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Amag: Mastitisli ineklerin siit érneklerinden izole edilen
ve fenotipik olarak metisilin direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) oldugu belirlenen izolatlarda, mecC gen varliginin
arastirilmasi amaglandi.

Gereg ve Yontem: Calisma materyalini mastitisli ineklerden
izole edilen 150 adet Staphylococcus aureus (S. aureus) susu
olusturdu. izolatlardaki metisilin direnci sefoksitin disk di-
flizyon testi ve ticari PBP2a lateks agliitinasyon testi ile belir-
lendi. MRSA izolatlarinda mecA ve mecC gen varligi Polime-
raz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile analiz edildi.

Bulgular: Yiz elli adet S. aureus izolatindan 28’inin (%18.6)
sefoksitin disk difiizyon testi ile fenotipik olarak metisilin
direngli oldugu belirlendi. MRSA izolatlarinin 21’inde (%75)
lateks test ile agliitinasyon ve PZR ile mecA geni belirlendi.
Yedi (%25) izolatta agliitinasyon ve mecA geni belirlenemez-
ken, mecC geni tasidig tespit edildi.

Oneri: Tiirkiye’de mastitisli ineklerde mecC MRSA izolasyon
oraninin beklenmedik sekilde yiiksek oldugu ve fenotipik
olarak MRSA olarak identifiye edilen izolatlarin genotipik
dogrulanmasinda mecC geni yoniinden de analiz edilmesi
gerektigi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: mecA, mecC, mastitis, Staphylococcus
aureus, Tiirkiye
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Abstract

Aim: It was aimed to investigate the mecC gene in phenoty-
pically methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
isolated from mastitic milk samples.

Materials and Methods: This study was performed on 150
S. aureus strains isolated from mastitic cattle. Resistance to
methicillin was determined by cefoxitin disc diffusion met-
hod and commercial PBP2a latex agglutination test. Detecti-
on of mecA and mecC gene in MRSA isolates were carried out
by Polymerase Chain Reaction (PCR).

Results: Twenty eight (18.6%) out of 150 S. aureus isolates
were identified phenotypically as MRSA by cefoxitin disc
diffusion test. Aglutination and mecA gen were detected in
21 (75%) MRSA isolates by latex agglutination test and PCR,
mecC gene was determined in 7 (25%) MRSA isolates in all of
which no positivity by latex agglutination test and mecA-PCR
analysis was observed.

Conclusion: mecC MRSA isolation rate was determined as to
surprisingly be high in mastitic cattle in Turkey, and mecC
gene should also be further analyzed for genotypic confirma-
tion of MRSA isolates that already identified by phenotypic
methods.

Keywords: mecA, mecC, mastitis, Staphylococcus aureus,
Turkey
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Giris

S. aureus insan ve hayvanlarda ¢ok sayida enfeksiyona sebep
olmakla birlikte, insanlarda hastane enfeksiyonlar1 ve sigir-
larda mastitislerin primer etkenlerinden biridir. Metisilin
direncli S. aureus’lar (MRSA) tiim diinyada insan ve hayvan-
larda 6liimlere ve tedavisi gii¢ enfeksiyonlara sebep olmakta-
dir (Grema ve ark 2015). MRSA kaynakli enfeksiyonlar epide-
miyolojik olarak hastane kaynakli, toplum kaynakl ve ciftlik
hayvanlariyla iliskili olmak tizere ii¢ grupta incelenmektedir
(Gindonis ve ark 2013). Ciftlik hayvanlarinda ilk kez 1972
yilinda mastitisli ineklerin siitlerinde tanimlanmis (Devrie-
se ve ark 1972) ve insidensinin giderek arttig1 bildirilmistir
(Cortimiglia ve ark 2015).

Ciftlik hayvanlarinda, yol actig1 biiylik ekonomik kayiplarin
yani sira, insanlar i¢in de rezervuar olmasi sebebi ile 6nem
tasimaktadir (Gindonis ve ark 2013). Metisilin direnci, MRSA
izolatlarinda, stafilokokal kaset kromozomu (Staphylococcal
Cassette Chromosome mec; SCCmec) olarak adlandirilan bol-
gede yerlesim gosteren mecA geni tarafindan kodlanan, peni-
silin baglayan protein (PBP2a) ile iliskilidir. PBP2a, 3-laktam
antibiyotiklere diisiik affinite gosterir ve antibiyotik varligin-
da bu proteini lireten bakteriler hiicre duvar sentezini stirdi-
riirler. Genel olarak MRSA enfeksiyonlarinda metisilin diren-
cinin bulunmasi f-laktamlar basta olmak iizere bakterideki
coklu antibiyotik direncini de ifade etmektedir (Paterson ve
ark 2014b).

Metisilin direncinin belirlenmesinde, PZR ve DNA hibridi-
zasyon teknikleri ile mecA geninin saptanmasi altin standart
olarak kabul edilmektedir. Fenotipik teshiste, oksasilin ve/
veya sefoksitin diski kullanilarak disk diftizyon ve tiip diliis-
yon yontemleri kullanilabilmektedir. Ayrica, PPB2a’y1 belir-
lemeye yonelik antikor temelli ticari agliitinasyon testleri de
bulunmaktadir (Kumurya ve ark 2015). insan ve hayvanlar-
dan izole edilen ve fenotipik olarak MRSA oldugu belirlenen,
ancak PZR ile mecA negatif olan suslarda, mecA ile %70 DNA
homolojisine sahip yeni bir mec geni tanimlanmistir (Gar-
cia-Alvarez ve ark 2011). mecA'dan farkli SCCmec (tip XI)
tizerinde lokalize olan bu gen, mecC (mecALGA251) olarak
isimlendirilmistir (Ito ve ark 2012). Daha sonra, ¢ok sayida
arastirmaci tarafindan insan ve hayvanlardan izole edilen
MRSA suslarinda mecC gen varligi ortaya konmustur (Gindo-
nis ve ark 2013, Loncaric ve ark 2013, Medhus ve ark 2013,
Ariza-Miguel ve ark 2014, Paterson ve ark 2014a, Gomez ve
ark 2015).

Tiirkiye’de siit ineklerinde MRSA enfeksiyonlart ile ilgili cok
sayida literatlir bulunmakla birlikte, mecC geni tasiyan MRSA
varlig ile ilgili herhangi bir veriye rastlanmamigtir.

Bu calismada, mastitisli ineklerin siit érneklerinden izole
edilen ve fenotipik olarak MRSA oldugu belirlenen izolatlar-
da, mecC gen varliginin arastirilmasi amaglandi.

Sayin ve ark

Gereg ve Yontem

Calisma materyalini mastitisli ineklerden izole edilen 150
adet S. aureus susu olusturdu. izolasyonlar, dért yilhik peri-
yotta (2012-2016) Tirkiye'nin farkli bélgelerinde bulunan
16 Holstein siit sigirciig1 isletmesinden etken izolasyonu i¢in
Selcuk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabi-
lim Dali Laboratuarina kabul edilen 420 siit 6rneginden ger-
ceklestirildi. Siit 6rneklerinin primer kiiltiiri, %7 defibrine
koyun kani eklenen, kanl agarda (Oxoid, UK), 37 °C’de oksi-
jenli ortamda 24 saat inkiibasyonla gerceklestirildi. S. aureus
izolatlari, klasik mikrobiyolojik metotlar (Gram boyama, kolo-
ni morfolojisi, hemoliz, katalaz, tlip koagulaz, asetoin iiretimi,
siikroz, d-mannoz, d-sellebioz, d-ksiloz, l-arabinoz, raffinoz,
d-trehaloz, maltoz ve d-mannitol fermentasyonu) ile identifi-
ye edildi (Winn ve ark 2006). S. aureus olarak identifiye edilen
izolatlar, %10 (v/v) gliserol (Amresco, USA) iceren Trypticase
Soy Broth (TSB) (Oxoid, UK) icinde -15 °C’de saklandi. Feno-
tipik identifikasyonun dogrulanmasi amaci ile PZR kullanildi.

DNA izolasyonu

S. aureus izolatlarinin kromozomal DNA’s1, etkenin 2 mL TSB
icindeki bir gecelik kiiltiirtinden, “Wizard Genomic DNA puri-
fication kit” (Promega, USA) ile iiretici firma yonergesine gore
izole edildi. DNA ornekleri PZR analizlerine kadar -20 °C’'de
saklandi.

S. aureus-spesifik PZR analizi

S. aureus 23S rRNA gen bolgesine yonelik olarak segilen pri-
merler (Sau327-F-5-GGACGACATTAGACGAATCA-3’,Sau1645-
R-5"-CGGGCACCTATTTTCTATCT-3’) ile PZR uygulandi. Ampli-
fikasyon, 94 °C 2 dk 6n denatiirasyon ve 35 dongili 94 °C 45
sn, 64 °C1dk, 72 °C 2 dkve 72 °C 10 dk son zincir uzamasi ile
gerceklestirildi (Riffon ve ark 2001). Amplifiye PZR tirlinleri,
ethidium bromidli (0.5 pg/mL) agaroz jelde (%1.5, w/v), 100
bp DNA marker (Solis Biodyne, Estonia) ile birlikte elektrofo-
rez edilerek UV 151k kaynagi altinda incelendi. 1318 bp biiytik-
ligiindeki PZR iirtinleri S. aureus olarak degerlendirildi. Pozi-
tif kontrol olarak S. aureus ATTC 43300 susu, negatif kontrol
olarak distile su kullanild1.

Disk difiizyon testi

S. aureus izolatlarinda, metisilin direncliligi, sefoksitin (30 pg,
Oxoid, UK) diski kullanilarak, “Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute” (CLSI 2014) standartlarina uygun olarak disk
difiizyon metodu ile belirlendi.

Lateks agliitinasyon testi
MRSA izolatlarinda PBP2a’nin varligy, ticari lateks agliitinas-

yon Kkiti (Oxoid, UK) ile iiretici firma yonergesine gore test
edildi.
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- «— 1318 bp

Sekil 1. PZR tirtinlerinin agaroz jel elektroforez goriintisii. M: 100 bp DNA
marker, 1: S. aureus ATCC 25923, 2: S. aureus NCTC 13552, 3: S. aureus ATCC
43300, 4: S. aureus saha izolati, 5: mecC pozitif S. aureus saha izolati, 6: mecA
pozitif S. aureus saha izolati, NK: Negatif kontrol (distile su).

mecAgen-PZR analizi

MRSA izolatlarinda mecA gen amplifikasyonu Mehrotra ve
ark (2000)'nin belirttikleri metoda gore PZR ile gen iize-
rindeki 163 bp fragmenti kodlayan primerler (GMecAR1-
F-5’-ACTGCTATCCACCCTCAAAC-3’, GMecAR2-R-5'-CTGGTG
AAGTTGTAATCTGG-3") kullanilarak gergeklestirildi. Ampli-
fikasyon, 94 °C 5 dk 6n denatiirasyon ve 35 dongii 94 °C 2
dk, 57 °C 2 dk, 72 °C 1 dk ve 72 °C 7 dk son zincir uzamasi
ile gerceklestirildi. S. aureus ATCC 43300 susu pozitif kontrol
olarak kullanildi.

mecC gen-PZR analizi

MRSA izolatlarinda mecC gen varliginin belirlenmesi icin,
Stegger ve ark (2012)'nin belirttikleri metoda gére mecC-F-
5’-GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC-3’ ve mecC-R-5-GAAGAT
CTTTTCCGTTTTCAGC-3’ primerleri ile PZR uygulandi. Amp-
lifikasyon, 94 °C 5 dk 6n denatiirasyon ve 30 dongii 94 °C 30
sn, 59 °C 1 dk, 72 °C 1 dk ve 72 °C 10 dk son zincir uzamasi
ile gerceklestirildi. Agaroz jel elektroforezi sonucunda 138
bp biiyiikliigiindeki PZR triinleri mecC MRSA olarak deger-
lendirildi. S. aureus NCTC 13552 susu pozitif kontrol olarak
kullanildi.

Bulgular

S. aureus-spesifik PZR analizinde, klasik mikrobiyolojik me-
totlar ile identifiye edilen izolatlarin tamaminda (n=150)
etken i¢in spesifik 1318 bp biiyiikliigiinde DNA bantlar1 goz-
lendi (Sekil 1). Sefoksitin disk difiizyon testinde, 150 S. aure-
us izolatindan 28'i (%18.6) fenotipik olarak metisilin direngli
(MRSA), 122’si (%81.3) duyarh (MSSA) olarak belirlendi.

Lateks agliitinasyon testinde, 21 (%75) MRSA izolatinda ag-
liitinasyon gozlenirken, 7 (%25) izolatta agliitinasyon tespit
edilmedi. mecA-PZR analizinde, lateks agliitinasyon testi po-
zitif reaksiyon veren 21 izolatin tamaminda, mecA geni i¢in
spesifik 163 bp biiyiikliigiinde DNA bantlar1 gozlenirken (Se-
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kil 1), negatif reaksiyon veren 7 izolatta mecA geni belirlen-
medi. mecC-PZR analizinde, mecA-PZR negatif 7 (%25) izo-
latta mecC gen varligini gosteren 138 bp uzunlugunda DNA
bantlari tespit edildi (Sekil 1). MSSA izolatlarininin mecA ve
mecC PZR analizlerinde her iki geni de tasimadiklar1 belir-
lendi. Calismaya dahil edilen 16 siit sigircilig1 isletmesinin
14’tinde (%87.5) MRSA belirlenirken, 2 isletmede tespit
edilmedi. mecC MRSA izolatlarindan 4’i, 2013 yilinda ayni
isletmeden elde edilirken, diger 3 izolat 2015 yilinda farkl
isletmelerden elde edildi.

Tartisma

insan ve hayvanlardaki MRSA enfeksiyonlari biitiin diinyada
insidensi gittikce artan 6nemli bir problem haline gelmistir.
izolatlardaki metisilin direnci ile birlikte, gériilen coklu anti-
biyotik direnci, 6liimciil enfeksiyonlara ve biiylik ekonomik
kayiplara sebep olabilmektedir.

Siit ineklerinde, MRSA yol actig1 tedavisi gii¢ enfeksiyonlarin
yani sira, veteriner halk sagligi agisindan da 6nem arz etmek-
tedir. Tiirkiye’de mastitisli siit 6rneklerinden izole edilen S.
aureus’larda metisilin direncinin incelendigi ¢alismalarda
farkli oranlar belirlenmistir. Giiler ve ark (2005) Konya'da
s1g1r mastitislerden izole edilen S. aureus suslarinda metisi-
lin direnci bulunmadigini bildirirlerken, ayni bolgede Ucan
ve Aslan (2002) %1.3 oraninda direng belirlemislerdir. Er-
zurum yoresinde %8.7 (Kiregci ve Colak 2002), Burdur yo6-
resinde ise %17.5 (Tiirtitoglu ve ark 2006) ve %23 (Pehli-
vanoglu ve Yardimci 2012) oraninda metisilin direngliligi
bildirilmistir. S1ig1ir mastitislerinden izole edilen stafilokok-
larda en ytliksek metisilin direngliligi Aydin ilinde bildirilmis-
tir. Kirkan ve ark (2005) metisilin direncini %60, Kaynarca
ve Tiirkyilmaz (2010) %10.4; Tirkyilmaz ve ark (2010) ise
%17.2 olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise farklh cogra-
fi bolgelerdeki mastitisli ineklerden izole edilen S. aureus
suslarinin %18.6’s1 metisilin direngli olarak belirlenmistir.
Tiirkiye’de gerceklestirilen ¢alismalarin farkl yillarda, farkl
metotlar kullanilarak (fenotipik/genotipik) ve farkli bolge-
lerden saglanan siit drneklerinde gerceklestirilmesi nedeni
ile sonuglar arasinda karsilastirma yapmak ve metisilin di-
rencinin insidensindeki yillara gore degisim hakkinda saglik-
I fikir yiirtitmek gligtiir.

Giunimiizde metisilin direncinin belirlenmesinde, PZR ile
mecA geninin saptanmasinin altin standart olarak nitelen-
dirilmesi sorgulanmaya baslanmistir. Garcia-Alvarez ve ark
(2011), Ingiltere’de mastitisli siit ineklerinden izole edilen
ve fenotipik olarak (oksasilin/sefoksitin direngli) MRSA ola-
rak belirlenen izolatlarin, mecA-PZR ve PPB2a agliitinasyon
testlerinde negatif sonug verdigini, gen sekans analiz sonug-
larina gore ise s6z konusu izolatlarin metisilin direngliligin-
den sorumlu yeni bir gen bolgesine (mecC) sahip olduklarini
bildirmislerdir. Ayn1 arastiricilar ingiltere ve Danimarka’da
siit ineklerinden ve insanlardan elde edilen S. qureus’lar ile
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gerceklestirdikleri retrospektif bir ¢alismada, 65 izolatta
daha mecC gen varligini ortaya koymuslardir. i1k kez tanim-
landig1 2011 yilindan sonra ¢ok sayida Avrupa iilkesinde in-
san (Cuny ve ark 2011, Barraud ve ark 2013, Garcia-Garrote
ve ark 2013), evcil ve yabani hayvanlarda (si8ir, koyun, kedi,
kopek, rat, kirpi, tavsan, su samuru, vasak, kus) mecC MRSA
tespit edilmistir (Paterson ve ark 2012, Eriksson ve ark 2013,
Loncaric ve ark 2013, Medhus ve ark 2013). Son zamanlarda,
Fransa (Laurent ve ark 2012), Isve¢ (Unnerstad ve ark 2013),
Belgika (Vandendriessche ve ark 2013), Finlandiya (Gindo-
nis ve ark 2013) ve Ispanya (Ariza-Miguel ve ark 2014)
gibi lilkelerde de mastitisli inek ve koyun siitlerinden mecC
MRSA izolasyonlar1 bildirilmistir. Gindonis ve ark (2013),
Finlandiya’da mastitisli ineklerdeki oran1 %0,6 olarak; Un-
nerstad ve ark (2013) ise Isvecte 9000 siit drneginden izole
edilen 537 S. aureus izolatindan 4’iiniin (%0.7); Ariza-Migu-
el ve ark (2014), ispanya’da koyun siitlerinden izole edilen
601 S. aureus’tan 1'nin (%0.16) mecC MRSA oldugunu rapor
etmislerdir. Paterson ve ark (2014a), ingiltere’de 465 ciftlik-
teki siit tanklarindan aldiklari 6rnekler ile gerceklestirdikleri
calismada, 10 isletmede (%2.1) mecC MRSA'ya rastlamislar-
dir. Loncaric ve ark (2014), Avusturalya’da, 2 (%3.6) sigir
(n=55) ve 1 (%2.6) koyun (n=38) burun siiriintii érneginden,
Gomez ve ark (2015), ispanya’da Alageyik burun siiriintii
orneklerinden izole edilen 16 S. aureus izolatindan 11’'inde
(%68,7) mecC gen varhigini ortaya koymuslardir. Diaz ve ark
(2016), 2011-2015 yilarinda mecC MRSA ile ilgili yayinlanan
51 makale verilerinin meta analizinde, insanlardaki preva-
lans1 %0.004, hayvanlardaki prevalansi %0.1 ve ortalama
prevalansit %0.009 olarak hesaplamislardir. Ancak mecC
MRSA pozitifligini bildiren makalelerde, makale basina oran
yliksek olmasina karsin, negatiflik bildiren makale sayisinin
fazla olmasi sebebiyle ortalama prevalanslarin diisiik olarak
hesaplandig1 diisiiniilmektedir. Tiirkiye’de gergeklestirilen
tek ¢alismada, insanlardan izole edilen 1700 adet S. aureus
izolatinda mecC geni belirlenememistir (Kilig¢ ve ark 2015).
Bu ¢alismada mastitisli siit 6rneklerinden izole edilen S. au-
reus’larin (n=150) %4,6’s1, MRSA izolatlarinin (n=28) %25'i
mecC MRSA olarak tiplendirildi. Elde edilen oranlarin, siit or-
nekleri ile gercgeklestirilen daha 6nceki calismalar (Gindonis
ve ark 2013, Unnerstad ve ark 2013, Miguel ve ark 2014, Pa-
terson ve ark 2014a) ile kiyaslandiginda, beklenmedik sekil-
de ytiksek oldugu goriildii. 2012-2016 yillarinda ytriitiilen
bu calismada, mecC MRSA izolasyonlarinin, 4'i ayni isletme-
den, diger 3’i farkl isletmelerden gerceklestirilmistir. mecC
MRSAlarin 6nemli kisminin (n=4) aym isletmeden izole
edilmesi, SCCmec elemanlarinin duyarh suslarin kromozom-
larma aktarilarak metisilin direncinin yayilmasi1 (Chambers
1997) olasiligl ile agiklanabilecegi gibi, mecC MRSA suslari-
nin direkt bulasmasi da ihtimal dahilindedir.

Diaz ve ark (2016), insan ve hayvanlarda mecC MRSA insi-
densinin yildan yila arttigini belirlemislerdir. Benzer sekil-
de Ingiltere’deki siit sigircilig1 isletmelerinde de insiden-
sin hizla arttigl rapor edilmistir (Paterson ve ark 2014a).

Sayin ve ark

Danimarka’da, 2010 yilinda, insanlardan izole MRSA'lar i¢in-
de mecC MRSA oraninin %1.9 oldugu, 2011 yilinda oranin
%2.8’e ylikseldigi bildirilmistir (Kumurya 2015). Bu ¢alisma-
da ortaya koyulan mecC MRSA orani yiiksek olmakla birlikte
ornekleme yogunlugunun agirlikli olarak 2013 ve 2015 yilla-
rin1 kapsamasindan dolayi yillara gore insidensin durumunu
saglikl sekilde ortaya koymak miimkiin olmamaktadir.

mecC MRSA izolatlarinin yol a¢tig1 enfeksiyonlar ve tedavi-
si mecA MRSA'dan farklilik gostermemektedir. Ancak, MRSA
teshisinde, mecA genin tespitine yonelik kullanilan mole-
kiiler metotlar, mecC geni tasiyan izolatlar nedeniyle yanlis
negatiflikler ile sonuc¢lanabilmektedir (Laurent ve ark 2012).
Ayrica, mecA geni tarafindan kodlanan PBP2a’y1 belirlemeye
yonelik olarak hazirlanan ticari agliitinasyon testleri, mecC
MRSA icin yanls negatif sonu¢ vermektedir. izolatlarin ¢o-
gunlugu sefoksitine diren¢ gosterirken, oksasiline duyarlilik
gostermekte ve hatali olarak metisilin duyarl olarak tiplen-
dirilmektedir (Paterson ve ark 2014b). Metisilin direngli sus-
larin dogru teshisi, uygun tedavi ve enfeksiyonlarin kontrol
altina alinmasinda 6nem arz etmektedir. Bu sebeple “Euro-
pean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”
(EUCAST), 2013 yilinda, mecC MRSA'nin identifikasyonuna
yonelik bir protokol yayinlamistir (Anonim 2016).

Oneriler

Sonug olarak bu ¢alisma ile Tiirkiye’de mastitisli ineklerde
mecC MRSA bulunma oraninin beklenmedik sekilde yiiksek
oldugu belirlendi. MRSA identifikasyonunda standart me-
totlarin (mecA PZR ve PBP2a agliitinasyon testi) kullanildig1
laboratuvarlarda, mecC MRSA izolatlarinin yanls negatiflige
sebep olabilecegi, dolayisiyla fenotipik olarak MRSA oldugu
belirlenen izolatlarin mecC geni yoniinden de analiz edilmesi
gerektigi kanaatine varildi.
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