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OZET

MASTITISLI SIGIRLARDAN iZOLE EDIiLEN STAPHYLOCOCCUS AUREUS
[ZOLATLARININ VIiRULENS GEN PROFILLERININ BELIRLENMESI

Ayse Rimeysa NALCA
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Anabilim Dali
Yuksek Lisans, Haziran/2021
Danisman: Prof. Dr. Timur GULHAN
Bu calismada mastitisli sigir siitlerinden izole edilen stafilokok izolatlarinin

Staphylococcus aureus yoniinden molekiiler dogrulanmasi ve izolatlarda bazi
onemli virtlens genlerin tespiti amaglandi. Bu amagla 140 stafilokok izolatinin
termoniikleaz (nuc) geni varligit PCR ile incelendi. 42 izolatta nuc geni (279 bp)
tespit edildi ve S. aureus olarak identifiye edildi. Diger yandan izolatlar I6kotoksin
geni (pvl), stafilokokal klasik enterotoksin genleri (sea, seb, sec), eksfolyatif toksin
genleri (eta, etb), hemolizin genleri (hla, hib), adezin faktor genleri (fnbA, fnbB,
clfa) ve toksik sok sendrom toksin geni (tst) yoniinden 3 farkli multiplex PCR ile
incelendi. Boylece izolatlarda 12 farkli viriilens geninin varligi ortaya konuldu.
Izolatlatlarin 30 (%71.4)’u clfa, 24 (%57.1)’i hla, 14 (%33.3)’i hlb, 10 (%23.8)’u
fnbB, 6 (%14.2)’s1 fTnbA, 6 (%14.2)’s1 eth, 5 (%11.9)’1 sec, 5 (%11.9)’1 tst, 3
(%7.1)1 sea, 2 (%4.7)’si pvl ve 1 (%2.3)’i eta geni agisindan pozitif bulundu.
Izolatlarin higbirinde seb geni saptanamadi. 42 izolatin 38’inde bir ya da daha fazla
viriilens geni belirlenirken, 4 izolatta incelenen virtilens genlerin higbiri
saptanamadi. izolatlarin 29’unda iki ya da daha fazla viriilens gen acisindan ¢ogul
pozitiflik belirlendi. Incelenen izolatlarda en fazla tespit edilen viriilens genlerin
clfa ve hla oldugu goriildii.

Sonug olarak sinirli dahi olsa sigir mastitislerinin patogenezinde rol oynayan
viriilens gen patternleri ortaya konuldu. Calisma sonuglarinin sigir mastitislerinin
etiyolojisinde 6nemli rol oynayan S. aureus’a ait viriilens faktorlerinin
karakterizasyon calismalarina katki saglayacagi kanaatine varildu.

Anahtar Sozcukler: Mastitis, sigir, Staphylococcus aureus, virulens gen profili



ABSTRACT

DETERMINATION OF VIRULENCE GENE PROFILES OF STAPHYLOCOCCUS
AUREUS ISOLATED FROM CATTLE WITH MASTITIS

Ayse Riimeysa NALCA
Ondokuz May1s University
Institute of Graduate Studies
Departmant of Veterinary Microbiology
Master, June/2021
Supervisor: Prof. Dr. Timur GULHAN
In this study, the molecular confirmation of Staphylococcus aureus isolates from

bovine milk with mastitis and determination of some important virulent genes in the
isolates were aimed. For this purpose, the presence of thermonuclease (nuc) gene in
140 S. aureus isolates was examined by PCR. The nuc gene (279 bp) was detected in
42 isolates. On the other hand, isolates were examined with 3 different multiplex
PCRs in terms of leukotoxin gene (pvl), staphylococcal classical enterotoxin genes
(sea, seb, sec), exfoliative toxin genes (eta, eth), hemolysin genes (hla, hlb), adhesin
factor genes (fnbA, fnbB, clfa) and toxic shock syndrome toxin gene (tst). Thus, the
presence of 12 different virulence genes may occur in isolates. Of the isolates were
found to be positive 30 (71.4%) for clfa, 24 (57.1%) hla, 14 (33.3%) hib, 10 (23.8%)
fnbB, 6 (14.2%) fnbA, 6 (14.2%) etb, 5 (11.9%) sec, 5 (11.9%) tst, 3 (7.1%) sea, 2
(4.7%) pvl and 1 (2.3%) eta genes. seb gene was not detected in any of the isolates.
While one or more virulence genes were determined in 38 of 42 isolates, none of the
virulent genes examined in 4 isolates could be detected. Multiple positivity was
determined for two or more virulent genes in 29 of the isolates. It was seen that the
most virulent genes in the analyzed isolates were clfa and hla.

As a result, virulence gene patterns that play a role in the pathogenesis of
bovine mastitis, even if limited, were revealed. It was concluded that the results of
the study will contribute to the characterization studies of virulent factors belonging
to S. aureus, which play an important role in the etiology of bovine mastitis.

Keywords: Bovine, mastitis, Staphylococcus aureus, virulence gen profile
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1. GIRIS

Mastitis, meme dokusunun ve meme bezinin bakteriyel, viral, fungal ve
paraziter etkenler nedeniyle yangilanmasidir. Enfeksiyon genellikle hijyenik ve
yonetimsel uygulamalarin yoklugunda, sagim sirasinda enfekte ineklerden enfekte
olmayan ineklere yayilabilmektedir. Hastaligin klinik ve subklinik olarak iki formu
bulunmaktadir. Klinik mastitisli ineklerde genellikle siddetli semptomlar (ates,
sicaklik artisi, agr1 ve siskinlik) ve siitlerinde gozle goriliir degisiklikler (renk ve
kivam degisikligi) olurken, subklinik mastitisli ineklerde sut veriminde azalma
disinda klinik bir belirti goriilmeyebilir. Subkilinik mastitis olgularinda siitiin
kimyasal ve fiziksel Ozelliklerini degistiren, somatik hiicre sayisinda artis gibi
degisiklikler sekillenebilmektedir. Subklinik mastitislerin teshisinde California
Mastitis Testi (CMT) gibi saha tarama testleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Antok
et al., 2020).

Si1gir mastitislerinden en sik izole edilen etkenlerin basinda Staphylococcus (S.)
aureus gelmektedir. S. aureus Gram pozitif, fakiltatif anaerop, sporsuz, hareketsiz,
katalaz pozitif ve oksidaz negatif bir bakteridir (Sutra ve Poutrel, 1994). Etken hem
insanlarin hem de hayvanlarin derisinde, burnunda ve solunum yollarinda bulunan
kommensal mikrobiyotanin bir pargasini olusturmaktadir (Momtaz et al., 2011). S.
aureus, ylizeysel deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan yasami tehdit eden
septisemiye kadar, birgok ciddi hastalik olusturan bir patojendir. Diger yandan siit
endiistrisi i¢in olduk¢a maliyetli klinik ve subklinik sigir mastitisinin en yaygin
etiyolojik ajanidir (Fluit, 2012). Mastitis hayvan sagligi/refah1 iizerinde biiyiik bir
etkiye sahiptir. Hastalik sonrasi hayvansal itiretimde Onemli ekonomik kayiplar
(Peton ve Loir, 2014), sit veriminde ve kalitesinde azalmalar gorulmektedir (Awad
etal., 2017).

S. aureus, adezinler, kapsuler bir polisakkarit ve ekzoenzimler gibi ¢ok sayida
virtilens faktorl Uretme kapasitesine sahiptir (Yang et al., 2012). Etken ayni1 zamanda
hemolizinler, koagllaz, slime ve protein A gibi meme bezine kolonize olma
kabiliyetine katkida bulunan ekzoproteinler de Uretebilmektedir. a ve B-hemolizinler,
mastitisin patogenezinde onemli virulens faktorlerdir. p-toksin, zarin dig fosfolipid
tabakasinda sfingomiyelini bozan Mg*? bagimli bir sfingomiyelinaz C'dir (Coelho et
al., 2011). S. aureus izolatlarinin patojenitesi; adherens 6zellikleri, gesitli toksinler,

enzimler, yapisal ve ekstraseliiler faktorler gibi ozelliklerle iligkilidir (Sahin ve



Kaleli, 2018). Konakgr hiicre dis1 matriks bilesenlerine yapismay1 saglamak, konakg1
hlcrelere zarar vermek ve bagisiklik sistemini gii¢lendirmek i¢in salgilanan ve hiicre
yiizeyiyle iliskili viriilens faktorleri enfeksiyonun gelisimine katki saglamaktadir.
Etkenin dokulara yapismasii saglayan en az 25 farkli toksin, adezin matriks
molekiilleri ile iligkisi olan 15 mikrobiyal yiizey bileseni, 20 immunsupresif molekl
ve diger birgok viriilens faktoru bilinmektedir (Fluit, 2012).

S. aureus, iki pihtilasma faktorii, koagiilaz (coa) proteini ve von Willebrand
faktor baglayici protein salgilar. coa proteini S. aureus'un 6nemli bir fenotipik
belirleyicisi ve virtilens faktoriidlr. coa'nin plazmayi1 pihtilastirma yetenegi, S.
aureus'un belirleyici bir 6zelligidir ve tiirleri diger coa-negatif stafilokoklardan ayirir
(Effendi et al., 2019).

S. aureus nedenli mastitis olusumu farkli patogenez mekanizmalarina bagh
cesitli virtilens faktorlerin tretimine baghdir. S. aureus tarafindan tretilen viriilens
faktorleri, yikici enzimler, hiicre duvari ile iliskili adezinler ve siperantijenik
toksinler dahil olmak {izere farkli gruplara ayrilabilir. S. aureus suslarinin
patojenisitesindeki farkliliklar cografi dagilimdan, konak¢i ve doku ile ilgili
Ozelliklerden kaynaklanmaktadir. Virllens genlerinin sayist ve kombinasyonu, S.
aureus suslarinin patojenik potansiyeline 6nemli katkilar saglamaktadir (Kot et al.,
2016).

S. aureus izolatlarmin molekiler karakterizasyonunda koagiilaz geni (coa),
metisilin diren¢g geni (femA) ve termonukleaz geni (nuc) gibi tir spesifik genler
kullanilmaktadir. Hem coa hem de femA yiiksek polimorfizm gosterir ve teshis
amaglart i¢in uygun degildir. Aksine nuc, hem insan hem de hayvan izolatlarinda
tlre 6zgu bir markor olarak siklikla kullanilmaktadir. Ayrica bu gen S. aureus suslari
arasinda yiiksek oranda korunmaktadir. Bununla birlikte, bazi izolatlar nuc geninin
kismi silinmesi veya mutasyonu ile nuc negatif olabilmektedir. Bu nedenle tir
diizeyinde tanimlama yaparken birden ¢ok genin ortaya konulmasi daha dogru bir
yaklasim olarak diisiiniilmektedir (Pilla et al., 2013).

Bu ¢alismada mastitisli sigir siitlerinden elde edilen S. aureus izolatlarinin nuc
geni yonunden tir diizeyinde molekiiler tanimlanmasi ve mastitisin patogenezinde

rol oynayan bazi 6nemli virtilens genlerinin mPCR ile incelenmesi amaglanda.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Mastitis

Mastitis, bazi patojen, alerji veya fiziksel travmanin bir sonucu olarak meme
bezinde gelisen yangisal bir reaksiyondur. Sigir mastitisi, stt Uretimindeki azalma,
tedavi maliyetleri ve iiretimden ¢ikarma gibi biiylik ekonomik kayiplar nedeniyle siit
endiistrisinin en yaygin hastaliklarindan biridir (Ashraf and Imran, 2018). Cevresel
faktorler, sagim tekniklerindeki yetersizlikler, laktasyon donemi yonetim hatalar1 ve
farkli enfeksiyonlar mastitis gelisimini tetikleyebilmektedir. Mastitis sonucunda
stitiin  fiziksel, kimyasal, ve biyolojik 0zellikleri degisebilmektedir. Enfekte
hayvanlarin siitlerindeki patojenik mikroorganizmalar ve bunlarin toksinleri insan

saglig1 acisindan risk olusturabilmektedir (Raza et al., 2013).

Mastitis, klinik goriinime gore ve enfeksiyonun siddetine bagl olarak klinik ve
subklinik olarak smiflandiriimaktadir (Cantekin vd., 2015). Genel olarak, mastitise
eslik eden semptomlar degiskendir ve farkli mastitis tiirlerini ayirt etmek icin
kullamlmaktadir. Perakut, akut, subakut ve kronik olarak siniflandirilan klinik mastit,
sislik, agr1, kizariklik ve azalmisg siit tiretimine yol agan islev kaybi gibi belirtileri ile
karakterize edilmistir. Siddetli Klinik mastitis durumuna ek olarak ates, st
goriiniimiinde degisiklik ve azalma, sistemik hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Aksine,
subklinik mastitis, belirgin inflamasyon belirtileri olmaksizin, somatik hicre
sayisinin artmasina veya siit veriminde azalmaya neden olmaktadir (Schabauer et al.,
2018). Subklinik mastitisli siit orneklerinde siit yagi, protein, laktoz, potasyum,
kalsiyum, magnezyum, fosfor, demir ve ¢inko azalmasina ragmen pH, elektriksel
iletkenlik, malondialdehit, l0kositler ve ndtrofil sayisinda artis goriilmektedir.
Subklinik mastitisin teshisi saha tarama testleri veya laboratuvar muayeneleri ile
yapilmaktadir (Ashraf and Imran, 2018). Subklinik mastitis ¢iftligin her tarafina
yayilabilir ve yiiksek diizeyde ekonomik kayba neden olabilir. Bu donemde
mastitisin erken teshisi ve uygun giivenlik Onlemlerinin alinmasi hastaligin
yayilmasinin 6nlemesi ve tedavisi i¢in 6nemlidir (Cruzado-Bravo et al., 2019).

Mastitisin  seyri/siddeti, hayvanlardaki bagisikik durumu ve etkenin
patojenitesine gore degiskenlik gosterebilmektedir. Hastaligin tedavisi, siirli yonetimi
ve mastitisin siddetini degerlendirmek igin uygun bir klinik muayene gereklidir. Bu
nedenle, siit ineklerinde klinik mastitis siddetinin belirlenmesinde gesitli skorlama

sistemleri gelistirilmistir. Bu siniflandirmalar, meme bezinin fiziksel 6zelliklerine,



stiin gérintmdine, yiiksek viicut 1sis1, ruminal aktivitede azalma ve dehidrasyon gibi
sistemik hastalik belirtilerinin varligina gore yapilabilmektedir. Daha iyi kontrol ve
tedavi stratejileri icin, etiyolojinin belirlenmesi kritik 6neme sahiptir. Geleneksel
yontemler, mikrobiyal kiiltirleme ve biyokimyasal testlere dayanmaktadir. Bu
yontemler zaman alicidir ve yalnizca canli bakterilerin tespitine izin verir. Bu
nedenle daha fazla zaman ve iiretim kaybina yol acan yanlis negatif sonuclar elde
edilmektedir (Schabauer et al., 2018).

Mastitis ve etiyolojisi hakkinda 6nemli bilgiler olmasina ragmen, hastalik hala
yaygin bir sekilde goriilmektedir. Eradikasyondaki ve kontrol altina alinmasindaki
guclikler nedeniyle dlinya ¢apinda siit endiistrisi lizerine olumsuz finansal etkileri
sirmektedir. Bu kayiplar, siitte belirgin bilesim degisiklikleri ile birlikte siit
veriminde azalma (kalite ve endiistriyel kullanilabilirlikte azalma), tedavi maliyetleri,
iscilik maliyetleri ve sigirlarin erken 1skartaya ¢ikartilmasi gibi bircok faktdrden
kaynaklanmaktadir. Mastitis, etiyolojisi, kayip derecesi ve tedavi stratejisi agisindan
oldukg¢a karmasiktir (Pichette-Jolette et al., 2019).

2.1.1. Mastitisin Etiyolojisi

Mastitis olusumuna ¢ok sayida mikroorganizma katilmakla birlikte,
etiyolojinin en oOnemli kismini bakteriler olusturmaktadir. Bakteriyel etkenler
arasinda siklikla izole edilenler Staphylococcus, Streptococcus, koliform,
Actinomyces, Micrococcus, Enterobacter, Klebsiella spp. ve Bacillus turleridir. Bu
etkenlerin pek ¢ogu firsat¢1 enfeksiyonlara neden olsa da mastitis vakalarindan izole
edilmektedir. Mastitislerin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanilan antibiyotiklere direng
gelisimi  yaygindir. Antibiyotiklere direncli stafilokoklar arasinda MRSA’lar
giincelligini  korumakla birlikte MSSA enfeksiyonlarinda artis  yasandigi
bildirilmektedir (Fursova et al., 2020).

Mastitise neden olan bakteriyel patojenler genel olarak gevresel ve bulasici
olmak (zere iki epidemiyolojik kategoriye ayrilmaktadir. Cevresel patojenler
icerisinde koliform bakteriler, ciddi klinik semptomlarla karakterize bulasici olmayan
mastitis etkenleri arasinda 6nemli yer tutmaktadir. Bulasict patojenler arasinda S.
aureus, S. aureus harici stafilokoklar, Streptococcus tirleri, Mycoplasma turleri ve
Corynebacterium bovis bulunmaktadir (Coté-Gravel and Malouin, 2019).

Stafilokoklar, sigir mastitislerinde en sik izole edilen ve kontrol edilmesi zor

patojenlerdir. S. aureus, genellikle sigirlarda subklinik veya klinik-kronik



mastitislere neden olmaktadir. Enfeksiyonun kalicilig1 veya mastitis semptomlarinin
siddeti, ilgili S. aureus susunun genotipi ve fenotipi dahil olmak Uzere ortam,
konakg1 ve patojenden gelen birgok faktor tarafindan belirlenmektedir (Monistero et
al., 2020).

2.1.2. Mastitis Teshisi

Mastitis teshisi, meme bezinde veya siitte belirgin bir degisik ve ardindan ates,
halsizlik veya istahsizlik gibi diger klinik belirtilerin gozlemlenmesi ile baslar. SUru
yonetimi bu semptomlarm ilk gdzlemlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Iyi egitimli
ve dikkatli personel, meme dokusundaki kiiciik bir degisikligi veya siitteki en kiigiik
pihtiy1 bile gbéz ardi etmeyerek mastitiSin kontroliine ve yodnetimine yardimci
olabilmektedir. Yukarida belirtilen semptomlar, meme enfeksiyonlarinin bir
gostergesidir ve dikkate alindiginda, erken tedavinin baslatilmasina ve hastaligin

yayilmasinin 0nlenmesine katki saglayabilecektir.

Hastaligin kontroliinde en ©onemli nokta, mastitis etiyolojisinin dogru bir
sekilde tanimlanmasidir. Tanimlanmasi gereken patojenlerin cesitliligi géz Oniine
alindiginda, mastitisin erken teshisi, etken izolasyonu, kontrol ve tedavi igin
hizli/etkili teshis yonteminin gelistirilmesi son derece 6nemlidir. Hayvanin beslenme
durumu, etkenin patojenitesi ve diger bir¢ok faktore bagli olarak hastalik
semptomlar1 degiskenlik gostermektedir. Mastitis teshisinde iki asama vardir: birinci
asama, hastalik durumunun ortaya konulmasi, ikinci asama etken tespitinin
yapilmasidir. Sekil 2.1.'de sigir mastitis teshisinin kisa bir ozeti gosterilmektedir.
Klinik mastitis vakalarinda meme ve sitiin goérinimi hastalik hakkinda 6n fikir
vermektedir. Subklinik mastitis i¢in, somatik hiicre sayimi1 (SHS), CMT, Surf Field
Mastitis Testi (SFMT) ve ¢iftlikte tarama testleri kullanilmaktadir. Bu testlerin
hicbiri, etkeni belirlememekte ve kantitatif sonuglart gostermemektedir. CMT ve
SHS, mastitis tespiti icin evrensel olarak kabul edilen ve st kalitesinin

belirlenmesinde saha taramasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 2.1. Sigir mastitinin teshisi: genel bir bakis (Ashraf and Imran, 2018’den uyarlanmistir)

CMT, uygulamasi kolay ve ekonomik olmakla birlikte disiik duyarlhiliga
sahiptir. CMT ve SFMT saha sartlarinda kolayca uygulanabilmektedir. Ancak yanlis
pozitif ve yanlis negatif sonug alma orani yiiksek oldugundan ve SHS’de oldugu gibi
sayisal veriler elde edilememesi dezavantaj olarak goriilmektedir. Bu testler etkeni
tanimlamazken, sadece mastitis pozitif veya negatif sonu¢ vererek enfeksiyonun

siddeti hakkinda kabaca fikir vermektedir (Ashraf and Imran, 2018).

Test maliyeti ve egitimli personel gereksinimi gibi birka¢ dezavantaji olmasina
ragmen SHS, genellikle sigir mastitinin saptanmasinda yaygin kullanilan bir
yontemdir. SHS seviyelerini mastitis ile ilgili olmayan diger stres faktorleri
degistirebilmektedir. Test i¢in 200.000 hiicre/mL'lik hiicre sayis1 esik deger olarak
kabul edilmekte ve mastitisin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. SHS’de metilen
mavisi boyama yontemi ile dogrudan mikroskobik sayim, disk veya akig sitometrisi
ile floroptik elektronik hiicre sayimini igeren cesitli yontemler kullanilmaktadir.

Dogrudan mikroskobik sayim referans bir yontemdir, ancak zaman alici olmasi,



emek gerektirmesi ve hiicreler ile sitoplazmik parcaciklar arasinda ayrim
yapilmasinin zor olmasi gibi bir¢ok sinirlayict faktér bulunmaktadir. Dijital olarak
yapilan somatik hiicre sayiminda elektronik partikiill sayimi, dijital sayaclarla
gerceklestirilmektedir. Ayrica SHS’de, disk veya akis sitometrisine dayali
fossomatic, somacount ve somaskop gibi dolayli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemler, taze ve korunmus siit Ornekleri i¢in 0On islem gerektirmeden
kullanilabilmektedir. Floresan boyama ile birlestirilen akis sitometrisinin, hizl,
guvenilir ve uygun maliyetli bir test oldugu bildirilmektedir (Ashraf and Imran,
2018).

Sut orneklerinden etken izolasyonu amaciyla gerceklestirilen kultlr teknigi,
mastitis teshisi i¢in altin standart olarak kabul edilmekle birlikte, bu teknigin birkag
dezavantaji bulunmaktadir. Etken izolasyonunda siitte antibiyotik kalintisi, yangi
hicreleri ve mediyatorler bakteriyel iiremeyi baskilayabilmektedir. Ayrica subklinik
mastitis vakalarinda etken sayisi izolasyon seviyesinin altinda olabilmektedir. Bu
nedenle, bakteriyel kiltir yontemlerinde karsilagilan yanlis negatif sonuglarin 6niine
geemek icin molekiiler teknikler (PCR gibi) kullanilmaktadir. Mastitis teshisinde
molekiler tekniklerin kullanimi, etkenlerin yiiksek duyarliliga sahip spesifik
primerlerle hizli ve giivenilir bir sekilde tespiti icin 6nerilmektedir. Boylece
orneklerdeki diisiik seviyedeki etkenlerin PCR ile tespiti mimkun olabilmektedir
(Cantekin vd., 2014).

Hastaligin dogru ve erken teshisi, prognoz ve tedavisi agisindan onem arz
etmektedir. Meme sagligi ig¢in ekonomik, giivenilir ve hizli bir teshis aracinin
kullanilmasi ¢ok 6nemlidir. SHS ve mikrobiyal kiltir gibi geleneksel altin standart
yontemler giincel olarak kullanilmaktadir. Yeni gelistirilen nanoteknolojik ve protein
temelli testler sigir mastitisinin teshisinde gelecekte kullanilabilecek potansiyel

yontemlerdir (Ashraf and Imran, 2018).
2.2. Staphylococcus aureus
2.2.1. Tarihge

S. aureus'un tarihi, Sir Alexander Ogston'un S. aureus'u cerrahi bir yara
enfeksiyonundan izole ettigi 1880 yilma dayanmaktadir. izole edilen organizma,
kobaylara ve farelere enjekte edildiginde olusturmustur. Bunu takiben Louis Pasteur,

insan stafilokok enfeksiyonlarindan irin enjekte ederek hayvanlarda apseler



olusturmus ve o zamandan beri sayisiz insan ve hayvan hastaligi ile iliskili
bulunmustur (Lakhundi and Zhang, 2018). 1890'da S. aureus'un sigirlarda mastitis
olusturdugu bildirilmistir. Ogston enfekte dokudaki yuvarlak mikroorganizmaya
"Staphylococcus" adini vermistir (Yunanca stafil {iziim salkimi1 kokkos ise dut /tane
anlamina gelmektedir). Nocard, 1887'de koyunlarda mastitisten stafilokoklar tespit
etmis ve sonralari 1890'da Guillebeau, sigirlarda mastitiSten bu organizmalarin
sorumlu oldugunu belirtmistir. S. aureus, ineklerde meme enfeksiyonunun énemli
nedenlerinden biri olarak goriilmiistiir. Bu patojenle olusturulan deneysel meme igi
enfeksiyonlar, klinik ve subklinik mastitise yol agmis ve mastitis SHS’de gorilen
artigla iligkilendirilmistir. Etkenin sahip oldugu viriilens faktorleri ve invazyon

yetenegi enfeksiyonun kontroliinii zorlastirmaktadir (Raza et al., 2013).
2.2.2. Staphylococcus aureus’un Genel Ozellikleri

Stafilokoklar, ¢ap1 0,5-1,5 um olan, bir dizlemde birden fazla tGzim benzeri
kiimeler olusturan kok morfolojisine sahip bakterilerdir. Stafilokoklar hareketsiz,
spor olusturmayan, aerobik veya fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalardir. Etken
izolasyonu igin genel ve Ozel besiyerleri kullanilmaktadir. Besi Yyerlerinin
bilesiminde arginin, valin, tiamin ve nikotinamid gibi esansiyel amino asitleri iceren
organik nitrojen kaynaklar1 bulunmasi bakteriyel tiremeye olumlu katki
saglamaktadir. Stafilokoklar, streptokoklardan katalaz pozitif ve oksidaz negatif
olmastyla ayirt edilir. Stafilokoklar yiksek tuz konsantrasyonlarina tolerans ve 1siya
direng gosterebilirler. Stafilokoklar, tavsan plazmasini koagiile etme yetenegine bagh
olarak koagulaz pozitif (KPS) ve koagilaz negatif (KNS) olarak ikiye ayrilirlar.
Patojenik stafilokoklarda, kan pihtilagsmasina neden olan koagiilaz enzimi, S. aureus,
S. intermedius ve S. hyicus gibi tlrlerin, koagilaz negatif S.epidermidis gibi diger

stafilokoklardan ayirt edilmesini saglar.

S. aureus, kanli agarda hemoliz 6zelligi olan gri, grimsi-sar1 ila sarimsi1 turuncu
renklerde purizsiz, konveks, parlak ve yuvarlak koloniler olusturmaktadir. S.
aureus'un tanimlanmasinda koagiilaz geninin yani sira termontkleaz (TNase) geni de
kullanilmaktadir. S. delphini disindaki tiim koagiilaz pozitif tlrler TNaz
uretmektedir. S. aureus mannitoli, aerobik ve anaerobik olarak fermente eder (Baran
vd., 2017).



2.2.3. S. aureus Kokenli Mastitis Patogenezi

S. aureus insanlarda ve hayvanlarda pek c¢ok ©Onemli hastaliga neden
olmaktadir. Bulasici sigir mastitinin de en yaygin etiyolojik ajanidir. Mastitis
olusmasi i¢in etkenin meme kanalindan meme bezine erismesi, humoral ve hiicresel
bagisiklik savunmalarini agmasi gerekmektedir. S. aureus izolatlari, yiizeyle iliskili
salgi trtinleri, hemolizinler, l6kotoksinler ve enterotoksinler dahil olmak uzere

bircok virtlens faktorl tretmektedir (Zecconi et al., 2006).

S. aureus genellikle baslangicta meme ucu kanalinda kolonize olur.
Kolonizasyondan sonra bakteriler bezdeki kanallarin ve alveollerin epiteline yapisir
ve toksin iiretimine baslar. Bakterilerin yapismasi sonrast makrofaj stimulasyonu ve
notrofillerin kandan site gecisi uyarilarak SHS’de artis ve meme bezinde siskinlik
sekillenir. Bunun sonucunda konak¢i savunma sistemi ve epitel hiicreler zarar
gorebilir. Boylece konak hiicrelerde yangiyi indiikleyerek meme nekrozuna yol
acabilir (Jia et al., 2019). Asilama ve hijyenik sartlarin iyilestirilmesi gibi etkili
mastitis kontrol yontemleri uygulanmazsa, memede kalic1 hale gelen etkenler kronik

mastitis olusumuna neden olabilir (Raza et al., 2013).
2.2.4. 8. aureus’un Patogenezine Katkida Bulunan Viriilens Faktorleri

Sigir mastitisindeki patojenik rolleri disinda, bazi toksin iireten S. aureus
suslari, insanlarda ve hayvanlarda pek ¢ok hastalik agisindan risk olusturmaktadir.
Si1gir mastitislerinden izole edilen S. aureus izolatlarinda hemolizinler (hla ve hlb),
eksfolyatif toksinler (eta-etd), I6kosidin (pvl), adezin faktorleri (fnbA, fnbB, clfa),
stafilokokal enterotoksinler (SE'ler), toksik sok sendromu toksin-1 (TSST-1) ve
biyofilm olusumu dahil olmak ftizere g¢esitli viriilens faktorleri/genleri tespit
edilmistir. Bu genlerin ¢ogu hareketli genetik elementlerde bulunur ve stafilokok
tlrleri arasinda yayilabilir. Virlilens faktorleri; konak dokuya kolonizasyonu artiran
ylizey proteinleri, dokularda bakterinin yayilmasini saglayan invazinler, hiicre disi
enzimler, fagositik aktiviteyi inhibe eden yiizey faktorleri, koagulaz ve biyofilm gibi
yapilardan olugsmaktadir. S. aureus, neredeyse tim antimikrobiyal ajanlara direng

gelistirme potansiyeline sahiptir (Xu et al., 2015).

S. aureus enfeksiyonlarinin siddeti virlilens faktorlerinin gesitliligine baghdir.
Bu viriilens faktorleri, 1siya veya proteolitik enzimlere karsi oldukga direnclidir.

Ayrica bakterilerin meme bezinde canli kalmasina ve ¢ogalmasina yardimei olur (Liu



vd., 2017). S. aureus, insanlarin ve hayvanlarin florasinda olmasina ragmen, virilens
faktorlerinin kazanilmasi yoluyla konakg1 hiicrelere zarar veren bir patojen haline

gelebilmektedir (Said et al., 2016).

S. aureus izolatlari, patojenitelerine farkli sekillerde katkida bulunabilen
protein A, kimelenme faktori, koagllaz, fibrinojen, fibronektin, hemolizinler,
nikleazlar, eksfolyatif toksinler ve enterotoksinler gibi yiizeyle iliskili faktorler,
degradatif enzimler ve superantijenik toksinler Gretebilmektedir (Kumar vd., 2011;
Ote et al., 2011). S. aureus tarafindan sentezlenen/iiretilen 6nemli virtilens faktorleri

ve etkileri Tablo 2.1.’de gosterildi.

Tablo 2.1. S. aureus tarafindan sentezlenen/liretilen 6nemli viriilens faktorleri ve etkileri

Virullens Faktori

Etki

Enterotoksinler

Gida zehirlenmesi

Hemolizinler Sitotoksik etki, lizis

Koagiilaz Plazma koagiilasyonu/kiimelesme
Stafilokinaz Fibrinolizis

Protein A Lipolizis, opsonizasyonu dnleme
Lesitinaz Lesitin hidrolizi

Lokosidin Sitoliz, nekrotik etki

Kapsiil Antifagositik

Toksik Sok Sendrom Toksin

Hiicre proliferasyonu, sok

Eksfolyatif Toksin

Kohezyon kaybi, invazyon

Hyaluronidaz

Invazyon

DNAaz

DNA hidrolizi

Adezin Faktorleri

Adezyon, kolonizasyon, antifagositik

S. aureus tarafindan iretilen viriilens faktorlerinin ortaya konulmasi, hem
beseri hem de veteriner hekimlikte énem arz etmektedir. Farkli S. aureus izolatlar
arasindaki genetik ¢esitliligin ortaya konulmas: etkili tedavi yontemlerinin

gelismesine katki saglamaktadir (Ote et al., 2011).

2.2.4.1. Stafilokokal Enterotoksinler (SE)

Enterotoksijenik S. aureus suslar tarafindan olusturulan enterotoksinler gida
zehirlenmesinin en yaygin nedenidir. Pek ¢ok hayvansal gidada enterotoksijenik S.
aureus varligr insan sagligi acisindan onemli riskler olusturmaktadir (Said et al.,
2016). Sut, S. aureus’un biyolojik aktivitesini koruyan enterotoksin retimi igin iyi
bir substrattir (Ahmady and Kazemi, 2013). SE’ler, insan T hiicrelerine baglanma ve
hiperstimiilasyonu indiikleme yeteneklerinden dolay1 "siiperantijenler" olarak da
adlandirilmaktadir. Bu antijenler spesifik olarak MHC (major histokompatibilite

kompleksi) smif I T hucre reseptorlerine baglanan, 1stya ve proteolize karsi direncli
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karaktere sahiptirler (Kane et al., 2018). Stafilokok genomu, gesitli mobil genetik
elementlerde bulunan birden fazla enterotoksini kodlayabilme yetenegi sayesinde
cok c¢esitli enterotoksinler tiretebilmektedir (Bystron et al., 2009). SE genleri

kromozom, plazmid ve fajlarda bulunabilmektedir (Seyoum et al., 2016).

SE’ler, antijenik Ozelliklerine gore bes ana serolojik tiire (A-E) ayrilmis ve
genetik (sea-see) olarak dogrulanmistir (Boynukara vd., 2008). Bununla birlikte, yeni
SE turlerinin de (G,H,I,J,K,L,M,N,O,P,Q,R) varlig1 bildirilmis ve genleri (Seg, seh,
set, sej, sek, sel, sem, sen, S€0, sep, seq ve ser) tanimlanmistir (Ahmady and Kazemi,
2013). Bugine kadar antijenitelerine gore yaklasik 30 farkli SE tanimlanmigtir
(Kotzamanidis et al., 2021). SE'ler, 26.000 ila 29.600 Da arasinda degisen diisiik
molekiiler agirlikli, tek zincirli bir ekzoprotein ailesidir. SE'ler, 1s1ya (121°C'de 3-8
dakika), pepsin veya tripsin gibi ¢ogu proteolitik enzime oldukga direncli karakterde,
kisa, suda ¢0ziiniir, hiicre dis1 proteinlerdir (Peles et al., 2007). SE'lerin sadece bir alt
kiimesi emetik aktiviteye sahiptir (Grispoldi et al., 2019). Pek ¢ok SE’nin gida
zehirlenmelerinden sorumlu oldugu bilinmekle birlikte, en yaygin stafilokok
kaynakli gida zehirlenmesi olusturan enterotoksin tipinin A oldugu ortaya

konulmustur (Yang et al., 2012; Guimardaes et al., 2013).

Enterotoksinlerin ve ilgili genlerin tespiti igin ¢esitli yontemler gelistirilmistir.
Klasik SE'lerin (A-E) teshisi amaciyla ELISA, immiinodifiizyon, radioimmunoassay
ve lateks aglitinasyon teknikleri kullanilmaktadir (Ahmady and Kazemi, 2012). Hem
klasik hem de giincel stafilokokal enterotoksin genlerinin PCR metodu ile hizli ve
guvenilir bir sekilde tespit edilebildigi bildirilmektedir (Kotzamanidis et al., 2021).
Enterotoksin genleri, S. aureus suslar1 arasinda esit olarak dagilmamistir. Bu suslar
arasindaki genetik varyasyon hem enterotoksin hem de diger genlerde meydana
gelmektedir. Bu nedenle, bu genlerin dagilimu ile S. aureus genetigi arasindaki iligki,
farkli genotipleme yontemleri kullanilarak ortaya konulabilmektedir. Bu genotipleme
yontemleri arasinda Pulsed-Field Jel Elektroforezi (PFGE), Multilocus Sekans
Tiplendirmesi (MLST), Rastgele Artirilmis Polimorfik DNA (RAPD) ve protein A
(spa), koagilaz (coa) ve aroA geninin PCR-Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizmi (PCR-RFLP) analizi yer almaktadir (EI-Huneidi et al., 2006).
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2.2.4.2. Stafilokokal Hemolizinler

Stafilokoklar a, B, y, & ve ¢ olmak iizere bes farkli hemolizin olusturabilirler.
Bunlar arasinda a, B ve y hemolizin tipleri en sik tespit edilen hemolizinlerdir. S.
aureus a (hla) ve B hemolizin (hlb) basta olmak iizere sentezledigi farkli tipteki
hemolizinlerle eritrositleri hemolize edebilmektedir. Ayrica bu hemolizinlerin
I6kosit, hepatosit, trombosit, epitel hicreleri ve lenfositler dahil olmak Gzere birgok

memeli hiicresi i¢in sitotoksik oldugu gosterilmistir (Pumipuntu et al., 2019).

a-hemolizin, en ¢ok incelenen ve karakterize edilen S. aureus sitotoksinidir ve
hemolitik, dermonekrotik ve norotoksik etkileri nedeniyle ana patojenite faktori
olarak kabul edilmektedir. Diger yandan o-hemolizin bakterinin konake¢1 bagisiklik
sistemi hiicrelerinden kagmasini (antifagositik etki) ve antibiyotiklerin etkisinden
kurtulmasini kolaylastirmaktadir. a-hemolizin, mastitis, pnémoni, deri ve yumusak
doku enfeksiyonlarinin olusmasinda 6nemli katkilar saglamaktadir. a-hemolizin,
sigir meme epitel hiicrelerinde DNA pargalanmasina, reaktif oksijen tlrlerinin
olusumuna ve mitokondriyal transmembran potansiyelinde degisikliklere neden
olmaktadir (Jia vd., 2019). hla geninin genetik polimorfizmini karakterize etmek
6nemlidir. S. aureus'un hla geninin insan kaynakli ¢esitliligi bilinmekle birlikte, sigir
mastitis izolatlarinda bu genin sekans degiskenligi ile ilgili bilgiler kisitlidir (Zhang
etal., 2018).

B-hemolizin (fosfolipaz C), bakteri Uremesinin logaritmik iireme safhasi
boyunca uretilen, sfingomiyelinaz olarak da bilinen eritrosit, lokosit ve makrofaj gibi
hiicreler tlizerine toksik etkili termolabil (1siya duyarli) bir proteindir. Stafilokokal 3
hemolizin, a hemolizinden farkli olarak koyun ve sigir eritrositlerinde kismi ya da
tam olmayan hemoliz yapmaktadir. Hemoliz kanli agarin sogukta tutulmasi ile
belirgin hale geldigi i¢in durum sicak-soguk lizis olarak tanimlanmaktadir (Yang et

al., 2012).
2.2.4.3. Panton-Valentine Lokosidin (PVL)

PVL, l6kosit yikimma ve doku nekrozuna neden olan bir sitotoksindir. S.
aureus tarafindan firetilen ekzotoksin PVL, insanlarda nekrotizan hastaliklarda
onemli bir virllens faktoridir (Unal ve Cinar, 2012). Diger yandan sigir
mastitislerinin olusumunda rol oynadig1 in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir (Jia

etal., 2019).
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PVL, ilk kez 1894 yilinda Van de Velde tarafindan l6kositi parcalama
yetenegini fark ettiginde tanmimlanmistir. Toksinin, deri ve doku enfeksiyonlariyla
iliskili ve hemolitik yeteneginin klasik stafilokokal 16kosidinden farkli oldugu Panton
ve Valentine tarafindan ortaya konulmustur. Arastiricilar, saflastirilmis toksinin
tavsan ve insan lokositlerine etkisinin bilinen fenotiplerden farkli oldugunu
gostermislerdir. Toksin, sirasiyla 38 ve 32 kDa boyutlarinda LukS-PV ve LukF-PV
adli iki farkli protein alt birimden olusmaktadir. LukS-PV, konakg¢i hiicre
membraninda yiiksek afiniteye sahip bir reseptorii baglar, ardindan LukF-PV
baglanarak hiicre membranina yapisan bir dimer olusturur. Bu dimerler daha sonra
bir oktamerik halka yapisina doniisiir ve hiicreye zarar veren konakgei hiicre tizerinde

gozenekler olusturur (Kane et al., 2018).

Sigir mastitislerinden izole edilen S. aureus izolatlarinda pvl geninin varlig: ve
yayginligt giderek artmaktadir. Diger yandan MRSA ve MSSA kokenli
enfeksiyonlar ile pvl geni arasinda iliski oldugu ortaya konulmustur (Kotzamanidis et
al., 2021).

2.2.4.4. Toksik Sok Sendrom Toksin

Toksik sok sendromu (TSS) ilk kez 1978 yilinda kiigiik ¢ocuklarda siddetli
akut bir hastalikta (yiiksek ates, eritemli dokiintii, hipotansiyon veya sok, ¢coklu organ
tutulumu ve deride deskuamasyon ile karakterize) tanimlanmistir. Hastaligin

etkeninin S. aureus oldugu belirlenmistir (Musser et al.,1990).

S. aureus tarafindan iretilen toksik sok sendromu toksin-1 (TSST-1),
insanlarda TSS’nin baslica nedeni olarak kabul edilmektedir. Bu toksinin
insanlardaki hastaliklarda patogenezi bilinmekle birlikte hayvanlardaki etkileri ¢cok
net degildir (Yang et al., 2020). TSST-1, insanlarda "toksik sok sendromunun"
gelisiminde Onemlidir. Diger stafilokok toksinleri gibi TSST-1, interlokin-1
salimimini ve monositlerden timor nekroz faktoriinii indiiklemek gibi ¢ok sayida
immuno-uyarici etkiye sahiptir. T lenfositler Uzerindeki mitojen etkisi, lenfokinlerin
salinimma neden olmaktadir. Sigir T lenfositlerinin bu toksin ile deneysel olarak
kars1 karsiya getirilmesi sonucu, TSST-1’in sigir bagisiklik hiicreleri igin bir
stperantijen oldugu belirlenmistir. BoOylece bu toksinin sigir mastitislerinin
patogenezinde potansiyel etkiye sahip oldugu ortaya konulmustur (Zschock et al.,
2004).
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2.2.4.5. Adezin Faktorleri

Direng faktorlerinin yani sira, pek ¢ok S. aureus izolatinda polisakkarit yapili
kapsul ile meme dokularmma yapismayi, doku kolonizasyonunu ve fagositoza
direncliligi belirleyen protein karakterinde ¢ok cesitli yiizeyle iliskili viriilens
faktorleri belirlenmistir. Bu proteinlerin S. aureus enfeksiyonlarinin patogenezindeki

O6nemi HoOk ve Foster tarafindan agiklanmistir (Scarpa et al., 2010).

S. aureus konak hicrenin hicre yiizeyine yapisabilir. S. aureus'un hicre
yuzeyindeki adezin molekdlleri, kollajen adezinini (Cna), fibronektin baglayici
protein A ve B’yi (FnbpA ve FnbpB), fibrinojen baglayan kiimeleme faktorii A ve
B'yi (CIfA ve CIfB), elastin baglayict proteini (EbpS) ve genis bir baglanma
aktivitesine sahip proteinleri igermektedir. Bu ekstraseller matriks baglayict
stafilokok  proteinleri, stafilokoklarin  patojenitesine  katki  saglamaktadir.
Stafilokoklarin kikirdaga yapismasina Cna aracilik eder. Stafilokoklarin operasyon
malzemeleri ve laboratuvar ekipmanlar1 gibi yabanci materyallere yapismasinda
CIfA, CIfB, FnbpA ve FnbpB kiimelenme faktorleri dnemli rol oynamaktadir (Tung
vd., 2000). fnbA ve fnbB genleri tarafindan kodlanan FnbpA ve FnbpB proteinler,
sigir meme bezi hiicrelerine yapigma ve invazyon igin 6nemlidir (Rocha vd., 2019).
Ayrica bu proteinler, S. aureus'un epitelyal ve endotelyal hiicre hatlar1 ile
fibroblastlar tarafindan endositik alimini kolaylastirmaktadir (Yang et al., 2012).

S. aureus, temel olarak clfa ve clfb genleri tarafindan kodlanan CIfA ve CIfB
kiimelesme faktorleri ile plazmay1 pihtilastirabilmektedir. clfa geni, 130 kDa
molekdiler kitleye sahip olan bir fjbrinojen baglayici proteini kodlamaktadir. CIfA ve
CIfB, ayn1 zamanda stafilokok hiicrelerinin substratlara baglanmasina aracilik eder,
ancak bu yapisma mekanizmalariin patofizyolojik 6nemi tam olarak acikliga
kavusturulamamustir. Ayrica adezinleri kodlayan genler arasinda laminin, fibrinojen
ve fibronektin baglayict genler en yaygin olarak tanimlanan genlerdir (Kot et al.,

2016).
2.2.4.6. Eksfolyatif Toksinler (ET)

ET'ler, bir dezmozomal hicre i¢i adhezyon molekilu olan dezmoglein 1'i
(Dsgl) spesifik olarak pargalayan glutamata Ozgii serin proteazlardir. Stafilokokal
eksfolyatif toksinler (SET), ylzeysel epidermiste bitisik keratinositler arasinda ve

mukoza zarlarinda kohezyon kaybina neden olmaktadir. Bu toksinler, epidermise
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zarar  vererek, etkenin daha derin dokulara yayilmasin1  (invazyon)
kolaylastirmaktadir. Bu tiir hasarlar, kiiclik lokalize kabarciklardan, koruyucu
antitoksinlerin varligina veya yokluguna bagli olarak viicut yiizeyinde pul pul
dokilmeye kadar genis etkili olabilmektedir (Mohseni et al., 2018). ET ureten S.
aureus suslar1 insanlarda Ritter hastaligi ve biilloz impetigo gibi hastaliklarla
iliskilendirilmistir (Endo et al., 2003).

ET'ler, insanlardan izole edilmis S. aureus tarafindan fiiretilen ¢ izoforma
(ETA, ETB ve ETD) sahiptir. ETA ve ETB ayn1 biyolojik aktiviteye ve bir dereceye
kadar genetik benzerlige sahip olmasina ragmen, ETA'y1 kodlayan gen (eta)
kromozomal iken, ETB'yi kodlayan gen (etb) 42 kb'lik bir plazmid ile iligkilidir
(Karahan vd., 2009).

ET'lerin ¢ izoformundan ETA ve ETB, stafilokokal haslanmis deri
sendromunun (SHDS) baslica nedenidir. Bununla birlikte, S aureus'un ETD (reten
suslari, ¢cogunlukla eta veya etb genlerini barindiran S. aureus suslarmin neden
oldugu diger deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan izole edilmistir. ET'lerin
SHDS disinda ¢ok ¢esitli deri enfeksiyonlarin  patogenezisindeki rolleri
gOsterilmigtir. Bu sendromun smirli ve yaygin olarak adlandirilan iki formu
bulunmaktadir. Sinirli formda toksin lokal olarak dretilirken, yaygin formda,
genellikle etkenin kolonize oldugu bolgeden uzak bdlgelere toksin iletimi soz
konusudur. Kan dolasgimma giren toksinler, antikor eksikligi ve renal klirensteki

yetersizlik nedeniyle epidermise kadar ulasabilir.

S. aureus izolatlarmin yaklasik %5'inin ET Urettigi bilinmektedir. Izolatlardaki

eta, etb ve etd genlerini hizli ve spesifik bir sekilde tanimlamak amaciyla pek ¢ok
PCR teknigi kullanilmaktadir (Mohseni et al., 2018).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.2. Materyal

3.2.1. Staphylococcus aureus izolatlar

Calismanm materyalini Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda mastitisli sigirlardan izole edilen ve
Anabilim Dal1 kiiltiir koleksiyonunda bulunan 140 stafilokok izolat1 olusturdu.

3.2.2. Kullamlan Besi Yerleri

Calismada izolatlarin izolasyon ve identifikasyonu i¢in Mannitol Salt Agar
(MSA), Triptic Soy Agar (TSA) ve kanli agar kullanildi.

3.3. Yontem

3.3.1. izolasyon ve Identifikasyon

S. aureus siipheli izolatlarin fenotipik identifikasyonu amaciyla MSA besi
yerine ekimler yapildi. Besi yerleri 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda sart renkli koloniler mannitol pozitif, pembe koloniler mannitol negatif
olarak degerlendirildi (Sekil 3.1.). Mannitol pozitif koloniler TSA’ya ekilerek
saflagtirilldi. Gram boyama (Sekil 3.2.), katalaz, koagulaz testler ile fenotipik
identifikasyon gerceklestirildi.

Sekil 3.1. MSA’da mannitol pozitif (sar1) ve mannitol negatif (pembe) S. aureus kolonileri



Sekil 3.2. Gram pozitif kok (S. aureus, 100x)

3.3.2. Molekiiler identifikasyon
3.3.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Izolatlardan bakteriyel DNA eldesi icin kaynatma yontemi kullanildi. Bu
amacla, saf kiltirden 4 koloni secilerek 200 pl steril su igerisinde stspanse edildi.
Ornekleri iceren siispansiyonlar 100°C’de 15 dakika kaynatildi, 10.000 g’de 10
dakika santrifiij sonrasi elde edilen slipernatant kalip DNA olarak kullanilmak zere -
20°C’de sakland1 (Ren et al., 2020).

3.3.3. S.aureus izolatlarinin Tir Diizeyinde identifikasyonu

[zolatlarin S. aureus olarak identifikasyonlarmin dogrulanmasi amaciyla S.
aureus spesifik nuc geni i¢in PCR yapild1 (Sezener vd., 2019). Bu amagla 25 pul’lik
bir PCR karisimi, DEPC-treated water, 1X PCR soliisyonu, 2.5 mM MgCl, 0.2 mM
her bir dNTP, 1.0 U Tag DNA polimeraz, 0.04 uM primer (nuc 1, GCG ATT GAT
GGT GAT ACG GTT; nuc 2, AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC) ve 5 ul
template DNA kullanildi. PCR karisimlart 94°C’de 5 dk 6n denatiirasyonu takiben
94°C’de 1 dk denatirasyon, 58°C’de 30 saniye primer baglanma, 72°C’de 90 dk
uzama olmak Uzere 35 siklus ve 72°C’de 10 dk son uzama kosullarinda
amplifikasyon islemine tabi tutuldu. Amplifikasyon dranleri etidium bromid

(2ug/ml) igeren %1,5’lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator
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(Vilber Lourmat) ile gorintilendi. Goriintilleme sonrasinda nuc geni igin 279 bp’lik

bir bantin goriilmesi S. aureus’un gostergesi olarak kabul edildi.
3.3.4.Staphylococcus aureus Izolatlarmn Viriilens Genlerinin Belirlenmesi

Izolatlarda, mastitisin patogenezisinde rol oynayan bazi onemli viriilens
genlerinin belirlenmesi amaciyla multiplex PCR (mPCR) c¢alismalar1 yapildi.
Lokotoksin geni (pvl), stafilokokal klasik enterotoksin genleri (sea, seb, sec),
eksfolyatif toksin genleri (eta, etb), hemolizin genleri (hla, hib), adezin faktdr genleri
(fnbA, fnbB, clfa) ve toksik sok sendrom toksin geni (tst) Tablo 3.1., Tablo 3.2. ve
Tablo 3.3.’de belirtilen spesifik primerler ve PCR kosullar1 kullanilarak incelendi.
On iki farkl virtilens genin tespiti amaciyla her biri 4 gen iceren 3 mPCR kullanildi.
pvl, eth, sea ve clfa genleri icin mPCR 1, sec, tst, seb ve eta genleri icin mPCR 2 ve
fnbB, fnbA, hla ve hlb genleri icin mPCR 3 protokolii olusturuldu. mPCR ¢alismalar1
Li vd.,, (2018)’nin bildirdigi metodun modifikasyonu ile gerceklestirildi. PCR
kosullar1: 94°C’de 5 dakika ilk denatlirasyon, 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, her
gen icin spesifik primer baglanma (annealing) isisinda (55-56°C) 45 saniye, 72 °C’de
benzer sekilde spesifik uzama zamaninda 30 siklus, son uzama 72°C’de 10 dakika
olacak sekilde gerceklestirildi. Amplifikasyon Grinleri etidium bromid (2ug/ml)
iceren %1.5°lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile

goruntulendi.
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Tablo 3.1. pvl, etb, sea ve clfa genleri icin mPCR 1

Urin | Annealing

Gen | Primer Niikleotid sekans (5'-3") (bp) Lsis1

Miktar(ul)

PVL-F | ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA
pvl 433 0.2
PVL-R GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC

ETB-F CAGATAAAGAGCTTTATACACACATTAC
eth 612 0.2
ETB-R | AGTGAACTTATCTTTCTATTGAAAAACACTC

55°C
SEA-F GAAAAAAGTCTGAATTGCAGGGAACA
sea 560 0.4
SEA-R CAAATAAATCGTAATTAACCGAAGGTTC
CLFA-F ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT
clfa 292 0.1
CLFA-R CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG
Master mix 125
Steril distile su 8.7
Template DNA 2
Toplam hacim 25

Tablo 3.2. sec, tst, seb ve eta genleri icin mPCR 2

Urin | Annealing

Gen Primer Niikleotid sekans (5'-3") (bp) Isis1 Miktar(ul)
SEC-F GTAAAGTTACAGGTGGCAAAACTTG

sec 297 1
SEC-R CATATCATACCAAAAAGTATTGCCGT

TST-F TTCACTATTTGTAAAAGTGTCAGACCCACT
tst 180 1
TST-R TACTAATGAATTTTTTTATCGTAAGCCCTT

56°C
SEB-F ATTCTATTAAGGACACTAAGTTAGGGA
seb 404 0.2
SEB-R ATCCCGTTTCATAAGGCGAGT
ETA-F CGCTGCGGACATTCCTACATGG
eta 676 0.4
ETA-R TACATGCCCGCCACTTGCTTGT
Master mix 25
Steril distile su 17.8
Template DNA 2
Toplam hacim 50
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Tablo 3.3. fnbB, fnbA, hla ve hlb genleri

icinmPCR 3

. . . ' Urin | Annealing .
Gen Primer Niikleotid sekans (5'-3") (bp) Lsis1 Miktar(ul)
FNBA-F GTGAAGTTTTAGAAGGTGGAAAGATTAG
fnbA 643 0.4
FNBA-R GCTCTTGTAAGACCATTTTTCTTCAC
FNBB-F GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT
fnbB 524 0.4
FNBB-R CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC
56°C
HLA-F CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG
hla 209 0.4
HLA-R CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT
HLB-F GTGCACTTACTGACAATAGTGC
hib 309 04
HLB-R GTTGATGAGTAGCTACCTTCAGT
Master mix 12.5
Steril distile su 7.3
Template DNA 2
Toplam hacim 25
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. S. aureus izolatlarinda nuc Geni Hedefli PCR Sonuclar

Mevcut S. aureus izolatlarinin genotipik identifikasyonunun belirlenmesi icin
toplam 140 stafilokok izolatinin termonukleaz (nuc) geni varligi PCR ile incelendi.
nuc genine spesifik primerle yapilan PCR sonrasinda, 42 izolatta 279 bp’lik PCR

tirtinii elde edilip izolatlarin S. aureus olduklari belirlendi (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. S. aureus izolatlarinin nuc geni sonuglari
M: Marker (100 bp Fermentas); 1,2,3,5,6,7: nuc geni pozitif (279 bp) drnekler; 4: Negatif 6rnek; 8:
Negatif kontrol (DNase-RNase free PCR suyu)

4.2. S. aureus Izolatlarinda Viriilens Gen Profili

Bu calismada nuc geni ile S. aureus olduklar1 dogrulanmis 42 izolatin
I6kotoksin geni (pvl), stafilokokal klasik enterotoksin genleri (sea, seb, sec),
eksfolyatif toksin genleri (eta, etb), hemolizin genleri (hla, hlb), adezin fakttr genleri
(fnbA, fnbB, clfa) ve toksik sok sendrom toksin geni (tst) varlig1 3 farkli mPCR ile
incelendi. pvl, etb, sea ve clfa genlerine ait mPCR 1 sonuglar1 Sekil 4.2., sec, tst, seb



ve eta genleri i¢cin mPCR 2 sonuglart Sekil 4.3. ve fnbB, fnbA, hla ve hlb genleri igin
mPCR 3 sonuglar Sekil 4.4.’de gosterildi.

11 12 B3 ¥ 15 16 17 M

612 bp 612 bp

W w292 bp

Sekil 4.2. pvl, etb, sea ve clfa genlerine ait mPCR 1 sonuglar1
M: Marker (100 bp Fermentas); NK: Negatif kontrol (DNase-RNase free PCR suyu); 1: clfa ve etbh
genleri (292 bp ve 612 bp) pozitif drnekler; 2,3,7,8,9,10,11,12,15,17: clfa geni (292 bp) pozitif
ornekler; 4 ve 6: etb geni (612 bp) pozitif drnekler; 5: tim genler (pvl, etb, sea ve clfa) agisindan
negatif drnek; 13 ve 14:clfa ve sea genleri (292 bp ve 560 bp) pozitif drnekler; 16: clfa ve pvl genleri
(292 bp ve 433 bp) pozitif 6rnek

Sekil 4.3. sec, tst, seb ve eta genleri icin mPCR 2 sonuglar1
M: Marker (100 bp Fermentas); NK: Negatif kontrol (DNase-RNase free PCR suyu); 1,2: sec ve tst
genleri (297 bp ve 180 bp) pozitif érnekler; 3,4,5: sec geni (297 bp) pozitif drnek; 7: eta geni (676 bp)
pozitif 6rnek; 6; tum genler (sec, tst, seb ve eta) agisindan negatif 6rnek
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Sekil 4.4. fnbB, fnbA, hla ve hib genleri icin mMPCR 3 sonuglari
M: Marker (100 bp Fermentas); NK: Negatif kontrol (DNase-RNase free PCR suyu); 1: hla (209 bp),
hib (309 bp) ve fnbB (524 bp) genleri pozitif 6rnek; 2: hla (209 bp) pozitif érnek; 3: tim genler (fnbB,
fnbA, hla ve hlb) agisindan negatif 6rnek; 4: hla (209 bp) ve hlb (309 bp) genleri pozitif 6rnek; 5: hla
(209 bp) ve fnbA (643 bp) genleri pozitif ornek

Izolatlarin 30 (%71,4)’unda clfa, 24 (%57,1)’iinde hla, 14 (%33,3)’iinde hlb,
10 (%23,8)’unda fnbB, 6 (%14,2)’sinda fnbA, 6 (%14,2)’sinda etb, 5 (%11,9)’inde
sec, 5 (%11,9)’inde tst, 3 (%7,1)’tinde sea, 2 (%4,7)’sinde pvl ve 1 (%2,3)’inde eta
geni tespit edildi. izolatlarin higbirinde seb geni saptanamadi (Tablo 4.2., Sekil 4.5.).
Izolatlarin 29°unda, 17 farkli viriilens gen profilinden olusan, iki ya da daha fazla

virtilens gene ¢ogul pozitiflik belirlendi (Tablo 4.3.).

Tablo 4.2. S. aureus izolatlarinda belirlenen viriilens genlerin dagilimi

Virulens Genleri
izolatno | clfa | hla | hib | fnbB | fnbA | etb | sec | tst | sea | pvl | eta | seb
1 + + + + - - - - - - - -
2 + + + + - - - - - - - -
3 + - - - - - - - - - - -
4 + - - - - - - - - - - -
5 + - - - - - - - - - + -
6 - - - - - + - - - - -
7 + - - - + + - - - - - -
8 + + - - - - - - - - - -
9 + + - + - - - - - - - -
10 + + - + - - - - - - - -
11 + + - - - - - + - - - -
12 + + - - + - - - - - - -
13 + + - - + - - - - - - -
14 + + + + - - - - - - - -
15 - - - - - - - - - - - -




Tablo 4.2. (devam)

izolat no

Virilens Genleri
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clfa hla

hlb fnbB fnbA etb

sec

tst sea

pA

pvl

eta

0

seb

W pozitif

M negatif

Sekil 4.5. S. aureus izolatlarinda belirlenen viriilens genlerin dagilimi
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Tablo 4.3. S. aureus izolatlarinda belirlenen ¢ogul viriilens gen profili

Cogul Viriilens Genler izolat sayis1

clfa+hla+hlb+fnbB+etb+tst

clfa+hla+hlb+fnbB+fnbA

clfa+hla+hlb+fnbA+sea

clfa+hla+hlb+fnbB

clfa+hla+hlb+pvl

clfa+hla+hlb+sea

clfa+fnbA+etb

clfa+hla+fnbB

clfa+hla+tst

clfa+hla+fnbA

clfa+etb+sec

clfa+hla+hlb

clfa+hla+pvl

clfa+eta

clfa+hla

fnbA+etb

N N NN NI G I R R

etb+sec

N
[{e]

Toplam

Sigir mastitislerinin etiyolojisinde 6nemli yer tutan S. aureus’un virilens
genlerinin ortaya konulmasi ve patogenezde Onemli rol oynayan faktorlerin

karakterizasyonu amaciyla ¢ok sayida arastirma yapilmistir.

Fitzgerald et al., (2000) sigir mastitislerinden izole ettikleri 144 S. aureus

izolatinin 107’sinde (%74,3) clfa geni tespit etmislerdir.

Klinik olarak mastitisli sigirlardan farkli iilkelerden izole edilen 462 S. aureus
izolatinda sliperantijenik enterotoksinlerin tespiti amaciyla yapilan bir aragtirmada
(Larsen et al., 2002), izolatlarin 123’tinde (%26,6) sec, 114’inde (%24,7) tst,
12’sinde (%2,6) sea ve 4’tinde (%0,9) seb geni belirlenmistir.

Almanya’da mastitisli sigirlarda gergeklestirilen bir ¢alismada (Zschdck and
Sommerhauser, 2004) izole edilen 573 S. aureus izolatinin 53’iinde (%9,3) sec ve tst

geni pozitif bulunmustur.

Symyt et al. (2005), sigir orijinli 99 S. aureus izolatinin 19’unda (%19,2) tst,
19’unda (%19,2) sec ve 6’sinda (%6,1) sed geni saptamiglardir.

Benzer bir ¢alismada (Srinivasan et al., 2006) mastitisli sigir siitlerinden izole

edilen 78 S. aureus izolatinin 20’sinde (%25,6) tst geni tespit edilmistir.

Cek Cumbhuriyeti'nde sigir ¢ig siitlerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin
enterotoksijenik karakterlerini ortaya koymak igin yapilan bir arastirmada
(Zouharova and Rysanek, 2008) izole edilen 70 izolatin %27,1’inde sea, %10’unda
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seb ve %1,4’linde sec geni saptanmustir.

Sigir orijjinli S. aureus izolatlarinda virllens genlerin tespitine yoOnelik
gergeklestirilen bir ¢calismada (Monecke et al., 2007), incelenen 20 izolattan 20’si
(%100) a-hemolizin (hla), 3’1 (%]15) tst, sea, sec, sed, 1’1 (%5) seb genleri agisindan
pozitif bulunurken, izolatlarin tamami pvl, eta ve etb genleri yoniunden negatif

bulunmustur.

Baska bir c¢alismada (Rall et al., 2008), islenmemis ve pastorize siit
orneklerinden izole edilen 57 S. aureus izolatinin 16’sinda (%41) sea, 8’inde

(%20,5) sec ve 3’iinde (%7,7) seb geni saptanmustir.

Diger yandan, Bystron et al., (2009), islenmemis s1g1r siitlerinden izole ettikleri
68 S. aureus izolatinin 24’{iniin (%35) enterotoksijenik oldugunu ve bunlarin sadece
1’inde seb geni saptadiklarini bildirmislerdir. Ayrica izolatlarin tamaminin tst geni

acisindan negatif oldugu rapor edilmistir.

Farkli sigir giftliklerinde mastitisli hayvanlardan izole edilen toplam 303 S.
aureus izolatin virllens gen profillerinin belirlenmesine yonelik yapilan bir
arastirmada (Graber et al., 2009), izolatlarin 152’sinde (%50,2) sea, 21’inde (%6,9)
sec, 19’unda (%6,3) tst geni acisinda pozitiflik saptanmuistir.

Karahan vd., (2009) mastitisli sigir siitlerinden izole ettikleri 27 S. aureus
izolatinin sadece 3’tinde sec geni belirlediklerini, izolatlarin tamaminin sea geni

acisindan negatif oldugunu rapor etmislerdir.

Benzer bir aragtirmada (Ikawaty et al., 2010), sigirlardan izole edilen 76 S.
aureus izolatindan 73’iinde (%96) fnbA, 33’linde (%43) fnbB, 21’inde (%28) tst,
19’unda (%25) sec, 16’sinda (%21) clfA geni belirlenirken, izolatlarin hi¢birinde eta,

etb ve pvl genleri saptanamamustir.

Piccinini et al., (2010), mastitisli sigirlardan izole ettikleri 33 S. aureus
izolatinin  higbirinde pvl, tst, sea, seb, sec genlerini saptayamadiklarini

bildirmislerdir.

Diger bir ¢alismada (Huber et al., 2011), sigir orijinli 10 S. aureus izolatinin
tamam1 hla geni agisindan pozitif, sea, seb, sec ve pvl genleri yoninden negatif

bulunmustur.

Brezilya’da yapilan bir ¢alismada (Coelho et al., 2011), subklinik mastitisli
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sigir siitlerinden izole edilen 50 S. aureus izolatinin 12’sinde (%24) hla, 8’inde
(%16) hlb geni belirlenmistir.

Sigir mastitislerinden izole edilen 229 S. aureus izolatinda 39 farkli viriilens
geninin arastirildigi bir ¢alismada (Ote et al., 2011), hlb (%99,1), hla (%98,7), clfa
(%96,9), clfb (%96,9), fnbA (%83,8), tst (%27,5), sec (%19,7), eta (%18,3), sea
(%5,2), seb (%0,4), pvl (%0,4) gibi baz1 genlerde yiiksek oranlarda pozitiflik tespit

edilmistir.

Baska bir calismada sigir siitlerinden izole edilen 50 S. aureus izolatlarin
hepsinin tstl, pvl ve hlb genleri agisindan negatif, hla geni yonunden ise pozitif
oldugu bildirilmistir (Kreausukon et al., 2012).

Yang et al., (2012) sigir klinik mastitislerinden izole ettikleri 39 S. aureus
izolatinda cIfA, fnbA, fnbB, cap5, cap8, hla, hlb, nuc, sea ve tst genlerinin varligini
arastirmiglardir. Arastirmada 3 (%7,7) izolatta tek toksin geni, 3 (%7,7) izolatta iki
toksin geni, 2 (%5,1) izolatta dort toksin geni, 8 (%20,5) izolatta bes toksin geni ve
23 (%59) izolatta alt1 farkli toksin geni tespit edilmistir. Hedef genler arasinda en
yaygin genlerin fnbA (%97), hla (%85) ve hlb (%82) oldugu tespit edilmistir. Diger
yandan izolatlarin hicbirinde fnbB ve sea geni saptanamadigi bildirilmistir.
Aragtiricilar S. aureus kokenli sigir mastitislerinin patogenezinde bu genlerin énemli

rol oynadigini ifade etmislerdir.

Brezilya’da gerceklestirilen bir ¢calismada (Silva et al., 2013), sigir mastitisi
orijinli metisiline duyarli S. aureus izolatlariin tamami pvl, tst, eta, etb, hlb ve sea

genleri agisindan negatif bulunmustur.

Mastitisli sigir siitlerinden izole edilen S. aureus izolatinin enterotoksijenik
Ozelliklerinin tespiti amaciyla gergeklestirilen bir ¢alismada (Guimardes et al., 2013)
90 izolatin 10’u (%11,1) sea, 6’s1 (%6,7) seb, 5’1 (%5,6) sec ve 2’si (%2,2) de sed

geni acisindan pozitif bulunmustur.

Wang et al., (2014) mastitisli sigirlardan izole ettikleri 53 S. aureus izolatinin
40’inda (%75,5) pvl geni saptamistir. Arastirilan izolatlarin higbirinde tst geni

bulunamamustir.

Cremonesi et al., (2015), mastitisli sigirlardan izole ettikleri 54 S. aureus
izolatinin 21’inde (%38,9) sea geni belirlediklerini, izolatlarin tamaminin tsst, eta,

etb, seb genleri agisindan negatif oldugunu rapor etmislerdir.
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Benzer bir aragtirmada (Rola et al., 2015), ¢ig sigir siitlerinden izole edilen 71

S. aureus izolatinin higbirinde seb ve sec geni saptanamadigi bildirilmistir.

Sigir siitlerinden izole edilen S. aureus izolatlarinda klasik enterotoksin ve
toksik sok sendromu toksin genlerinin tespiti amaciyla iki farkli mPCR protokolii
kullanilarak gergeklestirilen bir calismada (Seyoum et al., 2016), 109 izolatin
73'Unun (%66,9) en az bir tip S. aureus enterotoksin geni (SE) tasidigi tespit
edilmistir. Arastirmada, SE genlerinden en az birini barindiran 73 S. aureus
izolatinin 26'sinda (%35,6) birden fazla enterotoksin geni saptanmistir. Belirlenen
genlerin sea (40; %36,7), seb (19; %17,4), see (18; %16,5), tst (16; %14,7), sec (12;
%11,1) ve sed (7; %6,4) oldugu bildirilmistir.

Xu et al., (2015) subklinik mastitisli sigir siitlerinden izole ettikleri 28 S.
aureus izolatinin %89,3’tinun clfa, %75’inin fNbB, %7,1’inin sea ve %2,6’sinin Seb

geni agisindan pozitif oldugunu rapor etmislerdir.

Cosandey et al., (2016) mastitisli sigir siitlerinden izole ettikleri 216 S. aureus
izolatinin 42’sinde (%19,4) sea, 36’sinda (%16,7) sec, 39’unda (%18.1), tst geni

yoniinden pozitiflik tespit etmislerdir.

Sigir mastitislerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin genotiplendirilmesi
amaciyla gergeklestirilen bir arastirmada (Artursson et al., 2016) c¢ok yuksek

oranlarda hla, hib, cIfA, clfB, fnbA ve fnbB gibi viriilens genleri belirlenmistir.

Wang et al., (2017), sigir mastitislerinden izole ettikleri S. aureus izolatlarinda
siiperantijenik  toksin genlerinin  belirlenmesine yonelik  gerceklestirdikleri
aragtirmada, inceledikleri 25 izolatin 7’sinde (%28) tst, eth, 6’sinda (%24) eta,
3’tinde (%12) seb, sec, sed, 2’sinde (%8) sea geni saptamislardir. Arastiricilar

izolatlarin tamaminin pvl geni agisindan negatif oldugunu bildirmislerdir.

Cin’de ¢ig siitlerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin karakterizasyonu
amaciyla gerceklestirilen bir ¢alismada (Liu et al., 2017), 54 izolatin 12’si (%22.,2)
sec, 8’1 (%14,8) sea, pvl, tst, 3’4 (%5,6) seb, 1’1 eta genleri agisindan pozitif
bulunmustur. Diger yandan test edilen izolatlarin hicbirinde etb genine

rastlanilamamustir.

Zhang et al., (2018), Cin’de sigir mastitislerinden izole ettikleri 103 S. aureus
izolatinin 99 ‘unda (%96) clfa, 97’sinde (%94) fnbA, 93’iinde (%90) hla, 88’inde
(%85) fnbB, 82’sinde (%80) hlb, 31’inde (%30) tst, 22’sinde (%21) sec ve 5’inde
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(%5) seb geni belirlemislerdir. Arastiricilar izolatlarin higbirinde sea geni

saptayamadiklarini bildirmislerdir.

Farkli tilkelerde yapilan ¢alismalarda (Piccinini et al., 2010; Ote vd., 2011; Xu
et al., 2015) mastitisli sigirlardan izole edilen S. aureus izolatlarinda eta ve etb

genlerinin belirlenemedigi rapor edilmistir.

Rusya’da gerceklestirilen bir aragtirmada (Fursova et al., 2018) 60 sigir
mastitisi S. aureus izolatinin 42’si (%70) hla, 32’si (%53,3) sea, 30’u (%50) sec, 28’1
(%46,6) pvl-lucS, 2’si (%3,3) seb, 1'i (%1,6) tst geni bakimindan pozitif

bulunmustur.

Costa et al., (2018) mastitisli sigirlardan izole ettikleri 38 S. aureus izolatinin
%7.89’unda seb, %5,26’sinda sec ve %26,31’inde tst geni tespit etmislerdir.

Cin’de yapilan bir arastirmada (Wang et al., 2009), subklinik mastitisli
sigirlardan izole edilen 283 S. aureus izolatinin 102’sinde (%36) sea, 53’linde
(%18,7) sec, 34’tinde (%12) tst-1 ve 6’sinda seb geni saptanmustir.

Rall et al., (2014), sea tespit oraninin sigir mastitis orijinli S. aureus
izolatlarinda %23,6 oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar izolatlarin 2’sinde sec geni

belirlemislerdir.

Polonya’da gergeklestirilen bir ¢aligmada (Kot et al., 2016), subklinik mastitisli
sigirlardan izole edilen 124 S. aureus izolatinda adezin, proteaz ve slperantijenik
toksinleri kodlayan 30 viriilens geni PCR ile arastirilmistir. Izolatlarin %50.3’ii fnbB,
%14,5’1 fnbA, %6,5°1 sec, %5,6’s1 eta, %4,5’1 sea,%2,4'U seb ve %2,4'0 tst genleri
yoniinden pozitif bulunmustur. Diger yandan izolatlarin higbirinde etb geni

saptanamamastir.

Benzer bir arastirmada (Grispoldi et al., 2019) sigir mastitis izolat1 17 S.

aureus’un 6’s1 (%35,3) sea, 1’1 (%5,9) seb, sec geni agisindan pozitif bulunmustur.

Diger yandan enterotoksinler ve hemolizinlerin mastitislerin patogenezinde
onemli roller Ustlendikleri bilinmektedir. Wang et al., (2016), sigir mastitislerinden
izole ettikleri S. aureus izolatlarinda ¢ok yiiksek oranda (%94) hlA geni pozitifligi

belirlemislerdir.

Mastitis olusumunda patogenezde onemli rol oynayan diger genler arasinda

clumping faktor (clfA, clfB), fibrinolektin baglayan proteinler (fnbA, fnbB) yer
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almaktadir.

Klein et al., (2012) sigir mastitisi orijinli S. aureus izolatlarinda clfB (%98),
fnBP (%63,5), cIfA (%50,6), genleri ag¢isindan degisken oranlarda pozitiflik
bildirmistir.

Bagka bir arastirmada (Bar-Gal et al., 2015), 54 S. aureus izolatinin 44’{inde
(%81,5) fnbB, 6’sinda (%11,1) tstl, 5S’unda (%9,2) entC geni tespit edilmistir.

Benzer bir ¢alismada (Pereyra et al., 2016), tim izolatlarda (%100) adhezyon
genleri clIfA, clfB, fnbA belirlenmis ve S. aureus’un sigirlarda mastitis

olusturmasinda bu faktorlerin 6nemli oldugu kanisina varilmistir.

Ronco et al., (2018), klinik mastitisli sigirlardan izole ettikleri 63 S. aureus
izolatinin tamaminin (%100) hla, hlb, 3’iniin (%4,8) sea, 2’sinin (%3,2) sec, tst

genleri agisindan pozitif oldugunu rapor etmislerdir.

Fibronektin, yiiksek molekiiler agirlikli bir glikoproteindir ve integrinler olarak
adlandirilan hiicre zar1 proteinlerine baglanan, ayni zamanda fibrin ve kollajene
baglanabilen hiicre dis1 matrisin bir bilesenidir. Fibronektin baglayici protein (fnbA
ve fnbB genleri) meme bezindeki bakterilerin invazyonuna ve adezine katkida
bulunur, ayrica fagositozu inhibe eder (lkawaty et al., 2010). Bu protein genleri
mastitisli sigirlardan izole edilen S. aureus izolatlarinda ¢ok yiiksek seviyelerde

belirlenmistir (Kumar vd., 2011).

Brezilya’da yapilan bir aragtirmada (Zuniga et al., 2015) subklinik mastitisli
sigirlardan izole edilen 19 S. aureus izolatindan 16’s1 (%84,2) fnbA ve 3’1 (%15,8)

fnbB pozitif bulunmustur.

Rusya’da gergeklestirilen bir aragtirmada (Fursova et al., 2020) sigir ¢ig siit
orneklerinden izole edilen 21 S. aureus izolatinin tamami Sea ve see enterotoksin
geni ve IukS/F geni acisindan negatif bulunmustur. Diger yandan tim izolatlarda
hemolizin (hla, hlb, hlg ve hld) ve eta genleri saptanmistir. Ayrica, izolatlarin
17’sinde (%80,9) IukE/D, 9’unda (%42,8) fnbA ve fnbB, 1’inde (%4,7) luKM/F geni
tespit edilmistir.

Son yillarda yapilan bir arastirmada (Yang et al., 2020) subklinik mastitisli
sigir siitlerinden izole edilen 73 MRSA izolatinin tamaminda fnbpA, clfA, clIfB ve hla

genleri saptanmistir. Ayrica izolatlarin %97,3’tinde IUKE-lukD ve %71,2’sinde sea
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genleri tespit edilmistir.

Guncel bir ¢alismada (Kotzamanidis et al., 2021) klinik mastitisli sigirlardan
izole edilen 36 S. aureus izolatindan 16 (%44,4)’s1 sec, 12 (%33,3)’si seb ve 1
(%2,8)’1 tst geni agisindan pozitif bulunmustur. Diger yandan izolatlarin higbirinde

pvl geni saptanamamustir.

Konuyla ilgili farkl tilkelerde sigir mastitis vakalarindan izole edilen S.aureus
izolatlarinda virulens genlerin tespitine yonelik yapilan ¢alismalarda patogenezde rol
oynayan faktorlerin ¢ok degisken oldugu ortaya konulmustur. Bazi caligmalarda
primer olarak belirlenen genlerin clfa ve hla oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada
incelenen S. aureus izolatlarinda belirlenen en 6nemli viriilens genlerinin clfa ve hla
olmasi literatiir verileriyle paralellik gostermektedir. Arastirma verileri arasindaki
farkliliklar bolgesel, metodik, izolat sayis1 ve ¢esitliligi, popiilasyon yapisi gibi bir
cok faktore baglh sekillenebilmektedir. Diger yandan pek ¢ok arastirma verilerinde
sunuldugu gibi, sigir mastitislerinin olusumuna katilan S. aureus izolatlarinin farkli
virotiplere sahip oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle sigir mastitislerinin etiyolojisini
detayli bir sekilde ortaya koymak i¢in, daha kapsamli epidemiyolojik calismalara
ihtiya¢c duyulmaktadir. Boylece sigir mastitislerin 6nlenmesinde koruyucu asilama

programlari ve daha kapsamli as1 iceriklerinin hazirlanmasi1 miimkiin olabilecektir.
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5. SONUC

Bu c¢alismada sigir mastitislerinden izole edilen stafilokok izolatlarinda S.
aureus yoninden nuc geninin varligi incelendi. Arastirilan 140 izolatin 42’°sinde nuc
geni tespit edildi. izolatlar 12 farkli viriilens geni agisindan mPCR ile incelendi. 42 S.
aureus izolatinin 38’inde bir ya da daha fazla viriilens geni belirlenirken, 4 izolatta
incelenen viriilens genlerin higbiri saptanamadi. Incelenen izolatlarda en fazla tespit
edilen viriilens genlerin clfa ve hla oldugu gériildii. Izolatlarm 29’unda iki ya da
daha fazla virllens gen acisindan ¢ogul pozitiflik belirlendi. Cogul pozitiflik
belirlenen izolatlarin 6’smin 4 gen (clfa+hla+hlb+fnbB) agisindan birlikte pozitif
oldugu goriildii. Diger yandan bir izolatta 6 (clfa+hla+hlb+fnbB+etb+tst), birer
izolatta 5 (clfa+hla+hlb+fnbB+fnbA ve clfa+hla+hlb+fnbA+sea) farkli viriilens
genin birlikte var oldugu tespit edildi. Arastirilan viriilens genleri agisindan negatif
bulunan izolatlarda mastitis olusumundan sorumlu baska viriilens faktorlerinin var

olabilecegi diisiintildii.

Sonu¢ olarak bu g¢alisma ile, siirli dahi olsa sigir mastitislerinin
patogenezisinde rol oynayan viriilens gen paternleri ortaya konuldu. Calisma
sonuglarinin sigir mastitislerinin etiyolojisinde dnemli rol oynayan S. aureus’a ait
virtlens faktorlerinin karakterizasyonu calismalarina katki saglayacagi kanaatine
varildi. S1gir mastitislerinin 6nlenmesine yonelik hazirlanacak as1 kompozisyonunun
sekillendirilmesinde S. aureus viriilens gen cesitliliginin bilinmesi Onem arz
etmektedir. Bu nedenle kullanilacak asinin c¢ok sayida viriilens faktoriine sahip
suslardan olusturulmas1 gerekmektedir. Bu c¢alismada incelenen S. aureus
izolatlarinin ¢ogunun farkli viriilens gen profiline sahip olmasi, izolatlarin as1 susu
olarak kullanilabilecek potansiyelde oldugunu gostermektedir. Ancak izolatlarin asi
susu potansiyelinin tam olarak ortaya konulmasi i¢in ileri seviyede karakterizasyon
caligmalar1 yapilmalidir. Sigir mastitislerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin
mastitis patogenezisinde rol oynayan viriilens gen cesitliliginin ortaya konulmasi

amaciyla daha fazla izolat iceren epidemiyolojik ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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