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1.0ZET

Subklinik Mastitisli Sigir Siitlerinden izole Edilen Staphylococcus aureus
izolatlarimin Virulens Genleri ve Koagulaz Gen Polimorfizmine Gore Molekiiler
Tiplendirilmesi

Bu calismada, subklinik mastitisli inek siitlerinden izole edilen Staphylococcus
aureus izolatlarinin toksin genleri ve koagiilaz gen polimorfizmi yoniinden
karekterizasyonunun yapilmasi amaglandi.

Incelenen 130 S. aureus izolatinin 60 (% 46.2)’1 bir veya birden fazla toksin geni
yoniinden pozitif bulundu. Pozitif bulunan izolatlarin 18’inde seg - sei ve sec, 14’linde sed
- sej, 6’sinda tst, 2’sinde sed - sej - seg - sei, 1’er izolatta ise sec - seg - sei ve sec - tst
genleri tespit edildi. sea, seb, see ve seh genleri yoniinden ise tiim izolatlar negatif
bulundu.

S. aureus izolatlariin coa genine dayali PZR analizinde 127 izolatta molekiiler
biiytikliikleri 730 - 970 bp arasinda degisen tek band ve 3’linde ise molekiiler biiytikliigii
810 + 1050 bp olan iki band tespit edildi. coa-PZR iirlinlerine gore izolatlar 5 farkl tip (A,
B, C, D, E) olusturdu. coa pozitif PZR iirlinlerinin A/ul restriksiyon enzimi ile kesilmesi
sonucu toplam 9 farkl: restriksiyon profili elde edildi. Tip B (B1 ve B2) ve Tip C (CI ve
C2)’ye ait izolatlar iki, Tip D’ye ait izolatlar ise 3 alt tipe (D1, D2 ve D3) ayrildi. Tip B
(55 izolat) ve Tip E (42 izolat) en dominant tipler olarak belirlendi. Bu c¢alismada, yaygin
genotiplere ait izolatlarin biiyiik kisminin toksin genleri yoniinden pozitif oldugu tespit
edilmesine ragmen, C, D1 ve D2 genotipine ait izolatlarda toksin genlerinin varlig
belirlenemedi.

Sonu¢ olarak, (i) Hatay ilinde subklinik inek mastitislerinin farkli S. aureus
genotipleri tarafindan meydana getirildigi, ancak bir veya iki genotipin dominant oldugu,

(i) dominant genotiplerin enterotoksijenik oldugu, bu genotiplerin bir veya birden fazla



1A%

enterotoksin geni tasidigi, (iii) S. aureus’un sigirlarda neden oldugu meme igi
infeksiyonlarin patogenezinin anlasilmasi i¢in farkli bolgelerden toplanan ¢ok sayida izolat
ile yapilacak daha kapsamli ¢alismalarin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmastir.

Anahtar sozciikler: Staphylococcus aureus, enterotoksin, sigir, mastitis, molekiiler

tiplendirme



2.ABSTRACT

Molecular Typing of Staphylococcus aureus Isolated from Subclinic Bovine
Mastitic Milk Samples on the Basis of Virulence Genes and Coagulase Gene
Polymorphism

The aim of this study was to characterize Staphylococcus aureus isolates obtained
from subclinic bovine mastitic milk samples by coagulase gene polymorphism and toxin
genes.

Out of 130 S. aureus isolates, 60 isolates (46.2 %) were found positive for having
one or more toxin gene. Among positive isolates, it has been determined that 18 of the
isolates containing seg - sei, 18 of the isolates containing sec, 14 of the isolates containing
sed - sej, 6 of the isolates containing #st, 2 of the isolates containing sed - sej - seg - sei, 1
of the isolates containing sec - seg - sei, and 1 of the isolates containing sec - tst genes. No
sea, seb, see and seh gene was detected among the isolates tested.

PRC analysis of S. aureus isolates based on coa gene, a single band with a
molecular weight of 730-970 bp was observed form 127 isolates, and two bands were
observed in 3 isolates with molecular weight ranging from 810 + 1050 bp. Isolates
produced 5 different type (A, B, C, D, E) according to coa-PRC products. Nine different
restriction profile were obtained when coa positive PRC products were being cut with Alul
restriction enzymes. While Type B and Type C isolates were classified into two subgrups,
as B1, B2, CI, C2; Type D isolates classified into three subgrups as D1, D2, D3,
respectively. Type B (55 isolates) and Type E (42 isolates) were determined as the most
dominant types. In this research, although it was determined that most of the isolates
obtained from common genotypes were toxin gene positive, no toxin gene was determined

from isolates obtained from C, D1, and D2 genotypes.
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It was concluded that (i) subclinic cow mastitis caused by different S. aureus
genotypes in Hatay and only one or two of the genotypes were dominant, (i) dominant
genotypes were enterotoxigenic and have one or more that one enterotoxin genes (iii) it is
suggested that more comprehensive studies with more isolates obtained from different
regions to determine patogenicity of bovine mastitis caused by S. aureus need to be
performed.

Key words: Staphylococcus aureus, enterotoxin genes, bovine mastitis, moleculer typing



3.GIRiS VE GENEL BILGILER

3.1.Genel Bilgi

Mastitis, tiim diinyada goriilen siitiin nitelik ve niceligini etkileyen ve siit
endiistrisinde 6nemli ekonomik kayiplara sebep olan meme i¢i bir enfeksiyondur (Jain
1979). Mastitis, meme yangisi, Grekce meme anlamina gelen ‘Mastos’ ve yangiy: ifade
eden ‘itis’ kelimelerinin birlestirilmesiyle olusmus bir terimdir (Bastan 2002). Genel
anlamda ise mastitis, meme bezlerinin travmatik etkilere ve meme igerisine ¢ogunlukla
ekzojen veya endojen olarak giren mikroorganizmalara karsi reaksiyon gostermesidir
(Blood ve Radostits 1989).

Mastitis, meme dokusu ve siitte ortaya c¢ikan degisiklikliklere gore klinik ve
subklinik mastitisler olarak siniflandirilmaktadir (Bastan 2002). Klinik mastitisler, gerek
meme dokusunda gerekse siitte degisikliklerin oldugu mastitislerdir ve yangisal cevabin
karekteristik belirtileri olan memede sisme, agri, kizariklik, sicaklik artis1 ve fonksiyon
kayb1 gibi lokal, ates, halsizlik, istahsizlik gibi genel hastalik belirtileri ile karekterizedir.
Siitte ise, renk degisimleri, koku, sulanma, piht1 ve flakonlar gibi degisiklikler
goriilebilmektedir (Karahan 2005).

Mastitisin, ikinci formu saglik ve ekonomik yonden daha fazla 6nem arz eden
subklinik mastitislerdir. Subklinik mastitisler siitte ve memedeki degisikliklerin kolayca
fark edilememesi, siit verimini ve kalitesini olumsuz yonde etkilemesi, klinik mastitislere
gbre daha sik goriilmesi ve siiratle yayilmasi gibi nedenlerden dolay1 daha fazla 6nem arz
etmektedir.  Siit sigirciligl yapan isletmelerde biiyliik ekonomik kayiplara yol agan
mastitislerin %70 ni subklinik mastitisler olusturmaktadir (Bastan 2002).

Toplam si1g1r hastaliklari iginde mastitisin % 26 oraninda bir paya sahip oldugu ve
mastitisten kaynaklanan kaybin diger infertilite ve reprodiiktif hastaliklardan yaklasik iki

kat fazla oldugu bildirilmistir (De Graves ve Fetrow 1993, Philpot 1984). Siit veriminde



azalma, siitiin kalitesinin bozulmasi, tedavi siiresince siitliin atilmasi, tedavi ve veteriner
hekim giderleri bu maliyetin en Onemli kalemleridir (De Graves ve Fetrow 1993).
Infeksiyonun yillik olarak inek basina 150-220 dolar zarara neden oldugu hesaplanmustir
(Akan 2006).

Mastitis kompleks etiyolojiye sahip bir hastaliktir.  Fiziksel, kimyasal veya
infeksiy6z etkenlere bagli olarak mastitis meydana gelmektedir (Karahan 2005). Ancak,
mastitis vakalarinin biiylik ¢ogunlugu infeksiyoz ajanlar (bakteriler, viruslar ve mayalar)
tarafindan olusturulmaktadir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda, mastitis etkeni olarak
200’1n tzerinde farkli tiirden mikroorganizmanin varlig: bildirilmistir. Bununla birlikte,
mastitislerin % 95’1 Staphylococus aureus ve Streptococcus agalactiae gibi kontagiyoz
mastitis etkenleri tarafindan olusturulmaktadir. Kontagiy6z mastitis, meme dokusunda
bulunan patojenler tarafindan meydana getirilir ve sagim sirasinda sagimcilarin elleri ve
sagimda kullanilan ekipmanlar ile duyarli ineklerin memesine infeksiyon yayilir. Ayrica,
Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae ve Streptococcus uberis gibi gevresel etkenler
de mastitise neden olmaktadir. Ancak, farkli yerlesim yerlerine, mevsimsel farkliliklara ve
degisik yetistirme kosullarina bagl olarak uygulanan mastitis kontrol programlarina gore
degismekle birlikte, mastitisin etiyolojisinde S. aureus ve diger stafilokok tiirleri
mastitislerin % 60-80’ini olusturmaktadir (Hadimli ve Erganis 2001).
3.2.Etiyoloji

S. aureus ilk defa, Rosenbach tarafindan 1884 yilinda irinli yaralardan izole
edilerek S. pyogenes aureus olarak isimlendirilmistir (Schleifer 1986). Daha oOnceki
yillarda Micrococcaceae familyasinda yer alan Stafilokok cinsi, son Bergey’s Manaul’e
gore Bacilli sinifinda Bacillales takiminda yer almaktadir. Stafilokok cinsi igerisinde
30’dan fazla tiir bulunmaktadir. Stafilokok cinsi icerisinde yer alan tiirler, patojenite kriteri

olarak kabul edilen koagulaz enzimi sentezleme yeteneklerine gore iki ana gruba



ayrilmaktadir. Koagulaz pozitif stafilokoklar S. aureus, S. intermedius ve S. hyicus
tiirlerini i¢ine alir. S. aureus, insan ve hayvanlarda en patojen tiir olarak kabul edilir ve
genel piyojenik etkendir (Akan 2006).

S. aureus, Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, katalaz pozitif, oksidaz negatif ve 1
um capinda yuvarlak bir morfolojiye sahip bakteridir. Lezyonlardan ve besi yerlerinden
hazirlanan boyali preparatlarda iizim salkimi seklinde kiimeler halinde goriiniirler. Adi
besi yerinde kolayca iirer ve 2-4 mm capinda diizgiin koloniler olustururlar. Onceleri
renksiz goriiniimde olan koloniler ilk giinden sonra pigment yaparak altin saris1 rengine
doniistir.  Laboratuarda 10-42 °C’de iireyebilmelerine ragmen optimum iireme 1sis1 37
°C¢dir. Siv1 besi yerlerinde bulaniklik ve ¢okiintii yaparak c¢ogalmaktadir. Sporsuz
bakteriler icerisinde dis etkenlere ve dezenfektanlara karsi en fazla dayanabilen
bakterilerdir. Kiiltiirlerde +4 °C’de 2-3 ay, -20 °C ‘de 3-6 ay canli kalabilmektedir.
Antibiyotiklere farkli derecelerde duyarli olmasmma ragmen zamanla direng
kazanabilmektedir. Etken 60 °C’de yarim saatte, % 2’lik fenolde 15 dakikada inaktive
olabilmekte, % 9’luk NaCl ve sakkaroza tolerans gosterebilmektedir (Akan 2006).

S. aureus birgok hayvan tiirlinde ve insanlarda c¢esitli infeksiyonlara neden
olabilmektedir. Bu infeksiyonlar; bir¢ok hayvanda gozlenen apseler ve irinli olgular,
ineklerde cesitli derecelerde mastitis olgulari ve meme impetigosu, koyunlarda mastitis,
kuzularin enzootik kene piyemisi, periorbital ekzama ve dermatitis ve benign follikiilitis
olgulari, kecilerde mastitis ve dermatitis, domuzlarda mastittis, meme bezlerinin
botriyomikozisi, nekrotize stafilokokal endometritis ve meme impetigosu, atlarda mastitis
ve botrimikozisi, tavsanlarda yeni doganlarda eksudatif dermatitis, apseler, konjunktivitis,
kanatlilarda subkutan dokularin piyogranulamatdz olgusu, stafilokokal artiritis, septisemi
ve omfalitis, kedi ve kopeklerde piyoderma, piyometra, sistitis ve otitis eksterna’ya sebep

olduklar bildirilmistir (Quinn ve ark 1994). Insanlarda ise, S. aureus hastane kaynakli



infeksiyonlar1 olusturan etkenlerin basinda gelmektedir. S. aureus insanlarda septisemi,
osteomyelitis, meningitis, invaziv endokarditis, toksik sok sendrom ve gida kaynakl
zehirlenmelere neden olmaktadir (Konemen ve ark 1997).
3.3.Epidemiyoloji

S. aureus deride ve mukoz membranlarin normal florasinda mevcuttur ve
dolayisiyla firsat¢1 patojen olarak nitelendirilmektedir. Hayvanlarin i¢ ve dig stres
faktorleri ile korunma mekanizmalarinin bozulmasi veya memelerde meydana gelen
portantrelerden girerek infeksiyona sebep olur. Mastitisli hayvanlar siitleriyle ¢ok sayida
bakteriyi disar1 ¢ikarirlar. Bu nedenle, mastitislerde primer infeksiyon kaynagi infekte
meme bezleri dolayisi ile de kronik infekte siit inekleridir (Akan 2006, Roberson ve ark
1994). Bundan dolay1 inekten inege bu patojenin bulagmasimni dnlemek i¢in alinacak
tedbirler, mastitis insidensinin azaltilmasinda en Onemli faktordiir. Ancak, infekte
ineklerin haricindeki kaynaklardan orijin alan infeksiyonlar mastitisin kontrol ve
eradikasyonunu gii¢clestirmektedir (Zadoks ve ark 2002). S. aureus’un bulagsmasinda
sagimcilarin elleri, sagim ekipmanlar1 ve ahirda kullanilan malzemeler ve sagim hijyenine
dikkat edilmemesi 6nemli rol oynamaktadir ( Gillespe ve ark 1999, Roberson ve ark 1998,
Bagtan 2002).
3.4.Tiirkiye’de Staphylococcus aureus Mastitislerinin Goriilme Sikhig

Mastitis tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de siit inekgiligi yoniinden énemli bir
infeksiyondur. Glinimiizde, mastitisin eradikasyonu miimkiin olmamakla birlikte,
gelistirilen kontrol programlari ile insidensini diisiik seviyelere ¢ekmek miimkiindiir
(Erganis ve Ugan 2001).

Tiirkiye’de subklinik mastitislerin yayginligini ve subklinik mastitislere neden olan
mikroorganizmalarin belirlenmesine yonelik farkli yerlesim yerlerinde ¢aligmalar

yapilmistir. Marmara bolgesi ve civarinda gerceklestirilen bir ¢aligmada ise, 1594 mastitisli



inek siitiiniin  bakteriyolojik olarak incelenmesi neticesinde etken izolasyonu
gerceklestirilen 1126 (% 70.6) siit 6rneginin 316 (% 28.1)’sindan S. aureus ve 260 (%
23.1)indan S. epidermidis identifiye edilmistir (Tiiriitoglu ve ark 1995). Afyon
bolgesindeki klinik ve subklinik mastitisli 126 inekten toplam 164 siit Ornegi
mikrobiyolojik olarak incelenmistir. Ineklerin 119 unun subklinik, yedi tanesinin ise klinik
mastitisli oldugu bildirilen ¢aligmada % 40.1 oraninda S. aureus identifiye edilmistir
(Kuyucuoglu ve Ugar 2001). Ergiin ve ark (2004), Hatay yoresinde subklinik mastitisli
115 inekten alinan 262 adet siit 0rneginin mikrobiyolojik incelemesi sonucu % 42.4
oraninda koagulaz negatif stafilokok ve % 25.1 oraninda S. aureus etmislerdir. Yukaridaki
arastirmalarda da goriildiigi lizere, iilkemizde inek mastitislerinden izole edilen etkenlerin
onemli bir kismint S. aureus ve diger stafilokok tiirleri olugturmaktadir.
3.5.Patogenez ve Virulens

S. aureus’un neden oldugu mastitisin patogenezisinde etkenin sahip oldugu virulens
faktorleri onemli bir yere sahiptir. Toksinler, enzimler, yiizey proteinleri, kapsiil ve slime
gibi viriilens faktorleri lenfositlerin mitogenezisini baskilamak ve notrofil aktivitesinden
korunmak suretiyle meme i¢inde etkenin canli kalmasina, invazyonuna, konak¢t immun
sisteminden korunmasina yardimci olurlar (Karahan 2005). Ayrica, S. aureus farkl tiirden
antibiyotiklere de direng gosterme 6zelligine de sahiptir (Creven ve Anderson 1984). Bu
nedenle, S. aureus mastislerinin tedavisinde basar1 oraninin oldukg¢a diisiik oldugu
bildirilmistir (Sol ve ark 2000).

Ineklerde akut ve kronik mastitisin patogenezisi benzerdir. Akut mastitiste kiigiik
meme kanallarin fibrin pihtilariyla hizl bir sekilde tikanmasi1 gézlenir. Akut form siklikla
kalin pihtilar igeren irinli bir sekresyon ve etkilenen dokularin siddetli bir sekilde

sismesiyle karekterizedir. Genellikle yaygin bir fibrozis gozlenir. Yangi birkac¢ giin



igcerisinde azalmaya baslar ve kanallarin etrafinda meydana gelen doku proliferasyonlari
neticesinde bolgedeki dokularda atrofi ve blokaj gozlenir (Quinn ve ark 1994).,

Kronik ve subklinik mastitiste, somatik hiicre sayisinin artig1 ile birlikte etkilenen
meme loblarina bakteriyel invazyon s6z konusudur. Bakteriyel iireme genellikle siit
toplanan kanallarda ve smirli bir sekilde alveollerde meydana gelir. Yangisal cevap
sonucunda alveollerin atrofisi ve kanallarin blokaji1 olusur. Fagositik hiicrelerinin yangisal
bolgeye akini sonucunda apse formasyonlari ve fibrozis gelismesi antibiyotiklerin
penetrasyonunu engellemekle birlikte organizmanin etkili bir sekilde ortadan kaldirilmasini
siirlar (Quinn ve ark 1994). S. aureus, ineklerin memelerinde sadece bu sekilde
reaksiyonlara neden olan bir bakteri degildir. Bakteriyel toksinler ve doku
yikimlanmasinin etkisiyle toksemi ile sonuglanan durumlar da ortaya ¢ikabilir (Blood ve
ark 1989).

S. aureus, diger stafilokok tiirlerinden ayirt edilmesinde kullanilan koagulaz
enzimine sahiptir. Yangisal bolgedeki koagulaz reaksiyonu sunucu fibrin benzeri pihtilar
olusur. Bu pihtilar l6kosit hareketlerini inhibe eder ve konak¢min immun sistem
fagositlerinin hareketlerini engeller. Keza bu pihtilar sekretdr hiicrelerin tahribatina yol
acarak meme bezi kanallarindaki siitiin bosaltilmasini 6nler (Karahan 2005).

S. aureus, viriilenste biiyilk rol oynayan alfa, beta, gama ve delta olarak
isimlendirilen toksinler sentezlemektedir (Akan 2006). Alfa toksin sigir mastitlerinden
izole edilen S. aureus izolatlarinin yaklasik % 40-50’sinde, beta toksin ise % 75-100’tinde
saptanmustir. Piirifiye alfa toksinin tavsanlara injeksiyonunun, doza bagimli olarak meme
bezlerinde hemorajik nekroza ve etkenin yogun tliremesine bagli olarakta gangrendz
mastitise neden olabilecegi bildirilmistir (Karahan 2005). Beta toksin ise, meme
alveollerinde ve meme kanallarinda polimorfniikleer 16kosit infiltrasyonuna ve yangisel

degisikliklere sebep olur (Ward ve ark 1979). Ayrica, beta toksinin, deneysel in vitro fare



mastitis modellerinde bakteriyel iiremeyi artiran bir faktér oldugu saptanmistir (Hadimli ve
Erganis 2001). Bununla birlikte, gama toksinin beta toksin ile birlikte cogunlukla doku
irritasyonuna sebep oldugu, alfa ve beta toksinlerinin meme dokularina adhezyon
yetenegini artirmak suretiyle viriilense 6nemli katkida bulunduklari rapor edilmistir
(Cifrian ve ark 1996, Karahan 2005).

Sigir siit orneklerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin birgogu tarafindan
sentezlenen diger onemli bir toksin 16kosidin’dir (Loeffler ve Norcross 1985). Bu toksin,
hem polimorfniikleer 16kositler hem de makrofajlar iizerine sitolotik etkiye sahiptir ve
fagositozu engellemek suretiyle viriilense katkida bulunmaktadir (Fox ve ark 1991).

S. aureus’un hiicre duvart kompenentleri de virulense katkida bulunur. Ana
kompenent olan peptidoglikan, doku tahribatina neden olurken, ikinci 6nemli kompenent
olan teikoik asit, in vivo teikuronik aside doniiserek hiicresel ve humoral immun yanitin
teikuronik asidi tanimlayamamasina neden olur. Bu durumun polimorfniikleer 16kositlerin
fagositozuna kars1 direnci artirdigi bildirilmistir (Karahan 2005).

Baz1 S. aureus izolatlar1 hiicre duvarinda bulanan protein A, IgG’nin Fc kismina
baglanma oOzelligine sahip oldugu bilinmektedir.  Bu sayede, IgG ile etkenin
opsonizasyonuna mani olur (Akan 2006).

Baz1 S. aureus izolatlarinin belirli kosullar altinda kapsiil veya pseudokapsiil (slime
tabakas1) olusturabilme Ozelligine sahiptir. Bu yapilar, hiicre duvari kompenentlerini
kaplayarak, antikorlar ve komplement tarafindan opsonizasyonu inhibe eder ve fagositozu
engeller (Nickerson 1995, Sutra ve Poutrel 1994).

S. aureus’un neden oldugu mastitis vakalarinin patojenitesi tamamen
aydinlatilamamis olmasina ragmen, salgiladiklar1 enterotoksin’ler (SE) ve TSST-1 primer
oneme sahiptir (Ferens ve ark 1998). Bu toksinler siiperantijen aktivitesine sahiptir.

Siiperantijenlerin hiicresel immun sistem iizerine zararli etkilere sahip oldugu ve spesifik



immunite i¢in gerekli olan hiicre populasyonunu azalttigi gosterilmistir (Fueyo ve ark
2005). Ancak, S. aureus’un neden oldugu meme i¢i infeksiyonlarin patogenezinde
stiperantijenlerin rolleri tam olarak ortaya konulamamistir (Fox ve ark 2000).

Stafilokoklarin, patogenezindeki beta-laktam antibiyotiklere karsi olan direng
durumlar1 6nemli bir yere sahiptir. Beta laktam antibiyotiklere karsi olan direng iki
mekanizma ile ortaya ¢ikmaktadir. ilki, beta-laktamaz enzimi ile beta-laktam halkasinin
yikimlanmasi digeri ise beta-laktam antibiyotiklere karsi diisiik affiniteye sahip veya
olmayan penisilin baglayan protein 2a (penicilin binding protein 2a, PBP2a) sentezi ile
gerceklesmektedir. Beta-laktamaz enzimi, biiyiik bir plazmid iizerinde yer alan blaZ geni
tarafindan kodlanmaktadir (Fuda ve ark 2005). Penisilin baglayan protein 2a (PBP2a),
staphylococcal chromosome cassette mec (SCCmec) olarak adlandirilan biiylik hareketli
genetik bir element iizerinde yer alan mecA geni tarafindan kodlanmaktadir. SSCmec,
mecA genini ve bu gene ait regiilator genleri, SCCmec kompleksinin yer degistirmesinden
sorumlu site-spesifik rekombinaz enzimini kodlayan ccr gen kompleksini icermektedir. Su
ana kadar, en az SCCmec’in en az bes farkli tipi oldugu ortaya konulmustur (Kwon ve ark
2005).

S. aureus sahip oldugu hyaluronidaz, fosfataz, niikleaz, lipaz, katalaz, stafilokinaz
ve proteaz gibi ¢ok sayida ekstraselliler enzimin de mastitisin patogenezinde rol
oynadiklari bildirilmistir. Bu enzimlerin, etkenin meme dokusuna penetrasyonuna ve siitte
cok sayida ve hizli sekilde tiremesine katkida bulunmaktadir (Akan 2006, Karahan 2005).
3.6.Klinik Belirtiler

Mastitisler yanginin siddetine gore klinik, subklinik ve nonspesifik tarzda ortaya
cikarlar. Klinik mastitisler, gerek meme dokusunda gerekse siitte gozle goriilebilir
degisikliklerin oldugu mastitislerdir. Klinik mastitisler olgunun siiresine gore perakut,

akut, subakut ve kronik mastitis olarak siniflandirilmaktadir (Bastan 2002).



Perakut form ¢ogunlukla dramatik bir sekilde son bulmasina ragmen, en O6nemli
ekonomik kayiplar kronik-subklinik form tarafindan olusturulur (Quinn ve ark 1994).
Perakut form, genellikle buzagilamay1 takiben birka¢ giin igerisinde ortaya c¢ikar ve
mortalitesi yiiksektir. Siit sulu, kanli, flakonlu ve pihtili olabilir (Bastan 2002). Yiiksek
ates, hizli kalp atisi, anoreksi, depresyon, rumen hareketlerinde azalma ve kaslarda
giicsiizliik gibi siddetli sistemik reaksiyonlar gozlenebilir. Sistemik ve lokal reaksiyonlar
ani olarak gelisir. Ik sagimda normal gbziiken inek aniden yatabilir ve komaya girebilir.
Etkilenen memeler asir1 sismis, sert ve dokunuldugunda agrilidir. Memede morarma
gelisebilir ve meme ucunda baslayan bu durum daha sonra meme loplarini da kapsayabilir.
Etkilenmeyen meme loplar1 da genellikle sismistir ve meme venlerinin trombozu nedeniyle
meme loblarinin 6n tarafinda yaygin bir subkutan 6dem meydana gelebilir. Toksemi sayet
erken olursa genellikle 6liimle sonuglanir (Akay ve Aydin 1984, Bastan 2002, Quinn ve
ark 1994).

Akut mastitisler, genellikle erken laktasyon donemlerinde meydana gelir.
Memelerin siddetli sekilde sigsmesi ve siitte irin veya kan pihtilarinin goriilmesi sz
konusudur. Akut form; hayvanlarda ates, anoreksi, depresyon, zayiflama gibi sistemik
bulgularin yani sira hastalikli meme bolgesinin sigsmesi, agri, 6dem ve sicaklik artig1 gibi
yang1 semptomlari ile karekterizedir. Agridan dolay tek tarafli topallik goriilebilir. Bdyle
durumlar yaygin fibrozis ve agir fonksiyon kayb1 ile sonuglanir (Karahan 2005).

Bir siirtideki ineklerde mastitis olgusu daha ¢ok subklinik formudadir. Bu nedenle
de subklinik mastitislerin formlarin yetistiricilerin géziinden kagma ihtimalleri oldukga
fazladir. Kronik-subklinik formda baglangicta memede ve hayvanin genel durumunda bir
bozukluk farkedilmez. Fakat zamanla bir¢cok vakada siitiin yapisinda degisiklikler meydana
gelir. Ilk siitte sulu bir goriiniim veya piht1 olusumu ile birlikte memelerde atrofi ve yavas

sekilde gelisen sertlesmeler gdzlenebilir. Siitteki hiicre miktar1 artmustir. Indirekt testler



veya memelerin palpasyonu diizenli sekilde yapilmazsa memeler fonksiyonlarini
kaybedinceye kadar hastalik belirlenmez. Siit salgis1 giin gectikce azalir ve sonunda
memede korelme ve siitiin tamamen durmasi gézlenebilir (Akay ve Aydin 1984).

3.7.Tam

Mastitislerin tanisi; memelerin ve siitiin klinik, kimyasal, fiziksel, hiicresel ve
bakteriyolojik muayeneleri ile yapilmaktadir. Klinik semptomlarin belirgin oldugu
olgularda, bakteriyolojik incelemeye sadece prognozu saptamak ve etkili antibiyotik se¢imi
icin bagvurulmaktadir (Bastan 2002).

Mastitislerin teshisinde genelikle klinik tani1 yeterli degildir. Mastitise neden olan
etkenin izolasyonu ve identifikasyonu gereklidir. Mastitisin teshisinde rutin olarak
kullanilan birgok metot olmasina ragmen, en pratik uygulanan1 Kaliforniya Mastitis Testi
(CMT)’dir. CMT yoniinden pozitif olan siit 6rneklerinden etken izolasyonuna gidilmesi
durumunda genellikle izolasyon orani oldukg¢a yiiksektir. Ancak bakteriyel etkenler
disindaki baz1 faktorlerin de somatik hiicre sayisini artirmasi nedeniyle CMT pozitif siit
orneklerinden etken izolasyonu yapilamayabilir. Etkenin viral olmasi, doguma yakin
donemlerde epitelyum dokunun kendini yenilemesi, genel bir enfeksiyon nedeniyle
16kositozis olusumu, meme derisi ve kanalinin normal florasinda bulunan bakteriyel
etkenlerin bazi durumlarda mastitis olusturmadan hafif irritasyonlara sebep olmasi gibi
faktorler yaniltict CMT sonuglarinin ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Karahan 2005).

CMT ile tespit edilen somatik hiicre sayisi incelenen hayvanin mastitisli olmasi
yoniinden bir 6n izlenim olusturur. Boyle bir durumdan sonra mastitise neden olan etkenin
identifikasyonu amaciyla laboratuar tanist gereklidir. ~ Meme bezi patojenlerinin
identifikasyonu amaciyla laboratuarda kullanilan referans test in vitro kiiltir islemi ve
biyokimyasal testler ile identifikasyondur (Riffon ve ark 2001). Ancak, bu teknik ile

yapilan identifikasyon zahmetli, zaman alic1 ve bazen yetersiz kalmaktadir. Izolatlarin
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tiretilmesi ve idntifikasyonu i¢in en azindan 2-3 giin ihtiya¢ duyulmasi ve bazi yakin
iliskili tiirlerin ayriminda biyokimyasal identifikasyon testlerinin yetersiz kalmasi soz
konusudur. Erken tanm1 metotlarinin gelistirilmesi, daha hizli sekilde uygulanacak dogru
antimikrobiyal tedaviye bagl olarak normal siit yapimina geri doniis zamaninda azalma ve
tedavi oranlarinin artmasima yardimci olabilir. Patojen etkenin identifikasyonu, sadece
antimikrobiyal tedavi amactyla degil ayn1 zamanda siirii diizeyinde infeksiyonun izlenmesi
ve kontrolii amaciyla da 6nem arz eder (Milner ve ark 1997).

S.aureus  mastitlerinin  kiiltir ~ islemi  neticesinde  identifikasyonlarinin
gergeklestirilebilmesi i¢in, Oncelikle aseptik sartlar altinda alinan siit 6rneklerinin
laboratuvarda uygun besi yerlerine ekimlerinin gergeklestirilmesi gerekir. Siitiin direkt
bakteriyoskopisi ile siitte Gram pozitif kok seklindeki mikroorganizmalarin goriilmesi
neticesinde etkenin S. aureus oldugunu sdylemek miimkiin degildir (Akan 2006).
S. aureus mastitisinden siiphelenilen inekten alinan siit 6rnekleri, kanli agar basta olmak
tizere farkli besiyerlerin ekilerek aerobik sartlar altinda kolay bir sekilde etken izolasyonu
gerceklesebilir. Izolasyon sonucunda S. aureus siipheli ve mikroskop altinda Gram pozitif
tizim salkimi seklinde koklar halinde bulunan mikroorganizmalarin, tiir diizeyinde
idendifikasyonu amaciyla katalaz, oksidaz, oksidasyon-fermantasyon, mannitol
fermantasyonu, DNase, protein A ve patojen S. aureus’larin identifikasyonunda primer test
olarak kabul edilen koagulaz testinin sonucuna bagli olarak isimlendirilmesi miimkiindiir
(Quinn ve ark 1994). Klinik ve subklinik mastitis vakalarindan elde edilen S. aureus
izolatlarinin biiyiik bir ¢ogunlugu koagulaz pozitiftir. Koagiilaz negatif Stafilokoklar
meme dokusunda mikroskopik lezyonlar ve bazi vakalarda siitte 16kosit sayisinda 6nemli
artislara neden olmalarina ragmen S. aureus kadar patojenik olmayip minor patojenler

olarak isimlendirilmektedir (Poutrel ve ark 1990).
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S. aureus disinda koagulaz pozitif 6zellik gosteren Stafilokok tiirleri bulunmasina
ragmen, mastitisli siitlerden izole edilen etkenlerde saptanan koagulaz pozitifligi,
bakterinin S. aureus olarak isimlendirilmesi i¢in bir¢ok mikrobiyoloji laboratuvari
tarafindan yeterli olarak kabul edilmektedir (Goh ve ark 1992). Bununla birlikte bazi
calismalarda koagulaz testinin tek basina tiir identifikasyonu icin yeterli olmayacagi, S.
intermedius ve S. hyicus gibi tiirlerin S. aureus’tan ayrimi i¢in DNase ve Clumping faktor
testlerinin de yapilmasmin gerekliligi bildirilmistir (Yavuz ve Esendal 2002). In vitro
kiiltir metodunun uygulanmasi esnasinda bazi ticari firmalar tarafindan hazirlanan
StaphTrac, Minitek Gram Positive Set ve API Staph gibi idendifikasyon kitlerinden
faydalanmak miimkiindiir (Quinn ve ark 1994).

In vitro kiiltiir metodunun yukarida belirtilen dezavantajlara sahip olmasi, patojen
etkenlerin idendifikasyonunda duyarlilik ve ozgiilligi yiiksek olan ve ¢ok kisa siirede
sonug veren niikleik asit tabanlt molekiiler metotlarin kullanilmasina yol agmistir (Riffon
ve ark 2001).

Bu amagla polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanilarak 6zellikle etkenin 16S ve
23S rRNA bolgelerine spesifik tiire 6zgli primerler ile S. aureus identifikasyonu
gergeklestirilmistir. PZR ile ¢ok sayida numunenin etkene spesifik primerler yardimiyla
cok kisa siire icerisinde identifikasyonunun gergeklestirilmesi miimkiindiir. Ayni zamanda
PZR metodunda, kiiltiir islemine gerek kalmadan gergeklestirilen, direkt numuneden DNA
ekstraksiyonu ile dogru bir sekilde etken identifikasyonu yapmak miimkiindiir (Riffon ve
ark 2001).

Bununla birlikte, son zamanlarda multipleks PZR ile birden fazla etkenin ayni anda
saptanabilmesine imkan tantyan metotlar gelistirilmistir. Son yillarda gelistirilen spesifik

PZR ve multipleks PZR metotlarinin S. aureus ve diger mastitiis etkenlerinin
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identifikasyonu i¢in in vitro kiiltiir metoduna alternatif metotlar olarak kullanilabilecegi
kanisina varilmistir (Phuektes ve ark 2001, Riffon ve ark 2001).
3.8.Sagaltim, Korunma ve Kontrol

S. aureus kaynakli mastitislerin tedavisinde infeksiyonun siddetine gére meme igi
veya parenteral yolla farkli antibiyotik uygulamalar1 kullanilabilir. Laktasyon doneminde
ortaya c¢ikan akut mastitislerin hizla tedavisine baglanmasi gerekir. Boyle durumlarda
bakteriyolojik inceleme sonuglar1 beklenmeden uygun genis spektrumlu bir antibiyotik
secilerek yiiksek dozlarda tedaviye baslamir. ilag¢ uygulamasinin 24 saat araliklarla ile ii¢
kez tekrar edilmesi sonucunda yiiksek oranlarda basari saglanabilir. Bununla birlikte
laktasyon doneminde tedavisi gergeklestirilen mastitis olgularinin timiiyle iyilesmesi ¢ok
geciktiginden dolay1 kuru doneme gegildikten sonra da sagaltima devam edilmesinde yarar
vardir (Sanlt 1984).

Perakut mastitis olgularinda ise gangrendz bir tablonun goriilmesi durumunda ilk
islem olarak memenin tamamen bosaltilmasi gereklidir. Ayrica hem parenteral hem de
meme i¢i antibiyotik uygulamalar ile infekte meme boliimii ve hayvan kurtarilabilir. Ayni
zamanda toksemiye karsi antihistaminikler ve elektrolit sivilar verilmelidir. Subklinik
S.aureus mastitislerinde ise 24 saat araliklarla ti¢ doz halinde uygulanan meme igi
antibiyotik preperatlari ile % 30-60 oraninda basar1 saglanabilecegi bildirilmistir (Sanl
1984).

Kuru dénemin ilk iki haftas1 ve son 7-10 giinii ineklerin infeksiyona yakalanmalari
agisindan en duyarli olduklar1 dénemdir. Inekler kuru dénemde eger tedavi edilmezlerse
spontone iyilesme oranlarinin oldukga diistik oldugu goriilmiistiir (Bastan 2002).

Bakteriyel infeksiyonlarin kontrolii veya sagaltimi amaciyla antibiyotikler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak, antibiyotiklerin yaygin ve bilingsiz kullanilmasi direng

gelisimine neden olmaktadir.  Bu nedenle, klinik izolatlarin antibiyotiklere olan
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duyarliliklariin  belirlenmesi sadece tedavi agisindan degil, direngli izolatlarin
populasyonlar arasinda yayilmasinin izlenmesi agisindan da énem tasimaktadir (Giiler ve
ark 2005). Tirkiye’nin farkli bélgelerinde siit ineklerinde subklinik mastitislerinden izole
edilen mikroorganizmalarin antibiyotiklere olan direnglerini belirlemeye yonelik yapilan
caligmalarda, basta beta laktam antibiyotikler olmak iizere farkli gruplarda yer alan
antibiyotiklere degisik direng oranlari saptanmustir. Tirlitoglu ve ark (2002), Burdur
yoresinde mastitisli inek siitlerinden izole ettigi 250 stafilokok tiiriinlin % 58.4’{inii
eritromisine, % 50.4’linii penisiline, % 48’ini oksitetrasikline, % 45.6’simn1 ampisiline, %
42’sini amoksisiline, % 18.8’ini kloksasiline ve % 40’inin gentamisine direngli oldugunu
bildirmislerdir. Gtiler ve ark (2005) 1995-2004 yillar1 arasinda Konya Veteriner Kontrol
ve Arastirma Enstitlisi Miidiirligii'ne getirilen farkli siiriilere ait mastitisli siit
orneklerinden izole ettikleri 250 S. aureus izolatimin antibiyotik duyarliliklarim
belirlemiglerdir. Arastiricilar, penisilin ve ampicilline % 63.3, oksitetrasikline % 27.9 ve
trimethoprim-sulfamethoxazole’e % 1.8 oraninda direng saptamislardir (Erglin ve ark
2004).

S. aureus mastitislerinin kontrolii i¢in bes amag¢ gergeklestirilmelidir. Bunlar;
sagim sonrast memelerin dezenfeksiyonu ile yeni infeksiyonlarin dnlenmesi, memelerin
temizlenmesinde bireysel malzemelerin kullanimi, sagim tekniginin tam anlamiyla usuliine
uygun sekilde gerceklestirilmesi, infekte memeye sahip hayvanlarin antimikrobiyal
tedaviye tabi tutulmasi ve infekte hayvanlarin ayrilmasidir (Bramley ve Dodd 1984).

S. aureus mastitlerinin kontrolii amaciyla en kolay ve ¢ok daha ekonomik olan yol
olarak uygun sagim prosediirleri ve hijyen kabul edilir (Hutton ve ark 1990). Sagim
esnasinda dikkat edilecek temizlik olduk¢a 6nemlidir. Suyun az kullanilmasi ve sagim
Oncesi meme antisepsisi yeni S. aureus infeksiyonlarinin ortaya c¢ikmasini azaltir

(Nickerson ve ark 1995). Buna ilaveten, sagim sonrasi meme antisepsisi de S.aureus gibi
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bulasic1 etkenlerin azaltilmasina katkida bulunmak bakimindan 6nemli bir uygulamadir.
Sadece sagim sonrasi antisepsi uygulanan yeni mastitislerinin olusumunu % 50 oraninda
azalttig1 bildirilmistir (Nickerson ve ark 1995).

Yeni mastitislerin olusumunu azaltmak i¢in basvurulan bir baska durum ise infekte
hayvanlarin izolasyonudur.  Wilson ve ark (1995) infekte hayvanlarin siiriiden
izolasyonlarinin saglanmasi ile S. aureus prevalansinda % 29,5’ten % 16,3’e varan bir
azalma oldugunu tespit etmislerdir.

Diger bir kontrol metodu, gebe ineklerin ve kurudaki ineklerin laktasyon donemi ve
kuru donemi i¢eren donemlerde antibiyotik tedavileridir. Laktasyon donemi tedavisi ile
birlikte as1 uygulanmasimin siitteki somatik hiicre sayisinda énemli bir azalmaya neden
oldugu gozlenmistir (Bastan 2002). Laktasyon donemi meme tedavisi ile birlikte
parenteral antibiyotik uygulamalar1 sonucunda ise meme loblarinda tedavide basar1 orani
% 51.4 olarak tespit edilmistir (Owens ve ark 1988). Kuru donem tedavisi yapilan yetiskin
ineklerde yeni mastitislerden % 50-80 oraninda korunma saglandigi bildirilmistir
(Nickerson 1995).

Mastitis  kontrol programlari, Ozetle mastitislerinin insidensini azaltmay1
amaglamaktadir. Bazen kullanilan metotlarin maliyetinin yiiksek olmasi, siit bilesimini ve
kalitesini bozmasi ve hatta bazi vakalarda yetersiz kalmasi gibi durumlar nedeniyle
istenilen sonuglar alinmamaktadir (Sischo ve ark 1993).

Stafilokokkal mastitislerin kontrolii i¢in yapilan as1 ¢alismalarinda; subklinik ve
klinik mastitislerden izole edilen S. aureus izolatlar1 kullanilmakta ve g¢esitli metotlar ile
inaktive edilen bakterin, zayiflatilmig canli bakteri, hiicre duvari ekstrakti, hiicre duvari
Protein A’s1, inaktif alfa ve beta toksoidleri ve kapsiiler polisakkaritler kullanilmaktadir
(Hadimli 2000). Mastitislerin asilama ile eradikasyonu ve kontrolii daima ulagilmasi gii¢

bir hedef olarak goriilmektedir. Asilama ile yeni meme i¢i infeksiyonlarinin oraninin
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azaltilmasi, mastitis siddetinin hafifletilmesi ve siiresinin kisaltilmasi1 basarili bir sonug
olarak kabul edilmektedir (Yancey 1993).

S. aureus as1 ¢aligmalarinda, asilanan ve agilanmayan hayvanlarda yeni infeksiyon
oraninda herhangi bir azalma olmadigi, ancak asilananlarda uygulanan sagaltimin daha
etkili oldugu ve meme saghig ile ilgili tim parametreler bir araya getirildiginde laktasyon
doneminde uygulanan asinin etkin bir koruma saglayabilcegi ve problemli siiriilerde
uygulamanin yararli olabilecegi bildirilmistir (Nordhaug ve ark 1994).

Tiirkiye’de stafilokokkal mastitislerin kontrolii ve tedavisi i¢in yeterli diizeyde
arastirma mevcut degildir.  Ulkemizde son yillarda gerceklestirilen Stafilokokal
mastitislere yonelik as1 calismalarinda, yeni S. aureus mastitis oranlarinda azalma,
sekillenen mastitislerin hafif siddetli seyretmesi ve mevcut infeksiyonlarin kendiliginden
iyilesme oranlarin artmasi ve siit ineklerinin 6 ay korunabildigi bildirilmistir (Hadimli
2000).

Son yillarda 6zellikle S. aureus mastitisi basta olmak lizere bakteriyel kaynakli
mastitislerin tedavisinde karsilagilan giicliikler, antibiyotiklere direngli suslarin ortaya
¢ikmasi, siit ve iirlinlerinde gittikge artan miktarlarda goriilen antibiyotik kalintilart ve
bunlarin yarattig1 halk saglig1 sorunlari, mastitislerin kontrol ve tedavisinde yeni strateji ve
yontemlerin gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir. Bu yeni gelismeler arasinda,
mastitise direngli hayvan tiplerinin gelistirilmesi, meme dokusunun yerel savunma
mekanizmalarin1 uyaran ve giiclendiren preperatlarin mastitis tedavisinde kullanilmasi,
meme dokusu savunma sistemlerini aktive edici preparatlarin kullanimi, karbonhidrat
polimerlerinin mastitislerinin tedavisinde kullanimi ve yeni nesil antibiyotiklerin

mastitislerin profilaksi ve sagaltiminda kullanilmasi sayilabilir (Hadimli 2000 ).
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3.9.Stafilokokkal Enterotoksinler

S. aureus siit sigirlarinda siklikla meme i¢i infeksiyonlara neden olan patojenlerden
biridir. Etkenin siitte bulunmasi, farkli ekstraselliiler protein toksinleri iiretmesi nedeniyle
halk saglig1 agisindan ciddi problemlere neden olmaktadir. Stafilokokkal enterotoksinler
(SE), insanlarda toksik sok benzeri sendromlara, gida zehirlenmesine, otoimmun
hastaliklara ve allerjilere neden olmaktadir (Balaban ve Rasooly 2000).
3.9.1.Stafilokokkal gida zehirlenmeleri

Gida kaynakli infeksiyonlar halk sagligi icin onemli bir yere sahiptir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde gida kaynakli hastaliklarin yilda 60-80 milyon insani etkiledigi,
yaklagik 9000 kisinin 6liimiine neden oldugu ve 5 milyar dolar ekonomik kayiba neden
oldugu bildirilmistir (Balaban ve Rasooly 2000). Stafilokokkal gida zehirlenmeleri
enterotoksin iceren gidalarin tiiketilmesini miiteakiben ortaya cikar ve gida kaynakli gida
zehirlenmeleri iginde ikinci sirada yer alir.  Stafilokokkal gida zehirlenmeleri, kisa
inkubasyon stiresi (2-6 saat) ile karakterizedir. Kisa inkubasyon siiresinden sonra bulanti,
kusma, karin agrist ve diare gibi klinik bulgular goriiliir. Klinik olarak 6nce kusma
goriiliir, bunu hemen diyare takip eder. SE’lerin neden oldugu intoksikasyonlar letal
degildir, ancak yashlar genglere oranla daha duyarlidir. Nadiren, komplikasyonlarin
varliginda 6liim goriilebilir (Erol ve Iseri 2004). Intoksikasyon i¢in gerekli enterotoksin
miktart ¢ok diisliktiir. Maymunlarda emetik dozun 5-20 pg/maymun oldugu bildirilmistir
(Balaban ve Rasooly 2000).

Stafilokokkal gida zehirlenmelerinin % 95’1 SEA-SEE tipleri % 5’1 ise yeni SE
tiplerinden kaynaklanmaktadir (Cremonesi ve ark 2005).
3.9.2.Enterotoksinlerin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

SE’ler tek zincirli basit proteinlerden olusan heterojen bir gruptur. Bunlarin ¢ogu

notral ya da bazik proteinlerdir. Hidroliz yoluyla 18 aminoasit iiretirler ve yiiksek oranda
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lizin, aspartik asit, glutamik asit ve tirozin igerirler. Zincirde sadece iki adet yarim-sistein
rezidiisii ile bir veya iki adet triptofan molekiilii bulunur (Erol ve Iseri 2004).

SE’ler su ¢ekici 6zellige sahiptir ve bu nedenle su ve tuzlu soliisyonlarda ¢6ziiniir.
pH<2’de pepsin hari¢ insan intestinal sisteminin proteolitik enzimlerine direnglidir. SE’ler
1stya dayamiklidir.  Gidalardaki enterotoksinlerin pisirme, pastorizasyon ve diger 1s1
uygulamalar1 ile tamamen inaktive edilemedikleri bildirilmistir (Erol ve Iseri 2004).
Tibana ve ark (1987), SEA ve SEB’in 100 °C’de 90 dakikada, 120 °C’de 30 dakikada,
SEC’nin 100 °C’de 180 dakikada, 120 °C’de 60 dakikada tamamen inaktive oldugunu
bildirmislerdir.

SE’ler kurumaya ve gama 1sinlarina da yiiksek direng gosterirler. Rose ve ark
(1988), bir tampon ¢ozelti icindeki SEA toksinlerinin 8.0 kGy gama 1sin1 uygulamasi ile
yikimlandigini, kiyma Orneklerinde ise ayni diizeydeki 1sin uygulamalarindan sonra
SEA’nin % 27-34’niin yikimlandigini saptamislardir.
3.9.3.Enterotoksinlerin filogenetik ozellikleri

SE’ler ortak yapisal, fonksiyonel, sekans homolojisi ve filogenetik iliskiye sahip
genis bir familyaya dahildir. Bu toksinler, SE’ler, TSST’nin iki formu ve bir grup
streptokokkal pirojenik ekzotoksinleri kapsamaktadir.  SE’ler aralarindaki antijenik
farklilara gore serolojik olarak birbirlerinden ayrilmaktadir. SE’ler potansiyel
gastrointestinal toksinlerdir ve nonspesifik T hiicre proliferasyonunu stimiile eden
stiperantijenler olarak fonksiyon goriirler.

Klasik olarak SE’lerin onceleri 5 tipinin (SEA, SEB, SEC, SED, SEE) oldugu
kabul edilmekte iken, son yillarda yapilan ¢alismalarda SE’lerin yeni tiplerinin de var
oldugu (SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO ve U) agiklanmistir (Cremonesi

ve ark 2005, Leterte ve ark 2003, Jarraud ve ark 2002).
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3.9.4.SE’lerin filogenetik iliskileri

SE’ler, TSST ve streptokokal pirojenik ekzotoksinleri (SPE) de igeren genis bir
familya (PT) icinde yer almaktadir. PT familyasi {iyeleri filogenetik iligkilerine gore iki
gruba ayrilmistir. Birinci grup, SEA, SEE, SED ve SPEC’yi icermekte ve aralarinda % 51-
81 oraninda aminoasit homolojisi bulunmaktadir. Ikinci grup, SEC, SEB ve SPEA’dan
olusmakta ve aralarinda % 42-67 oraninda aminoasit homolojisi bulunmaktadir. Yeni
karakterize edilen SE’lerden SEJ birinci grupta yer alan toksinler ile yakin benzerlik
gosterir ve aralarinda % 52-66 oraninda aminoasit homolojisi bulunmaktadir. SEI ve
SEH’nin ise ikinci gruptaki toksinlere homoloji (% 31-38) yoniinden benzerligi birinci
gruptaki toksinlere gore biraz daha fazladir. Genel olarak her iki grup iiyeleri arasinda ise
% 22- 33 arasinda degisen aminoasit homolojisi vardir (Balaban ve Rasooly 2000).
3.9.5.Enterotoksinlerin siiperantijen aktiviteleri

Hiicresel immun yanitta membrana bagli T hiicre antijen reseptorleri (TCR)
antijenin taninmasinda onemli bir yere sahiptir. TCR, alfa/beta veya gama/delta
zincirlerinden olugsmaktadir. TCR’lerine antijenin baglanmasi dogrudan meydana gelmez.
TCR’lerine antijenin, antijen sunan hiicreler (APC-Antigen presenting cell) iizerinde
tizerinde bulunan MHC simif I ve simif II molekiilleri tarafindan sunulmasi gereklidir.
Enterotoksinler, sliperantijen aktivitesine sahip olduklari i¢in, MHC sinif IT molekiilleri ve
T hiicre reseptorlerinin spesifik Vg bolgelerine nonspesifik olarak baglanarak antijen sunan
hiicreler ve T lenfositlerinin agir1 aktivasyonuna neden olurlar. Yardimci T lenfositlerinin
uyarimi asir1 sitokin sentezine neden olur. Bu sitokinler ise, konakta sistemik toksik etki
olusturur ve spesifik bagisikligi baskilar (Diker 1998).

SE’lerin MHC smif II molekiilleriyle interaksiyonlar1 igin Zn"*’ya gereksinim

bulunmaktadir (Balaban ve Rasooly 2000).
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3.9.6.Stafilokokkal enterotoksin A (SEA)

Stafiolokokkal gida zehirlenmelerinde en sik rastlanan enterotoksindir. SEA’y1
kodlayan gen bir tempere bakteriyofajin iizerinde bulunmaktadir. sea geni 771 bp’lik bir
bliyiikliige sahiptir. SEA 257 aminoasitten olusmakta ve molekiiler agirlig: ise 27.1 kDa
kadardir. SEA bakteri liremesinin eksponensiyel fazinin ortasinda eksprese edilir. Ancak,
maksimal ekspresyon igin fonksiyonel agr lokusuna (accessory gene regulator) ihtiyag
duyan seb, sec ve sed genlerinin aksine, sea geni agr lokusu tarafindan regiile
edilmemektedir (Erol ve Iseri 2004, Balaban ve Rasooly 2000).
3.9.7.Stafilokokkal enterotoksin B (SEB)

SEB ekspresyonunu kodlayan gen 900 niikleotid icermektedir. SEB 267
aminoasitten olusur ve molekiiler biytkligi 31.4 kDa kadardir. Gida zehirlenme
vakalarindan izole edilen S. aureus izolatlarinda seb geni kromozomal lokalizasyon
gosterirken, diger S. aureus izolatlarinda ise 750 kb biiyiikligiindeki bir plazmid iizerinde
yer almaktadir (Erol ve Iseri 2004, Balaban ve Rasooly 2000).
3.9.8.Stafilokokkal enterotoksin C (SEC)

Antijenik olarak SEC’nin SEC1, SEC2 ve SEC3 olmak iizere li¢ farkli alt tipi
bulunmaktadir. SEC3, 267 aminoasitlik bir proteindir ve 801 bp biiyiikliiglinde bir gen
tarafindan kodlanmaktadir. sec3 geni, SEC1’i kodlayan secl ile % 98 oraninda nukleotid
homolojisi gostermektedir. SEC3 ile SEC2’den 4 amino asitlik, SEC3 ile SECI1 arasinda
ise 9 amino asitlik bir fark oldugu bildirilmistir (Erol ve Iseri 2004, Balaban ve Rasooly
2001).
3.9.9.Stafilokokkal enterotoksin D (SED)

Gida zehirlenmelerinde ikinci sirada rastlanan enterotoksin’dir. SED’yi kodlayan
gen, 27.6 kb biytikliigiindeki penisilinaz plazmidi (pIB485) tizerinde yer alir. SED, 26,3

kDa molekiiler agirliginda ve 258 aminoasit biiytlikliiglindedir ve diger SE’lerin dizilimine
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ylksek diizeyde benzerlik gosterir. SED siiperantijeninin, MHC smif II molekiillerine
yiiksek affinite ile baglanmasi icin Zn™ ye ihtiyac¢ vardir (Erol ve Iseri 2004, Balaban ve
Rasooly 2000).

3.9.10.Stafilokokkal enterotoksin E (SEE)

SEE’yi kodlayan gen (see) 771 niikleotid igerir ve 29 kDa molekiiler agirli§inda bir
proteini kodlamaktadir. SEE, SED ve SEA ile DNA dizilimleri yoniinden yakin benzerlik
gostermektedir. SEE’nin, SEA ile arasinda % 84 gibi yiiksek bir homoloji vardir (Erol ve
Iseri 2004, Balaban ve Rasooly 2000).
3.9.11.Stafilokokkal enterotoksin G (SEG)

SEG, seg geni 777 niikleotid igerir ve 258 aminoasitlik bir proteini kodlar. SEG,
yapisal olarak SpeA, SEB, SEC ve SSA’ya (streptokokal siiperantijen A) biiylik benzerlik
gosterir (Erol ve Iseri 2004, Balaban ve Rasooly 2000).
3.9.12.Stafilokokkal enterotoksin H (SEH)

SEH, 27,3 kDa molekiiler agirliginda bir enterotoksindir. SEH, grup I’de yer alan
enterotoksinler ile % 36-38 oraninda benzerlik gosterir. SEH, diger SE’ler ile benzer
yapiya sahiptir, fakat biyolojik 6zellikleri heniiz tam olarak karakterize edilmemistir. SEH,
SEA’dan daha az potansiyele sahip olmasina ragmen insan T hiicreleri icerisinde giiclii
mitojenik aktivite gosterir ve insan MHC sinif II molekiiliine baglanma afinitesi yiiksektir
(Erol ve Iseri 2004, Balaban ve Rasooly 2000).
3.9.13.Stafilokokkal enterotoksin I (SEI)

sei geni 729 niikleotid igerir ve molekiiler agirligi 24.928 Da olan 242 amino asitlik
bir proteini kodlar. SEI, diger SE’ler ile diisiik homolojiye sahip olmasina ragmen, grup I
ile grup II’ye oranla daha fazla homoloji gosterir. SEI % 26- 28 aminoasit dizilimi
yoniinden en fazla SEA, SEE ve SED’ye benzerlik gosterir (Erol ve Iseri 2004, Balaban ve

Rasooly 2000).
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3.9.14.Stafilokokkal enterotoksin J (SEJ)

SED’yi kodlayan genin yer aldigi plazmidin karekterizasyonu sonucu, daha dnce
identifiye edilmemis bir enterotoksini kodlayan agik okuma bolgesinin varligini ortaya
konulmus ve SEJ olarak adlandirilmistir. Enterotoksin D ve J’nin agik okuma bdliimleri
zit yonlerde transkripte olmakta ve aralarinda 895 nukleotid’lik bir bolge bulunmaktadir.
Tahmini 269 aminoasitten olusan SEJ proteini SEA, SEE ve SED ile % 64-66 DNA
homolojisi gosterir. PZR analizleri, sej geninin SED’yi kodlayan biitiin plazmidlerde
bulunabilecegini diisiindiirmektedir (Erol ve Iseri 2004, Balaban ve Rasooly 2000, Zhang
ve ark 1998).
3.10.Toksik Sok Sendrom Toksin-1 (TSST-1)

Insanlarda toksik sok sendromundan sorumlu olan TSST-1’in sentezi kromozomal
bir lokalizasyona gosteren tst geni tarafindan gergeklestirilmektedir. TSST-1 ile SE’ler ve
diger pirojenik ekzotoksinler arasinda ¢ok az aminoasit yakinligi bulunurken, immunolojik
olarak bir yakinlik bulunmamaktadir (Blomster-Hautamaa ve ark 1986).
3.11.Stafilokokkal Enterotoksinlerin (SE) Fenotipik ve Genotipik Olarak
Belirlenmesi

S. aureus’un neden oldugu mastitis vakalarmin patojenitesi tamamen
aydinlatilamamis olmasina ragmen, salgiladiklar1 enterotoksin’ler (SE) ve TSST-1 primer
oneme sahiptir (Ferens ve ark 1998). SE’ler rutin olarak enzyme-linked immunoassay
(ELISA), radioimmunoassay (RIA) ve latex agglutination testleri gibi ticari serolojik test
kitleri ile tespit edilmektedir. Ancak, bu kitler SEA-SEE i¢in gelistirilmistir (Omoe ve ark
2002). Bu testlerin duyarlilik ve 6zgilliigii tespit edilebilir toksin miktarina ve testlerde
kullanilan reagentlerin safligina baglidir. Herbir toksin tipinin belirlenmesi bu serolojik
testlerle, 3-24 saatlik bir siirede ve 0.25-1 ng/ml hassasiyette yapilabilmektedir. Ancak,

yanlig pozitif sonuglarda saptanabilmektedir (Chen ve ark 2001).
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Klinik ve subklinik mastitisli inek siit ve gida maddelerinden izole edilen S. aureus
izolatlarinda klasik (SEA-SEE) ve yeni identifiye edilen (SEG-SEI) enterotoksin genleri ile
tst geninin tespitine yonelik multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknikleri
gelistirilmistir (Katsuda ve ark 2005, Lim ve ark 2004, Fueyo ve ark 2005, Akineden ve
ark 2001, Vimercati ve ark 2006). Gelistirilen bu multipleks PZR tekniklerinin, hizli,
giivenilir, duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin yiiksek oldugu bildirilmistir.

3.12.S. aureus izolatlarinin Genotiplendirilmesi

Klinik vakalardan izole edilen mikroorganizmalarin kaynaginin belirlenmesi
epidemiyolojik agidan 6nem tagimaktadir. Bu nedenle, klinik vakalardan izole edilen ayni
tiirden mikroorganizmalarin belirlenmesi diger bir ifade ile tiplendirilmeleri gereklidir. Bu
sayede, infeksiyon kaynaklarinin belirlenmesi, viriilent izolatlarin saptanmasi ve asilama
programlarinin izlenmesi olanak dahilindedir (Strulens 1998).

Bakterilerin tiplendirilmesi, fenotipik ve genotipik olmak iizere iki sekilde
yapilmaktadir. Fenotipik yontemler, bakterilerin genetik 6zelliklerini yansitmakla birlikte
duyarliliklarinin az oldugu ve dezavantajlarinin bulundugu bildirilmistir.  Fenotipik
metodlarin baslica dezavantajlari; fenotipik karekterlerin her zaman eksprese olmamasi,
belli bir fenotipik 06zelligi kodlayan genin kaybolmasi (6rn: plazmid), yapilislarinin
zahmetli olusu, iireme kosullarindan etkilenmesi, mutasyonlardan etkilenmesi sayilabilir
(Tenevor ve ark 1994, Kapur ve ark 1995). S. aureus izolatlarinin fenotipik
tiplendirilmesinde yaygin olarak kullanilan teknikler arasinda; antibiyotiplendirme (Lange
ve ark 1999), biyotiplendirme (Lopes ve ark 1990, Lange ve ark 1999) ve faj tiplendirme
(Blair ve Williams 1961) sayilabilir.

Son yillarda ¢ok degisken olan fenotipik 6zelliklere dayali tiplendirme metotlarinin
yerini bakterilerin genetik karekterlerini belirlemeye yonelik genotiplendirme yontemleri

almigtir. Genotiplendirme yontemlerinin, fenotiplendirme metotlar ile kiyaslandiginda,
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tekrarlanabilirlik, tiplendirilebilirlik ve ayirici gli¢ yoniinden istiinliikleri bulunmaktadir.
Bu yontemler ile epidemiyolojik olarak iligkili aymi tiir i¢indeki izolatlarin ayirimi
yapilabilmektedir. Genotiplendirme metotlari, plazmid profilinin belirlenmesi, belirli bir
gen bolgesinin tiplendirilmesi, tim genomun tiplendirilmesi ve DNA sekans analizi
basliklar1 altinda toplanabilir (Tenevor ve ark 1994). S. aureus izolatlarinin
tiplendirilmesinde, plazmid profili analizi (Baumgartner ve ark 1984), koagulaz (coa) (Goh
ve ark 1992, Hookey ve ark 1998) bolgesi ile Protein-A (spa) geninin X bolgesindeki
(Frenay ve ark 1996) polimorfizmin RFLP-PZR ile saptanmasi, RAPD-PZR (Matthews ve
ark 1994, Fitzgerald ve ark 1997), amplified fragment length polymorphism (AFLP)
(Cuteri ve ark 2004) ve pulsed field gel electrophoresis (PFGE) (Struelens ve ark 1992,
Bannerman ve ark 1995) ile yapilmaktadir.

Son yillarda S. aureus izolatlarinin coa genine dayali RFLP-PZR
genotiplendirilmesi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu teknik, coa geninin amplifiye
edilmesi ve restriksiyon endonukleaz enzimlerinden biri ile kesilmesini icerir. Teknigin,
uygulanmasi, yorumlanmasi, bir giin gibi kisa siirede sonuglanmasi gibi avantajlari
bulunmaktadir (Goh ve ark 1992, Lange ve ark 1999, Schlegelova ve ark 2003).

Bu c¢aligmada, (i) subklinik inek mastitislerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin
toksin genleri ve (ii) koagulaz gen polimorfizmi yoniinden karekterizasyonunun yapilmasi

amaclandi.
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4.MATERYAL VE METOT

4.1.Siit Ornekleri

S. aureus izolasyonu amaciyla Hatay il ve ilgelerindeki kiiciik aile isletmelerindeki
toplam 400 siit inegi subklinik mastitis yoniinden CMT ile incelendi. Siit 6rnekleri, CMT
ile subklinik mastitis yoniinden siipheli (+, ++, +++) bulunan toplam 280 inekten alindi.

Aseptik sartlarda alinan siit 6rnekleri steril tiiplere 10 ml alinarak soguk zincir
icinde kisa stirede laboratuara getirildi.
4.2.S. aureus izolasyonu ve Identifikasyonu

Subklinik mastitisli toplam 512 siit 6rnegi % 7 defibrine koyun kani ilave edilmis
kanli agara inokule edilerek 37 °C’de 24 saat inkube edildi. Ureme goriilen
besiyerlerindeki koloniler Gram boyama ve biyokimyasal testlere (katalaz, oksidaz,
oksidasyon-fermentasyon testi) tabi tutularak incelendi. Bu testlerde katalaz pozitif,
oksidaz negatif, oksidasyon fermentasyon testinde fermentatif reaksiyon gosteren, Gram
boyama sonucunda tipik liziim salkimi goriiniimiindeki koklar Staphylococcus spp olarak
izole edildi.
4.3.DNA Eksraksiyonu

DNA ekstraksiyonu Giiler ve ark (2005) tarafindan bildirilen yonteme gore yapildi.
Bu amagla 10 ml Triptik Soy Brot’a (TSB) ekilen S. aureus izolatlari bir gece 37 °C’de
inkubasyona birakildiktan sonra 3 500 g’de 10 dk santrifiij edildi. Supernatant atildiktan
sonra pellet 1 mL TES buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA; 100 mM NaCl) ile
yeniden siispanse edilerek iizerine 2 uL lizostafin ve 12.5 pg lizozim eklendi ve 37 °C’de
30 dk inkubasyona birakildi. Bu siirenin sonunda karisima 20 pL % 10’luk sodyum
dodesil sulfat (sodium dodecyle sulfate) soliisyonu eklenerek oda 1sisinda 15 bekletildi.
DNA ekstraksiyonu sirasiyla fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) ve kloroform-

izoamil alkol (24:1) kullanilmak suretiyle yapildi. DNA’nin presipitasyonu amaciyla, esit
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miktarda isopropil alkol eklendikten sonra -20 °C’de bir gece bekletildi. Daha sonra
stispansiyon 11 600 g’de 10 dk siireyle santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Elde
edilen pellet sirastyla % 90 ve % 70’lik etanol ile her basamaktan sonra 12 000 g’de 10 dk
santrifiij islemi uygulanarak yikandi. Son olarak kapaklar1 acik halde tiipler ters ¢evrilerek
pelletin kurumasi saglandi ve 100 pl steril distile suda siispanse edildi. Bu siispansiyondan
5 pl alinarak PZR’de kalip DNA olarak kullanildi.
4.4.Toksin Genlerinin PZR ile Saptanmasi
4.4.1.Stafilokokkal enterotoksin genlerinin PZR ile saptanmasi

SE genlerinin saptanmasinda iki farkli primer karigimi kullanilarak iki degisik
multipleks PZR yapildi. Birinci multipleks PZR karisimi; 5 ul 10x PZR buffer, herbir

dNTP’den 200 uM, 2.5 U Tag DNA polimeraz, 3 ul 25 mM MgClz, sea, seb, sec ve see

primerlerinin her birinden 20 pmol, sed primerinden 40 pmol ve 5 pl kalip DNA olacak
sekilde hazirlandi ve hacmi steril distile su ile 50 pl’ye tamamlandi. Ikinci primer seti, 5 pl

10x PZR buffer, 8 ul 25 mM MgClz, herbir ANTP’den 200 uM, 5 U Taq DNA polimeraz

enzimi, seg, seh, sei ve sej primerlerinden 50 pmol ve 5 pl kalip DNA olacak sekilde
hazirland1 ve hacmi steril distile su ile 50 pl’ye tamamlandi. DNA amplifikasyonu her iki
karisim i¢in 94 °C’de 5 dk 6n denatiirasyon asamasini takiben, toplam 35 PZR siklusu 94
°C’de 2 dk denatiirasyon, 57 °C’de 2 dk hibridizasyon ve 72 °C’de 1 dk sentez olarak
gerceklestirildi. DNA amplifikasyonu Techne-312 marka 1s1 dongii cihazinda (Thermo
Hybaid, ingiltere) gerceklestirildi.

Amplifiye edilen PZR firiinleri % 1,5’luk agaroz jelde elektroforez islemine tabi
tutulduktan sonra etidium bromid (10 mg/ml) ile 30 dk siireyle boyandi ve ultraviyole (uv)
transilluminatorde incelenerek sonuclar degerlendirildi. Olusan bantlarin molekiiler

agirligini saptamak amaciyla 100 bp’lik DNA marker kullanildi.
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4.4.2.tst geninin PZR ile saptanmasi
Toplam 50 pl hacimde hazirlanan PZR karisimina; 5 ul 10x PZR buffer, 3 pl 25

mM MgClz, her bir ANTP’den 200 uM, 2.5 U Tag DNA polimeraz ve fst primerinden 20

pmol ve 5 ul kalip DNA ilave edildi. PZR amplifikasyonunda 94 °C’de 5 dk on
denatiirasyon agamasini takiben, toplam 35 PZR siklusu 94 °C’de 2 dk denatiirasyon, 57
°C’de 2 dk hibridizasyon ve 72 °C’de 1 dk sentez olarak gergeklestirildi. Son siklusu
miiteakip 72 °C’de 5 dk ekstra sentez islemi yapildi. Amplifiye edilen PZR iiriinleri %
1,5’luk agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra etidium bromid (10
mg/ml) ile 30 dk siireyle boyandi ve ultraviyole (uv) transilluminatdrde incelenerek
sonuglar degerlendirildi. Olusan bantlarin molekiiler agirligin1 saptamak amaciyla 100
bp’lik DNA marker kullanildu.

4.5.S. aureus Izolatlarimin Molekiiler Tiplendirilmesi

4.5.1.Koagulaz (coa) geninin PZR amplifikasyonu (coa-PZR)

S. aureus izolatlarina ait DNA orneklerinde koagulaz genin varligt Goh ve ark
(1992) tarafindan bildirilen bir ¢ift spesifik primer kullanilarak yapildi. Toplam 50 pl total
hacimde hazirlanan PZR karisimina, 5 pl 10x PZR buffer, 5 pul 25 mM MgCl,, herbir
dNTP’den 200 uM, 1.25 U Taq DNA polimeraz, herbir primerden 50 pmol ve 25 ng
template DNA ilave edildi. PZR amplifikasyonu, 95 °C’de 2 dk 6n denatiirasyon islemini
miiteakiben, toplam 30 siklus 95 °C’de 30 sn denatiirasyon, 58 °C’de 2 dk hibridizasyon ve
72 °C’de 2 dk sentez olarak yapildi. Son siklusu takiben 72 °C’de 10 dk ekstra sentez
islemi gercgeklestirildi.
4.5.2.Koagulaz (coa) geninin RFLP analizi (coa-RFLP)

Elektroforez islemi sonrasinda coa geni yoniinden pozitif bulunan PZR {iriinlerinin

Alul (10 U/ul) restriksiyon enzimi ile kesimleri gerceklestirildi. Bu amagla, 10 pl PZR

tirtindi, 1.5 pl restriksiyon enzimi, 2 pl 10x restriksiyon buffer ve 18 pl steril distile su ile
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karigtirildiktan sonra 37 °C’de bir gece inkubasyona birakildi. Bu siirenin sonunda olusan
PZR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutuldu. Etidium bromid ile
boyamay1 miiteakiben olusan profiller UV transilluminatorde analiz edilerek fotograflandi.

4.6.Kiiltiir ve PZR Asamalarinda Kullanilan Ayiraclar

4.6.1.1zolasyon ve identifikasyonda kullamlan besiyerleri ve ayiraclar

California Mastitis Test (CMT) Ayiraci

Aniyonik deterjan 100 ml
Bromkreozol moru (1/300) 50 ml
Distile su 900 ml

Bromkreozol moru 0.17 g tartildiktan sonra 50 ml distile su i¢inde eritildi. Uzerine
100 ml anyonik deterjan ve 900 ml distile su ilave edilip iyice karistirildiktan sonra pH
6.8’¢ ayarland.

Kanh Agar (Merck, Almanya)

Nutrient Substrat 20g
Agar I5¢g
Sodyum Klorid 5¢g

Kanli agar hazirlamak i¢in 40 g kanli agar 1 L distile su i¢inde eritildikten sonra
121 °C’de 15 dk otoklavlandi. Besi yeri 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine
% 7 oraninda defibrine koyun kani ilave edildi. Besiyeri ve kan dikkatlice karistirildiktan
sonra steril petri kutularina taksim edildi.

Triptik Soy Agar (TSA) (Merck, Almanya)

Kasein 17¢
Pepton 3g
Agar I5¢g
Sodyum Klorid 5¢g
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TSA besiyeri 40 g tartilip 1 L distile su igerisinde eritilip, 121 °C’de 15-20 dk
otoklavlandi. Besi yeri 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petri kutularina
taksim edildi.

Tripton Soy Brot (TSB) (Merck, Almanya)

Kazein 17¢g
Pepton S5¢g
Di-potasyum hidrojen fosfat 25¢g
Glukoz 25¢g
Sodyum klorid 5¢g

TSB besiyeri 30 g tartilip 1 L distile su igerisinde eritildikten sonra % 15 oraninda
gliserin ilave edildi ve 121 °C’de 15-20 dk otoklavlandi. Steril ependorf tiiplerine 1 ml
dagitilarak S. aureus izolatlarinin uzun siireli -20 °C’de derin dondurucuda saklanmasi igin
kullanildi.

Katalaz test aywraci: Calismada % 3’lik hidrojen peroksit (H,O) kullanildi.
Gram boyama sonucunda gram pozitif kok goriiniimiindeki izolatlarin TSA’da iiretilen saf
ve taze kiiltlirlerinden bir koloni alinarak temiz bir lam {izerinde ezildi. Lam tizerindeki
koloniye % 3’liikk H,O, soliisyonundan bir damla damlatildi. Reaksiyon sonucunda gaz
kabarciklarinin goriilmesi katalaz pozitif, kabarcik goriilmemesi ise katalaz negatif olarak
degerlendirildi.

Oksidaz test ayiraci: N,N,N, tetrametil-p-fenilendiamin dihidroklorid’in % 0,5’lik
solisyonu kullanild1. ~ Staphylococcus spp ve Streptococcus spp olarak siliphelenilen
izolatlart Mirococcus spp’lerden ayirmak i¢in oksidaz testi uygulandi. Oksidaz test
ayiracindan bir 6ze dolusu alinip siipheli izolatlarin kolonilerine damlatildi. Reaksiyon
sonucunda ayiracin mor rengini almayan koloniler oksidaz negatif olarak degerlendirildi ve

Staphylococcus spp ve Streptococcus spp stipheli olarak ayrildi.
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Oksidasyon-Fermentasyon(O/F) Testi Besi Yeri (Hugh and Leifson’s Medium)

(Merck, Almanya)

Pepton 2g
Sodyum klorid 5¢
Dibazik Potasyum Fosfat 3g
Agar 15¢g
Distile Su 1000 ml
% 0.2 Bromtimol mavisi 15 ml

Besiyeri bromtimol mavisi katilmadan once distile su igerisinde eritildi. pH 7.1°¢
ayarlanip bromthymol blue eklendikten sonra 121 °C’de 15 dk otoklavlandi. Son
konsantrasyon % 1 olacak sekilde steril glikoz eklendi ve iyice karistirildiktan sonra steril
tiipler igerisine 10’ar ml dagitildi.

Gram boyama sonucunda siipheli izolatlarin her birinin O/F besiyeri bulunan iki tiip
icerisine ekimleri gergeklestirildi. Tiplerden birinin {izerine sivi parafin damlatildiktan
sonra 24 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonucunda her iki tiipteki besiyeri
renginin mavi-yesilden sartya donligmesi fermentatif olarak degerlendirildi. Bu sekilde
reaksiyon veren izolatlar Staphylococcus spp ve Streptococcus spp stipheli olarak ayrildi.
4.6.2.PZR isleminde kullanilan ayiraclar
4.6.2.1.DNA ekstraksiyonunda kullanilan ayiwraclar

Lizostafin soliisyonu: Lysostaphin soliisyonu (Sigma, St. Louis, Amerka Birlesik
Devletleri) ml’sinde 100 pg olacak sekilde hazirlandi. S. aureus izolatlarinin DNA
ekstraksiyonunda 12.5 pl kullanildi.

Lizozim soliisyonu: Stok lizozim (Sigma, St. Louis, Amerka Birlesik Devletleri)
solisyonu ml’sinde 100 pg olacak sekilde hazirlandi. S. aureus izolatlarinin DNA

ekstraksiyonunda 12.5 pl kullanildi.
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Proteinaz K soliisyonu: Proteinaz K Soliisyonu (Sigma, St. Louis, Amerka
Birlesik Devletleri) 1 ml’sinde 100 pg olacak sekilde hazirlandi

Tris-HCI soliisyonu: Tris-HCI soliisyonu (Sigma, St. Louis, Amerka Birlesik
Devletleri) ¢alismada 1/10 oraninda sulandirilarak 0.1 M’lik soliisyonu hazirland1

1x Tris-EDTA (TE) buffer: Ticari olarak temin edilen 1x Tris-ETDA (Promega,
Madison, Amerka Birlesik Devletleri) tableti 100 ml steril distile su icerisinde eritildikten
sonra kullanildi.
4.6.2.2.PZR-RFLP analizinde kullanilan ayiraclar

10x PZR Buffer (Fermentas, Litvanya)

750 mM Tris-HCI (pH 8,8; 25 °C)

200 mM (NH4), SO4

% 0.1 Tween 20

Her PZR numunesi i¢in 5 pl kullanildi.

10x Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Soliisyonu

Tris baz 108 g

Borik asit 55¢g

EDTA (0.5 M, pH 8.0) 40 ml
TES buffer

10 mM Tris-HCI, pH 8.0

1 mM EDTA

100 mM NacCl

Yukaridaki maddeler tartilip ihtiyag duyulan miktarda hazirland1 ve her 6rnek igin 1

ml kullanildi.
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Fenol-Kloroform-izoamil Alkol Karisimi

Fenol 500 ml/L

Kloroform 480 ml/L

[zoamil alkol 20 ml/L

pH (20 °C) 7.6-8.0

Fenol-Kloroform-izoamil Alkol (Applichem, Darmstad, Almanya) karisimdan her
bir 6rnek i¢in 600 pl miktarinda kullanildi.

Absolut etanol: Absolut etanol (Merck, Darmstad, Almanya) DNA’nin belirli
ekstraksiyon agsamalarinda kullanilmak tizere % 90 ve % 70 oranlarinda hazirlandi.

MgCl,: 25 mM MgCl, (Fermentas, Litvanya) her PZR numunesi i¢in metoda
belirtilen miktarlarda kullanildu.

dANTP Miks (2 mM): ANTP miks (Fermentas, Litvanya) her PZR numunesi i¢in 5
ul kullanilda.

Taq DNA polimeraz: Taqg DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya) calismada 2.5-5
U arasinda (0.5-1 pl) kullanildi.

Primerler: Calismada kullanilan tim primerler (Thermo, Almanya) firmasindan
temin edildi.  Primerler 25-50 pmol olacak sekilde sulandirildiktan sonra PZR

reaksiyonlarinda kullanildi (Tablo-1).
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Tablo 4.1: S. aureus izolatlarinda virulens genlerinin belirlenmesinde ve tiplendirilmesinde

kullanilan primerler

Gene

Sekans (5°—3’)

Amplikon

Literatir

sea

GGT TAT CAA TGT GCG GGT GG

CGG CACTTITTTT CTC TTC GG

102

seb

GTA TGG TGG TGT AAC TGA GC

CCA AAT AGT GAC GAG TTA GG

164

sec

AGA TGA AGT AGT TGA TGT GTA TGG

CAC ACT TTT AGA ATC AAC CG

451

sed

CCA ATA ATA GGA GAA AAT AAA AG

ATT GGT ATT TTT TTT CGT TC

278

see

AGG TTT TTT CAC AGG TCA TCC

CTTTTT TTT CTT CGG TCA ATC

209

Mehrotra ve ark (2001)

seg

CGT CTC CACCTG TTG AAG G

CCA AGT GAT TGT CTA TTG TCG

327

seh

CAA CTG CTG ATT TAG CTC AG

GTC GAA TGA GTA ATC TCT AGG

360

sei

CAA CTC GAA TTT TCA ACA GGT AC

CAG GCA GTC CAT CTC CTG

465

sej

CAT CAG AAC TGT TGT TCC GCT AG

CTG AAT TTT ACC ATC AAA GGT AC

142

Monday ve Bohach
(1999)

st

ACC CCT GTT CCCTTATCA TC

TTT TCA GTA TTT GTA ACG CC

326

Mehrotra ve ark (2001)

coa

CGA GAC CAA GAT TCA ACA AG

AAA GAA AAC CACTCA CAT CA

Random

Goh ve ark (1992)
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Alul restriksiyon enzimi: 4/ul restriksiyon enzimi (Fermentas, Lithvanya) her PZR
tirtindi 1.0 pl enzim kullanildi.

10x Restriksiyon Buffer

33 mM Tris asetat (pH 7,9)

10 mM Magnezyum asetat

66 mM Potasyum asetat

0,1 mg/ml Si1gir Serum Albiimin (BSA)

Her PZR iirini i¢in 1,5 pl 10x Restriksiyon buffer’s (Fermentas, Litvanya)
kullanildi.
4.6.2.3.Elektroforez isleminde kullanilan ayiraclar

10x Tris-Boric Acid-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Soliisyonu

Tris baz 108 g
Borik asit 55¢g
EDTA (0.5 M, pH 8.0) 40 ml

Yukaridaki maddeler tartilip distile su ile 1L’ye tamamland1 ve pH 8,0 olacak
sekilde ayarlandi. Elektoforez soliisyonu olarak 1/10 oraninda sulandirilarak kullanildu.

Agaroz: PZR iiriinlerinin gdzlenmesi icin hazirlanan agaroz jeli (Prona, Italya) 1x
TBE ile % 1.5 oraninda hazirlandi.

100 bp DNA marker: 100 bp DNA Marker (Fermentas, Litvanya) 1/6 oraninda
sulandirildi ve agaroz jel kuyucuguna 5 pl yiiklendi.

6x yiikleme boyasi soliisyonu: Yiikleme Boyasi Soliisyonu (Fermentas, Litvanya
1/5 oraninda sulandirildi ve her 20 pl PZR {iriinii i¢in 5 pl kullanilda.

Etidium bromid: Etidium bromide (AppliChem, Darmstad, Almanya)
soliisyonundan 0.5 ml alinarak distile su ile 15 ml’ye tamamlandi. Agaroz jelin boyanmasi

icin 300 ml distile suya 600 pl etidium bromid katilarak kullanildi.
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S.BULGULAR

5.1.S. aureus izolasyon ve identifikasyon Sonuclari

Subklinik mastitisli 280 inekten alinan toplanan siit 6rneklerinin % 64.5°1 (330/512)
uygulanan kiiltiir ve biyokimyasal islemler sonucunda Staphylococcus spp, bunlardan ise
130’u S. aureus olarak izole ve identifiye edildi.
5.2.S. aureus Izolatlarinin Toksin Gen ve Genotiplerine Gore Dagilimi

Incelenen 130 S. aureus izolatin 60 (% 46.2)’sinda bir veya birden fazla toksin
geni tespit edildi. Toksin genleri yoniinden pozitif bulunan izolatlar gen kombinasyonlar
Tablo 2°de sunulmustur. Pozitif bulunan izolatlarin 18’inde seg - sei ve sec, 14’linde sed -
sej, 6’sinda tst, 2’sinde sed - sej - seg - sei, 1’er izolatta ise sec - seg - sei ve sec - tst
genleri tespit edildi. sea, seb, see ve seh genleri yoniinden ise tiim izolatlar negatif

bulundu.

500 bp
sel sec
tot
seg
sed
sej
100 bp

Sekil 5.1: S. aureus izolatlarinda tespit edilen toksin genleri.

M: DNA ladder (100 bp), 1: seg-sei, 2: sej, 3: sec, 4: sed, 5: tst
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Tablo 5.1: Toksin genlerinin RFLP alt tiplerine gore dagilimi

Genotip Toksin Genleri
PZR RFLP tst sec sec-tst | sed-sej | seg-sei | sed-sej-seg-sei | sec-seg-sei | Negatif Toplam
A (810+1050 bp) A - - - - 2 - - 1 3
B1 2 8 1 9 1 - - 13 34
B (970 bp)
B2 - 6 - 5 1 - - 9 21
Cl - - - - - - - 3 3
C (890 bp)
C2 - - - - - - - 3 3
D1 - - - - - - - 10 10
D (810 bp) D2 - - - - - - - 4 4
D3 - - - - 4 - - 6 10
El 4 4 - - 6 2 1 17 34
E (730 bp)
E2 - - - - 4 - - 4 8
6 18 1 14 18 2 1 70 130
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5.3.S. aureus coa-PZR Bulgulari

Incelenen 130 S. aureus izolatinin 127’sinde molekiiler biiyiikliikleri 730-970 bp
arasinda degisen tek band ve 3’iinde ise molekiiler biiyiikliigii 810 + 1050 bp olan iki band
tespit edildi (Sekil 2). Pozitif coa-PZR produktlar1 5 farkh tip (A, B, C, D, E) meydana

getirdi.

1031 bp

500 bp

Sekil 5.2: S. aureus izolatlarinin coa-PZR iiriinlerinin agaroz jelde goriiniimii.
M: DNA ladder (100 bp), A: ¢ift band amplifikasyon {iriinii, B-E: ¢ift band

amplifikasyon {irtinleri
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5.4.S. aureus coa-RFLP Bulgular:

coa pozitif PZR iirtinlerinin A/ul restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu toplam 9
farkli restriksiyon profili elde edildi (Sekil 3). Tip B (B1 ve B2) ve Tip C (C1 ve C2)’ye ait
izolatlar iki, Tip D’ye ait izolatlar ise 3 alt tipe (D1, D2 ve D3) ayrildi. Tip B (55 izolat) ve

Tip E (42 izolat) en dominant tipler olarak belirlendi.

500 bn

100 bp

Sekil 5.3: Alul ile kesilmis coa-PZR fiirlinlerinin agaroz jelde goriiniimii.

M: DNA ladder (100 bp), 1-9: farkli A/ul restriksiyon profilleri
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6. TARTISMA VE SONUC

Mastitis, siit sigircilik endiistrisinin ekonomik yonden en 6nemli problemlerinden
biridir. Kompleks bir etiyolojiye sahip olan mastitisin etiyolojisinde mikroorganizmalar,
bunlarin icinde de bakteriler Oonemli bir yere sahiptir.  Bakteriyel etkenlerin sigir
mastitislerindeki 6nemleri {ilkelere ve aym fllkenin degisik bolgelerine gore farklilik
gostermesine ragmen, S. aureus mastitis vakalarindan siklikla izole edilmektedir (Aydin ve
ark 1995). S. aureus izolatlarinin patojenitesi iiretilen ekzotoksin ve diger virulens
faktorlerine baghidir. Bu faktorlerden stafilokokkal enterotoksinler (SE) ve toksik sok
sendrom toksin-1 (TSST) superantijen aktivitesine de sahiptirler. T-lenfositlerini stimiile
ederek ates, sok ve oliime kadar varan asir1 sitokin sentezine yol agar (Johnson ve Magazine
1988).

Diinyanin farkl: tilkelerinde yapilan ¢aligmalarda, SE genlerinin varligi ve dagiliminin
biiyiik Ol¢lide farklilik gosterdigi bildirilmistir.  Katsuda ve ark (2005) Japonya’da
inceledikleri mastitisli siitlerden izole edilen 270 S. aureus izolatinin % 67.8’ini toksin genleri
yoniinden pozitif bulmuslardir. Arastiricilar, sea ve seb genlerini tespit edemezken, en yaygin
toksin tipinin #st, sec, seg ve sei oldugunu bildirmislerdir. Zschdck ve ark (2005) Almanya’da
mastitisli siit ineklerinden izole edilen 104 S. aureus izolatim klasik (sea-see) ve yeni (seg-
sei) enterotoksin genleri yoniinden incelemisler ve % 58.7’ini toksin genleri yoniinden pozitif
bulmuslardir. Akineden ve ark (2001) Almanya’da subklinik inek mastitisli ineklerden izole
edilen 103 S. aureus izolatin1 sea-see, seg-sei ve tst genleri yoniinden incelemisler ve %
71.4°linl toksin genleri yoniinden pozitif bulmuslardir. Arastiricilar, seb, see ve seh genleri
yoniinden pozitiflik saptayamazken en yaygin toksin tipini sei-seg (% 16.4) ve sed-sej (%
23.0) olarak belirlemislerdir. Lim ve ark (2004) Kore’de mastitisli siit 6rneklerinden izole
ettikleri 166 S. aureus izolatim klasik (sea-see) enterotoksin genleri ve fs¢ geni yoniinden

incelemisler, toksin genleri yoniinden izolatlarin % 22’sini pozitif bulurken, sed-see genlerini
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tespit edememiglerdir. Silva ve ark (2005) Brazilya’da subklinik mastitisli ineklerden izole
edilen 64 S. aureus izolatinin % 9.4’linde sea-seb ve sec genleri yoniinden pozitiflik tespit
etmislerdir. Vimercati ve ark (2006), italya’da subklinik mastitisli inek siitlerinden izole
ettikleri 51 S. aureus izolatinm sea-see, seg-sei ve sel genleri yoniinden incelemisler ve
izolatlarin % 75’ini SE genleri yoniinden pozitif bulurlarken, seb ve see genlerini tespit
edememisler ve en yaygin toksin tipini sea, sed-sej olarak belirlemiglerdir. Bu ¢alismada,
incelenen 130 S. aureus izolatinin % 46,2 (60)’si bir veya birden fazla toksin geni yoniinden
pozitif bulunurken, sea, seb, see ve seh genleri yoniinden negatif olarak saptandi. En yaygin
SE kombinasyonu seg-sei ve sed-sej olarak belirlendi.

Sigir mastitis vakalarinda S. aureus izolatlarinin sentezledigi enterotoksinlerin
infeksiyonun gelisimi iizerindeki rolii tartismalidir. Ancak, enterotoksinlerin tek veya TSST-
1 ile birlikte superantijen olarak calisarak T-lenfositlerini uyararak asiri sitokin sentezine
neden oldugu ve immun yaniti inhibe ettigi bildirilmistir (Ferens ve ark 1998). Sutra ve
Poutrel (1994) sec ve sed enterotoksinlerinin yangisal faktorleri indiiklemeleri nedeniyle
meme i¢i infeksiyon icin gerekli oldugunu bildirmislerdir. Zecconi ve ark (2006) Italya’da
ciftliklerden izole edilen S. aureus izolatlarinin en az bir enterotoksin geni tagidigini, 6zellikle
de sej geninin bir risk faktorii oldugunu ifade etmislerdir. Fakat, Larsen ve ark (2000)
SE’lerin mastitis olusumu i¢in ¢ok Onemli olmadigini, ¢iinkii Danimarka’da inek
mastitislerinden izole ettikleri 414 S. aureus izolatinin sadece 1’nin sec geni tagidigini tespit
etmislerdir. Bununla birlikte aragtiricilar, yeni tanimlanan enterotoksin genlerini (seg-sei)
arastirmamislardir.

SEA, SEB ve SED’nin insanlardaki stafilokokkal gida zehirlenmesi salginlarinda
siklikla tespit edilen enterotoksinlerdir (Kérouanton ve ark 2007). Yeni tanimlanan
enterotoksinlerin insan sagligi ve inek mastitisleri agisindan Onemi tam olarak ortaya

konulamamistir. Nazogastrik olarak SEG ve SEI'nin rhesus maymunlara verilmesinin emetik
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etki gosterdigi, IL-2 ve IFN-y sentezi ile birlikte T lenfositlerinin proliferasyonunu stimule
ettigi belirlenmistir (Munson ve ark 1998). SED’nin sentezinden sorumlu olan plazmidin
karakterizasyonu sonucu ayni plazmid iizerinde yeni bir enterotoksin sentezinden sorumlu
tutulan SEJ’nin varlig1 tespit edilmistir (Zhang ve ark 1998). SEJ’nin klinik 6nemi heniiz
ortaya konulmus degildir. Jarraud ve ark (1999) SEG ve SEI'nin stafilokokkal toksik sok
sendrom olusumundaki rollinii arastirmislar ve S. aureus izolatlarinda seg ve sei genlerini
PZR ile ortaya koymuslardir.  Arastiricilar ayni zamanda kiiltiir supernatantlarinda
siiperantijenik aktivite tespit etmisler ve bu toksinlerin insanlarda toksik sok sendromuna
neden olabilecegini saptamiglardir. Abe ve ark (2000) ise, seg pozitif S. aureus izolatlarinin
supernatijenik Ozelliklerini karakterize etmisler ve klinik izolatlarda dagilimini ortaya
koymuslardir. Omoe ve ark (2002) insanlardaki gida zehirlenmelerinden izole edilen 71 S.
aureus izolatinin 12’sinin (% 16.9) seg/sei genlerini tasidigini belirlemislerdir. Kérouanton
ve ark (2007) stafilokokkal gida zehirlenmelerinden izole edilen 178 koagulaz pozitif
stafilokok izolati igerisinde farkli biotip profillerine ait 33 S. aureus izolatin1 klasik (sea-see)
ve yeni belirlenen (seg-sei) SE genleri yoniinden incelemislerdir. Arastiricilar, 23 izolatta
sea, 12 izolatta sed, 5 izolatta seh geni tespit ederlerken, sadece seg/sei tastyan bir izolat harig
seg ve sei genlerini sea ve sed genleri ile birlikte tespit etmiglerdir. Calismada, klasik
enterotoksin genleri ile seg ve sei genlerinin birlikte ve ayr1 olarak tespit edilmesi mastitisli
s1gir siitlerinin insan saglig1 agisindan potansiyel bir risk olusturdugunu gostermektedir.

SE ve coa alt tipleri arasinda korelasyon oldugu ve yaygin alt tiplerin enterotoksijenik
oldugu farklh arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Vimercati ve ark 2006, Katsuda ve ark
2005, Fueyo ve ark 2005). Su ve ark (1999) bir cografik bolgede sadece birka¢ genotipin
dominant oldugunu ve dominant olan genotipin ise nadir bulunan genotiplere oranla nétrofil
oldiirme aktivitesine direncli oldugunu tespit etmislerdir. Bu c¢alismada, yaygin genotiplere

ait izolatlarm biiyiik kisminin enterotoksijenik oldugu (Tablo 2), bir veya birden fazla toksin
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geni tasidig tespit edilirken, C, D1 ve D2 genotipine ait izolatlarda toksin genlerinin varligi
belirlenemedi.  Patojen ve konagin birlikte gecirdigi evrimin bu genetik farkliligin
olusmasinda 6nemli oldugu bildirilmistir (Hafler ve Nadler 1988, May ve Anderson 1990).
Farkl1 genotipe ait patojenlerin bir konagi infekte etmesi durumunda, patojenler gida ve diger
duyarli konakgilar1 infekte etmek i¢in yarisacaklar, virulensi yiiksek olan genotip daha
yarismaci olacak ve daha dominant hale gececektir (Su ve ark 1999, Nowak ve May 1994).
Yukarida belirtilen bir veya iki genotipin bir bolgede yaygin bulunmasi yukaridaki goriis ile
izah edilebilir.

Sonug olarak, (i) Hatay ilinde subklinik inek mastitislerinin farkli S. aureus genotipleri
tarafindan meydana getirildigi, ancak bir veya iki genotipin dominant oldugu, (ii) dominant
genotiplerin enterotoksijenik oldugu, bu genotiplerin bir veya birden fazla enterotoksin geni
tagidigy, (iii) S. aureus’un sigirlarda neden oldugu meme igi infeksiyonlarin patogenezinin
anlagilmasi icin farkli bolgelerden toplanan ¢ok sayida izolat ile yapilacak daha kapsamli

caligsmalarin yapilmasit gerektigi sonucuna varilmistir.
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