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OZET
Yiksek Lisans Tezi

MASTITISLI INEKLERDEN iZOLE EDILEN Staphylococcus aureus
SUSLARININ MOLEKULER TIPLENDIRMESI

Gulgin KANBER
Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitsi
Biyoloji Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Kiymet GUVEN
2014, 72 sayfa

Bu caligmada Afyonkarahisar bolgesinde bulunan 6 farkli yerlesim
yerindeki 16 ciftlikten toplanan mastitisli siit 6rneklerinden izole edilmis 104 adet
bakteri ribotiplendirme yontemi ile identifiye edilmis ve Staphylococcus aureus
olarak tanimlanan 77 izolat arasindaki genetik akrabalik iligskisi molekiler
tiplendirme yéntemleri ile arastirilmistir.

Ribotiplendirme yonteminde EcoRI restriksiyon enzimi kullanilmis ve 8
ribogrup belirlenmistir. Atilimli  alan jel elektroforez (Pulsed Field Gel
Electrophoresis=PFGE) yontemi ile 77 izolatin makrorestriksiyon profili Smal
restriksiyon enzimi kullanilarak belirlenmis ve 19 pulsotip tanimlanmistir.
Ribogruplar ve pulsotipler birbirleriyle cakismasa da dominant pulsotip olan
G11’de yer alan izolatlarin bir kisminin ribotiplendirmede birbirleriyle %98
benzerlik gosteren ribogrup 2, ribogrup 7 ve ribogrup 8’de yer alan izolatlarla
ayni oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde ribogrup 7 ve 8’de yer alan izolatlarin
bir kisminin da PFGE analizinde %98 ve %97 benzerlik oran1 gosteren G5, G7 ve
G8 pulsotiplerinde yer aldig1 belirlenmistir.

Turkiye’de sigirlarda mastitis etmeni S. aureus ic¢in ribotiplendirme
yontemi ilk kez bu c¢alismada kullanilmis olup, Afyonkarahisar bdlgesinde
mastitisli sitlerden izole edilen S. aureus izolatlarinin gerek ribotiplendirme
gerekse de PFGE ile genotipik analizi de ilk kez uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, mastitis, ribotiplendirme, PFGE.



ABSTRACT
Master of Science Thesis

MOLECULAR TYPING OF Staphylococcus aureus STRAINS
ISOLATED FROM BOVINE MASTITIS

Gulgin KANBER
Anadolu University
Graduate School of Sciences

Biology Department

Supervisor: Prof. Dr. Kiymet GUVEN
2014, 72 pages

In this study, 104 bacteria isolated from mastitis milk samples collected
from 16 dairies located in 6 regions in Afyonkarahisar were identified by
ribotyping method and the genetic relation was investigated between 77 isolates

identified as Staphylococcus aureus by using molecular typing methods.

By using ribotyping method with EcoRI restriction enzyme eight ribogrups
were determined. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) method with Smal
restriction enzyme determined 19 pulstoypes among 77 S. aureus isolates.
Although there is no matching between ribogrups and pulsotypes, a dominant
pulsotype, G11, contained some isolates of ribogrups 2, 7 and 8 which have 98%
similarity. Similarly, ribogrups 7 and 8 included some isolates og pulsotypes G5,
G7 and G8 which have 97% and 98% similarity.

In Turkey, ribotyping was first used for S. aureus causing mastitis in
bovine and also both ribotyping and PFGE methods were first for genotyping of

these isolates in Afyonkarahisar region.

Key words: Staphylococcus aureus, mastitis, ribotyping, PFGE.
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1. GIRIS

Mastitis ineklerin meme dokularinda gorllen bir iltihap reaksiyonu olup
Staphylococcus aureus, siit tretimi yapilan hayvanlarda en Onemli mastitis
etmenidir. Olduriicii olabilen bu meme salg1 bezi enfeksiyonu tiim dinyada sit
iretimi yapilan ineklerde yaygin olarak goriiliir ve siit endiistrisinde 6nemli
ekonomik kayba yol acar. Buna ilaveten, S. aureus tim dinyada enterotoksin
uretimi nedeniyle diger gidalarda da en 6nemli gida kaynakli patojen olarak kabul
edilmektedir. Metilisin direncli S. aureus’lar (MRSA) nedeniyle bu tir
enfeksiyonlarin kontrolii zorlasmaktadir. Etkili bir kontrol igin sadece antibiyotik
kullanim1 yeterli degildir. Ayrica enfeksiyon etmeni S. aureus alt tiplerinin
Ozellikle genetik  akrabalik iligkisinin  belirlenerek  (genotiplendirme)
kontaminasyon kaynaginin ve bulagma yollarinin izlenmesi gereklidir.

S. aureus izolatlar1 arasinda klonal iliskiyi gostermek i¢in cesitli molekiiler
subtiplendirme yontemleri (6rnegin; multilokus dizi analizi (MLST) ), mevcut
olup, bunlar arasinda Ozellikle toplam DNA makrorestriksiyon profil analizine
dayali atilimli alan jel elektroforez (Pulsed Field Gel Electrophoresis) kisaca
PFGE yontemi “altin standart” olarak kabul edilmektedir. Ribotiplendirme
yontemi ise daha kisa bir DNA bolgesinin (16S rRNA’y1 kodlayan DNA)
restriksiyon profillerinin analizine dayali olup, 6zellikle identifikasyon ayrica da
genetik akrabalik iligkisinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilmaktadir.

Bu calismanin amaci, Afyonkarahisar ili ve bazi ilgelerinde siit liretimi
amacli beslenen ve mastitis enfeksiyonu tasidigi belirlenen ineklerin siitlerinden
izole edilmig S. aureus izolatlarinin molekiiler tiplendirmesini yaparak genetik
akrabalik iligkisini tespit etmek ve enfeksiyon kaynaklar1 hakkinda bilgi
saglamaktir. Bu nedenle ¢esitli ¢iftliklerdeki mastitisli sigirlardan elde edilen
siitlerden toplanmus stipheli 104 bakteri izolat1 Ribotiplendirme ile identifikasyona
alinmig ve hem ribotiplendirme hem de PFGE yontemleri ile S. aureus olarak

tanimlanan 77 izolat arasindaki genetik varyasyon incelenmistir.



1.1. Mastitis Hastahginin Tanim ve Genel Ozellikleri

Mastitis tlim diinyada oOzellikle siit sigirlarinda siklikla goriilen ve sut
endiistrisinde bliyiik ekonomik kayiplara neden olan bir sigir meme igi
enfeksiyondur (Jain, 1979). Yunanca meme anlamina gelen “mastos” ve yangi
anlamina gelen “itis” sOzcuklerinin birlesmesinden meydana gelen “mastitis”
hastaliginin ortaya ¢ikis tarihi tam olarak bilinmemekte fakat insanoglunun inegi
evcillestirdigi tarih olarak bilinen M.O 9000 yilindan baslayip giiniimiize kadar
ulastigi tahmin edilmektedir. Mastitisin siit inegi yetistiriciliginde 6nemli
ekonomik kayiplara yol agan bir hastalik oldugunu soylemek muimkindir
(Atasever ve Erdem, 2008).

Tiirkiye sigir varligi ile AB Ulkeleri icinde 3. sirada, dlinyada ise 27. sirada
yer almakta ve siit liretimi agisindan bakildiginda sigirin payr her gecen yil artis
gostermektedir. Bugiin Tirkiye ve ¢ogu iilkede tarimsal ekonomide genis bir yer
kapladig1r bilinen siit endistrisinin ve siit siir1 yetistiricilerinin karsilastigi
sorunlarin en baginda mastitis gelmektedir. ABD’de gectigimiz yillarda mastitis
nedeniyle meydana gelen yillik zararin 2 milyar dolar, ingiltere’de ise 300 milyon
sterlin oldugu tahmin edilmektedir. Tlrkiye’de ise; mastitisten kaynaklanan yillik
ekonomik zararin 41,5 milyon TL dolayinda oldugu fakat etkin bir mastitis
kontrol programi i¢in harcanacak her 1 TL’nin sonrasinda 5 TL olarak Ureticiye
geri donecegi diisliniilmektedir. Bu nedenle mastitise yol agan etmenlerin
bilinmesi ve gerekli Onlemlerin alinmasini, hastaliktan kaynakli zararlari
azaltmada en onemli adimlar olarak degerlendirmek miimkiindiir (Atasever ve
Erdem 2008; Memmedova 2012).

Mastitis hastaligt memeli hayvanlarin hepsinde goriilmekle beraber siit
inekleri i¢in ayr1 bir 6nem tagimaktadir. Ciinkil siit, 6zellikle insan beslenmesinde
yer alan en dnemli gida kaynaklarindan biri olarak bilinmektedir ve siitiin baslica
kaynag1 olarak ilk sirada siit ineklerinin yer almasi sigir mastitisini diger
memelilerde goriilen mastitislere oranla daha énemli kilmaktadir (Ozpulat, 2011).
Memeden saglikli bir sekilde siitiin elde edilip, tiikketime sunulmasi insan sagligi

acisindan 6nemli bir konudur. Mastitisin bu kadar énemli olmasinin diger énemli



sebeplerinden biri; hastaligin subklinik seklinin klinik haline oranla 20-30 kat
daha fazla rastlanmasidir. Subklinik mastitisler yetistiriciler tarafindan kolaylikla
belirlenememekte, bu nedenle de hastalik hayvandaki varligini uzun bir siire
devam ettirebilmektedir. Ayrica gerek subklinik gerekse klinik mastitislerin
tedavisi olduk¢a zordur. Tedavide inatcilik gosteren ve tekrarlayan vakalar
oldukca fazladir. Hastaliktan dolayi memede meydana gelen tahribat da
cogunlukla geri doniisiimsiizdiir. Bu nedenle geg¢misten giinlimiize kadar
mastitisin tedavisi, ortadan kaldirilmasi1 ve koruma-kontrolu ile ilgili bir ¢ok
aragtirma yapilmistir. Ancak, mastitisin etiyolojisinde ¢ok sayida faktoriin rol
oynamasindan dolayr bu hastalifi yok etmek miimkiin olmamistir. Bu agidan
hastaliktan kaynakli zararlari en aza indirmek amag¢ edinilmistir (Rigvanl ve

Kalkan, 2001).

Mastitis genellikle memenin siit yapan dokusunun, siit kanallarinin ve stitii
depolayan boéllimlerinin timiinde goriilebilen yangisal bozukluklar olarak
tanimlanmistir (Albayrak, 2007). Memenin hastalifa hangi siddette reaksiyon
verdigine bagli olarak yangmin derecesi, yani mastitis hastaliginin tipleri
karsimiza ¢ikmaktadir (Memmedova, 2012). Mastitis enfeksiyonlar1 genellikle 3
formda gorilmektedir:

Latent enfeksiyon olarak bilinen enfeksiyon tiiriinde higbir yangi belirtisi
olmayip, siitteki somatik hiicre sayis1 (SHS) normal diizeydedir. Patojen
mikroorganizma bulunmasina ragmen memede patolojik bir degisiklik gorilmez.
Sutun 6zelliklerinde de belirgin bir farklilik yoktur (Atasever ve Erdem, 2008).

Ikinci enfeksiyon sekli subklinik mastitis olarak bilinir. Tim mastitis
olgularinin yaklasik % 90- 95°lik bir kismimi olugturur. Yiiksek somatik hiicre
sayisina ek olarak patojen mikroorganizmalar da bulunur. Bu tiir mastitis
enfeksiyonlari, klinik belirti gostermeksizin gelisir. Uzun siireli olan subklinik
mastitis, klinik formdakine oranla 40 kat daha fazla goriiliir ve ¢ogunlukla klinik
mastitise onctluk eder (Atasever ve Erdem, 2008). Meydana gelen degisikliklerin
kolay fark edilememesi, 6zel yontemler kullanilarak tanimlanabilmesi, siit
veriminin ve kalitesinin azalmasi, klinik mastitislere kiyasla daha fazla oranda
goriilmesi nedeni ile siit sigirciligr giftliklerinde daha fazla 6neme sahiptir (Dilsiz,

2010). Semptom gostermeyen hayvanlar saglikli kabul edilir ve bu nedenle



subklinik infekte hayvanlar diger saglikli hayvanlar i¢in bir rezervuar gorevi goriir
ve saglikli hayvanlar arasinda enfeksiyonun yayilimina neden olurlar (Ozpulat,
2011).

Ucgiincii sirada yer alan klinik mastitis ise siitte ve memede meydana gelen
anormal degisiklikler ile teshis edilebilir. Meme sert, kizarik ve ateslidir. Siitteki
pihti, ipliksi ve sulu olusumlar “strip cup” testi ile gozlenebilir. Inegin
enfeksiyona verdigi en onemli yanit, beyaz kan hiicrelerinin (16kositlerin) kandan
enfeksiyon bolgesine kadar ulasmasidir. Siit sulu veya kendine 6zgii renginden
uzak, genelde kahverengi veya kehribar rengi goriiniimiinde olup, pihti ve
flakonlar igerir. Siddetli klinik olgularda enfekte olmus loblar siserek atesli, sert
ve dokunmaya kars1 hassas bir hal alir. Ayrica hassas inekler depresyon, sinirli
davraniglar ve istahtan diisme gibi hastalik belirtileri gosterirler (Atasever ve
Erdem, 2008).

Siit sigirlarinda yiiksek siit verimi ile yiiksek yag/protein oranlari, mastitis
hastalig1 a¢isindan risk faktortidir. Yiksek verimli olduklart bilinen Holstein
Fresian ineklerinin siitleri; su (%87), yag (%3,8), protein (%3,4), seker (%4,5) ve
mineral (%1,3) gibi maddelerden olusup viicuttan yipranarak kopan epitelyum
hicre ve beyaz kan hicreleri gibi mikro bilesenleri de igerdigi bilinmektedir.
Mastitis olusturan patojenin neden oldugu enfeksiyon, salgi hiicrelerinin zarar
gormesine ve laktoz, yag ve protein sentezinin azalmasina yol agmaktadir. Klinik
ve subklinik enfeksiyonlar hiicre zarlarinin gegirgenligini artirmakta ve kanin
bilesenlerinin de siit i¢ine sizmasma neden olarak sit ve st mamdallerinin
yapisini, kaltitesini etkilemektedir. Enfeksiyon, sut veriminde azalmaya yol
acarak mastitis ile siit verimi arasinda negatif bir iliski olusturmaktadir (Atasever
ve Erdem, 2008).

Mastitisin ortaya ¢ikmasini hazirlayan etmenler; inege bagli olanlar, bakim
ve cevre unsurlar, sagim siireci olmak {izere ii¢ ana baslikta toplanabilirler. Inege
bagl olanlar; itk ve kalitim, inegin yasi, laktasyon sayisi ve laktasyon donemi,
meme yapisi, siit verimi, immun sistem giicii, meme ve meme basindaki lezyonlar
ile sagim kolaylig1 olarak siralanabilir (Atasever ve Erdem, 2008). Anatomik
bozukluklara bagli mastitis olgularinda Se ve vitamin E eksiklikleri de st

ineklerini enfeksiyona duyarli kilmaktadir (Ozpulat, 2011). Bakim ve cevre



unsurlari; mikroorganizmalar, sagim ve barinak kosullar1 (nem, 1s1, 151k,
havalandirma vs), zemin ve altliklar, baglanma sekli, beslenme, egzersiz ve
mevsimin etkisi olarak siralanabilir. Sagim siireci ise; sagim Oncesi uyarma, sagim
hijyeni, sagim teknigi, sagim makinesinden kaynakli sorunlar ve sagimcinin

deneyimi gibi faktorlerden olugmaktadir (Atasever ve Erdem 2008; Dilsiz 2010).

1.2. Mastitis Etmeni Olarak Stafilokoklar

Mastitise neden olan etmenler arasinda bakteriler 6nemli bir yere sahiptir.
Mastitis olgularindan bircok etmen izole edilip, identifiye edilmistir. Bu
etmenlerin ¢ogunlugunu bakteriler olusturmaktadir. Izole edilen etkenlerin
icerisinde S.aureus tiim diinya ¢apinda bulunan siit¢iiliik ciftliklerindeki en sik
goriilen ve kontrolii en zor olan enfeksiyon etkeni olarak bildirilmistir (Alagam,
1986).

Sigirlarda goriilen mastitis olgularmin %95’inden Staphylococcus aureus,
Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae ve
Escherichia coli izole edilmis olup, bu bakteriler haricinde 130’dan fazla
mikroorganizmanin mastitis olusumunda etmen oldugu bildirilmistir (Ozpulat,
2011). Yine yapilan c¢aligmalarda kiiltiir pozitif Orneklerden izole edilen
mikroorganizmalarin  %41’ini  Staphylococcus aureus, %17,1’ini Koagilaz
Negatif Stafilokok (KNS), %12’sini Enterobacter aerogenes, %9,4’lni
Escherichia coli, %8,5’ini Streptococcus spp., %6,8’ini Klebsiella pneumoniae,
%5,1’ini Citrobacter spp. ve %2,6’sim1 Bacillus spp. olusturdugu gézlemlenmistir
(Cokal ve Konus, 2012). Staphylococcus aureus siit sigir1 yetistiriciliginde 6nemli
ekonomik kayiplara neden olan mastitislerden en sik izole edilen bakteridir

(Zschock 2005; Semacan 2012).
1.2.1. Stafilokoklarin tarihcesi ve taksonomisi
Stafilokoklar ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmas,

1880 yilinda Ogston ilk kez stafilokok (Staphylococcus) adi kullanmis ve patojen

mikroorganizmalar oldugunu vurgulamistir. Uremeleri sirasinda birbirinden



ayrilmayan, iizim salkimina benzeyen diizensiz kiimeler olusturmalar1 nedeniyle
Yunanca’da “staphyle” iiziim salkimi, “coccus” tane, zerre anlamina gelen bu
isimle adlandirilmiglardir. Daha sonralar1 1884 yilinda Rosenbach stafilokoklari
ilk kez saf kiltlr olarak iiretmis ve onlarin karakteristik 6zellikleri tizerinde ilk
kez laboratuar calismalar yiiriiterek taksonomik agidan Staphylococcus tirlerini
tanimlamistir (Giilbandilar 2006; Kilig 2007; Dilsiz 2010; Saglam 2011).

Cizelge 1.1. Cesitli hayvanlardan izole edilen stafilokok tiirleri (Unal, 2007)

Tdrler Konakg¢1
Staphylococcus arlettae Keci/Burun/Kanatli/Deri
Staphylococcus aureus Sigir/Koyun/Kegi/Domuz/At/Tavsan/Kanatli/Kedi/Kopek
Staphylococcus aureus subsp.
anaerobius Koyun
Staphylococcus capitis Inek/Siit
Staphylococcus caprae Kegi/Deri

Staphylococcus caseolyticus | inek/Siit/Domuz/Kanatl/Deri

Staphylococcus chromogenes | Inek/Siit/Képek/At/Yara enfeksiyonu

Staphylococcus cohnii Inek/Siit
Staphylococcus equorum At/Deri
Staphylococcus felis Kedi/Otitis ekstema/Deri enfeksiyonlari

Staphylococcus gallinarum Kanatli/Deri enfeksiyonlari

Staphylococcus haemolyticus | Inek/Siit

Staphylococcus hominis Inek/Siit

Staphylococcus hyicus Domuz/inek

Staphylococcus intermedius | Kedi/Kopek/At/inek

Staphylococcus lentus Domuz/Koyun/Ke¢i/Deri enfeksiyonlari
Staphylococcus

saprophyticus Inek/Deri

Staphylococcus sciuri Inek,Diger hayvanlar/Deri enfeksiyonlar
Staphylococcus simulans Inek/Siit//Kopek/Kedi/Domuz/Deri
Staphylococcus vitulinus Inek/Koyun/Domuz/Deri

Staphylococcus warneri Inek/Siit

Staphylococcus xylosus Inek/Koyun/Siit/Kedi/Kanatli/Domuz/At/Deri

Stafilokoklar, Staphylococcaceae familyasinda yer alirlar ve morfolojik

olarak benzer yapida olan Micrococcaceae familyasindan anaerobik olarak



tiremeleri ve obligat aerobik mikrokoklardan farkli fermentasyon ve solunum
mekanizmasina sahip olmalari nedeniyle ayrilirlar. Kimyasal ve biyokimyasal
karakteristiklerinin yan1 sira, DNA Guanin ve Sitozin igeriklerikleri, hiicre duvari
yapilari ile genis oranda farklidirlar (Gotz ve ark. 2006; Kiligc 2007).

Stafilokok cinsi i¢inde ¢ok sayida tiir bulunmasina ragmen, insanlardan ve
diger primatlardan izole edilen tiirler; S. aureus, S. epidermidis, S. capitis,
S. caprea, S. saccharolyticus, S. warneri, S. pasteuri, S. haemolyticus, S. hominis,
S. lugdunensis, S. auricularis, S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus ve S.
simulans’tir. Bu tiirlerin ¢ogunlugu insan dogal florasinda bulunan bakterilerdir.
Hayvanlardan izole edilen stafilokok tiirleri Cizelge 1.1 de sunulmustur (Unal,
2007).

1.2.2. Genel dzellikleri

Stafilokoklar dogada yaygin olarak bulunurlar. Sporsuz bakterilerdir ve
sporsuz bakteriler igerisinde doga kosullarina en ¢ok dayanan, kiiltiirlerde 4°C’de
2-3 ay, -20°C’de 3-6 ay dayanma siiresine sahip mikroorganizmalardir. Insan ve
hayvanlarda bir¢ok hastaliklarin etmeni olmalarinin yan1 sira normal flora olarak
da bulunabilirler. Antibiyotiklere karsi ¢ok ¢abuk diren¢ olusturmalari ve
urettikleri penisilinaz enzimi etkisiyle penisilinin etkisini ortadan kaldirmalari

nedeniyle tedavi edilmeleri 6nemli organizmalardir.

Stafilokoklar yuvarlak 0,5-1,5 um ¢apinda koklardir. Genellikle diizensiz
kiimeler ve iiziim salkimi seklinde goriiliirler. Gram pozitif, hareketsiz, fakiiltatif
anaerob olup, genellikle aerob Uremeyi seven, oksidaz negatif, katalaz pozitif,
%10-15 NaCl iceren ortamda ve 18-40°C’ler arasinda tireme Ozelligine sahiptirler.
Stafilokoklarda DNA G+C igerigi  %30-39 oraninda bulunmaktadir. Kati
besiyerlerinde 1-2 mm ¢apinda, altin sarisi, limon sarisi ve porselen beyazi
renklerinde pigmentlerle diizgiin koloniler olustururlar (Giilbandilar 2006; Unal
2007; Ekici ve ark. 2008).



Staphylococcus aureus, Staphylococcus cinsinin  bir tdraddr.  1pum
caplarinda, diger koklara gore yuvarlaga daha yakin bir sekildedir. Gram pozitif,
hareketsiz, spor olusturmayan, genellikle kapsiilsiiz, fakiiltatif anaerob, 37°C’ de
ve pH 7-7.5 da optimal Ureyebilen mikroorganizmalardir. Plaklarda dizgun,
yuvarlak ve konveks yapida koloni formu olusturduklar gorilir. Kati
besiyerlerinde altin rengi pigmentasyona sahip koloniler ile tanimlansalar da
gidalardan ve hayvanlardan elde edilen izolatlarin bazilarinin bu 6zelligi
gostermedikleri belirlenmistir. Sivi besiyerlerinde pigment goriilmeyebilir veya
bej renginde gorilebilirler. Pigment Uretimi 24-48 saat inkubasyon siresi ile
arttirilabilir. Basit besiyerlerinde {ireseler de kanli agar besiyerinde kolonilerin
cevresinde genellikle tam hemoliz bolgesi olustururlar. Jelatini eritirler. Genellikle
koagiilaz enzimi {iretir, mannitol ve degisik sekerleri fermente ederken gaz
olusturmadan asit olustururlar (Baird-Parker 1965; Gotz ve ark. 2006, Giilbandilar
2006).

1.2.3. Antijenik ozellikleri

S. aureus 30°dan fazla antijene sahiptir. En 6nemli antijenik yapilari hiicre
duvarlaridir ve bu yapmin kalinligi 120 nm’nin iizerine ¢ikabilir. Hiicre duvari
peptidoglikan, teikoik asit ve proteinlerden olusmustur. Yapmin %50’sini
olusturan peptidoglikan, N-asetilmiramik asit ve N-asetilglukozamin’den
olugsmus polisakkaritlerdir. Monositlerden salinarak apse olusumuna yol agacak
interloykin-1 salinimini saglarlar. Hiicre duvariin %4011 olusturan teikoik asit
peptidoglikan tabakaya kovalent olarak baglanmig fosfat iceren polimerlerdir. Tek
basina zayif antijenik Ozellik gdstermesine ragmen peptidoglikan ile birlikte
antikor sentezinin uyarimi gibi Onemli biyolojik aktivitelere sahiptir. Diger
komponent olan proteinler dkaryotik hiicrelere baglanma ve adezyon i¢in énemli
olan fibronektin, fibrinojen, laminin ve kolagen icerirler. Adezyon proteinlerinin

baglanmasi1 ile dokulara bakteriyel tutunma gergeklesmis olur. Antijenik



proteinlerden en iyi c¢alisilmis olan Protein A, S. aureus suslarinin yaklasik
%90-98’inde mevcuttur (Harris 2002; Giilbandilar 2006; Kilig 2007; Dilsiz 2010).

1.2.4. Enzimler

Katalaz, stafilokoklar icin toksik etkisi olan hidrojen peroksidi (H207)
oksijen ve suya parcalar. Toksik hidrojen peroksit ve serbest radikallerini inaktive
etmesi sayesinde mikroorganizmay1 konagin savunma mekanizmalarindan korur.

Koagtlaz, ekstraseliiler olarak salgilanan bir enzimdir ve fibrinojeni fibrine
cevirerek pihtilastirma islevini goriir. Enfeksiyon esnasinda in vivo fibrin bir
bariyer olusturarak bakteriyi fagositozdan korur. Koagulaz tretimi S. aureus ic¢in
belirleyici bir faktordur. S. aureus suslari serbest ve bagl koagiilaz (clumping
factor) olmak (izere immiinolojik ve etki mekanizmalar1 farkli olan iki ayri tipte
koagulaz enzimi Uretirler. Protein yapida olan serbest koagiilaz, fibrinojenin
fibrine doniigmesi ile trombin benzeri bir faktor olan stafilotrombin olusturarak
stafilokoklarin kiimelesmesini saglar. Bagli koagiilaz ise hiicre duvarina bagh
halde olup direkt olarak fibrinojene dogrudan baglanarak onu ¢dzilemez fibrine
doniistirtir. Bu sayede hicre yuzeyinde fibrin iplikcikleri meydana gelir ve
stafilokoklarin gozle goriiniir kiimeler olusturmasina neden olur.

Hyaluronidaz, S. aureus suslarinin %90’ min irettigi, antijen 6zelligi olan
bir enzimdir. Bag dokusunun yapisinda bulunan hyaluronik asitin par¢alanmasini
ve boylece stafilokoklarin doku igerisinde kolayca yayilmalarini saglar.

Fibrinolizin, dokularda bulunan  fibrin  kiimelerini  parcalayarak
enfeksiyonun dokularda daha kolay yayilmasina yol acar.

Lipaz, deri ve deri alt1 dokulardaki lipitleri hidrolize ederek stafilokoklarin
lipid bakimindan zengin olan bolgelerde yasamalarini saglar.

Deoksiribontikleaz (DNaz), DNA omurgasindaki fosfodiester baglarim
hidrolize eder.

Beta laktamaz, antibiyotiklerin beta-laktam halkasin1 hidrolize eder ve

Ozellikle penisilin ve sefalosporinler gibi beta laktam halkasina sahip



antibiyotiklere direng gelismesine neden olan enzimdir (Giilbandilar 2006; Barkar
2009; Dilsiz 2010).

1.2.5. Toksinler

S. aureus 5 sitolitik toksin (alfa, beta, gama, delta toksin ve lokosidin),
epidermolitik toksin, toksik sok sendromu toksini ve 5 farkli enterotoksine
sahiptir. Sitolitik toksinler hemolizinler olarak da bilinirler. ilk dort toksinin
aktivitesi eritrositlerle smirli olmayip, 16kosidin eritrositler iizerine etki

etmemektedir (Barkar, 2009).

1.2.5.1. Alfa toksin

S. aureus suslarinin membrana zarar veren en etkili ndrotoksinidir.
Hemolitik, dermonekrotik ve sitolitik 6zelliklere sahiptir. Eritrosit, l6kosit,
trombosit gibi ¢esitli 6karyotik hiicreler {izerinde bulunan reseptorlere baglanarak
hiicre membrani iizerinde porlar olustururlar (Unal 2007; Barkar 2009; Dilsiz
2010).

1.2.5.2. Beta toksin

Sfingomiyelinaz C olarak da bilinen bu toksin, en iyi koyun daha az olarak
da insan ve tavsan alyuvarlarini lize ederken l6kosit, makrofaj ve fibroblastlar
dahil bir¢ok hiicre i¢in de toksik Ozellik gosterir. Sigir mastitislerinden izole
edilen suslarin ¢ogunda iretilmektedir ve bu nedenle de mastitisin

patogenezisinde 6nemlidir (Unal, 2007).
1.2.5.3. Gama toksin
Insan, koyun, tavsan eritrositleri duyarli iken, kanatli ve at eritrositleri

direnclilerdir. Belirgin hemolitik aktivitesinden hari¢ etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir (Unal 2007; Barkar 2009).
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1.2.5.4. Delta toksin

Eritrosit, I6kosit, makrofaj, lenfosit ve trombositler zerinde lize edici
etkisinin yanisira dermonekrotik etkisi de saptanmistir. Alfa ve beta toksinlerden

farkli olarak immunolojik aktiviteye sahip degildir (Dinges ve ark., 2000).

1.2.5.5. Lokosidin

Mastitis vakasindan izole edilen S. aureus suslarmmin bir kisminda
l6kotoksik etki saptanmistir. Bu toksinlerin sigir mastitislerinde viriilens
faktorlerden biri olabilecegi ve hastalifin gelisiminde onemli bir role sahip
olabilecegi diistiniilmiistiir (Fournier ve ark., 2008). Tek basina litik etkiye sahip
olmayan, birbiriyle sinerjik etki yapan S (slow) ve F (fast) olarak isimlendirilmis
iki komponenten meydana gelir. Granilosit ve makrofajlara tzerinde litik etkiye
sahiptir ve stafilokoklar1 fagositoza karsi korur (Rainard ve ark. 2003; Barkar
2009).

1.2.5.6. Epidermotolitik toksinler

Cildin epidermis tabakasinda bulunan mukopolisakkaritlerini hidrolize
ederler. Tiirkiye’de yapilan bir calismada, 92 S. aureus susunda epidermolitik
toksin genlerine rastlanmamistir (Karahan 2009; Pehlivanoglu 2011).
1.2.5.7. TSST (Toksik sok sendromu toksini)

Insanlarda toksik sok sendromu hastalifima yol agan protein tabiathi bir
toksindir. Yiksek ates, dokiintii, kusma, ishal ve bazen ani ¢ocuk Oliimlerine

neden olabilmektedir. Tiirkiye’de yaptiklar1 bir galismada 92 S. aureus susundan 3
tanesinde (%3,3) TSST genine rastlanmistir (Karahan 2009; Pehlivanoglu 2011).
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1.2.5.8. Enterotoksinler

S. aureus suslar tarafindan olusturulan toksinlerdir ve sindirim sisteminde
etkilerini gostererek stafilokokal gida zehirlenmelerine neden olurlar. Stafilokokal
enterotoksinler (SE), dnceleri SEA, SEB, SEC, SED, SEE olarak 5 enterotoksin
tipi belirlenmisse de daha sonra SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN,
SEO, SEQ, SER ve SET olarak kodlanmis enterotoksin tipleri de tanimlanmistir
(Zschock 2005; Fournier ve ark. 2008).

Tiirkiye’de sigir mastitisi vakalariyla ilgili yapilan ¢aligmalarda izole edilen
S. aureus suslarinda bu enterotoksinlerin degisik oranlarda varliklar1 saptanmustir.
Boynukara ve ark. (2008) Van ili ¢cevresinden izole ettikleri S. aureus suslarinin
%25,5’in1 enterotoksijenik bulup en yaygin tipin SEA oldugunu ve SEC- SED
tiplerinde enterotoksine rastlamadiklarini bildirmislerdir. Karahan ve ark. (2009)
ise ¢aligmalarinda, izole edilen S. aureus suslarinin %29,3’iiniin SEI en yaygin
olmak iizere bir veya birden fazla enterotoksin geni tasidigin1 ve SEA, SEE, SEH

genlerine hicbir izolatta rastlamadiklarini belirtmislerdir.

1.2.6. S. aureus suslarinda tiplendirme ¢calismalari

Enfeksiyon hastaliklarinin kontrol ve tedavi siireci igerisinde etkili
yontemler gelistirebilmek i¢in patojenlerin dogadaki kaynaklarinin, yayilimlarinin
ve epidemiyolojilerinin arastirilmasi gerekmektedir. Bu nedenden dolay1 insan ve
hayvanlarda Onemli enfeksiyonlar meydana getiren S. aureus izolatlari
tiplendirilmeli ve klonal yakinliklar1 arastirilmalidir. Tiplendirme ¢alismalar1 icin
fenotipik ve genotipik karakterlere dayali birgok yontem kullanilmaktadir. Ancak
genotipik yontemler, fenotipik yontemlere oranla tekrarlanabilirlik, ayirim giicii
yiiksekligi bakimlarindan daha iistiin oldugu belirtilmistir (Kapur ve ark. 1995;
Unal 2007).

Vitek Sistem olarak isimlendirilen otomikrobik sistem, bakterileri otomatik
bilgisayarl sistemi ile hizli bir sekilde identifiye etmektedir. Ruoff ve ark. (1982)
gram pozitif bakterilerin otomatik identifikasyonu i¢in yaptiklar1 c¢alismada;

geleneksel identifikasyon yontemleriyle elde edilen sonuglar1 Vitek Sistem ile
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elde ettikleri sonuglar ile karsilagtirmiglar ve birbirleriyle uyumlu sonuglar elde
etmiglerdir. Cartwright ve ark. (2013) ise; Staph AST-P620 kart sistemli Vitek 2
(bioMerieux, Marcy I’Etoile, France) otomatik antimikrobiyal duyarlilik test
sistemini mecC-pozitif metisilin direncli S. aureus izolatlar1 i¢in kullanarak
oxacilin duyarlilik/cefoxitin direnglilik profillerini test etmislerdir.

Tenover ve ark. (1994) S. aureus izolatlarini tiplendirmek igin kullanilan
molekiiler yontemleri karsilastirmak amaciyla yaptiklari calismada; 59 adet
Staphylococcus aureus ve kontrol amagh 1 adet de Staphylococcus intermedius
izolatlarm1  antibiyogram,  bakteriyofaj  tiplendirmesi,  biyotiplendirme,
immunoblotting, insertion sequence typing (IS), multilokus enzim elektroforezi
(MLEE), plazmid DNA’nin restriksiyon analizi (REAP), pulsed-field ya da field
inversion jel eletroforezi (PFGE-FIGE), amplifiye-PCR koagiilaz gen sekansinin
restriksiyon analizi, restriction fragment length polimorphism (RFLP) ve
ribotiplendirme metotlarima tabi tutmuslardir. Bu amagla kullanilan 12 tip
tiplendirme yonteminin higbirinin tek basina digerlerinden iistiin olmadigini,
biyotiplendirme yonteminin ise epidemik suslarin belirlenmesinde etkisiz
oldugunu belirtmislerdir.

Ayrica bu yoOntemlerin yanisira gaz kromotografisi kullanimiyla
mikroorganizmalarin hiicrelerindeki yag asitleri profilleri analiz edilerek
aralarindaki genetik akrabalik belirlenmektedir. Stoakes ve ark. (1994) Gaz-Sivi
Kromotografisi’ni kullanarak Microbial Identification System (MIS) ile 470 adet
S. aureus izolatlarini analiz etmislerdir.

Bir bagka calisma ile Hartmann ve ark. (2005) peptid niikleik asit problarini
(PNAs) kullanarak Fluorescence in situ hybridization (FISH) yontemi ile insan
kanindan izole edilen Staphylococcus aureus orneklerini identifiye ederek PNA
FISH kombinasyonunun kan Orneklerinde kultir edilemeyen stafilokoklarin
identifikasyonu icin alternatif bir yaklasim olabilecegini gostermislerdir. Wu ve
ark. (2012), FISH ile PCR yontemlerini kiyaslayarak yaptiklari c¢alismada
Staphylococcus aureus’un identifiyesinde hiz kavramina deginmislerdir. FISH

metodunun PCR metoduna oranla 1 saat daha hizli sonug verdigini belirtmislerdir.
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1.3. Mastitis Etmeni Olarak S. aureus ile Tlgili Diinya Geneli ve Tirkiye’de

Yapilan Calismalar

Staphylococcus aureus bulasici mastitis etmenleri arasinda antibiyotiklere
kars1 direng olusturmasi nedeniyle tedavisi zor olan bir patojendir. Yapilan
caligmalar da mastitise neden olan olgular arasinda en sik rastlanan patojenlerden
birinin S. aureus oldugunu géstermektedir.

Sabour ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢alisma ile Dogu Kanada’da 58 adet siit
inegi surusiinden 288 adet S. aureus izolati toplamislar ve pulsed field jel
elektroforezi kullanarak izolatlarin Smal kesimli kromozomal DNA’larini
makrorestriksiyon analiz  yapmuslardir. Buna ek olarak Orneklerin  faj
tiplendirilmesi ve 10 antimikrobiyal bilesene duyarliliklar1 degerlendirilmistir. 29
farkli PFGE tipleri belirlenen izolatlarin genetik akrabaliklari degerlendirilerek
elde edilen sonuclarda, PFGE tiplendirmesinin faj tiplendirmesine oranla daha iyi
bir ayirim giiciine sahip oldugunu belirtmislerdir.

Capurro ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismalarinda; akut klinik mastitisli
sigirlardan izole ettikleri 82 adet S. aureus izolatinin, pulsed field jel elektroforezi
kullanarak elde ettikleri pulsotip farkliliklarmi Isvigre’nin cografik bolgelerine
gore genetik cesitliligini yorumlamay1 amaclamislardir. Ayn1 zamanda izolatlarda
hemolizis tipleri, B-lactamase Gretimi, S. aureus pulsotipleri ve cinsleri, meme ucu
lezyonlar1 arasindaki iliski de ¢alisilmistir. Toplamda 25 pulsotip elde edilmis ve
en sik gorilen pulsotipler (%26) tiim bdlgelerden toplanan izolatlarda
bulunmustur. Pulsotiplerin dagilimin {lkenin kuzeyinde, giineyinde ve orta
bolgelerinde oldugu goriilmiistiir. Sonuglar bazi pulsotiplerin iilkedeki siirtiler
arasinda yaygin bir sekilde dagilmis oldugunu géstermistir.

Febler ve ark. (2010) Almanya’da yaptiklar1 ¢alismada 17 siit ¢iftliginden,
25 adet metisiline direncli S. aureus ST398 klinik mastitis kaynakli izolat ile
ciftlik personelinden 2 adet izolat toplayarak genetik iliskilerini, antimikrobiyal
direnglerini  ve virulens oOzelliklerini arastirmiglardir.  Smal PFGE ile
tiplendiremedikleri 27 izolatt 9 farkli major Apal patternleri ile 3 subpatterne
ayirmiglardir. Uygulanan diger yontemler sonucunda izolatlarin Apal PFGE

profilleri ile diger genotipik ve fenotipik karakterlerinin yiiksek derecede
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degiskenlik gosterdikleri goriilse de virlilens gen patternlerinin korundugu
gorilmiistiir.

Paterson ve ark. (2013) Ingiltere’de mecC metisilin direncli Staphylococcus
aureus bakterisinin siit giftliklerindeki yayginligin1 arastirmak amaciyla ¢alisma
yapmislardir. Ornekler rastgele secilmis ve mecC ve mecA icin ¢ogaltilan DNA
kisimlar1 PCR’da goriintiilenmis ve mecC MRSA izolatlarin1 daha ileri seviyede
tiplendirme testlerine (multilokus sekans tiplendirmesi, spa tiplendirmesi ve
antimikrobiyal duyarlilik testleri) tabi tutarak karakterize etmislerdir. mecC
MRSA patojenlerinin Ingiltere’deki siit ciftlikleri arasinda yaygm bir sekilde
dagilim gosterdigini fakat bu yayilimin biitiin iilke {izerinde tek tip olmadigini
belirtmislerdir.

Abd-Elrahman (2013) Maisir’da 500 evcil sit sigirindan topladig1 drnekleri
antimikrobiyal duyarliliklarina gore test etmistir. Evcil siit sigirlarinda subklinik
mastitisin klinik mastitise oranla daha yaygin oldugunu belirten arastirmaci,
orneklerden en yiiksek oranlarla S. aureus ve E. coli bakterisini izole etmistir.

Karahan ve Cetinkaya (2006), Turkiye’nin dogu ve giineydogu
bolgelerinden rastgele secilen 32 yerlesim biriminden mastitis hastaligi klinik
olarak kanitlanmamig 700 California Mastitis Test (CMT)-pozitif siit 6rnegi
toplamiglar ve PCR ve RFLP analizlerine tabi tutmuslardir. 700 CMT-pozitif sut
Ornegi arasindan 200 izolat spesifik PCR ile S. aureus tiirii olarak tayin edilmis ve
bu izolatlardan 161 tanesi 3" sonlu coa geni pozitif oldugu PCR ile belirlenmistir.
izolatlarn ¢ogu coa PCR’da 500-1400bp molekiil agirliginda tekli bir bant
olusturmus ama izolatlarin kiigiik bir kism1 2 amplifikasyon {iriinii vermislerdir.
Alul ve Hin61 kullanilan coa RFLP analizi sirasiyla 23 ve 22 band patterni ortaya
cikarmistir. Coa PCR yontemi ile ortaya ¢ikarilan ¢ift bantlarin 6ncelikli olarak
insan izolatlarinda bulunmasi, siit sagim personellerinin S. aureus yayiliminda bir
rol oynayabilecegini desteklemistir.

Boynukara ve ark. (2008), Van il merkezine komsu koylerde bulunan
subklinik mastitisli ineklerden topladiklar1 480 adet siit 6rneginden 106 adet S.
aureus strainini izole ederek, bu izole strainlerin klasik enterotoksijenik
ozelliklerini arastirmay1 amaclamislardir. 27 izolat RPLA (Reverse Passive Latex

Agglutination) ile enterotoksijenik bulunmustur. Bunlardan 25 adeti stafilokokkal
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enterotoksin A (SEA), diger 2 adeti de stafilokokkal enterotoksin B (SEB) pozitif
bulunmuglardir. SEC ve SED pozitif olan hi¢bir izolata rastlanmamistir. Boylece
subklinik mastitisli sigirlardan izole edilen cogu S. aureus straininin diger
stafilokokkal enterotoksinlere oranla en ¢ok SEA iirettikleri ortaya konmustur.

Aras ve ark. (2011), mastitis enfeksiyonlu kegilerden izole edilmis metilisin-
direncli S. aureus izolasyonu ile ilgili herhangi bir bildiri bulunmadigini
belirterek, merkez Anadolu’dan 2008-2009 yillar1 arasinda mastitisli kegilerden
toplanan 42 Staphylococcus aureus straini incelemislerdir. 2 adeti disinda 42 S.
aureus straini MRSA gibi Kirby-Bauer disk diflizyonu ve mecA polymerase chain
reaction (PCR) metodlar ile identifiye edilmislerdir. Coa gen polimorfizmine
dayali, keci strainleri 6 tipte gruplandirilmiglardir. RAPD yontemi kullanilarak, 42
S. aureus straininden 10 farkli pattern elde edilmis ve strainler 6 alt gruba
yerlestirilmiglerdir. Strainlerin toplamda %71’i RAPD yontemi ile bir ana gruba
ve 4 alt gruba kiimelendirilmislerdir. 2 MRSA straini RAPD metodu kullanilarak
identical pattern olarak iiretilmis ve diger S. aureus strainlerinden ayrilmustir.
Arasticilar yaptiklarr ¢alismanin, klinik mastitisli kegilerde MRSA izolasyonunun
ilk bildirisi oldugunu belirtmislerdir.

Gilinaydin ve ark. (2011), Hatay ilinde bulunan subklinik mastitisli
sigirlardan izole ettikleri Staphylococcus aureus strainlerinde bulunan toksik sok
sendrom toksin-1 ve kodlanmis enterotoksin genlerini polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile saptamay1 amaglamiglardir. 61 izolatin bir ya da daha fazla toksin geni
icerdigi saptanmistir. En ¢ok rastlanan enterotoksin genlerinin sirasiyla seg
(%16,2) ve sei (%16,2), takiben sec (%15,4), sed (%10,8) ve sej (%10,8) oldugu
bulunmustur. Tst geni 7 (%5,4) izolatta tespit edilmistir. Hi¢bir S. aureus straini
sea, seb, see ve seh genlerini barindirmamistir. Bu toksinler stafilokokkal gida
zehirlenmeleri maddeleri olarak tanimlandigindan beri, bu toksinlerin tlketilen
¢ig siit ve siit Urlinlerinde toksijenik S. aureus’ un halk saglig: icin ylksek bir
yayginlik rolii oynadigi ve risk teskil ettigi bu ¢alisma ile bulunmustur.

Cokal ve Konus (2012), 4 adet damizlik siit sigir1 ¢iftliginden laktasyon
donemindeki 125 adet inekten 6rnekler toplayarak California mastitis testi (CMT),
somatik hiicre sayis1 (SHS) ve konvansiyonel yontemlere gore bakteriyolojik

analizlerini gergeklestirmislerdir. Inceleme sonrasinda klinik mastitis bulgusuna
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rastlanmamis olup, kultlr pozitif drneklerden %41 S. aureus, %17,1 Koagilaz
Negatif Stafilokok (KNS), %12,0 Enterobacter aerogenes, %9,4 Escherichia coli,
%8,5 Streptococcus spp., %6,8 Klebsiella pneumoniae, %5,1 Citrobacter spp. ve
%2,6 Bacillus spp. olmak Uzere toplamda 120 adet aerobik bakteri identifiye
etmislerdir. Sonug olarak subklinik mastitisli sigir siitlerinden en yiiksek oranda S.

aureus izole edilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Staphylococcus aureus izolatlar:

Afyonkarahisar ili merkez ve c¢evresine ait 6 farkli yerlesim biriminde
(Emirdag, Cobanlar, Afyon Merkez, Cay, Dinar, Salar) 16 adet farkli tarim
ciftliginde (Cizelge 2.1) bulunan 186 adet mastitisli sagmal sigirdan California
Mastitis Test (CMT) ile pozitif ¢ikan sut dérnekleri toplanmis, bakteri izolasyonlari
yapilmistir. Mastitis taramasi, siit orneklerinin toplanmasi, bakteri izolasyonu ve
klasik biyokimyasal identifikasyon islemleri Afyon Kocatepe Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali {iyesi Yrd. Dog. Dr. Beytullah
Kenar tarafindan gerceklestirilmistir. Ozetle; toplanan st 6rnekleri %7’lik Koyun
Kanli Agar, McConkey Agar besiyerlerine ekimleri yapilarak 24-48 saat sure ile
inkiibe edilmis ve saf kiiltiirlere oksidaz, katalaz, koagilaz (lamda ve tilpte),
furazolidona duyarlilik, hemoliz, pigment olusumu, O/F, Baird Parker Agar (BP),
Egg yolk tellurit, Mannitol Salt Agar (MSA), DNase Agar da tUreme ve API Staph
(Bio Merieux, France) testleri uygulanmistir.

Cizelge 2.1. Mastitisli siit 6rneklerinin toplandigi yerlesim birimleri ve bu yerlesim birimlerinde

bulunan ciftlikler

IFTLIK . . IFTLIK . .

CKODU CIFTLIK ADI CKODU CIFTLIK ADI
El Emirdag 1. ¢iftlik B1 Cay 1. ciftlik
E2 Emirdag 2. ¢iftlik B2 Cay 2. ciftlik
E3 Emirdag 3. ¢iftlik B3 Cay 3. ciftlik
C1 Cobanlar 1. giftlik D1 Dinar 1. giftlik
C2 Cobanlar 2. giftlik D2 Dinar 2. giftlik
Al Afyon Merkez 1. ¢iftlik D3 Dinar 3. ¢iftlik
A2 Afyon Merkez 2. ¢iftlik S1 Salar 1. ¢iftlik
A3 Afyon Merkez 3. ¢iftlik S2 Salar 2. ¢iftlik
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Bu asamadan sonra, S. aureus olarak tanimlanan 104 adet bakteri izolati
tarafimiza gonderilerek ribotiplendirme ve PFGE teknikleri ile genotiplendirme

calismalarina alinmistir.

2.1.2. Kullanilan besiyerleri

2.1.2.1. Nutrient agar (Merck 1.05450)

20 gram Nutrient Agar tartilmis ve hacim distile su ile 1000 ml’ye
tamamlanmustir. 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilen besiyeri 45-50°C’

ye sogutularak steril petrilere boliigtiiriilmiistiir.
2.1.2.2. Brain-Heart infusion broth (Merck 1.10493)

37 gram Brain-Heart Infusion Broth tartilarak distile su ile hacim 1000 ml’ ye
tamamlanmistir. Hazirlanan besiyeri cam tiiplere her biri 5 ml olacak sekilde dagitilip

tlpler 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

2.1.3. Calismada kullanilan kimyasallar ve ¢0zeltiler

e Gliserol, %15 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanilmistir.
e Trizma Hidroklorid (Tris-HCI) (Sigma T1503)

e Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma E5513)
e N-Lauroysarcosine sodium (Sarkozyl) (Sigma L9150)
e Brij 58 (Sigma P5884)

e Sodium deoxycholate (Sigma D6750)

e NaCl (Riedel-De Haen 13423)

e Boric Acid (Sigma B7901)

e Sodyum dodesil sulfat (SDS) (Sigma L3771)

e Proteinase K (Sigma P6556)

e Lysostaphin (Sigma L7386)
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e Low melting point agarose (Sea plaque 50111)

e Agarose (Bio-Rad 162-0138)

e 5X TBE (Tris-Boric Acid-EDTA, pH 8,0): Oncelikle 0,5 M EDTA
soliisyonu hazirlamak i¢in 93,05 gram EDTA tartilarak distile su ile 500
ml hacime tamamlanmistir. 54 gram trizma base ve 27,5 gram borik asit
tartilarak 900 ml distile su igerisinde ¢oziindiirilmiistiir. 20 ml 0,5 M
EDTA ve distile su eklenerek son hacim 1 litreye tamamlanmustir.

e TEN Tamponu (pH 7,5) : 100 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA ve 150 mM
NaCl 100 ml distile suda ¢oziindiirtilmiistiir.

e Lysis Tamponu: 6 mM Tris-HCI (pH 7,6) , 100 mM EDTA, 1 M NaCl,
%0,5 Brij 58, %0,2 Sodium deoxycholate, %0,5 Sodium lauryl sarcosine
hesaplanarak 100 ml distile su igerisinde ¢oziindiirtilmiistiir.

e ESP Tamponu: Oncelikle stok EDTA ¢ozeltisi (pH 8,0) hazirlamak igin
0,778 gram Tris-HCI ve 0,186 gram EDTA tartilarak 480 ml distile su ile
¢ozlindirilmiis, konsantre NaOH ile pH ayarlanmigtir. Kullanim
esnasinda 100 ml stok soliisyon tizerine 1 gram SDS eklenmistir. Proteinaz
K kullanimdan hemen 6nce 20 ml soliisyona 20 miligram olacak sekilde
eklenmistir.

e TE Tamponu: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) ve 1 mM EDTA (pH 8,0) 1 litre

distile su ile ¢ozlilmiistiir.
2.2. Metot
2.2.1. Bakterilerin canlandirilmasi
CMT pozitif siitlerden izolasyonu gerceklestirilen ve -80°C’ de %15’lik
gliserol icerisinde muhafaza edilen 104 izolat aktif edilmek amaciyla Nutrient Agar

(NA) besiyerine ekilmistir. Petriler 37°C’de 24 saat aerobik kosullarda inkiibe

edilmistir.
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2.2.2. S.aureus strainlerinin molekuler yontemler ile tiplendirilmesi
2.2.2.1. S.aureus strainlerinin ribotiplendirilmesi

1. lzolatlar iiretici firmanin Riboprinter (Mikrobial Characterisation System,
DuPont Qualicon, Wilmington; De) tavsiye ettigi sekilde analize
hazirlanmstir.

2. Analize alinan érnekler nutrient agara ekilmis ve 37 C’de 24 saat inkiibe
edilmistir.

3. Firmanin tavsiyesi dogrultusunda 40 pl 6rnek soliisyonu bulunan tiiplere
nutrient agarda gelisen kiiltiirlerden alinarak 5 saniye vortekslenmistir. Bu
islem iki kez tekrarlanmistir.

4. Hazirlanan bu siispansiyondan 30 pl cihazin kendi tiiplerine aktarilmis ve
80°C’de 25 dakika 1s1yla muamele edilmistir.

5. Bu islemden sonra her bir tiipe 5 pl lysing agent A ve 5 ul lysing agent B
soliisyonlarindan ilave edilmis ve drnekler cihaza yiiklenmistir.

6. 24-30 saat sonunda sonuglar degerlendirilmistir.

7. Genetik parmak izi yontemi kullanilarak EcoRI restriksiyon enzimi ile
kesilen kromozamal DNA fragmentleri boyutlarina gore ayrilmis, isaretli
rRNA operon problari ile hibridize olmuslardir. izolatlardan elde edilen
fragmentler ile bilgisayar kiitiiphane ortaminda kayith S. aureus marker

fragmentleri karsilagtirilarak ribogruplar belirlenmistir.
2.2.2.2. S.aureus strainlerinin PFGE ile tiplendirilmesi
DNA’nin saflastirilmasi ve izolasyonu
Izolatlardan DNA izolasyonu, kesilmesi ve elektroforezi i¢in Hennekine ve
ark. (2003) ve Bannerman ve ark. (1995) tavsiye ettikleri yontem kullanilmstir:

1. Saf Staphylococcus aureus izolatlart 5 ml Brain-Heart Infusion Broth iginde

37°C calkalamal etiivde 1 gece (over night) inkiibe edilmistir.
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10.

11.

12

13.

14

15.
16.

17.

Iml siv1 kiiltiir eppendorf tiiplere aktarilip 3500 g, 4 C’de 20 dakika
santrifiij edilmistir.

Bu islemden sonra eppendorf tiipiindeki sivi kismi uzaklastirip peletin
tizerine 1 ml TEN buffer eklenmistir.

Birkac dakika vortekslenmistir.

Pelet ile TEN buffer iyice karstiktan sonra 3500 g’de, 20 dakika, 4 C’de
santrifiij edilmistir.

Sivi kisim uzaklastirilip, kalan pelet iizerine 0,5 ml Lysis buffer
eklenmistir.

Tekrar santrifiij edilmistir (3500 g, 20 dk, 4 C).

Bu arada Low-melting Point (LMP) agaroz hazirlanmistir (10 ml distile
suya 0,2 g LMP agaroz).

Lysostaphin hazirlanmistir (0,5 mg lysostaphin + 0,5 ml distile su).

Lysis buffer’li hiicre suspansiyonundan 0,5 ml, LMP agaroz ‘dan 0,5 ml
ve Lysostaphin ‘den 15 pl eklenip karistirilmustir.

Bu karisimdan 1 ml alinip jel plaklarima yiiklenmis ve 4°Cde (soguk

odada) yarim saat bekletilmistir.

. Bu islem bittikten sonra plaktaki jeller tek tek 2 ml lysis buffer igeren

tiiplere aktarilmistir.
Tipler hareket ettirilmeden 35C’de etivde 24 saat inkiibasyona

birakilmstir.

. Inkiibasyonun ardindan Lysis buffer uzaklastirilip ve yerine 1 ml ESP

buffer eklenmistir (ESP buffer kullanilmadan hemen o6nce i¢ine 10 mg
Proteinase K ilave edilmistir).

Tipler hareket ettirilmeden 55 C’lik su banyosunda 1 gece bekletilmistir.
Agaroz plaklar 3 kez TE buffer ile yikanmistir. Ik yikama 10 ml TE
buffer ile, 2. ve 3. yikamalar 5 ml TE buffer ile gergeklestirilmistir. Her
yikama arasinda 1 saat beklenmistir.

En son yikamadan sonra plaklar 3-4 ml TE buffer icinde 4°C’de

elektroforeze kadar saklanmistir.
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Smal enzimi ile kesim
1. Restriksiyon buffer (RB) hazirlanip, buz {izerinde muhafaza edilmistir.
Hazirlanisi: 300 pl NE Buffer (BioLabs B70045)

30 pl BSA Buffer (BioLabs B9001S)
2,670 ml TE BUFFER

Toplam: 3 ml

2. Kilturden her bir 6rnek icin ependorflara 100 ul RB konulmustur (Buz
Uzerinde).

3. Onceden hazirlanan agaroz plaklardan 2 mm kalmliginda kesilereck RB
iceren ependorflara aktarilmigtir.

4. 30 dakika buz iizerinde bekletildikten sonra, RB uzaklastirilip yerine taze
100 ul RB eklenmistir.

5. Her bir tipe 1 pl Smal (BioLabs R0141S) enzimi eklenmistir.

6. 37 C’de 1 gece veya 2 saat bekletilmistir.

Smal — tanima bélgesi: 5'...CCC|GGG...3
3'...GGG|CCC...5

Elektroforez jelinin hazirlanmasi ve yuklenmesi

1. Enzim igeren ependorflardan RB uzaklastirilmistir.

2. Yerine Proteinase-K i¢ermeyen ESP buffer ‘dan 500ul eklenmis ve oda
sicakliginda 2 saat bekletilmistir.

3. Marker DNA (Bio-Rad 170-3635/Lambda Ladder) jele yilklenmeden
once, 45°C’ye 1s1tilmis su banyosunun i¢inde 30 dakika bekletilmistir.

4. Elektroforez esnasinda plaklart sabitleyici jel olarak; 10 ml %1‘lik LMP
agaroz eritilip 55 C’de su banyosunda bekletilmistir.

5. Yiritme tamponu olarak 2 litre 0,5X TBE hazirlanmistir (5X TBE’den

200 ml alinip tizerine 1,8 1t distile su eklenmistir). Yurutme jeli igin; 0,8
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gram agaroz tartilip lizerine 80 ml 0,5X TBE’den eklenmis ve
mikrodalgada eritilmistir.

6. DNA bantlarinin UV’de goriintiilenmesini saglamak i¢in GelRed (Biotium
41003) boyasindan 4ul eritilen jele pipetlenerek homojen bir sekilde
karigmalar1 saglanmistir.

7. Jelin sogumasi beklenilirken kalan 1,8 1t 0,5X TBE tamponu elektroforez
tankina transfer edilip 14°C’ ye sogutulmustur.

8. Kaliptaki tarak ¢ekilmis, ¢ukurlara 6rnekler sira ile yerlestirilmistir.

9. Her bir gukurun Gzerine 6nceden eritilen %1’ lik LMP agarozdan yaklagik
0,5 ml pipetlenerek elektroforez esnasinda ylizmeleri 6nlenmistir.

10. Agaroz katilastiktan sonra jel, elektroforez tankina yerlestirilmistir.
Elektroforez, CHEF Mapper XA (Bio-Rad) sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Her elektroforez icin atilim agis1 (pulse angle) 120,
akim hizt 6 volt/cm (200V) , baslangi¢ atilim zamani (initial pulse time)
5sn, bitis atilim zamani (final pulse time) 40sn olarak ayarlanmistir.
Parametreler girildikten sonra 19 saatlik yiirtitme islemi baslatilmistir.

11. Yiiritme isleminin bitiminin ardindan jel UV’de (BioLab) gorunttlenerek

fotografi ¢ekilmistir.
Jel géruntdlerinin istatiksel analizi ve dendogram olusturulmasi
Her bir izolatin olusturdugu bant profili incelenmis ve ayni profile sahip
izolatlar ribotip ve pulsotip olarak gruplandirilmistir. Daha sonra ribotip ve

pulsotiplerin bant profilleri karsilastirilarak benzerlik oranlar1 SPSS V21.0

istatistiksel yazilim programi ile hesaplanmis ve dendogramlar olusturulmustur.
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3. BULGULAR

3.1. Staphylococcus aureus izolatlar1 ve Ribotiplendirme

Bu calismada Afyon bdlgesindeki 6 farkli yerlesim birimine ait 16 farkl
ciftlikten toplanan siit 6rneklerinden izole edilmis ve biyokimyasal testlerle S.
aureus oldugu diisiiniilen 104 bakteri izolat1 0zellikle identifikasyon igin éncelikli
olarak ribotiplendirme testine tabi tutulmustur. Ribotiplendirme ile 104 izolatin
sadece 77 tanesi S. aureus olarak tanimlanmis ve sonraki asamada PFGE analizine

alinmustir.

Analize alinan 104 izolatin 77’si S. aureus, bunun disinda kalan 27 izolatin
ise 9 tanesi Staphylococcus haemolyticus, 3 tanesi Staphylococcus pasteuri, 3
tanesi Enterococcus faecalis, 3 tanesi Hydrogenophaga flava, 1 tanesi
Staphylococcus chromogenes, 1 tanesi Streptococcus pneumoniae, 1 tanesi
Staphylococcus warneri, 2 tanesi Staphylococcus epidermidis, 1 tanesi
Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus, 1 tanesi Pseudomonas bathycetes
ve 1 tanesi de Pseudomonas fluorescens olarak tanimlanmistir (Cizelge 3.3).

Otomatik ribotiplendirme sadece identifikasyon degil aynm1 zamanda test
edilen izolatlarin ribogruplarini da belirlemistir. ECORI restriksiyon enzimi ile
kesilmis 1-50 kb biiyiikliigiinde, sayis1 7-12 arasinda degisen fragmentlerden
olusan ribotip profilleri elde edilmistir (Sekil 3.1). Ribogrup numaralandirmalari

otomatik ribotiplendirme sistemi tarafindan verilmistir.
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Sekil 3.1. Membran iizerine sabitlenmis bant profilleri

Bu profiller sonucu 8 farkli ribogrup tespit edilmistir (Sekil 3.2). Al
ciftliginde ribogruplar 1-2-3-6-7-8; A2 iftliginde ribogrup 3; A3 ciftliginde
ribogruplar 1-2-3-7; B1 ciftliginde ribogruplar 2-3-7; B2 ciftliginde ribogrup 3;
B3 ciftliginde ribogruplar 6-8; C1 ciftliginde ribogruplar 3-4-5-7; C2 giftliginde
ribogruplar 3-7-8; D1 ciftliginde ribogruplar 2-3-4-5-7; D2 ciftliginde ribogruplar
1-7; D3 iftliginde ribogruplar 1-7; E1 ciftliginde ribogruplar 1-2-3-5-7; E2
ciftliginde ribogruplar 3-4-7; E3 ciftliginde ribogrup 5; S1 ¢iftliginde ribogrup 1-
3; S2 ¢iftliginde ribogruplar 1-3-7 tespit edilmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. 16 farkl ¢iftlikte bulunan ribogruplar ve toplam izolat sayilari

R A TOPLAM
CIFTLIK RiBOGRUPLAR {ZOLAT SAVISI
E1 (EMIRDAG 1) R1, R2, R3, R5, R7 10
E2 (EMIRDAG 2) R3, R4, R7 6
E3 (EMIiRDAG 3) R5 1
B1 (CAY 1) R2, R3, R7 4
B2 (CAY 2) R3 1
B3 (CAY 3) R6, R8 2
C1 (COBANLAR 1) R3, R4, R5, R7 5
C2 (COBANLAR 2) R3, R7, R8 4
Al (AFYON-MERKEZ 1) | R1, R2, R3, R6, R7, R8 9
A2 (AFYON-MERKEZ 2) R3 4
A3 (AFYON-MERKEZ 3) R1, R2, R3, R7 7
D1 (DINAR 1) R2, R3, R4, R5, R7 9
D2 (DINAR 2) R1, R7 3
D3 (DINAR 3) R1, R7 4
S1 (SALAR 1) R1,R3 3
S2 (SALAR 2) R1, R3, R7 5
RiboPrint™ Pattern
1 kbp 5 10 15 50
I 1 I I I LI I LB ) I I
I u I I Ribogrup 1
Ribogrup 2
Ribogrup 3
I Ribogrup 4
Ribogrup 5
. I ._I Ribogrup 6
I | Ribogrup 7
| Ribogrup 8
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Sonug olarak 77 adet S. aureus strainlerinden 20’si ribogrup 3 (%26); 17'si
ribogrup 7 (%22); 16's1 ribogrup 1 (%21); 8'i ribogrup 2 (%210); 7'si ribogrup 5
(%9); 4'G ribogrup 4 (%5); 3'0 ribogrup 8 (%4); 2'si de ribogrup 6 (%3) olarak
belirlenmistir (Sekil 3.3, 3.4).

Otomatize ribotiplendirme sistemi Afyonkarahisar ilindeki cesitli
ciftliklerden gelen sigir siitii orneklerinde bulunan mastitis etmeni S. aureus
izolatlarma ilk kez uygulanarak E3, B2 ve A2 ciftlikleri haricindeki tim
ciftliklerde mastitis etmeni bakterinin farkli ribogruplar icerdigi bulunmustur. D2
ve D3 ciftliklerinde ise ayni ribogruba dahil izolatlarin bulundugu belirlenmistir.
E3 ciftliginde, B2 ciftliginde ve A2 ciftliginde tek tip ribogrup bulunmasi bu
ciftlikteki mastitis olgularinin ayni bakteri straini, D2 ve D3 ¢iftliklerinde ayni
ribogruplarin bulunmas: ise bu giftliklerdeki mastitis olgularinin ise ayn1 bakteri

straini tarafindan olusturulduguna isaret etmektedir (Cizelge 3.1).
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Sekil 3.3. Ribogruplarin igerdikleri izolat sayisina gore dagilim grafigi
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# Ribogrup 1
# Ribogrup 2
& Ribogrup 3
# Ribogrup 4
3% & Ribogrup 5
& Ribogrup 6

& Ribogrup 7

& Ribogrup 8

Sekil 3.4. Ribogruplarin igerdigi izolat sayisina gore yiizde (%) dagilim grafigi

100 #2908 a5 a0 85 20 75

%075

Sekil 3.5. S. aureus izolatlarindan EcoRI enzimi ile elde edilen ribotiplere ait benzerlik

dendogrami
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Olusan dendograma goére 7. ve 8. grup ile 1. ve 2. grubun birbirlerine
yaklasik %98 oraninda benzer olduklart ve diger tiim gruplarin birbirleriyle
%75’in lizerinde benzer olduklart belirlenmistir. Gruplar arasi1 benzerlik yiizdesi

Sekil 3.5’te goriildigi gibidir.

3.2. Kromozomal DNA’nin Pulsed Field Jel Elektroforez (PFGE) ile Analizi

Ribotiplendirme ile S. aureus olarak tanimlanan 77 izolatin genotipik
benzerlikleri PFGE analiz yontemi ile Smal enzimi kullanilarak arastirilmis ve
elektroforez sonucunda kromozamal DNA’nin Smal enzimi kesimi ile 48,5 ile 485
kb boyutlar1 arasinda, sayilar1 17 ile 23 arasinda degisen makrorestriksiyon
fragmentleri elde edilmistir (Sekil 3.8). Ayn1 profile sahip izolatlar ayn1 pulsotip
olarak degerlendirilmis ve 19 farkli pulsotip belirlenmistir (G1- G19).

E1 ciftliginde pulsotip G1, G2, G3, G4, G5, G7, G15, G19; E2 iftliginde
pulsotip G5, G6, G7, G11, G19; E3 giftliginde pulsotip G11; C1 ciftliginde
pulsotip G10, G11, G12; C2 ciftliginde pulsotip G11, G13; B1 ciftliginde pulsotip
G11; B2 ciftliginde pulsotip G11; B3 giftliginde pulsotip G8, G9; Al ciftliginde
pulsotip G11, G14, G16, G17, G19; A2 ciftliginde pulsotip G11; D1 ciftliginde
pulsotip G11, D2 ciftliginde pulsotip G11, G19; S1 ¢iftliginde pulsotip G11, G19;
S2 ciftliginde pulsotip G11, G19 goriilmiistiir. En fazla pulsotip dagilimmnin E1
ciftliginde oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.2).
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Sekil 3.6. Test edilen S. aureus izolatlarinin grup temsilcilerine ait PFGE profilleri. M: Marker
11: G1, 15: G2; 18: G3; 27: G4, 54: G5; 56: G6; 84: G7; 101: G8; 102: G9; 115: G10;
121: G11; 122: G12; 131: G13; 146: G14; 44: G15; 163: G16; 169: G17; 208: G18;
276: G19

77 S. aureus izolatinin 38’1 pulsotip G11 (%49); 17’si pulsotip G19 (%22);
3’0 pulsotip G1 (%4); 3’u pulsotip G5 (%4); 2’si pulsotip G7 (%3); 1’i pulsotip
G2 (%1); 1’i pulsotip G3 (%1); 1’i pulsotip G4 (%1); 1’i pulsotip G6 (%1); 1’i
pulsotip G8 (%1); 1’i pulsotip G9 (%1); 1’i pulsotip G10 (%1); 1’i pulsotip G12
(%1); 1’1 pulsotip G13 (%1); 1’i pulsotip G14 (%1); 1’i pulsotip G15 (%1); 1’i
pulsotip G16 (%1); 1’i pulsotip G17 (%1); 1’i pulsotip G18 (%1) olarak
belirlenmistir (Sekil 3.6, 3.7).
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Cizelge 3.2. 16 farkl ¢iftlikte bulunan pulsotipler ve toplam izolat sayilari

. TOPLAM iZOLAT
CIFTLIK PULSOTIPLER SAYISI
. L G1, G2, G3, G4, G5, G7,
E1 (EMIRDAG 1) G615, G19 10
E2 (EMIRDAG 2) G5, G6, G7, G11, G19 6
E3 (EMIiRDAG 3) G11 1
B1 (CAY 1) G11 4
B2 (CAY 2) G19 1
B3 (CAY 3) G8, G9 2
C1 (COBANLAR 1) G10, G11, G12 5
C2 (COBANLAR 2) G11, G13 4
Al (AFYON-MERKEZ 1) | G11, G14, G16, G17, G19 9
A2 (AFYON-MERKEZ 2) G11 4
A3 (AFYON-MERKEZ 3) G11, G18, G19 7
D1 (DINAR 1) G11 9
D2 (DINAR 2) G11, G19 3
D3 (DINAR 3) G11, G19 4
S1 (SALAR 1) G11, G19 3
S2 (SALAR 2) G11, G19 5
40
35
30
25
2
0 # Pulsotipler
15
10
5
0 .
Gl G3 G5 G7 G9 Gl1 G13 G15 G17 G19

Sekil 3.7. Pulsotiplerin icerdikleri izolat sayisina gore dagilim grafigi
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Sekil 3.8. Pulsotiplerin igerdikleri izolat sayisina gore yiizde (%) dagilim grafigi

Pulsotipler arasindaki farkli fragment sayilar1 Tenover ve ark. (1995)
kriterlerine gore degerlendirildiginde; G5 ve G6 gruplar1 arasinda 2 bant farki
gorulerek birbirleriyle en yakin genetik iliskide olduklar1 saptanmistir. G4 ve G7
gruplart ile G14 ve G18 gruplart arasinda 3 bant farki, G8 ve G11 gruplar
arasinda 4 bant farki, G3 ve G5 gruplar arasinda 5 bant farki, G4-G5-G6-G7
gruplar1 arasinda 6 bant farki, G4 ve G5 gruplarn arasinda ise 7 bant farki
gOzlenmistir. Buna gore; G5-G6; G4-G7 ve G14-G18 gruplarinda yer alan
izolatlar birbirleriyle yakin iligkilidir. G8-G11; G3-G5 ve G4-G5-G6-G7 gruplari
birbirileriyle olasi iliskili; G4-G5 ve geriye kalan diger tiim gruplarin ise

birbirleriyle iliskisiz olduklar1 sdylenebilir.
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Sekil 3.9. S. aureus izolatlarindan Smal enzimi ile elde edilen pulsotiplere ait benzerlik

dendogrami

Pulsotiplerin  benzerlik oram1 cluster analizi ile bir dendogramda
gosterilmistir (Sekil 3.9). Dendogramdan elde edilen verilere gore 5. ve 6.
pulsotipler ile 4. ve 7. pulsotipler birbirleriyle yaklasik %98 oraninda benzer, 14.
ve 18. pulsotipler ile 8. ve 11. pulsotipler birbirleriyle yaklasik %97 oraninda,
diger tiim gruplarin birbirleriyle %75 oraninda benzer olduklar1 bulunmus ve bu
veriler dogrultusunda Tenover ve ark. (1995) kriterleri yorumlar1 desteklenmistir.

Afyonkarahisar ili merkez ve ¢evre ilgelerinden 6 farkli yerlesim biriminde
bulunan 16 farkli siit ¢iftliginden toplanan siitlerden izole edilen toplamda 104
izolatin ribotiplendirme ve PFGE ile belirlenen 6zellikleri Cizelge 3.3’te

gOsterilmistir.
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Cizelge 3.3. Toplamda 104 adet izolata ait identifikasyon, kaynak, ribogrup ve pulsotipler

izolat No | Ribotiplendirme Id Benzerlik | Ciftlik | Ribogrup | Pulsotip

6 S.aureus 0.80 El 1 Gl
9 S.aureus 0.94 El 1 G19
11 S.aureus 0.88 El 2 Gl
15 S.aureus 0.71 El 3 G2
16 S.haemolyticus 0.88 6

18 S.aureus 0.94 El 2 G3
22 S.aureus 0.77 El 1 Gl
26 S.pasteuri 0.91 4

27 S.aureus 0.89 El 5 G4
29 Enterococcus faecalis 0.64 4

30 S.pasteuri 0.86 5

34 S.pasteuri 0.90 1

42 S.haemolyticus 0.90 6

44 S.aureus 0.90 El 5 G15

45 S.haemolyticus 0.93 2

46 S.chromogenes 0.89 7

48 S.haemolyticus 0.79 1

49 S.aureus 0.89 El 7 G7
50 S.aureus 0.82 El 1 G5
0 | e | om :

53 S.haemolyticus 0.88 6

54 S.aureus 0.84 E2 7 G5
55 S.aureus 0.77 E2 3 G5
56 S.aureus 0.78 E2 4 G6
58 S.aureus 0.91 E2 3 Gl1
60 S.aureus 0.93 E2 4 G19
67 S.warneri 0.92 8

84 S.aureus 0.85 E2 7 G7
85 S.aureus 0.90 E3 5 Gl1
92 S.aureus 0.96 Bl 7 Gl1
94 S.aureus 0.93 B1 7 Gl1
96 S.aureus 0.86 B1 3 Gl1
97 S.aureus 0.77 B1 2 Gl1
98 S.aureus 0.89 B2 3 G19

101 S.aureus 0.79 B3 8 G8

102 S.aureus 0.94 B3 6 G9

107 S.haemolyticus 0.94 5
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Cizelge 3.3. (Devam) Toplamda 104 adet izolata ait identifikasyon, kaynak, ribogrup ve

pulsotipler

izolat No | Ribotiplendirme Id Benzerlik | Ciftlik | Ribogrup | Pulsotip

108 S.haemolyticus 0.81 2

109 S.haemolyticus 0.95 5

110 S.epidermidis 0.67 4

113 S.haemolyticus 0.87 6

114 S.epidermidis 0.66 4

115 S.aureus 0.64 C1 4 G10
118 S.aureus 0.94 C1 7 Gl1
120 S.aureus 0.87 C1 3 Gl1
121 S.aureus 0.95 C1 7 Gl1
122 S.aureus 0.84 C1 5 G12
128 S.aureus 0.92 C2 7 Gl1
131 S.aureus 0.87 C2 3 G13
132 S.aureus 0.93 C2 7 Gl1
138 S.aureus 0.83 C2 8 Gl1
142 S.aureus 0.92 Al 7 Gl1
143 S.aureus 0.74 Al 2 Gl1
144 S.aureus 0.97 Al 6 G11
146 S.aureus 0.84 Al 8 Gl4
156 S.aureus 0.90 Al 3 Gl1
163 S.aureus 0.61 Al 2 G16
169 S.aureus 0.87 Al 1 G17
173 Enteroccocus faecalis 0.67 2

178 Enteroccocus faecalis 0.63 5

181 S.aureus 0.86 Al 1 G19
185 S.aureus 0.79 Al 3 Gl1
190 S.aureus 0.83 A2 3 Gl1
191 S.aureus 0.88 A2 3 Gl1
193 S.aureus 0.82 A2 3 Gl1
194 S.aureus 0.88 A2 3 G11
195 S.aureus 0.84 A3 3 Gl1
197 Hydrogenopha flava 0.60 2

205 S.aureus 0.93 A3 1 G19
208 S.aureus 0.74 A3 2 G18
210 S.aureus 0.96 A3 1 G19
211 S.aureus 0.80 A3 2 Gl1
212 Hydrogenopha flava 0.77 4

218 Hydrogenopha flava 0.62 5

220 S.aureus 0.88 A3 3 Gl1
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Cizelge 3.3. (Devam) Toplamda 104 adet izolata ait identifikasyon, kaynak, ribogrup ve

pulsotipler

izolat No | Ribotiplendirme Id Benzerlik | Ciftlik | Ribogrup | Pulsotip

224 S.aureus 0.90 A3 7 G19
225 S.aureus 0.85 D1 3 Gl1
228 S.aureus 0.87 D1 4 Gl1
231 S.aureus 0.91 D1 7 Gl1
232 S.aureus 0.86 D1 5 G11
233 S.aureus 0.89 D1 3 Gl1
234 S.aureus 0.88 D1 5 Gl1
235 subspig:/?)rg;glssepticus 0.66 2

240 S.aureus 0.79 D1 2 Gl1
243 S.aureus 0.94 D1 7 Gl1
244 S.aureus 0.86 D1 5 Gl1
:

249 S.aureus 0.96 D2 1 G19
253 S.aureus 0.95 D2 7 Gl1
254 uorescens. 044 i

262 S.aureus 0.94 D2 1 G19
264 S.aureus 0.97 D3 1 G19
272 S.aureus 0.95 D3 7 Gl1
273 S.aureus 0.93 D3 1 G19
274 S.aureus 0.94 D3 7 Gl1
276 S.aureus 0.95 S1 1 G19
279 s.aureus 0.93 S1 3 G19
283 S.aureus 0.90 S1 3 G19
287 S.aureus 0.83 S2 7 G11
288 S.aureus 0.96 S2 1 G19
289 S.aureus 0.94 S2 1 G19
202 S.aureus 0.96 S2 1 G19
209 S.aureus 0.91 S2 3 G19
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Mastitis, sit endistrisi icin st 0Oretimini azaltmasi, Urinun maliyetini
arttirmasi ve sutin kalitesini dustirmesi nedeniyle Ureticinin kazancinda 6nemli
bir gider, ana bir kaygidir (Dendani ve ark. 2010; Yildiz 2003). Mastitisin erken
tespiti siit tretiminde kalitenin artirilmasi, siitgtilik ciftliklerinde ekonomik
kayiplarin giderilmesini ve hayvan refahinin korunmasini saglamak amaciyla

blylk 6nem arz etmektedir (Memmedova, 2012).

Tiirkiye, siit s1gir1 iiretimi agisindan diinyanin 6nde gelen iilkelerinden olup,
2012 verileri Cizelge 4.1, Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te goriildiigii gibidir (Tarim
Bakanligi, HAYGEM 2013).

Cizelge 4.1. Tirkiye geneli bilyiikbas hayvan sayilari 2002-2012 verileri (Tarim Bakanlidi,
HAYGEM 2013)

BUYUKBAS HAYVAN SAYILARI

YIL SIGIR MANDA BUYUKBAS TOPLAM
2002 9.803.498 121.077 9.924.575
2003 9.788.102 113.356 9.901.458
2004 10.069.346 103.900 10.173.246
2005 10.526.440 104.965 10.631.405
2006 10.871.364 100.516 10.971.880
2007 11.036.753 84.705 11.121.458
2008 10.859.942 86.297 10.946.239
2009 10.723.958 87.207 10.811.165
2010 11.369.800 84.726 11.454.526
2011 12.386.337 97.632 12.483.969
2012 13.914.912 107.435 14.022.347
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Cizelge 4.2. Tirkiye geneli sagilan hayvan sayilart 2002-2012 wverileri (Tarim Bakanligi,
HAYGEM 2013)

SAGILAN HAYVAN SAYISI (Bas)

YIL SIGIR KOYUN KECI MANDA TOPLAM
2002 4.392.568 13.637.193 3.553.438 51.626 21.634.825
2003 5.040.362 12.477.217 3.126.656 57.378 20.701.613
2004 3.875.722 9.919.191 2.476.574 39.362 16.310.848
2005 3.998.097 10.166.091 2.426.993 38.205 16.629.386
2006 4.187.931 10.245.894 2.420.642 36.353 16.890.820
2007 4.229.440 10.109.987 2.263.630 30.460 16.633.517
2008 4.080.243 9.642.170 1.997.689 32.610 15.751.542
2009 4.133.148 9.407.866 1.830.814 32.361 15.404.189
2010 4.384.130 10.583.608 2.582.539 35.726 17.563.350
2011 4.761.142 11.561.144 3.033.111 40.218 19.395.615
2012 5.431.400 13.068.428 . 3.502.272 38.205 5.431.400

Cizelge 4.3. Tiirkiye geneli sagilan hayvanlardan elde edilen siit miktarlar1 2002-2012 verileri
(Tarim Bakanligi, HAYGEM 2013)

sUT URETIMI (Ton )

YIL SIGIR KOYUN KECI MANDA TOPLAM
2002 7.490.634 657.388 209.621 50.921 8.408.568
2003 9.514.138 . 769.959 278.136 48.778 10.611.011 .
2004 9.609.326 771.715 259.087 39.279 . 10.679.407
2005 10.026.202 789.878 253.759 38.058 . 11.107.897
2006 10.867.302 . 794.681 . 253.759 36.358 11.952.100
2007 11.279.340 . 782.587 . 237.487 30.375 12.329.789
2008 11.255.176 746.872 209.570 31.422 12.243.040
2009 11.583.313 734,219 192.210 32.443 . 12,542,186
2010 12.418.544 816.832 272,811 35.487 . 13.543.674
2011 13.802.428 892.822 320.588 40.372 15.056.211
2012 15.977.838 . 1.007.007 . 369.426 46.989 17.401.262

Tablolardaki verilere gore Tiirkiye’de her gegen yil sigir sayisinda, sigir

sagim sayisinda ve iretilen slit miktarinda artis gdézlemlenmektedir.
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Calismamizdaki izolatlarin toplandigi bolge olan Afyonkarahisar ili ise 2007-2012
yillart arasindaki verilere gore sigir sayisit ve siit tiretim miktar1 ile énemli bir
ilimizdir (Tarim Bakanhigi-Afyonkarahisar, 2013). Bu veriler dogrultusunda
Turkiye genelinde ve slt-kaymak endiistrisinin yogun oldugu Afyonkarahisar

ilinde sigirlarda goriilen mastitis vakalari teshis ve tedavisi onem kazanmaktadir.

Cizelge 4.4. Afyonkarahisar ili 2007-2012 yillar1 arasi siir sayilari (Tarim Bakanligi-
Afyonkarahisar, 2013)

YILLAR
Hayvan Cinsi
* 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Si1r 28342 275,359 285,681 270,703 288,003 299.103

Cizelge 4.5. Afyonkarahisar ili 2007-2012 yillar1 aras1 sit {iretim miktarlar1 (Tarim Bakanligi-
Afyonkarahisar, 2013)

i YILLAR
Uriin Cinsi

2007 2008 2009 2010 2011 2012
Siit (Ton) 357,109 346,952 363,273 390,566 415,983 552,609

Mastitis, hazirlayict birgok etkenin yanisira bakteriler, mantarlar, algler ve
viriisler gibi bir¢ok mikroorganizmalar tarafindan olusturulmaktadir fakat
cogunlukla bakteri kaynaklidir (Hillerton, 2000). Polimikrobiyal etiyolojiye sahip
olan mastitise yol acan 100’ln Uzerinde mikroorganizma oldugu bilinmekte ve
bunlar ¢evrede, inegin killarinda, derisinde ve meme kanallarinda bulunmaktadir.
Enfeksiyona yol acan mikroorganizmalarin yaklasik %95’ini Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
uberis ve Escherichia coli, %5’ini ise diger mikroorganizmalar olusturmaktadir
(Atasever ve ark., 2008).

Bir ¢alismada Yildiz (2003); subklinik mastitislerde 43 adet (%39.45) S.
aureus, 25 adet (%22.94) S. epidermidis, 18 adet (%16.51) identifikasyonu
yapilamayan Staphylococcus tirleri, 6 adet (%5.50) Corynebacterium pyogenes, 5
adet (%4.59) Str. agalactiae ve 12 adet (%11.01) bakteri izole edilmeyen meme

lobu belirlenirken, klinik mastitisli st 6rneklerinde, 6 adet (%31.58) S. aureus, 5
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adet (%26.32) S. epidermidis, 3 adet (%15.78) identifikasyonu yapilamayan
Staphylococcus tirleri, 2 adet (%10.53) E. coli, 1 adet (%5.26) Str. agalactiae ve
2 adet (%10.53) bakteri izole edilemeyen meme lobu belirlemistir. Tedaviye yanit
ve lyilesme oranlarinda stafilokok tiirlerinin digerlerine gore daha diisiik kaldigini

gozlemlemistir.

Staphylococcus aureus en yaygin goriilen kronik mastitis tiplerine neden
olan bakteridir. Baz1 sigirlar buzagilamadan sonra klinik mastitise yakalansa da
enfeksiyon genelde subkliniktir ve siitte ya da memede fark edilebilir degisiklikler
olmadan somatik hiicre sayisinda artislara neden olur. Bakteri, enfekte olmus
sigirin meme bezlerine, siit kanallarina ve memelerdeki lezyonlarina yerlesir ve
bulasicidir. Enfeksiyon, kontamine olmus S. aureus bakterisinin enfekte olmus bir
salgi meme bezinden siit sagim zamani enfekte olmamis bir baska salgi meme
bezine bulasir ve bakteri siit kanalina penetre olur. Bir kere yerlesmis olan S.
aureus enfeksiyonu antibiyotik tedavisine cevap vermez ve enfekte sigirlar

stiriden uzaklastirilmak zorundadir (Petersson-Wolfe, 2010).

En 6nemli S. aureus rezervlerinden biri meme yapilari olsa da sigirin meme
dis1 bolgelerinde de bakteriye rastlanmistir (Mork ve ark., 2012). Bu nedenlerle
gecmisten giliniimiize kadar mastitisin tedavisi, ortadan kaldirilmasi ve koruma-
kontrolii ile ilgili bir ¢cok arastirma yapilmistir. Ancak, mastitisin etiyolojisinde
cok sayida faktoriin rol oynamasindan dolayr bu hastalifi yok etmek miimkiin
olmamistir. Bu acidan hastaliktan kaynakli zararlari en aza indirmek amag

edinilmistir (Risvanli, 2001).

S. aureus strainlerinin epidemiyolojik olarak tanimlanmasi ile kaynagi
belirlenmis olan mastitis hastaliinin tedavisi gergeklestirilebilir ve kalitesi
yiiksek, insan sagligina elverisli siitler elde edilebilir. Kullanilabilecek ideal
tiplendirme yontemlerinin; ayrnim glici  yiiksek, tekrarlanabilir, kolay
uygulanabilir, sonuglar1 kolay yorumlanabilir, bilgisayara bagli analiz ve veri
tabanlar1 ile uyumlu ve ¢ok kompleks yapida olmamasi gibi ozelliklere sahip
olmalar1 gerekmektedir (Kiran 2011; Dijkshoorn ve ark. 2000). Tiplendirmede

kullanilan baz1 yontemlerin karsilastiriimasi Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Molekiiler ve fenotipik tiplendirme ydntemlerinin taksonomik ayrim giicleri (Kiran,

2011)

Ribotiplendirme bakterileri rRNA’daki farkliliklarina dayali olarak, tiir
kategorisinin Gtesinde direkt cins seviyesinde tanimlamaya ve siniflandirmaya
dayanan bir metottur. Hassas bir yontem olan 16S rRNA’ya dayali otomatize
ribotiplendirme yontemi kullanimi yayginlastirilarak cins ve tiir seviyesinde kesin
parmak izlerinin (fingerprint) elde edilmesi saglanabilir. Bu teknik digerler
tekniklerin eksik yonleri kismen de olsa gidermeyi amaglamaktadir. Degisken
fenotipik karakterlerin guvenilir sonu¢ vermemesi, RFLP analizlerinde ¢ok fazla
sayida olusan bant sayist nedeniyle yorumlamada karsilagilan giicliikler,
hibridizasyon tekniklerinde kullanilan spesifik ve isaretli problarin sadece belli ve
cok kiiciik bir sekansa yonelik olmasi boylece smirlayici rolde kalmasi gibi

nedenler zayif yonleri olusturmaktadir.
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Bakterilerde bulunan rRNA dizilislerinin pek ¢ogu evrimsel siirecte ¢cok az
degisiklige ugramiglardir ve Dbiitlin  bakterilerde c¢ok fazla miktarda
bulunmaktadirlar. Ribotiplendirme, rRNA i¢in hazirlanan isaretli ve spesifik
problarin hibridizasyon sirasinda rRNA genleri ile kolayca birlesmesi ve bunlarin
otoradyografi veya diger tekniklerle ortaya kondugu bir tekniktir. Bu sebeple
rRNA dizilisleri i¢in spesifik problar benzer rRNA dizilisine sahip ¢esitli
bakterileri tayin edebilir. EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilen kromozamal DNA
fragmentleri boyutlarina gore ayrilip, isaretli rRNA problar1 ile hibridize
olmaktadir. Bilgisayar ortaminda S. aureus bakterisine ait kayitl referans marker
fragmenti ile izolattan elde edilen fragment karsilastirilarak izolatin ribotipi
belirlenebilmektedir (Sarikaya 2004; Cakir 2007; Giilbandilar 2006).

Tiirkiye’de mastitis hastaligina yakalanmis sigirlarin siitlerinden izole edilen
S. aureus bakterisinin genotipik analizleri igin yapilan ¢alismalarda PFGE
yontemi kullamlmistir (Unal ve Istanbulluoglu 2009; Aydin ve ark. 2011).
Ribotiplendirme metotu ile ve Ribotiplendirme-PFGE kombinasyonu bir ¢alisma
ile ilk olarak bu arastirmada yapilmistir. Pulsed field jel elektroforezi ile mastitisli
sitlerden izole edilen S. aureus icin Tirkiye genelinde yapilan tiplendirme
caligmalar1 bulunmasina karsin Afyonkarahisar ili ve ¢evre ilgelerinde PFGE
metotu ile yapilan herhangi bir epidemiyolojik ¢aligsmaya rastlanmamustir.

Bu caligmada Afyonkarahisar bolgesinde alti farkli yerlesim birimindeKi
bulunan 16 farkl ¢iftlikten CMT-pozitif bulunan mastitisli sigir siitlerinden izole
edilen ve geleneksel identifikasyon testleri yapilarak tarafimiza ulastirilmis
bakteriler ribotiplendirme ve PFGE teknikleri ile genotiplendirme g¢alismalarina
alimmuslardir.

Calismamizda izolatlarimizi temin ettigimiz Kenar ve ark. (2012) Orta Bati
Anadolu’da bulunan 18 o0zel ciflikte 423 sut veren inekten toplamda 572
California Mastitis Testi (CMT) pozitif siit drneklerini toplamislardir. Koagilaz
negatif stafilokoklar ve CNS tirlerinin identifikasyonunu konvensiyonel
biyokimyasal tekniklerle ve API Staph testi ile gergeklestirmislerdir. Slime
olusumunu Kongo Red Agar (CRA) metotu ile saptamislardir. Antibiyotik
duyarliligini National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLYS)

kilavuzuna gore belirlemislerdir. CMT pozitif siit 6rneklerinden toplamda 67
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(%11,7) koagiilaz negatif stafilokok (CNS) izole etmislerdir. Toplamda, 11 CNS
tlrd olarak S. epidermidis, S. simulans, S. warneri, S. hominis, S. chromogenes, S.
caprae, S. xylosus, S. haemolyticus, S. hyicus, S. cohnii ve S. capitis bakterilerini
identifiye etmislerdir. En ¢ok rastlanan CNS tilrlerinin Staphylococcus
epidermidis (%26,8) ve Staphylococcus simulans (%20,8) oldugunu, onlar
Staphylococcus warneri’nin (%14,9) takip ettigini saptamislardir. 67 CNS izolati
haricinde, slime olusumunu 37 (%55,2) CNS strainlerinde bulmuslardir. CNS
izolatlarinin en ¢ok trimetoprim+siilfametoksazol (%76,2), eritromisin (%73,2),
oksasilin ve ampisilin (%70,2), penisilin (%58,3), gentamisin (%53,8), tetrasiklin
(%52,3), vankomisin (%51,8), siprofloksasin (%26,9), sefoksitim (%23,9) ve
sefalotin (%13,5) antibiyotiklerine duyarli olduklarini belirtmislerdir. Bu sonugclar
ile Tiirkiye’nin Orta Bati1’sinda mastitisten korunma ve tedavide yogun bir sekilde
kullanilan beta-laktam antibiyotiklerine karsi CNS tiirlerinin herhangi bir
antibiyotik duyarlilik testi olmadan yliksek oranda direnglilik gdsterdiklerini
bildirmislerdir.

Bizim calismamizda ise bu sltlerden izole edilmis 104 adet bakteri
kullanilmistir. Bu 104 izolatin 77°si Staphylococcus aureus, kalan 27 izolat ise;
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus pasteuri, Enterococcus faecalis,
Hydrogenophaga flava, Staphylococcus chromogenes, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis
subsp. novobiosepticus, Pseudomonas bathycetes ve Pseudomonas fluorescens
olarak tanimlanmistir. S. aureus olarak identifiye edilen strainler benzer bant
profilleri vererek 8 farkli ribogrup olusturmuslardir. En fazla izolat iceren
ribogrular; ribogrup 3: %26 (20 strain), ribogrup 7: %22 (17 strain), ribogrup 1:
%21 (16 strain) ve ribogrup 2: %10 (8 strain) olup, diger ribogruplarin izolat
sayist daha azdir. Bazi ¢iftliklerde ribogruplarin lokalize olmadiklari, bir giftlikte
birden fazla ribogrup oldugu gézlemlenirken bazi ciftliklerde ise (E3, B2, A2, D2-
D3) sadece bir ribogruba ait izolatlarin bulundugu gézlemlenmistir. Ribogruplarin
benzerlik oranina gore 1. ve 2. grup ile 7. ve 8. gruplarin birbirleri ile yaklagik
%98 oraninda benzer olduklar1 ve diger tiim gruplarin birbirleriyle %75’in
tizerinde benzer olduklari belirlenmistir. E3 ¢iftliginde, B2 ciftliginde ve A2

ciftliginde tek tip ribogrup bulunmasi bu ciftlikteki mastitis olgularinin aymn
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bakteri straini, D2 ve D3 ciftliklerinde ayni ribogruplarin bulunmasi ise bu
ciftliklerdeki mastitis olgularin  ise aym1 bakteri straini tarafindan
olusturulduguna isaret etmektedir.

Buzzola ve ark. (2001) Arjantin’de molekuler epidemiyolojik analizleri icin
21 bolgeden 112 S. aureus izolat: toplamislardir. Izolatlara Smal pulsed field jel
elektroforezi (PFGE), otomatik EcoRI ribotiplendirme ve plazmid DNA
profillerinin restriksiyon enzim analizi (REAP) yontemlerini uygulamiglardir.
PFGE analizleri sonucunda dort gruba dagilmis toplamda 22 bant profili, otomatik
ribotiplendirme ile de 112 izolattan 13 ribotip elde etmislerdir. PFGE genotipleri
ve ribotipler arasinda belirgin bir uyusma yakalayan arastirmacilar bu ayrim
giictinii her iki metodu birlikte kullanarak elde etmislerdir.

Zhang ve ark. (2012) Cin’de domuz tonsilleri ve sigir siitlerinden izole
ettikleri Staphylococcus aureus izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik paternlerini
ve ribotiplerini karsilastiran bir ¢alisma yapmislardir. 42°si domuz tonsillerinden,
48’1 sigir siitlerinden olmak tizere toplamda 90 S. aureus izolati ¢alismiglardir.
Antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in broth mikrodiliisyon metodu ve gift diskli
sinerji testi (D testi) kullanmuslardir. Izolatlar1 Riboprinter sistemi ile
tiplendirmisler ve toplamda 35 farkli ribogrup elde etmislerdir. Domuz
strainlerinin %83,3’1 0,84 benzerlik katsayist ile grup 1’e ait, siit strainlerinin
%68.,8’1 arasinda yiiksek bir derecede spesifik baskinlik gosteren 3 ana grup
gozlemlemislerdir.

Giilbandilar (2006) Kiitahya bolgesindeki gida orneklerinden, gida
calisanlarindan, gida alet-ekipmanlarindan ve klinik orneklerden 106 adet S.
aureus bakterisi izole ederek karakterize etmis ve tiplendirme yontemleri ile ayni
yerdeki kaynak ve izolatlar arasinda akrabalik iligkilerini arastirmistir.
Identifikasyon igin geleneksel biyokimyasal testler ve VITEK sistemini,
fenotiplendirme icin antibiyotik duyarlilik testlerini, SET-RPLA test Kkiti ile
enterotoksin belirleme testi, SDS-PAGE ile toplam hiicre proteinlerinin analizi ve
FAME analizleri, genotiplendirme icgin ise Smal restriksiyon enzimi ile PFGE ve
EcoRI restriksiyon enzimi ile otomatik ribotiplendirme yontemlerini kullanmaistir.
PFGE ve ribotiplendirme ile genotiplendirme ¢aligmalarinda sirasiyla 9 pulsotip

ve 7 ribogrup belirlemis ve bu yontemlerin 6zellikle aym1 kaynaklardan izole
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edilen S. aureus genotiplerinin Dbelirlenmesinde ve enfeksiyon yollarinin
izlenmesinde giivenilir bir sekilde kullanilabileceklerini belirtmistir.

Cakir (2007) Eskisehir ili merkezinde satis yapan cesitli kasap, mandira,
pastane, semt pazarlarindan topladig1 gida 6rneklerinden S. aureus bakterisi izole
etmistir. Identifikasyon icin geleneksel biyokimyasal testler ve VITEK sistemini,
fenotipik tiplendirme i¢in antibiyotik duyarlilik testleri, SET-RPLA test kiti ile
enterotoksin belirleme testi ve FAME analizi, genotiplendirme icin ise PFGE ve
Ribotiplendirme metotlarin1 kullanmustir. izolatlarin geleneksel biyokimyasal
testleri ile VITEK test sonuglart uyumlu bulurken, antibiyotik duyarlilik
sonuclarinda izolatlarin %30,64°li oksasiline direngli bulundugunu belirtmistir.
Izolatlarin PFGE analiz sonucunda 35 pulsotip ve ribotiplendirmede 7 ribogrup
tespit ederek bu analiz yontemlerinin 6zellikle strainlerin  genotiplerinin

belirlendigi epidemiyolojik ¢alismalarda giivenilir olduklarini savunmustur.

Molekiiler tan1 yontemlerinin bir kism1 sadece tir dizeyinde identifikasyon
yapabilecek uygulama yeterliligine sahip iken bir kismi ise alt tiirlerin evrimsel
stirecte genomlarinda meydana gelen genetik olaylar ve meydana getirdikleri
varyasyonlarin saptanmasinda da kullanilmaktadir. 16S rRNA genleri evrimsel
siirecte ¢ok 1yl korunmus ve diger genlere oranla c¢evresel baskilardan
etkilenmemis evrensel belirtecler olmalarina ragmen, identifikasyon caligmalar
icin tek basina kullanimlarda bazi olumsuzluklarla karsilasilmaktadir. Bu
olumsuzluklardan biri 16S rRNA genlerinin genomda ¢ok iyi korunmus olarak
bulunmasinin bakteri analizinde sadece 16S genomlarinda ¢alistigi icin
sinirlandirict bir etki olusturmasidir (Achenbach ve ark., 2001). Diger bir
olumsuzluk ise, 16S rRNA genleri ¢esitli bakteri tiirlerinde evrensel belirtegler
olarak kullanilsalar bile genlerin kopya sayisinin farklilik gostermesidir. Bu
durum 16S rRNA genleri hedef olarak kullanildiginda bazi bakteri tiirlerinin ¢ok
iyi ayirt edilebilmesine, bazilarimin aymrimimnin ise daha zor olmasina yol
acmaktadir (Mohania ve ark., 2008). Bu nedenle, yapilmis olan otomatik
ribotiplendirme calismalari pulsed field jel elektroforezi (PFGE) yontemi ile

desteklenmistir.
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Pulsed field jel elektroforezi (PFGE) bakterilerin  molekuler
tiplendirilmesinde kullanilan, ayrim giicii yiiksek, tekrarlanabilirligi olan giivenilir
genotipik bir metottur. Epidemiyolojik ¢alismalarda farkli mikobakteri, mantarlar,
virisler, gram negatif ve gram pozitif organizmalar gibi genis bir oranda
uygulanabilirlige sahip basarili bir yontemdir (Matushek ve ark. 1996; Kustimur
2000). PFGE, S. aureus populasyonlarinin genetik varyasyonlarini belirlemede
giiclii ve iy1 bilinen bir metottur. Schwartz ve Cantor tarafindan 1984’te
gelistirilmis olan bu yontem agaroz jel elektroforezinin bir varyasyonudur ve
giiniimiizde molekiiler tiplendirme yontemleri icerisinde “altin standart” olarak
kabul edilmektedir. Standart jel elektroforezinden en belirgin farki uygulanan
elektrik akim alaninin, yoniiniin ve siddetinin sabit olmamasi, tekrarlanan bir
bicimde degistirilmesidir (Cakir 2007; Zadoks ve ark. 2000). Diger énemli bir
fark ise; 50 kilobazdan (kb) daha buyuk DNA molekillerinin yetersiz hareket
yetenekleri nedeniyle jel tizerinde go¢ ederken ayrigmalarinin gézlemlenememesi
ve 750 kb’dan blyik olan DNA molekillerinin kirllganliklarinin fazla olmasi
nedeniyle jel iizerinde goglerinin olumsuzluklarina PFGE yoOnteminin ¢6ziim
getirmesidir. Yiksek kalitede bozulmamig DNA’y1 “in situ lysis™ (yerinde lizis)
sayesinde geleneksel DNA izolasyon uygulamalarindan farkli olarak agaroz jel
icerisinde gomiilii koruyarak degisken elektriksel alanda kirilmadan go¢ etmesine

ve ayrigmasina imkan saglamaktadir (Giinay, 2012).

PFGE metotunda daha az sayida ve daha uzun fragmentler olusturan
restriksiyon enzimlerin kullanilmasi gerekmektedir. Daha uzun fragmentlerin
olugmasint saglayan enzimler kromozom fizerinde daha az siklikta bulunan
bolgeleri tanirlar ve genomu bu bolgelerden keserler. Boylece 0,5-50 kb arasinda
yuzlerce fragment yerine 10-800 kb uzunlugunda sayilar1 5-20 arasinda degisen
fragmentler olusmaktadir. Enzim sec¢imi yapilirken S. aureus genomunun diisiik
G+C igerigine sahip oldugu dikkate alinarak tanima bdlgesinde G+C igerigi fazla
olan enzimler kullanilmalidir. Gilivenilir ve kolay yorumlanabilir sonuglar i¢in
biitiin genomu sayica 45’ten daha az parcaya ayirabilecek kriterlere sahip Smal

(CCCGGQG) enzimi ¢alisgmaya uygun bulunmustur (Saglam 2011; Giinay 2012).
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Elde edilen DNA fragmentleri elektroforez islemi sirasinda, konvansiyonel
tekniklerde kullanilan agaroz jelin eleme etkisi nedeniyle ekarte edilmektedir.
Konvansiyonel metotlarda DNA fragmentleri diiz bir dogrultuda katottan anota
dogru hareket ederken PFGE’de elektrik akiminin yonii kisa zaman araliklarla

periyodik olarak (pulsed) siirekli degismektedir (Weller, 2000).

Calismamizda kullanilan PFGE analiz parametreleri, cesitli matematiksel
hesaplamalar sonucunda optimize edilerek elde edilmis ve daha Once baska
arastirmacilar tarafindan da denenmislerdir (Bannerman ve ark., 1995). Bu
parametreler analiz edilen izolatlarin arastirilmak istenilen genom bdlgelerine,
genom boyutlarina gore degismektedir. Kullandigimiz marker (Bio-Rad Lambda
Ladder) icin belirlenen 48,5-485 kilobaz (kb) biiyiikliikkleri arasindaki bant
paternlerini elde etmek icin atilim agisi1 (pulse angle) 1207, akim hiz1 6 volt/cm
(200V) sartlarinda, baslangi¢ atilim zamani (initial pulse time) 5sn, bitis atilim

zamani (final pulse time) 40sn olarak ayarlanmistir (Birren ve Lai, 1993).

Ayni PFGE analiz parametreleri sartlarinda (atilim agis1 120°, akim hiz1 6
volt/cm, 0,5X TBE tamponu vyiiriitme sicaklizi 14 C), 50-1000 kb boyutlari
arasinda Lambda ladders ve S. cerevisiae mayasinin kromozomlari farkli atilim
araliklarinda aynistirlldiginda elde edilen sonuglarda (Sekil 4.2) farkhi
biiyiikliiklerde bant paternleri elde edilmistir (Birren ve Lai, 1993).
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Sekil 4.2. Farkli atilim araliklarinda ayrimlar1 yapilmig (switch intervals) 50-1000 kb biyuklukleri
arasindaki DNA’lar (Birren ve Lai, 1993)

Tenover ve ark. (1995), pulsed field jel elektroforezini epidemiyolojik
hastaliklarda salgin suglar1 tanmimlayabilmek amaciyla kullanmis ve olusan
makrorestriksiyon ~ fragmentlerini  genetik  olaylar ile  iliskilendirerek
yorumlanmasina yardimeci olan bazi kriterler gelistirmistir (Cizelge 4.6). PFGE
bant profilleri ayn1 olan bakterileri ayn1 kabul edilirken, bant sayisinda farklilik
sayis1 yediden blyiik goriildiiglinde izolatlarin birbirleri ile iligkisiz strainler

olduklar1 s6ylenilebilmektedir.
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Cizelge 4.6. PFGE profillerini yorumlama kriterleri (Tenover ve ark., 1995)

Kategori Salgin strain ile Salgin strain ile Epidemiyolojik
arasindaki genetik  fark gosteren bant  yorum
fark sayisi sayIs1
Ayni 0 0 izolat, salginin bir
pargast
Yakin Tliskili 1 1-3/2-3 Izolat salginla yakin
iligkili
Olast liskili 2 4-6 Izolat salginla olas1
iligkili
Farkli >3 >7 izolat salginla
iligkisiz

Calismamizda ribotiplendirme ile S. aureus olarak identifiye edilen 77 adet
izolatin genotipik benzerlikleri Smal enzimi kullanilarak arastirilmis ve 19 farkli

pulsotip belirlenmistir.

Pulsotip dagilimlari; 77 S. aureus strainlerinden pulsotip 1’de %4 (3 strain),
pulsotip 2’ de %1 (1 strain), pulsotip 3 ‘te %1 (1 strain), pulsotip 4’te %1 (1
strain), pulsotip 5 ‘te %4 (3 strain), pulsotip 6’da %1 (1 strain), pulsotip 7°de %3
(2 strain), pulsotip 8’de %1 (1 strain), pulsotip 9’da %1 (1 strain), pulsotip 10’da
%1 (1 strain), pulsotip 11’de %49 (38 strain), pulsotip 12°de %1 (1 strain),
pulsotip 13’te %1 (1 strain), pulsotip 14’te %1 (1 strain), pulsotip 15’te %1 (1
strain), pulsotip 16’da %1 (1 strain), pulsotip 17°de %1 (1 strain), pulsotip 18’de
%1 (1 strain), pulsotip 19°da %22 (17 strain) olarak belirlenmistir. isletmeler baz
alinarak inceleme yapildiginda; E3, B1, A2 ve D1 ciftliklerinde sadece pulsotip
11 (G11), B2 ¢iftliginde sadece pulsotip 19 (G19), D2, D3,S1 ve S2 ciftliklerinde
sadece pulsotip 11 ve 19 (G11-G19) gozlemlenmistir.

Olusan dendograma gore 4. ve 7. pulsotipler ile 5. ve 6. pulsotipler
birbirleriyle yaklasik %98 oraninda benzer, 14. ve 18. pulsotipler ile 8. ve 11.
pulsotipler birbirleriyle yaklasik %97 oraninda, diger tiim gruplarin birbirleriyle
%75 oraninda benzer olduklar1 bulunmustur. Pulsotipler arasindaki bant farklilig
sayilar1 Tenover ve ark. (1995) kriterlerine gore degerlendirildiginde; G5 ve G6

gruplar1 arasinda 2 bant farki goriilerek birbirleriyle en yakin genetik iliskide
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olduklari, G4-G7 ve G14-G18 gruplar1 arasinda 3 bant farki, G8 ve G11 gruplari
arasinda 4 bant farki, G3 ve G5 gruplarn arasinda 5 bant farki, G4-G5-G6-G7
gruplar1 arasinda 6 bant farki, G4 ve G5 gruplarn arasinda ise 7 bant farki
belirlenmistir. G5 ve G6 gruplarinda yer alan izolatlar, G4 ve G7 gruplarinda yer
alan izolatlar ve G14 ve G18 gruplarinda yer alan izolatlarin birbirleriyle yakin
iligkili olduklar1 sdylenebilir. G8 ve G11 gruplarinda yer alan izolatlar, G3 ve G5
gruplarinda yer alan izolatlar ve G4-G5-G6-G7 gruplarinda yer alan izolatlar
birbirileriyle olas1 iliskili; G4 ve G5 gruplarinda ve geriye kalan diger tim
gruplarda yer alan izolatlarin birbirleriyle iliskisiz olduklar1 soylenebilir.
Pulsotipler arasindaki farkli fragment sayilar1 Tenover ve ark. (1995) kriterlerine
gore degerlendirildiginde dendogram verileri ile birbirlerini destekler nitelikte

olduklar1 goriilmiistiir.

Schlichting ve ark. (1993) epidemiyolojik olarak iligkili olmayan iki
kaynaktan izole ettikleri 69 Staphylococcus aureus izolatin1 Smal restriksiyon
enzimi kullanarak pulsed field jel elektroforezi ile tiplendirmisler ve sonuglarini
diger tiplendirme metotlar1 olan faj tiplendirmesi, serotiplendirme ve
zimotiplendirme ile karsilastirmislardir. Bu dort tiplendirme metodu ile S. aureus
tipleri arasinda iyi bir korelasyon yakalamiglardir. Bu genom tiplendirme
caligmalarinin  sonucunda pulsed field jel elektroforezinin sadece strain
identifikasyonu i¢in giiclii bir metot olmakla kalmayip ayni1 zamanda S. aureus
strainlerinin klonal akrabaliklarinin ayrilmasinda, ¢éziimlenmesinde de etkili bir

metot oldugu ¢ikarimini1 yapmislardir.

Stephan ve ark (2001) Kuzeydogu Isvigre’de 34 farkli ¢iftlikten, mastitisli
34 siit sigirni  siit Orneklerinden elde ettikleri 34 enterotoksin iireten
Staphylococcus aureus izolatin1 identifiye etmisler ve sonrasinda fenotipik ve
genotipik metotlarla karakterize etmislerdir. Calismalarinin igerigi; stafilokokkal
enterotoksin (SE) tiplerinin identifikasyonu, antibiyotik duyarlilik testi, hemoliz
6lcim, egg yolk reaksiyonu, clumping faktor ve lateks aglutinasyonu sayesinde
protein A tespiti, S. aureus’da 16S-23S rRNA *“intergenic spacer” bdlgesini
kodlayan genlerin spesifik parcalarmin ve clumping faktor (clfA) geninin PCR

analizi, X bolgesi ve protein A (spa) geninin IgG-baglayici bolgesi, koagiilaz geni
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(coa) ve ek olarak kromozamal DNA’nin makrorestriksiyon analizidir. Tekli SE
olusturan 26 kiiltiir i¢inde, 23 SEC ve ii¢ adet SED olusturdugunu ve sekiz
kilttiriin SEAD olusturucu oldugunu bulmuslardir. 22 adet SEC olusturan izolatin
ayni zamanda TSST-1 i¢in pozitif oldugunu gormiislerdir. Bir enterotoksin tipine
sahip kdltirlerin ¢ogunun ayni1 zamanda protein A geninin IgG-baglayic
bolgesinin boyutlarinda X bolgesi tekrarlarinin, boyut ve sayir olarak ciddi bir
benzerlik gosterdigini belirtmiglerdir. Makrorestriksiyon analizinin 11 PFGE
paterni ortaya c¢ikardigini, birbirleri ile sadece birka¢ fragmentte farklilik
gosterdiklerini ve bu durumunda yakin klonal akrabalifi ortaya ¢ikardiginm

bulmuslardir.

Hennekinne ve ark. (2003); cesitli kaynaklardan (insan, hayvan, gida) izole
edilen 73 adet S. aureus ve 1 adet S. simulans izolatin1 PFGE yo6ntemi ile analiz
etmigler ve 62 patern olustugunu gozlemlemislerdir. S. aureus izolatlarindan
olusan birinci grup ile sadece S. simulans izolatindan olusan ikinci grup arasinda
%20 oraninda benzerlik oldugunu belirlemislerdir. S. aureus grubunun da kendi
icerisinde %50 benzerlik gosteren 14 alt grubu oldugunu belirtmislerdir. Ayni
biyotip igerisindeki strainlerin %86’sinin ayni alt gruplarda yer aldiklarini ve
pulsotipler ve biyotipler arasinda giliclii bir korelasyonu ilk kez kendi
caligmalarinda gosterdiklerini savunmuslardir. PFGE tiplendirme ydnteminin
geleneksel S. aureus biyotiplerini ayrim giiciinde basarili oldugunu ve
biyokimyasal tiplendirmeden daha giiclii bir ayrim giiciine sahip oldugunu
belirtmislerdir.

Vasudevan ve ark. (2003) sigir mastitisinden izole edilmis S. aureus
izolatlarinda in vitro slime yapisi, biyofilm olusumu, ica gen bolgesi varligt ve
icaA ve icaD genlerini incelemeyi amaglayan bir ¢alisma yapmislardir. 35
izolattan 32’sinin Kongo Red Agar plak yontemiyle slime olusumunu test etmisler
fakat izolatlarin sadece 24 tanesinin in vitro biyofilm olusturdugunu bulmuslardir.
Bununla birlikte, 35 izolatin hepsinin ica bolgesi, icaA ve icaD genlerine sahip
oldugunu belirtmislerdir. Calismalar1 ile mastitis etmeni S. aureus izolatlar
arasinda ica genlerinin biiyiik oranda yayginligini ve onlarin varliginin her zaman

slime ya da biyofilmin in vitro formu ile iliskili olmadigini géstermiglerdir.
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Eslampour ve ark. (2009) Iran’daki mastitisli S. aureus izolatlarinin
molekiiler karakterizasyonunun bilinmedigini belirterek, Tahran’da PFGE ile
saptadiklar1 yaygin S. aureus klonlari c¢alismalarinda rapor etmislerdir. Siit
orneklerinden 68 S. aureus izolatini kiiltiir etmislerdir. S. aureus izolatlarin1 gram
boyama, koagiilaz olusturma, katalaz, DNaz, oksidaz ve mannitol fermantasyonu
testleri ile identifiye etmislerdir. Spesifik primer kullanarak PCR ile niikleaz
(nucA) kodlayan geni incelemislerdir. 68 S. aureus izolatinin makrorestriksiyon
analizi PFGE ile 10 6zgiin pulsotip belirlemis ve bu pulsotipleri 7 PFGE tipinde

gruplandirmiglardir.

Morandi ve ark. (2009) yaptiklar1 calismada 122 farkh ¢ig siit 6rneginden ve
8 farkli insan Orneginden toplamda 130 Staphylococcus aureus strainini izole
etmiglerdir. Biyokimyasal profiller (Biolog GP), koagilaz genin restriksiyon
fragment uzunluk polimorfizmi (coaRFLP), rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA
(RAPD) ve multilocus variable number tandem repeat analysis (MLVA) olmak
tizere dort farkl tiplendirme teknigi uygulamiglardir. Bunlara ek olarak kodlanmig
stafilokokkal enterotoksin genlerinin dagilimini arastirmak icin multiplex-PCR
kullanmislardir. Calismanin sonuglari ile test edilen S. aureus strainleri arasindaki
isaretli genomik ve fenotipik cesitlilik ortaya c¢ikarilmistir. Kullandiklar1 tiim
tekniklerin strain tiplendirmesinde uygun olduklar1 ama tiplendirme sisteminin
anahtar parametresi olan ayrim giiciine dayali teknikler olan MLV A ve Biolog GP

teknikleri en giigliileri olarak belirlenmistir.

Dendani ver ark. (2010) Fransa’da 5 aylik bir periyotta klinik mastitisten
etkilenmis 32 adet sigirin siit 6rneklerinden 32 tane Staphylococcus aureus straini
toplamiglardir. identifikasyonun fenotipik ve genotipik karakterizasyonu igin 25 S.
aureus straini hedef olarak secilmis ve antibiyotik duyarlilik ve Pulsed Field Jel
Elektroforezi (PFGE) teknikleri ile epidemiyolojik olarak test edilmislerdir.
Kromozomal DNA’nin Smal enzimi ile kesiminden sonra 9 farkli genetik profil
elde edilmistir. Bu genetik profiller icerisinde genotip A ve genotip B olmak Uzere
iki major pulsotip belirlenmis ve bu gruplarda yer alan S. aureus strainlerinin

mastitis olusma nedenlerinde dominant genotipler olduklar: bildirilmistir.
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Aydin ve ark. (2011) Tiirkiye, Marmara Bolgesi’nde yaptiklar1 ¢aligmada
perakende satis yapan marketler ve siit ciftliklerinden S. aureus varligini
berlirlemek icin 1070 gida 6rnegi toplamiglardir. Gida 6rneklerinin 115°1 et (s1gir
eti, koyun eti, tavuk ve hindi eti), 15’i et Grlnleri (sucuk, salam, sosis), 303’ sut
ciftliklerinden toplanan ¢ig siit, 452’si siit iiriinleri (peynir, yag, yogurt ve krema),
141°1 unlu mamiiller (pasta, yufka ve kek) ve 44’ hazir gida iriinlerini
icermektedir. 147 izolat disinda, 92 adetini enterotoksijenik bulmuslar ve bu
enterotoksin genlerini belirlemek igin PCR ve ELISA metotlarini kullanmiglardir.
PFGE analiz yontemi ile enterotoksijenik S. aureus izolatlarinin genetik akrabalik
iligkilerini arastirmiglar ve farkli ya da ayni1 kaynaktan gelen izolatlarin 13 farkli
grup olusturdugunu goézlemlemislerdir. Diger enterotoksijenik izolatlarin yakin
bant paternleri sergilediginden bahsetmis ve Marmara Bolgesi’nde enterotoksinler
ve akraba gen bilesimi gosteren S. aureus gida drnekleri ile ilk kez kendilerinin

calistiklarin1 savunmuslardir.

Monecke ve ark. (2011) Birlesik Arap Emirlikleri’nde, hem populasyon
yapisi hem de toksin genlerin ve rezistans markerlarin tasinmasi hakkinda bilgi
elde etmek amaciyla Dubai tek horgiiglii develerinden toplanan 45 izolatlik bir
koleksiyonu genotiplendirmislerdir. Rezistans genlerin az bulundugunu
ispatlamiglardir. 45 izolattan sadece tgiliniin (%6,67) beta-laktamaz operonu
tasidigini ayn1 zamanda tetrasiklin rezistans geni tetK’nin da bu ii¢ izolatta
saptandigini belirtmislerdir. Ne mecA genini ne de diger rezistans genleri MRSA
olarak tamimlanan izolatlarda bulamamis fakat genel virlilans markerlar olan
I6kosidin genleri lukD + IukE, stafilokinaz geni sak, enterotoksin gen kiimesi egc
ve enterotoksin A geninin farkli bir varyasyonunu igerdiklerini saptamiglardir. Bir
izolatin da Panton-Valentine l6kosidin kodlayan genler igin pozitif oldugunu
belirlemislerdir (IukF-PV + IukS-PV). Calismalarinin populasyon yapisi, toksin
genlerinin varligi ve orta dogu develerinde bulunan S. aureus strainlerinin

rezistans markerlarinin ilk genotiplendirme bilgisini sagladigini belirtmislerdir.

Ote ve ark. (2011) Belgika’da klinik ve subklinik mastitis hastasi sigirlarin
sttlerinden izole ettikleri S. aureus strainlerinin genetik profillerini belirlemek

amagh ¢alisma yapmuslardir. Spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 40
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ortak virulans geninin varligini incelemislerdir. Cok sayida genotipik subtipleri
belirlemis, S. aureus izolatlarinda virulans genlerin varligindan baska biiylik
varyasyonlar1 ispatlamis ve strain populasyonlarinin biiyiik 6l¢iideki cesitliligin
sigirlarda mastitise neden olabilecegini belirtmiglerdir. Diger yapilan ¢aligsmalarla
dogru orantili olarak, 40 genden bazilarinin mastitis nedenli S. aureus izolatlar1 ile
ilgili oldugunu ama digerlerinin ilgili bulunmamis ya da nadiren bulunmus

oldugunu gostermislerdir.

Costa ve ark. (2012) Brezilya siit siiriilerindeki sigir mastitislerinden izole
ettikleri S. aureus strainlerinde, PCR-RFLP analizi ile populasyon gesitliligini,
koagiilaz geninin 3" ucunun sekans dizilimini ve strainlerin antimikrobiyallere
duyarliligin1 degerlendirmislerdir. Elde ettikleri sonuglar ile calistiklar1 S. aureus
populasyonunda genis bir gesitlilik oldugunu ve baskin kolonilerin varliginin ¢ogu
enfeksiyonun sorumlusu oldugunu belirtmislerdir. PCR-RFLP analizlerinde
baskin tipler arasinda iliski olmadigini1 ve mastitisin teshis edilmis formlar1 ya da

farkli paternlerin hicbirinin antimikrobiyal duyarlilig1 olmadigini belirlemislerdir.

Gharsa ve ark. (2012) Tunus’ta 2010 yili boyunca, iki ¢iftlik ve bir
mezbahada bulunan 163 saglikli koyundan nazal swablar toplamislardir. Ornekleri
Staphylococcus aureus ve iyilesen metisilin-direncgli S. aureus (MRSA) i¢in Baird
Parker agar ve ORSAB medium’a sirasiyla inokiile etmislerdir. ORSAB
medium’da 163 O6rnekten 5 tanesi (%3) saptamislardir. MRSA izolatlarint mecA
pozitif bulmuslardir. MRSA izolatlarinin ya ayirt edilemeyecek derecede benzer
ya da yakin akraba PFGE paternleri gosterdigini ve Panton-Valentine I6kosidin
(PVL) kodlayan IukF/lukS genlerini ve Iluk-ED, hla, hld, hlg genlerini
barmdirdigini belirtmislerdir. 163 6rnekten 68 tanesinde (%41,7) metisilin-duyarl
S. aureus (MSSA) izolatlarim1 geri kazanmiglardir. Sonu¢ olarak, saglikli
koyunlarin burun deliklerinin PVL-pozitif topluluk-MRSA ortakli organizmalar
icin rezervuar olabilecegini ve halk sagliginda potansiyel bulasici olduklarin

savunmuglardir.

Ribotiplendirme analizi sonucu elde edilen diger 27 adet bakteriden
bazilarinin mastitis vakalarinda rastlanilan bakteriler olmasina ragmen bazilarinin

ise mastitis ile iliskisini belirten bir ¢aligma bulunamamustir.
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Liithje ve Schwarz (2005) s1g1r mastitisi ile iligkili patojenlerin kontrolii i¢in
koagiilaz negatif stafilokoklar1 (KNS) antimikrobiyal etkenlerine ve makrolid ve
linkozamid (ML) direnclerine goére analiz etmislerdir. Toplamda 298 KNS
izolatin1 2003 ve 2005 yillar1 arasinda Almaya’da subklinik mastitisli sigirlardan
toplamiglardir. Standardize identifikasyon kiti kullanarak Staphylococcus
chromogenes (99 izolat, %32,2), Staphylococcus simulans (69 izolat, %23,2),
Staphylococcus epidermidis (35 izolat, %11,7), Staphylococcus xylosus ve
Staphylococcus haemolyticus (her birinden 28 izolat, %9,4) tirlerini identifiye
etmiglerdir. Bu tiirlerin ayn1 zamanda KNS’ler igerisinde en yaygin tiirler
olduklarini belirtmislerdir. Bunlara ek olarak Staphylococcus warneri (13 izolat),
Staphylococcus sciuri (8 izolat), Staphylococcus equorum (6 izolat),
Staphylococcus saprophyticus (3 izolat), Staphylococcus capitis, Staphylococcus
cohnii, Staphylococcus hominis (her birinden 2 izolat) ve tek izolat
Staphylococcus caprae, Staphylococcus arlettae ve Staphylococcus gallinarum

tiirlerini de identifiye etmislerdir.

Delgado ve ark. (2008) laktasyonal mastitis olgusunun mikrobiyal
cesitliligini 20 adet kadinin memelerinden alinan siitlerde PCR-DGGE analiz
yontemleriyle caligmiglardir. Sonuglarda stafilokoklar1 bakteriyel dominant grup
ve Staphylococcus epidermidis’i dominant tiir olarak belirlemislerdir. DGGE
markerlarindan Marker 1’in S. aureus, Klebsiella oxytoca, Pseudomonas
fluorescens, Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis,
Rothia mucilaginosa ve Streptococcus parasanguis izolatlarini igerdigini; Marker
2’nin Lactobacillus salivarius, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus gasseri ve

Lactobacillus fermentum izolatlarini igerdigini saptamiglardir.

Kaynarca ve Tiirkyllmaz (2009) sigir mastitislerine neden olan stafilokok
strainlerinde metisilin direnci ve slaym olusumunu incelemek i¢in 152 sagmal
inekten 339 mastitisli siit rnegi toplamislardir. izole edilen mikroorganizmalarin
cins dizeyinde identifikasyonunu standart biyokimyasal yontemlerle, koagilaz
pozitif stafilokok (KPS) ve koagulaz negatif stafilokok (KNS) strainlerinin tir

diizeyinde identifikasyonunu ise sekans analizi ile yapmislardir. Mastitis etkeni
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olarak ilk siray1 KNS’lar (%24,5) alirken, bunu KPS’larin (%20,9) takip ettigini,
sonrasinda ise mayalar (%12,1), E. coli (%9,3), Streptococcus spp. (%6,2),
Bacillus spp. (%5,6), Shigella spp (%3,5), Pseudomonas spp. (%2,6) ve diger

mikroorganizmalar1 (%2,4) identifiye ettiklerini belirtmislerdir.

Pankaj ve ark. (2013) subklinik mastitisli Murrah sigirlarinin etiyolojik
etmenlerini ve antibiyogramlarini ¢alismiglardir. Goriiniis olarak saglikli goriilen
82 sigirdan toplamda 326 siit 0rnegi almiglardir. Analizler sonucu 44 organizma
ortaya ¢ikartmiglardir. Bunlarin  %15,90’1 koagiilaz pozitif stafilokoklar,
%47,72’si koagilaz negatif stafilokoklar, %25’i Streptococcus dysgalactiae,
%9.09°u Streptococcus agalactiae, %2,27’si Streptococcus uberis ve %13,63’0 de
Staphylococcus spp. ve Streptococcus spp. karigimi olarak bulunmustur.
Stafilokoklar arasinda baslica izolatlar olarak Staphylococcus aureus ve
Staphylococcus haemolyticus, onlar1 takiben Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus simulans, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus pasteuri,
Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus, Staphylococcus arlettae ve

Staphylococcus gallinarum izolatlarini identifiye etmislerdir.

Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus strainleri Brezilya’da bir
calismada nozokomiyal kan dolasim sisteminde, bagka bir ¢alismada kan ve deri
kaynakli strainler olarak calisilmis ve insan-kan kaynakli bakteriler olduklari

belirlenmistir (Kloos ve ark. 1998; Palazzo ve ark. 2008; Piessens ve ark. 2010).

Pseudomonas fluorescens tiirli insan kaynakli mastitis hastaliginda
goriilmiis olmasi ile birlikte Pseudomonas bathycetes ve Escherichia coli tirleri
ile biitlin hiicrelerdeki protein sentezinde yiliksek hidrostatik basincin etkileri
arastirilirken saptanan bakteriler arasinda da yer almistir (Pope ve ark. 1974). Bu
lic bakteri tiirli protein sentezi barotoleransi Olgiiliirken yine beraber bagka bir

calismada da ¢alisilmislardir (Landau ve ark. 1976).
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Sonug olarak;

1. Bu calisma ile mastitisli siitlerden izole edilen bakteriler arasinda S.
aureus ile ayn1 anda baska etmenlerin de bulunabilecegi saptanmistir. Mastitis
etmeni olabilen S. aureus disindaki bu bakteriler Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus pasteuri, Enterococcus faecalis, Hydrogenophaga flava,
Staphylococcus chromogenes, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
warneri, Staphylococcus epidermidis ve Pseudomonas fluorescens olarak
tamimlanmistir. Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus ve Pseudomonas
bathycetes ise mastitis ile iliskili olmayan bakterilerdir.

2. Ribotiplendirme ile S. aureus olarak tanimlanan izolatlar toplamda 8
ribogruba ayrilmis olup, ribogrup 3 dominant grup olarak belirlenmistir.
Olusturulan dendogram sonucunda ribogrup 7 ve 8 ile ribogrup 1 ve 2’nin
birbirleri ile yaklasik %98 oraninda genotipik benzerlik gosterdikleri ve diger tiim
gruplarin birbirleri ile %75’in lizerinde benzer olduklari belirlenmistir.

3. Bu c¢alismada kullanilan PFGE analiz yontemi ile izolatlarin Giftlik-
pulsotip iligkisi gosterilmis olup dominant pulsotipler sirasiyla G11 ve G19 olarak
belirlenmistir. PFGE dendograminda yer alan benzerlik oranlar1 (%98, %97, %75)
ile PFGE yorumlama kriterlerine dayali bant sayilarindaki farkliliklar dogru
orantilt bulunmustur. G5 ve G6 gruplarinda yer alan izolatlar, G4 ve G7
gruplarinda yer alan izolatlar ve G14 ve G18 gruplarinda yer alan izolatlarin
birbirleriyle yakin genetik iligkili olduklari;; G8 ve GI11 gruplarinda yer alan
izolatlar, G3 ve G5 gruplarinda yer alan izolatlar ve G4-G5-G-G7 gruplarinda yer
alan izolatlar birbirileriyle olasi iliskili; G4 ve G5 gruplarinda ve geriye kalan
diger gruplarda yer alan izolatlarin birbirleriyle iliskisiz olduklar1 sonucuna
varilmstir.

4, Calismamizda ribotiplendirme yontemi ile belirlenen ribogruplar (8
ribogrup) ile pulsotipler (19 pulsotip) birbirleriyle tamamen ¢akismasa da
benzerlikleri saptanmistir. PFGE analizinde en yogun pulsotip olan G11°de yer
alan izolatlarin bir kismunin ribotiplendirmede birbirleriyle %98 benzerlik
gOsteren ribogrup 2, ribogrup 7 ve ribogrup 8’de yer alan izolatlarla ayni1 oldugu
belirlenmistir. Ribogruplar 7 ve 8’de yer alan izolatlarinin bir kismmin da PFGE

analizinde %98 ve %97 benzerlik oran1 gésteren G5, G7 ve G8 pulsotiplerinde yer
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aldig1 belirlenmistir. Ribotiplendirme ile strain identifikasyonunun givenilir bir
sekilde kromozamal DNA’nin PFGE analiz yontemi ile kombine olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir.

5. PFGE ve ribotiplendirme yontemleri mastitis etmeni S. aureus
strainlerinin  epidemiyolojik c¢alismalarinda giivenilirlik, tekrarlanabilirlik,
hassasiyet ve ayrim giicii bakimlarindan elverisli, kullanilabilir metotlardir.
Alternatif olarak yeni bir yontem olan, DNA sentezi esnasinda ortaya ¢ikan
pirofosfatlarin saptanmasi esasina dayali ger¢cek zamanl kantitatif bir dizi analizi
teknigi olan pirosekanslama metotu ile calisalabilir (Masoud ve ark. 2012;
Oikonomou ve ark. 2012).

6. Calisma sonucunda mastitis etmeni olmayan Pseudomonas
bathycetes ve Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus bakterilerinin
saptanmas1 ve bu bakterilerin insan kan1 ve derisinde rastlanilan bakteriler olmasi
izolatlarin siit sagimi veya kaynaktan izole edilip tarafimiza ulastirilmasi

siralarinda kontaminasyondan kaynaklanabilecegini diisiindiirtmektedir.

Oneriler

Tarafimiza ulagtirnlmadan once gergeklestirilen APl  testleri ve
konvensiyonel biyokimyasal teknikler ile 104 adet izolatin S. aureus bakterisi
olarak tanimlanmis olmasi geleneksel identifikasyon metotlarinin giivenirliginin
yuksek derecede olmadigini gdstermistir. Bu tip metotlarin mutlaka molekiiler

tiplendirme metotlari ile desteklenmesi gerekmektedir.

Ribotiplendirme kit gerektirmesi yonunden pahali olmasi dezavantajina
sahiptir. Ancak bir gun icerisinde 24 izolat identifiye edilebilir. PFGE yéntemi bu
sireden daha uzun zaman alsa da daha az masrafli olup, aymrim gici
ribotiplendirmeden cok daha kadar ylksektir. Bu nedenle “altin standart” olarak

gecerliligini korumaktadir.

Siit sagim esnasinda ¢alisan personel veya kisilerin hem kendi sagliklari

hem de hayvan sagligi acisindan steril bir sekilde caligmalar1 gerekmektedir.
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Bunun yant sira kullanilan sagim ekipmanlarinin bakimlar1 ve temizligi periyodik
olarak yapilmalidir. Patojen mikroorganizmalar c¢evreye kolay yayildigi igin

hayvan barinak temizligi ve beslenme kosullarina dikkat edilmelidir.

Masititis hastaligi tek tip olmayip latent, subklinik ve klinik mastitis olmak
tizere (¢ tipi mevcuttur. Ozellikle subklinik mastitis ¢esidinin goriilme sikliginin
fazla olmasi ve hastaligin gozle goriiliir belirtiler gostermeden ilerlemesi
nedenleriyle hayvan veteriner kontrolleri diizenli bir sekilde yaptirilmalidir. Hasta

oldugu teshis edilen hayvanlar derhal ortamdan izole edilmelidirler.

Bu caligmada kullanilan mastitit etmeni izolatlarin toksin profillerinin
arastiritlmasi bir sonraki ¢alisma konusu olup, makale haline getirilmesi i¢in bu

eksikligin giderilmesi blyiUk 6nem tagimaktadir.
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