T.C.

ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLER ENSTITUSU
MIKROBiYOLOJi ANABILIM DALI
MiK-YL-2015-0009

MASTITISLI SUTLERDEN iZOLE EDILEN
STAFILOKOKLARIN
BiYOFIiLM URETME YETENEGININ FENOTIPIiK VE
GENOTIPIiK YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi

Bahar KOC BUYUKTARAKCI

DANISMAN
Dog. Dr. Serap SAVASAN

AYDIN-2015



T.C.

ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLER ENSTITUSU
MiKROBiYOLOJi ANABILIiM DALI
MIiK-YL-2015-0009

MASTITISLI SUTLERDEN iZOLE EDILEN
STAFILOKOKLARIN
BiYOFIiLM URETME YETENEGININ FENOTIPIK VE
GENOTIPIK YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi

Bahar KOC BUYUKTARAKCI

DANISMAN
Dog¢. Dr. Serap SAVASAN

AYDIN-2015



T.C.
. ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE
AYDIN

Mikrobiyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Programi 6grencisi Bahar KOC
BUYUKTARAKGI tarafindan hazirlanan “MASTITISLI SUTLERDEN iZOLE EDILEN
STAFILOKOKLARIN BiYOFILM URETME YETENEGININ FENOTIPIK VE
GENOTIPIK YONTEMLERLE ARASTIRILMASI” bashikli tez, 01/09/2015 tarihinde
yapilan savunma sonucunda asagida isimleri bulunan jiiri iiyelerince kabul edilmistir.

Unvani, Ad1ve Soyad : Universitesi :

1- Dog. Dr. Serap SAVASAN ADU. Veteriner Fakiiltesi
2- Dog. Dr. Alper CIFTCI OMU, Veteriner Fakiiltesi
3- Yrd. Dog. Dr. Ugur PARIN ADU. Veteriner Fakiiltesi

Juri tyeleri tarafindan kabul edilen bu Yiiksek Lisans tezi, Enstitii Yonetim
Kurulunun ... Sayili  karanyla ... tarihinde
onaylanmustir.

Prof. Dr. Ahmet CEYLAN
Enstiti Mudiirt

Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii  09100- AYDIN
Santral : (256) 218 20 00 Direkt Telefon : 218 20 44 Fax : (256) 218 20 44



ONSOZ

Insan sagligi ve beslenmesinde biiyilk dneme sahip olan siit, meme dokusunda
meydana gelen degisiklikler nedeni ile saglikli mastitisli siit haline gelir. Mastit sagmal
hayvanlarda mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, meme bezlerinde iltihaba neden olan,
doku yangisi ile karekterize meme hastaligidir. Gerek iilkemizde ve gerekse diger iilkelerde

stit s1g1in yetistiriciliginde ekonomik kayiplara yol agtig1 i¢in 6nemli bir sorun olusturmustur.

Tiirkiye'de yilda 11 milyon ton siit iiretildigi, siit ineklerinin % 30'unun mastitisli
oldugu, mastitis nedeniyle siit verimindeki azalmanin %10 oldugu belirtilmektedir. Mastitisler
toplam sigir hastaliklarinin % 26'smi1 olusturmaktadirlar. Ulkemizde 6nceki yillarda yapilan
arastirmalarda bir¢cok mastitis vakasi tespit edilmis, tespit edilen vakalarin ¢ogunlugunun
subklinik olarak seyrettigi goriilmiistiir. Ulkemizde mastitisten kaynaklanan ekonomik kaybin

yilda yaklagik 57,7 milyon TL oldugu tahmin edilmektedir.

Ulkemizde mastitise neden olan etkenler iizerinde yapilan bakteriyolojik incelemeler
sonucunda en fazla goriilen bakteriyel mastitislerin stafilolokok kdkenli oldugu goriilmiistiir.
Insanlarda ve hayvanlarda infeksiyonlara neden olan tiir dncelikle S. aureus tur. Firsatgi
patojenler olan S. epidermidis ve S. saprophyticus da siklikla infeksiyon olustururken; daha
nadirende olsa S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S.saccharolyticus, S. cohnii ve S.
simulans da firsat¢1 infeksiyonlara sebep olmaktadirlar. S. aureus, S. auricularis, S.

intermedius, S. hyicus ve S. caseolyticus ise herhangi bir gruba sokulamamustir.

Stafilokoklar, Gram pozitif, yuvarlak sekilli, 0.5 — 1.5 pm ¢apinda sferik ya da oval,
cogunlukla diizensiz kiimeler seklinde, hareketsiz, sporsuz, fakiiltatif anaerobik ve katalaz
aktivitesi pozitif bakterilerdir. Iki tiirii S. aureus subsp. anaerobius ve S. saccharolyticus

anaerobiktir ve katalaz negatiftir.

Stafilokoklardaki en 6nemli virulens faktori slaym (biyofilm) iretimidir. Biyofilmler,
mikroorganizmalarin yiizeylere tutunmasi, ¢ogalmalar1 ve hiicre disi polimerler iiretmeleriyle
olusmaktadir.

Biyofilm tabakasi, i¢indeki bakterilerin ¢evre sartlarindan etkilenmemesini saglayan
korunakli bir yapidir. Biyofilm igerisinde bulunan bakterilerin antibiyotiklere, planktonik

formlarina gore daha direngli olduklar1 bilinmektedir.



Mikrobiyal kékenli mastitis, tiim diinyada sigirciligin en ¢ok ekonomik kayba neden
olan hastalig1 olarak kabul edilmektedir. Klinik ve subklinik karakterde, akut ve kronik seyirli
olabilen mastitisler, sigirlarda verim diisiikliigi, tirtin kayb1 ve tedavi masraflar1 nedeniyle
ekonomik kayiplara yol agabildigi gibi, insan sagligi agisindan da risk olusturabilmektedir.
Biyofilm olusturan stafilokok suslarinin en onemli 6zellikleri ¢oklu antibiyotik direncli
olmalaridir. Bu aym1 zamanda, yiliksek mortalitenin de nedenlerinden birisi olarak
diistiniilmektedir. Biyofilm olusturan bu tiirlerde meydana gelen yiiksek direngliligin insan
sagligi icin de risk teskil edebilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle konu ile ilgili olarak daha

detayli aragtirma ve denemelerin yapilmasi gerekmektedir.

Biyofilm iiretimi stafilokoklarda 6nemli bir virulens faktorii olarak kabul edilmektedir.
Stafilokoklarda biyofilm olusumu, fenotipik ve genotipik olarak cesitli yOntemlerle
belirlenebilmektedir. Biyofilm, ica ve bap operonu tarafindan kodlanan bir adhezindir. ica
operonu ilk olarak S epidermitis te identifiye edilmis ve baslarda en ¢ok bu tiir lizerinde
calisilmigtir. Daha sonra S aureus’ ta ¢aligmalara katilmistir. Biyofilm koloni morfolojisi ile
Kongo red agarda ve Quantitative Microtitre plate teknigi ile fenotipik olarak
belirlenebilmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda bu tez ¢alismasinda, mastitisli siitlerden izole
edilen stafilokoklarin biyofilm {iretme yeteneginin fenotipik ve genotipik ydntemlerle

arastirilmasi amaglanmistir.

Bu aragtirma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (Proje

No: VTF-15045) tarafindan desteklenmistir
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1.GIRIS

Insan saglig1 ve beslenmesinde biiyiik éneme sahip olan siitiin, saglikli olarak elde
edilmesi gerekmektedir. Bu da siitii meydana getiren memenin saglikli olmasina baglidir.
Cesitli nedenler sonucu meme dokusunda meydana gelen degisiklikler nedeni ile anormal
stitler tiretilir. Bunlardan bir tanesi de mastitisli siitlerdir. Ciinkii mastitise bagli olarak kan
damarlarinin gecirgenligi artar ve kan iceriginde bulunan bazi iyon, proteinler, yangi
hiicreleri siite geger, sentez mekanizmasinin aktifliginin degismesi sonucunda siit verimi
diiser, hiicreler yikimlanir, peynir alti protein orani artacagi icin siit kalitesi olumsuz

etkilenir. Mastitisli siitlerin tadi, kloriirlerin miktarinin artisindan dolay1 tuzlu ve acidir

(Topuzoglu, 2011).
1.1.Mastitis

Mastitis, Yunanca ‘‘mastos’’ (meme) ve ‘‘itis’’ (yangi) kelimelerindan koken

almaktadir (Topuzoglu, 2011).

Mastit sagmal hayvanlarda mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, meme
bezlerinde iltihaba ve yangiya neden olan bir hastaliktir. Ulkemizde ve bir¢ok diger iilkede
hem siit iiretimi hem de sigir yetistiriciliginde ekonomik olarak kayiplara yol agtigi igin
onemli bir problem haline gelmistir (Mc Donald JS.1979, Ozdemir M. 2005).

Hayvanlarda goriilen fiziksel, kimyasal, bakteriyolojik ve patolojik farkliliklar
klinik, subklinik ve nonspesifik gibi farkli farkli tarzda mastitis formlarmin ortaya

¢ikmasina neden olmustur (Topuzoglu, 2011).

Klinik mastitislerde memede sislik, agr1, kizariklik, sicaklik artis1 ve duyarlilik gibi
degisikliler olur. Bunun disinda hayvanda ates, halsizlik, memede sarims1 bir akint1 gibi

belirtiler meydana gelir ( Anonim3, Haziran 2005).

Subklinik karakterde olan mastitis ise bolgesel belirti gdstermeden seyreder ancak
stitteki 16kosit sayisinda artig gibi klinik yontemler ile fark edilebilir. Stiriide hastalik
oldugu halde gozlemlenemez (Yesilmen S. ve ark. 2012). Subklinik mastitis; emzirme
donemi boyunca meme dokusu icinde ilerleyebilmesine ragmen goriiniir bir endikasyon
olusturmadigi i¢in zor tespit edilir (Xu Wei ve ark. 2015). Bu tip hayvanlardan elde edilen
sit miktarinda bir azalma vardir, siit normal gorinimdedir ancak siit igeriginde

degisiklikler meydana gelmistir. Siitteki kan proteinlerinin ve beyaz kan hiicrelerinin sayisi

1



artmaktadir. Cesitli siit bilesenlerinin degisikligi mastitis gostergesi olarak kabul edilebilir.
Subklinik mastitislerin tanis1 ancak, siit icinde SHS’ndaki artisin ortaya konulmasi,
bakteriyolojik izolasyon gibi laboratuvar yontemlerinin yardimi ve 15 giinde bir uygulanan
CMT (Kaliforniya mastitis testi) ile yapilmaktadir (Serensen L. P. ve ark. 2015).

Mastitisin bulagma kaynaklari;
1.Siirtide bulunan mastitisli hayvanlar
2. Meme bas1 yaralari

3.Ahir ve barmak yapisi

4 Memelerin biiyiik ve sarkik olmast
5.Hormonal diizensizlikler

5.Sagim makinalarinin diizensiz ¢aligmasi
6.Genetik etmenler

7.Beslenme yanlighgi

8.Yanlis sagim

9.Mevsimsel etkiler

10.Sagim sirasinda yeterince steril olunmamasi (Anonim3 Haziran 2005, Anonim4
2008)

1.1.1.Mastitisten Korunma Y ontemleri

Hijyen mastitisten korunmanin en 6nemli kosuludur. Memeler hem sagimdan 6nce

hem de sonra mutlaka yikanmalidur.

Ahirin  temizligine Onem gosterilmeli, hayvanlar temiz olmayan zeminde
barindirilmamali, gen¢ ve yash hayvanlar birbirinden ayrilmali, eger memede kalitsal bir

bozukluk varsa bu hayvanlar ayiklanmalidir.

Elle yapilan sagimlarda el temizligine dikkat edilmeli, memede siit

birakilmamalidir. Makineli sagimlarda her sagimdan sonra basliklar dezenfektanla



temizlenmelidir. Sagim sonrasinda meme baslart antiseptik bir siviya batirilarak
temizlenmelidir. Sagimdan sonra kuruya c¢ikan hayvanlarin laboratuvar sonuglarina
bakilarak; genis spektrumlu, memede uzun sure kalabilen bir antibiyotik verilmeli ve
Mmastitis i¢in asilama yapilarak oénlem alinmalidir (Tekeli T. ve ark.1985, Anonim2 20009,
Anonim1 2012).

1.1.2.Mastitisin Ekonomik A¢idan Onemi

Mastitis, azalan siit verimine, tedavi giderlerinin artmasina, hayvanlarin kesilme
oraninin artmasina ve Oliimlere sebep verdigi i¢in sigir yetistiriciliginde yiiksek oranda

ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Halasa T. ve ark. 2007).

1990 yilindan giiniimiize kadar mastitis ve mastitis ekonomisi {izerine g¢esitli
caligmalar yapilmistir. Mastitisler klinik veya subklinik karakterde ve akut veya kronik
seyirli olabilir. Siit veriminde azalmaya, yiiksek tedavi masraflarina ve verimli hayvanlarin
siiriiden ayiklanmasina neden oldugu icin biiyiikk ekonomik kayiplar olusturmakta ve siit
ineklerinde goriilen en masrafli ve en 6nemli hastaliklardan biri olarak kabul edilmektedir.
Sonucta hayvan elden ¢ikarilmak zorunda kalir veya hastalik bazen de hayvanin Sliimiiyle
sonuglanir (Anonim4, 2008). Mastitisin kontrolu zor oldugu i¢in yakin gelecekte de bu
etkilerinin devam edecegi diisiiniilmektedir (Halasa T. ve ark. 2007, Cokal Y. 2012).

ABD’nde mastitis nedeniyle meydana gelen yillik zararin 185 $/inek olmak iizere
(Schroeder.1997), toplam 2 milyar dolar; Japonya’da yillik yaklasik 69 milyar yen zarar
olusturdugu (Sugimoto ve ark.2006); Ingiltere’de ise 300 milyon sterlin oldugu tahmin
edilmektedir (Hillerton ve Berry.2005).

Tiirkiye'de yilda 11 milyon ton siit iiretildigi, siit ineklerinin ortalama % 30'unun
mastitisli oldugu, mastitis nedeniyle siit verimindeki azalmanin yaklasik %10 oldugu
goriilmektedir. Mastitisler toplam sigir hastaliklarinin % 26'sin1  olusturmaktadirlar.
Ulkemizde &nceki yillarda yapilan arastirmalarda birgok mastitis vakasi tespit edilmis,
tespit edilen vakalarm ¢ogunlugunun subklinik olarak seyrettigi goriilmiistiir (Ozdemir M.
2005, Yesilmen S. ve ark. 2012). Ulkemizde mastitiste bagli ekonomik kaybin yilda
yaklasik 57,7 milyon TL oldugu tahmin edilmektedir (Cokal Y. 2012).



1.1.3 Mastitise Neden Olan Mikroorganizmalar

Mastitise neden olan etmenler i¢in 130’dan fazla farkli ajanin izole edildigi ve
enfeksiyona daha g¢ok bakteriyel etkenlerin neden oldugu bildirilmektedir. Bulasic1 ve
cevresel kaynakli olarak gruplanan bu bakteriyel patojenler arasinda stafilokoklar,
streptokoklar, c¢esitli Gram negatif bakteriler ve basta Escherichia coli olmak {izere
enterobakteriler daha sik izole edilmektedir (Hillerton ve Berry, 2005). Bununla beraber,

maya ve kiif izolosyonlar1 da ger¢eklesmektedir (Cokal Y. 2012).

Ulkemizde mastitise neden olan etmenler iizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda
mastitise en ¢ok stafilolokok kokenli bakterilerin neden oldugu goriilmiistiir (Ozdemir M.
2005).

1.2. Stafilokoklar

Stafilokoklar genellikle cerrahi ve cilt enfeksiyonlarina, solunum hastaliklarina ve

gida zehirlenmesine yol agcan Gram pozitif, kiiresel bir bakteri cinsidir (Licitra G. 2013).

1.2.1.Stafilokoklarin Tarihcesi

Stafilokok Yunanca ‘staphyle’ (iiziim salkimi) ve ‘coccus’ (tane) kelimelerinden
koken almaktadir (Licitra G. 2013)

Stafilokoklar ilk olarak Robert Koch (1843-1910) ve Louis Pasteur (1822-1895)
tarafindan tanimlanmistir ancak ilk detayli calismalar Iskogyali cerrah Sir Alexander
Ogston (1844-1929)  tarafindan gerceklestirilmistir (Stenholm T. 2012). Ogston
Stafilokoklar: ilk kez 1880 yilinda diz ekleminde operasyon sonrasi olusan bir apseden
aldigi ornekte gozlemlemis ve bu bakteriye, benzerliginden dolayr Yunancada iiziim
salkimi anlamina gelen Staphylococcus adini vermistir. 1884 yilinda Alman hekim
Friedrich Julius Rosenbach bakteriyi koloni renklerine gére S. aureus (altin) ve S. albus
(beyaz) olarak ikiye ayirmustir. S. albus insan derisindeki yaygmligindan dolay: sonradan
S. epidermidis olarak tekrar adlandirildi (Licitra G. 2013, Orenstein A.).

Bakteride 1900 yilinda alfa toksini, 1935 yilinda ise beta toksini,1938’de gama ve
1947°de de delta toksini bulunmustur. 1978’de bakterinin “Toksik Sok Sendromu” adinda

yeni bir hastaliga neden oldugu bulunmustur.



1.2.2. Stafilokoklarin Siiflandirilmasi

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin son baskisina gore stafilokoklar

Staphylococcaceae familyasinda yer almaktadir.

Stafilakoklar Micrococcaceae ailesine ait olup, fakiiltatif anaerobik, gram pozitif,
katalaz pozitif koklardir. Deri ve mukoz membranlarin zararsiz kommensalleridir ancak

insanlar ve diger pek ¢ok hayvan g¢esidi i¢in potansiyel patojendirler (Blunt ve ark. 2013).

Cizelge 1. 1. Stafilokoklarin Siniflandirilmasi (Todar K)

Domain Bacteriae

Alem Eubacteria

Bolim Firmicutes

Siuf Bacilli

Takim Bacillales

Aile Staphylococcaceae

Cins Staphylococcus

Tiir (insan ve hayvanlarda hastalik yapan en | S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus,S.
onemli tiirler) haemolyticus, S. lugdunensis

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar sonucunda Staphylococcus cinsine ait 33 tane tiir
ve 17 tane alt tiir oldugu belirtilmistir. Stafilokoklar fenotipik 6zellikleri ve DNA/DNA

iligkileri g6z 6niinde bulundurularak en az dort grup altinda toplanabilirler:

1. S. epidermidis grubu: S. capitis, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saccharolyticus S.

warneri, S. hominis

2. S. saprophyticus grubu: S. cohnii, S. saprophyticus, S. xylosus



3. S. simulans grubu: S. carnosus, S. simulans
4. S. sciure grubu: S. lentus, S. sciure (Tiinger A. 2004)

Giliniimiizde yapilan genotipik ve kemotaksonomik ¢alismalar birgok yeni tiiriiniin
varligin1 saptamamiza yardimer olmaktadir. Giiniimiizde Staphylococcus genusu iginde 40

tiir ve 24 alt tiir tamimlanmustir (Tirkel C.S. 2012).
1.2.3.Stafilokoklarin Genel Ozellikleri

Stafilokoklar, Gram pozitif bakterilerdir. Yuvarlak sekilli, 0.5 — 1.5 um ¢apinda
sferik ya da oval, ¢ogunlukla diizensiz kiimeler seklinde, hareketsiz, sporsuz, fakiiltatif
anaerobik ve katalaz aktivitesi pozitif bakterilerdir. Anaerobik ve katalaz negatif olan iki
tiirii vardir. Bunlar S. aureus subsp. anaerobius ve S. saccharolyticus 'tur (AK O. ve ark
2004). Sitokrom bulundurmalarina ragmen ¢ogunlugu oksidaz negatiftir. Nitriti nitrata
donitistiirtirler. Kapsiil kiltiirtin ilk donemlerinde (3-4 saatlik donemde) olusur. Kiiltiir
siiresinin uzadig1 durumlarda kapsiil olusumu goriilmemektedir. ki tiirii S. aureus subsp.
anaerobius ve S. saccharolyticus anaerobiktir ve katalaz negatiftir ( Alen ve ark 2008,
Bannerman 2006). Bir¢ok ortamda kolay tirerler ve aktif metabolizmaya sahiptirler.
Stafilokoklarin ideal tireme sicakliklari 37°C civarindadir. Laboratuvarlarda besiyerlerinde
37°C’de 24-48 saat inkiibasyon siiresinde tireme gozlenir. Kolonileri diizgiin ve ortalama
2-4 mm capidadir. Karbonhidrat fermentasyonu gozlenebilir. Pigment tiretimi sonucu
farkl1 renkte koloniler olusturabilirler. Ornegin S. aureus altin saris1, S. epidermidis ise
beyaz renkte koloni olusturur. Eger anaerobik sartlar mevcutsa pigment olusturamazlar

(Tanribuyurdu E. 2014).

Sekil.1.1. Staphylococcus spp.



S. aureus kolonileri genis, diiz, hafif kabarik, sarimsi renkte, yar1 seffaftir ve kanli

agarda beta hemoliz gostermektedirler.

Baz1 stafilokoklar insan ve hayvan derilerinde normal flora bakterisi olarak
yasarken bazilar1 ise irinli enfeksiyonlara, apse olusumuna ve hatta Oliimlere sebep

olmaktadir.

Genellikle stafilokoklar konak canli ile simbiyotik iliskiye sahiptirler. Eger deri ve
mukozada bir travma olusumu varsa ya da cerrahi bir operasyon gercgeklestiyse

stafilokoklar dokuya girer ve patojen olabilirler (Bannerman 2003).

Insanlarda ve hayvanlarda infeksiyonlara neden olan en énemli tiir S. aureus’ tur.
S.epidermidis ve S.saprophyticus firsat¢i patojenlerdir ve genellikle infeksiyon olusumuna
sebep olurlar. S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S.saccharolyticus, S.cohnii ve
S.simulans firsatg1 patojenlerdir ancak daha az infeksiyona neden olurlar. S.aureus, S.
auricularis, S.intermedius, S.hyicus ve S.caseolyticus ise herhangi bir gruba dahil
edilmemistir (Ugan N. 2014).

1.2.4.Stafilokoklarin Kkiiltiirleri, iiremeleri, biyokimyasal ozellikleri ve biyokimyasal

testler

Stafilokoklarin siniflandirmasinda koagulaz {iiretimi en Onemli biyokimyasal
ozelliklerdendir. Stafilokoklar; koagiilaz pozitif (CPS) ve koagiilaz negatif (CNS) olarak
ikiye ayrilir. S. aureus, koagulaz pozitiftir ve en 6nemli patojendir. Diger koagulaz pozitif
olanlar S. aureus, S. schleiferi subsp. coagulans, S. aureus subsp. anaerobius, S. delphini,
S. hyicus ve S. intermedius 'tur. Koagulaz negatif stafilokoklar daha 6nceleri sadece normal
flora bakterisi olarak goriiliirken giiniimiizde zararhi etkilerinin de oldugu bilinmektedir.
Koagiilaz-negatif stafilokoklar da sigir mastitisine neden olabilmektedirler (Taponen ve
Pyorola 2000) .

Stafilokoklar normal laboratuvar besi yerlerinde kolayca iirerler. 37°C
stafilokoklarin ideal iireme sicakliidir. Bunun yaninda 10-48 °C arasinda toksin

olusturabilmektedirler.

Stafilokoklar yiiksek NaCl derisimlerinde (% 10-15) iireyebilirler, bununla birlikte
kanli agar, nutrient agar, triptik soy agar veya beyin kalp infiizyon agar gibi bircok

besiyerinde de iirerler. Ancak kanli besiyerlerinde daha iyi ¢ogalirlar. Kanli besiyerinde,



yuvarlak, diizglin, 1-4 mm c¢apinda, konveks ve parlak koloniler olustururlar. S. aureus

kolonisi altin saris1 renginde, S. epidermidis kolonisi ise beyaz renktedir.

S. aureus yiiksek tuz yogunlugunda iireyebilir. S. aureus diger stafilokoklardan
Mannitol Salt Agar’da koloniler etrafinda sar1 bir hale olusturmasiyla ayrilir. Fakat

S.saprophyticus gibi diger baz1 stafilokoklar da MSA’da benzer koloniler olusturabilirler.

Patojen olan stafilokok suslarinda pigment ve hemoliz goriilebilir. Patojenik
stafilokok suslarinin ayiriminda 6zel besiyeri olarak DNase testi i¢in DNase agardan
yararlanilir. Stafilokoklar genel sivi besi yerlerinde 24 saatlik inkiibasyon sonunda orta
dereceden koyuya kadar degisen bir bulaniklik olusturur. Sivi besiyerinde iireyen

stafilokoklar pigment olusturmazlar.

Genellikle aerobturlar. S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius tiirleri
zorunlu anaerobturlar. Fakiiltatif anaerob tiirleri de bulunmaktadir. Anaerobik ortamda

glukozdan asit olusumu gozlenmektedir.

MacConkey agarda da iireme yetenegine sahiptirler. Patojen stafilokoklar kiiltiir

ortaminda +4’ °C de 2-3 ay, -20 “°C de ise 3-6 ay canli kalabilirler.

Stafilokoklar, sporsuz olmalarina ragmen dis etkenlere ve dezenfektanlara karsi en
cok dayanabilen bakterilerdir. 60’ °C ye 30 dakika civarinda dayanabilirler. Sodyum
kloriiriin %9’luk konsantirasyonlarina ve sakkaroza toleranshidirlar. %2’lik fenolde 15
dakikada inaktive olurlar. Buna kargin alkol ve iyot gibi antiseptiklere de oldukca

duyarlidirlar (Koneman ve ark. 2006).

Cizelge 1. 2. Stafilokoklarin biyokimyasal identifikasyon semasi

S. hyicus S.hyicus

REAKSIYON subsp. S N R .
aureus subsp. intermedius epidermidis saprophyticus
Hyicus  chromogenes
Katalaz + + + + + +
Koagiilaz + d - +
?
Clumping d ' d



faktor

Hemoliz + d
Mannitol + i
Aerobik
Mannitol + i
Anaerobik
Glukoz + +
Termoniikleaz + +
Hyaluronidaz ~ + +
Protein A + +
Telh’i_rit + q
reaksiyonu
Pigment

+ -
olusumu
Dnase + ?

d: degisken ; ? bilgi yok

Cizelge 1. 3. S. aureus’ un bazi 6zellikleri

Ozellik S. aureus Ozellik §. aureus
Aerobik ortamda iireme + Ksiloz -
Anaerop ortamda iireme + Sellobioz -
Hemoliz + Glikoz +
Koagulaz + Hiicre duvan

DNAase (Endoniikleaz) + Ribitol +
TMPAda renk degisikligi + Gliserol -
Asetoin + Protein A +
Mannitol (asit olusturma) + Alfa toksin -
Trehaloz + Novobiosin duyarlihig +
Maltoz + Basitrasin duyarlihg -
Laktoz +




1.2.5. Stafilokoklarin Genom Y apilari

Stafilokoklarin genomlar1 yaklasik 2000-3000 kbp biiyiikliikte kromozom ile
profajlar, plazmidler ve transpozonlardan olusmaktadir. Stafilokokal DNA’da diisiik
oranda Guanin ve Sitozin (G+C)bulunur. G+C igerigi % 30-39 mol arasindadir. Bununla
beraber Micrococcus tiyelerinde G+C igerigi % 68-74 moldur. S. aureus’un genomu, 2500
yakin geni kodladig: diisiiniilen 2800 kbp uzunlugunda tek bir kromozomdan olusur ve
ortalama % 32 mol G+C igerir. S. epidermidis’in genomu, 2500 kbp uzunlugundaki bir
kromozom ve ¢esitli sayidaki plazmidlerden (S. epidermidis ATCC12228 alt1 plazmid ve
RP62A susu tek plazmid igerir) olusmaktadir. Bu tiirler % 32’lik G+C igerigine sahiptir ve
2400-2500 kodlanmis sekans icermektedir. (Baba ve ark.2002)

1.2.6.Stafilokoklarin Virulens Faktorleri

Stafilokok virulansinda etkili olan faktorler hiicre duvari, kapsiil, yiizey proteinleri,

toksinler ve enzimlerdir.
1.2.6.1. Hiicre Duvari

Stafilokoklarin hiicre duvarinin kuru agirhi@inin yaklagik %50’si peptidoglikan
tabakadir. Bu tabaka insandaki Gram negatif bakterilerin endotoksinlerine benzerlik
gosterir. Makrofajlardan sitokin salinimini uyararak, komplemanin aktivasyonuna yol agar
ve trombosit agregasyonuna neden olur. Bunun disinda monositlerden interlokin-1
salmimimi uyarir ve lokositlerin infeksiyon bdélgesine toplanmasini saglayarak apse
olusumuna sebep olur. Stafilokoklarin hiicre duvarinda yer alan teikoik asit sadece Gram
pozitif bakterilerde bulunur. Teikoik asit stafilokoklarin konaga adherensini saglar
(Koneman E.W.).

1.2.6.2. Kapsiil

Cogu S. aureus’ un kokeninde bakteriyi fagositozdan koruyan ve konak hiicrelere
adherensini saglayan ekzopolisakkarid yapida bir mikrokapsiil bulunmaktadir. (Koneman
E.W).

1.2.6.3. Yiizey proteinleri

S. aureus’un kolonizasyon siirecini baglatan konakg1 hiicre yiizeyine tutunmasi bazi

adhesinler araciligtyla olur. S. aures adhesinlerinin biliyik bir smifi hiicre
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peptidoglikanlarina tutunan ortak Protein A (SpA) olarak isimlendirilen proteinleri igerir.
Protein A 1gG3 hari¢ diger 1gG’ lerle, IgA2 ile bazi IgM’lerin Fc reseptorleri ile
birlesebilmektedir. Bu nedenle protein A’nin antikomplemanter ve antifagositer etkinligi

vardir.

Protein A (SpA); spesifik bakteriyel antijenlere karsi Ig molekiiliine baglanmasi ve
bakteriyi agliitine etmesi gibi 6zellikleri bakimidan immunoloji ve diagnostik laboratuvar

teknolojisinde 6nemli bir reaktif haline gelmistir(Koneman E.W).

Diger stafilokoksik yiizey proteinleri; fibronectin baglayici proteinler A ve B
(FnbpA ve FnbpB), kollojen baglayici protein, elastin baglayici protein ve kiimelestirici
faktor (CIf) A ve B proteinleridir. Kimyasal yapilar1 ve hiicre duvari yerlesimleri
birbirlerine benzer olan bu proteinler; stafilokoklarin konak dokularinda kolonize

olmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Sareyyiipoglu B, 2013).
1.2.6.4. Toksinleri

Stafilokoklarin hiicre zarma etkili oldugu bilinen 5 sitotoksini vardir. Bunlardan

alfa, beta, delta ve gama toksinleri hemolizin 6zelligindedir.

Leukosidin adli toksin lokositler tizerine etkilidir. Eksfoliatif toksin Dermatitislere
neden olur. Toksik sok sendrom toksin-1(TSST-1) insanlarda toksik sok sendromunun

nedenidir.

Stafilokoklar enterotoksin de iiretebilmektedirler. Baz1 S. aureus ve S. epidermidis
suslarinin enterotoksin iiretme yetenegi oldugu saptanmistir. Serolojik olarak A, B, C, D ve

E harfleri ile ifade edilen 5 gruba ayrilabilirler (Cavusoglu Z.B, 2012).
1.2.6.5. Enzimleri

1.2.6.5.1. Koagiilaz (S. aureus) : Coagulase-Reacting faktor ile birleserek aktiflesir ve
inaktif olan fibrinojeni fibrine doniistiirerek plazmay: pihtilagtirir. Ekstraselluler bir
proenzimdir. S.aureus icin, patojen olan-olmayan stafilakok ayrimi yapilir.
Mikroorganizma fibrin ile kaplanma sonucu opsonizasyondan ve fagositozdan korunabilir

ve bu da patojenligine katki saglamis olur.
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1.2.6.5.2. Katalaz (Tiim stafilokoklar): Zehirli olan hidrojen peroksidi zehirli olmayan
oksijen ve suya doniistiiriir. Bakteriler, bu enzim sayesinde toksik oksijen radikalleri

tarafindan oldiiriilmeye kars1 direng kazanir.

1.2.6.5.3. Fibrinolizin (S. aureus): (Stafilokinaz (SAK)) Fibrin pithtisinin ¢6ziilmesine
neden olur. Plazminojen aktivatoridiir. Fagositoz i¢in 6nemli komponentler olan IgG ve
C5 gibi opsoninlerin pargalanmasini saglayarak antiopsonik bir etki gosterir ve bakteriyi

fagositozdan korur.

1.2.6.5.4. Hiyaliironidaz (S. aureus) :Hiicreler aras1 mukopolisakkaritleri pargalayarak

konake1 dokularinda stafilokoklarin yayilmasina ve gelismesine katkida bulunur.

1.2.6.5.5. Termoniikleaz (Stafilokokal niikleaz): Isiya direnc¢li bir enzimdir. Endo ve
ekzoniikleolitik 6zellikleri olan fosfodiesteraz yapisindadir. Konake1 hiicrelerin DNA ve

RNA’sini1 hidrolize edebilir.

1.2.6.5.6. Lipaz (S. aureus ve baz1 koagulaz negatif stafilokoklar): Ekstraselliiler bir
enzimdir. Yaglart hidrolize ederek viicudun yag iceren bdlgelerinde stafilakoklarin

yasamasini saglar.

1.2.6.5.7.  Deoksiriboniikleaz = (DNAse) (S. aureus):  Nikleik  asitleri
fosfomononukleotidlere parcalayan fosfodiesterazlardir. Endo ve ekzoniikleaz aktivitesine

sahiptir.

1.2.6.5.8. B- laktamazlar (Penisilinaz): Penisilini, penisiloata hidroliz eden ve

Stafilokoklarda penisilin direncine neden olan enzimdir..

Cizelge 1.4. S. aureus 'un virulens faktorleri (Cengiz ve ark 2004)

Kapsiil Kemotaksisi,fagositozuve
mononiikleer hiicrelerin
proliferasyonunu  inhibe  eder,

aderansi kolaylastirir.

Peptidoglikan Osmotik dengeyi korur, endojen
pirojenlerin  iretimini  stimiile

eder(endotoksine benzer aktivite).

Lokosit kemoatraktanidir.
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Fagositozu inhibe eder.

Teikoik asit Hiicre membranindaki katyonik
konsantrasyonu diizenler,
fibronektine baglanir.

Protein A 1gG1, IgG2 ve IgG4’in Fc

reseptorlerine baglanarak antikor
aracili atilimi(klirensi) inhibe eder,

16kosit kemoatraktanidir

Sitoplazmik membran

Osmotik bariyerdir, hiicre igi ve

YAPISAL BiLESENLER disina transportu diizenler,
biyosentetik ve solunum
enzimlerinin igerir.

Sitotoksinler (o, P, 7y, P-V | Lokosit, eritrosit,  makrofaj,
16kosidin) trombosit ve fibroblastlart igeren
birgok hiicreye toksik etki gosterir.
Eksfoliatif toksin (ETA, ETB) Serin  proteazlar, epidermisin
stratum graniilosum tabakasindaki
interseliiler kopriilerin ayrilmasina
neden olurlar.
Enterotoksinler (A-E, G-1) Stiperantijenlerdir (sitokin
. salmmmim:  ve T  hiicrelerin
TOKSINLER

proliferasyonunu stimiile ederler);
mast hiicrelerinden inflamatuvar
mediatorlerin salinimini uyarirlar;
bulanti-kusma, intestinal

peristaltizmde artma ve  sivi

kaybina neden olurlar

Toksik Sok Sendrom

Toksin-1

Stiperantijendir. Endotelyal

hiicrelerde sizinti  veya hiicre

yikimina neden olurlar.
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Koagulaz Fibrinojeni fibrine gevirir.

Katalaz Hidrojen peroksiti su ve oksijene

katalize eder.

Hyalurinidaz Bag dokuda bulunan hyaluronik
asitin hidrolizi ve
mikroorganizmanin dokuda

yayiliminin kolaylastirilmasini

saglar.
ENZIMLER
Fibrinolizin Fibrin  kiimesinin  ¢6ziilmesini
saglar.
Lipaz Lipitleri hidrolize eder.
Niikleaz DNA’y1 hidrolize eder
Penisilinaz Penisilini hidrolize eder.

1.2.7.Stafilokoklarin Neden Oldugu infeksiyonlar

Stafilokoklar hayvanlarda ve insanlarda cesitli toksinler iireterek bir¢ok hastaliga
neden olabilirler. Bunlardan birka¢ tanesi fronkiil, karbonkiil, panaris, hidrozadenit,
selliilit, blefarit, arpacik, impetigo, Stafilokoklara bagl haslanmis deri sendromu (SSSS)
deri infeksiyonlaridir. Solunum sisteminde farinjit, tonsilit, stafilokok anjinleri, akut
siniizit, pndmoni, akciger absesi gibi infeksiyonlar olustururlar. S. aureus ayrica toksik sok
sendromundan (STSS) da sorumlu olabilir. Ayrica piyemi diye adlandirilan bir cesit
septisemiye de yol acabilir. Diger sistem ve organlara yerleserek; mastitis, perikardit,
osteomyelit, artrit, miyozit, protez eklem infeksiyonu, Tromboflebit, otitis media, menenjit,
beyin absesi, parotit, prostatit, perinefritik abse gibi hastaliklara neden olurlar. Uygun

olmayan sartlarda saklanan yiyeceklerde iireyerek besin zehirlenmelerine yol agabilirler.
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Cizelge 1.5. Koagulaz Pozitif Stafilokoklar ve Klinik Onemleri (Quinn ve ark.2011)

TURLER

Staphylococcus aureus

S. pseudintermedius

KONAKLAR

Sigir

Koyun

Keci

Domuz

At

Kedi, Kopek

Kiimes

hayvanlari

Kopek

Kedi

At

HASTALIKLAR / IZOLE EDILEN
YERLER

Mastitis, impetigo

Mastitis, dermatitis, kene piyemisi, beningn
folikdilitis

Mastitis, dermatitis

Meme bezlerinde botriyomikoziz

Meme bezlerinde impetigo

Mastitis

Piyoderma, endometritis, sistitis, otitis

eksterna ve diger irinli durumlar

Artitis ve septisemi, bumblefoot, omfalitis

Piyoderma, endometritis, sistitis, otitis

eksterna ve diger irinli durumlar

Cesitli pyojenik durumlar

Nadiren
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Inek Nadiren

S. hyicus Domuz Eksudatif epidermitis, artritis
Sigir Mastitis

S. intermedius At Burun
Giivercin Ust solunum yollar1

Kopek, Kedi Piyoderma, otitis eksterna, sistitis

S. aureus subsp. Koyun Lenfadenitis
Anaerobius
S. delphini Yunus Irinli deri lezyonlar

At Burun

Giivercin Ust solunum yollart
S. lutrae Samur Patojenik 6nemi belirsiz
S. schleiferisubsp. Kopek Otitis eksterna

Coagulans



Cizelge 1.6. Stafilokok Tiir ve Alt Tiirleri Ile Tanimlandiklar1 Konaklar (Lister 2000).

TURLER ve ALT TURLER

KONAKLAR

Staphylococcus aureus

Insan, memeli tiirleri, kus

Staphylococcus epidermidis

Insan, evcil hayvanlar

Staphylococcus saprophyticus

Insan, memeli tiirleri

Staphylococcus haemolyticus

Insan, evcil hayvanlar, maymun tiirleri

Staphylococcus warneri

Insan, evcil hayvanlar, maymun tiirleri

Staphylococcus hominis

Insan

Staphylococcus simulans

Insan, memeli tiirleri

Staphylococcus lugdunensis Insan
Staphylococcus capitis
S.capitis subsp. capitis Insan

S.capitis subsp. Ureolyticus

Insan ,maymun tiirleri

Staphylococcus schleiferi
S.schleiferi subsp. schleiferi

S.schleiferi subsp. Coagulans

Insan

Kopek
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Staphylococcus pasteuri

Insan ve memeli tiirleri

Staphylococcus auricularis

Insan ve maymun tiirleri

Staphylococcus cohnii
S. cohnii subsp. cohnii

S. cohnii subsp. Ureolyticum

Insan ve maymun tiirleri

Staphylococcus xylosus

Insan, memeli tiirleri, kus

Staphylococcus saccharulyticus

1nsan

Staphylococcus caprae

Insan, kegi

Staphylococcus pulvereri

Insan, tavuk

Staphylococcus intermedius

Memeli tiirleri, kus

Staphylococcus hyicus

Domuz, keci, sigir

Staphylococcus chromogenes

Sigir, at, keci

Staphylococcus sciuri

Memeli tiirleri, kus

Staphylococcus gallinarum

Kiimes hayvanlari, kus

Staphylococcus lentus

Evcil hayvanlar, yunus

Staphylococcus felis

Kedi
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Staphylococcus muscae Evcil hayvanlar

Staphylococcus piscifermantus Baliklar

Staphylococcus vitilus Memeli tiirleri, balina, et tirtinleri
Staphylococcus equorum At

Staphylococcus dephini Balik

Staphylococcus carnosus Et ve balik tirtinleri
Staphylococcus caseolyticus Siit ve siit iirtinleri, balina, sigir
Staphylococcus kloosii Memeli tiirleri

Staphylococcus arlettae Memeli tiirleri, kus

1.2.8. Stafilokoklarin Tespitinde Kullanilan Biyokimyasal Testler
1) Katalaz Testi

2) Koagiilaz Testi

3) Novobiosine Direnglilik Testi

4) Mannitol Hidroliz Testi

5) Mannoz Hidroliz Testi

6) Maltoz Hidroliz Testi

7) Siikroz Testi




8) Pigment Testi
9) Termoniikleaz Testi
1.2.9. Stafilokoklarin Tespitinde Kullanilan Molekiiler Yontemler

Molekiiler teknikler DNA ve RNA iizerindeki anormallikleri tespit ettigi i¢in
Ozeldir. Hastaligin doku analizine ve taniya ulasmay1 saglar. Enfeksiyon hastaliklarinin
tanis1 ve patogenezden sorumlu genlerin saptanmasi, molekiiler epidemiyoloji

calismalarina biiyiik 6l¢iide kolaylik saglamistir (Tompkins 1998, Cavusoglu Z.B, 2012).
Stafilokok tanimlamasinda kullanilan bazi molekiiler yontemler sunlardir:

1.DNA Problar ve Hibridizasyon Y dntemleri:
a) In situ Hibridizasyon Yontemleri
b) Kat1 Faz Hibridizasyon Yontemleri (Slot Blot, Dot Blot, Southern Blot, Northern Blot)
c¢) Sivi Faz Hibridizasyon Y 6ntemleri

2. Nikleik asit Amplifikasyon Yontemlerii DNA Amplifikasyon Yontemleri
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR))

1.3. Biyofilm
1.3.1. Biyofilm Yapisi ve Genel Ozellikleri

Slaym (biyofilm) olusumu stafilokoklarda 6nemli virulens faktorlerinden biridir.
Biyofilmler, mikroorganizmalarin ylizeylere tutunmasi (adhere olmalari), ¢ogalmalar1 ve

hiicre dis1 polimerler liretmeleriyle olugsmaktadir (Fidan I. 2005).

Biyofilm; infeksiyon ve hastalik olusumu sirasinda antimikrobiyal ajanlar ve konak
canlinin bagisiklik sistemi tarafindan eleminasyona direnglidir. Yani genelde kullanilan
antibiyotik  konsantrasyonlari biyofilm olusumundan sonra etki gostermemektedir
(Amorenaa B ve ark. 1999).

Stafilokoklarda slaym olusumu, fenotipik ve genotipik olarak gesitli yontemlerle

belirlenebilmektedir.
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Biyofilmler, ¢ok tabakali heterojen bir yapi1 gosterir. Bu mikrokoloniler
birbirlerinden su kanallar1 aracilifiyla ayrilmistir. Bu su kanallar i¢inde devam eden su

akis1 besin maddelerinin ve oksijenin difiizyonunu saglar (Bothwell MR, 2003 ).

Biyofilm tabakasinin olusmasinda protein ve ekzopolisakkaritten olusan hiicre dis1
matriks ve tutunma yilizeyi onemli yer tutar. Bu bilesenlerden biri eksik oldugunda
biyofilm olusmamaktadir (Donlan RM. 2002). Bakteriler ekstraseliiler polimerik maddeler
olarak da bilinen ve bir dizi polisakkarid, niikleik asit ve protein igeren ¢amur veya balgik
benzeri bir matriks icerisinde gOémiilii olarak bulunurlar (Ciftgi Z. 2005). Biyofilm
yapisinda %97 su olmak iizere, %2-5 mikroorganizma, %21-2 polisakkarid, %1-2 protein,
%1-2 DNA ve iyonlar bulunmaktadir. Yapilan genomik ve proteomik ¢aligsmalar, biyofilm
gelisimi ile ilgili bir¢gok genin bulunmasina neden olmustur. Bu genlerin hiicre
fizyolojisindeki rolleri arastirildiginda adhezyon, yogunluga bagli algilama (quorum
sensing), hiicre duvar yapimi, metabolizma, stres yaniti ve plazmide baglanmada

etkili olduklart rapor edilmektedir (Davey ME ve ark. 2000).

Biyofilm tabakasi, icindeki bakterilerin c¢evre sartlarindan etkilenmemesini
saglayan korunakli bir yapidir. Biyofilm igerisinde bulunan bakterilerin antibiyotiklere,

planktonik formlarina gore daha direngli olduklar1 bilinmektedir (Esteban J. ve ark. 2010)

Antimikrobiyal ajanlara herhangi bir direnci bulunmayan bir mikroorganizma
biyofilm olusturunca direngli hale, biyofilmden ayrildiginda ise yine duyarli hale
dontigebilmektedir (Fux C.A. ve ark. 2005). Biyofilm igerisindeki oksijen yogunlugu
mikrobiyal direncin gelismesinde 6nemlidir. Oksijenin biyofilmin yiizey katmanlarinda
tiketildigi ve dip kisimlarda anaerobik ortam olustugu bilinmektedir. Bu nedenle bazi
antibiyotiklerin etkinligi azalmakta ve antimikrobiyal diren¢ gelisebilmektedir (Drenkard
E. 2003).

Ayrica biyofilm igerisinde bakteri metabolizmast sonucu olusan asidik atik
maddelerden dolayr meydana gelen pH degisiminin bazi antibiyotikler {izerinde zit etkileri
bulunmaktadir (Thien-Fah C. ve ark. 2001, Uludag Altun H ve Sener B. 2008).

Biyofilm i¢indeki bakterilerin antibiyotiklere direngli hale gelmesinde, biyofilmin
antibiyotik diren¢ genlerinin bakteriler arasinda aktarim kolayligi saglamasit 6nemli rol

oynamaktadir (Savage Victoria J. ve ark. 2013).
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1.3.2. Biyofilmin Tarihgesi

Mikrobiyoloji tarihinin biiylik bir kisminda, mikroorganizmalar primer olarak
planktonik hiicreler olarak goriilmiis ve zengin kiiltiir ortamlarinda gosterdikleri biiylime
ozelliklerine gore tanimlanmuslardir. ilk olarak Van Leeuwenhoek ‘mikroorganizmalarin
bir yiizey lizerinde tutunarak yasayabildikleri ‘seklinde goriis bildirmistir. Heukelekson ve
Heller, ilk olarak, suda yasayan mikroorganizmalarda 'sise etkisi’ ni gdzlemlemislerdir. Bu
organizmalar tutunabilecek bir yiizey bulabilirlerse aktivite ve biiylime hizlarinda artma
oldugu gézlenmistir. Zobell deniz suyu yiizeyinde bulunan bakteri sayisinin, su igerisinde
serbest dolasan bakteri sayisindan ¢ok daha fazla oldugunu ortaya koymustur. Bir atik su
isleme Ttnitesindeki filtreleri inceleyen Jones ve ark. filtreler iizerinde tutunmus halde
bulunan hiicrelerin  morfolojilerine bakarak ve SEM-TEM kullanarak farkli
mikroorganizmalarin bir arada bulunduklarini tesbit etmistir. Rutenyum kirmizist adinda
spesifik bir polisakkarid boyasi kullanilarak, bu topluluklar igerisindeki hiicreleri
cevreleyen matriks materyalinin polisakkarid oldugu belirlenmistir. 1973 yilinda Caracklis,
endiistriyel su sistemlerindeki mikrobiyal topluluklar1 incelemis ve sadece yiizeye kuvvetle
tutunmadiklarini, ayn1 zamanda klor gibi dezenfektanlara karsi ¢ok direncli olduklarini da

belirlemistir (Donlan RM. 2002).

Characklis ve Marshall'da 1990 yilinda uzaysal veya zamansal heterojenite ve
inorganik ya da abiyotik maddelerin biofilmin yapisindaki rolleri gibi, biofilmin diger
tanimlayict Ozelliklerini agiga c¢ikararak bu teorinin dogrulugunu desteklemislerdir.
Biofilmler aslinda ilk olarak 17. yiizyilda Anton von Leeuwenhoek tarafindan
tanimlanmigslardir. Bununla beraber o donemde disinin {izerindeki plaktan aldig siirlintiiyii
inceleyen ve mikroskop altinda mikrobiyal kiimelerin varligini izleyen Leeuwenhoek,
baktig1 seyin biofilm oldugunun farkinda degildi 1970°li yillarin basinda Costerton
daglardaki akarsularin igerisinde yasayan bakterileri incelerken bakterilerin %99.99’unun
bir yilizeye yapisarak, bal¢ik benzeri bir yapi igerisinde yasadiklarini ortaya koymustur.
Daha once yapilan caligmalarin da 1s18inda, 1978 yilinda bu topluluklar1 tanimlamak
amactyla Costerton ilk defa ‘biofilm’ terimini kullanmistir (Donlan R. M ve Costerton
J.W, 2002).
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1.3.3. Biyofilmin Olusumu

Olgun bir biyofilmin olugmasi Sistemin yapisina, mikroorganizmanin tiiriine ve
cevresel faktorlere bagl olarak birkag saat ile birkac¢ hafta zaman alir. Biyofilm olusumu

basamaklar halinde gelisen bir olaydir.

Biyofilm gelisiminde etkili olan genlerin hiicre fizyolojisindeki rolleri
arastirildiginda adezyon, ‘‘quorum sensing’’, hiicre duvar yapimi, metabolizma, stres
cevabr ve plazmide baglanmada etkili olduklar1 goriilmiistiir. Bu genlerin bir kismu
biyofilm olusumunu arttirirken bir kismi1 da azaltmaktadir. Biyofilm olusturan genetik
materyal; plazmidler araciligi ile de kolaylikla aktarilmaktadir. Biyofilm olusumu bes
evrede ger¢eklesmektedir (Vuong C ve Otto M 2002, Post JC ve ark.2004).

1. Mikroorganizmanin yiizeye tutunmast:

Yiizeye basta organik ve inorganik maddelerin yapismasimnin ardindan
mikroorganizmalar bu ylizeye geri doniisiimlii olarak tutunurlar. Bakterinin hareketi veya
bakteri yiizeyi ile tutunulan yiizey arasindaki elektrostatik veya fiziksel etkilesimler bu
evrede rol oynamaktadir. Tutunma sonucu biyofilm fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden
olan bir dizi genetik islem baglatilir (Uludag Altun H ve Sener B 2008)

2. Yapigma:

Bakteriler yiizeye tutunduktan sonra, hiicre zarindaki proteinlerin uyarimi
sonucunda ekzopolisakkarid yapida bir madde sentezlemeye baslar ve bu da hiicrelerin
birbirine ve yiizeye tutunmasini saglar. Bu ekzopolisakkarid yapt ayn1 zamanda bakterinin
olumsuz ¢evre kosullarindan korunmasini da saglamaktadir (Uludag Altun H ve Sener B
2008).

3. Kolonizasyon:

Yiizeye tutunan bakteriler boéliinerek  mikrokolonileri  olustururlar.  Bu
mikrokolonilerin iizerine ortamdaki planktonik bakteriler de yapisarak kolonizasyon
saglanir (Uludag Altun H ve Sener B, 2008)

4. Olgun Biyofilm:

Mikrokoloniler biiyiirler ve kompleks, mantar seklindeki yapilara veya kulelere
doniistirler (Sahin R. 2007).

5. Kopma:

Bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama yayilir.
Biyofilmin iist kisimlarindan kopan hiicreler yeni biyofilm odaklarini olusturmak iizere

ayrilir Bu siire¢ bir dengeye oturunca siireklilesir (Jones H. C. ve ark. 1969).
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Sekil 1.2. Stafilokoklarda Biyofilm Olusum Modeli (Vuong C ve Otto M, 2002)
1.3.4. Biyofilm Olusumunda ‘‘Quorum Sensing’’ Mekanizmalari

Biyofilm olusumunu kontrol eden hiicreden hiicreye yollanan sinyal sistemi
“quorum sensing” (QS) olarak adlandirilmaktadir. Bu mekanizma bakterinin etrafindaki
popiilasyon yogunlugunu saptamasina yarayan bir sistemdir. Bakteri bu bilgiyi birgok
genin Kontrolinii saglamakta kullanir. Bakteri c¢evresel bir faktor degisikliginde
metabolizmasinda degisiklikler yaparak adapte olmaya calisir. Patogenezi i¢in cevreye
uyum saglar ve ¢evreden gelen uyarilar algilayarak yanit gelistirir. (Donabedian H. 2003)
“Quorum sensing” kavrami “minimum populasyon birimini algilama” olarak ifade
edilebilir (Fugua W. C 1994). Dogal ortamda mikroorganizmalar ¢evresel uyarilara bagl
olarak planktonik ya da bir yiizeye tutunmus duragan fazda bulunur. Besin kaynaklarindaki
herhangi yetersizlige bagli olarak bakteriler duragan faza gecerek biyofilm iginde
korumaya alir. Bir odakta toplanan mikroorganizmalar “Quorum sensing” mekanizmasi

sayesinde biyofilmin temelini olusturur (Lynch A.S 2008).

Birgok Gram pozitif ve negatif bakteri ve mantarlar birbirleri ile farkli sinyal

molekiilleri araciligi ile iletisim kurmaktadir. Belirli bir ¢ogunluga ulasip ulasmadiklarini
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kontrol edip, yeterli c¢ogunluga ulastiklar1 anda virulens faktorlerinin sentezi gen
ekspresyonlarini tetiklemektedir. Konagin bagisiklik sisteminin zamanida uyarilmasini
engelleyerek enfeksiyon siirecini baglatmaktadir. Bunun yaninda, QS molekiilleri araciligi
ile gerceklestirilen iletisimin bozulmasi durumunda, mikroorganizmalar koordineli
davranamazlar ve basarili bir enfeksiyon siireci olusturamazlar. Bu agidan bakildiginda,
QS calismalarimin yeni ve 6nemli bir antibiyoterapi alani1 oldugu goriilmektedir (Saragh

M.A. 2006).
1.3.5. Biyofilm Olusumundan Sorumlu Genler

Biyofilm olusumu ¢esitli mekanizmalart igeren dinamik bir siirectir. Biyofilm
tabakas1 iki asamada gerceklesmektedir. ilk asamada, bakteriler bir yiizeye yapisarak
kolonize olurlar (erken aderans). Bu siiregten mikrobiyal yapistirict matriks molekiilleri
olarak bilinen (microbial surface components recognizing adhezive matrix molecules,
MSCRAMM) yiizey proteinleri sorumludur. Ikinci asamada ise, bakteriler diger bakterilere
tutunarak ¢ok tabakali (multilayer) biyofilmi olusturmaktadir (Cucarella C.2001,

Vancraeynest D ve ark. 2004 ). Bu asamadan, icaADBC operonu sorumlu tutulmaktadir.

IcaA geni, UDP-N-asetilglukozaminden N-asetilglukozamin oligormerlerinin
sentezinde yer alan N-asetilglukozamil transferaz iiretiminden sorumlu tutulmustur (Gad
G.F.M ve ark. 2009).

[caD geni ise kapsiiler polisakkaritin fenotipik ifadesinde ©nemli olan N-

asetilglukozamiltransferaz’in aktivitesinin artiginda rol oynar ( Gad G.F.M ve ark. 2009).

IcaC geninin deasetilasyon basamaginda gorev yaparak, PIA spesifik anti-
serumlarla reaksiyon verebilen oligomerleri uzattigi gosterilmistir (Gotz F. 2002).

IcaB geninin ise tam olarak islevi bilinmemekle birlikte deasetilasyon basamaginda

katalizor gorevi yaptigr diisiiniilmektedir (Gotz F. 2002 ).

Cesitli bakteri tiirlerinin biyofilm tabakasinin olusumunda bazi ylizey proteinlerinin
onemli katkist oldugu bilinmektedir. S. aureus suslarindan izole edilen bir protein olan
“‘biofilm associated protein’’ (bap) biyofilm olusumu i¢in gerekli yapilardan birisi olarak
belirtilmistir. S. aureus tiiriinde ¢esitli MSCRAMM’ler ile diger dnemli yiizey bilesenleri
(PIA ve bap) bir arada bulunmaktadir. Bap, bakteri ylizeyine yerlesmis, molekiil agirlig

yiiksek olan, ardi ardina yineleyen C-domainlerini iceren, bakterilere yiliksek biyofilm
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olusturma kapasitesi saglayan ve enfeksiyon siirecinde 6nemli rol oynayan 2276 aminoasit

igeren bir proteindir.

Yapilan c¢alismalarla abiyotik yiizeylere yapisma ve interselliiler adhezyon
basamaklarinin her ikisinde de goérev yaptigi gosterilmistir. Bap genine sahip S.aureus
suslart daha giiglii biyofilm olusturdugu goriilmistiir (Cucarella C ve ark. 2004, Lasa I.
2006).

Bu tez calismasinda, mastitisli siitlerden izole edilen stafilokoklarda 6nemli bir
virulens faktorii olarak kabul edilen biyofilm iiretme yeteneginin fenotipik ve genotipik

yontemlerle arastirilmast amaglanmastir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. izolasyon Ornekleri

Bu ¢alismada 2015 Temmuz ayinda, Aydin ili ve ¢evresinde bulunan isletmelerden
ve kdylerden saglikli ve mastitisli 100 inekten siit alinip, Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarina soguk

zincirde getirildi.
2.1.2. Besiyerleri
2.1.2.1. Blood Agar (Merck 1. 10886)

Teknigine uygun bir sekilde hazirlanan karigimin pH’s1 7,2-7,4 olarak ayarlandi.
Onbes dakika siire ile otoklavda steril edildikten sonra, 50°C’ye kadar sogutulup, igine %

7 oraninda steril insan kani ilave edilmistir.
2.1.2.2. Kongo Red Agar(CRA)

52 gr BHIA, 40 gr sakkaroz, 0,8 gr kongo kirmizisi, 1000 ml distile su ile

hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmis ve petrilere dagitilmistir.
2.2. Yontem
2.2.1. Orneklerin Alinmasi

Siit 6rnekleri alimirken; diski ve ¢camurla bulasik meme baslari 1lik su ile yikandi ve
daha sonra kagit havlular ile kurulandi. Meme baglar1 %70’lik etil alkol emdirilmis pamuk
ile silindi. Her meme bas1 icin ayr1 alkollii pamuk kullamldi. ik birkac cekimlik siit bir

kova igine sagildiktan sonra siit 6rnekleri steril cam tiiplere alindi.
2.2.2. Stafilokok Siipheli Bakterilerin Belirlenmesi ve identifikasyon

Laboratuvara getirilen O6rneklerin kanli agara ekimi yapilarak 37°C’de 24 saat
inkubasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda iireyen bakterilerin olusturduklar: kolonilerin

makroskopik morfolojileri ve hemoliz 6zellikleri de incelenerek stafilokok siipheli
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kolonilerden gram boyama yapildi. Mikroskobik olarak Gram pozitif ve kok sekilli olan

kolonilerden saflastirilma islemi yapildi.
2.2.2.1. Katalaz Testi

Saflastirilmis Gram pozitif kolonilerden lam tizerine 6rnekler alindiktan sonra 1-2
damla % 3’lik hidrojen peroksit damlatildi. Test sonucunda kabarcik meydana gelmesi

pozitif, kabarcik olusmamasi ise negatif reaksiyon olarak degerlendirildi.

2.2.2.2. [lzolatlarm Staphylococcus spp. ve S.aureus Yoniinden PCR ile

Identifikasyonu
2.2.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Mastitisli siittlerden izole edilen stafilokok siipheli suslarda DNA eldesi igin
kaynatma yonteminden yararlanildi. Bu amagcla stafilokok suglarinin Trypticase Soy Agar
(TSA)’a ekimi yapilip ve 37°C’de inkiibasyona birakildi. Stafilokoklar iiretildikten sonra
bir 6ze dolusu saf koloni alinarak 500 mikrolitrelik DNase-RNase free ependorf tiipiinde
deiyonize su ile siispanse edildi. Siispansiyon 100 derecede 10 dk kaynatildi ve daha sonra
10 000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Ustte kalan siv1 alinarak PCR amplifikasyonlarinda
hedef DNA olarak kullanildi (Cift¢i A. 2009).

2.2.2.2.2. PCR Karisim

16S rRNA ve nuc genleri i¢in 2mM MgCly, 0.3 mM dNTP karisimi, 1.5 TU Taq
polimeraz, 0.1 mM her bir primerden, 1X PCR buffer i¢eren 25 mikrolitrelik PCR karisimi

hazirlandi.
2.2.2.2.3. Amplifikasyon Kosullar:

PCR amplifikasyon kosullari: (16S rRNA ve nucigin) 94°C’de 5 dk on
denaturasyonu takiben; 94°C’de 40 sn, 50 °C’de 40 sn, 72°C’del dk olmak {izere 35 siklus

ve 72°C’de 10 dkson uzama asamas1 uygulanmistir.
2.2.2.2.4. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

I mg/ml etidyum bromiir iceren % 1.5’ luk agaroz jele kullanilacak olandrnekler ve

markerlarytliklendikten sonra 50 voltluk akimda 60 dk yiiriittildi.
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2.2.2.2.5. Goriintiileme ve Degerlendirme

Elektroforez igleminin sonunda elde edilen jel, elektroforez tankindan ¢ikarilarak
UV 15181 altinda fotograflanmis veher PCR i¢in ayr1 olarakbant uzunluklar

degerlendirilmistir.

Degerlendirme siirecinde PCR analizinde; 16S rRNA i¢in 756 bp’lik bantin
goriilmesi Staphylococcus spp. venuc igin 279 bp’lik bantin goriilmesi S.aureus un

gostergesi olarak kabul edilmistir.
2.2.3. Biyofilm Uretiminin Belirlenmesi
2.2.3.1. Biyofilm Uretiminin Fenotipik Olarak Belirlenmesi

Slaym olusumu Kongo red agar (CRA) yontemi kullanilarak belirlendi. Slaym
iiretimi arastirilacak suslarin bu besiyerine ekimi yapildi. 37 © C'de 24 saat inkiibasyondan
sonra siyah ve etrafi opak haleli koloni olusturan Ornekler slaym pozitif olarak

degerlendirildi.
2.2.3.2. Biyofilm Uretiminin Genotipik Olarak Belirlenmesi
2.2.3.2.1.Biyofilm Uretiminin Genotipik Tespiti

Incelenen susa ait DNA’nin amplifikasyonunda, slime faktdr igin icaA ve icaD
genlerini ve kullanilan susun S.aureus oldugunu konfirme etmek i¢in Nucve 16S rRNA

genlerini amplifiye eden primer setleri kullanildi.

Cizelge 2.1.Calismada kullanilan primer setleri

GEN FORWARD PRIMER REVERSE PRIMER
icaA 5’-CCT AAC TAA CGA AAG GTA G-3° 5-AAG ATA TAG CGATAAGTGC -3’
icaD 5°-AAA CGT AAG AGA GGT GG-3’ 5°-GGC AAT ATG ATC AAG ATA-3’
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16SrRNA | 5-AAC TCT GTT ATT AGG GAA GAA | 5-CCA CCT TCC TCC GGT TTG TCA

CA-3’ CC-3
nuc 5’-GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT-3’ 5’-AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA
AGC-3’

2.2.3.2.1.1. PCR Karistm

Slaym faktoriin genotipik olarak belirlenmesi igin icaA ve icaD genlerini hedef alan
PCR karisiminda 3 mM MgCl2, 0.25 mM dNTP karisimi, 1.25 IU Taq polimeraz, 0.15
mM her bir primer, 1X PCR buffer igeren 50 mikrolitrelik PCR karigimi hazirlandi. .

2.2.3.2.1.2. Amplifikasyon Kosullar

PCR amplifikasyon kosullari olarak 92°C’de 7 dk 6n denaturasyonu takiben;
92°C’de 45 sn, 49°C’de 45 sn, 72°C’de 1 dk olmak tizere 35 siklus ve 72°C’de 7 dk son

uzama agamasi uygulanmistir
2.2.3.2.1.3. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

1 mg/ml etidyum bromiir igeren % 1.5’ luk agaroz jele kullanilacak olan ornekler

ve markerlar yiiklendikten sonra 50 voltluk akimda 60 dk yiiriitildi.
2.2.3.2.1.4. Goriintiileme ve Degerlendirme

Elektroforez igsleminin sonunda elde edilen jel, elektroforez tankindan ¢ikarilarak
UV 15181 altinda fotograflanmis veher PCR igin ayr1 olarakbant uzunluklar

degerlendirilmistir.

Degerlendirme siirecinde PCR analizinde; icaA geni i¢in 1315 bp ve icaD geni igin
381bp araliginda bant olusumlari arandi (Sahin R. 2007; Ciftci A. 2009).
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3. BULGULAR

3.1. Izolasyon ve identifikasyon Bulgulari

Bu calisma i¢in, Aydm ili ve g¢evresinde bulunan isletmelerden ve kdylerden
laktasyon doneminde olan farkli irk, yastaki saglikli ve mastitisli 100 inekten siit 6rnekleri
uygun teknikle toplanip Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji

Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvari’na soguk zincirde getirilerek incelendi.

Besi yerlerine ekimleri yapildiktan sonra 37 °C’de 24 saat inkubasyona birakildi.
Stafilokok siipheli kolonilerin identifikasyonu icin oncelikle gram boyama testi yapildi.
Gram pozitif kok olarak degerlendirilen suglara katalaz testi uygulandi. Gram pozitif ve
katalaz pozitif suslar saflastirildi. Daha sonra PCR da kullanilmak iizere gliserinli

besiyerine ekilerek kaldirildu.

Sekil:3.1. Kanli agara yapilan ekim sonucu lireyen saflastirilmig Gram pozitif

koloniler
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Alman siitlerden tireyen stafilokok cinsi bakterilerin degerlendirilmesi Cizelge 3.1’

de verilmistir.

Cizelge 3.1. Siitlerden Izole Edilen Suslarda Identifikasyon Bulgulari

Toplanan siit | izole edilen sus Gram Katalaz pozitif
ornegi
pozitif kok
100 77 7 77

Calisma i¢in toplanan 100 6rnegin kanli agara ekiminden sonra; 23 besiyerinde
iireme gozlenmezken 77 tanesinde bakteriyolojik iireme gozlenmistir. Ureme gergeklesen
77 6rnege dnce gram boyama testi uygulanmis ve tamaminin Gram pozitif ve kok sekilli
oldugu belirlenmistir. Gram pozitif kok sekilli izolatlara katalaz testi uygulanmis ve

tamaminin katalaz pozitif oldugu gézlenmistir.
3.2.Biyofilm Uretiminin Fenotipik incelenmsine Ait Bulgular

Calisilan 1zolatlarin biyofilm olusturma durumlari, Kongo kirmizili agar ile
arastirildi. Kongo kirmizili agar besiyerine ekilen kiiltiirlerin 37°C’de bir gece ve
sonrasinda oda 1sisinda 48 saat inkiibasyon sonrasinda siyah ve etrafi opak haleli koloni
olusturanlar biyofilm pozitif, pembemsi-kirmizi, diiz ve merkezi koyu (6kiiz

g0zligoriiniimii) koloni yapanlari biyofilm negatif olarak kabul edildi.
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Slime Olusumu pozitif

Slime Olusumu
Negatif

Sekil 3.2. Stafilokok suslarinin biyofilm olusturma yetenegi bakimindan Kongo

Red Agarda incelenmesi

Yapilan degerlendirmeler sonrasinda 77 oOrnegin 13’iinde (%16.8) biyofilm

olusumu negatif bulunurken, 64’iinde (%83.1) biyofilm olusumu pozitif bulundu.

3.3. PCR Bulgulan

Saklama amach gliserinli besiyerine ekilen suslarin tekrar TSA‘ya ekimi yapildi.
Identifikasyon amagli yapilan PCR calismasinda izole edilen 77 bakteri kullanildi.
Biyofilm tiretiminin genotipik olarak belirlenmesinde ise PCR identifikasyonu sonucunda

Staphylococcus spp. olarak degerlendirilen izolatlar kullanildu.

Staphylococcus spp. yoniinden cins diizeyinde ve S.aureus yoniinden tiir diizeyinde
PCR ile incelendi.
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Staphylococcus spp. olarak identifiye edilen izolatlarda biyofilm olusumunda gorev

yaptig1 bilinen icaA ve icaD genleri arastirildi.

Cizelge 3.2. izole edilen suslarmin 16SrRNA, Nuc, ica A ve ica D genleri bakimindan

PCR’ da degerlendirme sonuglar1

16S rRNA nuc icaA icaD
Izolat No.
(756bp) (279bp) (1315bp) (381bp)
1. — — Incelenmedi Incelenmedi
2. — — Incelenmedi Incelenmedi
3. — — Incelenmedi Incelenmedi
4. — — Incelenmedi Incelenmedi
5. — — Incelenmedi Incelenmedi
6. — — Incelenmedi Incelenmedi
7. — — Incelenmedi Incelenmedi
8. — — Incelenmedi Incelenmedi
9. — — Incelenmedi Incelenmedi
10. — — Incelenmedi Incelenmedi
11. — — Incelenmedi Incelenmedi
12. — — Incelenmedi Incelenmedi
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13. Incelenmedi Incelenmedi
14. Incelenmedi Incelenmedi
15. Incelenmedi Incelenmedi
16. —_— —_—

17. —_— —_—

18. _— -_—

19. + —

20. + +

21. _ +

22, + +

23. _— —

24, _— —

25, + +

26. _— —

217. + —

28. _— —

29.
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30.

3L

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45,

46.
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47,

48.

49.

50.

Sl

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.
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62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.
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12. + + - +
73. + - — -
74. + — —_— _—
75. + - — -
76. + - — -
. + + + +

Staphylococcus spp. olma bakimindan PCR ile incelenen 77 izolattan 15 (%19.4)
tanesinde nuc ve 16S rRNA genlerinin bulunmadigi goriildii. Diger 62 (%80.5) izolatin
tamaminda 16S rRNA geninin bulundugu goriildii ve bu suslar tamaminin Staphylococcus
spp. olarak degerlendirildi.

Staphylococcus spp. olarak degerlendirilen 62 izolattan 20 (%32.2) tanesinde nuc

genininde bulundugu goriildii ve bu izolatlar S.aureus olarak degerlendirildi.

Staphylococcus spp. olarak degerlendirilen 62 izolatin 8 (%12.9) tanesinde sadece
icaA, 16 (%25.8) tanesinde sadece icaD, 4(%6.4) tanesinde ise icaA ve icaD genlerinin

birarada bulundugu goriildii. 34 (%54.8) izolatta ise her iki gen de saptanmadi
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Staphylococcus spp.oldugu belirlenen 62 susun 20 tanesi S.aureus olarak identifiye
edilmis ve bu 20 izolatin 4‘linde(%20) sadece icaA geni, 7’sinde(%35) sadece icaD geni,
2’sinde(%10) ise hem icaA hem de icaD geni bulundu.7 (%35) tanesinde ise her iki gen de

saptanamadi.

(b) nuc(279bp)

(c) icaA(1315bp) (d) icaD (381bp)

Sekil:3.3. 16S rRNA, nuc, icaA ve icaD genlerinin PCR ¢alismasi bulgulari
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4. TARTISMA

Mastitis, bir meme dokusu hastaligidir. Bu hastalik siit miktarinda azalmaya, tedavi
giderlerinin artmasina, hayvan kesim oraninin artmasina ve oliimlere yol agabilmektedir.
Bu nedenle siit sigirt yetistiriciliginde yiiksek oranda ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Mastitisli ineklerden en c¢ok izole edilen etken Staphylococcus spp. ‘dir.
Virulenslerinde etkili olan faktorler hiicre duvari, kapsiil, ylizey proteinleri, toksinler ve

enzimlerdir.

Slaym (biyofilm) olusumu stafilokoklarda 6nemli bir virulens faktorii olarak kabul
edilmektedir. Biyofilmler, mikroorganizmalarin yiizeylere tutunmasi (adhere olmalar),
cogalmalar1 ve hiicre dis1 polimerler iiretmeleriyle olusmaktadir. Biyofilm tabakasi,

icindeki bakterilerin ¢evre sartlarindan etkilenmemesini saglayan korunakli bir yapidir.

Stafilokoklarda biyofilm olusumundan icaADBC operonu ve {iriinii olan
“‘polysaccharide intercellular adhesin’’ (PIA) sorumlu tutulmaktadir. fca ADBC operonu
stafilokoklarda biyofilm olusumunun interselliller adhezyon kisminda gérev yapan PIA

olusumundaki ‘‘polyN-acetyl-beta-1-6—glucosamine’’(PNAG) oligomerlerini sentezlettirir.

Bu calismada, sigirlarda subklinik mastitis olgularinda izole edilen Gram pozitif ve
katalaz pozitif suslarinin biyofilm olusturma yetenekleri fenotitipik ve genotipik olarak

arastirildi.

Ammendolia ve ark.’lar1, biofilm pozitiflik oranini KPS%88.9, KNS’lerde %47.8
olarak bildirmistir. Arciola ve ark.’lari, S. aureus suslarinin (%61) S. epidermidis'e (%49)
gore daha fazla biofilm direttigini belirtmistir. Votava ve ark. Kongo kirmizili agar
besiyerinde kan kiiltiiriinden izole edilen 32 S.aureus susunun 18’ini (%56.2) biyofilm
pozitif degerlendirmistir. Arciola ve ark. protez infeksiyonlarindan izole edilen 15 S.aureus
susunun 11’ini (%73.0) ve 15 S.epidermidis izolatinin 9’unu (%60.0) biyofilm pozitif
bulmusglardir. Kontrol grubu olarak deri ve mukozadan izole edilen 10 stafilokok susunun
hicbirinde biyofilm tiretimi tespit edememislerdir. Yazdani ve ark. yara infeksiyonlarindan
izole ettigi 50 S.aureus susunun Kongo kirmizili agar besiyerinde 27’sini (%54.0) biyofilm
pozitif, 23’iinii (%46.0) biyofilm negatif bulmuslardir.

Arciola ve ark. Kongo kirmizili agar besiyerinde 23 S.aureus susunun 14’iinde
biyofilm pozitif olarak degerlendirirken, biyofilm pozitif suslarda icaA ve icaD genlerinin

her ikisini de saptamiglar, biyofilm negatif Grneklerin higbirisinde genleri tespit
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edememisglerdir. Rohde ve ark. fenotipik olarak Kongo kirmizili agar besiyerinde biyofilm
pozitifligi ile icaA ve icaD genlerinin arasinda tam uyum olmadigini savunmaktadirlar.
Bununla birlikte Vancraeynest ve ark. Kongo kirmizili agarda biyofilm pozitif buldugu
S.aureus suglarinin yalnizca %45.0 icaA ve icaD genlerini saptamislardir. Bunun nedeninin
Kongo kirmizili agar besiyerindeki koloni morfolojisinin yorumlanmasina bagl
olabilecegini bildirmislerdir. Vasudevan ve ark. biyofilm pozitif ve negatif toplam 35
izolatin tamaminda icaA ve icaD genlerinin bulundugunu géstermislerdir. IcaAD pozitif iki
izolatta biyofilm iiretiminin goriilmemesi insersiyonel inaktivasyona veya ica lokusundaki
delesyonlara bagli olabilecegi bildirilmistir. Yazdani ve ark. yara infeksiyonlarindan izole
ettikleri biyofilm negatif ve biyofilm pozitif 50 S.aureus susunun tamaminda icaAD
genlerini  belirlemislerdir. Chaieb ve ark. diyaliz kateterlerinden izole edilen 32
S.epidermidis susunun 16’sinda Kongo kirmizili agarda biyofilm pozitif bildirmislerdir.
Calisilan 32 susun 23 tanesinde icaA ve icaD genlerini pozitif bildirmislerdir. Bunlarin
15’1 biyofilm pozitif, 8 tanesini de biyofilm negatif gostermislerdir. IcaA ve icaD genleri
negatif 1 izolatin ise biyofilm olusturdugunu géstermislerdir. S.epidermidis’de biyofilm

olusturma yetenegi ile ica genleri arasinda iligki oldugu bildirilmistir.

Bu calismada toplanan 100 6rnegin kanli agara ekiminden sonra; 23 besiyerinde
iireme gozlenmezken 77 tanesinde bakteriyolojik iireme gozlenmistir. Ureme gergeklesen
77 Ornege Once gram boyama testi uygulanmis ve tamaminin Gram pozitif oldugu
gozlenmistir. Gram pozitif Suslara katalaz testi uygulanmis ve tamaminin katalaz pozitif

oldugu gozlenmistir.

Kongo Red agarda yapilan degerlendirmeler sonrasinda 77 Ornegin 13’iinde
(%16.8) biyofilm olusumu negatif bulunurken, 64’tinde (%83.1) biyofilm olusumu pozitif

bulunmustur.

Stafilococcus spp olma bakimindan PCR da incelenen 77 sustan 15 (%19.4)
tanesinde nuc ve 16S rRNA genlerinin bulunmadigi goriildi. Diger 62 (%80.5) izolatin
tamaminda 16S rRNA geninin bulundugu goriildii ve bu suslar tamaminin Staphylococcus

spp. olarak degerlendirilmistir.

Staphylococcus spp. olarak degerlendirilen 62 izolattan 20 (%32.2) tanesinde nuc

genininde bulundugu goriildii ve bu izolatlar S.aureus olarak degerlendirilmistir.
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Staphylococcus spp. olarak degerlendirilen 62 izolatin 8 (%12.9) tanesinde sadece
icaA, 16 (%25.8) tanesinde sadece icaD, 4 (%6.4) tanesinde ise icaA ve icaD genlerinin

birarada bulundugu goriilmistiir. 34 (%54.8) izolatta ise her iki gen de saptanamamustir.

Staphylococcus spp. oldugu bilinen 62 susun 20 tanesinin S.aureus oldugu
belirlenmis ve bu 20 izolatin 4 ‘{inde(%20) sadece icaA geni, 7’sinde(%35) sadece icaD
geni, 2’sinde(%10) ise hem icaA hem de icaD geni bulundu.7 (%35) tanesinde ise her iki

gen de saptanamamustir.

Kongo Red Agarda fenotipik olarak biyofilm negatif olarak degerlendirilen 13
izolatin tamaminda 16SrRNA, nuc, ica A ve ica D genleri de saptanamamistir. Bunun
yaninda Kongo Red Agarda biyofilm pozitif olarak degerlendirilen 2 susta da 16SrRNA,

nuc, ica A ve ica D genleri saptanamamustir.

Kongo Red Agarda fenotipik olarak biyofilm pozitif olarak degerlendirilen 64
izolatin 62’ sinin (%96.8) Staphylococcus spp. oldugu, bunlardan 20 tanesininde S.aureus

oldugu belirlenmistir.
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5. SONUC

Mastitis, siit veriminde azalmaya yol agan, siit sigir1 yetistiriciliginde onemli
ekonomik kayiplara neden olan meme dokusu hastaligidir. Sigir mastitislerinden en sik
izole edilen etkenlerin basinda Staphylococcus spp. gelmektedir. Slaym (biyofilm) iiretimi
stafilokoklarda onemli bir virulens faktorii olarak kabul edilmektedir. Stafilokoklarda
biyofilm olusumundan icaADBC operonu ve {iriinii olan ‘‘polysaccharide intercellular

adhesin’’ (PIA) sorumlu tutulmaktadir

Yapilan c¢aligmada toplanan 100 Ornegin, 23 ‘iinde iireme gozlenmezken 77
tanesinde bakteriyolojik tireme gozlenmistir. Bu 77 Ornegin tamami Once gram boyama
testi uygulanmis ve tamammnin Gram pozitif oldugu gozlenmistir. Yapilan
degerlendirmeler sonrasinda 77 Ornegin 13’iinde (%16.8) biyofilm olusumu negatif
bulunurken, 64’inde (%83.1) biyofilm olusumu pozitif bulundu. Kongo kirmizili agar
besiyerinde; biyofilm pozitif olarak degerlendirilen 64 izolatin 62’sinin Staphylococcus
spp. oldugu, bunlardan 8 (%12.9) tanesinde sadece icaA, 16 (%25.8) tanesinde sadece
icaD, 4 (%6.4) tanesinde ise icaA ve icaD genlerinin bir arada bulundugu goriildii.
Staphylococcus spp. suslarin 34 (%54.8) tanesinde her iki gene de rastlanmadi. Kongo
Red Agarda biyofilm negatif olarak degerlendirilen 13 izolatin ise tamaminda icaA ve icaD

genlerinin her ikiside saptanamadi.
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OZET

Mastitisli Siitlerden izole Edilen Stafilokoklarin Biyofilm Uretme Yeteneginin

Fenotipik ve Genotipik Yontemlerle Arastirilmasi

Bu aragtirmada 2015 Temmuz ayinda, Aydin ili ve g¢evresinde bulunan
isletmelerden ve koylerden laktasyon doneminde olan 100 inegin her birinden siit 6rnekleri
teknigine uygun olarak alinip Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuarina soguk zincirde getirilerek

biyofilm olusturan stafilokoklar fenotipik ve genotipik yonden arastirilmistir.

Bu calismada toplanan 100 6rnegin, 77 tanesinde bakteriyolojik tireme gozlenmis
bu 77 o6rnegin Gram pozitif oldugu gozlenmistir. CRA ‘da yapilan degerlendirmeler
sonrasinda 77 o6rnegin 13’iinde (%16.8) biyofilm olusumu negatif bulunurken, 64’iinde
(%83.1) biyofilm olusumu pozitif bulunmustur. PCR ¢alismalarinda, biyofilm pozitif
olarak degerlendirilen bu 64 izolatin 28’inde (%43.7) icaA ve icaD geni bulunmustur.
Biyofilm negatif olarak degerlendirilen 13 izolatin tamaminda ise her iki gende

saptanamamastir.

Anahtar Kelimeler biyofilm, icaA ve icaD, , PCR, mastitisli siit, staphylococcus spp
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SUMMARY

Investigation of Biofilm Producing Ability of Staphylococcus spp.

with Phenotypic and Genotypic Methods which are Isolated from Mastitis Milk

This research has been done in july 2015, by collecting the samples of milk from
the cows in the period of lactation according to the techniques from 100 businesses and
villages around aydin and bringing them to the routine identification laboratory of
mikrobiology major science department in faculty of veterinary in adnan menderes
university with cold chain and the Stafilococcus maintaining the biofilm have been
searched according to the fenotype and genotypes.

In this research 77 of the 100 samples were seen bacteriological reproduction and
they were all gram pozitif. To the results in CRA, the 13 samples of the 77 (%16.8) the

biofilm formation was negative however, in the rest (64 of the 77 )(%83.1) it was positive.

In the pcr works, in the 28 izolats of the 64 positive biofilms (%43.7), the icaA and
icaD gens were found. In 13 izolats of the 13 negative biofilms (%2100) the icaA and icaD

gens were both not found.

Key Words: biofilm, icaA ve icaD, PCR, mastititis in milk, Staphylococcus spp.
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