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Tim diinyada biiyiik ekonomik kayiplara neden olan sigir mastitislerinin en
yaygin bakteriyel etkenlerinden biri stafilokoklardir. Stafilokoklarin neden oldugu
mastitis vakalarinin tedavisinde zorluklar olup bunun en biiyiik nedeni antibiyotiklere
kars1 direng gelismesidirf(AMR). Etkenlerin ¢oklu antibiyotik direnci gosterme
durumlar1 sorunun boyutunu artirmaktadir. AMR'ye ¢6ziim olarak alternatifler
icerisinde “repurposing-yeniden amaglandirma” yer almaktadir.

Bu c¢alismada, antioksidan ve antiinflamatuar amacla kullanilan ebselenin,
mastitis kokenli, 6zellikle de metisilin direngli ve ¢oklu antibiyotik direnci gosteren
stafilokoklarda antibakteriyel etkinliginin in vitro olarak degerlendirilmesi
amaclandi.

Anabilimdali kiiltiir koleksiyonunda bulunan 24 adet S.aureus izolati, 34 adet
non-S.aureus izolat1 kullanildi. Izolatlarin coa tiplendirmesinde, S.aureus’larmyedi

farkli, NSA'larm ise iki farkli grup olusturdugu belirlendi. izolatlarin fenotipik

biyofilm {iiretimlerinin inceleme sonuglari, S.aureus’larin 18 (%75)'inin, NSA'larin
ise tamaminin fenotipik olarak biyofilm trettigini gosterdi. icaA ve icaD gen-hedefli

PCR’da, S.aureus izolatlarinin 3’iinde icaA, 6'sinda icaD, NSA izolatlarindan 2'sinde
icaD, 13’iinde icaA geni belirlendi. S.aureus’larintamaminin sefoksitin, sefaperazon,
tigesiklin, enrofloksasin ve amoksisilin+klavulanik aside duyarli, 8 izolatin
okzasiline duyarli, 6'sinm ise orta derecede duyarl oldugu belirlendi. izolatlardan
birinin sefalotine, 6'sinin tetrasikline, 5'inin daptomisine, birinin vankomisine,
4{intin trimetoprim+sulfometokzazole, 2'sinin neomisine ve 10'unun linkomisine
direngli oldugu saptandi. NSA'lardan birinin amoksisilin+klavulanik aside, 17'sinin
okzasiline, ikisinin sefoksitine, 5'inin sefalotine, 30'unun sefaperazona, 7’sinin
tetrasikline, birinin tigesikline, 2'sinin vankomisine, 12'sinin daptomisine, birinin
enrofloksasine, 4’tiniin trimetoprim+siilfometokzazole, 7'sinin neomisine ve 20'sinin
linkomisine direngli oldugu belirlendi. Ebselenin antibakteriyel etkisinin
degerlendirildigi mikrobuyyon dilisyon testinde, S.aureus izolatlar1 igin
0,125ug/ml-32pg/ml, NSA izolatlart igin 0,125ug/ml-4pg/ml MIK degerleri
belirlendi.

Sonug olarak, “repurposing-yeniden amaglandirma” kapsaminda arastirilan
ebselenin, tarih siirecinde pek cok antibiyotige direng gelistiren ve hatta ¢oklu
antibiyotik direnci sergileyen stafilokoklarin neden oldugu mastitislerin tedavisine
alternatif bir ¢6ziim olabilecegi, ebselenin etkinliginin hem in vitro hem de in vivo
ileri  calismalarda  degerlendirilmesi  gerektigi ve  ebselenim  pratikte
kullanilabilirliginin arastirilmasi gerektigi disiiniilmektedir.

Anahtar Sézciikler:Ebselen, MIK, MRSA, Stafilokok, Yeniden Amaclandirma



ABSTRACT
INVESTIGATION OF SUSCEPTIBILITY OF MASTITIS ORIGINATED
STAPHYLOCCUS STRAINS TO EBSELEN AND ANTIBIOTICS
Gizem PIR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department ofVeterinary Microbiology
Master,February/2022
Supervisor:Assoc. Prof. Dr. Arzu FINDIK

Staphylococci are one of the most common bacterial agents of bovine mastitis,
which cause great economic losses all over the world. There are difficulties in the
treatment of mastitis cases caused by staphylococci, and the main reason for this is
the development of resistance to antibiotics (AMR). The fact that the agents show
multiple antibiotic resistance increases the size of the problem. As a resolution to
AMR, "repurposing" is among the alternatives.

In this study, it was aimed to evaluate in vitro the antibacterial activity of
ebselen, which is used for antioxidant and anti-inflammatory purposes, in mastitis
origin, especially methicillin-resistant and multi-antibiotic resistant staphylococci.

24 S.aureus isolates and 34 non-S.aureus isolates in the culture collection of the
department were used. In the coa typing of the isolates, it was determined that
S.aureus formed seven different groups and NSAs formed two different groups. The
phenotypic biofilm production of the isolates, the results of one thousand
examinations, showed that 18 (75%) of S. aureus and all of the NSAs produced
biofilms phenotypically. In icaA and icaD gene-targeted PCR, icaA gene was
determined in 3 of S.aureus isolates, icaD gene in 6 isolates, icaD gene in 2 of NSA
isolates and icaA gene in 13 isolates. It was determined that all S.aureus strains were
sensitive  to  cefoxitin, cefaperazone, tigecycline, enrofloxacin  and
amoxicillin+clavulanic acid, 8 isolates were susceptible to oxacillin, and 6 were
moderately susceptible. It was determined that one of the isolates was resistant to
cephalothin, 6 to tetracycline, 5 to daptomycin, 1 to vancomycin, 4 to
trimethoprim+sulfometoxazole, 2 to neomycin and 10 to lincomycin. One of the
NSAs is amoxicillin+clavulanic acid, 17 are oxacillin, two are cefoxitin, 5 are
cefalotine, 30 are cefaperazon, 7 are tetracycline, one is tigecycline, 2 is vancomycin,
12 is daptomycin, one is enrofloxacin, 4' It was determined that 7 of them were
resistant to trimethoprim+sulfometoxazole, 7 of them were resistant to neomycin and
20 of them were resistant to lincomycin. MIC values of 0.125pg/ml-32pg/ml for
S.aureus isolates and 0.125pg/ml—4pg/ml for NSA isolates were determined in the
microbouillon dilution test, in which the antibacterial effect of Ebselen was
evaluated.

As a result, ebselen researched within the scope of “repurposing” may be an
alternative resolution to the treatment of mastitis caused by staphylococci that have
developed resistance to many antibiotics and even exhibited multi-antibiotic
resistance throughout history. It is thought that the usability of ebselenim in practice
should be investigated.

Keywords:Ebselen, MIC, MRSA, Repurposing, Staphylococci
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1. GIRIS

Mastitis tilkemizle birlikte tiim diinyada 6nemli ekonomik kayiplara neden olan
yangisal bir durum olup subklinik mastitis vakalarindaki ekonomik kayiplar,
baslangicta ne siitte ne de memede herhangi bir belirti olmamasindan dolay: daha
biiyiikk boyutlara varabilmektedir. Mastitisin etimolojisi olduk¢a komplike olup
bakteriyel etkenler bu etimoloji i¢inde olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Bolgeden
bolgeye ve iilkeler arast mastitis patojenlerinin tiirleri ve dagilimlar1 degismekle
birlikte, o6zellikle subklinik mastitis vakalarmin primer patojenleri arasinda
stafilokoklar 6n sirada yer almaktadir. Sigirlardaki mastitis vakalarindan izole edilen
S. aureus ve non-S. aureus olarak tanimlanan stafilokok tiirlerinin viriilens
Ozellikleri,  antibiyotik ~ duyarlibk  profilleri ~ ile  birlikte  molekiiler
karakterizasyonlarina yonelik ¢ok sayida c¢alisma bulunmaktadir. S6z konusu
etkenlerin zaman igerisinde gelistirdikleri antibiyotik direnci, gliniimiiziin en 6nemli

saglik problemlerinden biri haline gelmistir.

Antibiyotik direci sorunu global bir problem olup giiniimiizde hem insan hem
de hayvan saghiginda tedaviye direng gosteren ve onemli kayiplarla sonuglanan
bakteriyel kokenli hastaliklar oldukga yaygindir. Ozellikle stafilokoklarinda dahil
oldugu ¢oklu antibiyotik direncine sahip bakteri gruplarinda goriilen antibiyotik
direng sorunu, ozellikle WHO, FAO ve OIE arasinda “Tek Saglik” yaklasimiyla
kurulan ittifak ile ¢oziilmeye ¢alisilmaktadir. Coziim stratejileri arasinda asilamadan
immunoterapiye, faj terapisinden modifiye CRISPR-Cas yaklasimina kadar ¢esitli
alternatifler bulunmaktadir. Son zamanlarda “repurposing” veya “yeniden
amaclandirma” yaklagimu ile, halihazirda ruhsatlanmis ve klinik kullanimda olan bir
ilacin veya triiniin baska bir amagla, bazi1 toksikoloji ve farmakolojik 6zellikleri ve
bu tez calismasinda oldugu gibi antibakteriyel etki potansiyelleri degerlendirilerek

Klinik kullanima sokulmasina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir.

Tez galismasinda bir organoselenyum bilesigi olan ve normalde antioksidan
ve antiinflamatuar 6zellikleri ile bilinen ebselenin, mastitis kokenli metisilin direngli
ve ¢oklu antibiyotik direnci olan stafilokok suslarindaki antibakteriyel etkinliginin in
vitro olarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Sunulan tez c¢alismasinda sigir
mastitislerinden izole edilmis S. aureus ve non-S. aureus sularmin viriilens

Ozellikleri ve antibiyotik duyarlilik profilleri belirlenerek ¢esitli direng profilleri



sergileyen ve ozellikle biyofilm direten stafilokok suslar1 {iizerinde ebselenin

antibakteriyel etkinliginin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Mastitis

Meme anlamindaki “mastos” ve yangiyr ifade eden “itis” kelimelerinin
birlesmesiyle olusan mastitis, genel olarak memenin deriyi igermeyen glandiiler

dokusunun yangis1 olarak tanimlanabilir (ilhan ve Sendag, 2018).

Mastitis (memenin yangis1), meme bezlerinin enfeksiyoz veya enfeksiyoz
olmayan irritasyonlara kars1 gostermis oldugu tepkidir. Bunlarin arasinda en énemli
yangi Ssebepleri mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiy6z kaynakl
mastitislerdir (Ozyurtlu, 2011).

Mastitis, siit inekgiliginde siklikla karsilagilan ve 6nemli ekonomik kayiplara
neden olan bir hastaliktir. Siit inekgiliginde mastitis sebep oldugu ekonomik
kayiplardan dolayr maliyeti en yiiksek hastaliktir. Bu ekonomik kayip hem inegin
saghigimin etkilenmesinden hem de siit kayb1 ve siitten yapilan iiriinlerin kalitesinin
etkilenmesinden dolay1 olusmaktadir. Mastitisin neden oldugu kayiplar, infertilite
problemlerinden kaynaklanan kayiplardan daha fazladir (Ozyurtlu, 2011).

Mastitis, sadece siitiin mikrobiyolojik kalitesini bozmakla kalmayip, kimyasal
yapistm da etkilemektedir. Ornegin, siitte bulunan kazein peynir yapiminda rol
oynayan onemli bir proteindir. Mastitisli siitlerde kazein orani diistiigiinden, bu
nitelikteki siitlerden daha diisiik oranlarda peynir elde edilmektedir (ilhan ve Sendag,
2018).

Mastitis klinik ve subklinik olarak 2 sekilde tanimlanabilir. Klinik mastitiste,
stitte (siittin rengi, fiziksel yapisi degismis ig¢inde pihti ve flakon benzeri yapilar
vardir) ve meme dokusunda (sislik, kizariklik, 1s1 artigi, renk degisimi gibi) belirgin
degisiklikler vardir. Subklinik mastitiste ise siit ve meme dokusunda gozle

goriilebilen semptom yoktur (Ozyurtlu, 2011).
2.2. Mastitis Teshisi

Klinik teshiste meme ve siitteki degisiklikler dikkate alinmaktadir. Klinik
mastitis vakalarinda meme kaidesindeki siskinlik, kizariklik, agr1 ve 1s1 artis1 gibi
patolojik degisikliklerle birlikte, siitiin renginin degismesi, piht1 goriilmesi ve l6kosit
sayisindaki artis dikkati ¢ekmektedir. Ancak, subklinik mastitislerde bu bulgular

genellikle fark edilememektedir. Mastitis vakalarinin ¢ogunda siitteki degisikliklerin



gozden kagmasi ve memelerdeki degisikliklerin klinik olarak fark edilememesi
nedeniyle, subklinik mastitislerin saptanmasinda bazi indirekt testler gelistirilmistir.
Bu testlerin ¢ogu siitteki somatik hiicre sayisindaki degisiklikleri saptamaya yonelik
olmakla birlikte, bazilar1 enzim, bazilar1 ise c¢esitli kimyasal parametrelerdeki
degisiklikleri saptamaktadir. S6z konusu testler arasinda strip cup, asitlik, katalaz,
whiteside, Wisconsin, somatik hiicre sayimi, elektriksel iletkenlik (Ei), California
mastitis testi (CMT) ve siitte klor saptanmas1 gibi teknikler sayilabilir. Diger yandan
bazi arastiricilar, B-glukuronidaz, N-asetil-B-D-glukoz aminidaz (NAGase) ve laktat
dehidrojenaz (LDH) gibi enzimlerin inek mastitislerinin 6n teshisinde bir indikator
olarak kullanilabilecegini bildirmektedir. Uluslararas: Siit¢iiliik Federasyonu'nun
1967 yilinda aldig1 karara gore subklinik mastitisli inek siitlerindeki somatik hiicre
sayis1 1x10° hiicre/ml olarak belirlenmis, ancak daha sonra yapilan ¢alismalarda bu
oranin ilkelere, bolgelere ve hatta isletmelere gore oldukca degisiklik gosterdigi
belirlenerek, s6z konusu deger son zamanlarda 2x10° olarak revize edilmistir (Vural,
vd., 2016).

Mastitislerin kesin teshisi laboratuvar analizleriyle yapilmaktadir. Laboratuvar
teshisinin  gilivenilir olmas1 ig¢in siit orneklerinin  uygun sekilde alinmasi
gerekmektedir. Bu amagla, meme loblari %70lik alkolle temizlendikten sonra
yaklasik 1 dakika beklenerek, orta sagimdan steril tiiplere siit 6rnekleri alinip, kisa
stirede ve soguk zincirde laboratuvara ulastirilmalidir. Laboratuvara ulastirilan
ornekler kisa siirede analiz edilmeli veya zorunlu durumlarda -20°’de saklanmalidir.
Fakat, baz1 mastitis patojenlerinin dondurma isleminden sonra izolasyon oranlarinin
azaldig: dikkate alinmalidir (Ilhan ve Sendag, 2018).

2.3. Mastitisin Bakteriyel Etiyolojisi

Mastitisin etiyolojisinde genel olarak primer etkenler ve sekonder faktorler rol
oynamaktadir. Primer etkenler arasinda c¢esitli bakteriler, viriisler, bazi mikotik ve
paraziter ajanlar bulunmaktadir. Sekonder faktorler arasinda ise konakgiya (meme
loblarinin biiyiik olmasi, meme bas1 sfinkterlerinin gevsek olmasi, immiin yetmezlik
ve laktasyon donemi gibi) ve ¢evreye (Uuygun sagim yonteminin uygulanmamasi ve

barmaklarin fazla kalabalik olmasi gibi) ait faktorler sayilabilir (Mural, vd., 2016).

Mastitisin  bakteriyel etiyolojisi dikkate alindiginda, hastaligin major

(kontagiy6z) ve minor (gevresel) patojenler tarafindan  olusturuldugu



bildirilmektedir. Major patojenler arasinda Staphylococcusaureus,
Streptococcusagalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis, ¢esitli Mycoplasma tiirleri ve
Escherichiacoli; minor patojenler arasinda ise koagulaz negatif stafilokok (KNS)'lar,
cesitli Corynebacterium, Pasteurella ve Enterobacter tiirleriyle, bazi Gram pozitif ve
Gram negatif bakteriler sayilabilir. Ancak, bu siiflandirmalarin degisik kaynaklarda

farkl1 sekillerde olabilecegi unutulmamalidir (ilhan ve Sendag, 2018).

Meme bezlerini enfekte eden Staphylococcusaureus, patojenitesi, bulasiciligl,
meme dokusunda kaliciligi, deri veya mukozal epitel kolonizasyonu ve tedavilere
kars1 direng gosterme durumu nedeniyle diinya ¢apinda siit endistrisi igin bityiik bir
sorun olmaya devam etmektedir. Staphylococcusaureus ayrica gida giivenligi ve
antibiyotik kullanim sorunlar1 ve suslarin insanlarla siit hayvanlari (inekler ve kiigiik
gevis getiren hayvanlar) arasinda ¢ift yonlii bulagsma potansiyeli nedeniyle halk
saglhigi i¢in bir tehdit olusturmaktadir (Markey, et al., 2013).

2.4. Mastitis Etkeni Olarak Staphylococcus spp.

Eubacteria alemi, Firmicutes subesi, Bacilli smifi, Bacillales takimu,
Staphylococcaceae ailesi igerisinde yer alan Staphylococcus cinsi bakteriler, 6nemli
bir enfeksiyon etkenidir. Staphylococcus genusunda 30'dan fazla tiir bulunmaktadir.
Genel karakter olarak stafilokoklar yuvarlak, 0,8-1,0 um ¢apinda, cogu kez diizensiz
kiimeler, bazen tetrad, ikiserli kok ya da tek tek koklar seklinde goriilen Gram pozitif
bakterilerdir. Stafilokoklar hareketsiz, fakiiltatif anerobik, spor olusturmayan
genellikle kapsiilsiiz bakterilerdir. Stafilokoklar, Enterobacteriaceae haricinde
mikrobiyoloji laboratuvarindaki klinik 6rneklerden en sik izole edilir. Bu bakteriler
dogada yaygindir ve ¢evreden veya deri, mukoza zarlari ve insanlarda ve
hayvanlarda diger viicut bolgelerinde normal flora etkeni olarak bulunur. Erken,
zaman zaman opurtunistik enfeksiyonlara neden olabilir. Bir¢cok enfeksiyon endojen
olmakla birlikte stafilokoklar ¢evre kosullarinda (isiya, tuz ve baz1 dezenfektanlara
kars1 kismen direngli) uzun zaman canliliklarimi siirdiirebilirler ve indirekt bulasma

s6z konusu olabilir (Markey, et al., 2013).

Stafilokoklar piyojenik bakteriler olup abse olusumu ve suppurasyonla iliskili
olabilirler. Patojenik stafilokoklar ¢ok gesitli viriilens faktorlerine sahiptir. En 6nemli
patojenin tiirlerden biri olan Staphylococcus aureus'un sahip oldugu viriilens

faktorleri arasinda, koagulaz, protein A, proteazlar, enterotoksinler, hemolizinler,



lipaz ve fosfolirpazlar, deoksiriboniikleaz, yilizey proteinleri, kapsiil ve biyofilm
olusturma o6zellikleri yer almaktadir (Markey, et al., 2013; Graf, et al., 2019).

S. aureus gibi klasik hastaliga neden olan stafilokoklarin patojenik potansiyeli,
viriilens faktorleri olarak kabul edilebilecek bir dizi biyokimyasal fonksiyonla
iliskilidir. Virtilens faktorleri; konake¢1 dokularin kolonizasyonunu destekleyen yiizey
proteinlerini, dokularda bakteri yayilimini destekleyen istilalar1 (l6kosidin,
hiyaliironidaz), fagositik yutmay engelleyen yiizey faktorlerini (kapsiil), fagositlerde
hayatta kalmalarim1 artiran biyokimyasal 6zellikleri (katalaz tiretimi) ve okaryotik
hiicre zarlarin1 pargalayan zara zarar veren toksinler (hemolizinler, I6kotoksin).
Farkli koagiilaz negatif stafilakok tiirlerinde benzer aktiviteler gézlemlenmistir
(Tirkyilmaz, 2005).

Staphylococcusaureus pnomoni, mastitis, flebit, menenjit, idrar yolu
enfeksiyonlarr, osteomiyelit, endokardit ve furunkiiloz gibi yiizeysel deri
lezyonlarina neden olur. S. aureus, cerrahi yaralarin hastane kaynakli (nozokomiyal)
enfeksiyonunun ve kalici tibbi cihazlarla iliskili enfeksiyonlarin 6nemli bir nedenidir.
S. aureus ayrica yiyeceklere enterotoksinler salarak gida zehirlenmesine ve toksik

sok sendromuna neden olur. (Markey, et al., 2013).

S. aureus, ozellikle sigirlarda subklinik mastitisin ¢ok yaygin bir etkeni olup
gangren6z mastitise de neden olmaktadir. Siiriide subklinik tasiyici hayvanlar yiiksek
oranda bulunabilmektedir. S. aureus kontagiyoz karakterde mastitise neden olmakta

ve siirii igcinde sagimcinin elleri, siit kaplar1 gibi yollarla kolayca yayilabilmektedir.

Hem fagositler hem de meme epiteli icerisinde canliligini siirdiirebilme
yetecegine sahip olan S. aureus, antibakteriyel terapiye karsi da dayanikli
olabilmektedir. Biyofilm olusumunun persistent enfeksiyonlarin olusumunda 6nemli
bir roliiniin oldugu kabul edilmektedir (Melchior, et al., 2006). Biyofilm, serbest
yasayan organizmalarin uygun bir yiizeye tutunup kiimeleserek tirettikleri matriks ile
olusturduklar1 tabakadir. Bu tabaka, S. aureus’larin antibiyotige karst direngli
olmasint sagladigi ve konak tarafindan fagositozuna engel oldugu igin, S.
aureusenfeksiyonlarinin tedavisini zorlastirmaktadir. S. aureus tiiriinde biyofilm
tabakasinin olusumundan icaADBC lokusu ve bazi proteinler sorumlu tutulmaktadir
(Yiksekdag, 2013).



Terapotik sorunlarin disinda, MRSA'nin bir matitis nedeni olarak ortaya
cikmasi, ozellikle S. aureus'un sigir klonlarinda farkli bir mecA geninin ortaya
¢ikmasi ve sigirlarin yeni MRSA suslarinin kaynagi olarak rol oynama olasiligi halk

saglig1 agisindan endise vericidir (Garcia-Alvarez, et al., 2011; Shore, et al., 2011).
2.5. Mastitis Tedavisinde Kullanilan Antibakteriyeller

Genel olarak, siit giftlikleri, tibbi agidan énemli antimikrobiyaller dahil olmak
tizere en biiyiik antimikrobiyal kullanicilarindan biridir. Siit ¢iftliklerinde kullanilan
baz1 antimikrobiyaller arasinda beta-laktamlar (penisilinler, ampisilin, oksasilin,
penisilin-novobiyosin),  genis  spektrumlu  beta-laktamlar  (ligtincii  nesil
sefalosporinler, ornegin seftiofur), aminoglikozitler (streptomisin), makrolidler
(eritromisin), linkozamid (pirlimisin), tetrasiklin, stilfonamidler ve florokinolonlar
bulunmaktadir (Dego, 2020).

Penisiline direncli stafilokoklardan ileri gelen enfeksiyonlarda spiramisin gibi
makrolidlerin kullanimi s6z konusu oldugu gibi, penisilinaza direngli penisilinler ve
amoksisilin-klavuloniak asit gibi kombinasyonlar kullanilmaktadir. Ayrica parenteral
sefalosporinler ile sentetik veya aminopenisilinlerin meme dokusunda dagilimlari
zay1f oldugundan tedavide meme i¢i uygulama seklinde sefalosporinler ile tilosin,

kinolonlar, trimetoprim ve aminoglikozidler kullanilabilir (Vural, vd., 2016).

Mastitisin tedavisinde en yaygin kullanilan antibiyotik sefalosporinler olup,
bunu linkozamidler ve sefalosporin olmayan beta-laktam antibiyotikler izledigi
bildirilmistir. Kuru daki ineklerin tedavisi i¢in en yaygin kullanilan iki antibiyotik,
Penisilin G/dihidrostreptomisin ve sefalosporinler olarak bildirilmistir (Dego, 2020).

ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan ticari olarak mevcut
tirlinler arasinda yalnizca iki antimikrobiyal sinif temsil edilmektedir. Bu siniflar, -
laktamlar (amoksisilin, seftiofur, sefapirin, koksisilin, hetasilin ve penisilin) ve bir
linkozamiddir (pirlimisin). ABD pazarindan birkag iiriin ¢ekilmis olsa da, 2006'dan

beri siit tiretimindeki inekler igin yeni meme i¢i antibiyotikler onaylanmamustir.

Amerika Birlesik Devletleri'nde mastitisin sistemik tedavisi i¢in ruhsatlanmis
antimikrobiyaller yoktur; ancak bazi antibiyotiklerin (diger hastaliklar igin siit
sigirlari igin onaylanmis olan) etiket dis1 kullanimina veteriner gézetimi altinda izin
verilmektedir. Bu ineklerin ¢cogu septisemik oldugundan, siddetli mastitisli inekleri

tedavi etmek igin sistemik antibiyotikler onerilir (Erskine, et al., 2002). Ancak
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penisilin, ampisilin (Polyflex®) veya seftiofur (Excenel®, Naxcel®) gibi ilaglarin
sistemik kullanimi memede terapotik konsantrasyonlara ulasmaz ve hafif veya orta
dereceli klinik vakalarda kullanilmasi1 6nerilmez. Mastitis tedavilerinin ¢ogu sadece
inflamasyonun  gozlemlenmesine  dayali  olarak  (bakterileri  bilmeden)
uygulandigindan, ¢ogu sistemik tedaviyi hem tibbi olarak hem de tiiketiciler igin
hakli ¢ikarmak zordur (Ruegg, 2021).

2.6. Antibiyotiklere Karsi Diren¢ Sorunu

Antimikrobiyal diren¢ (AMR), mikroorganizmalarin ge¢miste etkili olan
antimikrobiyallerin etkilerinin istesinden gelebildigi zaman ortaya ¢ikar. 2016
yilindaki EARS-Net verilerine gére AMR, Avrupa'da halk sagligi i¢in ciddi bir tehdit
olmaya devam etmektedir (ECDC, 2017). Ek olarak, AMR kiiresel saglik, gida
giivenligi ve kalkinmaya yonelik en biiytik tehditlerden biridir (WHO, 2015).

Antibiyotik direnci, global boyutta 6nemli bir klinik ve halk sagligi sorunu
haline gelmistir. Bakteriyel direncin seleksiyonunda antibiyotiklerin ¢ok onemli
oldugu acikken, direng genlerinin ve direngli bakterilerin yayilmasi da soruna
katkida bulunur. Direngli formlarin seleksiyonu, antimikrobiyal tedavi sirasinda veya
sonrasinda meydana gelebilir; antibiyotik kalintilar1 tedaviden sonra uzun siireler
boyunca ortamda bulunabilir. Antibiyotiklerin yani sira, bakterileri yok etmeyi
amaglayan diger ajanlarm, Yyani artik birgok ev iriiniinde bulunan yiizey
antibakteriyellerin artan kullanimi s6z konusudur. Bunlar da c¢evre i¢in 6nemli
Kirleticilerdir. Su anda basarili bir sekilde tedavi edilmesi zor ve bazen imkansiz olan

cok direngli bulasici hastalik organizmalartyla kars1 karsiyayiz (Levy, 2002).

Baslangigta insan sagligi sorunu olarak goriilmesine ragmen, antimikrobiyal
direncin kontrol altina alinmasi insan, hayvan ve ¢evre sagligi uzmanlarini igeren ¢ok
sektorli bir yaklasimi gerektirir. Diisiik gelirli tlkelerdeki kosullar, asilama gibi
nitelikli veteriner saglik hizmetlerine diistiik erisilebilirlik ve antibiyotik kullanimina

iliskin yetersiz farkindalik ve diizenleme dahil, durumu daha da koétiilestirmektedir.

Tek Saglik, yerel, ulusal ve kiiresel diizeylerde insanlar, hayvanlar ve cevre
bakimindan ideal saglik elde etmek igin farkli disiplinlerin isbirlik¢i ¢caligmasi olarak
tamimlanmakta olup bu konsept dahilinde yer alan bir¢ok 6nemli konu ile birlikte
antimikrobiyel diren¢ sorununun multidisipliner ve sektorler arasi igbirlik¢i ¢abalarla

¢oziilmesi gerekmektedir (Puyvelde et al., 2018).



Penisilinin kesfedilmesiyle antibiyotikler kullanilmaya baslanmis ve tipta
yillarca 6nemli bir yere sahip olmustur. Bununla birlikte, son zamanlarda, hem beseri
hem de veteriner hekimlik alaninda bakteriyel hastaliklarin tedavisinde mevcut
antibiyotiklerin kotiiye kullanimi, bakterilerdeki antibiyotik direncinin artmasina yol
acmistir. Bu durum, bakteriyel infeksiyonlarin gelecekteki tedavisi igin endise
olusturmakta olup, antimikrobiyal direng, su anda en ¢ok dikkat ¢ceken konulardan
biri haline gelmistir. Yapilan ¢alismalarda antibiyotik direncinin genis capta cesitli
mikroorganizmalara yayildigir ve genisledigi bildirilmistir. Ve bu durumun sonug
olarak bakteriyel aracili hastaliklarda artan sayida klinik basarisizliga neden olacagi
ve bu durumun da kiiresel halk saghigi agisindan onemli oldugu rapor edilmistir
(Hussein, et al., 2009). Onceki calismalara dayanarak, S. aureus'un penisilin direnci,
mastitise neden olan bakteriler arasinda AMR'nin en yaygin sekli oldugu séylenebilir
(Hendriksen, et al., 2008; Kalmus, et al., 2011).

Metisilin ve oksasilin gibi beta-laktamaz direngli penisilinler, siit ineklerinde
meme i¢i uygulama amagli {irlinlerde kullanilan kloksasilin disinda kullanilmaz.
Metisiline direngli (MRSA), mastitis siitii 6rneklerinden izole edilmistir ve sigir
mastitisinin tedavisini karmasik hale getirme potansiyeli bulunmaktadir. Sigir
mastitisinde MRSA'nin varligi, diger maruz kalan sigirlar ve veteriner hekimler dahil
ciftlik ¢alisanlar igin potansiyel bir risktir. Genel olarak, AMR bakterilerinin veya
genetik belirleyicilerin hayvanlardan insan popiilasyonlarina besin zinciri yoluyla
ortaya c¢ikmast ve aktarilmasi da giderek artan bir endise kaynagidir
(Chandrasekaran, et al., 2014).

MRSA suslarmin, mastitis tedavisinde siklikla kullanilan aminoglikozitler,
makrolidler, linkozamidler, streptograminler, tetrasiklinler vb. gibi coklu ilaca
direncli oldugu gozlenmistir. U¢ veya daha fazla antibiyotik sinifina kars: direng
gosteren bakteriler igin “multidrug resistant” (MDR) terimi kullanilmakta olup
MDR-SA'nin belirlenmesi, zoonotik potansiyele sahip oldugu i¢in insan sagligi igin
endise vericidir. Hayvancilik, halk sagligi, ciftlik iscileri ve veteriner hekimler igin
biiyiikk bir tehdit olusturabilecek siit yoluyla bakterilerin insanlara bulasmasinda
onemli bir rol oynayabilmektedir. Son yillarda, S. aureus insidensi artmaktadir ve
halk saglig1 tizerinde biiyiik bir etkisi olan saglik bakimiyla iliskili MRSA ve ciftlik
hayvanlart ile iligskili MRSA yaygin olarak rapor edilmistir (Chandrasekaran, et al.,
2014).



1981 yilinda antimikrobiyal direng sorunu konusunda paydaslar ve toplumlart
bilin¢lendirmek, bu alanda yapilacak yasal ve bilimsel galismalara yon vermek
amaciyla A.B.D. Tufts Universitesi profesorlerinden StuartLevy“nin onderliginde
”AllianceforPrudentUse of Antibiotics (APUA)” adli uluslararasi bir organizasyon
kurulmustur. 1990’11 yillardan baglayarak metisilin ve vankomisine direngli S.aureus
suslar1, izoniazid ve rifamisine direngli MDR-tipi M.tuberculosis, makrolide direngli
S. pneumoniae, ampisiline diren¢li H. influenzae, Klasik ilaglara direngli N.
gonorrhoeae ve ESBL, AmpC ve metalo-beta laktamaz enzimleri ireten Gram-
negatif bakteri tiirleri, karbapenem direngli K. pneumoniaeve plazmid aracili Kolistin
direngli Enterobacteriaceae’da goriilen kiiresel artis ve yayilis, buna paralel olarak
cogul direngli Salmonella, Campylobacter, L. monocytogenes, VTEC E.coli ve
Enterococcus gibi gida kokenli zoonotik bakterilerin prevalans ve insidansindaki
global yiikselis basta A.B.D ve Avrupa Birligi olmak iizere bir¢ok iilkenin insan ve
hayvan sagligindan sorumlu kuruslariyla WHO, OIE ve FAO gibi, insan saglhgi,
hayvan sagligi ve gida giivenligi konularinda faaliyet gosteren uluslararasi
kuruluslar1 harekete gecirmistir. Kisa bir zaman siirecinde “antimikrobiyal direng

sorunu” tim bu kuruluslarin belli bash ¢alisma konular1 arasina girmistir

(Thangamani, et al., 2016).

Mastitis vakalarindan ve siit ¢iftligi ortamlarindan bakteri izolatlariin
antimikrobiyal diren¢ modellerinin izlenmesi, tedavi kararlari ve antimikrobiyal
diren¢ azaltma onlemlerinin uygun sekilde tasarlanmasi i¢in 6nemlidir. Ayni
zamanda, antimikrobiyal direngli bakterilerin ve bu rezervuarlardan gelen
antimikrobiyal direngli bakterilerin insanlara, hayvanlara ve g¢iftlik ortamlarina
yayilmasinin ortaya ¢ikisini, kalicihigini ve potansiyel riskini belirlemeye yardimci
olur. Siit ciftliklerinde antimikrobiyallerin ihtiyatl kullanimi1, antimikrobiyal direngli
bakterilerin ortaya c¢ikisini, kaliciligimi ve yayilmasimi ve mandiralardan insana,

hayvana ve ¢evreye yayilmasini azaltir (Sharma, et al., 2018).
2.7. Antibiyotik Direncliligine Coziim Stratejileri

AMR'yi ele almak i¢in bireysel, topluluk, yerel, bolgesel, ulusal ve uluslararasi
diizeyde kiiresel isbirligi cabalari gerekmekte ve saglanmaktadir. Oziinde, tiim
stratejiler antibiyotik kullanimini1 optimize etmeyi, patojenik mikroorganizma ile

antibiyotikler arasindaki istenmeyen etkilesimi en aza indirmeyi, direngli suslarin
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yayilmasint smirlamayr ve enfeksiyonlart akilci antibiyotik kullanimiyla tedavi
etmeyi hedeflemelidir (Tanwar, et al., 2014). Bu hedefe ulagmak i¢in WHO, FAO ve
OIE arasinda Tek Saglik yaklasimiyla Uglii Ittifak kurulmustur. Uglii ittifak, 2015
yilinda AMR ile ilgili Kiiresel Eylem Planimi yayinlamistir. Benzer sekilde, FAO,
gida ve tarim sektorlerinde DSO Kiiresel Eylem Planinmn uygun sekilde
yiritiilmesini desteklemek i¢in 2016 yilinda AMR Stratejisini de baslatt1 (FAO,
2016). DSO Kiiresel Eylem Plani, AMU (Antimikrobiyel Kullanim) ve ilgili AMR
hakkinda artan farkindalik ve anlayisa vurgu yapmaktadir; uygun sérveyans ve
arastirma yoluyla AMR ile ilgili bilgi birikimi olusturmak; antibiyotiklerin optimal
ve akilci kullanimi; bulasict hastaliklarin insidansini azaltmak ve antibiyotik
direncinin uygun sekilde entegre bir sekilde onlenmesi ve kontrol altina alinmasi igin

kaynaklari, arastirmalar1 ve gelistirmeleri organize etme tizerinedir (WHO, 2015).

Hem insan hem de veteriner patojenlerinde AMR'nin  yoénetimi,
arastirmacilarin, politika yapicilarin, veteriner hekimlerin, sanayicilerin ve ayrica son
kullanicilarin  ideal ve uyumlu eylemini gerektirir. Daha yeni ve gigli
antimikrobiyallerin gelistirilmesinin yan1 sira, AMR'yi kontrol etmeye yardimci
olabilecek olas1 miidahale 6nlemlerinin basinda, sik1 mevzuat yoluyla AMU kontrolii
ve regetesiz satiglarin izlenmesi gelmektedir. Hem recete yazana hem de dagiticiya
yonelik olarak akilci olmayan kullanima yol agan mali tesviklerin siki1 bir sekilde
diizenlenmesi gerekir. Standart tedavi kilavuzlarimin daha basit, yerel olarak ilgili,
kanita dayali ve erisimi kolay belgelere periyodik olarak giincellenmesi esastir.
Performansa gore odeme politikast gibi bazi motivasyonel onlemler, bireysel
pratisyenlerin ve saglik tesislerinin ilag receteleme oranlarina iligkin tarafsiz denetim
geri bildirim mekanizmasiyla birlikte hiikiimet yetkilileri tarafindan uygulanmalidir.
Enfeksiyon kontrol miidahalelerinin yeniden degerlendirilmesi ve iyilestirilmesi
gerekmektedir. Tlgili tiim paydaslarin dahil oldugu, sektorler arasi genis kapsamli
koordinasyon roliine sahip ulusal is (gorev) giicleri arzu edilmektedir. Bu tiir gorev
giicleri, siirveyans, diizenleme, tedavi kilavuzlari, enfeksiyon kontrolii, egitim ve
farkindalik gibi farkli alanlarda yillik eylem planlarini ve kilometre taglariin ana

hatlarii belirlemelidir (Laxminarayan, et al., 2013).

AMR'nin yeni antibiyotiklerin yavas ortaya c¢ikmasiyla birlikte yayilmasi,
mikrobiyal bozukluklara kars: etkili tedavilerde bir eksiklik yaratmistir. Hali hazirda,

daha yeni bir ilacin kesif, klinik etkinlik ve giivenlik degerlendirmesi asamasindan
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onaya kadar olan mobilitesinin maliyetinin iki katindan fazla oldugu tahmin
edilmektedir (DiMasi, et al., 2014; Elder, et al., 2016). Bu nedenle, yeni
antibiyotiklerin bulunmasi ve tanitilmasi daha zorlu hale gelmistir ve antimikrobiyel
arastirmalar artik hizli ve 6nemli geridoniitler arayan yatirimeilar igin gekici bir
secenek olmaktan ¢ikmaktadir. Antibiyotiklere direnci azaltmak ve antibiyotiklere
yeni, giivenli, direngsiz ve ekonomik alternatiflerin kesfedilmesini ve sunulmasini
hizlandirmak i¢in daha yenilikgi ve cesur ¢oziimlerin tam zamanidir (Founou, et
al.,2016). Antibiyotiklere ideal alternatifler, viicuttan kolayca atilabilen, toksik
olmayan, gastrointestinal gecis yoluyla stabil, kolayca pargalanan ve ¢evre dostu,
yerlesik bagirsak florasi lizerinde minimum veya hig etkisi olmayan patojenlere karsi
secici olarak aktif, yem verimliligini artiran ve hayvan biiyiimesini tesvik eden
nitelikte olmalidir ve her seyden once direngsiz olmahidir (Cheng, et al., 2014).
Giiniimiizdeki antibiyotiklerin yerini almaya ve/veya bunlara ek olarak hizmet
etmeye yonelik umut vaat eden ve MDR suslarina karsi aktivite gosteren yeni

stratejiler arasinda sunlar yer almaktadir:
1. Asilama,
2. Tavuk yumurta saris1 antikorlart,
3. Probiyotikler, prebiyotikler ve simbiyotikler,
4. Litik bakteriyofajlar veya onlarin saflagtiritlmis gen iriinleri,
5. Quorum sensing sondiirticiiler,
6. Antimikrobiyal peptidler, bakteriyosinler and fitobilesikleri,
7. Modifiye CRISPR-Cas yaklagimi,
8. Metal-temelli nanopartikiiller
9. Immunostimulant ve sitokinler.

Bakteriyel enfeksiyonlarla basa ¢ikmanin bir bagka yaklagimi, mevcut ilaglar
antibiyotik veya viriilens inhibitorleri olarak yeniden kullanmaktir. Yeni bazi
caligmalarin yansittigir gibi, son on yilda ilaglarin baska amagla yeniden kullanimi
(“repurposing”) ilgi kazanmistir (Mir6-Canturri, et al., 2019). O zamandan beri, 314
kurumdan klinik 6ncesi antibiyotik projelerinin %4'i, bakteriyel enfeksiyonlara karsi
degerlendirilen ilaglarin yeniden kullanilmasiyla ilgilidir. Bu ilag sinifina artan

ilginin bir baska kaniti, baska amaglarla kullanilan ilaglar ig¢in gelistirme siirecinin
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genis bir mevcut bilgi birikiminden faydalanmasi ve gelistirme zamanini Ve
maliyetini azaltmasidir. Bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmek igin gelistirilen
amaca uygun Yyeniden tasarlanmis ilaglarin ¢ogu, antikanser ilaglar, anti-
enflamatuar/immiinomodiilator ilaglar, antipsikotik ve antidepresan ilaglar, statinler
ve demir depolayan ilaglar olarak onaylanmig veya ileri klinik asamalardadir
(Theuretzbacher, et al., 2020).

2.8. Yeniden Amac¢landirma (“Repurposing”)

Ilacin yeniden amaglandirilmasi, yeniden konumlandirilmas1 veya yeniden
yonlendirilmesi, yeni endikasyonlar veya hali hazirda pazarlanan ilaglar igin yeni
ticari firsatlar araciligiyla bilinen onaylanmis ilaglar ig¢in yeni Kklinik firsatlar
olusturma siirecini tanimlamak igin kullanilan yaygin terimlerdir. Genel olarak,
ilaglarin yeniden amaglandirilmasi1 vaadi ¢ok farkli iki prensipten gelir. Birincisi,
bir¢ok ilacin, ilaglarin birgok yan etkisi ile ortaya ¢ikan bir olgu olan “gizli biyolojik
aktivitelere” sahip olmasidir. Ikincisi, farkli hastaliklarin siklikla ortak molekiiler
yollart ve/veya genetik faktorleri paylagsmasidir (Farha and Brown, 2019). Bu
yaklasimin, yeni antimikrobiyaller iretmek icin yiiksek maliyetlerden ve uzun
gelistirme siirelerinden kaginmak ve ayrica bilinen farmakolojik ozelliklere sahip
bilesikleri kullanabilmek gibi g¢esitli avantajlar1 vardir. Baska bir deyisle
farmakolojik, toksikolojik ve biyoyararlanim verileri zaten mevcuttur. Kullanimlari
nispeten yeni olmasina ragmen in vitro ve in vivo (en azindan bazilar1 igin) umut
verici 6zelliklere sahip, en az onlarca uygulanabilir aday vardir (Rangel-Vega, et al.,
2015).

Yeniden amagclandirilmis antibiyotik olmayan ilaglar, kendi aralarinda ve
antimikrobiyallerle birlikte kullanildiklarinda antibiyotik etkileri gosterdiginden, bu
kombinasyonlar su anda bireysel ilaglarin zayif aktivite probleminin {istesinden
gelmek igin yararli bir segenek olusturmaktadir. Bununla birlikte, kiiresel bilim
camiasinda sadece baslangi¢ noktasi oldugu konusunda bir fikir birligi mevcut olup
etki mekanizmalar1 ve ilaveten in vivo ¢alismalar bu ilaglarin giivenli kullanimi igin

hayati onem tasimaktadir (Serafin and Horner, 2014).

Yeniden amacglandirma ve etiket disi kullanimi karsilagtirildiginda, bu
uygulamalar arasinda bir benzerlik oldugu goriiliir. Bu, ilacin normalden farkli yeni

bir endikasyonudur. Bununla birlikte, etiket-dis1 kullanim bunun 6tesindedir, ¢ilinkii

13



farkli yas gruplari, dozaj veya uygulama yolunu igerebilir. Bu yasal ve yaygin bir
uygulama olarak kabul edilmesine ragmen, genellikle yeterli bilimsel verilerin
yoklugunda gergeklestirilir ve hastalar1 saglik riski bilinmeyen ilaglarin sinirsiz ve

etkisiz deneylerine maruz birakabilir (Serafin and Horner, 2018).

Cesaret verici verilerden biri de yeniden konumlandirilmig ilaglarin yeni
ilaglara gore daha yiiksek olan basar1 oranlari olup, son birkag y1lda% 30'a ulagmuistir.
Ayrica, Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanma da yeniden
konumlandirmanin pozitif yoniinii olusturmaktadir (Jin and Wong, 2014). Bununla
birlikte, bu yontem ila¢ endistrilerinin ilgisizligi nedeniyle akademik veya kiiciik
laboratuvarlar igin uygundur. Patentler olmadan, bu endiistriler, hizli ortaya ¢ikan
direng ve daha dar bir faaliyet yelpazesi nedeniyle gereken verimli ilgiyi
gormemektedir. Ote yandan, bu ¢dziim tamamen mucizevi olamaz. Ila¢ replasman
(yeniden konumlandirmasi), yiiksek minimal inhibitor konsantrasyonu (MIiK) veya
insanlarda tolere edilen tutarsiz plazma konsantrasyonlar1 nedeniyle her zaman
caligmaz. Bu yeni endikasyon igin test edilen doz 6nemlidir ve toplumun korktugu
insan toksisitesine neden olabilir. Galenik ile ilgili olarak, bir fiziko-kimyasal
uyumsuzluk gozlenirse formiilasyonun bir optimizasyonu da 6ngoriilebilir (Peyclit,
etal., 2019).

llaglarin antimikrobiyal aktivite icin yeniden kullanilmasi baglaminda,
onaylanmig bazi ilaglarin antimikrobiyal aktivitelerine yonelik olarak tanimlandigina
dair artan raporlar vardir. Daha belirgin 6rneklerden bazilari, ABD FDA tarafindan
2012'de yetim ilag statiisiinde varsayilan, genis spektrumlu bir antimikrobiyal olarak
yeniden kullanilan ve gastrointestinal protozoa tedavisi igin klinik bir deneyden
gegen bir antiromatizmal artrit ilaci, auranofin (Debnath, et al., 2012); antiviral
olarak bir anti-alerjik olan Kklorosiklizin (He, et al., 2015); insan Afrika
tripanozomiyazisinin tedavisi i¢in yeniden tasarlanmis bir antitimér ajan olan
eflornitin (Simarro, et al., 2012); viseral Leishmaniasis'i hedef almak iizere
kullanilan bagka bir antitimér ajan olan miltefosin (Smorenburg, et al., 2000);
antiviral ve antibakteriyel aktivite i¢in yeniden tasarlanmis bir antelmintik ila¢ olan
niklozamid (Imperi, et al., 2013); pentamidin, antibakteriyel olarak yeniden
tasarlanmig bir antiprotozoal (Stokes, et al., 2017); antifungal olarak bir antidepresan
olan sertralin (Villanueva-Lozano, et al., 2018); bir antifungal olarak bir antitimor

olan tamoksifen (Krysan, et al., 2008); antibakteriyel olarak bir antikistik fibroz ilaci
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olan ivacaftor (Thakare, et al., 2017); DPIC, genis spektrumlu bir antibakteriyel
olarak bir nitrik oksit sentaz inhibitorii (Pandey, et al., 2017); disiilfiram, bir anti-
alkolik ilag, antibakteriyel olarak (Thakare, et al., 2019); ve noroprotektor olarak
kullanilan ebelsen, bir antibakteriyel (Thangamani, et al., 2015a) olarak yeniden

tasarlanmustir.
2.9. Ebselen ve Antibakteriyel Etkisi

Ebselen, PZ51 veya DR3305 olarak da bilinen bir organoselenyum bilesigi
olup, yaygm anti-enflamatuar, anti-aterosklerotik ve antioksidatif ozelliklerine
yonelik c¢alismalar yapilmistir. Bu o6zel ilacin iyi incelenmis toksikolojik ve
farmakolojik bir profili vardir ve su anda artritis, kardiyovaskiiler hastalik, inme,
ateroskleroz ve kanser gibi farkli rahatsizliklar i¢in bir tedavi secenegi olarak klinik
calismalarda da yer almaktadir (Thangamani, et al., 2016). Thangamani, et al.
(2015b), ebselenin, stafilokok, streptokok ve enterokok da dahil olmak tizere bir ¢ok
Gram-pozitif patojene kars1 gii¢lii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu, ancak
Gram-negatif patojenlere karsi etkili olmadigini bildirmislerdir. Ayrica, Gram-pozitif
patojenlere karsi ebselenin aktivitesi, enterokok ve stafilokok enfeksiyonlarinin
tedavisinde tercih edilen ilaglar olan vankomisin ve linezolid igin belirlenen
aktiviteleri astigi belirlenmistir. Enterokok ve stafilokok izolatlarinin %90'inin inhibe
edildigi ebselenin minimum inhibitér konsantrasyonlar: (MIK90) sirasiyla 0.5 ve
0.25 mg/L olarak bulunmustur. Ebselen, vankomisin ve linezolid ile
karsilagtirildiginda hiicre i¢i MRSA'da belirgin klerens gostermistir. Ayni ¢alismada,
ebselen'in mitokondriyal biyogenezi etkilemeden bakteriyel translasyon siirecini
inhibe ettigini gosterilmistir. Ayrica ebselenin  MRSA'ya kars1 geleneksel
antimikrobiyallerle sinerjik faaliyetler gosterdigi, giiglii antimikrobiyal aktivite ve
giivenlik profilleri ile, potansiyel olarak tek basina veya diger antibiyotikler ile
birlikte c¢oklu ilaca direngli gram-pozitif bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde

kullanilabilir oldugu belirlenmistir (Thangamani, et al., 2015a).

Ebselen, “repurposing” yaklasiminda ele alinan molekiiller iginde, tiyoredoksin
sistemini hedef alan antibakteriyeller olarak degerlendirilen molekiillerdendir.
Tiyoredoksinler, sistein tiyol-disiilfid degisimi ile diger proteinlerin indirgenmesini
kolaylastirarak antioksidan gorevi goren proteinlerdir. Tiyoredoksinler bilinen tim

organizmalarda bulunur ve memelilerde yasam igin gereklidir. Potansiyel

15



antimikrobiyal ajanlar olarak bazi mevcut tiyoredoksin sistemi inhibitorleri
incelenmistir. Bunlar arasinda auranofin ve ebselen de yer almaktadir. Bugiine kadar,
Gram-negatif bakterilerin ¢ogunun hem bir tiyoredoksin hem de GSH (glutation)
sistemi igerirken, Gram-pozitif bakterilerin ¢ogunun sadece bir tiyoredoksin sistemi
icerdigi belirlenmistir Bu, tiyol-redoks homeostazinin mikrobiyal tireme i¢in Kritik
roliinii vurgular ve antimikrobiyal ilag potansiyelinin altin1 ¢izmektedir. Ebselen,
GSH peroksidaz benzeri aktivitesi nedeniyle antioksidan ve antienflamatuar bir ajan
olarak gorev yapan organoselenium bir ilagtir (May, et al., 2018). Hayvan
caligmalarindan alian son raporlar, tiyoredoksinin bakteriyel patogenezdeki 6nemli
roliine ek 1sik tutmustur. Glglii in vitro anti-stafilokok aktivitesi goz Oniine
alindiginda, ebselenin antibakteriyel etki mekanizmasi tizerine yapilan ¢aligmalar ve
S. aureus'a karsi in vivo aktivitesini degerlendirmek, ebselen'in ¢oklu ilaca direngli
stafilokok enfeksiyonlarmi tedavi etmek icin antibakteriyel bir ajan olarak
gelistirilmesi i¢in yararli olabilir (Thangamani, et al., 2015a).
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3. MATERYAL-METOT

3.1. Staphylococcus spp.izolatlar

Tez calismasinda Ondokuz Mayis Universitesi  Veteriner  Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonunda yer alan, gesitli donemlerde
Samsun ili ve ¢evresindeki mastitis olgularindan izole edilen 58 adet Staphylococcus

spp. izolat1 kullanildi.
3.2. Kullanilan Besi Yerleri

Tez calismasinda izolatlarin canlandirilmasi i¢in Kanli Agar, saflastirmak
amaciyla Triptik Soy Agar (TSA), biyofilm o6zelliklerinin belirlenmesi i¢in Congo
Red Agar (CRA), S. aureus kolonilerinin belirlenmesi amaciyla Mannitol Salt Agar
(MSA), antibiyotik duyarlilik testleri i¢in Muller-Hinton Agar (MHA) ve MIC
belirlemek amaciyla Muller-Hinton Buyyon kullanildi.

3.3. izolatlarin Canlandirilmasi

Ondokuz Mayis  Universitesi Mikrobiyoloji ~ Anabilim  Dali  kiiltiir
koleksiyonunda bulunan 58 adet Staphylococcus spp. izolatinin Kanli Agar'a
ekimleri yapilarak 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda iireyen
izolatlarin subkiiltiirleri Triptik Soy Agar'da gergeklestirildi.

3.4. izolatlarin identifikasyonu

3.4.1. Fenotipik Identifikasyon

Izolatlarin fenotipik olarak identifikasyonu amaciyla MSA'a ekimleri yapild.

Besi yerleri 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda sar1 renkli
koloniler mannitol pozitif, pembe koloniler mannitol negatif olarak degerlendirildi.
Mannitol pozitif izolatlar S. aureus, negatif izolatlar ise diger stafilokoklar olarak
tanimland1 (Boynukara, vd., 1999; Murray, 2003).

3.4.2. Genotipik Identifikasyon

Stafilokoklarin cins diizeyinde identifikasyonu 16S rRNA ve S. aureus tiiri
icin nuc spesifik genleri kullanilarak multipleks PCR yapild1 (Ciftci, vd., 2009).

PCR’da kullanilan spesifik oligoniikleotidler ve bant biiyiiklikkleri Tablo 3.1.'de

verildi.
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Tablo 3. 1. Stafilokoklarin tiir ve cins diizeyinde identifikasyonunda kullanilan oligoniikleotidler

Hedef Oligoniikleotid Dizilimi Bant Biiyiikligii Referans
(bp)
F: AACTCTGTTATTAGGGAAGAACA
Staphylococcus spp. _ 756
R: CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC Ciftci ve
F: GCGATTGATGGTGATACGGTT vd., 2009
S. aureus 279

R: AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC

PCR ¢alismasinda 12,3 ml steril distile, 2,5 ul 10x PCR buffer, 2,5 pul MgCly,
0,7 ul dNTP, her bir primerden 0,4 ul ve 0,4 ul Taqg polimeraz konularak toplam 20
ul hacminde PCR karisimi hazirlandi. Karigimin iizerine 5 pl hedef DNA eklenerek

hacim 25 pul tamamlandi ve amplifikasyon islemi gergeklestirildi. Amplifikasyon
islemi 94°C'de 5 dakika 6n denatiirasyon, 10 siklus, 94°C’de 40 saniye denatiirasyon,
68°C'de 40 saniye baglanma, 72°C’de 1 dakika uzama, 25 siklus 94°C’de 1 dakika
denatiirasyon, 58°C’'de 1 dakika baglanma, 72°C’'de 2 dakika uzama ve 72°C'de 10
dakika olmak tizere ayarlandi. Amplifikasyon kosullar1 Tablo 3.2.de verildi.
Amplikonlar etidyum bromid (2 mg/ml) iceren %21,5'lik agaroz jel elektroforezi
sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi. 756 bp’de spesifik bant olusumu
olan izolatlar Staphylococcus spp., 279 bp’de bant olusturan izolatlar ise S. aureus
olarak identifiye edildi.

Tablo 3. 2. 16S rRNA ve nuc geni i¢in amplifikasyon kosullari

On Denatiirasyon Baglanma Uzama Final Siklus
Denatiirasyon Uzamasi
94°C/5 dk
94°C/40 sn 68°C /40sn  72°C/1dk 10
94°C /1 dk 58°C /1 dk 72°C /2 dk 25
72°C /10 dk
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3.5. Koagulaz Uretiminden Sorumlu coa Geninin Belirlenmesi

Stafilokoklarin sahip oldugu 6nemli bir virtilens faktorii olan koagiilaz enzimi,
coa geni kullanilarak PCR ile arastirildi (Findik, vd., 2018). PCR'da kullanilacak
karisim, 12,1 ul steril distile su, 2,5 ul 10X PCR Buffer, 2,5 ul MgCly, 0,5 ul dNTP,
her bir primerden 1'er ul, 0,4 ul Taq polimeraz ve 5 ul hedef DNA igerek sekilde 25
ul olarak hazirlandi. Amplifikasyon 95°C’de 2 dakika on denatiirasyon, 30 siklus,
95°C'de 30 saniye denatiirasyon, 58°C'de 2 dakika baglanma, 72°C'de 4 dakika
uzama ve 72°C'de 10 dakika son uzama olacak sekilde ayarlandi. Amplikonlar
etidyum bromid (2 mg/ml) igeren %1,5'lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV

transilluminator ile goriintiilendi. Goriintiilleme sonrasinda olusan bant yerlesim

yerlerine gore izolatlar polimorfizmlerine gore gruplandirildi.

3.6. Izolatlarin Biyofilm Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.6.1. Biyofilm Olusturma Ozelliginin Fenotipik Olarak Incelenmesi

izolatlarin fenotipik olarak biyofilm olusumlar1 Kongo kirmizi agar (CRA)

metodu ile kullanilarak arastirildi.

TSA firmanin belirttigi sekilde hazirlandiktan sonra igerisine %0,01 Kongo
kirmizis1 eklenerek 121°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilizasyon islemi

gergeklestirildi. Besi yeri dokme sicakligina geldikten sonra steril filtre kullanilarak
%3 glikoz eklendi ve homojen hale getirilerek petri kaplarina dokiildii. Sterilite
kontrolleri yapildi.

Taze kiiltiirlerden tek koloni almarak CRA'ya ekimleri yapildi ve petriler

37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda siyah koloni olusturan izolatlar
fenotipik olarak biyofilm olusumu yo6niinden pozitif, pembe renkte koloni olusumu

ise negatif olarak degerlendirildi (Yazdani, et al., 2006).
3.6.2. Biyofilm Olusturma Ozelliginin Genotipik Olarak Belirlenmesi

Izolatlarin genotipik olarak biyofilm olusumlariicaA ve icaD primerleri

kullanilarak PCR ile arastirildi (Vasudevan, et al., 2003). Genlere ait spesifik

oligoniikleotid dizilimleri ve bant biiyiikliikleri Tablo 3.3'te verildi.
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Tablo 3. 3.. Biyofilm olusumundan sorumlu genlerin oligoniikleotid dizilimleri ve bant biiyiikleri

Hedef Oligoniikleotid Dizilimi Bant  Biiyikligii Referans
(bp)

F: CCTAACTAACGAAAGGTAG
icaA 1315

R: AAGATATAGCGATAAGTGC Vasudevan

. F: AAACGTAAGAGAGGTGG etal., 2003
icaD 381
R: GGCAATATGATCAAGATA

icaA geni i¢in 12,2 pl steril distile su, 2,5 ul 10x PCR buffer, 2,5 ul MgClz, 0,5
ul dNTP, her bir primerden 1'er ul, 0,3 ul Taq polimeraz konularak 20 pl hacminde
karisim hazirlandi ve tizerine 5 pl hedef DNA eklenerek toplam 25 pl'lik karisim
amplifiye edildi.

icaD geni igin 12,2 ul steril distile su, 2,5 ul 10x PCR buffer, 2,5 ul MgClz, 0,5
ul dNTP, her bir primerden 1'er ul, 0,3 ul Taq polimeraz konularak 20 pl hacminde
karigim hazirland: ve iizerine 5 pul hedef DNA eklenerek toplam 25 pl'lik karigim
amplifiye edildi. Amplifikasyon kosullar1 Tablo 3.4.’te verildi.

Tablo 3. 4.icaA ve icaD gen varliklarinin tespit edilmesinde kullanilan amplifikasyon kosullar

On Denatiirasyon Baglanma Uzama Final Siklus
Denatiirasyon Uzamast
92°C/5 dk 1
92°C/45 sn 49°C /45sn  72°C/1dk 30
72°C /7 dk 1

Amplikonlar etidyum bromid (2 mg/ml) iceren %21,5'lik agaroz jel
elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintilendi. 1315 bp’de bant

olusumu icaA, 381 bp'de bant olusumu ise icaD genleri yoniinden pozitif olarak

degerlendirildi.

3.7. Izolatlarin Antibiyotik Duyarhlik Profillerinin Belirlenmesi

Izolatlarin saf, taze kiiltiirlerinden FTS icerisinde 0,5 McFarland yogunlugunda
bakteri siispansiyonlar1 hazirlanarak MHA yiizeyine yayma ekim yapildi. Agar
yiizeyine amoksisilin+klavulonik asit (20 pug+10 pg), enrofloksasin (5 pg), okzasilin
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(5 pg), sefoksitin (30 upg), vankomisin (30 pg), trimetoprim+siilfametokzazol
(1,25/23,75 ng), tetrasiklin (30 pg), neomisin (10 pg), linkomisin (2 pg), sefalotin
(30 ng), sefaperazon (75 npg), daptomisin (30 ng), tigesiklin (15 pg) diskleri
yerlestirilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda olusan
zon ¢aplar dlgiilerek CLSI (2019)’ye gore degerlendirildi.

Antibiyotik duyarlilik sonuglarina gore izolatlarin 3 veya daha fazla antibiyotik
smifina karsi direngli olmasi izolatin ¢oklu antibiyotik direncine sahip oldugu
seklinde degerlendirildi (Magiorakos, et al., 2012).

3.8. mecA Geninin Belirlenmesi

izolatlarin metisilin direnci, bu direngten sorumlu diisiik affiniteli penisilin
baglayici protein (PBP 2A)'y1 kodlayan mecA geni hedefli PCR ile arastirildi (Ciftci
ve vd., 2009). mecA genine ait spesifik oligoniikleotid dizilimi ve bant biiyikligii

Tablo 3.5'te verildi.

Tablo 3. 5. Metisilin direncinden sorumlu genin oligoniikleotid dizilimi ve bant bityiikleri

Hedef Oligontikleotid Dizilimi Bant Biytkligi (bp) Referans
A F: GTAGAAATGACGAACGTCCGATA 310 Ciftci ve vd.,
mec
R: CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA 2009

PCR i¢in 7,40 pl steril distile su, 2,5 ul 10x PCR buffer, 2,5 ul MgClz, 1,4 ul
dNTP, her bir primerden 0,4'er ul, 0,4 ul Taq polimeraz ve 10 ul hedef DNA
icerecek sekilde 25 pl hacminde karisim hazirlandi. Literatiirde bildirilen sekilde

amplifiye edildi. Amplifikasyon kosullar1 Tablo 3.6.'da verildi.

Tablo 3. 6. mecA geni igin amplifikasyon kosullari

On Denatiirasyon Baglanma Uzama Final Siklus

Denatiirasyon Uzamast

94°C/5 dk 1
94°C/1 dk 50°C /1 dk 72°C /2 dk 35

72°C/10dk 1

Amplikonlar etidyum bromid (2 mg/ml) iceren %21,5'lik agaroz jel
elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintillendi. 310 bp’deki bant

olusumu mecA geni yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.
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3.9. Ebselenin  Antibakteriyel Etkinliginin Mikrobuyyon Diliisyon

Yontemi ile Belirlenmesi

Tez caligmasinda ticari olarak temin edilen ebselen (TCI, E0946) kullanildi.
Antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi igin ebselenin sulandirmas: dimetil siilfoksit
(DMSO) kullanilarak yapildi. Bu amagla sterilsekilde 5,12 mg tartilan ebselen, 1 ml
DMSO igerisinde ¢ozdiiriildi. Bu stok soliisyondan 100 ul alinarak, 900 ul steril
distile su icerisine eklendi ve 512 mg/L yogunlugunda soliisyon elde edildi. MiK

hesaplanmasinda kullanilan stok soliisyon ve sulandirilmas: Sekil 3.1.'de verildi.

_» 512mg
Ebselen 512 mg/L

I ml » 900 ul steril
DMSO distile su

Stok
rolisyes \_/

100 pl ¢oziinmiis ebselen

Sekil 3. 1. MiK hesaplanmasinda kullanilan stok soliisyonun hazirlanmasi

Mikrobuyyon diliisyon yontemi igin 96 kuyucuklu U-tabanli mikropleyt
kullanildi. Pleytin tiim kuyularma 100 pl katyon ayarli Mueller-Hinton Buyyon
(KAMHB) eklendi. Ebselenin etkinligi 128 pg/ml - 0,125 pg/ml arasinda test edildi.
Ik kuyucuga 100 pl ebselen eklenerek KAMHB karismasi saglandi. Karigtmdan 100
ul aliarak ikinci kuyucuga ilave edilerek karigtirildi ve bu sekilde test edilecek tiim
kuyucuklara bir onceki diliisyondan 100ul alinarak cift katli sulandirma islemi
yapildi. Test edilecek izolatlarin FTS igerisinde 0,5 McFarland yogunlugunda bakteri
slispansiyonlar1 hazirlandi ve siispansiyonlar 1:10 oraninda FTS igerisinde diliie
edilerek kuyucuklarin {izerine 100 pl inokiile edildi. Inkiibasyon esnasinda
buharlagmanin 6nlenmesi igin pleyt iizerine steril kapak kapatilarak 37°C’'de 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklara iiremenin olmadigi son

konsantrasyon minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) olarak hesaplandi.
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MIK hesaplanmasinda kullanilan sulandirma oranlar1 Sekil 3.2.de ve Sekil
3.3.'te verildi.

Sekil 3. 2. MIK te kullanilan ebselenin sulandirma oranlari

Sekil 3. 3. Mikrobuyyon diliisyon metodunun sematik goriiniisii
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. izolatlarin identifikasyonlar

Tez galismast kapsaminda Koyun Kanli Agar'da canlandirilan izolatlarin
fenotipik ve genotipik identifikasyonlar1 sonucunda 58 izolatin tamaminin
Staphylococcus spp. oldugu belirlendi. Izolatlar icerisinde 24 tanesinin S. aureus
(%41,3), 34 tanesinin (%58,7) ise non-S. aureus (NSA)oldugu tespit edildi.
Fenotipik identifikasyon amaciyla MSA'ya yapilan ekimler sonucunda temsili

iremeler Sekil 4.1."de sunuldu.

Sekil 4. 1. MSA da S. aureus un fenotipik identifikasyonu

Genotipik identifikasyonlarinda kullanilan 16S rRNA (Staphylococcus spp.) ve
nuc geninin (S. aureus) tespit edilmesine yonelik yapilan PCR'a ait goriintiilleme

sonucu Sekil 4.2'de verildi.
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Sekil 4. 2. PCR ile yapilan Staphylococcus spp. ve S. aureus un genotipik identifikasyonu

(M: Marker; 3,4,7: Staphylococcus spp. izolatlari, 1;8;9: S. aureus izolatlar1; 2;5;6: Negatif kontrol)
4.2. izolatlarin coa Gen Profillerinin Belirlenmesi

Yapilan PCR sonucunda S. aureus izolatlarindan 11 (%45,8) tanesinin coa
genine sahip oldugu diger 13 (%54,2) izolatin ise coa geni igermedigi tespit edildi.
Pozitif izolatlar arasindaki polimorfizm degerlendirildiginde izolatlarin yedi (C1-C7)
farkl1 coa tipine sahip oldugu saptandi. Ayrica coa pozitif S. aureus izolatlarinin 300
— 1000 bp arasinda bant araliginda varyasyon gosterdigi belirlendi. coa genine sahip
S. aureusizolatlariin gosterdigi polimorfizm ve tespit edilen gruplar, Tablo 4.1.’de
sunuldu. Ayrica coa geninin saptanmasi i¢in gergeklestirilen PCR sonucunda elde

edilen jel goriintiisii Sekil 4.3.’te verildi.

Tablo 4. 1. S. aureus izolatlarinin coa-tiplendirmesi ve olusan bant biiytikliikleri

Izolat Numarasi Izolatin yer aldig coa tipi Olusan Bant Biiyiikliigii
6 C1 800 bp
7 C4 500 bp + 900 bp
31 C3 400 bp + 700 bp
50 C5 1000 bp
66 C3 400 bp + 700 bp
72 C2 500 bp + 1000 bp
74 C2 500 bp + 1000 bp
76 C2 500 bp + 1000 bp
91 C6 300 bp + 600 bp + 700 bp
96 Cc7 400 bp + 500 bp + 800 bp
98 Cl 800 bp
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M

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Sekil 4. 3. coa geninin tespit edilmesine yonelik yapilan PCR’1n goriintiilemesi

(M:  Marker; 2,3,8,13,16,17: coa genine sahip olmayan S. aureus izolatlari,
1,4,5,6,7,9,10,11,12,14,15: coa genine sahip S. aureus izolatlar)

NSA izolatlarindan 2 (%5,8) tanesinin coa genine sahip oldugu diger 32
izolatin ise coa geni igermedigi ortaya konuldu. Yapilan coa tiplendirmesine goére
pozitif iki izolatin da birbirinden farkli profil gosterdigi belirlendi. 63 numarali NSA
izolatinin 450 ve 900 bp’de bant olusturdugu, 80 numarali izolatin ise 250, 450 ve
900 bp’de bant olusturdugu saptandi. NSA izolatlarina ait PCR goriintiisii Sekil
4.4.”de sunuldu.

Sekil 4. 4. coa geninin NSA izolatlarindaki varliginin PCR ile tespit edilmesi

(M: Marker; 1: coa genine sahip olmayan NSA izolati; 2,3: coa genine sahip NSA izolatlar1)
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Koagiilaz negative stafilokoklar (KNS), hayvan ve insanlarda kommensal
bakteri olarak diigiiniilmesine ragmen, son yapilan ¢aligmalarla KNS'nin mastitis
basta olmak {izere birgok enfeksiyondan izole edildigi bildirilmektedir (Goetz et al.,
2017). KNS'lerin tanim1 halen, patojen olmayan stafilokoklar olarak yapilmasina

ragmen, giniimiizde bu durum degisiklik gostermis olup hastalik olgularindan izole
edilmeye baslanmistir. Bu nedenle stafilokoklarin ayirt edilmesi klinik ihtiyacin
karsilanmasinda biiylik onem arz etmektedir. KNS'ler igerisinde nozokomiyal
enfeksiyonlara da neden olan S. epidermidis ve S. haemolyticus iki 6nemli tiir olarak
on plana ¢ikmaktadir (Becker et al., 2014). Stafilokoklarda, insan ve hayvanlarda
kolonize olma, enfeksiyona neden olma, immun sistemden kagis, adezyon ve
agresyon mekanizmalar1 tiire 6zgii sekilde gelismistir. Ayrica, S. aureus ile
kiyaslandiginda, S. epidermidis’in biyofilm olusumu haricinde diger viriilens
faktorleri su anda tam olarak tanimlanmamistir. Genel olarak KNS izolatlarinin
agresyondan sorumlu virtilens ozelliklerinin olmadig diistinilmektedir (Becker et
al., 2014).

Karahan ve Cetinkaya (2007) tarafindan yapilan c¢alismada, 700 farkl
subklinik mastitis vakasindan drnekleme yapilmistir. izolasyon sonunda 367 (%52,4)
izolat Staphylococcus spp. olarak identifiye edilmistir. S. aureus izolatlarinin tespit
edilmesine yonelik yapilan PCR ile 200 (%28,7) izolatin S. aureus oldugu
belirlenmistir. Ayni c¢aligmada izolatlarin coa gen varligit ve gosterdikleri
polimorfizm de degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeye gore 161 (%80,5) S. aureus
izolatinin coa genine sahip oldugu ortaya konulmustur. Bu izolatlardan 135 (%83,9)
tanesinin 500-1400 bp araliginda tek bant olusturdugu, 26 (%16,1) tanesinin ise gift
bant olusturdugu tespit edilmistir. Polimorfizmin belirlenmesi amaciyla Alul ve
Hin6l genleri kullanilarak yapilan PCR c¢alismasinda sirasiyla 23 ve 22 farkli coa
genine sahip S. aureus grubu oldugu rapor edilmistir. Su et al. (2000) tarafindan
yapilan c¢alismada S. aureus izolatlarinin 41 farkli coa genotipi olustugu tespit
edilmistir. Findik vd. (2018) tarafindan yapilan c¢alismada stafilokok izolatlarindan
23 (%51,1) izolatin coa genine sahip oldugu, negatif olan 11 izolatin 3 (%27,2)
tanesinin S. aureus, 8 (%72,7) tanesinin ise NSA oldugu bildirilmistir. coa genine
sahip izolatlarin polimorfizmleri degerlendirildiginde, 190 — 990 bp araliginda bant
iceren on farkli grubun varlig: tespit edilmistir. Ayni1 ¢calismada identifiye edilen 5
MRSA izolatinin 3 farkli coa tipine sahip oldugu bildirilmistir. Calismada yer alan
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coa genine sahip NSA izolatlarinin ise 300 bp’de tek bant icerdigi ve ayni coa
grubunda yer aldig1 bildirilmistir.

Tez galismasindaki S. aureus izolatlar1 coa ve mecA genlerine sahip olmalari
acisindan degerlendirildiginde; 6 izolatin hem coa hem de mecA genine sahip oldugu
belirlendi. Bu 6 izolattan 3 tanesinin fenotipik olarak da metisiline direngli oldugu
tespit edildi. mecA ve coa genlerine sahip 6 izolatin coa tiplendirmelerine gore
gruplandirilmalar1 sonucunda 31 ve 66 numarali S. aureus izolatlarinin C3 grubunda
oldugu saptandi. Findik vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismaya gore tespit edilen
MRSA izolatlarinin farkli coa tiplerinde oldugu, tez calismasiyla da benzerlik
gostermektedir. Bu izolatlarin ayn1 zamanda antibiyotiklere karsi direngli oldugu bu
nedenle halk sagligin1 da tehdit etme potansiyeli tasidigi diistiniilmektedir. NSA
izolatlarinda ise coa genine sahip olan izolatlarda mecA geninin olmadig1 ve
izolatlarin fenotipik olarak metisiline direngli olmadigi tespit edildi. Daha once
yapilan ¢aligmalar ile metisiline direngli olan KNS izolatlarinin biiyiik gogunlugunun
klasik mecA genini igerdiklerini belirlenmistir. Bunun yani sira hayvan orijinli olan
NSA izolatlar1 icerisinde yer alan S. sciuri ve S. vitulinus izolatlarinin mecA geninin
allotipi olan mecAl ve mecA2'ye sahip olduklar1 ortaya konulmustur (Wu et al.,
1998; Tsubakishita et al., 2010).

Baz1 KNS izolatlarinin bakteriyosin iireterek siit sigirlarinda mastitise neden
olan KNS’ler, S. aureus, S. uberis, S. agalactiae gibi patojenlere kars1 antibakteriyel
aktivite ortaya ¢ikarttig1 bildirilmektedir (dos Santos Nascimento et al., 2005; Ceotto
et al.,2010; Brito et al., 2011; Braem et al.,, 2014). Bu bakteriyosinler, meme
dokusunda tiirler arasi rekabette rol oynamaktadir (De Vuyst and Leroy, 2007).
Ayrica bakteriyosinler, epitel yiizeyinde kommensal olarak bulunan bakteriler
tarafindan sentezlenen biyofilm sayesinde bazi patojenlerin kolonize olmasini da
onlemektedir (Rickard et al., 2003; Kuboniwa et al., 2006). Biyofilm olusturan KNS
izolatlarinin, siit sigirlarindan izole edildigi cesitli arastiricilar tarafindan rapor
edilmistir (Piessens et al., 2012; Simojoki, et al., 2012; Tremblay et al., 2013), fakat
bu bulgunun SCC’deki artisla iligkili olmadigi bildirilmistir (Simojoki et al., 2012;
Tremblay et al.,, 2013). Buna ragmen KNS’ler tarafindan olusturulan biyofilm
formasyonunun izolatlarin ¢evrede taginmasinin ve cevresel kosullardan daha az
etkilenmesini sagladigi diistiniilmektedir (Tremblay et al., 2013). KNS izolatlar

arasinda giiclii biyofilm formasyonunun olustugu izolatlaringenellikle laktasyon
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doneminin ileriki sathalarinda goriilmesi arasinda bir iligki oldugu rapor edilmistir
(Tremblay et al., 2013).

Tez  caligmasindaki  izolatlarin coa gen varligt ve  biyofilm
olusturmalari/biyofilm olusumundan sorumlu icaA ve icaD gen varliklar1 ortak
olarak degerlendirildiginde; S. aureus izolatlarinin C1 grubundaki 98 numarali
izolatin icaA genine sahip oldugu ve fenotipik olarak biyofilm olusturdugu
belirlenirken, 6 numarali izolatta sadece fenotipik olarak biyofilm olusumunun
oldugu tespit edildi. Diger 9 (%81.,8) izolatta ise fenotipik olarak biyofilm
olusumunun olmadig1 saptandi. Ayrica izolatlar coa ve icaA gen varliklarina goére
degerlendirildiginde sadece C1 grubundaki 98 numarali izolatin (%9,1) hem icaA
hem de coa genine sahip oldugu tespit edildi. Hem icaD hem de coa gen varliklarina
sahip izolatlarin ise C3 ve C5 coa tipinde yer alan birer izolat (%18,1) oldugu ortaya
konuldu. NSA izolatlar1 icerisinde ise CNSA2 grubunda yer alan 80 numarali
izolatin genotipik olarak icaA genine sahip oldugu fakat fenotipik olarak biyofilm
olusumunun olmadig: belirlendi. CNSA1 grubunda yer alan 63 numarali izolatin ise
fenotipik olarak biyofilm olusturmadigi ve icaA, icaD genlerine sahip olmadigi tespit
edildi.

Biyofilm olusumu KNS’nin 6nemli bir viriilens faktorii olarak patojenitede
gorev aldig1 diisiiniilmektedir. Ayrica bazi aragtiricilar, KNS nin meme dokusundaki
kolonizasyonunun diger ¢evresel patojenlerin bulasmasinin 6nlenmesinde 6nemli rol
oynadigini diisiinmektedir. KNS’nin meme dokusunun korunmasinda ve diger
patojenlerin bulasmasinin 6nlenmesindeki rolii heniiz tam olarak aydinlatilamamistir
(Goetz et al., 2017). Pyordld and Taponen (2009) tarafindan yapilan arastirmanin
sonucuna gére KNS’nin diger esas mastitis patojenleri kadar patojenin olmadigi ve
enfeksiyonun ¢ogunlukla subklinik kaldigi bildirilmektedir. Bununla Dbirlikte,
KNS’nin de i¢inde bulundugu mastitis olgularinda, somatik hiicre sayisinda artis ve
stit kalitesinde disiisle sonuglanan persiste enfeksiyonlara neden olabilecegi rapor
edilmektedir.Ayrica biyofilm formasyonu, siit sigirlarinda goriilen mastitis ve diger
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde bilingsiz ve agsir1 antibiyotik kullanimi
nedeniyle KNS izolatlarinin antibiyotiklere karsi duyarliliginin azalmasma sebep
olmaktadir (Tremblay et al., 2014). Biyofilm formasyonunun olusumunun, KNS ve
diger mastitise neden olan bakteriyel etkenler iizerindeki etkisi tam olarak
aragtirllmamistir. Goetz, et al. (2017) tarafindan yapilan g¢alismada bu durum

aciklanmaya calisilmistir. Calismaya gore, bazi KNS izolatlarmmin, iireme
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inhibisyonunun olmadig: bir mekanizma ile diger stafilokoklarin biyofilm olusturma
yeteneklerini olumsuz etkileyebilecegini rapor etmistir.

Son on yilda, KNS izolatlarinin piyasada konvansiyonel tedavide sik olarak
kullanilan antibakteriyellere kars1 duyarliliklarinin azaldig1 bildirilmistir. Ozellikle,
penisilin, okzasilin, siprofloksasin, Kklindamisin, eritromisin ve gentamisin
kullanimimin sik olmasina bagli olarak sozii gegen antibakteriyellere karsi ciddi
direng artislarmin oldugu rapor edilmistir (Lyytikdinen, et. al., 1996; Kresken and
Hafner, 1999). Tez calismasinda belirlenmis olan antibakteriyel direncin KP-NSA
izolatlarinda, koagiilaz pozitif S. aureus (KP-SA)’lara kiyasla daha az oranda
goriildiigii  tespit edildi fakat KNSA izolatlarindan bir izolatin ve KPSA
izolatlarindan ise ti¢ tanesinde ¢oklu antibiyotik direncinin oldugu saptandi.

coa genine sahip izolatlarda ebselenin MIK degerleri farklilik gostermektedir.
KP-SA izolatlarinda MIK degerinin 0,125 pg/ml — 32 pg/ml arasinda degisiklik
gosterdigi belirlendi. Calismadaki 91 numarali S. aureus izolat1 igin ebselene MIiK
degerinin oldukga yiiksek oldugu (32 pg/ml), 6 numarali izolat i¢in ise daha diisiik
olmakla beraber diger izolatlar i¢in elde edilen degerlerden yiiksek oldugu (8 ug/ml),
diger koagiilaz pozitif S. aureus izolatlar icin ebselenin MiK degerlerinin ¢ok daha
diisiik oldugu belirlendi. KP-NSA izolatlarinda ebselenin MIK degerinin 0,25 pg/ml
oldugu saptandi. Koagulaz pozitif ve negatif stafilokoklarla birlikte 6zellikle ¢oklu
antibiyotik direnci gosteren baska etkenlerin (Enterococcus, Klebsiella, Proteus,
Pseudomonas gibi) da yer aldig1 ¢ok daha genis ¢apli daha ileri galismalarla
ebselenin antibakteriyel etkinliginin degerlendirilmesinin 6nemli oldugu diisiiniildd.
Ayrica ¢alismadaki KNS suslarinin ne derecede biyofilm olusturdugu, bu suslarin
diger stafilokoklarin biyofilm olusumuna veya {iremesine olan etkilerinin

incelenmesi de 6nemli goriilmektedir.

4.3. Izolatlarin Biyofilm Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.3.1. Fenotipik Olarak Biyofilm Ozelliklerinin Belirlenmesi

58 izolatin saf Kkiltiirlerin tek koloni alinarak CRA'ya yapilan ekimleri

sonucunda izolatlar biyofilm olusturma yetenegine gore ayrildi.

24 adet S. aureus izolatinin 18 tanesinin (%75), NSA olan 34 izolatin

tamaminin CRA'da siyah koloni olusturdugu belirlenerek bu izolatlarin fenotipik
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olarak biyofilm olusturdugu belirlendi. Fenotipik olarak biyofilm olusturan ve

olusturmayan izolatlara ait agar gortintiileri Sekil 4.5.'te sunuldu.

Sekil 4. 5. Fenotipik olarak biyofilm olusturan/olusturmayan izolatlarin CRA da belirlenmesi
(*: Biyofilm olugturmayan izolat, **: Biyofilm olusturan izolatlar)

S. aureus, biyofilm olusturabilen gida kaynakli 6nemli bir patojendir. Bu
patojen, siit ve siit drinleri tiketimi ile iligkili gida kaynakli hastaliklarin
salginlarindan sorumludur. Avila-Novoa, et al. (2018), toplam 84 S. aureus susunun
biyofilm olusumunu, Kongo kirmizist agar plaklarinda kiiltiir ile fenotipik olarak
karakterize etmislerdir. CRA'da, S. aureus izolatlarmin %75'i biyofilm {ireticisi,
%16.6's1 biyofilm olusumu yoniinden negatif bulunmus, %8.3°l ise karakteristik

olmayan bir fenotip sergilemistir.

Ciftci, vd. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada 59 adet S. aureus izolatinin
fenotipik olarak biyofilm olusumu ayn1 metotla incelenmis olup izolatlardan 22
tanesinin (%37,2) biyofilm olusturdugu belirlenmistir. Melo, et al. (2013) tarafindan
yapilan ¢alismada ise subklinik mastitis vakalarindan 94 adet S. aureus izole edilmis
olup CRA'da biyofilm olusumu yoniinden fenotipik olarak degerlendirilme
yapilmigtir. Calisma sonuglarina gore izolatlarin 80 tanesinin (%85,11) biyofilm

irettigi ortaya konulmustur.

Tez calismasi sonucunda elde edilen stafilokoklarin biyofilm olusturma
yetenekleri karsilastirildiginda yapilan diger caligmalarla verilerimizin paralellik
gosterdigi ve stafilokok izolatlarinin biiyik bir kismmin biyofilm olusturdugu

belirlenmistir.
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4.3.2. Genotipik Olarak Biyofilm Ozelliklerinin Belirlenmesi

Tez c¢alismasinda stafilokok olarak dogrulanan 58 izolatin biyofilm
olusumundan sorumlu icaA ve icaD genleri PCR ile arastirildi. PCR sonucunda 24
adet S. aureus izolatinin 3 adedinde icaA genine rastlanirken, 6 izolatta icaD geni
oldugu tespit edildi. Toplam olarak 9 (%37,5) susun genotipik olarak biyofilm pozitif
oldugu belirlendi. icaA genine sahip 2 izolatin CRA'da fenotipik olarak biyofilm
olusturdugu belirlenirken, bu gene sahip diger izolatin ise fenotipik olarak biyofilm
olusturmadig: tespit edildi. Bunun yani sira 14 adet S. aureus izolatinin (%58,3)
CRA'da biyofilm olusumunun oldugu fakat icaA ve icaD genlerine sahip olmadigi

belirlendi.

NSA izolatlarinda, 2 izolatin icaD genine, 13 izolatin ise icaA genine sahip
oldugu belirlendi. Toplam olarak NSA suslarinda genotipik olarak biyofilm olusumu
%44,11 olarak belirlendi. icaD genine sahip bir izolatin CRA'da fenotipik olarak
biyofilm olusturdugu tespit edilirken diger izolatin biyofilm olusturmadig: belirlendi.
icaA geni iceren 6 izolatin genotipikfenotipik olarak biyofilm olusturdugu pozitif
oldugu fakat 7 izolatin fenotipik olarak biyofilm olusturmadig: tespit edildi. 11 NSA
izolatinin ise fenotipik olarak biyofilm olusturdugu fakat icaA ve icaD genlerine
sahip olmadig1 PCR ile ortaya konuldu. S. aureus izolatlarinin ve NSA izolatlarinin
fenotipik biyofilm olusumu ve genotipik bulgular1 Tablo 4.2.'de ve Tablo 4.3.t'e

sunuldu.
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Tablo 4. 2. S. aureus izolatlarinin fenotipik ve genotipik bulgulari

izolat No CRA icaA icaD izolat No CRA icaA icaD

6 A 92 AL

7 4 % 4

39 T 41 T T
58 4 50 I 4
65 4% a7 - | 4

66 3 19 - i
72 3 28 - dL
74 T 31 — T
76 1 40 —_ dL
79 e 30 -

81 i 9 P4

o1 i % P4
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Tablo 4. 3.. NSAizolatlarinin fenotipik ve genotipik bulgulari

izolat No CRA icaA icaD izolat No CRA icaA icaD

38 * 95 — AL

60 T 97 - AL

70 I 15 - 1+
71 4L 18 -

82 TF 48 -

87 T 54 -

90 4L 63 —_

94 T 84 -

101 4L 85 -

105 4L 103 —_

107 I 104 -

29 * a* 49 A A

64 - | & 53 L] 4

67 - 4 62 I T

73 - T 77 T T

80 — i 88 i T

B | = | & w2 | & | &

Salina, et al. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada S. aureus izolatlarinda icaA,
icaD ve bap genlerinin sirasiyla %82, %83 ve %58 oraninda oldugu saptanmustir.
Bunun yani sira 100 adet S. aureus izolatinin %56'sinin her ii¢ geni de igerdigi
belirlenmistir. CRA'da fenotipik olarak biyofilm olusturanS. aureus izolatlarinin 25
adet oldugu ve 17 tanesinin ise icaD genine sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica
calismada 2 S. aureus izolatinin biyofilm olusumundan sorumlu genlere sahip

olmadig1 fakat CRA'da fenotipik olarak biyofilm olusturdugu ortaya konulmustur.

Avila-Novoa, et al. (2018), diisiik dereceli biyofilm olusumuna sahip S. aureus
izolatlarmin %76.1'inde en az bir hiicreler arasi adhezyon (PIA) geni tespit
etmislerdir. icaAADBC lokusunun genlerinden bazilar1 suslarin gogunda tespit edilmis,
icaADBC genleri ve CRA arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur. Kirdort susun
(%52,38), biyofilm olusturma yeteneklerini destekleyen icaADBC lokusunun 4
genini barmdirdigr bulunmustur. S. aureus suslariin ¢ogu, biyofilmi ica genine bagh

bir mekanizma i¢inde olusturmustur. Bu bulgu, ¢esitli kaynaklardan (tavuk, gida
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numuneleri ve kegiler) izole edilen S. aureus suslariin %87.5'inde icaAD ve icaBC
tespit eden Tang, et al. (2013)'nin bulgular1 ile benzer bulunmustur. Ayrica
Gutierrez, et al. (2012) siit, et ve deniz iriinleri endiistrilerindeki g¢esitli gida temas
yiizeylerinden toplanan S. aureus suslarinin %100'iniin icaA ve icaD genleri igin

pozitif oldugunu gostermistir.

Ulkemizde Ciftci, vd. (2009) tarafindan yapilan calismada, sigir mastitis
olgularindan izole edilen 59 adet S. aureus izolatinin 16'sinin icaA genine 38
tanesinin ise icaD genine sahip oldugu ortaya konulmustur. Ayrica izolatlardan 15
tanesinin (%25.4) hem icaA hem de icaD genlerine sahip oldugu, bu izolatlardan 8
tanesinin ise CRA'da fenotipik olarak biyofilm olusumunun oldugu tespit edilmistir.
59 susun ise 16's1 (%27.1) icaA igin pozitif ve 381 (%64.4) icaD geni i¢in pozitif
bulgularini elde etmislerdir.

Darwish and Asfour (2013), tim mastitis kokenli stafilokok izolatlarini,
biyofilm ile ilgili genler, icaA, icaD varligi agisindan taramiglardir. S. aureus
izolatlarinda, icaA ve icaD genlerinin pozitif oranlarini sirasiyla %15 ve 62.5,
CNS'de ise sirasiyla %5.9 ve %47.1 olarak belirlemislerdir. Bu ¢alismada da, S.
aureus sularinda icaA ve icaD genleri sirasiyla %12,5 ve %25, koagulaz negatif S.
aureus suslarinda icaA ve icaD genleri sirasiyla %15,38 ve %30,76, koagulaz negatif
NSA suslarinda ise, sirastyla %34,37 ve %6,25 bulunmustur. Bu haliyle gen varligi

yiizdeleri bakimindan S. aureus suslarindaki oranlar uyumlu gériiliirken, bu

caligmadaki NSA suslarinda icaA gen yiizdesi icaD'ye gore daha yiiksek bulundu.
Nasr ve ark. (2012), beklenmedik bir sekilde, izolatlarin %36'sinin icaAD negatifken

CRA pozitif oldugunu bildirmislerdir. Ayrica icaAD geninin varliginin da in vitro
biyofilm olusumu ile her zaman korele olmadigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada da
icaA ve icaD genleri negatif olan 14 (%58,3) S. aureus izolatinin ve 11 (%32,3) NSA
izolatinin fenotipik olarak CRA'da pozitif oldugu belirlenmis olup yukaridaki
¢alismanin sonuglar1 ile uyumlu goriilmektedir. Benzer sekilde, ica genlerinden
birine sahipken fenotipik olarak negatif olan 5 (%20,8) S. aureus ve 8 (%23,5) NSA
susu tespit edildi. icaAD geninin yoklugunda bazi izolatlarin biyofilm olusturma
yetenegi, ica'dan bagimsiz biyofilm olusum mekanizmalarinin daha ileri genetik

arastirmalarimin dnemini vurgulamaktadir.
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4.4. Antibiyotik Duyarhilik Profilinin ve Coklu Antibiyotik Direncinin

Belirlenmesi

Izolatlarin antibiyotik duyarlhiliklar1 Kirby-Bauer Disk Difiizyon metodu
kullanilarak belirlendi. Taze kiiltiirlerden yapilan antibiyotik duyarlilik testi
sonucunda olusan zon cgaplar1 CLSI (2019) tarafindan bildirilen kilavuza uygun

sekilde degerlendirildi.

24 adet S. aureus izolatinin degerlendirilmesi sonucunda, izolatlarin tamaminin
sefoksitin, sefaperazon, tigesiklin, enrofloksasin ve amoksisilin + klavulanik asitde
duyarli oldugu, 8 izolatin (%33,3) okzasiline direngli, 6'sinin (%25) ise orta derecede
duyarli oldugu belirlendi. Izolatlardan bir tanesinin (%4,1) sefalotine, 6 izolatin
(%25) tetrasikline, 5 izolatin (%20,8) daptomisine, bir izolatin (%4,1) vankomisine,
4 tanesinin (%16,6) trimetoprim + sulfometokzazole, 2 tanesinin (%8,3) neomisine
ve 10 tanesinin (%41,6) ise linkomisine direngli oldugu tespit edildi. S. aureus
izolatlarmin antibiyotik duyarlilik /direnglilik durumlarinin profili Tablo 4.4.'te

sunuldu.

Tablo 4. 4. S. aureus izolatlarinin gesitli antibiyotiklere kars1 direng profilleri

Antibiyotik Etken Maddeleri

1

A | B2 | Ox® | Foxt | Ve | sxTs | T7| Ne |mve|cT|cp| ppr | TIO

anj ool 8| o 1| 4 6|20 10| 5 |o0
% 0 | 0 |333| 0 |41 | 166 |25|83 |416( 41| 0 | 208 | O
dnf ool e | o o] o fojofloflolo| o |o
% o |o|2s| o |o| o |olo|lo|o]o| o |o0

n| 24 | 24| 10 24 23 20 18 | 22 14 23 24 19 24
%| 100 | 100 | 41,6 | 100 | 958 | 833 |75|916 583|958 | 100 | 791 100

1: amoksisilin+klavulonik asit, 2: enrofloksasin, 3: oksasilin, 4: sefoksitin, 5: vankomisin, 6:
trimetoprim-+siilfometokzazol, 7: tetrasiklin, 8: neomisin, 9: linkomisin, 10: sefalotin, 11: sefaperazon,
12: daptomisin, 13: tigesiklin, R: direngli, I: orta derecede duyarli, S: duyarl

34 adet NSA izolatinin antibiyotiklere direng¢ durumlart belirlendi.
Degerlendirme sonucunda bir izolatin (%2,9) amoksisilin + klavulanik aside, 17
izolatin (%50) okzasiline, iki izolatin sefoksitine (%5,8), 5 izolatin (%14,7)
sefalotine, 30 izolatin (%88,2) sefaperazona, 7 izolatin (%20,5) tetrasikline, bir
izolatin (%2,9) tigesikline, 2 izolatin (%5,8) vankomisine, 12 izolatin (%35,2)
daptomisine, bir izolatin (%2,9) enrofloksasine, 4 izolatin (%11,7) trimetoprim +

35




siilfometokzazole, 7 izolatin (%20,5) neomisine ve 20 izolatin (%58,2) ise
linkomisine direngli oldugu belirlendi. izolatlarin duyarlilik durumlar Tablo 4.5.'te

verildi.
Tablo 4. 5. NSAizolatlarimin gesitli antibiyotiklere kars1 direng profilleri
Antibiyotik Etken Maddeleri

e
A e |OF Foxe | vs | sxTe| TT | N |Mye|cTio|cpu | ppr | TIO

n| 1 1|17 2 2 4 7 7 20 5 30 12 1

R %| 29 | 29| 50 5,8 58 | 11,7 |205| 20,5 | 58,8 |14,7|882| 359 | 29

([N 0 0 3% 0 0 0 0 27 0 4 4 0 0
%| 0 0 5’ 0 0 0 0 79,4 0 |16,6 | 16,6 0 0

g/ " 33 9373 283 32 32 30 791 0 14 | 25 0 22 33
% 97,1 1’ 5’ 941 | 94,1 | 88,2 ’ 0 4111 735| O 64,7 | 97,1

1: amoksisilin+klavulonik asit, 2: enrofloksasin, 3: oksasilin, 4: sefoksitin, 5: vankomisin, 6:
trimetoprim-+siilfometokzazol, 7: tetrasiklin, 8: neomisin, 9: linkomisin, 10: sefalotin, 11: sefaperazon,
12: daptomisin, 13: tigesiklin, R: direngli, I: orta derecede duyarli, S: duyarh

Coklu antibiyotik direnci, bir bakteri izolatinin i¢ veya daha fazla antibiyotik

smifina kars1 direngli olmasi olarak tanimlanmaktadir (Magiorakos, et al., 2012). Tez
calismasinda kullanilan 24 adet S. aureus izolatindan 6 tanesinin (%25) coklu
antibiyotik direncine sahip oldugu belirlendi. izolatlardan 5 tanesinin 3 farkl
antibiyotik sinifina, diger izolatin ise 4 smifa direngli oldugu tespit edildi. 18 izolatin
ise coklu antibiyotik direncine sahip olmadig: belirlendi.
NSA izolatlarinda ¢oklu antibiyotik direncinin varligi degerlendirildiginde, 34
izolattan 9 tanesinin 3 farkli antibiyotik sinifina kars1 direngli oldugu, 2 tanesinin ise
4 farkli antibiyotik smnifina karsi direngli oldugu belirlendi. Tim NSA izolatlari
arasinda %32,35 oraninda ¢oklu antibiyotik direnci belirlendi. 23 izolatin ise goklu
antibiyotik direncine sahip olmadig tespit edildi.

Chandrasekaran, et al. (2014) tarafindan yapilan caligmada 401 adet sigir
mastitis kokenli izolatlardan 235 tanesinin antibiyotiklere direngli oldugu
bildirilmistir. Direngli olan stafilokok izolatlarinin %5,11'inin MRSA oldugu tespit
edilmistir. Izolatlarin yiiksek oranda duyarli oldugu antibiyotikler ise, enrofloksasin,
amoksisilin + siilbaktam, gentamisin ve seftriakson olarak bildirilmis olup penisilin,
amoksisilin, oksitetrasiklin ve metisiline yiiksek oranda direng oldugu rapor

edilmistir. Ayn1 zamanda calismada, MRSA izolatlar1 disindaki izolatlarda ¢oklu
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antibiyotik direncinin olmadigi da belirlenmistir. Bu ¢alismada okzasilin direnci S.
aureus suslari arasinda %33,3 (8/24) olmakla birlikte disk difiizyon testinde duyarli
ve intermediyer duyarli Suslarin orani sirasiyla %25 ve %41,6 bulundu. Bununla
birlikte mecA geni pozitif olup disk difiizyon testinde (fenotipik olarak) yetisilin
direnci negatif olan suslarin orani ise %20,8 (5/24) olarak bulundu. Bu g¢alismada,
fenotipik olarak MRSA seklinde tanimlanan suslarin %83,3’{inlin ayn: zamanda
MDR oldugu, fenotipik olarak yetisilin direngli oldugu belirlenen NSA suslarinda ise
MDR oraninin %54,54 oldugu belirlendi. Ayrica Chandrasekaran, et al. (2014)nin
bulgularindakine benzer sekilde metisilin direnci fenotipik olarak negatif olan
suslarda sadece 1 sus digsinda ¢oklu antibiyotik direncinin olmadigi belirlendi.

Salauddin, et al. (2020) tarafindan Bangledes’te yapilan ¢alismada, 48 tane
sigir mastitis vakasindan S. aureusizolasyonu yapilmistir. 15 farkli antibiyotik etkeni
kullanilarak yapilan antibiyotik duyarlilik testine gore izolatlardaki ¢oklu antibiyotik
direnci belirlenmistir. Calisma sonuglarina gore, izolatlarin tetrasiklin, novobiyosin,
metisilin, vankomisin ve sefradine direngli oldugu, siprofloksasin, azitromisin,
norfloksasin, levofloksasin, gentamisin ve amoksisiline ise duyarli oldugu rapor
edilmistir.

Awandkar, et al. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada ise S. aureus izolatlarinin
%90’ min beta laktam sinifi antibiyotiklere direngli oldugu tespit edilmistir. Bunun
yani sira izolatlarin %30'unun amoksisilin + suiilbaktam kombinasyonuna direngli
oldugu rapor edilmistir. Izolatlarn %70'i vankomisine, %60'i amikasine ve

%50'sinin ise oksitetrasikline direngli oldugu bildirilmistir. Ayrica izolatlarin

%10'unun gentamisin ve siprofloksasine, %20'sinin kloramfenikol, doksisilin,
azitromisine, %40’ 1nn ise enrofloksasine direngli oldugu ortaya konulmustur. Ayni

calismada NSA izolatlarinin antibiyotik diren¢ durumlarin ise, izolatlarin tamaminin
penisiline, 9%96,5'inin siprofloksasine, %86,66'sinin doksisiline, %86,21'inin
kloramfenikole, %79,31'inin vankomisine, %62,07'sinin ise oksitetrasikline direncli
oldugu tespitseklinde bildirilmistir  edilmistir. Bu c¢alismada, izolatlarin
aminoglikozid grubu antibiyotiklere duyarli oldugu ve tedavide etkili sekilde
kullanilabilecegi bildirilmistir.

Tez ¢aligmast sonucunda S. aureus izolatlarmin %91,6'sinin aminoglikozidlere

duyarli oldugu belirlenmistir fakat NSA izolatlarinin %20,5'inin duyarli oldugu tespit
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edildi. Awandkar, et al. (2021) tarafindan yapilan bu calisma ile tez ¢alismasinin
sonuglart S. aureus izolatlarinda benzerlik gostermesine ragmen NSA izolatlardaki
bulgular zitik gostermektedir. Bu durum NSA izolatlarinda bolgesel farklilik
nedeniyle olusan sus farkliligi kaynakli olmasiylavaryasyonla birlikte, antibiyotiklere
dirence neden olan biyofilm olusumlarindaki farkliigin neden olabilecegik
gosterebilecegi ile agiklanabilmektedir. S. aureus izolatlarinin bir tanesinin
tetrasiklinlere, aminoglikozidlere, kinolonlara, sefalosporin ve makrolidlere direngli
oldugu bildirilmistir. Bunun yani sira iki izolatin glikopeptidler, tetrasiklinler,
kinolonlar, sefalosporin, beta laktam ve kloramfenikole direngli oldugu tespit
edilmistir. Ucg izolatin glikopeptidler, tetrasiklin, sefalosporin, beta laktamlara
direngli oldugu, dort izolatin glikopeptidler, aminoglikozidler, sefalosporin, beta
laktam, tetrasikline diren¢ gosterdigi rapor edilmistir. Bu ¢alismadaki ¢oklu
antibiyotik direncine sahip 10 S. aureus izolatinin ¢oklu antibiyotik direncine sahip

oldugu ortaya konulmustur.

Tez calismasinda elde edilen veriler ile yukarida sozii edilen diger
calismalardaki beta laktam smifindaki antibiyotiklere diren¢ durumlar1 benzerlik
gostermesine ragmen, diger antibiyotik siniflar1 ile uyumsuzluktam bir benzerlik
gostermektedirgorilmemektedir.  Bu  durumun,  bolgeler  arasindaki  sus
farkliliklarindan kaynaklanan kazanilmis direng ve sahada yaygm olarak farkli

antibiyotik etkenlerinin kullanilmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan calismalar ve tez calismasindaki bulgular karsilastirildiginda beta
laktam antibiyotiklere kars1 yiiksek oranda direng gézlenmektedir. Ayn1 zamanda bu
izolatlarin birgogunun da ¢oklu antibiyotik direncine sahip oldugu tespit edilmistir.
Beta laktam smifi antibiyotiklere yiiksek oranda direncin olmasmin nedeninin sigir
mastitis  vakalarmin  tedavisinde yaygmm ve bilingsiz  kullanilmasindan
kaynaklanabilmektedir (Pitkala, et al., 2004; Hendriksen, et al., 2008; Kalmus, et al.,
2011). Yapilan daha onceki ¢alismalarda ¢oklu antibiyotik direncinin goézlendigi S.
aureus izolatlarinin vankomisine de direngli oldugu ortaya konulmustur (Kateete, et
al.,, 2013; Nobrega, et al, 2018). Gram pozitif koklarmkoklarla ilisliki
enfeksiyonlarin tedavisinde kritik 6neme sahip olan bu antibiyotigin ileriki
zamanlarda hem halk sagligini hem de veteriner sagligini tehdit etmekteetme ve

enfeksiyonlarin tedavi sansinin azalma riski s6z konusudur.
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S. aureus izolatlarmin antibiyotik smiflarina direng durumu ve g¢oklu
antibiyotik direnci Tablo 4.6.’da, NSA izolatlarina ait ayn1 bulgular ise Tablo 4.7.'de

verildi.
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Tablo 4. 6. S. aureus izolatlarinin antibiyotik simiflarina gére ¢oklu antibiyotik direnci

Direncli Oldugu
izolat Beta laktamlar Tetrasiklinler Polipeptidler Kinonlar | Antimetabolik Etkililer | Aminoglikozid | Linkozamid | Antibiyotik Simfi
NG Sayisi
Al | OX? |FOX® |CT* |CP5 | T TiG" | DP® \& EL0 SXTH N2 MY?3
6 S I S S S S S S S S S S S 0
7 S S S S S S S S S S S S S 0
19 S R S R S S S R R S S S R 3
28 S R S S S S S S S S R S R 3
30 S I S S S S S S S S S S R 1
31 S S S S S S S S S S S R R 2
39 S S S S S S S S S S S S S 0
40 S I S S S S S S S S S S R 1
41 S S S S S S S S S S S S S 0
47 S R S S S S S S S S S S S 1
50 S R S S S S S S S S R S R 3
58 S S S S S R S S S S S S S 1
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Tablo 4.6. (devami)

izolat Tetrasiklin | Polipept . . L o . | Direngli Oldugu
No Beta laktam Siifi id Simfi Kinonlar Antimetabolik Etkili Aminoglikozid | Linkozamid | Antibiyotik Smifi
Sayisi
Al | OX? |FOX® |CT* |CP5 | T TiG" | DP® \& EL0 SXTH N2 MY?3
65 S I S S S S S R S S S R 2
66 S R S S S R S S S S S R 4
72 S R S S S R S S S S S S 3
74 S I S S S S S R S S S R 2
76 S S S S S R S S S S S S 1
79 S S S S S R S R S S R S 3
81 S S S S S S S S S S S S 0
91 S S S S S S S S S S S S 0
92 S S S S S S S S S S S R 2
93 S S S S S S S R S S S S 2
96 S I S S S S S S S S S S 0
98 S S S S S R S S S S S S 1
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Tablo 4. 7. NSAizolatlarinin antibiyotik siniflarina gore ¢oklu antibiyotik direnci

. Polipeptid . Antimetabolik o . | Direncli Oldugu
izolat Beta laktam Tetrasiklin Simifi Simifi Kinonlar Etkili Aminoglikozid | Linkozamid Antibiyotik
NG Simifi Sayist
Al | OX? |FOX® |CT* |CP® TS TIiG’ DP® \& EL0 SXTH N2 MY
15 S I S S S S S S S S S I R 2
18 S | S I S S S R S S S | R 0
29 S | S S S S S S S S S | S 4
38 S R R S | R S R S S S | R 2
48 S S S I S S S R S S S R S 0
49 S | S S S S S S S S S | S 2
53 S R S I | S S R S S S | R 0
54 S I S R S S S S S S S I S 4
60 S S R S S R S S S S S R R 0
62 S S S R | S R S S S S | S 3
63 S S S R I S S S S R R I S 3
64 S R S R S S S R S S R I R 2
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Tablo 4.7. (devami)

. Polipeptid . Antimetabolik o . | Direncli Oldugu
izolat Beta laktam Tetrasiklin Simifi Simifi Kinonlar Etkili Aminoglikozid | Linkozamid Antibiyotik
NG Simifi Sayist
Al | OX? |FOX® |CT* |CP® TS TIiG’ DP® \& EL0 SXTH N2 MY
67 S R S S S S S S S S S I R 2
70 S R S R S S S S S S S | R 2
71 S R S S S S S S S S R | S 1
73 S S S S S S S S S S S I R 0
77 S S S S S S S S S S S I S 1
80 S S S S S S S S S S S | R 1
82 S R S S S S S S S S S R S 3
84 R R S S S R S S S S S I R 3
85 S S S S S R S S S S S | R 2
86 S R S S S S S S S S S | R 2
87 S R S S S S S S S S S R R 2
88 S R S S S S S S S S S I R 3
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Tablo 4.7. (devami)

Antimetabolik Direngli Oldugu
. Beta laktam Tetrasiklin Smifi | Polipeptid Sinifi Kinonlar Etkili Aminoglikozid | Linkozamid Antibiyotik
Izolat Simifi Sayist
No
Al | OX? |FOX® |CT* |CP® TS TIiG’ DP® \& EL0 SXTH N2 MY
90 S R S S S R S S S S R | S 1
94 S | S S S S S R S S S | S 3
95 S R S S S S S R S S S R R 2
97 S R S S S S S S S S S R R 3
101 |S | S R S S S R S S S | S 1
102 |S | S I S S S S S S S | S 2
103 |S S S S S S S R S S S | R 2
104 |S R S S S S S R S S S | R 3
105 |S R S S S S S R S S S | R 3
107 |S R S S S S S R S S S | S 2

44




4.5. mecA Gen Varhgimin Belirlenmesi

Metisilin direncinden sorumlu mecA genin PCR ile aragtirilmasi sonucunda; 8
(%33,3) S. aureus izolatinin ve 10 (%29,4) NSA izolatinin gene sahip oldugu tespit
edildi. Izolatlar fenotipik ve genotipik olarak degerlendirildi. S. aureus izolatlarinn 4
tanesinin fenotipik olarak metisiline duyarli olmasina ragmen mecA genine sahip
oldugu belirlendi. Bunun yani sira ise 5 izolatta mecA geni tespit edilemezken
fenotipik olarak metisiline direngli oldugu belirlendi. mecA genine sahip ve fenotipik
olarak metisiline direngli izolat sayisinin ise 3 (%37,5) oldugu belirlendi. NSA
izolatlarinin degerlendirilmesi yapildiginda, 10 izolatin mecA genine sahip oldugu
tespit edildi. Ayrica 17 izolatin ise fenotipik olarak metisiline direngli oldugu ortaya
konuldu. izolatlarin fenotipik ve genotipik degerlendirilmesi yapildiginda, 2 izolatta
mecA geni varligi tespit edilmesine ragmen fenotipik olarak metisiline duyarli
oldugu belirlendi. Ayrica 10 izolatin bu gene sahip olmamasina karsin fenotipik
olarak metisiline direngli olduklar: tespit edildi. NSA izolatlarinin 8 tanesinin hem
mecA genine sahip oldugu hem de fenotipik olarak metisilin direncinin oldugu ortaya

konuldu. S. aureus izolatlarimin fenotipik olarak metisiline diren¢ durumu ve
direngten sorumlu mecA genine ait izolatlar Tablo 4.8."de, NSA izolatlarininki ise

Tablo 4.9'da sunuldu.

Tablo 4. 8. S. aureus izolatlarinin fenotipik olarak metisiline direng durumu ve mecA genine sahip
izolatlar

Izolat No  mecA geni varhig Fenotipik Metisilin Direnci

7 3 S
19 —_ R
28 —_ R
31 4L S
47 - R
50 —_ R
66 it R
72 4L R
81 4L S
91 it R
92 it S
93 —_ R
98 Ik S
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Tablo 4. 9. NSA izolatlarinin fenotipik olarak metisiline direng durumu ve mecA genine sahip izolatlar

izolat No  mecA geni varhg  Fenotipik Metisilin Direnci

29 4L I
38 —_ R
53 —_ R
60 —_ R
62 4L S
64 —_ R
67 4L R
70 —_ R
71 4L R
82 —_ R
84 —_ R
86 4L R
84 —_ R
88 4L R
90 4L R
95 —_ R
97 4L R
104 —_ R
105 4L R
107 4L R

Izolatlardaki mecA gen varligmin belirlenmesine yonelik yapilan PCR

sonucunda elde edilen sonuglarin temsili goriintiisii Sekil 4.6°da verildi.

1000 bp

500
30 Nt et 31059
200

100

.Sekil 4. 6. mecA gen varliginin PCR ile arastiriimasi
(M: Marker; 1: Negatif kontrol (S. aureus ATCC 25913), 2;5;6;8;9;10: Negatif izolatlar, 3: S. aureus
ATCC 43330, 4;7;11: Pozitif izolatlar)
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Findik, vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, stafilokok izolatlarinin
%>53’tntin, S. aureus izolatlarinin %17'sinin ve NSAizolatlarinin ise %17'sinin
fenotipik olarak metisiline direngli oldugu belirlenmistir. mecA geninin

arastirilmasma yonelik yapilan PCR c¢alismasinda, tiim stafilokok izolatlarinin

%22,22'sinin, S. aureus izolatlariin %11,11'inin ve NSA izolatlarinin %4,44’{intin

bu gene sahip oldugu bildirilmistir. Pu, et al. (2014) tarafindan Cin'in farkli
bolgelerindeki sigir isletmelerinde yapilan ¢alismada mastitis orijinli 103 S. aureus
izolat1 incelenmistir. izolatlarm 13 (%12,6) tanesinin fenotipik olarak okzasiline
direngli oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlarin 49 (%47,5) tanesinin mecA genine
sahip oldugu tespit edildi. 37 (%75,5) S. aureus izolatinin mecA genine sahip
olmasina ragmen fenotipik olarak okzasiline duyarli oldugu tespit edilmis ve bu
izolatlar okzasilin duyarli S. aureus (OD-MRSA)olarak smiflandiriimistir. Bu
calismada da S. aureus izolatlar1 arasinda %?20,8 oraninda OD-MRSA fenotipi
gozlenmis olup, mecA geninin varhigi, oksasiline karsi yiiksek diizeyde bir direng
saglamamustir. Bu fenotipin nedeni agiklanmaya devam etmektedir. Bir ¢alismada
(Giannouli, et al., 2010) , FemXAB proteinlerindeki (hiicre duvar1 sentezinde yer
alan) amino asit mutasyonlarinin OD-MRSA fenotipine katkida bulunabilecegini 6ne
stirilmiistiir, ancak mutasyonlarin fenotip ile iligskisi daha 6nce kanitlanmamuistir.
mecA geni test edilmeden, bu izolatlarin, geleneksel antimikrobiyal duyarlilik
testlerinin sonucuna goére MSSA olarak yanlis smiflandirilmas: s6z konusu olabilir.
mecA tasiyan OD-MRSA, pB-laktam antibiyotiklerle tedavi edildiginde yiiksek
direngli  MRSA'min ortaya ¢ikmasma neden olabilir, bu da OD-MRSA
enfeksiyonlarinin tedavisi sirasinda 6nlem alinmasi gerektigini vurgulamaktadir. Bu
risk nedeniyle OD-MRSA tedavisinde B-laktam antibiyotiklerden kag¢inilmalidir.
Giannouli, et al. (2010) identifiye ettikleri MRSA'larin genellikle gentamisin,
siprofloksasin, kanamisin ve vankomisin gibi diger antibiyotik siniflarina duyarh
olduklarini belirlemisler ve bu nedenle OD-MRSA'nin neden oldugu mastitisin f-
laktam olmayan antibiyotikler kullanilarak tedavisinin, antibiyotik direnci
gelisiminin istenmeyen sonucunu onleyebilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alismada da
OD-MRSA fenotipi sergileyen izolatlarin higbirinin ¢oklu antibiyotik direnci

gostermedigi ve beta laktam disindaki antibiyotiklere duyarli olduklari gosterildi.

OD-MRSA fenotipinden baska, B-laktam direnci mecA'ya atfedilemeyen

istisnai S. aureus suslart da tanimlanmistir. Bu ¢alismada da mecA genine sahip
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olmayan ancak okzasiline kars1 fenotipik direng gosteren 5 (%20,83) adet S. aureus
izolat1 identifiye edildi. Diisiik seviyeli metisilin direnci (MIC 2-4 mg/L), McDougal
and Thornsberry (1986) tarafindan rapor edilmis ve penisilinazin asir1 tiretimine
baglanmistir. Tomasz, et al. (1989), degistirilmis metisiline baglanma afiniteleri ve
PBP4'lin asir1 iiretimi ile PBP1 ve PBP2'ye sahip baska bir sinirda metisiline direncli
sus sinifin1 bildirmislerdir. Hackbarth, et al. (1995) bu son smiftaki suslara ait PBP2
geninin niikleotid dizisini analiz etmisler ve transpeptidazin penisilin baglama
motifine yakin bir nokta mutasyonu belirlemislerdir. Chambers, et al. (1994),
mutasyona ugramis PBP2'nin metisilin i¢in afinitesinin azaldigini ve bagli metisilinin
PBP2'den salim hizinin arttigini gdstermislerdir. S. aureus PBP'lerinin penisilin
baglama profilinde degisiklik, artan B-laktam antibiyotik konsantrasyonlari ile in
vitro segilen S. aureus mutantlarinda da rapor edilmistir (Berger-Bachi, et
al.,1989;Tonin and Tomasz; 1986). Yakin zamanda yapilan bir ¢caligmada da mecA
negatif ancak okzasilin direci mevcut olan S. aureus sunlari tanimlanmis olup
arastirma sonuglarin, MRSA'y1 saptamaya yonelik enfeksiyonénleme siirveyansi
cabalar1 igin 6nemli etkileri oldugu ve bu fenotipi gosteren izolatlar1 olan hastalarda

optimal antibiyotik tedavisine iliskin sorular1 giindeme geldigi bildirilmistir.
4.6. Ebselen Antibakteriyel Etkisinin Arastirilmasi

Ebselenin antibakteriyel etkisi S. aureus, NSA ve metisilin direngli S. aureus
izolatlarinda, enselenin 128 pg/ml - 0,125 pg/ml konsantrasyon araliginda arastirildi.
Yapilan degerlendirme sonucunda, S. aureus izolatlari i¢in 0,125 pg/ml — 32 pg/ml
arasinda, NSA izolatlar i¢in ise 0,125 pg/ml — 4 pg/ml arasinda minimal inhibitor

konstantrasyonlar1 belirlendi.

Tez ¢alismasinda ebselenin kontrol susu olarak kullanilan, metisiline direngli
oldugu bilinen S. aureus ATCC 43300 susu icin MIK degerinin 8 pg/ml oldugu,
metisiline duyarli oldugu bilinen S. aureus 29213 susu i¢in MIK degerinin ise 0,125
ug/ml oldugu belirlendi. Tez ¢alismasinda, fenotipik olarak okzasiline direngli olan 8
S. aureus izolatmin 5 tanesinin MIK degeri 0,125 pug/ml, 2 tanesinin MIK degeri
0,25 pg/ml ve bir izolatin degeri ise 32 ug/ml olarak tespit edildi. Genotipik olarak
mecA genine sahip 8 S. aureus izolatnin, 4 adedinin MIK degeri 0,125 pg/ml, bir
izolatin 0,25 pg/ml, bir izolatin 0,5 pg/ml, bir izolatin 2 ug/ml ve bir izolatin ise 32
ug/ml oldugu belirlendi. S. aureus izolatlar1 igerisinde fenotipik olarak metisiline

direngli oldugu belirlenen ve mecA genine sahip 3 izolatin, bir tanesinin minimal
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intibitor konsantrasyonu 0,125 pg/ml, bir izolatin 0,25 ug/ml ve diger izolatin ise 32
ug/ml oldugu tespit edildi. Ayrica fenotipik olarak hem okzasiline hem de
vankomisine direngli bir S. aureus izolatimin MIK 0,125 pg/ml olarak belirlendi.
NSA izolatlarinda fenotipik olarak okzasiline direngli 17 izolatin MIK degerlerinin
0,125 pg/ml — 4 pg/ml araliginda degiskenlik gosterdigi tespit edildi. Bu izolatlardan
9 tanesi igin (%52,9) ebselen MiK degeri 0,125 pg/ml olarak belirlenirken, 5 tanesi
(%29,4) icin 0,25 pg/ml, birer izolatin ise sirasiyla 0,5 pg/ml, 1 pg/ml ve 4 pg/ml
MIK degerleri belirlendi. Genotipik olarak mecA genine sahip 10 izolatin minimal
inhibitér konsantrasyonlarinin 0,125 pg/ml — 4 pg/ml arasinda degiskenlik gosterdigi
tespit edildi. Bu izolatlardan 6 tanesinin (%60) minimal inhibitér konsantrasyonu
0,125 pg/ml, iki izolatin (%20) 0,5 pug/ml, birer izolatin ise sirasiyla 0,5 ug/ml ve 4
ng/ml konsantrasyonlart MIK degeri olarak saptand.

MIK degerinin belirlenmesinde kullanilan mikrobuyyon diliisyon teknigine ait

temsili goriintii Sekil 4.7.”de sunuldu.

E———

Sekil 4. 7. MIK belirlenmesinde kullanilan mikrobuyyon diliisyon tekniginin temsili
gortintiisi
(PK1: S. aureus ATCC 25913, PK2: S. aureus ATCC 43300, PK3: S. pseudointermedius, NK: Negatif
Kontrol)

Fenotipik veya genotipik olarak metisilene direngli ve duyarli olan izolatlarin
yiizde grafikleri, ebselenin MiK aralig1 Sekil 4.8°de (S. aureus izolatlar1) ve Sekil

4.9.’da (Non- S. aureus izolatlar1) sunuldu.
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iZOLAT YUZDESI

NMRSA
46%

MRSA
54%

Sekil 4. 8. Fenotipik/Genotipik olarak metisiline direngli/duyarli olan izolatlarin yiizdeleri ve
enselenin MIK araligi (MRSA: Metisilin Direngli S. aureus, NMRSA: Non-Metisilin
Direngli S. aureus)

izolatlar

= MRS = NMRS

Sekil 4. 9. Fenotipik/Genotipik olarak metisiline direng¢li/duyarli olan izolatlarin yiizdeleri ve
enselenin MIK araligi (MRS: Metisilin Direngli Staphylococcus spp., NMRSA: Non-
Metisilin Direngli Staphylococcus spp.)

Antibiyotiklere kars1 direngte 6nemli rol oynayan biyofilm 6zelligi yoniinden
izolatlar incelendiginde fenotipik olarak biyofilm olusumunun tespit edildigi 18
(%75) S. aureus izolat1 icin ebselen MIK degerinin 0,125 pg/ml — 32 pg/ml arasinda
oldugu belirlendi. Bu izolatlarn 11 (%61,1) tanesi igin 0,125 pg/ml, bir tanesi
(%5,5) i¢in 0,25 pug/ml, bir tanesi (%5,5) i¢in 0,5 pg/ml, bir tanesi (%5,5) igin 1
ug/ml, bir tanesi igin (%5,5) 2 pug/ml, iki tanesi (%8,3) i¢in 8 ug/ml ve bir (%5,5)
izolat i¢in ise 32 pg/ml konsantrasyonlariminimal inhibitér konsantrasyonu olarak
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belirlendi. Suslardan sadece 4’t (%16,66) hem fenotipik olarak hem de genotipik
olarak (ica A veya D genlerinden birine sahip) biyofilm 6zelligi gostermekteydi ve
hepsi icin ebselenin MIK degeri 0, 125 pg/ml idi. Biyofilm olusumunda rol oynayan
icaAD genlerinden en az birisine sahip 9 (%37,5) S. aureus izolat1 igin ebselen MiK
degerinin 0,125 pug/ml — 0,5 pg/ml arasinda oldugu saptandi. Bu izolatlardan 7 tanesi
(%77,77) igin MIK degerleri 0,125 pg/ml bulunurken, bir tanesi (%11,11) icin 0,25
ug/ml ve diger bir izolat icin de 0,5 pg/ml minimal inhibitér konsantrasyonu
belirlendi. Fenotipik olarak biyofilm olusumunun tespit edildigi ve icaAD
genlerinden en az birisine sahip 4 (%16,66) S. aureus izolat1 icin ebselen MIK

degerinin 0,125 pg/ml oldugu saptandi.

NSA izolatlarindan fenotipik olarak biyofilm olusumunun go6zlendigi 18
(%52,94) izolat icin ebselen MIK degerlerinin 0,125 pg/ml — 1 pg/ml arasinda
oldugu tespit edildi. Degerlendirme sonucunda 11 (%61,1) izolat icin ebselen MIK
degerinin 0,125 png/ml, 5 (%27,7) izolat i¢in 0,5 pg/ml, bir (%5,5) izolat i¢in 0,5
ug/ml ve diger bir (%5,5) izolat igin ise 1 pg/ml oldugu saptandi. Genotipik olarak
icaAD genlerinden en az birisine sahip 15 (%44,11) izolat icin MIK degerlerinin
0,125 pg/ml — 4 pg/ml arasinda degiskenlik gosterdigi belirlendi. Izolatlardan 9
(%60) tanesi icin ebselen minimal inhibitér konsantrasyonunun 0,125 ug/ml oldugu,
2 (%13,33) izolat igin 0,5 pg/ml oldugu, 3 (%20) izolat i¢in 0,25 pg/ml ve bir
(%6,66) izolat i¢in ise 4 pg/ml oldugu tespit edildi. NSA izolatlar1 arasinda fenotipik
olarak biyofilm olusumunun tespit edildigi ve icaAD genlerinden en az birisine sahip
7 (%%20,58) izolat i¢in ebselen MIK degerlerine bakildiginda 5 (%71,42) izolatin
0,125 pg/ml bir (%14,28) izolat igin 0,25ug/ml ve bir izolat (%14,28) igin ise 0,5
ug/ml MIK belirlendi.

Ebselen'in antimikrobiyal aktivitesinin, ¢coklu ilaca direngli S. aureus'un klinik
izolatlarindan olusan bir panele karsi test edildigi bir calismada (Thanghamani, et al.,
2015a), ebselenin, 0.125 pg/ml ile 0.5 pg/ml arasinda degisen MIK degerlerinde,
MRSA, vankomisine direngli S. aureus (VRSA), linezolide direngli S. aureus,
mupirosin direngli S. aureus, metisiline direngli S. epidermidis ve ¢oklu ilaca direngli
suslara kars1 giiclii bakterisidal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 arastiricilar
baska bir ¢calismada (Thanghamani, et al., 2015b), Enterococcus ve Staphylococcus
Klinik izolatlarmin %90"min inhibe edildigi (MIC90) minimum ebselen inhibitor

konsantrasyonlarin1 sirasiyla 0,5 ve 0,25 mg/L olarak bulmuslar, ebselenin,
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vankomisin ve linezolid ile karsilastirildiginda, hiicre i¢i metisiline direngli S. aureus
(MRSA) igin onemli Kklirens gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica, ebselenin,
MRSA'ya karst geleneksel antimikrobiyallerle sinerjik aktiviteler gosterdigini ve
birlikte ele alindiginda, sonuglarmin giiclii antimikrobiyal aktivitesi ve giivenlik
profilleri ile ebselenin potansiyel olarak ¢oklu ilaca direngli Gram pozitif bakteriyel
enfeksiyonlar: tedavi etmek i¢in tek basina veya diger antibiyotiklerle kombinasyon
halinde kullanilabilecegini ve klinik olarak daha fazla ¢alisma gerektigini ifade
etmislerdir. Boyd, (2020) tarafindan yapilan g¢alismada mecA genine sahip ve
fenotipik olarak okzasiline direngli iki S. aureus izolatinin MIK degerlerinin 0,25
ug/ml — 1 ug/ml arasinda oldugu belirlenmistir. Tez ¢alismasinda da mecA genine
sahip, fenotipik olarak da okzasiline direngli ii¢ izolatin MiK degerlerinin 0,25 pg/ml
— 32 ug/ml arasinda oldugu belirlendi.

Dong, et al. (2020) tarafindan yapilan ¢aligmada Klinik 6rneklerden izole edilen
S. aureus izolatlarinda ebselenin in vitro etkisi test edilmistir. Calismada bu izolatlar

tizerinde ebselenin ortalama 2,2 ug/ml konsantrasyonunda etkili oldugu bildirilmistir.

Mohammad, et al. (2021) tarafindan yapilan g¢alismada, Kklinik &rneklerden
izole edilen metisilin direngli S. aureus, vankomisin direngli S. aureus, linezolid
direngli S. aureus, mupirosin direngli S. aureus, metisilin direngli S. epidermidis
izolatlara kars1 ebselenin in vitro antimikrobiyal aktivitesi ve bakteriyel biyofilm
tizerindeki inhibitor etkisi arastirilmistir. Calisma sonuglarma gore MiK degerlerinin
0,125 pg/ml — 0,5 pg/ml arasinda oldugu belirlenmistir. Biyofilm olusturan S. aureus
ve S. epidermidis izolatlarinda, ebselenin ve konvansiyonel tedavide kullanilan
antibiyotiklerin (linezolid, mupirosin, vankomisin ve rifampisin) biyofilm tizerindeki
etkileri arastirilmistir. Calismada, ebselenin biyofilm kiitlesini 6nemli  6lgiide
azaltigr tespit edilmistir. Konvansiyonel tedavide kullanilan antibiyotikler ve
ebselenin biyofilm iizerindeki etkin dozu hesaplanmistir. Ebselenin 2 pg/ml
konsantrasyonunun biyofilm olusumunun yaklasik %60’ 1n1 azalttigi tespit edilmistir.
Bunun yani sira, konvansiyonel antibiyotiklerin (linezolid, mupirosin, vankomisin,
rifampisin) biyofilm {izerindeki etkin dozlar1 sirasiyla 256 pg/ml, 16 pg/ml, 128
pg/ml ve 0,5 pg/ml olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda kullanilan bu dozlarda
linezolid, mupirosin ve vankomisinin biyofilm olusumunu azaltmada yaklasik %20,

rifampisinin ise %40 oraninda katki sagladigi ortaya konulmustur. 8 pg/ml

konsantrasyonunda ebselenin, S. epidermidis’in biyofilm olusumunu %50'den fazla
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bir oranda azalttig1 rapor edilmistir.
Tez calismasinda elde edilen veriler ile ebselenin ¢esitli stafilokok izolatlarindaki
etkinligi karsilastirildiginda, ebselenin diisiik konsantrasyonlarda hem bakterisidal
aktivite gosterdigi hem de bakteriyel biyofilm olusumunu azalttigi ortaya
konulmustur. Bu g¢alismadaki bulgular ile diinya genelinde yapilan diger in vitro
calismalar uyum gostermekle birlikte, hem S. aureus (4 izolatta) hem de NSA
izolatlar1 (1 izolatta) icin sayilar1 az olmakla birlikte, diger ¢aligmalarda bildirilen
ebselen MIK degerlerinden daha yiiksek MIiK degerleri de elde edildi. Ustelik bu
izolatlarmin tamaminin biyofilm pozitif olduklar1 fark edildi. Giliniimiizde global
capta 6nemli bir sorun haline gelen antibiyotik direnci nedeniyle, ebselenin tedavide
tek bagina veya baska antimikrobiyallerle veya yine yeniden amaglandirilmis bagka
molekiillerle birlikte kombinasyon halinde kullanilabilecegi, bu madde tizerinde in
vitro ¢alismalarin yani sira in vivo galigmalarin da yapilmasmin dnem arz ettigi

disiiniilmektedir.

4.7. Izolatlarin Baz1 Viriilens Faktorlerinin ve Ebselene Duyarhhklarinin

Ortak Degerlendirilmesi

Tez calismasinda 24 adet S. aureus izolat, 34 adet NSA izolat1 olmak tizere
toplam 58 adet sigir mastitisi orijinli stafilokok izolat1 incelendi. Calisma
kapsaminda fenotipik olarak biyofilm olusumu, okzasilin direnci ve vankomisin
direnci belirlendi. Genotipik olarak ise okzasilin direncinden sorumlu mecA gen
varhigi, biyofilm olusumunda rol oynayan icaAD gen varliklari, koagiilaz enziminin
tiretiminden sorumlu coa gen varliklar1 arastirildi. Ayn1 zamanda ebselenin bu

izolatlarda minimal inhibitor konsantrasyonlar1 (MIK) belirlendi. S. aureus
izolatlarina ait fenotipik/genotipik 6zellikler ve ebselenin MiK degeri Tablo 4.10.'da

NSA izolatlar1 ise Tablo 4.11'de sunuldu.
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Tablo 4. 10. S. aureus izolatlarina ait fenotipik/genotipik 6zellikler ve ebselenin MiK degeri

Okzasiline  Vankomisine Fe_noti_pik Ebselenin
Izolat  Fenotipik Fenotipik Biyofilm icaA icaD mecA coa le K.
Direng Direng Olusturm degeri
a (ng/ml)
6 | s ¥ - - = + 8
7 s s N
19 R R - - 4L —_ —_ 0,125
28 R S - - 4L —_ —_ 0,25
30 | S - — —_ - - 1
31 s s - = k05
39 S S 4L - —_ —_ —_ 0,125
40 [ S - - 3 - - 0,125
41 S S TF - 3 - - 0,125
47 R S - F - - - 0,125
50 R S T - 3 - 3 0,125
58 S S dL - —_ - - 8
65 I S 4L - —_ —_ —_ 0,125
66 R S T - - 3 3 0,25
72 R S T - - 3 3 0,125
74 [ S TF - - - 3 1
76 S S B - —_ —_ 3 0,5
79 S S L - —_ —_ —_ 0,125
81 S S AL - —_ 3k —_ 0,125
91 R s e T -
92 S S T - - 3 - 0,125
93 R S AL AL —_ —_ —_ 0,125
96 | S B - —_ —_ 4L 0,125
98 s s T T SRt

R: Direngli, I: Orta Derecede Duyarli, S: Duyarli, CRA: Kongo Kirmizili Agar
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Tablo 4. 11. NSAizolatlarina ait fenotipik/genotipik 6zellikler ve ebselenin MiK degeri

. Okzasiline Vankomisine Fenotipik Ebselenin
1zolat . g o . . MIK
Fenotipik Fenotipik Biyofilm  icaA icaD mecA coa .
No Direng Direng Olusumu degeri
(ng/ml)
15 | S — I — — 0,5
- ar
18 I S — —_— _ —_— —_— 0,25
29 S - 4L —_ 0,5
| i T
38 S —_— —_— —_— —_— 1
R i
49 | R JL JiL — - - 0,125
ar ar
53 R S JL AL - - - 0,125
ar ar
54 I S — —_— —_— —_— —_— 0,125
60 S S I —_— —_— —_— —_— 0,125
ar
62 S —_ 4L —_ 0,125
s TR | U
63 s S _ _ - - 1= 0,25
R - &
67 S —_ 4L —_ 0,125
R — ﬁl% ar
70 S —_— _— _— _— 0,25
R &
71 S - —_ 4L —_ 0,25
R ﬁl% r
73 S S I _— _— _— 0,125
- ar
7 S S AL AL —_ —_ —_ 0,25
ar ar
80 S —_ —_ 4L 0,25
5 - 4 U
82 S — — — —_— 0,25
R i
84 R S — — — — — 0,125
85 S S — — — — — 0,25
86 R S _ m — 3k — 0,125
ar
87 R S I —_— — — 0,125
ar
88 S — 4L — 0,125
R T Uy
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90 R S i - - & - 0,125

ar

. Okzasiline  Vankomisine Fenotipik Ebselenin

1zolat . . L . . MIK

Fenotipik Fenotipik Biyofilm  icaA icaD mecA coa -
No Diren Diren Olusumu degert
¢ ¢ ; (ng/m)

94 I S I —_— —_— —_— —_— 0,125
ar

95 R S I — — — 0,125
- ar

97 S —_— 4L — 4

R — 4}: r

101 | S I _ —_— —_— —_— 0,125
ar

102 | S I I — — — 0,125
ar ar

103 S S — — — — — 0,125

104 R S — — — — — 0,5

105 R S m - - %+ - 0,125
ar

107 S - —_ 4L —_ 0,25

R JIIF r
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5. SONUC

Mastitis, itlaftan kaynaklanan kayiplar, azalan tiretim, azalan dogurganlik ve
tedavi maliyetleri nedeniyle iilkeyi biiytik bir mali yiik altina soktugu igin kiiresel bir
sorundur. Subklinik mastitis ayrica, halk sagligi yoniinden de 6nemli ve sessiz bir
sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu tip mastitis vakalari, siitte veya memenin
goriiniimiinde baslangigta gozle gorilir bir degisiklik olmaksizin daha yiiksek
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bununla birlikte en énemli endiselerden biri
de, subklinik olarak enfekte olmus hayvanlarin her zaman siirekli bir enfeksiyon

kaynagi olarak kalabilmesidir.

Birgok bati iilkesinde, bulasici mastitis i¢in kontrol programlart on yillardir
uygulanmaktadir, bu da Streptococcus agalactiae ve Staphylococcus aureus kokenli
mastitis vakalarinda azalmaya neden olmusur. Bununla birlikte baz: tilkelerde baska
bakteriyel patojenler (Klebsiella spp. veyaStreptococcus dysgalactiaegibi) dominant
mastitis nedenleri olarak gériinmektedir. Ulkeler arasindaki mevzuat, veterinerlik ve
laboratuvar hizmetleri ile ¢iftci yonetim uygulamalar1 arasindaki farkliliklar mastitis
patojenlerinin dagilimin1 ve etkisini etkilemektedir. Ulkemizde yillar iginde mastitis
vakalarina neden olan patojenler ve bunlarin dagilimlarinda farkliliklar meydana
gelmekle birlikte stafilokoklar 6nemli ve endise verici problem olmaya devam
etmektedir. Bu endisenin en biiyiik nedenlerinden biri de etkenlerin cesitli

mekanizmalarla gelistirdikleri antibiyotik direncidir.

Antimikrobiyal diren¢ (AMR), patojenler, daha o6nce etkili olan
antimikrobiyallerin etkisinin {stesinden gelebildiginde ortaya ¢ikmaktadir ve
Tirkiye'de AMR, siit endistrisinde onemli bir tehdit olmaya devam etmektedir.
WHOQ'ya (2015) gore AMR, uluslararasi gida giivenligi, saglik ve ilerleme igin en
biiyiik tehlikelerden biridir. Tirkiye dahil birgok tilkede, muhtemelen siit
sektoriindeki belirgin  degisiklikler nedeniyle, zaman iginde birincil mastitis

etkenlerinin mutlak ve goreceli 6neminde farkliliklar tespit edilmistir.

Insanlarda AMR'ye énemli bir vurgu yapilmis olmasina ragmen, hayvanlardaki
problem ve gidisat ¢ok fazla vurgulanmamustir. Siit ¢ifteiligi, profilaktik ve
biiyiimeyi tesvik edici ajanlar olarak antibiyotiklerin fazla kullanimini igermektedir.
Antibiyotiklerin bu terapotik olmayan uygulamasi, dozaji ve yarilanma siiresi

yeniden degerlendirilmeli ve rasyonel olarak tanimlanmalidir. Bir siit hayvan1 ayrica
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direngli suslarin insanlara ve ¢evreye bulagsmas: agisindan ciddi bir risk
olusturmaktadir. AMR'ye ¢6ziim bulmak igin bireysel, topluluk, yerel, bélgesel,
ulusal ve uluslararasi diizeyde kiiresel isbirligi cabalar1 ve multidisipliner bir
yaklasim, “Tek Saglik” yaklasimi1 gerekmektedir. Oziinde, tiim stratejiler antibiyotik
kullanimin1 optimize etmeyi, patojenik mikroorganizma ve antibiyotikler arasindaki
istenmeyen etkilesimi en aza indirmeyi, direngli suslarin yayilmasini sinirlamay ve
tedaviyi etkilemek i¢in enfeksiyonlari akillica antibiyotik kullanimiyla tedavi etmeyi

hedeflemelidir.

Yeni antibiyotiklerin yavas ortaya ¢ikmasiyla birlikte AMR'nin yayilmast,
mikrobiyal hastaliklara kars1 etkili tedavilerde bir eksiklik yaratmistir. Halihazirda,
daha yeni bir ilacin kesfi igin, klinik etkinlik ve giivenlik degerlendirmesi
asamasindan onaya kadar olan siirecte ¢ok ciddi maliyet s6z konusudur. Bu nedenle,
yeni antibiyotikler bulmak ve kullanima sunmak daha zorlayict hale gelmistir.
Antibiyotiklere direnci azaltmak ve antibiyotiklere yeni, giivenli, direngsiz ve
ekonomik alternatiflerin kesfedilmesini ve sunulmasini hizlandirmak i¢in daha
yenilik¢i ve cesur ¢oziimlerin tam zamanidir. Bu baglamda, halihazirda onaylanmis
ilaglar1 iyi Kkarakterize edilmis toksikoloji ve farmakoloji ile yeniden kullanmak
(“repurposing”), antibiyotik inovasyonuyla iliskili zamani, maliyeti ve riski
azaltmanin yeni bir yoludur. Bu yaklasimla ele alinan bir organoselenyum bilesigi
olan ebselen, tez calismamizda mastitis vakalarindan izole edilmis stafilokok sunlari,
ozellikle de MRSA ve biyofilm olusturma kabiliyetine sahip suslar {izerindeki
antibakteriyel etkinligini degerlendirmek iizere secilmistir. Ebselenin klinik olarak
giivenli oldugu ve iyi bilinen bir farmakoloji profiline sahip oldugu bilinmektedir.
Tez ¢alismasinda, bu bilesigin hem MRSA ve OD-MRSA hem de metisiline direncli
non-S. aureus (NS-MRSA) izolatlar1 tizerine inhibitor etkileri oldugu ortaya
konulmustur. Ayrica ebselen, calismada koagulaz ve biyofilm olusturma gibi 6nemli
viriilens 6zellikleri yoniinden karakterize edilmis suslar iizerinde de antibakteriyel
etki gostermis, tedavide en biiyiik problemlerden birini olusturan biyofilm olusturan
stafilokolar tizerindeki etkisi de ortaya konulmustur.

Tez calismasmin sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde, antibiyotik
direncine ¢oziim stratejileri arasinda daha yakin zamanlarda yer almaya baslayan
“repurposing- yeniden amaglandirma” yaklasimi kapsaminda ele alinan ebselenin,

tarih siirecinde penisilin, metisilin ve vankomisin basta olmak iizere pek ¢ok
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antibiyotige diren¢ gelistiren ve hatta c¢oklu antibiyotik direnci sergileyen
stafilokoklarin neden oldugu mastitislerin tedavisine alternatif bir ¢6ziim olabilecegi
goriilmektedir. Bununla birlikte ebselenin etkinliginin hem in vitro hem de in vivo
baska ¢alismalarda ileri diizeyde degerlendirilmesi, antimikrobiyel baska bilesiklerle
olan sinerjistik etkilerinin belirlenmesi ve bunlarin pratikte kullanilabilirliginin

arastirilmasi gerekmektedir.
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