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Subklinik mastitisli inek siitlerinden izole edilen Staphylococcus
aureus izolatlarinda bazi toksin genleri ve metisilin diren¢ geninin
arastirilmasi

Nilgiin UNAL

Kirikkale Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kirikkale, Tiirkiye.

Ozet: Bu caligma subklinik mastitisli inek siitlerinden izole edilen Staphylococcus aureus izolatlarinda bazi stafilokokal
enterotoksin, Panton-Valentine 16kosidin genleriyle metisilin direng geninin arastirilmasi amaciyla yapilmistir. Arastirmada 60 S.
aureus izolat1 kullamlmis ve genlerin belirlenmesinde polimeraz zincir reaksiyonundan yararlanilmistir. izolatlarin sekizinde (%
13.33) seg-sei, altisinda (% 10.00) sej, dordiinde (% 6.67) sec ve liglinde (% 5.00) ise seh geni belirlenmistir. Toplam on alt1 (%
26.67) izolatta bir veya daha fazla enterotoksin geni tespit edilmistir. Incelenen izolatlarda enterotoksin genlerinden sea, seb, sed, see
ve tsst belirlenemezken dordiinde (% 6.6) Panton-Valentine 16kosidin geni ve ikisinde (% 3.30) metisilin direng geni belirlenmistir.
Sonug olarak subklinik mastitisli siitlerde bulunan S. aureus izolatlarinin enterotoksin iiretebilecekleri ve metisilin direng geni
tastyabilecekleri belirlenmistir. Bu durum halk sagligi1 agisindan énemli bir risk olusturmaktadir.

Anahtar sozciikler: Enterotoksin, Inek, Metisilin direnci, Panton-Valentine Lokosidin, 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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Giris

Staphylococcus aureus insan ve hayvanlarda ¢ok
sayida hastalifa neden olabilmektedirler. Ineklerde
goriilen mastitislerin en 6nemli patojenlerinden biridir
(1). S. aureus’un klinik izolatlari, patojenitelerine katkisi
olan toksik sok sendrom toksin-1 (TSST-1), stafilokokal
enterotoksinler (SEs), ekfoliatif toksinler (ETA ve ETB)
ve lokosidinlerden bir ya da daha fazla sentezleyebil-
mektedirler. TSST-1 ve enterotoksinler pirojenik toksin
siiperantijenler (PTSAgs) olarak bilinmektedirler. Ayrica
TSST-1’e onceleri stafilokokal pirojenik ekzotoksin C ve
stafilokokal enterotoksin F adlar1 da verilmistir (5). Bazi
stafilokokal enterotoksinler, klasik enterotoksinler gibi
primatlar iizerinde kusmaya neden olmadiklarindan
dolay1 stafilokokal enterotoksin benzeri toksinler olarak
(SE-like, SEI) tanimlanmislardir. Giiniimiizde toplam 19
SEs ve SE-like (SEI) toksin belirlenmistir. Bunlardan 5’1

iyi tamimlanmus klasik stafilokokal enterotoksinler (SEA,
SEB, SEC, SED ve SEE) ve 14’0 yeni stafilokokal
enterotoksinler (SEG, SEH, ve SEI) veya stafilokokal
enterotoksin benzeri (SELJ, SEIK, SEIL, SEIM, SEIN,
SEIO, SEIP, SEIQ, SEIR, SEIU ve SEIV) toksinler olarak
ayrilmaktadirlar (6, 30). Stafilokokal enterotoksinler
(SEs) ile kontamine gidalarin tiiketimi ile ortaya ¢ikan
stafilokokal gida zehirlenmeleri, insanlarda goriilen en
yaygin gida kaynakli hastaliklardandir (2, 6).

S. aureus siit sigir1 yetistiriciliginde dnemli ekonomik
kayiplara neden olan mastitislerden en sik izole edilen
bakteridir. Infekte ineklerden elde edilen siitler
enterotoksijenik S. aureus izolatlarinin ana kaynagidir
(33).

Ineklerin mastitisten korunmasinda ve tedavisinde
antibiyotik kullanimi olduk¢a yaygmndir. Bu durum
antibiyotik direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina neden
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olabilmektedir. Bu nedenle antibiyotiklere direngli
bakterilerin tespiti 6zellikle de metisilin direngli S. aureus
(MRSA)’larin  belirlenmesi olduk¢a o6nemlidir (27).
MRSA suslari, diisiik affiniteli penisilin baglayan proteinin
(PBP2-a) sentezini saglayan mecA geni tasirlar (17).

Son yillarda insan ve veteriner hekimligi alanlarinda
S. aureus izolatlarinin sahip oldugu virulens faktorlerin
tespitinin 6nemi vurgulanmakta ve caligmalarin 6nemli
bir kismi S. aureus viriilens faktorlerinin cesitli genotipik
yontemlerle degerlendirilmesi konusunda yapilmaktadir
(11, 22, 28, 29, 30, 32).

Bu ¢aligmada subklinik mastitisli ineklerden izole
edilen S. aureus izolatlarinin stafilokokal enterotoksin,
Panton-Valentine 16kosidin genleriyle metisilin direng
geninin arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

S. aureus izolatlart: Arastirma 2010 yilinda
Kirikkale ve ilgelerinde ineklerde mastitisle ilgili yiiriitiilen
bir proje kapsaminda (15) elde edilen subklinik mastitisli
inek siitlerinden laboratuvarda izole edilen 60 S. aureus
izolatt kullanilarak yapilmistir. Uygun sekilde alinip
laboratuvara getirilen siit drneklerinden kanli agara (%5
koyun kani) 10 mikrolitre miktarinda ekimler yapilmis,
daha sonra 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Ureyen
koloniler, Gram boyama, morfoloji, hemoliz 6zellikleri,
katalaz, oksidaz, tavsan plazmasi ile tiip koagulaz,
mannitoliin anerobik kullanimi testlerine gore S. aureus

Tablo 1. Calismada kullanilan oligoniikleotid primerler.
Table 1. Oligonucleotide primers used in the study.

olarak identifiye edilmistir. Bu izolatlarin Kristal Gram
pozitif ID kit (Becton Dickinson- USA) ile dogrulamasi
yapilmistir. Biitiin izolatlar diger analizleri yapilana
kadar % 15 gliserol igeren brain heart infiizyon sivi
besiyerinde -20°C ‘de depolanmustir.

S.aureus izolatlarmin toksin analizi: S. aureus
izolatlarinin PZR i¢in DNA ekstraksiyonunda izolatlar
Mueller-Hinton sivi  besiyerinde bir gece inkiibe
edilmistir. Siv1 kiiltiirler 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek bakteriler ¢oktiiriilmiistiir. Pelet lizerine 1mL TE
bufer (10 mM Tris-HCI pH 8.0;1mM EDTA) ilave edilmis
ve 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek bakteriler
yikanmustir. Ust sivi atildiktan sonra pelete 50 uL
lizostafin (100pg/mL) eklenmis, 10 dk 37°C inkiibe
edilmis ve daha sonra 50puL proteinaz K (100pg/ml) ilave
edilerek 10 dk 37°C inkiibe edilmistir. Proteinaz K’nin
inaktivasyonu i¢in ise 10 dk 100°C kaynatilan
orneklerden elde edilen DNA —20°C de kullanilana kadar
saklanmugtir (26).

Stafilokokal enterotoksin genlerinin (sea-sej), toksik
sok sendrom toksin geni (ss¢), Panton-Valentine 16kosidin
geni (pvl) ve metisilin diren¢ geni (mecA) primerleri
literatiirlerde bildirilen primer dizilerinden seg¢ilmistir (3,
13, 14, 16). Kullanilan primer dizileri Tablo 1’de veril-
mistir.

Stafilokokal enterotoksin genleri multipleks-PZR
ile belirlenmistir. PZR iriinlerinin yakin biiyiikliklerde
olmasi nedeniyle ayirimlarinda zorluklar yagamamak igin

Gen Dizilim (5.3 )" Kaynaklar Uriin (bp)

sea GCA GGG AAC AGCTTT AGG C 16 520
GTT CTG TAG AAG TAT GAA ACA CG

seb-sec ACA TGT AAT TTT GAT ATT CGC ACT G 14 667
TGC AGG CAT CAT GTC ATA CCA

sec CTT GTA TGT ATG GAG GAA TAA CAA 16 284
TGC AGG CAT CAT ATC ATA CCA

sed GTG GTG AAA TAG ATA GGA CTG C 16 385
ATA TGA AGG TGC TCT GTG G

see TAC CAA TTA ACT TGT GGA TAG AC 16 171
CTC TTT GCA CCT TAC CGC

seg CGT CTC CACCTG TTG AAG G 16 328
CCA AGT GAT TGT CTA TTG TCG

seh CAA CTG CTG ATT TAG CTC AG 16 359
GTC GAA TGA GTA ATC TCT AGG

sei CAA CTC GAA TTT TCA ACA GGT ACC 16 466
CAG GCA GTC CAT CTC CTG

sej CAT CAG AAC TGT TGT TCC GCT AG 16 142
CTG AAT TTT ACC ATC AAA GGT AC

tst GCT TGC GAC AACTGC TAC AG 14 559
TGG ATC CGT CAT TCATTGTTA T

pvl ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 13 433
GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC

mecA FCCTAGTAAAGCTCCGGAA 3 314
CTAGTCCATTCGGTCCA

16SrRNA F GTA GGT GGC AAG CGT TAT CC 16 228

165rRNA R CGC ACA TCA GCGTCA G

a: Prmimer dizileri 5 —3’ yoniinde verilmektedir. Her bir primerin ilk dizisi (iisteki) 5 ucundan baslarken, ikincisi (alttaki) 3

ucundan baslamaktadir.
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11 primer 2 gruba ayrilarak calisilmistir. sed, see, seg,
sei, ve tsst primerleri karisim1 iginde arastirilmstir. sea,
seb-sec, sec, seh, sej ve 16S rRNA primerleri ise karisim
2 igerisinde hazirlanmistir. Multipleks-PZR i¢in Lovseth
ve ark. (2004)’nin protokolii (14); S5ul DNA, 45ul PZR
karigtmi (1X Taq polimeraz tampon ¢ozeltisi, 4 mM
MgCl,, 2U Taq polimeraz enzimi, 400uM her bir
deoksintikleosit trifosfat, her bir primerden 300nM)
kullanilmustir. Istenilen DNA pargalarmi ¢ogaltmak igin
“thermal cycler (TC-PRO/Boeco)”; 95 °C’de 10 dk ilk
denatiirasyonu takiben 30 dongii 95 °C de 1 dk, 64 °C de
45 sn, 72 °C de 1 dk, son uzama ise 72 °C 10 dk olacak
sekilde programlanmustir.

mecA ve pvl genleri i¢in hazirlanan iki PZR protokolii
ise S5ul DNA ve 45uL. PZR karisimi olacak sekilde
hazirlanmistir. PZR karisimi 1X Taq polimeraz tampon
c¢ozeltisi, 4 mM MgCl, 2U Taq polimeraz enzimi, 400pM
her bir deoksiniikleosit trifosfat ve her bir primerden
300nM olacak sekilde ayarlanmistir. Amplifikasyon
sikluslart ise 95°C’de 5 dk ilk denatiirasyon; 30 siklus,
94 °C ‘de 1 dk, 55 °C 30 sn mecA geni igin, 62°C’de 30
sn Panton-Valentine 16kosidin geni (pv/) igin, 72°C’de 1
dk uzama; ve son uzama iginde 72°C’de 5 dk olacak
sekilde programlanmustir.

Tiim PZR irinleri, %1.5 agaroz jele (1X Tris-
EDTA tampon ¢ozeltisinde 100V/100 dk) her 6rnekten
10 pl yiiklenerek eletroforeze tabi tutulmustur ve “UV
transilluminator (Ingenius, Syngene Bio Imaging)” ile
bant gorintiileri elde edilmistir. PZR sonucunda elde
edilen {iriinlerin boyutlart 100bp’lik (Vivantis-NL0401)
belirleyici ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Sekil 1.Stafilokokal enterotoksin genleri belirlenen S. aureus
izolatlari.

Figure 1. S. aureus isolates harbored staphylococcal enterotoxin
genes.

M. Marker, 1: seh ve 16SrRNA tasiyan S. aureus izolati, 2:
16STRNA ve sej geni tastyan S. aureus izolati, 3-4: sec ve
16SrRNA tasiyan S. aureus izolatlari, 5-6: seg-sei tasiyan S.
aureus izolatlari, N: negatif kontrol

Bu calismada, 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 suslari kullanilmustir.

Bulgular

Subklinik mastitisli inek siitlerinden izole edilen 60
S. aureus izolatinin 16 (% 26.67) tanesinde bir veya daha
fazla stafilokokal enterotoksin geni belirlenmistir. Sekiz
(% 13.33) izolatta seg-sei, 6 (% 10.00) izolatta sej, 4 (%
6.67) izolatta sec, 3 (% 5.00) izolatta ise seh geni tespit
edilmistir (Tablo 2, Sekil 1). Ancak izolatlarda sea, seb,
sed, see ve tsst enterotoksin genleri belirlenmemistir.
Altmis S. aureus izolatin 4 (% 6.6)’linde Panton-
Valentine I6kosidin geni ve 2 (% 3.3)’sinde metisilin
direng geni tespit edilmistir (Sekil 2).

Tablo 2. izolatlarda stafilokokal enterotoksin, Panton-Valentine
l6kosidin ve metisilin direng genleri.

Table 2. Staphylococcal enterotoxin, Panton-Valentine leukocidin
and methicillin resistance genes of isolates.

Enterotoksin, Panton-Valentine Izolat sayis1 (%)

16kosidin ve metisilin direng genotipi

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)

Sekil 2. pvl ve mecA geni tastyan S. aureus izolatlari.

Figure 2. S. aureus isolates harbored pv/ and mecA genes.

M: Marker, 1: ATCC 49775 (pvl), 2-3: subklinik mastitisli
ineklerden izole edilen pv/ geni tasiyan S. aureus izolatlar1. N:
negatif kontrol, 4: S. aureus 27R (mecA). 5: subklinik mastitisli
ineklerden izole edilen mecA genine sahip S. aureus izolat.
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Tartisma

Tiirkiye’de subklinik mastitisli ineklerden izole
edilen S. aureus izolatlarmin stafilokokal enterotoksin
genleri iizerinde yapilan ¢alismalarda izolatlarmn % 29.3
(9) ve % 46.9’ nun (8) en az bir stafilokokal toksin geni
tasidiklart bildirilmistir. Cesitli {ilkelerde yapilan calig-
malarda ise subklinik mastitisli ineklerden izole edilen
Stafilokok izolatlarinda % 7 (31), % 65 (30), % 75 (29)
ve % 80.2 (7) oranlarinda en az bir se geni belirlenmistir.
Bu calismada subklinik mastitisli ineklerden izole edilen
S. aureus izolatlarmin klasik ve yeni tanimlanmis
enterotoksin genlerinin en az birini % 26.67 oraninda
tasidigi belirlenmistir. Bu durum, Tirkiye ve g¢esitli
iilkelerde ineklerde subklinik mastitise neden olan S.
aureus izolatlarinin farkli oranlarda da olsa stafilokokal
enterotoksin genlerini tasidigi ve bu oranin bdlgelere ve
lilkelere gore degisebildigini gdstermektedir.

Bu calismada en yaygin stafilokokal enterotoksin
geni sei ve seg olarak belirlenmistir. Ayrica sei geni tagiyan
tiim izolatlarin seg geni de tasidig1 tespit edilmistir. seg
ve sei genlerinin izolatlarda her zaman olmasa da ¢ogu
zaman bir arada bulunabilecegi ve hatta sei ve seg’nin
yani sira ayni enterotoksin gen kiimesinde selm, seln ve
selo genlerinin de yer alabilecegi daha 6nceki galigmalarda
bildirilmistir (11, 21, 30, 33). Karahan ve ark. (2009) nin
yaptig1 ¢alismada (11) bu sonuca benzer olarak sei geni
en yaygin izole edilen stafilokokal enterotoksin geni
olarak belirlenmistir. Inek mastitisli siitlerden izole
edilen S. aureus izolatlarinin stafilokokal enterotoksin
genlerinin tespitiyle ilgili yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda
(11, 21, 23, 32), sunulan bu c¢aligmanin bulgularina
benzer olarak seb, see ve seh genleri hic izole edilmemis
veya ¢ok az oranlarda izole edilmistir. Diger taraftan bazi
calismalarda (29, 30), yiliksek oranlarda sea geni tespit
edilirken; baz1 ¢aligmalarda (7, 8, 11, 21, 33) sunulan bu
caligmada oldugu gibi sea geni ya hi¢ belirlenmemis ya
da ¢ok az oranlarda belirlenmistir. Bu ¢aligmada zst geni
hi¢ belirlenememistir. Bu durum Freitas ve ark. (2008)
(7) ve Piccinini ve ark. (2010) (23) caligmalara
benzerlik gosterirken; Giinaydin ve ark. 2011 (8) (% 5.4)
ile Ote ve ark. (2011) (21) (% 27.5) tarafindan bildirilen
sonuglardan farkli olmustur.

Subklinik mastitisli ineklerin siitlerinden izole
edilen S. aureus izolatlar1 degisik oranlarda da olsa bir
veya daha fazla stafilokokal enterotoksin kodlayan
genleri tagtyabilmektedirler. Enterotoksinlerin S. aureus’larin
konakg1 savunma sistemini etkileyerek kolonizasyonlari
icin uygun bir ¢evre olugmasina yardim eden 6nemli
viriilens faktorlerinden (19) oldugu disiiniiliirse, masti-
tislerin patogenezinde bu toksinlerin 6nemli olabilecegi
g0z Oniine alinmalidir. Ancak enterotoksinlerin mastitislerin
patogenezindeki rolleri hala tam olarak aydinlatila-
mamustir (21, 32). Bu durumda, subklinik mastitisin
patogenezinde S. aureus enterotoksinlerin rolii ile ilgili
daha fazla caligma yapilmasi gerekmektedir. Ayrica

stitlerdeki enterotoksin varligi gida zehirlenme-lerine
neden olabileceginden halk sagligi agisindan dnemli bir
risk olugturmaktadir.

Mastitisli inek siitlerinde bulunan ¢ogul direngli S.
aureus, Ozellikle metisilin direngli S. aureus (MRSA)
izolatlari, antibiyotik direncinin insanlardaki patojenlere
transferinde Onemli bir faktér oldugu bildirilmektedir
(10, 12, 27). Metisilin direncine sahip stafilokoklar, yeni
bir penisilin baglayan protein (PBP2a) sentezleyerek tim
B-laktamaz direngli B-laktam grubu antibiyotiklere direng
kazanmaktadirlar (20). Tiirkiye’de subklinik mastitisli
ineklerden izole edilen S. aureus izolatlarinda % 6.7 (4)-
17.2 (25) oranlarinda mecA geni belirlenmistir. Ayrica
Stafilokokal patojenik adalar (SaPlIs), enterotoksin genlerini
tastyan; stafilokokal kromozom kaset metisilin direng
adalar1 (SCCmecs) ise stafilokoklarin direng determinant-
larin1 tastyan dnemli mobil yapilardir. Bazi ¢aligmalarda
(12, 18, 22) metisilin direncli ve duyarli S. aureus
(MSSA) izolatlarinin  enterotoksin gen prevalansi
arastirilmis; MSSA izolatlarina gére MRSA izolatlarinda
enterotoksin geninin daha fazla belirlenmesi diginda
toksin geni varligi ile antibiyotiklere diren¢ arasinda
kesin bir iliski ortaya konamamustir. Sunulan bu ¢alisma
da yukarida bahsedilenlere paralel olarak 2 MRSA
izolatinin mecA geniyle birlikte enterotoksin genlerini de
tagidiklar1 belirlenmistir.

S. aureus izolatlarimin patojenitelerinde Onemli
oldugu diisliniilen baska bir viriilens faktor de Panton
Valetine 16kosidin toksinidir. Bu toksini kodlayan gen
mastitisli ineklerden izole edilen S. aureus izolatlarinda
% 0-84 arasinda belirlenmistir (9, 23, 31). Bu ¢aligmada
ise pvl geni tasiyan izolat oram1 % 6.6 olarak
belirlenmistir. Lokosidinlerin inek mastitislerinde 6nemli
bir rolii oldugunu belirten ¢aligmalarin (24, 31) aksine bu
calismada pvl geninin subklinik mastitislerin patogenezinde
¢ok 6nemli bir rolii olmadig1 soylenebilir.

Sonug olarak subklinik mastitislerden izole edilen S.
aureus izolatlar1 stafilokokal enterotoksin genlerini tasi-
yabilmektedirler. Bu nedenle stafilokokal enterotoksinlerin
mastitislerin patogenezindeki rollerini ortaya koyacak
molekiiler ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Ayrica stafilokokal
enterotoksin genleri ve metisilin diren¢ genlerini tagiyan
S. aureus izolatlar siitlerde bulunabilmeleri halk sagligi
acisindan dnemli bir risk olusturmaktadir.
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