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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

KONYA BOLGESI’NDEKI MASTITISLI INEKLERDEN iZOLE EDILEN
STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSLARININ REAL-TIME PCR ILE CESITLI
VIRULANS GENLERININ (PVL, LukED, y-HEMOLIZIN) KANTITATIF
ANALIZIi

Serengiil LADIKLI
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Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Emine ARSLAN
2011, 48 Sayfa

Jiiri
Yrd. Do¢. Dr. Emine ARSLAN
Yrd. Dog. Dr. Ugur ARSLAN
Yrd. Dog. Dr. Riistem DUMAN

Bu c¢alismada mastitisli ineklerden izole edilen 98 Staphylococcus aureus
susunda Real-Time PCR ile PVL, y-hemolizin ve LukED gibi virulans genlerin
varhigi/yoklugu ve kantitatif analizi yapilmistir. Ayrica bu ii¢ genin varligi PCR ile de
dogrulanmigtir. Real-Time PCR’a gore PVL, y-hemolizin ve LukED genleri sirastyla
%70,40, %90,81 ve %66,32 oranlarinda bulunurken klasik PCR’a gore %92,85,
%97,95, %75,51 oranlart elde edilmistir. Virulans genlerinin suslara gore kantitatif
analizi sonucunda, bu viral gen miktarlarina gore 40<-10.000, 10.000-100.000 ve
100.000< IU/ml seklinde 3 gruba ayrilmistir. PVL geninin miktar1 bu gruplar arasinda
sirastyla %27,55, %9,18 ve %32,65 olarak degerlendirilirken, y-hemolizin %48,97,
%39,79 ve %2,04 ve LukED’nin %4591, %14,28 ve %6,12 olarak miktarlar
belirlenmistir. Sonu¢ olarak mastitisli ineklerden izole edilen S. aureus suslarinda bu
virulans genlerinin prevelansi yiiksek ¢ikmistir. Her iki metoda gore elde edilen virulans
genlerinin varliginin birbiri ile uyumlu oldugu istatistiki olarak sdylenebilir (p<0,05).

Anahtar Kelimeler: inek, LukED, mastitis, PVL, Real-Time PCR, S. aureus, y-
hemolizin
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ABSTRACT

MS THESIS

QUANTITATIVE ANALYSIS of VARIOUS VIRULANCE GENES (PVL, LukED,
y-HEMOLYSIN) by REAL-TIME PCR of STAPHYLOCOCCUS AUREUS
STRAINS ISOLATED FROM BOVINE MASTITIS IN KONYA REGION

Serengiil LADIKLI
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2011, 48 Pages
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In this study, existence/absence of virulence genes such as PVL, LukED and y-
hemolysin and the quantitative analysis was done in 98 Staphylococcus aureus strains
isolated from bovine mastitis by Real-Time PCR. Also the existence of the three genes
was verified with PCR. While PVL, LukED, y- hemolysin and genes were found to be
70,40%, 90,81% and 66,32% respectively according to Real-Time PCR, according to
classical PCR the rates were 92,85%, 97,95% and 75,51%. As a result of the
quantitative analysis of virulence genes in S. aureus strains, according to the amount of
this viral gene have been divided into three groups as 40<-10.000, 10.000-100.000, and
100.000< IU/ml. While the amount of PVL gene in these groups is evaluated as 27,55%,
9,18%, and 32,65% respectively, the amounts of y- hemolysin and LukED are
determined as 48,97%, 39,79%, 2,04%, and 45,91%, 14,28%, 6,12%, respectively.
Consequently, in S. aureus strains isolated from bovine mastitis, the prevalence of these
virulence genes were determined to be high. According to both methods, it can be
statistically deduced that the existence of virulence genes obtained were coherent.

Keywords: bovine, LukED, mastitis, PVL, Real-Time PCR, S. aureus, y-
hemolysin



ONSOZ

Bu c¢alismada, mastitise sebep olan S. aureus bakterilerindeki virulans etki
gosteren Panton-Valentin 16kosidin (PVL), LukED, y-hemolizin genlerinin Real-Time
PCR (ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) teknigi ile varligi veya yoklugu
tespit edilip varsa genlerinin miktarinin tayini yapilmistir. Elde edilen verilerden olusan
grafikler direkt degerlendirilerek ve degerlendirilen verilerin dogruluk analizleri normal
PCR metodu ile bu gen bolgeleri ¢ogaltilarak agaroz jel elektroforezinde gdzlenmistir.

Tez ¢alismamin her aninda bilgi ve tecriibeleri ile her konuda bana yol gosteren,
danigmanligimi yapan hocam Yrd. Do¢. Dr. Emine ARSLLAN’a sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim. Tez ¢alismamda Real-Time PCR analizi i¢in kendi laboratuvar imkanlarini
benden esirgemedigi icin  Yrd. Dog¢. Dr. Ugur ARSLAN’a, sekillerimin
diizenlenmesinde yardimci olan Dog. Dr. Atilla ARSLAN’a, deney asamalarinda
yardimmi esirgemeyen Elif GULBAHCE’ye, istatistik analizinde yardimci olan Ogr.
Gor. Dr. Neriman KARADAYTI’ya, Real-Time PCR ¢alismalarimda bana yardimci olan
Mehmet Ali KURUL’a tesekkiir ederim. Ayrica bana bu siire boyunca her konuda
destek olan, sikintilarimi paylasan, maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen babam
Zeki LADIKLI, annem Emine LADIKLI, kardesim Hakan LADIKLI’ye tesekkiir
ederim.

Ayrica 09201063 nolu proje ile tezimin yiiriitilmesinde ara¢ gere¢ ve maddi
olanak saglayan S.U. BAP Koordinatdrliigii’ne tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Mastitis, siit veriminde azalmaya, siit kalitesinin bozulmasima (Bramley ve
Dodd, 1984; Pyorala ve Syvajarvi, 1987; Philpot ve Nickerson, 1991), ineklerin siiriiden
erken ¢ikartilmasina (Jain, 1979; Gudding ve ark., 1984; Nickerson, 1989; Han ve ark.,
2000) ve onemli derecede ekonomik kayiplara sebep olan yangi ile karakterize olan bir
hastaliktir (Bramley ve Dodd, 1984; Pyorala ve Syvajarvi, 1987; Philpot ve Nickerson,
1991). Bu infeksiyon ayni zamanda iglenmemis ¢ig siit ve siit tirlinleri tiiketimi ile de
insan sagligini olumsuz yonde etkilemektedir (Jain, 1979; Gudding ve ark., 1984;
Nickerson, 1989; Han ve ark., 2000).

Mastitis, klinik ve subklinik olmak iizere iki formda gozlenir. Klinik mastitiste
ates ve yangi semptomlar:t gdzlenirken, subklinik mastitiste klinik semptomlar
gozlenmez (Lipman ve ark., 1996; Arda, 1997). Hastaligin subklinik seklinin klinik
vakalara nazaran daha yaygin olmasi ve bunun da yetistiriciler tarafindan kolaylikla fark
edilememesi hastaligi 6nemli kilmaktadir (Jarrett, 1984; Firat ve Uysal, 1986).

Mastitis genellikle bakteriler tarafindan sekillendirilen, kompleks etiyolojiye
sahip bir hastaliktir. Fiziksel, kimyasal veya infeksiy0z etkenlere bagli olarak mastitis
meydana gelmektedir (Karahan, 2005). Bugiine kadar hem diinyanin ¢esitli iilkelerinde
hem de yurdumuzda yapilan g¢aligmalarda mastitis olusturan etkenlerin biiylik bir
cogunlugunun bakteriler oldugu ortaya konulmustur. Bu etkenlerin %95’ini
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Str. dysgalactiae, Str. uberis gibi
bakteriler olusturur (Bilgehan, 2000). Sigirlardan elde edilen mastitisli = siit
orneklerinden, 130’un iizerinde farkli mikroorganizma izole edilmistir. Bakteriler
disinda bazi mantar ve maya tiirleri ile viruslar da mastitise neden olmaktadir (Arda ve
Istanbulluoglu, 1980; Eberhatr, 1986; Watts, 1988).

Bu bakteriler igerisinde yer alan S. aureus’lar birgok hayvan tiirlinde ve
insanlarda g¢esitli infeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu infeksiyonlar; bircok
hayvanda gozlenen apseler ve irinli olgular, ineklerde cesitli derecelerde gozlenen
mastitis olgularidir (Quinn ve ark., 1994). insanlarda ise, S. aureus hastane kaynakl
infeksiyonlar1 olusturan etkenlerin basinda gelmektedir (Konemen ve ark., 1997). S.
aureus, diinya capinda %60 oraninda hastane kaynakli infeksiyonlara yol agabilen
Oonemli bir patojendir. Ayrica Avrupa’da %1-30 arasinda degisen klinik tablolar
gbzlenmistir. Bu patojenin yayilmasinin kontroliinde, hastane infeksiyon kontrol

programlari oncelik kazanmistir (Frenay ve ark., 1994; Muto ve ark., 2003).



S. aureus’un neden oldugu mastitisin patojenezinde etkenin sahip oldugu
virulans faktorler 6nemli bir yere sahiptir. Toksinler, enzimler, yiizey proteinleri, kapsiil
ve slime gibi virulans faktorleri lenfositlerin mitogenezisini baskilamak ve ndtrofil
aktivitesinden korunmak suretiyle meme i¢inde etkenin canli kalmasina, invazyonuna,
konakg¢1 immun sisteminden korunmasina yardimci olurlar (Karahan, 2005).

Virulans faktorlerin biiylik bir kismi S. aureus tarafindan tretilir. S. aureus
A’dan E’ye son zamanlarda tanimlanan SE tiirlerini (seg-seu) (Dinges ve ark., 2000;
Smyth ve ark., 2005), toksik sok sendrom toksin 1’1 (¢sst-1), PB- hemolizini (hlb), iki
komponentli Panton-Valentine Leukosidini (Luk-PVL), proteaz yetenegi ile T-hiicre
cogalmasina neden olan eksfoliyatif A ve B toksinini (efa ve etb), klasik stafilokokkal
enterotoksinler (SEs) dahil bir dizi ekzotoksini tiretebilir (Ikawaty ve ark., 2010).

Mastitislerin teshisinde genellikle klinik tani yeterli degildir. Mastitise neden
olan etkenin izolasyonu ve identifikasyonu gereklidir (Karahan, 2005). S. aureus’un
sebep oldugu mastitisin kontrolii i¢in c¢ok cesitli metotlara ihtiyag duyulmaktadir.
Fenotipik teknikler (faj tiplendirme, serotiplendirme, biyotiplendirme, antibiyogramlar)
inek orijinli Staphylococcus’lar i¢in genellikle diisiik tiplendirme yetenegine sahiptirler
(Matthews ve ark., 1992; Tenover ve ark., 1994). Son giinlerde molekiiler
epidemiyolojinin DNA‘ya dayal1 metotlar1 1yi sonuglar vermistir (Moslov ve ark., 1993;
van Belkum ve ark., 1995). Bu tip caligmalar insan ve hayvan kaynakli S. aureus suslari
arasinda genotipik farkliliklar oldugunu gostermistir (Hajek ve Marsalek, 1971;
Devriese, 1984; Musser ve Kapur, 1992; Kapur ve ark., 1995; Zadoks ve ark., 2000;
Reinoso ve ark., 2004). Hizl1 epidemiyolojik tipleme, kaynagin identifikasyonu i¢in ¢cok
onemlidir ve infeksiyonun yayilmasinda bakterinin gelisimi i¢in detayli bilginin
edinilmesini saglamistir (Del Vecchio ve ark.,1995).

Gen anlatimlariin nicel olarak saptanmasinda kullanilan gercek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (Real-Time PCR), etkili, giivenilir ve hizli bir yontemdir.
Bu yontem ile fizyolojik ya da gelisimsel siireclere bagli olarak gen anlatiminda
meydana gelen degisimler hassas ve hizli bir sekilde olgiilebilir. Ayrica Real-Time
PCR, sentezlenen kopya iirlin miktarin sayisal degerlere doniistiiriilmesi ile birlikte,
tek nokta mutasyonlarinin belirlenmesinde, patojenlerin tanimlanmasinda, DNA
hasarinin belirlenmesinde, tek niikleotid polimorfizmi (SNP) analizinde ve kromozom
bozukluklarinin tespitinde de etkin olarak kullanilmaktadir (Temizkan ve ark., 2008).

Real-Time PCR dinamik, hassas ve spesifik olmasi nedeni ile ¢ok yaygin

kullanilan bir yontem haline gelmistir. Bu teknoloji, SYBR Green gibi DNA ya



baglanan fluoresan isaretliyicileri kullanilmas1 ile biriken floresan yogunluguna bagl
olarak DNA ya da mRNA 6rneklerindeki iiriin miktarlariin tespiti miimkiindiir (Ozbek,
2008).

Viruslar, bakteriler ve bazi mantar tiirleri insanlar, hayvanlar ve bitkiler de
infeksiyonlara yol acabilen cok 6nemli patojenlerdir. Real-Time PCR infeksiyon
hastaliklarinda patojenlerin saptanmasinda diziye 6zgii floresan problar sayesinde klinik
laboratuvarlarinda tercih edilen ve rutin uygulamada kullanilan bir metot haline
gelmistir. Ayrica viral genomun sayisal degerinin belirlenmesi hastaligin  etki
derecesinin saptanmasinda ve tedavisinde ¢ok biiylik 6nem tasimaktadir. Bu teknoloji
ile ¢ok 6nemli mikrobiyal patojen tanimlanabilirken, antibiyotiklere direngli olan bazi
tiirlerin tespiti de yapilabilmistir (Giinel, 2008).

Son zamanlarda, virulans genlerine dayanan oldukga basit genomik metodlarin
uygulanmasi ile farkli S. aureus izolatlarini siniflandirmak ve ¢oklu yanit ile akrabaligi
degerlendirmek i¢in faydali olacagi goriilmiistiir. Bununla birlikte farkli virulans
genlerin varligint ya da yoklugunu Real-Time PCR ile belirleyerek S. aureus’un
patojenik aktivitesini hizli bir sekilde degerlendirmek miimkiindiir. Bu da bir¢cok hayvan
hastaliginin tedavisinde 6dnemlidir. Real-Time gibi hizl1 ve giivenilir bir metodla PVL-
pozitif izolatlar ve diger virulans genler belirlenebilir ve bu hastaligin optimal tedavisi
damar i¢i immunoglobulinler ile birlestiginde antimikrobial ajanlarla gerceklesebilir
(Johnson ve ark., 2004).

Mastitisli ineklerde S. aureus virulans genlerin (PVL, LukED ve y-hemoliz gibi)
varlig1 iizerine diinyada oldukc¢a siirl ¢alisma vardir. Ulkemizde ise molekiiler teknikle
bu virulans genlerin varlig1 hakkinda calismaya rastlanmamistir. Bu anlamda 6nem arz
eden bu calismada Mastitis’e sebep olan S. aureus bakterilerinde virulans etki gdsteren
PVL, LukED ve y-hemoliz genlerinin, Real-Time PCR teknigi ile varligimin, yoklugunun
ve varsa bu genlerin miktarlarinin belirlenmesi ve ayn1 zamanda PCR ile dogrulanmasi

amagclanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Mastitis, meme bezlerinin travmatik etkilere ve meme igerisine ¢ogunlukla
ekzojen veya endojen yolla giren mikroorganizmalara karsi reaksiyon gostermesidir
(Rodistis ve ark., 1979). Siitiin miktar ve bilesimini olumsuz yonde etkileyen mastitisin
olusumuna zemin hazirlayan etmenler arasinda yas, laktasyon sayisi, siit verimi, 1rk,
memenin anatomik ve fizyolojik 6zellikleri, mevsim, barinak kosullari, beslenme ve
sagim teknigi gibi faktorler gosterilebilmektedir (Seker ve ark., 2000; Uzmay ve ark.,
2003)

Mastitis, meme dokusu ve siitte ortaya cikan degisikliklere gore klinik ve
subklinik mastitisler olarak siniflandirilmaktadir (Bastan, 2002). Bunlardan klinik
mastitisler meme bezindeki yanginin siddetine bagli olarak perakut, akut, subakut ve
kronik olmak iizere 4 grupta siniflandirilmistir (Jain, 1979).

Perakut mastitis birden ortaya ¢ikar. Bu tiir mastitis, hayvanlarda titreme, viicut
1s1sinda yiikselme, nabizda artis, kisa ve hizli solunum, yeme igmenin durmasi ve tek
tarafli topallik gibi belirtilere neden olur. Memenin bir veya daha fazla lobunda
sigskinlik, gerginlik, kizariklik, 1s1 artigi, 6dem ve agr1 goriilmektedir. Siit sekresyonu
azalir veya tamamen durur. Erken miidahale edilmeyen durumlarda 6liim goriilebilir.
Akut olgularda semptomlar perakut mastitis olgularina gore, biraz daha hafiftir. Siit ve
meme lobundaki degisiklikler aymidir. ilerleyen durumda gangrenli mastitise
doniisebilir. Subakut mastitiste perakut ve akut mastitislerde goriilen siddetli genel ve
lokal belirtiler goriilmez. Sagimin baslangicinda siitte pihtilagsmaya rastlanabilir.
Infeksiyonun ilerlemesiyle birlikte sisme, kizarma, 1s1 artis1 ve agr1 goriiliir. Kronik
mastitis, tedavi edilemeyen ve uzun siire devam eden diger klinik ve subklinik olgularin
sonucunda ortaya cikar. Siitte her zaman belirgin degisiklikler goriilmez (Deveci ve
ark., 1994; Harmon, 1994).

Klinik mastitis formlarinin hepsinde yangisal cevabin karakteristik belirtileri
olan memede sisme, agri, kizariklik, sicaklik artig1 ve fonksiyon kaybi gibi belirtilerle
birlikte sistemik olarak hayvanda ates, halsizlik, istahsizlik gibi genel hastalik belirtileri
de gozlenir. Siitte ise, renk degisimleri, koku, sulanma, piht1 gibi degisiklikler
goriilebilmektedir (Karahan, 2005). Yapilan calismalarda klinik mastitis olgularinin
%47,45’inin S. aureus’tan kaynaklandigi ve bu olgularin %10,8’inin tedaviye ragmen

klinik olarak iyilesmedigi gozlemlenmistir (Bademkiran ve ark., 2005).



Mastitisin ikinci formu olan subklinik mastitis, gizli seyretmesi, slitte ve
memedeki degisikliklerin kolayca fark edilememesi, siirenin uzun olmasi, siit iretimini
azaltmasi, siit bilesimini etkileyerek siit iirlinlerinin kalitesinde ve veriminde diismeye
sebep olmast (Alagam, 1997; Hadimli, 2000), klinik mastitislere gore daha sik
goriilmesi ve sliratle yayilmasi gibi nedenlerden dolay1 daha 6nemlidir (Bastan, 2002).
Siit inekleri lizerinde yapilan bazi c¢aligmalarda, mastitis olgularinin %93-98’ini
subklinik mastitislerin olusturdugu tespit edilmistir (Rodenburg, 1990; Ekin, 1998).

Mastitis, birgok bakteriyel (Escherichia coli, Str. uberis, Str. agalactiae, Str.
dysgalactiae, Str. pyogenes, S. aureus, Corynebacter pyogenes), mikotik (Candida spp.,
Cryptococcus spp.) ve viral patojen (Herpes tipi viruslar) tarafindan olusturulur.
Yapilan bircok arastirmaya gore siitgiiliik isletmelerindeki ineklerdeki mastitis
olgularinin ¢coguna Staphylococcus ve Streptococcus tiirleri sebep olmaktadir (Alagam
ve ark., 1986; Deveci ve ark., 1994; Biggadike, 2001; Bastan, 2002; Risvanli ve Kalkan,
2002). Bu bakteriyel etkenler arasinda S. aureus ilk sirada yer alir (Arda ve
Istanbulluoglu, 1979; Alacam ve ark., 1994; Erganis ve ark., 1995; Hadimli ve ark.,
2001). Bulasic1 mastitislere sebep olan bu patojen, ¢ogunlukla siit sagimi sirasinda
memeden memeye aktarilir.

Arda ve Istanbulluoglu (1979) mastitis {izerine yaptiklar1 bir calismada, %31,1 S.
aureus, %15,5 Str. agalactiae, %10,4 E. coli, %8,8 C. albicans, %8,3 C. pyogenes,
%7,2 S. epidermidis, %6,7 P. aeruginosa, %06,2 anaerobik koklar, %2,6 Str.
dysgalactiae, %?2,6 Str. uberis, %1,5 Enterobacter aerogenes, %1 Diplococcus
pneumoniae, %0,5 Str. faecalis, %3,1 Proteus vulgaris izole etiklerini bildirmislerdir.
Aydin ve Coskuner (1981) ise, 568 siit 6rneginden 564 hastalik etkeni izole etmisler ve
bu etkenlerin %23,4’liniin koagulaz pozitif stafilokok, %7,2’sinin koagulaz negatif
stafilokok, %10,6’sinin Str. agalactiae, %4,2’sinin Str. faecalis, %8,5’inin E. coli,
%7,4’linlin C. pyogenes, %0,3’linlin Cryptococcus sp., %0,1’inin Nocardia sp. ve diger
saprofitik karakterdeki maya ve mantarlarin oldugunu tespit etmislerdir.

Mastitisli hayvanlarin yilda ortalama olarak 180-200 dolarlik bir kayba yol
act1ig1, bu kaybin %70’inin siit iiretimindeki azalmadan, %8’inin tedavi sirasinda ve
sonrasinda atilan siitten, %8’inin ila¢ ve veteriner hekim masrafindan, %14 {iniin 6liim
ve hayvanin zorunlu olarak siiriiden uzaklastirilmasi olarak bildirilmektedir (Philpot ve
Nickerson, 1991).

Mastitisten kaynaklanan kayiplar, hayvan hastaliklarinin sebep oldugu ekonomik

kayiplarin %26’simi1 olusturmaktadir (Seniinver ve Kirsan, 1995). Yalnizca Amerika



Birlesik Devleti’nde mastitis nedeniyle meydana gelen yillik zararin 185 dolar/inek
olmak {izere (Schroeder, 1997), toplam 2 milyar dolar (Sugimoto ve ark., 2006);
Ingiltere’de ise 300 milyon sterlin oldugu tahmin edilmektedir (Hillerton ve Berry,
2005).

Memeye giren mikroorganizmalar her zaman mastitis olusturmayabilir. Memede
infeksiyonun ortaya c¢ikabilmesi i¢in etkenin memeye girmesi, liremesi, lireyen etkenin
memede yayilmast ve yangi olusturmasi gerekmektedir. Bu durum etkenin tiiriine,
memeye giren mikroorganizmalarin sayisina, virulansina, meme dokusunun ve
hayvanin direncine baglidir (White ve ark., 1986; Oliver ve Sordillo, 1988; Deveci ve
ark., 1994; Harmon, 1994).

S. aureus infeksiyonlarinin patojenitesi, ¢esitli ylizey komplementlerini taniyan
bagli matriks molekiillerini (6rnegin; klamping faktor, fibronektin binding protein)
iceren bakteri yilizey komplementleriyle (6rnegin; kapsiiler polisakkarit ve protein A) ve
ekstraselliiler proteinlerle (6rnegin; koagulaz, hemolizinler [a (Hla), S, y (HIg), 9],
enterotoksinler, toksik sok sendrom toksin (zsst), exfoliatinler ve PVL) iligkilidir.
Bakteri bu virulans faktorleri iireterek mastitisin patogenezisine katki saglar ve bu
toksinler arasindan bazilart monositler ve polimorfoniiklear hiicreler (PMN) gibi
fagositik hiicreleri hedef alarak 6ldiirme kapasitesine sahiptir (Tomita ve Kamio, 1997;
Archer, 1998).

S. aureus, virulansta bliylk rol oynayan alfa, beta, gama ve delta olarak
isimlendirilen toksinler sentezlemektedir (Akan, 2006). Alfa toksin sigir mastitlerinden
izole edilen S. aureus izolatlarmin yaklasik %40-50’sinde, beta toksin ise %75-
100’tinde saptanmugtir. Saf alfa toksinin doza bagimli olarak meme bezlerinde
hemorajik nekroza ve etkenin yogun iiremesine bagli olarak da gangrendz mastitise
neden olabilecegi bildirilmistir (Karahan, 2005). Beta toksin ise, meme alveollerinde ve
meme kanallarinda polimorfniikleer 16kosit infiltrasyonuna ve yangisal degisikliklere
sebep olur (Ward ve ark., 1979). Gama toksin, hassas hiicre membranlarini hasara
ugratan iki komponentli bir proteindir. Bu proteinler membran hasarinda birlikte rol
oynamaktadir. Gama toksin gen lokusu A, B ve C olmak {lizere 3 tane protein
komponentinin {iretiminden sorumludur. B ve C komponentleri zayif hemolitik
aktiviteye sahip bir gama toksin olustururken, A ve B komponentleri hemolitiktirler ve
zayif lokotoksiktirler (Kiipliilii ve ark., 1995). Bununla birlikte, gama toksinin beta

toksin ile birlikte ¢ogunlukla doku irritasyonuna sebep oldugu, alfa ve beta toksinlerinin



meme dokularina adezyon yetenegini artirmak suretiyle virulansa 6nemli katkida
bulunduklari rapor edilmistir (Cifrian ve ark., 1996; Karahan, 2005).

Sigir siit 6rneklerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin birgogu tarafindan
sentezlenen diger 6nemli bir toksin l6kosidin’dir (Loeffler ve Norcross, 1985). PVL,
insan klinik hastaliklar1 (Lina ve ark., 1999; Rhem ve ark., 2000) ve son zamanlarda
mastitisli ineklerle iliskilendirilen l6kotoksindir (Schuberth ve ark., 2001; Rainard ve
ark., 2003; Fueyo ve ark., 2005). Bu toksin, sadece insan ve tavsan polimorfniiklear
16kositler ve makrofajlar1 hedef alir, sadece bu hiicreler {izerine sitolotik etkiye sahiptir
ve fagositozu engellemek suretiyle virulansa katkida bulunmaktadir (Fox ve ark., 2000,
Wagner, 1992; Akan, 1993). Fagositoz stapfilokokkal infeksiyonlara kars1 énemli bir
savunma mekanizmasidir. PVL (lukS-PV ve lukF-PV), birbirinden ayr1 F ve S olmak
tizere iki protein komponentinden olusur. Bunlarin ayr1 ayr etkisi azdir veya hi¢ yoktur,
ancak sinerjik olarak etki gosterirler (Wagner, 1992; Akan, 1993). Bu her iki
komponent de antijeniktir ve formaldehit ile tokside doniistiiriilir. PVL ile muamele
edilmis 16kositin katyon gecirgenligi degismektedir. Hiicre hareketini kaybederek siser
ve graniillli, yuvarlak bir sekil alarak yavas yavag parcalanir. Lokositleri harap ettigi ve
fagositozu engelledigi igin virulansta onemli bir rol oynar (Akan, 1993).

LukED tavsan deri orneginde dermonekrozis icin PVL kadar etkilidir fakat
hemolitik aktiviteye sahip degil ya da I6kositolitik aktivitesi zayiftir (Kaneko ve Kamio
2004).

Real-Time PCR teknolojisi DNA’nin ¢ogaltimini ve iiriinlerini tek bir tiipte
belirlemeyi miimkiin kilan son yillarda popiiler olmus bir metottur. Floresan i1sima
tekniklerinin molekiiler genetik yontemlerle kullanima girmesi ile birlikte bilinen PCR
gelistirilerek olusturulmus bir yontemdir. Gen anlatiminin belirlenmesi, farklilasma ve
patolojik durumlarin saptanmasi i¢in ¢ok Onemlidir. Medikal arastirmalarda ve
molekiiler tan1 ¢alismalarinda biyolojik materyalle ¢alisirken ¢ok sayida doku 6rnegine
veya hiicre miktarina ihtiya¢ duyulur. Real-Time PCR metodu ile ¢ok az miktardaki
biyolojik bir oOrnegin oOzelligi hizli, giivenilir ve hassas bir sekilde ortaya
koyulabilmektedir (Giinel, 2008).

Real-Time PCR’da amplifikasyon ve analiz birlikte gerceklesmektedir. DNA
boyalar1 ya da floresan problar gibi analiz i¢in gerekli olan reaktifler, PCR karigimina
amplifikasyondan 6nce eklenmektedir. Veriler amplifikasyon siiresince ayni tiip/kapiller
icinden ve ayni cihaz ile toplanir. Ornek transferi, reaktif eklenmesi ve jel ayirimina

gerek yoktur (Persing, 2006). Real-Time’da PCR f{iriinleri, florasan problar veya SYBR



Green gibi DNA baglayici boya kullanilarak belirlenebilir. Bu yontemde kullanilan
floresan boya sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglandigindan ¢cogalan DNA miktarindaki
artisa paralel olarak Real-Time PCR cihazinda okunan floresanin miktar1 da es zamanl
olarak artmaktadir (Kubista ve ark., 2006). Bu yontem optimize edilmis PCR sartlarinda
ve 1yi tasarlanmis primerler ile ¢ok fazla sayida hedef genin ¢ogaltilmasina olanak
vermektedir (van der Velden, 2003).

Real-Time PCR’da fiirlinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu
nedenle, agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor 6tesi 151k altinda goriintiilenmesi
gibi islemlerin uygulanmasimma gerek kalmamaktadir. Bodylece sonuglar aninda
alinmakta, kontaminasyon riski azalarak tiim islemler sicaklik dongiileri baslayinca
otomatik olarak devam etmektedir (Persing, 2006). Genis bir uygulama alani, 6zgiinliik
ve dogru kantitatif imkan1 sunmaktadir (Higuchi ve ark., 1992; Higuchi ve ark., 1993).

Prévost ve ark. (1995a) synergohimenotropik toksinleri iireten insan kaynakli S.
aureus suglar1 lizerine yaptiklar1 bir epidomiyolojik c¢alismada S. aureus’un klinik
suslarinin %>99’nin y-hemoliz irettiklerini, hastanelerden izole ettikleri S. aureus
suslarinin %<52’da ise PVL tirettiklerini belirlemislerdir.

Lina ve ark. (1999), hastane kaynakli 172 Ornekten olusan bir S. aureus
koleksiyonunda PCR amplifikasyonuyla PVL genlerini taramiglardir. PVL genleri,
furunkl6z oOrneklerinin %93'inde ve zor nekrotik kanamali pndmonia'nin %85'inde
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda seliilit %55, kiitandz apsesi %50, osteomiyelit %23 ve
parmak infeksiyonlarinda da %13 olmak iizere tespit edilmistir. 172 klinik izolattan 64
PVL pozitif amplifikasyon verirken, tiim izolatlarda y-hemoliz genleri saptanmustir.
Buna ragmen PVL genleri, bulasici endokardit, mediastinit, hastane pndmonisi, idrar
kordonu infeksiyonu ve enterokolit gibi infeksiyonlarda tespit edilememistir. Boylece
PVLmin daha c¢ok deri ve mukozayr ilgilendiren nekrotik infeksiyonlarda kendini
gosterdigi sonucuna varilmistir.

Insan kaynakli S. aureus’da PVL geninin prevalansi, basit, tekrarlanabilir ve
hizli Real-Time Light-Cycler SYBR Green I PCR yontemi ile aragtirillmistir. PVL geni
S. aureus bakteriyemili 65 hastadan 1 izolatinda, solunum yolu infeksiyonlu 55
hastadan 4 izolatta, deri infeksiyonlu 91 hastadan 2 izolatta saptanmistir (Johnsson ve
ark., 2004).

Ispanya’da subklinik mastitisli ineklerin siitlerinden izole ettikleri 84 S. aureus
izolatin1 6 kontrol susu ile birlikte hemolizin (hla, hib, hid, hlg, hig-2), 16kotoksin
(lukPV, lukM, lukED), toksik sok sendrom toksin (zsst) ve enterotoksin (sea, seg, ser,



seu) genleri klasik ve multipleks PCR ile test edilmistir. Tiim 84 S. aureus izolat1 y-
hemoliz i¢in negatif iken, 83 izolat LukED icin pozitif olarak belirlenmistir (Fueyo ve
ark., 2005).

Bir bagka caligmada evcil hayvanlardan izole edilen S. aureus’daki lokotoksin
familya genleri PCR’la incelenmistir. 48’1 kuslara ve 72’si domuzlara ait olan S. aureus
orneklerinde LukS ve LukF genleri domuzdan izole edilen S. aureus suslarinda
rastlanmazken, 48 kus 6rneginden izole edilen S. aureus suslarinin 44'tinde (%91,7)
bulunmustur. iki bolgedeki siit mandirasindan mastitisli inek siitiinden 297 S. aureus
izolat1 toplanmustir. LukS-LukF ve LukE-LukD genlerine ilave olarak LukM ve LukF-PV
(P83) genleri, Ishikawa’dan 160 izolatin 100’{inde (%62,5) belirlenirken, Hokkaido’dan
137 izolatin 118’inde (%86,1) belirlenmistir (Yamada ve ark., 2005).

Metisiline direngli S. aureus (MRSA) klonlarinin sinirli sayida PV nin diinyada
cesitli topluluklarda yayilis gosterdigi rapor edilmistir. Denis ve ark. (2005)nin
Belcika’da izole edilmis ilk PVL pozitif MRSA suslarimin  molekiiler
karakterizasyonunu tanimlama amaciyla yaptiklari calismada, Belgikali hastalardan
topladiklar1 klinik MRSA izolatlarin1 PCR ile PVL bakimindan incelemislerdir. Ayrica
PVL pozitif izolatlar, PFGE, SCCmec tiplendirme, spa dizi tiplendirme, yardimci gen
regiilator (agr) polimofizm ve multilokus dizi tiplendirmesi ile de genotiplendirilmistir.
60 izolatin PVL toksinini kodlayan [ukS ve lukF genlerini tagidigini bulmugslardir.

S.aureus insan ve hayvanlarda pek ¢ok ciddi hastaliklara sebep olmaktadir ve
bulasict inek mastitislerinin en yaygin etiyolojik ajanidir. Bakteri c¢esitli virulans
faktorleri  icermektedir ve bu  virulans  faktorlerinin  kombinasyonunun
degerlendirilmesinin 6nemi son yillarda vurgulanmistir. Zecconi ve ark. (2006)’nin
yaptiklar1 ¢alismada ¢esitli virulans faktorlerinin kombinasyonun degerlendirilmesi
koagiilaz gen (coa), proteinA geni (spa), kollajen-baglanma protein geni (cna),
fibrinojen-baglanma protein geni (efb), PVL ve enterotoksinler (sea, seb, sec, sed, see,
seg, seh, sei, sej) diisiiniilmiistiir. Farkli genlerin varli§i/yoklugu arasindaki iligskinin
analizi ve siit somatik hiicre sayimi ile iltihapli meme cevabinin olgiilmesi, lojistik
gerileme ve genel dogrusal modeller tarafindan gerceklestirilmistir. Virulans gen
kombinasyonlar1 ile kiimelerdeki izolatlarin siniflandirilmasi en az bir kiimenin en
yiiksek 1iltihabi cevabi meydana getirdigini gostermistir. Virulans genler arasindaki
iliskilendirme, subklinik mastitisin olusumunda risk faktor olarak spa ve sej genlerinin

rol oynadigimi gostermistir. Bu sonuglar subklinik mastitisin gelisiminde virulans
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faktorlerin spesifik kombinasyonlarinin ekspresyonu ve suslarin ozellikleri ile iliskili
olabilecegini desteklemektedir.

Aires-de-Sousa ve ark. (2007)’nin yaptigr calismada, 84 stafilokokkal izolat
subklinik mastitisli inek, koyun, keci, bufalo siit Orneklerinden ve devekusunun
kolonizasyon oOrneklerinden elde edilmistir. 30 izolat biyokimyasal ve molekiiler
teknikler ile S. aureus olarak tanimlanmis ve fenotipik ve genotipik metodlar ile
kiyaslanarak karakterize edilmistir. PFGE, spa tiplendirme, multilokus dizi tiplendirme
(Multilocus Sequence Typing: MLST) ile molekiiler karakterizasyon 5 tipi ortaya
cikarmistir. Izolatlarin higbirinin PVL geni ve eksfoliyatif toksin D geni icermedigi
gorilmiistiir.

Haveri ve ark. (2007), hem inek meme i¢i infeksiyonlara sebep olan S.
aureus’daki virulans genlerin taranmasini hem de PFGE ve antimikrobiyal direng ile
klon tipi, infeksiyonun klinik tablosu, infeksiyon 1srar1 ve genetik profili arasinda bir
iliskinin olup olmadigini belirlemeyi amaglamislardir. 17 farkli PFGE tipi igeren S.
aureus suslar1 geleneksel ve multipleks-PCR ile 24 virulans gen [hemoliz (khla, hlg),
16kosidin (lukED, lukM), eksfoliyatif toksinler (eta, etb), enterotoksinler (sea, seo, seu),
toksik sok sendrom toksin (zsst), penisilini sifreleyen gen (blaz) ve metisilin direnci
(mecA)] i¢in taranmistir. Mastitisin etkeni olan S. aureus izolatlarimin biiyiik
cogunlugunun hemoliz geni (%76,7-97,4) ve LukED (%96,6) genlerini tasidiklar:
goriilmiistiir.

Haveri ve ark. (2008), inck meme i¢i infeksiyonlarinda ve meme dist
bolgelerden toplanan S. aureus izolatlarini, meme i¢i infeksiyonun kaynagini aragtirmak
amaciyla analiz etmislerdir. Sectikleri izolatlar1 hemoliz (hla, hlg), 16kosidin (lukED ve
lukM), sliperantijen (sea, sec, sed, seg, seo, seu, tst), adesinler (fnbA ve fnbB), penisilin
ve metisilin direnci (blaZ ve mecA) kodlayan genleri icin PFGE ve PCR aracilig ile
incelemislerdir. PCR analizi sonucunda hemen hemen biitiin suslarin a, f, y-hemoliz,
LukED, fnba genlerini tasidigi gdézlenmistir. Meme ici infeksiyondan izole edilen S.
aureus 1ile meme dis1 etkenlerden izole edilen S. aureus’lar bu tekniklerle
ayrilamamustir. S. aureus infeksiyonunun kaynagi bu meme dis1 etkenler oldugu ve
kontaminasyonun miimkiin oldugu gosterilmistir.

Moussa ve ark. (2008), insan kaynakli 37 S. aureus izolatinda 16S rRNA, PVL
ve stafilokokkal kasette kromozom mec (SCCmec) tip IV gen bolgelerini multipleks

PCR ile tanimlamay1 amacglamiglardir. Deri ve yumusak doku infeksiyonlarindan izole



11

edilen sadece 3 S. aureus susu (%8,1) PVL ve SCCmec tip IV i¢in pozitif
degerlendirilmistir.

Esan ve ark. (2009), Nijerya’da S. aureus’un epidemiyolojisini daha iyi
anlamak, tedavi gelistirmek ve hastaliklar1 kontrol altina almak amaciyla bir ¢alisma
yapmislardir. Giliney-Bat1 Nijerya’da saglikli saglik personelinden elde edilen klinik ve
nazal 6rneklerden fenotipik yontemlerle tanimlanan 54 S. aureus izolatinin PVL pozitif
oldugu goriilmiistiir.

Inek mastitisine sebep olan S. aureus’larm patojenitesi ve inek mastitisinde S.
aureus virulans genlerinin varligi yeterince anlagilmistir. Bu nedenle Ikawaty ve ark.
(2010), Hollanda’da farkli genotipte klinik inek mastitis izolatlarinin virulans faktor
profillerini incelemislerdir. Ulusal ve bolgesel suslari temsilen 2 kurumdan toplam 76 S.
aureus izolat1 19 toksin geni, 12 adesin geni, 3 bagisiklik geni ve 6 diger baz1 genler

PCR ile taranmistir. Izolatlarin %20’sinde LukE geni saptanmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calisma materyalini S.U. Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Laboratuari’nda
Emine Arslan tarafindan tanimlanan Konya Bolgesi’ndeki mastitisli ineklerden izole

edilen S. aureus izolatlar1 olusturmustur.

3.1.1. Kimyasal maddeler ve besiyerleri

Fenol, kloroform, izoamil alkol gibi kimyasal maddeler Merck KGaA, 64271,
Darmstadt, Almanya firmasindan elde edilmistir.

Agaroz, etidyum bromiir, NaCl, izopropanol, glasial asetik asit gibi kimyasal
maddeler ise Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, 89552, Steinheim, Almanya firmasindan
saglanmistir.

Real-Time PCR uygulamasi i¢cin Roche marka LightCycler 480 SYBR Green I
Master mix kullanilmustir.

Besiyeri olarak Nutrient Broth (NB) ve Triptik Soy Agar (TSA) Oxoid marka

kullanilmustir.

3.1.2. Tampon ve Cozeltiler

- TE tamponu : Tris 10mM, EDTA 1mM, pH=8
- Proteinaz K : 20mg/ml

- CTAB : %l

- SDS 1 %10

- NaCl : SM

- Lizostafin : 2mg/ml

- Kloroform/izoamil alkol : 24:1 oraninda Kloroform/izoamil alkol karistirilarak
hazairlanmustir.
- Fenol/Kloroform : 25:24 oraninda

- Izopropanol
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3.2. Metod

3.2.1. Calismada kullamilan bakteri kiiltiirleri

-80°C"de saklanan bakteri suslar1 Triptik Soy Agar (TSA) besiyerinde aktif hale
getirilmigtir. Daha sonra DNA izolasyonlar1 i¢in Nutrient Broth (NB) siv1 besiyerine
ekim yapilarak 37°C'de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. y-hemoliz pozitif (NTCT
8325) ve negatif (ATCC 9114) kontrolii olan referans suslar XX Aniversario de la
fundacion del Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA)’daki M.C. Martin
tarafindan saglanmstir. LukED ve PVL pozitif ve negatif kontrol suslar1 S.U. Selguklu
Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji kiiltiir koleksiyonundan saglanmistir.

3.2.2. Bakteriden Genomik DNA izolasyonu

Bakteriden DNA izolasyonu Ausubel ve ark. (1991)’nin 6nerdigi metoda gore
yapilmstir. 2 ml'lik sivi besiyerinde bakteri drnekleri iiretilmistir. 14.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek, pellet 200 pl TE tamponunda (pH:8.0) siispanse edilmistir. 9
ul lizostafin (2mg/ml) soliisyonu siispansiyona ilave edilerek 37°C’de 1 saat inkiibe
edilmigtir. 30 ul %10'luk SDS ve 3 ul proteinaz K (20mg/ml) ilave edilmistir. Daha
sonra 37°C"de 1 saat bakteri hiicrelerinin pargalanmasi i¢in inkiibe edilmistir. 1M NaCl
icerisinde %1'lik CTAB ¢ozeltisinden 80 pul ve 100 ul 5SM NaCl ¢ozeltisi ilave
edilmistir. 10 dakika 65°C de inkiibe ettikten sonra lizat kloroform ile ekstrakte edilmis
ve daha sonra fenol/kloroform ile ekstrakte edilmistir. DNA 0,6 hacim izopropanol ile
slipernatanttan presipite edilmistir ve 50 pl steril distile su ile siispanse edilmistir. DNA

konsantrasyonu spektrofotometre ile belirlenmistir.

3.2.3. PCR uygulamasi

PCR uygulamalari i¢in 10 pl ¢dzelti hazirlanmistir. Her bir reaksiyon karigimi
i¢cin, 50 pikomol forward ve reverse primeri (¢izelge 3.1), 10X PCR tamponu (50mM
KCl, 10mM Tris-HCI, pH=9, %0,1 TritonX-100), 1 pl MgCl, 2,5mM dNTP ve 0,5U
Taq polimeraz kullanilmistir. Daha 6nceden bakteriden izole edilen genomik DNA dan
1,5 wul karisima eklenmistir. Karisim hazirlandiktan sonra thermo-cycler cihazi ile her bir

primerin Tm degeri géz Oniine alinarak gen bolgeleri ¢ogaltilmistir. Cogaltim 30 dongiide
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yapilmistir ve thermo-cycler cihazi 95°C’de 3 dakika, 94°C’de 40 saniye, 59°C’de 45
saniye, 72°C’de 1 dakika’ya programlanmustir. 72°C uzatma sicakliginda 8 dakika basamagi
da eklenerek ve hazirlanan tiipler thermo-cycler cihazina yerlestirilip ¢ogaltim yapilmistir
(Zecconi ve ark., 2006). PCR uygulamasinda Real-Time PCR uygulamasinda kullanilan

primerler kullanilmistir.

Cizelge 3.1. PCR uygulamalari i¢in kullanilan primerler

Gen Dizi Tm
Bolgesi ‘0
PVL Forward 5’-TTCATTTAGACGCAGCAGGA-3’ (Zecconi ve ark., 2006) 58
Reverse 5-TTGAATAGCCGTCCCTTAACG-3’
y- Forward 5’-GCCAATCCGTTATTAGAAAATGC -3’ (Lina ve ark., 1999) 58
hemoliz | Reverse 5’-CCATAGACGTAGCAACGGAT -3’
(Hig)
Luk ED | Forward 5’-CAGAACTTCATTTTCGGATGTGAAGGG-3’ (Yamada ve ark., 64,5
2005)
Reverse 5’-CTCCAGGATTAGTTTCTTTAGAATCCG-3’

3.2.4. Real-Time PCR uygulamasi

Real-Time PCR uygulamalar i¢in 15 pl ¢ozelti hazirlanmistir. Her bir reaksiyon
karisimi i¢in, forward ve reverse primerden 1 pl (gizelge 3.1), 10 ul Light Cycler 480
DNA Master SYBR Green I (Roche) ve daha onceden bakteriden izole ettigimiz
genomik DNA’dan 100 ng karisima eklenmistir. Karisim hazirlandiktan sonra Real-
Time PCR, 95°C ta 10 dakika, 35 dongii, 95°C ta 10 saniye, 52°C’ta 15 saniye, 72°C’ta
18 saniye olarak programlanmistir. Her bir gen bolgesi icin Real-Time PCR
uygulamasinda kullanilan standart suslar ¢izelge 3.2°de verilmistir. Kullanilan 98 susun

konsantrasyonlar1 okutularak 1 pl’sinde 100 ng DNA olacak sekilde diliie edilmistir.

Cizelge 3.2. Real-Time PCR uygulamalari i¢in kullanilan negatif ve pozitif

suslar
PVL y-hemoliz (Hlg) Luk ED
Negatif sus S. aureus ATCC 2913 S. aureus ATCC 9114 | S. aureus ATCC 49775
Pozitif sus S. aureus ATCC 49775 S. aureus NTCT 8325 | S. aureus ATCC 2913
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3.2.5. §. aureus suslarimin PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

PCR firiinlerini degerlendirmek i¢in %1,5’luk agaroz jel elektroforezine tabi
tutulmustur (Maniatis ve ark., 1982). Agaroz jel i¢in 4,5 gr agaroz tartilip, 300 ml TAE
tamponu i¢inde kaynatilmistir. Kaynadiktan sonra 15 pl etidyum bromiir eklenerek
elektroforez kabina dokiilmiis ve taraklar yerlestirilmistir. Daha sonra sogumaya
birakilmistir. Jel soguduktan sonra PCR iiriinleri kuyucuklara yiiklenerek 100 voltta

yiiriitiilerek U.V. transilluminatorde goriintiilenen fotograf bilgisayara aktarilmas.
3.2.6. Real-Time PCR iiriinlerinin degerlendirilmesi

Real-Time PCR sonucunda elde edilen amplifikasyon egrisine gore S. aureus
suslarinda genlerin varlig1 ve yoklugu belirlenmistir. Bir virulans genin bir S. aureus
susunda ka¢ kopya halinde bulundugu yani konsantrasyonu Real-Time PCR software’i
kullanilarak hesaplanmisitr.

3.2.7. istatistiksel Analiz

Calisilan genlere ait her iki yontemle de elde edilen sonuglara Cohen Kappa

(Uyumluluk) Analizi ve Khi-kare Istatistik programi uygulanmustir.



4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. S. aureus suslarinda PVL, y-hemoliz ve LukED genlerinin PCR Analizi

Sonuclari

Calisilan 98 S. aureus susunun PVL, y-hemoliz ve LukED gen bolgeleri birer ¢ift
primer araciliftyla Nyxtechnik marka gradient termo-cycler’da g¢ogaltilmistir. PCR
iriinleri agaroz jel elektroforezinde etidium bromid ve DNA marker kullanilarak
gozlenmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3). 98 S. aureus susunun 91’1 PVL pozitif (%92,85), 96’s1
y-hemoliz pozitif (%97,95) ve 74’0 de LukED pozitif (%75,51) bulunmustur (Cizelge
4.1). Genler sirasiyla 465, 937 ve 1855 bp biyiikliigiinde amplifikasyon {iriinii

vermistir.

Pvl + Kontrol
Pvl — Kontrol

)
=
5
=

123 45 67 8 91011 121314 1516 1718 1920 2122 2324 2526 27 28 29 30

3000 bp

1000 bp
500 bp

3132 33343536 37 38 3940 41 4243 4445 4647 4849 505152 53 54 5556 57 58 59 60 6162

500 bp

6364 6566 6768 6970 717273 7475 76 777879 808182 8384 8586 8788 8990 9192 9394 9596 97 98

500 bp

Sekil 4.1. S. aureus suslarinda PVL gen bolgesinin PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi



y-hemoliz - Kontrol

y-hemaliz + Kantrol

£
2

123 45 6 7 8 910111213 1415161718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 290 30 31 32 33 34

3000 bp

1000 bp
500 bp

35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 505152 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 6566 67 686970

1000 bp

71 7273 74 75 76 77 78 79 8081 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 9394 95 96 97 98

1000 bp

Sekil 4.2. S. aureus suslarinda y-hemoliz gen bolgesinin PCR {irtinlerinin agaroz jel elektroforezi

Luk ED - Kontrol

£
=

123 45 6 7 8 9 10111213 1415161718 19 20 21 22 23 24 25 2627 28 29 30 31

i

~ LukED + Kontrol

— =
32 33 3435 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 505152 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64

65 66 67 686970 71 72 73 74 75 76 77 78 79 8081 82 83 84 B5 86 87 88 89 90 91 92 9394 95 96 97 98
=i = H— — —

g
3
g
I

1000 bp

Sekil 4.3. S. aureus suslarinda LukED gen bolgesinin PCR {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi



Cizelge 4.1. S. aureus suglarindaki virulans gen bolgelerinin PCR sonuglari
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Cizelge 4.1. S. aureus suglarindaki virulans gen bolgelerinin PCR sonuglari
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Sus numarasi

PVL Gen Bolgesi
amplifikasyonu

y-hemoliz Gen Bolgesi
amplifikasyonu

LukED Gen Bolgesi
amplifikasyonu
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4.2. Virulans Genlerin Real-Time PCR Sonugclari

4.2.1. PVL gen bolgesinin Real-Time PCR sonuglari

Bir ¢ift primerle PVL gen bolgesi Real-Time PCR ile c¢ogaltilmistir.
Konsantrasyonlarina gore ayarlanmis olan 7 farkli standart (1/4, 1/16, 1/64, 1/256,
1/1024, 1/4096, 1/16384) aralifinda var olan gen bdlgesinin kantitatif degeri cizelge
4.2°de gosterilmistir. En kiiclik standardin altinda ¢ikan degerler negatif olarak kabul
edilmistir. Cizelge 4.2’de goriinen CP degerleri (Cycle point) amplifiye edilen genin
konsantrasyonuna bagl olarak ilk kac¢inci dongiide pik verdigini gosterir. Calismamizda
pozitif kontrol izolatlar1 Real-Time PCR’da amplifikasyon iirlinii verirken, negatif
izolatlar amplifikasyon {irlinli vermemistir (Sekil 4.4). PVL pozitif standart
amplifikasyon kontroliiniin erime noktasi (Tm) 78+2,5°C"ta ve 10. dongiide her kosulda
gerceklesmistir. Sekil 4.5°de goriildiigii gibi PVL pozitif 69 susun erime noktasi
77,8+£2,5°C ta amplifiye edilmistir. Bu sicakliklar bize biitlin suslarda PVL geninin
dogru bir sekilde ¢ogaltildiginin gostergesidir. Tiim S. aureus suslarinin %70,40’1nin
PVL pozitif oldugu tespit edilmistir.

PVL geninin klasik PCR’daki pozitifligi ile Real-Time PCR’daki pozitifligi
arasindaki uyum belirlenmis, p=0,001 (p<0,05) oldugundan dolay: iki yontemle elde
edilen sonuglarin uyumlu oldugu istatistiki olarak sdylenebilir. Kappa degeri=0,247
olarak bulunmustur. Bu da zayif diizeyde uyumluluk oldugunu gostermektedir. p<0,05
olan khi-kare degeri 1 serbestlik derecesinde anlamlidir. Her iki metod arasinda uyum
vardir.

Real-Time PCR’a gore 15, 32, 43, 70, 78 ve 84 nolu suslar en konsantre standart
degerinin ¢ok iizerinde yogun miktarda gen kopyasi varsa cihaz okudugu normal
kantitatif degerlerden farkli olarak koseli parentez i¢inde bir deger vermektedir. Bu
nedenle bu sus ve degerler cizelge 4.2°de yer almamistir. Ayni sekilde 5, 28, 80, 88, 96
ve 98 nolu suslar ise en diisiik standart degerinin altinda (4x10 IU/ml) bir deger verdigi
icin cihaz tarafindan negatif olarak kabul edilmistir. Bu sus numaralar1 ve negatif
degerler de cizelge 4.2°de yer almamistir. 40 IU/ml iizeri PVL gen miktarlar pozitif
olarak kabul edilmistir.

Her susa ait elde ettigimiz PVL virulans geninin kantitatif degerlerini 40<-
10.000, 10.000-100.000 ve 100.000< IU/ml seklinde 3 gruba aymrarak

degerlendirilmistir. 40<-10.000 IU/ml aralifinda sonug¢ veren suslarin PVL gen miktar1
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%27,55, 10.000-100.000 IU/ml araliginda sonug¢ veren suslarin PVL gen miktar1 %9,18
ve 100.000< IU/ml araliginda sonug veren suslarin PVL gen miktart ise %32,65 olarak
hesaplanmistir. Cogu S. aureus susunda 100.000< IU/ml araliginda gen kopya sayisi
yani gen miktarinin olduk¢a fazla oldugu goézlenmistir. Virus kopya sayisi arttik¢a

bakterinin patojenitesi artacagi i¢in bu genin virulans etkisi yiiksek olacaktir.



Cizelge 4.2. S. aureus PVL gen bolgesi Real-Time PCR sonuglari

i KANTITATIF MELTING
ORNEK DEGER (Tm) CP
NUMARASI (IU/ml) POZITiF/NEGATIF (£2.5) DEGERLERI
1 5
2 -
3 -
4 1,26x10' + 77,76 12
5 i
6 1,39x10? + 78,15 20
7 1,30x10" + 78,14 15
8 3,52x10° + 77,65 13
9 1,36x10' + 78,12 11
10 7,98x10' + 78,08 30
1 :
12 1,25x10° + 77,68 18
13 }
14 :
15 }
16 4,51x10° + 77,95 13
17 5,48x10° + 77,76 13
18 :
19 1,07x107 + 78,08 21
20 1,32x10 + 78,86 11
21 481x10° + 77,58 23
%) 5
23 }
24 4,25x10' + 78,11 31
25 1,31x10° ]
26 2,73x10° + 77,91 23
27 }
28 }
29 }
30 }
31 2,82x10" + 77,69 13
32 :
33 1,92x10 + 77,91 15
11

34 9,68x10 + 78,09 19
35 43 1);109 + 78,11 26
36 4,64x10 + 77,69 14
37 2:82)41013 + 77,61 14
38 7,24x10" + 78,24 28
39 }
40 1,76x10 T 78,07 27
41 1,60x10° + 78,05 37
42 4,647x10° + 77,91 32
43 :
44 6,79x10’ + 77,95 30
45 2,25x10° + 77,65 20
46 }

47

22



Cizelge 4.2. S. aureus PVL gen bolgesi Real-Time PCR sonuglari

i KANT{TATiF MELTING
ORNEK DEGER B ‘ (Tm) cP
NUMARASI (IU/ml) POZITiF/NEGATIF (£2.5) DEGERLERI

48 1.85x10 + 77,75 12
49 1,53x10" + 77,82 12
50 2,54x104 + 77,60 35
51 521x10" + 78,11 17
52 -

53 3.42x10" + 78,13 14
54 1,06x10" + 77,74 16
55 439x10" + 77,59 20
56 -

57 536x10 + 78,06 26
58 2,57x10° + 78,18 20
59 133x10° + 78,17 20
60 3,63x102 + 78,45 19
61 1.07x10° + 78,13 11
62 1,47x10° + 78,14 20
63 1’70X104 + 78,08 13
64 221x10" + 78,20 13
65 451x10" + 78,28 12
66 7,21x10" + 78,28 29
67 1,10x10° + 78,12 11
68 1.43x10° + 78,01 20
69 7.93x10° + 78,31 14
70 -

71 1,53x10 + 77,38 17
72 125x10° + 77,99 14
73 330x10° + 78,15 34
74 2.48x10" + 77,91 13
75 8.42x10" + 77,70 11
76 7,28x103 + 77,81 14
77 2.01x10° + 78.23 10
78 -

79 4,78x104 + 77,50 15
80 -

81 6,67x10" + 78,24 27
82 2’93)(103 + 78,12 16
83 2.75x10° + 78,18 19
84 -

85 3,08x105 + 77,70 11
86 2.97x10° + 77,82 15
87 5,99x10° + 77,18 20
88 -

89 3,34x103 + 77,81 15
90 7.51x10° + 77,85 13

23



Cizelge 4.2. S. aureus PVL gen bolgesi Real-Time PCR sonuglari
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ORNEK KANT[TATIF POZITIiF/NEGATIF MELTING _cp
NUMARASI DEGER (Tm) DEGERLERI
(IU/ml) (£2.5)

91 1,22x10° + 77,62 13
92 2,05x10° + 77,57 20
93 5,01)(102 + 77,52 17
94 3.27x10° + 77,79 15
95 1,79x10" + 77,63 12
96 -

97 2,05x10? - 77,89 20

98
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4.2.2. y- Hemoliz gen bolgesinin Real-Time PCR sonuclari

Bir c¢ift primerle y-hemoliz gen bolgesi Real-Time PCR ile c¢ogaltilmistir.
Konsantrasyonlarina gore ayarlanmis olan 7 farkli standart (1/4, 1/16, 1/64, 1/256,
1/1024, 1/4096, 1/16384) araliginda var olan gen boélgesinin kantitatif degeri ¢izelge
4.3°de gosterilmistir. En kiiciik standardin altinda ¢ikan degerler negatif olarak kabul
edilmistir. Calismamizda pozitif kontrol izolatlar1 Real-Time PCR’da amplifikasyon
iriinii verirken, negatif izolatlar amplifikasyon iiriinii vermemistir (Sekil 4.6). y-hemoliz
pozitif standart amplifikasyon kontroliiniin erime noktasi1 (Tm) 74,9+2,5°C'ta ve 27.
dongiide her kosulda gerceklesmistir. Sekil 4.7°de goriildiigii gibi y-hemoliz pozitif 89
susun erime noktast 73,8+2,5°C'ta amplifiye edilmistir. Bu sicakliklar bize biitiin
suslarda y-hemoliz geninin dogru bir sekilde cogaltildiginin gostergesidir. Tim S.
aureus suglariin %90,81’inin y-hemoliz pozitif oldugu tespit edilmistir.

y-hemoliz geninin klasik PCR’daki pozitifligi ile Real-Time PCR’daki pozitifligi
arasindaki uyum belirlenmis, p=0,000 (p<0,05) oldugundan dolay1 iki yontemle elde
edilen sonuglarin uyumlu oldugu istatistiki olarak sdylenebilir. Kappa degeri=0,426
olarak bulunmustur. Bu da orta diizeyde uyumluluk oldugunu gostermektedir. p<0,05
olan khi-kare degeri 1 serbestlik derecesinde anlamlidir. Her iki metod arasinda uyum
vardir.

Real-Time PCR’a gore 36, 37, 38, 39, 45, 76 ve 83 nolu suslar en diisiik standart
degerinin altinda (4,21x10 IU/ml) bir deger verdigi i¢in cihaz tarafindan negatif olarak
kabul edilmistir. Bu sus numaralar1 ve negatif degerler ¢izelge 4.3’de yer almamistir. 40
IU/ml {izeri y-hemoliz gen miktarlar1 pozitif olarak kabul edilmistir.

Her susa ait elde ettigimiz y-hemoliz virulans geninin kantitatif degerlerini 40<-
10.000, 10.000-100.000 ve 100.000< IU/ml seklinde 3 gruba aymrarak
degerlendirilmistir. 40<-10.000 IU/ml araliginda sonu¢ veren suslarin y-hemoliz gen
miktar1 %48,97, 10.000-100.000 IU/ml araliginda sonug¢ veren suslarin y-hemoliz gen
miktart %39,79 ve 100.000< IU/ml araliginda sonu¢ veren suslarin y-hemoliz gen
miktar1 ise %2,04 olarak hesaplanmistir. Cogu S. aureus susunun 40<-10.000 IU/ml
araligindaki gen kopya sayisina sahip oldugu goriilmiistiir. Cok az bakteri Grnegi
(%2,04) y-hemoliz geninin ¢ok fazla kopyasini i¢cermistir. Bu da goriilme siklig1 fazla

olan genin virulans etkisinin az oldugunu gostermistir.



Cizelge 4.3. S. aureus y-hemoliz gen bolgesi Real-Time PCR sonuglart

i KANTITATIF MELTING
ORNEK DEGER o _ (Tm) cp
NUMARASI (1U/ml) POZITIF/NEGATIF (£2.5) DEGERLERI

1 3,36x10° 4 74,18 24
2 426x10° + 73,51 30
3 2,63x10° + 74,15 27
4 1,47x10° + 72,59 20
5 1,64x10° + 75,10 24
6 2,13x10° 4 73,12 20
7 2,46 x10° 4 73,09 27
8 4,70x10° + 74,12 26
9 2,23x10° + 73,64 27
10 2.11x10° + 74,10 27
11 1,60x10° 4 73,15 27
12 2,46x10° + 73,31 27
13 2.89x10° + 74,14 27
14 3,58x10° + 74,34 27
15 7,49x10° + 72,78 26
16 3,26x10° + 72,89 27
17 3,23x10° + 74,35 27
18 13610 + 74,16 24
19 3,12x10° 4 73,09 30
20 1,92x10° + 73,18 27
21 1,67x10° + 74,17 24
22 7,92x10° N 74,19 26
23 4,07x10° 4 74,23 27
24 3,12x10° T 73,12 30
25 1,68x104 + 75,10 24
26 5,10 x10° + 75,01 27
27 6,76x10" + 73,70 29
28 1,65x10° 4 73,19 24
29 7,77x10° + 74,25 29
30 1,84x10° + 73,65 27
31 5,10x10° + 73,12 26
32 6,93x10° + 75,08 26
33 436x10° T 74,05 24
34 1,64x10" + 73,68 24
35 2,63x10° + 74,07 24
36 }

37 }

38 }

39 }

40 3,64x10° + 74,13 24
41 1,78x10" + 73,98 24

27



Cizelge 4.3. S. aureus y-hemoliz gen bolgesi Real-Time PCR sonuglart

) KANTITATIF MELTING
ORNEK DEGER o ‘ (Tm) cP
NUMARASI (IU/ml) POZITIF/NEGATIF (£2.5) DEGERLERI

42 1.89x10° + 73,75 27
43 4,64x10° + 73,82 30
44 3,64x10° + 73,60 27
45 -

46 3.42x10° + 73,10 24
47 5.64x10° + 75,13 30
48 1,16x103 + 73,74 27
49 2,64X104 + 74,59 24
50 3,52x10° + 73,17 30
51 2.97x10° + 75,06 30
52 324 x10° + 75,03 30
53 3,64x102 + 74,17 30
54 1,69x10" + 73,45 24
55 4,85x103 + 74,13 27
56 1.92x10° + 73,14 24
57 4,14x10' + 75,08 32
58 2,65x10" + 74,20 24
59 127x10" + 74,28 24
60 3,64x10" + 73,28 24
61 2.41x10" + 74,12 24
62 2.93x10" + 75,01 24
63 2.80x10" + 74,31 24
64 2,70x10? + 73,12 30
65 5.47x10" + 73,38 24
66 435x10° + 73,99 24
67 7’53X104 + 74,15 23
68 3,56x10" + 73,91 24
69 -

70 5.07x10° + 73,81 26
71 2,67x10" + 73,23 24
72 4,63x103 + 73,92 27
73 1.76x10" + 73,50 24
74 1,64x104 + 73,16 24
75 6,07x10° + 74,24 26
76 -

77 461x10° + 73,18 24
78 1.01x10" + 73,70 24
79 4.13x10" + 73,82 24
80 3,10x10" + 74,18 24
81 1,84x10" + 74,04 24
82 2.36x10" + 73,81 24
83 -

84 8.09x10" + 73,85 24
85 3’28)(103 + 73,75 27

28
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Cizelge 4.3. S. aureus y-hemoliz gen bolgesi Real-Time PCR sonuglart

ORNEK KANTITATIF | POZITIF/NEGATIF MELTING _cp ‘
NUMARASI DEGER (Tm) DEGERLERI
(IU/ml) (£2.5)
86 3,08x104 + 73,17 24
87 5.20x10° + 73,18 26
88 2.44x10" + 73,56 24
89 2.71x10" + 73,72 24
90 9,28x10" + 74,18 26
91 2,99x103 + 74,07 27
92 -
93 6,13x10° + 74,82 26
94 1.26x10" + 74,10 24
95 5.96x10° + 73,72 26
96 1,59x10 * + 75,05 30
97 2.86x10° + 73,20 27
98 2,49,(103 + 73,65 27




30

AMPLIFIKASYON EGRiSI

18 -—97
1.7- -—55
15-
13
141
09

Floresan (530)

07-
0.5-
03

041 ;
«—Y-hemoliz -

1234567 8 91011121314151617 181920 2122232425 2627 25 2930 31 3233 3435 3637 38 394041 42434445
Déngiiler

Sekil 4.6. S. aureus suslarinin y-hemoliz gen bolgesinin Real-Time PCR {irlinlerinin amplifikasyon egrisi

ERIME EGRISi

0,778 /\ 93
0.708

0,635 :

01,568
0.493
0.428 94
0.353
0,283
02184
0143 s ——
0.0784

0.0085 _— —

- 96

Floresan (530)

L{didT}

S5 s5 G0 F2 64 G5 63 70 72 74 76 78 &0 82 g4
Sicaklik ()

Sekil 4.7. S. aureus suglarinin y-hemoliz gen bolgesinin Real-Time PCR {iriinlerinin erime sicakliklari



31

4.2.3. LukED gen bolgesinin Real-Time PCR sonuclari

Bir ¢ift primerle LukED gen bdlgesi Real-Time PCR ile cogaltilmistir.
Konsantrasyonlarina gore ayarlanmis olan 7 farkli standart (1/4, 1/16, 1/64, 1/256,
1/1024, 1/4096, 1/16384) araliginda var olan gen boélgesinin kantitatif degeri ¢izelge
4.4°de gosterilmistir. En kiiciik standardin altinda ¢ikan degerler negatif olarak kabul
edilmistir. Calismamizda pozitif kontrol izolatlar1 Real-Time PCR’da amplifikasyon
tiriinii verirken, negatif izolatlar amplifikasyon iirlinii vermemistir (Sekil 4.8). LukED
pozitif standart amplifikasyon kontroliinlin erime noktast (Tm) 76,5+2,5°C’ta ve 25
dongiide her kosulda gerceklesmistir. Sekil 4.9°da goriildigi gibi LukED pozitif 65
susun erime noktas1 75,8+2,5°C ‘ta amplifiye edilmistir. Bu sicakliklar bize biitiin
suslarda LukED geninin dogru bir sekilde ¢ogaltildiginin gostergesidir. Tim S. aureus
suslarinin %66,32’sinin LukED pozitif oldugu tespit edilmistir.

LukED geninin klasik PCR’daki pozitifligi ile Real-Time PCR’daki pozitifligi
arasindaki uyum belirlenmis, p=0,000 (p<0,05) oldugundan dolay1 iki yontemle elde
edilen sonuglarin uyumlu oldugu istatistiki olarak sdylenebilir. Kappa degeri=0,717
olarak bulunmustur. Bu da iyi (yeterli) diizeyde uyumluluk oldugunu gostermektedir.
p<0,05 olan khi-kare degeri 1 serbestlik derecesinde anlamlidir. Her iki metod arasinda
uyum vardir.

Real-Time PCR’a gore 1, 26, 29, 45, 59, 80, 81 ve 82 nolu suslar en diisiik
standart degerinin altinda (4,05x10 IU/ml) bir deger verdigi icin cihaz tarafindan negatif
olarak kabul edilmistir. Bu sus numaralar1 ve negatif degerler ¢izelge 4.4’de yer
almamistir. 40 IU/ml {izeri LukED gen miktarlar1 pozitif olarak kabul edilmistir.

Her susa ait elde ettigimiz LukED virulans geninin kantitatif degerlerini 40<-
10.000, 10.000-100.000 ve 100.000< IU/ml seklinde 3 gruba aymrarak
degerlendirilmistir. 40<-10.000 IU/ml araliginda sonu¢ veren suslarin LukED gen
miktart %45,91, 10.000-100.000 1U/ml araliginda sonu¢ veren suslarin LukED gen
miktar1 %14,28 ve 100.000< IU/ml araliginda sonug veren suslarin LukED gen miktari
ise %6,12 olarak hesaplanmistir. Cogu S. aureus susunun 40<-10.000 IU/ml
araligindaki gen kopya sayisina sahip oldugu goriilmiistiir. Cok az bakteri Grnegi
(%6,12) LukED geninin ¢ok fazla kopyasini icermistir. Prevelanst %66,32 olan genin

virulans etkisinin az oldugunu géstermistir.



Cizelge 4.4. S. aureus LukED gen bolgesi Real-Time PCR sonuglart

i MNT[TATiF MELTING
ORNEK DEGER (Tm) cP
NUMARASI (IU/ml) POZITiF/NEGATIF (£2.5) DEGERLERI
1 5
2 :
3 1,74x10" + 74,60 26
4 2,00x10" + 75.11 26
5 6.22x10° + 74.10 27
6 :
7 1.64x10" + 74,30 26
8 1,06x10" + 74,59 26
9 7.40 x10° + 74,55 27
10 1.39x10° + 75,07 28
11 1,64x10" + 74,19 26
12 1,64 x10° + 74,20 28
13 3
14 1,19x10° + 75,13 24
15 :
16 1,64x10" + 75,08 26
17 2.71x10° + 75,20 24
18 2.91x10° + 74,29 24
19 :
20 5.56x10° + 74,12 27
T

21 6.,10x10 + 75.02 26
22 1.84x10° + 74,31 30
23 :
24 723x10° + 73,38 29
25 :
26 :
27 :
28 3,38x10° + 74,16 30
29 :
30 :
31 1,64x10" + 74,91 26
32 4,07x10 n 74.50 33
33 6.27x10° + 74,18 29
34 2,44 x10° + 74,21 34
35 1,39x10° + 74,12 30
36 1.42x10° + 76,01 30
37 :
38 1.64x10" + 74,81 26
39 1,54x10° + 74,15 28
40 4:27)4101 + 74,06 32
41 424x10' + 74,02 32
42 3:21x104 + 74.75 29
43 1.92x10° + 7435 30

32



Cizelge 4.4. S. aureus LukED gen bolgesi Real-Time PCR sonuglart

) KANTITATIF MELTING
ORNEK DEGER (Tm) cp
NUMARASI (IU/ml) POZITIF/NEGATIF (£2.5) DEGERLERI

44 8,05 x10° + 75,19 27
45 -
46 3’40)(1()3 + 75,10 28
47 1’94)(103 + 75,13 28
48 4.74x10° + 74,75 28
49 -
50 3,12 x10° + 74,77 30
51 321x10° + 75,06 25
52 -
53 -
54 -
55 1,94x10° + 76,08 30
56 -
57 7.58x10° + 75,07 27
58 635 x10" + 74,60 26
59 -
60 -
61 -
62 -
63 -
64 -
65 8.59x10" + 76,03 31
66 7.22x10° + 74,99 27
67 6,45 x10° + 74,93 29
68 1,64x10" + 74,91 26
69 -
70 3,75x10° + 74,81 26
71 1’01X103 + 74,12 28
72 1.87x10° + 74,92 30
73 3,22,(102 + 74,50 30
74 425x10° + 74,21 30
75 3,18x102 + 74,24 30
76 -
77 1.51x10° + 75,18 31
78 2,94x10° + 74,70 30
79 5,69 x10 + 74,13 33
80 -
81 -
82 -
83 -
84 -

85
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Cizelge 4.4. S. aureus LukED gen bolgesi Real-Time PCR sonuglart

34

ORNEK KANTITATIF | POZITIF/NEGATIF MELTING _cp ‘
NUMARASI DEGER (Tm) DEGERLERI
(IU/ml) (£2.5)
86 5,42x10° + 74,65 29
87 4,97 x10' + 74,53 31
88 1,04x10° + 74,50 24
89 6.57x10° + 75,11 29
90 2,64x105 + 75,10 25
91 4,80 xlOl + 74,50 31
92 1,13x10° + 74,64 28
93 2.19x10° + 74,49 30
94 4.45x10° + 74,17 28
95 3,35x10" + 75,09 26
96 4’()6)(10l + 75,18 31
97 6,68 x10° + 75,14 29
98 2,13,(103 + 74,45 28
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S. aureus’lardaki PVL, y-hemoliz, LukED genlerinin varligi Real-Time PCR ve
klasik PCR’da farkli oranlarda sonu¢ vermistir. Klasik PCR’da sirasiyla %92,85,
%97,95, %75,51 oranlarinda pozitif olan PVL, y-hemoliz, LukED genleri Real-Time
PCR’da %70,40, %90,81, %66,32 olarak bulunmustur. Bu da kullanilan en diisiik
standart konsantrasyonunun (1/16384) altindaki PVL gen kopyalarini negatif olarak
degerlendirmesinden dolay1 Real-Time PCR’da gen pozitiflik orani diisiik ¢ikmistir. Bir
baska deyisle Real-Time PCR’da gen belirli bir kopya sayisina geldiginde ilk piki
verdigi icin bu kopya sayisindan daha az sayidaki gen kopyasi negatif kabul
edilmektedir. Ayn1 zamanda bazi suslarda gen kopyasinin yogun olarak bulundugu
durumlarda cihaz normal okudugu kantitatif degerlerden farkli olarak koseli parantez
icinde bir deger vermektedir. Dolayisiyla negatif okunan degerlerle bu degerler
yukardaki % oranlarina yansitilmamigtir. Bu nedenle klasik PCR’a goére Real-Time PCR
pozitiflik oranlar diisiik ¢ikmistir. Fakat buna ragmen istatistik analizine gére uyumlu
sonuglar elde edilmistir (p<0,05). 40 IU/ml miktarindan fazla olanlar1 pozitif olarak
kabul ettigimiz bu caligmada bu degerin altindaki gen kopyalarini iceren suslar1 da
pozitif olarak degerlendirirsek Real-Time PCR sonucu ile klasik PCR sonucu, y-hemoliz
ve LukED de tamamen ortlismekteyken PVL’de oldukga yaklagmaktadir.

S.aureus’un insan ve hayvanlarda ¢ok ciddi hastaliklara sebep oldugu ve bulasici
inek mastitislerin en yaygin etkeni oldugu belirtilmistir. Mastitisli ineklerdeki
S.aureus’un genetik karakterizasyonunun klonal tip ile varsayilan virulans faktorleri
arasinda bir iligskinin oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Fitzgerald ve ark. 2000). Bakterinin
cesitli  virulans faktor igerdigi ve bu virulans faktorlerin  kombinasyonunun
degerlendirilmesinin 6nemi son yillarda vurgulanmistir (Zecconi ve ark., 2006).

Johnsson ve ark. (2004) Real-Time PCR SYBR Green metodu ile insan kaynakli
S. aureus’larda PVL pozitif suslart sadece %0-2 oranlarinda gozlemlemistir. Bu
calismanin sonuglart diger bazi insan kaynakli arastirmalarla (%0-4 oranlarinda)
uyumlu bulunmustur (Prévost ve ark. 1995b; Narita ve ark. 2001; Melles ve ark. 2006).
Bu ¢aligmalarinda sonucunda PVL’nin diislik prevelansa sahip oldugu rapor edilmistir.
Rainard ve ark. (2003), hayvan kaynakli S. aureus’larda klasik PCR ile PVL
taramasinda biitiin suglarin PVL i¢in negatif oldugu gézlenmistir. Ancak Dufour ve ark.
(2002) %21, Melles ve ark. (2004) %38 ve Lina ve ark. (1999) %37,20 oranlar ile
PVL’nin yliksek prevelansa sahip oldugunu savunmuslardir. Prévost ve ark. (1995a)
synergohimenotropik toksinleri iireten insan kaynakli S. aureus suslari iizerine

yaptiklar1 bir ¢alismada hastanelerden izole ettikleri S. aureus suslarinin %52’den daha
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az kisminin PVL {irettigi gdzlenmistir. Bu arastirmalarin PVL pozitif oranlarinin tersine
baz1 arastiricilar %100’e yakin oranlarda PVL pozitif bulmuslardir. Ornegin bizim
sonuclarimizla uyumlu olarak (%92,85) Coppie ve ark. (1994)’nin yaptiklar1 ¢alisma
sonucuna gore ise ¢iban gibi nekrotik infeksiyonlarda PVL geninin %93 oraninda
bulundugunu tespit edilmistir.

Fueyo ve ark. (2005), subklinik mastitisli ineklerin siitlerinden elde ettikleri S.
aureus suslarini bazi genler bakimindan klasik ve multipleks PCR ile test etmisler ve
izolatlarin higbirinde y-hemoliz genine rastlamamislardir. Bunun aksine Haveri ve ark.
(2007)’nin mastitisli S. aureus suslar iizerine yaptigi bir ¢alismada suslarin biiyiik
cogunlugunun y-hemoliz %88,8 geni tasidigr goriilmiistiir. Yamada ve ark. (2005)
yaptiklar1 calismada hem kus ve domuza ait S. aureus izolatlarim1 hemde iki farkh
bolgedeki ineklerden izole edilen S. aureus izolatlarinda taramislardir. Kus ve
domuzdan izole edilen S. aureus’larn tamaminda y-hemoliz genine rastlamislardir. Iki
farkl1 bolgedeki ineklerden izole edilen S. aureus izolatlarinda ise %98,1 ve %98,5
oranlariyla y-hemoliz genini tespit etmislerdir. Bazi arastirmalarda ise mastitisli
ineklerden izole edilen S. aureus izolatlarinin tamaminin y-hemoliz igerdigi rapor
edilmistir (Fitzgerald ve ark. 2000; Rainard ve ark. 2003). y-hemoliz geninin yiiksek bir
prevalansa sahip oldugu savunulan bu caligmalar1 bizim sonuc¢larimiz %97,95 oraniyla
desteklemektedir.

LukED geninin kus domuz ve iki farkli bolgedeki ineklerden izole edilen S.
aureus suslarinin klasik PCR ile tarama sonuglarina gore kuslar ve ineklerde izole
edilen S. aureus’larm sirastyla %91,7 ve %95,95 gibi yiiksek oranlarda LukED genini
tagidiklar1 belirlenirken domuzlarin hi¢birinde bu gene rastlanmamistir (Yamada ve ark.
2005). Haveri ve ark. (2007) bu c¢aligmalart %96,6 oraniyla LukED genini pozitif
bularak desteklemisler. Yine ayn1 sekilde bir bagka calismada mastitisli inek kaynakli S.
aureus izolatlariin tiimiinde LukED geninin bulundugunu rapor etmislerdir (Rainard
ve ark. 2003). Bu caligmadaki klasik PCR ile %75,51 oraniyla LukED’nin varlig
uyumlu c¢ikmistir. Biitiin bu g¢aligmalarin aksine Ikawaty ve ark. (2010) S. aureus

suslarinin sadece %20’sinde LukE genine rastlamigslardir.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

S. aureus, bitiin diinyada siit endistrisinde 6nemli ekonomik kayiplardan
sorumlu olan inek mastitisinin 6énemli sebeplerindendir. Cogu virulans faktorlerin S.
aureus ile iligkili oldugu tespit edilmistir (Fitzgerald ve ark., 2000). Bu bakteri ¢esitli
virulans faktorleri iireterek mastitisin patojenitesine katkida bulunmaktadir. Virulans
genlerinin prevalansinin yiiksek olmasi bakterinin patojenligini artirmaktadir. Bu
calisma ile PVL, y-hemoliz ve LukED virulans genlerinin prevalansinin yiiksek oldugu
sonucuna varitlmistir. Bu calisma, genetik olarak ayni kokenden gelen S. aureus
tiplerinin virulans gen profillerinin karakterizasyonu ile patojenitesini belirlemeye,
klinik sonuclar1 tahmin etmeye ve Ozellikle zararli suglarin tanimlanmasma yardim
edebilmesi bakimindan 6nemlidir (Haveri ve ark., 2007). Bdyle bir ¢alisma diinyada
oldukca smirlidir. Daha ¢ok insan kaynakli PVL geni Real-Time PCR’1 yapilmistir.
Fakat mastitisli ineklerden ve insandan izole edilen S. aureus suslarinda y-hemoliz ve
LukED genlerinin Real-Time PCR’la kantitatif analizine hi¢ rastlanmamustir. Calisma
bu anlamda 6nemli ve orijinal bir ¢aligmadir.

Bir bakterideki virulans genlerinin varligini belirlemek ve varsa kantitatif olarak
miktarini 6lgmek amaciyla Real-Time PCR hem hizli hemde pratik bir tekniktir. Real-
Time PCR’da amplifikasyon iiriinlerinin analizinde agaroz jel elektroforez bantlarinin,
U.V. 15181 altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin uygulanmasina gerek kalmamasi, genis
bir dinamik araligina sahip olmasi, 6zgiillik ve duyarliliginin klasik PCR’dan daha
listiin olmasi gibi nedenlerle kullanimi giderek yayginlasan bir metottur (Gilliice,
2009).

Bu tez calismasinda da klasik PCR sonuglart ile Real-Time PCR sonuglari
arasinda istatistiki olarak uyum analizi yapilmis ve her iki sonucunda uyumlu oldugu
belirlenmistir (p<0.05).

Bu gibi kantitatif miktar c¢aligmalarinda klasik PCR’la dogrulamaya gerek
kalmadan ve etidyum’a maruz kalmadan, Real-Time PCR aracili1 ile zahmetsiz, daha

hizli ve giivenilir sonuglar elde edilebilir.
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