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Staphylococcus aureus ve Staphylococcus
intermedius Suslarinin REP-PZR Metodu ile
Tiplendirilmesi
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Ozet: Mastitis siitglliik isletmelerinde giderlerin artmasi ve siit veriminin azalmasi
gibi sonuglara yol agarak énemli ekonomik kayiplara sebep olan yangisal bir
bozukluktur. Staphylococcus aureus, mastitise sebep olan etken organizmalar
arasinda ilk sirada yer almaktadir. Bu calismada Konya Bdlgesi'ndeki mastitisli
ineklerden izole edilen 43 S. aureus 6 S. intermedius susunun akrabalik
derecelerinin  REP-PZR yéntemi ile belirlenmesi amagclanmistir. REP-PZR
sonucunda 500-~3000 bp blyUkliklerinde ve 2-6 arasinda degisen sayilarda bantlar
gozlemlenmistir. Bu REP profillerinden elde edilen dendrograma gére S. aureus ve
S. intermedius suslari arasindaki en ylksek akrabalik derecesi %82 oraninda
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mastitis, S. aureus, S. intermedius, REP, PZR

Typing of Staphylococcus aureus and Staphylococcus
intermedius Strains with Repetitive Sequence-Based PCR
(REP-PCR) Method

Abstract: Mastitis is an inflammatory anomaly which results in important economic
losses causing consequences like increase in prices at small dairies and decrease
in milk production. Staphylococcus aureus is the first of the most effective factors
which cause mastitis disease. The aim of this study was to determine of the
relationship degree by REP-PCR between 43 S. aureus and six S. intermedius
strains isolated from bovines mastitis in Konya region. As a result, 2-6 bands sized
500-~3000 bp were observed. According to obtaining a dendrogram from these
REP profiles, it was determined that the most high relationship degree between S.
aureus and S. intermedius strains was 82% rate.
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Giris

Mastitis, sitclUk isletmelerinde giderleri arttirarak ve sit veriminde belirgin bir azalmaya
sebep olarak dnemli ekonomik kayiplara neden olan bir problemdir [1, 2, 3]. Mastitisten izole
edilen etkenlerin igerisinde S. aureus tUm diinyada sUt¢UlUk isletmelerindeki en sik gorilen ve
kontrolll en zor olan enfeksiyon etkeni olarak bildiriimektedir [4]. Yapilan ¢calismalarda da klinik
mastitis olgularin % 47.45’inin S. aureustan kaynaklandidi ve bu olgularin % 10,8’inin tedaviye
ragmen Klinik olarak iyilesmedigi g6zlemlenmistir [5].

S. aureus’un sebep oldugu mastitisin kontroli icin ¢ok cesitli metotlara ihtiyac
duyulmaktadir [6]. Fenotipik teknikler (faj tiplendirme, serotiplendirme, biyotiplendirme,
antibiyogramlar) inek orijinli Staphylococcus'lar igin genellikle diisik tiplendirme yetenegine
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sahiptirler [6, 7]. Son giinlerde molekiler epidemiyolojinin DNA'ya dayali metotlari iyi sonuglar
vermistir [8, 9]. Bu tip ¢alismalar insan ve hayvan kaynakli S. aureus suslarn arasinda genotipik
farkhhklar oldugunu géstermistir [10, 11, 12, 13, 14, 15].

Hizli epidemiyolojik tipleme, kaynagin identifikasyonu icin gok énemlidir ve enfeksiyonun
yayllmasinda bakterinin gelisimi i¢in detayli bilginin edinilmesini saglamistir [16]. S. aureus
suglarinin tiplendiriimesinde kullanilan metodun; hizli, kolay, glvenilir ve yiksek ayirim gicine
sahip olmasi gerekir. Yapilan ¢alismalarda REP-PZR yénteminin glvenilir bir yéntem oldugu
kanaatine variimistir [16]. REP-PZR metodu, bakteri kdkenlerinin, kodlanmis tekrar dizileri ile
hizli olarak tanimlanmasinda kullanilmistir. Bu dizilerin boyutlari her bakteri susu i¢in spesifiktir
[17]. Bu tekrarlanan elementler bircok bakteri genlerinin bulundugu ortamda farkli genlerin
korundugu bdlgeler olusturmaktadir [18, 19, 20]. Bakteriyel izolatlar icinde klonal akrabaliklarin
DNA'ya dayali epidemiyolojik degerlendirmesinde REP-PZR ile yapilan parmak izi kullanigh bir
yontemdir. Birkag saat iginde drneklerden izolatlarin karakterize edilmesini saglar [21, 22, 23].

Bu calismada, diger bircok molekiler yontemlere gdre daha spesifik olan REP-PZR
metodu ile mastitis etkeni S. aureus ve S. intermedius suslarinin tiplendiriimesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Bakteri Ornekleri
-80°C’de saklanan bakteri suslari TSA besiyerinde aktif hale getirilmistir. Daha sonra
DNA izolasyonlari igin Nutrienth Broth sivi besiyerine ekim yapilarak 37°C’de 18 saat
inklbasyona birakilmistir.
Bakterinden Genomik DNA izolasyonu
Bakteriden DNA izolasyonu Ausubel [24]'in dnerdigi metoda gére yapilmistir. 2 ml'lik sivi
besiyerinde bakteri érnekleri Gretilmistir. 14.000 rom’de 10 dakika santrif(j edilmistir ve 200ul TE
tamponunda (pH:8.0) stispanse edilmistir. 9ul lizostafin (2mg/ml) sollisyonu slispansiyona ilave
edilerek 37°C’de 1 saat inkibe edilmistir. 30ul %10’ luk SDS ve 3l proteinaz K (20mg/ml) ilave
edilmigstir. Daha sonra 37°C"de 1 saat bakteri hiicrelerinin pargalanmasi igin inkiibe edilmigtir. 1M
NaCl igerisinde %1’lik CTAB ¢bdzeltisinden 80ul ve 100ul 5M NaCl ¢ozeltisi ilave edilmistir. 10
dakika 65°C’de inkiibe ettikien sonra lizat kloroform ile ekstrakte edilmis ve daha sonra
fenol/kloroform ile ekstrakte edilmistir. DNA 0,6 hacim izopropanol ile slpernatant'tan presipite
edilmistir ve 50pl steril distile su ile siispanse edilmistir.
REP-PZR uygulamasi
REP-PZR uygulamasi i¢in 25 pl ¢dzelti hazirlanmistir. Her reaksiyon karisimi igin, 75
pikomol RW3A primeri (5-TCGCTCAAAACAACGACACC-3) [16], 10X PZR tamponu (50mM
KCI, 10mM Tris-HCI, pH=9, %0.1 TritonX-100), 3mM MgCl, 2.5mM dNTP ve 2.5U Taq polimeraz
kullanilmistir. Daha &nceden bakteriden izole ettigimiz genomik DNA'dan 50ng karisima
eklenmigtir. Karigsim hazirlandiktan sonra thermo-cycler cihazi 94°C'ta 3 dakika, 94°C'ta 1
dakika, 54°C’ta 1 dakika ve 72°C’ta 2 dakika'ya 30 déngl yapilmasi igin programlanmistir. Son
olarak program bittiginde 72°C’ta 5 dakikalik uzanti basamagi eklenerek ve hazirlanan tipler
thermo-cycler cihazina yerlestirilip cogaltim yapiimistir.
REP-PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi
REP-PZR drinleri degerlendiriimek igcin %2’lik agaroz jel elektiroforezinde 90 voltta
yOritdimastar [25]. U.V. transilluminatdérde gérintilenen fotograf bilgisayara aktarilmistir. Bio 1
D ++ bilgisayar programi ile dendrogramlari ¢ikariimigtir.

Sonuc ve Tartisma

REP-PZR sonucu ile elde edilen fotografta (Sekil 1), bantlarin varligi ve yokluguna gére
Bio 1D++ bilgisayar programi ile genetik akrabaliklari hesaplanarak dendrogrami ¢ikariimigtir.
Elde edilen dendrograma gére (Sekil 2) iki ana grup olusmustur. Birinci ana grup S. intermedius
ve S. aureus suglari iceren iki alt grup icerir. Birinci alt grupta S. aureus ve S. intermedius suslar
%30-50 oraninda genetik olarak uzak bulunurken, bu suslara Standart S. aureus susunun
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yaklasik %70 oraninda uzak oldugu gézlenmistir. Birinci alt gruba %86 oraninda uzak olan ikinci
alt grupta ise birbiri ile tamamen ayni olan S. aureus suslarinin (48-53, 86-87 no'lu suslar)
yanisira en yakin benzerlik oraniyla (%80-83) 97-118 ve 109 nolu S. aureus suslarn bu grubun
Gyelerini olusturmustur. 15 ve 77 nolu suslari birbirine %75 oraninda benzerken 33 nolu diger S.
intermedius susunun %74 oraninda 48 ve 53 nolu S. aurues suslarina yakin oldugu gérilmustar.
Bununla birlikte diger S. aureus suslari %50 ve %65 arasinda degisen genetik uzaklklarda yer
almistir.

ikinci ana grup kendi iginde 2 alt gruba ayriimis ve bu grup Uyelerini S. aureus suslar
olusturmustur. Birinci alt grupta %86 oraninda uzak iki kiigik kime meydana gelirken, iki klg¢Uk
kiimenin S. aureus suslar %82 den %40 a kadar degisen genetik benzerlikler géstermistir. ikinci
alt grubu olusturan S. aureus suslarindan bazilari genetik agidan birbirinin aynisi bulunurken
(21-45, 68-72 ve 56-58 no'lu suglar) diger S. aureus suslari yaklasik %80 ile %38 oraninda
degdisen genetik acidan birbirlerine olduk¢a benzer oldugu tespit edilmistir.

Genel olarak bakildiginda S. aureus ve S. intermedius suslari %9-82 oraninda
birbirlerine yakindir. REP primerleri ile yapilan PZR sonucunda her bir susun 2-6 arasinda
degisen bantlara sahip olduklari bulunurken bu bantlarin blyUkliklerinin de 500- ~3000 bp
arasinda degisen DNA fragmentlerinden olustugu gézlemlenmistir. 500 bp’lik bant 46 nolu érnek
disinda bitin S. aureus ve S. intermedius suslarinda ortakken, 3000 bp’lik bant hem S. aureus
suslarinda hemde S. intermedius suslarinda gogunlukla bulunmaktadir.

Son glinlerde molekdiler epidemiyolojinin DNA’ya dayal metodlari iyi sonuglar vermigtir
[8, 9]. Bu sonuclar, insan ve hayvan kaynakh S. aureus suslari arasinda farkhhk oldugunu
gostermistir [10, 11, 12, 13]. insan kaynakh S. aureus ve S. intermedius suslari REP-PZR ile
tiplendirilerek 5-15 arasinda degisen sayida bantlar elde edilmis ve bu bantlarin blyuklUkleri
yaklasik 300-5000 bp arasinda degistigi gézlenmistir [26]. Del Vecchio ve ark. [16] yine insan
kaynakl S. aureus suslarinin REP-PZR sonuglarina gére, 3-12 arasinda bant olusturduklarini ve
ayni tip izolatlarin 6zel cografik bélgelerde yayildigini belirlemiglerdir. Yaptigimiz ¢alismada iki
bakteri tirine ait suslardan elde edilen bant sayilar insan kaynaklilardan daha az oldugu
gorilmektedir. Reinoso ve ark. [27] mastitisli ineklerden izole ettikleri S. aureus suslarinin 200-
1700bp baydklikleri arasinda REP-PZR Urinlerini elde etmiglerdir. Yapilan tim calismalarda
bant blyUklikleri 200 ve 5000 bp arasinda sinirlanirsa bizim buldugumuz 500-3000bp bant
biyuklUkleri bu degerler arasinda oldugu igin diger sonuglarla uyum gdéstermektedir.

Arslan ve ark. [28] ineklerden izole ettikleri mastitis etkeni S. aureus ve S. intermedius
suglarini RAPD-PZR metodu kullanarak en yiksek akrabalik derecesini %91.30 olarak
bildirirlerken, Reinoso ve ark. [27] elde ettikleri REP-PZR sonuglarina gére insanda enfeksiyona
neden olan S. aureus suslarinda %87, ineklerden elde edilen S. aureus suslarinda ise %93
genetik akrabalik oldugunu ve Peles ve ark. [29] PFGE (Pulsed Field Jel Elektroforez)
sonuglarina goére ise 59 S. aureus izolatinin %86 benzerlikte oldugunu tespit etmiglerdir. Bu
calismada da tiim Staphylococcus suslarinin %9-82 benzerlik derecesinde bulunmasi yukardaki
sonuclara yakin oldugunu géstermektedir. Yapilan ¢alismalarda mastitisli ineklerden izole edilen
S. aureus suslarinin ¢ok az sayida genotipleri oldugu belirlenmistir. Bu genotipik gesitliligin az
olmasinin sebeplerinden biri S. aureus’'un bulasiciligindan dolay giftlikteki hayvanlar arasinda
yaylimasidir [6].

Metisiline direncli S. aureus suslar icin REP-PZR diger metodlara nisbeten daha hizl,
gavenilir ve etkili molekdler tiplendirme sistemi olarak gelistirilmistir. Bu da RW3A primerinin
kullanimi ile basarimigtir. RW3A primer dizisinin S. aureus’larin kromozomunda sayi ve
pozisyonu cesitli oldugu icin suslar arasinda farkh REP-PZR profilleri gbzlenmektedir. Bu
primerin kullanimiyla agaroz jel elektroforezinde son derece ayirt edici PZR Urlnleri meydana
gelmektedir. Zahmetsiz ve ucuz donanimla ydratilebilen bu teknik kolayca salgin kaynagini
belirleyebilir, rutin faaliyetleri izlemede kullanilabilir ve enfeksiyon kontrol potansiyelini artirabilir.
REP-PZR ile cikarilan DNA parmakizi, bulasici ve virulant bakteri suslarinin hizli bir sekilde
tanimlanmasi icin bir ara¢ olarak teklif edilebilir [16].
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Sekil 1. REP-PZR Profilleri.
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Dendrogram with Distance Coefficient %:0.0 (COMPLETE LINKAGE )
sUg 0% 0% 0% 30% 0% 50% 60% 0% 80% 0% 100%
NO . : , ; . : ' ; : -
-2573? S. aureus 1
29 .I S intermedius]| 2
12 S. aureus "
41 S. aureus 28
79 S. aureus 42
13 S. intermedius| 3 1
S. intermedius|| 6 !
. 4 1
5 7 1 -
S. aureus 49 l
33 .l S0 jus|| 5 l
48 S. qureus 3‘1'| T
53 - S. aureus 35|
o M5 e |10
86 S. aureus 43|
& Sauess |44
97 S. qureus 45—*j
118 S. aureus 48 I
109 S aureus |47
5 S. aureus 9
39 S.auweus  ||27
105 S. aureus 46
23 S. aureus 18—
27 S. aureus 2(]—I
30 S.aureus |22
35 S. aureus 25 ’—‘—
36 - S. aureus 26
42 S. aureus 29 1
13 S. aureus 30 |
16 S. aureus 12
54 S.auweus |36 J
17 S. awreus 13
21 S. aureus 1 7| —
45 S. aureus 32' T
47 S. aureus 33
18 S. aureus 14
e M e
19 S. awreus 15
2% S.aweus |19
44 S.aureus (|31
34 S. aureus 24
72 S. aureus 41
32 S. aureus 23
56 S. aureus 38| 4
58 S. aureus 39'

Sekil 2. Bio 1D++ Programi sonucu elde edilen dendrogram.

Staphylococcus suslarinin  analizinde REP-PZR tiplendirme metodunun, AP-PZR
(Arbitrarily primed-Polimeraz zincir reaksiyonu) ve PFGE kadar ayirt edici oldugu bildirilmistir.
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AP-PZR ile kiyaslandiginda REP-PZR, ilaveten bir kromozomal DNA saflastirma basamagi
gerektirdigi icin AP-PZR’in performansi REP-PZR’in performansindan biraz hizlidir. Ancak,
epidemiyolojik amaglar i¢in kullanildigi zaman son derece 6nemli olan REP-PZR’in
tekrarlanabilirligi AP-PZR’a gbére mikemmel bulunmustur. PFGE ile karsilastirilacak olursa,
REP-PZR’in en édnemli avantaji kolay ve hizli performansa sahip olmasidir. Ancak PFGE ile ayni
tekrarlanabilirligi vardir [7, 9]. Diger bir PZR’a dayal tiplendirme metodu, tekraralanabilirlik ve
performansin kolay olmasi bakimindan en iyi REP-PZR ile kiyaslanan Deplano ve ark. [30]
tarafindan tanimlanan Inter-1S256 PZR metodudur. Inter-1IS256 PZR ile analiz edilmis 36
Staphylococcus susu arasinda 3 farkh tip teshis edilirken, ayni suslarin REP-PZR tiplendirmesi
ile 5 farkli tip tanimlanmistir. REP-PZR tiplendirme ayni zamanda, her ikisininde orta derecede
ayirt edebilme yetenedi olan Tn916-16S rRNA gen bdlgesi ve inter-16S-23S rRNA gen
bélgesinin ¢odaltimlar gibi diger tekrarlanan dizilere dayal PZR metotlari ile benzemektedir [31,
32, 33].

Sonug olarak; Konya Boélgesindeki ineklerde mastitise sebep olan S. aureus suslarinin,
genetik acidan degerlendirilmeleri ile birbirine yakin suslar oldugu ve gelecekteki asi ¢alismalari
icin kullanilabilecekleri distiniimektedir. Dogru sus ya da suslarin se¢iminin yapilabilmesi igin
bu verilerin basarili bir sekilde kullaniimasi gerekir. REP-PZR metoduna ilaveten ERIC-PZR ve
BOX-PZR metotlarinin da uygulanmasi, Staphylococcus izolatlarinin siniflandiriimasinda,
tanimlanmasinda ve tiplendiriimesinde daha givenilir sonuglar saglayacagi kanisindayiz.
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