% 40)’inin mecA genini tasimadigi,
18 fenotipik testlerle direngli bulunan KNS suslarinin 8 (% 44,4)’inin mecA geni
tasidigi, 10 (% 55,6)’unun ise mecA genini tasimadigi goriildii (Cizelge 3.10). Benzer
sekilde, Tirilitoglu ve ark. (2009), fenotipik olarak diren¢li buldugu 18 S. aureus
susunun 3 (% 16,7)’linlin mecA genini tasidigini, Kore’de Moon ve ark. (2007)
fenotipik metotlarla belirlenen 21 MRSA susunun 13(% 61,9)’iinde mecA geninin
bulundugunu, Kumar ve ark. (2010), Hindistanda yaptiklar1 ¢alismada, fenotipik

olarak metisiline direngli buldugu S. aureus suslarinin % 77’sinin mecA geni
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tagidigin1 rapor etmistir. Sareyyiipoglu ve ark. (2006), Ankara’nin Cubuk il¢esindeki
mastitis vakalarindan izole edilmis S. aureus suslarinda, fenotipik direngliligi % 58,6
genotipik direngliligi ise % 31 olarak belirlemistir. Boyle fenotipik testlerle direngli
bulunup mecA geni tasimayan suslardaki direng i¢in degisik mekanizmalar sorumlu
tutulmaktadir. Bunlar, asir1 beta laktamaz {iretimi, asirt PBP’lerin iiretimi ve
PBP’lerde nokta mutasyonlari olarak sayilabilir (Chambers, 1997; Giilay, 2002;
Sancak, 2007). Ancak, amoksisilin klavulanik asit kombinasyonu ile yapilan disk
difiizyon testinde bu suglarin (10 KNS ve 8 S. aureus susu) duyarli oldugu goriildii
ve ¢alismadaki bu suslardaki fenotipik direngliligin asir1 beta-laktamaz iiretiminden
kaynaklandig1 belirlendi. Ancak bu durum, bdyle suslarda fenotipik metisilin
direncliliginde diger mekanizmalarin tamamiyla olmayacagi anlamina gelmeyecegi
belirtilmektedir (Martineau ve ark., 2000).

KNS suslarinda, ADDT ile metisiline direnglilik oran1 % 88,9 (16/18)
cikarken, agar diliisyon duyarlilik teknigi ile tiimiiniin (%100) MIK degeri 0,5 pg/ml
tizerinde bulundugundan timii direngli olarak tespit edildi (Cizelge 3.10). CLSI’nin
1999°da KNS suslar1 igin kritik MIK degerlerini degistirmeden onceki kritik
degerlere gore sonuglar degerlendirildiginde ise (MIK 4 pg/ml ve iizeri direngli, 2
ug/ml ve asagist duyarl) KNS suslariin sadece 5 (% 27,8)’1 direngli ¢ikmaktadir.

Agar diliisyon teknigi, ADDT’de orta derecede direngli ¢ikan 5 S. aureus
susunun ve duyarli ¢ikan 2 KNS susunun direngli bulunmasi disinda diger tiim
suslarda ADDT ile ayn1 sonuglar1 verdi. Bu durum, agar diliisyon tekniginin yiiksek
duyarliliga sahip olmasindan ve heterojen direngli suslar1 belirleyebilmede daha etkin
olmasindan kaynaklanmaktadir ve nitekim bu nedenlerden dolayr CLSI tarafindan
standart test olarak kabul edilmektedir (CLSI, 2006b; Hanlon ve ark. 2007). Ayrica,
ADDT sonugclar1 ¢evre sartlarinda kolaylikla etkilenmekte olup direncli suslarin tiimii
ve borderline heterojen direngli suslar belirlenemeyebilmektedir (Brown, 2001).
Diger taraftan, asir1 beta-laktamaz iireten suslar dar inhibisyon zonu
olusturabilmektedir (Brown, 2001). Bu nedenle, PCR ile mecA geninin arastirtlmasi
ve birden fazla fenotipik testin kulanilmas1 gercek mecA kdkenli metisilin direncli
suslarin belirlenmesi agisindan 6nerilmektedir (Brown, 2001). Bu ¢alismada, ikinci

bir fenotipik test olarak agar diliisyon teknigi kullanildu.
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Vankomisin, MRSA ve metisilin direngli KNS tiirlerinin yol actig1
enfeksiyonlarda son segenek olarak onemini korumakta olup, hastane kokenli ve
toplum kokenli olan bu enfeksiyonlarin tedavisinde beseri hekimlikte yaygin bigimde
kullanilmaktadir. Yapilan gerek fenotipik gerek genotipik caligmalarda hayvanlardan
izole edilmis stafilokok suslarinda vanA geni tasiyan vankomisin direngli susa
rastlanilmamistir (Pereira ve Siqueira-Junior, 1995; Huber ve ark., 2010; Kumar ve
ark., 2010; Tirkyilmaz ve ark., 2010). Bu c¢alismanin sonuglari da yapilan
caligmalarla uyumlu bulundu ve test ettigimiz 100 stafilokok susunun timi
ADDT’de duyarli olarak bulundu. Ayrica, bugiine kadar bilinen VRSA suslarinin,
uzun bir siire vankomisin tedavisi almis olan hasta kisilerden izole edilmis oldugu ve
Tiirkiye’de vankomisin igeren bir preparatin veteriner hekimlikte kullaniminin
mevcut olmadigr diistintildiigiinde, sigir mastitis vakalarindan vankomisin direngli
stafilokok susunun izole edilme olasilig1 diisiik olmaktadir. Ancak daha duyarl test
olan ve referans test olarak bilinen agar diliisyon teknigi ile 10 sus (7 S. aureus ve 3
KNS), vankomisine orta derecede direncliligi isaret eden MIK degeri (MIK:4-8
pg/ml) verdi. Bu sonuglar, vankomisine duyarliligi azalmis suslarin siir mastitis
vakalarindan izole edilebilecegini gostermektedir. ADDT ile agar diliisyon teknigi
sonuglart arasinda sekillenen bu farklilik, vankomisin direngliliginin heterojen
karakterde olabilmesi ve MIK degeri farkli alt populasyonlarinin bulunmasindan
kaynaklamis olabilmektedir. Populasyon Profil Analiz yontemi ile bu suslardaki
durumun homojen veya heterojen karakteri ortaya cikartilmalidir. Ayni sekilde,
Tiirkyllmaz ve ark. (2010), Aydin bolgesinde sigirlarin mastitis vakalarindan izole
edilmis 16 MRSA susunun vankomisin i¢in MIK degerlerini agar diliisyon teknigi ile
aragtirmis ve bunlarm 7’sinin MIK degerini 4 pg/ml olarak yani duyarliligi azalmis
sus olarak bulmustur.

CLSI tarafindan vankomisin direngliliginin  belirlenmesinde, ADDT
kullaniminin yanlis sonuglar verebilmesinden dolay:r giivenilir olmadigi, bu nedenle
agar diliisyon teknigi gibi referans ikinci bir testin kullaniminin gerekliligi
belirtilmektedir (CLSI, 2006b). Bu ¢alismada da, agar diliisyon teknigi kullanilarak
CLSI’nin o6nerileri dogrultusunda calisilmis olundu ve bu ¢alismanin sonuglarmin

giivenilirligini artirmaktadir.
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Yapilan vanA spesifik PCR sonuglarina gore, fenotipik testlerle gerek duyarlt
cikan 90 susun gerekse duyarliligi azalmig bulunan 10 susun hicbirinin s6z konusu
geni tasimadigi belirlendi. Bu sonuglarda, Aydin bolgesinde Tiirkyilmaz ve ark.
(2010)’n1in, PCR ile test ettigi 7 VISA susunda vanA geninin bulunmadigini1 gosteren
bulgular1 ile uyumlu bulundu. Bu sekilde vakomisine duyarliligin azalmasi, bakteri
hiicre duvar1 peptidoglikan biyosentezindeki olusan degisiklikle agiklanabilmektedir.
Boyle suslarda peptidoglikan sentezi artmistir. Ayrica, peptidoglikan zincirindeki
capraz baglanmalarda azalma sckillenmis ve D-alanin-D-alanin rezidiilerinin
sayisinda artis olmustur. Bu degisiklikler kapan etkisi yapmakta ve vankomisin
molekiilleri bu fazlaca bulunan D-alanin-D-alanin rezidiileri tarafindan tutuldugunda,
vankomisin molekiilleri bakteri yiizeyinde birikerek diger vankomisin molekiillerinin
bakteri hiicre duvar1 sentezinin gergeklestigi plazmik membrana yakin yerdeki hedef
bolgelere ulasmasi engellenmis olmaktadir (Hiramatsu ve ark., 1997a; Hanaki ve
ark., 1998; Geisela ve ark., 1999; Hiramatsu, 2001).

Calismada, KNS suslarinin % 16,7 (3/18)’si ve S. aureus suslarinin % 10,8
(7/65)’i VISA susu olarak belirlendi. Bu durum, KNS suslarinin S. aureus suslarina
gore daha yiikksek antibiyotik direncliligi gelistirdiklerine iliskin bildirileri
desteklemektedir (Pitkala ve ark., 2004; Taponen ve Pyorala, 2009). Tiirkiye’de
Nakipoglu ve ark. (2005), Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi’nde yaptig1 ¢alismada,
54 KNS susunun 7’sinde vankomisine azalmis duyarlilik tespit ederken inceledikleri
82 S. aureus susunun tiimiinii duyarli olarak belirlemislerdir.

Mastitis kaynakli stafilokoklarin, basta sagim esnasinda ve siitlin islenmesi
sirasinda olmak tizere ¢esitli yollarla insanlara gecip enfeksiyon olusturma olasilig
bulunmaktadir. Bu calismada, metisilin direngli suslara rastlanildigindan dolay1
MRSA suslarinin insanlara bulagma riski vardir ancak suslarin vankomisine direncli
olmamasi, bu yolla insanlarda hayati tehdit edici tedavisi gii¢ enfeksiyonlarin olugma
riskini ortadan kaldirmaktadir. Fakat, ¢alismada vankomisine duyarliligi azalmis
suslarin bulunmus olmasi dikkat ¢ekici olup, heterojen karakterde vankomisine orta
derecede direngli olmalar1 durumunda, vankomisin kullanimi ile MIK degeri 4-8
png/ml olan alt populasyonlarin, seleksiyon baskisi ile homojen direncli VISA

suslarinin gelisimi i¢in prekiirsor olarak rol oynayabilme olasiliklar1 bulunmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Klinik ve subklinik mastitis problemli meme loblarindan izole edilen
stafilokok suslarmin metisilin ve vankomisin i¢in duyarliliklarinin arastirilmasi
amaciyla yapilan bu tez calismasi sonucunda asagidaki sonuglara varilmastir:

e Stafilokok tiirlerinin Burdur bélgesi’ndeki sigir mastitislerinden 6nemli derecede
sorumlu oldugu,

eBu suslarda, gerek fenotipik olarak gerekse genotipik olarak metisilin
direngliliginin yaygin oldugu, vankomisin direngliliginin ise fenotipik olarak sadece
duyarlilig1 azalmis suslarin oldugu ancak genotipik olarak direncliligin olmadigi,
eFenotipik olarak direngliligin tespitinde birden fazla testin uygulanmasinin
metisilin ve vankomisin direngliliginin heterojen karakterde olabilmesinden dolayi
gerektigi, vankomisin duyarliligi azalmig suslarin CLSI’nin onerdigi bigimde ancak
agar diliisyon teknigi gibi duyarliligi yiiksek olan ve MIK degerini veren referans
testlerle yapilmasi gerektigi,

eMecA geni heniliz eksprese olmayan suslarin oldugu, bdyle suslarin ortaya
konulmasinin 6nemli oldugu ve bunu i¢in fenotipik testlerin yaninda PCR ile bu
genin varligiin aragtirilmasi gerektigi,

eSadece fenotipik olarak metisiline direngli olup, mecA geni tasimayan suslarin
oldugu,

e Vankomisin direngli susun ¢ikmamasinin suslarin zoonoz karakterinden dolay1 halk
saglig1 yoniinden bir riskin olmadig1 ancak duyarliligi azalmis suslarin bulunmasinin
onemli oldugu sonucuna varildi.

e Ayrica, bolgede metisilin direncli stafilokok mastitislerinin yayginligindan dolayi

koruma ydntemlerine dnem verilmesi gerektigi sonucuna varildi.
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OZET

Mastitisli Sigir Siitlerinden izole Edilen Stafilokok Tiirlerinde Metisilin ve
Vankomisin Direncliliginin Fenotipik ve Genotipik Analizi

Bu tez ¢alismasinda, Burdur bélgesinden toplanan subklinik ve klinik mastitisli
inek siitlerinden izole edilen stafilokok suslarinda metisilin ve vankomisin
direngliliginin fenotipik ve genotipik metodlarla arastirilmasi amaglandi. Bu amagla,
121 klinik mastitisli ve 185 subklinik mastitisli olmak {iizere toplam 306 meme
lobundan alinan siit 6rnekleri kanli agara ekilip 37 °C’de 24 saat inkiibasyonda
tutuldu. Stafilokok suslarinin izolasyon ve identifikasyonu, koloni goriiniimleri,
Gram boyama ile mikroskopik gorlinlimleri ve biyokimyasal testler kullanarak
gerceklestirildi.

Oncelikle, agar-disk difiizyon teknigi ile tiim suslarin oksasilin ve vankomisin
i¢in fenotipik direnclilik durumlarinin belirlenmesinin ardindan, ikinci bir fenotipik
test olarak agar diliisyon teknigi ile oksasilin ve vankomisin icin MIK degerleri de
belirlendi. Bu testler, CLSI’nin metisilin ve vankomisin igin 6nerdigi protokoller
takip edilerek gergeklestirildi ve test sonuglart CLSI’nin kritik degerlerine gore
degerlendirildi. Son olarak, tiim suslarin, mecA ve vanA genlerine spesifik primerler
kullanilarak PCR ile genotipik direnglilik durumlar1 arastirildi.

Siit orneklerinden 82’si KPS, 18’1 KNS olmak iizere toplam 100 stafilokok
susu izole ve identifiye edildi. KPS suslarmin 65’1 S. aureus olarak, 17’si S.
intermedius olarak identifiye edildi. KNS suslarinin tiir dagilimimin ise 4 S. simulans,
3’er S. chromogenes, S. lugdunensis ve S. xylosus, 2 S. haemolyticus, 1’er S. hominis
subsp. hominis ve S. cohnii. subsp. urealyticum seklinde oldugu belirlendi.

Agar-disk difiizyon teknigi ile yapilan antibiyogram testinde, oksasiline karsi
S. aureus suslarmin 15°1 direngli, 5’1 orta derecede direngli ve 45°i ise duyarl
bulurken, KNS suslarinin 16’s1 direngli 2’si ise duyarli bulundu. Agar diliisyon
teknigi ise agar-disk difiizyon tekniginde orta derecede direncgli ¢ikan 5 S. aureus
susunun ve duyarli ¢ikan 2 KNS susunun direngli ¢ikmalar1 disinda ayni sonuglari
verdi. S. intermedius suslarinin tiimii ise her iki test sonucuna gore duyarli bulundu.
Vankomisin i¢in Yyapilan agar-disk difiizyon tekniginde ise tiim suslar duyarh
cikarken, agar diliisyon teknigi’nde ise 10 susun (7 S. aureus ve 3 KNS) vankomisine
duyarlhilig1 azalmis sus (MIK: 4-8 pug/ml) olduklar1 belirlendi.

PCR sonuglarina gore ise toplam 100 susun 57’sinde mecA geni varligi tespit
edilirken vanA geni ise hicbir susta belirlenmedi. Hem fenotipik olarak hem
genotipik olarak metisiline direngli ve duyarli bulunan suslarin sayist, sirasi ile 20 ve
25 olarak belirlendi.

Sonu¢ olarak, Burdur boélgesinde sigir mastitislerinden sorumlu stafilokok
suslarinda metisilin direngliliginin yiiksek oldugu, mecA geni aktif olmayan suslarin
bulundugu gibi sadece fenotipik olarak direngli olan suslarinda bulundugu;
vankomisin acisindan ise, vankomisin direnc¢li susun bulunmadigi ancak duyarhilig
azalmis suslarinin bulunmasinin dikkat ¢ekici oldugu sonucuna varildi.



Anahtar sozciikler: MecA, metisilin, Staphylocccus spp., vanA, vankomisin.

69



70

SUMMARY

Phenotypic and genotypic methicillin and vancomycin resistance analysis of
Staphylococcus species isolated from cattle milk samples with mastitis

In this study, determination of resistance to methicilline and vancomycin, by
phenotypic and genotypic methods, in staphylococcus strains isolated from
subclinical and clinical mastitic milk samples collected from the city of Burdur was
aimed. For this purpose, 306 quarter milk samples, from udder with 121 clinical and
185 subclinical mastitis, were streaked to blood agar and the plates were incubated at
37 °C, in aerobic condition for 24 hours. Isolation and identification of
Staphylococcus strains were performed based on colony characteristics,
microscopical characteristics after Gram staining and biochemical tests.

Firstly, phenotypical resistance of all staphylococcus strains in the study to
oxacillin and vancomycin was determined by agar-disc diffusion technique and then
MIC values for oxacillin and vancomycin were determined by a second phenotypic
test, agar dilution tenchique. In these antimicrobial susceptibility tests, CLSI
protocols were followed and the results were evaluated according to CLSI critical
values.

Total 100 Staphylococcus strains, 82 CPS and 18 CNS, were isolated. Sixty
five of CPS strains were identified as S. aureus and 17 were identified as S.
intermedius. CNS strains were identified as S. simulans (n:4), S. chromogenes (n:3),
S. lugdunensis (n:3) ve S. xylosus (n:3), S. haemolyticus (n:2), S. hominis, subsp.
hominis (n:1) and S. cohnii. subsp. urealyticum (n:1).

According to oxacillin agar-disc diffusion technique results, 15, 5 and 45 out of
65 S. aureus strains were determined as resistant, intermediate resistant and
sensitive;16 and 2 out of 18 CNS strains were determined resistant and sensitive to
oxacillin, respectively. In agar dilution technique, the similar results were obtained,
except 5 intermediate resistant S. aureus strains and 2 sensitive CNS strains in agar-
disc diffusion technique were found resistant. All S. intermedius strains were found
susceptible in both techniques. In vancomycin agar-disc diffusion technique, all
strains were found sensitive but in agar dilution technique 10 strains (7 S. aureus and
3 CNS) had reduced susceptibility to vancomycin.

In PCR, although the presence of mecA gene were determined in 57 out of 100
strains, none of the strains had vanA gene. The number of strains with both
phenotipically and genotypically resistant and susceptible to methicillin were found
as 20 and 25, respectively.

In conclusion, we suggest that methicillin resistance in staphylococcus strains
responsible from mastitis in cattle in Burdur province is high and the strains having
nonexpressed mecA gene and the strains with only phenotypically resistant to
methicillin are present; in terms of vancomycin resistance there is no resistant
staphylococcus strains but presence of strains with reduced susceptibility to
vancomycin is noteworthy.

Key words: MecA, methicillin, Staphylocccus spp., vanA, vancomycin.



71

KAYNAKLAR

AKAN, M. (2006). Staphylococcus infeksiyonlari. Veteriner Mikrobiyoloji. Ed.: N. Aydin, J.
Paracikoglu. Ilke-Emek yayinlari. Olgunlar Sokak 26/B, Bakanliklar/Ankara. s.: 5-13.

AKINEDEN, O., ANNEMULLER, C., HASSAN, A A, LAMMLER, C., WOLTER, W.,
ZSCHOCK, M. (2001). Toxin genes and other characteristics of Staphylococcus
aureus isolates from milk of cows with mastitis. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 8 : 959-
964.

ANDRESEN, L.O. (2005). Production of exfoliative toxin by isolates of Staphylococcus
hyicus from different countries. Vet. Rec. 157 : 376-378.

APPELBAUM, P.C. (2007). Microbiology of antibiotic resistance in Staphylococcus
aureus. Clin. Infect. Dis. 45 : 165-170.

ARDA, M., ISTANBULLUOGLU, E. (1979). Mastitislere neden olan aerob, anaerob,
mikoplasma ve mantarlarin izolasyonu, identifikasyonu, bunlara kargi etkili olan
antibiyotik ve fungusitlerin saptanmasi. Ankara Univ. Vet. Fak. Derg. 26 : 14-29.

ARDA, M. (2000). Pratik Bakteriyoloji. Bazi Onemli Biyokimyasal Testler. Temel
Mikrobiyoloji, 2. Baski (Genisletilmig), Medisan Yaym Serisi No 46, Medisan
Yayinevi, Ankara. S.: 294-314.

ARIZA, J., PUJOL, M., CABO, J., PENA, C., FERNANDEZ, N., LINARES, J., AYATS, J.,
GUDIOL, F. (1999). Vancomycin in surgical infections due to methicillin-resistant
Staphylococcus aureus with heterogeneous resistance to vancomycin. Lancet. 353 :
1587-1588.

BALABAN, N., RASOOLY, A. (2000). Staphylococcal enterotoxins. Int. J. Food
Microbiol. 61 : 1-10.

BASELGA, R., ALBIZU, I, DE LA CRUZ, M., DEL CACHO, E., BARBERAN, M.,
AMORENA, B. (1993). Phase variation of slime production in Staphylococcus
aureus: implications in colonization and virulence. Infect. Immun. 61 : 4857-4862.

BASTAN, A. (2002). Ineklerde Meme Hastaliklari. Sahin Matbaasi, Ankara.

BENITES, N.R., GUERRA, J.L., MELVILLE, P.A., da COSTA E.O. (2002). Aetiology and
histopathology of bovine mastitis of spontaneous occurrence. J. Vet. Med. B. 49 :
366-370.

BERGER-BACHI, B. (1995). Factors affecting methicillin resistance in Staphylococcus
aureus. Int. J. Antimicrob. Agents. 6 : 13-21.

BERGER-BACHI, B. (1999). Genetic basis of methicillin resistance in Staphylococcus
aureus. Cell. Mol. Life Sci. 56 : 764-770.

BERGER-BACHI, B., ROHRER, S. (2002). Factors influencing methicillin resistance in
staphylococci. Arch. Microbiol. 178 : 165-171.

BIAVASCO, F., GIOVANETTI, E., MONTANARI, M.P., LUPIDI, R., VARALDO, P.E.
(1991). Development of in-vitro resistance to glycopeptide antibiotics: assessment in
staphylococci of different species. J. Antimicrob. Chemother. 27 : 71-79.

BIAVASCO, F., VIGNAROLI, C., LAZZARINI, F., VARALDO, P.E. (2000).
Glycopeptide susceptibility profiles of Staphylococcus haemolyticus bloodstream
isolates. Antimicrob. Agents Chemother. 44 : 3122-3126.


http://veterinaryrecord.bmj.com/search?author1=L.+O.+Andresen&sortspec=date&submit=Submit
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Clin%20Infect%20Dis.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ariza%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pujol%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cabo%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pe%C3%B1a%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fern%C3%A1ndez%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%C3%B1ares%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ayats%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gudiol%20F%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Lancet.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11028954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baselga%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Albizu%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22De%20La%20Cruz%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Del%20Cacho%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Barberan%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Amorena%20B%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Infect%20Immun.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Benites%20NR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Guerra%20JL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Melville%20PA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22da%20Costa%20EO%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Vet%20Med%20B%20Infect%20Dis%20Vet%20Public%20Health.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18611679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18611679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Berger-B%C3%A4chi%20B%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cell%20Mol%20Life%20Sci.');
http://www.springerlink.com/content/?Author=Brigitte+Berger-B%c3%a4chi
http://www.springerlink.com/content/?Author=Susanne+Rohrer
http://www.springerlink.com/content/0302-8933/178/3/
http://www.springerlink.com/content/0302-8933/178/3/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Biavasco%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giovanetti%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Montanari%20MP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lupidi%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Varaldo%20PE%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Antimicrob%20Chemother.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Biavasco%20F%22%5BAuthor%5D

72

BLACK, J.G. (1996). Characteristics of prokaryotic and eukaryotic cells. In: Microbiology
Principles and Applications. 3rd Ed. Ed: D. K. Brake. Prentice-Hall, Inc. Simon and
Schuster, A viacom company, New Jersey, USA. p.: 74-108.

BOYNUKARA, B., GULHAN, T., ALISARLI, M., GURTURK, K., SOLMAZ, H. (2008).
Classical enterotoxigenic characteristics of Staphylococcus aureus strains isolated
from bovine subclinical mastitis in Van, Turkey. Int. J. Food Microbiol. 125 : 209-
211.

BRADLEY, A. (2002). Bovine mastitis: an evolving disease. Vet. J. 164 : 116-128.

BRADLEY, AJ., LEACH, K.A,, BREEN, J.E., GREEN, L.E., GREEN, M.J. (2007). Survey
of the incidence and aetiology of mastitis on dairy farms in England and Wales. Vet.
Rec. 160 : 253-258.

BROWN, D.F. (2001). Detection of methicillin/oxacillin resistance in Staphylococci. J.
Antimicrob. Chemother. 48 : 65-70.

BROWN, D.F.J., EDWARDS, D.l., HAWKEY, P.M., MORRISON, D., RIDGWAY, G.L.,
TOWNER, K.J., WREN, M.W.D. (2005). Guidelines for the laboratory diagnosis and
susceptibility testing of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). J.
Antimicrob. Chemother. 56 : 1000-1018.

BROWN, M. (1999). The gram positive bacteria: Staphylococci. In: VEM 5141 Veterinary
Microbiology Laboratory Textbook. University of Florida, USA. p.: 32-41.

CALDERON, C.B., SABUNDAYO, B.P. (2007). Antimicrobial Classifications: Drugs for
bugs. In: Antimicrobial Susceptibility Testing Protocols. Ed.: R. Schwalbe, L. Steele-
Moore, A. C. Goodwin. CRC Press, Taylor and Francis Group. Boca Raton, Florida,
USA. p.: 7-53.

CAPURRO, A., CONCHA, C., NILSSON, L., OSTENSSON, K. (1999). Identification of
coagulase-positive staphylococci isolated from bovine milk. Acta Vet. Scand. 40 : 315-
21.

CDC (Centers for Disease Control and Prevention) (2002). Staphylococcus aureus resistant
to vancomycin— United States, MMWR.. 51 : 565-567.

CDC (2004). Brief Report: VVancomycin resistant S. aureus-New York. MMWR. 53 : 322-
323.

CENGIZ, A.T. (1999). Staphylococcus. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji. Ed: S. Ustagelebi.
Giines Kitabevi, Ankara. s.: 339-347.

CHABBERT, Y.A., BAUDENS, J.G. (1962). Staphylococcus strains naturally resistant to
methicillin and 5-methyl-3-phenyl-4-iso-oxazolyl-penicillin. Ann. Inst. Pasteur
(Paris). 103 : 222-230.

CHAMBERS, H.F., 1997. Methicillin resistance in Staphylococci: molecular and
biochemical basis and clinical implications. Clin. Microbiol. Rev. 10 : 781-791.

CHAMBERS, H.F., HACKBARTH, C.J. (1987). Effect of NaCl and nafcillin on penicillin-
binding protein 2a and heterogeneous expression of methicillin resistance in
Staphylococcus aureus. Antimicrob. Agents Chemother. 31 : 1982-1988.

CHANG, S., SIEVERT, D.M., HAGEMAN, J.C., BOULTON, M.L., TENOVER, F.C,,
DOWNES, F.P., SHAH, S., RUDRIK, J.T., PUPP, G.R., BROWN, W.J., CARDO,
D., FRIDKIN, S.K. (2003). Infection with vancomycin-resistant Staphylococcus
aureus containing the vanA resistance gene. N. Engl. J. Med. 348 : 1342-1347.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235061%232008%23998749997%23693325%23FLA%23&_cdi=5061&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000067391&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6667097&md5=b61582f31ed4effdb0fda080fe992f9e
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bradley%20A%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Vet%20J.');
http://veterinaryrecord.bmj.com/search?author1=A.+J.+Bradley&sortspec=date&submit=Submit
http://veterinaryrecord.bmj.com/search?author1=K.+A.+Leach&sortspec=date&submit=Submit
http://veterinaryrecord.bmj.com/search?author1=J.+E.+Breen&sortspec=date&submit=Submit
http://veterinaryrecord.bmj.com/search?author1=L.+E.+Green&sortspec=date&submit=Submit
http://veterinaryrecord.bmj.com/search?author1=M.+J.+Green&sortspec=date&submit=Submit
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Antimicrob%20Chemother.');
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Richard+Schwalbe
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Lynn+Steele-Moore
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Lynn+Steele-Moore
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Avery+C.+Goodwin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Capurro%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Concha%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nilsson%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ostensson%20K%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Acta%20Vet%20Scand.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3439805
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3439805
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3439805
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chang%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sievert%20DM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hageman%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Boulton%20ML%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tenover%20FC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Downes%20FP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shah%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rudrik%20JT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pupp%20GR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brown%20WJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cardo%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cardo%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fridkin%20SK%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'N%20Engl%20J%20Med.');

73

CHOI, S.M., KIM, S., KIM, H., LEE, D.G., CHOI, J.H., YOO, J.H., KANG, J.H., SHIN,
W.S., KANG, M.W. (2003). Multiplex PCR for the detection of genes encoding
aminoglycoside modifying enzymes and methicillin resistance among Staphylococcus
species. J. Korean Med. Sci. 18 : 631-636.

CIFRIAN, E., GUIDRY, AJ., BRAMLEY, AJ., NORCROSS, N.L., BASTIDA-
CORCUERA, F.D., MARQUARDT, W.W. (1996). Effect of staphylococcal § toxin
on the cytotoxicity, proliferation and adherence of Staphylococcus aureus to bovine
mammary epithelial cells. Vet. Microbiol. 48 : 187-198.

CLARK, N.C., COOKSEY, R.C., HILL, B.C., SWENSON, J.M., TENOVER, F.C. (1993).
Characterization of glycopeptide-resistant enterococci from U.S. hospitals.
Antimicrob. Agents Chemother. 37 : 2311-2317.

CLSI (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE) (2006a).
Performance standards for antimicrobial disk susceptibility test. Approved standard.
M2-A9, 9th ed., Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne, P.A.

CLSI (2006b). Methods for dilution antimicrobial susceptibility testing for bacteria that
grow aerobically. Approved standard M7-A7, 7th ed., Clinical and Laboratory
Standards Institute, Wayne, PA.

CLSI (2006c). Performance standards for antimicrobial susceptibility testing. 16th
informational supplement, Approved standard M100-S16, Clinical and Laboratory
Standards Institute, Wayne, PA.

CLSI (2007). Performance standards for antimicrobial susceptibility testing. 17th
informational supplement, Approved standard M100-S17, Clinical and Laboratory
Standards Institute, Wayne, PA.

CLSI (2008). Performance standards for antimicrobial susceptibility testing. 18th
informational supplement, Approved standard M100-S18, Clinical and Laboratory
Standards Institute, Wayne, PA.

CLSI (2010). Performance standards for antimicrobial susceptibility testing. 20th
informational supplement, Approved standard M100-S20, Clinical and Laboratory
Standards Institute, Wayne, PA.

COURVALIN, P. (2006). Vancomycin resistance in gram-positive cocci. Clin. Infect. Dis.
42 : 25-34.

DEVRIESE, L.A., VANDAMME, L.R., FAMEREE, L. (1972). Methicillin (cloxacillin)-
resistant Staphylococcus aureus strains isolated from bovine mastitis cases. Zbl. Vet.
B. 19 : 598-605.

DINGES, M.M., ORWIN, P.M., SCHLIEVERT, P.M. (2000). Exotoxins of Staphylococcus
aureus. Clin. Microbiol. Rev. 13 : 16-34.

ERKSINE, R., CULLOR, J., SCHAELLIBAUM, M., YANCEY, B., ZECCONI, A. (2004).
Bovine mastitis pathogens and trends in resistance to antibacterial drugs. NMC Annual
Meeting Proceedings. p: 400-414.

EYCKMANS, L., TOMPSETT, R. (1965). In vivo studies on staphylococcal penicillinase. J.
Bacteriol. 90 : 589-593.

FITZGERALD, J.R., HARTIGAN, P.J., MEANEY, W.J., SMYTH, C.J. (2000). Molecular
population and virulence factor analysis of Staphylococcus aureus from bovine
intramammary infection. J. Appl. Microbiol. 88 : 1028-1037.

FOX, L.K. (2009). Prevalence, incidence and risk factors of heifer mastitis. Vet. Microbiol.
134 : 82-88.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03781135
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03781135
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Clin%20Infect%20Dis.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Vet%20Microbiol.');

74

FOX, L.K,, GAY, J.M. (1993). Contagious mastitis. Vet. Clin. North Am. Food Anim. Pract.
9:475-487.

FRIDKIN, S.K. (2001). Vancomycin-intermediate and resistant Staphylococcus aureus:
what the infectious disease specialist needs to know. Clin. Infect. Dis. 32 : 108-115.

GEISELA, R., SCHMITZA, F.J., THOMASA, B.L., BERNSA, G., ZETSCHEC, O.,
ULRICHC, B., FLUITB, A.C., LABISCHINSKYD, H., WITTEE, W. (1999).
Emergence of heterogeneous intermediate vancomycin resistance in Staphylococcus
aureus isolates in the Diisseldorf area. J. Antimicrob. Chemother. 43 : 846-848.

GIANNEECHINI, R., CONCHA, C., RIVERO, R., DELUCCI, I., MORENO LOPEZ, J.
(2002). Occurrence of clinical and sub-clinical mastitis in dairy herds in the west
littoral region in Uruguay. Acta Vet. Scand. 43 : 221-230.

GIESBRECHT, P., KERSTEN, T., MAIDHOF, H., WECKE, J. (1998). Staphylococcal cell
wall: morphogenesis and fatal variations in the presence of penicilin. Microbiol. Mol.
Biol. Rev. 62 : 1371-1414.

GILLESPIE, B.E., HEADRICK, S.I., BOONYAYATRA, S., OLIVER, S.P. (2009).
Prevalence and persistence of coagulase-negative Staphylococcus species in three
dairy research herds. Vet. Microbiol. 134 : 65-72.

GOSBELL, I.B., NEVILLE, S.A., MERCER, J.L., FERNANDES, L.A., FERNANDES, C.J.
(2003). Detection of intrinsic oxacillin resistance in non-multiresistant, oxacillin-
resistant Staphylococcus aureus (NORSA). J. Antimicrob. Chemother. 51 : 468-470.

GRADELSKI, E., VALERA, L., ALEKSUNES, L., BONNER, D., FUNG-TOMC, J.
(2001). Correlation between genotype and phenotypic categorization of staphylococci
based on methicillin susceptibility and resistance. J. Clin. Microbiol. 39 : 2961-
2963.

GUINANE, C.M., STURDEVANT, D.E., HERRON-OLSON, L., OTTO, M., SMYTH,
D.S., VILLARUZ, AE. KAPUR, V. HARTIGAN, PJ., SMYTH, C.J,
FITZGERALD, J.R. (2008). Pathogenomic analysis of the common bovine
Staphylococcus aureus clone (ET3): emergence of a virulent subtype with potential
risk to public health. J. Infect. Dis. 197 : 205-213.

GULAY, Z. (2002). Antibiyotik Duyarlilik Testlerinin Yorumu. Thoraks Derg. 3 : 75-88.

HACKBARTH, CJ., CHAMBERS, H.F. (1989). Methicillin-resistant staphylococci:
genetics and mechanisms of resistance. Antimicrob. Agents Chemother. 33 : 991-994.

HACKBARTH, C.J., CHAMBERS, H.F. (1993). Blal and blaR1 regulate beta-lactamase
and PBP2a production in methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Antimicrob.
Agents Chemother. 37 : 1144-1149.

HAGEMAN, J.C., PATEL, J.B., CAREY, R.C., TENOVER, F.C., MCDONALD, L.C,
(2006). Investigation and control of vancomycin-intermediate and resistant
Staphylococcus aureus: A Guide for Health Departments and Infection Control
Personnel. Atlanta, Georgia, USA.

Erisim : [http://www.cdc.gov/ncidod/dhqp/pdf/ar/visa_vrsa_guide.pdf].
Erigim Tarihi : 22.09.2010.

HANAKI, H., KUWAHARA-ARAI, K., BOYLE-VAVRA, S, DAUM, RS,
LABISCHINSKI, H., HIRAMATSU, K. (1998). Activated cell-wall synthesis is
associated with vancomycin resistance in methicillin-resistant Staphylococcus aureus
clinical strains Mu3 and Mu50. J. Antimicrob. Chemother. 42 : 199-209.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fox%20LK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gay%20JM%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Vet%20Clin%20North%20Am%20Food%20Anim%20Pract.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fridkin%20SK%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Clin%20Infect%20Dis.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gillespie%20BE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Headrick%20SI%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Boonyayatra%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Oliver%20SP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Vet%20Microbiol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Antimicrob%20Chemother.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18177250?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18177250?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18177250?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hackbarth%20CJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chambers%20HF%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Antimicrob%20Agents%20Chemother.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8517704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8517704
http://www.cdc.gov/ncidod/dhqp/pdf/ar/visa_vrsa_guide.pdf
http://jac.oxfordjournals.org/content/42/2.toc

75

HANLON, A., TAYLOR, M. DICK, J.D. (2007). Agar dilution susceptibility
testing. In: Antimicrobial Susceptibility Testing Protocols. Ed.: R. Schwalbe, L.
Steele-Moore, A. C. Goodwin. CRC Press, Taylor and Francis Group. Boca Raton,
Florida, USA. p.: 91-105.

HARTMAN, B.J.,, TOMASZ, A. (1984). Low-affinity penicillin-binding protein associated
with beta-lactam resistance in Staphylococcus aureus. J. Bacteriol. 158 : 513-516.

HARTMAN, B.J, TOMASZ, A. (1986). Expression of methicillin resistance in
heterogeneous strains of Staphylococcus aureus. Antimicrob. Agents Chemother. 29 :
85-92.

HAVERI, M. (2008). Staphylococcus aureus in bovine intramammary infection: molecular,
clinical and epidemiological characteristics. Academic Dissertation. Department of
Production Animal Medicine, Faculty of Veterinary Medicine, University of Helsinki,
Finland.

HIRAMATSU, K. (2001) Vancomycin-resistant S. aureus: a new model of antibiotic
resistance. Lancet Infect. Dis. 1 : 147-155.

HIRAMATSU, K., ARITAKA, N., HANAKI, H., KAWASAKI, S., HOSODA, Y., HORI,
S., FUKUCHI, Y., KOBAYASHI, I. (1997b). Dissemination in Japanese hospitals of
strains of Staphylococcus aureus heterogeneously resistant to vancomycin. The
Lancet. 350 : 1670-1673.

HIRAMATSU, K., HANAKI, H., INO, T., YABUTA, K., OGURI, T., TENOVER, F. C.
(1997a). Methicillin-resistant Staphylococcus aureus clinical strain with reduced
vancomyecin susceptibility. J. Antimicrob. Chemother. 40 : 135-136.

HODGES, R.T., JONES, Y.S., HOLLAND, J.T. (1984). Characterization of staphylococci
associated with clinical and subclinical bovine mastitis. N. Z. Vet. J. 32 : 141-145.

HOGAN, J.S., WHITE, D.G., PANKEY, JW. (1987). Effects of teat dipping on
intramammary infections by staphylococci other than Staphylococcus aureus. J. Dairy
Sci. 70 : 873-879.

HOWE, R. (2010). Automated Systems: An Overview. BSAC Standardized Disc
Susceptibility Testing Method User Group Day, Cardiff.
Erisim : [http://www.bsac.org.uk/Resources/BSAC/Robin%20Howe.ppt].
Erigim Tarihi : 10.10.2010.

HOWE, R.A., BOWKER, K.E., WALSH, T.R., FEEST, T.G., MACGOWAN, A.P. (1998).
Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus. Lancet. 351 : 602.

HUBER, H., GIEZENDANNER, N., STEPHAN, R., ZWEIFEL, C. (2010). Genotypes,
antibiotic resistance profiles and microarray-based characterization of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus strains isolated from livestock and veterinarians in
Switzerland. Zoon. Publ. Health. no. doi: 10.1111/j.1863-2378.2010.01353.x.
16 Eyliil 2010.

JEVONS, M.P. (1961). Celbenin-resistant Staphylococci. Br. Med. J. 1 : 124-125.

KARADZHOV, LA, MEKHANDZHIISKA, L., GERGANOVA, E. (1981). Coagulase-
Negative Staphylococci isolated from the milk of cows with subclinical mastitis. Vet.
Med. Nauki. 18 : 51-54.

KARAHAN, M., ACIK, M.N., CETINKAYA , B. (2009). Investigation of toxin genes by
polymerase chain reaction in Staphylococcus aureus strains isolated from bovine
mastitis in Turkey. Foodborne Pathog. Dis. 6 : 1029-1035.


http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Richard+Schwalbe
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Lynn+Steele-Moore
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Lynn+Steele-Moore
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Avery+C.+Goodwin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hartman%20BJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tomasz%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hartman%20BJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tomasz%20A%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Antimicrob%20Agents%20Chemother.');
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%234886%231997%23996490907%23164792%23FLA%23&_cdi=4886&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000067391&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6667097&md5=7a6cafe57c5b5a82a3933297bfe2a378
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hodges%20RT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jones%20YS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Holland%20JT%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'N%20Z%20Vet%20J.');
http://www.bsac.org.uk/_db/_downloads/Robin_Howe.ppt
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Howe%20RA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bowker%20KE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Walsh%20TR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Feest%20TG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22MacGowan%20AP%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Lancet.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Huber%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giezendanner%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giezendanner%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giezendanner%20N%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Zoonoses%20Public%20Health.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mekhandzhi%C4%ADska%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gerganova%20E%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Vet%20Med%20Nauki.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Vet%20Med%20Nauki.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Karahan%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22A%C3%A7ik%20MN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cetinkaya%20B%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Foodborne%20Pathog%20Dis.');

76

KARTHY, E.S., RANJITHA, P., MOHANKUMAR, A. (2009). Performance of CHROM
agar and oxacillin resistant screening agar base media for detection of methicillin
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) from chronic wound. Modern Applied
Sciences. 3 : 51-56.

KASZANYITZKY, EJ., EGYED, Z., JANOSI, S.Z., KESERU, J., GAL, Z., SZABO, I.,
VERES, Z., SOMOGY]I, P. (2004). Staphylococci isolated from animals and food
with phenotypically reduced susceptibility to [-lactamase-resistant [-lactam
antibiotics. Acta Vet. Hung. 52 : 7-17.

KASZANYITZKY, EJ., JANOSI, S.,, SOMOGYI, P., DAN, A, BLOOIS, L.G,
VANDUIKEREN, E., WAGENAAR, J.A. (2007). MRSA transmission between
cows and humans. Emerg. Infect. Dis. 13 : 630-632.

KATO, D., HANAKI, H., CUI, L., OGURI, T., HIRAMATSU, K. (1998). In vitro
susceptibilities of clinical isolates of Coagulase-Negative Staphylococci to
glycopeptide antibiotics. Jpn. J. Antibiot. 51 : 735-745.

KIRKAN, S., GOKSOY, E.O., KAYA, O. (2005). Identification and antimicrobial
susceptibility of Staphylococcus aureus and Coagulase Negative Staphylococci from
bovine mastitis in the Aydin region of Turkey. Turk J. Vet. Anim. Sci. 29 : 791-796.

KIRECCI, E., COLAK, A. (2002). Kuru dénem baslangicinda subklinik mastitisli ineklerden
izole edilen stafilokok suslarinda metisilin direnci. Kafkas Univ. Vet. Fak. Derg. 8 :
98-100.

KLOOS, W.E., BANNERMAN. T.L. (1994). Update on clinical significance of Coagulase-
Negative Staphylococci. Clin. Microbiol. Rev. 7 : 117-140.

KONEMAN E.W., ALLEN, S.D., DOWELL, V.R., JANDA, W.M., SOMMERS, H.M.,
WINN, W.C. (1988). Preliminary identification of aerobic and facultatively anaerobic
Gram positive cocci. In: Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology. 3rd
Ed., J.B. Lippincott. Philadelphia.

KUMAR, R., YADAYV, B.R., SINGH, R.S. (2010). Genetic determinants of antibiotic
resistance in Staphylococcus aureus isolates from milk of mastitic crossbred cattle.
Curr. Microbiol. 60 : 379-386.

KUWAHARA-ARAI, K., KONDO, N., HORI, S., TATEDA-SUZUKI, E., HIRAMATSU,
K. (1996). Suppression of methicillin resistance in a mecA-containing pre-methicillin-
resistant Staphylococcus aureus strain is caused by the mecl-mediated repression of
PBP 2a production. Antimicrob. Agents Chemother. 40 : 2680-2685.

LEE, J.H. (2003). Methicillin (Oxacillin)-resistant Staphylococcus aureus strains isolated
from major food animals and their potential transmission to humans. Appl. Environ.
Microbiol. 69 : 6489-6494.

LELOGLU, N. (1999). Gram pozitif koklar, Staphylococcus ve Staphylococcus
infeksiyonlari. Ozel Mikrobiyoloji, Epidemiyoloji, Bakteriyel ve Mikotik Infeksiyonlar.
Ed.:M. Arda, A. Minbay, N. Aydin, O. Akay, M. izgiir, N. Leloglu, M. Kahraman, A.
Illgaz, K.S. Diker. 4. baski. Medisan Yayin Serisi No:26, Ulus/Ankara. s.: 39-45.

LEVINE, D. (2006). Vancomycin: A History. Clin. Infect. Dis. 42 : 5-12.

LINA, G., PIEMONT, Y., GODAIL-GAMOT, F., BES, M., PETER, M., GAUDUCHON,
V., VANDENESCH, F., ETIENNE, J. (1999). Involvement of Panton-Valentine
Leukocidin-producing Staphylococcus aureus in primary skin infections and
pneumonia. Clin. Infect. Dis. (1999). 29 : 1128-1132.


http://www.akademiai.com/content/w0217127j647/?p=0756d91f5dbb44beadc53cb13b633fc0&pi=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kato%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hanaki%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cui%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oguri%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hiramatsu%20K%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Jpn%20J%20Antibiot.');
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Gerard+Lina&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Yves+Pi%C3%A9mont&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Florence+Godail-Gamot&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Mich%C3%A8le+Bes&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Marie-Odile+Peter&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Val%C3%A9rie+Gauduchon&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Fran%C3%A7ois+Vandenesch&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Jerome+Etienne&sortspec=date&submit=Submit

77

LUTHIE, P., SCHWARZ, S. (2006). Antimicrobial resistance of Coagulase-Negative
Staphylococci from bovine subclinical mastitis with particular reference to macrolide-
lincosamide resistance phenotypes and genotypes. J. Antimicrob. Chemother. 57 :
966-969.

MARTINEAU, F., PICARD, FJ., LANSAC, N., ME'NARD, C., ROY, P.H.,
OUELLETTE, M., BERGERON, M.G. (2000). Correlation between the resistance
genotype determined by multiplex PCR assays and the antibiotic susceptibility
patterns of Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis. Antimicrob.
Agents Chemother. 44 : 231-238.

MATTHEWS, P.R., STEWART, P.R. (1984). Resistance heterogeneity in methicillin-
resistant Staphylococcus aureus. FEMS Microbiol. Lett. 22 : 161-166.

MC DONALDS, J.S. (1979). Bovine Mastitis. J. Dairy Sci. 62 : 117-118.

MCCORMICK, M.H., STARK, W.M., PITTENDER, R.C., MCGUIRE, J.M. (1956).
Vancomycin, a new antibiotic. Antibiotics Annual. 3 : 606-611.

MOON, J.S., LEE, A.R., KANG, H.M., LEE, E.S,, KIM, M.N., PAIK, Y.H., PARK, Y.H.,,
JOO, Y.S., KOO, H.C. (2007). Phenotypic and genetic antibiogram of methicillin-
resistant staphylococci isolated from bovine mastitis in Korea. J. Dairy Sci. 90 : 1176-
1185.

MULLIS, K.B.(1990). Target amplification for DNA analysis by the polymerase chain
reaction. Ann. Biol. Clin. (Paris). 48 : 579-582.

MYLLYS, V., ASPLUND, K., BROFELDT, E., HIRVELA-KOSKI, V., HONKANEN-
BUZALSKI, T., JUNTTILA, J., KULKAS, L., MYLLYKANGAS, O., NISKANEN,
M., SALONIEMI, H., SANDHOLM, M., SARANPAA, T. (1998). Bovine mastitis in
Finland in 1988 and 1995-Changes in prevalence and antimicrobial resistance. Acta
Vet. Scand. 39 : 119-126.

NAKATOMI, Y., SUGIYAMA, J. (1998). A rapid latex agglutination assay for the
detection of penicillin-binding protein 2. Microbiol. Immunol. 42 : 739-743.

NAKIPOGLU,Y., DERBENTLI, S., ATAHAN A., CAGATAY, A.A.,, KATRANCI, H.
(2005). Investigation of Staphylococcus strains with heterogeneous resistance to
glycopeptides in a Turkish university hospital. BMC Infect. Dis. 5 : 31.

NAM, H.M., KIM, J.M., LIM, S.K., JANG, K.C., JUNG, S.C. (2010). Infectious aetiologies
of mastitis on Korean dairy farms during 2008. Res. Vet. Sci. 88 : 372-374.

NCCLS (NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS).
(1999). Performance standards for antimicrobial susceptibility testing. 9th
informational supplement, Approved standard M100-S9, NCCLS, Wayne,
Pennsylvania

NCCLS (2000). Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow
aerobically. Approved standard M7-A5, 5th ed., NCCLS, Wayne, Pennsylvania.

NCCLS (2004). Performance standards for antimicrobial susceptibility testing. 14th
informational supplement, Approved standard M100-S14, NCCLS, Wayne,
Pennsylvania.

NICKERSON, S.C., OWENS, W.E., BODDIE, R.L. (1995). Mastitis in dairy heifers: initial
studies on prevalence and control. J. Dairy Sci. 78 : 1607-1618.

NOBLE, W.C., VIRANI, Z., CREE, R.G. (1992). Co-transfer of vancomycin and other
resistance genes from E. faecalis NCTC 12201 to S. aureus. FEMS Microbiol. Lett. 72
: 195-198.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22L%C3%BCthje%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schwarz%20S%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Antimicrob%20Chemother.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Antimicrob%20Agents%20Chemother.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Antimicrob%20Agents%20Chemother.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Moon%20JS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lee%20AR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kang%20HM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lee%20ES%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kim%20MN%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Paik%20YH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Park%20YH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Joo%20YS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Koo%20HC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Dairy%20Sci.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mullis%20KB%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Ann%20Biol%20Clin%20(Paris).');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nam%20HM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lim%20SK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jang%20KC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jung%20SC%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Res%20Vet%20Sci.');

78

NUNES, AP.F., TEIXEIRA, L.M., IORIO, N.L.P., BASTOS, C.C.R.,, DE SOUSA
FONSECA, L. SOUTO-PADRON, T. DOS SANTOS, K.R.N. (2006).
Heterogeneous resistance to vancomycin in  Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus haemolyticus and  Staphylococcus warneri  clinical — strains:
characterisation of glycopeptide susceptibility profiles and cell wall thickening. Int. J.
Antimicrob. Agents. 27 : 307-315.

OLDE RIEKERINK, R. G. M., BARKEMA H. W., KELTON, D. F.,, SCHOLL, D. T.
(2008). Incidence rate of clinical mastitis on canadian dairy farms. J. Dairy Sci. 91 :
1366-1377.

OLIVEIRA, G.A., DELL'AQUILA, AM., MASIERO, R.L., LEVY, C.E., GOMES, M.S.,
CUI, L., HIRAMATSU, K, MAMIZUKA, E.M. (2001). Isolation in Brazil of
nosocomial Staphylococcus aureus with reduced susceptibility to vancomycin. Infect.
Control Hosp. Epidemiol. 22 : 443-448.

OWENS, W.E. (1987). Isolation of Staphylococcus aureus L forms from experimentally
induced bovine mastitis. J. Clin. Microbiol. 25 : 1956-1961.

PERICHON, B., COURVALIN, P. (2009). VanA-type vancomycin-resistant Staphylococcus
aureus. Antimicrob. Agents Chemother. 53 : 4580-4587.

PEREIRA, M.S., SIQUEIRA-JUNIOR, J.P. (1995). Antimicrobial drug resistance in
Staphylococcus aureus isolated from cattle in Brazil. Lett. Appl. Microbiol. 20 : 391-
395.

PETERSSON-WOLFE, C.S., MULLARKY, IK., JONES, G.M. (2010). Staphylococcus
aureus mastitis: Cause, detection, and control. Virginia Cooperative Extension.
Publication No : 404-229.

PITKALA, A., HAVERI, M., PYORALA, S., MYLLYS, V., HONKANEN-BUZALSKI, T.
(2004). Bovine mastitis in Finland 2001- prevalence, distribution of bacteria and
antimicrobial resistance. J. Dairy Sci. 87 : 2433-2441.

PLOY, M.C., GRELAUD, C., MARTIN, C., DE LUMLEY, L., DENIS, F. (1998). First
clinical isolate of wvancomycin-intermediate Staphylococcus aureus in a French
hospital. Lancet. 351 : 1212.

PYORALA, S. (2003). Indicators of inflammation in the diagnosis of mastitis. Vet. Res. 34 :
565-578.

PYORALA, S. (2006). Treatment of clinical mastitis: local and/or systemic? short or long?.
World Buiatrics Congress 2006 - NICE, FRANCE.

PYORALA, S., TAPONEN, S. (2009). Coagulase-Negative Staphylococci-Emerging
mastitis pathogens. Vet. Microbiol. 134 : 3-8.

QAIYUMI, S. (2007). Macro- and microdilution methods of antimicrobial susceptibility
testing. In: Antimicrobial Susceptibility Testing Protocols. Ed.: R. Schwalbe, L.
Steele-Moore, A. C. Goodwin. CRC Press, Taylor and Francis Group, Boca Raton,
Florida, USA. p.: 75-81.

RAINARD, P., CORRALES, J.C., BARRIO, M.B., COCHARD, T., POUTREL, B. (2003).
Leucotoxic activities of Staphylococcus aureus strains isolated from cows, ewes, and
goats with mastitis: Importance of LukM/LukF-PV leukotoxin. Clin. Diagn. Lab.
Immunol. 10 : 272-277.

RAJALA-SCHULTZ, P.J., SMITH, K.L., HOGAN, J.S., LOVE, B.C. (2004). Antimicrobial
susceptibility of mastitis pathogens from first lactation and older cows. Vet. Microbiol.
102 : 33-42.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235059%232006%23999729995%23620793%23FLA%23&_cdi=5059&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000067391&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6667097&md5=4d471be139bd7bb5ae005ba4d3088ee8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oliveira%20GA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dell'Aquila%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Masiero%20RL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Levy%20CE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gomes%20MS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cui%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hiramatsu%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mamizuka%20EM%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Infect%20Control%20Hosp%20Epidemiol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Infect%20Control%20Hosp%20Epidemiol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7786507?ordinalpos=18&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7786507?ordinalpos=18&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pitk%C3%A4l%C3%A4%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Haveri%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Py%C3%B6r%C3%A4l%C3%A4%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Myllys%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Honkanen-Buzalski%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ploy%20MC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gr%C3%A9laud%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martin%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Lumley%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Denis%20F%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Lancet.');
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Richard+Schwalbe
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Lynn+Steele-Moore
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Lynn+Steele-Moore
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Avery+C.+Goodwin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rajala-Schultz%20PJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Smith%20KL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hogan%20JS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Love%20BC%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Vet%20Microbiol.');

79

REYNOLDS, P.E. (1989). Structure, biochemistry and mechanism of action of glycopeptide
antibiotics. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 8 : 943-950.

ROBERSON, J.R., FOX, L.K., HANCOCK, D.D., GAY, J.M., BESSER, T.E. (1996).
Prevalence of Coagulase-Positive Staphylococci, other than Staphylococcus aureus, in
bovine mastitis. Am. J. Vet. Res. 57 : 54-58.

RSHM (REFIK SAYDAM HIFZISSIHHA MERKEZI). (2010). Klinik 6rneklerden
Staphylococcus aureus tamimlamasi ve metisilin direncinin belirlenmesi igin
laboratuvar standart uygulama prosediirleri.

Erisim : [http://www.rshm.gov.tr/enfeksiyon/dosya/lab.doc].
Erisim Tarihi : 01.10.2010.

RYFFEL, C., KAYSER, F.H., BERGER-BACHI, B. (1992). Correlation between regulation
of mecA transcription and expression of methicillin resistance in staphylococci.
Antimicrob Agents Chemother. 36 : 25-31.

SABATH, L.D. (1977). Chemical and physical factors influencing methicillin resistance of
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis. J. Antimicrob. Chemother. 3 :
47-51.

SABATH, L.D., WALLACE, SJ., GERSTEIN, D.A. (1972). Suppression of intrinsic
resistance to methicillin and other penicillins in Staphylococcus aureus. Antimicrob.
Agents Chemother. 2 : 350-355.

SABUNCUOGLU, N., COBAN, O. (2006). Mastitis Ekonomisi. Atatiirk Univ. Vet. Bil.
Derg.1:1-5.

SAKOULAS, G.,, GOLD, H.S., VENKATARAMAN, L., DEGIROLAMI, P.C.,
ELIOPOULOS, G. M., QIAN, Q (2001). Methicillin-resistant Staphylococcus aureus:
Comparison of susceptibility testing methods and analysis of mecA-positive
susceptible strains. J. Clin. Microbiol. 39 : 3946-3951.

SAMPIMON, O.C., VERNOOIJ, J.C., MEVIUS, D.J., SOL, J. (2007). Sensitivity to various
antibiotics of Coagulase-Negative Staphylococci isolated from samples of milk from
Dutch dairy cattle. Tijdschr Diergeneeskd. 132 : 200-204.

SANCAK, B. (2007). Staphylococcus aureus’ta metisilin ve vankomisin direnci. Hacettepe
Tip Derg. 38:127-134.

SAREYYUPOGLU, B., CANTEKIN, Z., AKAN, M. (2006). Mastitisli siitlerden izole
edilen stafilokoklarda metisilin direncinin fenotipik ve genotipik belirlenmesi. VII.
Ulusal Veteriner Mikrobiyoloji Kongresi, Bildiri Ozet Kitab, s.: 98-99.

SARGEANT, J.M,, SCOTT, H.M., LESLIE, K.E., IRELAND, M.J., BASHIRI, A.. (1998).
Clinical mastitis in dairy cattle in Ontario: Frequency of occurrence and
bacteriological isolates. Can. Vet. J. 39 : 33-38.

SCHLEGELOVA, J., BABAK, V., KLIMOVA, E., LUKASOVA, J., NAVRATILOVA, P.,
SUSTACKOVA, A., SEDIVA, 1., RYSANEK, D. (2002). Prevalence of and
resistance to anti-microbial drugs in selected microbial species isolated from bulk milk
samples. J. Vet. Med. B. Infect. Dis. Vet. Public Health. 49 : 216-225.

SCHWALBE, R.S., STAPLETON, J.T., GILLIGAN, P.H. (1987). Emergence of
vancomycin resistance in Coagulase-Negative Staphylococci. N. Engl. J. Med. 316 :
927-931.

SHI, D., HAO,Y., ZHANG, A., WULAN, B., FAN, X. (2010). Antimicrobial resistance of
Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitis in China. Transbound. Emerg.
Dis. 57 : 221-224.


http://www.springerlink.com/content/?Author=P.+E.+Reynolds
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Roberson%20JR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Fox%20LK%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hancock%20DD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gay%20JM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Besser%20TE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Am%20J%20Vet%20Res.');
http://www.rshm.gov.tr/enfeksiyon/dosya/lab.doc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1375449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1375449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4494489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4494489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sampimon%20OC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vernooij%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mevius%20DJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sol%20J%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Tijdschr%20Diergeneeskd.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schlegelov%C3%A1%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bab%C3%A1k%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kl%C3%ADmov%C3%A1%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Luk%C3%A1sov%C3%A1%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Navr%C3%A1tilov%C3%A1%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sust%C3%A1ckov%C3%A1%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sediv%C3%A1%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rys%C3%A1nek%20D%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Vet%20Med%20B%20Infect%20Dis%20Vet%20Public%20Health.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schwalbe%20RS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stapleton%20JT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gilligan%20PH%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'N%20Engl%20J%20Med.');

80

SIERADZKI, K., VILLARI, P., TOMASZ, A. (1998). Decreased susceptibilities to
teicoplanin and vancomycin among coagulase-negative methicillin-resistant clinical
isolates of Staphylococci. Antimicrob. Agents Chemother. 42 : 100-107.

SIEVERT, D.M., RUDRIK, J.T., PATEL, J.B., MCDONALD, L.C., WILKINS, M.J.,
HAGEMAN, J.C. (2008). Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus in the United
States, 2002-2006. Clin. Infect. Dis. 46 : 668-674.

SOL, J.,, SAMPIMON, O.C., BARKEMA, HW., SCHUKKEN, Y.H. (2000). Factors
associated with cure after therapy of clinical mastitis caused by Staphylococcus
aureus. J. Dairy Sci. 83 : 278-284.

SPOHR, M., RAU, J., FRIEDRICH, A., KLITTICH, G., FETSCH, A., GUERRA, B,
HAMMERL, J.A., TENHAGEN, B.A. (2010). Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) in three dairy herds in Southwest Germany. Zoon. Publ. Health., no.
doi: 10.1111/j.1863-2378.2010.01344.x. 11 July 2010.

STAPLETON, P.D., TAYLOR, P.W. (2002). Methicillin resistance in Staphylococcus
aureus: mechanisms and modulation. Sci. Prog. 85 : 57-72.

STASTKOVA, Z., KARPISKOVA, S., KARPISKOVA, R. (2009). Findings of methicillin-
resistant strains of Staphylococcus aureus in livestock. Czech J. Food Sci. 27 : 36-41.

STUCKEY, S. (2007). Automated systems: An overview. In: Antimicrobial Susceptibility
Testing Protocols. Ed.: R. Schwalbe, L. Steele-Moore, A. C. Goodwin. CRC Press,
Taylor and Francis Group, Boca Raton, Forida, USA. p.: 81-91.

SUTRA, L. and POUTREL, B. (1994). Virulence factors involved in the pathogenesis of
bovine intramammary infections due to Staphylococcus aureus. J. Med. Microbiol. 40
: 79-89.

SUTRA, L., RAINARD, P., POUTREL, B. (1990). Phagocytosis of mastitis isolates of
Staphylococcus aureus and expression of type 5 capsular polysaccharide are
influenced by growth in the presence of milk. J. Clin. Microbiol. 28 : 2253-2258.

SWENSON, J.M, , TENOVER, F.C., THE CEFOXITIN DISK STUDY GROUP. (2005).
Results of disk diffusion testing with cefoxitin correlate with presence of mecA in
Staphylococcus spp. J. Clin. Microbiol. 43 ;: 3818-3823.

SWENSON, J.M., WILLIAMS, P.P., KILLGORE, G., O'HARA, C.M., TENOVER, F.C.
(2001). Performance of eight methods, including two new rapid methods for detection
of oxacillin resistance in a challenge set of Staphylococcus aureus organisms. J. Clin.
Microbiol. 39 : 3785-3788.

SEKER, E., OZENC, E.. (2010). Mastitisli inek siitlerinden izole edilen Koagulaz Negatif
Stafilokoklarin antibiyotik direnglilikleri. Y.Y.U. Vet. Fak. Derg. 21 : 109 — 113.

TAPONEN, S., PYORALA, S. (2009). Coagulase-Negative Staphylococci as cause of
bovine mastitis-Not so different from Staphylococcus aureus?. Vet. Microbiol. 134 :
29-36.

TAPONEN, S., SIMOJOKI, H., HAVERI, M., LARSEN, H.D., PYORALA, S. (2006).
Clinical characteristics and persistence of bovine mastitis caused by different species
of Coagulase-Negative Staphylococci identified with APl or AFLP. Vet. Microbiol.
115 : 199-207.

TARIM  BAKANLIGI, BURDUR TARIM IL MUDURLUGU. (2010).
Erisim : [http://www.burdur-tarim.gov.tr]. Erisim Tarihi : 01.07.2010.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18257700
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18257700
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sol%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sampimon%20OC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Barkema%20HW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schukken%20YH%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Dairy%20Sci.');
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Richard+Schwalbe
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Lynn+Steele-Moore
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Avery+C.+Goodwin

81

TEL, O.Y., KESKIN, O., ZONTURLU, A.K., ARSERIM KAYA, N.B. (2009).  Sanlurfa
yoresinde subklinik mastitislerin goriilme orani, aerobik bakteri izolasyonu ve duyarl
antibiyotiklerin belirlenmesi. F.U. Sag. Bil. Vet. Derg. 23 : 101-106.

TENHAGEN, B.A., KOSTER, G., WALLMANN, J., HEUWIESER, W. (2006). Prevalence
of mastitis pathogens and their resistance against antimicrobial agents in dairy cows in
Brandenburg, Germany. J. Dairy Sci. 89 : 2542-2551.

TENOVER, FC. (2006). Mechanisms of antibacterial resistance in bacteria. Am. J. Infect.
Control. 34 : 3-10.

TENOVER, F.C., JONES, R.N., SWENSON, J.M., ZIMMER, B., MCALLISTER, S,
JORGENSEN, J.H., THE NCCLS STAPHYLOCOCCUS WORKING GROUP.
(1999). Methods for improved detection of oxacillin resistance in Coagulase-Negative
Staphylococci: results of a multicenter study. J. Clin. Microbiol. 37 : 4051-4058.

TENOVER, F.C., WEIGEL, L.M., APPELBAUM, P.C., MCDOUGAL, L.K., CHAITRAM,
J., MCALLISTER, S., CLARK, N., KILLGORE, G., OHARA, C.M,, JEVITT, L.,
PATEL, J.B., BOZDOGAN, B. (2004). Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus
isolate from a patient in Pennsylvania. Antimicrob. Agents Chemother. 48 : 275-280.

TOLLERSRUD, T., KENNY, K., REITZ, AJ., LEE, J.C. (2000). Genetic and serologic
evaluation of capsule production by bovine mammary isolates of Staphylococcus
aureus and other Staphylococcus spp. from Europe and the United States. J. Clinic.
Microbiol. 38 : 2998-3003.

TURKYILMAZ, S., TEKBIYIK, S., ORYASIN, E., BOZDOGAN, B. (2010) Molecular
epidemiology and antimicrobial resistance mechanisms of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus isolated from bovine milk. Zoon. Publ. Health. 57 : 197-203.

TURUTOGLU, H., ERCELIK, S., OZTURK, D. (2006). Antibiotic resistance of S. aureus
and Coaguase Negative Staphylococci isolated from bovine mastitis. Bull. Vet. Inst.
Pulawy. 50 : 41-45.

TURUTOGLU, H., HASOKSUZ, M., OZTURK, D., YILDIRIM, M., SAGNAK, S. (2009).
Methicillin and aminoglycoside resistance in Staphylococcus aureus isolates from
bovine mastitis and sequence analysis of their mecA genes. Vet. Res. Commun. 33 :
945-956.

TURUTOGLU, H., MUDUL, S., PEHLIVANOGLU, F. (2002). Antibiotic susceptibility
and B-lactamase prevalence for Staphylococci isolated from bovine mastitic milk
samples. Acta Vet-Beograd. 52 : 337-344.

TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) (2010). Hayvansal Uretim istatistikleri.
Erigim: [http://www.tuik.gov.tr]. Erigsim Tarihi : 01.07.2010.

UNAL, S. (1996). Stafilokoklarda melisilin direng mekanizmalar1 ve metisilin direng tespit
yontemleri. Flora. 1 : 14-17.

UNAL, S. (2009). MRSA problemi. ANKEM Derg. 23 : 1-12.

VANDERHAEGHEN, W., CERPENTIER, T., ADRIAENSEN, C., VICCA, J., HERMANS,
K., BUTAYE, P. (2010). Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ST398
associated with clinical and subclinical mastitis in Belgian cows. Vet. Microbiol. 144 :
166-171.

VIRGIN, J.E., VAN SLYKE, T.M., LOMBARD, J.E., ZADOKS, R.N. (2009). Short
communication: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus detection in US bulk tank
milk . J. Dairy Sci. 92 : 4988-4991.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%2359175%232006%23999109992%231772130%23FLA%23&_cdi=59175&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000067391&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6667097&md5=3cf2c6e11459192e87406f589dbb8c39
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%236686%232006%23999659994.8998%23626350%23FLA%23&_cdi=6686&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000067391&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6667097&md5=007526a9eb88913225344644bbeeb7ec
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tenover%20FC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Weigel%20LM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Appelbaum%20PC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McDougal%20LK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chaitram%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chaitram%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McAllister%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Clark%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Killgore%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22O'Hara%20CM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jevitt%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Patel%20JB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bozdogan%20B%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Antimicrob%20Agents%20Chemother.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22T%C3%BCrkyilmaz%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tekbiyik%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oryasin%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bozdogan%20B%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Zoonoses%20Public%20Health.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Zoonoses%20Public%20Health.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Zoonoses%20Public%20Health.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Zoonoses%20Public%20Health.');
http://www.springerlink.com/content/?Author=Hulya+Turutoglu
http://www.springerlink.com/content/?Author=Mustafa+Hasoksuz
http://www.springerlink.com/content/?Author=Dilek+Ozturk
http://www.springerlink.com/content/?Author=Murat+Yildirim
http://www.springerlink.com/content/?Author=Sonay+Sagnak
http://staphylococcus.researchtoday.net/
http://mrsa.researchtoday.net/
http://mastitis.researchtoday.net/
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%2359175%232009%23999079989%231633123%23FLA%23&_cdi=59175&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000067391&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6667097&md5=4cacb807d61ff529b17a2dd44ab49258

82

VURAL, R., ESENDAL, O., iZGUR, H., ASLAN, S., KILICOGLU, C. (1999). Holstein
diivelerde subklinik mastitis olgulari. 1. Ilk laktasyon siiresince meme ici
enfeksiyonlar1. Ankara Univ. Vet. Fak. Derg. 46 : 287-298.

WAAGE, S., MORK, T., ROROS, A., AASLAND, D., HUNSHAMAR, A., UDEGAARD,
S. A. (1999). Bacteria associated with clinical mastitis in dairy heifers. J. Dairy. Sci.
82:712-719.

WAGNER, A. (2007). Disk difiizyon test and gradient methodologies. In: Antimicrobial
Susceptibility Testing Protocols. Ed.: R. Schwalbe, L. Steele-Moore, A. C. Goodwin.
CRC Press, Taylor and Francis Group. Boca Raton, Forida, USA , p.: 53-75.

WANESS, A. (2010). Revisiting methicillin-resistant Staphylococcus aureus infections. J.
Global Infect. Dis. 28 : 49-56.

WARD, P.B., JOHNSON, P.D., GRABSCH, E.A., MAYALL, B.C., GRAYSON, M.L.
(2001) . Treatment failure due to methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
with reduced susceptibility to vancomycin. Med. J. Aust. 175 : 480-483.

WEIGEL, L.M., CLEWELL, D.B., GILL, S.R.,, CLARK, N.C., MCDOUGAL, L.K,
FLANNAGAN, S.E., KOLONAY, J.F., SHETTY, J., KILLGORE, G.E.,
TENOVER, F.C. (2003). Genetic analysis of a high-level vancomycin-resistant isolate
of Staphylococcus aureus. Science. 302 : 1569-1571.

WEIGEL, L.M., DONLAN, R.M., SHIN, D.H., JENSEN, B., CLARK, N.C., MCDOUGAL,
LK., ZHU, W., MUSSER, K.A.,, THOMPSON, J.,, KOHLERSCHMIDT, D.,
DUMAS, N., LIMBERGER R.J.,, PATEL, J.B. (2007). High-level vancomycin-
resistant Staphylococcus aureus isolates associated with a polymicrobial biofilm.
Antimicrob. Agents Chemother. 51 : 231-238.

WELCH, W.D., SOUTHERN, P.M. (1984). Unusual susceptibility of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus to erythromycin, clindamycin, gentamicin, and tetracycline at
30 degrees C but not at 35 degrees C. J. Clin. Microbiol. 19 : 831-833.

WINN, WJr., ALLEN, S., JANDA, W. KONEMAN, E. PROCOP, G,
SCHRECKENBERGER, P., WOODS, G. (2006). Koneman's Color Atlas and
Textbook of Diagnostic Microbiology. 6th Ed. Lippincott Williams and Wilkins.
Baltimore, MD, USA.

WONG, S.S., HO, P.L, WOO, P.C., YUEN, K.Y. (1999). Bacteremia caused by
Staphylococci with inducible vancomycin heteroresistance. Clin. Infect. Dis. 29 : 760-
767.

WOOTTON, M., HOWE, R.A., HILLMAN, R., WALSH, T.R., BENNETT, P.M,,
MACGOWAN, A.P. (2001). A modified population analysis profile (PAP) method to
detect hetero-resistance to vancomycin in Staphylococcus aureus in a UK hospital. J.
Antimicrob. Chemother. 47 : 399-403.

YOUNIS, A, LEITNER, G., HELLER, D.E., SAMRA, Z., GADBA, R., LUBASHEVSKY,
G., CHAFFER, M., YADLIN, N., WINKLER, M., SARAN, A. (2000). Phenotypic
characteristics of Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitis in Israeli dairy
herds. J. Vet. Med. B. 47 : 591-597.

ZHU, W., CLARK, N.C., MCDOUGAL, L.K., HAGEMAN, J., MCDONALD, L.C,
PATEL, J.B. (2008). Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus isolates associated
with Inc18-Like vanA plasmids in Michigan. Antimicrob. Agents Chemother. 52 : 452-
457.


http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Richard+Schwalbe
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Lynn+Steele-Moore
http://productsearch.barnesandnoble.com/search/results.aspx?store=book&ATH=Avery+C.+Goodwin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ward%20PB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Johnson%20PD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Grabsch%20EA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mayall%20BC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Grayson%20ML%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Med%20J%20Aust.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6565708
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6565708
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6565708
http://www.amazon.com/Konemans-Color-Textbook-Diagnostic-Microbiology/dp/0781730147/ref=sr_1_1?s=books&ie=UTF8&qid=1288173911&sr=1-1
http://www.amazon.com/Konemans-Color-Textbook-Diagnostic-Microbiology/dp/0781730147/ref=sr_1_1?s=books&ie=UTF8&qid=1288173911&sr=1-1
http://www.amazon.com/Konemans-Color-Textbook-Diagnostic-Microbiology/dp/0781730147/ref=sr_1_1?s=books&ie=UTF8&qid=1288173911&sr=1-1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wong%20SS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ho%20PL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Woo%20PC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yuen%20KY%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Clin%20Infect%20Dis.');

83

ZSCHOCKA, M., KLOPPERTB, B., WOLTERB, W., HAMANNA, H.P., LAMMLERC,
C.H. (2005). Pattern of enterotoxin genes seg, seh, sei and sej positive Staphylococcus
aureus isolated from bovine mastitis. Vet. Microbiol. 108 : 243-249.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD6-4G7JXR3-1&_user=6667097&_coverDate=07%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000067391&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6667097&md5=4f04c049e589caa86c8a14b6083ebe9f#aff1#aff1
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD6-4G7JXR3-1&_user=6667097&_coverDate=07%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000067391&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6667097&md5=4f04c049e589caa86c8a14b6083ebe9f#aff2#aff2
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD6-4G7JXR3-1&_user=6667097&_coverDate=07%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000067391&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6667097&md5=4f04c049e589caa86c8a14b6083ebe9f#aff2#aff2
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD6-4G7JXR3-1&_user=6667097&_coverDate=07%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000067391&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6667097&md5=4f04c049e589caa86c8a14b6083ebe9f#aff1#aff1
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD6-4G7JXR3-1&_user=6667097&_coverDate=07%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000067391&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6667097&md5=4f04c049e589caa86c8a14b6083ebe9f#aff3#aff3
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03781135
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235190%232005%23998919996%23598654%23FLA%23&_cdi=5190&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000067391&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6667097&md5=23b42903c94a627a120d2dcaf77dbed4

84

OZGECMIS
I-Bireysel Bilgiler
Adi : Faruk
Soyadi : PEHLIVANOGLU
Dogum yeri ve tarihi : Ayazkent-Bergama (IZMIR), 29/06/1970
Uyrugu :T.C.
Medeni Durumu : Evli
Askerlik Durumu : Yapmis

lletisim adresi ve telefonu  : Armagan Ilci Bulvari, Bozkurt Mahallesi,

l1-Egitimi
1998 — 2001

1997 — 1998

1996 — 1997

1995 — 1996

1988 — 1993

1984 — 1987

1981 - 1984
1976 — 1981

Yabanci Dili:

Toki Evleri, C4/32, Merkez/Burdur
0536 450 51 90

University of Florida, College of Veterinary Medicine, Gainesville-
Florida, USA.

The Ohio State University, College of Veterinary Medicine (Master of
Science), Columbus-Ohio, USA.

University of Pennsylvania, English Language Programs,
Philadelphia-Pennsylvania, USA.

Orta Dogu Teknik Universitesi, Yabanci Diller Yiiksek Okulu, Temel
Ingilizce Béliimii, Ingilizce Dil Egitim Programi, Ankara.

Uludag Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Bursa.

[zmir Bergama Lisesi

Bergama Ayazkent Ortaokulu

Bergama Ayazkent Ilkokulu

Ingilizce



85

111-Unvanlar:

Veteriner Hekim (1993)
Master Derecesi (1998)
Ogretim Gorevlisi (2002)

IVV- Mesleki Deneyim

2002 - 2006 Akdeniz Universitesi, Burdur Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 - Ogretim Gérevlisi.

2006 —....  Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji

Anabilim Dal1 - Ogretim Gérevlisi.

V. Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar

Veteriner Hekimleri Mikrobiyoloji Dernegi

VI- Bilimsel Ilgi Alanlari
Yayinlarn

PEHLIVANOGLU, F., MORISHITA, T.Y., AYE, P.P.,, PORTER, R.E. (Jr).,
ANGRICK, E.J.,, HARR, B.S., NERSESSIAN, B. (1999). The effect of route
of inoculation on the virulence of raptorial Pasteurella multocida isolates in
Pekin ducks (Anas platyrhynchos). Avian Dis. 43 : 116-121.

TURUTOGLU, H., MUDUL, S., PEHLIVANOGLU, F. (2002). Antibiotic
susceptibility and beta-lactamase prevalence for Staphylococci isolated from
bovine mastitic milk samples. Acta Vet-Beograd. 52 : 337-244.

PEHLiIVANOGLU, F., YARDIMCI, H. (2007). Deniz Memelilerinin Bakteriyel
Hastaliklar1. Veteriner Hekimler Dernegi Dergisi. 78 : 51-56.

TURUTOGLU, H., OZTURK, D., GULER, L., PEHLIVANOGLU, F. (2007).
Presence and characteristics of sorbitol-negative Escherichia coli O157 in
healthy sheep faeces. Veterinarni Medicina, 52 : 301- 307.

KURSUN, O., TASCI, F., AKCAN KALE, AS. BASKAYA, R,
PEHLIVANOGLU, F. (2009). Study on microbiological quality of rabbit
meat. Indian Vet. J. 86 : 18-21.

OZTURK, D., PEHLIVANOGLU, F., TOK, AA., GUNLU, S., GULDALLI, Y.,
TURUTOGLU, H. (2010). Seroprevalence of Paratuberculosis in the Burdur
province (Turkey), in dairy cattle using The Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA). Isr.J. Vet. Med. 65 : 53-57.


http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&name=Gunlu%20S&ut=000280936500006&pos=4
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&name=Guldali%20Y&ut=000280936500006&pos=5&cacheurlFromRightClick=no
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&name=Turutoglu%20H&ut=000280936500006&pos=6
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&page=1&doc=3&cacheurlFromRightClick=no
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&page=1&doc=3&cacheurlFromRightClick=no
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&page=1&doc=3&cacheurlFromRightClick=no

86

OZTURK, D., PEHLIVANOGLU, F., KALE, M., TOK, A.A,, GULDALI, Y.,
TURUTOGLU, H. (2010) In vitro diagnosis of bovine Tuberculosis by
gamma-interferon assay. Kafkas Univ. Vet. Fak. Derg. 16 : 875-878.

ATA, A, TURUTOGLU, H., KALE, M., GULAY, M.S., PEHLIVANOGLU, F.
(2010). Microbial flora of normal and abnormal cervical mucous discharge
associated with reproductive performance of cows and heifers in estrus.
Asian Australas. J. Anim. Sci. 23 : 1007-1012.

PEHLiVANOC}LU, F., KALE, M., YUKARI, B.A. (2006). Keneler ve Kanamali
Kirim Kongo Atesi. Tarimin Sesi. 11 : 13-15.

KALE, M., BULUT, 0., YAPKIC, O., GULAY, M.S., PEHLIVANOGLU, F.,
ATA, A., YAVRU, S. (2007). Effects of subclinical Bovine Leukemia Virus
Infection on some production parameters in a dairy farm in Southern Turkey. J.
S. Afr. Vet. Assoc. 78 : 130-132.

KALE, M., KURSUN, O., PEHLIVANOGLU, F. (2007). Detection of central
nervous system tissues as BSE specified risk material in processed and raw
meat products in Turkey. J. Food Saf. 27 : 56-65.

ACAR, A., YAVRU, S., KALE, M., BULUT, O., AVCI, O., PEHLIVANOGLU, F.
(2008). Caprine Arthritis Encephalitis Virus Infection in kids with arthritis.
Indian Vet. J. 85 : 824-825.

KALE, M., KURSUN, O., AKCAN KALE, A., PEHLIVANOGLU, F., GUNER,
A. (2009). Detection of spinal cord tissues as Bovine Spongiform
Encephalopathy specified risk material (BSE-SRM) in beef carcasses during
splitting in Turkish abattoirs. J. Food Saf. 29 : 575-587.

Ulusal Kongre ve Sempozyumlar

TURUTOGLU, H., ERCELIK, S., TASCI, F., PEHLIVANOGLU, F. (2004).
Subklinik mastitisli inek siitlerinde koagiilaz pozitif stafilokoklarin tiip
koagiilaz testi ile direkt teshisi. VI. Ulusal Veteriner Mikrobiyoloji Kongresi
(Uluslararasi Katilimly), Firat Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Elazig, 14-16
Eyliil 2004.

ATA, A., KALE, M. TURUTOGLU, H., YAVRU, S. YAPKIC, O.
PEHLiIVANOGLU, F., BULUT, O., CELIK, H.H. (2004). inek ve diivelerde
anormal servikal mukusun fertilite tizerine etkisi. 3. Ulusal Reprodiiksiyon ve
Suni Tohumlama Kongresi, Orsem, Colakli-Manavgat, Antalya, 30 Eyliil-02
Ekim 2004.

TURUTOGLU, H., OZTURK, D., GULER, L., PEHLIVANOGLU, F. (2006).
Saglikli koyun diskilarinda E. coli O157 : H7 ‘nin varligi ve ozellikleri. VII.
Ulusal Veteriner Mikrobiyoloji Kongresi (Uluslararast Katilimly), Side-
Antalya, 26-28 Eyliil 2006.


http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&name=Tok%20AA&ut=000282824100026&pos=4
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&name=Guldali%20Y&ut=000282824100026&pos=5
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&name=Turutoglu%20H&ut=000282824100026&pos=6
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&page=1&doc=1
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&page=1&doc=1
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&name=Gulay%20MS&ut=000279576800005&pos=4
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&name=Pehlivanoglu%20F&ut=000279576800005&pos=5
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&page=1&doc=4&cacheurlFromRightClick=no
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=R1MPJF5E8NDJkFLh6CF&page=1&doc=4&cacheurlFromRightClick=no

87

KURSUN, O., TASCI, F., AKCAN KALE, AS., BASKAYA, R,
PEHLIVANOGLU, F. (2006). Tavsan etlerinin mikrobiyolojik kalitesi
tizerine bir arastirma. 2. Ulusal Veteriner Gida Hijyeni Kongresi (Uluslararasi
Katiliml1), Istanbul, 18-20 Eyliil 2006.

KALE, M., KURSUN, O., PEHLIVANOGLU, F. (2006). Tiirkiye’de iiretilen et ve
et triinlerinde BSE risk materyali olan merkezi sinir sistemi dokularinin
kontrolii. 2. Ulusal Veteriner Gida Hijyeni Kongresi (Uluslararast Katilimli),
Istanbul, 18-20 Eyliil 2006.

KALE, M., KURSUN, O., AKCAN KALE, A.S., PEHLIVANOGLU, F., GUNER,
A., BASKAYA, R.,, DOGRUER, Y. OZTURK, C. (2008). Tirk
mezbahalarinda sig@ir  karkaslarmin  ikiye ayrilmasi esnasinda Bovine
Spongiform Encephalopati spesifik risk materyali (BSE-SRM) olarak bilinen
spinal kord dokularinin kontrolii. VIII. Ulusal Veteriner Mikrobiyoloji
Kongresi (Uluslararasi Katilimli), Yiiziincii Yil Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Van, 07-09 Ekim 2008.

KALE, M., KURSUN, O. AKCAN KALE, A.S. PEHLiVANOGLU, F.,
HASIRCIOGLU, S., YAVRU, S. (2008). Tiirkiye’nin giiney bélgesinde 6zel
bir mezbaha isletmesinde pargalanmis sigir etlerinde spinal kord dokusunun
arastirilmasi. VIII. Ulusal Veteriner Mikrobiyoloji Kongresi (Uluslararast
Katiliml1), Yiiziincii Y1l Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Van, 07-09 Ekim
2008.

OZTURK, D., PEHLIVANOGLU, F. KALE, M., TOK, A.A., GULDALI, V.,
TURUTOGLU, H. (2008). Tiiberkiilosis’in gamma interferon testi ile in vitro
teshisi. VIII. Ulusal Veteriner Mikrobiyoloji Kongresi (Uluslararast Katilimly),
Yiiziincii Y1l Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Van, 07-09 Ekim 2008.

PEHLiVANOGLU, F., OZTURK, D., GUNLU, S.,GULDALI, Y., TURUTOGLU,
H. (2008). Burdur ilinde yavru atma problemli siit sigir1 isletmelerinde
Brusellozis’in goriilme sikligi. VIII. Ulusal Veteriner Mikrobiyoloji Kongresi

(Uluslararast Katilimli), Yiiziincii Y1l Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Van,
07-09 Ekim 2008.

KALE, M., OZTURK, D., HASIRCIOGLU, S. PEHLiVANOGLU, F.,
TURUTOGLU, H. (2010). Siit sigirlarinda baz1 viral ve bakteriyel iist solunum
yolu enfeksiyonlariin arastirilmast. 1X. Ulusal Veteriner Mikrobiyoloji
Kongresi, Yakindogu Universitesi, Lefkosa, KKTC, 5-7 Ekim 2010.

OzZTURK, D., PEHLIVANOGLU, F., TOK, A.A., GUNLU, S., GULDALL, Y.,
TURUTOGLU, H. (2010). Burdur ili siit sigirlarinda Paratiiberkiilozun
seroprevalansi. IX. Ulusal Veteriner Mikrobiyoloji Kongresi, Yakindogu
Universitesi, Lefkosa, KKTC, 5-7 Ekim 2010.

OZTURK, D. KALE, M., PEHLIVANOGLU, F. HASIRCIOGLU, S,
TURUTOGLU, H. (2010). Baz1 bakteriyel ve viral abortlar yoniinden Burdur
ili’'ndeki siit sigir1 igletmelerinin degerlendirilmesi. IX. Ulusal Veteriner
Mikrobiyoloji Kongresi, Yakindogu Universitesi, Lefkosa, KKTC, 5-7 Ekim
2010.



88

Uluslararasi Kongre ve Sempozyumlar

MORISHITA, T.Y., PEHLIVANOGLU, F., AYE, P.P.,, PORTER, R.E.(Jr),
ANGRICK, E.J., HARR, B.S., NERSESSIAN, B. (1999). Virulence and
pathogenicity of Pasteurella multocida in Pekin ducks (Anas platyrhynchos).
AAAPAVMA Annual Meeting, New Orleans, USA.

ATA, A, TURUTOGLU, H., KALE, M., GULAY, M.S., PEHLIVANOGLU, F.
(2007). Microbial flora of normal and abnormal cervical mucous discharge
associated with reproductive performance of cows and heifers in estrus. ADSA.
PSA. AMPA. ASAS. 2007 Joint Annual Meeting, San Antonio, TX, USA, July
8-12, 2007.

YAVRU, S., KALE, M., ATA, A..BULUT, O., GULAY, M.S., YAPKIC, O,
PEHLIVANOGLU, F. (2007). Association of Bovine Viral Diarrhea Virus
(BVDV) and Bovine Herpesvirus-1 (BHV-1) in abnormal cervical mucous
discharge and fertility in cows and heifers. XXV. Jubilee World Buiatrics
Congress, Budapest, HUNGARY.

KALE, M., BULUT, O., YAPKIC, O., GULAY, M.S., PEHLIVANOGLU, F.,
ATA, A.,.YAVRU, S. (2007). Effects of Subclinical Bovine Leukemia Virus
Infection on some production parameters in dairy cows. 15°th International
Congress of Mediterranean Federation for Health and Production of
Ruminants, Kusadasi, Aydin, TURKEY.

KALE, M., KURSUN, O., AKCAN KALE, A.S. PEHLIVANOGLU, F.,
HASIRCIOGLU, S..YAVRU, S. (2008). Spinal cord tissue detection in
comminuted beef in a private abattoir in Southern Turkey. XVI. Congress of
The Mediterranean Federation for Health and Production of Ruminants
(FeMeSPrum), Zadar, CROATIA.

KALE, M., KURSUN, O., AKCAN KALE, A.S., PEHLIVANOGLU, F., GUNER,
A., BASKAYA, R.,DOGRUER, Y., OZTURK, C. (2008). Detection of spinal
cord tissues as Bovine Spongiform Encephalopathy Specified Risk Material
(BSE-SRM) in beef carcasses during splitting in Turkey.” XVI. Congress of
The Mediterranean Federation for Health and Production of Ruminants
(Femesprum), Zadar, CROATIA.

YAVRU, S., YAPICI, O., KALE, M., SAHINDURAN, S., PEHLIVANOGLU, F.,
ALBAY, M.K., AVCI, 0. (2008). Serological, virological and haematological
examination of Coronavirus Infection in calves with diarrhea and their dams.”
XVI. Congress of The Mediterranean Federation for Health and Production of
Ruminants (Femesprum), Zadar, CROATIA.

YAVRU, S., BULUT, O., SAHINDURAN, S., KALE, M., YAPICI, O., AVCI, O,
ALBAY, M.K., PEHLIVANOGLU, F. (2008). Serological, virological and
haematological examination of Rotavirus Infection in calves with diarrhea and
their dams”. XXV.Jubilee World Buiatrics Congress, Budapest, HUNGARY.



89

VI1I-Bilimsel Etkinlikleri
Aldig1 Burslar:

1. T.C. Milli Egitim Bakanlig1 Yurt Dis1 Yiiksek Lisans ve Doktora Bursu (1416
sayil1 yasa ile). (1995).

Yer Aldig: Projeler:

1. Kegi siitlerinden izole edilen S. aureus suslarinda metisilin ve vankomisin
direngliliginin arastirilmasi (Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Burdur).

Verdigi Seminerler:

1. The effect of route of inoculation on the virulence of Raptorial Pasteurella
multocida isolates in Pekin ducks (Anas platyrhynchos). (1998). The Ohio
State University, College of Veterinary Medicine, Department of Veterinary
Preventive Medicine, Columbus-OHIO, USA.

2. Deniz memelilerinin bakteriyel hastaliklar1 (2004). Ankara Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

3. Koyun ve kegilerde brusellozis’in diinyadaki dagilimi, asilama ve tani
yontemleri (2004). Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Ankara.

Katildig1 Seminer ve Kongreler
1. VL Ulusal Veteriner Mikrobiyoloji Kongresi (Uluslararasi katilimli). Firat

Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Elazig, 14-16 EYLUL 2004.

2. VIIl. Ulusal Veteriner Mikrobiyoloji Kongresi (Uluslararas1 katilimli).
Yiiziincii Y1l Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Van, 07-09 EKiM 2008.

3. IX. Ulusal Veteriner Mikrobiyoloji Kongresi. Yakindogu Universitesi,
Lefkosa-KKTC, 05-07 EKIM 2010.

VI11- Diger Bilgiler
Egitim progranmm haricinde aldigi kurslar ve katildigi egitim seminerleri
1. Jean Monnet Projesi AB Egitim Semineri Programi. Akdeniz Universitesi,

Siirekli Egitim Merkezi (AKUNSEM), Antalya, 23 Subat-2 Mayis 2003.

2. Birinci Hayvan Refahi ve Veteriner Hekimligi Egitimi Konferansi. Ankara
Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Ankara, 09-10 Haziran 2005.

3. Ogrenci Dostu Ogrenme Ortamlart Olusturma ve Degerlendirme. Mehmet
Akif Ersoy Universitesi, Siirekli Egitim Arastirma ve Uygulama Merkezi,
Burdur, 18-23 Agustos 2008.



