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TESEKKUR
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sunuyorum.

Ve son olarak calismamda destegini ve bana olan giivenini benden hicbir zaman
esirgemeyen beni bu giinlere sevgi ve saygi kelimelerinin anlamlarimi bilecek sekilde

yetistirerek getiren bu hayattaki en biiyiik sansim olan aileme sonsuz tesekklirler.
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OZET

SUBKLINIK MASTITiSLi KECILERDEN iZOLE EDILEN STAFILOKOK
TURLERININ FARKLI VIRULANS OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Doénmez E. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Programu, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2020.

Arastirmamizda subklinik mastitisli kegilerden izole edilen Stafilokok suslarmin virulens
faktorleri, enterotoksinleri, antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmistir. Subklinik
mastitisli kegilerden toplanan 110 siit 6rneginden izole edilen Stafilokok suslari aragtirmanin
temelini olusturmaktadir. Stafilokok suslar1 biyokimyasal testlere tabii tutulmus ve koagulaz
pozitif ve negatif olarak ayrilmigtir. Bu izolatlar genotipik olarak PCR ile tiplendirilmis
ardindan sekans analizleri yapilarak tam identifikasyonlar1 gergeklestirilmistir. Identifiye edilen
Stafilokok suslarinin Panton Valentine Leukocidin (PVL), Clumping factor (CLFA), Coagulase
(coa), Alpha hemolysin (Hla), Beta Hemolysin (HIb), Y-hemolysin (Y-hlg) ve Enterotoksin
tiplendirilmeleri molekiiler yontemlerle yapilmistir. Stafilokok izolatlarinin sahada siklikla
kullanilan antibiyotikler ile antibiyogramlar1 ger¢eklestirilmistir. Sonu¢ olarak numunelerden
%23.6 oraninda Stafilokok izolasyonu yapilmistir. Yapilan identifikasyon c¢alismalari
sonucunda, 5 S. equorum (%19), 5 S. pettenkoferi (%19), 5 S. epidermidis (%19), 3 S. warneri
(%12), 3 S. caprae (%12), 2 S. capitis (%7), 1 S. simulans (%4), 1 S. hominis (%4) ve 1 S.
aureus (%4), 15 (%13.8) Streptococcus sp., 13 (%12) Bacillus sp., 10 (%9) Lactobacillus sp.,
7 (%6.3) Shigella sp., 7 (%6.3) E. coli, 7 (%6.3) Corynebacterium sp., 5 (%4.5) Klebsiella sp.
ve 3 (%2.7) Flavobacterium sp. izole ve identifiye edilmistir. Toplam 17 (%15.5) 6rnekte ise
bakteriyel lireme goriilmemistir. Arastirmamizda elde edilen Stafilokok izolatlarinin da soz
konusu antibiyotik gruplarindan olan Amoksisilin-Klavulanik asit, Ampisilin ve Penisilin G
antibiyotiklerine karsi direncli bulundugu saptanmistir. Bu arastirma ile subklinik mastitis
etiyolojisinde yaklagik olarak %70 oraninda 6nemli bir rol oynayan Stafilokoklarin kegilerde
goriilen subklinik mastitis hakkindaki bolgesel profili ¢ikarilmistir.

Anahtar kelimeler: Mastitis, Staphylococcus sp., Sekans, virulens, ke¢i,
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF DIFFERENT VIRULENCE PROPERTIES OF
STAPHYLOCOCCUS SPECIES ISOLATED FROM GOATS WITH SUBCLINICAL
MASTITIS

Donmez E. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of Microbiology
Program, Master’s Thesis, Aydin, 2020.

In our study, it was aimed to determine the virulence factors, enterotoxins and antibiotic
susceptibilities of Staphylococcus strains isolated from goats with subclinical mastitis.
Staphylococcus strains isolated from 110 milk samples collected from goats with subclinical
mastitis constitute the basis of the study. Staphylococcus strains were subjected to biochemical
tests and coagulase was divided into positive and negative. These isolates were genotypically
typed by PCR and then sequenced analysis and full identification were performed. The types
of Staphylococcus strains identified were Panton Valentine Leukocidin (PVL), Clumping factor
(CLFA), Coagulase (Coa), Alpha hemolysin (Hla), Beta Hemolysin (HIb), Y-hemolysin (-hlg)
and Enterotoxin by molecular methods. Antibiograms of Staphylococcal isolates were
performed with antibiotics frequently used in the field. As a result, 23.6% Staphylococcus
isolation was made from the samples. As a result of the identification studies, 5 S. equorum
(19%), 5 S. pettenkoferi (19%), 5 S. epidermidis (19%), 3 S. warneri (12%), 3 S. caprae (12%),
2 S. capitis (7%), 1 S. simulans (4%), 1 S. hominis (4%) and 1 S. aureus (4%), 15 (13.8%)
Streptococcus sp., 13 (12%) Bacillus sp., 10 (9%) Lactobacillus sp., 7 (6.3%) Shigella sp., 7
(6.3%) E. coli, 7 (6.3%) Corynebacterium sp., 5 (4.5%) Klebsiella sp. and 3 (2.7%)
Flavobacterium sp. isolated and identified. Bacterial growth was not observed in 17 (15.5%)
samples. Staphylococcal isolates obtained in our study were found to be resistant to
Amoxicillin-Clavulanic acid, Ampicillin and Penicillin G antibiotics, which are among the
mentioned antibiotic groups. With this study, the regional profile of Staphylococci, which play
an important role in the etiology of subclinical mastitis by approximately 70%, on subclinical
mastitis in goats was obtained.

Keywords: Mastitis, Staphylococcus sp., Sequence, virulence, goat
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1. GIRIS

Siit, tiim yaslarda ki insanlar igin ideal bir besin kaynagidir ve siiphessiz ki hayvansal
gidalar arasinda en 6nemli olanlarindandir. Kegi siitli oldukca besleyicidir, anne siitiine benzer
bir beslenme profiline sahiptir. Ancak siit kalitesi, klinik ve subklinik mastite neden olan meme
bezinin bakteriyel kontaminasyonundan etkilenebilmektedir (Boscos ve ark, 1996).

Mastitis; bakteri, mantar ve virlis gibi infeksiyoz ajanlarin veya travmalarin neden
olabilecegi meme bezlerinin iltihab1 olarak tanimlanmaktadir. Bu etiyolojilerden en yaygin
olan1 bakteriyel mastitistir. Mastitis siitlin fiziksel, kimyasal ve bakteriyolojik 6zelliklerini
etkilemektedir. Klinik mastitis, meme iltihabi, iltihaplanma, siit iiretiminde kayip ve siit
rengindeki degisiklikler gibi patolojik degisiklikler ile karakterizedir (Koop ve ark, 2012).

Diisiik keci siitii tiretimine ¢esitli faktorler sebep olmaktadir, bunlardan biri mastitistir
(Gelasakis ve ark, 2016). Mastitis (klinik ve subklinik) siit kegilerinde en 6nemli hastaliklardan
biridir, ¢linkii bu hastalik siit veriminde 6nemli bir kayba neden olmaktadir (Megersa ve ark,
2010). Antibiyotiklerin meme i¢i uygulamasi yaygin olarak kegilerde subklinik mastitisin
kontrolii i¢in uygulanmaktadir (Poutrel ve ark, 1997). Subklinik mastitis tedavisinde etkili
oldugu kanitlanmis olmasina ragmen, antibiyotikler ile tedavi hem insanda hem de hayvanlarda
kiiresel bir endise haline gelen antibiyotik direncine neden olmaktadir (Virdis ve ark, 2010).

Mastitis, meme bezinin iltihaplanmasi veya infeksiyonu, ¢iftliklerin gogunda en yaygin
bakteriyel hastalik olmaya devam etmektedir. Bu hastaligin tedavi ve dnlenmesi, yetigkin siit
sigirciliginda uygulanan antimikrobiyallerin ¢ogunlugunu olusturmaktadir (Pol ve Ruegg,
2007; Stevens ve ark, 2016; Ruegg, 2017).

Klinik mastitisin kegilerde yilda %2'ye ¢ikabilen diisiik bir insidansa sahip oldugu tespit
edilmistir (Bergonier ve ark, 2003). Subklinik mastitis durumunda, siit normal bir gériiniim
sergilediginden goriiniir bir hastalik belirtisi yoktur. Bu ylizden hastalik sadece siitteki somatik
hiicrelerin miktarina dayanan teshis tekniklerinin uygulanmas: ile tespit edilebilmektedir.
Mastitis nakli kegiden kegiye veya siitciilerin elleri, hayvanlarin yattiklar1 yerler ile
gerceklesebilmektedir (Hernandez, 2015).

Subklinik mastitisin maliyet faktorlerinden biri siitteki iiretim kaybidir. Kegi siitii, sigir
siitline gore nispeten pahalidir ve kota sistemi yoktur. Bu nedenle, subklinik mastitis ile siit
veriminin ne kadar azaldigini aragtirmak énemlidir.

Mastitis, damizlik siit sistemlerinde ciddi bir problemdir. Kegilerde mastitis, genel olarak

kiiglikbas hayvanlarda oldugu gibi, istemsiz bosaltmanin birincil nedenidir. Kegilerde klinik

1



mastitis nadir goriilmektedir (<% 5), ancak subklinik mastitis prevalansi laktasyon basina %
20-30 olarak gozlenmistir (Bergonier ve ark, 2003). Rupp ve Foucras (2010) Avrupa Birligi siit
kegisi siiriilerinde bulagici mastitis goriilme sikliginin %210'unun; mastitisli hayvanlarda
(etkilenen hayvanlarda %20) siit azalmasina bagli olarak gerceklesen kayiplarin yillik 60
milyon Euro civarinda oldugunu tahmin etmektedir. Yiiksek hijyenik siit kalitesi, diyet siitleri
(inek siitiinden daha diisiik miktarda uzun zincirli yag asidi) ve taze veya olgunlasmis peynirler
gibi, ke¢i yetistiricileri ve endiistri igin 6nemlidir, ¢linkii siitiin biiyiik bir kismi yiiksek kaliteli
pazarlara yoneliktir (Duboeuf ve ark, 2004). Bir¢ok iilkede, sigir ve koyunlarda mastitise
direng; tireme hedeflerini, hayvanlarin sagligini ve refahini, siit iriinlerinin hijyenik kalitesini ,
genel verimliligi ve esnekligi iyilestirmeyi amaglamaktadir (Heringstad ve ark, 2000; Rupp ve
ark, 2002; Miglior ve ark, 2005).

Her ne kadar ¢esitli patojenler bu hastaligin baslamasina yol agsa da, predispoze faktorler
de d6nemli bir rol oynamaktadir. Onceden belirlenmis faktdrler arasinda kotii yonetim ve hijyen,
daglik cevre ile ilgili kosullar, meme basi yaralanmasina yol acan hayvanlarin hatali veya
diizensiz sagimlari, meme basi kanalinin ve meme ucunun daralmasi bulunmaktadir (East ve
ark, 1978; Lewter ve Walker, 1984).

Siit kegilerinde mastitis, siit ineklerinde oldugu gibi diinya ¢apinda ekonomik oneme
sahip bir hastaliktir. Klinik mastitis, meme dokularinda ve anormal meme salgilanmasinda
enflamatuar bulgularin 6nemli klinik o6zelliklerini gosterirken, subklinik mastitisin tek
gostergesi meme dokusunda ve siitte gozle goriiliir anormallikler olmadan siitteki somatik hiicre
sayisinin daha yiiksek olmasidir. Inek siitiinden farkli olarak kegi siitii, apokrin salgilama siireci
nedeniyle oldukga yiiksek hiicre igerigine sahiptir (Wooding ve ark, 1977).

Gegtigimiz yirmi y1lda kegi siitii tiretimi, keci siitlinlin beslenme 6zellikleri biiytik dlctide
insan siitline benzedigi ve insan i¢in s18ir siitiinden daha az alerjenik oldugu i¢in 6nemli bir artis
gostermistir (FAO, 2013; Zenebe ve ark, 2014; Skapetas ve Bampidis, 2016).

Infekte olmus kegilerde meme bas belirtileri olmadigindan ve anormal siit gozlenmedigi
i¢in hastaligin tanimlanmasi gecikebilmektedir, bu yiizden subklinik mastitis sorunu daha da
katiillesmektedir (Haenlein, 2002)

Kegilerde mastite neden olan en yaygin bakteriler sunlardir: Staphylococcus aureus,
koagulaz negatif Staphylococcus spp., Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactia, Streptococcus caprae, Mycoplasma capricolum, Enterobacteria
spp, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium sp. (Rudra ve Dutta, 2018).

Mastitis, meme bezinin, meme veya siitiin fiziksel Ozelliklerinde meydana gelen

degisikliklerle karakterize enflamatuar bir durumdur (Nazifi ve ark, 2011). Mastitis ii¢ ana tipte
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siiflandirilmaktadir: klinik mastitis (CM), subklinik mastitis (SCM) ve kronik mastitis (ChM).
Klinik mastitiste siit renginde degisiklikler, siitte pihtilasma ve ¢ok sayida lokosit
bulunmaktadir. Klinik vakalarda meme bezinde sislik, 1s1, agr1 ve soluklanmalar goriilmektedir.
Bu belirtiler memenin gorsel olarak gézlemlenmesiyle tespit edilmektedir. Subklinik mastitiste,
stitteki artmig somatik hiicre sayis1 (SCC), siitteki patojen organizmalarin varligi ve sadece
tarama veya laboratuvar testleri ile tespit edilebilecek enflamatuar bir yanit disinda klinik bir
hastalik belirtisi yoktur. Kronik mastitis aylarca siiren ve bir laktasyondan digerine devam
edebilen inflamatuar bir siirectir. Subklinik mastitis, kiiclik ruminantlarda en énemli bulasici
hastaliklardan biridir. Ayrica, Subklinik mastitis, tiim siirii i¢in sabit bir infeksiyon riski teskil
etmektedir. Siit kegisi siiriilerinde daha yiiksek siit verimine ve siit kalitesine ihtiyag
duyuldugundan, yalnizca ¢ift¢iyi degil tiiketiciyi korumak i¢in meme infeksiyonlar1 6nlenmeli
veya erken agsamada tespit edilmelidir. Mastitis, klinik bulgulara dayanarak SCC'de bir artisa
ve siitteki bakterilerin tanimlanmasina dayanarak teshis edilebilmektedir (Droke ve ark, 1993).
Siit hayvanlarinda SCC, mastitisin ciddiyeti ile dogrudan iliskilidir (Pantoja ve ark, 2009).
Mevsim, siit hummasi siklig1 ve hijyen sithhi yonetim kosullart gibi faktorler, somatik hiicre
sayisini etkileyebilmektedir (Koop ve ark, 2009). Somatik hiicre sayilari kegilerde sigirlara gore
daha ytiksektir; bu durum keci siitiindeki yiiksek miktarlarda sitoplazmik parcaciklar ve epitel
hiicrelerinden kaynaklanmaktadir (Paape ve Capuco, 1997). Bu nedenle, artan somatik hiicre
saymmi1 yorumlanirken tiir farkliliklart dikkate alinmalidir.

Ke¢i mastitisine neden olabilecek en yaygin bakteriler arasinda Staphylococcus sp.,
Streptococcus pp., Enterobacteria ve Mycoplasma sp. bulunmaktadir (Contreras ve ark, 2007).
En yaygin tanimlanan cins Staphylococcus sp.’dir, bu cins i¢inde en Onemli tiirler
Staphylococcus aureus ve Koagulaz Negatif Stafilokoklardir (KNS). S. aureus Klinik mastitis
olusturmaktadir ve a toksininin neden oldugu gangrendz mastitis'ten sorumludur. Kegcilerde,
hizli ve etkili bir tedaviye baglanmazsa, bu toksin ile infeksiyon 24 saat i¢inde 6liime neden
olabilmektedir. S. aureus, iirettigi toksinler ve siit liretimindeki azalmalar nedeniyle halk sagligi
i¢in tehlike olarak kabul edilmektedir (Hernandez, 2015). Staphylococcus sp. subklinik mastitis
vakalarinda en sik yer alan KNS dur (Contreras ve ark, 2003). KNS ile infeksiyon, somatik
hiicre sayisinda 6nemli bir artisa ve siit tiretimini énemli 6lglide azaltmaya neden olmaktadir
(Bergonier ve ark, 2003).

Arastirmamizda Stafilokokkal mastitisler bir biitiin olarak ele alinmasi, suslarin tiim
tiplendirilmeleri, virulens genlerinin ve enterotoksinlerin varligi, antibiyogram sonuglar1 ve

antimikrobiyel direng gelisimleri hakkinda tam bir profil ¢ikarilmasi amaglanmuistir.



2. GENEL BIiLGILER

Staphylococcus tiirleri, ¢evresel ortamda yaygin olarak, cilt, cilt bezleri, sicak kanli
hayvanlarin ve insanlarin mukoza zarlarinda bulunmaktadir. Cig siit, peynir ve fermente et de
dahil olmak iizere hayvansal kaynakli gidalardan sik¢a izole edilmektedirler (Rola ve ark, 2015;
Ruiz ve ark, 2016). Hayvancilikla dogrudan temasin yani sira, bu iriinler, Stafilokoklarin
insanlara bulagsmasi i¢in potansiyel kaynaklardir (Spanu ve ark, 2013). Cogu Staphylococcus
tirtiniin, iyi huylu gida zehirlenmesinden, yasami tehdit edici toksik sok sendromuna kadar hem
insanlarda hem de hayvanlarda ¢esitli hastaliklara neden olan firsatg1 patojenler olarak kabul
edilmesi 6nemli bir noktadir (Jans ve ark, 2017). Bu cinsin patojenitesi, hiicre dis1 proteinleri
sifreleyen virulens genleri (enterotoksinler, toksik sok sendromu toksin-1 (TSST-1), niikleazlar,
hemolizinler, vb.), antibiyotik direnci ve biyojenik amin iiretimi ile saglanmaktadir (Carfora ve
ark, 2015; Jans ve ark, 2017).

Tarihsel olarak, iki iliskili cins Staphylococcus ve Micrococcus'a ait bakteri tiirlerinin,
Micrococcaceae ailesinin bir pargasi olarak Stomatococcus ve Planococcus cinsine ait oldugu
disiiniilmistiir. Daha sonra, molekiiler analiz ve filogenetik ve kemotaksonomik veriler
Stafilokok ve Mikrokoklarin yakindan iliskili olmadigini ortaya koymustur (Stackebrandt ve
ark, 1997). Staphylococcus cinsi, kromozomal DNA'da diisiik G/C igerigine sahip Gram-pozitif
bakterilerden olusan Bacillus-Lactobacillus, Streptococcus kiimesine aittir. Bergey'nin
Sistematik Bakteriyoloji El Kitabi'nin (Garrity ve ark, 2004) 2. baskisi, 2004'te giincellenen
Staphylococcus cinsini, Jeotgalicoccus, Macrococcus, Salinicoccus ve Gemella cinsleriyle
birlikte Staphylococcaceae adli yeni bir ailede siniflandirmistir (Ludwig ve ark, 2009).
Staphylococcaceae ailesi Bacillaceae, Planococcaceae, Listeriaceae ve diger aileler ile birlikte
Bacillales ailesinin bir pargasidir (Ludwig ve ark, 2009).

Staphylococcus, mikroskobik inceleme sonrasinda, teikoik asit ve peptidoglikani igeren
tipik bir Gram pozitif bakteri hiicre duvari ile, kiimeler halinde goézilken Gram pozitif,
hareketsiz koklardir (Noble ve ark, 1992). Stafilokoklar, anaerobik; S. saccharolyticus ve S.
aureus subsp. anaerobius harig fakiiltatif anaeroblardir. Stafilokoklar genellikle katalaz pozitif
olsa da, katalaz negatif olan nadir suslarda bildirilmistir (Over ve ark, 2000). Stafilokok
tirlerinin ¢ogu, S. fleurettii, S. lentus, S. sciuri ve S. vitulinus hari¢, modifiye oksidaz testinde
oksidaz negatiftir. Staphylococcus, 18°C ile 40°C arasindaki bir sicaklikta %10 NaCl varliginda
tireyebilmektedir. Tipik olarak solunum ve fermentatif bir metabolizmaya sahiptirler. Tim

Stafilokok tiirlerinin ortak bir 6zelligi, yalnizca nadir istisnalar disinda, lizostafine duyarl
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olmalaridir (Savini ve ark, 2009; Becker ve von Eiff, 2011). Stafilokok tiirlerinin kromozomal
DNA'sindaki G/C igeriginin yilizdesi yaklasik % 30-40'tir. Koagulaz Pozitif Stafilokoklar
(KPS), cins igindeki baslica patojenik tiirleri temsil eder ve fibrinojeni fibrine doniistiirerek
koagiile edebilen bir enzim olan koagulazi igermektedir. Tersine, koagulaz bulunmayanlar,
Koagulaz Negatif Stafilokoklar (KNS) olarak siniflandirilir ve genellikle tehlikeye giren
konaklarda firsat¢1 infeksiyonlara neden olan nispeten digerlerine gore kiigiik patojenlerdir. S.
aureus da dahil olmak tizere Stafilokoklar, genel olarak hayvanlar ve insanlarda konakg1 deri
ve mukoza tlizerinde bulunan firsatgr patojenlerdir. Tasiyici bolgelerden Stafilokoklar
yayilabilir ve uzun siire hayatta kalabilecekleri ortama yerlesebilmektedirler (Neely ve Maley,
2000; Wagenvoort ve ark, 2000). Komponent olan Stafilokoklar, konak¢ida cilt travmasi,
asilama, cihaz implantasyonu; immun sistemi baskilanmis hastalarda, hem de degismis bir
mikrobiyota gosteren tlim mekanizmalar gibi cesitli mekanizmalarla girmeyi basarirlarsa
patojenler gibi davranabilmektedirler (Kloos ve Schleifer, 1986; Kloos ve Bannerman, 1994).
Insanlarda, hastanede edinilen S. aureus hastaliklarinin % 80'inden fazlasi, hastanin burnunda
tagiman suslarin neden oldugu endojen infeksiyonlardir (von Eiff ve ark, 2001). Bunlarin her
biri birlikte ele alindiginda, konakgi-patojen iliskilerinin detayli bir sekilde belirlenmesine izin
vermek icin tiim stafilokoklarin dogru ve giivenilir bir tiir tanimlanmasi yapilmasi
gerekmektedir (Kleeman ve ark, 1993; Gribaldo ve ark, 1997).

1925'te, Staphylococcus cinsindeki ilk farklilagsma, iki ayri grubun, yani KPS ve
KNS'in grubunun tanimlanmasindan ibaretti (von Daranyi, 1925; Gherardi ve ark, 2018).
Daha sonra, novobiosine duyarliliklarina veya direnglerine dayanarak bir baska KNS
simiflandirmasi, “S. epidermidis grubu” ve novobiosine direngli olan  S. saprophyticus grubu”
olarak tanimlanmistir (Baird-Parker, 1963; Mitchell, 1967, Gherardi ve ark, 2018).
Sinirlamalara ragmen, koagulaz aktivitesi ve Novobiosin duyarliligi, Stafilokok izolatlarinin
varsayimsal tanimlanmasinda hala kullanilan fenotipik testleri temsil etmektedir. Genel olarak,
Staphylococcus cinsinde su ana kadar 45 stafilokok tiirii ve 24 alt tiir tanimlanmistir (Euzéby,
1997; Kwok ve Chow, 2003; Place, 2003; Garrity ve ark, 2004, Spergser, 2007; Becker ve von
Eiff, 2011; Bond ve Loeffler, 2012). Bu, molekiiler yontemlerle basariimistir. Insan ve veteriner
tibbindaki klinik olarak en 6nemli tiirler, temel olarak koloni morfolojisi, koagulaz iiretimi,
aglutinasyon analizleri ve Novobiosin ve Polimiksin B duyarlilig1 gibi ¢esitli anahtar 6zelliklere
dayanarak tanimlanabilmektedir. Ayrica, klasik fermantasyon, oksidasyon, bozulma ve hidroliz
(cesitli substratlarin) analizleri ticari el kitabi ve otomatik biyokimyasal sistemlere dahil
edilmistir (Becker ve von Eiff, 2011). Bununla birlikte, Stafilokoklarin tiirler diizeyinde dogru

bir sekilde tanimlanmas1 oldukg¢a zahmetlidir, fenotipik yontemler siklikla dogru tanimlamay1
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saglamada basarisiz olmaktadir. Bu nedenle, mikrobiyoloji laboratuvarlarina ¢esitli molekiiler
biyoloji yontemleri tanitilmigtir. Bu molekiiler teknikler tipik olarak birkag¢ tiire 6zgli PCR
primerinin veya hibridizasyon probunun kullanilmasini gerektirmektedir veya genellikle tim
bilinen tiirleri aym1 anda ayirt edememelerine ragmen, c¢oklu restrikiyon enzimleri
gerektirmektedir. Staphylococcus tiirlerinin tanimlanmasi i¢in kismi 16S rRNA gen dizilimi ve
PCR-restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi (PCR-RFLP) analizi tanimlanmistir
(Bialkowska-Hobrzanska ve ark, 1990; De Buyser ve ark, 1992; Becker ve ark, 2004), ancak
bu yontemler bazi stafilokok tiirleri arasinda, yani S. lentus ve S. sciuri arasinda farklilik
gostermemektedir. 23S rRNA geninin PCR-RFLP analizinin iki resktriksiyon enzimi ile
kullanildigi, bunun yerine Staphylococcus tiirlerini dogru tanimladigi goriilmiistiir (Maes ve
ark, 1997), sonuglarin yorumlanmasi karmasiktir (Fujita ve ark, 2005). Son zamanlarda,
restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizm tanitimi yapilmistir, zaman alic1 ve pahali olmasina
ragmen yiiksek diizeyde ayirt edici oldugu kanitlanmistir (Taponen ve ark, 2006). Biitiin genom
DNA-DNA hibridizasyon analizi, iyi bir performans gostermektedir (Svec, 2006), ancak rutin
uygulamalar i¢in uygun olmadigi kanitlanmigtir. Niikleik asitlerin kullanimi, yiiksek hassasiyet
ve oOzgilliklerinden dolayi, dogru Staphylococcus siniflamasina ulasmak igin alternatif bir
segenck sunmaktadir.

Bilimsel yayinlarda ¢ok sayida 16S rRNA sekans1 verisinin mevcut olmasi nedeniyle,
16S rRNA geni bakteriyel tiirlerin tanimlanmasi igin en yaygin kullanilan yontem olmaktadir.
Bununla birlikte, 16S rRNA gen dizilerinin giivenilirligi, cins diizeyinde filogenetik
calismalarda faydali olmasina ragmen, tiir seviyesine uygulandiginda tartigilabilir bir
durumdadir. 16S rRNA genine (Bialkowska-Hobrzanska ve ark, 1990; De Buyser ve ark, 1992
Becker ve ark, 2004) ek olarak, 16S-23S rRNA intergenik aralik bolgesi (Maes ve ark, 1997) ve
1s1 sok proteini 60 geni (hsp60) (Goh ve ark, 1996; Goh ve ark, 1997; Takahashi ve ark, 1999),
femA geni gibi birkag gen hedefi (Vannuffel ve ark, 1999), sodA geni (Poyart ve ark, 2001), tuf
geni (Martineau ve ark, 2001), rpoB geni (Drancourt ve Raoult, 2002; Mollet ve ark, 1997) ve
gap geni (Yugueros ve ark, 2000; Yugueros ve ark, 2001), dogru tanimlama i¢in faydali
markerler oldugu kanitlanmistir. tuf geni genellikle 16S rRNA tiirevli verilere gore daha fazla
tiir i¢i sekans ayrimi gostermistir. Goriiniise gore, 16S rRNA geni, tuf geninden daha yiiksek
oranda korunmaktadir. tuf geni ile yakindan iliskili Staphylococcus tiirlerini ayirt etmek i¢in
16S rRNA'dan daha ayirt edici bir hedef olusturdugu gosterilmektedir. DNA-DNA yeniden
hibridizasyonu ile Staphylococcus tiirleri, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. simulans, S.
intermedius, S. hyicus, S. sciuri, S. auricularis ve S. aureus tarafindan temsil edilen sekiz ayri
tiir grubuna boliinebilir (Kloos ve Schleifer, 1986; Kloos ve George, 1991). 16S rRNA dizi
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analizi, arastirmacilarin 38 taksonda 11 geno grubu tanimlamasini saglamistir (S. epidermidis,
S. saprophyticus, S. simulans, S. carnosus, S. hyicus/S. intermedius, S. sciuri, S. auricularis, S.
warneri, S. haemolyticus, S. lugdunensis, ve S. aureus) (Takahashi ve ark, 1999; Takahashi ve
ark, 1997). Ayrintili olarak, bosluk dizisi analizi ile tanimlanan dort grup g6z 6niine alindiginda,
birinci boliim, “Staphylococcus hyicus/Staphylococcus intermedius™ grubuna ait tiirlerle temsil
edilmistir, bu grup S. hyicus, S. chromogenes, S. delphini, S. intermedius ve S.
pseudintermedius'tan olusmaktadir. Veteriner sahada 6nem tasiyan S. intermedius grubuyla
yakindan iliskili Stafilokok tiirlerinin (S. intermedius, S. pseudintermedius ve S. delphini dahil)
aralarinda kolay bir ayirim yapilmasina izin vermeyen bazi fenotipik 6zellikler gosterdigi tespit
edilmistir (Takahashi ve ark, 1999; Bannoehr ve ark, 2007; Sasaki ve ark, 2007; Ghebremedhin
ve ark, 2008). S. intermedius ilk olarak 1976'da tanimlanmustir ve S. aureus ve S. epidermidis
arasinda ara biyokimyasal 6zellikler gosterdigi i¢in “S. intermedius” olarak tanimlanmistir
(Hajek, 1976; Gherardi ve ark, 2018). S. intermedius izolatlar ile (Hajek, 1976; Devriese ve
van de Kerckhove, 1979) gozlenen yiiksek fenotipik degiskenlik, 6nemli bir genotipik degisim
(Meyer ve Schleifer, 1978; Chesneau, 2000; Bannoehr ve ark, 2007) ile iliskilendirilmistir. S.
pseudintermedius’ un ilk tanimi 2005 yilina kadar uzanmaktadir ve fenotipinin S. intermedius
ve S. delphini‘ninkine benzer oldugu gozlenmistir (ilk olarak 1988'de yunuslardan bildirilmistir)
(Varaldo ve ark, 1988; Devriese ve ark, 2005). 2007 yilinda, S. intermedius koleksiyonlarinin
filogenetik analizi lizerine yapilan ¢aligmalar (Bannoehr ve ark, 2007; Sasaki ve ark, 2007)
kopeklerden, kedilerden ve insanlardan gelen tiim suslarin aslinda S. pseudintermedius
oldugunu gostermistir. Cogu yabani giivercin tiirevi tiirler S. intermedius ¢ogu at ve evcil
giivercin tiirevi izolatlar S. delphini'ye aittir. Ayrica, S. intermedius grubu igerisinde, spesifik
bir multipleks PCR metodu kullanilarak giivenilir bir ayrimin elde edilebilecegi de tespit
edilmistir (Sasaki ve ark, 2010). Birlikte ele alindiginda, bu bulgular, geleneksel S. intermedius
benzeri fenotipik 6zelliklere sahip izolatlarin, kdpeklerden olduklarinda S. pseudintermedius
olarak tanimlanmasi gerektigini 6ne siirmiislerdir (Kwok ve Chow 2003; Hermans ve ark,
2010). ikinci bsliim “Staphylococcus sciuri” ve “Staphylococcus haemolyticus/Staphylococcus
simulans” gruplarina ayrilabilir. Bunlardan ilki, Staphylococcus sciuri ve Staphylococcus lentus
tirlerinden ve Staphylococcus vitulinus’tan olusmaktadir. Bu tiirler novobiosine direngli ve
oksidaz pozitifdir ve hepsi hsp60 proteinlerinde ayni karakteristik amino asit modelinden
olusmaktadirlar (Goh ve ark, 1997; Kwok ve ark 1999). “S. haemolyticus/S. simulans” grubu
S. haemolyticus, S. xylosus, S. muscae, S. simulans, S. schleiferi subsp. schleiferi, S. carnosus
subsp. carnosus, S. caprae, and S. felis’den olusmaktadir. Son olarak, dordiincii grubu temsil

eden {iglincti bolim “Staphylococcus aureus/Staphylococcus epidermidis” grubudur, S. aureus,
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S. hominis subsp. hominis, S. warneri, S. epidermidis, S. capitis subsp. capitis, ve S.
lugdunensis’tir. 16S rRNA'dan elde edilen verilerle “S. epidermidis “grubu bes kiimeye
ayrilabilir, yani S. lugdunensis, S. haemolyticus, S. warneri, S. epidermidis ve S. aureus (Kloos
1997; Takahashi ve ark, 1999), rpoB sckansi verilerine dayanarak, S. caprae ve S. capitis, S.
haemolyticus grubunda oldugu goriilmiistiir. S. saprophyticus grubuna benzer sekilde, S.
epidermidis grubu, sodA tabanli ¢alismada net bir sekilde belirgin bir soy olusturmamis ve grup

tiirleri arasinda diistik bir benzerlik ylizdesi gozlemlenmistir.

2.1. Stafilokokkal Koagulaz

Tarihsel olarak, koagulaz testleri, kalsiyum selath plazma veya kanin S. aureus ile
asilanmasinin hizli pihtilasmaya yol agtiginin gozlenmesi 1903 yilina kadar uzanmaktadir
(Loeb, 1903). O zamandan beri biiyiik bir ilgi ile incelenmektedir ve dayandigi protein
faktorleri, yani koagulaz (coa) ve von Willebrand faktor baglayici protein (VWbp) genleriyle
birlikte tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Ayrica, plazma proteinleri ile etkilesimin
arkasindaki molekiiler ve yapisal temel agiklanmistir. Son olarak, bir dizi in vivo ¢alisma, coa
ve VWhbp salgilanmasinin, stafilokok apselerinin, bakteriyeminin ve endokarditin patogenezini,
hastalik kalicilig1 ile birlikte destekleyen anahtar viriilans stratejileri arasinda oldugunu

gostermistir (McAdow ve ark, 2012).

2.1.1. Koagulaz

Koagulasyon, trombinin oldugu serin proteaz kaynakli reaksiyonlarin bir kademesidir,
fibrinojenin fibrine doniismesinden sorumludur ve bakterilerin bir pihtida immobilizasyonu ve
daha sonra oldiiriilmesi yoluyla bakteriyel patojenlere kars1 savunma mekanizmasi olarak rol
oynamaktadir (Loof ve ark, 2011). Diger yandan bu olgu, bakteriyel immun kaginma
stratejilerinin hedefini olugturmaktadir.

Stafilokoagulaz olarak da adlandirilan Stafilokokkal coa, degisken sayida 600-700
amino asit kalintisindan olusan ve coa geni tarafindan kodlanan ekstraseliiler bir proteindir.
Serotip spesifik antikorlar tarafindan pihtilasma aktivitesinin inhibisyonunu degerlendiren

testlere dayanarak 10 stafilokoagulaz serotipi tanimlanmistir (Ushioda ve ark, 1981; Kanemitsu



ve ark, 2001). coa niikleotit sekansi iizerine yapilan ¢aligmalar, antijen kompozisyonunda
gozlenen degisiklikleri agiklamistir. coa molekiilinde alti bolge ayirt edilmektedir; bu,
koagulazi hiicre dis1 ortama yonlendiren bir sinyal dizisidir; protrombin baglanmasindan
sorumlu D1 ve D2 bdlgeleri; bilinmeyen bir fonksiyonun merkezi alani; fibrinojen baglama
tekrarlar1 bolgesi; ve C-terminal bolgesi, N-terminalindeki ilk 33 amino asit (sinyal peptidinin
26 amino asidi ve olgun proteinin ilk 7 amino asidi dahil) ve C-terminalindeki son 5 amino asit,
10 serotip arasinda tam olarak ayn1 gézlenmistir (Freidrich ve ark, 2003). Bununla birlikte, D1
ve D2 bolgeleri, sirasiyla ortalama % 52.8 ve % 60.2 amino asit kimlik oranlar1 ile olduk¢a
farklilik gostermektedir. Merkez bolge daha fazla korunmaktadir (% 86.7 benzerlik). Tandem
tekrarli birimlerin sayis1 (2-8) degiskendir, ancak 27-amino asit dizileri korunmus, ortalama
amino asit benzerlikleri (10 serotip arasinda) % 92.9 olarak tespit edigsmistir. Bu nedenle, tekrar
tinitesi sayisindaki degisiklik, antijenikliginden ziyade coa'nin molekiiler agirliklarindaki
farkliliklar1 ifade etmektedir (Watanabe ve ark, 2005). coa geni, kromozom iizerinde lipaz geni
geh ile protein A geni spa arasinda bulunmaktadir. Stafilokoagulaz ile iligkili pihtilasma,
fizyolojik pihtilagsma yolundan oldukga farklidir. coa, 1:1 stokiyometrik oranda protrombine ve
tiirevlerine baglanmaktadir, stafiloprotrombin olarak adlandirilan bir kompleks olusturmaktadir
(Morita ve ark, 1981; Hendrix ve ark, 1983). Konak infeksiyon sirasinda stafilokagiilaz
protrombini aktive etmektedir. coa-protrombin kompleksi, fibrinojeni spesifik bir substrat
olarak tanir, boylece dogrudan fibrine doniistiirmektedir (Panizzi ve ark, 2006). Protrombinin
aktivasyonu, tipik proteolitik bolinmeden kaynaklanmamaktadir; aktif coa-protrombin
kompleksinin kristal yapisi, coa'nin, N-terminalini pretrombin 2 alaninin yarigina ekledigini ve
boylece fonksiyonel aktif sitenin olusumuna yol acan konformasyonel degisiklikleri
indiikledigi ortaya koyulmustur (Friedrich ve ark, 2003; Panizzi ve ark, 2006). coa geni, iissel
biiyiime faz1 sirasinda segici bir sekilde eksprese edilmektedir ve daha sonra diizenleyici sistem
agr tarafindan bastirilmaktadir. Bagka bir diizenleyici bolge, bakteri gevresinde fibrinojen
¢okmesidir (Birch-Hirschfeld, 1934).

Gilinimiizde koagulaz tespiti igin lam ve tiip testleri halen kullanilmaktadir (Goja ve ark,
2013). Lam testinin gerceklestirmesi ¢ok hizlidir ve bu nedenle stafilokoklarin tanisal
algoritmast boyunca ilk adim olarak sayilmaktadir, negatif izolatlar tiip testi ile analiz
edilmektedir. Bu ikinci durumda, plazmanin pihtilasmasi ilk saatte ortaya ¢ikabilir, ancak
sadece 24 saat i¢inde plazmayi pihtilamayan izolatlar KNS olarak etiketlenir. Her ne kadar
koagulaz testleri tavsan plazmasinda rutin olarak yapilsa da, farkli memeli tiirlerinden elde
edilen plazmalarin test performanslarinda belirgin bir farklilik gosterdigi bilinmektedir (Zojdel

ve ark, 1973). Bu gozlem, coa ve vWbp'nin sorumlu oldugu olaydan ve ayrica molekiiler
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hedeflerinin belirlenmesinden sonra anlagilabilir. Her iki proteinin rekombinant varyantlarini
kullanarak, koagiilasyon siiresinin konsantrasyonlarima bagli oldugu ve daha kisa bir
koagiilasyon siiresinde daha yiiksek bir konsantrasyona yol agtigi gosterilmistir. Daha da
onemlisi, her bir pihtilastirici faktor igin farkli tiirlerden plazmalar i¢in gii¢lii tropizm ortaya
cikarilmistir. coa ayirt etmeden yaklagik 1 saat icinde insan ve tavsan plazmasini
pihtilastirirken, VWbp hem insan hem de domuz plazmasini 1 dakika iginde verimli bir sekilde
pihtilastirmaktadir. VWbp ile karistirildiktan sonra, ke¢i ve koyun plazmalar1 10 dakikada
pihtilagmus, at plazmasi 1 saatte pithtilagsmis ve sigir plazmasi 6 saatte pithtilasmisken, farelerden,
tavsanlardan, sicanlardan ve tavuklardan elde edilen plazma 18 saat i¢inde pihtilasmamistir
(Bjerketorp ve ark, 2004). Insan plazmasinin sadece% 1'inin ineklerden, atlardan, farelerden ve
tavsanlardan elde edilen plazmaya eklenmesi vWbp'nin neden oldugu pihtilagsma siiresini 10
dakikaya kadar belirgin bir sekilde diisiirmiisken, tavuk plazmasi insan plazmasina eklendikten
sonra bile 2 saat iginde pthtilagmamistir. Daha sonra yapilan aragtirmalar, hem vWbp hem de
coa tarafindan farkli bir protrombin aktivasyon oraninin pihtilasma verimliligindeki
farkliliklardan sorumlu oldugunu bulmustur. Friedrich ve arkadaslari, kinetik ve yapisal
caligmalar kullanarak, tamamen aktif bir coa fragmani olan coa'nin (1-325), benzer afiniteli
sigir ve insan protrombinine baglandigini, ancak sigir protrombinini ¢ok zayif sekilde harekete
gecirdigini gostermistir. coa-(1-325) sigir protrombin kompleksi, insan ile karsilastirildiginda
yaklasik 5800 kat daha az aktif oldugu belirlenmistir. Ilgili komplekslerin kristal yapisi, coa-
(1-325) insan prothormbinine kiyasla, coa- (1-325) sigir prothormbinindeki katalitik bolgenin
tam olarak olustugunu dogrulanmistir. Bu nedenle coa-(1-325) sigir protrombinin disiik
katalitik aktivitesi, diisiik fibrinojen pihtilasma aktivitesinden esas olarak sorumlu oldugu
belirlenmistir (Panizzi ve ark, 2006). 1984'te Devriese, bir¢ok insan S. aureus suslarinin,
ruminant plazmalarini zayif pihtilastigini gézlemlemistir, oysa ki ruminant izolatlar i¢in bunun
tersi gegerlidir. Ruminant suslari ruminant plazmasini iyi pithtilastirmaktadir; bu yiizden bu
ozellik suslar1 hayvan habitatlarinin adaptasyonlaria gore siniflandirmak i¢in kullanilmistir
(Devriese, 1984). Son zamanlarda, farkli koagulaz aktivitesinin, vWbp'yi kodlayan vwb geninin
hayvansal spesifik allellerinden kaynaklandigr ve bu vwb allellerinin, SaPI'ler adi verilen
yiiksek derecede mobil patojenik adalar tarafindan tagindig agikliga kavusturulmustur. Ayni
zamanda coa genleri kromozomal vWbp aksine, SAPI-kodlanmislardir vVWbps ruminant ve at
protrombinin spesifik aktivasyonu i¢in benzersiz bir N-terminal bolgesine sahiptirler. Ayrica,
SaPI tarafindan taginan vwb genleri (vwbs), ayni suslarin kromozomal vwb genlerinden (vwbc)
farkli sekilde diizenlenmistir (Viana ve ark, 2010). vwbc, promotdr bolgesi igerisinde

ekspresyonu i¢in gerekli olan, korunmus bir oktaniikleotit sekansi icermektedir (Harraghy ve
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ark, 2008). Bu dizi, her vwbs geninin promotér bolgesinde eksiktir ve bunun yoklugu, saeRS
aracili diizenleme icin gerekli olmaktadir (SaPI tarafindan taginan vwb genleri, global regiilator
saeRS'nin yoklugunda biiyiik olglide asagr regilile edilirken, kromozomal genler
etkilenmemektedir) (Viana ve ark, 2010). Sonug olarak, KPS tarafindan olusturulan plazmanin
pihtilagsma yetenegi, kendilerine kromozomal olarak kodlanmis iki faktor olan, coa ve vWbp ile

protrombin aktivasyonunun molekiiler mekanizmalarina dayanmaktadir.

2.1.2. Stafilokokkal infeksiyonlarda Koagulazlarin Rolii

Plazma pihtilasmasi, stafilokoklarin KPS ve KNS tiirlerine siniflandirilmasi i¢in temel
saglamistir. Koagulaz farkli viriilans ozellikleri ile de iliskilidir ve eski galismalarda da
koagulazlarin Stafilokok infeksiyonlarinin patogenezine katkisi vurgulamistir (Chopman ve
ark, 1934; Smith ve ark, 1947; Ekstedt ve Yotis, 1960). Bunun yaninda yapilan in vivo
deneylerin sonuglari tartismalidir; coa'nin olmamasi, subkutan infeksiyon veya mastitisin fare
modellerinde (Phonimdaeng ve ark, 1990) veya enfektif endokarditin sican modelinde S. aureus
viriilansini etkilememektedir (Baddour, 1994; Moreillon ve ark, 1995). Buna karsilik, farelerin
intravendz olarak S. aureus asilanmasindan sonra, coa titresi ile pulmoner bakteri yiikii arasinda
pozitif bir iliski bulunmustur. Infeksiyondan 7 giin sonra akcigerden geri kazanilan canli bakteri
sayisi, dogal fenotip sus, coa delesyon mutantindan Onemli Olgiide daha yiiksek
gozlemlenmistir (Sawai ve ark, 1997). Bununla birlikte, sahadaki bulus, kanin pthtilasmasina
neden olan ikinci salgilanan bir faktor olarak vVWbp'nin kesfi ile gelmistir (Bjerketorp ve ark,
2004). Rekombinant S. aureus suslarini kullanan Cheng ve meslektaslari, tek basina coa veya
vwb'nin silinmesinin sadece viriilansta orta derecede bir diisiise yol agtigini, oysa coa-vwb cift
mutantinin apse veya Oliimciil olma yeteneginde, farelerde sepsiste biiyiikk bir azalma
sergiledigini gostermistir (Cheng ve ark, 2010). Bu nedenle, apse olusumu i¢in kombine coa ve
vWbp gereklidir. Stafilokok infeksiyonu patojenitesinde ilk adim; cerrahi yaralar ve tibbi
cihazlar dahil olmak iizere ¢esitli yollardan dokularin ve/veya kan dolasiminin bakteriyel istilas1
ile temsil edilmektedir (Lowy, 1998). Daha sonra bakteri hizla yayilir ve cerahatli lezyonlara
neden olmaktadir. Stafilokoklar, organizmayi bagisiklik sistemi hiicrelerinden koruyan yalanci
kapsiiller icindeki lezyon merkezinde topluluklar halinde biiyiirler. Son olarak, apse
boyutlarinda biiyiir ve yirtilir. Patojenlerin kan damarlarina girmesini ve infekte olmayan
bolgelere yayilmasini saglamaktadir (Cheng ve ark, 2009). Histokimyasal boyama, protrombin

ve fibrin ile yalanci kapsiiller i¢indeki coa birlikte tanimlamis ve apse lezyonlarinin gevresinde,
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coa, VWbp, protrombin ve ayrica fibrinojen/fibrin birlikte lokalize edilmistir. Bu nedenle, coa
ve VWhp, yalanci kapsiiller icerisinde stafilokok topluluklariin kurulmasina ve daha sonra apse
gelisimine ¢ok Onemli katki saglamaktadir. Apse lezyonlarinin olusumu koagulaz spesifik
antikorlarla inhibe edilebildiginden, bu viriilans faktorlerinin antistafilokok asilarini
tasarladiklar diisiiniilmiistiir (Cheng ve ark, 2010).

Ozetle, Stafilokokkal coa ve VWhp, memeli koagiilasyonunu patojenik bir belirleyici
olarak kabul etmektdir. Protrombinin enzimatik olmayan aktivasyonu ile bu koagulazlar
fibrinin  polimerlesmesini tetiklemektedirler. Bakterilerin fibrin birikimi ve c¢apraz
baglanmasinin, tipik olarak infeksiyon yiikiinii azaltan hayvan dogal immun savunmasini temsil
ettigi gozlemlenmistir. Paradoksal olarak, S. aureus, plazma pihtilagsmasini indiiklemek igin
koagulaz uygular ve bu da bakterilerin konakg1r immun sisteminin bakterisit aktivitesinden
kagmasina izin vermektedir. Bu nedenle, koagulazlar sepsis ve endokarditin yani sira, apse
patogenezini ve infeksiyon kaliciligini destekleyen ana viriilans stratejileri arasindadir
(McAdow ve ark, 2012). Stafilokok koagulazlar1 (Coa, vWbp), protrombinin aktivasyonu
yoluyla kanin pihtilasmasina neden olan salgi proteinleridir. Plazma stafilokoklar1 pihtilagma
yeteneklerine bagli olarak, koagulaz pozitif veya koagulaz negatif olanlara boliinebilirler.
Plazmay1 koagiile etme yetenegi, bu bakterilerin tanisinda ilk adimdir, ¢iinkii coa ve vWbp
salgilanmasi, stafilokoklarin konak¢1 savunma sisteminin iistesinden gelmesini saglayan ana
virlilans stratejileri arasindadir. Protrombin koagulazlarinin nonenzimatik aktivasyonu, fibrin
polimerizasyonunu tetikler, bu da bakterilerin pihtidaki ¢apraz baglanmasiyla sonuclanir, bu da
bakterilerin konak¢1 bagisiklik sisteminin bakterisit aktivitesinden kagmasina izin vermektedir.
Ek vWDbp'nin gelistirilmesi, belirli konakg1 plazmanin koagiilasyon kinetigini arttirir, bu sadece
stafilokok suslarinin konakgi tercihini degil ayni zamanda bu bakterilerin viriilansindaki

koagulazlarin 6nemini gostermektedir.

2.2. Stafilokokkal Hemolizin

2.2.1. Stafilokokkal a-hemolizin

S. aureus ve diger Koagulaz Pozitif Stafilokoklar (KPS) tarafindan salgilanan birkag
sitolitik toksin arasindaki ana bilesik o -hemolizindir (a-toksin, Hla). a-hemolizin, son otuz
yilda biiyiik dl¢iide ve kapsamli bir sekilde incelenmektedir (Freer ve Arbuthnott, 1983; Bhakdi
ve Tranum-Jensen, 1991; Dinges ve ark, 2000; Berube ve Vubek, 2013). Toksin, kanl1 agarda,
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cok cesitli memeli eritrositlerinde (tavsan, koyun, 6kiiz) toksik etkiler uygulayan genis bir tam
hemoliz bdlgesi olusturmaktadir (Hebert ve Hancock, 1985). Tavsanlarda, LD50'in (2 pg / kg
viicut agirligi) oldiriicti oldugu goézlenmistir. LD50, herhangi bir hayvan tiiriinde test edilen en
diisiik toksik dozu temsil etmektedir(Arbuthnott, 1983). Toksin, cilt hiicrelerinin nekrozunun
ve oliimciil infeksiyonun nedeni olarak, hem insanlarda hem de hayvanlarda norotoksik etki
olarak, cesitli hiicre tipleri lizerinde sitotoksik etkiler uyguladigi kabul edilmistir. a-hemolizin,
S. aureus'ta tek kopya kromozomal hla geni tarafindan kodlanmaktadir, S. aureus suslari
arasinda korunmaktadir ve 1984'te klonlanmistir (Gray ve Kehoe, 1984). hla lokusunu
kodlayan 319 amino asit proteini vardir. Ik 26 bdlme N-terminali bir sinyal peptidi
olusturmaktadir. Olgun protein, molekiil agirlig1 yaklasik 33 kDa ve yaklasik 8.5 pl olan 293
bolmeden olugmaktadir. Olgun protein tamamen p-tabakalarindan olusmaktadir ve B-fict
(barrel) gdzenek olusturucu sitotoksin sinifinin prototipi olarak kabul edilmektedir (Bhakdi ve
Tranum-Jensen, 1991; Parker ve Feil, 20005; Prevost ve ark, 2005) Bircok kiiresel diizenleyici
sistem hla'nin kontroliinti saglamaktadir (Recsei ve ark, 1986). Aksesuar gen regiilatorii, agr
lokusu, diizenleyici bir RNA molekiilii (RNAIII) ile birlikte (Novick ve ark, 1993; Lina ve ark
1998) bir ¢ekirdek algilama sistemi ile hla ekspresyonunun kontroliinden sorumludur (Peng ve ark,
1988). Aksesuar gen regiilatorii hla'min ekspresyonunu ve salgilanmasini arttirirken, toplam o-
toksinin sadece %1'i hiicre ile iliskili kalmaktadir. ekspresyon seviyeleri ayn1 zamanda hem Sae
hem de Sar diizenleyici sistemleri tarafindan ayarlanabilmektedir (McNiven ve Arbhunott, 1972;
Novick ve ark, 1993; Toita ve Kamio, 1997; Lina ve ark, 1998; Lyon ve ark, 2002; Koenig ve ark,
2004).

a-toksin hidrofiliktir; yedi monomer toplanarak hedef hiicrenin zarmna silindirik bir
heptamer olusturmaktadir (Gouan ve ark, 1994; Valeva ve ark, 1997). Bu oligomerik form 1-3
nm goézenekler olusturarak Okaryotik hiicreleri parcalayabilmektedir (Freer ve ark, 1968;
Belmonte ve ark, 1987), eritrositleri par¢alama yetenegide tanimlayici bir O6zelligidir.
Monomerlerde ve sonug olarak oligomerlerde ii¢ alan iyi bilinmektedir; Membran {izerinde
duran kapak; konak¢1 zarinin dis boliimiiniin tizerine yerlestirilmis kenar; ve membrani delerek
B gozenegini olusturan kok (sekil 1) (Montaya ve Gouaux, 2003). Monomerlerin hiicre zarina
baglanmasi ve birlesmesi arkasinda iki farkli yol bulunmaktadir (Hildebrand ve ark, 1991).
Diisilk konsantrasyonda, hiicre yiizeyi reseptoriiniin monomerleri baglamasi, yiiksek

konsantrasyonda a-toksinin membran lipitlerine baglanmasi spesifik degildir.
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Tablo 1. Staphylococcus hemolizinin ifade edilen farkli 6zellikleri (Suttorp ve ark, 1985; Jonas
ve ark, 1994; Berube ve Bubek, 2013)

Hemolizin Duyarh Sicak-Soguk Substrat Aktivite
Eritrositler Olgusu
Alfa Hemolizin Tavsan,Koyun, - ADAM10, Dermonekrotik,
Okiiz Lipidler Oliimciil,
Losotoksik
Beta Hemolizin ~ Koyun, Okiiz, + Sfingomiyelin  Diisiik Oldiiriicii
insan
Gama Hemolizin  Tavsan, Insan, - ? Oliimciil
Koyun
Delta Hemolizin  Insan, Tavsan, - Fosfatidilinositol Hafif
Koyun, Dermonekrotik,
Maymun, At Oliimciil,
Losotoksik

Sekil 1. Membrana dik olarak ve yedi kat simetri ekseni boyunca goriilen a-hemolizin yapist
(A) alfa-hemolizin monomer diizeneginin mekanizmasi (B) (Montaya ve Gouaux, 2003).

Song ve arkadaslari (1996) X-1s1n1 kirinimi analizi ile monomerlerin hiicre zarina niifuz
ettigini, iki tabakali olarak difuze oldugunu tespit etmislerdir ve Valeva ve arkadaslari
tarafindanda onaylanan, heptamerik 1-2 nm gézenek olusturdugunu bulmuslardir (Valeva ve

ark, 1997). Toksinin, ¢esitli hiicre tiplerinde zarlar boyunca iyon iletimi i¢in beklenmeyen
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gozeneklerin olugmasi nedeniyle konakgi tlizerinde ¢esitli etkileri olusmaktadir (Bhakdi ve
Tranum-Jensen, 1991). Elde edilen gézenek K* ve diger kiigiik molekiillerin hizli bir sekilde
disar1 akmasii ve molekiil agirligi 1 olan Na*, Ca® ve diger kiiciik molekiillerin akisini
saglamaktadir ve bunun sonucunda eritrositler lize olmaktadir. Insan eritrositleri, tavsan
eritrositleriyle karsilastirildiginda daha az miktarda lize olmaktadir. a-toksin bir¢ok hayvan
sisteminde de dermonekrotik, ndrotoksik ve 6ldiiriicii etkiye sahiptir. Fibroblastlar ise tam tersi
olarak, diisiik doz a-toksine maruz kaldiklarinda hasarlarini onarabilmektedirler. Sonug olarak;
oliimciil hastalik, hemoliz ve dermonekroz, a-toksinle iligkili ana belirtilerdir (Burnet, 1929),
ancak toksinlerin ve ¢ok ¢esitli konake¢i hiicreleri arasinda karmasik bir etkilesim olarak
tanimlanmistir (Tablo 1) (Suttorp ve ark, 1985; Jonas ve ark, 1994; Berube ve Bubek, 2013)
Etkilerin seviyesi ve tipi, a-toksin i¢in bir hiicresel zar reseptoriiniin varligi hakkinda bir
hipotez sunmaktadir (Cassidy ve Harshaman, 1976; Hildebrand ve ark, 1991; Valeva ve ark,
2006) Ancak, onerilen modeller veya deneysel sonuglar, hiicre tipini ve tiir spesifikligini
aciklayamamistir. Son olarak, Wilke ve Bubek (Wilke ve Bubek, 2010) bir disintegrin ve
metaloproteaz 10 (ADAM10)’un a-toksin i¢in aday bir protein reseptorii oldugunu bildirmistir.
ADAM10, Hla ile etkilesime girer ve toksin monomerlerini bir sitolitik gozenege birlestiren
olaylar dizisini baslatmak icin gereklidir. Hlamin okaryotik hiicrelere baglanmasi igin
ADAMI10 gerekmektedir. ADAMI10, konakg1 hiicrelerin zarindan Hla ile ¢okeltilmektedir.
ADAMI0, toksin baglanmasi ve oligomerizasyon i¢in gereklidir (Cassidy ve Harhsaman,
1976). hla aracili sitotoksisitede, ¢ogunlukla diisiik toksin konsantrasyonlarinda ADAM10'a
ihtiya¢ duyulmaktadir (Wilke ve Bubek, 2010). o-toksin tiirii 6zgilliigiiniin, tavsan
eritrositlerinde ADAMI10 ekspresyonu ile baglantili oldugu, ancak insan kirmizi hiicre

yiizeyinde olmadig1 gosterilmistir.

2.2.2 Stafilokokkal p-Hemolizin

B-hemolizin Glenny ve Stevens tarafindan tanimlanmistir (Glenny ve Stevens, 1935;
Pontieri, 2018). a-hemolizinden farkli olarak, B-toksin koyun, dkiiz ve insan tizerinde yiiksek
derecede hemolitik etkiler gostermektedir, fakat kobaylarda, farelerde ve tavsan eritrositlerinde
ne dermonekrotik ne de oldiirticii etkiler gozlenmemistir (Tablo 2). Agar tizerindeki toksin,
genis bir hemoliz alani olusturmaktadir (Hebert ve Hancocki, 1985). Bu toksini kodlayan gen
Projan ve arkadaslari tarafindan sekanslanmistir (Projan ve ark, 1989). HIb olarak adlandirilir,

tamamen kromozomaldir ve 4 kb Karyofanon latum L Clal ile kavranmis DNA fragmani
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tizerinde bulunmaktadir. Protein, 39.000 molekiiler agirliga sahip 330 amino asitten
olugmaktadir, ancak olusumu sirasinda ilk 34 amino asit tarafindan temsil edilen sinyal peptidi
ortadan kaldirilmaktadir. Elde edilen peptit, 35,000 molekiil agirlhiginda ve pH 9'un tizerinde
izoelektrik noktasina sahip olan olgun proteindir. B-hemolizin, ¢ok sayida S. aureus susu,
ozellikle hayvan izolatlar1 ve bir veteriner hastalig1 yani sira ortaya ¢ikan bir zoonotik insan
patojeni olan S. pseudintermedius gibi diger KPS tarafindan iretilmektedir. Protein
sfingomiyelinaz aktivitesi gostermektedir, litik aktivite sfingomiyelin ve lizo-fosfatidilkolin ile
siurlidir (Doery ve ark, 1965). Farkli eritrositlerde bulunan farkli sfingomiyelin igerigi, ¢esitli
hemolitik etkileri agiklamaktadir. 37°C'de inkiibasyondan sonra 10°C'nin altindaki ikinci bir
inkiibasyonun, hemolizi arttirdig1 gézleminden sonra toksinin “sicak-soguk” hemolizin olarak
tanimlandigini ve kolonilerin etrafindaki a-hemolitik bandin tamamen 3 hemolitik olmasini
sagladigi; bir agiklama olarak, diisiik sicakligin toksin tarafindan zarda faz ayrilmasina ve iki

tabakali ¢okmeye izin verdigi diisiiniilmektedir (Low ve Freer, 1977).

2.2.3 Stafilokokkal y-Hemolizin

Ik olarak Smith ve Price (Smith ve Price, 1938) tarafindan tanimlanan y-Hemolizin,
cesitli stafilokok kiiltiir sivilarindan izole edilen PVL (Panton-Valentine Leukocydin), LUKED
ve LukGH’i (Panton ve Valentine, 1932; Graduet ve Price, 1938; Marinagave ark, 2003;
Ventura ve ark, 2010) kapsayan iki bilesenli bir sitotoksin grubunun bir {iyesidir. Toksin,
Woodin tarafindan tarif edildigi gibi S bileseninde (yavas eliisyon) ve F bileseninde (hizl
elisyon) iyon degisim kolonu eliisyonu ile ayirt edilen iki iliskisiz ve suda ¢oziiniir peptit
tarafindan meydana gelmektedir (Woodin, 1959). y-Hemolizin, S. aureus suslarinin neredeyse
tamamu tarafindan tretilmektedir. y-hemolizin, 6zellikle nétrofiller (10 ng / mL'de eylem) ve
makrofajlar ve birgok memeli eritrositleri tizerinde sitolitik aktivite uygulamaktadir (Prevost ve
ark, 1995a; Tomita ve Kamio, 1997; Vandenesch ve ark, 2012). Agar toksik aktiviteyi inhibe
ettigi icin y-hemolizinin hemolitik etkileri kanli agar plakalar1 iizerinde saptanamamaktadir
(Prevost ve ark, 1995a, Prevost ve ark, 1995b). y-Toksin, hlg lokusu, iki S bileseni, HIgA ve
HIgC ve bir F bileseni, HIgB tarafindan kodlanmaktadir. Uggen bir kiimede, sirayla hlgA, higC
ve hlgB (Cooney ve ark, 1993) 4.5 kb Scal ile kavranmig bir kromozom pargasi {izerinde
bulunmaktadir. Hemolitik ve 16kotoksik aktivite, bu DNA fragmanini i¢eren bir klondan elde
edilen ekstraktlarla gosterilmektedir. hIgA ayr1 olarak ifade edilirken, hlgC ve hlgB tek bir

MRNA {izerine kopyalanmaktadir. Daha 6nce, HIgB ve HIgC sirasiyla gama-hemolizinin y1 ve
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v2 bilesenleri olarak adlandirilmisti; HIgB ve HIgC'nin birlikte y-hemolizini (sirasiyla F ve S

bilesenleri) olusturdugu bilinmektedir.

2.3. Stafilokokkal Panton-Valentine Lokosidin (PVL)

Staphylococcus aureus bir dizi molekiil tretmektedir, bu molekiillerden bazilari
bakterilerin konak¢1 bagisiklik tepkilerini "aldatmasini" saglayan molekiillerdir. Bu molekiiller
virulens faoktorleridir. Viriilans faktorleri arasinda gozenek olusturucu —sitotoksinler
bulunmaktadir, sitoplazma zarinda goézenekler olusturarak farkli memeli hiicrelerinin
parcalanmasina neden olabilmektedirler. Fagositler (nétrofiller, monositler ve makrofajlar)
velveya lenfositler de dahil olmak {izere 16kositlerin yok olmasina neden olan sitotoksinlere
l16kotoksinler denir. Lokositotoksik aktivite, infekte olan bakterilerin infeksiyonun ilk
asamalarinda konak¢i organizmanin i¢inde hayatta kalmasini saglamaktadir. Bu
l16kotoksinlerden biri Panton-Valentine 16kosidindir (PVL) (Aman ve ark, 2010).

PVL ilk olarak 1894 yilinda van de Velde tarafindan, S. aureus tarafindan iretilen ve
16kosit lizisine neden olan "madde 16kosit" veya l6kosit olarak tanimlanmistir (Lo ve Wang,
2011). Panton-Valentine l6kosidin ismi Sir Philip Noel Panton ve Francis Valentine'den
gelmektedir, 1932'de PVL'yi hemolizinlerden ayirmuglardir ve PVL varligt ile cildin ve
yumusak dokularin ciddi infeksiyonlari arasinda bir iligki oldugunu gostermislerdir (Panton ve
Valentive, 1932; Lo ve Wang, 2011).

PVL, Stafilokokkal sinergohymenotropic (SHT) toksin ailesine ait bir ¢ift bilesenli
sitotoksindir. Staphylococcus genomu tizerinde bulunan ve bir profaj {izerinde taginan iki bitisik
ve birlikte kopyalanan gen tarafindan kodlanmaktadir. Bu genlerin iriinleri, nétrofiller,
monositler ve makrofajlar dahil olmak {izere memeli l6kositlerinin zar1 boyunca gézenekler
olusturan ve salgilanan iki protein 'LukS-PV ve LukF-PV'dir. Olusan gozenekler hiicre
igeriginin disar1 ¢ikmasina neden olarak lizise yol agmaktadir. Ek olarak, diisiik (sublitik)
konsantrasyonlarda PVL toksininin pro-enflamatuar faktorlerin {iretimini arttirmak igin
notrofilleri uyarabildigi gosterilmistir (Helbin ve ark, 2012; El Haddan be Moinaev, 2013).
PVL, insanlarda topluma bagli metisiline direngli S. aureus (CA-MRSA) suslarinin ¢ogunlugu
tarafindan tiretilmektedir (Deleo ve ark, 2010; Graves ve ark, 2010; Shallcross ve ark, 2013) ve
ayrica PVL pozitif MRSA suslarinin  hayvanlardaki infeksiyonlarma dair raporlar
bulunmaktadir (Rankin ve ark, 2005). PVVL'nin S. aureus viriilansindaki rolii biiytik ilgi gormesine

ve yogun arastirmalarin gergeklestirilmesine ragmen, hayvanlarda gerceklesen infeksiyonlarindaki
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patojenik potansiyeli ile ilgili ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir (Villaruz ve ark, 2009). Son olarak,
Loffler ve ark. (Loffer ve ark, 2010) kesin bir agiklama saglamistir. PVL'nin insan ve tavsan
nétrofillerinin hizli bir aktivasyonuna ve apopitozuna neden oldugunu kesfettiler, ancak bu etkiyi
fare ve maymun noétrofillerinde gézlemlememislerdir. Bu nedenle, bu yazarlar PVL aktivitesini

agiklamak i¢in murin ve primat (insan olmayan) infeksiyon modellerini arastirmiglardir.

2.4. Stafilokok Tiirlerinde Antibiyotik Direnci

Antibiyotik direnci, hem insan hem de hayvan sagligi i¢in 6nemli olan kiiresel bir hayvan
ve halk saglig1 sorunudur. Sorun, yanlis kullanim ve antimikrobiyallerin agirt kullanimi ile giderek
hizlanmistir, asagidakiler dahil olmak {izere birgok faktor tarafindan antibiyotik direngliliginde
degisimler gozlenmektedir; bunlar genetik degisiklikler yoluyla zaman i¢inde dogal antimikrobiyal
direng gelistirmek i¢in bakterilerin i¢sel 6zellikleri; uygun antibiyotik kullanimi (asir1 regete, eksik
tedavi siireci veya yetersiz dozlama), tarimda antimikrobiyal ajanlarin kullanimi (biiyiime arttiric
veya profilaksi amaciyla); mutasyon ve transfer edilebilir genetik materyaller (plazmid,
transpozonlar ve integron) olarak sayilabilir (Meervenne ve ark, 2012; Castro-Sanchez ve ark,
2016).

ABD'de antimikrobiyal direng, iki milyondan fazla bakteriyel infeksiyona ve 23.000 insan
kaybina sebep olmustur (CDC, 2013) Ayrica, Avrupa Birligi'nde ilaca direngli bakteriler yiiziinden
gerceklesen oliimler 25.000, ekonomik maliyeti her yil 1,5 milyar ABD dolarindan fazladir (EMA
ve ECDC, 2009). S. aureus, insanlarda ve ¢esitli hayvan tiirlerinde yaygin bir komensal ve patojenik
bakteri olarak kabul edilmektedir (Sung ve ark, 2008; Sakwinska ve ark, 2011). Hayvanciliktaki
cesitli infeksiyonlara S. aureus neden olabilmektedir, en Gnemlisi sigir ve kiiglikbas hayvanlarda
meme i¢i infeksiyonlardir, siit giftcileri igin biiyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Hunter,
1984; Manser, 1986; Vanderhaeghen ve ark, 2010). Ilk metisiline direngli S. aureus (MRSA)
olgusu, 1960'arin baslarinda metisilinin klinik uygulamasinin baglamasidan kisa bir siire sonra,
1961'de Ingiltere'de bildirilmistir. Cok gegmeden tiim diinyada hastane infeksiyonu kontroliine
meydan okuyan ciddi bir sorun haline geldi (Ayliffe, 1997). S.aureus'un metisiline direnci, beta-
laktam antibiyotikler i¢in diisiik bir afiteye sahip olan penisilin baglayici protein 2a'y1 (PBP2a)
kodlayan mecA geni aracilik etmektedir (Stryjewski ve Corey, 2014). MRSA'min hayvanlardan
izolasyonu, mastitik ineklerden siitte saptanmasinin ardindan ilk olarak 1972'de bildirilmistir
(Devriese ve ark, 1972). Son yillarda ise veteriner hekimlikte giderek daha acil bir sorun haline

gelmistir, atlar, sigirlar, evcil hayvanlar ve egzotik tiirleri iceren cesitli tiirlerde infeksiyonlar hem
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saglikli tagiyicilar hem de infeksiyon vakasi olarak bildirilmistir. (Lee, 2003; Strommenger ve ark,
2006; Anderson ve ark, 2008; Persoons ve ark, 2009; Weese, 2010). Mastitis, kegilerinde yiiksek
ekonomik kayiplar sebebi ile ciddi bir sorundur (Leitner ve ark, 2007). Staphylococcus cinsi,
ozellikle S. aureus, % 4-40'1 arasinda degisen izolasyon siklig1 olan siit kegilerinde mastitisin en
o6nemli bulagsma nedenidir (White ve Hinckley, 1999; Ameh ve Tari, 1999; McDougall ve ark,
2001; Contreras ve ark, 2007; Hall ve Rycroft, 2007; Leitner ve ark, 2007).

Metisilin direnci, stafilokok kromozomal kaseti {izerinde bulunan ve penisilin baglayici
protein 2A (PBP2A) veya PBP2A ca'y1 kodlayan mecA veya mecC geni ile saglanmktadir ( Kim ve
ark, 2012). Her iki enzim de f laktamlar i¢in diisiik bir afinite gostermektedir, bdylece bu antibiyotik
kategorisine direng gostermekedir( Hartman ve Tomasz, 1984; Turner ve ark, 2019). Vankomisin,
MRSA infeksiyonlarmi tedavi eden ilk ilaglardan biridir (Sorrell ve ark, 1982; Pakyz ve ark, 2008;
Mermel ve ark, 2019)

2.4.1. Stafilokok Tiirlerinde Metisilin Direnci

S. aureus'un (SA) metisiline direnci, B-laktamaz direncli yar1 sentetik penisilinler piyasaya
stiriildiikten sonra ilk olarak 1961'de tamimlanmustir (Barber, 1961). 1960'larda Avrupa
hastanelerindeki salgmlarm ilk raporundan sonra, metisilin direnci 1980'erde diinya ¢apinda bir
sorun haline gelmistir ve giiniimiizde ¢ok sayida hastane infeksiyonunun sebebi olmaktadir
(Chambers, 1997). Bakteriyel epidemiyolojiye molekiiller yontemlerin uygulanmasi,
aragtirmacilarin metisiline direngli S. aureus (MRSA) dolagiminin her birinin belirli bir genetik
arka plana sahip epidemik klonlara bagli oldugunu belirlemesine izin vermistir.

Metisiline karsi ana direng mekanizmasi, beta-laktam molekiilleri i¢in diisiik afinite ile
penisilin baglayici proteinlerin (PBP) sentezini destekleyen 'mecA' adi verilen spesifik bir genin
varligindan kaynaklanmaktadir. Molekiiler agirliklarina gore ve serin proteazlara benzer kimyasal
aktiviteye sahip olarak siiflandirilan PBP'ler olarak bilinen enzim grubu, bakteri hiicre duvarmin
peptidoglikana gapraz baglanmasina izin veren transpeptidasyon reaksiyonlarini katalize etmekten
sorumlu gruptur. Hem penisilinler hem de sefalosporinler, PBP'leri rekabetgi bir sekilde inhibe
ederek peptidoglikan olusumuna miidahale etmektedir. p-laktamlar kovalent olarak PBP'lere
baglanir ve oldukga stabil kompleksler olusturmaktadir. Sinirli PBP'ler artik hiicre duvari sentezi
icin gerekli reaksiyonlari katalize edemez duruma gelmektedir.

Stafilokok suslar1 mecA genini (veya homologu, mecC genini) barindirabilmektedir. Bu

gen, Stafilokokkal kromozom kaset mec (SCCmec) ad1 verilen bir mobil genetik eleman iizerinde
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taginmaktadir. mecA ifadesi, beta laktam antimikrobiyalleri i¢in azalmis bir afiniteye sahip ek bir
76-kDa penisilin baglayici protein (PBP2a) kodlamaktadir (Chambers, 1997).

PBP2a ve dogal PBP2, B-laktam antibiyotiklerin varligia ragmen hiicre duvari sentezine
izin verilmesi igin birlikte calismaktadirlar, béylece penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemlere
kars1 etkili bir sekilde direng saglamaktadirlar. SCC, S. aureus'un kromozomuna ¢ok spesifik bir
yerde (attBscc) entegre edilmistir. SCC, S. aureus'un kromozomunda ¢ok spesifik bir yerde
(attBscc) bulunmaktadir (LIarrull ve ark, 2009).

SCCmec kompleksi tarafindan kodlananlara kiyasla ¢ok daha seyrek olan diger metisilin
direnci tipleri, B-laktamazlarin asiri iiretiminden veya istisnai olarak normal PBP genlerinin
mutasyonundan kaynaklanmaktadir (McDaugal ve Thornsberry, 1986; Tomansz ve ark, 1989).
Bakteriyel diinya, cevreye uyum saglama yeteneginde her zaman sasirticidir. SCCmec
kompleksinin aracilik ettigi B-laktam direnci, sadece antibiyotik basinci temelinde agiklanamayan
cok yonlii bir mekanizmadir. Bununla birlikte, bu direng dzelligi f-laktamaz direngli yar1 sentetik
penisilinin klinik kullanimindan sadece iki y1l sonra tamimlanmigtir. SCCmec'in Staphylococcus
sciuri'den bir mecA homolog geniyle (bu mikroorganizma tarafindan 84 kDa PBP kodlayan) ortaya
ciktigin1 One siiren de Lencastre ve arkadaglari tarafindan bu tiir bir direncin kaynaginin biiyiileyici
bir agiklamasini ileri siirmiislerdir. Bulgu, SA izolatlarinin mecA'sinin 200'den fazla epidemiyolojik
olarak ilgisiz S. sciuri susu ile giiglii bir hibridizasyon verdigini gosteren molekiiler ¢alismalara
dayanmaktadir (de Lencastre ve ark, 2007). S. sciuri'deki B-laktam diren¢ mekanizmasinin,
1949'dan beri veteriner hekimlik uygulamasinda profilaktik olarak kullanilan segici penisilin
basincinin ardindan bagladig1 varsayilmaktadir (Llarrull ve ark, 2009). Bu mikroorganizma, uygun
gen komplekslerinde bulunmayan B-laktamaz iiretme kabiliyetine sahip olmadigindan, hayatta
kalma yolunun ilaglarin hedefini degistirmek oldugu diistinilmektedir. Son zamanlarda,
Staphylococcus fleurettii genomunun mecA lokusunun, mecA i¢eren SCCmec bolgesi ile ayni diziye
sahip oldugunu gosterilmistir. Bu sonuglar daha once yayinlanmis olanlarla uyum saglamistr,
¢iinkii S. sciuri, S. vitulinus ve S. fleurettii ortak bir atadan evrimlesmislerdir, ayrica S. fleurettii'nin
mecA gen homologlarinin atalarindan geldigini ve yakin zamanda edinilmedigini gostermektedir

(Tsubakishita ve ark, 2010).

2.4.2. Stafilokok Tiirlerinde Vankomisin Direnci

Vankomisin en eski antibiyotiklerden biridir ve yaklasik 60 yildir klinik kullanimdadir. Eli

Lilly'nin organik kimyagerlerinden Dr. Kornield, 1957'de Borneo'nun derin ormanlarinda

20



Streptomyces orientalis'ten vankomisini izole etmistir (Rubinstein ve Keynan, 2014). Glikopeptit
antibiyotik olan Vankomisin 1958 yilinda Gram-pozitif bakterilerin tedavisi i¢in klinik olarak
tanitilmistir. Bu maddenin kullanimi, hem koagulaz-negatif stafilokoklarda hem de S. aureus'ta
metisilin direncinin ylikselen prevalansi nedeniyle son 20 yilda biiytik 6l¢tide artmistir (Ena ve ark,
1993). Vankomisin, Staphylococcus sp., Enterococcus sp., Streptococcus sp., Pneumococcus sp.,
Listeria sp., Corynebacterium sp. ve Clostridia sp. gibi Gram pozitif bakterilere kars1 aktiftir,
vankomisin genellikle MRSA'nin neden oldugu infeksiyonlar ve yari sentetik penisilin veya
sefalosporin alerjisi olan hastalarin tedavisi i¢in kullanilir (Rubinstein ve Keynan, 2014).
Vankomisin bu infeksiyonlar igin tercih edilen ilag olmaya devam etmektedir.

Vankomisin, duyarli bakterilerde uygun hiicre duvari sentezini keserek bakterisidal etkisini
gostermektedir. Cogu bakteriyel membran, hiicre i¢i yiiksek ozmolarite nedeniyle hiicreleri sislik
ve patlamadan koruyan bir hiicre duvari yapisi ile kaplanmaktadir. Yayilma sirasinda,
peptidoglikan igeren hiicre duvari yapisinin biiyiitiilmesi gerekmektedir. Bunu yapmak icin, dncti
lipid II, penisilin baglama proteinleri (PBP'ler) tarafindan transglikosilasyon ve transpeptidasyon
yoluyla yeni ortaya ¢ikan peptidoglikana eklenirler (Sekil 2a). Vankomisinin hidrofilik molekiil,
oncii lipit II'nin terminal p-alanil-p-alanin (p-Ala-p-Ala) kisimlart ile hidrojen bagi etkilesimleri
olusturabilmektedir. Vankomisinin baglanmasi, 6nciil maddenin biiyiiyen peptidoglikan zincirine
ve sonrasinda gergeklesen transpeptidasyona dahil edilmesini dnlemektedir, boylece hiicre ¢eperi
ayrigmasina ve bakteriyel lizise yol agan konformasyonel degisikliklere neden olmaktadir (Sekil
2b) ( Hu ve ark, 2016). Bununla birlikte, vankomisinin karmasik yapisi, Gram negatif bakterilerin
dis zarindan niifuz etmesini engeller ve Gram negatif bakteriler lizerinde siirl bakterisidal etki
gostermektedir.

Bakterilerdeki vankomisin direncine patojenlerde (E. faecalis, E. faecium, S. aureus ve
Clostridium difficile gibi) bulunan glikopeptid iireten aktinomisetler (Amycolotopsis orientalis,
Actinoplanes teichomyceticus, and Streptomyces toyocaensis) aracilik etmektedir (Patel ve ark,
2000; Domingo ve ark, 2008; Xu ve ark, 2010; Ammam ve ark, 2012;) Vankomisin direnci, o-
alanil-p-laktat p-Ala-p-Lac) veya Dalanil-p-serin sentezi i¢in anahtar enzimi kodlayan ligaz van
geni homologlarmim DNA sekansina dayanarak birkag gen kiimesinde siniflandirilmaktadir (p-Ala-

D-Ser).
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Sekil 2. Vankomisine direngli Staphylococcus aureus'un direng mekanizmasi

(a) Normal peptidoglikan sentezinin sematik diyagrami. (b) Vankomisin etkisinin sematik
diyagrami. (c) vanA kiimesinin organizasyonu. (d) Vankomisine direngli S. aureus'un direng
mekanizmasi. p-Ala: p-Alanin; p-lak: p-laktat; L-Lys: L-Lizin; p-Glu: p-glutamat; Giy5:
Pentaglisin; NAM: N-asetilmuramik asit; NAG: N-asetilglukosamin (Cong Y ve ark, 2020)
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vanA, vanB, vanD, vanF, vanl, vanM, vanC, vanE, vanG, vanL ve vanN fenotiplerine cevap
veren, vankomisine direng saglayan en az 11 van geni kiimesi tamimlanmistir (Boyd ve ark, 2008;
Xu ve ark, 2010; Lebreton ve ark, 2011; Kruse ve ark, 2014). Bu van kiimelerinin organizasyonu
Sekil 2°de gosterilmektedir. p-Ala'y1 kodlayan genler: vanA, vanB, vanD, van F, vanl ve vanM gibi
p-Lac ligazlari genellikle> 256 mg/ml MIC'li yiiksek seviyeli vankomisin direnciyle
sonu¢lanmaktadir. p-Ala'yr kodlayan genlerden: vanC, vanE, vanG, vanL ve vanN dahil olmak
tizere p-Ser ligazlan genellikle 8-16 mg / ml MIC'lerle diisiik seviyede direngle sonuglanmaktadir
( Hollenbeck ve Rice, 2012)

Vankomisin, hiicre duvari disakkarit-pentapeptit Onciillerinin terminal p-alanil- b-
alaninine geri dondiiriilemez bir sekilde baglanarak, burada bakteri hiicre duvarinin {iretimini
engelleyerek etki etmektedir. Enterokoklar, terminal alanin yerine vankomisin igin biiyiik
oranda azaltilmis bir laktat ile degistirerek vankomisin direnci gelistirmistir (Bugg ve ark,
1991). Vankomisine direngli, Koagulaz Negatif Stafilokoklar, bu degistirilmis hiicre duvar
oncillerinin iiretildigini, ancak gézlemlenen direng derecesini hesaba katmayacak kadar kiigiik
miktarlarda tiretildigini gostermistir (Billot-Klein ve ark, 1996). Yiiksek direngli Koagulaz
Negatif Stafilokoklardan hiicre duvari peptidoglikanlarinin analizi, duyarli suslara kiyasla
degismis ¢apraz baglarin varligin1 gostermistir (Bugg ve ark, 1991). Bu degistirilmis ¢apraz
baglarin, hedef peptitlere vankomisin baglanmasini inhibe edebilecegi 6ne siiriilmiistiir, ancak
bu hipotez heniiz kanitlanmamistir. Koagulaz Negatif Stafilokoklarda Vankomisin direncinin

cok faktorlii oldugu diistiniilmektedir, ancak kesin mekanizmalar aydinlatilmay1 beklemektedir.

2.5. Stafilokokkal Enterotoksinler

Stafilokoklar hayati tehdit eden bakteriyemi vakalari, yara infeksiyonlari, piyojenik
lezyonlar ve mastitis de dahil olmak iizere diinya ¢apinda insan ve hayvan infeksiyonlarinin
nedenidir. Kronik bozukluklardan muzdarip bagisikligi baskilanmis hastalarda Stafilokok
hastaliklar1 genellikle daha siddetli seyre sahiptir (Wertheim ve ark, 2005). Enterotoksinler;
bazi stafilokok tiirleri tarafindan iiretilen, insan ve hayvanlarin bagisiklik tepkilerini kesintiye
ugratan Stafilokokkal gida zehirlenmesinin (SFP) etken maddelerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Siit hayvanlarinin S. aureus tarafindan yapilan infeksiyonlari, siit ve gida
endiistrisi i¢cin 6nemli bir ylik olmaya devam etmektedir (De Buyser ve ark, 2001) S. aureus

tarafindan ftretilen enterotoksinler iyi karakterize edilmis olmasma ragmen Staphylococcus
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(CNS) cinsinin koagulaz negatif tiirlerinin enterotoksijenik potansiyeli hakkinda daha az sey
bilinmektedir.

S. aureus ayni zamanda en yaygin gida kaynakli hastaliklardan biri olan SFP'ye sebep
olan bir bakteridir (Hennekinne ve ark, 2012). On yillar boyunca S. aureus, enterotoksin
tiretebilen Staphylococcus cinsinin tek temsilcisi olarak kabul edilmistir. Bugiine kadar 23
farkli S. aureus enterotoksini tanimlanmistir (Thomas ve ark, 2007; Ortega ve ark, 2010; Wilson
ve ark, 2011). CNS'nin ¢ogu insan ve hayvanlarla orantili bir iliski kurabildigi igin CNS'nin
patojenik olmadig1 kabul edilmistir (Fitzgerald ve Penades, 2008; Otto, 2010).

CNS grubu genellikle pozitif gida floras1 olarak kabul edilmistir, bu nedenle endiistride
yaygin olarak uygulanmistir. Fermantasyon siiregleri ve triinlerin duyusal karakteristikleri
tizerindeki olumlu etkileri nedeniyle siklikla et ve peynir baslangic kiiltiirlinlin bir bileseni
olarak kullanmiglardir (Hugas ve Monfort, 1997; Irlinger, 2008). Bunlarin yanisira S.
chromogenes, S. haemolyticus ve S. saprophyticus (Crass ve Bergdoll, 1986; Da Cuhna ve ark,
2006; Mazzariol ve ark, 2012; Otto, 2009; Piette ve Verschraegen, 2009; Ziebuhr, 2001) gibi
hastane tiirlerinin yani1 sira S. chromogenes, S. simulans, S. xylosus (Taponen ve ark, 2006; Unal
ve Cinar, 2012) hayvan infeksiyonlarinda katilimi hakkinda daha fazla iligki ortaya ¢ikmustir.
Orijinal olarak S. aureus'ta tanimlanan ve karakterize edilen bir dizi viriilans faktorii de CNS
genomlarinda tespit edilmistir. Bunlar; Stafilokokkal enterotoksinler (SE), hemolizin a, 3, 6 ve
v, 16kosidinler, eksfolyatif toksinler A ve B ve antibiyotik direng belirleyicileri vb. (Irlinger,
2008; Park ve ark, 2011; Podkowik ve ark, 2012).

Bugiine kadar, 60'larda kesfedilen bes klasik ve antijenik olarak farkli SE'ye (SEA'dan
SEE'ye) ek olarak, 18 yeni SE veya SEL tiiri tamimlanmistir (SEG-SEIU, SEIV2, SEIX)
(Thomas ve ark, 2007; Ortega ve ark, 2010; Wilson ve ark, 2011; Hennekinne ve ark, 2012).
SE'ler ve SEller, 22 ila 29 kDa arasinda degisen molekiiler agirliga sahip suda ¢oziiniir, kiiresel
ve yapisal olarak stabil proteinlerdir. SE'lerin ortak 6zelligi, pepsin veya tripsin gibi ¢ogu
proteolitik enzime kars1 yiiksek stabilite ve direng gostermeleridir ve bu gastrointestinal
sistemdeki aktivitelerinin korunmasimi saglamaktadir (Bergdoll, 1983). Siiper antijenite,
SE'lerin ana 6zelliklerinden biridir. Diger antijenlerin aksine, bunlarin antijen sunan hiicreler
(APCs) tarafindan islenmesi gerekmemektedir. Cogu, APCs'ler iizerinde MHC 1II
molekiillerinin peptit baglayict olugunun disina ve T hiicreleri tizerinde spesifik beta zincir V3
dizileri tagiyan T hiicresi reseptorlerine (TCRs) baglanmaktadirlar. Baglanma, APCs ve T
hiicrelerinin yaygin proliferasyonunu aktive etmektedir, bu da kronik bir yanitta proinflamatuar
sitokinlerin ve immunomodiilator sitokinlerin akut kontrolsiiz bir sekilde salinmasina neden

olmaktadir (McCormick ve ark, 2001). T hiicre reseptorlerine (TCR'ler) baglanmalar1 spesifik
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bir 6zellik degildir. Cogu SAg icin, baglanma TCR-zinciri iizerinde degisken bir yerde
gerceklesmektedir; dolayisiyla SE'ler bircok farkli lenfosit T klonu ile etkilesime
girebilmektedir (Johnson ve ark, 1991; Proft ve Fraser, 2003). Bu kitlesel olarak aktive edilen
T hiicreleri, anormal derecede biiyiik miktarda sitokin salgilar ve klonal olarak c¢ogalir.
Interlokin-2 (IL-2), interferon-y (IFN-y) ve tiimdr nekroz faktorii (TNF-a) gibi yiiksek
proinflamatuar sitokin konsantrasyonlari, yiiksek ates, kilcalligin hizli baglamasi ile karakterize
edilen hastaligin gelismesine neden olabilir. Sizint1 ve ¢oklu organ disfonksiyonu, toksik sok
sendromu olarak tanimlanmaktadir. Serbest birakilan sitokinlerin ani olmasi ve biiyiikligi
hastanin ciddiyetini ve sonucunu belirlemektedir (Fraser ve Proft, 2008). Klonal proliferasyonu
takiben, cogu T hiicresi aktivasyona bagli hiicre 6liimiine ugrar, bu da bir klonal T hiicresi
delesyonuna ve hayatta kalan T hiicrelerinin anerji haline gelmesine neden olur. Son ¢aligmalar
bu T hiicrelerinin fenotipik ve iglevsel olarak benzer immunosiipresif diizenleyici T hiicreleri
oldugunu gostermistir (Taylor ve Llewelyn, 2010). Her ne kadar stafilokok infeksiyonlarinin
immunosiipresif etkisi genel olarak tiim organizma i¢in gecerli olmasa da, patojenin konagin
lokal kolonizasyonunu kolaylastirabilecegi diisiiniilmektedir (Proft ve Fraser, 2003; Fraser ve
Proft, 2008). Son caligmalar SAgs tarafindan uzun siireli uyarima yanit veren T hiicresi
cogalmasinin tepkilerini baskilayabilen, insanlarda, kemirgenlerde ve sigirlarda CD4* CD25*
diizenleyici T hiicrelerinin gelisimini indiikledigini gostermistir (Seo ve ark, 2007). Bu,
SAg'larin neden oldugu immunomodiilasyonun stafilokok hastaliginda 6nemli bir rolii
oldugunu diisiindiirmektedir.

Ciftlik hayvanlari, 6zellikle siitleri, enterotoksijenik CNS rezervuar1 gibi
goriinmektedir. Valle ve arkadaslar1 (1990) S. chromogenes, S. warneri, S. sciuri, S.
saprophyticus ve S. lentus dahil olmak tizere saglikli kegiden gelen KNS tiirlerinin % 22'si
enterotoksinleri, agirlikli olarak SEC'i, kendisi veya diger toksinlerle birlikte salgilayabilmistir.
KNS halen en yaygin mastitis patojenleri olmaya devam etmektedir (Bergonier ve ark, 2003;
Taponen ve ark, 2006; Unal ve Yildirim, 2010). S. aureus'a benzer sekilde, KNS'in
enterotoksijenik potansiyeli ruminant mastitisinin patogenezinde dikkate alinmistir. Koyun,
keci ve inek mastitis vakalarinin siitiinden izole edilen KNS suslarindan Orden ve arkadaslari
(1992), SEC ve TSST-1'i saptamak i¢in hem ¢ift sandvi¢ enzime baglh immunosorban deneyi
(ELISA) hem de Western blot kullanmistir. Iki S. xylosus susunun SEC iirettigi bulunmustur.
Sigir mastitinden izole edilen stafilokoklarla ilgili bagka bir ¢alismada, enterotoksijenik KNS
bulunmamuistir (Orden ve ark, 1992). Subklinik ve klinik sigir mastitis vakalariyla iliskili 102
CNS susunun taranmasinda SE kodlayan hicbir gen tespit edilmemistir (Nemati ve ark, 2008).
Bagka bir ¢alismada, sigir meme infeksiyonlari ile iliskili 263 CNS izolatinda 18 SE ve tst-1
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geninin varligi kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Park ve ark, 2011). Bu arastirmada 82
izolatin (% 31) SAg ile iliskili en az bir geni barindirdigin1 ortaya konmustur. Dikkat ¢ekici bir
sekilde S. xylosus'un (11/24) neredeyse yarisi ve tiim S. hyicus izolatlar1 enterotoksin genleri
pozitif saptanmistir. SE genlerinin varligi diger viriilans faktorlerini kodlayan genlerle birlikte,
18 farkli stafilokok tiirlinii temsil eden subklinik mastitli inek ve koyunlardan 121 KNS
koleksiyonunda arastirilmistir (Unal ve Cinar, 2012). 46 izolatta (% 38) bir veya daha fazla SE

geni tespit edilmistir, Seh ve sej en yaygin SE genleri olarak tespit edilmistir.

2.6. Stafilokoklarin Molekiiler Identifikasyonu ve Genotiplendirilmesi

Stafilokok tiirleri, insan ve hayvanlarin cilt ve mukoza zarlariin yani sira toprak, kum ve
su gibi ¢esitli ortamlarda yaygin olarak bulunmaktadir. Simdiye kadar tarif edilen 45 tiir ve 21
alt tlirlin yalnizca yarisi insan orneklerinden kiiltiirlenmistir. S. aureus, cinsin klinik olarak en
¢ok rastlanan tiirtidiir, ancak Koagulaz Negatif Stafilokoklar (KNS), insan hastaliginin
etiyolojik ajanlari olarak giderek daha fazla taninmaktadir. KNS, tipik olarak immun sistemi
baskilanmis hastalar1 ve implante tibbi cihazlara sahip olanlar etkileyen, hastane kaynakli
infeksiyonlarin ana nedeni olarak tanimlanmistir. KNS patojenik potansiyelinin daha iyi
anlasilmast igin tiir seviyelerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bununla birlikte, S. aureus ve
KNS'nin ortaya ¢ikan klinik 6nemi, alt tiirler diizeyinde de dogru tanimlama elde etmeyi
zorunlu kilmaktadir. Tiir seviyesindeki bakteriyel tipleme, Ozellikle antibiyotige direncli
organizmalarin ve nozokomiyal veya pandemik infeksiyonlara dahil olanlarin, bakteriyel
hastaliklarin teshisi, tedavisi ve epidemiyolojik siirveyanst i¢in oldukc¢a onemlidir. Tiir
tiplendirme, ayrica bakteri popiilasyonu dinamiklerini belirleme ¢alismasinda kullaniimaktadir.
Son yirmi yilda, molekiiler yontemler, bakteriyel teshis alanindaki fenotipik deneylerin asamali
olarak yerini almistir ve mevcut genotipleme yontemleri, {i¢ ana kategoriye ayrilmistir:

(1) bakterileri biiyiikliigline gore siniflandiran DNA bantlama modeli bazli yontemler
genomik DNA'nin amplifikasyonu ve/veya enzimatik sindirimi ile olusturulan fragmanlar;

(2) DNA dizilerinin polimorfizmini inceleyen DNA dizisine dayali yontemler;

(3) Niikleotidik prob kullanan DNA hibridizasyonu bazli yontemler.

Burada amag, s6z konusu yontemlerin stafilokok tanisinda uygulamalarini agiklamak ve

karsilastirmaktir (Krawczyk ve Kur, 2018).
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2.6.1. Stafilokoklarin Molekiiler Identifikasyon Yéntemleri

Stafilokoklarin tanimlanmasi ve filogenetik calismasi i¢in birka¢ polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) sekanslama bazli metot gelistirilmistir. Baz1 genler, 6rnegin, 16S rDNA
(Gribaldo ve ark, 1997; Takahashi ve ark, 1997; Becker ve ark, 2004; Onni ve ark, 2011), hsp60
(Goh ve ark, 1996; Kwokk ve ark, 1999; Barros ve ark, 2007; Santos ve ark, 2008; Onni ve ark,
2012), sodA (Poyart ve ark, 2001; Sivadon ve ark, 2005) , rpoB (Drancourt ve Raoult, 2002;
Mellmann ve ark, 2006), tuf (Martineau ve ark, 2001; Kontos ve ark, 2003; Heikens ve ark,
2005; Ghebremedhin ve ark, 2008; Bergeron ve ark, 2011; Hwang ve ark, 2011) , gap (Yugeros
ve ark, 2000; Yugeros ve ark, 2001; Layer ve ark 2007; Ghebremedhin ve ark, 2008), dnaJ
(Shah ve ark, 2007; Hauschild ve Stepanovic, 2008), nuc (Brakstad ve ark, 1992; Barski ve ark,
1996; Hirotaki ve ark, 2011), ve 165-23S bolge sekansi (Jensen ve ark, 1993; Forsman ve ark,
1997; Saruta ve ark, 1997; Mendoza ve ark, 1998; Bes ve ark, 2000; Couto ve ark, 2001)
molekiiler hedefler olarak degerlendirilmistir. Cok sayida ¢alisma genotipleme yontemlerinin
fenotipik yontemlerden iistiin oldugunu gdstermistir. Bununla birlikte, baz1 genlerin dizileri
yakindan iligkili Staphylococcus tiirlerini ayirt etmek igin yeterli degildir ve veritabanlar
sadece sinirli sayida tiirii igermektedir. Stafilokokkal tanimlama igin kullanilan yontemler

Tablo 2'de 6zetlenmistir.

Tablo 2 Stafilokokkal tanimlama i¢in kullanilan yontemler

Yontem Olasiliklar Kaynaklar
16S rDNA sekansi 16S rDNA’nmn PCR-RFLP’si (Gribaldo ve ark,1997; Takahashi ve ark,
PCR ardindan dogrudan sekanslama 1997; Becker ve ark, 2004; Onni ve ark,
2011)
Hsp60 gen sekansi PCR ardindan dogrudan sekanslama (Goh ve ark, 1996; Kwokk ve ark, 1999;
Hsp60 geninin PCR-RFLP'si Barros ve ark, 2007; Santos ve ark, 2008;
Onni ve ark, 2012)
SodA gen sekanst PCR ardindan dogrudan sekanslama (Poyart ve ark, 2001; Sivadon ve ark,
2005)
Yontem Olasiliklar Kaynaklar
rpoB gen sekansi PCR ardindan dogrudan sekanslama (Drancourt ve Raoult, 2002; Mellmann ve
ark, 2006)
gap gen sekanst gap geninin PCR-RFLP'si (Ghebremedhin ve ark, 2008, Yugeros ve
Terminal kisitlama fragman uzunlugu ark, 2000; Yugeros ve ark, 2001; Layer ve
polimorfizmi (T-RFLP) ark 2007)
PCR ardindan dogrudan sekanslama
dnaJ gen sekansi dnaJ geninin PCR-RFLP'si (Shah ve ark, 2007; Hauschild ve
PCR ve ardindan dogrudan sekanslama Stepanovic, 2008)
Internal transcribed Korunmus primerler ile tek PCR PCR- (Jensen ve ark, 1993; Bes ve ark, 2000;
spacer PCR (ITS-PCR) RFLP Mendoza ve ark, 1998; Forsman ve ark,
1997; Saruta vve ark, 1997; Couto ve ark,
2001)
nuc multiplex PCR (Hirotaki ve ark, 2011; Brakstad ve ark,

1992; Barski ve ark, 1996)
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2.6.2. 16S rDNA Dizisine Dayal Tiir identifikasyonu

Mikrobiyal organizmalarin = siniflandirilmast i¢in  bir ara¢ olarak, korunmus
makromolekiillerin genlerinin karsilastirmali DNA dizisi analizi mikrobiyolojide yaygin hale
gelmistir. En yararli taksonomik marker molekiilleri ve en ¢ok arastirilan, daha biiyiik rDNA'lar
ve kodlama genleridir, 6zellikle 16S rDNA'lar ve daha az 6l¢iide 23S rDNA'lardir. Agik
veritabanlarinda mevcut olan 16S rDNA dizi verilerinin 6nemli miktarda olmasi, bu genin
bir¢ok calismada en ¢ok tercih edilen secenek oldugu anlamina gelmektedir. Bu genin varligt
Stafilokoklarin tanimlanmasi i¢in genis bir sekilde incelenmistir (Gribaldo ve ark, 1997,
Takahashi ve ark, 1997; Becker ve ark, 2004; Onni ve ark, 2011)ve bu cins i¢inde ¢ok olagan
bir gen oldugu i¢in kullanilan dizilerin tiim alt tiirlerin ayirt edilmesi i¢in yeterince spesifik
olmadigi belirlenmistir (Becker ve ark, 2004). Buna karsilik, 16S rDNA'nin 5’ ucunun hemen
hemen her Stafilokok tiiriiniin tanimlanmasi i¢in yeterli bilgi icerdigi tespit edilmistir (Gribaldo
ve ark, 1997). Mikroorganizmalarin Ribozomal Farklilagmasinin (RIDOM) projesinin bir
pargasi olarak, 81 tipi icin 16S rDNA'nin 5’ ucunun her iki seridinin dizilmesiyle ve gegerli
olarak tarif edilen tiim stafilokok alt tiirlerini i¢eren referans suglarinin olusturulmasiyla yeni
bir ribozomal gen dizisi veritabani olusturulmustur (Becker ve ark, 2004). Bununla birlikte, 16S
rDNA 5’ ucunun yeni belirlenmis dizilerinin analizleri, hemen hemen tiim stafilokok tiirlerinin
ve birkag¢ istisna disinda alt tiirlerin tanimlanmasi i¢in uygun bilgiler igerdigini ortaya
konmustur. Diisen maliyetlerle birlikte yiiksek verimli dizilimin artan uygulanabilirligi, 16S
rDNA diziliminin, bakteri tipleme alaninda genel olarak biyokimyasal ve fenotipik islemlere

umut verici, hizli bir alternatif oldugunu gostermektedir.

2.6.3. tuf Gen Dizilerine Dayah Tiir indetifiaksyonu

Uzatma faktorii Tu (EF-Tu)'yu sifreleyen tuf geni, peptid zincir olusumunda rol oynar ve
bakteriyel genomun temel bir bilesenidir. Bu gergek onu teshis amaglh bir se¢im hedefi haline
getirmektedir. Martineau ve arkadaslar1 (Martineau ve ark, 2001), S. aureus, S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. hominis ve S. saprophyticus'u hedef alan bes tiire 6zgii prob ile kombinasyon
halinde tuf bazli bir PCR testi gelistirmistir. En yaygin stafilokok patojenleri dahil olmak tizere
11 farkl stafilokok tiiriinden tuf geninin yayinlanan niikleotit sekansi temelinde, Kontos ve

arkadaglar1 (Kontos ve ark, 2003), tuf geninin bir kismi igin (370 bp) PCR-RFLP
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gerceklestirmis ve bu yontemin s6z konusu stafilokok tiirlerinin tanimlanmasi i¢in giivenilir ve
tekrarlanabilir oldugunu gostermistir. Heikens ve meslektaslar1i (Heikens ve ark, 2005)
tarafindan elde edilen 16S rRNA ve tuf sekansi bazli iliskiler, daha O6nce yayinlanmis olan
filogenetik agaglara (Heikens ve ark, 2005) uyum gostermistir. Hem 16S rRNA'sindan hem de
tuf dizisinden elde edilen agaglar, S. sciuri'nin en uzak Staphylococcus tiirii oldugunu
gostermektedir (Heikens ve ark, 2005). Ayrica, tuf sekansindan tiiretilmis agag, S. warneri'nin,
S. capitis’i igeren S. epidermidis grubu ile iliskili oldugunu géstermektedir. tuf tiirevli veriler,
16S rRNA tiirevli verilerden tiiri¢i dizilerinde daha sik ayrisma gostermistir. Goriiniise gore,
16S rDNA geni, tuf geninden daha yiiksek oranda korunmustur. tuf sekanslarinin ikili olarak
karsilastirilmasinda, %92.6 benzerlik, 16S rDNA sekanslarinda %95.9 benzerlikten daha diistik
oldugu ortaya konmustur (Heikens ve ark, 2005). Bu sonuglar, yakindan iligkili Staphylococcus
tirlerinin farklilasmasinda, tuf’un, 16S rDNA geninden daha ayirt edici bir hedef gen teskil
ettigini gostermektedir. Bu, dejenere olmayan oligoniikleotit primerlerin kullanilabilecegi
gercegiyle birlikte, gerekli olan amplikonun (660 bp) kiigiik boyutundan gelen tuf sonuglarinin
kullaniminda ana ilgi noktasini temsil etmektedir; bu iki kosul diger bir¢ok hedef tarafindan
ayni anda gergeklestirilememistir (Bergeron ve ark, 2011). tuf geni boylece Staphylococcus
tirlerinin dogru tanimlanmasi igin giivenilir bir molekiiler arag olarak ortaya ¢ikmistir (Heikens

ve ark, 2005; Ghebremedhin ve ark, 2008; Hwang ve ark, 2011).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg¢
3.1.1. Ornekleme

Arastirmamizda, Stafilokokkal mastitislerin tespiti amaciyla CMT yapilarak subklinik
mastitisli oldugu belirlenen kegilerden toplanan 110 siit érnedi soguk zincir altinda ADU
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarina getirilmistir. izolasyon
yapilana kadar +4°C’de muhafaza edilen subklinik mastitisli siit 6rnekleri arastirma materyalini
olusturmaktadir.
3.1.2. Kullanilan Soliisyonlar, Besiyerleri, Ayiraclar

3.1.2.1. Gram boyama

Kristal viyole, distile su, liigol ¢ozeltisi, %95 ethanol, sulu fuksin kullanilmistir.

3.1.2.2. Besiyerleri
3.1.2.2.1. Blood agar (Merck® 1. 10886)

Blood Agar 409
Distile su 1000 ml

Karisimin pH’s1 7.2—7.4’e ayarlanmis, onbes dakika otoklav edildikten sonra, 50°C’ye

kadar sogutulup, i¢ine % 7 oraninda steril koyun kani ilave edildi.
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3.1.2.2.2. Trypton soya agar (TSA) (Merck 105458)

Trypton Soya Agar (TSA) 409
Distile su 1000 ml

Karisimin pH’s1 7.2+0.2 ayarlandi, ayarlanarak otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edildi. Otoklav sonrasinda 45-50°C'ye sogutulup petrilere dokiildii.

3.1.2.3. Lam katalaz testi

Besiyerlerinde iireyen birka¢ koloni secilerek 6ze yardimiyla temiz bir lama alinip,
birka¢ damla %3’liik H2O> ile karigtirilmistir. Katalaz enzimi bulunduran koloniler H,O>’yi su
ve oksijene ayristirir, bunun sonucunda ortamdaki oksijen ¢ikis1 kabarcik olusumu ile
gbzlenmektedir (Winn ve ark, 2006).

Bu islem sonucunda kabarcik olusumu gozlenen koloniler katalaz pozitif olarak

degerlendirildi.

Resim 1. Katalaz pozitif ve katalaz negatif 6rnek goriiniimii

3.1.2.4. Lam koagulaz testi

Lam koagulaz testi i¢in 10-15 pl tavsan plazmasina 6ze yardimiyla birkag koloni eklenip
karigtirildi ve 10 saniye icerisinde bir ¢cokelme olup olmadigi incelendi, ¢okelme olan 6rnekler

koagulaz pozitif olarak degerlendirildi (UMS, 2015).
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Resim 2. Lam koagulaz testinde pozitif ve negatif 6rnek goriinimii

3.1.2.5. BD Phoenix™ ID/AST broth ve AST indikator

TSA’da saflastirilmis her bir 6rnek icin 1 adet BD Phoenix™ AST broth (8 mL), 1 adet
BD Phoenix AST broth (4.5 mL), 1 damla BD Phoenix AST indicatorii kullanildi.

Resim 3. ID/AST Broth ve AST indikatori

3.1.2.6. Soliisyonlar

3.1.2.6.1. 50X TAE (Tris, Asetik Asit, EDTA) elektroforez soliisyonu (Thermo Fisher
Scientific®)

1X TAE Kullanma Soliisyonu

Tris Base 40 mM

Asetik Asit 20 mM

EDTA 1 mM
1X TAE Kullanma Soliisyonu Hazirlanis

S0X TAE 10 ml

Distile su 490 ml
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3.1.2.6.2. 6X DNA loading dye (Thermo Fisher Scientific®)

Tris-HCI 10 mM, bromfenol mavisi %0,003, xylen cyanol FF % 0,03, gliserol %60,

EDTA 60 mM .

3.1.3. BD Phoenix™ M50 otomatize identifikasyon sistemi

BD Phoenix, son jenerasyon kiiltiir ve antibiyogram sistemidir. Bu ¢alismada TSA’da

tireyen saf kolonilerin antibiyogramlarinin ve identifikasyonlarinin yapilmasi i¢in BD

Phoenix™ M50 otomatize identifikasyon sistemi cihazina yiiklendi ve sonuglar1 kaydedildi.

3.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

3.1.4.1. DNA ekstraksiyonu

DNA ekstrasiyonu Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification ekstraksiyon kiti

kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi sekilde yapildi.

3.1.4.2. ExPrime taq premix (2X) (GeNet Bio®)

ExPrime Taq DNA Polymerase 1 iinite/10 pl, 2X reaksiyon buffer, 4 mM MgCI2, her
bir dATP, dCTP, dGTP, dTTP’den 0,5 mM, enzim stabilizatorii, sediment, loading dye, pH 9,0.
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3.1.4.3. Primerler

Tablo 3. Stafilokok izolatlarinin genotiplendirilmesinde kullanilan primerler

Gen Primer Seti Sekansi (5°/3°) Uriin Kaynaklar
(bp)
16S rRNA AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 527 Hwang ve ark, 2011
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT
coa ATAGAGATGCTGGTACAGG 627,7  Kalorey ve ark, 2007
GCTTCCGATTGTTCGATGC 10,91
0
nuc GCGATTGATGGTGATACGGTT 279 Brakstad ve ark, 1992
AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC
tuf GCCAGTTGAGGACGTATTCT 412 Hwang ve ark, 2011
CCATTTCAGTACCTTCTGGTAA
PVL ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 433 (Elsayed ve ark,
GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC 2015)
CLFA GGC TTC AGT GCT TGT AGG 980 (Elsayed ve ark,
TTT TCA GGG TCAATATAAGC 2015)
Hla CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG 209 (Elsayed ve ark,
CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT 2015)
Hib GTGCACTTACTGACAATAGTGC 309 (Elsayed ve ark,
GTTGATGAGTAGCTACCTTCAGT 2015)
Y-hig CCAATCCGTTATTAGAAAATGC 937 (Moore ve Lindsay,
CCATAGACGTAGCCACGGAT 2001)
BAP CCCTATATCGAAAGGTGTAGAATTG 971 (Vancraeynest ve ark,
GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC 2004)
Enterotoksinler
Enterotoxin A TTGGAAACGGTTAAAACGAA 120 (Johnson ve ark,
GAACCTTCCCATCAAAAACA 1991; Cunha ve ark,
2006)
Enterotoxin B TCGCATCAAACTGACAAACG 478 (Johnson ve ark,
GCAGGTACTCTATAAGTGCC 1991; Cunha ve ark,
2006)
Enterotoxin C GACATAAAAGCTAGGAATTT 257 (Johnson ve ark,
AAATCGGATTAACATTATCC 1991; Cunha ve ark,
2006)
Enterotoxin D CTAGTTTGGTAATATCTCCT 317 (Johnson ve ark,
TAATGCTATATCTTATAGGG 1991; Cunha ve ark,
2006)

Enterotoxin E  CAAAGAAATGCTTTAAGCAATCTTAGGCCAC

Enterotoxin G

CTTACCGCCAAAGCTG

AATTATGTGAATGCTCAACCCGATC
AAACTTATATGGAACAAAAGGTACTAGTTC

170 (Johnson ve ark, 1991;
Cunha ve ark, 2006)

642 (Johnson ve ark,
1991)
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Tablo 3. Devami

Enterotoxin H

Toxic schock
syndrome
toxin

mecA

mecC

vanA

vanB

vanC

CAATCACATCATATGCGAAAGCAG
CATCTACCCAAACATTAGCACC

ATGGCAGCATCAGCTTGATA
TTTCCAATAACCACCCGTTT

GGGATCATAGCGTCATTATTC
AACGATTGTGACACGATAGCC
GCTCCTAATGCTAATGCA
GCTCCTAATGCTAATGCA
CATGAATAGAATAAAAGTTGGAATA
CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA
GTGACAAACCGGAGGCGAGGA
CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA
GAAAGACAACAGGAAGACCGC
ATCGCATCACAAGCACCAATC

375

350

527

138

1030

433

796

(Johnson ve ark,
1991; Cunha ve ark,
2006)
(Johnson ve ark,
1991; Cunha ve ark,
2006)

(Poulsen ve
ark, 2003)

(Cuny ve
ark, 2011)

(Clark ve
ark, 1993)

(Clark ve
ark, 1993)

(Clark ve
ark, 1993)

3.1.4.4. Agaroz jel

Agaroz jel hazirlanmasinda (Biomax®) marka agaroz kullanildu.

3.1.4.5. Marker

Marker olarak GeneRuler 100 bp’lik DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific®)

kullanildi.

3.1.4.6. Ethidium Bromiir (AppliChem®)

Goriintiileme icin jelin boyanmasinda elektroforez isleminden 6nce % 1’ lik Ethidium

Bromiir 50 ml 1X TAE ile hazirlanan %1.5” lik agaroz jelin igerisine 3 pl miktarinda eklenerek

kullanildi.
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3.1.4.7. PCR Uriinii Saflastirilmasi

PCR sonrasi elde edilen iiriinlerin saflastirilmasi isleminde ExoSAP (GML®)
kullanildi.

3.1.4.8. Sekans PCR Uriinii Saflastirilmasi

Sekans PCR isleminden elde edilen lriinlerin saflastirilmasinda Sephadex (GML®)

kullanilmistir. Karisim, 1 gr Sephadex’e steril distile su eklenerek toplam hacim 15 ml olacak

sekilde hazirlanmstir.

3.1.4.9. Kullanilan Cihazlar

3.1.4.9.1. Santrifiij Cihaz

Santrifiij islemleri i¢in 24 o6rnek kapasiteli Mikro 200R (Hettich®) santrifiij cihazi

kullanildi.

3.1.4.9.2. Termal Dongiileme Cihazi

PCR islemleri i¢in 96 6rnek kapasiteli Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System

thermal cycler (ABD) 96 6rnek kapasiteli termal dongiileme cihazi kullanilarak yapildi.

3.1.4.9.3. Elektroforez Cihaz1

Biorad® marka elektroforez tanki kullanildi, gii¢ kaynagi olarak Thermo Fisher
Scientific® EC250-90 kullanilda.
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3.1.4.9.4. Goruntiileme Cihaz1

Vilber Lourmat® Infinitiy VX2 1100 marka goriintiilleme cihazi kullanildi.

3.1.4.9.5. Saflastirnlmis PCR Uriinii Ol¢ciim Cihaz

PCR iirlinlerinin saflastirma isleminden sonra DNA miktarlarinin 6l¢iilmesi amaciyla

Nanodrop (MAESTROGEN®) marka spektofotometrik cihaz kullanildu.

3.1.4.9.6. DNA Sekans Cihazi

Saflastirilan sekans PCR {irtinlerinin DNA sekans analizleri i¢in Genetic Analyzer 310

(ABI PRISM ®) cihazi kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1 Ornekleme

Aydm ilinde yer alan, keci yetistiriciligi yapan ¢iftliklerden 2019 Eyliil ve 2020 Subat
aylar1 arasinda arastirmanin materyalini California Mastitis Testi ile subklinik mastitis teshisi
konulan hayvanlardan alinan siitler olusturmaktadir. Siit numuneleri alinirken meme baslari
%70’1ik alkolle temizlendikten sonra ilk 2 sagim siit bagka bir kaba sagildi daha sonra siit
numunesi steril tiiplere 10 ml olacak sekilde drnekleme tamamlandi. Numunelerin alindig:
hayvanlar sagim déneminde ve son 1 ayda antimikrobiyel tedavi yapilmamis, en az bir dogum
yapmus kil kegilerinden olusmaktadir. Alinan numuneler Soguk zincir altinda Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilimdali Laboratuvarina getirildi.

Numuneler analizler yapilincaya kadar +4°’de saklandi.
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3.2.2. Stafilokok Izolasyonu

Anabilim dalimizin laboratuvarina getirilen subklinik mastitisli siit 6rnekleri oda 1sisina
getirilerek vortekslenmistir. Stit 6rnekleri kanli agar agara ekilerek 37°C de 24 saat inkubasyona
birakilmistir. Inkubasyon sonucunda agarda olusan kolonilerin iiremeleri, morfolojileri ve
saflik dereceleri kontrol edildi. Saf kiiltiirler Gram boyama metodu ile boyandi. Gram pozitif
koklara katalaz testi uygulandi ve katalaz pozitif olan suslar koagulaz testine tabii tutuldu.
Koagulaz testi sonucunda izolatlar Koagulaz pozitif ve Koagulaz Negatif olarak iki grup altinda
kayit altina alindi. Bu izolatlar Triptik Soy Agar petrilerine pasajlanarak 37°C de 18 saat
inkubasyona birakildi. (Holt ve ark, 1994).

3.2.3. Gram Boyama

Kanli agarda iireyen koloniler Gram boyama teknigi ile boyandi. Temiz bir lam {lizerine
fizyolojik tuzlu su damlatilarak morfolojik olarak Staphylococcus sp. kolonilerine benzeyen
koloniler alinarak lamda homojenize edildi. Hazirlanan lam oda 1sisinda kurutuldu ardindan
ateste fikze edildikten sonra 2 dakika kristal viyole ¢6zeltisi ile muamele edildi, sonrasinda
distile su ile lam yikandi. Preparatin {izerine lugol ¢ozeltisi eklenerek kaplandi ve 1 dakika
bekletildi. Preparat distile su ile yikandi. Preparatin tizerine %95°lik etanol karisimi eklenerek
10-15 saniye beklendi. Preparat distile suyla yikandi. Ardindan preparatin tizerine sulu fuksin
cozeltisi eklendi ve 30 saniye beklendi. Son olarak preparat bol distile su ile yikandi. Preparat
kurutma kagidi ile kurutuldu. Isik mikroskobunda 100’liik biiyiitmeyle incelendi. Mor renkte
goriilen mikroorganizmalar (Gram (+)), katalaz testine tabi tutuldu katalaz pozitif goériilen
koklara koagulaz testi de uygulanarak Stafilokoklarin konvansiyonel idenfifikasyonu
yapildiktan sonra BD Phoenix™ cihazinda bakteriyel identifikasyon ve antibiyogram

yapilmasi i¢in kaydedildi.

3.2.4. Otomatize identifikasyon Cihazina Yiikleme

Gram boyama yapildiktan sonra mikroskop altinda Gram pozitif kok olarak goriilen

koloniler Tryptic Soy agara saflastirilma amaciyla pasajlandi. TSA’ya ekilen koloniler 37°C
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etiivde 24 saat inkubasyona birakild1. Inkubasyon sonucunda TSA’da olusan saf kolonilerin BD
Phoneix™ 50 otomatize identifikasyon cihazina yiiklenerek identifikasyon ve antibiyogramlari

yapildi.

3.2.5. Bakteriyel izolatlarin BD Phoenix™ ile Identifikasyonu

Bu yontem se¢ilmis antimikrobiyal ajanlari igeren bir¢ok aerobik ve fakiiltatif anaerobik
Gram pozitif ve negatif bakterinin hizli tanimlanmasi ve duyarlilik testi i¢in kullanilmakatadir.
Gram boyama islemi yapildiktan sonra mikroskop altinda Gram pozitif kok olarak goriilen
koloniler Tryptic Soy agara saflastirilma amaciyla ekildi. TSA’ya ekilen koloniler 37°C etiivde
24 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonucunda TSA’da olusan saf kolonilerin BD
Phoneix™ 50 otomatize identifikasyon cihazina yiiklenerek identifikasyon ve antibiyogramlari
yapild.

Triyptic soy agarda saflastirilmis 24 saatlik taze kiiltiirler cam tiiplerde hazir bulunan
ID broth ile McFarland 0.5 koloni yogunluguna gore siispansiyon hazirlandi. Gram pozitif
bakteriyel izolatlar icin BD Phoenix PMIC/ID87 panel kiti kullanildi. Her bir 6rnek igin ayr
ayr1 hazirlanmis olan ID Broth siispansiyon tiipleri ve her 6rnek icin ayr1 paneller kullanilarak
bakteri teshisi i¢in cihaza yerlestirildi. Cihazdan elde edilen biyokimyasal identifikasyon

verileri degerlendirmeye alindu.

3.2.6. BD Phoenix™ ile Teshis Edilen Bakteriyel Tiirlerin Antibiyotik Duyarhliginin

Belirlenmesi

Otomatize cihaz ile bakteriyel identifikasyonu yapilan izolatlarin BD Phoenix™
PMIC/ID87 kiti kullanilarak antibiyotik duyarlilik testleri yapildi. Triyptic soy agarda
saflastirilmis 24 saatlik taze kiiltiirler cam tiiplerde hazir bulunan AST Broth ile McFarland 0.5
koloni yogunluguna gére siispansiyon hazirlandi. Minimal Inhibitér Konsantrasyon degerleri
oOlciildii. Cihaz ile yapilan antibiyogram duyarlilik profilinde;

Amoksisilin-Klavulanik asit

Ampisilin

Sefoksitin

Siprofloksasin
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Klindamisin

Daptomisin

Eritromisin

Fosfomisin w/G6P

Fusidik Asit

Gentamisin

Levofloksasin

Linezolid

Nitrofurantoin

Oksasilin

Penisilin G

Kuinopristin-dalfopristin

Rifampin

Streptomsin-Syn

Teikoplanin

Tetrasiklin

Tigesiklin

Tobramisin

Trimethoprim-Sulfametoksazol

Vankomisin, antibiyotikleri kullanilmigtir. Bu antibiyotik tiirleri BD Phoenix™
kitlerinin paketleri igerisinde Gram pozitif (PMIC/ID87) bakteri teshisi ve antibiyotik
duyarliliklar1 i¢in panellerde mevcut bulunmaktadir. Bakteri siispansiyonlarini iceren paneller
cihaza yerlestirilip bakteri teshisi yapildig1 gibi antibiyogramlarinin tespiti de yapilip elektronik

sistem lizerinden duyarlilik sonuglart alinmstir.

3.3. DNA Ekstraksiyonu

Staphylococcus sp. olarak identifiye edilen izolatlardan PCR’da kullanilmak tizere total
DNA ekstraksiyonu, Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification ekstraksiyon Kiti
kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi sekilde asagida belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.
Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification Kit Prosediirii:

Bir 6ze dolusu koloni steril ependorf tiipleri igerisinde 400 pl lizis soliisyonu ile

siispanse edilip, 65°C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan siispansiyona
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600 pl kloroform eklenip, 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildikten sonra iistte bulunan
slipernatant atilmistir. Ependorfta kalan pelet tizerine 800 pl presipitasyon solusyonu ilave
edilerek oda sicakliginda (21+1°C) 1-2 dakika karistirma isleminden sonra 10.000 rpm’de 2
dakika santrifiij (Hettich, Mikro 200R, Almanya) edilmistir. Santrifiijiin ardindan DNA iceren
pelet 1,2 M NacCl soliisyonunda ¢ozdiiriilmiis ve tizerine 300 pl etanol eklendikten sonra 10
dakika -20°C’de bekletilmistir. Bekleme siiresi bitiminde 10.000 rpm’de 3 dakika santrifiij
islemi uygulanmis ve sonrasinda %70’lik etanol ile yikama islemi yapilmistir. Son olarak

ependorf igerisindeki DNA igerigi 100 ul steril distile suda ¢ozdiiriilmiistiir.

3.4. Staphylococcus sp. Izolatlarimin PCR ile Virulens Genlerinin Tespiti

3.4.1. 16S rRNA Geninin PCR yontemi ile tespiti

Tablo 4. 16S rRNA geni igin kullanilan primer (Hwang ve ark, 2011)

PCR Gen Primer Seti Sekansi (5°/3”) Uriin (bp) Kaynaklar
Konvansiyonel 16S AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 527 Hwang ve ark,
rRNA CCGTCAATTCMTTTRAGTTT 2011

16S rRNA geninin arastirilmasi i¢in hazirlanan primer miksin karisim oranlart Hwang
ve arkadaslariin 2011 yilinda yapmis oldugu calismada belirtildigi sekilde olusturulmustur.
Primer miksi hazirlanirken, 100 pmol olarak bulunan 16S rRNA forward ve reverse primerleri
sulandirilip 10 pmol yogunluguna getirildi. 16S rRNA primerine spesifik {irlinlerin aranmasi
amaciyla yapilan PCR reaksiyonlarinda PCR amplifikasyonu bir drnek i¢in toplam 25 pl
hacimde mastermiks hazirlanarak gergeklestirildi. Hazirlanmis olan mastermiksler her bir
ornek icin ayr1 per tiiplerine 21 pl aktarildi. Her bir 6rnek DNA’s1 ilgili tiiplere 4’er pl eklendi.
Tiipler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler (ABD)
cihazina yiiklendi. Mastermiks hazirlanmasinda kullanilanmis oldugumuz malzemeler ve

hacimleri (Tablo 5) belirtilmistir.
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Tablo 5. 16S rRNA geni i¢in mastermiks hazirlama oranlar

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim Master Mix
GeNetBio ExPrime Tag Premix (2X) G-5000 12,5 ul

MgClI2 (50 mM) 0,75 ul

Forward Primermiks (10 pmol) 1 ul

Reverse Primermiks (10 pmol) 1 ul

Kalip DNA 4 ul

ddH20 5,75 ul

TOPLAM 25l

Bu amplifikasyon islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Tablo 6) belirtilmistir.
Islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez asamasma kadar 4°C’de

muhafaza edildi.

Tablo 6. 16S rRNA geni PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Hwang ve ark, 2011)

Basamak Sicaklik Siiresi Dongii Sayisi
Baslangi¢c Denatiirasyon 94°C 4 dk 1
Denatiirasyon 94°C 30sn
Baglanma 57.5°C 30 sn 35
Uzama 72°C 40 sn
Son Uzama 70°C 10 dk 1
Bekletme 4°C oo dk 1

16S rRNA geni arastirilmasi i¢in uygulanan PCR islemi 1s1l dongiileri Hwang ve

arkadaslarmin (2011) yaptig1 calismada belirttigi sekilde gergeklestirilmistir.

3.4.2. nuc Geninin PCR Yontemi ile Tespiti

Tablo 7. nuc geni i¢in kullanilan primer (Brakstad ve ark, 1992)

PCR Gen Primer Seti Sekansi (5°/3°) Uriin (bp) Kaynaklar
Konvansiyonel  nuc GCGATTGATGGTGATACGGTT 279 Brakstad ve
AGCCAAGCCTTGACGAACTAAA ark, 1992
GC
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nuc geninin arastirilmasi i¢in hazirlanan primer miksin karigim oranlari Brakstad ve
arkadaslarinin 1992 yilinda yapmis oldugu calismada belirtildigi sekilde olusturulmustur.
Primer miksi hazirlanirken, 100 pmol olarak bulunan nuc forward ve reverse primerleri
sulandirilip 10 pmol yogunluguna getirildi. nuc primerine spesifik iiriinlerin aranmasi amaciyla
yapilan PCR reaksiyonlarinda PCR amplifikasyonu bir drnek icin toplam 25 pl hacimde
mastermiks hazirlanarak gerceklestirildi. Hazirlanmis olan mastermiksler her bir 6rnek i¢in ayri
per tiiplerine 21 pl aktarildi. Her bir 6rnek DNA’s1 ilgili tiiplere 4’er ul eklendi. Tiipler daha
sonra gene cihazina yiiklendi. Mastermiks hazirlanmasinda kullanilanmis oldugumuz

malzemeler ve hacimleri Tablo 8’de belirtilmistir.

Tablo 8. nuc geni i¢in mastermiks hazirlama oranlar1 (Brakstad ve ark, 1992)

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim Master Mix
GeNetBio ExPrime Tag Premix (2X) G-5000 12,5 ul

MgCI2 (50 mM) 0,75 ul

Forward Primermiks (10 pmol) 1 ul

Reverse Primermiks (10 pmol) 1 ul

Kalip DNA 4 ul

ddH20 5,75 ul

TOPLAM 25 ul

Bu amplifikasyon islemine ait 1s11 dongii ve siire diyagrami Tablo 9’da belirtilmistir.
Islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez asamasma kadar 4°C’de

muhafaza edildi.

Tablo 9. nuc geni PCR iglemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Brakstad ve ark, 1992)

Basamak Sicakhik Siiresi Dongii Sayis1
Baslangi¢ Denatiirasyon 94°C 4 dk 1
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 57.5°C 30sn 35
Uzama 72°C 40 sn
Son Uzama 70°C 10 dk 1
Bekletme 4°C oo dk 1
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nuc geni arastirilmasi i¢in uygulanan PCR islemi 1s1l dongiileri Brakstad ve

arkadaglarinin (1992) belirttigi sekilde gergeklestirilmistir.

3.4.3. coa Geninin PCR Yontemi ile Tespiti

Tablo 10. coa geni igin kullanilan primer (Kalorey ve ark, 2007)

PCR Gen Primer Seti Sekansi (5°/3°) Uriin (bp) Kaynaklar
Konvansiyonel  coa ATAGAGATGCTGGTACAGG 627,710 Kalorey ve ark,
GCTTCCGATTGTTCGATGC ,910 2007

coa geninin arastirilmasi i¢in hazirlanan primer miksin karigim oranlari Kalorey ve
aradaslarinin 2007 yilinda yapmis oldugu ¢alismada belirtildigi sekilde olusturulmustur. Primer
miksi hazirlanirken, 100 pmol olarak bulunan coa forward ve reverse primerleri forward ve
reverse olarak sulandirilip 10 pmol yogunluguna getirildi. coa primerine spesifik iirlinlerin
aranmas! amactyla yapilan PCR reaksiyonlarinda PCR amplifikasyonu bir 6rnek i¢in toplam
25 ul hacimde mastermiks hazirlanarak gergeklestirildi. Hazirlanmis olan mastermiksler her bir
ornek i¢in ayr1 per tliplerine 22 pl aktarildi. Her bir 6rnek DNA’s1 ilgili tliplere 3’er pl eklendi.
Tiipler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler (ABD)
cihazina yiiklendi. Mastermiks hazirlanmasinda kullanilanmis oldugumuz malzemeler ve

hacimleri Tablo 11°de belirtilmistir.

Tablo 11. coa geni i¢in mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim Master Mix
GeNetBio ExPrime Tag Premix (2X) G-5000 12,5 ul

MgCI2 (50 mM) 1,5 pl

Forward Primermiks (10 pmol) 1 ul

Reverse Primermiks (10 pmol) 1wl

Kalip DNA 3ul

ddH20 6 ul

TOPLAM 25 ul
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Bu amplifikasyon islemine ait 1s1] dongii ve siire diyagrami Tablo 12’de belirtilmistir.
Islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez asamasma kadar 4°C’de

muhafaza edildi.

Tablo 12. coa geni PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Kalorey ve ark, 2007)

Basamak Sicaklik Siiresi Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 95°C 2 dk 1
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 58°C 2sn 30
Uzama 72°C 4 dk
Son Uzama 72°C 4 dk 1
Bekletme 4°C o dk 1

coa geni aragtirtlmasi i¢in uygulanan PCR islemi 1s1l dongiileri PCR Kalorey ve

arkadaslarinin 2007 yilinda belirttigi sekilde gerceklestirilmistir.

3.4.4. tuf Geninin PCR Yontemi ile Tespiti

Tablo 13. tuf geni i¢in kullanilan primer (Hwang ve ark, 2011)

PCR Gen Primer Seti Sekansi (5°/3”) Uriin (bp) Kaynaklar
Konvansiyonel tuf GCCAGTTGAGGACGTATTCT 412 Hwang ve ark,
CCATTTCAGTACCTTCTGGTAA 2011

tuf geninin arastirilmasi igin hazirlanan primer miksin karisim oranlart Hwang ve
arkadaslarinin 2011 yilinda yapmis oldugu calismada belirtildigi sekilde olusturulmustur.
Primer miksi hazirlanirken, 100 pmol olarak bulunan tuf forward ve reverse primerleri forward
ve reverse olarak sulandirilip 10 pmol yogunluguna getirildi. tuf primerine spesifik {irlinlerin
aranmasi amaciyla yapilan PCR reaksiyonlarinda PCR amplifikasyonu bir 6rnek i¢in toplam
25 ul hacimde mastermiks hazirlanarak gerceklestirildi. Hazirlanmis olan mastermiksler her bir
ornek icin ayr1 per tiiplerine 22 pl aktarildi. Her bir 6rnek DNA’s1 ilgili tiiplere 3’er pl eklendi.
Tiipler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler (ABD)
cihazina yiiklendi. Mastermiks hazirlanmasinda kullanilanmis oldugumuz malzemeler ve

hacimleri Tablo 14’de belirtilmistir.
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Tablo 14. tuf geni i¢in mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim Master Mix
GeNetBio ExPrime Tag Premix (2X) G-5000 12,5 ul

MgCI2 (50 mM) 1,5 ul

Forward Primermiks (10 pmol) Il

Reverse Primermiks (10 pmol) 1 ul

Kalip DNA 3ul

ddH20 6 ul

TOPLAM 25l

Bu amplifikasyon islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami Tablo 15°de belirtilmistir.
Islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez asamasma kadar 4°C’de

muhafaza edildi.

Tablo 15. tuf geni PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Hwang ve ark, 2011)

Basamak Sicaklik Siiresi Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 95°C 15 dk 1
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 56°C 30 sn 35
Uzama 72°C 45 sn
Son Uzama 72°C 10 dk 1
Bekletme 4°C oo dk 1

tuf geni arastirilmast igin uygulanan PCR islemi 1sil dongiileri PCR Hwang ve

arkadaslarinin 2011 yilinda belirttigi sekilde gerceklestirilmigtir.

3.5. Staphylococcus sp. Tiirlerinin Enterotoksin Genlerinin Tespiti

Arastirmamizda Staphylococcus sp. olarak identifiye edilmis mikroorganizmalar
tarafindan tiretilen enterotoksinlerin sentezinden sorumlu olan sea, seb, sec, sed, see, seg, seh,
genlerinin varlig1 arastirildi. Staphylococcus sp. olarak tanimlandigimiz suslarin, enterotoksin

genlerinin tespiti Johnson ve ark. (1991) ile Cunha ve arkadaslarinin (2006) yapmis oldugu
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calisma dizayn edilerek set 1 (Enterotoksin A-B-C-D-E) multipleks PCR yontemi ile
Enterotoksin G v H konvansiyonel PCR yontemi ile yapildi. Kullanilan primerler Tablo 16°da

belirtilmistir.

Tablo 16. Enterotoksin A-B-C-D-E-G-H geni i¢in kullanilan primerler (Johnson ve ark, 1991,
Cunha ve ark, 2006)

Gen Primer Seti Sekansi (5°/3°) bp Kaynaklar

Enterotoksin A TTGGAAACGGTTAAAACGAA 120 (Johnson ve ark,
GAACCTTCCCATCAAAAACA 1991; Cunha ve

ark, 2006)
Enterotoksin B TCGCATCAAACTGACAAACG 478 (Johnson ve ark,
GCAGGTACTCTATAAGTGCC 1991; Cunha ve

ark, 2006)
Enterotoksin C GACATAAAAGCTAGGAATTT 257 (Johnson ve ark,
AAATCGGATTAACATTATCC 1991; Cunha ve

ark, 2006)
Enterotoksin D CTAGTTTGGTAATATCTCCT 317 (Johnson ve ark,
TAATGCTATATCTTATAGGG 1991; Cunha ve

ark, 2006)
Enterotoksin E CAAAGAAATGCTTTAAGCAATCTTAGG 170 (Johnson ve ark,
CCACCTTACCGCCAAAGCTG 1991; Cunha ve

ark, 2006)
Enterotoksin G~ AATTATGTGAATGCTCAACCCGATC 642 (Johnson ve ark,
AAACTTATATGGAACAAAAGGTACTAG 1991; Cunha ve

TTC ark, 2006)
Enterotoksin H CAATCACATCATATGCGAAAGCAG 375 (Johnson ve ark,
CATCTACCCAAACATTAGCACC 1991; Cunha ve

ark, 2006)

Enterotoksin A-B-C-D-E-G-H geninin arastirilmasi i¢in hazirlanan primer miksin
karisim oranlart Johnson ve arkadaslarmin 1991 yilinda yaptigi c¢alisma ile Cunha ve
arkadaslarinin 2006 yilinda yapmis oldugu calismada belirtildigi sekilde dizayn edilmistir.
Primer miksi hazirlanirken, 100 pmol olarak bulunan bulunan Enterotoksin A-B-C-D-E
forward ve reverse primerleri forward ve reverse olarak sulandirtlip 10 pmol yogunluguna
getirildi. Enterotoksin G ve H primerleri forward ve reverse olarak sulandirilip 20 pmol
yogunluguna getirildi ve primer miksleri hazirlandi1 Enterotoksin A-B-C-D-E-G-H primerlerine
spesifik iirlinlerin aranmasi amaciyla yapilan PCR reaksiyonlarinda PCR amplifikasyonu bir
ornek i¢in toplam 25 pl hacimde mastermiks hazirlanarak gergeklestirildi. Hazirlanmis olan
mastermiksler her bir 6rnek i¢in ayr1 PCR tiiplerine 22 pul aktarildi. Her bir 6rnek DNA’s1 ilgili
tiiplere 3’er ul eklendi. Tiipler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System

thermal cycler (ABD) cihazina yiiklendi. Mastermiks hazirlanmasinda kullanilanmis
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oldugumuz malzemeler ve hacimleri Set I i¢in Tablo 18’de Enterotoksin G ve H i¢in Tablo
19°da belirtilmistir.

Staphylococcus sp. Enterotoksin genleri i¢in olusturulan PCR seti (Set I) Tablo 17°de
belirtilmistir.

Tablo 17. Staphylococcus sp. Enterotoksin genleri i¢in olusturulan Set I PCR miksi

Setl
sea
seb
sec
sed
see

Tablo 18. Enterotoksin A-B-C-D-E ( Set I) genleri i¢in mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim Master Mix
GeNetBio ExPrime Tag Premix (2X) G-5000 12,5 ul

MgCI2 (50 mM) 0,75 pul

Forward Primermiks (10 pmol) 1 ul

Reverse Primermiks (10 pmol) 1 ul

Kalip DNA 3ul

ddH20 4,75 ul

TOPLAM 25 ul

Tablo 19. Enterotoksin G ve H genleri i¢in mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim Master Mix
GeNetBio ExPrime Tag Premix (2X) G-5000 12,5 ul

MgCI2 (50 mM) 0,75 pl

Forward Primermiks (20 pmol) 1 ul

Reverse Primermiks (20 pmol) 1 ul

Kalip DNA 3ul

ddH20 6,75 pl

TOPLAM 25 ul
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Bu amplifikasyon islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagramlart Set I i¢in Tablo20’de
Enterotoksin G ve H igin tablo 21°de belirtilmistir. islem sonunda elde edilen amplikonlar

agaroz jel elektroforez asamasina kadar 4°C’de muhafaza edildi.

Tablo 20. Enterotoksin A-B-C-D-E (Set I) genleri PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire
diyagrami (Johnson ve ark, 1991; Cunha ve ark, 2006)

Basamak Sicaklik Siiresi Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 94°C 5 dk 1
Denatiirasyon 94°C 2 dk
Baglanma 57°C 2 dk 35
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 72°C 7 dk 1
Bekletme 4°C oo dk 1

Tablo 21. Enterotoksin G ve H genleri PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami
(Johnson ve ark, 1991; Cunha ve ark, 2006)

Basamak Sicakhik Siiresi Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 57°C 30 sn 35
Uzama 72°C 1,5dk
Son Uzama 72°C 5dk 1
Bekletme 4°C oo dk 1

Enterotoksin A-B-C-D-E-G-H genlerinin arastirilmasi i¢in uygulanan multipleks ve
konvansiyonel PCR islemi 1s1l dongiileri Johnson ve arkadaslarinin 1991 yilinda belirttigi

sekilde gerceklestirilmistir.
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3.6. Staphylococcus sp. izolatlarinda Toksik Sok Sendrom Toksin Geninin Varhginn

Belirlenmesi

Tablo 22. TSSTgeni igin kullanilan primer (Johnson ve ark 1991; Cunha ve ark 2006)

PCR Gen Primer Seti Sekansi (5°/3°) Uriin (bp) Kaynaklar
Konvansiyonel TSST ATGGCAGCATCAGCTTGATA 350 Johnson ve ark
TTTCCAATAACCACCCGTTT 1991; Cunha ve
ark, 2006

TSST geninin arastirilmasi i¢in hazirlanan primer miksin karigim oranlari Johnson ve
arkadaglarinin 1991 yilinda yapmis oldugu calismada belirtildigi sekilde olusturulmustur.
Primer miksi hazirlanirken, 100 pmol olarak bulunan tsst forward ve reverse primerleri forward
ve reverse olarak sulandirilip 50 pmol yogunluguna getirildi. tsst primerine spesifik iirtinlerin
aranmasi amaciyla yapilan PCR reaksiyonlarinda PCR amplifikasyonu bir 6rnek igin toplam
25 pl hacimde mastermiks hazirlanarak gerceklestirildi. Hazirlanmis olan mastermiksler her bir
ornek icin ayr1 per tiiplerine 20 pl aktarildi. Her bir 6rnek DNA’s1 ilgili tiiplere 5’er pl eklendi.
Tiipler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler (ABD)
cihazina yiiklendi. Mastermiks hazirlanmasinda kullanilanmis oldugumuz malzemeler ve

hacimleri Tablo 23°de belirtilmistir.

Tablo 23. TSST geni i¢in mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim Master Mix
GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X) G-5000 12,5 ul

MgCI2 (50 mM) 0,75 ul

Forward Primermiks (10 pmol) 1 ul

Reverse Primermiks (10 pmol) 1 ul

Kalip DNA o ul

ddH20 4,75 ul

TOPLAM 25 ul

Bu amplifikasyon iglemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami Tablo 24’de belirtilmistir.
Islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez asamasma kadar 4°C’de

muhafaza edildi.
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Tablo 24. TSST geni PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Johnson ve ark 1991,
Cunha ve ark 2006)

Basamak Sicaklik Siiresi Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 94°C 5 dk 1
Denatiirasyon 94°C 2 dk
Baglanma 57°C 2 dk 37
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 72°C 7 dk 1
Bekletme 4°C oo dk

TSST geni arastirilmasi i¢in uygulanan PCR islemi 1sil dongiileri Johnson ve
arkadaglarinin 1991 yilinda yaptig1 calisma ile Cunha ve arkadaglarinin 2006 yilinda yaptig:
calismada belirttigi sekilde gergeklestirilmistir.

3.7. Staphylococcus sp. Izelatlarmin PVL, CLFA, Hla, HIb, Y-hlg, BAP Virulens

Genlerinin Belirlenmesi

Stafilokok suslarinin virulens genlerinin belirlenmesi amaciyla PVL, CLFA, Hla, HIb
Y-hlg genleri ve BAP proteinine spesifik primerler kullanilarak multipleks PCR islemi yapildi.
Multipleks PCR isleminde kullanilan primerler (Tablo 25) gosterilmistir.

Tablo 25. Stafilokok izolatlarmin virulens genlerinin belirlenmesinde kullanilan primerler
(Elsayed ve ark, 2015; Moore ve Lindsay, 2001; Vancraeynest ve ark, 2004)

Gen Primer Seti Sekansi (5°/3) (bp) Literatiir
PVL ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 433 (Elsayed ve
GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC ark, 2015)
CLFA GGC TTC AGT GCT TGT AGG 980 (Elsayed ve
TTT TCA GGG TCAATATAAGC ark, 2015)
Hla CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG 209 (Elsayed ve
CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT ark, 2015)
HIb GTGCACTTACTGACAATAGTGC 309 (Elsayed ve
GTTGATGAGTAGCTACCTTCAGT ark, 2015)
Y-hig CCAATCCGTTATTAGAAAATGC 937 (Moore ve
CCATAGACGTAGCCACGGAT Lindsay,
2001)
BAP CCCTATATCGAAAGGTGTAGAATTG 971  (Vancraeyne
GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC st ve ark,
2004)
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PVL, CLFA, Hla, Hlb Y- -hlg, BAP genlerinin arastirilmasi i¢in hazirlanan primer miksin
karisim oranlar1 Elsayed ve arkadaslarinin 2015 yilinda yapmis oldugu ¢alismada belirtildigi
sekilde olusturulmustur. Primer miksi hazirlanirken, 100 pmol olarak bulunan PVL, CLFA,
Hla, Hlb Y-hlg, BAP forward ve reverse primerleri forward ve reverse olarak sulandirilip 50
pmol yogunluguna getirildi. PVL, CLFA, Hla, HIb Y-hlg, BAP primerine spesifik iiriinlerin
aranmasi amaciyla yapilan PCR reaksiyonlarinda PCR amplifikasyonu bir 6rnek i¢in toplam
25 ul hacimde mastermiks hazirlanarak gerceklestirildi. Hazirlanmis olan mastermiksler her bir
ornek i¢in ayr1 per tiiplerine 23 pul aktarildi. Her bir 6rnek DNA’s1 ilgili tiiplere 2 er ul eklendi.
Tiipler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler (ABD)
cihazina yiiklendi. Mastermiks hazirlanmasinda kullanilanmis oldugumuz malzemeler ve

hacimleri Tablo 26’da belirtilmistir.

Tablo 26. PVL, CLFA, Hla, HIlb Y-hlg, BAP genleri i¢in mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim Master Mix
GeNetBio ExPrime Tag Premix (2X) G-5000 12,5 ul

MgCI2 (50 mM) 1 ul

Forward Primermiks (50 pmol) 1 ul

Reverse Primermiks (50 pmol) 1ul

Kalip DNA 2 ul

ddH20 7,5 ul

TOPLAM 25 ul

Bu amplifikasyon islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami Tablo 27°de belirtilmistir.
Islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez asamasma kadar 4°C’de

muhafaza edildi.
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Tablo 27. PVL, CLFA, Hla, Hlb Y-hlg, BAP genlerinin multipleks PCR iglemine ait 1s1l dongii
ve siire diyagrami

Basamak Sicaklik Siiresi Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 94°C 10 dk 1
Denatiirasyon 94°C 45 sn
Baglanma 55°C 30 sn 35
Uzama 72°C 30 sn
Son Uzama 72°C 10 dk 1
Bekletme 4°C oo dk 1

3.8. Staphylococcus sp. izolatlarinin Antimikrobiyel Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

Stafilokok izolatlarinin antimikrobiyal diren¢ kodlayan genlerinden mecA saptanmasi
PCR ile gerceklestirilmistir. PCR isleminde kullanilan antimikrobiyel direng genleri primerleri
ile uzama dereceleri (anneling-T) Tablo 28 ve Tablo 29°da gosterilmektedir. PCR protokolleri

ilgili literatiirlerde belirtilen sekillerde uygulanmistir.

3.8.1. Staphylococcus sp. izolatlarimin mecA Direnc Geninin Belirlenmesi

Tablo 28. mecA direng geninin belirlenmesinde kullanilan primerler (Poulsen ve ark, 2003)

Hedef Primer Primer Seti Sekansi (5°/3”) Uriin (bp) Literatiir
Gen Ismi veT (°C)
mecA mecAl GGGATCATAGCGTCATTATTC 527 (61)  Poulsen ve ark,
mecA2 AACGATTGTGACACGATAGCC 2003

mecA geninin arastirilmasi i¢in hazirlanan primer miksin karisim oranlar1 Poulsen ve
arkadaglar1 2003 yilinda yapmis oldugu ¢alismada belirtildigi sekilde dizayn edilmistir. Primer
miksi hazirlanirken, 100 pmol olarak bulunan mecA forward ve reverse primerleri forward ve
reverse olarak sulandirilip 20 pmol yogunluguna getirildi. mecA primerine spesifik tirlinlerin
aranmas1 amactyla yapilan PCR reaksiyonlarinda PCR amplifikasyonu bir 6rnek icin toplam
25 ul hacimde mastermiks hazirlanarak gerceklestirildi. Hazirlanmis olan mastermiksler her bir
ornek i¢in ayr1 per tliplerine 22 pl aktarildi. Her bir 6rnek DNAs1 ilgili tliplere 3’er pl eklendi.
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Tiipler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler cihazina
(ABD) yiiklendi. Mastermiks hazirlanmasinda kullanilanmig oldugumuz malzemeler ve

hacimleri Tablo 29°da belirtilmistir.

Tablo 29. mecA geni i¢in mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim Master Mix
GeNetBio ExPrime Tag Premix (2X) G-5000 12,5 ul

MgCI2 (50 mM) 0,75 pul

Forward Primermiks (50 pmol) 1 ul

Reverse Primermiks (50 pmol) Il

Kalip DNA 3ul

ddH20 6,75 ul

TOPLAM 25 ul

Bu amplifikasyon islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami Tablo 30°da belirtilmistir.
Islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez asamasma kadar 4°C’de

muhafaza edildi.

Tablo 30. mecA geni PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Poulsen ve ark, 2003)

Basamak Sicaklik Siiresi Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 94°C 5dk 1
Denatiirasyon 94°C 2 dk
Baglanma 57°C 2 dk 35
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 72°C 7 dk 1
Bekletme 4°C oo dk 1

3.8.2. Staphylococcus sp. Izolatlarinin mecC Diren¢ Geninin Belirlenmesi

Tablo 31. mecC direng geninin belirlenmesinde kullanilan primerler (Cuny ve ark, 2011)

Hedef Gen  Primer Primer Seti Sekansi (5°/3°) Uriin (bp) ve Literatiir

Ismi TEO
mecC mecC1l GCTCCTAATGCTAATGCA 138 (50) Cuny ve ark,
mecC2 GCTCCTAATGCTAATGCA 2011
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mecC geninin arastirilmasi i¢in hazirlanan primer miksin karigim oranlar1 Cuny ve ark,
2011 yilinda yapmis oldugu c¢alismada belirtildigi sekilde olusturulmustur. Primer miksi
hazirlanirken, 100 pmol olarak bulunan mecC forward ve reverse primerleri forward ve reverse
olarak sulandirilip 50 pmol yogunluguna getirildi. mecC primerine spesifik iiriinlerin aranmasi
amactyla yapilan PCR reaksiyonlarinda PCR amplifikasyonu bir 6rnek icin toplam 25 pl
hacimde mastermiks hazirlanarak gergeklestirildi. Hazirlanmis olan mastermiksler her bir
ornek i¢in ayr1 per tiiplerine 22 pul aktarildi. Her bir 6rnek DNA’s1 ilgili tliplere 3’er pul eklendi.
Tiipler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler cihazina
(ABD) yiiklendi. Mastermiks hazirlanmasinda kullanilanmis oldugumuz malzemeler ve

hacimleri (Tablo 32) de belirtilmistir.

Tablo 32. mecC geni i¢in mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim Master Mix
GeNetBio ExPrime Tag Premix (2X) G-5000 12,5 ul

MgCI2 (50 mM) 0,75 ul

Forward Primermiks (50 pmol) 1 ul

Reverse Primermiks (50 pmol) 1 ul

Kalip DNA 3ul

ddH20 6,75 ul

TOPLAM 25 ul

Bu amplifikasyon islemine ait 1s1] dongii ve siire diyagrami Tablo 33’de belirtilmistir.
Islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez asamasma kadar 4°C’de

muhafaza edildi.

Tablo 33. mecC geni PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Sicakhik Siiresi Dongii Sayis1
Baslangi¢ Denatiirasyon 95°C 5 dk 1
Denatiirasyon 94°C 30sn
Baglanma 50°C 1dk 35
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 72°C 7 dk 1
Bekletme 4°C oo dk
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mecC geni arastirilmasi i¢in uygulanan PCR islemi 1s1l dongiileri Cuny ve arkadaslarinin

2011 yilinda belirttigi sekilde gerceklestirilmistir.

3.9. Staphylococcus sp. Izelatlarinin vanA-vanB-vanC Diren¢ Geninin Belirlenmesi

Arastirmamizda Staphylococcus sp. olarak identifiye edilmis mikroorganizmalar
tarafindan iiretilen vankomisine diren¢ genlerinin sentezinden sorumlu olan vanA-vanB-vanC
genlerinin varlhig arastirildi. Staphylococcus sp. olarak tanimlandigimiz suslarin, vankomisine
direng genlerinin tespiti Clark ve arkadaslar1 (1993) tarafindan 6nerilen yontem baz alinarak

multipleks PCR yontemi yapildi. Kullanilan primerler Tablo 34°de belirtilmistir.

Tablo 34. Stafilokok izolatlarinin vanA-vanB-vanC antimikrobiyel diren¢ genlerinin
belirlenmesinde kullanilan primerler (Clark ve ark, 1993)

Hedef Primer Primer Seti Sekansi (5°/3”) Uriin (bp) Literatiir
Gen Ismi ve T (° Q)

vanA vanAl CATGAATAGAATAAAAGTTGGAATA 1030 (58) Clark ve ark,
vanA2  CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA 1993

vanB vanB1l GTGACAAACCGGAGGCGAGGA 433 (58) Clark ve ark,
vanB2 CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA 1993

vanC vanC1l GAAAGACAACAGGAAGACCGC 796 (58)  Clark ve ark,
vanC2 ATCGCATCACAAGCACCAATC 1993

VanA, vanB ve vanC genlerinin arastirilmasi i¢in hazirlanan primer miksin karigim
oranlar1 Clark ve arkadaslarinin 1993 yilinda yapmis oldugu ¢alismada belirtildigi sekilde
olusturulmustur. Primer miksi hazirlanirken, 100 pmol olarak bulunan vanA, vanB, vanC
forward ve reverse primerleri forward ve reverse olarak sulandirilip 50 pmol yogunluguna
getirildi. vanA, vanB, vanC primerlerine spesifik {irlinlerin aranmasi amaciyla yapilan PCR
reaksiyonlarinda PCR amplifikasyonu bir 6rnek ic¢in toplam 25 pl hacimde mastermiks
hazirlanarak gergeklestirildi. Hazirlanmis olan mastermiksler her bir 6rnek i¢in ayri per
tiiplerine 20 ul aktarildi. Her bir 6rnek DNA’s1 ilgili tiiplere 5’er pl eklendi. Tiipler daha sonra
Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler (ABD) cihazina yiiklendi.
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Mastermiks hazirlanmasinda kullanilanmis oldugumuz malzemeler ve hacimleri Tablo 35’de

belirtilmistir.

Tablo 35. vanA, vanB, vanC genleri i¢in mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim Master Mix
GeNetBio ExPrime Tag Premix (2X) G-5000 12,5 ul

Forward Primermiks (50 pmol) 2 ul

Reverse Primermiks (50 pmol) 2 ul

Kalip DNA 5ul

ddH20 3,5ul

TOPLAM 25 ul

Bu amplifikasyon islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Tablo 36) belirtilmistir.
Islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez asamasma kadar 4°C’de

muhafaza edildi.

Tablo 36. vanA, vanB, vanC geni PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Clark ve
ark, 1993)

Basamak Sicaklik Siiresi Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 95°C 30sn
Baglanma 52°C 30sn 35
Uzama 72°C 30sn
Son Uzama 72°C 5dk 1
Bekletme 4°C oo dk 1

vanA, vanB, vanC geni arastirtlmasi i¢in uygulanan PCR islemi 1s1l dongiileri Clark ve

arkadaslarinin 1993 yilinda belirttigi sekilde gerceklestirilmistir.
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3.10. PCR Uriinlerinin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi ve Goriintillenmesi

PCR isleminden sonra elde ettigimiz iirlinlerden pipet yardimiyla 10’ar pl alinip, 3 pl
6X loading dye soliisyonu ile karigtirildi. Olusturulan karisimin tamami alinarak, %2’lik agaroz
jelde bulunan uygun pozisyondaki kuyucuga yiliklendiktendi. Elektroforez tankinin kapagi
kapatildi, elektrotlar uygun pozisyonda baglandi sonrasinra 80V 500A akimda 30 dakika ve
sonrasinda 40V 500A akimda 60 dakika yiiriitiildii. Elektroforez islemi sonrasinda elde edilen
jel, dikkatli bir sekilde elektroforez tankindan c¢ikarildi. Yiriitme islemi sonundaki jel,
bilgisayara bagli durumdaki transilluminator cihazindaki odaciga yerlestirildi. UV 15181 altinda

fotograflandiktan sonra, bant biiytikliikleri her PCR i¢in ayr1 degerlendirildi.

3.11. Stafilokok Tiirlerinin Sekans Analizleri

Stafilokok tiirleri ilk dnce tuf geni bolgesi PCR iriinleri kullanilarak tiplendirilmeye
tabii tutulmustur. PCR isleminden sonra elde edilen {iiriin saflastirilmasi i¢in steril PCR
tiiplerine 2 pul ExoSAP dagitilmis iizerine 5 pl PCR {iriinii ilave edilerek 7 pl toplam hacim elde
edilmistir. Daha sonra elde edilen karisim, termal dongiileme cihazina yiiklenmistir.
Saflagtirilmig PCR iirlinleri, BigDye Terminator, 3.1. versiyonu ile sekans PCR reaksiyonlarina
hazirlanacaklardir. Sekans PCR miski 1 pl BigDye Ready Reaction mix, 5 pl BigDye sekans
buffer (5x), 1,6 ul I-pmol primer, 2,9 pl deiyonize saf su ve 1 ul purifiye PCR {iriinii olacak
sekilde toplam hacim 10 pl olarak hazirlanmistir. PCR sekansi kondiisyonlar1 25 siklus 96 °C
de 10 saniye, 50°C de 5 saniye, 60°C de 4 dakika seklindedir. Sekans PCR isleminden sonra
elde edilen saf tiriinler, Anabilim Dalimiz Molekiiler Laboratuvarinda bulunan ABI Prism 310
genetik analizor cihazinin standart protokolleri dogrultusunda sekans iglemine tabi tutulmustur.
Sekans sonrasinda ABI Prism 310 genetik analizdr cihazinin software programlari ve Genbank
verileri karsilastirilarak Stafilokok tiirlerinin tiplendirilmeleri yapilmistir. tuf gen bolgesi ile
tiplendirilemeyen Stafilokok suslar1 igin 16S rRNA bolgesi spesifik primerler ile

gerceklestirilen PCR {iriinleri ile sekans iglemi gergeklestirilmistir (Hwang ve ark, 2011).

3.11.1. DNA Sekans Sonuclarinn Elektronik Ortamda Karsilastirilmasi

Saflagtirilan sekans PCR dirlinleri ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer cihazi ile
sekanslandiktan sonra elde edilen sonuglar, NCBI Blast® niikleotid dizileri ile elektronik

ortamda karsilastirilarak benzerlik oranlar1 ylizde olarak saptanmustir.
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4. BULGULAR

Bu calismada subklinik mastitis problemi gosterdigi belirlenen hayvanlardan steril
kosullarda toplanan 110 siit 5rnegi Adnan Menderes Universitesi Mikrobiyoloji laboratuvarina
getirilerek Staphylococcus sp. varligi yoniinden biyokimyasal identifikasyonlari yapildiktan
sonra BD Phoneix™ 50 otomatize identifikasyon cihazi ile identifikasyonlari ve antibiyogram
duyarlhilik test sonuglar1 alinmistir, izolatlarin tanimlanmasimin ardindan genotipik olarak
dogrulanmasi, virulens genlerinin, enterotoksin genlerinin ve antibiyotik diren¢ genlerinin

varligiin arastirilmasi amaci ile PCR analizleri gergeklestirilmistir.

4.1. izolasyon ve Identifikasyon

Calismamizda 110 mastitisli siit 6rnegi Kanli Agara ekildi ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyondan sonra 93 petride lireme tespit edilmis olup 17 petride bakteriyel iireme tespit
edilmemistir. Inkiibasyon sonras1 iireyen koloniler saflastirildi. Saflastirilan kolonilerin
hepsine Gram boyama yapildi. Gram pozitif kok goriiniimiinde olan 41 koloni belirlenmistir.
Belirlenen kolonilere katalaz ve koagulaz testi uygulandi. Katalaz ve koagulaz testleri pozitif
olan 26 (%23.63) izolat tanimlandi. Bu izolatlarin identifikasyonu ve antibiyogramlari

yapilmasi i¢in BD Phoneix™ 50 otomatize identifikasyon cihazina ytiklendi.

4.2. BD Phoneix™ 50 Otomatize identifikasyon Cihaz ile identifikasyon

Arastirmamizda incelenen siit 6rneklerinden 41 adet Gram pozitif kok izole edilmistir.
Izole edilen Gram pozitif koklarm BD Phoneix™ 50 otomatize identifikasyon cihazina
yiikklenmesi sonucunda; 5 (%19.23) Staphylococcus pettenkoferi, 5 (% 19.23) Staphylococcus
epidermidis, 5 (% 19.23) Staphylococcus equorum, 3 (%11.53) Staphylococcus warneri, 3 (%
11.53) Staphylococcus caprae, 2 (% 7.69) Staphyococcus capitis, 1 (%3.84) Staphylococcus
aureus, 1 (% 3.84) Staphylococcus simulans, 1 (% 3.84) Staphylococcus hominis ve 15 (%13.8)

Streptococcus sp. tanimlanmistir.
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Tablo 37. CLSI standardina gére Gram pozitif bakteriler i¢in MiK degerleri (CLSI, 2012)

Antibiyotikler pg/ml MIK degerleri

S I R
Amoksisilin-Klavulanik asit AMC 2/1-8/4 <4/2 >8/4
Ampisilin AM 2-8 <8 16 >32
Sefoksitin FOX 2-8 <4 >8
Siprofloksasin CIP 1-4 <1 2 >4
Klindamisin CcC 0,25-1 <0,5 1-2 >4
Daptomisin DAP 0,25-4 <1
Eritromisin E 0,25-2 <0,5 1-4 >8
Fosfomisin FF 16-64 <64 128 >256
Fusidik Asit FA 0,5-8 <1 >2
Gentamisin GM 1-4 <4 8 >16
Levofloksasin LVX 1-4 <1 >)
Linezolid LZD 0,5-4 <4 >8
Nitrofurantoin FM 16-64 <16 >32
Oksasilin OoX 0,25-2 <2 >4
Penisilin G P 0,0625-0,25 <0,12 >0,25
Kinupristin-dalfopristin SYN 0,5-2 <1 2-4 >4
Rifampin RA 0,25-1 <1 2 >4
Teikoplanin TEC 0,5-4 <8 16 >32
Tetrasiklin TE 0,5-2 <40,5 8 >16
Tigesiklin TGC 0,25-1 <1
Tobramisin NN 1-4 <0,5/9,5
Trimetoprim-Sulfometoksazol SXT 0,5/9,5-2/38 <2 4-8 >16
Vankomisin VA 0,5-4 <4 8-16 >32
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Tablo 38. identifiye edilen Stafilokok tiirlerinin antibiyogram duyarliliklari

AMC AM FOX CIP CC DAP E FF FA GM LVX LzZD FM OX P SYN RA TEC

—
m

TGC NN SXT

<
>

identifiye edilen bakteriler

Staphylococcus pettenkoferi S R S S S s § S S S S S S R R S S S S S S S S
Staphylococcus epidermidis R R S S S S S S S S S S S R R S S S S S S S S
Staphylococcus epidermidis R R S S S S S S S S S S S R R S S S S S S S S
Staphylococcus aures S S S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S
Staphylococcus warneri S R S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S
Staphylococcus capitis S R S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S
Staphylococcus equorum S R S S S S S S S S S S S S R S S S R S S S S
Staphylococcus warneri S R S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S
Staphylococcus equorum S R S S | S S R S S S S S S R I S S S S S S S
Staphylococcus caprae S R S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S
Staphylococcus warneri S R S S S S S R S S S S S S R S S S R S S S S
Staphylococcus equorum S R S S | S S S S S S S S S R | S S S S S S S
Staphylococcus equorum S R S S | S S S R S S S S S R | S S R S S S S
Staphylococcus caprae S R S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
Staphylococcus pettenkoferi S R S S S s s s S S S S S s § S S S R S S S S
Staphylococcus pettenkoferi R R S S R R 1§ R S S R R R R R | R S S S S S
Staphylococcus pettenkoferi S R S S S s S R S S S S RS R S S S S S S S S
Staphylococcus simulans S R S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S
Staphylococcus epidermidis S S S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S
Staphylococcus epidermidis S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
Staphylococcus equorum S R S S | S S S S S S S S S R | S S S S S S S
Staphylococcus pettenkoferi S R S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S
Staphyococcus capitis S R S S S S S S S S S S S S R S S S R S S S S
Staphylococcus caprae S R S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S
Staphylococcus epidermidis S R S S S S S S S S S S S R R S S S R S S S S
Staphylococcus hominis R S S S S S R S S S S S R R S S S R S S S
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Tablo 39. Stafilokok izolatlarinin tiir bazinda (n=26) antibiyotik duyarlilik yiizdeleri

AMC AM FOX CIP CcC DAP E FF FA GM LVX LZD
S. pettenkoferi S= %80 S=%0 S=9%100 S=9%100 S=%80 S=%80 S=%80 S=%80 S=%80 S=9%100 S=9%100 S=%80
n=5 1=%0 1=9%0 1=90 1=9%0 1=%0 1=90 1=9%20 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=9%0
R=9620 R=96100 R=960 R=960 R=9620 R=9620 R=%0 R=9620 R=9620 R=%0 R=960 R=920
S. aureus S=9%100 S=9%100 S=9%100 S=9%100 S=9%100 S=9%100 S=9%100 S=9%100 S=9%100 S=9%100 S=9%100 S=9%100
n=1 1=%0 1=9%0 1=90 1=9%0 1=9%0 1=90 1=90 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=9%0
R=%0 R=%0 R=960 R=960 R=960 R=960 R=%0 R=960 R=960 R=%0 R=960 R=960
S. warneri S=9%100 S=%0 $=%100 $=9%100 S$=9%100 $=%100 $=%100 S=9666,67 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100
n=3 1=9%0 1=9%0 1=90 1=%0 1=%0 1=960 1=90 1=%0 1=%0 1=90 1=9%0 1=9%0
R=%0 R=96100 R=960 R=960 R=960 R=%0 R=%60 R=9633,33 R=960 R=%0 R=960 R=960
S. epidermidis S=%60 S=%40 $=%100 $=9%100 $=9%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100
n=5 1=9%0 1=9%0 1=90 1=%0 1=%0 1=960 1=90 1=%0 1=%0 1=90 1=9%0 1=9%0
R=9640 R=9660 R=960 R=960 R=960 R=%0 R=%60 R=960 R=960 R=%0 R=960 R=960
S. equorum S=9%100 S=%0 $=%100 $=9%100 S=%20 $=%100 $=%100 S=%80 S=%80 $=%100 $=%100 $=%100
n=5 1=9%0 1=9%0 1=90 1=%0 1=9%80 1=960 1=90 1=%0 1=%0 1=90 1=9%0 1=9%0
R=%0 R=96100 R=960 R=960 R=960 R=%60 R=%0 R=9620 R=9620 R=%0 R=960 R=0960
S. caprae S=9%100 S=%0 $=%100 $=%100 S$=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100
n=3 1=9%0 1=9%0 1=90 1=9%0 1=9%0 1=90 1=90 1=9%0 1=9%0 1=90 1=9%0 1=9%0
R=%0 R=96100 R=960 R=960 R=960 R=%60 R=%0 R=960 R=960 R=%0 R=960 R=0960
S. capitis S=9%100 S=%0 $=%100 S=%100 S=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100
n=2 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=%0
R=%0 R=96100 R=960 R=960 R=960 R=%60 R=%0 R=960 R=960 R=%0 R=960 R=960
S. simulans S=9%100 S=%0 $=%100 S=%100 S=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100
n=1 1=%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=%0
R=%0 R=96100 R=960 R=960 R=960 R=960 R=%40 R=960 R=960 R=%0 R=960 R=960
S. hominis S=9%100 S=9%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100
n=1 1=%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=%0
R=%0 R=%0 R=960 R=960 R=960 R=%60 R=%0 R=960 R=960 R=%0 R=960 R=960
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Tablo 39. Devami

FM OX P SYN RA TEC TE TGC NN SXT VA
S. pettenkoferi S=9%60 S=%60 $=%20 $=%80 S=%80 S=%80 $=9%100 $=9%100 S=9%100 S=9%100 $=%100
n=5 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=9%20 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0
R=940 R=%40 R=%80 R=%20 R=%0 R=%20 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0
S. aureus $=9%100 S=9100 S=%0 S=%100 $=9%100 $=9100 S=%100 $=%100 $=9100 $=9100 $=9%100
n=1 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0
R=%0 R=%0 R=9%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0
S. warneri $=%100 S=9%100 S=%0 S$=%100 $=%100 $=%100 S=9666,67 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100
n=3 1=9%0 1=9%0 1=9%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=9%0
R=%0 R=%0 R=%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=%33,33 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0
S. epidermidis $=%100 S=%40 $=%20 S$=9%100 $=%100 $=%100 $=%80 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100
n=5 1=9%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=9%0
R=%0 R=%60 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%20 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0
S. equorum $=%100 S=9%100 S=%0 $=%20 $=%100 $=%100 S=%60 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100
n=5 1=9%0 1=9%0 1=9%0 1=%80 1=9%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=9%0
R=%0 R=%0 R=%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=9640 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0
S. caprae $=%100 S=9%100 S=0633,33 S$=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100
n=3 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=%0
R=%0 R=%0 R=%66,69 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0
S. capitis $=%100 S=9%100 S=%0 S$=%100 $=%100 $=%100 $=%50 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100
n=2 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=%0
R=%0 R=%0 R=%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=950 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0
S. simulans $=%100 S=9%100 S=%0 S$=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100
n=1 1=%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=%0
R=%0 R=%0 R=%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0
S. hominis $=%100 S=9%100 S=9%100 S$=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100 $=%100
n=1 1=%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=9%0 1=9%0 1=%0 1=%0 1=%0
R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0

S: Duyarl, I: Ora derece duyarh, R: Direncli
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A(l:Vl AM FOX CIP CC DAP E FF FA GM LVX LZD FM OX P SYN RA TEC TE TGC NN SXT VA
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WmR 22 23 0 0 1.1 0 4 2 O O 1 2 6 23 1 0 1 7 1 0 O0 O

AN

HS H| BR

Sekil 3. Identifiye edilmis izolatlarin BD Phoneix™ 50 cihazina gére antibiyotik duyarlilik
grafigi

4.3. Genotipik Identifikasyon

BD Phoenix M50 cihazinin tanimlamis oldugu izolatlar kayit altina alindi. Bu izolatlarin
genotipik olarak tanimlanmasi i¢in Stafilokok tiirlerinde bulunan 16S rRNA, nuc, tuf , coa
geninin varligi PCR analizleri ile incelendi.
4.3.1. 16S rRNA Geni Tespiti

Stafilokok tiirlerine spesifik 16S rRNA geni tespitinde kullanlan primer ile yapilan PCR

islemi sonunda 26 izolatta 527 bp araliginda bant olusumu goriilmiistiir. 26 izolatin tiimiinde

(%100) 16S rRNA geni bulundugu tespit edildi.
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Resim 4. 16S rRNA geninin jel elektroforez goriintiisii
M: Marker 100bp DNA ladder 1-14 nolu 6rnekler: Pozitif

4.3.2. nuc Geni Tespiti

nuc genine spesifik primer ile yapilan PCR islemi sonucunda, 26 izolatin 11
(%42.30)’inde nuc geni tespit edilmistir. nuc geni varligi i¢in 279 bp araliginda bant olusumu

goriilmiistiir. Izolatlarin jel elektroforez goriintiisii Resim 5°de gdsterilmistir.

27abp W

Resim 5. nuc geninin jel elektroforez goriintiisii
M: Marker 100bp DNA ladder 2-3-5-7-8-13 nolu 6rnekler: Pozitif.

4.3.3. tuf Geni Tespiti

tuf genine spesifik primer ile yapilmis olan PCR islemi sonucunda, 26 izolatin 24
(%92.30) ’tinde tuf geni tespit edilmistir. tuf geni varligi i¢in 412 bp araliginda bant olusumu

griilmiistiir. Izolatlarin jel elektroforez goriintiisii Resim 6°da gdsterilmistir.
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Resim 6. tuf geninin jel elektroforez goriintiisii
M: Marker 100bp DNA ladder 1-7, 9-13 nolu 6rnekler: Pozitif, 8 nolu 6rnek: Negatif.

4.3.4. coa Geni Tespiti

coa genine spesifik primer ile yapilan PCR islemi sonucunda, 26 izolatin 5
(9%19.23)’inde coa geni tespit edilmistir. coa geninin varligi igin hedef bolgeler 627, 710, 910
bp araliginda oldugu bildirilmistir. Yapilan PCR analizi sonucunda pozitif orneklerde
gozlemlenen bant araligi 710 bp’dir. izolatlarin jel elektroforez goriintiisii Resim 7°de

gosterilmistir.

T=2: 3 A =5 56 0 8158 10 11512 13- 14

= —» 710bp

Resim 7. coa geninin jel elektroforez goriintiisii
M: Marker 100bp DNA ladder 3 ve 4 Nolu 6rnek: Pozitif; 1,2,5-14 Nolu 6rnek: Negatif

4.3.5. Enterotoksin A-B-C-D-E Genlerinin Tespiti

entA, entB, entC, entD, entE genlerine spesifik primerler ile yapilan multipleks PCR
islemi sonucunda, 26 izolatin; 1 (%3.84)’inde 120 bp uzunlugunda entA geni, 8 (%30.70)’inde
478 bp uzunlugunda entB geni, 3 (%11.53)’tinde 257 bp uzunlugunda entC geni varlig1 tespit
edilmistir. Higbir izolatta entE entD geni tespit edilememistir. Izolatlarin jel elektroforez

goriintiisii Resim 8’de gosterilmistir.
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1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14

- > 478bp

—» 257 bp
—P 120 bp

Resim 8. entA-B-C-D-E (Setl) genlerinin jel elektroforez goriintiisii
M: marker 1 Nolu 6rnek: entA ve entC geni: Pozitif, 5 Nolu 6rnek: entB geni: Pozitif

4.3.6. Enterotoksin G ve H Genlerinin Tespiti

entG ve entH genlerine spesifik primerler ile yapilmis olan PCR islemleri sonucunda

izolatlarda enteretoksin G ve H geni tespit edilememistir.

4.3.7. mecA Geni Tespiti

mecA genine spesifik primerler ile yapilan PCR islemi sonucunda izolatlarda mecA geni

tespit edilmemistir.

4.3.8. mecC Geni Tespiti

mecC genine spesifik primerler ile yapmis oldugumuz PCR islemi sonucunda mecC geni

tespit edilmemistir.
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Resim 9. mecC geni jel elektroforez goriintiisi
M: 100bp DNA ladder 1: Pozitif kontrol

4.3.9. PVL, Hla, HIlb Virulens Genlerinin Tespiti

PVL, Hla, HIb genlerine spesifik primerler ile yapilan multipleks PCR islemi
sonucunda, 26 izolatin; 1 (%3.84)’inde 433 bp uzunlugunda PVL geni, 14 (%53.84)’inde 209
bp uzunlugunda Hla geni, 9(%34.61)’unde 309 bp uzunlugunda HIb geni varhigi tespit

edilmistir. Izolatlarin jel elektroforez goriintiisii Resim 10°da gdsterilmistir.

Resim 10. PVL, Hla, HIb genleri jel elektroforez goriintiisii
M:Marker 100bp DNA ladder. 1 Nolu 6rnek: PVL ve Hla gen: Pozitif. 2,3 ve 5 Nolu
ornek hla ve hlb gen: Pozitif, 4,6,7 Nolu 6rnek: PVL, Hla ve Hlb gen: Negatif

4.3.10. CLFA, BAP, y-Hlg Genlerinin Tespiti

CLFA, BAP, y-Hlg genlerine spesifik primer ile yapmis oldugumuz PCR islemi
sonucunda, 26 izolatin 2 (%7.69)’sinde BAP geni tespit edilmistir. CLFA ve y-HIg geni tespit

68



edilmemistir. BAP geninin varlig1 i¢in hedef bdlge 971 bp uzunlugundayd:. izolatlarin jel

elektroforez goriintiisii Resim 11’de gosterilmistir.

Resim 11. BAP geni jel elektroforez goriintiisii
M:Marker 100bp DNA ladder 1 ve 2 Nolu 6rnek: BAP gen: pozitif

4.3.11. TSST Geni Tespiti

tsst genine spesifik primer ile yapilan PCR islemi sonucunda, 26 izolatin 6
(%23.07)’sinda tsst geni tespit edilmistir. tsst geninin varhigi i¢in hedef bolge 350 bp

uzunlugundaydi. izolatlarin jel elektroforez goriintiisii Resim 12°de gosterilmistir.

Resim 12. tsst geninin jel elektroforez goriintiisii
M: 100bp DNA ladder 1,2,3,4 Nolu 6rnek: Pozitif 5,6,7 Nolu 6rnek: Negatif

4.3.12. vanA-B-C Genlerinin Tespiti

vanA, vanB, vanC genlerine spesifik primerler ile yapmis oldugumuz PCR islemi

sonucunda vanA, vanB, vanC genleri tespit edilmemistir.
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Tablo 40. Genotipik identifikasyonu yapilan 6rneklerin PCR sonuglari

CLFA Hib  Y-hig EntB EntC mecA mecC vanA vanB




4.4. Sekans Bulgular

Arastirmamizda, mastitisli kegi siitlerinden izole ettigimiz 16S rRNA PCR pozitif 26
Ornegin Sanger sekans yontemi ile tiplendirilmeleri yapilmustir.

26 oOrnegin 6 (23,07%)’s1 Staphylococcus aureus [Erisim Numarasi (Accession
Number) KY007579,1; AP023034,1; JN092619,1], 4 (%15,38)’ii Staphylococcus succinus [
(Erisim Numarasi MG819549,1; KX959978,1) ], 4 (% 15,38)’ti Staphylococcus caprae [
(Erisim Numaras1 CP053957,1) ], 3 (%7,69)’ti S. chromogenes [ (Erisim Numarasi
CPO046028,1) ], 3 (% 7,69)’1i Staphylococcus devriesei (Erisim Numaras1 JX966457,1) ], 1
(%3,84)’1 Staphylococcus xylosus [ (Erisim Numarasi KC534469,1) ], 1 (%3,84)’i
Staphylococcus jettensis [ (Erisim Numaras1 JN092113,2) ] olarak tiplendirilmistir. Geriye
kalan 4 (%15,38) 6rnek ise Sanger sekans yontemi ile tiplendirilememistir (Tablo 41).

Tablo 41. 16S rRNA Sekans sonuglari

Ornek 16S rRNA Sekans (%) Benzerlik Erisim Numarasi (Accession
No. sonucu orani Number)
1k Tiplendirilemedi

3b S. aureus 93,06(%) KY007579
3K S. aureus 98,23(%) KY007579
8H S. devriesei 99,37(%) JX966457
12 S. aureus 93,06(%) KY007579
17 S. chromogenes 99,05(%) CPO046028
19B S. succinus 99,36(%) MG819549
25 Tiplendirilemedi

29M S. succinus 99,37(%) KX95997
30B S. devriesei 97(%) JX966457
30K S. devriesei 97(%) JX966457
42 S. succinus 96,54(%) KX95997
44 S. xylosus 98(%) KC534469
48 Tiplendirilemedi

52 S.caprae 98(%) CPO53957
54 Tiplendirilemedi

55 S. caprae 98(%) CPO53957
62 S. chromogenes 97(%) CPO046028
85 S. aureus 97(%) AP023034
87 S. aureus 97(%) KY007579,1
89 S. succinus 98(%) KX959978,1
90 S. caprae 97(%) CP0O53957,1
91 S. chromogenes 96,54(%) AY126159,1
95 S. caprae 97,80(%) CP0O53957,1
96 S. aureus 99,37(%) JN092619,1
100 S. jettensis 99,04(%) JN092113,2
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Yapilan calisma sonucu identifikasyonu yapilan 26 izolatin BD Phoenix M50
Identifikasyon cihazi1 ve 16S rRNA Sekans sonuglar1 karsilastirilmistir ( Tablo 42).

Tablo 42. BD Phoenix M50 Iidentifikasyon Sonucu ve 16S rRNA Sekans sonuglarinin

karsilastirilmast
Ornek No.  BD Phoenix M50 identifikasyon Sonucu  16S rRNA Sekans Sonucu
1k S. pettenkoferi Tiplendirilemedi
3b S. epidermidis S. aureus
3K S. epidermidis S. aureus
8H S. aureus S. devrieseli
12 S. warneri S. aureus
17 S. capitis S. chromogenes
19B S. equorum S. succinus
25 S. warneri Tiplendirilemedi
29M S. equorum S. succinus
30B S. caprae S. devriesel
30K S. warneri S. devrieseli
42 S. equorum S. succinus
44 S. equorum S. xylosus
48 S. caprae Tiplendirilemedi
52 S. pettenkoferi S. caprae
54 S. pettenkoferi Tiplendirilemedi
55 S. pettenkoferi S. caprae
62 S. simulans S. chromogenes
85 S. epidermidis S. aureus
87 S. epidermidis S. aureus
89 S. equorum S.succinus
90 S. pettenkoferi S. caprae
91 S. capitis S. chromogenes
95 S. caprae S. caprae
96 S. epidermidis S.aureus
100 S. hominis S. jettensis

Orneklere cins diizeyinde bakildiginda Staphylococcus tiirlerini %100 oraninda dogru
tanimlandigr  saptanmistir. Ancak tiir yoniinde incelendiginde sonuglar birbiri ile
uyusmamaktadir. Genoma dayali kesin tiplendirmeleri almak i¢in Sanger sekans yOntemi
kullanilarak molekiiler tiplendirme ile elde edilen sonuglarin fenotipik testlerle yapilan bir 6n

tanimlamaya gore daha uygun bir yontem olabilecegi sonucuna varilmistir.
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5. TARTISMA

Mastitis siit¢ii hayvanlarda; siit kalitesi, siit verimi ve hayvan refahini negatif olarak
etkilemesi sebebiyle ekonomik agidan goz ardi edilmemesi gereken bir hastaliktir. Ticari
isletmelerde genel nedenlerden 6tiirii siirliden eliminasyon orani ortalama %31.5 olup, bunun
% 79.5°1 bakim besleme ve hijyen yetersizliklerinden kdken almaktadir. Saglik problemlerinin
%34 1inli de mastitis meydana getirmektedir (Kurt ve ark, 2019). Mastitisle alakali uzun siireler
aragtirmalar gerceklestirilmesine ragmen bu hastalik giiniimiizde hala meydana gelmektedir.
Mastitis etiyolojisinde bir¢ok mikrobiyel etkenin rol oynadigi bilinse de Stafilokoklarin en sik
izole edilen ajanlar oldugu saptanmustir. Ozellikle subklinik mastitisler, Koagulaz Negatif
Stafilokok sikligmin yiiksek oldugu diinya ¢apinda goriilmektedir. Ulkemizde teshis edilen
mastitisin, %78.6'sinin subklinik olarak meydana geldigi bildirilmistir (Saydan, 2017). KNS’ler
ise iilkemizde %43.9 oraninda subklinik olgulardan identifiye edilmektedir. Baslica yaygin
KNS tiirleri S. chromogenes, S. epidermidis, S. xylosus, S. hyicus ve S. simulans’tir (Hadimli
ve ark, 2014).

Kegilerde mastitise yol acan bakteriyel tiirleri major olarak Staphylococcus cinsi
olusturmaktadir. Klinik asamalarda onceleri saprofit ve non patojen kontaminant tiir olarak
degerlendirilen Koagulaz Negatif Stafilokoklar ise, son 30 yil zarfinda ¢ok 6nemli infeksiyon
kaynagi olarak literatiirde yer bulmustur (Saydan, 2017).

Subklinik mastitis (SCM), siit kegisi siiriilerindeki en zorlu hastaliklardan biridir ¢iinkii
iiretim kaybu, siit kalitesinin ve hijyenin disiiriilmesi, artan ikame maliyeti ve 6nemli veteriner
giderleri ile iliskilendirilmistir. Cesitli sistemler altinda yetistirilen kegilerde subklinik mastitis
vakalarindan ¢esitli ¢evresel ve bulasici patojenler izole edilmistir. Koagulaz Negatif
Stafilokoklar ve S. aureus siklikla subklinik mastitis vakalarindan izole edilirken, Streptokok
tirleri, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae iiyeleri, Mycoplasma tiirleri ve diger
patojenler daha diisiik oranda ortaya ¢ikmaktadir. Kegi siiriilerinden farkli patojenlerin
izolasyon sikli8i, siiriilerin genel hijyenik durumu ve bakim-besleme semalariyla giiglii bir
sekilde iligkilidir. Siirii yonetim sisteminden bagimsiz olarak, hijyenik uygulamalarin
yetersizligi, meme patojenleri ile cevresel kontaminasyonda ve meme i¢i infeksiyon
olusmasinda ¢ok onemli bir rol oynamaktadir. Koagulaz Negatif Stafilokoklar arasinda S.
epidermidis, daha sonra S. xylosus, S. chromogenes ve S. simulans daha sik izole edilmektedir.
Kegilerde S. caprae en yaygin tiirlerden biridir ve onu diger tiirler izlemektedir. Ek olarak, KNS

arasinda S. epidermidis, S. caprae’nin tersine, hem koyunlarda hem de kegilerde genellikle en
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yiiksek ortalama somatik hiicre sayis1 degerleri ile iliskilidir. Subklinik infeksiyondan izole
edilen KNS suslarimin %60 ila 80'inden fazlas1 hemolitik toksin liretmektedir (Krishnamoorthy
ve ark, 2016). Arastirmamiz sonucunda izole edilmis Stafilokok tiirleri, dominant olarak
koagulaz negatif karakterde olup S. equorum (%19), S. pettenkoferi (%19), S. epidermidis
(%19), S. warneri (%12), S. caprae (%12), S. capitis (%7), S. simulans (%4), S. hominis (%4)
ve S. aureus (%4) olarak belirlenmistir. S. aureus, etkili bir patojen etken olmakla beraber,
subklinik mastitis hastaliginda daha ¢ok Koagulaz Negatif Stafilokoklar kendini gostermektedir
(Resch ve ark, 2008). Arastirmamizda sadece 1 adet S. aureus izole edilmesi, bu bilgiyi dogrular
nitelikte saptanmistir. Bu ¢alismada Koagulaz Negatif Stafilokoklarin daha yiiksek oranda
bulunmasinin nedeninin, kegilerin hijyenik olmayan ¢evresel kosullarda barindirilmasindan
kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmektedir.

Aragtirmamizda toplam 110 adet siit 6rneginin 26 (%23.6)’sinden Staphylococcus sp.
(5 S. equorum (%19), 5 S. pettenkoferi (%19), 5 S. epidermidis (%19), 3 S. warneri (%12), 3 S.
caprae (%12), 2 S. capitis (%7), 1 S. simulans (%4), 1 S. hominis (%4) ve 1 S. aureus (%4)),
15 (%13.8) Streptococcus sp., 13 (%12) Bacillus sp., 10 (%9) Lactobacillus sp., 7 (%6.3)
Shigella sp., 7 (%6.3) Escherichia coli, 7 (%6.3) Corynebacterium sp., 5 (%4.5) Klebsiella sp.
ve 3 (%2.7) Flavobacterium sp. izole ve identifiye edilmistir. Geriye kalan 17 (%15.5) 6rnekte
ise bakteriyel tireme goriilmemistir.

Elazig ilinde mezbahada kesilen mastitisli 89 hayvana ait 133 meme lobu ve mastitisli
40 kegiye ait 67 meme lobu bakteriyolojik olarak incelenmis ve sonug¢ olarak koyunlarda
%24.06 S. aureus, %10.53 E. coli, %7.52 Actinomyces pyogenes, %7.52 Streptococcus uberis,
%6.01 Streptococcus dysgalactiae, %5.26 Streptococcus agalactiae, %3,76 Staphylococcus
epidermidis, %3.76 Mannheimia haemolytica izole ve identifiye edilmistir. Kegilerde %25.37
S. aureus, %8.96 E. coli, %7,46 Staphylococcus epidermidis, %7.46 Streptococcus agalactiae,
%7.46 A. pyogenes, %5.97 Streptococcus dysgalactiae, %2.99 S. uberis, %2.99 M. haemolytica
izole ve identifiye edilmistir (Giilcii ve Ongor, 2002).

Bu ¢alismada 110 siit 6rneginin 93'inden (% 84.5) bakteri izolat1 elde edilmistir. Bu 93
izolatin 26's1 (%23.6) Stafilokok tiirii olarak belirlenmistir. Ayrica izole edilen organizmalar
arasinda KNS en yaygin mikroorganizma olarak saptanmistir. Benzer sekilde White ve
Hinckley (1999), ke¢i mastitisinde en yaygin etkenlerin hemolitik olmayan Staphylococcus sp.
(n = 406, %38.2), S. aureus (n = 117, %11.0), S. agalactiae (n = 43, % 4.1), E. coli (n = 17,
%1.6) ve Pseudomonas sp. (n = 13, %1.2) olarak bildirmistir. Aydin ve arkadaslar1 (2009),
klinik olarak saglikli meme yarisindan elde edilen 700 siit 6rneginde 60 ornekte subklinik

mastitis tespit etmistir. KNS'nin izole edilen baskin organizmalar (%50) oldugunu ve bunu
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Streptococcus sp. (%15), S. aureus (%11.7) ve diger patojenlerin (%23.3) izledigini belirtmistir.
flhan ve arkadaslar1 (2011) ise 148 kegiden elde edilen siit 6rnekleri iizerinde bir calismada
klasik bakteriyolojik kiiltiir yontemlerini kullanmistir. 148 Ornegin 69'unda (% 46.6)
bakteriyolojik izolasyon tespit etmislerdir. Siit 6rneklerinden izole edilen bakteri suslarinda 42
adet (% 60.8) KNS, 11 adet (%15.9) S. aureus, 11 adet (%15.9) E. coli, 2 adet (%2.9)
Corynebacterium sp., 1 adet (%1.4) Streptococcus sp., 1 adet (%1.4) C. pseudotuberculosis ve
1 adet (%1.4) Aeromonas sp. saptamiglardir. Subklinik mastitisli hayvanlardan kegi siitiinde en
sik izole edilen bakterinin KNS oldugu sonucuna varilmistir. Islam ve arkadaslar1 (2011) ayrica
KNS'nin kegi mastitisinde (n = 52, %57.78) izole edilen en yaygin mikroorganizma oldugunu
ve bunu S. aureus (n =4, % 4.44), Streptococcus sp. (n =4, %4.44), Bacillus sp., (n =3, %3.33),
E. coli (n =5, %5.55) ve tamimlanamayan diger Gram negatif bakterilerin (n = 14, %15.55)
izledigini belirtmistir. Ote yandan, baz1 calismalarda (Ciftci ve ark, 1996; Isnel ve Kirkan, 2012;
Najeeb ve ark, 2013) Koagulaz Pozitif Stafilokoklarin en yaygin mikroorganizmalar oldugu
bulunmustur. Cift¢i ve arkadaslar1 (1996), 500 kecide %9 (45 siit 6rnegi) subklinik mastitis
prevalansi bildirmistir. Calismalarinda Koagulaz Pozitif Stafilokoklar (%38.2) en yaygin
mikroorganizmalar olurken, onu KNS (%11.8), Corynebacterium sp. (%23.5), E. coli (%14.7),
mayalar (%5.9) ve Flavobacterium sp. (%5.9) izlemistir. isnel ve Kirkan (2012) kil kegilerinden
152 adet siit 6rneginden 102 (%67.1) adet izolasyon yapmislardir. Caligmalarinda S. aureus
(n=71, %69.6) en yaygin izolat olarak bulunmus, ardindan S. epidermidis (n = 8, %7.8), S.
intermedius (n = 5, %4.9), S. hyicus (n = 6, %5,9), Corynebacterium sp. (n = 3, %2.9),
Klebsiella pneumoniae (n = 4, %3.9), Pseudomonas sp. (n = 2, %2.0), E. coli (n = 2, %2.0) ve
Mannheimia haemolytica (n = 1, %1.0) tiirleri identifiye edilmistir. Ali ve arkadaslar1 (2010),
543 kecide subklinik mastitis prevalansmin 71 (%13) oldugunu belirtmislerdir. Izole edilen
mikroorganizmalar arasinda en yaygin mikroorganizmanin S. aureus (%45.34) oldugunu ve
bunu Streptococcus sp. (%22.74), E. coli (% 11.55) ve Klebsiella sp. (%3.65) tiirlerinin
izledigini bildirmislerdir. Najeeb ve arkadaslar1 (2013), 200 siit 6rneginin 90'inda (%45)
bakteriyel tireme bildirmis ve pozitif siit 6rneklerinde 146 sus tespit etmistir. Bu suslar arasinda
S. aureus (%61.64) prevalansi en yiiksek olup, onu E. coli (%10.96), Streptococcus sp. (%9.59),
Pseudomonas sp., Bacillus sp. (%6.85) ve Corynebacterium sp. (%4.11) izlemistir. Hatay'da
yapilan baska bir ¢alismada Dogruer ve arkadaslar1 (2013), 505 keciden aliman 200 CMT-
pozitif siit 6rneginin %41.4'linde bakteri liremesi rapor etmistir. Bu suglar arasinda en yaygin
mikroorganizmalar KNS (%51.1), ardindan Koagulaz Pozitif Stafilokoklar (%20.4),
Streptococcus sp. (%8), Bacillus sp. (%5.7), E. coli (%4.5), Corynebacterium sp. (%3.4),
Pseudomonas sp. (%2.3) ve Acinetobacter sp. (%2.3) bulunmustur. identifiye edilen bakteri
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tirleri arasindaki farkliliklarin sagim hijyeni (sagim ortami ve sagimct el hijyeni), altlik
malzemesi, iklim farkliliklart ve sagim sonrasi meme ucu daldirma kullanimi veya
kullanilmamas1 nedeniyle meydana gelebilecegi diisiiniilmektedir.

Bulgaristan’da 6 farkli hayvan ciftlikten toplam 478 ke¢ide yapilan arastirmalar
neticesinde 100 hasta hayvanda subklinik mastitis belirlenmistir. Pozitif siit numunelerinden 96
adet Stafilokok tiirii identifiye edilmistir. Izolasyon sonrasinda 19 tiiriin S. aureus (%19.8),
diger 77 (%80.2) tiiriin de Koagulaz Negatif Stafilokok oldugu saptanmistir (Bochev ve
Russenova, 2005).

Italya’da 2 farkli siiriiden 156 kegi ile yapilan bir calismada tiim laktasyon boyunca
hayvanlar mastitis agisindan monitorize edilmis, hastalik olgularinda %80.7 oraninda Koagulaz
Negatif Stafilokoklarin izole edildigi bildirilmistir. ilk grupta, hastaliga yol agan neredeyse tiim
etkenlerin (%96) Koagulaz Negatif Stafilokoklardan koken aldigi bulunmustur, S. caprea ise
sik goriilen patojen ajan olarak %43 oraninda saptanmustir. Ikinci kegi grubunda ise,
infeksiyonlarin %67 oraninda Koagulaz Negatif Stafilokoklardan koken aldigi ve S.
epidermis’in de sik goriilen patojen ajan oldugu belirlenmistir (Moroni ve ark, 2005).
Arastirmamizda elde edilen veriler, bu bilgileri destekler nitelikte bulunmustur.

Molekiiler tabanli tekniklerin identifikasyonda kullanilmasi, Stafilokok tiirlerinin
identifikasyonunda ve genotiplendirilmesinde saglamis oldugu spesifite ve sensitivite
dolayisiyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Bakteri siniflandirilmasinda ve bakterilerin
veteriner sahada 16S rRNA gen sekansmin siklikla kullanildig: bildirilmistir (Chai ve ark,
2003).

Heikens ve arkadaslari (2005) c¢alismalarda 16S rRNA ve tuf geninin Onemini
belirtmistir. Bes ve arkadaslar1 (2000) bakteriyel genler arasinda DNA siralamasi i¢in en uygun
bolgenin 16S rRNA geni oldugunu belirtirken, Murru ve arkadaslar1 (2005) Stafilokoklarin tiim
suslarmin 16-23S rRNA boélgesinin amplifikasyonu ile spesifik bir yap: gosterdigini ortaya
koymuslardir. Lan ve Reeves (2001), ruminant kokenli KNS’lerin identifikasyonu ve serovari
ile ilgili aragtirmasinda 263 adet KNS izolatinin genotipik identifikasyonunda 16S rRNA
geninden faydalanmistir. Vanderhaeghen ve arkadaslar1 (2014) 98 adet subklinik mastitisli siit
numunesinden KNS genotipik identifikasyonunda tuf primer sekansini kullanmistir. Heikens
ve arkadaslar1 (2005) amplifikasyon sirasinda ekstensiyonu belirleyen Tu faktoriinii igeren tuf
genini KNS’lerin  Stafilokoklardan  diferensiyasyonu ig¢in  kullanarak, tuf geni
identifikasyonunun 16S rRNA’ya nazaran KNS identifikasyonunda daha stabil oldugunu
yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda bildirmislerdir. Ghebremedhin ve arkadaslar1 (2008) farkli
Stafilokok serogruplarinda 16S rRNA i¢in %96-99 oraninda pozitiflik tespit etmistir. Bu
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caligmada kullanilan 26 izolatin tamami 16S rRNA ve 24 adedinin tuf geni tasidig: tespit
edilerek Stafilokok ve KNS oldugu dogrulanmastir.

Alfa hemolitik toksin, ¢ogu zaman transmembran porlara birikip eritrositleri
parcgalayarak tesir etmektedir. B hemolizin ise, sfingomyeline 6zgii fosfolipaz aktivitesi,
parsiyel hiicre lizisine neden olarak etki gostermektedir (Dinges ve ark, 2000). Brinda ve
arkadaslar1 (2010) izole edilen 44 KNS izolatinin 4’iiniin (%9) a hemoliz, 24 {iniin (%54.5) B
hemoliz, 16’sinin (%36.3) hemoliz olusturmadigini bildirmislerdir. Savasan ve arkadaslari
(2017) ise mastitisli Siitlerden izole edilen Stafilokoklarda  hemolizin oranin1 %36.73 olarak
tespit etmislerdir. Wald ve arkadaslart (2019) 81 sigir memesinden izole ettikleri 100 KNS
izolatinin 8’inde (%8) B hemoliz, 6’sinda (%6) merkezi beyaz ¢evreye dogru saydamlasan yari
seffaf grimsi koloniler tespit etmislerdir. Bu ¢alismada Hla, Hlb ve y-HIg genlerine spesifik
olarak yapilan PCR sonucunda Stafilokok izolatlarinin 14 adedinde (%53.84) o hemoliz, 9
(%34.61)’unda B hemoliz olusturdugu gozlenirken, y hemoliz (non hemolitik) saptanmamustir.
Hemoliz ile alakali aragtirma verilerinin degisik oranlarda saptanmasi; temin edilen kan
tiriinden, besiyeri kalinligindan, inkubasyon kosullarindan ve koloni formasyonunun
farkliligindan meydana gelebilecegi yorumlanmastir.

Enterotoksin meydana getiren KNS’ler S. intermedius, S. hyicus ve S. epidermidis 'tir.
Besin intoksikasyonuna da yol agan enterotoksinlerin infeksiyon olusturmasi igin belli seviyede
olmasi gerekmektedir. sea, seb, sec, sed, see klasik Stafilokokkal enterotoksinlerdir (Balaban
ve Rasooly 2000). Park ve arkadaslar1 (2011) mastitisli hayvanlardan izole ettikleri 263 KNS
izolatinin 4’tinde (%1.5) sea, 55’inde (%20.9) seb, 3’iinde (%1.1) sec, 6’sinda (%2.2) sed,
3’tinde (%1.1) see enterotoksin genlerini saptamiglardir. Guimaraes ve arkadaslari (2013)
Brezilya’da mastitisli numunelerden izole ettikleri 75 KNS izolatinin 43’iinde (%57.3) sea,
9’unda (%12) seb, 14’tinde (%18.7) sec, 9’unda (%]12) sed genlerini tespit etmislerdir. Piechota
ve arkadaslar1 (2014) saglikli siitler ve barinaklardan topladiklari siitlerin izolasyonundan elde
ettikleri 138 KNS’nin 1’inde (%0.7) sea, 1’inde (%0,7) seb, 13’{inde (%9.4) sec, 3’iinde (%2.1)
sed, 3’tinde (%2.1) see genlerini saptamiglardir. Ayni arastirmacilar siitten izole ettikleri
KNS’lerde %15.5, ¢evresel orneklerden izole ettikleri KNS’lerde %6.5 oraninda enterotoksin
geni bulduklarini bildirmislerdir.

Bu calismada entA, entB, entC, entD, entE genlerine spesifik primerler ile yapilan
multipleks PCR iglemi sonucunda, 26 izolatin; 1 (%3.84)’inde 120 bp uzunlugunda entA geni,
8 (%30.70)’inde 478 bp uzunlugunda entB geni, 3 (%11.53)’linde 257 bp uzunlugunda entC
geni varlig1 tepit edilmistir. entE, entD, entG ve entH geni tespit edilememistir. Giiniimiizde

mastitise sebep olan Stafilokoklarin yaygin olarak tespit edilmesine ragmen enterotoksin

77



genlerinin mastitiste etkisi hakkinda tatmin edici bilgi bulunmamaktadir, dolayisiyla {ilkemizde
de toksin genlerin tespiti ile daha fazla ¢aligma yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Antibiyotikler, bakterilerin yol a¢tig1 mastitislerin tedavisinde ve proflakside kullanilsa
da meydana gelebilen direncten dolayi; tedavi ve korunmada umulan etkiyi gosteremeyebilirler.
Ozellikle mastitise neden olan ve siklikla izole edilen Koagulaz Negatif Stafilokoklarin birgok
antibiyotige karsi ¢oklu direng gosterdigi belirtilmistir (Sawant ve ark, 2005). B-laktamaz olarak
adlandirilan penisilinazlar, penisilin ile beraber bazi - laktam antibiyotikleri parcalayarak etki
etmektedir (Arda, 2011). B-laktamaz geni; diger antibiyotik direng genleri ile birlikte plazmid
tizerinde aktarilarak ¢oklu diren¢ olusumuna neden olabilmektedir. Arastirmamizda elde edilen
Stafilokok izolatlarinin da s6z konusu antibiyotik gruplarindan olan Amoksisilin-Klavulanik
asit, Ampisilin ve Penisilin G antibiyotiklerine kars1 diren¢li bulundugu saptanmistir. Bununla
birlikte elde edilen Stafilokok izolatlar1 Tobramisin, Trimetoprim-Sulfometoksazol,
Vankomisin, Sefoksitin, Siprofloksasin, Gentamisin ve Levofloksasin antibiyotiklerine Kkars1
tam duyarli, Klindamisin, Daptomisin, Eritromisin, Fosfomisin, Fusidik Asit, Linezolid,
Nitrofurantoin, Oksasilin, Kinupristin-dalfopristin, Rifampin, Teikoplanin, Tetrasiklin ve
Tigesiklin antibiyotiklerine ise degisen oranlarda duyarli oldugu saptanmustir.

Metisiline direngli ve duyarli Stafilokoklar, PBP2a tasimaktadir. Penisilin baglayan
protein (2a), 2 kb’lik DNA segmentine yerlesen mecA geni tarafindan kodlanmaktadir. Ayrica
transdiiksiyon ile direngli suslardan duyarli suslara aktarilabilmektedir. Sampimon ve
arkadaslar1 (2011) inek siitlerinden izole ettikleri KNS’lerin %13’iinde mecA geni tespit ederek
metisilin direncini saptamislardir. Belgika’da Piessens ve arkadaslar1 (2012) 6 farkli isletmeden
toplanan ¢evresel ve siit numunelerinden izole edilen 366 KNS’den 22 tiir bildirilmistir. Toplam
izolatlarda %11.7 oraninda mecA tespit edilirken; siit 6rneklerinde %10.38 oraninda, ¢evresel
orneklerde ise %12.1 oraninda mecA geni bulmuslardir. Tunus’ta Klibi ve arkadaslar1 (2018)
siitlerden izole edilen metisilin direncli KNS’lerin karakterizasyonu ile ilgili calismada;
metisilin direngli ve siipheli 20 KNS izolatinin 14 (%70)’tinde mecA geni bulmuslardir.
Arastirmamizda ise mecA ve mecC geni, ayrica Vankomisin direnci agisindan vanA, vanB, ve
vanC spesifik primerler ile yapilan PCR islemi sonucunda ilgili genler a¢isindan pozitiflik tespit
edilmemistir.

Arastirmamizda sekansi yapilan 4 adet izolatin, Gupta ve arkadaslarinin 2011 yilinda
yapmis oldugu ¢alisma neticesinde tiplendirdikleri JN092619 (S. aureus) erisim numarali izolat
ile %93,0-97,0 oranlar1 arasinda, 1 adet izolatin, Krohn ve arkadaslarinin 2016 yilinda yapmis
oldugu c¢alisma neticesinde tiplendirdikleri KY007579 (S. aureus) erisim numarali izolat ile
999,37 oraninda, 1 adet izolatin, Takadama ve arkadaslarmin 2020 yilinda yapmis oldugu
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calisma neticesinde tiplendirdikleri AP023034 (S. aureus) erisim numarali izolat ile %97
oraninda, 1 adet izolatin, Ali ve arkadaslarinin 2015 yilinda yapmis oldugu ¢alisma neticesinde
tiplendirdikleri MG819549 (S. succinus) erisim numarali izolat ile %97 oraninda,l adet
izolatin, Ali ve arkadaslarinin 2015 yilinda yapmis oldugu ¢alisma neticesinde tiplendirdikleri
KX95997 (S. succinus) erisim numarali izolat ile %99,37 oraninda, 3 adet izolatin Shwani ve
arkadaglarinin 2019 yilinda yapmis oldugu ¢alisma neticesinde tiplendirdikleri CPO046028 (S.
chromogenes) erisim numarali izolat ile %97-98 oraninda, 4 adet izolatin Bojja ve
arkadaslarinin 2019 yilinda yapmis oldugu ¢alisma neticesinde tiplendirdikleri CPO53957 (S.
caprae) erisim numarali izolat ile %97-98 oraninda, 3 adet izolatin, Pandey ve arkadaslarinin
2012 yilinda yapmis oldugu ¢alisma neticesinde tiplendirdikleri JX966457 (S. devriesei) erisim
numarali izolat ile %97-99 oraninda, 1 adet izolatin, Lin’in 2013 yilinda yapmis oldugu
caligma neticesinde tiplendirdigi KC534469 (S. xylosus) erisim numarali izolat ile %98
oraninda, 1 adet izolatin De Bel ve arkadaslarmin 2011 yilinda yapmis oldugu calisma
neticesinde tiplendirdikleri JN092113 (S. jettensis) erisim numarali izolat ile %99,04 oraninda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Mastitis bakterilerin yol agtig1 6nemli bir meme bezi hastaligidir. Mastitise bagl olarak
seneler icerisinde dramatik ekonomik giderler olusmaktadir. infeksiyon tarafindan ortaya ¢ikan
mali kayiplar sadece siit liretiminde diisiis ile sinirli kalmayip, infeksiyon terapisi, siiriiden
hastalikli hayvanlarin eliminasyonu gibi komplikasyonlar1 da i¢ine almaktadir. Ayrica ¢ok
miihim bir besin bileseni olan siitiin kalitesindeki bozulma halk saglig1 agisindan da olumsuz
sonuglara yol acabilmektedir.

Aragtirmamizda, toplam 110 adet hayvana ait mastitisli siit 6rneklerinden Stafilokok
tirlerinin ve diger bakterilerin identifikasyonlar1 biyokimyasal yontemlere ilave olarak
otomatize sistem ve PCR ile yapilmistir. Siit 6rneklerinin %23.6’sindan Stafilokok izolasyonu
yapilmigtir. Yapilan identifikasyon c¢aligmalari sonucunda, 5 S. equorum (%19), 5 S.
pettenkoferi (%19), 5 S. epidermidis (%19), 3 S. warneri (%12), 3 S. caprae (%12), 2 S. capitis
(%7), 1 S. simulans (%4), 1 S. hominis (%4) ve 1 S. aureus (%4), 15 (%13.8) Streptococcus
sp., 13 (%12) Bacillus sp., 10 (%9) Lactobacillus sp., 7 (%6.3) Shigella sp., 7 (%6.3) E. coli, 7
(9%6.3) Corynebacterium sp., 5 (%4.5) Klebsiella sp. ve 3 (%2.7) Flavobacterium sp. izole ve
identifiye edilmistir. Toplam 17 (%15.5) 6rnekte ise bakteriyel ireme goriilmemistir.

Arastirmamiz sayesinde kegi yetistiriciliginde siit tiretimi i¢in gok miihim olan subklinik
tipteki mastitis hastaligindaki etkenlerin spesifik yontemler ile tanimlanmasi, hastaligin
tilkemiz ve Aydm ili civari durumunun belirlenmesi agisindan gelecek galismalara rehber
olacak niteliktedir. Gelecek arastirmalar, iilkemiz i¢in hastaligin teshis ve terapi prosediirlerinin
olusturulmasinda katki saglayabilecektir. Antimikrobiyel terapinin uygulanacagi vakalarda
Koagulaz Negatif Stafilokok tiirlerinin saptandig: siiriilerde arastirmamizda da belirlenen farkls
antibiyotik duyarliliklarinin olabileceginin dikkate alinmasi Onerilmektedir. Elde edilen
sonuclar 15181nda, kecilerde subklinik mastitis hastaliginin siit verimini etkileyebilecegi, siitiin
kalitesini bozabilecegi ongoriilmektedir. Kegilerdeki subklinik mastitis olgularinda tani ve
tedaviye yonelik calismalarin kegi yetistiricilerine faydali olacag diisiiniilmektedir.

Ayrica KNS izolatlarinin PCR ile saptanmasinda 16S rRNA ve tuf genlerinin
kullanilabilecegi, konvansiyonel bakteriyolojik yontemlerle PCR’nin uyumlu oldugu, KNS
izolatlarinin a, B, v hemolizi farkli oranlarda olusturduklari, ancak a hemoliz olusturan KNS
izolatlarinin daha fazla oranda saptandigi, KNS izolatlarinda metisilin ve vankomisin direncinin
saptanmadigi, bu nedenle de kegilerden alinan mastitisli siitlerin metisilin direncini insanlara

stit ve siit tirinleri ile gegmesinin halk sagligi a¢isindan ¢ok fazla 6nemi bulunmadig, B-laktam
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grubu antibiyotiklere kars1 direncin yiiksek oldugu, veteriner hekimlikte mastitisin tedavisinde
bu antibiyotiklerin kullaniminin smirlandirilmas1 gerektigi, diger antibiyotiklere karsi
duyarlilik saptanmasina ragmen, bakteri izolatlarinin tiir bazinda degerlendirildiginde degisen
oranlarda ¢oklu ilag direngleri gelisebildigi, bu nedenlerden dolayr mastitis tedavisinde rastgele
antibiyotik kullaniminin 6niine gecilmesi gerektigi sonucuna ulagilmistir.

Son olarak; yapilan ¢alisma sonucunda, kullanilan hizli tani sistemleri biyokimyasal test
tabanli sonuglar verdigi i¢in Sanger sekans sonuglari ile paralellik gostermemektedir.
Staphylococcus tiirleri birbirine yakin biyokimyasal 6zelliklere sahip olduklarindan dolay1

molekiiler tiplendirme ile elde edilen sonuglarin daha degerli oldugu diistiniilmektedir.
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