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Pyoderma, kopeklerde karsilasilan deri hastaliklarinin arasinda énemli bir yer tutmaktadir.
Pyodermaya neden olan bakteriyel etkenlerin en basinda Staphylococcus pseudintermedius
gelmektedir. Zoonoz karakteri olan bu etkenin ¢evre ve halk sagligi agisindan da 6nemi ¢ok
bliyiiktiir. Bu calismanin amaci; klinik olarak pyoderma tanist konulan k&peklerden S.
pseudintermedius izolasyon oranmnin belirlenmesi, antibiyotik diren¢ profili ile biyofilm
olusturma yeteneklerinin fenotipik ve genotipik olarak degerlendirilmesini igermektedir. Bu
amagla; Istanbul Universitesi- Cerrahpasa Veteriner Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Klinigine getirilen ve pyoderma tanisi konulan 205 kopegin lezyonlu bolgelerinden alinan sivab
ornekleri, Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda S. pseudintermedius yoniinden incelenmistir.
Incelenen 6rneklerin %53,17 (n=109)’sinden S. pseudintermedius izole edilmistir. izolatlarmn
fenotipik olarak antibiyotik duyarlhiliklarinin belirlenmesinde disk difiizyon yontemi
kullanilmistir. Bununla birlikte metisilin (mecA), beta laktamaz (blaZ), makrolid (ermA, ermB,
ermC), tetrasiklin (tet(K), tet(L), tet(M), tet(O)), kloramfenikol (cat setl, cat set2) ve
gentamisin (aac (6°)- aph (2°”)) direnci ile iliskili gen bolgeleri PCR ydntemi ile incelenmistir.
Biyofilm olusumunun degerlendirilmesinde Congo Red Agar Yontemi ve Mikrotiter Plate Test
kullanilmistir. Ayrica biyofilm olusturma yetenegi ile iligkili gen bolgeleri (icaA, icaD) de PCR
yontemi ile incelenmistir. 13 farkli antibiyotik ile yapilan antibiyotik duyarlilik testi
incelenmesine gore yapilan antibiyotiplendirme sonucunda 24 antibiyotipte ¢oklu antibiyotik
direnci saptanmistir. En ¢ok direng belirlenen antibiyotikler penisilin (n=60), sulfisoksazol
(n=50) ve tetrasiklin (n=41) olmustur. Izolatlarm dokuzunda ise oksasilin direngli olarak

Xi



saptanmistir. Fenotipik MRSP olan 9 izolatta mecA geni saptanmamistir. Bununla birlikte bu
izolatlarda blaz gen wvarhigi belirlenmistir.  Biyofilm  olusturma yeteneginin
degerlendirilmesinde fenotipik olarak yapilan iki yoOntemin sonuclari karsilastirilmistir.
Biyofilm olusturma o6zelligi fenotipik olarak negatif olan izolatlarda ilgili gen bolgelerinin
varligi saptanmistir. Ulkemizde bu etken ile ilgili calismalar sinirh sayidadir. Ozellikle
veteriner hekimlikte 6nemli bir nozokomiyal patojen olan S. pseudintermedius’un zoonotik
karakteri ve gelismis olan antibiyotik direnci gozardi edilmemelidir. |

99 sayfa.

Mayis 2023 , |

Anahtar kelimeler: [Antimikrobiyal Direng, Biyofilm, Kopek, Pyoderma, Staphylococcus

pseudintermedius. |

Xii



ABSTRACT

Ph.D. THESIS

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Staphylococcus pseudintermedius
SPECIES ISOLATED FROM DOGS WITH PYODERMA

BEGUM MASLAK

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Microbiology

Name of Programme

Supervisor : Prof. Dr. Arzu Funda BAGCIGIL
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Arshnee MOODLEY |

Pyoderma is the most important disease that the dogs encountered in skin diseases.
Staphylococcus pseudintermedius is the most frequently bacterial agent that cause pyoderma.
This agents’ zoonotic character is the great importance for environment and public health. The
aim of this study includes determining the isolation rate of S. pseudintermedius from dogs with
pyoderma, phenotypic and genotypic evaluation of antibiotic resistance profiles and biofilm
formation abilities. For this purpose, swab samples taken from the lesioned areas of 205 dogs,
which were brought to Istanbul University- Cerrahpasa, Faculty of Veterinary Medicine,
Internal Medicine Deparment Polyclinic and diagnosed as pyoderma as a result of clinical
examinations, were examined for S. pseudintermedius in the Department of Microbiology. S.
pseudintermedius was isolated from 53.17% (n=109) of the examined samples. Phenotypically
antibiotic susceptibility test of the isolates was determined by disc diffusion method. However,
the gene regions associated with methicillin (mecA), beta lactamase (blaZ), macrolide (ermA,
ermB, ermC), tetracycline (tet(K), tet(L), tet(M), tet(O)), chloramphenicol (cat setl, cat set2)
and gentamicin (aac (6"-aph (2")) resistance were investigated by PCR. Congo Red Agar
Method and Microtiter Plate Test were used to evaluate biofilm formation. In addition, gene
regions (icaA, icaD) associated with biofilm formation ability were also investigated by PCR.
As the result of the antibiotic susceptibility test performed with 13 different antibiotics, multi
drug resistance was detected in 24 antibiotypes. The most resistant antibiotics were penicillin
(n=60), sulfisoxazole (n=50) and tetracycline (n=41). Oxacillin resistance was detected in 9

Xiii



isolates. The mecA gene was not detected in 9 isolates with phenotypic MRSP. However, the
presence of blaZ gene was determined in these isolates. The results of two phenotypic methods
were compared to evaluate the biofilm forming ability. The presence of relevant gene regions
was determined in isolates that were phenotypically negative for biofilm formation. There are
limited studies about S. pseudintermedius in Tiirkiye. The zoonotic character and developed
antibiotic resistance of S. pseudintermedius, which is an important nosocomial pathogen
especially in veterinary medicine, should not be ignored. |

99 pages.

May 2023,

Keywords: |Antimicrobial Resistance, Biofilm, Dog, Pyoderma, Staphylococcus

pseudintermedius |
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1. GIRIS

Kopekler gegmisten bu yana insanlar ile siirekli etkilesimde olan varliklardir. Modern
diinya diizeninde de kopekler ile insanlar ortak yasam alanlarin1 kullanmakta ve insanlara yol
arkadaglig1 etmektedirler. Eslik¢i olarak hayatlarimizda yer almalarinin disinda arama kurtarma
calismalar1 gibi bircok alanda da kdpekler gorev almaktadir. Ulkemizde de sahipli ve sahipsiz
olmak tiizere yiiksek sayida kopek varligi mevcuttur. Tarim ve Orman Bakanli§inin sisteminden
Aralik 2022°de alinan verilere gore ililkemizde 305.505 kimliklendirilmis ve sahipli kopek
olmakla birlikte, Istanbul’da bu say1 82.553 olarak bildirilmistir. Birlikte olusturulan bu
diizende; insan, hayvan ve cevre zincirinde dengelerin bozulmamasi agisindan tek saglik
ilkeleri g6z ard1 edilmeksizin koruyucu dnlemlerin alinmasi ¢ok 6nemlidir.

Son yillarda saglik bilimlerindeki en biiyiik problemlerden birisi antibiyotiklere direncli
bakterilerdir ve yapilan arastirmalar ¢oklu antibiyotik direnci varligini da ortaya ¢ikarmistir. Bu
durumda zoonoz etkenlerin yayilmasi, tiirler arasindaki bulagsma riskleri ve koruyucu hekimlik
asamasinda veteriner hekimlere biiyiikk gorev diismektedir. Hastanelerde ve veteriner
kliniklerinden alinan yiizey 6rneklerinden, veteriner hekimler ve hayvan bakicilarindan alinan
numuneler ile yapilan mikrobiyolojik analizler bu bakterilerin varligini agik¢a gostermektedir.
Kopeklerde karsilasilan deri hastaliklarinin arasinda pyoderma onemli bir yer tutmaktadir.
Pyodermaya neden olan bakteriyel etkenlerin en basinda da S. pseudintermedius gelmektedir.
Ozellikle veteriner hekimlikte énemli bir nozokomiyal patojen olan S. pseudintermedius’un
zoonoz karakteri ve gelismis olan antibiyotik direnci gdzardi edilmemelidir. Ulkemizde bu
etken ile ilgili calismalar sinirh sayidadir.

Bu calismanin amaci; klinik muayene ve yardimci testleri takiben pyoderma tanisi
konulan kopeklerden S. pseudintermedius izolasyon oraninin belirlenmesi, antibiyotik direng
profili ile biyofilm olusturma yeteneklerinin fenotipik ve genotipik olarak degerlendirilmesini

icermektedir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. Staphylococcus cinsi, S. intermedius (SIG) grubu ve S. pseudintermedius

Stafilokoklar, Staphylococcus genusu, Eubacteriales takimimin Micrococaceae
familyasina ait mikroorganizmalar olup ilk olarak 1880 yilinda Alexander Ogston tarafindan
tamimlanmistir. Bu mikroorganizmalar Gram pozitif karakterde, fakiiltatif anaerob, hareketsiz
ve sporsuz yuvarlak sekilli bakteriler olup kiimeleserek tiziim salkimi benzeri goriiniim
olustururlar. Memelilerin ve kanatlilarin mukoz membranlari ile derilerinde, {ist gastrointestinal
sistem, solunum sistemi ve iirogenital sistemlerinde yer alabilmektedirler (Shoen ve dig., 2019).
[Ik tanimlanan tiir Staphylococcus aureus bunu S. epidermidis takip etmistir. Bu
mikroorganizmalar arasinda koagiilaz iiretimi ana ayirt edici faktor olarak bildirilmistir. S.
aureus koagiilaz pozitif, S. epidermidis ise negatiftir. Bununla birlikte koagiilaz pozitif
stafilokoklar (KPS) arasinda insanlarda en 6nemli patojen S. aureus olarak belirlenmis olup,
hayvanlarda ise onun yerini Staphylococcus pseudintermedius almistir (Markey ve dig., 2013).
Hayvanlarda stafilokokal enfeksiyonlar ile iliskili en yaygin tirler; S. aureus, S.
pseud(intermedius), S. hyicus, S. chromogenes, S. aureus subsp. anaerobius, S. delphini, S.
schleiferi subsp. coagulans ve S. felis’tir (Markey ve dig., 2013). Kopeklerdeki en yaygin etken
ise S. pseudintermedius’ tur. Stafilokoklar normal floranin pargasi olarak var olmak ile birlikte
firsatg1 karakterlerinden dolay1 yerlestigi konagin farkli bolgelerinde de enfeksiyona sebep
olabilmektedirler. Bunlarin basinda deri enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlari, otit,
konjuktivit, idrar yolu enfeksiyonlari, operasyon bolgesi enfeksiyonlari, 6zellikle kopeklerde
1sirik yarast ve yumusak doku enfeksiyonlari gelmektedir (Sasaki ve dig., 2004; Schwarz ve
dig., 2007, Fitzgerald, 2009; Bonnoehr ve Guardabassi, 2012).
S. intermedius, ilk olarak 1976 yilinda Hajek tarafindan giivercin, kopek, vizon ve atlardan
yapilan ¢aligmada bildirilmistir. Devriese ve dig. (2005), kedi, kopek, at ve papagandan yapilan
calismada izole edilen stafilokokun iireme 6zellikleri, biyokimyasal 6zellikleri ve DNA-DNA
hibridizasyonlarinin incelemesi sonucunda bunun yeni bir stafilokok tiirii oldugunu saptamustir.
Boylelikle S. pseudintermedius’ u yeni bir stafilokok tiirii olarak bildirmistir. S. intermedius 'un
16S rRNA sekans analizi ile yeniden simiflandirilmasi sonucu; S. intermedius, S.

pseudintermdius ve S. delphini’ den olusan S. intermedius grubu (SIG) belirlenmistir



(Fitzgerald, 2009; Bannoehr ve Guardabassi, 2012). Bu tanimlama ile kopeklerde ve kedilerde
enfeksiyona sebep olan, ayn1 zamanda normal floralarinda da kolonize olan ve S. intermedius
olarak tanimlanmis bir¢ok izolatin SIG oldugu onerilmistir. 2018 yilinda yapilan bir galismada
insan derisinden izole edilen Staphylococcus cornubiensis’in de SIG’ e dahil oldugu
bildirilmistir (Murray, 2018).

2.2. S. pseudintermedius’un kopeklerde neden oldugu infeksiyonlar

S. pseudintermedius, kopeklerin deri, kil 6rtiisii, burun, agiz ve aniis bolgelerinde dogal
olarak kolonize olmaktadir (Diribe ve dig., 2015). Kommensal ve firsat¢1 patojen olan S.
pseudintermedius, kopeklerde pyoderma olgularinda en sik izole edilen bakteriyel patojendir
(Bannoehr ve Guardabassi, 2012; Beck ve dig., 2012; Proietti ve dig., 2012; Stefanetti ve dig.,
2017; Lee ve Yang, 2019; Silva ve dig., 2021). S. pseudintermedius saglikli kdpeklerin
%90’1nda kolonize olan ve yapilan bir ¢aligmada salyadan izole edilen en yaygin tiir oldugu
bildirilmistir (Somayaji ve dig., 2016). Saglikli kopeklerin epidermal hiicrelerine
tutunabilmektedir ve bu durum 6zellikle atopik dermatitli kopeklerde gézlenmektedir. Bunun
yaninda otit, idrar yollar1 enfeksiyonlari, pyoderma ve yaralardan siklikla saptanan etkenlerden
biridir. Kopeklerde Metisilin  Direngli ~ Staphylococcus  pseudintermedius  (MRSP)
kolonizasyonu genel olarak burun ve antiste bildirilmistir, fakat ayn1 zamanda analiz yapilan
bolgelerin de genellikle bu bolgeler oldugu bildirilmistir (Duijkeren ve dig., 2011). Milano ve
Napoli’de bulunan iki tniversitenin veteriner hastanesinde yapilan c¢alismada, hastane
kliniklerine deri problemleri ve otit eksterna sikayetleri ile gelen kopeklerin kulak kepgesi ve
derilerinden alinan svablardan 242 S. pseudintermedius izole edilmistir (Nocera ve dig., 2020).
Saglikli kopeklerin yaklasik olarak %90’inda S. pseudintermedius kolonizasyonu mevcuttur,
konagin bagisiklik sistemindeki zayiflik durumunda ya da deri biitlinliigiiniin bozuldugu
durumlarda enfeksiyona sebep olabildigi bildirilmistir (Somayaji ve dig., 2016; Balachandran
ve dig., 2018, Krapf ve dig., 2019). Kore’de yapilan bir ¢alismada saglikli ve otit externali
kopeklerde sirasiyla %36 ve %68 oraninda S. pseudintermedius izole edilmistir; bu sonuglar
etkenin, otit externa i¢in énemli bir patojen oldugunu ve saglikli kopeklerde de siklikla izole
edildigini desteklemistir (Lee ve Yang, 2019). SIG etkenlerinin okiiler hastaliklarda apse ve
keratit olusumunun da primer etkeni oldugu bildirilmistir (Kang ve dig., 2014). Cin’de
kopeklerdeki keratit olgularindan yapilan ¢aligmada %23,08 oraninda S. pseudintermedius izole

edilmis ve en yiiksek oranda izole edilen stafilokok oldugu bildirilmistir (Wang ve dig, 2022).



S. pseudintermedius kdpeklerde siiperfisyel ve derin pyoderma basta olmak iizere; otit (Sherer,
2018), idrar yolu enfeksiyonlar1 (Rubin ve Gaunt, 2011), yara ve operasyon bolgesi
enfeksiyonlarmin primer nedenidir (van Duijkeren ve dig., 2011; Lynch ve Helbig, 2021).
Pyometra tanist konulan iki kopekten alinan irin ve eksudat 6rneklerinden (Huber ve dig, 2022),
mastit ve endokardit vakalarindan (Abouelkhair, 2018) S. pseudintermedius izole edildigi
bildirilmistir. Bununla birlikte S. pseudintermedius okiiler enfeksiyonlar (Kang ve dig., 2014;
Soimala ve dig., 2020; Wang ve dig., 2022), bronkopneumoni ve viicut bosluklarindaki
enfeksiyonlara da neden olmaktadir (Gronthal ve dig., 2017).

Kopeklerde pyoderma siklikla karsilagilan bir saglik sorunudur, ancak etiyolojisi
incelendiginde olusumunda rol oynayan bircok faktor bulunmaktadir. Stafilokoklar da
pyoderma olgularindan izole edilen bakteriyel etkenlerin basinda gelmektedir. Eski
caligmalarda S. intermedius olarak tanimlanan, ancak tiir dagilimina bakildiginda giiniimiizdeki
molekiiler tekniklerin katkisiyla artik S. pseudintermedius olarak belirlenen stafilokok tiirii
kopeklerde pyodermanin baslica etkeni olarak tanimlanmaktadir. S. pseudintermedius
pyoderma vakalarinin %60’1nda izole edilen en 6nemli tiirdiir (Worthing, 2018).

Ulkemizde ise S. pseudintermedius ile ilgili yapilan calismalar az sayidadir;
barinaklardaki kopeklerinden yapilan bir ¢alismada, kopeklerin deri lezyonlarindan alinan
orneklerin %80,4’linde S. pseudintermedius izolasyonu yapilmistir (Sareyyiipoglu ve dig.,
2014). Mustak ve dig. (2020), deri enfeksiyonu olan 77 kopekte yaptiklart ¢alismada 61 S.
pseudintermedius susu izole etmistir. Kibris’ta otit eksterna ve deri lezyonlar1 olan képek ve
kedilerden alinan 6rneklerden yapilan bir ¢alismada; kopek izolatlarinin %56°s1, kedilerin ise

%4’1 S. pseudintermedius olarak bildirilmistir (Tamakan ve Gogmen, 2022).

2.3. S. pseudintermedius’ un Zoonotik 6nemi

S. pseudintermedius tiirlerinin zoonotik énemi son yillarda daha ¢ok giindeme gelmeye
baslamistir. Insan ve hayvanlar arasinda tiirler aras1 gecisi engelleyen bariyerler doku tropizimi,
degisik hiicre reseptorleri, tiirler arasi1 farkli mikrobiyota, saglik ve immun sistem durumlari vb.
gibi faktorlerdir. Ancak bu bariyerler asildiginda, hayvan patojenlerinin insanlara kolonize
olabilecegi ve daha ciddi infeksiyonlara neden olabilecegi i¢in, daha ¢ok hayvan ve ozellikle
de kopek patojeni olarak tanimlanan S. pseudintermedius *un ekolojisi, virulens faktérleri gibi
birgok faktorlerini inceleyen galismalar 6nem igermektedir (Kmieciak., 2018). Son yillarda S.
pseudintermedius’ un hem insanlarda hem de kopeklerde ayni genotipik ozelliklere sahip

suslariin izole edilmesine bagli olarak zoonoz etkenler arasinda da yer almaya baslamistir



(Hoovels ve dig. 2006, Duijkeren ve dig. 2011, Paul ve dig. 2011, Somayaji ve dig. 2016,
Meroni ve dig. 2019, Asleh ve dig. 2022). Hayvan hastanelerinde ¢alisan doktor ve yardimci
personelin MRSP tasiyicist olabilecekleri ve etkeni bir hayvandan baska bir hayvana
bulasmasinda rol oynayabilecegi goriisii son yillarda onem kazanmaktadir (Youn ve dig, 2011).
S. pseudintermedius enfeksiyonu ilk olarak bir insanda 2006 yilinda Belgika’da yapilan bir
calismada bildirilmistir; calismada 6ncelikle biyokimyasal analizler asamasinda kolaylikla S.
aureus ile karistirildigi ardindan son olarak yapilan genotipik ve fenotipik testler birlikte
degerlendirilerek etkenin izolasyonu yapilmistir (Hoovels ve dig, 2006). insanlarda S.
pseudintermedius yaygin olarak deri ve yumusak doku enfeksiyonlar: ile iliski olup, etken
bulasma yolunun genellikle evcil kopekler oldugu bildirilmistir (Somayaji ve dig., 2016).
Vincze ve dig. (2010), kronik deri problemi olan bir kopek ve sahibinde molekiiler tiplendirme
yontemleri ile tamamen ayni ozelliklere sahip S. pseudintermedius izole etmislerdir. Bunun
yaninda bu patojenin sahip oldugu antibiyotik direng¢ o6zelligi tedavi yontemlerini de
kisitlamaktadir. Onkoloji hastas1 12 yasindaki immun sistemi baskilanmis bir ¢ocukta MRSP
izole edilmistir, cocugun iki ev kopegi ile yakin temasta oldugu bildirilmis olup bu vakada
oldugu gibi bagisiklik sistemi baskilanmis hastalar i¢in ev hayvanlari ile yasam konusunda

bilgilendirilmeleri dnerilmistir (Asleh ve dig, 2022).

2.4. S. pseudintermedius’un Biyofilm Olusturma Yetenegi ve diger virulens faktorleri

Stafilokoklarda biyofilm olusturma yetenegi onemli virulens faktorlerinden birisidir.
Protein, DNA, polisakkarit ve sudan (%97) olusan ekstraseliiler biyofilm matriksinin koruyucu
kimyasal yapis1 sayesinde bakterilerin; metabolizma yapis1 belirgin bir sekilde degismis olup,
hiicreler arasi iletisim yetenegi gelismis (Quorum Sensing), bulunduklart konagm immun
sistem hiicrelerinden ve antimikrobiyallerin etkilerinden korunabilir ozellik kazandiklari
belirlenmistir (Singh ve dig, 2013). Ekzopolisakkarit matriks ig¢inde kiimelesen bakterilere
immun sistem hiicrelerinin ulasimi1 engellenecegi i¢in bu durum fagositozu gii¢lestirmektedir.
Biyofilm matriksi ayn1 zamanda pH degisimleri, UV, nem, 1s1 degisimi, Su kaybi1 ve ozmotik
basinca kars1 da bakteriyi korumaktadir. Boylelikle biyofilm olusumu bakterinin ¢ogalmasini
ve hayatta kalmasini1 destekler nitelikte bir yapidir, bu durumda bakterinin meydana getirdigi
enfeksiyonun tedavisi giiglesmektedir (Singh ve dig, 2017).

S. pseudintermedius suslari, S. aureus ve S. epidermidis tiirleri gibi biyofilm olugturma
yetenegine sahiptir ve bu 6zelligin, etkenin degisik yiizeylerde uzun siire canli kalmasinda rol

oynayabilecegi diisiniilmektedir. ~ Stafilokoklarda biyofilm olusturma yeteneklerinin



belirlenmesi amaciyla yapilan galismalarda az, orta ve kuvvetli seklinde siniflandirilmalar
yapilmistir (Stepanovic ve dig, 2007, Singh ve dig., 2013, Diribe ve dig., 2015). Biyofilm
olusturma yeteneginin belirlenmesi amaciyla kullanilan fenotipik ve genotipik yontemler
mevcuttur. Singh ve dig. (2013), klinik izolatlarda biyofilm olusturma 6zelligini fenotipik ve
genotipik yontemlerle degerlendirmislerdir. Izolatlarin %96’smin orta ya da giiglii biyofilm
olusturma yetenekleri oldugunu saptamislardir. Biyofilm olusturma yetenegi ile metisilin
direngli (MRSP) ya da metisilin duyarli (MSSP) olmasi arasinda ya da etkenin kaynagi, klonal
tipi arasinda bir iliski saptanmamustir. Ancak izolatlarin cogunda var olan bu 6zelligin, etkenin
veteriner kliniklerinde neden hizla artig gosterdigini agiklayan bir virulens faktorii olabilecegini
belirtmiglerdir (Singh ve dig., 2013).

Diribe ve dig. (2015), operasyon sonrasi enfeksiyon gelisen cerrahi bdlgelerden izole
ettikleri S. pseudintermedius izolatlarinin tiimiinde biyofilm olusturma o6zelligi oldugunu
saptamiglar ve coklu antibiyotik direnci belirlenen suslar ile belirlenmeyenler arasinda
istatistiksel bir fark olmadigini bildirmislerdir. Ozellikle inatg1 olarak seyreden cerrahi bolge
enfeksiyonlarinda, bakterinin biyofilm olusturma yeteneginin iyilesme asamasindaki gii¢liikleri
bliyiik Ol¢lide etkiledigi belirtilmistir. Aynm1 zamanda bu yetenekleri sayesinde S.
pseudintermedius’ un kopeklerde iist solunum yollarinda ve diger viicut bélgelerinde hayatta
kalmalarin1 kolaylastirip kolonizasyonunu saglayan onemli bir virulens faktorii oldugunu
bildirmislerdir (Singh ve dig, 2013).

Tayland’da yapilan bir galismada yeni kurulan bir veteriner hastanesinden alinan yiizey
orneklerinde S. pseudintermedius izolatlar1 saptanmistir. Calismanin ilgi ¢eken tarafi bu
izolatlarin bir kisminin deterjan ve dezenfektanlar ile yapilan temizlik sonrasi alinan siiriintii
orneklerinden izole edilmis olmasi oldugunu vurgulayan arastiricilar, suslarin gelistirdigi
direnci ortaya koymus ve bu direncin biyofilm olusturma yetenegi ile iliskili olabilecegini
belirtmiglerdir (Fungwithaya ve dig, 2022).

Biyofilm olusturma yetenegi icaA ve icaD genleri ile iliskilidir (Arciola ve dig, 2002).
Singh ve dig. (2013) yapmuis olduklar1 ¢aligmada icaA gen varhigimi %77,9 ve icaD genini ise
%75,7 oraninda saptamiglardir. Ayni ¢alismada MRSP ve MSSP izolatlar1 arasinda biyofilm
olusumu agisindan karsilastirma yapildiginda istatistiki olarak anlamli bir fark belirlenmemistir
(Singh ve dig, 2013). italya’da yapilan bir calismada izolatlarin %79,5'inde icaA ve icaD
genleri, %18’inde ise sadece icaD geni saptanmig Ve yalnizca iki susta higbir gen
belirlenmemesine ragmen fenotipik olarak biyofilm olusturma 6zelliginin varoldugu

saptanmistir (Meroni ve dig, 2019). Aymi c¢alismada ¢oklu antibiyotik direnci belirlenen



izolatlarin %66,6’inda iki gen bdlgesinin de varligi belirlenmis olup, bu durum antibiyotik
direnci ile biyofilm olusturma yeteneginin arasinda baglanti oldugunu ortaya koymus ve MDR
izolatlarin biyofilm olusturmaya biiylik oranda daha yatkin oldugunu vurgulamislardir.
Biyofilm olusturma 6zelligini belirlemede fenotipik yontemlerden birisi olan Mikrotiter Plate
Testi (MTP) kullanan Meroni ve dig (2019), bu yontem ile ica gen degerlendirmelerinin
uyumsuz oldugunu bildirmislerdir. Wang ve dig. (2022) klinik olarak saglikli ve keratitli
kopeklerin  konjonktivalarindan  izole  edilen S.  pseudintermedius  suslarini
degerlendirdiklerinde, keratitli hayvanlarin tamaminda icaA ve icaD geni saptarken bu oranin
saglikli hayvanlarda %92,3 oldugunu bildirilmistir.

S. pseudintermedius, S. aureus 'un virulens faktorleri ile benzer 6zelliklere sahiptir (Van
Duijkeren ve dig., 2011). Bu virulens faktorleri koagulaz, hemolizinler, kapsiiler
polisakkaritler, pyrogenik toksin siiper antijenleri, Panton-Valentine Leukosidin analogu, Lukl
leukotoksini, SIET ve EXI gibi eksfoliatif toksinleri, SI-ENT ve SECcaine gibi bazi
enterotoksinleri seklinde siralanabilir.

Ozellikle pyoderma olgularindan izole edilen S. pseudintermedius suslarinda
saptandigindan, eksfoliatif toksininin, kopeklerde pyoderma ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir
ve piistiiler dermatite sebep oldugu bildirilmistir (Futagawa-Saito ve dig. 2009; lyori ve dig.,
2010; Ruzauskas ve dig, 2016; Markey ve dig., 2013; Balanchandran ve dig., 2018). Ayrica
eksfoliatif ~ toksinin  oftalmik  enfeksiyonlarin  gelisiminde de rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir (Kang ve dig, 2014).

S. pseudintermedius tiirleri kisaca “spa” olarak isimlendirilen, “immiinoglobiilin
baglayic1 protein” iiretebilmektedir. Fibrinojen, fibronektin ve sitokeratinlere baglanma
ozelligine de sahiptir (Geoghegan ve dig., 2009). Mikroorganizmanin peptidoglikandan olusan
komponent olan Protein A, IgG’nin Fc bolgesine baglanarak fagositozu engeller ve
enterotoksinler T lenfositlere siiperantijen aktivitesi olusturarak kusma, ishal ve sok durumuna
sebep olur (Markey ve dig., 2013; Tanabe ve dig., 2013). Kopek korneositlerinde adezyon
olusumu asamasinda ©nemli bir faktor olan yiizey proteinleri, kopeklerde pyodermanin
gelismesinde belirleyici faktorlerden olarak bildirilmistir (Geoghegan ve dig., 2009).

S. pseudintermedius suslar1 S. aureus 'un Panton-Valentine Leukosidin (PVL) toksinine
benzer, IukS ve lukF genleri tarafindan kodlanan luekotoksin Luk-1 toksini de firetirler. Bu
toksinin birgok polimorfoniikleer hiicreleri kuvvetli yikic etkisi vardir (Ross Fitzgerald., 2009;
Yoon ve dig., 2010; Duijkeren ve dig., 2010; Singh ve dig., 2013; Sasaki ve dig., 2005; Gomez-
Sanz ve dig., 2011; Moodley ve dig., 2009).



Pyodermali ve saglikli kopeklerden yapilan ¢alismada izole edilen farkli suslara virulens
faktorlerinin varlig ile ilgili neredeyse hi¢ fark bulunamamistir. Saglikli hayvanlardan da bu
viriilens faktorlerinin varliginin  belirlenmesi, kommensal stafilokok popiilasyonlarinin

patojenik potansiyelini ortaya koymustur (Ferrer ve dig, 2021).

2.5. S. pseudintermedius ve Antimikrobiyal Direng

Cagimizin en 6nemli sorunu olan antimikrobiyal direng, stafilokoklarda da her gegen
giin daha cok artarak 6nemli bir halk sagligi sorunu haline gelmektedir (CDC 2022). Son
yillarda saglik bilimlerindeki en biiyiikk problemlerden birisi antibiyotiklere direngli
bakterilerdir, yapilan arastirmalar ti¢ ve daha fazla antibiyotik siifina direngli olan bakterileri
coklu antibiyotik direnci (multi drug resistance) ve tiim antibiyotik siiflarina direngli olanlari
ise Pun Drug Resistance (PDR) seklinde tanimlanmistir (Magiorakos, 2011). Hayvanlarda deri
ve mukoz membranlarin florasinda bulunan stafilokoklar konaktaki diger bakteriler ile de yakin
iliski igerisindedir; bu yakin iliski sonucunda direng genlerini de bulunduran genetik
elementlerin stafilokoklarda tiir ici, tiirler aras1 ve diger Gram pozitif tirler ile
degistirebilmelerine neden olmaktadir (Schwarz ve dig., 2018).

Hayvanlarda metisilin direnci ilk kez 1972 yilinda, mastitli bir Belgika siit ineginden
izole edilen S. aureus (MRSA) susunda rapor edilmistir (Devriese ve dig, 1975). Hayvanlar ve
bakicilarinda da metisilin direngli stafilokok (MRS), MRSA ve MRSP varlig1 bildirilmistir
(Hanselman ve dig.; 2006, Chen, 2020; Rodrigues ve dig, 2018, Shoen H. ve dig, 2019).
Metisilin direngli S. pseudintermedius (MRSP) 2006 yilindan itibaren veteriner hekimlikte
rapor edilmeye baslanmistir ve her gecen yil daha da 6nem tasimaktadir. Bununla birlikte son
caligmalar veteriner hastaneleri ile 6zel kliniklerin MRSP’nin yayilmasinda &nemli rol
oynadigini gostermektedir (Duijkeren ve dig., 2011). MRSP izolatlar1 veteriner kliniklerindeki
epidemilerle iligkili olabilmekte ve bu suslar oral olarak kullanilabilecek antibiyotiklerin
neredeyse timiine direngli olabilmektedirler; bu durumda etkenin klinik 6nemini
vurgulamaktadir (Beck ve dig., 2012; Ross Fitzgerald, 2009; Bannoehr ve Guardabassi, 2012).
MRSP izolatlari, diisiik ilgili penisilin baglayici protein (low-affinity penicillin-binding
protein- PBP2a) tiretimini kodlayan mecA geni varligi ile iliskilidir (Moodley ve dig., 2009).
blaZ geni beta laktamaz direnci ile iliskilidir fakat metisilin direncine de aracilik ettigi kabul
edilmektedir (Miistak ve dig, 2020).



Stefanetti ve dig. (2017), pyodermali kopeklerden izole ettikleri 51 izolatin 45’inde
coklu antibiyotik direnci, 30’unda da mecA geni saptanmustir. italya’da yapilan bir ¢alismada
S. pseudintermedius izolatlarinin %48’inde mecA geni varligi saptanmistir (Meroni ve dig,
2019). italya’da yapilan baska bir ¢alismada ise subklinik mastitli bir inekte metisilin direngli
S. pseudintermedius izole edilmistir (Pilla ve dig, 2013). Konjonktivit, keratit veya tiveitli kedi
ve kopeklerin gozlerinden alinan siiriintii 6rneklerinden yapilan ¢aligmada %39,6 oraninda S.
pseudintermedius izole edilmis, bu izolatlarin %7,9°u MRSP olarak belirlenmistir (Soimala ve
dig, 2020). Tayland’da yapilan bir calismada S. pseudintermedius izolatlarinin 6ncelikle
CLSI’e gore Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile oksasiline duyarliliklar1 belirlenmis ve
%28,3'u oksasilin direngli olarak degerlendirilmistir. Ayni ¢alismada disk difiizyon yontemi ile
MRSP olarak belirlenen izolatlarda mecA geni varligr %93,33 olarak saptanmis ve bununla
birlikte metisilin duyarl1 olan 7 izolatta da mecA geni belirlenmistir (Jantorn ve dig, 2021).
Proietti ve dig. (2011), pyodermali kopeklerden yaptigi calismada, MRSP izolatlarinin
tamaminin gentamisine de direngli oldugunu bildirmistir. Ayn1 ¢alismada blaZ pozitif izolatlar
hem penisilin hem de gentamisin direngli olarak degerlendirilmistir. Miistak ve dig. (2020)
yapmis oldugu calismada tek bir izolat haricinde, tiim penisilin direngli suslar1t MDR olarak
belirlenmistir.

Veteriner hekimlikte pyoderma tedavisinde sefalosporinler siklikla tercih edilen
antibiyotik grubudur. Westermeyer ve dig. (2010), 5 MSSP izolatinin, sefalosporin grubuna
dahil 10 farkli antibiyotige kars1 duyarliliklarini incelemisler; izolatlarin hepsinin sefaleksin,
sefazolin, sefaklor, sefoksitin, seftiofur, sefhalotin, sefovesin ve sefodroksile duyarli; 2 izolat
harig¢ diger izolatlarin sefpodoksime duyarli olduklarini; sefiksime ise 55 izolatin orta duyarh
ve 7 izolatin da direngli oldugunu saptamislardir (Westermeyer ve dig., 2010).

Kore’de yayimlanan iki ¢alismada, 74 S. pseudintermedius izolatinin antibiyotik direng
profilleri incelenmistir. Yoo ve dig, (2010), 74 izolatin sadece insan ya da hayvanlarda
kullanim1 olan bes farkli flurokinolona duyarliliklarini incelemistir. Izolatlarin %18,9’unun
incelenen tiim antibiyotiklere direngli olduklarini saptamislardir. mecA pozitif olan 25 izolatin
13’{inlin, mecA negatif olan 49 izolatin 7’sinin de bir ya da daha fazla antibiyotige direngli
olduklarint vurgulamiglardir. Diger arastirmada, Yoon ve dig, (2010), 74 izolatin 9 farkli
antibiyotik grubuna duyarliliklarini incelemistir. En sik saptanan direnglerin %95,9 ile penisilin
ve %91,9 ile tetrasiklin direnci oldugu, 13 mecA pozitif izolatin saptandigi ve bu MRSP ’lerin

tiimiinde de ¢oklu antibiyotik direnci oldugunu bildirmislerdir.
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Kanada’da yapilan bir ¢alismada, 175 saglikli kopegin nazal, farengial ve rektal svab
orneklerinin 153 (%87,4)’iinden S. pseudintermedius izole edilmistir. izolatlarda metisilin
direnci saptanmamis, %46’s1 incelenen tim antibiyotik gruplarina duyarli, geri kalan
izolatlarda ise en siklikla penisilin ve tetrasiklin direnci saptanmistir (Rubin ve dig, 2011).
Sefalosporin ve fluoroquinolonlara kars1 gelisen direncin pyoderma tedavilerinde kullanilan
protokoller ile iliskili olabilecegi diisiinilmektedir (Onuma ve dig, 2012).

Stafilokoklarda tetrasiklin direnci dort gen tarafindan kodlanmaktadir. tet(K) ve tet(L)
genleri temel olarak plasmidde, tet(M) ve tet(O) genleri kromozom {izerinde bulunur, tet(L)
ayn1 zamanda kromozomda da bulunabilir. Kore’de pyodermali kopeklerden izole edilen S.
intermedius izolatlarinin %97’sinde tet(K), tet(L), tet(M) genlerinden en az biri saptanmistir
(Kim ve dig., 2005). Maaland ve dig. (2013) tetrasikline direngli 70 izolatin 66 tanesinde
yalnizca tet(M), 2 izolatta yalnizca tet(K), bir izolatta tet(O) ve bir izolatta ise hem tet(K) hem
tet(M) genlerini saptamiglardir. tet(M) geninin yaygin oldugunu belirtmisler ve bununla birlikte
tet(O) geninin ise Gram pozitif tiirler icerisinde stafilokoklarda daha nadir oldugu, daha sik
olarak streptokok ve enterokoklarda bulundugu belirtilmistir. Cesitli hayvan tiirlerinden yapilan
calismada izole edilen S. pseudintermedius suslarinda tetrasiklin direnci en yaygin (%34) olmak
tizere ve bunu eritromisin  (%13), klindamisin  (%8), penisilin  (%7) ve
trimetoprim/siilfametoksazol (%5) olarak seyretmistir (Rubin ve dig, 2011).

FeBler ve dig., (2022), kopeklerden izole edilen 41 S. pseudintermedius izolatinin
%24,4inl tetrasiklin direngli olarak degerlendirmis ve dokuzunda tet(M), bir tanesinde ise
tet(K) geni belirlemistir. Aynm1 g¢alismada 41 izolatin %19,5’i makrolid direngli olarak
saptanmustir. Makrolid direnci ile iliskili gen bolgeleri ermA, ermB, ermC gen bolgeleridir.
Calismada makrolid direnci belirlenen izolatlarmin besinde ermB, tigiinde hem ermB hem
ermC geni saptanmistir. Gentamisin direnci ile iliskili aacA- aphD gen bolgeleri ise iki orta
direngli ve iki direngli izolatta saptanmistir. Bununla birlikte bes S. pseudintermedius izolati
tlim antibiyotik gruplarina duyarl olarak belirlenirken, 21 izolat sadece bir antibiyotik sinifina
direngli olarak degerlendirilmistir.

Tayland’da yeni kurulan bir veteriner hastanesinde kullanilan masa ve ekipmanlardan
izole edilen izolatlarin %73,3 MRSP ve %26,7 MSSP olarak belirlenmistir (Fungwithaya ve
dig, 2022). MRSP izolatlari, en ¢ok zemin yiizeyi, masalar ve bekleme alanindaki
sandalyelerden izole edilmistir. Ayni ¢alismada tiim MRSP suslar1 mecA ve blaZ pozitif olarak
saptanmustir. Izolatlarin %93,3’ii ise coklu antibiyotik direnci karakterinde degerlendirilmistir.

Antimikrobiyal direng profili degerlendirildiginde ise ¢oktan aza sirasiyla benzilpenisilin,
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sefovesin, seftiofur, kanamisin, neomisin, eritromisin, tetrasiklin ve gentamisine direng
belirlenmistir.

Nijerya’da bir barinakta yapilan ¢alismada hem bakicilardan hem de kopeklerden nazal
svab ornekleri incelenmis, 143 kopek S. pseudintermedius izolatinin %28,7°i, 138 insan
izolatinin da %4,3’i MRSP olarak tanimlanmistir (Moses ve dig, 2022). Képek MRSP
izolatlariin en siklikla amoksisilin-klavulanik asit, seftazidim ve seferdime; insan izolatlarinin
da amoksasisilin-klavunalik asit, seftazidime ve sefepime direngli olduklarini saptamislardir.
Her iki grup izolatta da en disiik direng oraninin kloramfenikol direncinde oldugunu da
belirtmislerdir.

Nakamimami ve dig. (2021) pyodermali kopeklerin deri lezyonlarindan ve
burunlarindan aldiklar siiriintii 6rnekleri ile yaptiklar1 caligmada; burundan alinan 6rneklerin
%31,6’s1 ve pyoderma lezyonlarindan alinan Orneklerin ise %34,1’i MRSP olarak
degerlendirilmistir. Arastiricilar ayrica gerek nazal ornekler gerekse lezyonlardan orjin alan
izolatlardaki antibiyotik direng profillerinin benzerlik gosterdigini bu nedenle de eslikgi
hayvanlarda kommensal stafilokoklarin antimikrobiyal direncine biiyiikk 6nem verilmesi
gerektigini vurgulamiglardir.

Milano ve Napoli’deki iki tiniversitenin veteriner hastanesinde yapilan calismadaki
Milano’da bulunan hastanedeki izolatlarin %30’u ve Napoli’dekilerin %18’i MRSP olarak
belirlenmistir. MRSP izolatlarindaki amoksasilin klavulanik asid direncinin dikkat ¢ekici
boyutta oldugu vurgulanmistir. Milano’daki izolatlarin tiimiinde Napoli’de ise %91°nde ¢oklu
antibiyotik direnci saptanmistir (Nocero ve dig., 2020).

Hollanda’da yapilan bir ¢alismada superfisyel pyoderma tanisi konulan 237 kopegin
paptil ve pustiil gibi lezyonlarindan alinan 6rneklerden 218 MSSP ve 19 MRSP izole edilmistir.
MSSP izolatlarinda en ¢ok amoksisiline; MRSP izolatlarinda ise klindamisin ve doksisikline
yiiksek oranda (>%80) diren¢ belirlenmistir. Hollanda’da kopeklerde siiperfisyel pyoderma
tedavisinde ilk sirada ampirik tedavi amaciyla klindamisin kullanildigi belirtilmistir (M.M. van
Damme ve dig, 2020).

Klinik olarak saglikli olan ve keratit olgusu olan kopeklerin konjonktivalarindan alinan
ornekler ile yapilan karsilagtirmali ¢alismada, saglikli hayvanlarin % 20,9°u Keratitli
hayvanlarin ise %23,08’inden S. pseudintermedius izole edilmistir (Wang ve dig, 2022).
Aragtiricilar her iki grupta da benzer sekilde en yiiksek direncin tetrasiklin ve eritromisin direnci

oldugunu belirtmislerdir. (Wang ve dig, 2022).



12

Brezilya’da otit eksterna teshisi konulan 52 kopegin 31’inde S. pseudintermedius
izolasyonu yapilmis, antimikrobiyel duyarlilik degerlendirmesi sonucunda en yiiksek oranda
%77,3 ile penisilin, %61,4 ile tetrasiklin ve %63,6 ile trimetoprim sulfametoksazole direng
saptanmustir. Bununla birlikte 26 izolatta ¢oklu antibiyotik direncine sahip oldugu goriilmiistiir
(Scherer ve dig, 2018).

Miistak ve dig. (2014) tilkemizde yapmis olduklari ¢alismada pyodermali bir kopekten
izole edilen S. pseudintermedius’un MIC degerlendirmesi sonucunda yiiksek oranda mupirosin
direnci saptamislardir ve bu direnci kodlayan ileS-2 gen varligimi belirlemislerdir. Ulkemizde
deri problemleri olan barmak koépeklerinden yapilan g¢alismada izole edilen stafilokoklarin
%80,4’1 S. pseudintermedius olarak tanimlanmis ve bu izolatlarin %33,3’i metisilin direngli
olarak degerlendirilirken ayn1 zamanda MRSP izolatlarin tamaminda mecA geni saptanmigtir
(Sareyyiipoglu ve dig, 2014). Ulkemizde yapilan baska bir ¢alismada ise deri problemleri
kopeklerden izole edilen MRSP izolatlarin tamamiin amikasine duyarli oldugu tespit
edilmistir (Miistak ve dig, 2020). Bununla birlikte gentamisin (%11,4) ve kloramfenikole (%18)
de diisiik oranda direng belirlenmistir. %40,9 penisilin direnci saptanmis ve direncin mevcut
oldugu izolatlardan bir tanesi haricinde tamami MDR olarak degerlendirilmistir. Calismada

ayn1 zamanda izolatlarda 18 mecA ve 25 blaZ geni varlig1 bildirilmistir.

2.6. S. pseudintermedius Enfeksiyonlarinda Tam

S. pseudintermedius tanis1 amaciyla enfeksiyonlu bolgelerden alinan klinik materyaller
laboratuvara gonderilmektedir. Pyoderma teshisi konulmus kopeklerde lezyonlu deriden alinan
stirlintiiler izolasyon igin yeterli olmaktadir. Stafilokoklar genel olarak kurumaya ve sicaklik
degisimlerine kars1 diger bakteriler ile karsilastirildiginda daha direngli olduklari i¢in, numune
alimi ve gonderimi asamasinda canliliklarini korumalart amaciyla 6zel bir yontem
onerilmemistir (Markey ve dig., 2013). S. pseudintermedius’un pyodermali hayvanlarin piistiil
ve epidermal yara bolgelerinden izole edildigi bir caligmada saglikli hayvanlarin da perioral
bolge ve karin derilerinden alinan siiriintii 6rneklerinden de izole edilmistir (Ferrer ve dig,
2021). Rutin olarak kullanilmakta olan besiyerli svablarin direkt olarak numune alimi ve
gonderiminde kullanimi uygun gériilmektedir. Silva ve dig. (2012), pyodermali kopeklerden
yapmis oldugu caligmada S. pseudintermedius izolasyonu amaciyla deri lezyonlarinin
bulundugu bolgelerden numune almak amaciyla steril fizyolojik tuzlu su ile islatilmig svab

kullanmistir, bu durum genellikle irin mevcut olmayan kuru lezyonlarda tercih edilmektedir.
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S. pseudintermedius kolonileri pigmentsiz, kabarik, orta boyda, koyun ya da sigir kani
ilave edilmis besiyerlerinde 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda, tamamlanmamis [3-
hemoliz ve tam a-hemoliz olusturan koloniler seklinde tiremektedir. S. aureus kolonilerinde de
oldugu gibi ¢ift hemoliz 6zelligini sergilemektedir. Mannitol Salt Agar’da sar1 renkte koloniler
olusturmaktadir, bu durum S. aureus ile benzerdir. %1 maltoz iceren Purple Agar’ da zayif ve
yavas maltoz fermentasyonu olusturmaktadir, kolonilerin alt kisminda hafif sarims1 bir zon
olusur ve izole edilen koloniler de sarimsi renkte olabilmektedir (Markey ve dig., 2013). Purple
Agar’daki koloni morfolojisine gore S. aureus ve S. hyicus ile ayrimi yapilabilmektedir.
Katalaz, DNase, iireaz, alkalin fosfataz ve koagiilaz pozitif karakterdedir. Identifikasyonda
onemli bir sorun, S. pseudintermedius hizli tan1 amaciyla yapilan lateks agliitinasyon
testlerinde, clumping faktorii saptamaya yonelik yapilan lam agliitinasyon testlerinde koagulaz
negatif ozellik gostermesidir. Bu nedenle bir¢ok rutin laboratuvarda, koagulaz negatif
stafilokok olarak tanimlanabilmektedir. Diger stafilokoklardan ayiriminda tiipte yapilan
koagulaz testi, asetoin iiretimi, pyrrolidonyl arylamidaz testi, f-galaktosidaz testi, polimiksin B
direnci ve D-mannitol fermentasyon testi yardimci olmaktadir (Bannoehr ve Guardabassi,
2012). Koagiilaz pozitif stafilokoklar ile asetoin iiretiminin ve ksiloz fermentasyonunun
olmamasi bununla birlikte trehaloz fermentasyonun pozitif olmasi ile SIG grubu iiyelerinden
ayrilabilmektedir ancak bu fenotipik ayirim yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle kesin tani
amaciyla molekiiler diizeyde testler iizerine yogunlasilmistir. PCR ve RFLP, MALDI-TOF MS
ve Multiplex-PCR identifikasyonda kullanilan yontemlerdir (Sasaki ve dig., 2010, Bannoehr ve
dig., 2009, Decristophoris ve dig., 2011).

Glinimiizde yaygm olarak kullanilmaya baslanan otomatize sistem bakteriyel
identifikasyon cihazlarindan birisi olan Biomeriux Vitek 2 cihazinda da S. pseudintermedius
tanimlanabilmektedir, fakat dogrulamak amaciyla sonrasinda genellikle PCR yapilmaktadir
(Fungwithaya ve dig, 2022).

Rusenova ve dig. (2020) yapmis olduklari caligmada SIG iiyelerini belirlemede
biyokimyasal testlerin kullaniminin 6nemini vurgulamis fakat tiyeler arasindaki ayrimlar igin
molekiiler analizler ile birlikte yapilmasini ya da yalnizca molekiiler analiz yapilmasini

onermislerdir.

2.7. S. pseudintermedius Enfeksiyonlarinda Tedavi ve Korunma

Pyoderma tedavilerinde var olan ve sonradan gelisecek olan antimikrobiyal direnci

azaltmak amaciyla sistemik antibiyotik tedavi oncelikli olarak tercih edilmemekle birlikte,
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yalnizca derin pyoderma olgularinda sistemik antibiyotik tedavisi onerilmektedir. Siiperfisyel
pyodermalarda ise daha ¢ok lokal olarak klorheksidin ve yikama uygulamalar1 tercih
edilmektedir (Deboer, 2016). Sodyum hipoklorid ve salisilik asit sampuanlar1 da tedavide
kullanilmaktadir (Fadok ve dig., 2019). As1 ile ilgili S. aureus’ta kullanilan SpA ve faj terapisi
calismalarinin S. pseudintermedius i¢in de gelistirilmesi Onerilmektedir (Lynch, 2021).
Amerika’da stiperfisiyal pyodermali kopeklerde yapilan pilot as1 ¢alismasinda, sonuglar olumlu
olup gelistirilebilir oldugu degerlendirilmesi yapilmistir (Abouelkhair, 2019). Bakteriyofaj
pSp-J ve pSp-S, MRSP potansiyel tedavi yontemi olarak onerilmistir (Kim ve dig, 2021). Bu
durumu diisiik dozlarda kullaniminda biyofilm olusumunu engelleyebilme yetenegi ile
basardigin1 bildirmislerdir. Nanosiilfiir kullanimi alternatif antimikrobiyal olarak saglik
bilimlerinde yer almaktadir ve biyofilm olusumunu engelleme 6zelligi ile MDR-SP izolatlarina

da etkili oldugu bildirilmistir (Kher ve dig, 2022).
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3. YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Ornekler

Calismada Haziran 2018 ve Haziran 2020 tarihleri arasinda, degisen cinsiyet ve yasta
olan, evde ya da sokakta serbest olarak yasayan; deride eritem, alopesi, kasinti, papiil ve piistiil
sikayeti ile Istanbul Universitesi- Cerrahpasa, Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim
Dalri’na getirilip; Klinik incelemeler sonucu pyoderma tanis1 konulan 205 kopegin bas, gévde
ve ekstremite bolgelerinde bulunan deri lezyonlarindan siiriintii 6rnekleri alindi.

Lezyonlar akintili ise direkt sivab ile, kuru formda ise Tryptic Soy Broth (TSB) ile
islatilmis svablar araciligi ile alinan siiriintii 6rnekleri Stuart Medium tasiyict besiyeri ile
Istanbul Universitesi- Cerrahpasa, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali
laboratuvarina soguk zincirde ulastirildi. Hemen isleme alinmayan 6rnekler +4 °C’de saklandi.

Incelenen kopeklerin 46’smin ev ortaminda, 146’sinin  ev disinda yasadign kayit
edilirken 13 kopegin ise yetistirme ve yasama yeri hakkinda bilgi kayit edilemedi. Kopeklerin
93’1 disi, 112’si erkek, 36’s1 6 yas tizeri, 158’1 6 yas ve altinda olmakla beraber 11 kdpegin
yas bilgisi bilinmemektedir. Pyoderma tiirlerine gore kdpeklerin 29’u ylizeysel, 130°u
stiperfisyal, 33’1 derin pyoderma karakterinde olmakla birlikte 13 képegin pyoderma bilgisi
kayit edilmedi. Siiriintii 6rneklerinin alindig1 kdpeklerde en az 72 saat 6ncesine kadar herhangi
bir antinibiyoitk kullanimi bulunmamakta, ancak kopeklerin 140’inda son bir yil igerisinde

antibiyotik kullanimi hikayesi vardi.

3.1.2. Besiyerleri

3.1.2.1. Mannitol Salt Agar (HIMEDIA M118-500G)
Icerik: Proteose Peptone 10 g/l, HM peptone 1 g/l, Sodium Chloride 75 g/l, D(-)

Mannitol 10 g/I, Phenol Red 0.025 g/1, Agar 15 g/l. (pH 7.4+0.2, 25°C).
Hazirlanisi: Toz besiyerinden 111.02 gr tartild: ve 1 litre distile su igerisinde eritildi.
121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Steril petri kutularina 25’er ml dagitildi.

Besiyerleri oda 1s1sinda donduktan sonra kullanima kadar +4 °C’de muhafaza edildi.
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3.1.2.2. Tryptic Soy Broth (MERCK 1.05459.0500)
Igerik: Peptone from casein 17,0 g/L, Peptone from soymeal 3,0 g/L; D(+) Glucose 2,5

g/L; NaCl 5,0 g/L; Ko2HPO42,5 g/L. (pH 7.3+£0.2, 25°C).

Hazirlanisi: Toz besiyerinden 3 gr tartildi ve 100 ml distile su igerisinde eritildi. 4’er ml
steril cam tiiplere dagitilarak, 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Kullanim
asamasina kadar +4°C’de muhafaza edildi.
3.1.2.3. Tryptic Soy Agar (OXOID CM0131)

Igerik: Tryptone 15,0 g/l, soya peptone 5,0 g/l, sodium chloride 5.0 g/l, agar 15.0 g/l.
(pH 7.3 £ 0.2, 25°C).

Hazirlanisi: Toz besiyerinden 40 gr tartildi ve 1 litre distile su igerisinde eritildi. 121°C”
de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Ardindan steril petri kutularina 25’er ml dagitildi.

Besiyerleri oda 1s1sinda donduktan sonra kullanim asamasina dek +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.2.4. Mueller- Hinton Agar (OXOID CMO0337)
Icerik: Beef (dehydrated infusion from) 300.0 gm/I, Casein hydrolysate 17.5 gm/l,

Starch 1.5 gm/l, Agar 17.0 gm/l. (pH 7.3 £0.1, 25°C).
Hazirlanisi: Toz besiyerinden 38 gr tartildi ve 1 litre distile su igerisinde eritildi. 121°C

‘de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Steril petri kutularina 25’er ml dagitildi. Besiyerleri
oda 1s1sinda donduktan sonra kullanima kadar +4 °C’de muhafaza edildi.
3.1.2.5. Congo Red Agar

e Congo Red Indicator (ISO Lab C.I. 22210)

e Sakkaroz (Lachema)

e Brain Heart Infusion Agar (HIMEDIA M211)

Congo Red Agar Hazirlanist:

1 litre distile suya 0.8 gr Congo Red, 36 gr Sakkaroz ve 52 gr Brain Heart Infusion Agar eklendi.
121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Steril edilen besiyerinden 25’er ml steril petri kutularina

dokiildii. Oda 1s1sinda donduktan sonra besiyerleri kullanim asamasina dek +4°C’de muhafaza

edildi.

3.1.3. Ayraclar ve Kimyasallar

3.1.3.1. Oksidaz Identifikasyon Stikleri (Oxoid, BR 64A)
Oksidaz testi i¢in kullanildi.

3.1.3.2. %3 Hidrojen Peroksit Soliisyonu
Katalaz testinde kullanildi.
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3.1.3.3. Glasiyal Asetik Asit (ISOLAB 901.013 %100 liik)
Biyofilm olusturma o6zelliginin fenotipik olarak arastirilmast amaciyla yapilan

mikrotiter plate testinde kullanildi.
3.1.3.4. Hucker Crystal Violet (%2’lik)

Biyofilm olusturma o6zelliginin fenotipik olarak arastirilmast amaciyla yapilan
mikrotiter plate testinde kullanildi.

3.1.3.5. Gram Boyama Seti (Chembio Gramstain Set -110419)
Izole edilen bakterilerin Gram boyanma 6zelliginin belirlenmesinde kullanildi.

3.1.3.6. Gliserol (%99,5 Tekkim TK.070190.01000)

%50 Gliserol; Stok gliserolden 50 ml alind1 ve 50 ml dH2O ilave edildi, ardindan
121°C°de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Kullanima kadar +4°C’de muhafaza edildi ve
izole edilen bakterilerin -20°C’de saklanilmasi asamasinda kullanildu.
3.1.3.7. Phosphate Buffered Saline

8 gr NaCl, 0,2 gr KCI, 1,15 gr Na2HPO47H>0 ve 0,2 gr KH2POg4 distile su ile 1 e
tamamlanarak hazirlandi. (pH 7.2). Biyofilm olusturma 6zelliginin belirlenmesinde kullanilan

mikrotiter plate testinde yikama asamasinda kullanildi.

3.1.4. Antibiyotik Diskleri
Antibiyotik duyarlilik testlerinde penisilin (10 U), oksasilin (1 pg), klindamisin (2 pg),

kloramfenikol (30 pg), doksisilin (30 pg), eritromisin (15 pg), tetrasiklin (30 pg), gentamisin
(10 ng), enrofloksasin (5 pg), difloksasin (10 ug), marbofloksasin (5 ng), orbifloksasin (10 pg),
sulfisoksazol (300 ug) antibiyotik diskleri kullanildi.

3.1.5. Molekiiler Calismalar

3.1.5.1. DNA Ekstraksiyonu
Bu calismada iki farkli ekstraksiyon yontemi kullanildi. Tiim siipheli izolatlarin S.

pseudintermedius identifikasyonu amaciyla PCR i¢in chelex ile DNA ekstraksiyonu yapildi.
Calismanin 2. asamasinda ise S. pseudintermedius olarak saptanan izolatlarin antibiyotik direng
ve biyofilm olusturma Ozelliklerinin genotipik olarak belirlenmesinde ekstraksiyon Kiti
kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapildi.
a) Chelex ile DNA Ekstraksiyonu
DNA ckstraksiyonu igin %5’lik Chelex (Bio- Rad Cat No: 142- 1253) soliisyonu
kullanildi. Bu amagla 100 ml distile suya 5 gr Chelex eklenerek buffer hazirland.
b) DNA Ekstraksiyon Kiti ile DNA Ekstraksiyonu
Calismada Invitrogen Purelink genomic DNA mini kit (LOT: 2070303) kullanildi.
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Kitin icinde mevcut olan materyaller:

Purelink genomic lysis/ binding buffer, purelink genomic digestion buffer, Proteinaz K,
RNase A, Yikama soliisyonu I, Yikama soliisynu Il, Elusyon Buffer, spin kolon, bos tiip.
Kit icinde mevcut olmayip kullanim i¢in edinilmesi gereken materyaller:

e % 96-100 Etanol

e DNA izolasyonu i¢in 6rnek (Gram pozitif bakteriler igin < 2 x 10°)
e Lysozyme ve Lysozyme Digestion Buffer (25mM Tris-HCI, pH 8.0, 2.5 mM
EDTA, %1 Triton X-100)
e [sitic1 blok
e Steril, DNase- free mikrosantrifiij tiipleri
3.1.5.2. DNA Amplifikasyonu
DNA amplifikasyonu ig¢in Master mix Thermoscientific PCR Master Mix 2X (LOT
00691488, 0.05 U/ ul Taq DNA polymerase, reaction buffer, 4mM MgCl> ve 0.4 mM dNTP)
kullanilda.
PCR ile Staphylococcus pseudintermedius Identifikasyonu
Staphylococcus pseudintermedius identifikasyonu amaciyla spesifik olarak pse-F2 ve
pse-RS  primerleri  kullanildi  (Sasaki  ve  dig.  2010). Pse- F2; 5’-
TRGGCAGTAGGATTCGTTAA-3> (Cat no: C0882B01) wve Pse- R5: 5°-
CTTTTGTGCTYCMTTTTGG-3* (Cat no: C0882B02) dizilimleri kullanildi. 100 puM
konsantrasyonda stok hazirlamak amaciyla iiretici firmanin belirttigi sekilde pse-F2 i¢in 389
ul, pse-R5 igin 593 ul TE Buffer (A.B.T. 1 X TE Buffer, Cat: B05-01-01) kullanildi. Stok
primerler kullanim asamasina kadar -20°C’de saklandi. Kullanilmadan 6nce son konsantrasyon
10 pmol/ul olacak sekilde nuclease free water ile sulandirildi (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific Etkin Lab).
PCR ile Antibiyotik Direnci ile Iliskili Gen Bilgelerinin Saptanmast
Izolatlarin metisilin direnci ile iliskili olarak mecA (Kondo ve dig. ,2007), beta laktamaz
direnci ile iligkili olarak blaZz (Martineau ve dig. , 2000), makrolid direnci ile iliskili gen
bolgeleri ermA, ermB, ermC (Lina ve dig. , 1999), kloramfenikol direnci ile iliskili olarak cat
bolgeleri, tetrasiklin direnci ile iliskili olarak tet(K), tet(L), tet(M), tet(O) (Kim ve dig. , 2005),
gentamisin direnci ile iliskili aac(6’)- aph (2°”) gen bolgeleri (Martineau ve dig., 2000) ve
stafilokoklarda antibiyotik direncinin gelisimiyle iliskili oldugu bildirilen hareketli genetik
element 1S256 gen bolgesinin (Proietti ve dig. , 2012) belirlenmesi amaciyla PCR yapildi
(Tablo 3.1).
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mecA gen bolgesinin amplifikasyonu icin mA1 5’>-TGCTATCCACCCTCAAACAGG-
3> (Cat No: C0882D07) ve mA2 5’-AACGTTGTAACCACCCCAAGA-3’(Cat No:
C0882D08) primer dizilimleri kullanild1 (Kondo ve dig. , 2007). 100 uM konsantrasyonda stok
hazirlamak amaciyla iiretici firmanin belirttigi sekilde mA1 icin 541 pl, mA2 igin ise 459 ul
TE Buffer kullanildi (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). Stok primerler kullanim agamasina
kadar -20°C’de saklandi. Kullanilmadan 6nce son konsantrasyon 10 pmol/ul olacak sekilde
nuclease free water ile sulandirildi.

blaZ gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in blaZ1 5>~ ACTTCAACACCTGCTGCTTTC-
3> (Cat No: C00882C11) ve blaZ2 5-TGACCACTTTTATCAGCAACC-3* (Cat No:
C0882C12) primer dizilimleri kullanildi (Martineau ve dig. , 2000). 100 uM konsantrasyonda
stok hazirlamak amaciyla iiretici firmanin belirttigi sekilde blaZ1l i¢in 559 ul, blaZ2 igin ise
430 ul TE Buffer kullanildi. Stok primerler kullanim asamasina kadar -20°C’de saklandi.
Kullanilmadan 6nce son konsantrasyon 10 pmol/ul olacak sekilde nuclease free water ile
sulandirildu.

ermA gen bolgesinin amplifikasyonu ermA-F 5-
GTTCAAGAACAATCAATACAGAG-3* (Cat No: C0882B03) ve ermA-R 5’-
GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC-3’ (Cat No: C0882B04) primer dizilimleri kullanilarak
yapildi (Lina ve dig. , 1999). 100 uM konsantrasyonda stok hazirlamak amaciyla iiretici
firmanin belirttigi sekilde ermA- F i¢in 478 pul, ermA- R i¢in ise 397 pl TE Buffer kullanildi.
Stok primerler kullanim asamasina kadar -20°C’de saklandi. Kullanilmadan once son
konsantrasyon 10 pmol/ul olacak sekilde nuclease free water ile sulandirildu.

ermB gen bolgesinin amplifikasyonu ermB-F 5’-CCGTTTACGAAATTGGAACA
GGT AAAGGGC-3’ (Cat No: C0882B05) ve ermB-R 5’-GAATCGAGACTTCAGTGTGC-3’
(Cat No: CO0882B06) primer dizilimleri kullanildi (Lina ve dig. , 1999). 100 uM
konsantrasyonda stok hazirlamak amaciyla tiretici firmanin belirttigi sekilde ermB-F igin 378
ul, ermB-R i¢in ise 417 pl TE Buffer kullanildi. Stok primerler kullanim asamasina kadar -
20°C’de saklandi. Kullanilmadan 6nce son konsantrasyon 10 pmol/ul olacak sekilde nuclease
free water ile sulandirildi.

ermC gen bolgesinin amplifikasyonu i¢cin ermC-F  5-GCTAATATTGTTT
AAATCGTCAATATTCC-3> (Cat No: CO0882B07) ve ermC-R 5’-GGATCAGGAA
AAGGACATTTTAC-3’ (Cat No: C0882B08) primer dizilimleri kullanildi (Lina ve dig. ,
1999). 100 uM konsantrasyonda stok hazirlamak amaciyla iiretici firmanin belirttigi sekilde
ermC-F i¢in 431 pl, ermC-R i¢in ise 451 pl TE Buffer kullanildi. Stok primerler kullanim
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asamasina kadar -20°C’de saklandi. Kullanilmadan 6nce son konsantrasyon 10 pmol/ul olacak
sekilde nuclease free water ile sulandirilda.

cat gen bolgelerinin amplifikasyonu igin cat(set 1) ve cat(set 2); cat(set 1)-F 5’-
GCGAACGAAAAACAATTGCA-3* (Cat No: (€0882B09) ve cat(set 1)- R 5’-
TGAAGCTGTAAGGCAACTGG-3* (Cat No: C0882B10), cat(set 2)- F 5’-
GAATGAATTTCAAGATATAA-3> (Cat No: C0882B11) ve cat(set 2)- R 5’-
AGACTTATTTACTACGTTTC-3’ (Cat No: C0882B12) primer dizilimleri kullanildi (Kim ve
dig. , 2005). 100 uM konsantrasyonda stok hazirlamak amaciyla iiretici firmanin belirttigi
sekilde cat(set 1)- F i¢in 383 ul, cat(set 1)- R i¢in 535 pl ve cat(set 2)- F i¢in 409 ul, cat(set 2)-
R i¢in 474 pl TE Buffer kullanildi. Stok primerler kullanim agamasina kadar -20°C’de saklandi.
Kullanilmadan 6nce son konsantrasyon 10 pmol/ul olacak sekilde nuclease free water ile
sulandirildi.

tet(K) gen bolgesinin amplifikasyonu icin tet(K)- F 5’-
TTAGGTGAAGGGTTAGGTCC-3> (Oligo No: 210831-1-41) ve tet(K)- R 5’-
GCAAACTCATTCCAGAAGCA-3’ (Oligo No: 210831-1-42) primer dizilimleri kullanildi
(Kim ve dig. , 2005). 100 uM konsantrasyonda stok hazirlamak amaciyla iiretici firmanin
belirttigi sekilde tet(K)- F igin 345.5 pl, tet(K)- R igin ise 331.5 pul TE Buffer kullanildi
(Sentebiolab). Stok primerler kullanim asamasma kadar -20°C’de saklandi. Kullanilmadan
once son konsantrasyon 10 pmol/ul olacak sekilde nuclease free water ile sulandirildi.

tet(L) gen bo6lgesinin amplifikasyonu icin tet(L)- F 5’-
GTTGCGCGCTATATTCCAAA-3> (Cat No: (C0882C03) ve tet(L)- R 5°-
TTAAGCAAACTCATTCCAGC- 3’ (Cat No: C0882C04) primer dizilimleri kullanildi (Kim
ve dig. , 2005). 100 uM konsantrasyonda stok hazirlamak amaciyla iiretici firmanin belirttigi
sekilde tet(L)- F i¢in 494 pul, tet(L)- R i¢in ise 442 ul TE Buffer kullanildi. Stok primerler
kullanim asamasina kadar -20°C’de saklandi. Kullanilmadan once son konsantrasyon 10
pmol/ul olacak sekilde nuclease free water ile sulandirildi.

tet(M) gen bolgesinin amplifikasyonu icin tet(M)- F 5’-
GTTAAATAGTGTTCTTGGAG-3> (Cat  No0:C0882C05) ve tet(M)- R  5°-
CTAAGATATGGCTCTAACAA-3’ (Cat No: C0882C06) primer dizilimleri kullanildi (Kim
ve dig. , 2005). 100 uM konsantrasyonda stok hazirlamak amaciyla iiretici firmanin belirttigi
sekilde tet(M)- F i¢in 558 ul, tet(M)- R igin ise 411 pl TE Buffer kullanildi. Stok primerler
kullanim asamasina kadar -20°C’de saklandi. Kullanilmadan once son konsantrasyon 10

pmol/ul olacak sekilde nuclease free water ile sulandirildi.
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tet(O) gen bolgesinin amplifikasyonu icin tet(O)- F 5’-
GATGGCATACAGGCACAGAC-3> (Cat No: (€0882C07) ve tet(O)- R 5°-
CAATATCACCAGAGCAGGCT-3’ (Cat No: C0882C08) primer dizilimleri kullanild1 (Kim
ve dig. , 2005). 100 uM konsantrasyonda stok hazirlamak amaciyla iiretici firmanin belirttigi
sekilde tet(O)- F igin 402 ul, tet(O)- R i¢in ise 419 pl TE Buffer kullanildi. Stok primerler
kullanim asamasina kadar -20°C’de saklandi. Kullanilmadan once son konsantrasyon 10
pmol/ul olacak sekilde nuclease free water ile sulandirildi.

aac(6’)- aph(2”) gen bolgesinin amplifikasyonu igin aac(6’)- aph(2”) - F 5’-
TTGGGAAGATGAAGTTTTTAGA-3’ (Cat No: C0882C09) ve aac(6’)- aph(2”) - R 5’-
CCTTTACTCCAATAATTTGGCT-3* (Cat No: C0882C10) primer dizilimleri kullanildi
(Martineau ve dig. , 2000). 100 uM konsantrasyonda stok hazirlamak amaciyla tiretici firmanin
belirttigi sekilde aac(6’)- aph(2”) - F i¢in 356 ul, aac(6’)- aph(2”) - R igin ise 517 ul TE Buffer
kullanildi. Stok primerler kullanim asamasina kadar -20°C’de saklandi. Kullanilmadan 6nce
son konsantrasyon 10 pmol/ul olacak sekilde nuclease free water ile sulandirilda.

1S256 gen bolgesinin amplifikasyonu icin 1S256- PS 5’-
AGTCCTTTTACGGTACAATG-3> (Cat No: C0882D05) ve 1S256- P3 5’-
TGTGCGCATCAGAAATAACG-3’ (Cat No: C0882D06) primer dizilimleri kullanildi
(Proietti ve dig. , 2012). 100 uM konsantrasyonda stok hazirlamak amaciyla iiretici firmanin
belirttigi sekilde 1S256- P5 i¢in 715 pl, 1S256- P3 i¢in ise 558 ul TE Buffer kullanildi. Stok
primerler kullanim asamasina kadar -20°C’de saklandi. Kullanilmadan 6nce son konsantrasyon
10 pmol/ul olacak sekilde nuclease free water ile sulandirildi.

Genotipik Olarak Biyofilm Olusturma Yeteneginin Belirlenmesi

Biyofilm olusturma 6zelliginin genotipik olarak belirlenmesi amaciyla icaA ve icaD
gen bolgeleri incelendi (Proietti ve dig, 2015).

icaA gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in; icaA-F 5’-ACTGTTTCGGGGACAAGCAT-
3’(Oligo No: 210602-1-5) ve icaA-R 5’-ATTGAGGCTGTAGGGCGTTG-3” (Oligo No:
210602-1-6), icaD gen  bolgesinin  amplifikasyonu ig¢in  ise icaD-F = 5’-
CGTTAATGCCTTCTTTCTTATTGCG-3> (Oligo No: 210602-1-7) ve icaD-R 5°-
ATTAGCGCACATTCGGTGTT-3" (Oligo No: 210602-1-8) primer dizilimleri kullanild:
(Prioetti ve dig, 2015). 100 uM konsantrasyonda stok hazirlamak amaciyla {iretici firmanin
belirttigi sekilde icaA-F i¢in 462.5 pl, icaA-R igin 168.9 ul, icaD-F igin 463 pul ve icaD-R igin
430.4 pl TE Buffer kullanildi (Sentebiolab). Stok primerler kullanim agamasina kadar -20°C’de
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saklandi. Kullanilmadan 6nce son konsantrasyon 10 pmol/ul olacak sekilde nuclease free water

ile sulandirildi.

Tablo 3.1 Antibiyotik direnci ile iliskili gen bolgeleri

Gen Primer Adi Gen Dizilimi (5°-37) Amplikon | Kaynak
Bolgesi Biiyiikligii
mecA mAl TGCTATCCACCCTCAAACAGG 286 bp Kondo ve
mA2 AACGTTGTAACCACCCCAAGA dig., 2007
blaZ blaZ1 ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 173 bp Martineau ve
blaZ?2 TGACCACTTTTATCAGCAACC dig., 2000
ermA ermA-F GTTCAAGAACAATCAATACAGAG 421 bp
ermA-R GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC Lina ve
ermB | ermB-F CCGTTTACGAAATTGGAACAGGTAAAGGGC | 359 bp dig.,1999
ermB-R GAATCGAGACTTCAGTGTGC
ermC ermC-F GCTAATATTGTTT AAATCGTCAATATTCC 572 bp
ermC-R GGATCAGGAA AAGGACATTTTAC
cat(set cat(set 1)-F GCGAACGAAAAACAATTGCA 748 bp
1) cat(set 1)- R TGAAGCTGTAAGGCAACTGG
cat(set cat(set 2)- F GAATGAATTTCAAGATATAA 259 bp Kim ve dig.,
2) cat(set 2)- R AGACTTATTTACTACGTTTC 2005
tet(K) tet(K)- F TTAGGTGAAGGGTTAGGTCC 718 bp
tet(K)- R GCAAACTCATTCCAGAAGCA
tet(L) tet(L)- F GTTGCGCGCTATATTCCAAA 788 bp Kim ve dis
tet(L)- R TTAAGCAAACTCATTCCAGC 2005 £
tet(M) tet(M)- F GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 656 bp
tet(M)- R CTAAGATATGGCTCTAACAA
tet(0O) tet(O)- F GATGGCATACAGGCACAGAC 643 bp
tet(O)- R CAATATCACCAGAGCAGGCT
aac(6’)- | aac(6’)- aph(2”) —F | TTGGGAAGATGAAGTTTTTAGA 174 bp
aph(2”) | aac(6’)- aph(2”) - R Martineau ve
CCTTTACTCCAATAATTTGGCT dig., 2000
1S256 1S256- P5 AGTCCTTTTACGGTACAATG 762 bp Proietti ve
1S256- P3 TGTGCGCATCAGAAATAACG dig., 2012

3.1.5.3. Agaroz Jel Elektroferez
Belirtilen miktarda (icaA ve icaD genleri igin 1,5 g, arastirilan diger genler igin 1 g

agaroz jel olacak sekilde) agaroz (Invitrogen UltraPure Agarose) 100 ml 1X TAE (Invitrogen

Ultrapure 10 X TAE Buffer) ile sulandirildi ve homojenizasyonu saglanmasi amaciyla

mikrodalgada eritildikten sonra oda 1sisinda, 1sist 60°C’nin altina diismeyecek sekilde

sogutuldu. Ardindan agaroz igerisine 8 pl ethidium bromide (SIGMA E-1385) ilave edildi. Bu

islemin ardindan secilen biiytikliikteki kalip tepsisi i¢erisine dokiildii ve taraklar yerlestirilerek

jelin donmasi beklendi. Jel katilastiktan sonra yerlestirilen taraklar ¢ikartilarak, 1X TAE ile

doldurulmus elektroferez tankina konumlandirilarak ytlikleme islemine hazir hale getirildi.
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e Ladder (Genemark)
e Loading dye (Thermoscientific 6X DNA Loading Dye LOT 00708110)
3.1.5.4. Referans Suslar
S. pseudintermedius identifikasyonu ve antibiyotik direnci ile iliskili genlerin
incelenmesi amaciyla yapilan PCR ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak; Kopenhag
Universitesi’nden Dog. Dr. Arshnee Moodley’den temin edilen DK 729, E044, E047, E069,
E081, E083, E094 ve E097 kodlu suslar kullanildi.
Negatif kontrol olarak DNaz, RNaz ve Proteaz’dan arindirilmis, steril distile su
kullanild: (Multicell 809-115-CL).

3.1.6. Diger Gerecler

[zolasyon calismalarinda kullamlan diger gerecler: Etiiv (Nuve), hassas terazi (Bel
Engineering), otoklav kirli (Nuve), otoklav temiz, steril kabin, buzdolabi ve derindondurucu.

Molekiiler ¢aligmalarda kullanilan diger geregler; PCR thermal cycler (Runik Thermal
Cycler, SACEM Life Technologies), PCR tiipleri (ISOLAB PCR products, 0.2 ml RNase,
DNase Cat # 123.01.002), mikrosantrfiij tiipti ISOLAB), 1sitic1 blok (Biosan, Bio TDB- 100),
santrifiij Cihazi1 (Denville 260 D), otomatik pipetler (0,5-10 ul, 10-100 ul, 100-1000 ul Ergo
One), gii¢ kaynagi, UV Transilluminator (Infinity, Vilber Lourmat), mikrodalga 1sitic1 (Vestel),
pipet uglar1 ( ISOLAB), ethanol (ISOLAB), minispin (Eppendorf), distile su (Multicell 809-
115-CL). Biyofilm olusturma 6zelliginin fenotipik olarak belirlenmesi amaciyla yapilan
Mikrotiter Plate Testte kullanilan diger geregler; ELISA plakasi (96 kuyucuklu) ISOLAB,
ELISA okuyucu (Spektramax 190) kullanildi.

3.2. YONTEM

3.2.1. Staphylococcus pseudintermedius izolasyonu ve Identifikasyonu

3.2.1.1. Staphylococcus pseudintermedius Izolasyonu
Laboratuvara getirilen siiriintii 6rneklerinin Mannitol Salt Agar (MSA)’a ekimleri

yapild1 ve 37°C” de 24 saat inkiibasyona birakild. Inkiibasyon siiresi sonucunda iireyen koloni
tipleri degerlendirildi ve farkli morfolojiye sahip olan koloniler saflastirildi. Bu koloniler Gram
boyama yontemi ile boyandiktan sonra mikroskopta x100’liik objektifte incelendi.
Degerlendirme sonucunda Gram pozitif kok morfolojisi belirlenen izolatlara, katalaz ve oksidaz
testi yapildi. Katalaz pozitif ve oksidaz negatif olan izolatlar, Tryptic Soy Broth (TSB)’ a

pasajland1 ve 37°C *de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda TSB’de
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iireyen koloniler, %20 gliserol ile -20°C’de genotipik identifikasyon asamasinda kullanilmasi
amaciyla sakland1 (Wang ve dig., 2012).
Katalaz Testi

%?3’liik H20: lam iizerine damlatildi ve iizerine bir 6ze dolusu saf olarak tireyen
koloniden birakildi, ardindan gaz olusumu gozlendi. Gaz olusumunun gostergesi olan
kabarciklarin olustugu izolatlar katalaz pozitif olarak degerlendirildi (Arda, 2011).

Oksidaz Testi

Saf olarak iireyen kolonilerden bir 6ze dolusu alindi ve oksidaz sticklerine siiriilerek bir
dakika bekletildi. Siire sonunda koyu mavi veya mor renk olusumu pozitif, renk degisiminin

olmamasi ise oksidaz negatif olarak degerlendirildi (Arda, 2011).

3.2.1.2. PCR ile S. pseudintermedius’un Tanimlanmast

3.2.1.2.1. DNA Ekstraksiyonu
300 pl Chelex konulan mikrosantrifiij tiiplerine, igne uglu 6ze yardimi ile saf olarak

iireyen kolonilerden alindi ve bakteri siispansiyonu hazirlandi. Tortu birakilmadan ve gerektigi
durumda vorteks kullanilarak homojenizasyon saglandi. 10 dakika termal blokta 98-99 °C’de
inkube edildikten sonra 12.5x rpm de 3 dakika santrifiije edildi ve ekstraksiyon asamasi
tamamlandi. Ustteki stivi PCR calismalarinda hedef DNA olarak kullanildi (Kariyama ve
dig.,2000).

3.2.1.2.2. PCR ile S. pseudintermedius Identifikasyonu

Stipheli izolatlardan S. pseudintermedius identifikasyonu amaciyla pse-F2 ve pse-R5
primer dizilimleri kullanilarak PCR yapild1 (Sasaki ve dig., 2010).

Her ekstrakt i¢in primerler (10 pmol) pse-F2 1 ul ve pse-R5 1 ul, PCR master mix 2X
karisimindan 12,5 ul ve 8 pul DNaz, RNaz ve Proteaz’dan arindirilmis distile su ile son hacim
25 pl olacak sekilde 2,5 ul DNA ekstrakti eklendi. Hazirlanan PCR karisimi amplifikasyon
amaciyla thermal cycler cihazina yerlestirildi. Amplifikasyon, 95°C’de 2 dk 6n denatiirasyon;
ardindan takip eden 30 dongii olacak sekilde 95°C 30 sn, 56°C 35 sn, 72°C 1 dk ve son sentez
asamast 72°C 2 dk olarak PCR programi tamamlandi. Elde edilen amplifiye iirlinler agaroz
jelde yiiriitiiliinceye kadar +4°C’de bekletildi.

%1 Agaroz jele; ilk kuyucuga ladder olacak sekilde ardindan sirasiyla amplifiye DNA
iriinleri ile birlikte pozitif ve negatif kontroller yiiklendi. DNA marker (100bp) 5 pl, amplifiye
DNA iiriinlerinden 10 pl alinarak loading dye ile 6X sulandirma (2 pl loading dye ve 10 ul
DNA) yapilacak sekilde jele yiiklendi. Yiikleme yapilan jele 100 volt elektrik akiminda 35

dakika elektroferez uygulandi. Elektroferezin ardindan, jel tanktan alinarak transilliiminatore
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aktarildi ve UV altinda bant olusumlar1 degerlendirildi. 926 bp bant olusturan izolatlar pozitif

kontroliin de referansi ile S. pseudintermedius olarak tanimlandi (Sasaki ve dig. , 2010).

3.2.2. izolatlarin Antibiyotik Duyarhihklarinin Saptanmasi

3.2.2.1. Izolatlarin Antibiyotik Duyarliliklarinin Fenotipik Olarak Degerlendirilmesi
Izolatlarm tiimiine CLSI standartlarma gore disk difuzyon yontemi ile antibiyotik

duyarlilik testleri yapildi. Bu amagla, izolatlar Mannitol Salt Agara pasajlandi ve 37°C * de 24
saat inkubasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda taze kiiltiirlerden FTS (% 0.9’luk
fizyolojik tuzlu su) i¢inde 0.5 Mc Farland standardinda siispansiyonlar elde edildi.
Siispansiyonlar steril svablar ile Mueller- Hinton Agara (MHA) yayma ekim yapildi.
Antibiyotik diskleri agar ylizeyine yerlestirildi. S. pseudintermedius izolatlarinin antibiyotik
duyarhiliklarinin degerlendirilmesinde; penisilin (10 U), oksasilin (1 pg), klindamisin (2 pg),
kloramfenikol (30 pg), doksisiklin (30 pg), eritromisin (15 pg), tetrasiklin (30 pg), gentamisin
(10 ng), enrofloksasin (5 nug), difloksasin (10 pg), marbofloksasin (5 ug), orbifloksasin (10 ng)
ve sulfisoksazole (300 pg) antibiyotik diskleri kullanildi. Besiyerleri 37°C’de 24 saat
inkubasyona birakildi. Siire sonunda zon ¢aplari CLSI standartlarina gére degerlendirildi
duyarhilik zon ¢aplarina gore duyarli, orta derecede duyarl ve direngli olarak degerlendirmeye
tabi tutuldu (CLSI). U¢ ve daha fazla antibiyotik sinifina direncli olan izolatlar Coklu
Antibiyotik Direnci (CAD) olarak degerlendirildi (Magiorakos ve dig, 2011).

[zolatlarm antibiyotik duyarlilik/direnclilik durumlarinin belirlenmesinden sonra ilgili
antibiyotiklere diren¢ durumu goz Oniline alinarak fenotipik yakinliklar1 kantitatif olarak
belirlendi. Olusan paternlerin dendrogrami, UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Averages) metodu ile goriintii analiz programi kullanilarak ¢izildi (Ciftci ve dig.,
2015).
3.2.2.2. Antibiyotik Direnci ile liskili Belirli Genlerin Incelenmesi

[zolatlarin metisilin direnci ile iliskili olarak mecA (Kondo ve dig. ,2007), beta laktamaz
direnci ile iligkili olarak blaZz (Martineau ve dig. , 2000), makrolid direnci ile iliskili gen
bolgeleri ermA, ermB, ermC (Lina ve dig. , 1999), kloramfenikol direnci ile iliskili olarak cat
bolgeleri, tetrasiklin direnci ile iliskili olarak tet(K), tet(L), tet(M), tet(O) (Kim ve dig. , 2005),
gentamisin direnci ile iliskili aac(6’)- aph (2°”) gen bolgeleri (Martineau ve dig., 2000) ve
stafilokoklarda antibiyotik direncinin gelisimiyle iliskili oldugu bildirilen hareketli genetik
element 1S256 gen bolgesinin (Proietti ve dig. , 2012) belirlenmesi amaciyla PCR yapildi.
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3.2.2.2.1. DNA Ekstraksiyon Kiti ile DNA Ekstraksiyonu:

Kitin igeriginde yer alan, Gram pozitif bakteriler i¢in lizat hazirlama talimat1 kullanildi.
Bunun igin, iki adet 1sitict blok 37°C ve 55°C olarak ayarlandi. Son lizozim konsantrasyonu 20
mg/ml olarak sekilde “Lysozyme Digestion Buffer (LDB)” hazirlandi, her yeni kullanimda
tampon ¢ozeltiye lizozim taze olarak eklendi. TSB’ye pasajlanan bakterilerden 1ml alinarak
5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda iist s1v1 tiipten uzaklastirildi ve hiicre
peleti elde edildi. Elde edilen hiicre peleti 180 ul LDB ile kisa siireli vorteks yardimi ile 1yice
karigtirilarak siispanse edildi. Ardindan 6nceden 1sitilip hazirlanmis olan 37°C’deki 1sitict
blokta 30 dakika inkiibe edildi. Inkubasyonun sonrasinda kit i¢erisinde bulunan Proteinase K
dan 20 ul eklenerek vorteks ile iyice karistirildi. Ardindan 200 ul “Purelink Genomic Lysis/
Binding Buffer” eklenerek vorteks ile ayni yontemle karistirildi. Elde edilen siispansiyon
onceden 1s1tilmis olan 55°C” deki 1sitic1 blokta 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresinin ardindan %96-100 etanolden 200 pl lizata eklenerek homojen bir soliisyon elde etmek
amaciyla 5 saniye vorteks ile iyice karistirild.

Kit igerisinde yer alan spin columndan 1 adet ¢ikarild1 ve hazirlanilan lizattan 620 pl
spin columna aktarildi. 10.000 rpm’de 1 dakika oda 1sisinda santrifiij edildi. Kit igerisinde yer
alan yeni bir koleksiyon tiipii alind1, santrifiij sonrasindaki tiip atilarak yerine yeni koleksiyon
tiipii spin columna yerlestirildi.

“Yikama soliisyonu I” ve “Yikama soliisyonu II” siselerine etiketleri {izerindeki
belirtilen miktarlarda %96-100’liik etanol eklendi.

Yikama soliisyonu I, 500 ul eklendi ve oda 1s1sinda 10.000 x g 1 dakika santrifiij edildi.
Koleksiyon tiipii ¢ikarilip yeni bir koleksiyon tiipii yerlestirildi ve 500 pl yikama soliisyonu I
eklenerek oda 1sisinda maksimum hizda 3 dakika santrifiij edildi. Islem sonunda koleksiyon
tiipii atildi.

DNA’nin eliisyon asamasi i¢in spin kolonu 1.5 ml mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.
Kit igerisinde yer alan “Purelink Genomic Elisyon Soliisyonu”ndan 100 pl (bu miktar 25-200
pl arasinda olabilmektedir) eklenerek 1 dakika oda 1sisinda inkubasyona birakildi. Ardindan
maksimum hizda oda 1s1sinda 1 dakika santrifiij edildi. Bu asamada tiipte saflastirilmis DNA
bulunmaktadir. Daha fazla DNA elde etmek amaciyla, yeni bir mikrosantrfiij tiipi
yerlestirilerek “Purelink Genomic Elusyon Soliisyonu”ndan 100 ul eklenerek 1 dakika oda
1s1sinda inkubasyona birakildi ve bu kez 1.5 dakika maksimum hizda oda 1sisinda santrifiij

edildi. Bu asamanin ardindan spin kolon atildi.
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Eliisyon agamasinda kullanilan santrifiij tlipli igerisindeki saflastiriimis DNA kullanim
asamasina kadar -20°C’de genomic eliisyon soliisyonunda saklandi.
3.2.2.2.2. Metisilin Direnci ile Iliskili Gen Bélgesinin Saptanmasi

mecA gen bolgesi igin PCR karisimi; her ekstrakt igin mA1 primer 1 pl, mA2 primer 1
ul (primerler 10pmol), Thermoscientific PCR master mix 12,5 ul ve 8 pul DNaz, RNaz ve
Proteaz’dan armndirilmis distile su ile son hacim 25 ul olacak sekilde 2,5 pl DNA ekstrakti
eklenerek hazirlandi. Amplifikasyon amaciyla thermal cycler cihazina yerlestirildi. Cihaz
siklusu 94°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon, takip eden 35 dongii olacak sekilde 94°C’de 2
dakika denatiirasyon, 57°C’de 1 dakika primer baglanmasi, 72°C’de 3 dakika sentez ve son
sentez asamast 72°C’ de 5 dakika olarak ayarlandi. Agaroz jele yiikleme islemi 3.2.1.2.2.°de
anlatildig1 gibi yapildi ve jel elektroforez sonucunda 286 bp bant uzunlugu gosteren izolatlar
mecA pozitif olarak degerlendirildi (Kondo ve dig. , 2007).
3.2.2.2.3. Beta Laktamaz Direnci ile Iliskili Gen Bélgesinin Saptanmasi

Her ekstrakt i¢in primerler (10 pmol) blaZ1 1 pl ve blaZ2 1 ul, Thermoscientific PCR
master mix 2X karisimindan 12,5 pl ve 8 pul DNaz, RNaz ve Proteaz’dan arindirilmis distile su
ile son hacim 25 pl olacak sekilde 2,5 ul DNA ekstrakti eklendi. Hazirlanan PCR karisimi
amplifikasyon amaciyla thermal cycler cihazina yerlestirildi. Amplifikasyon, 95°C’de 10 dk 6n
denatiirasyon; ardindan takip eden 35 dongii olacak sekilde 94°C 30 sn, 58°C 30 sn, 72°C 30 sn
ve son sentez agamasi 72°C 7 dk olarak PCR programi tamamlandi. Elde edilen amplifiye
iirlinler agaroz jelde yiirttiiliinceye kadar +4°C’de bekletildi.

Agaroz jele yiikleme islemi 3.2.1.2.2. de anlatildig1 gibi yapildi ve Jel elektroforez
sonucunda 173 bp bant uzunlugu gosteren izolatlar blaZ pozitif olarak degerlendirildi
(Martineau ve dig. , 2000).
3.2.2.2.4. Makrolid Direnci ile Iliskli Gen Bélgelerinin Saptanmast

Her ekstrakt icin ermA, ermB ve ermC 1’er ul forward ve reverse primerlerinden (10
pmol), Thermoscientific PCR master mix 2X karistmindan 12,5 pl ve 8 pl DNaz, RNaz ve
Proteaz’dan arindirilmis distile su ile son hacim 25 pl olacak sekilde 2,5 ul DNA ekstrakti
eklendi. Hazirlanan PCR karisimi amplifikasyon amaciyla thermal cycler cihazina yerlestirildi.

ermA ve ermC genlerinin amplifikasyon amaciyla, 95°C’de 10 dk 6n denatiirasyon;
ardindan takip eden 30 dongii olacak sekilde 94°C 30 sn, 52°C 30 sn, 72°C 60 sn ve son sentez
asamast 72°C 10 dk olarak PCR programi tamamlandi. Elde edilen amplifiye {irlinler agaroz
jelde yiiriitiiliinceye kadar +4°C’de bekletildi. ermB geninin amplifikasyonu amaciyla, 94°C’de
10 dk 6n denatiirasyon; ardindan takip eden 30 dongii olacak sekilde 94°C 30 sn, 55°C 30 sn,



28

72°C 60 sn ve son sentez asamast 72°C 10 dk olarak PCR programi tamamlandi. Elde edilen
amplifiye iirlinler agaroz jelde yiiriitiiliinceye kadar +4°C’de bekletildi.

Agaroz jele yiikleme iglemi 3.2.1.2.2. de anlatildigi gibi yapildi ve Jel elektroforez
sonucunda sirastyla 421 bp, 359 bp ve 572 bp bant uzunlugu gosteren izolatlar ermA, ermB ve
ermC pozitif olarak degerlendirildi (Lina ve dig. , 1999).
3.2.2.2.5. Tetrasiklin Direnci ile Iliskili Gen Bolgelerinin Saptanmast

Kim ve dig. (2005) tarafindan 6nerilen multiplex PCR yontemi kullanirak, MPCR-1 ile
tet(M) ve tet(L) genleri, MPCR-2 ile tet(K) ve tet(O) genleri degerlendirildi. MPCR-1 karigimi
hazirlanirken her ekstrakt igin primerlerden (10 pmol) tet(L) primer-F 1 ul, tet(L) primr-R 1 pl,
tet(M) primer-F 1 pl, tet(M) primer-R 1 ul, Thermoscientific PCR master mix 2X karigimindan
12,5 ul ve 6,5 ul DNaz, RNaz ve Proteaz’dan arindirilmig distile su ile son hacim 25 pl olacak
sekilde 2 pul DNA ekstrakti eklendi. MPCR-2 karisimi hazirlanirken her ekstrakt i¢in primerler
(10 pmol) tet(K) primer-F 1 pl, tet(K) primer-R 1 pl, tet(O) primer-F 1 pl, tet(O) primer-R 1
ul, Thermoscientific PCR master mix 2X karisimindan 12,5 pl ve 6,5 ul DNaz, RNaz ve
Proteaz’dan armdirilmis distile su ile son hacim 25 pl olacak sekilde 2 pul DNA ekstrakti
eklendi.Hazirlanan PCR karisimlari amplifikasyon amaciyla thermal cycler cihazina
yerlestirildi.

MPCR-1 ve MPCR-2 programinda arastirilan genlerin amplifikasyonu, 95°C’de 5 dk
On denatiirasyon; ardindan takip eden 30 dongii olacak sekilde 95°C 30 sn, 55°C 30 sn, 72°C
30 sn ve son sentez asamasi 72°C 7 dk olarak PCR programlar1 tamamlandi. Elde edilen
amplifiye iirlinler agaroz jelde yiiriitiiliinceye kadar +4°C’de bekletildi.

Agaroz jele yiikleme islemi 3.2.1.2.2. de anlatildig1 gibi yapild1 ve Jel elektroforez
sonucunda sirasiyla 718 bp, 788 bp, 656 bp, 643 bp bant uzunlugu gosteren izolatlar tet(K),
tet(L), tet(M) ve tet(O) genleri pozitif olarak degerlendirildi (Kim ve dig. , 2005).
3.2.2.2.6. Kloramfenikol Direnci ile Iliskili Gen Bolgelerinin Saptanmasi

Kim ve dig. (2005) tarafindan 6nerilen Multiplex PCR yontemi kullanirak cat (set 1) ve
cat (set 2) genleri degerlendirildi. Her ekstrakt i¢in primerler (10 pmol) cat (set 1) primer-F 1
ul, cat (set 1) primer-R 1 ul, cat (set 2) primer-F 1 ul, cat (set 2) primer-R 1 ul, Thermoscientific
PCR master mix 2X karisimindan 12,5 pl ve 6,5 ul DNaz, RNaz ve Proteaz’dan arindirilmis
distile su ile son hacim 25 pl olacak sekilde 2 ul DNA ekstrakti eklendi. Hazirlanan PCR
karisimi1 amplifikasyon amaciyla thermal cycler cihazina yerlestirildi. Amplifikasyon, 95°C’de

5 dk 6n denatiirasyon; ardindan takip eden 30 dongii olacak sekilde 95°C 30 sn, 55°C 30 sn,
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72°C 30 sn ve son sentez asamasi 72°C 7 dk olarak PCR programi tamamlandi. Elde edilen
amplifiye iirlinler agaroz jelde yiiriitiiliinceye kadar +4°C’de bekletildi.

Agaroz jele yiikleme iglemi 3.2.1.2.2. de anlatildigi gibi yapildi ve Jel elektroforez
sonucunda sirasiyla 748 bp ve 259 bp bant uzunlugu gosteren izolatlar cat (set 1) ve cat (set 2)
pozitif olarak degerlendirildi (Kim ve dig. , 2005).
3.2.2.2.7. Gentamisin Direnci ile Iliskili Gen Bolgelerinin Saptanmast

Her ekstrakt i¢in primerler (10 pmol) aac(6’)- aph(2”) - F 1 ul ve aac(6’)- aph(2”) - R
1 pl, Thermoscientific PCR master mix 2X karistmindan 12,5 pl ve 8 pul DNaz, RNaz ve
Proteaz’dan arindirilmis distile su ile son hacim 25 pl olacak sekilde 2,5 ul DNA ekstrakti
eklendi. Hazirlanan PCR karisim1 amplifikasyon amaciyla thermal cycler cihazina yerlestirildi.
Amplifikasyon, 95°C’de 10 dk 6n denatiirasyon; ardindan takip eden 35 dongii olacak sekilde
94°C 30 sn, 58°C 30 sn, 72°C 30 sn ve son sentez asamas1 72°C 7 dk olarak PCR programi
tamamlandi. Elde edilen amplifiye liriinler agaroz jelde yiiriitiiliinceye kadar +4°C’de bekletildi.

Agaroz jele yiikleme islemi 3.2.1.2.2. de anlatildigi gibi yapildi ve Jel elektroforez
sonucunda 174 bp bant uzunlugu gosteren izolatlar aac(6’)- aph(2’’) pozitif olarak
degerlendirildi (Martineau ve dig. , 2000).
3.2.2.2.8. IS256 Gen Bolgesinin Saptanmasi

Her ekstrakt i¢in primerler (10 pmol) 1S256- P5 1 ul ve 1S256- P3 1 pul, Thermoscientific
PCR master mix 2X karigimindan 12,5 ul ve 8 pul DNaz, RNaz ve Proteaz’dan arindirilmis
distile su ile son hacim 25 ul olacak sekilde 2,5 ul DNA ekstrakti eklendi. Hazirlanan PCR
karisim1 amplifikasyon amaciyla thermal cycler cihazina yerlestirildi. Amplifikasyon, 95°C’de
5 dk 6n denatiirasyon; ardindan takip eden 35 dongii olacak sekilde 94°C 60 sn, 52°C 60 sn,
72°C 60 sn ve son sentez asamasi 72°C 7 dk olarak PCR programi tamamlandi. Elde edilen
amplifiye iirlinler agaroz jelde yiiriitiiliinceye kadar +4°C’de bekletildi.

Agaroz jele yiikleme islemi 3.2.1.2.2. de anlatildigi gibi yapildi ve Jel elektroforez
sonucunda 762 bp bant uzunlugu gosteren izolatlar 1S256 pozitif olarak degerlendirildi
(Proietti ve dig. , 2012).

3.2.3. Biyofilm Olusturma Ozelliginin Saptanmasi
Calismada izolatlarin biyofilm olusturma 6zellikleri hem fenotipik hem de genotipik
olarak incelendi. Bu amagla, Congo Red Agarda ve mikrotiter plate test olarak iki farkli yontem

kullanilarak fenotipik olarak degerlendirme yapildi (Proietti ve dig., 2015).
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3.2.3.1. Fenotipik Olarak Biyofilm Olusturma Ozelliginin Saptanmast
3.2.3.1.1. Congo Red Agar Yiontemi ile Biyofilm Olusturma Yeteneginin Saptanmast

Congo Red Agar (CRA) yontemi ile biyofilm olusturma 6zelligini incelemek amaciyla
dondurulmus olan izolatlardan Koyun Kanli1 Agara pasaj yapildi ve 37°C’de 24 saat inkiibasyon
sonucunda canlandirilan izolatlarin safliklar1 kontrol edildi. Saf olarak iireyen kolonilerden
Tryptic Soy Broth (TSB)’a pasaj yapildi ve 37°C’de 24 saatlik inkiibasyona birakildi.
Inkubasyon siiresi sonunda TSB’den CRA’a pasajlar1 yapildi. CRA’da meydana gelen fenotipik
degisiklikler oncelikle 37°C 24 saat ve ardindan 1 gece de oda 1sisinda inkiibasyona
birakildiktan sonra degerlendirildi. Degerlendirme kolonilerde meydana gelen renk
degisimlerine gore yapildi. Siyah renkteki koloniler biyofilm pozitif, siyaha kagan koyu renkte
olan koloniler biyofilm zayif pozitif ve kirmiz1 renkteki koloniler ise biyofilm negatif olarak
degerlendirildi (Proietti ve dig. , 2015).
3.2.3.1.2. Mikrotiter Plate Test (MTP) ile Biyofilm Olusturma Yeteneginin Saptanmast

Izolatlar Tryptic Soy Agar (TSA)’a pasajlanarak 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilds.
Saf olarak iireyen kolonilerden 5ml TSB (%1 glikoz)’e 0.5 Mc Farland standartlarinda
stispansiyon hazirlandi. Bu test icin 96 kuyucuklu plakalar kullanildi. Hazirlanan
stispansiyondan her izolat i¢in 3 ayr1 kuyucuga 200 ul ve kontrol i¢in 6 ayr1 kuyucuga yalnizca
besiyeri konuldu, ardindan 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
kuyucuklar 300 ul PBS ile 3 defa yikanarak yapismayan hiicreler uzaklastirildi ve plakalar
kuruyana dek oda 1sisinda inkube edildi. Sonrasinda her bir kuyucuga 150 pl Hucker Crystal
Violet soliisyonu ilave edildi ve 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Siire sonunda fazla olan
boyalar musluk suyu ile uzaklastirildi. Plakalar kuruduktan sonra, hiicrelere baglanan boyalar1
tekrar sulandirmak amaciyla 160 pl %33’liik Glasiyal Asetik Asit eklendi. Her kuyucugun 570
nm’deki OD degerleri Spectramax 190 ile okundu ve degerlendirmeye alindi. OD degeri <
0.065 olan suslar biyofilm olusturmayan, OD degeri 0.065- 0.130 arasinda olanlar zayif
biyofilm olusturan, OD degeri 0.130- 0.260 aras1 olanlar orta derecede biyofilm olusturan OD
degeri > 0.260 olan suslar kuvvetli biyofilm olusturan olarak degerlendirildi (Proietti ve dig.,
2015).
3.2.3.2. Genotipik Olarak Biyofilm Olusturma Ozelliginin Saptanmast

Biyofilm olusturma 6zelliginin genotipik olarak belirlenmesi amaciyia icaA ve icaD
gen bolgeleri incelendi (Proietti ve dig, 2015).

Her ekstrakt i¢in icaA-F primer 1 pl, icaA-R primer 1 pl, Thermoscientific PCR master

mix 12,5 pl ve 8 ul DNaz, RNaz ve Proteaz’dan arndirilmig distile su ile son hacim 25 pl
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olacak sekilde 2,5 ul DNA ekstrakti eklendi. Amplifikasyon amaciyla thermal cycler cihazina
yerlestirildi.

PCR, 94°C’de 3 dakika On denatiirasyon yapildi. Bu asamanin ardindan 35 dongii
olacak sekilde 94°C’de 15 saniye, 60°C’de 20 saniye, 72°C’de 20 saniye ve son sentez asamasi
72°C 10 dakika olarak tamamlandi. Cogaltilan {irtinlerin %1,5 agaroz jele yiikleme islemi 1.2.2.
de anlatildig1 gibi yapildi. 134 bp uzunlugunda banda sahip izolatlar icaA geni pozitif olarak
degerlendirildi.

icaD geninin saptanmasi amaciyla; icaD- F, icaD- R primer ¢ifti kullanilarak aynt PCR
karisimi hazirlandi. PCR programinda da baglanma 1sis1 56°C olarak degistirildi. Agaroz jele
yiikleme islemi icaA geninde anlatildigi gibi yapildi ve jel elektroforez sonucu 166 bp
uzunlugunda banda sahip izolatlar icaD geni pozitif olarak degerlendirildi (Proietti ve dig,

2015).

3.2.4. Istatistiksel Analiz

Kolonizasyon ve antibiyotik direnci ile ilgili prevalans orani (PR) yiizde olarak
hesaplandi. Biitlin analizlerde giiven araligi (CI) %95 olarak kullanildi. Prevalans (P) 6rnek
alindig1 anda kolonizasyon bulunan hayvanlarin sayisinin toplam 6rnek sayisina boliinmesi ile
hesaplandi. Verilerin analizinde SPSS for Windows, Version 17.0. (SPSS Inc. Chicago, USA,
Released 2008) programi kullanildi. Hastalara ait demografik bilgiler SP varligi ile yas (1 yas
alti, 1-6 yas, 6 yas tistii), yasam alan1 (ev, dis ortam) ve cinsiyet (disi,erkek) arasindaki iliski
arastirildi. Kategorik degiskenlerin karsilastirilmasinda T test ve chi-kare testi (beklenen hiicre
degeri 5’in altinda oldugu durumlarda Fisher’s exact testi) kullanildi. Gergeklestirilen biitiin

analizlerde istatistiksel olarak P degeri <0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. S. pseudintermedius izolasyonu

Toplamda 205 pyodermali kopekten alinan Orneklerden yapilan incelemelerin
sonucunda 196 adet Staphylococcus spp. siipheli koloniler izole edildi. S. pseudintermedius
spesifik primerler ile yapilan PCR sonucunda, 196 siipheli izolatin 109 adeti 926 bp bant
Olusturdu ve bu izolatlar S. pseudintermedius olarak degerlendirildi (Sekil 4.1).

P N

926 bp

M= Marker; P= Pozitif kontrol; N= Negatif kontrol

Sekil 4.1 S. pseudintermedius spesifik PCR agaroz jel elektroferez goriintiisii

Stiperfisyel pyoderma tanisi konulan kopeklerden alinan lezyonlarin 65’inde, derin
pyoderma tanis1 konulan kopeklerin 22’sinde ve ylizeysel pyoderma tanis1 konulan kdpeklerin
ise 20’sinde S. pseudintermedius izole edildi. S. pseudintermedius izole edilen diger iki kopegin
pyoderma derecesi ile ilgili bilgi mevcut degildi.

Pyoderma tiirleri ile SP pozitifligi arasinda yapilan istatistiksel analiz bulgulari;
Pyoderma varlig: ile SP pozitifligi (prevalans= kolonize kdpek sayis1/ incelenen kopek sayis1 x
100) demografik kategorilere gore hesaplandi ve SPSS for Windows, Version 17,0 (SPSS Inc.
Chicago, USA, Released 2008) programui ile incelendi. Prevalans oranlar1 (PR) ve ilgili %95
giiven araligr degerleri (%95 CI) enfeksiyonun kontrolii amaciyla pyoderma tiirleri ile SP
pozitifligi arasindaki iligki T test ile hesaplandi. Pyoderma varliginda SP pozitifligi istatistiksel
olarak anlamli bulundu (Chi square p= 0.04281). Prevalans ile iligskilendirildiginde bakteri
varliginin pyoderma olusumuna etkisi saptandi. S. pseudintermedius’un pyoderma tiirleri ile

iligkisi T test ile karsilastirildi. SP’nin varlig1 pyoderma tiirleri arasinda siiperfisyel pyoderma
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olusumuna etkisi anlamli bulundu (yiizeysel-superfisyal=0.7407-0.5285=0.2123; t=2.221,
df=41.7; p=0.0161; yiizeysel-derin=0.7407-0.7097=0.0311; t=0.265; df=54.9; p=0.3955;
superfisyal-derin=0.5285-0.7097=-0.1812; t=-1.946; df=49.4; p=0.0286).

Demografik  veriler SP  varhigi ile iliskilendirilerek istatistiksel olarak
degerlendirildiginde 4 aylik ve 15 yas arasi (ortalama + standart sapma: 4,133+3,20)
kopeklerde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p= 0,65873). Ug yas grubu (1 yas
alti, 1-6 yas, 6 yas tstii) arasinda SP varlig: ile ilgili yapilan karsilastirma sonucunda yas
gruplarinin birbirleri ile iligkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (<1-1-6=0.5-0.5541=-
0.0541; t=-0.331; df=9.7; p=0.3752; <1->6=0.5-0.4722=0.0278; t=0.155; df=13.9; p=0.4402;
1-6->6=0.5541-0.4722=0.0818; t=0.883; df=52.7; p=0.191).

Tablo 4.2 Hasta bilgileri ve SP pozitifligi oranlar

Degiskenler Toplam (%) SP pozitif (%) SP negatif (%)
Yas (Yil)
<1 10 (4,87) 5(50) 5(50)
1-6 148 (72,19) 82 (55,4) 66 (44,6)
>6 36 (17,56) 17 (47,2) 19 (52,7)
Bilinmiyor 11 (5,36) 5 (45,45) 6 (54,54)
Bakim Ortami
Ev 46 (22,43) 22(47,82) 24 (52,17)
Dig Ortam 146 (71,21) 80 (54,79) 66 (45,2)
Bilinmiyor 13 (6,34) 7 (53,84) 6 (46,15)
Cinsiyet
Disi 93 (45,36) 57 (61,29) 36 (38,7)
Erkek 112 (54,63) 52 (46,42) 60 (53,57)

SP varligi saptanan pyodermali kopeklerin cinsiyetleri istatistiksel —olarak
degerlendirildiginde disi ve erkek arasindaki fark anlamli bulundu (p=0.033754). Disilerin
pyoderma olusumunun istatistiksel olarak daha olasi oldugunu gostermektedir. Pyoderma
saptanan SP pozitif kopeklerin yasam ortamlar1 arasindaki degerlendirme istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p=0.075224).

Pyodermali kopeklerde lezyonlarin bulundugu bdlgeler incelendiginde, bu ¢aligmada

ekstremitelerde yer alan lezyonlardan daha fazla SP izole edildigi goriilda (Sekil 4.2).
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S. pseudintermedius izolasyonunun yapildigi lezyonlu bolgeler

Bas ve Ekstremite Bilgi Yok
2% 14%

Bas \
14%
/

Govde ve Ekstremite/

1%

Govde
33%

Ekstremite
36%

= Govde = Ekstremite = Govde ve Ekstremite Bas ® Bas ve Ekstremite = Bilgi Yok

Sekil 4.2 S. pseudintermedius izolasyonun yapildigi pyoderma lezyonlarinin bulundugu
bolgeler

4.2. izolatlarin Antibiyotik Duyarlihk Sonuclar

4.2.1. izolatlarin Antibiyotik Duyarhhklarinin Fenotipik Olarak Degerlendirilmesi ve
Antibiyotiplendirme

Disk difuzyon testi ile izolatlarin antibiyotik duyarliliklarini fenotipik olarak
degerlendirilmesi sonucunda, en ¢ok direng penisilin (n=60), sulfisoksazol (n=50) ve tetrasiklin
(n=41) olarak belirlendi (Tablo 4.3).

S. pseudintermedius olarak belirlenen 109 izolata, 13 farkli antibiyotik ile yapilan
antibiyogram sonuglarina gore birbirine %41-92 arasinda degisen oranlarda benzerlik gosteren
53 farkli antibiyotip belirlendi (Sekil 4.3). Ayni biyotip icersinde yer alan suslar %100 benzerlik
oranina sahipti. AB42, 25 izolatin yer aldigi en baskin antibiyotiplendirme grubu olarak
belirlendi ve bu grupta yer alan tiim izolatlar 13 antibiyotige de duyarli olarak degerlendirildi.
Bu grubun disinda higbir antibiyotige direngli olmayip sadece orta duyarli olduklari
antibiyotikler olan 8 antibiyotip (AB21, AB23, AB36, AB37, AB41, AB43, AB44, AB45)
mevcuttur ve orta duyarli olduklari antibiyotikler ise sulfisoksazol, klindamisin, enrofloksasin

ve doksisiklindir.
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Tablo 4.3 izolatlarmn Antibiyotik Direnc Prevalanslar

Direngli Bakteri

Antibiyotik Sayisi P (%)
P10 60 %55
OX1 9 %8,2
DIF10 5 %4,6
ENRS5 5 %4,6
MARS5 5 %4,6
ORB10 5 %4,6
ST300 50 %45,9
DA2 20 %18,3
E15 18 %16,5
C30 15 %13,7
DO30 32 %29,3

TE30 41 %37,6

CN10 7 %6,4

P10: penisilin G, OX1: oksasilin, DIF10: difloksasin, ENR5: enrofloksasin, MARS: marbofloksasin,
ORB10: orbifloksasin, ST300: sulfisoksazol, DA2: klindamisin, E15: eritromisin, C30: kloramfenikol,
DO30: doksisiklin, TE30: tetrasiklin, CN10: gentamisin, P: prevalans.
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Calismada toplamda 36 izolat 3 ve daha fazla antibiyotik grubuna direngli olarak
degerlendirildi. Coklu antibiyotik direnci 22 antibiyotipte saptandi (Tablo 4.4). En fazla 12
antibiyotige direncli 2 izolat, en az 3 antibiyotige direncli ise 4 izolat belirlendi. Bu izolatlarin
calisma materyallerinin alindig1 kopeklerin 21’1 digsarida yagsamakta ve 23’{inlin antibiyotik
kullanim ge¢misi vardi. Yalnizca 5 kdpek 1 yasin altinda, diger kopekler ise 1 yas ve iizeri olup

en yaslisi 15 yasinda idi.

Tablo 4.4 Direngli antibiyotik sayisina gore antibiyotipler ve izolat sayilar

Direncli Antibiyotik Antibiyotip izolat sayis1
Sayisi
AB6, AB7 2
12
AB5, AB8 2
11
AB4 1
9
AB12, AB17 2
8
AB3, AB13, AB14, AB16, AB18 8
7
AB2, AB9, AB10, AB15 4
6
AB1, AB11, AB31 3
5
AB33 10
4
AB26, AB27, AB30, AB32 6
3
AB20, AB24, AB28, AB29, AB34, 12
2 AB47, AB48
AB19, AB22, AB25, AB35, AB38, 24
1 AB39, AB40, AB46, AB49, AB50,
AB51, AB52, AB53
AB21, AB23, AB36, AB37, AB41, 35
0 AB42, AB43, AB44, AB45

4.2.2. Antibiyotik Direnci ile iligkili Belirli Genlerin Saptanmas1 Sonuglari

4.2.2.1. Metisilin Direnci ile Iliskili Gen Bolgesinin Saptanmasi
Metisilin direnci ile iligkili olan mecA geni belirlenmesi amaciyla tiim izolatlar PCR ile

incelendi ve jel elektroforez sonucunda 286 bp bant uzunlugu gosteren 6 izolat mecA pozitif
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olarak belirlendi (Sekil 4.4). Metisilin direncinin belirlenmesinde kullanilan oksasilin direnci
varligi ise disk difiizyon yontemi ile 9 izolatta saptandi fakat bu izolatlarda mecA geni
saptanmadi. mecA geni saptanan kopeklerin ikisi ev ortaminda, digerleri ise disarida yasayan
kopekler olup; ev ortamindaki kopekler Pug irki, disarida yasayan kopekler ise Shar-pei, Setter
ve melez 1rklardandi. Bir hastaya yiizeysel pyoderma, digerlerine ise siiperfisyel pyoderma
tanis1 konulan; ikisi erkek dordii disi olan kdpeklerin yaslar1 degisken olup en kiigiigii 11 aylik

ve en bllyiigii 6 yasindaydi.

M= Marker; P= Pozitif kontrol; N= Negatif kontrol

Sekil 4.4 mecA genini saptamaya yonelik PCR’1n agaroz jel elektroferez goriintiisii

4.2.2.2. Beta Laktamaz Direnci ile Iliskili Gen Bolgesinin Saptanmast
Disk diflizyon testi sonucunda penisilin direngli olarak belirlenen izolatlar, blaZ gen

bolgesine spesifik primerler kullanilarak PCR yapildi. Fenotipik olarak direngli olan 60 izolatin
53’tinde 173 bp uzunlugunda bant gézlemlendi bu izolatlar blaZ pozitif olarak degerlendirildi.

53 izolatta blaZ geni pozitif olarak degerlendirilirken 7 izolatta bu gen saptanmadi.
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M= Marker; P= Pozitif kontrol; N= Negatif kontrol

Sekil 4.5 blaZ genini saptamaya yonelik PCR’1n agaroz jel elektroferez goriintiisii
4.2.2.3. Makrolid Direnci ile Iliskili Gen Bolgelerinin Saptanmast
Disk difiizyon testi sonucunda eritromisine orta duyarli ve direngli olarak belirlenen 30
izolata ermA, ermB ve ermC gen bolgelerine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR
caligmasinda; jel elektroforez sonucunda sirasiyla 421 bp, 359 bp ve 572 bp bant uzunlugu
gosteren izolatlar pozitif olarak degerlendirildi. ermA pozitifligi hi¢ saptanmazken, 15 izolat
ermB pozitif ve 1 izolat ermC pozitif olarak saptandi. ermC pozitif olan izolat ayn1 zamanda

ermB pozitif olarak saptandi.
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M= Marker; P= Pozitif kontrol; N= Negatif kontrol

Sekil 4.6 ermB genini saptamaya yonelik PCR’1n agaroz jel elektroferez goriintiisii

M= Marker; P= Pozitif kontrol; N= Negatif kontrol

Sekil 4.7 ermC genini saptamaya yonelik PCR’1n agaroz jel elektroferez goriintiisii

4.2.2.4. Tetrasiklin Direnci ile Iliskili Gen Bolgelerinin Saptanmast
Disk difiizyon testi sonucunda tetrasikline orta duyarli ve direngli olarak belirlenen 44

izolata yapilan PCR ¢alismasinda; jel elektroforez sonucunda sirasiyla 718 bp, 788 bp, 656 bp,
643 bp bant uzunlugu gosteren izolatlar tet(K), tet(L), tet(M) ve tet(O) genleri pozitif olarak
degerlendirildi. 5 tet(K), 1 tet(L), 14 tet(M) geni saptanirken, higbir izolatta tet(O) geni

saptanmadi.
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M= Marker; P= Pozitif kontrol; N= Negatif kontrol

Sekil 4.8 tet(K) genini saptamaya yonelik PCR’1n agaroz jel elektroferez goriintiisii

P tet (L) Ptet(M) N
A
. tet (L) 75%8 bp

-_— = e
. A SR D TR R e -

tet (M) 656 bp

M= Marker; P= Pozitif kontrol; N= Negatif kontrol

Sekil 4.9 tet(L) ve tet(M) genlerini saptamaya yonelik PCR’mn agaroz jel elektroferez
goriintiisii

4.2.2.5. Kloramfenikol Direnci ile Iligkili Gen Bolgelerinin Saptanmast
Fenotipik olarak kloramfenikol direngli 15 izolata yapilan PCR c¢alismasinda, jel
elektroforez sonucunda sirasiyla 748 bp ve 259 bp bant uzunlugu gosteren izolatlar cat (set 1)

ve cat (set 2) pozitif olarak degerlendirildi. 3 izolatta cat (Set 1) geni varlig1 saptanirken, higbir
izolatta cat (set 2) geni saptanmadi.
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M= Marker

Sekil 4.10 cat (set 1) genini saptamaya yonelik PCR’1n agaroz jel elektroferez goriintiisii

4.2.2.6. Gentamisin Direnci ile Iliskili Gen Bolgelerinin Saptanmast
Fenotipik olarak gentamisin direngli olarak belirlenen 7 izolata PCR yapildi ve jel

elektroforez sonucunda 174 bp bant uzunlugu gosteren 5 izolat aac (6°)- aph (2°”) pozitif olarak

degerlendirildi.

M= Marker; P= Pozitif kontrol; N= Negatif kontrol

Sekil 4.11 aac(6’)- aph(2”) gen bdlgelerini saptamaya yonelik PCR’In agaroz jel
elektroferez goriintiisii

4.2.2.7. IS256 Gen Bolgesinin Saptanmasi
[zolatlarn higbirinde 15256 gen varligi saptanmadi.



43

4.3. Biyofilm Olusturma Ozelliginin Saptanmasi

4.3.1. Fenotipik Olarak Biyofilm Olusturma Yeteneginin Saptanmasi

4.3.1.1. CRA Yiéntemi ile Biyofilm Olusturma Yeteneginin Saptanmast
CRA yontemi tiim izolatlara yapildi ve olusan kolonilerdeki renk degisimine gore

degerlendirildi. Siyah renkteki koloniler biyofilm pozitif, siyaha kagan koyu renkte olan
koloniler biyofilm zayif pozitif ve kirmizi renkteki koloniler ise biyofilm negatif olarak
degerlendirildi.

45 1zolat (%41) biyofilm pozitif, 41 izolat (%38) biyofilm zayif pozitif ve 23 izolat
(%21) biyofilm negatif olarak degerlendirildi.

Pozitif Negatif
Sekil 4.12 CRA’da biyofilm pozitif ve negatif izolatlarin goriiniimii

4.3.1.2. MTP ile Biyofilm Olusturma Yeteneginin Saptanmasinin Sonuclari
Tiim izolatlara MTP testi yapildt ve OD degeri < 0.065 olan suslar biyofilm

olusturmayan, OD degeri 0.065- 0.130 arasinda olanlar zayif biyofilm olusturan, OD degeri
0.130- 0.260 aras1 olanlar orta derecede biyofilm olusturan OD degeri> 0.260 olan suslar
kuvvetli biyofilm olusturan olarak degerlendirildi. 18 izolat (%16) biyofilm olusturmayan, 29
izolat (%27) zayif biyofilm olusturan, 21 izolat (%19) orta derecede biyofilm olusturan ve 41
izolat (%38) kuvvetli biyofilm olusturan stafilokok olarak belirlendi (Sekil 4.13).
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CRA: Congo Red Agar, MTP: Mikrotiter Plate Test, BP: Biyofilm pozitif, BZP: Biyofilm zayif pozitif,
BN: Biyofilm negatif, BOP: Biyofilm orta derecede pozitif, BKP: Biyofilm kuvvetli pozitif,

Sekil 4.13 CRA ve MTP test ile biyofilm olusturma yeteneginin degerlendirilmesi
sonuclar

Tablo 4.5 CRA ve MTP testleri ile biyofilm olusturma yeteneginin degerlendirilme
sonuclarimin karsilastirilmasi

MTP
CRA BN BZP BOP BKP
BN 7 7 4 5
BZP 6 11 9 15
BP 5 11 8 21

CRA: Congo Red Agar, MTP: Mikrotiter Plate Test, BP: Biyofilm pozitif, BZP: Biyofilm zayif pozitif,
BN: Biyofilm negatif, BOP: Biyofilm orta derecede pozitif, BKP: Biyofilm kuvvetli pozitif,
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4.3.2. Genotipik Olarak Biyofilm Olusturma Ozelliginin Incelenmesi

Tiim izolatlara, icaA ve icaD gen bolgelerinin incelenmesi amaciyla spesifik primerler
kullanilarak PCR yapildi; jel elektroferez sonucunda sirasiyla 134 bp ve 166 bp bant olusumu
saptananlar pozitif olarak belirlendi.

107 izolat icaA pozitif ve 2 izolat icaA negatif olarak saptandi. 107 izolat icaD pozitif
ve 2 izolat icaD negatif olarak saptandi. icaD negatif olan izolatlarda icaA, icaA negatif olan 2
izolatta ise icaD varligi belirlendi.

Biyofilm olusturma 6zelliginin degerlendirilmesinde kullanilan fenotipik yontemlerde
negatif olarak degerlendirilen izolatlarda icaA ve icaD genlerinin varligi saptandi. CRA ve
MTP testinde negatif olarak degerlendirilen 5 izolatta hem icaA hem de icaD, 1 izolatta yalniz

icaA ve 1 izolatta da yalniz icaD varligi saptandi.

M= Marker; P= Pozitif kontrol; N= Negatif kontrol

Sekil 4.14 icaA genini saptamaya yonelik PCR’1n agaroz jel elektroferez goriintiisii
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M= Marker; P= Pozitif kontrol; N= Negatif kontrol

Sekil 4.15 icaD genini saptamaya yonelik PCR’1n agaroz jel elektroferez goriintiisii

CRA, MTP ve PCR’da biyofilm 06zelligi saptanmis bu ii¢ yontemin birbirleriyle
karsilagtirmasi sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir (sirasiyla
p=0,547, p=0,437, p=0,995). Biyofilm olusturma 6zelligi sabit ve ¢oklu ilag direnci degisken
olarak bir hipotez ve istatistik test kurgulandiginda; iki grubun ortalama degerleri birbirinin
ayni oldugundan testi gerceklestirmek anlamsizdir. P degeri 1 ¢ikacaktir ve sonug test daha

gergeklestirilmeden gozlenmektedir.
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5. TARTISMA

Kopeklerde bakteriyel deri hastaliklarina sik rastlanir ve en yaygin goriilen deri
hastaliklardan birisi pyodermadir. Pyoderma papiil, piistiil ve vezikiil gibi lezyonlardan olusan
derin, yiizeysel ve siiperfisyel olarak ii¢ kategoride degerlendirilen bir deri problemidir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalarin bakteriyolojik inceleme sonuglarina gore kopeklerin deri, burun,
agiz ve aniis bolgelerinde dogal olarak kolonize olan Staphylococcus pseudintermedius’un
pyoderma olgularinda en sik izole edilen tiir oldugu bildirilmistir (Diribe ve dig., 2015,
Bannoehr ve Guardabassi, 2012, Beck ve dig, 2012, Proietti ve dig, 2012, Stefanetti ve dig,
2017, Lee ve Yang, 2019, Silva ve dig, 2021). Bu tez ¢alismasinda fakiilte kliniklerimizde
siklikla karsilagilan pyoderma olgularinin etiyolojisinin daha detayli incelenebilmesi agisindan
pyoderma teshis edilen kopeklerde S. pseudintermedius izolasyon oranlarinin ve antibiyotik
direng profillerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Ulkemizde S. pseudintermedius ile ilgili stnirl sayida ¢alisma bulunmaktadir. Barinakta
yasayan kopeklerde yapilan bir ¢alismada, kopeklerin deri lezyonlarindan alinan 6rneklerin
%80,4’tinde S. pseudintermedius izolasyonu yapilmistir (Sareyyiipoglu ve dig., 2014). Miistak
ve dig. (2020), deri enfeksiyonu olan 77 kdpegin 61’inde S. pseudintermedius izole etmistir.
Kibris’ta pyoderma ve otit eksterna lezyonlar1 olan kedi ve kopeklerden alinan érneklerden
yapilan c¢alismada; pyoderma lezyonlarindan %42, otit eksterna vakalarinin da %18’inden S.
pseudintermedius ile izole edilmistir (Tamakan, 2022). Yapilan baska bir tez ¢alismasinda
saglikli ve hasta kopeklerden ornekler alinipp MALDI-TOF ile identifikasyonu sonucu saglikli
hayvanlarda %86,5 ve hasta hayvanlarda %77,2 oraninda S. pseudintermedius izole edilmistir
(Kurnaz, 2022). Bu ¢alismada klinik olarak pyoderma tanist konulan 205 kopekten, 109
(%53,17) S. pseudintermedius izole edildi. Ulkemizde yapilan diger calismalarin verileri ile
kiyaslandiginda bu ¢alismadaki izolasyon orani daha distiktiir. Fakat bu durum kopeklerin
yasayis sekli ve lezyonlarin karakterize oldugu bolgeler ile oldukga iliskilidir. Barinakta
yasayan kopeklerden yapilan ¢aligmada S. pseudintermedius izolasyon oranimnin yiiksekligi
durumunu goz 6niine aldigimizda, bu ¢alismada da pyoderma tanist konan kopeklerin %71,2
(n=146)’sinin disarida yasayan kopeklerde oldugunu ve bu siniflandirma baz alinarak
degerlendirildiginde bu hayvanlardaki S. pseudintermedius izolasyon oraniin %73,4 (n=80)

oldugu da goriilmektedir. Onceki calismalarda pyoderma vakalarinda en sik izole edilen
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bakterilerden biri olan (Bannoehr ve Guardabassi, 2012; Beck ve dig., 2012; Proietti ve dig.,
2012; Stefanetti ve dig., 2017; Lee ve Yang, 2019; Silva ve dig., 2021) SP’nin bizim
calismamizda da pyoderma vakalarindaki varliginin 6nemi istatistiksel olarak kanitlanmistir.
Derideki lokalizasyonuna gore pyoderma olgulari; yiizeysel (surface), superfisyel (yiizeye
yakin) ve derin pyoderma olarak 3 sinifa ayrilmaktadir. Derinin en dis tabakasi olan epitel
tabakay1 etkileyen yiizeysel (surface) pyodermaya Ornek olarak akut islak dermatit ve deri
kivrim dermatiti (intertrigo) verilebilir. Bu pyoderma tiiriinde bakterilerin ¢ogalmasi deri
ylzeyi ile smirhdir ve olusumunu genellikle immun sistemin baskilanmasi etkilemektedir
(Leoffler ve Llyod, 2018). Superfisyel pyodermada derinin epidermis tabakas1 ve kil folikiilleri
etkilenir ancak kil folikiillerinin yapisina zarar vermez. Superfisyel pyoderma tiirlerinde
lezyonlarin karakteri genel olarak empetigo, mukokutan6z pyoderma, yiizeysel yayilan
pyoderma ve ylizeysel folikiilit ile tanimlanabilir. Superfisyel pyodermanin primer nedeni
saglikli bireylerin derilerinde kolonize olan patojen stafilokoklardir; bu etkenlerin kdpeklerin
kutan6z ve mukozal floralarinda da yer alan endojen stafilokok suslar oldugu belirtilmektedir
(Bloom, 2014; Pinchbeck ve dig.,2006, Sasaki ve dig., 2004). Son olarak enfeksiyonun en derin
tabaka olan dermise yayilmasi ile karakterize olan derin pyoderma, genellikle superfisyel
pyodermanin devam etmesi ile gelisir ve bu pyoderma tiiriinde kil folikiilleri de hasar goriir
(Rhodes, 2011).

Pyodermanin gelisimi ve bu lezyonlarin olusumuna etki eden predispoze faktorler sistemik
immun yetersizlik, travma, folikiiler hasar, deri hasar1 ve uygun olmayan antibakteriyel
ajanlarla tedavi olarak belirtilmektedir (Rhodes, 2011). Tiim bu faktorlerin yaninda képeklerde
pyodermaya neden olan bakteriyel etkenler arasinda en yaygin tiir S. pseudintermedius’tur
(Devriese ve dig., 2005, Sasaki ve dig., 2007, Bannoehr ve Guardabassi, 2012, Beck ve dig,
2012, Proietti ve dig, 2012, Diribe ve dig., 2015, Stefanetti ve dig, 2017, Lee ve Yang, 2019,
Silva ve dig, 2021). S. schleiferi ve S. aureus diger yaygn tiirler arasindadir (Rhodes, 2011,
Nakaminami ve dig., 2020). Derin ve superfisyel pyoderma tanisi konulan kdpeklerden yapilan
bir calisgmada %30 Pseudomonas aeruginosa izole edilmis olup; miks enfeksiyonlarda siklikla
stafilokoklar, E. coli ve Enterobacter spp. izole edilmistir (Hiller ve dig., 2006). Bununla
birlikte derin pyoderma lezyonlarinin E. coli, Proteus spp. ve Pseudomonas spp. gibi Gram
negatif bakteriler tarafindan komplike hale gelebildigi bildirilmistir (Rhodes, 2011). Bu tez
caligmasinin amaci S. pseudintermedius izolasyon oranlarini belirlenmesi oldugundan diger
bakteri tiirlerinin tanimlamasi yapilmadi. Bununla birlikte 6rnek alinan hayvanlar, lezyonlarin

karakterleri ile pyoderma tiirleri yoniinden kategorize edildi. Yiizeysel pyoderma saptanan 27
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kopegin 20 (%74,07)’sinden; siiperfisyel pyoderma saptanan 123 kopegin 65 (%52,9)’inden,
derin pyoderma saptanan 31 kopegin de 22 (%71)’sinden S. pseudintermedius izole edildi.
Yapilan istatistiki degerlendirme sonucuna gore de SP’nin varliginin pyoderma tiirleri arasinda
stiperfisyel pyoderma olusumuna etkisi anlamli bulundu.

Yapilan ¢alismalarda S. pseudintermedius izolasyonun yapildigi pyoderma
lezyonlarinin bulundugu bolgeler genellikle govde, ekstremite ile 6zellikle patiler, yiiz bolgesi
ve koltuk alt1 olmustur (Scott ve dig., 1994, Murayama ve dig., 2010, Bannoehr ve Guardabassi,
2012). Saglikli hayvanlarda yapilan ¢alismalarda izolasyon oranini arttirmak amaciyla S.
pseudintermedius i¢in duyarli bolgeler olarak bildirilen perineum, anterior, burun, agiz ve
inguinal bolgeler de tercih edilmistir (Iverson ve dig, 2015, Ma ve dig, 2020, Lynch ve dig,
2021). Bu ¢alismada lezyonlarin bulundugu bolgeler dikkate alindiginda S. pseudintermedius
izolasyonunun en sik (%36) yapildigi bolgenin, ekstremiteler oldugu goriildi. Vakalarda
kasintinin ekstremitelerde lokalize olmasi ve bu bolgeleri yalamasi self travma sonucu etken
izolasyonunun artigina sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Tim diinyanin etkisinde oldugu, ¢agimizin en 6nemli halk saglhigi problemi olan
antibiyotik direnci; tarim enddstrileri de dahil olmak tizere 6zellikle beseri ve veteriner
hekimligi olumsuz anlamda oldukga etkileyen bir durumdur (CDC, 2022). Son yillarda gereksiz
ya da yanlis antibiyotik kullaniminin artig1 ve ekonomik faktorlerin de etkisiyle antibiyotiklere
direngli bakterilerin yayilmasi hizlanarak tedavi protokollerinde kisitlamalara sebep olmustur
(Mancuso ve dig, 2021). Her yil diinya ¢apinda en az 700.000 birey antimikrobiyal direng
sebebiyle hayatini1 kaybetmektedir ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) éngériileri dogrultusunda
yeni tedavi yontemleri bulunmamasi sonucu bu degerlerin 2050 yilinda 10 milyona ulasacagini
bildirmistir. WHO 2017 yilinda ESKAPE kisaltmasi ile direng gelisiminin belirlendigi en
onemli patojenleri listelemistir. Bu patojenler; Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter
spp. dir (WHO, 2017).

Yapilan farkli ¢alismalarda SP izolatlarinda siklikla penisilin, gentamisin, tetrasiklin,
oksasilin, klindamisin, eritromisin, trimetoprim sulfametoksazol ve doksisiklin direngleri goze
carpmaktadir (Kim ve dig., 2005, Schwarz ve dig., 2007, Yoon ve dig., 2010, Rubin ve dig.,
2011, Proietti ve dig., 2011, Kang ve dig., 2014, Scherer ve dig., 2018, Park ve dig., 2018, M.M.
van Damme ve dig., 2020, Mistak ve dig., 2020, Wang ve dig., 2022). Bu ¢alismada da
penisilin (%55), sulfisoksazol (%45,9), tetrasiklin (%37,6) ve doksisiklin (%29,3) direnci en
sik karsilagilan direng olarak dikkat ¢ekmekteydi. European Medicine Agency (EMA)’nin
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2019°da yayinladig bildiride, tek saglik catisi1 altinda beseri ve veteriner hekimlikte kullanilan
antibiyotikleri dort kategoride listelemistir. Bu kategoriler A (Avoid), B (Restrict), C (Caution)
ve D (Prudence) seklinde olup; A kategorisindeki antibiyotiklerin 6zellikle gida hayvanlarinda
asla tercih edilmemesi eslik¢i hayvanlarda ise istisnai durumlarda kullanilmasi 6nerilmektedir.
D kategorisindeki antibiyotikler ise veteriner hekimlikte tedavi amaciyla birincil asamada
kullanilmas1 o6nerilen antibiyotiklerdir ve bu c¢alismada en ¢ok direng gelisimi Saptanan
antibiyotikler de bu kategoride yer almakta oldugu dikkat ¢ekicidir.

Hastane enfeksiyonlarinin basinda gelen stafilokoklarda antibiyotik direnci, etkenlerin
birgogunun zoonoz ozelliginden de dolay1r olduk¢a Onemlidir. Stafilokoklarda birgok
antibiyotik ajanina direng bildirilmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalara bakildiginda ilk sirada
metisilin ve ardindan vankomisin direnci stafilokoklarda dikkat ¢ekecek oranda artis
gostermistir (Urban ve dig., 2022, John, 2020, CDC 2022). 1950’li yillarda penisiline direngli
stafilokoklarin tedavisi amaciyla kullanimina baslanan metisiline ¢ok kisa siirede direng
gelisimi gozlemlenmistir ve 1961 yilinda ilk metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) izole edilmistir. Ulkemizde de cesitli hayvan tiirlerinde MRSA varligi ve
tagtyiciliginin  arastirildign ¢alismalar mevcuttur (Bageigil ve dig., 2012, Kurnaz, 2022,
Abughonem, 2022, Gogmen ve dig., 2020) ve MRSA disinda bir¢ok koagiilaz negatif
stafilokokta da metisilin direnci bildirilmistir (Kurnaz, 2022, Gégmen ve dig., 2020, Bagcigil
ve dig., 2012). Ulkemizde dermatitli kdpeklerden izole edilen ilk MRSP 2014 yilinda
bildirilmistir (Sareyyiipoglu ve dig., 2014). Birgok farkli hayvan tiirinde ve iilkede
stafilokoklarda gelisen metisilin direnci her gegen giin daha ¢ok artmaktadir (CDC 2022).
Beta-laktamaz enzimiyle hidrolize olmayan beta-laktam antibiyotiklere karsi olusan direng
olarak tanimlanan metisilin direnci, penisilin baglayici protein tiretimini destekleyen mecA ile
homologlar1 olan mecB ve mecC genleri tarafindan kodlanmaktadir (Moodley ve dig., 2009,
Becker ve dig., 2018).

S. pseudintermedius’ta metisilin direnci fenotipik olarak oksasiline olan direng ve/veya,
genotipik olarak mecA geninin saptanmasi ile belirlenmektedir (CLSI). Bu ¢alismada 109
izolata yapilan disk diflizyonu sonucunda, 9 izolat (%8,2) metisilin direngli olarak saptandi.
Ancak bu izolatlarin higbirinde mecA geni saptanmadi. Tiim izolatlar mecA yodniinden
incelendiginde de 6 izolat mecA pozitif olarak belirlendi. Oztiirk ve dig. (2010) ¢alismalarinda
fenotipik olarak metisilin direnci belirledikleri MRSA (%12,1) ve MRSI (%4,8) izolatlarinda
benzer sekilde mecA geni saptamamustir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, mecA pozitif SP

izolatlarinda fenotipik olarak oksasilin ve sefoksitin direncinin karsilastirmasi iizerine
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yogunlagmistir. CLSI ve EUCAST ta S. pseudintermedius’un metisilin direncinin fenotipik
olarak belirlenmesinde 6nerilen antibiyotigin oksasilin olmasina ragmen yapilan ¢aligmalarda
karsilasilan uyumsuz sonuglarin varligi ve sefoksitin kullaniminda daha duyarli sonuglarin elde
edilmesinden dolay1 belirte¢ olarak segilen antibiyotigin ya da zon ¢aplarinin giincellenmesi
onerilmektedir (Skov ve dig., 2020, Gupta ve dig., 2022). Platenik ve dig. (2022) yapmis
oldugu ¢alismada da mecA geni saptanan SP izolatlar1 oksasilin duyarli ve sefoksitin direngli
olarak belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada mecC degerlendirilmesi Onerilmis fakat calismada S.
pseudintermedius izolatlarinda mecC geni saptanmamustir, bu durumu segilen primerin S.
aureus’a uygun olup diger stafilokok tiirleri i¢in en iyi se¢im olamayacagi ve SP’nin yiiksek
oranda genetik degiskenlik gosterdigi yoniinde agiklamistir. Kurnaz (2022) ¢alismasinda beta-
laktam grubu antimikrobiyallerin  duyarliliklarinin  belirlenerek tedavi protokoliiniin
belirlenmesi asamasinda yalnizca fenotipik yontemler degil, genotipik yontemler de
kullanilarak degerlendirilmesini 6nermistir.

Kang ve dig. (2014) yapmis olduklar1 ¢alismada 50 S. pseudintermedius izolatinin
18’inde mecA geni belirlemistir. Ayrica bir izolatta metisilin direnci belirlenmis ancak mecA
geni saptanmamustir (Kang ve dig., 2014), benzer sckilde Nakaminami ve dig. (2021)
pyodermali kopeklerden yaptigi calismada %34,1 oraninda MRSP saptamistir ve ayni
calismada 5 SP izolat1 oksasiline direngli fakat mecA negatif olarak belirlenmistir. Bu durumda
alternatif olarak baska bir antibiyotik direng geni tarafindan iiretilen f-laktamaz veya PBPs’nin
fazla iretiminin, mecA geninin yoklugunda bakterilerin oksasilin benzeri p-laktam
antibiyotiklere direng géstermesine sebep oldugunu ifade etmislerdir (Kang ve dig., 2014). Bu
calismada da oksasilin direngli 6 izolatta mecA geni belirlenmezken blaZ gen varhig:
saptanmistir.

Menandro ve dig., (2019) yapmis olduklar1 ¢alismada izolatlarin %31,6’s1 ve Scherer
ve dig. (2018) ise %27,6’sin1 MRSP olarak belirlemis olup, bu izolatlarda mecA pozitifligi
saptamuglardir. Kibris’ta otit eksterna ve deri problemleri olan kedi ve kopeklerden alinan
orneklerden yapilan ¢alismada, metisilin direnci degerlendirilmesi amaciyla PCR yontemiyle
mecA geni %10 oraninda bildirilirken bu oran VITEK 2 otomatize sistem cihazi ile yapilan
degerlendirmede %6,7 olarak saptanmistir (Tamakan ve Gocmen, 2022). Kibris’ta yapilan bu
calisma genotipik ve fenotipik degerlendirme yontemlerinin degerlendirilmesinde karsilagilan
farklar1 g6z oniine koymaktadir.

Stafilokoklarda antibiyotik direng gelisimi siralamasinda ilk siralarda yer alan diger

onemli antibiyotik grubu ise beta laktam grubu antibiyotiklerdir. Bu ¢alismada beta-laktam
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grubundaki antibiyotiklerden penisilin direncinin fenotipik olarak degerlendirilmesi sonucunda
60 (%55) izolatta direng saptanirken bu 60 izolatin 53’iinde blaZ geni varligi belirlendi.
Milano'da yapilan ¢alismada, mecA geni pozitif olan tiim izolatlarin ayn1 zamanda blaZ genini
de barindirtyor oldugu belirlenmistir (Nocero ve dig., 2020). Bu ¢alismada da mecA geni olan
5 izolatta ve disk difiizyon yontemi ile metisilin direnci saptanan 9 izolatin 6’sinda da blaZ gen
varligi belirlendi. Ankara’da yapilan bir calismada %40,9 penisilin direngli izolat belirlenirken
blaZ gen varligi da ayni oranda saptanmistir (Miistak ve dig, 2020). Silva ve dig. (2021), tiim
MRSP izolatlariin fenotipik olarak penisilin direngli olduklarin1 ve yalnizca bir izolat harig
tamaminda blaZ geninin saptandigini bildirmistir. Almanya’da yapilan ¢alismada SP
izolatlariin %85,4°1 penisilin direngli olarak degerlendirilmis ve bu izolatlarin 30’unda blaZ,
4 izolatta hem blaZ hem mecA ve bir izolatta da sadece mecA gen varligi saptanmistir (Febler
ve dig., 2022).

Florokinolon grubu antibiyotiklerden difloksasin, enrofloksasin, marbofloksasin ve
orbifloksasin tiim dokulara iyi penetre olabildikleri igin &zellikle siiperfisyel pyoderma
tedavisinde énerilmektedir (Mueller ve Stephan, 2006; Cengiz M. 2021). Ulkemizde pyoderma
olgularinda oncelikli olarak tercih edilen antibiyotiklerin arasinda da marbofloksasin ve
enrofloksasin gelmektedir (Dokuzeyliil B. ve Koenhemsi L, kisisel goriismeler 2022). Bu tez
calismasinda 5 izolat (%4,6) difloksasin direngli olarak belirlendi. Benzer sekilde ayn1 5 izolat
enrofloksasin, marbofloksasin ve orbifloksasine de direncli olarak saptandi. izolatlardan
ticiinde mecA geni saptanirken, diger iki izolatta fenotipik olarak oksasilin direnci belirlendi.
Bununla birlikte yapilan antibiyotiplendirme degerlendirmesi ile florokinolonlara direngli bu
bes izolat MDR olarak siiflandirildi. Matanovic ve dig. (2012) galismasinda %5,66 oraninda
enrofloksasin direnci saptamis ve bu tez ¢alismasina benzer sekilde tiim enrofloksasin direngli
izolatlar1 MDR- MRSP olarak degerlendirmistir. Ayn1 sekilde Kore’de pyodermali ve otit
eksternali kopeklerden yapilan bir ¢alismada da florokinolon direngli S. pseudintermedius
suslart MDR olarak belirlenmistir (Yoo ve dig., 2009).

Folat yolu inhibitérii olan ve CLSI’min sulfonamid grubundaki antibiyotiklerin
temsilcisi olarak belirtmis oldugu sulfisoksazole direng, bu tez ¢alismasinda 50 izolatta (%45,9)
belirlendi. Bu ¢alismada penisilinden sonra en gok direncin saptandigi antibiyotik sulfisoksazol
olarak degerlendirildi. Sulfonamidler kopeklerde pyoderma, otit, prostatit, liriner sistem
enfeksiyonlari ile atipik bakteriyel enfeksiyonlarda kullanilmaktadir (Trepanier ve dig., 2003).
Kopeklerden izole edilen stafilokoklarda sulfisoksazole direnci ile ilgili giincel calisma

olmamakla birlikte diger hayvan tiirlerinden ve kopeklerden izole edilen farkli bakteri
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tirlerinde (6zellikle Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli) bu direng incelenmistir
(Chen ve dig., 2021, Liu ve dig., 2020, Courtice ve dig., 2021, Rubin ve dig., 2008). Pyoderma
tedavisinde sulfonamid grubundan giimiis icerikli sulfadiazine lokal olarak kullanimda
onerilmektedir (Valentine, 2019). Krem formundaki bu preparatin veteriner hekim kullanim
onerileri diginda, hasta sahiplerinin kolaylikla ulasabilecegi birimlerde de satisi bulunmaktadir.
Bununla birlikte kedi ve kopeklerde kullanimi 6nerilen trimetoprim siilfametoksazole baska bir
sulfonamid tiirevidir (Yarsan, 2017, Kadlec ve Schwarz, 2012). Tayland’da kopeklerden izole
edilen MRSP izolatlarinda %73,33 gibi yiiksek bir oranda trimethoprim direnci belirlenmistir
(Jantorn ve dig., 2021). Sulfonamid grubunda olusabilen ¢apraz direng gelisimini ve aktarimini
ele aldigimizda, bu ¢alismadaki direng varlig1 sulfisoksazol direkt olarak hastada kullanilmasa
da sulfonamid grubundan diger antibiyotiklerin kullanimi sonucunda olusabilecegini
diistindiirmektedir (Eliopoulas ve dig., 2001, Prescott, 2013).

MRSP izole edilen bir pyoderma olgusunda, klindamisin antibiyotik duyarlilik testi
sonucunda duyarli olarak saptandiysa, tedavi igin iyi bir se¢im olarak degerlendirilmektedir
(Frank ve Loeffler, 2016). Hollanda’da kopeklerde siiperfisyel pyoderma tedavisinde de ilk
sirada ampirik tedavi amaciyla klindamisin kullanildigi belirtilmistir (M.M. van Damme ve dig,
2020). Ulkemizde de kedi ve kopeklerdeki stafilokok enfeksiyonlarinda klindamisinin
kullanim1 onerilmektedir (Yarsan, 2017). Bu calismada linkozamid grubu antibiyotiklerden
klindamisinin duyarliliginin degerlendirilmesi sonucunda 20 izolat (%18,3) direngli olarak
belirlendi. M.M. van Damme ve dig. (2020)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada, papiil ve piistiillerden
alinan suruntii orneklerinden izole edilen MSSP izolatlarinda %37,7 oraninda klindamisin
direnci saptanmistir. Danimarka ve Isveg’te yapilan calismalarda sistemik antibiyotik gegmisi
olan ve tedavi ge¢misi bilinmeyen hastalarda yapilan degerlendirmelerde %30’ un altinda
klindamisin direnci bildirilmistir. Bununla birlikte sistemik antibiyotik ge¢misi olmadigi
bildirilen hastalardan ve ilk kez pyoderma tanisi konulan kopeklerden izole edilen SP
degerlendirilmesinde ise daha diisiik (%13-14) oranlarda klindamisin direnci saptanmistir ve
coklu antibiyotik direncini ise en ¢ok tekrarlayan pyoderma vakalarinda bildirmislerdir (Larsen
ve dig., 2015, Holm ve dig., 2002). Bu ¢alismada da klindamisin direngli olarak belirlenen
izolatlarin %60°’1 (n=12) antibiyotik tedavi ge¢misi olan hastalar1 olusturmaktadir.

Makrolid grubu antibiyotiklerden eritromisin, Gram pozitif bakteriler kaynakli
enfeksiyonlarda ozellikle penisilin alerjisi olan hayvanlarda alternatif olarak kullanilmaktadir
(Cengiz M, 2021). Bu galismada 18 izolat (%16,5) eritromisin direngli olarak belirlendi. Hem

orta duyarli hem de direngli saptanan izolatlarda, stafilokoklarda makrolid direnci ile iliskili
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gen bolgeleri olan ermA, ermB, ermC gen bolgeleri arastirildi ve 15 izolat ermB pozitif ve 1
izolat ermC pozitif olarak saptandi. ermC pozitif olan izolat ayn1 zamanda ermB pozitif olarak
saptand1. Incelenen 30 izolatin higbirinde ermA geni saptanmadi. Napoli'de yapilan galismada
fenotipik degerlendirmelerde eritromisine direngli olan tiim suslarda ermB geni saptanmistir
(Nocero ve dig., 2020). Almanya’da yapilan bir ¢alismada 41 S. pseudintermedius izolatinin
%19,5’i makrolid direngli olarak saptanmis ve bu makrolid direnci belirlenen izolatlarin 5’inde
ermB, 3’iinde hem ermB hem de ermC geni saptanmustir (Febler ve dig., 2022). Japonya’da
yapilan bir ¢alismada deriden izole edilen 28 MRSP izolatinin %89,3’1 eritromisin direngli
olarak degerlendirilirken 5 izolatta ermB geni belirlenmistir (Nakaminami ve dig, 2021). Ayni
calismada izole edilen MSSP izolatlarinda ise %40,9 eritromisin direnci saptanmistir. Bu tez
calismasinda da diger ¢alismalarla benzer sekilde, eritromisin direnci ile ilgili baskin olarak
ermB geni saptandi.

Bu c¢alismada mikrobiyal protein sentezinin potent inhibitérii olan kloramfenikol igin
yapilan incelemede 15 izolat (%13,7) kloramfenikol direngli olarak belirlendi. Bununla birlikte
bu 15 izolata yapilan PCR sonucunda 3 izolatta cat (set 1) geni varligi saptanirken, higbir
izolatta cat (set 2) geni saptanmadi. Almanya’da yapilan bir ¢calismada kloramfenikol direnci
olan bir izolatta cat genine rastlanmamistir (Schwarz ve dig., 2007). Menandro ve dig. (2019)
calismasinda ise cat gen varligi yalnizca 5 MRSP izolatinda belirlenmistir. Bu ¢alismada da
benzer sekilde cat gen varligi diisiik oranda saptanmustir. Japonya’da yapilan bir ¢alismada
MSSP izolatlarinda %14,8 ve MRSP izolatlarimda %60,7 oraninda kloramfenikol direnci
saptanmistir  (Nakaminami  ve dig, 2021). Japonya’daki ¢alismanin verileri ile
karsilastirildiginda aksi sekilde bu calismada fenotipik MRSP izolatlarinda kloramfenikol
diren¢ oran1 (%20) disiiktiir, bununla birlikte mecA pozitif SP izolatlarinda ise bu oran
%33,3’tiir.

Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla fenotipik
olarak doksisiklin ve tetrasiklin antibiyotikleri incelenmistir. Bu tez ¢alismasinda 32 izolat
(%29,3) doksisiklin direngli olarak belirlendi. Hollanda’da yapilan bir ¢alismada (M. M. van
Damme ve dig., 2020) da %30,1 oraninda doksisiklin direnci belirlenerek, ¢alismamiz ile
benzer degerler saptanmistir. Bununla birlikte bu ¢alismada 41 izolat (%37,6) tetrasiklin
direngli olarak belirlendi. Penisilin ve sulfisoksazolden sonra en ¢ok direng belirlenen
antibiyotik tetrasiklin olarak degerlendirildi. Ulkemizde yapilan bir tez calismasinda %48,2
oraninda tetrasiklin direnci saptanmis ve ¢aligmadan izole edilen diger stafilokoklara gére en

direngli tiirin SP oldugu belirtilmistir (Kurnaz, 2022). Kore’de yapilan bir caligmada ise %91,9
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oraninda belirlenen tetrasiklin direnci tilkemizdeki veriler ile kiyaslandiginda oldukga yiiksek
oranda bildirilmistir (Yoon ve dig., 2010).

Stafilokoklarda tetrasiklin direnci dort gen tarafindan kodlanmaktadir. tet(K) ve tet(L)
genleri temel olarak plasmidde, tet(M) ve tet(O) genleri kromozom {izerinde bulunur, tet(L)
ayn1 zamanda kromozomda da bulunabilir. Bu ¢alismada da tetrasiklin direncini genotipik
olarak belirlemek amaciyla bu gen boélgeleri incelendi. Bu ¢alismada 5 tet(K), 1 tet(L), 14
tet(M) geni saptanirken, higbir izolatta tet(O) geni saptanmadi. Calisma sonucuna benzer
sekilde Kore’de yapilan ¢alismada da tet(O) geni saptanmamistir (Kim ve dig., 2005). Ayni
caligmada S. intermedius izolatlarinin %97°sinde tet(K), tet(L), tet(M) genlerinden en az biri
saptanmistir (Kim ve dig., 2005). Maaland ve dig. (2013) tetrasikline diren¢li 70 izolatin
66’sinda yalnizca tet(M), 2 izolatta yalnizca tet(K), bir izolatta tet(O) ve bir izolatta ise hem
tet(K) hem tet(M) genlerini saptamiglardir. tet(M) geninin yaygim oldugunu belirtmisler ve
bununla birlikte tet(O) geninin ise Gram pozitif tiirler icerisinde stafilokoklarda daha nadir
oldugu, daha sik olarak streptokok ve enterokoklarda bulundugu belirtilmistir. Belirtilen veriler,
bu ¢alismada da tet(O) geni saptanmamasi durumunu destekler niteliktedir.

Milano ve Napoli'de yapilan bir ¢alismadaki MRSP ve MSSP izolatlarinda degisen
oranlarda tet(K) ve tet(M) gen varligi belirlenmistir, Ozellikle tet(M) geninin MSSP
izolatlarindaki oranlar1 (%81,2 ve %46,1) daha yiiksek oldugu bildirlmistir (Nocera ve dig,
2020). Bu ¢alismada tetrasiklin direnci fenotipik olarak saptanmis olan izolatlarin %14,63 unde
fenotipik olarak metisilin direnci de saptanmustir.

FeBler ve dig., (2022), Almanya’da yapmis olduklar1 ¢alismada kopeklerden izole edilen
41 S. pseudintermedius izolatinin %24,4’tinii tetrasiklin direngli olarak degerlendirmis ve
9’unda tet(M), bir tanesinde ise tet(K) geni belirlemistir. Japonya’da yapilan bir ¢alismada ise
28 MRSP izolatlarinin degerlendirilmesinde 17 tet(M) ve 2 tet(K) geni belirlenmistir
(Nakaminami ve dig, 2021). Yapilan ¢alismalarda dikkat ¢ekici oranda tet(M) gen varlig: diger
gen gruplarina kiyasla daha yiiksek oranda belirlenmistir, bu durum ¢alismamizdaki verileri
destekler nitelikte olup ayn1 zamanda tet(M) geni tespit edilen izolatlarin %7,14’u MRSP’dir.
Bununla birlikte bu ¢alismada tet(K), tet(L) ve tet(M) genlerinin birlikte bulundugu 1 izolatta,
fenotipik olarak MRSP olmamasina ragmen mecA ve blaZ genlerinin ikisi de saptanmustir.

Bu calismada fenotipik olarak yapilan degerlendirmede disk difiizyon yontemi ile
aminoglikozid grubu antibiyotiklerden olan gentamisine direngli 7 izolat (%6,4) belirlendi. Bu
7 izolata yapilan PCR sonucunda 5 izolat aac (6°)- aph (2°°) pozitif olarak saptand1. Ulkemizde

kedi ve kopeklerden yapilan bir tez ¢alismasinda SP izolatlariin %21,8’i gentamisin direngli
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olarak bildirilmistir (Kurnaz, 2022). Nocera ve dig (2020) nin ¢alismasinda gentamisin direnci
oranlart iki farkli hastanede %48,5 ile %52,2 olarak sptanmis, gentamisin direnci aacA-aphD

gen bolgesinin varhigi ile dogrulanmistir (Nocero ve dig, 2020). Almanya’da yapilan ¢alismada

aacA- aphD gen bolgeleri iki orta direngli ve iki direngli izolatta saptanmustir (FeBler ve dig.,
2022). Japonya’da yapilan bir calismada ise izole edilen 28 MRSP izolatin %46,4’{i gentamisin
direngli olarak belirlenmis olup 25 izolatta da aacA-aphD gen varligi saptanmistir
(Nakaminami ve dig, 2021). Ayni ¢calismada izole edilen MSSP izolatlarinda ise %7,4 oraninda
gentamisin direnci belirlenmistir. Bu ¢alismada ise izole edilen 9 MRSP izolatinin yalniz bir
tanesi ve mecA pozitif izolatlardan 2 tanesi gentamisin direngli olarak belirlendi. Bununla
birlikte fenotipik olarak gentamisin direngli ve mecA pozitif izolatta aac (6’)- aph (2’”) gen
bolgesi de saptandi.

Bu tez calismasinda 36 izolat, 3 ve daha fazla antibiyotik grubuna direngli olarak
degerlendirildi. Coklu antibiyotik direnci 24 antibiyotipte saptandi (Tablo-xx). En fazla 12
antibiyotige direngli 2 izolat, en az 3 antibiyotige direncli ise 6 izolat belirlendi. Coklu
antibiyotik direnci belirlenen izolatlarin %19,44’u fenotipik MRSP ve 4 izolat mecA pozitifti.
Bununla birlikte tiim ¢oklu antibiyotik direnci olan izolatlar penisilin direngli olarak saptanmis
olup, sulfisoksazole yalniz bir izolat orta duyarli olup diger izolatlar direngli olarak belirlendi.
Bu iki antibiyotikten sonra gozardi edilemeyecek kadar ¢ok (%91,6) direng saptanan antibiyotik
grubu ise tetrasiklinlere gelisen direncti.

Yapilan son ¢alismalarda S. pseudintermedius zoonotik bakteri ve bazi izolatlar1 goklu
antibiyotik direncine sahip olarak adlandirilmaktadir. 2020 yilinda Arjantin’de bir insanin
kemik dokusundan ilk mecA pozitif ve g¢oklu antibiyotik direngli MRSP izole edilmistir
(Gagetti ve dig., 2020). Wang ve dig. (2022), yapmus olduklar1 ¢alismada Keratitli hayvanlardan
elde ettikleri 5 izolat1 ¢oklu antibiyotik direncine sahip oldugunu belirlemistir.
Stafilokoklardaki ¢oklu antibiyotik direnci oraninin belirlenmesi amaciyla kedi ve kopeklerde
yapilmisg olan tilkemizdeki bir ¢alismada ¢oklu antibiyotik direngli 6 MRSP ve 8 MSSP
saptanmistir (Gogmen ve dig., 2020). Aymi g¢alismada c¢oklu antibiyotik direngli MRSP
izolatlarinin penisilin ve tetrasiklin direngli olduklar1 da belirtilmis olup bu tez ¢alismasindaki
verileri desteklemektedir. ispanya ve Portekiz’de yapilan bir calismada siiperfisyel bakteriyel
follikiilit tanist konulan kopeklerden elde edilen MRSP izolatlarinin %79°’u ve MSSP
izolatlarinin ise %21°i ¢oklu antibiyotik direnci karakterinde saptanmistir (Oliveria ve dig.,

2018). Ayn1 ¢alismada ¢oklu antibiyotik direncine sahip olmayan izolatlarin tamami ise MSSP
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olarak degerlendirilmistir ve bu tez ¢alismasindaki veriler ile benzer nitelikte olmay1p fenotipik
MRSP 2 izolat ve mecA pozitif 2 izolat ¢oklu antibiyotik direnci karakterinde belirlenmedi.

Kang ve dig. (2014) gézden alinan 6rneklerden yapmis olduklari ¢alismada tim mecA
pozitif ve oksasilin direngli izolatlarin ¢oklu antibiyotik direnci karakterinde oldugu
bildirilmistir. izolasyonu yapilan S. pseudintermedius suslarinin konaga 6zgii oldugu ve elde
edilen sonuglar dogrultusunda ayaktan géze bulagin miimkiin oldugu 6ne siiriilmiistiir (Kang ve
dig., 2014). Almanya’da yapilan c¢alismada 5 S. pseudintermedius izolat1 tim antibiyotik
gruplarina duyarl olarak belirlenirken, 21 izolat sadece bir antibiyotik sinifina direngli olarak
degerlendirilmistir (FeBler ve dig., (2022). Bu tez calismasinda da tek antibiyotik sinifina
direngli izolatlar saptandi. SP izolatlarinda tigten fazla antibiyotik sinifina direngli olma durumu
yaygindir fakat bu calismadaki gibi tek antibiyotik sinifina olan direng gelisimine sahip
izolatlarin varligi nadiren olsa da yayinlarda bildirilmistir.

S. pseudintermedius suslari, S. aureus ve S. epidermidis tiirleri gibi biyofilm olusturma
yetenegine sahiptir. Bu 6zelligin etkenin degisik yiizeylerde uzun siire canli kalmasinda rol
oynayabilecegi diisiniilmektedir (Jantorn ve dig., 2021, Diribe ve dig., 2015, Singh ve dig.,
2013). Bu tez galismasi, iilkemizde S. pseudintermedius’un biyofilm olusturma yetenegi ile
ilgili yapilan ilk ¢alismadir. Calismamizda biyofilm olusturma yetenegi hem fenotipik olarak
iki farkli yontem ile hem de genotipik olarak incelendi. CRA yontemi ile yapilan
degerlendirmede izolatlarin %21,1 ve MTP yontemi ile yapilan degerlendirmede ise %16,51
oraninda biyofilm negatif olarak saptandi. Bununla birlikte biyofilm olusturma yeteneginin
genotipik degerlendirilmesinde, 109 SP izolatinda en az bir gen bolgesi saptanmis olmakla
birlikte, 105 izolat hem icaA pozitif hem de icaD pozitif olarak saptandi. Bununla birlikte icaD
negatif olan izolatlarda icaA, icaA negatif olan 2 izolatta ise icaD gen varligi belirlendi. Yapilan
fenotipik incelemelerde negatif olarak degerlendirilen izolatlara (7 izolat) yapilan genotipik
degerlendirmede ise icaA ve icaD genlerinin varlig: saptandi. Bu veriler S. pseudintermedius
tirlerinde var olan biyofilm yeteneginin fenotipik ve genotipik olarak yiiksek prevalansa sahip
oldugunu gosteren ¢alismalar1 destekler niteliktedir (Singh ve dig., 2013, Han ve dig., 2015).
Bununla birlikte bu tez ¢alismada, SP’un biyofilm 6zelliginin arastirilmasinda kullanilan bu
yontemler (CRA, MTP ve PCR) arasinda istatistiksel fark saptanmadigi i¢in, ¢alismalarda iig
yontemin de bu 6zelligin belirlenmesinde uygun oldugu sonucuna varildu.

Singh ve dig. (2013), klinik izolatlarda biyofilm olusturma o6zelligini fenotipik ve
genotipik yontemlerle degerlendirmislerdir. izolatlarm %96’sinin orta ya da giiglii biyofilm

olusturma yetenekleri oldugunu saptamislardir. Biyofilm olusturma yetenegi ile metisilin
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direncli (MRSP) ya da metisilin duyarli (MSSP) olmasi arasinda ya da etkenin kaynagi, klonal
tipi arasinda bir iligki saptanmamustir. Ancak izolatlarin ¢ogunda var olan bu 6zelligin, etkenin
veteriner kliniklerinde neden hizla artis gosterdigini agiklayan bir virulens faktorii olabilecegini
belirtmislerdir. Bu ¢aligmada mecA geni varligi belirlenen (n=6) ve fenotipik olarak metisilin
direngli (n=9) olan tiim izolatlarda da hem icaA hem de icaD genleri saptandi. Diribe ve dig.
(2015), tiim S. pseudintermedius izolatlarinda degisen derecelerde biyofilm olusturma 6zelligi
oldugunu saptamislardir. Bununla birlikte calismada ¢oklu antibiyotik direnci belirlenen S.
pseudintermedius suslar1 ile diger suslar arasinda biyofilm olusturma yetenegi ile iliskili
belirgin bir fark olmadig: belirtilmistir (Diribe ve dig., 2015). Biyofilm olusumu etkenlerin
antibiyotik ya da antiseptiklere direngli olmalarin1 saglamalarinin yaninda fagositoz olusumuna
engel olarak konagin bagisiklik sistemine de direng gosterir. Bu 6zelligi ile biyofilm olusumu
kronik enfeksiyonlarin olusmasima neden olabildigi i¢in klinik acidan oldukc¢a Onemlidir
(Pompilio ve dig., 2015). Pesset ve dig. (2020) MSSP ve MRSP izolatlar1 kullanarak veteriner
cerrahide yaygin olarak uygulanilan dikis iplikleri ile yaptiklari calismada, biyofilm olusturma
yeteneginin en ¢ok pamuk ve polyglactin 910 malzemelerinde oldugunu saptamis, 6zellikle
cerrahi yara enfeksiyonlarinda biyofilm olusumunun tedaviyi énemli derecede engelledigini
g6z Oniine koymustur.

Tayland’da yapilan bir ¢alismada izole edilen tim S. pseudintermedius izolatlarinda
biyofilm olusturma yetenegi belirlenmis olup %901 orta veya kuvvetli pozitif olarak
saptanmistir (Jantorn ve dig., 2021). Benzer sekilde Brezilya’da yapilan ¢alismada biyofilm
olusturma yeteneginin degerlendirilmesinde MSSP ile MRSP veya coklu antibiyotik direnci
olan ile olmayan izolatlar arasinda higbir istatistiksel fark belirlenmedigi bildirilmistir (Breyer
ve dig., 2023). Giiney Kore’de yapilan bir ¢alismada da Tayland’daki ¢alismay1 destekler
nitelikte sonuclanmistir. Saglikli kdpeklerden yapilan ¢alismalarda izolatlarin %93,5°1 biyofilm
olusturma yetenegi pozitif olarak belirlenmistir (Han ve dig., 2015). Seo ve dig., (2021) otit
eksternal1 kopeklerden izole edilen SP izolatlarinda antibiyofilm aktivitesini belirlemek iizere
giimiis nanopartikiilleri degerlendirmis ve tedavi icin alternatif olarak kullanilabilecegini
Onermistir.

MRSP veteriner hekimliginde 6nemli bir nozokomiyal patojen olmakla birlikte;
hayvanlar ile ¢alisan insanlar, veteriner klinigi personelleri ve en 6nemlisi veteriner hekimler
bu etkenin hayvandan hayvana aktarimi konusunda biiyiik bir rol almaktadir (Perreten ve dig.,
2010, Pompilio ve dig., 2015). Amerika’da yapilan vaka sunumunda kedisi ve kopekleri olan

bir kadinda kateter iliskili dolasim sistemi enfeksiyonu teshis edilmis ve izole edilen etken
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MSSP olmakla birlikte bu enfeksiyonun etkenin biyofilm olusturma yetenegi ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Diaz ve dig., 2019). Bulasma c¢evre ve insan, kopek ve insan, kopek ve gevre gibi
cesitli varyasyonlarda ve tersi seklinde gergeklesebilmektedir. Bununla birlikte direkt olarak
deri ve burun ile temas bulasmada en sik karsilasilan durumdur. Saglikli insanlarin
burunlarindan alinan 6rneklerden MRSP izole edilen ¢alismalar mevcuttur (Rodrigues ve dig,
2018). Duvar ve cesitli yiizeylere indirekt temas ile de bulasma gerceklesmektedir. Kisacasi
kopekler ile yasayan ya da c¢alistigi ortamda yer alan insanlar aktif bir enfeksiyona sahip

olmasalar dahi S. pseudintermedius tastyicist olma potansiyelindedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada kopeklerde en yaygin deri hastaliklardan birisi olan pyoderma olgulari
incelenmis ve pyodermada en sik izole edilen S. pseudintermedius varligi belirlenmistir.
Yapilan degerlendirmelerde belirli antibiyotik siniflarinda saptanan antibiyotik direnci ve ¢coklu
antibiyotik direncine sahip izolatlar, etkenin zoonoz karakteri ile birlikte Gnemini Gne
cikarmistir. Hayatlarimizin 6nemli bir parcasi olan kopeklerden izole edilen bu etken diger
memelilere de bulasabilmektedir. Cevre, hayvan ve insan zincirinde tek saglik bilinci de goz
oniline alinarak; bulasma yolu direkt ve indirekt yollar ile olabilen bu etkene karsi gerekli
onlemler alinmalidir. Oncelikli olarak temas ile bulasmanin en yaygin olabilecegi klinik
ortamlar1 ve hayvan-hayvan temaslara dikkat edilmelidir. Bakterinin virulensinde 6nemli
oldugu bilinen biyofilm olusturma yetenegi iilkemizde ilk defa degerlendirildi ve S.
pseudintermedius izolatlarinda kiigimsenmeyecek kadar fazla oranda saptandi. Gozardi
edilmemesi gereken bu 6zellik, etkenin degisik ylizeylerde uzun siire canli kalabilme yetenegini
destekleyerek temas ile bulagsmada biiyiik rol oynamaktadir. Bununla birlikte klinik tani
kisminda yeterli sonu¢ elde etmeksizin ampirik tedavi kullanimi yapan klinisyen veteriner
hekimlerin, kiiltiir ve antibiyotik duyarlilik testlerini yapmadan tedavi asamasina gegmemeleri
konusunda bilinglendirilmeli gerekmektedir. Giiniimiizde Oniine gecilmesi gii¢ bir sorun
durumuna gelen antimikrobiyal dirence kars1 en azindan kisith antibiyotik se¢imi ile bireylerin
tedavisine destek olunabilmesi s6z konusudur. Ulkemizde ve diinyada her gecen giin artan
calismalarin verilerinin de destegi ile, S. pseudintermedius identifikasyonu ve antimikrobiyal
direncinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerin gelistirilip spesifik hale getirilmesi
gerekmektedir. Ayrica veteriner hekimlerin bu etkenin epidemiyolojik karakteri ve direng
yetenegini gz Oniine alarak tedavi yollarinin gelistirilmesi ile ilgili bilinglendirilmeleri

Onerilmektedir.
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