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OZET

Saglikl1 ve Otitis Eksternali K&pek ve Kedilerden izole Edilen Staphylococcus
Tiirlerinin Cesitliligi, Antimikrobiyal Duyarlilik Paternleri, Biyofilm Olusturma
Yetenegi ve Risk Faktorlerinin Belirlenmesi

Bu tez calismasinda otitis eksterna tanist konulan 50 kedi ve 50 kopek ile
asilama, tirag veya kisirlagtirma igin getirilen saglikli 50 kedi ve 50 kopekten kulak
svabi Ornekleri alindi. 200 hayvandan 67’sinden (%33,5) Staphylococcus spp. izole
edildi. MALDI-TOF MS analizi sonucunda Staphylococcus spp. izolatlarinin 29°u S.
felis, 27’is S. pseudintermedius, 3°i S. aureus, 2’si S. simulans olarak identifiye edildi.
Sadece birer izolat S. schleiferi, S. haemolyticus, S. epidermidis, S. lugdunensis, S.
pettenkoferi ve S. sciuri olarak identifiye edildi. Kedilerden en yiiksek oranda S. felis
(n:27, %75) izole edilirken, kdpeklerden en yiiksek oranda S. pseudintermedius (n:24,
%77,41) i1zole edildi. En yiiksek oranda tetrasikline (n: 16, %23,88) kars1 direng
saptand1. Bunu sirastyla penisilin ve ampisilin (n: 15, %22,38), eritromisin (n: 14,
%20,89), klindamisin (n: 11, %16,41), oksasilin (n:7, %210,44), sefovesin,
siprofloksasin ve siilfametoksazol/trimetoprim (n: 5, %7,46), amoksisilin-klavulanik
asit, sefoksitin, gentamisin ve enrofloksasin (n: 4, %5,97), rifampin ve kloramfenikol
(n: 3, %4,47) izledi. izolatlarda amikasine kars1 ise direng saptanmadi. Indiiklenebilir
klindamisin direnci ise 3 (%4,47) izolatta tespit edildi. Toplam 9 (%13,43) izolatta
metisilin direnci (MRS) belirlendi. mecA geni 6 izolatta saptandi. izolatlarn 12’sinde
(%17,91) ¢oklu ilag direnci (MDR) tespit edildi. Staphylococcus spp. suslarinin
64’tinde (%95,52) biyofilm iiretimi tespit edildi. S. pseudintermedius suslarinin
%96,30’unda (26/27) giiclii biyofilm iiretimi belirlenirken, S. felis suslarinin
%55,17’sinde (16/29) zayif biyofilm iiretimi tespit edildi. MRS ve MDR ile biyofilm
tiretimi arasinda anlamli bir iliski bulunmadi (p=0,99). Ancak penisilin, ampisilin ve
tetrasikline direng ile biyofilm iiretme giicii arasinda anlamli bir iliski saptandi
(p<0,05). Hem MDR hem de MRS i¢in “Ailede antimikrobiyal kullanim1”, “Aknesi
olan aile liyesi”, “Kedi/kdpekte daha once antimikrobiyal kullanim1”, “Kedi/kopekte
mevcut antimikrobiyal kullanimi”nin 6nemli risk faktorleri oldugu saptanmasina
ragmen (p<0,05), “Evde cocuk™ degiskeninin yalnizca MRS i¢in anlamli bir etki
gosterdigi belirlendi (p=0,020). Sonu¢ olarak, MDR-MRS suslarinin artarak tiim
diinyadan rapor edilmesi, bu ¢alismada da yogun antibiyotik kullanimi ve hayvanlar
ile insanlar arasindaki temasin bu direng ile iliskili 6nemli risk faktorleri olarak
belirlenmesi, etken, ¢evre ve bireyler arasinda bu direncin aktarilabilecegine isaret
etmektedir. Bu nedenle ampirik tedaviden ziyade antibiyotik duyarlilik testi
sonuglarina dayanarak tedavi uygulanmasi, diren¢ profillerinin siirekli izlenmesi ve
hayvanlarda ve insanlarda antibiyotik kullanimin kisitlanmasi gerektigi kanisina
varild.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal direng, Biyofilm, Metisilin direnci, Otitis
eksterna, Staphylococcus spp.
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ABSTRACT

Determination of Diversity, Antimicrobial Susceptibility Patterns, Biofilm
Formation Ability, and Risk Factors of Staphylococcus Species Isolated From Dogs
and Cats Both Healthy and With Otitis Externa

In this thesis, ear swab samples were taken from 50 cats and 50 dogs diagnosed
with otitis externa and 50 healthy cats and 50 dogs brought for vaccination, shaving or
neutering. Staphylococcus spp. were isolated from 67 (33.5%) of 200 animals. As a
result of MALDI-TOF MS analysis, 29 of the Staphylococcus spp. isolates were
identified as S. felis, 27 as S. pseudintermedius, 3 as S. aureus and 2 as S. simulans.
Only one isolate was identified as S. schleiferi, S. haemolyticus, S. epidermidis, S.
lugdunensis, S. pettenkoferi and S. sciuri. The highest rate of S. felis was isolated from
cats (n:27, 75%), while the highest rate of S. pseudintermedius was isolated from dogs
(n:24, 77.41%). The highest rate of resistance to tetracycline (n:16, 23.88%) was
detected. This was followed by penicillin and ampicillin (n:15, 22.38%), erythromycin
(n:14, 20.89%), clindamycin (n:11, 16.41%), oxacillin (n:7, 10.44%), cefovesin,
ciprofloxacin and trimethoprim/sulfamethoxazole (n:5, 7.46%), amoxicillin-
clavulanic acid, cefoxitin, gentamicin and enrofloxacin (n:4, 5.97%), rifampin and
chloramphenicol (n:3, 4.47%). No resistance to amikacin was detected in the isolates.
Inducible clindamycin resistance was detected in 3 (4.47%) isolates. Methicillin
resistance (MRS) was detected in 9 (13.43%) isolates. mecA gene was detected in 6
isolates. Multidrug resistance (MDR) was detected in 12 isolates (17.91%). Biofilm
production was detected in 64 (95.52%) of Staphylococcus spp. strains. Strong biofilm
production was detected in 96.30% (26/27) of S. pseudintermedius strains, while weak
biofilm production was detected in 55.17% (16/29) of S. felis strains (16/29). No
significant relationship was found between MRS and MDR and biofilm production
(p=0.99). However, there was a significant correlation between resistance to penicillin,
ampicillin, and tetracycline and biofilm production (p<0.05). Although "antimicrobial
use in the family"”, "family member with acne"”, "previous antimicrobial use in the
cat/dog", "current antimicrobial use in the cat/dog" were found to be significant risk
factors for both MDR and MRS (p<0.05), the variable "children at home™ showed a
significant effect only for MRS (p=0.020). In conclusion, the increasing number of
MDR-MRS strains being reported from all over the world and the identification of
intensive antibiotic use and contact between animals and humans as important risk
factors associated with this resistance in this study indicate that this resistance can be
transmitted between the agent, environment and individuals. Therefore, it was
concluded that treatment should be based on antibiotic susceptibility test results rather
than empirical treatment, resistance profiles should be continuously monitored and
antibiotic use in animals and humans should be restricted.

Keywords: Antimicrobial resistance, Biofilm, Methicillin resistance, Otitis externa,
Staphylococcus spp.
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1. GIRIS

Otitis eksterna, tiim diinyada kedi ve kopeklerde sik karsilasilan, kulak kepgesi
dahil olmak iizere dis kulak yolunun multifaktoriyel etiyolojiye sahip olan akut veya
kronik seyirli yangisal bir hastaligidir (Bajwa, 2019; Carlotti ve TaillieuLeRoy, 1997).
Hastaligin kiiciik hayvan hekimliginde goriilme oranin yaklasik olarak %20 oldugu
bildirilmektedir (Cole, 2004). Otitis eksternanin prevalansinin kopeklerde %15 -
%20,4 arasinda oldugu ve kedilerde ise kopeklere gore daha az oranda %4 - %7

gorildiigii rapor edilmistir (Aufox ve May, 2019; Paterson, 2016).

Otitis eksterna hayvanlarda kaginti, isitme kayb1, kafa sallama gibi semptomlar
ile seyretmekte ve tedavi asamasinda kullanilan temizleme soliisyonlari, enjeksiyonlar
ve sampuanlamanin hayvanin refahin1 olumsuz etkilemesi nedeniyle daha agresif
olmalarina yol agabilmektedir. Hayvan sahiplerinde ise giinliik aktivitelerinde azalma,
tedavi siirecinde ekonomik kayiba, psikolojik ve fiziksel huzursuzluga neden

olmaktadir (Petrov ve ark., 2013; Rosser, 2004).

Kedi ve kopeklerde otitis eksternanin patogenezinde rol oynayan etiyolojik
nedenler August (1988) tarafindan kullanish ve pratik bir siniflandirma semasinda
predispoze, primer ve sekonder faktorler olarak smiflandirilmistir (August, 1988;

Logas, 1994; Scott ve ark., 2001).

Predispoze faktorler otitis eksternaya tek basina neden olmamakta, ancak
primer ve sekonder enfeksiyonlarin sekillenmesine zemin hazirlamaktadir (Paterson,
2016). Predispoze faktorler arasinda; anatomik yapi, konformasyon, sicaklik, nem, pH,
kulak kirliligi, yas, cinsiyet, irk yatkinhigi, obstriikktif kulak hastaligi, sistemik
hastaliklar, uygulanan tedavilerin yan etkileri gibi bir¢ok etmen yer almaktadir

(Paterson, 2016).

Kedi ve kopeklerde irk yoniinden bakildiginda; Himalayan ve Persian 1rki
kediler, Miniature Poodle, Cocker Spanial ve Fox Terrier irk1 kopekler olmak iizere
daha ¢ok sarkik kulakli irklar otitis eksternaya predispozisyon gostermektedir (August,
1988; Krahwinkel, 1992). Alman Coban Kd&pekleri ve yavru Cocker spaniellerinde



asirt sebum tretimi, Alman Coban Kd&peklerinin kulak kanallarindaki yiiksek nem
seviyesi, Cocker spaniellerin sarkik kulak kepgeleri, Shar-peislerin hipoplastik ve
stenotik kulak kanallar1 ve kanislerin kulak kanallarinda yiiksek yogunlukta tiiy olmasi
diger irklara gore otitis eksternaya daha yatkin olmasinda 6nemli predispoze edici
faktorleri olusturmaktadir (Angus ve ark., 2002; Carlotti, 1991; Scott ve ark., 2001;
Rosser, 2004; Zur ve ark., 2011).

Sicak ve 1liman iklimlerde, 6zellikle yaz aylarinda artan ¢evresel sicaklik ve
nemin kulak kanalinda kii¢iik ama tespit edilebilir degisikliklere yol acgabildigi ifade
edilmistir (Paterson, 2016; Rosser, 2004). Sik yiizmeye ve dus almaya bagl olarak
asir1 su birikmesinin dig kulak kanalin1 kaplayan stratum corneum’un maserasyonuna
neden olabildigi ve sekonder enfeksiyona kars1 koruyucu bariyeri ortadan kaldirarak
dis kulak kanalinin normal yerlesik mikroflorasin1 firsatgt hale getirerek otitis
eksternaya neden olabildigi ileri stiriilmiistiir (Paterson, 2016). Bununla birlikte kulak
kanalinin sik 1slanmasi, serumen bezlerinin asir1 aktive olmasina neden olarak
eksternal kulak enfeksiyonuna zemin olusturabilecegi bildirilmistir (Rosser, 2004).
Diger taraftan, hepatik, renal, pankreatik hastaliklar gibi sistemik hastaliklarin orta
kulak enfeksiyonu riskini arttirdigi agiklanmistir (Paterson, 2016). Ayrica uygun
olmayan topikal tedavilerin, travmatik temizligin, ozellikle kuru pamugun ¢ok
kullanilarak hasara neden olmas1 sonucunda da orta kulak enfeksiyon riskinin arttig

bildirilmistir (Paterson, 2016).

Primer faktorler ise direkt otitis eksternaya neden olmaktadir ve kulakta
enfeksiyon siirecinin baglamasindan sorumludur (Carlotti, 1991; Murphy, 2001).
Primer nedenler arasinda; ektoparazitler, alerjik hastaliklar, endokrin bozukluklari,
piyoderma, travma, yabanci cisim, tahris, kontakt dermatit, otoimmun deri hastaliklari,

seboreik keratoz ve tlimorler yer almaktadir (Carlotti, 1991).

Sekonder faktorler otitis eksternanin baglamasindan sorumlu olmayan, ancak
hastalig1 devam ettiren faktorler olarak tanimlanmaktadir (Rosser, 2004). Predispoze
ve primer faktorler, kulak kanalinda bakteri ve mayalar gibi sekonder
mikroorganizmalarin ¢ogalmasi i¢in uygun kosullar olusturmaktadirlar (August, 1988;

Bajwa, 2019; Huang ve ark., 2009; Rosser, 2004). Kulak kanalinda primer bir hasar



olustugunda normal florada bulunan bakteriyel ve mikotik etkenler enfeksiyon
olusturmaktadir (Hariharan ve ark., 2006; Kiss ve ark., 1997). Sekonder nedenler kulak
epitelinde degisikliklere, kulak kanali 6dem ve darligi, kulak zar1 dilatasyonu,
yirtilmasi ve yag bezi hiperplazisi gibi kulak hasarina neden olabilmektedir (Jacobson,
2002; Moriello, 2013). Akut ve komplike olmayan otitis eksterna siklikla basarili bir
sekilde tedavi edilebilirken, kronik veya tekrarlayan otitis eksternanin tedavisi oldukca
zordur. Tekrarlayan enfeksiyonlarin kulak kanalinda olusturdugu sekonder
degisiklikler nedeniyle orta kulak enfeksiyonlari, agr1 ve isitme kaybinin meydana
geldigi, tibbi tedavinin basarisiz oldugu, cerrahi miidahalenin gerektigi olasi son

asama kulak enfeksiyonlarina yol agmaktadir (Bajwa, 2019).

Otitisten etkilenen kopeklerin kulak kanallarindan en yaygin olarak izole edilen
bakterilerin stafilokok tiirleri oldugu rapor edilmistir (Bajwa, 2019; ilhan ve ark.,
2022; Njoroge ve ark., 2017). Otitis ile yaygin olarak iliskili diger bakteriler arasinda
Pseudomonas spp., Proteus spp., Enterococcus spp., Streptococcus spp. Ve
Corynebacterium spp. bulunmaktadir (Bajwa, 2019). Malassezia spp., kopeklerde
otitis eksternanin baska bir yaygin nedenidir (Bajwa, 2019). Staphylococcus spp.,
Enterobacteriaceae spp. ve Pseudomonas spp.’nin miks kiiltiirleri ve Malassezia spp.
ile koenfeksiyonlar kedi ve kopeklerde otitis eksternanin polimikrobiyal etiyolojiye

sahip oldugunu gostermektedir (Martins ve ark., 2022).

Sekonder enfeksiyonlarin kedi ve kopeklerde kronik ve tekrarlayan otitis
eksterna vakalarina neden olmasi sonucunda uzun siiren tedaviler ve tekrarlayan
vakalar, ¢coklu antibiyotik direnci gosteren mikroorganizmalarin giderek yayilmasina
neden olabilmektedir. Bunun sonucunda artan antimikrobiyal direng klinik bir tehdit
ve kiiresel bir halk saglig1 sorunu haline gelmektedir (Ascher ve ark., 1988; McKeever

ve Richardson 1988; McKeever ve Torres 1988; Scott ve ark., 2001).

Evcil hayvanlarda antimikrobiyal kullanimi, risk faktorleri ve antimikrobiyal
direncli bakterilerin insanlar ve ev hayvanlar1 arasindaki bulasma yollar ile ilgili
bilgiler azdir. Kopekler ve kediler gibi ev hayvanlari, sahipleriyle ortak bir yasam alani
paylasmaktadir. Evcil hayvanlar ve sahipleri arasindaki yakin temas, zoonotik

bakterilerin dogrudan temas yoluyla veya dolayli olarak gida ve ¢evre kontaminasyonu



yoluyla bulagmasina yol actig1 ileri siiriilmiistiir (Damborg ve ark., 2016). Bu nedenle
evcil hayvanlar, metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA), metisilin direngli
Staphylococcus pseudintermedius (MRSP) ve genislemis spektrumlu [-laktamaz
tireten Escherichia coli gibi antimikrobiyal direngli zoonotik bakterilerin potansiyel
rezervuarlari olarak kabul edilmektedirler (Ewers ve ark., 2012; Guardabassi ve ark.,
2004; Wieler ve ark., 2011). Calismalarda evcil hayvanlarda bulunan MRSA'nin
cogunlugunun insanlardan, kedi/kopek sahiplerinden veya veteriner hekimlerden
kaynaklandig ileri stirilmustiir (Harrison ve ark., 2014; Worthing ve ark., 2018).
Antimikrobiyal direncin insanlara dogrudan veya dolayli yolla aktarilmasinda
kopekler 6nemli rezervuarlardan biri olarak kabul edilmesinden dolay1 (Guardabassi
ve ark., 2004; So ve ark., 2012), tek saglik kapsaminda insan, hayvan ve ¢evre sagligini
dikkate alarak koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) da dahil olmak {izere evcil
hayvanlardan izole edilen stafilokoklarin direng profilinin siirekli izlenmesi
zorunludur. Refakatci hayvanlarda bulunan bakteri tiirlerini ve antibiyotik duyarlilik
profillerini ortaya koymak; yayilmalarini sinirlamanin, uygun tedavi protokollerinin
olusturulmasinin ve hem evcil hayvanlarin hem de insanlarin sagligini giivence altina

almanin dnemli bir yoludur (Cole ve ark., 1998).

Bu tez calismasinda saglikli ve otitis eksternali kedi ve kopeklerden izole
edilen stafilokok tiirlerini belirlemek; ¢oklu ilag direngli ve metisilin direngli
stafilokok tiirlerini ve prevalansini belirlemek; izole edilen Staphylococcus spp.
suglarinin biyofilm tiretme yetenegini arastirmak; kedilerde ve kopeklerde metisilin ve
coklu ilag direncli stafilokokkal otitis eksternanin meydana gelmesinde etkili olan risk
faktorlerini (yas, cinsiyet, irk ve tibbi gegmisi gibi) belirlemek; kedi ve kopeklerin
dogrudan temas sonrasinda insanlar ve diger hayvanlar i¢in risk olusturabilecek ¢oklu
ila¢ direngli Staphylococcus spp. i¢in rezervuar olup olmadigi konusunda giincel

veriler elde etmek amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

Staphylococcus spp. insan ve hayvanlarin deri, list solunum yolu, alt sindirim
ve iirogenital sistem mukozalarinda dogal olarak bulunan firsat¢1 bakteriyel
patojenlerdir (Akan, 2006; Gotz ve ark., 2006). Stafilokoklar, insanlarda ve
hayvanlarda hafif deri enfeksiyonlarindan 6liimle sonuglanan bakteriyemilere kadar
degisen bir¢ok enfeksiyona neden olmaktadir (Kong ve ark., 2016; O'Gara, 2017).
Stafilokoklar, koagiilaz pozitif stafilokoklar (KPS) ve KNS olarak ikiye ayrilmaktadir.
KPS tiirleri, KNS tiirlerinden daha yiiksek patojenik potansiyele sahiptir (Becker ve
ark., 2014, Huebner ve Goldmann, 1999). KNS tiirleri ise kronik ve subakut
enfeksiyonlara neden olmaktadir (Huebner ve Goldmann, 1999). Diger taraftan KNS
tirlerinin insan sagligini etkileyen baslica nazokomiyal patojenlerden biri oldugu da

rapor edilmistir (Anthony ve Anthony, 2013; Becker ve ark., 2014).

Insanlardan ve hayvanlardan izole edilen en yaygin KPS tiirlerinin
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus pseudintermedius oldugu bildirilmistir
(Worthing ve ark., 2018a, 2018b). Diger 6nemli KPS tiirleri ise Staphylococcus
intermedius ve Staphylococcus delphini olarak rapor edilmistir (Cristina ve Degi,
2009; Goodacre ve ark., 1997; Lynch ve Helbig, 2021). Insanlardan ve hayvanlardan
izole edilen en yaygin KNS tiirlerinin ise Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
schleiferi subsp. schleiferi, Staphylococcus simulans, Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus capitis, Staphylococcus haemolyticus ve Staphylococcus felis oldugu
rapor edilmistir (Becker ve ark., 2014; Hoekstra ve Paulton 2002; Lilenbaum ve
ark.,2000).

2.1. Tarihce

Stafilokoklar 1878 yilinda ilk kez Robert Koch tarafindan kiimeler olusturan
mikroorganizmalar olarak tanimlanmustir. 1880'de iskog cerrah Sir Alexander Ogston,
topladig1 ve degerlendirdigi verileri yayinlanmis ve insanlarda bir¢ok piyojenik
hastaligin etkeni olarak kiime olusturan koklarin oldugunu gostermistir (Archer, 1990;
Bergdoll, 1983). Daha sonra, bu organizma “Staphylococcus” olarak isimlendirilmistir

ve "lzlim salkimi" anlamina gelen Yunanca "staphyle” ve " tane veya meyve"



anlamina gelen "coccus™ kelimesinden tiiretilmistir (Baird-Parker, 1990; Baytaroglu
ve Sahin, 2023). Rosenbach (1884), stafilokoklar1 saf kiiltiirde izole eden ve
laboratuvarda inceleyen ilk kisi olmustur ve irinden izole etti§i organizmanin
Ogston'un tanimladig1 organizma ile ayni oldugunu bildirmistir. Kat1 besiyerinde hem
beyaz hem de turuncu kolonilerin varligini gézlemlemis ve turuncu koloni olusturan
organizmay1 Staphylococcus pyogenes aureus ve beyaz koloni olusturani ise
Staphylococcus pyogenes albus olarak isimlendirmistir (Baird-Parker, 1990;
Baytaroglu ve Sahin, 2023). Stafilokoklar 1900'lerin basinda Aureococcus aureus ve
Albococcus epidermidis olarak iki alt tiire ayrilmistir (Baird-Parker, 1990).
Staphylococcus tiirlerinin siniflandirilmasi pigment iiretimine dayandirilmis, fakat bu
yontem genellikle yetersiz bulunmustur. 1908'den itibaren Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology'in ilk bes baskisina kadar koagiilaz olusturma ve
mannitoliin anaerobik fermentasyonuna goére S. aureus ve S. epidermidis olarak iki
tire ayrilmistir (Baird-Parker, 1990; Christensen ve ark., 1985). Rosenbach'in orijinal
calismasindan bu yana stafilokoklarin tiir kapsami ve icerigi biiyiik ol¢lide degismistir.
Staphylococcus, Winslow ve ark. (1920) tarafindan Micrococcaceae familyasina dahil
edilmistir. Staphylococcus ve Micrococcus cinsleri, tarihsel olarak Planococcus ve
Stomatococcus cinsleri ile birlikte Micrococcaceae olarak adlandirilan ayni familyada
yer almistir; ancak, molekiiler filogenetik ve kemotaksonomik analizlerle, farkli
Gram-pozitif, katalaz-pozitif koklarin yakindan iligkili olmadigi bildirilmistir
(Stackebrandt ve ark., 1997).

Staphylococcaceae ailesi, Bacillales takimina, Bacilli sinifina ait Bacillaceae,
Listeriaceae, Paenibacillaceae, Planococcaceae ve diger ailelerle birlikte yer
almaktadir (Euzeby, 2010). Bacilli, diisiikk bir DNA G/C igerigine sahip Gram-pozitif
bakterilerden olusan Firmicutes filumunun bir pargasidir ve Actinobacteria filumunda
yiiksek bir DNA G/C igerigine sahip mikrokoklar bulunmaktadir. Mikrokoklar
yeniden siiflandirilarak diizenlenmistir ve iki aileye ayrilmistir: yeniden tanimlanan
Micrococcaceae ailesi ile Dermacoccaceae ailesinin Micrococcineae alt takimina

(Actinobacteria sinifi) ait oldugu bildirilmistir (Becker ve ark., 2014).

Stafilokoklar ve mikrokoklar, glukozun anaerobik kosullarda fermantasyon

yapma yetene8i ile ayirt edilebilmektedir. Evans (1957) tarafindan 7. baskida



stafilokoklarin anaerobik olarak iireme ve glikozu fermante etme yetenekleri
bakimindan fizyolojik olarak mikrokoklardan farkli oldugunu bildirmistir. 1965
yilinda stafilokoklarin mikrokoklardan ayiriminda glikozun anaerobik kullanimi i¢in

yapilan test standardize edilmistir (Parisi, 1985).

R. W. Fairbrother (1940) stafilokok tiirlerinin ayriminda koagiilaz iiretimini
ortaya koymustur (Fairbrother, 1940) KNS’lerin heterojen grup, KPS’lerin ise
homojen grup oldugu bildirilmistir (Christensen ve ark.,1985). Bergey's Manual'in
1957 yilindaki basiminda tiim KNS'ler 6nemli 0lgiide heterojenlige sahip
organizmalardan olusan tek bir tiire dahil edilmesine ragmen, Baird-Parker (1974)
tarafindan 8. baskida KPS tiirii olarak S. aureus, KNS tiirleri olarak S. epidermidis ve
S. saprophyticus olmak {izere toplam iig tiir stafilokok tanimlanmistir (Parisi, 1985).
Staphylococcus cinsinin ge¢misten giiniimiize kadar 47 tiri ve 23 alt tiiri
tanimlanmistir. Bunlarin 38't KNS smiflandirmasi igerisinde yer almaktadir. S.
schleiferi ise hem KNS alt tiirii (S. schleiferi subsp. schleiferi) hem de KPS alt tiiriinde
(Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans) yer alan iki alt tiire ayrilmistir. Insanlarin
klinik Orneklerinden izole edilen ve en son tanimlanan KNS’ler arasinda
Staphylococcus jettensis, Staphylococcus massiliensis, Staphylococcus petrasii
(Staphylococcus petrasii  subsp. petrasii ve Staphylococcus petrasii  subsp.
croceilyticus), Staphylococcus pettenkoferi ve Staphylococcus pseudolugdunensis
bildirilmistir (De Bel ve ark., 2013; Pantucek ve ark., 2013; Tang ve ark., 2008).

2.2. Etiyoloji

Stafilokoklar, Staphylococcaceae familyasi, Bacillales takimi, Bacilli sinifinda
yer alan, Gram pozitif, 0.5-1.5 pm ¢apinda, sporsuz, genellikle kapsiilsiiz bakterilerdir
(Akan, 2006; Becker ve ark., 2014). Stafilokoklar, Staphylococcus saccharolyticus ve
Staphylococcus aureus subsp. anaerobius hari¢ fakiiltatif anaerob ve katalaz
pozitiftirler (Alen ve ark., 2006; Bannerman, 2003; Gherardi ve ark., 2018).
Stafilokoklar genel olarak oksidaz negatif olmalarina ragmen, Staphylococcus
vitulinus, Staphylococcus pulvereri, S. fleurettii, Staphylococcus sciuri,
Staphylococcus stepanovicii ve Staphylococcus lentus oksidaz pozitif stafilokok
tirleridir (Becker ve ark., 2014; Gherardi ve ark., 2018).



Stafilokoklar, 10°C ile 42°C arasindaki sicakliklarda ve %10 NaCl varliginda
lireme yetenegine sahiptirler, fakat optimal lireme sicakliklar1 30-37°C’dir (Akan,
2006). Lizozime direngli iken, lizostafine duyarhidirlar. Stafilokok tiirlerinin
kromozomal DNA'daki G/C igerigi yaklasik olarak %30-40'tir (Gherardi ve ark.,
2018).

Baz1 stafilokok tiirleri koagiilaz enzimine sahiptir ve KPS olarak
tamimlanmaktadir. Bazi tiirlerde ise koagiilaz enzimi yoktur ve KNS olarak
tamimlanmaktadir. Koagiilaz enzimi serbest koagiilaz ve bagl koagiilaz (clumping
faktor) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Dinges ve ark., 2000). Hiicre duvarindaki
enzim, bagl koagiilaz (clumping faktdr) enzimidir. Baglh koagiilazin antijenik
yapisinin serbest koagiilazdan farkli olmasi nedeniyle lam koagiilaz testinin negatif

ciktig1 durumlarda serbest koagiilaz agisindan tiip testi ile kontrol edilmelidir (Becker

ve ark., 2014; Gherardi ve ark., 2018; Kotilainen,1990).

KPS’ler igerisinde Staphyloccoccus aureus subsp. aureus, Staphylococcus
aureus subsp. anaerobius, Staphylococcus agnetis, Staphylococcos intermedius, S.
pseudintermedius, S. delphini, Staphylococcus lutrae, S. schleiferi subsp. coagulans,
Staphyloccus hyicus, Staphyloccus argenteus, Staphyloccus schweitzeri yer
almaktadir. KNS’ler igerisinde ise Staphylococcus arlettae, Staphylococcus
auricularis, Staphylococcus capitis subsp. capitis, Staphylococcus capitis subsp.
urealyticus, Staphyloccus caprea, Staphylococcus carnosus subsp. carnosus,
Staphylococcus carnosus subsp. utilis, Staphylococus cohnii subsp. cohnii,
Staphylococcus  cohnii  subsp. urealyticus, Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus massliensis, Staphylococcus microti,
Staphylococcus muscae, Staphylococcus nepalensis,  Staphylococcus pasteuri,
Staphylococcus pettenkoferi, Staphylococcus piscifermentans, Staphylococcus rostri,
Staphylococcus saccharolyticus, Staphylococcus saprophyticus subsp. bovisd,
Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus, Staphylococcus schleiferi subsp.
schleiferi, Staphylococcus sciuri subsp. carnaticus, Staphylococcus sciuri subsp.
rodentium, Staphylococcus sciuri subsp. sciuri, Staphylococcus simiae, S. simulans,
Staphylococcus stepanovicii, Staphylococcus vitulinus, Staphyloccus warnerti,
Staphylococcus xylosus, Staphylococcus condimenti, Staphylococcus devriesei, S.



epidermidis, Staphylococcus equorum subsp. equorum, Staphylococcus equorum
subsp. linens, S. felis, S. fleurettii, Staphylococcus gallinarum, S. haemolyticus,
Staphylococcus  hominis  subsp. hominis, Staphylococcus hominis  subsp.
novobiosepticusn, Staphylococcus kloosii, Staphylococcus lentus bulunmaktadir
(Becker ve ark., 2014; De Bel ve ark., 2013; Pantucek ve ark., 2013; Tang ve ark.,
2008).

2.3. Epidemiyoloji

Staphylococcus spp. enfeksiyonlart kedi ve kopeklerde genellikle deri
hastaliklar1 (piyoderma), dis kulak kanali enfeksiyonlari (otitis eksterna) ve lirogenital
sistem hastaliklarina yol agmaktadir (Bannoehr ve Guardabassi, 2012; Higgins ve ark.,
1991; Litster ve ark., 2011; Lynch ve ark., 2021).

Staphylococcus spp. tiirlerinin bir¢ogu (S. aureus veya S. epidermidis gibi)
cesitli konakgilarda bulunurken, bazi tiirleri (S. hyicus, S. pseudintermedius, S. felis
gibi) ise belirgin konak spesifitesi gosterebilmektedir (Devriese, 1977; Bannoehr ve

ark., 2012; Higgins ve ark., 1991)

Kedi ve kdpeklerin deri ve mukoz membranlarinda kommensal olarak bulunan
KPS ve KNS’ler derinin travmatik hasari sonucunda sekonder enfeksiyonlara yol
acabilmektedir. Kopek ve kedilerde en ¢ok rastlanilan hastaliklar arasinda otitis
eksterna ve piyorderma bulunmaktadir (Bannoehr ve ark., 2012; Higgins ve ark., 1991;
Litster ve ark., 2011; Lynch ve ark., 2021). Yiyecek ve g¢evresel alerjenlere karsi
hassasiyeti olan ve ayni zamanda atopik dermatitli olan kopeklerin, piyoderma ve
kulak kanali enfeksiyonlarina daha duyarli hale geldigi bildirilmektedir (O’Neill ve
ark., 2021; Paterson 2016; Pinchbeck ve ark., 2006).

Saglikli kedilerden en fazla izole edilen stafilokok tiirlerinin S. aureus ve S.
felis oldugu rapor edilmistir (Elmoslemany ve ark., 2021). Bununla birlikte hasta kedi
ve kopeklerde S. aureus, S. pseudintermedius, S. intermedius, S. epidermidis, S.
hominis, S. xylosus, S. warneri ve S. felis’in siklikla karsilasilan patojen stafilokok

tiirleri oldugu rapor edilmistir (Chrobak-Chmiel ve ark., 2008; EImoslemany ve ark.,



2021 Kang ve ark., 2017; Rimbu ve ark., 2020). S. intermedius saglikli kopeklerin
normal mukozasinda bulunmakla birlikte, evcil hayvanlarda yaygin olarak piyoderma
ve otitis vakalarindan izole edildigi ve postoperatif firsat¢i enfeksiyonlara neden
oldugu rapor edilmistir (Abraham ve ark., 2007; Guardabassi ve ark., 2004; Normand
ve ark., 2000). S. pseudintermedius da siklikla karsilagilan patojen etken olarak
bildirilmigtir (Chrobak-Chmiel ve ark.,, 2008; Kang ve ark., 2017). S.
pseudintermedius, enfekte hayvanlardan insanlara aktarilabilmekte ve bu nedenle halk
saglig1 a¢isindan endiseye neden olmaktadir. S. pseudintermedius, dzellikle pet hayvan
hekimliginde hayvan sahipleri ve veteriner hekimler gibi evcil hayvanlarla yakin
temasta olan insanlarin gesitli enfeksiyonlarindan izole edilebilmektedir (Paul ve ark.,
2011). S. pseudintermedius %70'e varan bir izolasyon oraniyla kdpeklerde otitis
eksterna olgularindan bildirilen 6nemli bir patojen olmasmin yanisira, diger bir
koagiilaz pozitif tiir olan S. aureus gibi metisilin direnci (MRS) ve ¢oklu ilag direncinin
(multi-drug resistance; MDR) rapor edilmesi ile de dikkat ¢ekmektedir (Cain, 2013;
Graham ve Rosser 2004).

Son yillarda KNS’lerde farkli antibiyotik direng¢ profillerinin artarak rapor
edilmesi, KNS’lerin tiplendirilmesini klinik ve epidemiyolojik agidan gerekli
kilmaktadir (Anthony ve Anthony, 2013) KNS’lerin ve S. schleiferi’nin patojenik
potansiyelinde belirsizlik bulunmaktadir ve S. schleiferi'nin klinik olarak saglikli,
otitis eksterna ve piyodermali kopeklerde yakin zamanda ortaya g¢ikmasi, pet
hayvanlar ile yakin temasta bulunan insanlarda da bildirilmesi (Freney ve ark., 1988;
Yarbrough ve ark., 2017) ve yliksek antimikrobiyal direng ile ¢esitli viriilans faktorleri
nedeniyle veteriner hekimlikte 6nemli bir sorun haline gelmistir (Abraham ve ark.,
2007; May ve ark., 2005). KPS’lerin disinda, son yillarda KNS’lerin de hastanede
yatan hastalar i¢in ciddi patojenler haline geldigi rapor edilmistir (Kernodle ve ark.,

1990; Lina ve ark., 1999).

Tiim diinyada ¢ok sayida calismada kedi ve kopeklerde en yiiksek oranda
otitise neden olan bakteriyel patojenlerin stafilokoklar oldugu rapor edilmistir.
kedilerde otitis eksterna ile iliskili yeterli veri bulunmamasina ragmen kopeklerde
otitis olgularindan en fazla izole edilen tiirlerin ise stafilokok oldugu bildirilmistir.

Staphylococcus spp. %40 ila %80, KPS %24, S. aureus %18-%55, S. intermedius %8-
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%19, KNS %6-%?20, S. schleiferi %25, S. haemolitucus %16 ve S. epidermidis %8 ila
%18 oranlarinda rapor edilmistir (Akay 1984; Bajwa, 2019; Bigak¢ioglu ve ark., 2021;
Borum ve ark., 2014; Fernandez ve ark., 2006 Ilhan ve ark., 2022; Kuyucuoglu ve
Saritas, 2010; Lynch ve Helbig, 2021; Oztiirk ve ark., 2010; Penna ve ark., 2009; Perry
ve ark., 2017; Sigirci ve ark., 2018).

2.4. Virulans Faktorleri

Viriilans faktorleri, bakterilerin deri veya mukozal yiizeylerde epitel bariyerini
astiktan sonra hayatta kalma yeteneklerini arttirmaktadir. Stafilokoklarin sahip oldugu
cesitli virlilans faktorleri; immun sistemden kagis, konak¢1 dokularina adhezyon ve
invazyonda onemli rol oynamakta ve enfeksiyonun siddetinin artmasina neden

olmaktadir (von Eiff, 2001).

Stafilokokkal wviriilans faktorlerinin ¢ogu baslangigta S. aureus igin
tanimlanmis olup bunlar arasinda protein A, clumping faktor, fibronektin baglayici
proteinler, kapsiil, biyofilm olusturma yetenegi, toksinler ve siiperantijenler gibi
birgok faktor yer almaktadir (Ballhausen, 2017; Scali ve ark., 2015; Seilie ve Bubeck
Wardenburg, 2017; Zecconi ve Scali, 2013).

Adhezin faktorleri arasinda yer alan ylizey proteinleri, doku hasarina yol agarak
immun sistemden kagista 6nemli bir rol oynamaktadir. Bakteri, hiicre duvari ile iligkili
olan ve adheziv matriks proteinleri olarak tanimlanan mikrobiyal yiizey komponentleri
aracilifiyla hiicre duvarmma baglanan ve hiicre dis1 matriks proteinlerini taniyan
adhezinlere (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules:
MSCRAMMS) baglanabilmektedir. Bunlar arasinda yer alan fibronektin baglayici
proteinler, ekstraseliller matrikste bulunan fibronektin ve elastine baglanma
yetenegine sahiptirler ve konak dokularinda hasara neden olmaktadir.
Ekzopolisakkaritler biyofilm olusumunda rol oynayarak fagositozu inhibe etmektedir.
Diger onemli adhezinler teikoik asit, lipoteikoik asit ve polisakkarit intraselliiler
adhezinlerdir. Stafilokokkal protein A ise neredeyse tiim S. aureus suslarinin ve bazi
KNS’lerin hiicre duvarinda bulunmakta ve immunoglobulinlere Fc kismindan

baglanarak opsonizasyonu ve fagositozu inhibe etmektedir. (Balachandran ve ark.,
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2018; Becker ve ark., 2014; Cheung ve Otto, 2023; Rasheed ve Hussein, 2020; Scali
ve ark., 2015; Wilson ve ark., 2011).

Stafilokoklar tarafindan salgilanan koagiilaz, stafilokinaz, proteaz,
hyaluronidaz, niikleaz, proteaz, lipaz, katalaz, lizozim ve laktat dehidrojenaz gibi
enzimler bakterinin invazyonuna ve enfeksiyonun meydana gelmesine yol agmaktadir.
Stafilokoklarin biiyiik ¢ogunlugu tarafindan katalaz enzimi iiretilmekte ve bu enzim
canli hiicreler igin zararli bir bilesik olan hidrojen peroksidi oksijen ve suya
ayristirmaktadir. Lipaz, dokunun lipid yapisim1 pargalamakta, deri ve derialti dokuda
enfeksiyonun sekillenmesine neden olmaktadir. Hyallironidaz enzimi, hyaliironik asidi
pargalayarak bakterinin invazyonuna neden olmaktadir (Dinges ve ark., 2000). Por
olusturan toksinler (Pore Forming Toxin, PFT) monosit, nétrofil, trombosit, eritrosit
ve epitelyal hiicrelerin lizisine neden olmaktadir (Seilie ve Bubeck Wardenburg, 2017,
Kong, 2016). Koagiilaz enzimi plazmay1 koagiile eden bir prothrombin benzeri bir
enzimdir. Fibrinojeni fibrine cevirirerek tavsan plazmasini pihtilastirmaktadir. Bu
sayede bakterilerin gevresi fibrinle sarilmalarak fagosit gog¢ii ve fagositozis
engellenmektedir (Scali ve ark., 2015). Bu nedenle KPS tiirlerinin KNS’lere gore daha
yiiksek patojeniteye sahip oldugu bildirilmektedir (Becker ve ark., 2014, Huebner ve
Goldmann, 1999). KNS’ler ise genellikle konak¢ida firsatg1 enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar (Akan, 2006; Becker ve ark., 2014; Gotz ve ark., 2006).

Hiicre dis1 toksinler arasinda ise hemolizinler, Panton-Valentine l6kositin
(PVL), enterotoksinler, toksik sok sendromu toksin-1 (TSST-1) ve eksfoliatif toksin
yer almaktadir (Rasheed ve Hussein, 2020; Wilson ve ark., 2011). Stafilokokal
viriilans faktorleri arasinda hemolizinler yaygin olarak bilinmekte (Sender ve ark.,
2017) ve alfa (o), beta (B), delta (8) ve gama (y) olmak tizere dort farkli tipte hemolizin
tanimlanmaktadir (Nasaj ve ark., 2020). a hemolizin hiicre zarmin biitiinliigliniin
bozulmasina, deri nekrozuna ve insanda pulmoner 6deme neden olmaktadir (Dinges
ve ark., 2000; Prevost ve ark., 2003). B hemolizin ise apselesme, doku hasarina neden
olmaktadir ve 1s1ya duyarl bir proteindir. Eritrosit, 10kosit, makrofaj ve fibroblastlar
igin sitotoksik 6zellik gostermektedir (Dinges ve ark., 2000; Prevost ve ark., 2003).
Giiglii bir stafilokokal ekzotoksin olan PVL insanda polimorf-niikleer hiicrelerin

plazma membranina etki etmektedir ve stafilokokkal 16kosidinlerden neredeyse 100
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kat daha etkili oldugu bildirilmistir (Kong 2016). Siiperantijenler olarak bilinen
stafilokokal enterotoksinler (SE) ve TSST-1 de viriilansta rol oynamaktadir (Rasheed
ve Hussein, 2020; Wilson ve ark., 2011). Bugiine kadar 20'den fazla SE tanimlanmis
olup, gida kaynakli hastaliklarin en sik nedenlerinden biridir. TSST-1, ciddi
hastaliklara, toksik soklara ve oliimlere neden olmaktadir. Eksfoliatif toksinler (ET),
desmozomal hiicre baglantilarinin (desmoglein-1) tahrip olmasina neden olarak

epidermisin kopmasina yol agan stafilokokkal yanik deri sendromuna neden

olmaktadir (Ballhause, 2017; Kong, 2016).

Biyofilm ise bakterilerin canli ve cansiz yiizeylere adhezyonunu saglamaktadir.
Bununla birlikte bakterinin, antibiyotiklerin etkisinden ve immun sistemden
kagmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Zecconi ve Scali, 2013). Staphylococcus spp.
ve Pseudomonas spp. gibi bazi patojenlerin son yillarda biyofilm tabakasi olusturarak
uygun bir tedaviye ragmen, enfeksiyonu kalici hale getirdigi ve biyofilm tabakasinin
bu patojenlerin antimikrobiyal ajanlara direncinde 6nemli rol oynayabilecegi ileri
siriilmistiir (Bajwa, 2019; Chan ve ark.,, 2019; Paterson, 2016). Bakteriyel
biyofilmlerin, ayni bakteri tiirliniin planktonik durumuna kiyasla antibiyotiklere on ila
bin kat daha direngli oldugu bildirilmistir (Mah ve O'Toole, 2001; Olson ve ark.,
2002). Bu nedenle biyofilm olusturma yetenegi, antibiyotik direncine ve nozokomiyal
enfeksiyonlarin yayilmasma yol acan onemli bir viriilans faktorii olarak kabul
edilmektedir (Osland ve ark., 2012). Beta-laktamaz enzimi ise beta laktam halkasini
parcalayarak antibiyotik direncinin olugmasina neden olmaktadir (Dinges ve ark.,

2000).

S. pseudintermedius’un S. aureus ile benzer virulansa sahip oldugu, bunun yani
sira S. pseudintermedius’ta adhezyon, biyofilm olusturma ve immun sistemden
kacmada cesitli putatif viriilans genlerini igeren ve gesitli toksinleri kodlayan farkli

genlerin bulundugu da rapor edilmistir (Gonzalez-Martin ve ark., 2020).
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2.5. Antimikrobiyal Direng

Mikroorganizmalarda antibiyotik direncin giderek artmasi ve MDR
mikroorganizmalarin yayilmasi nedeniyle bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi
problemler yasanmaktadir. Bu durumda antibiyotiklere duyulan ihtiya¢ artmakta ve
tedavi giigliikleri ile karsilasilmaktadir (Guardabassi ve ark., 2004; Prescott ve ark.,
2002). Metisilin direngli S. aureus (MRSA) ve metisilin direngli S. pseudintermedius
(MRSP) suslarmin varligi, veteriner hekimlik uygulamalar1 i¢in ciddi problemlere
neden olmaktadir (Griffeth ve ark., 2008; Jones ve ark., 2007; Loeffler ve ark., 2007).
Direngli patojenler sadece hasta icin tehlike olusturmamakta, saglik calisanlari ve
diger yollar ile hastane ortaminda yayilarak hastane enfeksiyolarma da neden

olabilmektedir (Méan ve ark., 2007).

Evcil hayvanlarla, 6zellikle kopeklerle yasayan insan sayisinda diinya ¢apinda
son on yilda artig bildirilmistir (Facco ve Kantar, 2016; Song ve Lim, 2015). Kopekler,
dogrudan temas yoluyla veya dolayli olarak insanlara bulasabilen antimikrobiyal
direncli (AMR) mikroorganizmalar i¢in potansiyel rezervualarindan biri olarak kabul
edilmektedir (Guardabassi ve ark., 2004; So ve ark., 2012). AMR nin ortaya ¢ikmasi
ve yayllmasinin insanlar i¢in ciddi sonuclar1 oldugundan, halk saghigina yonelik
potansiyel tehditleri degerlendirmek i¢in hem insanlarda hem de hayvanlarda diizenli
giincellemelerle diren¢ ve zamansal varyasyonlarin yaygmnligi hakkinda bilgi
gereklidir (Cole ve ark., 1998). S. intermedius’un zoonotik suslarinin képeklerden
insanlara gegme olasilig1 rapor edilmistir ve insanlarda da ciddi enfeksiyonlara neden
oldugu bildirilmistir (Bes ve ark., 2002; Goodacre ve ark., 1997; Harvey ve ark., 1994;
Tanner ve ark., 2000). Insanlarda, kopek isiriklart araciligiyla bulasan MRSP ile
iligkilendirilen yumusak doku enfeksiyonlari giderek daha yaygin hale gelmektedir
(Borjesson ve ark., 2015). S. intermedius enfeksiyonlarinin uzun siireli tedavi veya
yanlis se¢ilmis antibiyotiklerin, birden fazla antibiyotik smifina direngli
popiilasyonlarin gelismesine yol agabilecegi rapor edilmistir (Abraham ve ark., 2007,
Loefler ve ark., 2007; Morris ve ark., 2006). Direngli suslarin yayilmasi nedeniyle
mikroorganizmalar iizerinde etkili olan antibiyotik sayisi siirekli olarak azalirken,
stafilokok enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in alternatif yaklasimlar giderek daha fazla

arastirilmaktadir (Cheung ve Otto, 2023).
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Otitis eksternali kdpeklerden izole edilen mikroorganizmalarin antibiyotiklere
duyarhiliklart farkliliklar gostermektedir (Petrov ve ark., 2013). Bu nedenle
antimikrobiyal direng¢ ve direncli suslarin kopeklerden sahiplerine gegisi halk saglig
sorunu haline gelmekte ve antibiyotik direncini diger patojen bakterilere horizontal
olarak aktarabilmektedir (Bes ve ark., 2002; Goodacre ve ark., 1997; Harvey ve ark.,
1994; Tanner ve ark., 2000). Bu nedenle klinik bir tehdit ve kiiresel bir halk saglig:

sorunu haline gelmistir (Guardabassi ve ark., 2004; Prescott ve ark., 2002).

Diinya c¢apinda veteriner hekimler tarafindan otitis tedavi protokolleri
genellikle klinik tabloya ve bazen de eksudattan hazirlanan preparatlarin Gram
boyama yontemi ile incelenmesine dayanmaktadir. Bu da ampirik antibiyotik ve
topikal anti-enflamatuar ilag uygulamasina yol agmaktadir (Hariharan ve ark., 2006).
Kopeklerde otitis olgularindan yaygin olarak izole edilen stafilokok tiirleri gogunlukla
herhangi bir duyarlilik testi yapilmadan cesitli antimikrobiyallerle tedavi edilmeye
calisilmaktadir (Coelho ve ark., 2007). Kedilerde ise otitis alerjiler, tedavinin daha az
etkili olmasi ve yaygin olarak sistemik ilag tedavisine ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle
genellikle kopeklerden daha zorlu bir siire¢le sonuglanmaktadir (Kennis, 2012).
Insanlar ile kedi ve kdpekler benzer antimikrobiyallerle tedavi edilmektedirler (Coelho
ve ark., 2007). Bu durum diinya ¢apinda goriilen B-laktam antibiyotiklere direncle
sonuclanan mec genlerini tagiyan suslarin yayilmasina yol agmakta ve antimikrobiyal

tedaviyi zorlastirmaktadir (Coelho ve ark., 2007; Worthing ve ark., 2018).

Metisiline direngli stafilokoklar, hayvanlarda ve insanlarda yaygin olarak
kullanilan tiim B-laktam antibiyotiklere direngli olduklar1 ve halk sagligi tizerinde
bliyiik bir etkiye sahip olduklari i¢in 6zel bir 6neme sahiptir (Loeffler ve ark., 2007,
Ross Fitzgerald, 2009). Bircok iilkede kiigiik hayvanlarda, o6zellikle kopeklerde,
MRSA ile iligkili otitis enfeksiyonlarimin yanisira, yara enfeksiyonlari, cerrahi
operasyon enfeksiyonlari, piyoderma, piyojenik endokardit, suppuratif pnomoni,
osteomiyelit, septik artritis ve idrar yolu enfeksiyonlar1 da rapor edilmistir (Algammal
ve ark., 2020; Weese ve van Duijkeren, 2010). Metisilin direnci stafilokoklarda en
onemli antimikrobiyal diren¢ mekanizmasidir. Metisilin direncinden sorumlu olan
penisilin baglayici protein 2a (PBP2a) mobil Stafilokokkal Kaset Kromozomu mec

(SCCmec) tizerinde tasinan mecA geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu protein, tim [-
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laktam tiirevlerine, dahil olmak iizere penisilinlere, sefalosporinlere ve
karbapenemlere karsi dirence neden olmaktadir (Kania ve ark.,, 2004). S.
pseudintermedius suslarinda da beta-laktam direncinin mecA veya daha nadiren mecC

genleri tarafindan kodlandig bildirilmistir (Liu ve ark., 2016).

MRSA ¢oklu ilag direnci gosteren patojen olmasi nedeniyle onemi biiyiiktiir ve
giiniimiizde MRSA tiim diinyada yaygin olarak goriilmekte olup, prevalansi iilkeler
arasinda degisim gostermektedir. MRSA prevalansi Hollanda gibi tilkelerde %1 civari
iken, Giiney Avrupa iilkelerinde, Amerika Birlesik Devletleri’nin (ABD) biiyiik bir
bolimi ve Avustralya gibi bazi iilkelerde bu oranin %25-50'lere ulastigi
bildirilmektedir. ABD’de bu oranin yogun bakim {initelerinde ise %60'lar1 gectigi
rapor edilmistir (Grundmann ve ark., 2006; Hawkey, 2008; Sancak, 2011). MRSA ve
MRSP suglari, beta-laktam grubu antibiyotiklerin yan1 sira linkozamid,
aminoglikozitler, kinolonlar, makrolidler, fenikoller, siilfonamidler ve tetrasiklinler
dahil olmak iizere beta-laktam olmayan antibiyotiklere de diren¢ gdstermektedirler
(Hawkey, 2008; Papich, 2012; Tamakan ve Go6g¢men, 2019). Hayvan kaynakli
Staphylococcus spp. izolatlarinda mecA geninin kaynagi bilinmemesine ragmen, insan
hekimliginde mecA geninin muhtemelen koagiilaz negatif bir stafilokok olan S.
sciuri'den kaynaklandigi ve S. aureus'a horizontal olarak transfer edildigine dair
kanitlarin bulundugu rapor edilmistir (Wu ve ark., 1996). Veteriner hekimlikte KNS

tiirlerinde ise metisilin direnci nadiren rapor edilmektedir (Teixeira ve ark., 2019).

Uc veya daha fazla farkli antimikrobiyal ila¢ sinifina direncli olan bakteriler
MDR izolatlar olarak tanimlanmaktadir. MDR 1izolatlari, veteriner hekimlikte tedavide
gicliiklere yol ag¢maktadir. MRSP suslarmin genellikle ii¢ veya daha fazla
antimikrobiyal ilaca (tetrasiklinler, trimetoprim-siilfonamidler, fluorokinolonlar dahil,
kloramfenikol ve makrolidler) kars1 direncli oldugu bildirilmistir (McCarthy ve ark.,
2015; Sasaki ve ark., 2007; Tamakan ve Gogmen, 2019). MRSP veya MDR S.
pseudintermedius suslar1 diinya genelinde artan bir tehlike olarak rapor edilmektedir.
(Bailey 2015; Bell ve ark., 2016). S. aureus ve S. pseudintermedius izolatlarinin
veteriner hekimlikte kullanimina izin verilen birgok antimikrobiyole direng
gosterdigine dair raporlar bulunmaktadir (Perreten ve ark., 2010; Weese ve van

Duijkeren, 2010).
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Yapilan calismalarda otitis  eksternali  kopeklerden izole edilen
mikroorganizmalarin  antibiyotiklere ~duyarliliklart farkliliklar  gdstermektedir.
Kopeklerde otitis eksterna vakalarinin  %10-48,1'inde  MRSP izole edildigi
bildirilmistir (Chan ve ark., 2018; Ruscher ve ark., 2009; Sim ve ark., 2019; Zur ve
ark.,2016). Bir calismada tiim MRSP izolatlarinin ayn1 zamanda MDR oldugu da rapor
edilmistir (Zur ve ark., 2016). Teixeira ve ark. (2019) saglikli ve piyoderma veya otitis
bulgular1 olan hasta kopeklerden izole ettikleri KNS’lerin %10,2’sinde metisilin
direnci tespit ettiklerini ve metisilin direnci yoniinden saglikli ve hasta kdpekler
arasinda istatistiksel olarak fark saptamadiklarini (p>0,05), refakat¢i hayvanlarin
metisilin direngli KNS tasiyicis1 oldugunu rapor etmislerdir. Bu nedenle bu
bakterilerin diren¢ profillerinin izlenmesi gerektigini ve hayvanlarin insanlar i¢in
potansiyel risk olup olmadigi konusunda arastirmalar yapilmasi gerektigini

vurgulamiglardir (Teixeira ve ark., 2019).

Martins ve ark. (2022) otitisli 138 kdpek ve 4 kedi tizerinde yaptiklar1 ¢aligmada
izolatlarin neredeyse %50'sinde MDR saptadiklarini, veteriner hekimlikte yakin
gelecekte birinci basamak antimikrobiyallere yanit vermeyen zorlu vakalar ile
karsilagilabilecegini ve evcil hayvanlarin sahipleri ile yakinligi géz Oniine
bulunduruldugunda MDR bakterilerin potansiyel bir halk sagligi sorunu haline

geldigini vurgulamiglardir.
2.6. Staphylococcus spp. izolasyon ve identifikasyonu

Stafilokoklarin izolasyon ve identifikasyonu rutin teshiste konvansiyonel
bakteriyolojik yontemler (koloni morfolojisi, Gram boyama, katalaz testi, koagiilaz
testi, DNase testi, mannitol salt agarda iireme Ozelligi gibi) ve API, MicroScan,
Phoenix, VITEK, ID 32 STAPH ve Matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon
ucus siiresi kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) gibi otomatize sistemler ile
yapilmaktadir (Becker ve ark., 2014; Leonard ve ark., 2022). Molekiiler yontemler ile
ticari otomatize sistemler kullanilarak Staphylococcus tiirlerinin bir¢ogu %70 ila

>%90 oraninda dogrulukla tanimlanabilmektedir (Becker ve ark., 2014).
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Veteriner hekimlikte 6nem tasiyan S. intermedius grubuyla yakindan iliskili
olan stafilokok tiirlerinin (S. intermedius, S. pseudintermedius ve S. delphini) fenotipik
yontemler ile ayriminda giicliikler oldugu bildirilmistir (Bannoehr ve ark., 2007;
Ghebremedhin ve ark. 2008; Sasaki ve ark. 2007; Takahashi ve ark., 1999). S.
intermedius ilk olarak 1976'da tanimlanmis ve S. aureus ve S. epidermidis ile
biyokimyasal ozelliklerinin benzerlik gosterdigi tespit edilmis, dolayisiyla "S.
intermedius" olarak isimlendirilmistir (Hajek, 1976). S. intermedius izolatlarinda
gozlemlenen yiiksek fenotipik degiskenlik (Devriese ve ark., 1979; Hajek 1976)
onemli bir genotipik varyasyonla iliskilendirilmistir (Bannoehr ve ark., 2007;

Chesneau ve ark., 2000; Meyer ve ark., 1978).

S. pseudintermedius ise ilk kez 2005 yilinda tanimlanmis ve fenotipik
ozelliklerinin S. intermedius ve S. delphini ile benzer oldugu bildirilmistir ve gegmiste
siklikla S. intermedius ile karistirildigindan dolay: S. intermedius veya S. aureus olarak
rapor edilmistir (Devriese ve ark., 2005; Sasaki ve ark., 2007). 2007 yilinda yayinlanan
raporlarda yapilan filogenetik analizler sonucunda S. intermedius’un kopek, kedi ve
insanlardan identifiye edilen suslarinin tamaminin aslinda S. pseudintermedius oldugu
bildirilmistir (Bannoehr ve ark., 2007; Sasaki ve ark., 2007). Bu nedenle, geleneksel
S. intermedius benzeri fenotipik 6zelliklere sahip izolatlarin kdkeninin kopeklerden
geldigi ve bunlarin S. pseudintermedius olarak tanimlanmasi gerektigi onerilmistir
(Hermans ve ark., 2010; Kwok ve ark., 2003).

S. pseudintermedius’un identifikasyonu polimiksin B duyarliligi, hyaluronidaz
ve DNaz enzimlerinin varligina gére yapilmaktadir. Staphylococcus indermedius grup
(SIG) igerisinde yer alan S. intermedius, S. pseudintermedius ve S. delphini genellikle
hyaluronidaz negatif, DNaz pozitif ve polimiksin B'ye duyarlidir (Vestergaard ve ark.,
2017). S. aureus ise intrinsik olarak polimiksin B'ye direnglidir ve hyaluronidaz
aktivitesi gostermektedir (Skalka, 1985; Vestergaard ve ark.,, 2017). S.
pseudintermedius’un S. intermedius’tan ayrimi igin ise Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) yonteminin kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda S.
pseudinetrmedius’un MALDI-TOF MS analizi ile de yiiksek dogrulukla identifiye
edildigi rapor edilmektedir (Decristophoris ve ark., 2011; Perreten ve ark., 2010; Silva,
2015). Giiniimiizde patojenlerin identifikasyonunda MALDI-TOF MS kullanimi
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artmaktadir. MALDI-TOF MS yo6nteminin tiim hiicre analizini esas almas1 ve protein
parmak izine dayanarak mikroorganizmalarin hizli identifiye etmesi nedeniyle en
giivenilir sistemlerden biri oldugu rapor edilmektedir (Uysal ve ark., 2019). Fakat
MALDI-TOF yonteminin spesifitesi ile iliskili SIG {iyelerinin identifikasyonunda
gesitli raporlar bulunmaktadir (Decristophoris ve ark., 2011; Silva, 2015).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Etik Kurul Onay1

Bu arastirma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel
Etik Kurulu Baskanliginin (MAKUHAYDEK/29.03.2023 tarih ve 1035 sayili karar)
onay1 ile gergeklestirildi.

3.1.2. Calisma Popiilasyonu ve Ornekleme Prosediirii

Calismaya Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu tarafindan 22.06.2022 tarih ve 925 sayili karar ile uygun bulunan
“Kopeklerde Castellani Soliisyonunun Otitis Eksterna Olgularindaki Etkinliginin
Aragstirilmas1” baslikli proje kapsamindaki kopekler ile Subat-Aralik 2023 tarihleri
arasinda Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hastanesine

getirilen kedi ve kopekler dahil edildi.

Bu ¢alisma kapsaminda 6rneklerin toplandig1 hayvanlar saglikli kedi (1), hasta
kedi (2), saglikli kopek (3) ve hasta kopek (4) olmak tizere dort farkli gruba ayrildi.
Hasta gruplar otitis eksterna tanis1 konulan kedi (n: 50) ve kopekler (n: 50), saglikli
gruplar1 ise asilama, tirag veya kisirlastirma igin getirilen saglikli kedi (n: 50) ve

kopekler (n: 50) olusturdu.

Gruplarda yer alan tiim hayvanlarin her iki kulagindan olmak tizere toplam 400
adet kulak svabi ornegi toplandi. Svap ornekleri stuart transport medium ile soguk
zincirde (+4 °C) Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Veteriner Fakiiltesi

Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na ulastirilarak analizleri yapildi.

Svap orneklerinin alindig1 hasta kedilerin irklar1 sirasiyla tekir (n: 16), British
Shorthair (n: 11), Scottish Fold (n: 7), karisik 1rk (n: 7), iran kedisi (n: 2), Bombay (n:
2), Devon Rex (n: 1), Scottish Straight (n: 1), Exotic Shorthair (n: 1), Habes (n: 1) ve
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Ankara kedisiydi (n: 1). Saglikli kedilerin 1rklari ise sirasiyla British Shorthair (n: 19),
tekir (n: 15), Scottish Fold (n: 11), karisik irk (n: 3), British Longhair (n: 1) ve Siyam
kedisiydi (n: 1). Kedi wrklar1 uzun tiiylii (n: 4) ve kisa tiiylii (n: 96) olmak tizere iki
gruba ayrildi. Hasta gruptaki kedilerin 3’1 uzun tiiylii, 47°si kisa tiiyliiydi. Saglikl
grupta yer alan kedilerin ise 1’1 uzun tiiylii, 49’u kisa tiiyli kedi irkiydi.

Hasta kopeklerin irklart sirasiyla karisik irk (n: 16), kangal (n: 7), Golden
Retriever (n: 6), Cocker Spaniel (n: 6), Alman Coban Kopegi (n: 3), Terrier (n: 3), Pug
(n: 3), Catalburun (n: 1), Fransiz Bulldog (n: 1), Sibirya kurdu (n: 1), Labrador
Retriever (n: 1), Poodle (n: 1) ve Pomeranian (n: 1) idi. Saglikli kopek irklari ise
sirastyla karisik irk (n: 23), Maltese Terrier (n: 4), Terrier (n: 3), Golden Retriever (n:
3), Pekinez (n: 3), Chihuahua (n: 3), Fransiz Bulldog (n: 2), Poodle (n: 2), kangal (n:
1), Pug (n: 1), Labrador Retriever (n: 1), Pomerian (n: 1), Pinscher (n: 1), Cocker
Spaniel (n: 1) ve Cavalier King Charles Spaniel (n: 1) idi. K&pek 1rklari ise biiyiik (n:
65), orta (n: 14) ve kiigiik (n: 21) irk olmak iizere iic gruba ayrildi. Hasta gruptaki
kopeklerin 35°1 biiyiik 1k, 10’u orta boy ik, 5’1 kiiclik boy wrk kopekti. Saglikl
kopeklerin 30°u biiylik boy, 4’1 orta boy 1rk, 16’s1 kiiciik 1tk kdpekti. Yas gruplarina
gore hayvanlar bir yasindan kiiciik, 1-5 yas arasi ve bes yasindan biiyiik olmak iizere
tic gruba ayrildi (Worthing ve ark., 2020). Kulak svab1 6rneklerinin alindig1 kedi ve
kopeklerin yas, irk ve cinsiyet bilgileri tablo 3.1°de sunuldu.

Tablo 3.1. Kulak svabi 6rneklerinin alindig1 kedi ve kopeklerin yas, itk ve cinsiyet
bilgileri.

Kedi (n: 100) Kopek (n: 100)

Yas
<1 43 31
1-5 o7 56
>5 13
Irk
Uzun tiiyli 4
Kisa tliylii 96
Biiyiik 65
Orta 14
Kiigiik 21
Cinsiyet
Disi 58 55
Erkek 42 45
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3.1.3. Referans Stafilokok Suslari

Bu arastirmada kontrol olarak kullanilan S. aureus 25923, S. aureus 43300 ve
Staphylococcus epidermidis YT-169a suslar1 Ogr. Gér. Dr. Orhan YAVUZ ve Mert
SUDAGIDAN’dan temin edildi.

3.1.4. Besiyerleri

3.1.4.1. Blood Agar Base (Oxoid, UK)

Kulak svab1 6rneklerinden stafilokoklarin izolasyonu i¢in kanli agar kullanildi.

Besiyeri asagida verilen formiile gore hazirlandi.

Blood agar 40 gr
Distile su 1000 ml

Blood agar tartilarak distile su igerisinde eritildikten sonra, pH 7’ye ayarlandi
ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi. Siire sonunda besiyeri 45-50 °C’ye
kadar sogutulup lizerine %5-7 oraninda steril defibrine koyun kani ilave edildi.
Petrilere yaklasik olarak 12-13 ml besiyeri dokiildiikten sonra sterilizasyon kontrolii
i¢cin 37 °C’de bir gece inkiibe edildi. Defibrine steril koyun kaninin alimi sekil 3.1°de

sunuldu.

Sekil 3.1. Defibrine koyun kaninin alinmasi.
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3.1.4.2. MacConkey Agar (Condalab, Spain)

Kulak svab1 oOrneklerinden izole edilen Gram negatif bakterilerin
identifikasyonu i¢in MacConkey agar kullanildi. Besiyerinin hazirlanis1 asagida

verilen formiile gore yapildi.

MacConkey Agar 50 gr
Distile su 1000 ml

MacConkey agar tartilarak distile su igerisinde eritildikten sonra, pH 7’ye
ayarlandi ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi. Siire sonunda besiyeri
45-50 °C’ye kadar sogutulup petrilere 12-13 ml dagitildiktan sonra sterilizasyon
kontrolii i¢in 37 °C’de bir gece inkiibe edildi.

3.1.4.3. Muller Hinton Agar (Oxoid, UK)

Kulak svab1 orneklerinden izole edilen stafilokoklarin antibiyotik
duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla Muller Hinton Agar kullanildi. Muller Hinton

Agar asagida verilen formiile goére hazirlandi.

Muller Hinton Agar 38 gr
Distile su 1000 ml

Muller Hinton Agar tartilarak distile su igerisinde eritildikten sonra, pH 7’ye
ayarlandi ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi. Siire sonunda besiyeri
45-50 °C’ye kadar sogutulup petrilere yaklasik olarak 12-13 ml besiyerleri dokiildii.

Sterilizasyon kontrolii i¢in 37 °C’de bir gece inkiibe edildi.
3.1.4.4. %1 Glikoz (w/v) iceren Brain Heart infusiyon (BHI) Broth

Kulak svabi Orneklerinden izole edilen stafilokoklarin biyofilm {iretme
yetenegini belirlemek i¢in %1 glikoz igeren BHI broth kullanildi. Besiyeri asagida

verilen formiile gére hazirlandi.
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Brain Heart Infusiyon Broth (Difco, USA)

Brain heart infusiyon broth 37 gr
Distile su 1000 ml

Besiyeri tartilarak distile su igerisinde eritildikten sonra, pH 7’ye ayarland1 ve

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

Glikoz Cozeltisi (%10 w/v)

Glikoz (Tekkim, Tiirkiye) 10 gr
Distile su 100 ml

Glikoz distile su icerisinde tamamen ¢oziindiikten sonra 0,22 pm’lik steril

enjektor ucu filtreler kullanilarak steril edildi.

Hazirlanan BHI buyyon soguduktan sonra besiyerinin igerisine aseptik

kosullarda glikoz ¢6zeltisinden son konsantrasyon %1 olacak sekilde ilave edildi.

3.1.4.5. Triptik Soy Broth (Condalab, Spain)

Triptik soy broth (TSB) asagidaki formiile gore hazirlandu.

Triptik soy broth 40 gr
Distile su 1000 ml

Besiyeri tartilarak distile su icerisinde ¢ozdiiriildii. Hazirlanan besiyeri 121

°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi.
3.1.4.6. Gliserol (%15, v/v) Iceren Triptik Soy Broth (Condalab, Spain)

Kulak svabi 6rneklerinden izole edilen stafilokoklarin -20 °C’de saklanmasi
sirasinda %15 (v/v) gliserol igeren TSB kullanildi. Besiyeri asagida verilen formiile

gore hazirlandi.
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Triptik soy broth 49r
Gliserol (Aklarkimya, Ankara) 15 ml
Distile su 85 ml

Besiyeri tartilarak distile su igerisinde ¢ozdiiriildii. Cozelti icerisine gliserol
ilave edildi ve distile su ile toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan besiyeri

121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi.

3.1.5. Calismada Kullanilan Soliisyonlar

3.1.5.1.%0,9 (W/V)’luk Fizyolojik Tuzlu Su

%0,9’1uk fizyolojik tuzlu su (FTS) asagidaki sekilde formiile edildi.

NaCl (Merck, Germany) 292,2 gr
Distile su 1000 ml

NaCl distile su igerisinde ¢ozdiirtildii ve 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril hale getirildi.

3.1.5.2. Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (Phosphate Buffer Saline, PBS, pH 7,2)

Kulak svabi Orneklerinden izole edilen stafilokoklarin biyofilm {iretme

yetenegini belirlerken fosfat tamponlu su kullanildi. PBS asagida verilen formiile gore

hazirlanda.
NaCl (Merck, Germany) 4 gr
KCI (Merck, Germany) 0,1qr
KH2PO4 (Merck, Germany) 0,12 gr
Na2HPO4 (Merck, Germany) 0,72 gr
Distile su 500 ml

Yukaridaki maddeler distile su igerisinde iyice eritildikten sonra pH 7,2-7,4’¢

ayarlandi ve 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi.
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3.1.5.3. %3’liik Hidrojen Peroksit (H202) Soliisyou (v/v)

Katalaz testi i¢in gerekli olan % 3’liikk H2O; soliisyonu asagidaki formiile gore

hazirlandi

H202 (% 30, Merck, Germany) 10 ml
Distile su 90 mi

Distile su tizerine 10 ml % 30’luk H20O> yavas yavas eklendi.
3.1.5.4. Tavsan Plazmasi1 (Merck, Germany)

Ticari olarak temin edilen liyofilize tavsan plazmast 3 ml steril distile su ile

¢ozdirildi.
3.1.6. Calismada Kullanilan Antibiyotik Diskleri

Calismada penisilin (10 IU, Bioanalyse), ampisilin (10 pg, Bioanalyse),
amoksisilin-klavulanik asit (20/10 pg, Bioanalyse), sefovesin (30 pg, Oxoid),
sefoksitin (30 pg, Bioanalyse), oksasilin (1 pg, Bioanalyse), gentamisin (10 pg,
Bioanalyse), amikasin (30 pg, Bioanalyse), eritromisin (15 pg, Bioanalyse), tetrasiklin
(30 pg, Bioanalyse), enrofloksasin (5 pg, Bioanalyse), siprofloksasin (5 pg,
Bioanalyse) klindamisin (2 pg, Bioanalyse) rifampin (5 pg, Bioanalyse)
stilfametoksazol/trimetoprim (SM/TM, 23.75/1.25 pg, Bioanalyse) ve kloramfenikol
(30 pg, Bioanalyse) diskleri kullanildu.

3.1.7. DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tris-Hidroklorid (Tris-HCL, 0,1 M): Tris-hidroklorid’ten (Fisher Scientific,
UK) 12,114 g tartilarak 800 ml distile su ile ¢dzdiiriildii. Islem sonunda distile su ile
son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. HCL ile pH 7,2’ye ayarlandiktan sonra 120°C’de

15 dakika otoklavlanarak steril edildi.
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Lizostafin: Lizostafin (Sigma L-7386, USA), 100 pug/ml konsantrasyonunda
kullanildi.

Proteinaz K: Proteinaz K (Genaxxon, Germany), 100 pg/ml

konsantrasyonunda kullanildu.

3.1.8. DNA’nin Amplifikasyonu i¢cin Kullanilan Malzemeler

Taq DNA Polimeraz: Calismada Xpert Taq DNA Polymerase (dNTPs
included) 500U (Grisp, Portugal) kullanildi.

Primerler: Calismada mecA genin varligini aragtirmak igin 162 bp’lik primer
cifti (forward primer 5'- ACT GCT ATC CAC CCT CAA AC -3, reverse primer 5'-
CTG GTG AAG TTG TAA TCT GG-3’) kullanild1 (Mehrotra ve ark., 2000).

Marker: Calismada 100 bp DNA Ladder (Jena Bioscience, Germany)
kullanilda.

Pozitif ve Negatif Kontrol: PZR analizlerinde pozitif kontrol olarak S. aureus
43300 ve S. pseudintermedius Burdur2021 suslarindan izole edilen DNA &rnekleri,
negatif kontrol olarak ise S. aureus 25923 susundan izole edilen DNA ve DNA
icermeyen PZR karigimi kullanildu.

3.1.9. Agaroz Jel Elektroforez i¢in Kullanilan Malzemeler

Tris-Acetate-EDTA (TAE) Elektroforez Tamponu: Elektroforez
asamasinda, yliriitme tamponu olarak 1 X TAE soliisyonu kullanildi. Bunun i¢in 10 X
TAE stok tampon soliisyonundan (Fermentas, Lithuanian) 100 ml alinarak steril distile
su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve hazirlanan 1 X TAE soliisyonundan agaroz jelin

hazirlanmasinda ve elektroforez agsamasinda yiiriitme tamponu olarak yararlanildi.
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Agaroz Jel (%1.5) (w/v): Elektroforez igin %]1,5’luk agaroz jelin
hazirlanmasinda, 1,5 g agaroz (Biomax, EEC) tartilarak 1 X TAE tamponu ile 100
ml’ye tamamlandi. Mikrodalga firininda seffaf hale gelinceye kadar ¢ozdiiriildii ve 5

uL SafeviewTM classic (ABM, Canada) boyasi eklenerek boyand: (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Agoroz jelin hazirlanmasi.

Yiikleme Tamponu: Cogaltilan DNA’lar agaroz jele yiiklenmeden 6nce 6X

loading dye soliisyonu (Vivantis, Malaysia) ile boyandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Klinik Bulgularin Degerlendirilmesi

Kedi ve kopeklerden svap orneklerinin toplanmasi sirasinda kulak kanali
otoskopik muayene ile incelendi (Sekil 3.3). Kulak kanalinda eritem, sislik/6dem,
erozyon, ilser, eksudat, agri, puriritis ve anormal koku gibi otitis ile iliskili klinik
bulgular saptanan hayvanlar hasta gruplara, otitis bulgusu olamayan ve genel saglik
sorunu bulunmayan hayvanlar ise saglikli gruplara dahil edildi. Hem hasta hem de
saglikli gruplardaki hayvanlara ait otitis eksterna ile iliskili potansiyel risk faktorleri
(vas, cinsiyet, irk ve tibbi gegmisi) kaydedildi (Bierowiec ve ark., 2021; EImoslemany
ve ark., 2021).
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Sekil 3.3. Kulak kanalinin otoskopik muayene ile incelenmesi.
3.2.2. Izolasyon ve identifikasyon

Kulak svabi1 6rnekleri %5 defibrine koyun kani ihtiva eden kanli agar (Oxoid,
UK) ve MacConkey agara (Condalab, Spain) ekilerek (Sekil 3.4) ve 24-48 saat 37
°C’de aerobik kosullar altinda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda koloni
morfolojisi incelendi. Gram boyama, katalaz ve koagiilaz testleri ile 06n
identifikasyonu yapildi (Quinn ve ark., 2011). Staphylococcus spp. izolatlart %15
gliserollii TSB ile -20°C’de daha ileri aragtirmalar i¢in saklandi.
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Sekil 3.4. Kulak svab1 drneklerinin besiyerlerine ekimi.

3.2.2.1. Gram Boyama

Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerlerinde iireyen kolonilerden preparatlar
hazirland1 ve ticari Gram boyama kiti (Histomed, Ankara) kullanilarak boyandi.
Oncelikle hazirlanan preparatin iizerine kristal viole soliisyonu konuldu ve 2-3 dakika
beklenildi. Siire sonunda boya dokiildii ve preparat izerine lugol soliisyonu konularak
1-2 dakika beklendi. Daha sonra boya dokiilerek preparatlar absoliit alkol ile dekolore
edildi. Islem sonunda preparatlar su ile iyice yikand: ve safranin soliisyonu ile 5-10
saniye boyandi. Siire sonunda preparatlar su ile yikandi ve kurutma kagidi arasinda
kurutuldu. Boyanan preparatlar immersiyon yagi damlatilarak 100X objektifte
incelendi. Mor renkte goriilen mikroorganizmalar Gram pozitif ve pembe renkte

goriilenler ise Gram negatif olarak degerlendirildi (Arda, 2006; Quinn ve ark., 2011).

3.2.2.2. Katalaz Testi

Mikroskopik muayenede Gram pozitif kok oldugu belirlenen izolatlara katalaz
testi uygulandi. Test i¢in taze %3 liikk H2O2 soliisyonu ve izole edilen bakterilerin taze
(18-24 saatlik) saf kiiltiirii kullanildi. Oncelikle temiz ve yagsiz bir lamin iizerine
%?3’liik H20:2 soliisyonundan bir 6ze dolusu konuldu. Daha sonra kati besiyerinde
tiremis olan bakteri kolonilerinden bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda alinarak %3 1iik

H20:ile karistirildi. Gaz kabarciklarinin goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi (Sekil
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3.5). S. aureus 25923 pozitif kontrol olarak kullanildi (Arda, 2006; Quinn ve ark.,
2011).

- w—

G |

Katalaz negatif / \ Katalaz pozitif

e ss—

Sekil 3.5. Katalaz testinin degerlendirilmesi.

3.2.2.3. Koagiilaz Testi

Katalaz testi pozitif olan Staphylococcus spp. siipheli tiim izolatlara koagiilaz
testi uygulandi. Koagiilaz testi iki farkli yontem ile yapildi. Serbest koagiilazin tespiti
i¢in tiip koagiilaz testi, bagli koagiilazin (clumping faktor) tespiti i¢in ise lam koagiilaz

testi uygulandi.

Serbest koagiilaz: Serbest koagiilaz enzimin tespiti igin bir tiipe 0,5 ml steril
fizyolojik tuzlu su (FTS) konuldu ve 1-2 saf bakteri kolonisi inokiile edildi. Daha sonra
siispansiyonun iizerine 0,5 ml tavsan plazmasi konularak homojenize edildi. Deney
tiipii 37 °C’de 1-3-6 saat inkiibe edildi ve pihti olusumu her saat kontrol edildi. Tiipler
cok hafifce egilerek koagiilasyon durumu belirlendi. Tiip i¢inde plazmanin tam
pihtilagmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (Sekil 3.6). Eger fibrin olusumu
tam olmadig1 durumlarda (kismi koagiilasyon) 37 °C’de 24 saat inkiibasyona devam
edildi. Siire sonunda pihtilasma yoksa negatif reaksiyon olarak degerlendirildi. S.

aureus 25923 pozitif kontrol olarak kullanildi (Arda, 2006; Quinn ve ark., 2011).
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Sekil 3.6. Tiip koagiilaz testinde pozitif reaksiyon.

Clumping faktor (Bagh Koagiilaz): Temiz bir lam {izerine bir 6ze dolusu
steril FTS konuldu ve taze bakteri kiiltiiriinden 1-2 koloni alinarak FTS’de homojenize
edildi. Daha sonra lam iizerine bir 6ze dolusu steril taze tavsan plazmasi konularak
homojenize edildi. Reaksiyon 3-5 sn iginde okundu. Lam iizerinde 3-5 sn i¢inde olusan
kiimelesme pozitif reaksiyon olarak kabul edildi (Sekil 3.7). Bu siireden sonra 1
dakikaya kadar olusan kiimeslesmeler gec reaksiyon olarak degerlendirildi. Bir
dakikadan sonraki reaksiyonlar siipheli ve higbir degisiklik yoksa negatif olarak
degerlendirildi. S. aureus 25923 pozitif kontrol olarak kullanildi (Arda, 2006; Quinn
ve ark., 2011).

Sekil 3.7. Lam koagiilaz testinin degerlendirmesi.

3.2.2.4. Hemolitik Aktivite

Izole edilen stafilokoklarin hemolitik aktivitesini degerlendirmek igin

bakteriler % 5 defibrine koyun kani ihtiva eden kanli agara pasajlanarak 37 °C’de
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aerobik kosullarda 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda koloniler alfa,

beta ve gama hemoliz yoniinden incelendi (Quinn ve ark., 2011).

3.2.2.5. MALDI-TOF MS Analizi

Staphylococcus spp. siipheli izolatlarin tiir diizeyinde identifikasyonu MALDI-
TOF MS yontemi ile yapildi. Analizler Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bitki
Saglig1 Klinigi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi. Staphylococcus
spp. siipheli izolatlardan protein izolasyonu Uysal ve ark. (2019) tarafindan daha 6nce
bildirilen etanol-formik asit protokoliine gore yapildi. Bu proteinlerin analizi
sonucunda cihazin flex kontrol yazilim programi (Biotyper 3.0; Microflex LT; Bruker
Daltonics GmbH, Bremen, Germany) ile elde edilen spektrumlar, Maldi Biotyper
Real-Time Classification (RTC) yazilimi (version.9) ile karsilastirilarak bakterilerin
cins ve tiir diizeyinde identifikasyonu yapildi (Sekil 3.8). Analiz sonucunda, 1.700-
3.000 arasinda sari/yesil renkli olarak belirlenen veriler, giivenilir skor degeri olarak

kabul edildi (Uysal ve ark., 2018; Uysal, 2019).

Sekil 3.8. Orneklerin MALDI-TOF plakasi iizerine konulmasi ve plakanin cihaza
yerlestirilmesi

3.2.2.6. DNA Dizi Analizi

Staphylococccus spp. suslariin molekiiler identifikasyonu igin izole edilen

DNA orneklerinden rastgele segilen 4 6rnegin DNA dizi analizi hizmet alimi ile
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(BMLabosis, Ankara) gergeklestirildi. Bu amagla universal 27F — 1492R primerleri
kullanilarak izolatin 16S rRNA geni ¢ogaltilip ¢ift yonlii olarak DNA dizi analizi (ABI
3730XL, Applied Biosystems, Foster City, CA) yapildi. Elde edilen 16S rRNA
niikleotid dizileri tiir tayininin yapilabilmesi i¢cin NCBI Gen Bankasi ile karsilastirildi.
Bu amagcla National Center of Biotechnology Information’in web sayfasindaki

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanildi.

3.2.3. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Kulak svaplarindan izole edilen tiim Staphylococcus spp. suslarinin antibiyotik
duyarlilik testleri MHA’da (Oxoid, UK) Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi
kullanilarak “Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI)” kriterlerine gore
yapildi (Sekil 3.9). Bu amagla 9 farkli antimikrobiyal sinifi temsil eden 16 antibiyotik
test edildi. p-laktamlar: penisilin (101U, Bioanalyse), ampisilin (10 pg, Bioanalyse),
amoksisilin-klavulanik asit (20/10 pg, Bioanalyse), sefovesin (30 ug, Oxoid),
sefoksitin (30 pg, Bioanalyse), oksasilin (1 pg, Bioanalyse); aminoglikozidler:
gentamisin (10 pg, Bioanalyse) ve amikasin (30 pg, Bioanalyse); makrolitler:
eritromisin (15 pg, Bioanalyse); tetrasiklinler: tetrasiklin (30 pg, Bioanalyse);
florokinolonlar: enrofloksasin (5 ug, Bioanalyse), siprofloksasin (5 pg, Bioanalyse);
linkozamidler: klindamisin (2 pg, Bioanalyse); rifamisinler: rifampin (5 pg,
Bioanalyse); siilfonamidler: siilfametoksazol/trimetoprim (SM/TM, 23.75/1.25 ng,
Bioanalyse); fenikoller: kloramfenikol (30 ug, Bioanalyse) diskleri kullanildi.
Sonuglar, disklerin ¢evresinde olusan inhibisyon zon ¢aplart milimetrik olarak
Olctilerek duyarli (S), orta duyarli (I) ve direngli (R) olarak CLSI kriterlerine gore
yorumlandi. Staphylococcus aureus ATCC 25923 susu kontrol olarak kullanildi.
Izolatlar, {i¢ veya daha fazla antimikrobiyal smifta yer alan minimum bir
antimikrobiyal ajana diren¢ gosterdigi durumda MDR olarak kategorize edildi
(Magiorakos ve ark., 2012).
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Sekil 3.9. Antibiyotik duyarlilik testlerinin uygulanisi.
3.2.3.1. indiiklenebilir Klindamisin Direnci

Staphylococcus spp. izolatlarinda indiiklenebilir klindamisin direncini
saptamak icin CLSI tarafindan onerilen D-test metodu uygulandi. Bu amagla 0,5
MacFarland (108 CFU/ml) yogunlugunda bakteri siispansiyonu hazirland1 ve steril
ekiivyon ¢ubugu yardimiyla MHA vyiizeyine inokiile edildi. Daha sonra eritromisin (15
ug) ve klindamisin (2 pg) diskleri 15-26 mm mesafe ile yerlestirildi ve 37°C’de 16-18
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda inhibisyon zon ¢aplar1 8lgiildii. S.
aureus 25923 susu duyarlilik testinde kontrol susu olarak kullanildi. Klindamisin
zonunun eritromisine bakan tarafinda diizlesme olmussa indiiklenebilir klindamisin
direnci pozitif (D-test pozitif, iMLSB direng fenotipi), diizlesme olmaksizin dairesel
bir inhibisyon alam1 olusmussa indiiklenebilir klindamisin direnci negatif (D-test
negatif, MS diren¢ fenotipi) olarak degerlendirildi. Eritromisin ve klindamisinin her
ikisine de direngli olan suslar cMLSB direng fenotipi, her ikisine de duyarl olanlar S

fenotipi olarak degerlendirildi.
3.2.3.2. Metisilin direnci

Staphylococcus spp. izolatlarinda metisilin direnci fenotipik ve genotipik

olmak iizere iki farkl yontem ile belirlendi.
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Metisilin Direncinin Fenotipik Tespiti: Staphylococcus spp. izolatlarinda
metisilin direncinin fenotipik tespiti, sefoksitin (30 pg) ve oksasilin (1 pg) diskleri

kullanilanilarak Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile CLSI kriterlerine gore yapildi.

Metisilin Direncinin Genotipik Tespiti: Genotipik olarak metisilin direncinin
tespiti i¢in Oncelikle Staphylococcus spp. izolatlarindan DNA izolasyonu Sudagidan
ve Aydm (2008) tarafindan bildirilen protokole gore yapildi. Bu amagla tim
Staphylococcus spp. izolatlarinin 5 ml TSB’de 37°C’de 18-24 saat inkiibasyonu
yapildi. Siire sonunda 200 ul bakteri siispansiyonu DNAaz, RNAaz free steril bir
eppendorf tiipiine aktarild1 ve santrifiijlendi. Islem sonrasinda iistteki siipernantant
atildt ve 45 pl deiyonize ultra saf su ve 15 pl lizostafin (100 ug/ml) ile yeniden
stispanse edildi. 37 °C'de 1 saatlik inkiibasyonun ardindan drneklere 15 pl proteinaz K
(100 pg/ml, Genaxxon, Germany) ve 150 ul 0,1 M tris (hidroksimetil)-aminometan
(Tris)/HCI (pH 7.5) ilave edildi ve numuneler 37 °C'de 1 saat daha inkiibe edildi. Son
olarak, bakteri lizatlar1 5 dakika kaynatildi ve izole edilen DNA’lar PZR analizinde
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Izole edilen DNA’larda metisilin direncini kodlayan mecA genin varligini
aragtirmak i¢in 162 bp’lik primer ¢ifti (forward primer 5'- ACT GCT ATC CAC CCT
CAA AC -3/, reverse primer 5'- CTG GTG AAG TTG TAA TCT GG-3’) kullanilarak
PZR testi yapildi (Mehrotra ve ark., 2000). Bu amagla, izole edilen her bir DNA 6rnegi
i¢in; 5 ul Xpert Taq Reaction Buffer (5x), 1 pl her bir primerden (10 pmol/ul), 0,1 pl
Xpert Taq DNA polimeraz (5U/ul), 15,4 ul DNAaz ve RNAaz ari ultra saf su ve 2,5
ul hedef DNA’dan olusan 25 ul’lik PZR karisimlari hazirlandi. Ornekler 94 °C 4 dk
On denatiirasyondan sonra, 94 °C 30 saniye, 57,5 °C 30 saniye, 72 °C 30 saniye olmak
tizere toplam 35 dongii ve son zincir uzamasi i¢in 72 °C 10 dakika seklinde PZR 1s1
dongii cihazinda (Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler, USA) amplifiye edildi
(Mehrotra ve ark., 2000; Ozdemir ve Keyvan, 2016). S. aureus ATCC 25923 susundan
izole edilen DNA ve DNA icermeyen PZR karisimi negatif kontrol, S. aureus ATCC
43300 ve S. pseudintermedius Burdur2021 susundan izole edilen DNA ornekleri ise
pozitif kontrol olarak kullanildi. Amplifikasyondan sonra PZR iiriinleri safeviewTM
classic (Abm, Canada) ile boyanmis %]1,5’luk agaroz jelde yiriitiildi ve UV

transilluminatorde (Vilber Lourmat, France) goriintiilendi.
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3.2.4. Biyofilm Uretimi

Staphylococcus spp. izolatlarinin kantitatif olarak biyofilm olusturma
yeteneklerinin arastirilmasi i¢in mikroplaka yontemi kullanildi. Bu amagla herbir
Staphylococcus spp. susu igin 0,5 McFarland standardina goére ayarlanmis 20 ul
bakteri, %1 glikoz i¢eren 180 pl TSB ile 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplakalara
konuldu ve 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. Steril %1 glikoz iceren TSB negatif kontrol,
S. aureus 25923 ve S. epidermidis YT-169a suslari ise pozitif kontrol olarak kullanildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda planktonik bakterileri uzaklastirmak i¢in kuyucuklar 3 defa
300 pl fosfat tamponlu tuzlu su (PBS, pH 7,2) ile yikandi. Kuyucuklar 200 pl absoliit
metanol ile 20 dakika oda sicakliginda fikse edildi ve 55 °C’de 1 saat kurutuldu. Siire
sonunda kuyucuklar 200 pl %0,5 kristal viole ile 10 dakika boyand1 ve sonrasinda
distile su ile yikandi. Kuruduktan sonra kuyucuklara %33 (v/v) glasiyel asetik asit
(Merck, Germany) konuldu ve optikal dansite (OD) degerleri, mikroplate okuyucu
(Biotek, USA) kullanilarak 590 nm'de 6lgiildi (Jantorn ve ark., 2021; Kahraman ve
ark., 2021) (Sekil 3.10). Deney 3 defa tekrarlandi. Kritik OD (ODc) degeri hesaplandi
ve biyofilm iiretiminin degerlendirilmesi asagidaki kritere gore yapildi (Jantorn ve
ark., 2021).

ODc = Negatif kontroliin ortalama OD degeri + 3 X negatif kontroliin standart
sapmasi

ODdrnek < ODc: biyofilm yok

ODc < OD6 <2 ODc: zay1f biyofilm

2 ODc < OD6 <40Dc: orta biyofilm

OD6 > 4 ODc: giiclii biofilm
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Sekil 3.10. Mikroplate okuyucuda optikal dansite degerlerinin dlgiilmesi.
3.2.5. Istatistiksel Analizler

Verilerin degerlendirilmesinde JAMOVI versiyon 2.3.2 programi kullanildi.
Siirekli degiskenler ortalama ve standart hata olarak sunuldu. Kategorik degiskenler
ise say1 veya yiizde olarak ifade edildi. Tek degiskenli analizler i¢in “Kruskal Wallis”
(stirekli degiskenler i¢in) veya ki-kare testi (kategorik degiskenler i¢in) kullanildi. Risk
faktorlerinin analizinde “Univariate analiz” yaklasimi kullanildi. JAMOVI 2.3.2
programi kullanilarak uygunluguna gore “Ki-Kare Testi” ve “Fischer Exact Testi”

kullanild1. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Cahsma Popiilasyonu ve Ornekleme

Kulak svabi o6rneklerinin alindig1 hasta ve saglikli kediler arasinda 1rk, yas ve
cinsiyet yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Kopeklerde ise hasta
ve saglikli gruplar arasinda yas gruplart yoniinden anlamli bir fark saptanmamasina
ragmen, orta boy irk kdpeklerin kiiciik irk kdpeklere gore ve erkeklerin disilere gore

otitise daha duyarli oldugu belirlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Kulak svabi 6rneklerinin alindigi hasta ve saglikli kedi ve kopeklerin yas,
ik ve cinsiyet bilgileri.

Kedi (n: 100) Kopek (n: 100)
Yas Hasta Saghkh Hasta Saghkh
(n:50) (n:50) p-degeri (n:50) (n:50) p-degeri
<1 23 20 13 18
1-5 27 30 0,545 27 29 0,098
>5 10 3
Irk
Uzun tiiyli 3 1
Kisa tiiylii 47 49 0,617
Biiyiik 35 30
Orta 10 4 0,013
Kiigiik 5 16
Cinsiyet
Disi 28 30 22 33
Erkek 22 20 068 5 g7 00X

4.2. izolasyon ve Identifikasyon

Besiyerlerine ekimleri yapilan 6rneklerden izole edilen koloniler makroskopik
ve mikroskobik morfolojileri yoniinden incelendi. Mikroskobik muayenede izolatlarin
68’inin Gram pozitif kok oldugu gozlendi. Bu izolatlarin 67’sinin katalaz pozitif

oldugu belirlenerek Staphylococcus spp. olarak tanimlandi.

Ornek alman toplam 200 hayvandan 67’sinden (%33,5), 400 adet kulak svabi
Orneginin ise 124’tinden (%31) Staphylococcus spp. izole edildi. Bununla birlikte
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otitisli hayvanlarin (n: 100) 52’sinden (%52), saglikli hayvanlarin (n:100) ise 15’inden
(%15) Staphylococcus spp. izole edildi. Orneklerin 59’undan (%88,06)
Staphylococcus spp. saf olarak izole edilirken, 8’inden (%11,94) Staphylocococus spp.
ile birlikte bir bakteriyel etken (1 Streptococcus spp., 2 Corynebacterium spp., 2
Bacillus spp., 1 Pasteurella spp. 2 Proteus spp.) daha izole edildi.

4.2.1. MALDI-TOF MS Analizi

MALDI-TOF MS analizi sonucunda Staphylococcus spp. izolatlarinin 29°u
(%43,29) S. felis olarak identifiye edildi. Bunu sirasiyla S. pseudintermedius (n: 27,
%40,30), S. aureus (n: 3, %4,48) ve S. simulans (n:2, %2,99) takip etti. Sadece birer
(%1,49) izolat ise S. schleiferi, S. haemolyticus, S. epidermidis, S. lugdunensis, S.

pettenkoferi ve S. sciuri olarak identifiye edildi.

4.2.2. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi sonucunda rastgele secgilen 4 DNA 6rneginden 1’inin S.
felis (erisim numarasi: PP871688), 2’sinin S. pseudintermedius (erisim numarasi:
PP871689- PP871690), 1’inin ise S. simulans (erisim numarasi: PP871691) oldugu
dogrulandi. Sonuglar MALDI-TOF MS analizi ile uyumlu bulundu.

4.2.3. Koagiilaz Testi

Calismada izole edilen Staphylococcus spp. izolatlarinin 31’inin (%46,27)
koagiilaz pozitif, 36’sinin (%53,73) ise koagiilaz negatif oldugu belirlendi. KPS
izolatlarinin tiimiiniin (n: 31; %2100) serbest koagiilaz enzimi, 5’inin (%16,13) ise
clumping faktér yoniinden pozitif oldugu tespit edildi. S. pseudintermedius
suslarinin  timi (n: 27; %100) serbest koagiilaz enzimi yoniinden pozitif
bulunurken, sadece 2’sinin (%7,40) clumping faktdr yoniinden pozitif oldugu
belirlendi. S. aureus suslarinin hepsi (n: 3; %100) hem serbest koagiilaz enzimi
hem de clumping faktor yoniinden pozitif iken, S. schleiferi susu (n:1; %100)
serbest koagiilaz enzimi yoniinden pozitif, clumping faktor yoniinden negatif

bulundu.
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4.2.4. Hemolitik Aktivite

Staphylococcus spp. izolatlarinin  hemoliz olusturma yetenekleri
incelendiginde izolatlarin 60’1nn (%89,55) B hemolitik, 7’sinin (%10,45) ise y
hemolitik oldugu gozlendi (Sekil 4.1). S. pseudintermedius, S. aureus, S. schleiferi,
S. haemolyticus, S. epidermidis ve S. lugdunensis suslarmin timi (%100) B
hemolitik, S. felis suslarinin 26’°s1 (%89,66) B hemolitik, 3’1l (%10,34) y hemolitik,

S. simulans, S. sciuri ve S. pettenkoferi (%100) suslarinin ise y hemolitik oldugu

tespit edildi.

Sekil 4.1. Staphylococcus spp. izolatlarinin hemoliz olusturma yetenekleri. A. y
hemolitik Staphylococcus simulans (177 numarali hasta kopek), B. y hemolitik
Staphylococcus pettenkoferi (88 numarali hasta kedi), C.  hemolitik Staphylococcus
pseudintermedius (129 numarali saglikli kopek), D. B hemolitik Staphylococcus
aureus (96 numarali hasta kedi), E. B hemolitik Staphylococcus felis (30 numaral
saglikl kedi).

4.2.5. Staphylococcus spp. Dagilimi

4.2.5.1. Kedilerde Staphylococcus spp. Dagilim

Staphylococcus spp. izolatlar, saghikli kedilerin 5’inden (%210), oftitisli
kedilerin ise 31’inden (%62) olmak tizere toplamda 100 kedinin 36’sindan (%36) izole
edildi. 36 izolatin 5’1 (%13,89) KPS ve 31’1 (%86,11) KNS idi. S. felis, S.
pseudintermedius, S. aureus, S. sciuri, S. lugdunensis, S. epidermidis ve S.
pettenkoferi olmak iizere 7 stafilokok tiirii tanimlandi. KPS izolatlarinin 3’# (%60) S.
pseudintermedius ve 2’si (%40) S. aureus iken, KNS izolatlarinin 27’si (%87,12) S.
felis, 1’1 (%3,22) S. sciuri, 1’1 (%3,22) S. lugdunensis, 1’1 (%3,22) S. epidermidis ve
1’1 (%3,22) S. pettenkoferi idi. Staphylococcus spp. tiirlerinin saglikli ve hasta
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kedilerde dagilimi sekil 4.2°de sunuldu. Oftitisli ve saglikli kediler arasinda
stafilokoklarin izolasyon sayisindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001, odds ratio (OR): 14,68, 95% confidence interval (Cl):4,95-43,50, Tablo
4.2). Ancak stafilokoklarin tiir dagiliminda anlamli fark saptanmadi (p=0,99).

MDR
S. pseudintermedius s (n=2)
KPS e (n=3) —
7 (n=5) SR MRS
/ R (n=1)
i S. aureus
-/ -
s. felis MDR
\ (n=22) (n=1)
S. epidermidis
KNS i (n=1)
(n=26) B T _ S.lugdunensis
(n=1)
S. pettenkoferi
(n=1)
Saglikl S. sciuri
= (n=1) \
(n=50) \ MRS
: (n=1)
MDR
KNS S. felis e (n=1)
—
(n=5) (n=5) P——
MRS
(n=2)

Sekil 4.2. Saglikli ve otitisli kedilerden izole edilen Staphylococcus spp., dagilimi.

Saglikli ve hasta kediler arasinda 11k, yas ve cinsiyete gore Staphylococcus spp.
izolasyon sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05, Tablo
4.3).
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4.2.5.2. Kopeklerde Staphylococcus spp. Dagilim

Staphylococcus spp. izolatlari, saglikli kopeklerin 10’undan (%20), otitisli
kopeklerin ise 21’inden (%42) olmak iizere toplamda 100 kopegin 31’inden (%31)
izole edildi. 31 izolatin 26’s1 (%83,87) KPS ve 5’1 (%16,13) KNS idi. S.
pseudintermedius, S. felis, S. simulans, S. aureus, S. haemolyticus ve S. schleiferi
olmak tizere 6 stafilokok tiirii tamimlandi. KPS izolatlarinin 24’4 (%92,30) S.
pseudintermedius, 1’1 (%3,85) S. aureus ve 1’i (%3,85) S. schleiferi idi. KNS
izolatlariin ise 2’si (%40) S. simulans, 2’si (%40) S. felis, 1’1 (%20) S. haemolyticus
idi. Staphylococcus spp. tiirlerinin saglikli ve hasta kopeklerdeki dagilimi sekil 4.3'te
sunuldu. Otitisli ve saglikli kopekler arasinda stafilokoklarin izolasyon sayisindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,017, OD: 2,89, %95 ClI: 1,18-7,06, Tablo
4.2). Ancak stafilokoklarin tiir dagiliminda anlaml fark saptanmadi (p=0,934).

Saglikli ve hasta kopekler arasinda 1rk, yas ve cinsiyete gore Staphylococcus
spp. izolasyon sayisinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05,
Tablo 4.3)

MDR
(n=4)
S. pseudintermedius

n=15]
{ ) MRS
(n=3)

KPS
(n=17) MDR
’/ . S. aureus (n=1)
/ \ (n=1) \ —
/ (, MRS
\ \ S. schleiferi (n=1)
(n=1) T ——

\ S. felis
(n=2) MDR
\ n=1

KOPEK ' \ (oo
KNS S. haemolyticus
a | - e
S. simulans
(n=1)
KPS S. pseudintermedius
Sagliku _— (n=9) (n=9)
(n=50) N
N .
AN KNS S. simulans
(n=1) (n=1)

Sekil 4.3. Saglikli ve otitisli kopeklerden izole edilen Staphylococcus spp., dagilimi.
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Kedi ve kopekler arasinda Staphylococcus spp. izolasyon sayisi yoniinden
anlaml1 bir farkliliga rastlanmadi (¥>=0,561, p=0,454). Kedilerde en yiiksek oranda
KNS, kdpeklerden ise en yiiksek oranda KPS izole edildi (p<0,001, OR: 0,031).
Kedilerden en fazla izole edilen stafilokok susu S. felis iken, kopeklerden en yiiksek
oranda S. pseudintermedius izole edildi. Staphylococcus tiirlerinin dagiliminda kedi ve
kopekler arasinda saptanan bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001).
Diger taraftan hasta kedilerin 3’iinden S. pseudintermedius izole edilirken, saglikli
kedilerin hig¢birinden izole edilemedi. Benzer sekilde hasta kopeklerin 3’tinden S. felis
izole edilirken, saglikli kopeklerden S. felis izole edilmedi. Hasta sahiplerinden alinan
anamnez dogrultusunda S. pseudintermedius izole edilen kedilerin kopeklerle ve S.

felis izole edilen kopeklerin ise kedilerle ayni ortamda bulundugu 6grenildi.
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Tablo 4.2. Saglikl1 ve hasta kedi ve kdpeklerden izole edilen Staphylococcus spp. sayisi.

Saghkh Kedi  Hasta Kedi Toplam Saghkh Kopek Hasta Kopek Toplam
(n: 50) (n: 50) (n:100) (n: 50) (n: 50) (n: 100)
Izolat say1s1 (%) 5 (10,0) 31 (62,0) 36 (36,0) 10 (20,0) 21 (42,0) 31 (31,0)
Koagiilaz Pozitif Stafilokok Sayis1 (%)
S. pseudintermedius 0(0,0) 3(9,67) 3(8,33) 9 (90,0) 15 (71,43) 24 (77,41)
S. aureus 0(0,0) 2 (6,45) 2 (5,55) 0 (0,0) 1(4,76) 1(3,23)
S. schleiferi 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(4,76) 1(3,23)
Toplam 0 (0,0) 5 (16,12) 5 (13,88) 9 (90,0) 17 (80,95) 26 (83,87)
Koagiilaz Negatif Stafilokok Sayis1 (%)
S. felis 5 (100,0) 22 (70,96) 27 (75,0) 0 (0,0) 2 (9,53) 2 (6,45)
S. simulans 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 1(10,0) 1(4,76) 2 (6,45)
S. haemolyticus 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(4,76) 1(3,23)
S. epidermidis 0(0,0) 1(3,23) 1(2,78) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
S. lugdunensis 0(0,0) 1(3,23) 1(2,78) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
S. pettenkoferi 0(0,0) 1(3,23) 1(2,78) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
S. sciuri 0(0,0) 1(3,23) 1(2,78) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Toplam 5 (100,0) 26 (83,88) 31 (86,12) 1(10,0) 4 (19,05) 5 (16,13)
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Tablo 4.3. Saglikl1 ve hasta (otitisli) kedi ve kdpeklerde cinsiyet, yas ve irka gére Staphylococcus spp. izolasyon sayisi.

Staphylococcus spp. Staphylococcus spp.

Negatif Pozitif p-degeri
- Disi 39 19
427
CInsIVet ¢ ek 25 17 0,
1-5 yas 36 21
Y 0,840
Kedi * <l yas 28 15
Kisa
. e 60 36
kol 0,294
Uzun 4 0
tiylii
. Disi 41 14
Cinsiyet Erkek )8 17 0,185
<1 yas 20 11
Kének Yas 1-5 yas 40 16 0,800
ope >5 yas 9 4
Kiigiik 14 7
Irk Orta 10 4 0,954
Biiyiik 45 20
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4.3. Antimikrobiyal Duyarhhk

Staphylococcus spp. suslarinda (n: 67) en yiiksek oranda tetrasikline (n: 16,
%23,88) kars1 direng saptandi. Bunu sirasiyla penisilin ve ampisilin (n: 15, %22,38),
eritromisin (n: 14, %20,89), klindamisin (n: 11, %16,41), oksasilin (n: 7, %10,44),
sefovesin, siprofloksasin ve siilfametoksazol/trimetoprim (n: 5, %7,46), amoksisilin-
klavulanik asit, sefoksitin, gentamisin ve enrofloksasin (n: 4, %5,97), rifampin ve
kloramfenikol (n: 3, %4,47) izledi. izolatlarda amikasine kars1 ise diren¢ saptanmadi.
Bir izolat (S. felis) gentamisine (%1,49), 1 izolat (S. pseudintermedius) tetrasikline
(%1,49), 1 izolat (S. haemolyticus) enrofloksasine (%]1,49) orta duyarliyd.
Indiilenebilir klindamisin direnci ise 3 (%4,47) izolatta (S. felis, S. pettenkoferi ve S.
aureus) tespit edildi (Sekil 4.4).

& o
&= v N
f [ MLSS fenotipi

Sekil 4.4. indiiklenebilir klindamisin direncinin tespiti i¢in uygulanan D-testi
sonuglari.

Toplam 9 (%13,43) izolatta (4 S. pseudintermedius, 2 S. felis, 1 S. aureus, 1 S.
haemolyticus, 1 S. sciuri) metisilin direnci belirlendi. Sonuglar fenotipik metisilin
direnci yoniinden incelendiginde 8 izolatta (1 S. felis, 4 S. pseudintermedius, 1 S.
aureus, 1 S. sciuri, 1 S. haemolyticus) sefoksitin veya oksasilin direnci gézlendi (Sekil
4.5). mecA genine bagl genotipik metisilin direnci ise 6 izolatta (1 S. felis, 3 S.
pseudintermedius, 1 S. aureus, 1 S. haemolyticus) saptand: (Sekil 4.6). izolatlarin
12’sinde (%17,91) ise ¢oklu ilag direnci tespit edildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6. mecA gen bolgesine yonelik uygulanan PZR testi sonuglari. M: marker, 1:
DNA icermeyen negatif kontrol, 2: negatif kontrol (S. aureus 25925 susu), 3: pozitif
kontrol (S. aureus 43300 susu), 4: pozitif kontrol (S. pseudintermedius Burdur2021
susu), 5: 154 (hasta kopekten izole edilen S. haemolyticus susu) 6: 157 (hasta kopekten
izole edilen S. pseudintermedius susu), 7: 162 (hasta kopekten izole edilen S. aureus
susu), 8: 166 (hasta kopekten izole edilen S. pseudintermedius susu), 9: 184 (hasta
kopekten izole edilen S. pseudintermedius susu), 10: 64 (hasta kediden izole edilen S.
pseudintermedius susu), 11: 8 (saglikli kediden izole edilen S. felis susu), 12: 13
(saglikli kediden izole edilen S. felis susu), 13: 19 (saglikli kediden izole edilen S. felis
susu) numarali 6rnek.

4.3.1. Kedilerden izole Edilen Stafilokoklarin Antimikrobiyal Duyarhhg

Antimikrobiyal duyarlilik testi sonucunda kedilerden izole edilen
stafilokoklarin %19,44°1i penisilin, ampisilin ve eritromisine direngliyken, izolatlarin
higbirinde amikasin ve kloramfenikole kars1 direng saptanmadi. Izolatlarm %16,66’s1

klindamisine, %13,88’ tetrasikline, %5,55’1 oksasilin, gentamisin, enrofloksasin,
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siprofloksasin ve siilfametoksazol/trimetoprime, %2,77’si ise amoksisilin-klavulanik
asit, sefovesin, sefoksitin ve rifampine direngliydi (Tablo 4.4). Bir izolat (%2,77)
gentamisine orta duyarliydi. Indiiklenebilir klindamisin direnci ise 2 (%5,55) hasta

kediden izole edilen S. felis ve S. pettenkoferi suslarinda tespit edildi.

Saglikli kedilerden izole edilen S. felis susunun antimikrobiyal direng
paternleri, hasta kedilerden izole edilenlerden farkliydi (Sekil 4.7). Penisilin, ampisilin
(odds oram1 (OR): 63,0; p<0,001) ve sefoksitine (OR:15,0; p=0,033) direngli
izolatlarin siklig1 saglikli kedilerde hasta kedilere kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksekti.
Ancak, diger antimikrobiyaller i¢in hasta ve saglikli kediler arasinda anlamli bir fark
saptanmadi (p>0.05). Sekil 4.8’de saglikli ve hasta kedilerden izole edilen

Staphylococcus spp. izolatlarinin antimikrobiyal direng paternleri gosterilmektedir.

Kedilerden izole edilen 5 (%13,89) Staphylococcus spp. susunun (2 S. felis, 2
S. pseudintermedius, 1 S. sciuri) 8 farkli antibiyotik sinifina kadar direng¢ goésteren
MDR izolatlar1 oldugu belirlendi (Tablo 4.5). MDR izolatlarin 4’i (%80) hasta
kedilerden, 1’i (%20) ise saglikli kedilerden izole edildi. Toplamda 4 (%]11,11)
Staphylococcus spp. izolatinda metisilin direnci saptand1. Ug (%75) Staphylococcus
spp. izolat1 (1 S. felis, 1 S. pseudintermedius, 1 S. sciuri) FOX veya OX'a direngli
bulundu. Iki (%50) Staphylococcus spp. izolatinda (1 S. felis, 1 S. pseudintermedius)
ise mecA geni tespit edildi. MRS izolatlarinin 2’si (%50) hasta kedilerden, 2’si (%50)
ise saglikli kedilerden izole edildi (Tablo 4.6).

Kedilerden izole edilen MRS (n: 4) izolatlarinda MSS (n: 32) izolatlarina gore
yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere karsi daha yiiksek oranda direng saptandi
(Tablo 4.7). Benzer sekilde MRS izolatlarinda (n: 3, %75) MSS izolatlarina (n: 2,
%6,25) gore daha yaygin bir sekilde MDR tespit edildi (p=0,005).

4.3.2. Kopeklerden 1Izole Edilen Stafilokoklarin Antimikrobiyal
Duyarhhg:

Antimikrobiyal duyarlilik testi sonucunda kopeklerden izole edilen

stafilokoklarin %35,48’1 tetrasikline direncliyken, izolatlarin hic¢birinde amikasine
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kars1 direng saptanmadi. izolatlarin % 25,801 penisilin ve ampisiline, %22,50’si
eritromisine, %16,12°si oksasilin ve klindamisine, %12,90°1 sefovesine, %9,67’si
amoksisilin-klavulanik asit, sefoksitin, siprofloksasin, siilfametoksazol/trimetoprim ve
kloramfenikole, %6,45’1 gentamisin, enrofloksasin ve rifampine direngliydi (Tablo
4.4). Birer izolat tetrasiklin (%3,22) ve enrofloksasine (%3,22) orta duyarliydi.
Indiiklenebilir klindamisin direnci (%5,55) ise hasta bir kdpekten izole edilen hem
fenotipik hem de genotipik olarak (mecA geni) metisilin direnci saptanan bir S. aureus

susunda tespit edildi.

Saglikli ve hasta kopeklerden izole edilen S. pseudintermedius suslarinin
antimikrobiyal diren¢ paternleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p>0,05, Sekil 4.9). Sekil 4.8’de saglikli ve hasta kopeklerden izole edilen

Staphylococcus spp. izolatlarinin antimikrobiyal direng paternleri gosterilmektedir.

Kopeklerden izole edilen 7 (%22,59) Staphylococcus spp. susunun (5 S.
pseudintermedius, 1 S. aureus, 1 S. haemolyticus) 7 farkli antibiyotik sinifina kadar
diren¢ gdsteren MDR izolatlar1 oldugu belirlendi (Tablo 4.8). MDR izolatlarinin 6’s1
(%85,72) hasta kopeklerden, 1°1 (%14,28) saglikli kopeklerden izole edildi. Toplamda
5 (%16,13) Staphylococcus spp. izolatinda metisilin direnci saptandi. Bes (%100)
Staphylococcus spp. izolati (3 S. pseudintermedius, 1 S. aureus, 1 S. haemolyticus)
FOX veya OX'a direngli bulundu. Dort (%80) Staphylococcus spp. izolatinda (2 S.
pseudintermedius, 1 S. aureus, 1 S. haemolyticus) ise mecA geni tespit edildi. MRS
izolatlar1 hasta kopeklerden izole edildi. (Tablo 4.6). Saglikli kdpeklerde metisilin

direnci saptanmadi.

Kopeklerden izole edilen MRS (n: 5) izolatlarinda MSS (n: 26) izolatlarina
gore yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere kars1 daha yiiksek oranda direng saptandi
(Tablo 4.7). Benzer sekilde MRS izolatlarinda (n: 4, %80) MSS izolatlara (n: 3,
%11,54) gore daha yaygin bir sekilde MDR tespit edildi (p=0,005).
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Tablo 4.4. Saglikli ve hasta kedi ve kdpeklerden izole edilen Staphylococcus spp. izolatlarinin antibiyotik direng oranlari.

Direncli Staphylococcus spp. Sayisi (%)

Antibiyotik Antimikrobiyal ~ Saghkh Kedi Hasta Kedi Toplam Saghkh Kopek  Hasta Kopek Toplam
Sinifi Ajan (disk icerigi) (n: 5) (n: 31) (n: 36) (n: 21) (n: 10) (n:31)
P (10 1U) 3(60,0) 4(12,90) 7 (19,44) 2 (9,52) 6 (60,0) 8 (25,80)
AM (10 pg) 3(60,0) 4(12,90) 7 (19,44) 2 (9,52) 6 (60,0) 8 (25,80)
B-laktamlar AMC (20/10 nug) 0 (0,0) 1(3,22) 1(2,77) 0 (0,0) 3(30,0) 3(9,67)
CVN (30 pg) 0(0,0) 1(3,22) 1(2,77) 0(0,0) 4 (40,0) 4 (12,90)
FOX (30 pg) 1(20,0) 0 (0,0) 1(2,77) 0 (0,0) 3(30,0) 3(9,67)
OX (1 ng) 0(0,0) 2 (6,45) 2 (5,55) 0 (0,0) 5 (50,0) 5(16,12)
T CN (10 pg) 0 (0,0) 2 (6,45) 2 (5,55) 0 (0,0) 2 (20,0) 2 (6,45)
Aminoglikozidler (30 ,0) 0 (0.0) 0(000)  0(00) 0(0.0) 0(0,0) 0(0,0)
Makrolidler E (15 pg) 1(20,0) 6(19,35) 7(19,44) 1(4,76) 6 (60,0) 7 (22,50)
Tetrasiklinler TE (30 ng) 0(0,0) 5(16,12) 5(13,88) 4 (19,04) 7 (70,0) 11 (35,48)
Florokinolonlar ENR (5 pg) 0 (0,0) 2(6,45) 2 (5,55) 0 (0,0) 2 (20,0) 2 (6,45)
CIP (5 ng) 0(0,0) 2 (6,45) 2 (5,55) 0 (0,0) 3(30,0) 3(9,67)
Linkozamidler DA (2 pg) 1(20,0) 5(16,12) 6 (16,66) 1(4,76) 4 (40,0) 5(16,12)
Rifamisinler RA (5 pg) 0(0,0) 1(3,22) 1(2,77) 0 (0,0) 2 (20,0) 2 (6,45)
Siilfonamidler SXT (SM/TM,
23.75/1.25 ng) 0 (0,0) 2 (6,45) 2 (5,55) 0 (0,0) 3(30,0) 3(9,67)
Fenikoller C (30 ug) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (4,76) 2 (20,0) 3(9,67)

P: penisilin; AM: ampisilin; AMP: amoksasilin-klavulonik asit; CVN: sefovesin; FOX: sefoksitin; OX: oksasilin; CN: gentamisin; AK: amikasin; E: eritromisin; TE:
tetrasiklin; ENR: enrofloksasilin; CIP: siprofloksasin; DA: klindamisin; RA: rifampin; SXT: siilfametoksazol/trimetoprim; C: kloramfenikol.
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Sekil 4.7. Saglikl1 ve hasta kedilerden izole edilen stafilokok tiirlerinin antimikrobiyal direng sikligi. P: penisilin; AM: ampisilin; AMP:
amoksasilin-klavulonik asit; CVN: sefovesin; FOX: sefoksitin; OX: oksasilin; CN: gentamisin; AK: amikasin; E: eritromisin; TE:
tetrasiklin; ENR: enrofloksasilin; CIP: siprofloksasin; DA: klindamisin; RA: rifampin; SXT: siilfametoksazol/trimetoprim; C:
kloramfenikol.
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Sekil 4.8. Saglikli ve hasta kedi (a) ve kdpeklerden (b) izole edilen Staphylococcus spp. suslarinin antimikrobiyal direng paternlerinin 1s1
haritas1 goriintimii. P: penisilin; AM: ampisilin; AMP: amoksasilin-klavulonik asit; CVN: sefovesin; FOX: sefoksitin; OX: oksasilin; CN:
gentamisin; AK: amikasin; E: eritromisin; TE: tetrasiklin; ENR: enrofloksasilin; CIP: siprofloksasin; DA: klindamisin; RA: rifampin;
SXT: siilfametoksazol/trimetoprim; C: kloramfenikol.
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Tablo 4.5. Saglikl1 ve hasta kedilerden izole edilen MDR ve MRS izolatlarinin sayisi.

MDR Sayisi MRS Sayisi
Staphylococcus spp. n Saghkh Kedi Hasta Kedi Toplam Saghkh Kedi Hasta Kedi Toplam
Koagiilaz pozitif 5 0 2/5 2/5 0 1/5 1/5
S. pseudintermedius 3 0 2/3 2/3 0 1/3 1/3
S. aureus 2 0 0/2 0/2 0 0/2 0/2
Koagiilaz negatif 31 1/5 2/26 3/31 2/5 1/26 3/31
S. felis 27 1/5 1/22 2127 2/5 0/22 2127
S. epidermidis 1 0 0/1 0/1 0 0/1 0/1
S. lugdunensis 1 0 0/1 0/1 0 0/1 0/1
S. pettenkoferi 1 0 0/1 0/1 0 0/1 0/1
S. sciuri 1 0 1/1 1/1 0 1/1 1/1
Toplam 36 1/5 4/31 5/36 2/5 2/31 4/36
p-degeri 0,549 0,084

MDR: ¢oklu ilag direnci, MRS: metisiline direncli stafilokok.
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Tablo 4.6. Saglikl1 ve hasta kedi ve kdpeklerden izole edilen MDR ve MRS izolatlarinin antimikrobiyal direng paternleri.

Grup Hayvan No Tiir mecA Antibiyotik Direnc¢ Patterni Biyofilm
Kedi
< 8 S. felis + P, AM, E, DA Zayif
Saghikh 10 S felis . FOX Zanf
55 S. sciuri - OX, E, DA Gigli
Hasta 64 S. psgudintermedius + P, AM, AMC, CVN, OX, CN, AK, E, TE, ENR, CIP, DA, RA, SXT Giiclii
73 S. felis - E, TE, DA Zayif
80 S. pseudintermedius - P, AM, CN, E, TE, ENR, CIP, DA, SXT Giclia
Kopek
Saghkh 150 S. pseudintermedius - P, AM, E, DA, C Gigli
154 S. haemolyticus + P, AM, AMC, CVN, FOX, OX, CN, E, TE, CIP, RA, SXT Gicli
166 S. pseudintermedius + P, AM, OX, CN, E, TE, ENR, CiP, DA, SXT Giigli
170 S. pseudintermedius - P, AM, OX Gigli
Hasta 173 S. pseudintermedius - E,DA,C Gigli
184 S. pseudintermedius + P, AM, AMC, CVN, FOX, OX, E, TE, ENR, CiP, DA, RA, SXT Giclia
193 S. pseudintermedius - E, TE,DA, C Gigli
162 S. aureus + P, AM, AMC, CVN, FOX, OX, E, TE Giigli

MDR: ¢oklu ilag direnci, MRS: metisiline direngli stafilokok, P: penisilin; AM: ampisilin; AMP: amoksasilin-klavulonik asit; CVN: sefovesin; FOX: sefoksitin; OX:
oksasilin; CN: gentamisin; AK: amikasin; E: eritromisin; TE: tetrasiklin; ENR: enrofloksasilin; CIP: siprofloksasin; DA: klindamisin; RA: rifampin; SXT:
slilffametoksazol/trimetoprim; C: kloramfenikol.
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Tablo 4.7. Kedi ve kopeklerden izole edilen MRS ve MSS izolatlarinin antibiyotiklere direng oranlari.

Kedi Kopek

MRS MSS MRS MSS
Antimikrobiyal Ajan (n: 4) (n: 32) p-Degeri (n: 5) (n: 26) p-Degeri
P 2 (50,0) 5 (15,62) 0,163 5 (100,0) 3(11,53) <0,001
AM 2 (50,0) 5 (15,62) 0,163 5 (100,0) 3(11,53) <0,001
AMC 1(25,0) 0 (0,0) 0,111 3 (60,0) 0 (0,0) 0,002
CVN 1(25,0) 0 (0,0) 0,111 3(60,0) 1(3,84) 0,008
FOX 1(25,0) 0 (0,0) 0,111 3 (60,0) 0 (0,0) 0,002
OX 2 (50,0) 0 (0,0) 0,010 5 (100,0) 0 (0,0) <0,001
CN 1(25,0) 1(3,12) 0,305 2 (40,0) 0 (0,0) 0,022
AK 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
E 3(75,0) 4 (12,5) 0,018 4 (80,0) 3(11,53) 0,005
TE 1(25,0) 4 (12,5) 0,466 4 (80,0) 7 (26,92) 0,083
ENR 1(25,0) 1(3,12) 0,213 2 (40,0) 0 (0,0) 0,002
Cip 1(25,0) 1(3,12) 0,213 3 (60,0) 0 (0,0) 0,002
DA 3(75,0) 3(9,37) 0,010 2 (40,0) 3(11,53) 0,173
RA 1(25,0) 0(0,0) 0,111 2 (40,0) 0 (0,0) 0,022
SXT 1(25,0) 1(3,12) 0,213 3 (60,0) 0 (0,0) 0,002
C 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 3(11,53) 0,99

MRS: metisiline direngli stafilokok, MSS: metisiline direngli stafilokok, P: penisilin; AM: ampisilin; AMP: amoksasilin-klavulonik asit; CVN: sefovesin; FOX:
sefoksitin; OX: oksasilin; CN: gentamisin; AK: amikasin; E: eritromisin; TE: tetrasiklin; ENR: enrofloksasilin; CIP: siprofloksasin; DA: klindamisin; RA: rifampin;
SXT: stilfametoksazol/trimetoprim; C: kloramfenikol.
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Sekil 4.9. Saglikli ve hasta kopeklerden izole edilen stafilokok tiirlerinin antimikrobiyal direng sikligi. P: penisilin; AM: ampisilin; AMP:

amoksasilin-klavulonik asit; CVN: sefovesin; FOX: sefoksitin; OX: oksasilin; CN: gentamisin; AK: amikasin; E: eritromisin; TE:

tetrasiklin; ENR: enrofloksasilin; CIP: siprofloksasin; DA: klindamisin; RA: rifampin; SXT: siilfametoksazol/trimetoprim; C:
kloramfenikol.
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Tablo 4.8. Saglikl1 ve hasta kopeklerden izole edilen MDR ve MRS izolatlarinin sayisi.

MDR Sayisi MRS Sayis1
Staphylococcus spp. d Saghkh Kopek Hasta Kopek Toplam Saghkh Kopek Hasta Kopek Toplam
Koagiilaz pozitif 26 1/9 5/17 6/26 0/9 4/17 4/26
S. pseudintermedius 24 1/9 4/15 524 0/9 3/15 3/24
S. aureus 1 0 1/1 1/1 0 1/1 1/1
S. schleiferi 1 0 0/1 0/1 0 0/1 0/1
Koagiilaz negatif 5 0/1 0/4 1/5 0/1 1/4 1/5
S. felis 2 0 0/2 0/2 0 0/2 0/2
S. simulans 2 0/1 0/1 0/2 0/1 0/1 0/2
S. haemolyticus 1 0 1/1 1/1 0 1/1 1/1
Toplam 31 1/10 6/21 7/31 0/10 5/21 5/31
p-degeri 0,379 0,147

MDR: ¢oklu ilag direnci, MRS: metisiline direngli stafilokok.
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4.4. Biyofilm Uretimi

Kantitatif biyofilm {iretim testi (mikroplaka testi) sonucunda kedi ve
kopeklerden izole edilen Staphylococcus spp. suslarinin (n: 67) 64’tinde (%95,52)
biyofilm iiretimi tespit edildi. izolatlarin 36’sinda (%53,73) gii¢lii (0,680 < OD),
12’sinde (%17,91) orta (0,340 < OD < 0,680) ve 16’sinda (%23,88) zay1f (0,170 <OD
< 0,340) biyofilm iiretimi saptandi. Izolatlarin 3’{inde (%4,48) (OD < 0,170) ise
biyofilm iiretimi tespit edilmedi. Pozitif kontrol olarak kullanilan S. aureus 25923 (OD
= 0,871) ve S. epidermidis YT169a (OD = 1,560) suslarinda gii¢lii biyofilm {iretimi

saptandi.

S. pseudintermedius suslarinin (n: 27) 26’sinda giiglii (0,930 < OD < 2,787)
biyofilm tiretimi belirlenirken, 1’inin (OD = 0,151) biyofilm tliretmedigi tespit edildi.
S. aureus suslarinin (n: 3) tiimiinde giiclii (0,681 < OD < 0,767) biyofilm iiretimi
saptandi. S. felis suslarmin (n: 29) ise 1’inin giiglii (OD = 0,775), 10’unun orta (0,364
<OD <£0,532), 16’smun zayif (0,176 <OD < 0,339) biyofilm iirettigi, 2’sinin (OD =
0,144, OD = 0,153) ise biyofilm iiretmedigi belirlendi. S. simulans (n: 2) suslarinin
I’inin gii¢lii (OD = 1,442) ve 1’inin orta (OD = 0,387) diizey biyofilm {irettigi tespit
edildi. Birer izolatin oldugu S. epidermidis (OD >3,805), S. lugdunensis (OD = 3,805),
S. sciuri (OD = 2,010), S. haemolyticus (OD = 3,472) ve S. schleiferi (OD = 1,621)
suslarinda giiglii, S. pettenkoferi (OD = 0,351) susunda ise orta diizeyde biyofilm
iiretimi belirlendi (Tablo 4.9). Istatistiksel analizlerde hem S. pseudintermedius
suslarinda hem de “diger” olarak gruplandirilan suslarda, S. felis suslarina kiyasla

giiclii biyofilm tiretimi tespit edildi (p<0,001).

Hasta ve saglikli kedilerden izole edilen stafilokoklarin biyofilm {iretme
yetenegi arasinda istatsistiksel olarak anlamli bir fark saptanmasina ragmen (p=0,016),
kopeklerden izole edilen stafilokoklar arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p=0,323,
Tablo 4.9). Kopeklerde “gii¢li” biyofilm tiiretimi hem hasta hem de saglikli
hayvanlarda tespit edildi. Hasta kedilerde giiglii (%20,03, 9/31), orta (%32,26, 10/31)
ve zayif (%38,70, 12/31) biyofilm iiretimi benzer oranlarda goriiliirken; saglikli
kedilerde yalnizca zayif (%60, 3/5) biyofilm iiretimi saptand: (Tablo 4.9).
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Antibiyotik direncine goére, MSS izolatlarinin %50,00’si (29/58) giicli,
%20,69’u (12/58) orta, %24,14 {iniin (14/58) zay1f biyofilm iirettigi tespit edildi. MRS
izolatlarinin %77,78’inin (7/9) gii¢li, %22,22’sinin (2/9) zayif, MDR izolatlarinin ise
%83,33’iiniin (10/12) giiglii, %16,67’sinin (2/12) zayif biyofilm ftrettigi belirlendi
(Tablo 4.10). Test sonucuna gore metisilin direnci (p=0,99) ve MDR (p=0,99) ile
biyofilm iiretimi arasinda anlamli bir iliski bulunmadi. Penisilin, ampisilin ve
tetrasikline direng ile biyofilm tiretme giicli arasinda anlamli bir iliski goriiliirken
(p<0,05), diger antibiyotiklere direng ile biyofilm iiretme giicli arasinda iliski
saptanmadi (p >0,05, Tablo 4.11).
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Tablo 4.9. Staphylococcus spp. suslarinin izolasyon kaynagina ve biyofilm liretme kapasitelerine gore dagilima.

Kedi Kopek
Hasta Saghkh Hasta Saghkh

Staphyloccocus spp.  Gii¢lii Orta Zayif Giiclii Orta Zayif Giiclii Orta Zayif Giiglii Orta Zayif Toplam (%)
S. pseudintermedius 3/3 15/15 8/9 26/27 (96,30)
S. aureus 2/2 1/1 3/3 (100,00)
S. schleiferi 1/1 1/1 (100,00)
S. felis 1/22 9/22 12/22 3/5 12 112 27/29 (93,10)
S. simulans 1/1 1/1 2/2 (100,00)
S. sciuri 1/1 1/1 (100,00)
S. lugdunensis 1/1 1/1 (100,00)
S. epidermidis 1/1 1/1 (100,00)
S. pettenkoferi 1/1 1/1 (100,00)
S. haemolyticus 1/1 1/1 (100,00)
Toplam (%) 31/31 (100,00) 3/5 (60,00) 21/21 (100,00) 9/10 (90,00)
p-degeri 0,016 0,323
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Tablo 4.10. MDR, MRS ve MSS izolatlari ile biyofilm olusturma yetenegi.

Biyofilm iireten izolat sayisi (%)

MDR MRS MSS
Staphylococcus spp. n Zayf Giiclii n_ Zayf Giiclii n  Zayf Orta Giiclii
S. pseudintermedius 7 7 (100,00) 4 4 (100,00) 23 22 (95,65)
S. aureus 1 1(100,00) 1 1(100,00) 2 2 (100,00)
S. schleiferi 0 0 1 1 (100,00)
S. felis 2 2(100,00) 2 2(100,00) 27 14 (51,85) 10(37,04) 1(3,70)
S. simulans 0 0 2 1(50,00) 1 (50,00)
S. sciuri 1 1(100,00) 1 1(100,00) O
S. lugdunensis 0 0 1 1 (100,00)
S. epidermidis 0 0 1 1 (100,00)
S. pettenkoferi 0 0 1 1 (100,00)
S. haemolyticus 1 1(100,00) 1 1(100,00) O
Toplam 12 2(16,67) 10(83,33) 8 2(22,22) 7(77,78) 58 14 (24,14) 12(20,69) 29 (50,00)

MDR: ¢oklu ilag direnci, MRS: metisiline direngli stafilokok, MSS: metisiline direngli stafilokok.
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Tablo 4.11. Fenotipik yontemle antibiyotik direngli/duyarli suslar ve biyofilm olusturma yetenegi.

Biyofilm iireten izolat sayisi (%)

Direncli Duyarh

Antibiyotikler Zayif Orta Giiclii Toplam Zayif Orta Giiclii Toplam p-Degeri
P 1 0 12 13 15 12 24 51 0,010
AM 1 0 12 13 15 12 24 51 0,010
AMC 0 0 4 4 16 12 32 60 0,376
CVN 1 0 4 5 15 12 32 59 0,820
FOX 1 0 3 4 15 12 33 60 0,810
OX 0 0 7 7 16 12 29 57 0,056
CN 0 0 4 4 16 12 32 60 0,163
AK 0 0 0 0 16 12 36 64

E 2 2 10 14 14 10 26 50 0,510
TE 1 0 15 16 15 12 21 48 0,002
ENR 0 0 4 4 16 12 32 60 0,652
cip 0 0 5 5 16 12 31 59 0,223
DA 2 1 8 11 14 11 28 53 0,546
RA 0 0 3 3 16 12 33 61 0,577
SXT 0 0 5 5 16 12 31 59 0,223
C 0 0 3 3 16 12 33 61 0,577

P: penisilin; AM: ampisilin; AMP: amoksasilin-klavulonik asit; CVN: sefovesin; FOX: sefoksitin; OX: oksasilin; CN: gentamisin; AK: amikasin; E: eritromisin; TE:
tetrasiklin; ENR: enrofloksasilin; CIP: siprofloksasin; DA: klindamisin; RA: rifampin; SXT: siilfametoksazol/trimetoprim; C: kloramfenikol.
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4.5. Risk Faktorleri

Hayvan sahiplerine yapilan anket sonuglarina gére hem MDR hem de MRS
icin “Ailede antimikrobiyal kullanim1”, “Aknesi olan aile liyesi”, “Kedi/kopekte daha
once antimikrobiyal kullanim1”, “Kedi/kopekte mevcut antimikrobiyal kullanimi”nin
onemli risk faktorleri oldugu saptanmasina ragmen (p<0,05), “Evde c¢ocuk”
degiskeninin yalnizca MRS i¢in anlamli bir etki gosterdigi belirlendi (p=0,020). Diger
taraftan “Ailenin yasadig1 yer”, “Kedi/kopegin yasadigi ortam”, “Klinige getirilme
nedeni”, “Baska kedi veya kopekler ile temas” risk faktorlerinin ises MDR veya MRS
icin anlaml bir etki gostermedigi tespit edildi (p>0,05, Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Saglikli ve hasta kedi ve kopeklerden izole edilen Staphylococcus spp.
izolatlarindan MDR ve MRS izolatlan ile iligkili risk faktorlerinin tek degiskenli
analizi.

MDR MRS MDR MRS

Odds p- Odds p-

Faktor Pozitif Negatif Pozitif Negatif Ratio degeri Ratio degeri

Ailede antimikrobiyal kullanim

Yok 3 36 2 37 0,176 0,162

Var 9 19 7 21 Ref 0,010 Ref 0,019
Aknesi olan aile iiyesi

Yok 5 46 4 47 0,140 0,187

Var 7 9 5 11 Ref 0,002 Ref 0,017
Kedi/kopekte daha 6nce antimikrobiyal kullanim

Yok 3 40 3 40 0,125 0,225

Var 9 15 6 18 Ref 0,002 Ref 0,038
Kedi/kopekte mevcut antimikrobiyal kullanimi

Yok 3 48 3 48 0,049 0,104

Var 9 7 6 10 Ref <0,001 Ref 0,001
Evde ¢cocuk

Yok 6 39 3 42 0,410 0,190

Var 6 16 6 16 Ref 0,162 Ref 0,020
Ailenin yasadig yer

Koy 0 5 0 ) Ref Ref

Kentte 4 15 2 17 3,193 1,571
miistakil ev

Apartman 8 35 7 36 2,634 2,26

dairesi 0,540 0,545

MDR: ¢oklu ilag direnci, MRS: metisiline direncli stafilokok.
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Tablo 4.12. (Devam) Saglikli ve hasta kedi ve kopeklerden izole edilen
Staphylococcus spp. izolatlarindan MDR ve MRS izolatlari ile iliskili risk faktorlerinin

tek degiskenli analizi.

MDR MRS MDR MRS

Faktor Pozitif Negatif Pozitif Negatif gggé degeri gggé degeri
Kedi/kopegin yasadigi ortam
Iceride 4 25 3 26 Ref Ref
Kismi 5 10 3 12 3,125 2167
disarida
Disarida 3 20 3 20 0,937 0,209 1,300 0,671
Klinige getirilme nedeni
Asi, trag veya 2 13 2 13 Ref Ref
kisirlagtirma
Tedavi 10 42 7 45 1,550 0,600 1,010 0,990
Baska kedi veya kopekler ile temas
Yok 3 19 2 20 0,632 0,543
Var 9 36 7 38 Ref 0,524 Ref 0,466

MDR: ¢oklu ilag direnci, MRS: metisiline direncli stafilokok.
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5. TARTISMA

Otitis eksterna tek veya ¢ift tarafli, kulak kepgesi dahil olmak iizere dis kulak
kanalinin akut veya kronik seyirli yangisal bir hastaligidir (Carlotti ve ark., 1997).
Otitis eksterna, irk, cinsiyet veya yastan bagimsiz olarak her kedi veya kopekte
gozlenebilir, fakat hastaligin olugsmasinda ¢esitli mikroorganizmalar, genetik faktorler
ve anatomik yapinin rol oynadigi bilinmektedir (August, 1988, Keskin ve ark., 2010;
Murphy, 2001). Basta Himalayan ve Persian irki kediler ile Poodle, Cocker Spanial,
Alman Coban Kopekleri, Labrador Retriever, Kanis ve Fox Terrier ki kopekler
olmak iizere daha cok sarkik kulakli, uzun tiyli, kulak icerisinde yiiksek tily
yogunluguna ve kulak kanalinda yliksek nem seviyesine sahip olan irklarin otitis
eksternaya predispozisyon gosterdigi rapor edilmistir (Angus ve ark., 2002; Brame ve
Cain 2021; Carlotti, 1991; Fernandez ve ark., 2006; Keskin, 1999; O’Neill ve ark.,
2021; Rosser, 2004; Scott ve ark.,2001; Zur ve ark., 2011). Benzer sekilde bu
calismada da hasta ve saglikli kediler arasinda irk, yas ve cinsiyet yoOniinden

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

Kopeklerde ise hasta ve saglikli gruplar arasinda yas gruplar1 yoniinden
anlaml bir fark saptanmamasina ragmen, orta boy 1rk kdpeklerin kiigiik 1rk kopeklere
gore, erkeklerin ise disilere gore otitise daha duyarli oldugu belirlendi. Cok sayida
calismada otitis eksternanin baz1 kopek irklarinda yiiksek oranda goriildiigii rapor
edilmistir (Angus ve ark., 2002; O’Neill ve ark., 2021; Zur ve ark., 2011). Bu
calismada da 6nceki raporlar (Angus ve ark., 2002; O’Neill ve ark., 2021; Zur ve ark.,
2011) ile uyumlu bir sekilde otitisli grupta karigik irk, kangal, Golden Retriever,
Cocker Spaniel, Alman Coban Koépegi ve Terrier gibi biiyiik ve orta boy 1rk kopeklerin
sayist diger kiiciik irklara gore fazlaydi. Diger taraftan, yas ve cinsiyet ile otitis
eksterna arasindaki iliskiyi aragtiran sinirlt sayida rapor bulunmaktadir (Kasai ve ark.,
2021; Kumar ve ark., 2014; O’Neill ve ark., 2021; Zur ve ark., 2011). O’Neill ve ark.
(2021) erkek kopeklerde disilere kiyasla 1,21 kat (%95 CI: 1,09-1,34, P<0,001) daha
fazla otitis eksterna saptadiklarini bildirmislerdir. Hindistan'da 273 otitisli kopek
tizerinde yapilan bir ¢alismada erkek kopeklerde disilere kiyasla daha yiiksek otitis
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eksterna prevalansi rapor edilmistir (Kumar ve ark., 2014). Zur ve ark. (2011) da erkek
kopeklerde (n: 80) disi kopeklerden (n: 69) daha fazla otitis eksterna tespit ettiklerini,
ancak kopeklerde otitis eksterna ile cinsiyet predispozisyonu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki saptamadiklarini bildirmislerdir. Benzer sekilde Kasai ve ark.
(2021) tarafindan otitis eksternali ve saglikli kopeklerin kulak kanali mikrobiyatasinin
karsilastirildigi bir ¢alismada yas ve cinsiyet yoniinden gruplar arasinda fark
saptanmadigi, ancak otitis eksternali erkek (n: 16) kopeklerin sayisinin disilerden (n:

7) daha fazla oldugu rapor edilmistir.

Saglikli kopeklerin %5 ila %71,2’sinde (Tater ve ark., 2003), saglikli kedilerin
ise %2 ile %71’inde (Brame ve Cain, 2021) dis kulak kanalindan stafilokoklarin izole
edildigi rapor edilmistir. Bradley ve ark. (2020) saglikli kopeklerin kulak kanalindan
en fazla izole edilen bakteri genusunun Staphylococcus spp. oldugunu ve otitis
olgularinda sayisinin arttigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Kasai ve ark. (2021)
otitis eksternali kopeklerin kulak kanali mikrobiyatasinda bulunan Staphylococcus
spp. miktarinin saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli (P = 0,04) bir sekilde
arttigini rapor etmislerdir. Daha 6nceki raporlarla uyumlu olarak bu ¢alismada da hem
saglikli kedilerin (n:5, %10) hem de kopeklerin (n:10, %20) kulak kanalindan
Staphylococcus spp. izole edildi ve otitisli kedi (n:31, %62) ve kdpeklerde (n:21, %42)
Staphylococcus spp. izolasyon sayisi saglikli hayvanlardan daha yiiksekti.

Tiim diinyada ¢ok sayida ¢caligmada kopeklerde en yiiksek oranda otitise neden
olan bakteriyel patojenlerin stafilokoklar oldugu rapor edilmistir (Bajwa, 2019; Lynch
ve Helbig, 2021; Perry ve ark., 2017). Fernandez ve ark. (2006) otitis eksternali
kopeklerden %12,50 oraninda S. aureus, %8,33 oraninda S. epidermidis ve %5,56
oraninda KNS izole ettiklerini bildirmislerdir. Oliveira ve ark. (2006) 62 adet otitisli
kopekten %43,3 oraninda S. intermedius ve %30 oraninda S. aureus izole ettiklerini
rapor etmislerdir. Goodacre ve ark. (1997) tarafindan S. intermedius’un kopeklerde
otitis vakalarinin %45’inden izole edildigi bildirilmistir. Zur ve ark. (2011) tarafindan
otitisli koOpeklerden en yiiksek oranda izole edilen stafilokok tiirliniin S.
pseudintermedius oldugu rapor edilmistir. Lynch ve Helbig (2021) tarafindan S.
pseudintermedius’un kopeklerde otitis eksterna vakalarinin %20-94,3'tinden izole

edilen en 6nemli patojen oldugu ileri siirilmiistiir. Bununla birlikte otitis eksterna
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olgularinda S. pseudintermedius’un prevalansi halen arastirllmakta ve cografi
konumun S. pseudintermedius’un prevalansinda onemli bir faktor oldugu One

stiriilmektedir (Perry ve ark., 2017).

Tirkiye’de yapilan calismalarda da otitis eksterna siipheli kopeklerden en
yiiksek oranda izole edilen bakteriyel patojenin Staphylococcus spp. oldugu ve %18
ila %80 arasinda izole edildigi rapor edilmistir (Bigakg¢ioglu ve ark., 2021; Borum ve
ark., 2014; Diren Sigirc1 ve ark., 2018; Ilhan ve ark., 2022; Keskin ve ark., 1999;
Oztiirk ve ark., 2010). Keskin ve ark.(1999) otitis eksternal1 81 kdpekten en yiiksek
oranda (%46,9; n:39) S. aureus izole ettiklerini bildirmislerdir. Borum ve ark. (2014)
otitis eksternalt 54 kopekten %55,76 oraninda S. aureus, %17,30 oraninda ise KNS
izole etmislerdir. Oztiirk ve ark. (2016) 2005-2014 yillar1 arasinda Mehmet Akif Ersoy
Universitesi, Veteriner Fakiiltesine getirilen otitis eksternali kopeklerden en yiiksek
oranda (%31,25) S. aureus, %14,06 oraninda ise KNS izole ettiklerini rapor
etmislerdir. Diren Sigirct ve ark. (2018) tarafindan 2005-2016 yillar1 arasinda olmak
tizere 11 yil boyunca otitis eksternali kopeklerde bakteriyel ve mikotik etkenlerin
dagilimini inceledikleri bir galigmada en ytiksek oranda (%18,7) izole edilen bakteriyel
patojenin S. intermedius oldugunu bildirmislerdir. ilhan ve ark. (2022) Balikesir
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi'ne getirilen otitis eksternali
kopeklerden en yiiksek oranda (%80) izole edilen patojenin Staphylococcus spp.
oldugunu, tiir diizeyinde ise %29,1 oraninda S. aureus, %25 oraninda S. schleiferi
subsp. schleiferi, %20,8 oraninda KNS, %16,6 oraninda S. haemolyticus ve %8,3
oraninda S. epidermidis izole ettiklerini rapor etmislerdir. Hassan ve ark. (2023)
Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Veteriner Fakiiltesi’ne getirilen 100 otitis eksternali
kopekte yiriittiikleri ¢alismada hastalarin %36’sindan  Staphylococcus spp. izole
ettiklerini ve en yiiksek oranda izole ettikleri stafilokok tiiriiniin S. pseudintermedius
(%41,6) oldugunu, bunu sirastyla S. aureus (%22,2), S. epidermidis (%11,1), S. hyicus
(%5,5) ve S. chromogenes’in (5,5) takip ettigini bildirmislerdir.

Bu calismada da onceki raporlar ile uyumlu bir sekilde otitisli kopeklerden en
yiiksek oranda izole edilen bakteriyel patojen Staphylococcus spp. (n:21, %42) idi.
Diger taraftan tiir diizeyinde degerlendirildiginde ise Lynch ve Helbig (2021) ve

Hassan ve ark. (2023)’nin raporlari ile benzer sekilde otitisli kopeklerden en yiiksek
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oranda izole edilen stafilokok tiirii S. pseudintermedius (n:15, %71,43) idi. Onceki
raporlarda otitisli kopeklerde S. pseudintermedius’tan ziyade en yiiksek oranda S.
aureus veya S. intermedius’un rapor edilme nedenlerinin; 1. S. pseudintermedius’un
2005 yilinda Devriese ve ark. tarafindan tanimlanan yeni bir tiir olmasi, II. standart
laboratuvar yontemleriyle S. aureus ve S. intermedius ile S. pseudintermedius
ayriminin zorlugu ve baz1 S. pseudintermedius suslarinin S. aureus veya S. intermedius

olarak olarak yanlis siniflandirilmasindan kaynaklanabilecegi diistiniildii.

S. pseudintermedius’un clumping faktorii negatiftir ve bu nedenle
stafilokoklar1 tanimlamak i¢in sadece bu testi kullanan laboratuvarlar tarafindan KNS
olarak yanlis tanimlanabilir. Ote yandan tiip koagiilaz testi pozitiftir ve bu nedenle
sadece bu testi kullanan laboratuvarlar tarafindan S. aureus olarak yanlis
tanimlanabilir (Bannoehr ve Guardabassi, 2012). Bu calismada izole edilen S.
pseudintermedius suslarin timii (n: 27; %100) serbest koagiilaz enzimi yoniinden
pozitif bulunurken, sadece 2’sinin (%7,40) clumping faktor yoniinden pozitif oldugu
belirlendi. Benzer sekilde 2023 yilinda Glajzner ve ark. tarafindan 40 S.
pseudintermedius izolatindan 4’tinde clumping faktor saptandigi ve bu suslarin insan
kaynakli S. pseudintermedius suslar1 oldugu rapor edilmistir. Glajzner ve ark. (2023)
tarafindan yapilan bu rapor sonuglarimizi desteklemekte ve S. pseudintermedius
suslar1  arasinda  clumping faktér  yOniinden  farkliliklar  olabilecegini

diistindiirmektedir.

Son yillarda, gen tabanli yaklagimlar, fenotipik olarak S. intermedius olarak
tanimlanan KPS'lerin, S. intermedius grubunu temsil eden S. intermedius, S. delphini
ve S. pseudintermedius olmak tizere yakin iligkili {i¢ tiir oldugunu gostermistir. Bu
sonuglar, daha 6nce S. intermedius olarak tanimlanan ¢ogu kopek izolatinin S.
pseudintermedius olarak siiflandirilmasi gerektigini gostermektedir. Gliniimiizde S.
intermedius grubu igerisinde yer alan stafilokok tiirlerini klasik biyokimyasal
yontemler ile ayirt etmek olduk¢a zordur ve giivenilir degildir (Bannoehr ve ark., 2007;

Bond ve Loeffler, 2012; Tse ve ark., 2011).

S. pseudintermedius'un identifikasyonunda MALDI-TOF tiplendirmesinin

sensitivite ve spesifitesi ile iligkili farkli raporlar bulunmaktadir (Decristophoris ve
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ark., 2011; Murugaiyan ve ark., 2014; Nisa ve ark., 2019; Silva ve ark., 2015). Yakin
tarihte yapilan bir ¢aligmada, Bruker MALDI-TOF MS ile S. pseudintermedius'un
identifikasyonun oldukca yiiksek sensitivite ve spesifite ile yapilabildigi ve giivenle
kullanilabilecegi rapor edilmektedir (Nisa ve ark., 2019). Bu durumun Bruker referans
veri tabanindaki gelismeler ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu c¢aligmada da
MALDI-TOF analizi ile S. pseudintermedius olarak tanimlanan suslara ait DNA

orneklerinden rastgele secilen 2 tanesi DNA dizi analizi ile dogrulandi (erisim

numarasi: PP871689- PP871690).

Tiirkiye’de kopeklerde otitis olgularinin oldukca yaygin ve yiiksek oranda
goriildiigli ve en yaygin bakteriyel patojenlerin stafilokok cinsine ait oldugu yukarida
sunulan literatlir verileri ile ortaya konulmustur. Ancak Tiirkiye’de otitis eksterna
lizerine yapilan bu arastirmalarin kopekler {lizerinde yogunlastigi goriilmektedir.
Bununla birlikte kedilerde otitis eksterna ile iligkili bakteriyel patojenlerin rapor
edildigi sadece bir vaka raporuna rastlanildi (Aslantas ve ark., 2023). Tirkiye ile
benzer sekilde diger iilkelerde de kedilerde otitis eksterna tizerine az sayida veri
bulunmaktadir. Martins ve ark. 2022 yilinda 138 kdpek ve 4 kedi olmak {izere toplam
142 otitis olgusunun 126’sindan patojen etken izole ettiklerini, vakalarin 108
(%85,7)’inden bakteriyel patojen, 7 (%5,5)’sinden Malassezia spp. ve 13
(%10,3)’tinden hem bakteriyel patojen hem de Malassezia spp. izole ettiklerini rapor
etmislerdir. Calismada ¢ogunlukla (%39) Staphylococcus spp.’nin saf kiiltiirler
halinde tiredigi, karigik kiiltiirlerin ise %74,6’sinda Staphylococcus spp.’nin izole
edildigi ve bu kiiltiirlerin %21,4’tinde Staphylococcus spp. ile birlikte Gram negatif
comaklarin (Enterobacteriaceae ve/veya Pseudomonas spp.) da iiredigi bildirilmistir
(Martins ve ark., 2022). Ayrica otitis eksternali kedilerin %72’sinden koklarin tiredigi
ve yaygin olarak miks enfeksiyonlarin gozlendigi de bildirilmistir (Perego ve ark.,
2014). Otitisli kedilerden izole edilen koklarin genellikle stafilokok tiirleri oldugu
rapor edilmistir (Hariharan ve ark., 2006; Kroemer ve ark., 2014). Elmoslemany ve
ark. (2021) otitisli kedilerden %44 oraninda S. aureus, %32 oraninda S. felis, %8
oraninda S. pseudintermedius, %8 oraninda S. capitis ve %8 oraninda S. saprophyticus
izole ettiklerini bildirmislerdir. Bu ¢alismada da 6nceki raporlar ile uyumlu bir sekilde

otitisli kedilerden en yiiksek oranda izole edilen bakteriyel patojen Staphylococcus
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spp. (n:31, %62) idi. Bununla birlikte Elmoslemany ve ark. (2021) ile benzer sekilde
S. felis (n:22, %70,96) otitisli kedilerden yiiksek oranda izole edilen stafilokok

tiirtiydii.

Bu calismada kopeklerden en yliksek oranda KPS izole edilirken, kedilerden
KNS izole edildi. Kopeklerde yiiksek oranda KPS izolasyonu S. pseudintermedius ile
iliskili iken, kedilerde yiiksek oranda KNS izolasyonu S. felis’ten kaynaklanmaktadir.
Otitisli kopeklerden S. pseudintermedius’tan (n:15, %71,43) sonra sirasiyla S. felis
(n:2, %9,53), S. aureus (n:1; %4,76), S. schleiferi (n:1; %4,76), S. simulans (n:1;
%4,76) ve S. haemolyticus (n:1; %4,76), otitisli kedilerden ise S. felis’ten (n:22,
%70,96) sonra sirasiyla S. pseudintermedius (n:3, %9,67), S. aureus (n:2, %6,45), S.
epidermidis (n:1, %3,23), S. lugdunensis (n:1, %3,23), S. pettenkoferi (n:1, %3,23) ve
S. sciuri (n:1, %3,23) izole ve identifiye edildi. Stafilokoklarin dagilimi 6nceki
raporlar ile benzerlik gostermektedir (Bierowiec ve ark., 2019; 2021; Elmoslemany ve

ark., 2021; Ma ve ark., 2020).

Staphylococcus spp. tiirlerinin  ¢ogu bircok konak¢ida bulunurken, S.
pseudintermedius ve S. felis gibi bazi tiirler ise belirgin konak spesifitesi
gostermektedir (Bannoehr ve ark., 2012; Bierowiec ve ark., 2019; 2021; Ma ve ark.,
2020). S. aureus insanlarda stafilokokal hastaliklarla iligkili baskin KPS tiirii iken, S.
pseudintermedius kopekler i¢in benzer bir 6neme sahiptir (Bannoehr ve ark., 2012).
Bir deri kommensali olan S. pseudintermedius siklikla deri ve yara enfeksiyonlari olan
kopeklerden izole edilmektedir (Weese ve van Duijkeren, 2010). Kopeklerde, S.
pseudintermedius ile kolonizasyon yaygindir ve saglikli kopeklerde %90’na kadar
izole edilebilmektedir (Rubin ve ark., 2011). Insanlardaki S. aureus kolonizasyonu
gibi, kopeklerde S. pseudintermedius, farenks ve rektum basta olmak f{izere birgok

viicut bolgesinden izole edilebilmektedir (Bierowiec ve ark., 2019; Ma ve ark., 2020).

Insanlarin kalict olarak S. pseudintermedius ile kolonize olmadiklari, ancak
enfekte kopeklerle yakin temas sonucu gecici tasiyicilar olabilecekleri ve bu nedenle
S. pseudintermedius'un kopeklerden insanlara zoonotik bulagmasinin bir halk sagligi

sorunu oldugu bildirilmistir (Bierowiec ve ark., 2021; Guimaraes ve ark., 2023; Paul
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ve ark., 2011). Ayrica, S. pseudintermedius ile kolonize olan insanlarin hayvanlar

arasinda bulagsmada rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir (Rana ve ark., 2022).

Kedilerde S. pseudintermedius’un kolonizasyonunun ise kopeklerden ¢ok daha
diisiik oranlarda oldugu bildirilmis ve kedilerden izole edilmesinin bir enfeksiyonun
gostergesi oldugu ileri siiriilmiistiir (Bierowiec ve ark., 2019; 2021; Carrol ve ark.,
2021; Hanselman ve ark., 2009). S. pseudintermedius'un saglikli ve hasta kedilerdeki
prevalansinin sirastyla %2,49 ve %7,61 oldugu rapor edilmistir (Bierowiec ve ark.,
2021). Bu ¢alismada da saglikli kedilerin kulak kanalindan S. pseudintermedius izole
edilemezken, hasta kedilerin ise 3’iinden (%6), saglikli kdpeklerin 9’undan (%18) ve
hasta (otitisli) kopeklerin 15’inden (%30) izole edildi. S. pseudintermedius’un saglikli
kedilerden izole edilmeyip, hasta kedilerden izole edilmesi, hem saglikli hem de hasta
kopeklerde kedilerden daha yiiksek oranlarda tespit edilmesi ve S. pseudintermedius
izole edilen kedilerin kdopekler ve insanlar ile yakin temasmin oldugu bilgisi,
Bierowiec ve ark. (2021) tarafindan ileri siiriilen S. pseudintermedius’un kedilere
kiyasla kopeklere daha uyumlu oldugu, kedilerin dogal mikrobiyotast olarak
degerlendirilmemesi gerektigi ve kedilerden izole edilmesinin enfeksiyon ile iligkili
olabilecegi goriistinii desteklemektedir. Diger taraftan kedilerde bulunan baslica
kommensal stafilokok tiiriiniin S. felis oldugu bilinmekte (Bierowiec ve ark., 2019;
Gandolfi-Decristophoris ve ark., 2013; Ma ve ark., 2020) ve bazi arastirmacilar
tarafindan S. pseudintermedius’un kedilerde diisiikk oranda izole edilmesinin S. felis
tarafindan antagonize edilmesinden kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmektedir (O'Neill ve
ark., 2021b). Bu calismada saglikli kedilerin kulak kanalindan izole edilen tek
stafilokok tiirii S. felis iken, saglikli kopeklerin kulak kanalindan izole edilmedi.
Bununla birlikte hasta kedilerin 22’sinden (%44), hasta kopeklerin ise 2’sinden (%4)
S. felis izole edildi. Bu veriler S. felis’in az sayida kdpekten izole edildigini bildiren

raporlar1 desteklemektedir (Kurnaz ve ark., 2020; Ma ve ark., 2020).

Farkli Staphylococcus tiirleri farkli konak tiirlerine ve gevresel nislere sahip
olmasima ragmen, kommensal stafilokoklarin farkl: tiirler arasinda bulastig1 siklikla
rapor edilmektedir (Guimardes ve ark., 2023; Hanselman ve ark., 2009). Tiirler
arasindaki temasin derecesi ve ortak kaynak enfeksiyonlar: gibi gevresel faktorlerin

kommensal stafilokoklarin tiirler arasinda bulasmasinda etkili faktorler oldugu ileri
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striilmektedir (Bierowiec ve ark., 2019; 2021; Guimaraes ve ark., 2023; Hanselman
ve ark., 2009; Ma ve ark., 2020;). S. aureus, insanlarda 6nemli bir kommensal
stafilokok tiliriidiir. Buna karsin, S. aureus kopeklerde nispeten nadiren kolonize
olmaktadir (Hanselman ve ark., 2009; Ma ve ark., 2020). Bu ¢alismada da S. aureus
sadece 2 hasta kedi ve 1 hasta kopekten izole edildi. Hanselman ve ark. (2009)
tarafindan yiiriitilen bir calismada S. aureus'un tipik olarak kopek veya kedi
kommensali olarak kabul edilmedigi ve ayn1 anda hem kopek/kedilerin hem de bir
insanin kolonize oldugu evlerin %50'sinde insanlarda ve hayvanlarda ayirt edilemeyen
suslarin  bulundugu rapor edilmis ve bu durumun tirler arast bulagsmadan
kaynaklandigi ileri stiriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada insan ve evcil hayvanlar arasindaki
yakin temasin ve ayni ortamda bulunmanin tiirler arasinda bulasmada etkili oldugu
rapor edilmistir. Bununla birlikte insanlarla ¢cok az temasi olan veya hi¢ temasi
olmayan basibos ve sokakta yasayan kopek ve kedilerin S. aureus tasima olasiliginin
ev hayvanlarina gore daha diisiik oldugu bildirilmistir (Bierowiec ve ark., 2016; Boost
ve ark., 2008). Bu nedenle bu calismada hasta pet hayvanlarindan S. aureus’un izole
edilmesinde insanlardan evcil hayvanlarina dogrudan veya ortak bir ev ortamiyla
temas yoluyla bulasmasinin bir sonucu oldugu diisiiniildii. Bununla birlikte bu
calismada da onceki raporlar (Bierowiec ve ark., 2019; Hanselman ve ark., 2009; Ma
ve ark., 2020) ile benzer sekilde hasta hayvanlardan S. aureus, S. haemolyticus, S.
epidermidis ve S. lugdunensis dahil olmak tizere insan kommensali Staphylococcus
tiirleri izole edildi ve genel prevalansi oldukga diisiiktii. S. schleiferi ise tipik olarak
kopeklerden rapor edilmektedir (Hanselman ve ark., 2009). Bu ¢alismada da hasta bir
kopekten izole edildi.

Bu ¢alismada daha 6nceki raporlar (Bierowiec ve ark., 2019; Elmoslemany ve
ark., 2021) ile uyumlu olarak kedi ve kopeklerden Staphylococcus spp. izolasyon

oraninda 1rk, yas ve cinsiyete gore anlamli bir fark saptanmadi.

Diinya capinda veteriner hekimler tarafindan otitis tedavi protokolleri
genellikle klinik tabloya ve bazen de eksudattan hazirlanan preparatlarin Gram
boyama yontemi ile incelenmesine dayanmaktadir. Bu da ampirik antibiyotik ve
topikal antienflamatuar ila¢ uygulamasina yol agmaktadir (Hariharan ve ark., 2006).

Kopeklerde otitis olgularindan yaygin olarak izole edilen stafilokok tiirleri gogunlukla
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herhangi bir duyarlilik testi yapilmadan cesitli antimikrobiyallerle tedavi edilmeye
calisiimaktadir (Coelho ve ark., 2007). Kedilerde ise otitis alerjiler, tedavinin daha az
etkili olmas1 ve yaygin olarak sistemik ila¢ tedavisine ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle
genellikle kopeklerden daha zorlu bir siiregle sonuglanmaktadir (Kennis, 2012).
Insanlar ile kedi ve kdpekler benzer antimikrobiyallerle tedavi edilmektedirler (Coelho
ve ark., 2007). Bu durum diinya ¢apinda goriilen B-laktam antibiyotiklere direncle
sonuglanan mec genlerini tagiyan suslarin yayilmasina yol agmakta ve antimikrobiyal

ajanlarla tedaviyi zorlastirmaktadir (Coelho ve ark., 2007; Worthing ve ark., 2018).

Yapilan c¢aligmalarda otitis eksternali  kdpeklerden izole edilen
mikroorganizmalarin antibiyotiklere duyarliliklar1 farkliliklar gostermektedir. Cristina
ve Degi (2013) tarafindan kopeklerde otitis vakalarindan izole edilen S. intermedius
suglarinin antibiyotik direncinin arastirildign bir ¢alismada S. intermedius’un
polimiksin B’ye tamamen (%100) direngli, eritromisin (%66,66), kanamisin (%50),
tetrasiklin ve linkomisin (%45,83), gentamisin ve amoksisilin/klavulanik aside
(%37,5) kars1 yiiksek diizeyde direngli oldugu ve S. intermedius’un sefoklara %100
duyarli oldugu rapor edilmistir. Scherer ve ark. (2018) tarafindan otitis eksternali 52
kopekten 44’tinde S. pseudintermedius izole edilmis ve bu izolatlarin %75’inin
sefaleksin ve %93,2’sinin amoksisilin/klavulanik aside duyarli ve %63,6’sinin
siilfametoksazol-trimetoprim, %61,4’linlin tetrasiklin, %38,6’sinin enrofloksasin,
%27’sinin gentamisin ve oksasiline ise direncli oldugu ve bununla birlikte ¢oklu
antibiyotik direnci saptandigi rapor edilmistir. Keskin ve ark. (1999) otitis eksternali
kopeklerden izole ettikleri S. aureus izolatlardan 16’sinin gentamisine, 17’sinin
tetrasikline, 13 {iniin spiramisine, 13’{inlin ampisiline, 28’inin sefalosporine, 10’unun
linkomisine, 35’inin enrofloksasiline duyarli oldugunu bildirmislerdir. Borum ve ark.
(2014) Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesine getirilen otitis eksternali
kopeklerden izole ettikleri S. aureus ve KNS’lerin antibiyotiklere yiiksek diizeyde
duyarli olduklarini rapor etmislerdir. Oztiirk ve ark. (2016) otitis eksternali
kopeklerden izole ettikleri S. aureus ve KNS tiirlerinin tiimiiniin amoksasilin
klavulonik aside duyarli oldugunu, ancak amoksasilin, enrofloksasin, oksitetrasiklin,
gentamisin, eritromisin ve trimetoprim-sulfametoksazole ise degisen oranlarda

direngli olduklarini bildirmislerdir. Diren Sigirci ve ark. (2018) otitis eksternali
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kopeklerden izole ettikleri S. intermedius suslarinin sirastyla %39,8; %25,7; %18,1;
%30,9; %22,2; %62,5; %73,9; %30; %24,7; %75 ve %71,8 oranlarinda gentamisin,
amikasin, siprofloksasin, enrofloksasin, amoksasilin-klavulonik asit, ampisilin,
penisilin, ampisilin-sulbaktam, sefoperazon, eritromisin ve tetrasikline direngli

oldugunu rapor etmislerdir.

Bu calismada da kopeklerden izole edilen stafilokoklarda yiiksek oranda
antibiyotik direnci saptandi. Hasta ve saglikli gruplarin antibiyotik diren¢ patternleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi. Kopeklerde saptanan bu
yiiksek diizeyde antibiyotik diren¢ profilinden sorumlu en énemli stafilokok tiirii S.
pseudintermedius idi. Kedilerde ise kopeklere gore daha diisiik oranlarda direng
saptand1. Bunun nedeni ise kedilerden baskin olarak izole edilen S. felis suslarinin S.
pseudintermedius  suslarina gbre antibiyotiklere daha duyarli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Elde edilen bu veriler 6nceki raporlar ile uyumludur (Jantorn ve
ark., 2021; Lilenbaum ve ark., 1999; Nisa ve ark., 2019; Worthing ve ark., 2018). Bu
calismada kedi ve kopeklerde amikasine diren¢ saptanmazken, her iki grupta da
penisilin, ampisilin, eritromisin ve tetrasiklin direnci yiiksek diizeydeydi. Bunun
nedeni bu hayvanlarin tedavsinde en sik kullanilan antimikrobiyal ajanlar olmasi
(Schwarz ve Chaslus-Dancla, 2001), metisilin direncinin pB-laktam grubu
antibiyotiklerin yani sira linkozamid, aminoglikozitler, kinolonlar, makrolidler,
fenikoller, siilfonamidler ve tetrasiklinler dahil olmak tiizere B-laktam olmayan
antibiyotiklere de dirence yol agmasi (Hawkey, 2008; Papich, 2012) ve S.
pseudintermedius ve S. aureus gibi stafilokok tiirlerinin direng genlerini kazanmasi ve
bulundurmas ile birlikte horizontal gen transferi egiliminden (Bierowiec ve ark.,
2021) kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Amikasin ise insanlarda kullanilmasina ragmen,
kedi ve kopeklerde siklikla kullanilan bir antibiyotik degildir (Schwarz ve Chaslus-
Dancla, 2001). Benzer sekilde Gomez-Beltran ve ark. (2020) da S. aureus ve S.

pseudintermedius suslarinin amikasine %100 duyarl oldugunu bildirmislerdir.

Antimikrobiyal direng agisindan metisiline direngli stafilokoklar, hayvanlarda
ve insanlarda yaygin olarak kullanilan tiim B-laktam antibiyotiklere direngli olduklar1
ve halk saglig1 iizerinde biiyiik bir etkiye sahip olduklari i¢in 6zel bir 6neme sahiptir

(Loeffler ve ark., 2007; Ross Fitzgerald, 2009). Bir¢ok iilkede pet hayvanlarinda,
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ozellikle kopeklerde, MRSA ile iligkili otitis enfeksiyonlarmin yanisira, yara
enfeksiyonlari, cerrahi operasyon enfeksiyonlari, piyoderma, piyojenik endokardit,
suppuratif pndmoni, osteomiyelit, septik artritis ve idrar yolu enfeksiyonlar1 da rapor
edilmistir (Algammal ve ark., 2020; Findik ve ark., 2018; Weese ve van Duijkeren,
2010).

Martins ve ark. (2022) otitisli 138 kopek ve 4 kedi iizerinde yaptiklar
calismada izolatlarin neredeyse %.50'sinde ¢oklu ila¢ direnci godzlemlediklerini,
veteriner hekimlikte yakin gelecekte birinci basamak antimikrobiyallere yanit
vermeyen zorlu vakalar ile karsilagilabilecegini ve evcil hayvanlarin sahipleri ile
yakinligi gbz oniine bulunduruldugunda ¢oklu ilaca direngli bakterilerin potansiyel bir
halk saglig1 sorunu haline geldigini vurgulamislardir. Oztiirk ve ark. (2010), 52 otitis
eksternali kopekten alinan 89 kulak sivabindan izole ettikleri 21 S. aureus susundan
2’sinde fenotipik olarak metisilin direnci saptandiklarini, ancak mecA geninin tespit
edilmedigini, 17 S.intermedius susunda ise fenotipik ve genotipik olarak metisilin
direncinin saptanmadigini rapor etmislerdir. ilhan ve ark. (2022) otitis eksternali
kopeklerden izole ettikleri S. aureus izolatlarinin %42,8’inde, S.schleiferi izolatlarinin
%33,3’tinde, KNS’larin %40’1nda, S.haemolyticus izolatlarinin ise %75’inde ¢oklu
antibiyotik direnci saptadiklarini, bununla birlikte S.haemolyticus izolatlarinin
%100’tinde, S.schleiferi ve KNS izolatlarinin %50’sinde, S.aureus izolatlarinin
%42,8’inde ve S. epidermidis izolatlarinin ise %33,3’{inde metisilin direnci tespit

ettiklerini bildirmislerdir.

Son yillarda metisilin ve non-B-laktam antibiyotiklere direngli S.
pseudintermedius’un insanlarda ve hayvanlarda ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi da endise
yaratmaktadir (Algammal ve ark., 2020; Aslantas ve ark., 2023; Bierowiec ve ark.,
2019; Findik ve ark., 2018; Guardabassi ve ark., 2013; Jantorn ve ark., 2021; Johnstone
2020; Nisa ve ark., 2019; Sababoglu Baytaroglu ve Cinar, 2022). Hasta hayvanlardan
izole edilen S. pseudintermedius izolatlar1 fenotipik ve genetik olarak fB-laktamlara
kars1 daha direngli olup tedavide antibiyotiklerin basarili bir sekilde uygulanmasini
simirlandirmaktadir (Bierowiec ve ark., 2021; Carroll ve ark., 2021; Nisa ve ark.,
2019). B-laktam direnci genellikle ¢oklu ila¢ direnci ile iligkilendirilmekte ve bu

nedenle, evcil hayvanlar ile insanlar arasindaki yakin iligki géz oniine alindiginda, S.
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pseudintermedius’un “Tek Saglik” kapsaminda degerlendirilmesi gereken 6nemli bir

bakteri oldugu 6ne siiriilmektedir (Carroll ve ark., 2021).

Glajzner ve ark. (2023) tarafindan S. pseudintermedius suslarinda B-laktam
grubu antibiyotiklere kars1 direncin %79'a kadar ulastig1 rapor edilmistir. Bu direncin,
modifiye penisilin baglayici proteinlerden (mecA geni), f-laktamaz iiretiminden (blaZ
geni) veya tolerans fenomeninden kaynaklaniyor olabilecegi ileri siiriilmiistiir. S.
aureus ve S. pseudintermedius izolatlarinin veteriner hekimlikte kullanimina izin
verilen bir¢ok antimikrobiyole direng gosterdigine dair raporlar bulunmaktadir (Findik
ve ark., 2018; Nisa ve ark., 2019; Perreten ve ark., 2010; Weese ve van Duijkeren,
2010).

Findik ve ark. (2018) 33 saglikli kdpek (burun mukozasi, dorsum nasi ve
perineden) ve sahiplerinden (burun mukozasi) toplam 132 svap 6rnegi aldiklar1 bir
calismada 8 (%17) MRSP, 3 (%13,04) MDR S. pseudintermedius izole ettiklerini, 2
MRSP izolatinda mecA genini tespit ettiklerini, ancak fem genini saptamadiklarini,
kopeklerde ve insanlarda bulunan MRSP prevalanst ayni olup %3,03 oldugunu rapor
etmislerdir. Jantorn ve ark. (2021) tarafindan kopeklerde MRSP prevalansinsinin
%28.30 (53/15) oldugu, MRSP izolatlarinin %93.33"'linde (15/14) mecA genini tespit
ettiklerini rapor etmislerdir. Bu calismada da benzer sekilde MRSP izolatlarinin

%75’inde (3/4) mecA geni tespit edildi.

Kopeklerde otitis eksterna vakalariin %10-48,1'inde MRSP suslarinin izole
edildigi bildirilmistir (Chan ve ark., 2018; Ruscher ve ark., 2009; Sim ve ark., 2019;
Zur ve ark.,2016). Metisilin direngli suslarin kloramfenikol, klindamisin, tetrasiklin,
klaritromisin, seftriakson, siprofloksasin ve trimetoprim dahil diger antibiyotiklere
kars1 da direng¢ patterni gosterdigi rapor edilmistir (Jantorn ve ark., 2021). Bir
calismada tiim MRSP izolatlarinin ayn1 zamanda ¢oklu ilaca direngli oldugu da rapor
edilmistir (Zur ve ark.,2016). Tirkiye’de ilk defa 2022 yilinda bir kedide idrar yolu
enfeksiyonundan Sababoglu Baytaroglu ve Cinar tarafindan MDR-MRSP rapor
edilmistir. Aslantas ve ark. (2023) tarafindan ise Tiirkiye’de ilk defa otitisli bir kediden
izole edilen MRSP sugunun tiim genom analizi yapilarak molekiiler karakterizasyonu

yapilmistir.
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Bu ¢alismada da kopeklerden izole edilen 24 S. pseudintermedius susunun 3’1
MDR, 1’1t MRS ve 2’si hem MDR hem de MRS idi. Hasta kopeklerden izole edilen 15
S. pseudintermedius susundan 2’si MDR, 1’1 MRS, 2’si hem MDR hem de MRS iken,
saglikli kopeklerden izole edilen 9 S. pseudintermedius susundan 1’i MDR idi.
Bierowiec ve ark. (2021) saglikli ve hasta kedilerde MRSP prevalansinin sirastyla
%0,12 ve %2,98 oldugunu rapor etmislerdir. Bu calismada ise saglikli kedilerden S.
pseudintermedius izole edilemedi, ancak hasta kedilerden izole edilen 3 S.
pseudintermedius susundan 1’inin hem MDR hem de MRS oldugu, 1 susun ise sadece
MDR oldugu belirlendi. Bununla birlikte onceki ¢alismalar ile benzer sekilde bu
calismada da kedi ve kopeklerden izole edilen MRS izolatlarinda MSS izolatlarina
gore yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere kars1 daha yliksek oranda direng saptanda.
MRS izolatlarinda MSS izolatlarina gore daha yaygin bir sekilde MDR tespit edildi.

S. felis suslarinin genellikle antibiyotiklere duyarli oldugu rapor edilmektedir
(Litster ve ark., 2007, 2011; Worthing ve ark., 2018). Worthing ve ark. (2018)
tarafindan fenotipik antibiyotik duyarlilik testlerinde 37 S. felis izolatindan 34’iiniin
(%92) test edilen tiim antimikrobiyallere karsi duyarli oldugu rapor edilmistir. Bu
calismada da 29 S. felis susundan 22’si (%75,86) tiim antibiyotiklere duyarli iken, ti¢er
izolat penisilin, ampisilin, eritromisin ve klindamisine, birer izolat sefoksitin,
sefovesin ve tetrasikline direngliydi. Ancak bu calismada penisilin, ampisilin (odds
orani (OR): 63,0; p<0,001) ve sefoksitine (OR:15,0; p=0,033) direngli izolatlarin
siklig1 saglikli kedilerde hasta kedilere kiyasla 6nemli dl¢lide daha ytiksekti. Saglikli
kedilerde B-laktam grubu antibiyotiklere direncin hasta kedilere gore daha yiiksek
bulunmasinin kediler ve sahipleri arasindaki yakin temasin diren¢li suslarin gen
aktarimmindan kaynaklanabilecegini ve saglikli hayvanlarn MRS ve MDR

Staphylococcus spp. i¢in rezervuar olabilecegini disiindiirdii.

Veteriner hekimlikte KNS tiirlerinde metisiline kars1 antibiyotik direnci ise
nadiren rapor edilmektedir (Teixeira ve ark., 2019). Teixeira ve ark. (2019) saghkli ve
piyoderma veya otitis bulgular1 olan hasta kopeklerden izole ettikleri KNS’lerin
%10,2’sinde metisilin direnci tespit ettiklerini ve metisilin direnci yoniinden saglikli
ve hasta kopekler arasinda istatistiksel olarak fark saptamadiklarini (p>0,05), refakatci

hayvanlarin metisilin direngli KNS tasiyicist oldugunu rapor etmislerdir. Bu nedenle
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bu bakterilerin direng profillerinin izlenmesi gerektigini ve hayvanlarin insanlar igin
potansiyel risk olup olmadigr konusunda arastirmalar yapilmasi gerektigini
vurgulamiglardir (Teixeira ve ark., 2019). Baz1 ¢alismalarda S. felis izolatlarinda da
metisilin direnci ve MDR rapor edilmistir (Lilenbaum ve ark., 1999; Muniz vd., 2013).
Bu ¢alismada da saglikli kedilerden izole edilen 1 S. felis susunun hem MDR hem de
MRS ve 1 S. felis susunu ise yalnizca MRS oldugu, hasta bir kediden izole edilen S.
felis susunun sadece MDR oldugu tespit edildi.

Stafilokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde makrolid,
linkozamid, streptogramin B (MLSg) grubu antibiyotikler siklikla kullanilmaktadir.
Yapisal olarak bu grup antibiyotiklere direngli olan suslar bu gruptaki antibiyotiklerin
tiimiline direngli iken, indiiklenebilir dirence sahip olan suslar linkozamidlere ve
streptogramin B’ye duyarlidir. Stafilokoklarin tedavisinde klindamisin tercih edilen
bir antibiyotiktir ve antibiyotik direncinin dogru belirlenebilmesi ve uygun tedavinin
yapilabilmesi i¢in indiiklenebilir klindamisin direncinin tespit edilmesi gerekmektedir
(Ulusoy Karaca ve ark., 2007). Bir arastirmada indiiklebilir klindamisin direncinin
MRSA (%19,6) ve metisilin direngli KNS’lerde (%33,2) metisiline duyarli S. aureus
(%38,7) ve KNS’lere (%26,9) gore daha yiiksek diizeyde tespit edildigi rapor edilmistir
(Ulusoy Karaca ve ark., 2007). Bu c¢alismada ise sadece 3 izolatta indiiklebilir
klindamisin direnci tespit edildi. Bu izolatlardan 2’si MSS (1 S. felis, 1 S. pettenkoferi),
1’1t MRSA idi.

Evcil hayvanlarda MDR ve MRS stafilokok kolonizasyonu igin risk
faktorlerinin belirlenmesi, insanlar ve hayvanlar arasindaki bulasmay1 kontrol etmek
i¢cin gereklidir. MRSA tasiyan kedi ve kopekler ile sahipleri arasindaki yakin temas
patojen ve direng genlerinin transferini kolaylastirabilecegi i¢in insan saglig1 agisindan
potansiyel bir risk teskil etmektedir. Bu ¢alismada kedi/kdpek ya da aile iiyeleri i¢in
antibiyotik tedavisi uygulanmis olmasi ve ailede akne olmasi daha yiiksek MDR ve
MRS riski ile iliskili bulundu. “Evde ¢ocuk™ degiskeninin ise yalnizca MRS i¢in
anlaml bir etki gosterdigi belirlendi. Benzer bir arastirmada (Elmoslemany ve ark.,
2021) kedilerde klinige getirilme nedeni de MDR ve MRS ile iligkili bulunmus
olmasina ragmen bu ¢alismada anlamli bulunmadi. Diger taraftan “Ailenin yasadigi

yer”, “Kedi/kdpegin yasadigi ortam”, “Baska kedi veya kopekler ile temas” risk
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faktorlerinin ise MDR veya MRS igin anlamli bir etki gostermedigi tespit edildi.
Ancak Bierowiec ve ark. (2016) evde yasayan kedilerde, kentsel alanlarda yasayan
yabani kedi popiilasyonuna gore daha yiliksek S. aureus prevalanst ve MRSA
saptadiklarini ve insanlarla yakin temasin kedilerde antibiyotik direncinin bulunmasi
riskini arttirdig1 rapor edilmistir. Bu calismada hayvanlarin yasadigi ortam ile MDR
veya MRS arasinda iligki saptanmamasinin Tiirkiye’de sokakta yasayan hayvanlarin
insanlardan tamamen izole olmamasi, bu hayvanlarin da insanlar ile direkt temasinin
olmast ve hayvanseverler tarafindan sokak hayvanlarinin da tedavilerinin
yaptirilmasindan kaynaklanabilecegini diigiiniildii. Diger taraftan insanlar ile yakin
temas ve antibiyotik kullanimi1 hayvanlarda MDR ve MRS ig¢in risk olusturmasina
ragmen, baska kedi ve kopekler ile temas ile iliskili boyle bir risk saptanmamasi
hayvanlarda saptanan direncin insanlardan ve yogun antibiyotik kullanimindan
kaynaklandigini diisiindiirdii. Diger taraftan “Evde cocuk™ degiskeninin ise yalnizca
MRS igin anlamli olmasinin yetiskinlerle karsilastirildiginda, ¢cocuklarin hayvanlari
yogun bir sekilde tutma ve yiizlerine veya agizlarina dokunma olasiliginin daha yiiksek

olmasi ve bunun sonucunda bulas riskinin de artmasi ile iliskili oldugu diisiiniildii.

Son yillarda Staphylococcus spp. ve Pseudomonas spp. gibi bazi patojenlerin
biyofilm tabakasi olusturarak uygun bir tedaviye ragmen, enfeksiyonu kalici hale
getirdigi ve biyofilm tabakasinin bu patojenlerin antimikrobiyal ajanlara direncinde
onemli rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir (Bajwa, 2019; Chan ve ark., 2019;
Paterson, 2016). Bu nedenle biyofilm olusturma yetenegi, antibiyotik direncine ve
nozokomiyal enfeksiyonlarin yayilmasina yol acan 6nemli bir viriilans faktorii olarak
kabul edilmektedir (Osland ve ark., 2012). Bakteriyel biyofilmlerin, ayn1 bakteri
tiiriiniin planktonik durumuna kiyasla antibiyotiklere on ila bin kat daha direncli

oldugu bildirilmistir (Mah ve O'Toole, 2001; Olson ve ark., 2002).

S. pseudintermedius'un biyofilm iiretme yetenegi daha 6nce rapor edilmistir.
Gliney Kore'de yapilan bir calismada saglikli kdpeklerden izole edilen tim S.
pseudintermedius izolatlarinin ya giicli ya da orta diizeyde biyofilm iirettigini
bildirilmistir (Han ve ark., 2015). Jontorn ve ark. (2021) ise kopeklerden izole edilen
tim S. pseudintermedius suslarinin biyofilm irettigini, bunlarin da %90'indan

fazlasinin ya gii¢lii ya da orta diizeyde biyofilm iireticisi oldugunu ve direngli suslarin
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cogunun (%45-60) giiclii biyofilm iirettigini, ancak biyofilm iiretimi ile antibiyotik
direnci arasinda anlamli iliski saptamadiklarini rapor etmislerdir. Baska bir ¢alismada,
giiclii, orta diizey, zayif ve biyofilm tiretmeyen S. pseudintermedius'un sirasiyla %61,
%34, %3 ve %2 oraninda tespit edildigi oldugu bildirilmistir (Singh ve ark., 2013).
Giclii biyofilm tiretme yetenegi saglikli ve hasta kedilerde sirasiyla %40,9 ve %53,8
oraninda olarak bildirilmistir (Bierowiec ve ark., 2021). S. felis’te ise biyofilm geninin
saptandig1 rapor edilmistir (Worthing ve ark., 2018). Bu calismada da literatiir ile
uyumlu olarak S. pseudintermedius suslarinda gii¢lii biyofilm iiretimi saptandi ve
antibiyotik direnci ile biyofilm liretme yetenegi arasinda anlaml iligki tespit edilmedi.
S. felis suslariin (n: 29) ise 1’inin giiglii, 10’unun orta, 16’smin zayif biyofilm tirettigi,
2’sinin ise biyofilm iiretmedigi belirlendi. Istatistiksel analizlerde hem S.
pseudintermedius suslarinda hem de diger suslarda, S. felis suslarina kiyasla giiglii
biyofilm {iretimi tespit edildi. Antibiyotik direnci ile biyofilm {iretme yetenegi
karsilastirildiginda metisilin direnci ve MDR ile biyofilm iiretimi arasinda anlamli bir
iliski bulunmadi. Ancak penisilin, ampisilin ve tetrasikline direng ile biyofilm tiretme
giicli arasinda anlamli bir iligki saptandi. Bu calismada izole edilen stafilokoklarda
en yliksek diizey de diren¢ de bu antibiyotiklere kars1 belirlendi. Senobar Tahaei ve
ark. (2021) ise S. aureus izolatlarinda eritromisin, klindamisin ve rifampin direnci ile
biyofilm pozitifligi arasinda pozitif korelasyon tespit etmislerdir. Biyofilm tliretimi ile
antibiyotik direnci arasindaki iligkinin anlasilabilmesi i¢in molekiiler olarak direng

mekanizmalarinin daha detayl bir sekilde arastirilmasi gerektigi sonucuna varildi.
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SONUC ve ONERILER

Sonug olarak bu calismadan elde edilen bulgulara gore;

1. Kedilerde irk ve cinsiyetin otitis eksterna i¢in predispozisyon olusturmadigi,
biiyiik ve orta boy 1rk kopeklerde otitis eksternanin daha fazla goriildiigii ve
erkek kopeklerin disilere gore daha duyarli oldugu,

2. Otitis eksternali kedi (%62) ve kopeklerin (%42) kulak kanalindan
stafilokoklarin izolasyon oraninin, saglikli kedi (%10) ve kopeklerin (%20)
kulak kanalindan izolasyon oranindan yiiksek oldugu ve enfeksiyona baglh

olarak stafiloklarin sayisal olarak arttigi,

3. Kopeklerin kulak kanalindan en fazla izole edilen stafilokok tiiriiniin S.
pseudintermedius, kedilerin ise S. felis oldugu ve otitis olgularina da baskin

olarak bu bakterilerin neden oldugu,

4. Kommensal stafilokok tiirlerinin farkli tiirlerden izolasyonunun bir

enfeksiyonun gostergesi olabilecegi,

5. Hasta ve saglikli hayvanlar arasinda 1k, yas ve cinsiyete gore

Staphylococcus spp. izolasyon sayisinda anlamli bir iligski olmadigi,

6. Kedi ve kopeklerin kulak kanalindan izole edilen stafilokoklarin en yiiksek
oranda tetrasiklin, penisilin, ampisilin, eritromisin ve klindamisine direngli

oldugu,

7. Kedi ve kopeklerin kulak kanalindan izole edilen stafilokoklarda amikasine

diren¢ saptanmadigi,

8. Kedi ve kopeklerin kulak kanalindan izole edilen 3 Staphylococcus spp.

susunda indiiklenebilir klindamisin direnci saptanmasi nedeniyle dogru
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10.

11.

12.

tedavinin  yapilabilmesi i¢in indiiklenebilir klindamisin direncinin

belirlenmesi gerektigi,

S. pseudintermedius suslarinda yiiksek oranda antibiyotik direncinin
saptanmasi ve bu direncin ayni tiir i¢cinde ve tiirler arasinda aktarilabilmesi

nedeniyle antibiyotik direng profilinin siirekli izlenmesi gerektigi,

S. felis suslarinin biiyiik oranda antibiyotiklere duyarli olmasina ragmen, hem
saglikli hem de hasta hayvanlarda MRS ve MDR suslarin saptanmasi
nedeniyle refakatci hayvanlarin metisilin direngli KNS tasiyicisi oldugu, bu
bakterilerin direng profillerinin izlenmesi gerektigi ve hayvanlarin insanlar
icin potansiyel risk olup olmadigr konusunda arastirmalar yapilmasi

gerektigi,

MDR-MRS suslarinin artarak tiim diinyadan rapor edilmesi, bu ¢calismada da
yogun antibiyotik kullanim1 ve hayvanlar ile insanlar arasindaki temasin bu
direng ile iligkili 6nemli risk faktorleri olarak belirlenmesi, etken, ¢cevre ve
bireyler arasinda bu direncin aktarilabilecegine isaret etmektedir. Bu nedenle
ampirik tedaviden ziyade antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina dayanarak
tedavi uygulanmasi, direng profillerinin siirekli izlenmesi ve hayvanlarda ve

insanlarda antibiyotik kullanimin kisitlanmasi gerektigi,

S. pseudintermedius suslarinda saptanan ciddi antibiyotik direnci ile birlikte
gliglii biyofilm tiretimi de tespit edildi. Ancak S. pseudintermedius’a gore
antibiyotiklere genel olarak duyarli olan S. felis suglarinda hasta hayvanlarda
giiclii, orta ve zayif biyofilm {iretimi birbirine yakin oranlarda saptanirken,
saglikli hayvanlarda yalnizca zayif biyofilm tretimi saptandi. Bununla
birlikte Staphylococcus spp. izolatlarinin biyofilm iiretme yetenegi ile MRS
ve MDR arasinda anlamli iligki bulunmamasina ragmen, biyofilm iiretme
giicii ile penisilin, ampisilin ve tetrasiklin direnci arasindaki iliski istatistiksel
olarak anlamliydi. Bu nedenle antibiyotik direnci ile biyofilm iretimi
arasindaki iligkinin molekiiler mekanizmalar ile ortaya konulmasina ihtiyag

oldugu sodylenebilir.

83



Bildigimiz kadariyla bu tez, Tiirkiye’de saglikli ve otitisli kedi ve kopeklerden
Staphylococcus tiirlerinin izole ve identifiye edilerek, tiir gesitliliginin, antibiyotik
duyarlilik profillerinin, metisilin direnci veya ¢oklu ila¢ direnci varligimin, biyofilm
iiretme yeteneginin ve antibiyotik direnci ile iliskili risk faktorlerinin degerlendirildigi

ilk aragtirma niteligindedir.
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