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ONSOZ

S. aureus, kiigiik ruminantlarda 6zellikle disi kegilerde bulunan énemli bakteriyel
patojenlerden biridir. Bu patojen aym zamanda infekte meme dokusundan yayilarak
islenmemis siit ve siit {iriinlerinde bakteriyel kontaminasyona ve bakterinin yayilmasina yol
acgmaktadir.

S. aureus kaynakll hastaliklarin patogenezinde ekzotoksinler, Stafilokokal
enterotoksinler ve Stafilokokal enterotoksin benzeri proteinler rol oynamaktadir. Her iki
ekzotoksinde siiperantijen yapisindadir ve sindirildigi zaman primatlarda kusmaya yol
agmaktadir. Stafilokokal infeksiyonlarda siiperantijenlerin rolii hala agiga ¢ikarilmamusgtir,
fakat ruminantlarda meme i¢i infeksiyonun olusum mekanizmasina immun yamti
zayiflatan T hiicrelerinin sayisinin anormal sekilde artmasina yol agarak katilmaktadir.

Tez ¢alismamzda, laktasyondaki kegilerde siit, deri ve mukozal yiizeylerden izole
edilen S. aureus izolatlarinda ekzotoksin salgisina yol agcan SE gen profilinin molekiiler
yontemlerle siniflandirilmast, bSylece yetistiricilere rehber olunmasi, ayrica konvansiyonel
ve molekiiler metotlarin es zamanh olarak uygulanmasi amaglanmustr.

Caligmamiz, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Ofisi
tarafindan VTF-11023 kodlu proje olarak desteklenmistir.
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KISALTMALAR

SE: Stafilokokal enterotoksin

SEl: Stafilokokal enterotoksin like
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1. GIRIS

Stafilokoklar infeksiyon etkeni olarak tanimlandiklar: 1881 yilindan bu yana insan
ve hayvanlarda gelistirdikleri hastaliklarla patojen mikroorganizmalar arasinda ilk siralarda
yer almiglardir. Veteriner hekimlikte metisilinin, penisiline direngli stafilokoklarin
tedavisinde kullanilmasindan kisa bir siire sonra metisiline direngliligi ortaya g¢ikmis
Staphylococcus aureus’lar (MRSA) tanimlanmis ve bu bakteriler nozokomiyal patojen

olarak tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunu haline gelmistir (Cetinkaya ve ark 1996).

S. aureus kiicik ruminantlarda Ozellikle kegilerde Onemli meme bakteriyel
patojenlerindendir (Bergonier ve ark 2003, White 2007). Bu etkenle infekte olmus
memeler ¢ig siit liretiminde bakteriyel kontaminasyonun énemli bir boliimiinii temsil eder

(Jorgensen ve ark. 2005).

Infekte meme dokusu ruminantlarda genellikle S. aureus icin primer rezervuar
olarak degerlendirilmektedir. Fakat S. aureus sigirlardan ve kii¢iik ruminantlardan meme
derisi, normal deri, mukoz membranlar, burun ve vaginal dokudan da izole
edilebilmektedir (Haveri ve ark 2008, Bergonier ve ark 2003, Valle ve ark 1991, Vautor ve
ark 2005). Bakterinin patogenezinin bilinmesine ragmen S. aureus’un kiiclik ruminantlarda

bulunan meme dis1 rezervuarlarinin 6nemi aciga kavusturulamamistir (Merk ve ark 2010).

Kegilerde infekte meme bezinden S. aureus primer etken olarak izole edilmektedir.
Ancak S. aureus ayn1 zamanda cilt, meme, meme derisi, vajinal ve agiz mukozasindan
izole edilebilir (Haveri ve ark. 2008, Jorgensen ve ark. 2005, Vautor ve ark. 2005, White
2007).

Gliniimiizde S. aureus’un virulant oldugu bilinmektedir. Bu etki kismen
ekzotoksinler tarafindan olusturulmaktadir (Foster, 2005). Bu ekzotoksinler stafilokokal
enterotoksin (SE) ve SE-like (SEI) proteinlerdir. SEs ve SEIs her ikisi de siiperantijendir.
SEs primatlarda mideye verildigi zaman kusma etkisi yapar (Dinges ve ark. 2000). Siiper
antijenlerin stafilokokal infeksiyonlardaki rolu tam olarak anlagilamamistir. Bir teoriye

gore ruminantlarda T hiicre aktivasyonunu arttirarak immun sistemin baskilanmasini



saglar. Boylece S. aureus meme igi infeksiyonun patojenitesinde dnemli rol oynar (Ferens

ve ark. 1998, Park ve ark. 2006).
1.1. Tarihge

1860 yilinda ingiliz cerrah Joseph Lister, Louis Pasteur’un infeksiyon ajanlari
tizerinde yaptig1 calismalardan etkilenerek ameliyat sonrasi infeksiyonun onlenmesinde
karbolik asiti yara ve cerrahi oOrtiilere direkt kullanmigtir. Stafilokoklar1 ilk kez 1878’de
Robert Koch tanimlamis, 1880°de Pasteur sivi besiyerinde iiretmis ve 1881°de Iskocyali
cerrah Alexander Ogston fare ve kobaylar icin patojen oldugunu vurgulamistir.
Staphylococcus terimi Yunanca staphyle (lizim salkimi) tabirinden tiiretilmistir ve
karakteristik kiimelenmeler yaptiklarindan dolay1 Alexander Ogston tarafindan secilmistir
(Waldvogel F. ve ark. 2000). Anton Rosenbach 1884’te beyaz renkli kolonileri
Staphylococcus albus, sari-portakal rengi kolonileri ise Staphylococcus aureus olarak

isimlendirmistir. Bu ayirim yakin zamana kadar devam etmistir (Cengiz A. 1999).

Bakteriler ve diger patojen mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlarin dnlenmesi
ve tedavisinde kullanilan etkili ajanlarin kesfi modern tibbin ve veteriner hekimligin en
onemli gelismelerinden biri olmakla birlikte, antienfektif potansiyele sahip maddeler
aslinda binlerce yildir kullanilmistir. Arsenik ve bizmut gibi agir metaller 1900°1u yillarda

sifiliz dahil baz1 enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmistir (Cengiz A. 1999).

Bakterinin Kraus ve Clairmont tarafindan 1900’da alfa toksini, Glenny ve Stevens
tarafindan 1935’te beta toksini bulunmustur. Smith ve Price 1938’de gama toksin ve
Williams ile Harper 1947°de delta toksin varligini1 agiklamislardir. Todd ve arkadaslar
tarafindan 1978’de yeni bir hastalik olarak “Toksik Sok Sendromu” tanimlanmistir

(Akgam ve ark., 2007).

Modern kemoterapi ¢agi 1936 yilinda siilfonamidlerin kesfi ve klinik kullanima
girmesiyle baslamistir. Penisilinin klinikte kullanilmaya baslandigi 1944 yilina kadar
degisik 6 sulfonamid preparatlar1 antibakteriyel tedavinin seckin ilaglar1 olmustur. 1940’11
yillarda penisilinin tedavide kullanilmaya baslanmasiyla birlikte, stafilokokal
infeksiyonlara bagli mortalite oran1 hizla azalma gdstermistir. Ancak kisa bir sure sonra, S.
aureus suslar1 penisilinaz enzimi liretmeye baslayarak penisiline direng gelistirmis ve bu

direncli suslar hizla yayilmistir. Direng ilk kez 1944°te tanimlanmistir. 1950’lerin



sonlarinda suglarin yaklasik % 50°si penisiline direngli hale gelmistir. Ayni tarihlerde
tetrasiklin, kloramfenikol ve eritromisine karsi ¢oklu direng gosteren S. aureus suslari
bildirilmistir. Ilk semisentetik penisilinaza direncli antimikrobiyal ajan olan metisilin 1959
yilinda klinik kullanima girmistir. Bundan iki yil sonra, 1961 yilinda, insanlarda ilk
metisiline direngli S. aureus izolatlarinmm varhigs Ingiltere’de bildirilmistir. Sonradan
1960’1 yillarda Avrupa’da ve 1970’li yillarda ABD’de bir problem haline gelmistir
Hayvanlarda ise ilk MRSA izolat1 1972 yilinda mastitisli sigirlardan izole edilirken, bunu
1988 yilinda kedi ve 1989 yilinda kdpek izolatlar1 izlemistir. Daha sonra diinyanin pek ¢ok
yerinde izolat sayisinin artmasi ile MRSA infeksiyonlarinin hayvanlarda da 6nemli bir
problem olmaya bagladig1 goriilmiistiir (Leonard ve Markey 2008). 1990 yilinda S. aureus
infeksiyonlarinin teikoplanin ile tedavisi sonrasi, teikoplanine direngli izolatlarin
seleksiyonuna bagli klinik basarisizliklar bildirilmistir. (Kaatz G. Ve ark 1990). ilk kez
1995 yilinda Fransa’da Vankomisin’e azalmig duyarlilik gosteren S. aureus (VISA),
1996°da Japonya’da hetero-VISA 2002 yili Haziran ayinda ise ABD’de ilk vankomisine
direngli Staphylococcus aureus izolat1 bildirilmistir (Baddour ve ark 2007). Bu sus diyaliz
tedavisi goren 40 yasindaki bir erkek hastanin kateter ucundan izole edilmistir (Sievert

2002).
1.2. Siniflandirma

Stafilokok tiirleri Micrococcaceae familyasi i¢inde yer alan, katalaz pozitif, Gram
(+) koklardir. Stafilokoklar dogada; tozda, toprakta, hayvanlarin deri, mukoza dokularinda
ve salgilarinda yaygin olarak bulunan, insan ve hayvanlarin deri, burun boslugu ve

lezyonlarinda ¢ogalabilen bakterilerdir (Bilgehan H. 2004).

Stafilokok cins iginde 28 tiir ve 32 alt tlir bulunmaktadir. Bakteriyel taksonomide
Firmicutes kolunda yer alirlar. Yeni toksinlerin bulunmasi sebebiyle bu smiflandirma
siklikla yenilenmektedir. Grubun en 6nemli tiyesi koagulaz pozitif ve termostabil nukleaz
(termonukleaz) pozitif bir bakteri olan S. aureus 'dur. Stafilokoklar Macrococcus,
Jeotgalicoccus, ve Salinicoccus genuslariyla birlikte Bacillus smifi Bacillales cinsi

Stapylococcaceae tamilyasi iginde yer alirlar (Bilgehan H. 2004).

Stafilokok tiirleri DNA/DNA iligkileri ve fenotipik ozelliklerine gore en az dort
grup altinda toplanabilirler. Staphylococcus epidermidis grubunda; S. epidermidis, S.

capitis, S. warneri, S. haemolyticus, S. hominis ve S. saccharolyticus turleri,



Staphylococcus saprophyticus grubunda; S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus turleri,
Staphylococcus simulans grubunda; S. simulans, S. carnosus turleri, Staphylococcus sciure
grubunda; S. sciure, S. lentus tiirleri yer almaktadir. S. aureus, S. auricularis, S.
intermedius, S. hyicus ve S. caseolyticus herhangi bir gruba sokulamamistir. Firsat¢i
patojenler olan S. epidermidis ve S. saprophyticus da siklikla infeksiyona sebep olurlar.
Daha nadiren S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. saccharolyticus, S. cohnii ve S.

simulans da firsatci infeksiyonlara neden olmaktadir (Bilgehan H. 2004).

1.3. Morfoloji ve Kimyasal ozellikleri

Staphylococcus genusunda bulunan bakteriler Gram pozitif kok goriintimiindedir. Tekli,
ikili, dortlii hiicreler halinde bulunabilirler, {i¢ veya dort hiicreden olusan kisa zincirler
yapabilirler ve diizensiz uzum salkimi benzeri sekiller olustururlar. Hareketsiz, spor
olusturmayan, genellikle katalaz pozitif, oksidaz negatif, kapsiilsiiz olup, anaerop, katalaz
negatif olan ve karbohidratlardan gaz olusturmayan S. saccharolyticus ve S. aureus subsp.
anaerobius haricinde fakiiltatif anaeropturlar. Daha cok aerop iiremeyi tercih ederler.
Anaerobik ortamda glukozdan asit olustururlar. Stafilokoklar basit besi yerlerinde
tireyebilirler. 18-24 saat i¢inde tlire gére degismekle beraber altin saris1 pigmentli “S” tipli
koloniler olustururlar. Cogu % 7,5-10 NaCl igeren basit besiyerlerinde, 18-45°C’de kolaylikla
tirerler. Optimum iireme 1silar1 37°C’dir. Bircok tiirlinde karotenoid pigment bulunabilir
(Waldvogel 2000, Bilgehan H. 2004). Basitrasin, furazolidon, lizostafine duyarli olmakla
birlikte lizozime direng gosterirler. Gram (+) gOriiniimiinde olan streptokoklarin
stafilokoklardan laboratuar ayrimindaki en onemli fark streptokoklarin katalaz enzimi
tiretmemeleridir (Tiinger A. 2004). Yeni koloniler renksizdir; eskidik¢e lipokrom yapida
pigment olustururlar. Patojen stafilokoklar kanli agarda hemoliz yaparlar, ayn1 zamanda kan
plazmasin1 koagiile ederler. Stafilokoklar Mac Conkey agarda da tirerler. Ancak, patojenik

olanlar pembemsi-sari, patojen olamayanlar kirmizi-menekse koloniler olustururlar (Akan

2006).

Stafilokoklar, sporsuz bakteriler icerisinde, dis etkenlere ve dezenfektanlara karsi, en
fazla dayanikli olanlardandir. Kiiltiirlerde, +4°C’de 2-3 ay, -20 °C’de 3-6 ay kadar canli
kalabilirler. 60 °C’de ancak yarim saatte, % 2’lik fenolde 15 dakikada inaktive olurlar.
% 9’luk sodyum kloriire ve sakaroza tolerans gosterirler. Antibiyotiklere karsi duyarl

olduklar1 halde, zamanla direng kazanabilirler (Akan 2006).



1.4. Virulans ve Patojenite

S. aureus virulansi en yiiksek olan stafilokok tiirtidiir. Ancak infeksiyon olup
olmamasi mikroorganizmanin virulanst ile konak savunma sisteminin olusturacaklari
dengeye baghdir. Stafilokoklarin virulansinda rol oynayan faktorler hiicre duvar yapilari,

kapsiil, yiizey proteinleri, toksinleri ve enzimleridir (Akan 2006).
1.4.1. Hiicre duvari

Protein A, peptidoglikan ve teikoik asit kompleksinden olusmustur. S. aureus suslarinin
pek ¢ogunda bulunan ve hiicreyi saran protein A, peptidoglikan tabakasina kovalent olarak
baglanmistir. Fagositoza kars1 bakterinin direncini artirir. Protein A, immunolojik ve teshis
yoniinden 6nem tagir. Hiicre duvarinin 6nemli bir kismint da peptidoglikan maddesi teskil
eder. Bunlar glikan zincirlerinin peptid baglar ile birbirine baglanmistir. Glikan zincirleri ise
N-asetilmuramik asit ve N-asetilglukozamin alt iinitelerinden yapilmigtir. Hiicre duvarinda
bulunan bir bagska madde ise, polisakkarit kompleksi olan, peptidoglikan tabakasi ve
sitoplazmik membranla baglantilar1 bulunan teikoik asittir. Bu polisakkarit, stafilokok
tiirlerine gore ayr1 6zellik gosterir. Ornegin, ribitol teikok asit ile N-asetilglukozamin bilesigi
(polisakkarit A) S .aureus’ ta bulunur. Gliserol teikok asit ile glikoz bilesigi (polisakkarit B)
S. epidermis’te yer alir. Bu bilesikler de kendilerine 6zgii antikorlar olusmasina sebeb olurlar.
Protein, lipid ve karbonhidrat kompleksi bir yapiya sahip olan sitoplazmik membran hiicreye
girip ¢ikan maddeleri kontrol eder. Ayni1 zamanda solunumsal ve biyosentetik enzimleri de

biinyesinde bulundurur (Akan 2006).

Diger Gram (+) bakterilerde oldugu gibi stafilokoklarin da hiicre duvart kuru agirliginin
yaklasik % 50’sini peptidoglikan tabaka olusturmaktadir. Bu tabaka insanda Gram (-)
bakterilerin endotoksinlerine benzer aktivite gdsterir. Yani makrofajlardan sitokin salinimini
uyarir, komplemanin aktivasyonuna yol agar ve trombosit agregasyonuna neden olur. Ayrica
monositlerden interlokin-1 (IL-1) salimimin1 uyararak polimorfoniikleer 16kositlerin
infeksiyon bolgesine toplanmalarina ve sonugta apse olusumuna da yol acar. Sadece Gram (+)
bakterilerde bulunan teikoik asit stafilokoklarin hiicre duvarinda da yer alir ve mukozalarda
bulunan 6zgiil reseptorleri ile birleserek stafilokoklarin konaga adherensini saglar (Tiinger

2004).



1.4.2. Kapsiil ve Slime tabakasi

Stafilokoklarin hiicre duvarmin en dig tabakasi polisakkarit bir kapsiil ile
ortiilebilmektedir. S. aureus’da 11 kapsiiler serotip tanimlanmaktadir. infeksiyonlarin ¢ogu
serotip 5 ve 7 ile iligkilidir. Serotip 1 ve 2 cok kalin bir kapsiile sahiptir ve mukoid
gbriinlimlii koloniler olusturur. Kapsiil, bakteriyi fagositozdan korur. ve 06zellikle de
kateterler gibi yabanci cisimlere adherensini saglar (Tiinger 2004). Genetik faktorler ve
tireme ortamlarina bagl olarak, ¢ogu Stafilokoklar tarafindan monosakkarit, protein ve
kiiciik peptidlerin olusturdugu, suda coziinebilir, gevsek bagli ince bir tabaka (slime
tabakasi) tretilir. Bu ekstraselliiler yap1 bakteriyi dokulara ve kateter, greft, protez kapak,
protez eklem ve sant gibi yabanci cisimlere baglar. Bu da o6zellikle kismen avirulant

Koagulaz Negatif Stafilokoklar in hayatta kalmasi i¢in 6nemlidir (Muray ve ark 2005).
1.4.3. Peptidoglikan

Gram (+) bakteriler i¢in en genel Ozellik, hiicre duvari agirliginin yarisini
peptidoglikan tabakasinin olusturmasidir. Glikan zincirlerin tabakalarindan olusan
peptidoglikan iskelet N-asetilmuramik asit ve N-asetilglukozaminin 10-12 degisken
subtinitesinden meydana gelir. N-asetilmuramik asit subiinitlerine baglanan oligopeptid
yan zincirler pentaglisin kopriileriyle capraz baglanirlar. Gram (-) bakterilerin aksine,
Gram (+) bakterilerde peptidoglikan tabaka hiicre duvarini daha rijit yapan birgok capraz
bagli tabakadan meydana gelir. Peptidoglikan endojen pirojenlerin iiretimini, kompleman
aktivasyonu, monositlerden IL-1 iiretimini ve Idkositlerin kemotaksisini stimiile eden

endotoksin benzeri aktiviteye sahiptir (Muray ve ark 2005).

1.4.4. Penisilin baglayan protein (PBP)

Hiicre duvarinin sentezi ¢oklu enzimatik adimlardan olusan bir siirectir. Ozetle,
disakkarit peptidler seklindeki prekiirsorler plazma membranindan transport edilir ve ilk
duvar sentezine katilmasi saglanir. Son basamakta, olusan peptid zinciri heniiz c¢apraz
baglanmamis peptid ve dnceden hazirlanmis peptidoglikan arasinda peptid bagi olusturur.
Bu baglanma transpeptidaz enzimleri tarafindan gergeklestirilir. Bu transpeptidasyon olay1
tic boyutlu bir ag olusumuna sebep olur ve hiicre duvarina tam bir saglamlik kazandirir.
Transpeptidaz ve karboksipeptidazlar gibi hiicre duvari sentezinin son basamagina katilan

biitliin enzimler plazma membranina sikica baglanmis durumdadirlar. Bu enzimler ayrica



beta-laktam antibiyotiklere kovalent olarak baglandigi ve yine bu antibiyotikler tarafindan
inaktive edildikleri i¢in penisilin baglayan proteinler olarak da isimlendirilirler. Kisaca
PBP'ler hiicre duvarinda bulunan, transpeptidaz, karboksipeptidaz ve endopeptidaz gibi
enzimlerdir. Bu enzimler bakterinin bilylime ve boliinmesi sirasinda hiicre duvarmin bir
araya gelmesi ve sekil almasindan sorumludurlar. Bakterileriler yapilar1 birbirine benzer
dort ayr1 6zellikte PBP yaparlar (Cottagnoud 2002). Degisik bakteri tiirlerinde PBP'lerin
say1, biiyiikliik, degisik penisilinlerin bunlara afinitesi ve inaktivasyonlari sonucunda
bakteride olusan etki agisindan farklilik vardir. Penisilinler baglandiklar1 PBP'lere gore
bakterilerde farkli etki gosterir. S. aureus’larda hiicre duvari sentezinde normalde PBP 1, 2
ve 3 gorev alir. Bunlara ek olarak MRSA’lar farkli bir PBP olan PBP2a’ ya sahiptirler.
PBP'lerin inaktivasyonu bakterinin Oliimiine yol acarken PBP’nin beta-laktam

antibiyotiklere olan affinitesindeki azalma ise dirence neden olur (Cottagnoud 2002).
1.4.5. Teikoik asit

Hiicre duvart kuru agirhigimi % 30-50°sini  olusturan bir diger Onemli
komponentidir. Teikoik asit, fibronektine spesifik olarak baglanarak stafilokoklarin
mukozal yiizeylere yapismasina aracilik eder. Teikoik asitler eksik immunojen olmasina
ragmen peptidoglikana baglandiginda spesifik bir antikor cevabini uyarir. Bu antikor
cevabinin izlenmesi sistemik stafilokok infeksiyonlarinin saptanmasinda kullanilmaktadir.
Fakat bu diger tanisal testlerden daha az duyarlidir ve bugiin kullanilmamaktadir (Muray

ve ark 2005).
1.4.6. Protein-A

Cogu S. aureus’un ylizeyi peptidoglikan tabakasina ya da stoplazmik membrana
baglanan protein-A ile kaplanmustir. Immunglobulin (Ig) G1, I1gG2 ve IgG4’iin Fc
reseptorlerine baglanir. Bu da organizmanin antikor aracili immun klirensini etkili bir
sekilde onler. Kompleman aktivasyonu ve immunkompleks olusumuna yol acgar. Baska
antijenlere kars1 antikorlarin nonspesifik bir tasiyict olarak Protein-A’nin kullanim
koaglutinasyon deneyinde oldugu gibi bazi serolojik testlerde oldukca basarili sonuglar
vermektedir. Protein-A antifagositik, kemotaktik ve mitojenik etkiler de gdsterir. Koagulaz
ve niikleaz aktiviteleri ile biiylik oranda korelasyon gosterir ve virulans faktoriidiir
(Cottagnoud P. 2002). Ayrica Protein-A’nin saptanmasi, S. aureus ig¢in spesifik bir
identifikasyon testi olarak da kullanilabilir (Muray ve ark 2005).



1.4.7. Koagulaz ve diger yiizey adezyon proteinleri

Stafilokoklarda c¢ok sayida yilizey proteini tanmimlanmaktadir. Cogu S. aureus
susunun en dis yiizeyinde clumping faktdr (baghi koagulaz olarak da adlandirilir)
bulunmaktadir. Bu protein S. aureus’da 6nemli bir virulans faktoriidiir. Clumping faktor,
fibrinojene baglanarak fibrine doniistiiriir ve stafilokoklarin kiimelesmesine sebep olur. Bu
proteinin saptanmasi, S. aureus’un tanimlanmasinda temel bir testtir. Fibronektin,
fibrinojen, elastin, kollojen gibi diger ylizey proteinleri de konak matriks proteinlerine
tutunmada Onemlidir. Stafilokoklarda ve diger bakterilerde bulunan yiizey adezyon

proteinleri yeni tedavi yaklagimlarinda hedef olusturmaktadir (Muray ve ark 2005).

1.4.8. Stoplazmik membran

Stoplazmik membran protein, lipit ve az miktardaki karbonhidratlarin bilesiminden
olugmaktadir. Hiicrede osmotik bariyer olarak calisir. Hiicresel biyosentez ve solunum

enzimlerinin sentezlenmesinde gorevlidir (Muray ve ark 2005).

1.5. Enzimler

Stafilokoklar lipaz, hiyaluronidaz, fibrinolizin, penisilinaz, katalaz, koagulaz ve
DNaz gibi bircok enzim iiretirler. Bu enzimler 6zellikle stafilokoklarin komsu dokulara

yayilimini kolaylastirarak infeksiyon patogenezinde rol alirlar (Tiinger A. 2004).

1.5.1. Katalaz

Tim stafilokok tiirleri toksik hidrojen peroksidi toksik olmayan oksijen ve suya
ayristiran katalaz enzimi iiretir. Bakteriler, bu enzim sayesinde fagositlerin i¢inde toksik
oksijen radikalleri tarafindan Oldiiriilmeye direng kazanir (Tiinger 2004). Hemoprotein
yapisindadir. Siiperoksit dismutaz ve indirgenmis flavoproteinlerin oksitlenmesi sirasinda
bakteri hiicresi igerisinde aciga ¢ikan toksik hidrojen peroksiti su ve oksijene katalize eder

(Cauwelier ve ark 2004).

1.5.2. Koagiilaz

Stafilokoklar bagli ve serbest olmak {izere 2 tip koagulaza sahiptir. Ekstraselluler
bir proenzimdir. Stafilokok hiicre duvarina bagh koagulaz dogrudan fibrinojeni fibrine

doniistiirebilir ve stafilokoklarda kiimelenmeye sebep olur. Serbest koagulaz ise bir plazma



globulin faktorii (coagulase reacting factor) ile reaksiyona girerek bir trombin benzeri
faktor (staphylothrombin) olusturur. Bu faktor fibrinojeni fibrine doniistiirerek bagh
koagulazla ayni sonucu olusturur. Koagulaz, stafilokok absesinin c¢evresinde fibrin
olusumuna sebep olur ve boylece infeksiyon lokalize edilerek organizma fagositozdan
korunur. Stafilokoklarin baska tiirleri de koagulaz tiretebilir fakat bunlar genellikle hayvan
patojenleridir ve nadiren insan infeksiyonuna neden olurlar (Zscheck ve ark 1993).
Koagulaz pozitif stafilokoklarin  {izerinde olusan kalin fibrin tabakasinin,
mikroorganizmay1 fagositoza karst koruyarak, patojenlige katki sagladigi ileri

stiriilmektedir (Tiinger A. 2004).

1.5.3. Lipaz

S. aureus’un tim suslar1 ve Koagulaz Negatif Stafilokoklar’m % 30’undan daha
fazlas1 birkag farkli lipaz tiretirler (Cauwelier ve ark 2004). Lipaz, yaglar1 hidrolize ederek
viicudun lipid igeren bolgelerinde stafilokoklarin yasamasini saglamakta ve stafilokoklarin
yiizeysel dokular1 invaze ederek fronkiil ve karbonkiil gibi infeksiyonlarinin gelisimine

neden olmaktadir (Tiinger 2004).

1.5.4. Hiyaliironidaz

S. aureus’larin % 90’dan fazlas1 tarafindan fretilir. S. aureus’un dokulara
yayilimini kolaylastirir (Cauwelier ve ark 2004). Bag dokusunun aseluler matriksindeki

asit mukopolisakkaridler olan hiyaluronik asidi hidrolize eden enzimlerdir (Tiinger 2004).

1.5.5. Deoksiriboniikleaz (DN)

DNaz enzimleri endo ve ekzonukleaz aktivitesine sahip, nukleik asitleri 3’-

fosfomononukleotidlere parcalayan fosfodiesterazlardir (Tiinger 2004).

1.5.6. Fibrinolizin

Stafilokinaz olarak da adlandirilan bu enzim, S. aureus suslarinin neredeyse tamami

tarafindan tretilir. Fibrin pihtisin1 ¢ozer (Cauwelier ve ark 2004).



1.5.7. Niikleaz

Diger bazi tiirler de bu enzimi liretiyor olmasina ragmen, termostabil niikleaz
enzimi, S. aureus i¢in Onemli bir markerdir. Bu enzimin infeksiyon patogenezindeki

fonksiyonu bilinmemektedir (Chambers 1997).

1.5.8. Laktamazlar

Klinik kullanima girdigi donemlerde hemen tiim stafilokok kokenleri penisiline
duyarli iken, giiniimiizde Ozellikle hastane kaynakli izolatlarda bu oran % 5’in altina
diismiistiir. Stafilokoklarda penisilin direncine neden olan mekanizma beta-laktamaz

tiretimidir (Tlinger 2004).

1.5.8.1. Penisilinaz (beta-laktamaz)

Penisilinin tedavide ilk olarak kullanildigi 1941°de Stafilokok izolatlariin %
90’dan fazlasi bu antibiyotige duyarliydi. Ancak, bu organizmalarin primer olarak
penisilinaz (beta-laktamaz) iiretebilmeleri, penisiline ¢ok hizli bir sekilde direng

gelismesine sebep oldu.

Beta-laktamaz enzimi, Penisilinler, Sefalosporinler ve benzeri Beta-laktam
antibiyotikleri hidrolize ederek, bu antibiyotiklere direng gelisimine neden olur.
Betalaktam halkasindaki karbonil grubu ile bir ester kopriisii olusturan bu enzimler, siklik
amid bagini bozar ve bir agil-enzim tlirevi olustururlar. Bu reaksiyonlar1 sonucunda beta-
laktam antibiyotiklerle reaksiyona giren ii¢ grup protein vardir:

1- Karboksi peptidazlar (Diisiik molekiil agirlikli PBP’ler).
2. Transpeptidazlar (Yiiksek molekiil agirlikli PBP’ler )
3. Beta-laktamazlar (Berger-Bachi ve Rohrer 2002)

Biitiin PBP’lerin yani sira, beta-laktamazlarin ¢ogunlugu da aktif bolgelerinde bir
serin aminoasidine sahiptirler. Bu nedenle “serin peptidazlar” olarak adlandirilan bir enzim
ist ailesinde yer alirlar. Bu enzimlerin beta-laktam ajanlara baglanmasi sirasinda 6nce bir
acil-enzim tlirevi olusmaktadir. Bunu izleyen basamakta, bir deacilasyon islemi gergeklesir
ve enzim acil molekiiliinden ayrilarak rejenere olur. PBP’ler ve Beta-laktamazlar
arasindaki farki bu deagilasyon basamaginin hizi belirler. Beta-laktamazlar acil tiirevinden

kisa siirede ayrilir, ancak PBP’lerde bu basamak ger¢eklesmez. Sonucta reaksiyon beta-
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laktamazlarin aksine enzim inaktivasyonuyla sonlanir. Genis bir enzim grubu olan beta-
laktamazlar molekiiler yapilarina ve islevsel 6zelliklerine gore siniflandirilirlar. Bu giine
kadar dort farkli molekiiler simif (A, B, C, D) tanimlanmistir. A, C ve D molekiiler
siiflarinda yer alan Beta-laktamazlar yukarida acgiklanan serin-ester aracilikli mekanizma
ile islev goriirler. Smif B Beta-laktamazlar ise kofaktor olarak c¢inko gerektiren
metalloenzimlerdir. A sinifi, tercihen substrati1 penisilinler olan beta-laktamazlardan olusur.
Bu grup enzimler igerisinde S. aureus 'un beta-laktamazlar1 (Grup 2a) da yer alir. Gram (+)
bakteriler arasinda Beta-laktamaz iireten en énemli patojen Stafilokoklardir. Stafilokokal
beta-laktamazlar tercihen penisilinleri hidrolize ederler. Cogu indiiklenebilir ve
ekstraselliiler olarak salinabilen enzimlerdir. Stafilokokal Beta-laktamazlar genellikle
kiigiik plazmidlerle veya transpozonlarla tasinmakla beraber, biiyilik plazmidlerin kodladigi
beta-laktamazlar ve diger diren¢ mekanizmalar1 da bulunmaktadir. Bu Beta-laktamaz
enzimini kodlayan genler sadece S. aureus’lar arasinda degil, S. aureus ve Staphylococcus

epidermidis arasinda da konjugasyonla transfer edilebilir (Kuyucu 2007).

1.6. Toksinleri

S. aureus, konak hiicre morfolojisini ve/veya fonksiyonunu etkileyen ¢ok sayida
ekstraselluler toksin iiretebilir. Bunlardan bir kismu toksik etkilerini enzimatik aktivite ile
gosterirken, digerleri superantijen 6zellikleri nedeniyle sitokin salinimini indiikler. Ayrica,
bu toksinler sayesinde stafilokoklar yogun inflamatuar yanit olan bdlgelerde bile

tiremelerini siirdiirebilirler (Muray ve ark 2005).

S. aureus bes sitolitik veya membran hasarlayici toksin [alfa, beta, delta, gama ve
Panton-Valentin (P-V) I6kosidin], iki eksfolyatif toksin (A ve B), sekiz enterotoksin (A, B,
C, D, E, G, H ve ) ve toksik sok sendrom toksin—1 (TSST—1)’i igceren ¢ok sayida virulans
faktorii tretir. Sitotoksinlerin nétrofilleri parcalamasi sonucu salinan lizozomal enzimler
cevre dokuda yikima neden olabilirler. Sitotoksinlerden biri ve P-V 16kosidin siddetli
pulmoner ve kutandz infeksiyonlarla iliskilendirilmektedir (Muray ve ark 2005).
Eksfolyatif toksin A, TSST1 ve enterotoksinler siiper antijenler olarak bilinen polipeptidler
siifina aittir (Muray ve ark 2005).
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1.6.1. Sitolitik Toksinler

Stafilokoklarin salgiladigi, eritrositler ve c¢esitli hiicreler {lizerinde sitolitik, deney
hayvanlarinda 6ldiiriicii, nekrotik etkileri olan ekzotoksinlerdir. yi antijen yapisindaki bu
toksinlere karsi organizmada noétralizan antikorlar olugmaktadir. Bu toksinler dort tiptir

(Cengiz 1999).
1.6.1.1. Alfa toksin

Bu toksin ilk kez Kraus ve Clairmont tarafindan 1900 yilinda tanimlanmustir.
Bakteriyel kromozom ve plazmidlerin her ikisi tarafindan da kodlanabilen, insanve
hayvanlarda hastalik olusturan S. aureus’un ¢ogu suslari tarafindan iiretilen 33 kD’luk bir
polipeptidtir (Muray ve ark 2005). S. aureus insan suslarinin ana hemolizinidir. Hemolitik,
dermonekrotik, lizozom pargalayict ve doku kiiltiirlerinde sitolitik etkileri vardir. Tavsan
eritrositleri i¢cin hemolitik aktivitesi en fazladir, insan eritrositlerine fazla bir etkisi yoktur.
Insan makrofajlar1 ve trombositleri iizerine litik etkisi vardir, monositlere etkisizdir.
Dolasim, kas ve bobrek korteksi dokulari toksine karsi duyarlidir, bu dokularda tahribat
yapar (Cengiz 1999).

1.6.1.2. Beta toksin

Ilk kez 1935’te Glenny ve Stevens tarafindan tammlanmustir. Stafilokok
sfingomyelinazidir. En iyi koyun, daha az olarak insan ve tavsan eritrositlerini eritir.
Sogukta ve sfingomyelin tiizerine etki ederek eritrositleri eritir (Cengiz 1999).
Sfingomyelinaz C olarak da adlandirilan beta toksin, insan ve hayvanlarda hastalik
olusturabilen S. aureus’un ¢ogu susu tarafindan iiretilebilen, 35 kD’lik 1siya duyarli bir
proteindir. Bu enzim sfingomiyelin ve lizofosfotidilkolin i¢in spesifiteye sahiptir ve
eritrosit, fibroblast, lokosit ve makrofajlar1 da igeren ¢ogu hiicre icin toksiktir. Beta
toksinin insan hastaliklarindaki rolii heniiz tam olarak aciklanamamistir. Ancak alfa
toksinle birlikte Stafilokok hastaliklarinin karakteristik abse formasyonu ve doku

yikimindan sorumlu olabilecegine inanilmaktadir (Muray ve ark 2005).

1.6.1.3. Gama toksin ve Panton-Valentine (PV) lokosidin

1938’de Smith ve Price tarafindan tanimlanmis, Mollby Wadstron tarafindan elde

edilmistir. insan, tavsan ve koyun eritrositleri duyarlidir, at ve kus eritrositleri direnglidir.
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Ozellikle stafilokoklara bagli kemik infeksiyonlarinda kanda bu toksine kars1 antikor
diizeyinin yiiksek bulunmasi, bu toksinin bu hastaliklarda etkili oldugunu

diisiindiirmektedir (Cengiz 1999).

Hemen hemen tiim S. aureus suslari tarafindan {iretilen gama toksin ve S. aureus
suslarinin % 5’inden az1 tarafindan iiretilen P-V 16kosidin iki polipeptid zincirinden olusan
cift komponentli S (yavas) ve F (hizl1) toksinlerdir. Simdiye kadar ii¢ S ve iki F protein
tanimlanmistir. Her iki toksini iiretme yetenegindeki bakteri bu proteinlerin tiimiinii 6
farkli toksin iiretme potansiyeli ile kodlayabilir. Bu toksinler nétrofil ve makrofajlari
parcalayabilir. P-V 16kosidin toksini lokotoksiktir ancak hemolitik aktivitesi yoktur. Bu
toksinlerin sitolitik etkisi membranlarda porus olusumunu takiben hiicre katyon
gradyentindeki degisikliklere bagl gelisen osmotik degisikliklerden kaynaklanir (Martins
ve ark 2007).

1.6.1.4. Delta toksin

Bu toksini 1947°de Williams ve Harper tanimlamistir. S. aureus suslar1 ve diger
Stafilokoklar tarafindan iiretilen 3 kD’lik bir polipeptidtir. Insan, tavsan, koyun ve
maymun eritrositlerini eritir. Biyolojik etkinlii genis olup, eritrosit, lokosit, makrofaj,
lenfosit ve trombositleri hasara ugratan bir proteindir. Diger memeli hiicreleri ve hiicre ici
membran yapilarini da iceren genis bir sitolitik aktiviteye sahiptir. Delta toksin kismi
nonspesifik membran toksitesiyle deterjan benzeri etki gosterir. Antijenik 6zellige sahip
degildir (Pereira ve ark 2007). Bu sitolitik toksinlerden alfa ve delta toksin, insanlarda
hastalik olusturan S. aureus suslarinda en c¢ok bulunanlardir. S. aureus suslarinin %

95’inde bunlardan biri, % 82’sinde her ikisi birlikte bulunur (Cengiz 1999).
1.6.2. Lokosidin

S. aureus tarafindan olusturulan bu toksinin polimorf niikleik lokositler ve
makrofajlar iizerine litik etkisi vardir. Diger hiicreleri etkilemez. Toksin elektroforetik
olarak birbirinden ayr1 F (hizli) ve S (yavas) adinda iki protein komponentinden
olugsmustur. Bu komponentlerden her biri iyi antijen yapisinda olup, her birinden ayri
toksoid olusturulur. Hiicre zarinda potasyum ve diger katyonlara kars1 gegirgenligi arttirict

gozeneklerin agilmasini saglayarak etkili olurlar (Cengiz 1999, Waldvogel 2000).
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1.6.3. Eksfoliyatif toksin (Eksfoliyatin)

Epidermolitik toksin olarak da bilinen bu toksin, stafilokok enfeksiyonlarinin
vezikuler ve eksfoliyatif deri lezyonlarindan sorumludur. Haglanmis deri sendromu bu
toksinle olusur. Eksfolyatif toksinin iki farkli sekli (ETA ve ETB) tanimlanmistir. Her ikisi
de hastalik yapabilir. ETA 1s1ya direngli ve geni kromozomaldir. ETB ise 1s1ya duyarl ve
plazmid aracilidir (Bilgehan H. 2004). Ultrastriiktiirel ¢alismalar, serin proteazlar olan bu
toksinlere maruz kalma sonucunda epidermisin stratum graniilosum tabakasindaki
intrasellliiler kopriiler (desmozomlar)’in ayrilmasimnin gerceklestigini gostermistir. Bu
olaymm tam mekanizmas1 hala bilinmemektedir. Bu toksinler hiicre yikimi veya
inflamasyonla iligkili degildir. Bu yiizden epidermisin etkilenen tabakasinda ne
Stafilokoklar ne de lokositler bulunmamaktadir. Epidermisin toksine maruz kalmasi
sonucu koruyucu nétralizan antikorlar geligir. Haglanmis deri sendromu ¢ogunlukla kiigiik
cocuklarda ve nadiren de biiyiik ¢ocuklar ve eriskinlerde goriilir. Bunun muhtemel
sebeplerinden birisi ETA ve ETB’nin, duyarli yenidoganlarin epidermisinde bulunup
biiyilk cocuk ve erigkin epidermisinde bulunmayan GM4 benzeri glikopeptidlere

baglanmalaridir (Livermore 2000).
1.6.4. Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1)

Toksik sok sendromunda yer alan stafilokoklarin ¢ogu faj-1 grubundan 29 ve 52
tiplerindendir. Bu 6zgiil toksini salgilayan S.aureus suslariin hastane kaynakli olabilecegi
bildirilmektedir (Cengiz 1999, Bilgehan H. 2004). Onceden pirojenik ekzotoksin C ve
enterotoksin F olarak isimlendirilen TSSTI1, 1s1 ve proteolize direngli, 22 kD’luk
kromozom aracilt bir ekzotoksindir. Menstruasyonla iliskili toksik sok sendromundan
(TSS) S. aureus suslarinin % 90’1, diger TSS sekillerinden ise S. aureus suslarinin yarisinin
sorumlu oldugu tahmin edilmektedir. Enterotoksin B ve nadiren enterotoksin C
menstruasyonla iligkili olmayan TSS’lerin yaklagik olarak yarisindan sorumlu
tutulmaktadir. TSST-1’in mukozal bariyerlerden penetre olma kabiliyeti TSS’nin sistemik
etkisinden sorumludur. TSS’li hastalarda 6liim, multiorgan yetmezligine neden olan

hipovolemik sok nedeniyledir (Livermore 2000).
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1.6.5. Enterotoksinler

Stafilokokal gida zehirlenmeleri, enterotoksijenik Ozellige sahip stafilokoklarin

6
gidalarda 10 kob/g veya daha yiiksek sayiya ulagsmasi sirasinda sentezlenen bir ekzotoksin
olan enterotoksinin, alimenter yol ile alim1 sonucu olugsmaktadir. S. aureus enterotoksijenik
stafilokoklar igerisindeki en 6nemli tlirdiir. S. aureus disinda S. intermedius, S. hyicus ve S.

epidermidis tiirleri de enterotoksin olusturma 6zelligine sahiptir (Bilgehan H. 2004).

Istya direngli, 100 °C’ye 30 dakika dayanabilen, polipeptid yapisinda maddelerdir.
Ozellikle yiiksek CO;’li atmosfer ortaminda karbonhidratli ve proteinli besiyerlerinde
tireyen stafilokoklar tarafindan olusturulurlar. Enterotoksinin A, B, C1, C2, D, E ve F
seklinde yedi immunolojik tipi vardir. S. aureus kokenlerinin % 35-50’sinin bu toksinleri
olusturabildikleri saptanmigtir. A ve D besin zehirlenmelerinde, B ise hastane
enfeksiyonlarinda ¢ok karsilasilan bir toksindir. Ozellikle burun veya nazofarenks
portorlerinden olusan gida elleyicilerinin kontamine ettigi gidalarla besin zehirlenmesi
tablolarina yol acarlar. Besin zehirlenmelerinde tablo, stafilokok iiremis ve enterotoksin
olugsmus besinlerin yenmesini izleyen 2-6 saat i¢inde bulanti, kusma ve ishal ile baglar.
Semptom ve bulgular genellikle 24 saat iginde diizelir. Iyilesme tamdir. Enterotoksijenik
stafilokok iiremesine uygun ortam olusturan besin maddeleri arasinda jambon, patates,
salam, dondurulmus tavuk, sut tozu, yag, krema ve mayonez sayilabilir. Kusturucu etkileri
mide ve barsaklardaki reseptorler aracilifiyla Nervus vagus ve sempatik sinirler yoluyla
kusma merkezine iletilen uyari ile olugsmaktadir. Ishal olusturmalari barsak liimeninden su
absorbsiyonunun engellenmesi ve mukozadan barsak bosluguna sivi bosalmasinin artmasi

yoluyla olur (Waldvogel 2000, Bilgehan 2004).

1.6.5.1. SE’lerin dizi analizleri

Stafilokokal Enterotoksin A (SEA): SEA’y1 kod-layan ent4 geni, bir bakteriyofaj
tarafindan taginmaktadir. Bu fajin sirkiilarizasyon ve karsilikli gen aktariminin bakteriyel
kromozom igerisinde tamamlandigi saptanmistir. ent4 geninin faj baglanma bolgesine
yakin bir yerde lokalize oldugu, 771 baz ¢iftinden olustugu ve 257 aminoasit rezidiisiiniin
ent4 prekiirsoriinii kodladigr bildirilmektedir. Bu yapida 24-rezidiilik bir N-terminal
hidrofobik 6n dizilimi islenmekte ve 27,100 Da molekiiler agirligindaki SEA’nin son
seklini olusturmaktadir (Erol ve Iseri 2004).
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Stafilokokal Enterotoksin B (SEB): SEB salimimimi diizenleyen entB geninin
kodlama boliimii yaklasik 900 niikleotit igerir. SEB prekiirsor proteinleri 267 aminoasitden
(31,400 Da) olusur ve 27 aminoasitlik N-terminal sinyal peptidini i¢ine alir. Gida
zehirlenme-lerinde S. aureus’un klinik izolatlar icinde entB geninin kromozomal yapida
oldugu, fakat diger bakteri suslarinda genin 750 kb (kilobaz)’lik bir plazmid tarafindan
tasindig1 bildirilmektedir (Derbentli 2005).

Stafilokokal Enterotoksin C (SEC): Antijenik olarak SEC’nin SEC1, SEC2 ve SEC3
olmak tizere li¢ farkl: alt tipi bulunmaktadir. Biitiin SEC’ler 801 baz ¢ifti ve 27 rezidiiliik
bir sinyal peptid icermektedir. SEC1 ve SEC2’nin sinyal peptidleri benzerdir. entCl
niikleotid dizilimi entB’yi kodlayan genle % 74, SPE A ile % 59 gibi oldukca yiiksek bir
oranda benzerlik gosterir. SEC3’lin sinyal peptidi diger SEC’ler ile % 77.7’lik bir
benzerlik gosterir. SEC3 ve SEC2’nin olgun formu ara-sinda yalnizca 4 aminoasitlik bir
fark (% 98 benzerlik) vardir. Diger yandan SEC1’in SEC2 ile arasinda 7 (% 97.4
benzerlik), SEC3 ile arasinda da 9 aminoasitlik (% 97.9 benzerlik) bir fark oldugu
bildirilmistir (Erol ve Iseri 2004).

Stafilokokal Enterotoksin D (SED): SED’yi kodla-yan gen olup bu gen 27.6-kb
penisilinaz plazmidi {lizerinde yer alir. Bu plazmid pIB485 olarak bilinir. entD geni 30
aminoasitlik sinyal peptid igeren 258 aminoasidi kodlar. 228 aminoasit olgun polipeptid
yapist 26,360 Da molekiiler agirliga sahiptir ve diger SE’lerin dizilimine yiiksek diizeyde
benzerlik gosterir. SED siiperantijeni MHC siif I molekiilleri ile yiiksek diizeyde afinite

+2 +2
gostermek i¢cin Zn  ‘ye baglanir ve bunun sonucunda SED Zn ile birlikte kristalize olur

(Waldvogel 2000).

Stafilokokal Enterotoksin E (SEE): entE geni 771 baz c¢ifti igerir ve 26.000 Da
molekiiler agirligi ile olgun ekstraseliiler bir form olusturur. DNA dizilimleri SEE, SED ve
SEA’nin yakin iligkili oldugunu goster-mektedir. SEE, SEA ile birlikte % 84 gibi yiiksek
bir oranda dizilim benzerligini paylasir (Waldvogel 2000).

Stafilokokal Enterotoksin G (SEG): entG geni 777 nikleotid igerir ve 233
aminoasitli toksine doniismek iizere boliinen 258 aminoasitli prekiirsor proteini kodlar.
SEG SPEA, SEB, SEC ve SSA’ya (streptokokal siiperantijen A) en ¢cok benzeyen toksindir
(Erol ve Iseri 2004).
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Stafilokokal Enterotoksin H (SEH): SEH, 27,300 Da molekiiler agirliginda bir
enterotoksindir. SEH grup I ile % 36-38 oraninda benzerlik gosterir. SEH, diger SE’ler ile
benzer yapiya sahiptir, fakat biyolojik Ozellikleri daha az karakterize edilmistir. 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

(Ferens 1998).

Stafilokokal Enterotoksin I (SEI): entl geni 729 niikleotid igerir ve 242 prekiirsor
proteini kodlayan ami-noasit ile sonlanir. 24,928 Da molekiiler agirliginda olgun
proteinlere karsilik 218 aminoasitten olusan toksin formuna doniisiir. SEI, grup I’e grup
II’den daha ¢ok benzerlik gosterir, fakat diger SE’lere oranla bu benzerlik daha azdir. SEI
% 26-28 aminoasit oraniyla en fazla SEA, SEE ve SED’ye benzer (Erol ve Iseri 2004,
Ferens 1998).

Stafilokokal Enterotoksin J (SEJ) : entD bir plazmid tarafindan kodlanmaktadir.
Enterotoksin D ve J’nin acik okuma boliimleri zit yonlerde yer almakta ve birbirinden her
bir kolu 21 niikleotid uzunlugunda olan doniisiim tekrar1 igeren 895 niikleotid intergenik
bolgeyle ayrilir. 269 aminoasitli SEJ proteini SEA, SEE ve SED’ye % 64-66 oranlarinda
dizilim benzerligi gosterir. PCR uygulamalari, ent/ determinantinin biitin SED’leri

kodlayan plazmidlerde bulunabilecegini diisiindiirmektedir (Fueyo 2001).

Stafilokokal Enterotoksin K (SEK): SEK son zamanlarda kesfedilen yeni bir
enterotoksindir. 26,000 Da molekiiler agirligina sahiptir ve deneysel c¢alismalarda

izoelektrik noktasi1 7.0-7.5 olarak belirlenmistir (Park 2006).

1.6.5.2. Enterotoksin olusumunu etkileyen faktorler

1.6.5.2.1. Ekstraselliiler faktorler

Besin maddeleri: Diisiik su aktivi-tesi degerine sahip besi yerine prolin ilave
edilmesiyle SEB olusumunun stimiile edildigini ancak, glisin, betain ve karnitin
ilavelerinde bu etkinin goriilmedigini bildirmislerdir. Demir, inorganik fosfat,
karbondioksit veya bikarbonat iceren besiyerleri sekonder metabolitlerin olusumunu
artirmaktadir. Magnezyumun SEC, de-mirin ise SEB olusumunu ytiksek diizeyde etkiledigi
bildirilmistir (Katsuhiko 2002).
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Sicaklik: S. aureus’un iiremesi i¢in gerekli optimum sicaklik derecesi 37°C iken

enterotoksin {iretimi i¢in optimum sicaklik 40—450C arasinda degismektedir (Erol ve Iseri

2004, Silva 2006).

pH degeri: Enterotoksinlerin olusumu i¢in optimum pH degerleri 6-7 arasindadir.
SEB olusumu ile karsilastirildiginda SEA olusumu pH degisikliklerine daha toleranslidir
(Silva 2006).

Atmosferik kosullar: Anaerobik kosullarin S. aureus’un gelisimi ve SEA olusumu
tizerine etkilerini arastirdiklar1 bir ¢aligmada, stafilokokal hiicre yogunlugunun aerobik
kosullarda anaerobik kosullara gore 9-17 kat daha fazla oldugu bulunmus ve SE
olusumunun gelismeye bagli oldugu gosterilmistir. Anaerobik ortamda yavas gelisme az
toksin olusumuna neden olurken her iki kosulda da inkiibasyonun 120. dakikasin-dan sonra

SEA belirlenebilmistir (Silva 2006).

Sodyum kloriir (NaCl) ve su aktivitesi: % 5’lik NaCl konsantrasyonlar1 tuzsuz
ortamlara oranla S. aureus iireme-sini artirirken, % 7.5 ve % 10 diizeylerindeki tuz

konsantrasyonu tiremeyi kismen geciktirdigi bildirilmistir. Diisiik a degerinin SEA ve
SEB biyosentezi iizerine etkisini arastirdiklar1 bir ¢alismada, SEB olusumunun diisiik a

degerine SEA olusumundan daha duyarli oldugunu ortaya koymuslardir. (Erol ve Iseri

2004, Silva 2006)

Diger kimyasal maddeler: Laktobasiller tarafindan iiretilen veya gidalara ilave

edilen hidrojen peroksit S. aureus’un tiremesini inhibe edebilmektedir (Park 2006).

Rekabet¢i ozellik: Stafilokoklar genel olarak zayif rekabetgi Ozellige sahip
bakterilerdir. Stv1 besi yerinde Pediococcus cerevisiae ve toksin olusturan S. aureus suslari
arasindaki etkilesimler stafilokoklarin 20 kat daha az SEA, SEB ve SEC olusturmalariyla
sonuglanmistir (Park 2006).

1.6.5.2.2. intraseliiler faktorler

Stafilokokal enterotoksin tiplerinin olusturulmasinda enterotoksijenik Ozellikteki
stafilokok hiicrelerinin bulundugu gelisme fazlar1 6nemli etkiye sahiptir. Buna iliskin

olarak SEA, hiicrenin logaritmik fazinda, SEB, SEC ve SED geg¢ logaritmik faz veya erken

18



duraklama fazinda olusturulur. S. aureusun virulans faktorlerinin diizenlenmesinde agr
(accessory gene regulator) geninin rolii biiytliktiir. Agr lokusundaki mutasyonlar bir¢ok SE

ve diger ekzo-proteinlerin olusumunun azalmasiyla sonuglanir (Katsuhiko 2002).

1.6.5.3. Enterotoksinlerin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

SE’ler tek zincirli basit proteinlerden olusan heterojen bir gruptur. Bunlarin ¢ogu
ndtral ya da bazik proteinlerdir. Hidroliz yoluyla 18 aminoasit iiretirler ve yliksek oranda
lizin, aspartik asit, glutamik asit ve tirozin igerirler. Zincirde sadece iki adet yarim sistin

rezidiisii ile bir veya iki adet triptofan molekiilii bulunur.

SE’ler higroskobik ozellik gostererek su ve tuzlu soliisyonlarda ¢ozilinebilme
ozelligine sahiptirler. Enterotoksinler pH<2’de pepsin hari¢ insan intestinal sisteminin

proteolitik enzimlerine direnglidir.

SE’lerin 1stya dayanikliliklar1 lizerine yaptiklar1 bir ¢alismada, SEA ve SEB’nin
100 Cde 90 dakikada, 120 C’de 30 dakikada, SEC’nin 100 C’de 180 dakikada, 120 C’de

60 dakikada tamamen inaktive oldugunu bildirmislerdir. Termal dayaniklilikta Snemli
kriterler; toksinin saflig1, serolojik tipi, yaklagik toksin miktari, 1s1 islemi uygulanan ortam,
ortamin pH degeri ile teshis ve saptama yontemidir. Toksinler kurumaya ve gama

1sinlarina yiiksek direng gosterirler (Katsuhiko 2002, Erol 1., Iseri O. 2004).
1.6.5.4. Stafilokokal enterotoksinlerin genetik ozellikleri

Stafilokokal enterotoksinler (SE) filogenetik iliski, yap1 ve dizilim homolojisini
paylasan stafilokokal ve streptokokal pirojenik ekzotoksinlerden (PT) olusan genis bir
familya icerisinde yer alir. Bu gruba stafilokokal enterotoksinler, toksik sok sendrom
toksininin (TSST) iki formu ve streptokoklarin pirojenik ekzotoksinlerinin bir grubu (SPE

A, B, C, F, G, H, ] ve streptokokal siiperantijen) dahildir (Ferens 1998, Erol ve Iseri 2004).

SE’ler, 5 temel serolojik tipten olusan (SEA, SEB, SEC, SED, SEE) 1s1ya dayanikl
enterotoksinlerin olug-turdugu bir gruptur. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda SE’lerin yeni
tiplerinin de var oldugu (SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK SEL, SEM, SEN ve SEO) bildirilmis
ancak bu enterotoksinlerin gida zehirlenmeleri ile iligkileri heniiz tam olarak acikliga

kavusturulamamistir (Fueyo 2001).
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1.7. Stafilokoklarin Identifikasyonu

Gram pozitif koklar olan Streptococaceae ve Micrococcaceae tamilyalarindaki
etkenleri Dbirbirlerinden ayirmak i¢in en yaygin olarak kullanilan testler asagida

Ozetlenmistir.
1.7.1. Katalaz Testi

Micrococcaceae familyalarindaki stafilokok ve mikrokoklari, Streptococaceae
familyas1 iiyelerinden ayirt edici bir deneydir. Bu test eritrosit iceren besiyerlerinde
yapilmamalidir. Cilinkii eritrositlerde katalaz enzimi bulunmakta ve deney sonunda hatali
pozitiflik gézlenmektedir. Micrococcaceae familyasi (Staphylococcus spp. ve Micrococcus
spp.) katalaz pozitif, Streptococaceae familyasi iiyeleri ise katalaz negatifdirler (Bilgehan

H. 2004).

1.7.2. Koagulaz Testi

Koagulaz enzimi plazmanin pihtilagmasinda gorev alir. Trombin katalizorliigi ile
meydana gelen fibrinojenden fibrin olusumunu saglar. Bakteriler bu enzim sayesinde
plazmay1 pihtilastirir. Olusturduklar fibrin zirhi ile kaplanarak fagositoza kars1 korunurlar.
Koagulaz testi, S. aureus’un diger stafilokoklardan ayirt edilmesinde en ¢ok dnem tasiyan
deneydir. Stafilokok kolonisi goriintiisii veren ve Gram boyasinda Gram (+) koklar
saptanan tiim izolatlarda yapilmalidir. Pigment hemoliz, mannitole etki gibi deneylerin hi¢
birisi S. aureus’ un ayriminda bu kadar degerli degildir. Tiip deneyi ve lam deneyi olmak
tizere iki sekilde yapilabilir. Tiip deneyinde stafilokoklarin besiyerine saldiklar1 serbest
koagiilaz; lam deneyinde ise kiimelestirme faktorii olarak da bilinen bagl koagiilaz
arastirilmaktadir. Lam deneyi hizli sonug vermekle birlikte, S. aureus suslarinin % 10-15’1
bu yontemle negatif sonug verebilir. Mannitolii yalniz S. aureus pargaladigi halde koagiilaz

negatif olanlar par¢alamazlar (Bilgehan H. 2004, Waldvogel P. 2000).
1.7.2.1. Lam koagulaz testi

S. aureus suslarinin ¢cogu hiicre duvarinda bagh koagulaza veya ‘clumping faktor’e
sahiptir. Bu faktor hizli hiicre agliitinasyonuna sebep olan plazmadaki fibrinojen ile direk
tepkimeye girer. Bu test kanli agar, Columbia Colistin Nalidixic Agar ya da diger

nonselektif nutrient besiyerinde iireyen kolonilerden yapilabilir. Fakat yiiksek tuz oran1 S.
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aureus’un bazi suglarinda otoagliitinasyona sebep oldugu i¢in bu test, yiiksek tuz iceren
besiyerlerinden (mannitol salt agar gibi) yapilmamalidir. Clumping faktore sahip olmayan
suslar serbest koagulaz iiretebilecegi icin, herhangi bir sus lam koagulaz testinde negatif
cikarsa bu sonug bir tiip koagulaz testi ile dogrulanmalidir. S. lugdunensis ve S. schleiferi
gibi koagulaz negatif baz1 suslar clumping faktor tiretip lam koagulaz testi ile pozitif sonug

verebilirler (Winn ve ark 2006).
1.7.2.2. Tiipte koagulaz

Bu metot ile saptanan koagulaz ekstraselliiler olarak salinir ve bir kompleks
olusturmak i¢in plazmadaki Koagulaz Reaktif Faktor-Coagulase Reacting Factor (CRF) ile
reaksiyona girerek stafilotrombin olusturur. Stafilotrombin de fibrinojenle reaksiyona
girerek fibrin olusumunu tetikler. Bazi suslar, 35°C’de uzayan inkiibasyon periyodunda
pihtinin ¢oziilmesine sebep olan fibrinolizin iiretecegi i¢in testler 35°C°de 4 saat
inkiibasyondan sonra oda 1sisina alinmalidir ve 18-24 saat sonra tekrar okunmalidir.
Nadiren bazi S. aureus suslar1 koagulaz negatif olabilmektedir (Winn ve ark 2006).
Yukarida sozii edildigi gibi hem tiip hem de lam koagulaz testi i¢in Onerilen ortam
EDTA’L tavsan plazmasidir. Enterococcus tiirleri gibi organizmalar sitrat1 kullanabildigi
icin sitrath plazma kullanilmamalidir. Sayet katalaz testi yapilarak stafilokok oldugu kesin
tanimlanmamugsa yanlis pozitif sonuca gidilebilir. Insan plazmasi gesitli miktarda CRF ve
antistafilokokal antikorlar igerdiginden koagulaz testi yapmada kullanilmamalidir (Winn
ve ark 2006). Tiip koagulaz testi S. aureus identifikasyonu i¢in referans testdir. Bu test,
pozitif sinyal veren kan kiiltiiriinden dogrudan tavsan plazmasi icerisine inokule edilerekte

yapilabilir (Winn ve ark 2006).
1.7.3. Mannitol fermentasyonu

Kanigtk bakteri florasi igeren materyalden stafilokoklarin ayirimi igin
kullanilmaktadir. S. aureus mannitolii daima kullanir. Reaksiyon mannitoliin asit
bilesiklere donlismesine dayanir. S. epidermidis mannitol fermentasyonu yoniinden nadiren
pozitiftir. Mannitole etki etmesi, koagiilaz testinden sonra S. aureus’u diger

stafilokoklardan ayirt etmede en yararl testtir (Bilgehan 2004, Waldvogel 2000).
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1.7.4. Basitrasin direnci

Micrococcaceae  familyasindaki ~ Micrococcus  cinsi  basitrasine  duyarls,
Staphylococcus cinsi basitrasine direnglidir (Falk ve Guering 1983).

1.7.5. Novobiocin direnci

S. saprophyticus ve c¢ok nadir olarak izole edilen bazi koagulaz olumsuz
stafilokoklar (S. cohnii, S. lentus, S. sciuri ve S. xylosus) bu antibiyotige direngli oldugu

halde S. epidermidis ve S. aureus duyarhidir (Bilgehan 2004).
1.7.6. Glukoz fermentasyonu deneyi

Micrococcaceae familyasindaki Micrococcus genusu oksidatif, Staphylococcus

genusu fermantatif etki verir (Bilgehan 2004).

1.7.7. Amplifikasyon ve Dizi analizi

Molekiiler tanisal yoOntemler, geleneksel yontemler kullanarak identifikasyon
yapilmas1 zor veya imkansiz olan infeksiydz etkenlerin tanimlanmasinda en degerli
yontemler olarak kabul edilmektedirler. Infeksiydz hastaliklarin molekiiler tanisi
cogunlukla niikleik asit odaklidir (Mehndiratta ve ark 2009).

Bakteri ribozomlarinin 30S ve 50S alt birimlerinden elde edilen 5S ve 16S
rRNA’larin baz dizileri ¢caligmalarda ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. rRNA’lar biitlin
mikroorganizmalarda bulunurlar ve mikroorganizma evrimi ile iliskililerini aragtirmada
idealdirler. Biitlin ribozomlardaki islevleri aynidir; sabit ve kritik rolleri nedeni ile de
yapilar1 zaman boyunca ¢ok az degisir. Ana filogenetik gruplarin ¢cogunda 16S rRNA bir
veya daha c¢ok karakteristik niikleotid dizilerine sahiptir; bunlara ‘‘oligoniikleotid
imzalar’”  denir. 16S rRNA gen sekanst 1980°’li yillardan beri bakterilerin
siiflandirilmasinda ve genotipik analizleri i¢in 6nemli bir arag¢ olarak kullanilmaktadir. Bu
yontemlerin kullanilmasiyla pek ¢ok yeni cins ve tiir ayrilmistir. rRNA mutasyonlardan en
az etkilenen genetik materyaldir. Bu amagla arastirilan 16S rRNA, rRNA 30 S alt
{initesinde yer alan bir dizidir. Ozellikle kiiltiirde {iretilmemis veya klasik yontemlerle zor
identifiye edilebilen bakterilerin identifikasyonu i¢in 16S rRNA hedef dizidir. 16S
rRNA’nin birkag bolgesi tiim bakterilerde ¢ok iyi korunmustur. Bu korunmus bolgelerden

secilen primerler tiim bakterilerde 16S rRNA amplifikasyonunu saglar ve bunlara iiniversal
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primerler denir. Cogaltilan bolgeler ayn1 zamanda tiir identifikasyonunu saglayan 6zgiin
degisken bolgeleri de igerir. Bundan dolayr 16S rRNA gen sekansina dayali analiz
yontemleri insanlarda klinik tam laboratuarlarinda bakteriyel izolatlarin identifikasyonunda
kullanilan 6nemli bir yontem halini almistir (Woo ve ark. 2000). Bakterilerin 16S rRNA
sekansina dayali molekiiler identifikasyonu veteriner klinik sahada karsilagilan bakterilerin
tanimlanmasinda da kullamlmaya baslanmistir. Ozellikle veteriner rutin teshis
laboratuarlarinda Koagulaz Negatif Stafilokoklar i (KNS) tiir diizeyinde identifikasyonlari
zor ve zaman alict oldugundan bu yontem tercih edilmektedir. Gliniimiizde bazi KNS’larin
da artik mastitise neden olan 6nemli patojen mikroorganimalar olduklar1 bilinmektedir. Bu
nedenle KNS olarak tanilanan etkenlerde tiir diizeyinde identifikasyon, yapilmasi gerekli
bir analiz olarak ele alinmaktadir. Sekans yontemi i¢in bakterinin izolasyonu, bunlardan
DNA ekstraksiyonu ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 16S rRNA geninin
cogaltilarak sekanslanmasi gerekmektedir (Woo ve ark. 2000).

1.7.8. Lateks agliitinasyon

Bu yontemde plazma ile kaplanmis lateks pargaciklart kullanilir. Latekse bagli
fibrinojen clumping faktorii saptar. Ayrica pargaciklarda bulunan immunglobulin
molekiilleri stafilokokal hiicre duvari proteini olan protein A’y1 da saptayabilir. Bu protein,
IgG molekiillerinin Fc reseptorii ile baglanabilmektedir. Bir agar plagindan alinan
kolonilerin test materyali ile karigmasi sonucu lateks-mikroorganizma siispansiyonu hizli
bir kiimelesme gosterir. Ayrica S. lugdunensis ve S. schleiferi’nin bazi suslart da clumping

faktor {iretir ve bu test ile pozitif reaksiyon verebilir (Winn ve ark 2006).
1.7.9. Pasif hemagliitinasyon

Eritrositler ya da sentetik olarak hazirlanmis polistiren lateks gibi pargaciklar,
cesitli yontemlerle ¢ok cesitli antijenlerle kaplanabilirler. Bu sekilde kaplanmis oldugu
antijenin tastyicist durumuna gelen eritrosit ya da parcaciklar, elektrolitli ortamda bu
antijenlerin antikorlari ile karsilastiklarinda agliitinasyon verirler. Dolayli hemagliitinasyon
denilen bu testler ¢ok duyarli olup, ortamda ¢ok az antikor bulunmasi bile sonu¢ vermek
icin yeterlidir. S. aureus hicrelerinin yiizeyindeki clumping faktorii saptamak icin

fibrinojen ile sensitize edilmis koyun eritrositleri bu amagla kullanir (Winn ve ark 2006).
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1.8. S. aureus icin ek dogrulayici testler
1.8.1. Deoksiriboniikleaz (DNAse) testi

Baz1 S. aureus suslar zayif ya da siipheli tiip koagulaz reaksiyonu olusturabilirler
ve nadiren gergekten koagulaz negatif olabilirler. Bu vakalarda koagulaz ile ¢ok iyi uyum
gosteren ek testler yapmak gerekebilir. S. aureus endoniikleolitik ve ekzoniikleolitik
aktiviteye sahip olan DNAse ve termostabil niikleaz iiretir (Gudding 1983). Bu enzimlerin
her ikisi de niikleik asiti hidrolize eder. DNA’se iceren bakteriler, DNA iceren besiyerinde
DNA’y1 pargalayip oligoniikleotidler olustururlar. Bu deneyde DNA’l1 plak besiyerine saf
kiiltiirden ¢izgi ekimi yapilip 35°C’de 18-24 saat bekletildikten sonra plak yiizeyine 1 N
HCI damlatilmasina dayanir. Bakteri DNAse yapiyorsa ekim ¢izgisinin ¢evresinde saydam
bir zon olusur. Endikatdr olarak besiyerine toluidin mavisi konulmus ise DNA’se
varliginda bakteriler ekim ¢izgisi ¢cevresinde parlak pembe bir zon olustururlar. Indikator
olarak Methyl green konmus besiyerinde ekim ¢izgisi etrafinda besiyerinin yesil rengi
acilir (Brakstad ve ark 1995). Besiyerine katilan toluidin mavisi DNAse aktivitesini
maskeleyebildigi i¢cin % 0.005’1i agmamalidir. Bu test S. aureus’un identifikasyonunda ek
bir test olarak yardimci olmakla birlikte bagka Stafilokoklar da pozitif DNA’se reaksiyonu
verebilir (Waller ve ark 1985).

1.8.2. Termostabil endoniikleaz testi

Bu test icin yine aynt DNAse test besiyeri kullanilir. Sadece agar igerisinde 3 mm
capinda cukur agilir ve 15 dakika su banyosunda kaynamis 24 saatlik sivi kiiltiir ile bu
kuyucuklar doldurulur. Plaklar 35°C’de 1 gece inkiibe edilerek g¢ukurlarin cevresinde
pembe bir hale olusup olugmadigi izlenir. Bazi hayvan izolatlar (S. caprae, S. schleiferi, S.
intermedius ve S. hyicus gibi) 1siya direngli termoniikleaz tretir. Baz1 koagulaz negative
stafilokoklar (S. epidermitis, S. simulans, S. capitis, S. carnosus gibi) zayif pozitif
reaksiyon verebilirler. S. aureus endoniikleaz testinin 6zgilliigli, S. aureus enzimlerine
kars1 hazirlanmis monoklonal veya poliklonal antikorlarla seroinhibisyon reaksiyonu veya
S. aureus 1s1 stabil endoniikleazin1 kodlayan nuc geni PCR ile gosterilerek dogrulanabilir

(Mason ve ark 2001).
1.8.3 Mannitol fermentasyonu

S. epidermidis ve diger koagulaz negatif tiirlerin aksine, S. aureus mannitolii

fermente edebilir. S. aureus’un digki, ¢evre ve nasal tasiyicilarda taranmasinda bu 6zelligi
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kullanilir. Kullanilan besiyeri “mannitol salt agar”dir. Bu besiyeri mannitol (% 1), NaCl
(% 7.5), fenol kirmizist ve peptonlar igerir. Bu yiiksek tuz konsantrasyonu, enterekoklar
disindaki diger mikroorganizmalarin iiremesini engeller ve segici olarak Stafilokoklar tirer.
Izole edilen S. aureus kolonileri, cevresinde mannitolden asit olusumunu gdsteren sar1 bir
zon varligi ile saptanabilir. Nadiren bagka stafilokok tiirleri de mannitolden asit iiretebilir.
Bu sebeple bu besiyerinde iiretilen mannitol pozitif organizmalar kanli agar besiyerine
pasajlanip koagulaz iiretimi agisindan test edilmelidir (Winn ve ark 2006). S. aureus’un
identifikasyonunu saglayan molekiiler yontemlerin ¢ogu PCR bazhdir. Ik testler
identifikasyonu dogrulamak i¢in amplifikasyon {iriinlerini Southern blotlamasini
gerektiriyordu (Brown ve ark 2005). Fakat daha sonra, tiire spesifik hedef bdlgelerin
amplifikasyonu i¢in diizenlenmis, protein genleri gibi hedef bolgeler iceren primer araligi
gelistirildi. Niikleaz (nuc), koagulaz (coa), protein A (spA) ve yiizey-iligkili fibrinojen-
baglayan protein genleri gibi genler de S. aureusun tanimlanmasinda 6nemlidir. Ayrica
Stafilokokal Metisilin direncinin tespiti i¢in mecA ve 16S rRNA gibi spesifik gen
bolgelerini degerlendiren multipleks PCR yontemi de mevcuttur (Grisold ve ark 2002).
Ticari olarak bulunan real-time PCR ile basar1 saglanmistir (Levi ve ark 2003). Real-time
PZR, ekipmani olmayan rutin laboratuvarlarda PCR’ye alternatif sunmak i¢in bir
kolorimetrik mikrokuyucuk formatinda, coa geninden mRNA transkripsiyonunun
izotermal sinyal aracili amplifikasyonu kullanan yeni molekiiler bir yontem de

gosterilmistir (Levi ve ark 2003).
1.9. Epidemiyoloji

Stafilokoklar dogada ¢ok yaygin olarak bulunan Gram pozitif bakterilerdir.
Fizyolojik olmayan ¢evre kosullarina uzun siire dayanabilirler, yiiksek tuz ve lipid iceren
ortamlarda iireyebilirler (Bilgehan H. 2004). Firsat¢1 patojen karaktere sahip olan bu
etkenler, hayvanin stres altinda kalmasi ve her tiirlii yaralanma sonucunda etkenin aktive
olmasina ya da acilan portantrelerden viicuda girmesine sebep olur. insan ve hayvanlarda
farklr klinik tablolarla seyreden hastaliklara neden olurlar. Hayvanlarda stafilokoklardan
ileri gelen baslica infeksiyonlar; mastitis, botriyomikozis, enzootik piyemi, artritis ve gida
zehirlenmeleridir (Waldvogel PA. 2000). Stafilokoklar her yerde bulunabilirler. Insan ve
hayvanlarin derilerinde Koagulaz Negatif Stafilokoklar vardir ve nemli deri kivrimlariin
S. aureus’la gegici kolonizasyonu yaygindir. Yeni doganda kesilmis gobek kordonu, deri
ve perineal bolgenin S. aureus’la kolonizasyona sik rastlanir. S. aureus ve Koagulaz

Negatif Stafilokoklar’in orofarinks, gastrointestinal sistem (GIS) ve iirogenital sistemde de
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bulunurlar. Biiyiik ¢cocuk ve erigkinlerde kisa siireli veya kalic1 S. aureus tastyiciligi, on
nazofarinkste orofarinksten daha yaygindir. Normal saglikli erigkinlerin yaklasik %
15’inde nazofaringial S. aureus taysiyiciligi bulunmakla birlikte yatan hastalar, saglik
personeli, ekzematdz deri hastalig1 olanlar ve siirekli ila¢ kullananlarda daha yiiksektir.
Mukozal epitele bu mikroorganizmalarin yapismasi stafilokokal hiicre yiizey adezinleri

tarafindan saglanir (Murray ve ark 2005).

S. aureus infeksiyonlarinin insanlarda dogal seyri Ozetlenecek olursa; pek¢ok
yenidogan, c¢ocuk, yetiskinler ve hayvanlarda S. aureus ile kolonize olurlar ve bu
mikroorganizmay1 tercihen nazofarenkslerinde, bazen cilt ve giysilerinde, daha nadiren
vajinalarinda ya da rektum ya da perineal bolgelerinde barindirirlar. Bu bolgelerdeki S.
aureus cilt veya miikoz membranlardaki herhangi bir bolgeyi hayvandan hayvana transfer
yoluyla, aerosol yolla veya direk kontakt yoluyla diger konaklari kontamine ederler.
Miik6z membranlar ve cilt, yerel doku invazyonuna karsi ¢ok etkili bir mekanik bariyer
olustururlar. Bu bariyer incinme ya da cerrahi ile bozulursa, S. aureus alttaki dokuya
girebilir ve nekrotik doku, fibrin ve ¢ok sayida canli ve 6lii polimorfoniikleer 16kositten
olusan lokal bir abse lezyonuna yol acabilir. Daha sonra ¢ogalan bakteriler lokal fagositik
mekanizmalar1 asabilir ve lenfatik kanallara ve kan dolasimina girebilirler. Bunu izleyen
stafilokokal bakteriyemi korkutucu bir komplikasyondur ve metastatik infeksiyonlara ve
6lime yol acabilir (Waldvogel PA. 2000). Metisiline direngli S. aureus infeksiyonlari
1970’lerin sonlarina dogru oncelikle Avrupa’da daha sonra Amerika’da endemik olarak
goriilmeye baslanmistir. Daha az siklikta olmakla birlikte, MRSA’lar yasli bakim evleri,
kresler ve kronik intravendz ila¢ kullanicilar1 gibi toplum kaynakli infeksiyonlarda da
etken olabilmektedir. Nazokomiyal infeksiyonlarin yaklasik 2/3’4i yogun bakim
birimlerinde gorilmektedir. Metisiline direngli Stafilokoklarin kolonizasyon veya
infeksiyon olusturmasinda, uzun siireli hospitalizasyon, cesitli antibiyotiklerle ve uzun
stireli tedavi, Metisiline direngli stafilokoklarla kolonize veya infekte hastalarla ayni kapali
ortamda bulunma hastalara ait 6nemli risk faktorlerini olusturmaktadir (Durupiar 2001).
Yanik vakalarindaki bireylerde bu risk oldukga yiiksektir. Bu nedenle, nazokomiyal
kokenli S. aureus infeksiyonlarinin identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik paternlerinin
erken ve dogru olarak tespiti son derece dnemlidir (Durupinar 2001). Son yillarda, tiim
diinyada oldugu gibi lilkemizde de hastanede yatan hastalardan izole edilen S. aureus

suslarinda Metisilin direncinde ciddi artislar saptanmaktadir (Derbentli 2005).
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1.10. Stafilokoklarin antibiyotik direnci

S. aureus epitel hiicrelerine diger bakterilerden daha fazla tutunma yetenegindedir.
Son on yilda nosokomial epidemilere yol agcan mikroorganizmalarin epidemiyolojisinde
onemli degisiklikler olmus ve Gram pozitif koklar 6n plana ge¢mistir. Epidemilerin
yaklagik yarisindan fazlast MRSA suglar tarafindan olusturulmaktadir (Schaberg ve ark.
1991).

Stafilokoklarda esas sorun son yillarda giderek artan oranlarda goriilen metisilin
direncidir. Direng bir bakterinin Beta-laktam grubu veya hiicre duvari sentezini inhibe eden
diger antibiyotiklerin 6ldiiriicli, cogu zaman litik etkisine kars1 6liim oranlarinin azalmasi
olarak agiklanmistir. Klinik materyallerden izole edilen Stafilokok suslarinin % 85-90’1 ve
toplumdan izole edilenlerin yaklasik o kadari olusturduklar1 beta laktamaz nedeniyle
penisiline diren¢ kazanmiglardir. Bunlarin yaninda metisilin, oksasillin, nafsillin gibi beta
laktamaza direngli penisilinlere karsida gittikce artan oranda diren¢ kazanmaktadirlar.
Diinya ¢apinda sik goriilen bakterilere karsi direng olayr hem gelismis hem de gelismekte

olan tilkelerde artmistir (Akalin 1994).

Bakteriler tarafindan iiretilen beta laktamaz, Beta-laktam grubu antibiyotiklere
(penisilin G ve ampisilin gibi) baglanarak onlar1 hidrolize eden ve bu yolla bakteriyel
dirence neden olan enzimdir. Bu tiir direng beta laktam antibiyotiklerin beta laktamaz

inhibitdrleri ile kombine edilmesiyle ortadan kaldirilalabilir (Unal S. 2006).

Metisilin direncli stafilokoklar metisilin duyarl stafilokoklardan farkli olarak mecA
genine sahiptir. Bu gen, B-laktamaz direngli antibiyotik grubundaki metisilin, oksasillin
gibi antibiyotiklere diisiik 1ilgi gosteren penisilin baglayan protein PBP2a’nin
sentezlenmesinden sorumludur (Hartman ve Tomas 1986). MRSA izolatlar1 PBP2a iiretir.
PBP2a beta laktamlara diisiik afinitelidir ve bu nedenle beta laktam antibiyotiklerle
karsilastiginda, beta laktam antibiyotigi baglayamaz ve hiicre duvar sentez fonksiyonunu

stirdiiriir (Chambers 1997).

Ozellikle metisilin direngli S. aureus dnemli bir hastane patojenidir. Baz1 MRSA
suslar hizla yayilabilme kapasitesine sahiptir. Bu suslar yayilma kapasitesi olmayan diger

MRSA suglarindan ayirt edilebilmek icin epidemik olarak tanimlanmaktadir. MRSA
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suslarinin bir ortamdan bagka ortama transferi canli veya cansiz ¢evre araciligi ile olur ve

genellikle temas yolu ile bulasir (Koksal 1. 1992).

Toplum kokenli (TK) MRSA olarak tanimlanan infeksiydz etkene bagh
hastaliklarin insidansinda bir artig oldugu bildirilmekte, hatta bazi iilkelerde TK MRSA’ya
bagl salginlar yasanmaktadir. Baglangigta TK MRSA’nin hastane kdkenli (HK) oldugu ve
hastane disina tasarak topluma yayildig diisliniilmiis olsa da, yapilan klinik ve molekiiler
calismalar sonucunda, durumun boyle olmadigi anlasilmigtir (Hiramatsu ve ark. 2002,
Unal 2006). HK MRSA suslar1 ¢oklu ilaca direngli, klonal ve bazi risk faktorlerinin
varligiyla iligkiliyken, TK MRSA az sayida ilaca direngli ve daha siklikla da poliklonaldir.
Aslinda hem TK MRSA hem de HK MRSA suslart igcinde mecA geni bulunduran
stafilokokkal kromozom mec (SCCmec) gen kaseti tastyor olsa da, bunlarin biiyiikliikleri
ve kokenleri ¢ok farklidir (Hiramatsu ve ark. 2002).

S. aureus suslarinda su ana degin saptanmig bes SCCmec tipi vardir. Gen
elemanlar1 boyut, icerik ve antimikrobiyal diren¢ ekspresyonu agisindan farklilik gosterir.
SCCmec tip I, II ve III esas olarak hastanede kazanilmis metisilin direngli S.aureus
suslarinda bulunur. Bunlar plasmid veya transpozabl genetik elemanlar iizerinde tasinir.
SCCmec tip II ve III ¢oklu beta-laktam dis1 antimikrobiyallere dirence neden olurlar.
SCCmec tip IV ve V tipik olarak toplumda kazanilmis metisilin direngli S. aureus
suslarinda bulunur. Bu SCCmec tiplerinin boyutlar1 daha kiigiiktiir ve diger ¢oklu ilag
direng genlerini tasimazlar (Unal S. 2006).

1.11. Tedavi

Stafilokoklar antibiyotiklere ¢abuk diren¢ gelistirdiklerinden, uygun antibiyotigin
secimi i¢in antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi gereklidir. Antibiyotiklere direng
gelisimi Ozellikle S. aureus suslarinda daha ¢ok goriilmektedir. 1940’11 yillarin baslarinda
penisilin G stafilokok infeksiyonlarinda basari ile kullanilmis, ancak bu yillarin sonunda
penisilin G’ye direngli suslar izole edilmeye baslanmistir. Penisilin G giiniimiizde, S.
aureus suslarinin cogunun beta laktamaz iiretmeleri nedeniyle stafilokokal infeksiyonlarin
tedavisinde kullanilamaz duruma gelmistir. S. aureus suslarinin timii 1951°de eritromisine
duyarli iken, 6 ay kadar sonra bu antibiyotiklere kars1 da diren¢ gelismistir. Metisiline
direngli S. aureus suslarimin ¢ogu, basta diger beta laktam antibiyotikler olmak {izere,

aminoglikozidlere ve tetrasikline de direnglidirler (Cengiz A. 1999).
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Stafilokoklarin neden oldugu mastitislerin tedavisinde istenilen sonuglarin
alinamamas1 stafilokoklara karsi yeni ve etkili antibiyotiklerin gerekliligini ortaya
koymustur. Stafilokok infeksiyonlarina kars1 Beta-laktam (penisilin ve sefalosporin) grubu
antibiyotikler kullanilmaktadir. Ancak, stafilokoklar arttk Beta-laktam grubu
antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanmakta ve antibiyotigi etkisiz hale getiren Beta-laktamaz
enzimi sentezlemektedirler. Mastitisli siitlerden izole edilen stafilokoklarda Beta-laktamaz
aktivitesi tespit edilmistir. Stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde penisilin ve
sefalosporinler gibi Beta -laktam antibiyotiklere gore Beta -laktamazlara dayanikli olan
antibiyotikler (sefoksitin, metisilin, oksasilin, kloksasilin) gelistirilerek hem beseri hem
veteriner sahada kullanima girmistir. Fakat son otuz yilda metisiline direngli suslarin
gelismesi stafilokokal infeksiyonlarin tedavisinde tiim diinyada 6nemli sorun olmus bu

infeksiyonlarda tedavi, basari oranim diisiirmiistiir (Unal ve Akhan 1996).

Giliniimiizde S. aureus infeksiyonlarinda kullanilan baslica antibiyotikler arasinda
en Onemlilerinden birisi penisilinaza direngli penisilinler (antistafilokokal penisilinler:
metisilin, nafsilin) ve izoksazolil penisilinler (kloksasilin, dikloksasilin, flukloksasilin ve
oksasilin) bulunmaktadir. Beta laktam antibiyotikler bakteri hiicre duvarinda yer alan
penisilin baglayici proteinleri (PBP) inhibe ederek etkilerini gostermektedir. Metisiline
duyarli ve direncli stafilokoklar arasindaki temel fark PBP’lerdedir. Metisilin direnci PBP
2 ya da 2a denen proteinin varhigina baghidir. Bu protein duyarli suslarda
bulunmamaktadir. Direncin nedeni olan 2a’y1 kodlayan gen kromozomal DNA {izerinde
“mec” olarak adlandirilan bélgededir. PBP’lerde olusan degisiklikle meydana gelen
metisilin direnci, beta laktamlara genel direncin ifadesidir. Bu nedenle metisiline direncli

stafilokoklarla  olusan infeksiyonlarin tedavisinde beta laktam antibiyotikler

onerilmemektedir (Witte 1999).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC
2. 1. 1. izolasyon Ornekleri

Yapilan bu tez calismasinda 2010 yili yaz aylarinda Aydin ili ve c¢evresinde
bulunan laktasyon doneminde olan 50 adet kil kegisi ve 50 adet Saanen kegisinin her
birinden siit, deri, vaginal mukoza ve burun mukozasindan olmak iizere toplamda 400 adet

ornekleme yapildi.
2. 1. 2. Besiyerleri, Ayiwraglar, Solusyonlar ve Antibiyotik Diskleri

2. 1. 2. 1. Besiyerleri

2.1.2.1. 1. Blood Agar (Merck 1. 10886)
Blood Agar. ... ..o 40 ¢g
DiStile SU. ..ot 1000 ml

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanmig, onbes dakika otoklav edildikten sonra,

50°C’ye kadar sogutulup, i¢ine % 7 oraninda steril insan kani ilave edildi.

2. 1. 2. 1. 2. Mannitol Salt Phenol Red Agar (MSA) (Merck 1.05404)

MSA ayirt edici ve segici bir besi yeridir. Stafilokoklarin saf olarak elde edilmesi
ve laboratuvarda tanimlanabilmesi agisindan 6nemli olan mannitol fermantasyonunun

gozlenebilmesi icin MSA kullanildi.

Mannitol Salt Phenol Red Agar..................ooooiiiiiiiiiin.. 108 g

DISTILE SU. . ettt 1000 ml

Karisimin pH’s1 7,2—-7,4’e ayarlanip, onbes dakika otoklavda sterilize edildikten

sonra, 50°C’ye kadar sogutulup petrilere dokiildii.
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2.1. 2. 1. 3. Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxo0id CM 129)

Mueller-Hinton Agar............ooovviiiiiiiiiiiiiiinieen.. 38¢g
DiStIle SU...oviiii i 1000 ml
pH: 7,3+0,2

Besiyeri 38 g olacak sekilde distile su iginde kaynatilarak eritilip 121°C'de 15
dakika sterilize edildi. 45-50°C'a sogutulup steril petri kutularina 12,5 ml dokiildii.

2. 1. 2. 1. 4. Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (% 20 Gliserinli) (Oxoid CM 0225)

BHI B .o 8¢g
(€11 51 s 20 ml
DS SU. .ttt 80 ml

Karigimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 0,5 ml miktarda ependorf tiiplere dagitildiktan

sonra 121°C’de onbes dakika otoklavda sterilize edildi.

2.1.2.1.5. Trypton Soya Broth (TSB) (% 7,5 Tuzlu) (Oxoid CM 129)
TS B i 8¢g
NAC . 75 g
DISHIE SU. .ottt e 1000 ml

Karigimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlandi. 5 ml miktarda tiiplere dagitildi. 121°C’de

onbes dakika otoklavda sterilize edildi.

2. 1. 2. 1. 6. Stuart Transport Medium (Tasima solusyonlu besiyeri) (BBL™)

Kullanilan besi yerinin icerigi asagida verilmistir.

Sodium Thioglycollate ...........cccoeevieriininiiniiniiiines e 10g
Sodium Glycerophosphate ...........cccceveviinieiiniininiicicene 100 g
Calcium ChIOTIAE .......vveeiiieeiieeceeceeeeee e 0.1g
Methylene BIUE ........coooviieiiiiiiiiececeee e 2.0 mg
YN . | U PRPRUPRRRRN 30¢g
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2.1.2.

edildi.

2.1.2.

2.1.2.

1. 7. DNAse Test Agar (Merck 1.10449)
5011077/ 20g
NAC L 75 g
Deoksiriboniikleik asit..........c.ooviiuiiiiiiiiiiiii e 2g

YN e | g . ) I5¢g
DAStIE SU. .ttt e 1000 ml

Karisimin pH’s1 7,2-7,4°e ayarlandi. 121°C’de onbes dakika otoklavda sterilize

12,5’er ml miktarda steril petrilere dokiildii.
2. Solusyonlar
2. 1. TAE Elektroforez Buffer

50x konsantrasyonda stok solusyon asagidaki gibi hazirlandi:

TS BaSE. oottt 40 mM
ASEIK AT oottt 20 mM
BT A oo 1 mM

Buffer solusyonu olarak stoktan 20 ml alinip distile su ile hacim 1000 ml’ye

tamamlanarak oda sicakliginda saklandi.

2. 1. 2. 2. 2. Gel Loading Buffer (6 X)
Bromofenol mavisi........cccoouiiiiiiiii e 25 mg
SUKIOZ 4¢g
HoO oo 10 ml’ye
tamamlandi.
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2. 1. 3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

2. 1. 3. 1. Kullanilan Cihazlar

PCR 25 6rnek kapasiteli Eppendorf MasterCycler kademeli termal dongiileme

cihazinda gergeklestirildi.

2. 1. 3. 2. MgCl,, Taq DNA Polymerase, 10X Taq Buffer, ANTP Set

25 mM MgCl,, Tag DNA polimeraz (5U), 10X Taq Buffer (100 mM (Tris-HCI, pH
8,3, 500 mM KCI) 100mM deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) set (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) (Fermentas®) kullanildu.

2. 1. 3. 3. Primerler

Stafilokokal enterotoksin genlerinin tespiti i¢in aragtirmamizda kullanilan primerler

Cizelge 2. 1.’de gosterilmistir.
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Cizelge 2. 1. Stafilokokal enterotoksin genlerinin tespiti i¢in kullanilan primerler, dizileri,
amplikon biiyiikliikleri (Mork ve ark. 2010)

Gene | Primer | Sequence 5°-3’ Bant genisligi
sek fwd TTA GGT GTC TCT AAT AGT GCC AGC

sek 278 bp
sek rev AGC TGT GAC TCC GCC ATA TAT GTA
SEL-F158 | CAC CAG AAT CACACCGCTTA

sel 240 bp
SEL-R397 | CTG TTT GAT GCT TGC CAT TG
mpSEM-1 | CTA TTA ATC TTT GGG TTA ATG GAG AAC

sem 300 bp
mpSEM-2 | TTC AGT TTC GAC AGT TTT GTT GTC AT
sen fwd GCT TAT GAG ATT GTT CTA CAT AGC TGC

sen 448 bp
sen rev CAT TAA CGC CTATAACTTTCT CTT CATC
seo fwd AAG AAG TCA AGT GTA GAC CCT ATT GCT

seo 201 bp
seo rev AAT CGC TGA TGA GCT AAATTC CAC
sep fwd ATT TAC AAA AAA AGT CTG AAT TGC AGG

sep 201 bp
sep rev TGG CGG TGT CTT TTG AACC
seq fwd TGG AAA ATA CACTTT ATA TTC ACA GTT TCA

seq 201 bp
seq rev TTT TGC TTA CCA TTG ACC CAG AG
ser fwd CGG TTA GAT GTG TTT GGA ATA CCC

St ATT TGT ACT AAT TGT AAA AGA GAA CTG TTG 201°bp
S€r rev

TTT

seu fwd AAA ATA TGG AGT TGT TGG AAT GAA GTT

seu 201 bp
seu rev TTC TCT TGG GCT TTA ATG TTT GTT T

2. 1. 4. Elektroforez Cihaz1

Elektroforez islemi Biorad® marka, elektroforez tankinda, goriintiilleme islemi

Vilber Lourmat marka goriintiileme cihazinda gerceklestirildi.
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2.1. 4. 1. Agarose Jel Hazirlanisi

Agarose (Prona) ..........coooiiiiiiiii 2g
TAE (0,5X) oot 100 ml

Buffer, sise icerisindeki agarozun iizerine ilave edilip, karistirildi ve mikrodalga
firinda yaklasik 3—5 dk. kaynatilan karigim, 50°C’ye kadar sogutuldu. Etidyum bromiir
ilave edildikten sonra, halen sivi halde olan karisim, jel kalibinin igerisine yavasca,
kabarcik birakmayacak sekilde dokiildii ve igerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak
olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakildi. Sogutulan jel,

kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez tankina dikkatlice yerlestirildi.

2.1.4. 2. Marker
Marker olarak 100 bp lik DNA ladder (Fermentas®) kullanildi.
2. 1. 4. 3. Etidyum Bromiir

Elektroforez isleminden 6nce goriintiileme i¢in jelin boyanmasinda Biochemica®
marka % 1’lik Ethidium Bromiir 50°C’ye kadar sogutulan agaroz jel igerisine 5 pul

miktarinda eklenerek kullanildi.

2. 1. 4. 4. Standart Suslar

Tim testlerde kalite kontrol suslar1 olan Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve
Staphylococcus aureus ATCC 25923 kontrol olarak kullanildi.

2. 2. Yontem

2. 2. 1. Orneklerin alinmasi

2. 2. 1. 1. Siitler: Her siit 6rnegi alinirken, meme baslar1 su ve siinger yardimi ile
temizlenip kurulandi ve % 70’lik alkol ile silindi. Eller sabunla yikandiktan sonra eldiven
giyilip meme bagindaki saprofit bakterileri uzaklastirmak i¢in ilk birka¢ ml siit atildi. Steril

enjektorler icine 5 ml miktarda alindi.
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2. 2. 1. 2. Burun svap: Siiriintiiler her iki taraf burun konkasinin 1/3'lik 6n kismindan
serum fizyolojikle 1slatilmis steril pamuk ekiivyonlarla saga ve sola birka¢ kez ¢evirmek

suretiyle alinarak Stuart Transport Medium’a konuldu.

2. 2. 1. 3. Deri svap: Siiriintiiler gluteal bolgeden serum fizyolojikle 1slatilmis steril pamuk
ekiivyonlarla saga ve sola birka¢ kez cevirmek suretiyle alinarak Stuart Transport

Medium’a konuldu.

2. 2. 1. 4. Vajina svap: Siirlintiiler her vajinal mukozanin orta 1/3'liik kismindan serum
fizyolojikle 1slatilmis steril pamuk ekiivyonlarla saga ve sola birkac kez ¢evirmek suretiyle

aliarak Stuart Transport Medium’a konuldu.

Alinan tiim 6rnekler soguk zincir altinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarina ayni giin getirilip
laboratuvar calismalarina baslandi. Incelemesi yapilan tiim kegi materyalleri hayvan

sahipleri bilgilendirilip, izin alinarak temin edildi.
2.2.2.S. aureus izolasyonu

Laboratuvara getirilen Orneklerden stafilokoklarin saf olarak elde edilmesi
amaglandi. Bunun i¢in, burun, deri ve vajina sivap ornekleri once % 7,5 tuzlu TSB’a
ekilip, 37°C’de 24 saat inkube edildi, buradan MSA’a gecildi. Siit 6rnekleri ise dogrudan
MSA’a ekildi. MSA’da 24-48 saatlik inkiibasyon sonunda iireyen stafilokok suslari,
fenotipik 6zelliklerinin incelenebilmesi i¢in kanli agara pasajlandi. Stafilokok suslarinin
morfolojik ve biyokimyasal oOzellikleri standart laboratuvar islemleri uygulanarak

gercgeklestirildi (Murray ve Patrick 2003).

2.2.2. 1. Fenotipik Identifikasyon

Izolatlarmn fenotipik identifikasyonlarinda kullanilan katalaz, basitrasin duyarlilik,

tiip koagulaz testleri agagidaki anlatildig: sekilde yapilarak gergeklestirildi.
2. 2. 2. 1. 1. Katalaz Testi: Bu test i¢cin besiyerinde iireyen kolonilerden steril 6ze ile
alimip temiz bir lam lizerine aktarildiktan sonra iizerine 1-2 damla % 3’liikk hidrojen

peroksit damlatildi. Katalaz enzimi olusturan bakteriler hidrojen peroksiti su ve oksijene
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ayristirdig1 icin ortamdaki oksijen ¢ikigi kabarcik olusumu ile belirlendi. Bu nedenle test
sonucu kabarciklar meydana geldiginde katalaz pozitif, kabarciklar olugsmadiginda ise
katalaz negatif olarak degerlendirildi. Streptococcus spp. katalaz negatif, Micrococcaceae
familyasindaki Micrococcus spp. ve Staphylococcus spp. ise pozitifdir (Murray ve Patrick

2003).

2. 2. 2. 1. 2. Basitrasin Duyarhhk Testi: Katalaz pozitif mikroskobik olarak Gram pozitif
kok goriiniimiindeki mikroorganizmalar Micrococcaceae grubunda kabul edildi. Bu
suslardan tek bir koloni TSB’da firetildikten sonra MHA’a ekim yapilmis ve ekim
bolgesinin iizerine basitrasin diski yerlestirildi. 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildikten sonra

basitrasine direncli suslar Staphylococcus spp. olarak ayrildi (Koneman ve ark 1997).

2. 2. 2. 1. 3. Koagulaz Testi: Calismada, kullanilan bakterilerin koagulaz testleri tiipte
gerceklestirildi. Bunun i¢in incelenecek koloni, i¢erisinde 0,8 ml serum fizyolojik ve 0,2
ml EDTA’l1 tavsan plazmasi (Bactident Coagulase, 1.13306.0001 Merck) bulunan bir tiipe
ekildi. 37°C’deki benmaride birakilarak 1, 2, 4, 8 ve 24. saatlerde pihtinin olusmasi
gozlemlendi. Koagulaz enzimine sahip tiirlerin kan plazmasini koagiile etmesi sonucunda
test tiipiinde katilasma meydana gelirse, test sonucu pozitif, katilasma meydana gelmiyorsa
negatif olarak degerlendirildi. Elde edilen tiim koagulaz pozitif suslar daha sonra

kullanilmak tizere, % 20 gliserinli BHIB igerisinde -80°C’de saklandi.

2. 2. 2. 1. 4. Mannitol Fermentasyonu: Katalaz ve koagulaz testi pozitif olan suslar
bakterilerin mannitol salt agara ekimleri yapildi. 37 © C’de 24 saatlik inkubasyondan sonra
izole edilen S. aureus kolonileri, ¢gevresinde mannitolden asit olusumunu gdsteren sar1 bir

zon varlig ile saptandi.

2. 2. 2. 1. 5. Glukoz Fermentasyonu: Yarikat: glukoz besiyerine S. aureus kolonilerinden
ekimler yapildi. 37 °© C’de 24 saatlik inkubasyondan sonra besiyerinin sari renge

doniismesi ile S. aureus identifikasyonu dogrulanda.
2. 2. 2. 1. 6. DNAse Testi: DNA’l1 besiyerine S. aureus kiiltiirtinden ¢izgi ekimi yapilip

35°C’de 24 saat bekletildi, daha sonra agar ylizeyine 1 N HCI damlatildi. Ekim ¢izgisinin

cevresinde saydam bir zon olusmast ile S. aureus identifikasyonu dogrulandi.
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2. 2. 2. 2. Genotipik Identifikasyon

Fenotipik olarak S. aureus oldugu belirlenen tiim izolatlarin genotipik
identifikasyonlar1  stafilokokal enterotoksin genleri varhiginin spesifik primerler
kullanilarak PCR ile incelenmesi sonucunda yapildi. PCR i¢in 6ncelikle izolatlardan

kromozomal DNA ekstraksiyonu yapildi.

DNA Ekstraksiyonu

S. aureus suslarindan total DNA ekstraksiyonu ticari bir genomik DNA
ekstraksiyon kiti (Fermentas®) kullanilarak iiretici firmanin dnerdigi sekilde asagidaki gibi

gergeklestirildi:

*Bir 6ze dolusu stafilokok kiiltiirii 400 pl lizis solusyonu ile siispanse edildi.

65°C’de 5 dk inkiibe edildi.

*600 pl kloroform ilave edildikten sonra 10.000 rpm.de 2 dk santrifiij yapildi.

Siipernatant atild1.
*800 pl presipitasyon solusyonu pelet lizerine ilave edildikten sonra oda
sicakliginda 1-2 dakika karistirildi.

*10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra DNA igeren pelet 1.2 M NaCl

solusyonunda ¢ozdiiriildii.

*300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°C’de bekletildi. 10.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildikten sonra % 70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl steril
distile suda ¢oziildii. Her bir PCR reaksiyonu i¢in 5 ul template DNA kullanildi.

2.2.2.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu PCR

Genotipik olarak S. aureus oldugu belirlenen tiim suslarda enterotoksin genlerinin
varlig1 incelendi.

Tiim PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢in PCR amplifikasyonu 50 pl toplam
hacimde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon c¢ozeltisi 1X, magnesium kloriir
(MgCly) 4 mM, dNTP 0,2 mM, primer (her biri i¢in) 0,4 pmol, Taq DNA polymerase 1,5
U, Template DNA (her bir 6rnek i¢in) 300 nM olacak sekilde gergeklestirildi. Kullanilan

malzemeler ve voliimleri Cizelge 2. 2.”de belirtilmistir.

38



Cizelge 2. 2. Mastermiksin hazirlanma oranlari

Malzeme (Ticari) Istenen Son Konsantrasyon 1 6rnek (ul)
Tag Buffer (10X) 1X 5
MgCl, (25mM) 4 mM 8
dNTP (10mM) 0,2 mM 2
Primer - F (100 pmol)* 0,4 pmol 1,35
Primer - R (100 pmol)* 0,4 pmol 1,35
Taq Polimeraz (5U) 15U 0,4
ddH,0 Son Voliime Tamamlanir 26,9
Template DNA 300 nM 5
TOPLAM 50

* Her bir forward ve reverse primer ¢ifti i¢in

Mastermiks hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tiipler, O6rnek adedi kadar
numaralandirilip, iclerine 45’er pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 5’ser pl alinip, ilgili tiiplerin iclerine eklenerek ve agizlari
stkica kapatildi. Hazirlanan tlipler daha sonra termal dongiileme cihazlarina yiiklenip,
programlandi. Enterotoksin gen analizlerinde kullanilan PCR iglemine ait 1s1l dongii ve

siire diyagramu sirasi ile Cizelge 2. 3’ de gdsterilmistir.
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Cizelge 2. 3. Multipleks PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicakhk Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 95°C 10 dk
Denatiirasyon 95°C 20 sn
Baglanma 35 55°C 20 sn
Uzama 72°C 20 sn
Son Uzama 1 72°C 10 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

2.2.2.2.2. Amplikonlarin elektroforez tankina yiiklenmesi

6x loading dye boyasindan pipetin ucuna 3 pl kadar alinip, daha sonra elde edilen
10 pl PCR iirtinleriyle karistirildi. Olusturulan karisimdan 10 pl alinarak, jeldeki uygun
pozisyondaki kuyucuga yiiklendi.

2.2.2.2. 3. Amplikonlarin elektroforez tankinda yiiriitiilmesi

Hazirlanmis olan jele, istenilen ornekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan
sonra, elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonlara baglanarak,
100 voltluk akimda 40 dk yiiriitiildi.

2. 2. 2.2.4. Goriintilleme ve Degerlendirme

Siire sonunda yiiriitiillen jel, bilgisayara bagli durumdaki transilluminator
cihazindaki (UVP Bioimaging System, EC3 Chemi HR410, Almanya) odaciga
yerlestirilerek, UV 15181 altinda fotograflanip, degerlendirildi.
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Degerlendirmede sek primerleri icin 278 bp, sel primerleri i¢in 240 bp, sem
primerleri i¢in 300 bp, sen primerleri i¢in 448 bp, seo primerleri i¢in 201 bp, sep primerleri
icin 201 bp, seq primerleri i¢in 201 bp, ser primerleri i¢in 201 bp, seu primerleri igin 201
bp uzunlugunda bant arand1 (Merk ve ark 2010).
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3. BULGULAR

Bu calismada 2010 yili1 yaz aylarinda Aydin ili ve ¢evresinde bulunan laktasyon
doneminde olan 50 adet kil kecisi ve 50 adet Saanen kecisinin her birinden siit, deri vaginal
mukoza, ve burun mukozasindan olmak iizere 400 adet Ornekleme yapilarak Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’da S. aureus
yoniinden incelendi. Izole edilen etkenlerin tiir diizeyinde identifikasyonlar1 fenotipik ve

molekiiler 6zellikleri incelenerek gergeklestirildi.

3.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

Incelenen 400 Ornegin toplam 48’inde (% 12) S. aureus izolasyonu
gerceklestirilmistir. Saanen ve kil kecisi irklar1 olmak iizere 100 adet hayvandan elde
edilen siit kokenli S. aureus izolatlarinin 8 (% 16,0)’1 Saanen 1rk1 kegilerden, 19 (% 38,0)’u
adedi ise kil kecilerinden izole edilmistir. Deri izolatlarinin ise 3 (% 6,0)’i Saanen 1rki
kecilerden, 4 (% 8,0)’1i ise kil kegilerinden izole edilmistir. Burun izolatlarinin ise 1 (%
2,0)’i Saanen irki kegilerden, 6 (% 12,0)’s1 kil kecilerinden izole edilmistir. Vajina
izolatlarinin ise 2 (% 4,0)’si Saanen k1 kecilerden, 5 (% 10,0)’i kil kegilerinden izole
edilmistir. Siit, burun, deri ve vajina kokenli S. aureus suslarin kil kegilerinden daha fazla

izole ve identifiye edildigi saptanmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. izole ve identifiye edilen S. aureus suslarinin dagilimi

Ornekleme Ornekleme sayilart Izole ve identifiye edilen Izolasyon yiizdesi (%)
S. aureus sayisi

yapilan yer

Saanen Kil Saanen Kil Saanen Kil
St 50 50 8 19 16,0 38,0
Deri 50 50 3 4 6,0 8,0
Burun 50 50 1 6 2,0 12,0
Vajina 50 50 2 5 4,0 10,0
Toplam 200 200 14 34 7,0 17,0
Genel Toplam 400 48 12,0
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3.2. PCR Bulgulan

Polimeraz zincir reaksiyonu ile ayni1 6érnekler incelendiginde toplam 48 adet izolatin
13’tinde (% 27.0) yaklasik 278 bp fragment aralifinda sek stafilokokal enterotoksin geni
tespit edilmistir (Resim 3.1). Saptanan enterotoksin genlerinden 10 (% 66,7) adedi siit
izolatlarindan, 2 (% 22,2) adedi burun izolatlarindan, 1 (% 11,1) adedi ise deri
izolatlarindan saptanmistir. Saptanan genlerin, 8 (% 42.1)’1 kil kegcilerinin siit kaynakli S.
aureus izolatindan, 2 (% 25)’i Saanen kegilerinin siit kaynakli S. aureus izolatindan, 1 (%
5,2)’1 kil kegilerinin deri kaynakli S. aureus izolatindan, 2 (% 10,5)’1 adet kil kecilerinin

burun kaynakli S. aureus izolatindan elde edilmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Saptanan enterotoksin genlerinin dagilimi

S. aureus [zolasyon sayilari Enterotoksin geni saptanan | Izolasyon yiizdesi (%)
izole edilen PCR pozitif sus sayisi
Oernekleme

: Saanen Kil Saanen Kil Saanen Kil
yeri

Siit 8 19 2 8 25,0 42,1
Deri 3 4 - 1 - 5,2
Burun 1 6 - 2 - 10,5
Vajina 2 5 - - - -

TOPLAM 48 13 27,0
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Resim 3.1. Kegi kokenli S. aureus izolatlarinda SE enterotoksin geni varhigi - M: 100 bp
isaretleyici; P: S. aureus ATCC 25923 pozitif kontrol; N: Negatif kontrol; 1: Negatif
ornek; 2-6: SE enterotoksin geni pozitif 6rnekler
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4. TARTISMA

Staphylococcus aureus izolatlarinin en 6nemli habitati hayvanlarda deridir. Ayrica
hayvanlarda mastitis, artritis, otitis, epidermitis ve iiriner sistem enfeksiyonlar1 gibi

enfeksiyonlara neden olur.

S. aureus'un ¢ok sayida susu vardir. Epidemiyolojik arastirmalarla etkenlerin alt
tiplendirmeleri yapilmakta ve bir patojenin dogadaki yayilma yollar1 ve kaynaklar1 tam
olarak belirlenerek etkili kontrol ve eradikasyon stratejileri gelistirilebilmektedir (Derbentli
1996). Tiplendirme, mikroorganizmalarin karakteristik 6zelliklerini tespit etmeye dayanan
fenotipik metotlar ile mikroorganizmalarin kromozomal ve ektrakromozomal genetik
elementlerinin analizine dayanan genotipik metotlarla yapilmaktadir. Fenotipik metotlar,
biyotiplendirme, antimikrobiyal direng testleri, serotiplendirme, faj tipi ya da bakteriyosin

tipi, elektroforetik protein tiplendirme olarak siralanabilir (Arbeit 1999).

Genotipik tiplendirme metotlari, plazmid profil analizleri, kromozomal DNA'nin
restriksiyon endoniikleaz analizi, Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi-Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RFLP-PCR), Polimorfik DNA’nin Rasgele Amplifikasyonu (RAPD-
PCR) ve Stimule Alan Jel Elektroforezi (PFGE) olarak siralanabilir. Bu tekniklerin her
birinin ayirim giicii, tekrarlanabilirlik ve tiplendirilebilirliklerine gore avantajlart ve

dezavantajlar1 vardir (Aslantag ve ark. 2006).

Glinlimiizde siit Uriinlerindeki S. aureus tilirlerini tanimlamada standart bir metod
koagulaz testtir. Fakat alinan oOrneklerden giivenilir sonuglar alinmasi igin gece boyu
inkiibe edilmesi gerekli ve bu sonuglar1 gosterebilmek i¢inde biiylik bir sorun olarak genis
tan1 ekipmanlarinin bulunmas1 gerekmektedir (Stephan ve ark., 2001). Ayrica,
stafilakoklardan kaynakli gida zehirlenmelerinde en iyi tanimlama S. aureus SE genlerini
gida materyallerinde gdstermektir. Bu durumda yani SEs profilinin (geninin) hizli bir
sekilde belirlenmesi arastirilan siiphelenilmis gida {iriinlerinde, sonucu belirleyen ¢ok

onemli bir adimdir (Cremonesi ve ark., 2005).

Bu caligmada, Aydin ili ¢evresinde bulunan laktasyon doneminde olan 100 adet

kecinin her birinden siit, deri, vaginal mukoza, burun mukozasindan toplam 400 adet
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ornekleme yapilmustir. Orneklerin % 12 sinin S. aureus pozitif oldugu tespit edildi. Daha
onceki calismalarda da kecilerde % 3 iin altinda bir oranda S. aureus tiirlerinin izole

edildigi bildirilmistir (Menzie ve Ramanoon, 2001).

Meme dokusundan baska S. aureus tiirlerinin ¢ok siklikla kolonize oldugu bir diger
bir viicut organi da burundur. Burundan alinan swaplarin yetiskin keci 6rneklerinde hemen
hemen % 70 ve oglaklarin hemen hemen % 61’inde S. aureus pozitif oldugu tespit
edilmistir. Bu bilgiler gosteriyor ki burun S. aureus tiirlerinin ke¢i ve oglaklarin dogum
siiresince veya sonrasinda kolonize olabilecegi ¢ok O6nemli bir viicut boliimiidiir. Daha
onceki calismalar gostermektedir ki siit¢li koyunlarin burun bosluklarinda bulunma orani
% 30 (Vautor ve ark.,2005) ve siit¢ii kecilerin de % 6 (Valle ve ark., 1991), siit¢ii diivelerin
de % 9’unda agiz ve burun bolgesinde (burun) S. aureus’larin kolonize oldugu
belirlenmistir. (Roberson ve ark., 1994). Diger taraftan, Norve¢ (Jorgensen ve ark., 2005)
ve Ingiltere’de (Smyth ve ark., 2005) yapilan iki calismada siitcii ineklerin burun
swaplarinda S. aureus bulunamamustir fakat bu iki siiride de yiiksek oranda S. aureus IMI

oldugu tespit edilmistir.

Dogum yapan ineklerin vajinadaki S. aureus kolonizasyonu orani (% 45) dogum
yapmadan Onceki durumunun oranlartyla (% 19) kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu
goriildii. Bu durumda dogumdan 6nce uterusun invole olmasiyla ve sekresyonlarin daha az
olmasindan dolayr daha az bir kolonizasyon meydana geldigi seklinde agiklanabilir.
Muhtemeldir ki, vajinadaki mukoz membran ve vajinal sekresyonlarda bulunan S.
aureus’lar kegilerden oglaklara bulasmada katki saglamaktadir. Bu ¢aligmada 6rneklenen
yavrular dogumlarindan sonra annelerinden hizl bir sekilde (hemen) uzaklastirildilar ve bir
kere de kolostrum verildi. Emme ve agiz-burunlarini yalama sirasinda S. aureus’lar
taginmast durumundan dolay1 bu durum ¢ok muhtemel yani olasi bir durum degildir (Mork

ve ark., 2005).

Glinlimiizde kecilerde S. aureus enfeksiyonlari ile ilgili calismalar genellikle keci
mastitisleri ile ilgili olarak calisilmigtir. Keg¢i mastitisleri kegi yetistiriciliginin en dnemli

sorunlarinda biridir (Bergonier ve ark., 2003).

Stafilokoklar i¢inde en patojen tiir olan S. aureus, diger evcil memelilerde oldugu
gibi kecilerde de akut, subakut, kronik ve gangrendz mastitislere neden olmaktadir. Diger

yandan bu etkenin meme i¢i antibiyotik uygulamalarina slime faktor, biyofilm olusturma
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ve intraselliiler 6zelligi nedeniyle siklikla direng gosterdigi ve bdylece siitle atilarak,
siiriideki diger hayvanlar i¢in 6nemli risk olusturdugu bildirilmektedir. S. aureus’un
mastitisli kegi siitlerindeki izolasyon oran1 ortalama % 4.1-14.7 arasinda degismektedir. Bu
caligsmada, kiiltlir pozitif 6rneklerin % 15.9’undan S. aureus’un izole edilmis olmasi diger
calismalarla benzerlik gostermekte olup bu veriler, S. aureus’un keg¢i mastitislerindeki
onemini gdstermektedir (Ilhan ve ark., 2011). Yaptigimiz ¢alisma gdztermistir ki patojen S.
aureus’larin sadece mastitisli hayvanlardan degil saglikli hayvanlardan da izole

edilebilecegini gostermistir.

Insan ve gida &rneklerinden izole ettikleri S. aureus izolatlarmin A, B, C, D
enterotoksinlerinden hangi toksinleri {retip iiretmediklerini SET-RPLA ve PCR
yontemleriyle belirleyerek sonuglari kargilastirmislardir. SET-RPLA testi ile elde ettikleri
sonuclara gore izolatlarin % 44’{inlin sadece SEC enterotoksinini, % 32’sinin sadece SEA
enterotoksinini, % 16’simin SED-J enterotoksinini {iirettiklerini geri kalan izolatlarin ise
birden fazla enterotoksini birlikte iirettiklerini belirlemislerdir. SEC enterotoksininin

tasiyici kisilerle gidalara tagindiklarini savunmuslardir (Fueyo ve ark., 2001).

Mork ve arkadaslar1 (2010), siit kegilerinde S. aureus incelenmesi amaciyla
bakteriyolojik analiz i¢in 7 farkl siiriiden 6rnek toplamiglardir. Bu 6rneklerden 5671 siit
orneginin 353’iinde 535 meme bast derisi svabinin 53’linde 569 nasal svabin 392’sinde
569 vajinal svabin 180°ninde S. aureus rastlanmistir. Alinan S. aureus izolatlart PFGE
yontemiyle karsilastirilmistir ve secilen izolatlar mPCR metodu ile enterotoksin varligi
arastirilmistir. Bu test sonucunda 110 6rnekte S. aureus enterotoksin geni bulunmustur. Bu
orneklerden ¢cogunlukla sec, sell ve tst genleri tespit edilmistir. Calismamizda saanen ve kil
kecilerinden S. aureus incelenmesi amaciyla bakteriyolojik analiz i¢in 2 farkli siiriiden
ornek toplamislardir. Bu 6rneklerden 100 siit 6rneginin 27’sinde, 100 deri Orneginin
7’sinde, 100 burun svabi Orneginin 7’sinde, 100 vajinal svabin 7’sinde S. aureus’a
rastlanmistir. Segilen 6rnekler mPCR metodu ile enterotoksin varligr arastirilmistir. Bu test
sonucunda 13 Ornekte sec geni tespit edilmistir. Elde edilen izolatlarin enterotoksin geni

icerdigi ve izolatlarin patojenitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir.

Brezilyada yapilan bir calismada enterotoksin kodlamakla goérevli genlerin
dagilimini belirlemek amaciyla 36 tane keci mastitisli 64 tane s1gir mastitisli hayvandan S.

aureus konvensiyonel metodlar ile izole edilmis ve mPCR ile analizi yapilmistir. Calisilan
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tiim tiirlerden 37 (% 37) sinin baz1 SEs genine sahip oldugu tespit edilmistir (Silva ve ark.,

2005).

Scherrer ve arkadaslar1 (2004), Isvigrede yaptiklari bir calismada 127 kegi ve
koyun siitii toplama tankindan 293 adet S. aureus izolati elde etmislerdir. Bu izolatlarin
123 tanesinde SEC geni, 31 SEG geni, 28 SEA geni, 26 SEJ geni, 24 SEI geni, 4 SEB geni
ve 4 SED geni tespit edilmistir (Scherrer ve ark. 2004). Bu durumun insan saghigi igin

ciddi bir tehlike arz ettigi ortaya konulmustur.

Cremonesi’nin (2005) Italyada yaptig1 bir calismada multipleks PCR yéntemi, S.
aureus 23S rRNA, koagulaz enzimi ve termoniikleazlarla birlikte enteretoksinlerden olan
sea, sec, sed, seg, seh, sei, sej, sel genlerini es zamanl tespit etmek icin gelistirildi. Bu
metod siit ve mandira tiriinlerinde bulunan ve izole edilen 93 enterotoksijenik tip S. aureus
tiriin tespiti i¢in kullanildi. Bilgiler mPCR ile toplanmistir ve sonuglar immunoassay
metodla elde edilen sonugclarla karsilastirilabilmektedir. Bunlara ek olarak, mPCR baz1 SE
genleri de ayrica c¢ogaltti ve bu toksinler immunoserolojik yontemlerle ile tespit
edilemeyecegi kanisina varildi. Multipleks ¢ogaltma islemiyle baslangi¢ olarak 1 pg DNA
ile elde edilebilecegi ve bu durumda testin miikemmel bir 6zellikte ve yiiksek hassasiyetli

bir test oldugunu gosterdi.

Sigir (n = 220) ve siit kegilerden alinan (n = 213) ¢ig siit {irtinleri (n = 82) 6rnekleri
S. aureus yoniinden analiz edilmistir. Izolatlar passive latex agglutination ile stafilokoksal
enterotoksin (SE) iiretimi (SEA-SED) test edilmis ve SE genleri de (sea—see, seg—sej)
coklu PCR ile test edilmistir. S. aureus, sigir siitii topluluklar1 6rneklerinin 165 (% 75)
inde, keci siitii topluluklart orneklerinin 205 (% 96.2) inde ve ¢ig siit {irlinlerinin
orneklerinin 31 (% 37.8) inde rastlanmistir. Enterotoksin iiretimi (ya da g¢ogalimi) S.
aureus izolatlarmm % 22,1 lik sigir ve % 57.3 lik keci siitii topluluklart icinde
gozlenirken, sirasiyla, % 52.5 lik izolat sigir siitii kiitlelerinde, % 55.8 izolat keci siitii
kiitlelerinde de SE geni bulundugu goézlemlenmistir. SEC ve sec en ¢ok tesbit edilen
olmustur. Sigir-kegi izolatlarinda SE genlerinin iistel ¢esitliligi gézlemlenmistir (Jorgensen

ve ark., 2005).

Marketlerde satilan kegi teleme peynirlerinin kalite kontrolu sirasinda 14 6rnekte S.
aureus pozitif bulunmustur. Bulunan bu 6rneklerden 64 tane S. aureus izole edilmistir. Bu

calismada Stafilokokal enterotoksin genlerini tespit etmek icin Real-time PCR, toksinleri
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tespit etmek icin enzim immunoassay (EIA) yontemleri kullamilmistir. Bu testler
sonucunda 1 ornekte SEA toksini bulunmustur. RT-PCR metodu ile 4 teleme 6rneginden
elde edilen 14 izolatta seg, sei, selm, seln, ve selo genleri tespit edilmistir (Akineden ve
ark. 2008). Calismamizda da, siit Orneklerinden izole edilen S. aureus etkenlerinin
bolgemizdeki kecilerden iiretilen siit ve siit iiriinlerinde insan sagligi agisindan tehlike

olusturabilecegi kanisina varilmistir.

2001 yilinda Omoe ve arkadaslarinin Japonya’da yaptigi bir c¢aligmada S.
aureus’dan elde edilen stafilokokal enterotoksin a ve 1 genlerinin yayilimi incelenmistir.
Bu ¢alisma i¢in insanlardan da alinan 146 isolat kullanildi. Bu izolatlar gida zehirlenmeleri
saglikli insanlar mastitisli inekler ve si8ir ¢ig siitlerinden elde edilerek multipleks PCR ile
analiz edildi. 113 tane S. aureus izolatinda bir veya bir¢ok enterotoksin geni pozitif olarak
bulunmustur. Bu enterotoksin genleri 14 genotipte siiflandirilmistir. Seg ve sei genleri S.
aureus tirlerinde bir arada bulunmuslardir. Yeni gelistirilen sandvi¢ ELISA yontemi
gostermektedir ki seh genlerini barindiran S. aureus izolatlarinda onemli, miktarda SEH
tiretimi olabilmektedir. Bununla birlikte bir¢cok S.aureus’un seg genini kapsayan ve sei
genini kapsayan izolatlarin % 60’inda SEG ve SEI toksinlerinin {iretimi tespit
edilememistir. Ancak seg ve sei genini barindiran S. aureus izolatlarindan
reverztranskriptaz PCR ile SEG ve SEI toksinlerinin iiretiminde gorevli olan mRNA’lar

kopyalanarak varligi kanitlanmistir.

Bugiine kadar, SEG, SEH, SEI veya SEJ icin ticari bir test iiretilmemistir. ilgili geni
tasiyan S. aureus izolatlar1 potansiyel SE iireticileri olarak g6z oniine alinmalidir. Mevcut
sonuclar, hem sigir hem de kegi siitii topluluklarinin % 50-60 arasinda alinan izolatlarin
potansiyel SE fireticileri olabilecegini isaret eder. Ne var ki, SE genlerinin yayginligi bu
calismada kiiglimsenmis olabilir, ancak baz1 SE genlerinin (sec—ser ve seu) varligi daha
once test edilmemistir. Simdilik, Tiirkiye’de bulunan kegilerden izole edilen ¢ogu S.
aureuslarin ¢ogu potansiyel olarak SE iireticisi oldugunu diisiiniilmektedir. Bu durum
insan sagligin ciddi sekilde tehdit etmektedir. Caligmamizda iilkemizde daha Once tespit

edilmemis bu genlerin keci metaryellerinde tespitini yapilmustir.

Onceleri spesifik enterotoksin genlerinin tespiti igin oligoniikleotid primerlerle her
bir ornek i¢in sonucun dogru olabilmesi agisindan en az iki mPCR reaksiyonun

kurulmasina gereksinim duyuluyordu (Cremonesi ve ark., 2005). Siit iirlinlerinde var olan
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S. aureus ve bu bakteriye ait 8 enteretoksinin es zamanli olarak tespit edebilen kolay ve
hizli bir metod olan multiplex PCR teknigi bu calismada kullanildi, bu metodla seg, seh,
sei, sej ve sel genleride tespit edilmeye c¢alisildi. Ancak, seg, sei, seh, sej ya da sel
toksinlerinin hayvanlarda ve insanlarda zehirlenme meydana getirmesi icin gida
maddesinde S. aureus’un ne kadar miktarlarda bu toksinleri liretmelisi gerektigi tam
bilinmemektedir. Daha 6nceki calismalarda, sel geninin varliginin tespiti daha dnceleri
PCR teknigi uygulanarak rapor edilmemistir, bunun nedeni de biiyiik bir ihtimalle bu genin

son zamanlarda tanimlanmasi ve sekanslanmasi olarak diistiniilmektedir.

Calismamizda 400 6rnekten 48’inde S. aureus izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu
48 izolat saanen kegisinin siit 0rneginden 8, deri svabindan 3, burun svabindan 1 ve vajina
svabindan 2 adet, kil kecisinin siit 6rneginden 19, deri svabindan 4, burun svabindan 6 ve
vajinal svabdan 5 adet izole edilmistir. Bu isolatlar mPCR metodu ile analizleri yapilmistir.
Bu analiz sonucunda; Saanen kegilerinin siit Orneklerinden 2, kil kegilerinin siit
orneklerinden 8, deri svabindan 1 ve burun svabindan 2 Ornekte enterotoksin geni
saptanmigtir. Bunun sonucunda sek enterotoksin geni tespit edilmistir. Bu gen varlig
acisindan elde ettigimiz sonuclar bolgesel sonuglardir. Kil kegilerinin daha ¢ok ektansif
yetistiriciliginin yapilmasindan dolay1 ortam kontaminanti da olabilen S. aureus ile daha
fazla temas halinde oldugu i¢in dagiliminin Saanen 1rki kegilerden daha yiiksek bulundugu
ortaya konulmustur. Bu nedenden dolayi, yetistiriciligi yapilan kil kegileri siiriilerinde
bakim-besleme ve hijyen kosullarina daha fazla 6nem verilmesi gerektigi ortaya ¢ikmustir.
Ayrica, Stafilokokal enterotoksin genlerinin hizli ve duyarli bir sekilde molekiiler

yontemlerle ortaya konulabildigi goriilmiistiir.
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5. SONUC

Kecilerden alinan materyallerde S. aureus izolasyonu, identifikasyonu ve molekiiler
tiplendirmesi amaciyla yapilan bu tez caligmasinda asagidaki sonucglara ulagilmustir.

Incelenen &rneklerin % 12’sinde S. aureus izole edilmistir.

Bu calismada konvensiyonel metodlarla incelenen 400 6rnekten 48’inde (% 12) S.
aureus  izolasyonu gergeklestirilmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ornekler
incelendiginde 48 ornekten 13’lnde (% 27,0) stafilokokal enterotoksin geni tespit
edilmistir. Bu toksinlerin elde edildigi 6rneklerin 10’u siit 2°si burun 1’1 deriden alinmistir.
Elde edilen sonuglara gore saglikli kecilerden alinan viicut drneklerinden elde edilen S.
aureus’larin  patojen olabilece§i ve bu patojenitenin belirlenmesinde molekiiler

yontemlerin oldukga yararli oldugu ortaya konulmustur.
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OZET

Bu calismada 2010 yil1 yaz aylarinda Aydin ili ve ¢evresinde bulunan laktasyon
doneminde olan 50 adet kil kegisi ve 50 adet saanen kegisinin her birinden siit, deri vaginal
mukoza, ve burun mukozasindan olmak tlizere 400 adet ornekleme yapilarak Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’da Staphylococcus
aureus yoniinden incelenmistir. Calisgmamizda incelenen 400 6rnegin toplam 48’inde (%

12) S. aureus izolasyonu gerceklestirilmigtir.

Elde edilen siit kokenli S. aureus izolatlarinin 8 (% 16,0)’1 Saanen 1rk1 kegilerden,
19 (% 38,0)’u adedi ise kil kegilerinden izole edilmistir. Deri izolatlarinin ise 3 (% 6,0)1
Saanen 1rk1 kegilerden, 4 (% 8,0)’ii ise kil kecilerinden izole edilmistir. Burun izolatlarinin
ise 1 (% 2,0)’1 Saanen 1rki kegilerden, 6 (% 12,0)’s1 kil kegilerinden izole edilmistir. Vajina
izolatlarinin ise 2 (% 4,0)’si Saanen 1rki kecilerden, 5 (% 10,0)’1 kil kegilerinden izole
edilmistir. Siit, burun, deri ve vajina kokenli S. aureus suslarin kil kegilerinden daha fazla

izole ve identifiye edildigi saptanmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile ayni ornekler incelendiginde toplam 48 adet
izolatin 13’tinde (% 27.0) yaklasitk 278 bp fragment araliginda sek stafilokokal
enterotoksin geni tespit edilmistir. Saptanan enterotoksin genlerinden 10 (% 66,7) adedi siit
izolatlarindan, 2 (% 22,2) adedi burun izolatlarindan, 1 (% 11,1) adedi ise deri
izolatlarindan saptanmistir. Saptanan genlerin, 8 (% 42.1)’i kil kegilerinin siit kaynakli S.
aureus izolatindan, 2 (% 25,0)’1 Saanen kecilerinin siit kaynakli S. aureus izolatindan, 1
(% 5,2)’1 kil kecilerinin deri kaynakli S. aureus izolatindan, 2 (% 10,5)’1 adet kil

keg¢ilerinin burun kaynakli S. aureus izolatindan elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, kegi, siit, PCR, enterotoksin geni

52



SUMMARY

In this study, a total of 400 sampling was made from 50 hair goat and 50 Saanen
goat in lactation period from Aydin Province region in summer time of year 2010, then
samples were brought to Adnan Menderes University Faculty of Veterinary Medicine
Department of Microbiology. A total of 48 (12,0 %) Staphylococcus aureus isolates were
obtained out of 400 samples.

8 (16,0 %) of the milk-borne S. aureus isolates were obtained from Saanen goats,
19 (38,0 %) of the milk-borne S. aureus isolates were obtained from hair goats. 3 (6,0 %)
of the skin-borne S. aureus isolates were obtained from Saanen goats, 4 (8,0 %) of the
skin-borne S. aureus isolates were obtained from hair goats. 1 (2,0 %) of the nasal-borne S.
aureus isolates were obtained from Saanen goats, 6 (12,0 %) of the nasal-borne S. aureus
isolates were obtained from hair goats. 2 (4,0 %) of the vaginal-borne S. aureus isolates
were obtained from Saanen goats, 5 (10,0 %) of the vaginal-borne S. aureus isolates were
obtained from hair goats. Milk, nasal, skin, and vagina borne S. aureus isolates were

detected higher from hair goats.

As the same samples were detected by polymerase chain reaction, out of 48
isolates, sek staphylococcal enterotoxin gene was detected between 278 bp fragment from
13 (27,0 %) samples. Detected enterotoxin genes were obtained from milk isolates in the
number of 10 (66,7 %), 2 (22) of the genes were obtained from nasal isolates, 1 (11,1 %) of
the genes were obtained from skin isolates. 8 (42,1 %) of the genes were detected from
milk-borne S. aureus isolates in hair goats, 2 (25,0 %) of the genes were detected from
milk-borne S. aureus isolates in Saanen goats, 1 (5,2 %) of the genes were detected from
skin-borne S. aureus isolates in hair goats, 2 (10,5 %) of the genes were detected from

nasal-borne S. aureus isolates in hair goats.

Keywords: Staphylococcus aureus, goat, milk, PCR, enterotoxin gene
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