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Staphylococcus aureus (S. aureus) which is a crucial pathogen both for human and animals, one of
the causative agent of food poisonings. In this study, significant virulence genes (coagulase (coa),
clumping factor (clfA), and protein A (spa-1gG:spa-x)) in S. aureus strains isolated from meats of
various animal species (beef, sheep, goat, and chicken) and food contact surfaces were characterized
via molecular methods. With this aim, meat (n=400) and surface swap (50) samples from various
premises were collected in Sivas province. Using phenotypic methods, samples were found to be
coagulase positive S. aureus isolates. Coagulase-positive isolates were tested for virulence genes
using a single or multiplex Polymerase Chain Reaction (PCR). In total, S. aureus was found in 110
(24.4%) of the 450 samples examined. S. aureus was detected 29%, 24%, 14%, 32% and 22% in
cattle, sheep, goat and chicken meat samples as well as swab samples, respectively. coa, clfA, 1gG
binding region of spa, and X region coding genes were detected in all samples. Polymorphisms were
observed in two of these four gen regions. In coa-PCR, all isolates had a single band formation with
five distinct molecular lengths ranging from 500 to 1400 bp. In spa-X-PCR, all isolates had a single
band formation with seven distinct molecular lengths ranging from 190 to 350 bp. As consequently,
it is thought that detecting spa gene polymorphisms by coa-PCR in S. aureus isolates from meat and
surfaces can be regarded as a good alternative to traditional methods, contributing to the development
of effective staphylococcal infection control strategies and public health protection.
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Farkh Hayvan Tiirlerine Ait Et ve Yiizey Orneklerinden izole Edilen
Staphylococcus aureus Suslarinda Viriilens Genlerinin Belirlenmesi
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Staphylococcus aureus (S. aureus) insanlarda ve hayvanlarda patojen bir tiir olup, diinyadaki gida
kaynakl zehirlenmelerin en dnemli nedenlerinden biridir. Bu ¢alismada farkli hayvan tiirlerine (sigr,
koyun, keci ve tavuk) ait etlerde ve gidalarin temas ettigi yiizeylerden elde edilen 6rneklerde S.
aureus’un koagiilaz (coa), clumping faktor (clfA) ve protein A (spa-1gG; spa-X) gibi 6nemli viriilens
genlerinin molekiiler yontemlerle karakterize edilmesi amaglandi. Bu amagla Sivas ilindeki g¢esitli
isletmelerden et (n=400) ve yiizey svap (n=50) 6rnekleri toplandi. Ornekler fenotipik y&ntemlerle
koagiilaz pozitif S. aureus olarak identifiye edildi. Koagiilaz pozitif olarak dogrulanan izolatlara ait
viriilens genleri tekli ve miiltipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile incelendi. Toplamda 450
ornegin  110’unda (%24,4) S. aureus belirlendi. Bu izolatlarm %29, %24, %14, %32 ve %22
oranlarinda sigir, koyun, keci ve tavuk et orneklerinin yam sira yiizey orneklerinde de bulundu. S.
aureus izolatlarinin tamaminda coa, clfA, spa’nin IgG baglayan bolgesi ve X bolgesini kodlayan
genler tespit edildi. Bu dort gen bolgesinin ikisinde polimorfizmler gozlendi. Coa-PZR’da, izolatlarin
tamaminda bes farkli molekiiler uzunluga sahip ve 500-1400 bg arasinda degisen tek bir bant olusumu
bulundu. spa-X-PZR’da ise izolatlarin tamaminda yedi farkli molekiiler uzunluga sahip ve 190-350
be arasinda degisen tek bir bant olusumu belirlendi. Sonug olarak, et ve yiizey orijinli S. aureus
izolatlarinda coa-PZR ile spa gen polimorfizmleri tespitinin geleneksel yontemlere karsi iyi bir
alternatif olarak kullanilabilecegi, dolayisiyla stafilokokal enfeksiyonlara karst etkili kontrol
stratejilerinin geligtirilmesi ve halk saghgmin korunmasina katki saglayacag disiiniilmektedir.
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Giris

Staphylococcus aureus (S. aureus) insan ve hayvanlar
icin patojen bir tlir olup, diinyadaki gida kaynakh
intoksikasyonlarmn en 6nemli nedenlerinden biridir (Ercoli
ve ark., 2017; Castro ve ark., 2018). S. aureus gidalarda
sklkla bulunmakta ve diinya capmda gida kaynakl
bakteriyel zehirlenmelerin 6nde gelen nedenleri arasnda
yer almaktadir (Normannoa ve ark., 2007; EFSA, 2021; Li
ve ark., 2022). S. aureus hayvansal kaynakh gidalardan
sigir eti, tavuk eti, balk eti, ¢ig siit ve tiiketime hazir
gidalardan ¢ogunlukla izole edilmekte ve stafilokokal
intoksikasyonlardan sorumlu tutulmaktadir (Aydm ve ark.,
2011; Keyvan ve Ozdemir, 2016; Ercoli ve ark., 2017; Li
ve ark., 2018; Saka ve Terzi Giilel, 2018; Chen ve Xie,
2019; Sahin ve ark., 2020). Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi’nin (EFSA) raporuna gore gida kaynakl salgmlar
icinde bakteriyel toksinlerin iist swralarda yer aldigi ve
salgmlarm %19,6’sma sebep oldugu bildirimektedir.
Nitekim, Avrupa Birligi iiye iilkelerinde 2021 yilinda, gida
kaynakli salginlarda S. aureus toksinlerinin en fazla
hastaneye yatiga sebep etkenlerden biri oldugu ve 640 gida
kaynakli salgmm rapor edilmistir (EFSA, 2021).

S. aureus bir¢ok hayvan tiiriinde ve insanlarda ¢esitli
enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu etkenin;
hayvanlarda apseler, irinli olgular, mastitis, meme
impetigosu, dermatitis, artiritis, septisemi ve omfalitise
neden oldugu bildirilmektedir (Quinn ve ark., 2002).
Insanlarda ise, S. aureus hastane kaynakl (nozokomiyal)
enfeksiyonlar1 olusturan etkenlerin baginda gelmekte olup
septisemi, osteomyelitis, meningitis, invazif endokarditis
ve toksik sok sendroma (TSS)neden olmaktadir (Li, 2018).

Virulent ve non-virulent suslar arasmdaki farklarin
bilinmesi  mikroorganizmalarm  potansiyel viriilens
faktorlerinin halk saghigma etkilerinin degerlendirilmesi
acismdan oldukca 6nemlidir (Li ve ark., 2022). S. aureus
koagiilaz (coa), clumping factor (clfA), protein A(spa) gibi
pek ¢ok viriilens faktoriine sahiptir (Karahan ve ark., 2011;
Jenul ve Horswill, 2018). Ayrica, S. aureus’un
patojenitesine katkida bulunan ekstraseliiler toksinler
ornegin stafilokokal enterotoksinler (SEs), eksfoliatif
toksinler (ET), Panton-Valentin 16kosidin (PVL) ve Toksk
sok sendromu toksini (TSST-1) bulunmaktadir (Dinges ve
ark., 2000; Pereira ve ark., 2009; Sahin ve ark., 2020).

Giiniimiizde de S. aureus izolatlarmda fenotipik olarak
koagiilaz {iretimi varhgmmn tespiti bu etkenin patojen
oldugunun gostergesi olarak kabul edilmektedir (Tiwari ve
ark., 2008; Thomas ve ark., 2019). Ancak, PZR gibi
molekiiler yontemlerin gelistiriimesiyle hem koagiilaz geni
hem de diger viriilens faktorlerinin (cIfA ve spa) varhgmm
ortaya konulmas1 daha ¢ok kabul gormiistiir (Salasia ve
ark., 2004). Stafilokokal Protein A (spa), IgG’nin kristalize
olan olan fragment (Fc) kismmi baglayarak viriilense
katkida bulundugu diisiiniilen énemli bir hiicre duvar
komponentidir. Aynt zamanda spa’nmn IgG baglayan
bolgesinin  bulunmas: sonucunda polimorf niikleer
l6kositlerin fagositozisinde zayiflama veya inhibisyon
meydana geldigi tespit edilmistir (Fox ve ark., 2000).
Spa’yt kodlayan gen fonksiyonel olarak; Fc baglayan
bolge, X bolgesi ve C termialinde hiicre duvarma
tutunmayi saglayan bir bolgeden olugmaktadir. Bu protein
A’nm (spa) degisken ve tekrar bolgelerinin tiplendiriimesi
ile direngli izolatlarm analizinin yani swa salgm ve

enfeksiyon kontroliinde yaygm olarak kullanilabilecegi
belirtilmektedir (Frenay ve ark., 1996; Latifpour ve ark.,
2022; Maeda ve ark., 2022).

Clumping faktor A (clfA) ozellikle S. aureus
enfeksiyonlarmin erken fazlar1 esnasmda rol alan ve
onemli bir viriilens faktor olarak kabul edilmektedir. Hem
¢Ozlinebilir hem de sabit fibrinojeni ve fibrini bakteriye
baglama yeteneginde olan clumping faktoriin fenotipik
olarak tespitinde yanls negatif sonuclar elde edildigi i¢in
bu faktorii kodlayan genin (clfA) molekiiler yontemler ile
ortaya konmasi oldukga énemlidir. Ozellikle yeni ilaglarin
belirlenmesinde S. aureus viriilens faktorlerinin tespiti bu
alandaki ¢alhgmalar icin Onemli bir yaklagim olmustur
(Wang ve ark., 2016; Thomas ve ark., 2019).

Et orneklerinden izole edilen S. aureus suslarinda coa-
PZR ile spa gen polimorfizmleri tespitinin konvansiyonel
yontemlere karsi iyi bir alternatif olarak kullanilabilecegi ve
dolaysiyla stafilokokal enfeksiyonlara karsi etkili stratejilerin
gelistirilmesi  yoniinde faydali veriler saglayacag
diistiniilmektedir. Daha o©nceki calismamizda tiiketime
sunulan farklthayvantiirlerine (sigir, koyun, kegive tavuk) ait
etler, ¢alisanlarmn el svap 6mekleri ve gidalarm temas ettigi
ylizeylerden elde edilen 6meklerde Stafilokokal Enterotoksin
(SE) ve Toksik Sok Sendrom Toksin (tsst) gen varhg
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile saptanmigti (Sahin ve
ark., 2020). Bu calisama ise farkli hayvan tiirlerine (sigr,
koyun, keci ve tavuk) ait etlerden ve gidalarm temas ettigi
ylizeylerden elde edilen Orneklerde S. aureus’un 6nemh
viriilens genlerinden koagiilaz (coa), clumping faktor (CIfA)
ve protein A (spa)’nm molekiiler yontemlerle arastiriimasi
amaciyla gergeklestirilmistir.

Materyal ve Metot

Orneklerin Alinmast

Bu ¢ahgma, Sivas ilindeki isletmeler (mezbaha, gida
iretim tesisleri), marketler, kasaplar, yerel pazarlar ve
gesitli satis noktalarindan sigir, koyun, kegi ve tavuk eti
olmak iizere her bir hayvan tiiriinden 100 adet olmak tizere
toplamda 400 et 6rnegi toplandi. Gida maddelerine ek
olarak gida iiretim yerlerindeki yiizeylerden (n=50) de
ornekler alndi. Gida maddelerinin iiretildigi ylizeylerden
ornek almmasmnda da svap-rins teknigi kullanild1 (Legnani
ve ark., 2004; Aydmn ve ark., 2007). Bu amagla steril svap
cubuklari, aseptik kosullarda Brain Heart Infusion Broth
icerisine daldirilarak islatildi, yaklagik 100 cm (1010 cm)
ylizeylere 20 saniye boyunca siiriildii ve daha sonra tagma
besiyerleri igerisine konuldu. Alnan o&rnekler soguk
zincirde (+4°C) laboratuvara getirilerek en kisa siirede
izolasyon ve identifikasyon islemleri gergeklestirildi.

S. aureus kolasyon ve Identifikasyonu
Orneklerden S. aureus izolasyonu EN 1SO 6881-1%¢
gore gerceklestirildi (ISO 6888-1:1999). Soguk zincirde
laboratuvara getirilen her bir 6rnekten aseptik kosullarda
25’er g tartiip steril stomacher posetlerine konuldu.
Orneklerin iizerine 225’er ml steril peptonlu su ilave
edilerek, karigim stomacher’da 2 dk siire ile homojenize
edildi. Elde edilen homojenizat ve hazirlanan
diliisyonlardan yumurta saris1 iceren Baird Parker Agar’a
(BPA Oxoid CM 1127; Egg Yolk Tellurite Emulsion
SR0054) yayma plak (0.1 ml) yontemiyle ekim yapildu.
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Plaklar 37°C’de 24-48 saat aerob kosullarda inkiibasyona
brrakildi. Inkiibasyon sonunda siyah, parlak, konveks, 1-
1,5 mm ¢apinda, etrafinda dar beyaz bir kusak ve bunu
cevreleyen berrak zon olusturan lesitinaz pozitif koloniler
S. aureus siipheli olarak degerlendirildi. Ureyen siipheli
koloniler fenotipik oOzelliklerinin belirlenmesi amaciyla
Brain Heart Infuzyon Broth (BHI Oxoid CM 1135) besi
yerine inokule edilip 37°C’de 24 saat inkube edildi
BHI’da iireyen siiphelikiiltiirlere Gram boyama, katalaz ve
koagiilaz testleri uygulandi. Elde edilen siipheli S. aureus
izolatlar1 ileri analizler i¢in %20 gliserinli Tryptone Soya
Broth’a (TSB, Oxoid CMO0876) almarak -20°C’de
muhafaza edildi.

DNA Ekstraksiyonu ve Tiir Spesifik PZR

Bakterinin genomik DNA ekstraksiyonu Sahin ve ark.
(2020)’m belirttigi sekilde gerceklestirildi (Karahan ve
ark., 2009; Sahin ve ark., 2020). S. aureus izolatlarmin
PZR ile dogrulanmasinda Riffon ve ark. (2001) tarafindan
bildirilen ve etkenin 23S rRNA genine ait primer ¢ifti
kullanildi  (Cizelge 1). Toplam 50 pl’lik hacimde
hazirlanan PZR karigimma 5 pl 10X PZR buffer, 5 pl 25
mM MgCl, deoksiniikleotitlerin her birinden 250 uM,
1.25 U Taq DNA Polymerase enzimi (MBI, Fermentas),
etkenin 23S rRNA geninden iiretilen primer ciftinin her
birinden 50 pmol ve 25 ng template DNA ilave edildi. PZR
reaksiyonlar1 BioRad gradient thermalcycler (Biorad-
T100TM Thermal Cycler, USA) cihazinda gerceklestirildi.
PZR amplifikasyonunda 94°C’de 2 dk 6n denaturasyon
asamasmni takiben, toplam 35 PZR siklusu 94°C’de 45 sn
denaturasyon, 64°C’de 1 dk hibridizasyon ve 72°C’de 2 dk
sentez olarak gerceklestirildi. Son siklusu takiben 72°C’de
10 dk ekstra sentez islemi yapildi. Amplifiye edilen PZR
iriinleri %1.5’luk agaroz jelde elektroforez iglemine tabi
tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dk
siireyle boyandi ve Ultra Viole (UV) transilluminatorde
(Viber Lourmat Quantum ST4) incelenerek sonuglar
gozlemlendi. Olusan bantlarm molekiiler agirhgini
saptamak amactyla 100 b¢’lik DNA ladder (MBI,
Fermentas SM 0321) kullanildi. PZR iiriinlerinin agaroz jel
elektroforezi neticesinde olusan 1318 bg¢ molekiiler
uzunlugundaki bantlar S. aureus olarak kabul edildi. Tiim
PZR uygulamalarinda pozitif kontrol olarak ATCC 25923
referans S. aureus susu ve negatif kontrol olarak distile su
kullanildi (Riffon ve ark., 2001). Cahsmada kullanilan
primer sekanslarinmn listesi Cizelge 1°de verildi. Ayrica, S.
aureus’a ait oldugu belirlenen DNA 6rneklerinde koagiilaz
(coa) geninin varhgi da belirlendi (Goh ve ark., 1992).
Amplifikasyon iglemi; 95°C’de 2 dk 6n denaturasyon

asamasmi takiben, toplam 30 siklus 95°C’de 30 sn
denaturasyon, 58°C’de 2 dk hibridizasyon ve 72°C’de 2 dk
sentez olarak gerceklestirildi. Son siklustan sonra 72°C’de
10 dk ekstra sentez islemi uygulandi

Clumping  Faktor  (clfA)  Geninin  PZR
Amplifikasyonu

Toplam 50 pl’lik hacimde hazirlanan PZR karigimina 5
ul 10X PZR buffer (750 mM Tris-HCI, pH 8,8, 200 mM
(NH:)2S0s4, %0,1 Tween-20), 5 pl 25 mM MgCly,
deoksiniikleotitlerin her birinden 250 puM, 1.25 U Taq
DNA Polymerase enzimi (MBI, Fermentas), Stephan ve
ark. (2001) tarafindan bildirilen ve CcIfA spesifik
oligoniikleotid primer ¢iftinin (Cizelge 1) her birinden 20
pmol ve 25 ng template DNA ilave edildi. PZR
reaksiyonlar1 BioRad gradient thermalcycler cihazinda
gerceklestirildi. PZR amplifikasyonunda 94°C’de 5 dk 6n
denaturasyon asamasmi takiben, toplam 35 PZR siklusu
94°C’de 1 dk denaturasyon, 57°C’de 1 dk hibridizasyon ve
72°C’de 1 dk sentez olarak gerceklestirildi. Son siklusun

ardindan 72°C’de 5 dk ekstra sentez islemi yapildi.

Protein A (spa) Geninin PZR Amplifikasyonu

S. aureus izolatlarmda spa geninin IgG baglayan
bolgesinin varhgmi arastrmak amaciyla Seki ve ark.
(1998) tarafindan bildirilen bir ¢ift spesifik primer
kullanilarak PZR islemi gergeklestirildi (Cizelge 1). PZR
karigimi yukarida bildirilen yogunluklarda hazirlandiktan
sonra amplifikasyon iglemi; 94°C’de 5 dk 6n denaturasyon
asamasmi takiben, toplam 30 siklus 94°C’de 1 dk
denaturasyon, 58°C’de 1 dk hibridizasyon ve 72°C’de 1 dk
sentez olarak gerceklestirildi. Son siklustan sonra 72°C’de
5 dk ekstra sentez basamagi uygulandi.

S. aureus izolatlarmda spa geninin X bdlgesinin
varhgmi aragtrmak amaciyla Frenay ve ark. (1996)
tarafindan bildirilen bir ¢ift spesifik primer (Cizelge 1)
kullanilarak PZR iglemi gerceklestirildi. PZR karigmmi
yukarida bildirilen yogunluklarda hazrrlandiktan sonra
amplifikasyon iglemi; 94°C’de 5 dk on denaturasyon
asamasmi takiben, toplam 30 siklus 94°C’de 1 dk
denaturasyon, 60°C’de 1 dk hibridizasyon ve 72°C’de 1 dk
sentez olarak gerceklestirildi. Son siklustan sonra 72°C’de
5 dk ekstra sentez basamagi uygulandi.

Calisma kapsaminda amplifiye edilen PZR {iriinleri
%1,5’luk agaroz jelde elektroforez islemine tabi
tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dk
siireyle boyand1 ve Ultra Viole (UV) transilluminator
altmda incelendi.

Cizelge 1. PZR analizlerinde genlere 6zgii kullanilan oligoniikleotid primerler
Table 1. The genes spesific olignucleotide primers used in PCR analysis

Primer Gen Bolgesi Sekans (5°-37) Biiyiikliik (bg) Kaynak
Sau327 | 235 rRNA GGACGACATTAGACGAATCA )
Saul645 | 23S rRNA CGGGCACCTATTTTCTATCT 1318 (Riffon ve ark., 2001)
Coa-1 coa CGAGACCAAGATTCAACAAG Polimorfizm Goh k. 1992
Coa-2 | coa AAAGAAAACCACTCACATCA (Gohveark., 1992)
CFAT | clfA GGCTTCAGT GCTTGTAGG  por o 2001
CfA2 | cIfA TTTTCAGGGTCAATATAAGC olimorfizm  (Stephan veark., 2001)
Spal | spa CACCTG CTGCAAATG CTGCG . .. )
Spa-2 | spa GGCTTGTTGTTGTCTTCCTC  Polimorfizm — (Sekiveark., 1998)
Spa-lll | spa CAA GCA CCA AAA GAG GAA —
Spa-1V spa CAC CAG GTT TAA CGA CAT Polimorfizm (Frenay ve ark., 1996)
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Cizelge 2. coa pozitif Staphylococcus aureus izolatlarmda spa-X gen bélgesinin PZR sonuglari
Table 2. PCR amplification results of X domain of spa gene in coa-positive Staphylococcus aureus isolates

Izolat sayis1 (%) Amplikon biiyiikligii (bg) Tekrar linitesi
60 (54,5) 290 10
18 (16,3) 350 12
13(11,8) 320 11
9(8,2) 210 7
4(3,6) 190 6
3(2,7) 240 8
3(2,7) 270 9
Bulgular

Farkh hayvan tiirlerine (s1gir, koyun, kegi ve tavuk) ait
et ve gidalarm hazirlandig1 yilizey orneklerinden olusan
toplam 450 numunenin %24,4’i (110/450) kiiltiir ve
biyokimyasal test sonucu S. aureus olarak identifiye edildi.
Bu izolatlardan 29’u (29/100; %29) sigir, 24’ (24/100;
%24) koyun, 14’1 (14/100; %14)keci, 32’s1(32/100; %32)
tavuk ve 11’1 (11/50; %22) ylizey orijinli orneklerden elde
edildi.

Bu ¢ahgmada farkli hayvan tiirlerine (sigir, koyun, keci
ve tavuk) ait et ve gidalarm hazirlandigi yiizey
orneklerinden elde edilen 110 adet S. aureus izolatm
(%24,4) tamammin coa genine 6zgii bantlar olusturdugu
saptandi. Yaklasik olarak 800 b¢ molekiiler uzunlukta tek
bant olusturan PZR iriinii toplam 45 (%40,9) izolatta
saptandi ve en yaygm profil oldugu goézlendi. Bu profili
strastyla 30 (%27,2) izolatta 750 bg, 17 (%]15,5) izolatta
950 bg, 11 izolatta (%10) 700 bg, 7 izolatta (%6,4) 1400
b¢’lik bant veren profiller olusturdu. Bant olusturan coa
pozitif izolatlarda bes farkh molekiiler uzunlukta
amplifikasyon tirtinleri tespit edildi (Sekil 1).

Farkh hayvan tiirlerine (s1gir, koyun, kegi ve tavuk) ait
et ve gidalarin hazirlandig1 yiizey 6rneklerinden elde edilen
S. aureus izolatlarm tamammmn CcIfA geni tasidigi da
belirlendi. Bu cIfA genlerinin herhangi bir polimorfizm
gostermedikleri tespit edildi. Izolatlarm molekiiler
uzunlugu 1000 b¢ olan amplifikasyon iiriinleri saptandi
(Sekil 2).

Et ve yiizey orneklerinden elde edilen S. aureus
izolatlarmm (n=110) tamammda spa-IgG baglayan
bolgesini kodlayan gen yoniinden 920 bp molekiiler
uzunlukta amplifikasyon iiriinleri bulundu (Sekil 3).

Bu caligmada spa-X bolgesini kodlayan gene spesifik
primerler ile yapilan PZR sonucunda izolatlarin
tamamindabu genin varlig1 saptandi. spa-X gen bolgesinin
yaklasik olarak 190, 210, 240, 270, 290, 320 ve 350 bg
arasnda degisen yedi farkli molekiiler uzunlukta
amplifikasyon {iriinleri tespit edildi. Calisma kapsaminda
290 bg biiyiikliigiinde 10 tekrar birimli iiriin olusturan
izolatlar baskm olarak belirlendi (n=60; %54,5). Diger
taraftan, 10’dan az izolattan swrasiyla 210, 190, 240 ve 270
b¢ molekiiler uzunluklarda yedj, alti, sekiz ve dokuz tekrar
birimi elde edildi (Cizelge 2) (Sekil 4).

Tartisma

S. aureus hem insan hem de hayvanlar i¢in patojen bir
tir olup, gida kaynakl intoksikasyonlarm en Onemli
nedenlerinden biridir. S. aureus izolatlarmm viriilens
genlerinin belirlenmesi patojenik tiirlerin
identifikasyonunda fenotipik yOntemlerin yan1 sira

belirleyici olarak kullaniimaktadir (Tiwari ve ark., 2008;
Thomas ve ark., 2019). Bu amagla koagiilaz, clumping
faktor ve protein A gibi Onemli virillens genleri
kullanilmaktadir (Wang ve ark., 2016). Nitekim, koagiilaz
fibrinojeni fibrine doniistlirerek plazmayi pihtilagtiran
hiicre dis1 bir proenzimdir. S. aureus igin patojenite kriteri
olarak kabul edilen bu enzimin saptanmasi, patojen
stafilokoklar1 koagiilaz negatif stafilokoklardan ayirt
etmek i¢in rutin test olarak kullaniimaktadr (Tiwari ve
ark., 2008; Thomas ve ark., 2019). Fenotipik olarak S.
aureus olarak identifiye edilen izolatlarda coa gen
varhgmn ve bu geni tagiyan suglardaki genetik
polimorfizmin belirlenmesi ile koagiilaz {iretiminin
fagositoz gibi konak¢i savunmasiyla karsilasildiginda
bakteriyel liremeyi sagladigi ve dolayisiyla enfeksiyonu
arttirdig1 géz oniine alinacak olursa, bu faktordeki genetk
yapt farklihiklarmm ortaya konmasmm  &nemi
anlasilabilmektedir (Aarestrup ve ark., 1995; Noerem ve
ark., 2020). Ayrica, coa geninin PZR amplifikasyonu, tiip
koagiilaz testi ile karsilastirildiginda altin standart olarak
kabul edilmektedir (Tiwari ve ark., 2008; Kadiroglu ve
ark., 2019). Bu c¢ahsmada, orneklerden elde edilen
koagiilaz pozitif S. aureus izolatlarmm yaklagik
%68,2’sinde 800 bg (%40,9) ve 750 bg (%27,2) molekiiler
agrrhga sahip amplifikasyon {iriinleri elde edildi. Ayni
yontem ve COAG2 - COAG3 primerleri kullanilarak
yapilan Onceki cahgmalarda hayvan orjinli S. aureus
izolatlarmda sadece tek banttan olusan amplifikasyon
iirlinleri saptanmistir (Schlegelova ve ark., 2003). Ancak,
Coa-PZR’da ¢ift bant olusmasi, insan orijinli bazi
izolatlarda g6zlemlenmis olup (Goh ve ark., 1992; Naorem
ve ark., 2020), bu durum c¢alsan kisilerin ellerinden
kaynaklanan bir kontaminasyonu akla getirmektedir.
Ancak yine de bulasmada Onemli bir roli bulunan
personelin gerekli hijyenik tedbirleri almasiyla, 6zellikle
ciplak elle islem yapilan isletmelerde, bulagmalarmn
minimum seviyelere indirilmesinin saglanabilecegi ve
dolayisiyla gida zehirlenmelerine karsi yapilan kontrol ve
eradikasyon ¢alismalarmda bu durumun g6z Oniinde
bulundurulmas1 gerektigi kanisma varildi. Bu ¢alismada
¢ift bant amplifikasyon {iriinii gozlenmedi. Ancak, Gokdag
ve Ciftci (2021) tarafindan mastitisli sigrlardan izole
edilen stafilokoklarda viriilens gen profillerini inceledikleri
bir ¢alismada 86 S. aureus izolatmm 61 (%70,9)’inde coa
geni tespit edilmis ve coa geni pozitif izolatlarda on farkli
gen polimorfizmi tespit edilmistir. Arastrmacilar,
mastitisli sigirlardan elde edilen S. aureus izolatlarmda coa
geni agisindan polimorfizmlerin bulunmasmmn izolatlarin
farkh olmasi ile agiklamislardir.
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Sekil 1. Staphylococcus aureus izolatlarinin coa-PZR

M1 2 3456 78 910111243 M

Sekil 2. Staphylococcus aureus izolatlarinim clfA genine ait

tiriinlerinin elektroforez jel goriintiisii (M : DNA Ladder (100 bg), elektroforez jel goriintiisii (M: 100 b¢ DNA Ladder, 1-11: 1000 bg

1-2: 700 bg amplifikasyon iiriinleri, 3-4: 750 b¢ amplifikasyon
tirlinleri, 5-7: 800 bg amplifikasyon iiriinleri, 8-10: 950 bg
amplifikasyon riinleri, 11-13: 1400 bg amplifikasyon iriinleri).
Figure 1. Agarose gel electrophoresis of coa-PCR results in
Staphylococcus aureus isolates. (M:100 bp DNA Ladder, 1-2:

Isolates forming bands at the size of 700 bp: 3-4: 750 bp, 5-7: 800

bp, 8-10: 950 bp, 11-13: 1400 bp).

M1 2 3% 6 7 -89-10 11 1213 M

.-

Sekil 3. Staphylococcus aureus izolatlarinin Protein A (spa)’nin
IgG baglayan bolgesini kodlayan genin elektroforez jel goriintiisii
(M:100 b¢ DNA Ladder, 1-11: 920 bg bant olusturan 6rnekler,
12: Negatif Kontrol, 13: Pozitif Kontrol (AT CC 25923).
Figure 3. Agarose gel electrophoresis of Protein A spa-1gG PCR
results in Staphylococcus aureus isolates. (M: 100 bp DNA
Ladder, 1-11: Isolates forming bands at the size of 920 bp; 12:
Negative control, 13: Positive control-ATCC 25923)

Bu c¢alismada S. aureus izolatmm tamammin CIfA
genini tagidigi tespitedildi. Daha 6nce yapilan ¢alismalarin
biiyiikk ¢cogunlugunda da coa geni yoniinden pozitif S.
aureus izolatlarmin hepsinde cIfA geninin de pozitif oldugu
rapor edilmistir (Reinoso ve ark., 2008; Karahan ve ark.,
2011). Farklihayvan tiirlerine (sig1r, koyun, keci ve tavuk)
ait et ve gidalarm hazirlandig1 yilizey orneklerinden elde
edilen S. aureus izolatlarmda cIfA geni yoniinden pozitif
bulunan O&rneklerin tamami yaklagik olarak 1000 bg
molekiiler uzunlugunda bant olusturdu. Bu ¢alismaya
benzer sekilde Salasia ve ark. (2004) inceledikleri
izolatlarm tamaminda yaklagik olarak 1000 bg¢’lik bir
amplikon elde etmisler ve bu gen bolgesi icin herhangi bir
polimorfizme rastlamamiglardir. Ancak, bazi ¢alismalarda
bulunan sonuglarda incelenen izolatlarm ¢ogunda 1000 bg
molekiiler uzunlugundaki amplikonlarm yam swra az
sayidaki izolatta yaklasik olarak 900-950 b¢ uzunlugunda
amplikonlar da tespit edilmistir (Reinoso ve ark., 2008;
Karahan ve ark., 2011).

bant olusturan 6rnekler, 12: Negatif Kontrol, 13: Pozitif Kontrol
(ATCC 25923).

Figure 2. Agarose gel electrophoresis of clfA PCR results in
Staphylococcus aureus isolates. (M: 100 bp DNA Ladder, 1-11:
Isolates forming bands at the size of 1000 bp; 12: Negative
control, 13: Positive control-ATCC 25923).

Sekil 4. Staphylococcus aureus izolatlarinin Protein A’nin spa-X
bolgesini kodlayan genin elektroforez jel goriintiisii (M: 100 bg
DNA Ladder, 1: 190 bg, 2: 210 bg, 3: 240 bg 4: 270 bg 5: 290 bg,
6: 320 bg, 7: 350 bg).

Figure 4. Agarose gel electrophoresis of Protein A spa-X PCR
results in Staphylococcus aureus isolates. (M: 100 bp DNA
Ladder, 1: 190 bp; 2: 210 bp, 3: 240 bp 270 bp 5: 290 bp, 6: 320
bp, 7: 350 bp).

S. aureus’un kolonizasyonu konakei hiicre yiizeyine
tutunmasi ile baslar ve bu bakteride bulunan adezinler
aracih@ryla gergeklesmektedir. S. aureus’ta bulunan
adezinlerin ¢ogu, Protein A (spa) olarak adlandirilan hiicre
peptidoglikanlarinda bulunan proteinlerdir (Berry ve ark.,
2022). S. aureus izolatlarmda hem spa’nm IgG baglayan
bolgesinin hem de X bolgesinin PZR ile amplifikasyonu ve
ardindan tekrar iinitelerinin sayismm analiz edilmesi
ozellikle farkh orijinli izolatlarm ayrimi icin uygun bir
metot olarak kabul edilmektedir (Frenay ve ark., 1996;
Latifpour ve ark., 2022). Calisma kapsaminda farkh
hayvan tiirlerine ait et ve gidalarm hazirlandig1 yiizey
orneklerinden elde edilen izolatlarm tamaminda yaklagik
olarak 920 b¢ molekiiler uzunlukta amplikonlar tespit
edildi. Karahan ve ark. (2011) tarafindan 6nceki cahsmada
spa-1gG’nin 920 b¢ ve 750 b¢ uzunlugunda amplikon
olusturan tiriinler igerdikleri bildirilmistir. Ancak, Reinoso
ve ark. (2008) yaptiklari calismada, sigirlardan elde edilen
izolatlarm tamammda 920 b¢’lik amplikon tespit ederken
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insan izolatlarmda 750 bg¢’lik  amplikonlar1  da
gozlemlediklerini bildirmislerdir (Reinoso ve ark., 2008).
Bu caligmada elde edilen sonuclara gére hem yiizey hem
de et orneklerinden sadece 920 bg¢’lik amplikonlar elde
edildi ve daha 6nce yapilan cahigmalarm sonuglari birlikte
degerlendirildiginde sigr mastitislerinden elde edilen S.
aureus izolatlar1 ile insan izolatlar1 arasinda bir iliskinin
bulunabilecegi diisiiniilebilir. Bu durum muhtemelen et
igleme {iretimi esnasmda gida isgileri tarafindan
kaynaklanan bir kontaminasyondan dolay1 olabilmektedir.
Et ve yilizey Orneklerinde elde edilen izolatlarin
tamaminda spa’nin X bolgesinde yaklagik olarak 190, 210,
240, 270, 290, 320 ve 350 b¢ molekiiler uzunlukta ve
srrasiyla 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12 tekrar Ginitesine sahip olan
amplikonlar elde edildi. spa’nmn X bolgesinin ¢ogaltilmasi
S. aureus izolatlar1 arasindaki farklihklarm ¢ok kisa bir
siirede ortaya konmasii¢in uygun bir hedef gen bolgesi
olarak gosterilmistir (Reinoso ve ark., 2008; Karahan ve
ark., 2011). Ozellikle tekrar iinitelerinin sayisina gore
farkh orijinli izolatlar iligkilendirilebilir veya ayni orijinli
izolatlarda dagilimm ne oranda oldugu tespit edilmek
suretiyle cografik olarak farkh bolgelerdeki izolatlar
arasindaki iligkiler ortaya konabilir. Bu arastrmada
predominant olarak 290 bg¢ biylikligiinde 10 tekrar
iinitesine sahip izolatlar baskin olarak belirlendi (n=60;
%54,5). Bunu strastyla 12, 11 ve 7 tekrar iinitesine sahip
izolatlar izledi. Karahan ve ark. (2011) sigir orijinli
izolatlar iizerinde yaptiklar1 bir caligmada, bu arastirmada
elde edilen bulgulara yakin bulgular tespit etmislerdir
(n=56; %60,9). Bu ¢aligma ile Tiirkiye’deki S. aureus
izolatlar1 arasmda yediden daha fazla tekrar {initesine sahip
olan suslarn daha yaygm oldugu belirlendi. spa’nin X
bolgesi PZR sonuglarma bakildiginda; 6-12 arasinda
degisen sayida tekrar iinitesine sahip yedi farkl molekiiler
uzunlukta amplikon tespit edilmesi, bu bolgenin
amplifikasyonunun coa-PZR amplifikasyonuna gore ayrm
giiciliniin daha yiiksek oldugu kanisini dogurmaktadir.

Sonug¢

Sivas ilinden toplanan farkh hayvan tiirlerine ait et ve
yiizey Orneklerinden elde edilen S. aureus izolatlarmda,
onemli viriilens genlerinden koagiilaz (coa), clumping
faktor (cIfA) ve protein A (spa)’nn IgG ile spa-X
bolgesinin de bulundugu tespit edildi Bu gen
bolgelerindeki polimorfizmlerin saptanmasi ve elde edilen
bulgularm degerlendiriimesiyle, 6zellikle spa geninin X
bolgesinin PZR amplifikasyon sonuglarmm S. aureus
izolatlarmm dagiimi hakkinda detayh bilgiler edinilmesi
acisindan son derece faydah bir metot olarak coa genine
alternatif olarak kullanilabilmektedir. Ayrica, S. aureus
izolatlarmdaki viriilens genlerinin geleneksel yontemlere
gore cok sayida Ornegin hizh bir sekilde tespit edilmesi
stafilokokal  enfeksiyonlara karsi  etkili  kontrol
stratejilerinin gelistirilmesi ve halk saghgmm korunmasma
katki saglayacag: diislinlilmektedir. Farkh kaynaklardan
elde edilen Stafilokok izolatlar1 ile daha kapsaml
cahgmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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