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Subklinik mastitisli inek sütlerinden izole edilen Staphylococcus 
aureus izolatlarında bazı toksin genleri ve metisilin direnç geninin 

araştırılması 
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Özet: Bu çalışma subklinik mastitisli inek sütlerinden izole edilen Staphylococcus aureus izolatlarında bazı stafilokokal 

enterotoksin, Panton-Valentine lökosidin genleriyle metisilin direnç geninin araştırılması amacıyla yapılmıştır. Araştırmada 60 S. 
aureus izolatı kullanılmış ve genlerin belirlenmesinde polimeraz zincir reaksiyonundan yararlanılmıştır. İzolatların sekizinde (% 
13.33) seg-sei, altısında (% 10.00) sej, dördünde (% 6.67) sec ve üçünde (% 5.00) ise seh geni belirlenmiştir. Toplam on altı (% 
26.67) izolatta bir veya daha fazla enterotoksin geni tespit edilmiştir. İncelenen izolatlarda enterotoksin genlerinden sea, seb, sed, see 
ve tsst belirlenemezken dördünde (% 6.6) Panton-Valentine lökosidin geni ve ikisinde (% 3.30) metisilin direnç geni belirlenmiştir. 
Sonuç olarak subklinik mastitisli sütlerde bulunan S. aureus izolatlarının enterotoksin üretebilecekleri ve metisilin direnç geni 
taşıyabilecekleri belirlenmiştir. Bu durum halk sağlığı açısından önemli bir risk oluşturmaktadır.  

Anahtar sözcükler: Enterotoksin, İnek, Metisilin direnci, Panton-Valentine Lökosidin, Staphylococcus aureus. 

Investigation of some toxins genes and methicillin resistance gene in Staphylococcus aureus isolates 
from cows with subclinical mastitis 

Summary: The aim of this study was to investigate the genes of some staphylococcal enterotoxins and Panton-Valentine 
leukocidin and methicillin resistance of Staphylococcus aureus strains isolated from subclinical bovine mastitis. In this study, 60 S. 
aureus isolates were used and the genes were detected by PCR. seg-sei, sej, sec and seh genes were detected in eight (13.33%) 
isolates, six (10.00%) isolates, four (6.67%) isolates and three (5.00%) isolates, respectively. Sixteen (26.67%) isolates were found to 
harbor one or more toxin genes. None of the investigated isolates harbored sea, seb, sed, see, and tsst genes, while four (6.6%) 
isolates and two (3.30%) isolates had Panton-Valentine leukocidin gene and mecA gene, respectively. As a conclusion, it was 
determined that S. aureus strains isolated from cows with subclinical mastitis could produce enterotoxin and harbor mecA gene. This 
situtiation could be a potential risk factor for public health. 
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Giriş 

Staphylococcus aureus insan ve hayvanlarda çok 
sayıda hastalığa neden olabilmektedirler. İneklerde 
görülen mastitislerin en önemli patojenlerinden biridir 
(1). S. aureus’un klinik izolatları, patojenitelerine katkısı 
olan toksik şok sendrom toksin-1 (TSST-1), stafilokokal 
enterotoksinler (SEs), ekfoliatif toksinler (ETA ve ETB) 
ve lökosidinlerden bir ya da daha fazla sentezleyebil-
mektedirler. TSST-1 ve enterotoksinler pirojenik toksin 
süperantijenler (PTSAgs) olarak bilinmektedirler. Ayrıca 
TSST-1’e önceleri stafilokokal pirojenik ekzotoksin C ve 
stafilokokal enterotoksin F adları da verilmiştir (5). Bazı 
stafilokokal enterotoksinler, klasik enterotoksinler gibi 
primatlar üzerinde kusmaya neden olmadıklarından 
dolayı stafilokokal enterotoksin benzeri toksinler olarak 
(SE-like, SEI) tanımlanmışlardır. Günümüzde toplam 19 
SEs ve SE-like (SEI) toksin belirlenmiştir. Bunlardan 5’i 

iyi tanımlanmış klasik stafilokokal enterotoksinler (SEA, 
SEB, SEC, SED ve SEE) ve 14’ü yeni stafilokokal 
enterotoksinler (SEG, SEH, ve SEI) veya stafilokokal 
enterotoksin benzeri (SElJ, SElK, SElL, SElM, SElN, 
SElO, SElP, SElQ, SElR, SElU ve SElV) toksinler olarak 
ayrılmaktadırlar (6, 30). Stafilokokal enterotoksinler 
(SEs) ile kontamine gıdaların tüketimi ile ortaya çıkan 
stafilokokal gıda zehirlenmeleri, insanlarda görülen en 
yaygın gıda kaynaklı hastalıklardandır (2, 6).  

S. aureus süt sığırı yetiştiriciliğinde önemli ekonomik 
kayıplara neden olan mastitislerden en sık izole edilen 
bakteridir. İnfekte ineklerden elde edilen sütler 
enterotoksijenik S. aureus izolatlarının ana kaynağıdır 
(33).  

İneklerin mastitisten korunmasında ve tedavisinde 
antibiyotik kullanımı oldukça yaygındır. Bu durum 
antibiyotik dirençli bakterilerin ortaya çıkmasına neden 
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olabilmektedir. Bu nedenle antibiyotiklere dirençli 
bakterilerin tespiti özellikle de metisilin dirençli S. aureus 
(MRSA)’ların belirlenmesi oldukça önemlidir (27). 
MRSA suşları, düşük affiniteli penisilin bağlayan proteinin 
(PBP2-a) sentezini sağlayan mecA geni taşırlar (17).  

Son yıllarda insan ve veteriner hekimliği alanlarında 
S. aureus izolatlarının sahip olduğu virulens faktörlerin 
tespitinin önemi vurgulanmakta ve çalışmaların önemli 
bir kısmı S. aureus virülens faktörlerinin çeşitli genotipik 
yöntemlerle değerlendirilmesi konusunda yapılmaktadır 
(11, 22, 28, 29, 30, 32).  

Bu çalışmada subklinik mastitisli ineklerden izole 
edilen S. aureus izolatlarının stafilokokal enterotoksin, 
Panton-Valentine lökosidin genleriyle metisilin direnç 
geninin araştırılması amaçlanmıştır.  

 
Materyal ve Metot 

S. aureus izolatları: Araştırma 2010 yılında 
Kırıkkale ve ilçelerinde ineklerde mastitisle ilgili yürütülen 
bir proje kapsamında (15) elde edilen subklinik mastitisli 
inek sütlerinden laboratuvarda izole edilen 60 S. aureus 
izolatı kullanılarak yapılmıştır. Uygun şekilde alınıp 
laboratuvara getirilen süt örneklerinden kanlı agara (%5 
koyun kanı) 10 mikrolitre miktarında ekimler yapılmış, 
daha sonra 37ºC’de 24 saat inkübe edilmiştir. Üreyen 
koloniler, Gram boyama, morfoloji, hemoliz özellikleri, 
katalaz, oksidaz, tavşan plazması ile tüp koagulaz, 
mannitolün anerobik kullanımı testlerine göre S. aureus 

olarak identifiye edilmiştir. Bu izolatların Kristal Gram 
pozitif ID kit (Becton Dickinson- USA) ile doğrulaması 
yapılmıştır. Bütün izolatlar diğer analizleri yapılana 
kadar % 15 gliserol içeren brain heart infüzyon sıvı 
besiyerinde -20ºC ‘de depolanmıştır.  

S.aureus izolatlarının toksin analizi: S. aureus 
izolatlarının PZR için DNA ekstraksiyonunda izolatlar 
Mueller-Hinton sıvı besiyerinde bir gece inkübe 
edilmiştir. Sıvı kültürler 5000 rpm’de 10 dakika santrifüj 
edilerek bakteriler çöktürülmüştür. Pelet üzerine 1mL TE 
bufer (10 mM Tris-HCl pH 8.0;1mM EDTA) ilave edilmiş 
ve 14000 rpm’de 10 dk santrifüj edilerek bakteriler 
yıkanmıştır. Üst sıvı atıldıktan sonra pelete 50 μL 
lizostafin (100μg/mL) eklenmiş, 10 dk 37ºC inkübe 
edilmiş ve daha sonra 50μL proteinaz K (100μg/ml) ilave 
edilerek 10 dk 37ºC inkübe edilmiştir. Proteinaz K’nın 
inaktivasyonu için ise 10 dk 100ºC kaynatılan 
örneklerden elde edilen DNA −20°C de kullanılana kadar 
saklanmıştır (26). 

Stafilokokal enterotoksin genlerinin (sea-sej), toksik 
şok sendrom toksin geni (tsst), Panton-Valentine lökosidin 
geni (pvl) ve metisilin direnç geni (mecA) primerleri 
literatürlerde bildirilen primer dizilerinden seçilmiştir (3, 
13, 14, 16). Kullanılan primer dizileri Tablo 1’de veril-
miştir. 

Stafilokokal enterotoksin genleri multipleks-PZR 
ile belirlenmiştir. PZR ürünlerinin yakın büyüklüklerde 
olması nedeniyle ayırımlarında zorluklar yaşamamak için 

 

Tablo 1. Çalışmada kullanılan oligonükleotid primerler. 
Table 1. Oligonucleotide primers used in the study. 

Gen Dizilim (5’
- 3’)a Kaynaklar Ürün (bp) 

sea GCA GGG AAC AGC TTT AGG C 
GTT CTG TAG AAG TAT GAA ACA CG 

16 520 

seb-sec ACA TGT AAT TTT GAT ATT CGC ACT G 
TGC AGG CAT CAT GTC ATA CCA 

14 667 

sec CTT GTA TGT ATG GAG GAA TAA CAA 
TGC AGG CAT CAT ATC ATA CCA 

16 284 

sed GTG GTG AAA TAG ATA GGA CTG C 
ATA TGA AGG TGC TCT GTG G 

16 385 

see TAC CAA TTA ACT TGT GGA TAG AC 
CTC TTT GCA CCT TAC CGC 

16 171 

seg CGT CTC CAC CTG TTG AAG G 
CCA AGT GAT TGT CTA TTG TCG 

16 328 

seh CAA CTG CTG ATT TAG CTC AG 
GTC GAA TGA GTA ATC TCT AGG 

16 359 

sei CAA CTC GAA TTT TCA ACA GGT ACC 
CAG GCA GTC CAT CTC CTG 

16 466 

sej CAT CAG AAC TGT TGT TCC GCT AG 
CTG AAT TTT ACC ATC AAA GGT AC 

16 142 

tst GCT TGC GAC AAC TGC TAC AG 
TGG ATC CGT CAT TCA TTG TTA T 

14 559 

pvl  ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 
GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC 

13 433 

mecA FCCTAGTAAAGCTCCGGAA  
CTAGTCCATTCGGTCCA 

3 314 

16S rRNA  F 
16S rRNA  R 

GTA GGT GGC AAG CGT TAT CC 
CGC ACA TCA GCG TCA G  

16 228 

a: Prmimer dizileri 5’→3’ yönünde verilmektedir. Her bir primerin ilk dizisi (üsteki) 5’ ucundan başlarken, ikincisi (alttaki) 3’ 
ucundan başlamaktadır.  



Ankara Üniv Vet Fak Derg, 60, 2013 23

11 primer 2 gruba ayrılarak çalışılmıştır. sed, see, seg, 
sei, ve tsst primerleri karışım1 içinde araştırılmıştır. sea, 
seb-sec, sec, seh, sej ve 16S rRNA primerleri ise karışım 
2 içerisinde hazırlanmıştır. Multipleks-PZR için Lovseth 
ve ark. (2004)’nın protokolü (14); 5μl DNA, 45μL PZR 
karışımı (1X Taq polimeraz tampon çözeltisi, 4 mM 
MgCl2, 2U Taq polimeraz enzimi, 400μM her bir 
deoksinükleosit trifosfat, her bir primerden 300nM) 
kullanılmıştır. İstenilen DNA parçalarını çoğaltmak için 
“thermal cycler (TC-PRO/Boeco)”; 95 ºC’de 10 dk ilk 
denatürasyonu takiben 30 döngü 95 ºC de 1 dk, 64 ºC de 
45 sn, 72 ºC de 1 dk, son uzama ise 72 ºC 10 dk olacak 
şekilde programlanmıştır.  

mecA ve pvl genleri için hazırlanan iki PZR protokolü 
ise 5μl DNA ve 45μL PZR karışımı olacak şekilde 
hazırlanmıştır. PZR karışımı 1X Taq polimeraz tampon 
çözeltisi, 4 mM MgCl2, 2U Taq polimeraz enzimi, 400μM 
her bir deoksinükleosit trifosfat ve her bir primerden 
300nM olacak şekilde ayarlanmıştır. Amplifikasyon 
siklusları ise 95°C’de 5 dk ilk denatürasyon; 30 siklus, 
94 °C ‘de 1 dk, 55 °C 30 sn mecA geni için, 62°C’de 30 
sn Panton-Valentine lökosidin geni (pvl) için, 72°C’de 1 
dk uzama; ve son uzama içinde 72°C’de 5 dk olacak 
şekilde programlanmıştır. 

Tüm PZR ürünleri, %1.5 agaroz jele (1X Tris-
EDTA tampon çözeltisinde 100V/100 dk) her örnekten 
10 μl yüklenerek eletroforeze tabi tutulmuştur ve “UV 
transilluminator (Ingenius, Syngene Bio Imaging)” ile 
bant görüntüleri elde edilmiştir. PZR sonucunda elde 
edilen ürünlerin boyutları 100bp’lik (Vivantis-NL0401) 
belirleyici ile karşılaştırılarak değerlendirilmiştir. 

Bu çalışmada, D4508 (sea, seh), FRI913 (see), 
RIMD 31092 (seb, seg, sei), NTCC9393 (sej, sed, seg, 
sei), FRI137 (sec, seh), ATCC25903(16S rRNA), 
A900322 (seg, sei), ATCC 49775 (pvl), S. aureus 27R 
(mecA) S. aureus referens suşları kullanılmıştır. 

 
Bulgular 

Subklinik mastitisli inek sütlerinden izole edilen 60 
S. aureus izolatının 16 (% 26.67) tanesinde bir veya daha 
fazla stafilokokal enterotoksin geni belirlenmiştir. Sekiz 
(% 13.33) izolatta seg-sei, 6 (% 10.00) izolatta sej, 4 (% 
6.67) izolatta sec, 3 (% 5.00) izolatta ise seh geni tespit 
edilmiştir (Tablo 2, Şekil 1). Ancak izolatlarda sea, seb, 
sed, see ve tsst enterotoksin genleri belirlenmemiştir. 
Altmış S. aureus izolatın 4 (% 6.6)’ünde Panton-
Valentine lökosidin geni ve 2 (% 3.3)’sinde metisilin 
direnç geni tespit edilmiştir (Şekil 2). 

 

Tablo 2.  İzolatlarda stafilokokal enterotoksin, Panton-Valentine 
lökosidin ve metisilin direnç genleri. 
Table 2. Staphylococcal enterotoxin, Panton-Valentine leukocidin 
and methicillin resistance genes of isolates. 

Enterotoksin, Panton-Valentine 
lökosidin ve metisilin direnç genotipi 

İzolat sayısı (%) 

seg-sei 2 (3.28) 
seg-sei-pvl 1 (1.64) 
seg-sei-sec 3 (4.92) 
seg-sei-sec-pvl-mecA 1 (1.64) 
seg-sei-sej-pvl 1 (1.64) 
seh 2 (3.28) 
seh-mecA 1 (1.64) 
sej 4 (6.56) 
sej-pvl 1 (1.64) 
Toplam 16 (26.23) 

 

Şekil 1.Stafilokokal enterotoksin genleri belirlenen S. aureus 
izolatları. 
Figure 1. S. aureus isolates harbored staphylococcal enterotoxin 
genes. 
M. Marker, 1: seh ve 16SrRNA taşıyan S. aureus izolatı, 2: 
16SrRNA ve sej geni taşıyan S. aureus izolatı, 3-4: sec ve 
16SrRNA taşıyan S. aureus izolatları, 5-6: seg-sei taşıyan S. 
aureus izolatları, N: negatif kontrol 
 

Şekil 2. pvl ve mecA geni taşıyan S. aureus izolatları. 
Figure 2. S. aureus isolates harbored pvl and mecA genes. 
M: Marker, 1: ATCC 49775 (pvl), 2-3: subklinik mastitisli 
ineklerden izole edilen pvl geni taşıyan S. aureus izolatları. N: 
negatif kontrol, 4: S. aureus 27R (mecA). 5: subklinik mastitisli 
ineklerden izole edilen mecA genine sahip S. aureus izolatı. 
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Tartışma 
Türkiye’de subklinik mastitisli ineklerden izole 

edilen S. aureus izolatlarının stafilokokal enterotoksin 
genleri üzerinde yapılan çalışmalarda izolatların % 29.3 
(9) ve % 46.9’ nun (8) en az bir stafilokokal toksin geni 
taşıdıkları bildirilmiştir. Çeşitli ülkelerde yapılan çalış-
malarda ise subklinik mastitisli ineklerden izole edilen 
Stafilokok izolatlarında % 7 (31), % 65 (30), % 75 (29) 
ve % 80.2 (7) oranlarında en az bir se geni belirlenmiştir. 
Bu çalışmada subklinik mastitisli ineklerden izole edilen 
S. aureus izolatlarının klasik ve yeni tanımlanmış 
enterotoksin genlerinin en az birini % 26.67 oranında 
taşıdığı belirlenmiştir. Bu durum, Türkiye ve çeşitli 
ülkelerde ineklerde subklinik mastitise neden olan S. 
aureus izolatlarının farklı oranlarda da olsa stafilokokal 
enterotoksin genlerini taşıdığı ve bu oranın bölgelere ve 
ülkelere göre değişebildiğini göstermektedir.  

Bu çalışmada en yaygın stafilokokal enterotoksin 
geni sei ve seg olarak belirlenmiştir. Ayrıca sei geni taşıyan 
tüm izolatların seg geni de taşıdığı tespit edilmiştir. seg 
ve sei genlerinin izolatlarda her zaman olmasa da çoğu 
zaman bir arada bulunabileceği ve hatta sei ve seg’nin 
yanı sıra aynı enterotoksin gen kümesinde selm, seln ve 
selo genlerinin de yer alabileceği daha önceki çalışmalarda 
bildirilmiştir (11, 21, 30, 33). Karahan ve ark. (2009)’nın 
yaptığı çalışmada (11) bu sonuca benzer olarak sei geni 
en yaygın izole edilen stafilokokal enterotoksin geni 
olarak belirlenmiştir. İnek mastitisli sütlerden izole 
edilen S. aureus izolatlarının stafilokokal enterotoksin 
genlerinin tespitiyle ilgili yapılan çalışmaların çoğunda 
(11, 21, 23, 32), sunulan bu çalışmanın bulgularına 
benzer olarak seb, see ve seh genleri hiç izole edilmemiş 
veya çok az oranlarda izole edilmiştir. Diğer taraftan bazı 
çalışmalarda (29, 30), yüksek oranlarda sea geni tespit 
edilirken; bazı çalışmalarda (7, 8, 11, 21, 33) sunulan bu 
çalışmada olduğu gibi sea geni ya hiç belirlenmemiş ya 
da çok az oranlarda belirlenmiştir. Bu çalışmada tst geni 
hiç belirlenememiştir. Bu durum Freitas ve ark. (2008) 
(7) ve Piccinini ve ark. (2010) (23) çalışmalarına 
benzerlik gösterirken; Günaydın ve ark. 2011 (8) (% 5.4) 
ile Ote ve ark. (2011) (21) (% 27.5) tarafından bildirilen 
sonuçlardan farklı olmuştur.  

Subklinik mastitisli ineklerin sütlerinden izole 
edilen S. aureus izolatları değişik oranlarda da olsa bir 
veya daha fazla stafilokokal enterotoksin kodlayan 
genleri taşıyabilmektedirler. Enterotoksinlerin S. aureus’ların 
konakçı savunma sistemini etkileyerek kolonizasyonları 
için uygun bir çevre oluşmasına yardım eden önemli 
virülens faktörlerinden (19) olduğu düşünülürse, masti-
tislerin patogenezinde bu toksinlerin önemli olabileceği 
göz önüne alınmalıdır. Ancak enterotoksinlerin mastitislerin 
patogenezindeki rolleri hala tam olarak aydınlatıla-
mamıştır (21, 32). Bu durumda, subklinik mastitisin 
patogenezinde S. aureus enterotoksinlerin rolü ile ilgili 
daha fazla çalışma yapılması gerekmektedir. Ayrıca 

sütlerdeki enterotoksin varlığı gıda zehirlenme-lerine 
neden olabileceğinden halk sağlığı açısından önemli bir 
risk oluşturmaktadır. 

Mastitisli inek sütlerinde bulunan çoğul dirençli S. 
aureus, özellikle metisilin dirençli S. aureus (MRSA) 
izolatları, antibiyotik direncinin insanlardaki patojenlere 
transferinde önemli bir faktör olduğu bildirilmektedir 
(10, 12, 27). Metisilin direncine sahip stafilokoklar, yeni 
bir penisilin bağlayan protein (PBP2a) sentezleyerek tüm 
β-laktamaz dirençli β-laktam grubu antibiyotiklere direnç 
kazanmaktadırlar (20). Türkiye’de subklinik mastitisli 
ineklerden izole edilen S. aureus izolatlarında % 6.7 (4)-
17.2 (25) oranlarında mecA geni belirlenmiştir. Ayrıca 
Stafilokokal patojenik adalar (SaPIs), enterotoksin genlerini 
taşıyan; stafilokokal kromozom kaset metisilin direnç 
adaları (SCCmecs) ise stafilokokların direnç determinant-
larını taşıyan önemli mobil yapılardır. Bazı çalışmalarda 
(12, 18, 22) metisilin dirençli ve duyarlı S. aureus 
(MSSA) izolatlarının enterotoksin gen prevalansı 
araştırılmış; MSSA izolatlarına göre MRSA izolatlarında 
enterotoksin geninin daha fazla belirlenmesi dışında 
toksin geni varlığı ile antibiyotiklere direnç arasında 
kesin bir ilişki ortaya konamamıştır. Sunulan bu çalışma 
da yukarıda bahsedilenlere paralel olarak 2 MRSA 
izolatının mecA geniyle birlikte enterotoksin genlerini de 
taşıdıkları belirlenmiştir.  

S. aureus izolatlarının patojenitelerinde önemli 
olduğu düşünülen başka bir virülens faktör de Panton 
Valetine lökosidin toksinidir. Bu toksini kodlayan gen 
mastitisli ineklerden izole edilen S. aureus izolatlarında 
% 0-84 arasında belirlenmiştir (9, 23, 31). Bu çalışmada 
ise pvl geni taşıyan izolat oranı % 6.6 olarak 
belirlenmiştir. Lökosidinlerin inek mastitislerinde önemli 
bir rolü olduğunu belirten çalışmaların (24, 31) aksine bu 
çalışmada pvl geninin subklinik mastitislerin patogenezinde 
çok önemli bir rolü olmadığı söylenebilir. 

Sonuç olarak subklinik mastitislerden izole edilen S. 
aureus izolatları stafilokokal enterotoksin genlerini taşı-
yabilmektedirler. Bu nedenle stafilokokal enterotoksinlerin 
mastitislerin patogenezindeki rollerini ortaya koyacak 
moleküler çalışmalara ihtiyaç vardır. Ayrıca stafilokokal 
enterotoksin genleri ve metisilin direnç genlerini taşıyan 
S. aureus izolatların sütlerde bulunabilmeleri halk sağlığı 
açısından önemli bir risk oluşturmaktadır.  
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