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MASTITiISLi INEKLERDEN iZOLE EDILEN S. AUREUS VE S. INTERMEDIUS
SUSLARININ RAPD-PCR iLE AKRABALIK DERECELERININ BELIRLENMESI

Emine Arslan1@ Leyla Agik2 U. Sait Ugan3

Determination by RAPD-PCR of Relationship Degrees of S. aureus and S. intermedius
Strains Isolated from Bovine Mastitis

Ozet: Bu galismanin amaci, mastitisli ineklerden izole edilen 23 S. aureus ve 7 S. intermedius suglannin RAPD-PCR (Rast-
gele Cogaltilmig Polimorfik DNA Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ybntemi ile akrabalik derecelerinin belilenmesidir. RAPD-
PCR sonuglan ile elde edilen dendrogram, 10 rastgele primer ile analiz edildiginde bitiin izolatlar % 30'tan daha az genetik
benzerlikte 4 ana kiime olugturdugunu gdstermigtir. En yliksek akrabalik derecesi %91.30 iken en digiik akrabalik derecesi
%0.44 olarak bulunmustur. Bu ¢aligma, ratgele primerler ile yapiimig olan RAPD-PCR'in mastitisli ineklerden izole edilmig
S. aureus ve S. intermedius suglarinin genetik akrabaligini beliremek igin bagarili bir sekilde uygulanabilecegini gbs-
termistir.

Anahtar Kelimeler: RAPD-PCR, Stafilokok, mastitis, inek

Abstract: The aim of this study was to determine of relationship degree with RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic
DNA Polymerase Chain Reaction) method of 23 of S.aureus and 7 of S.intermedius strains isolated from bovine mastitis.
Dendrogram obtained by RAPD results showed that all the isolates clustered in to four-main groups at a genetic similarity
of less than 30% when analyzed with 10 random primers. While the highest relationship degree was 91.30%, the lowest re-
lationship degree was found as 0.44%. This study shows that RAPD-PCR assayed with random primers can be suc-
cessfully applied to assess the genetic relationship of S. aureus and S. intermedius strains isolated from bovine mastitis.
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Girig ve ark., 1995; Musser ve Kapur, 1992). Rastgele ¢o-

S. aureus, diinya gapinda gesitli ekonomik ka- Galtiimig polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu

yiplara sebep olan kronik inek mastitisinin dnemli bir
patojenidir (Miles ve ark., 1992). S. aureus’un sebep
oldugu mastitisin kontrol igin ok gesitli metotlara ih-
tiya¢ duyulmaktadir (Matthews ve ark., 1992). Fe-
notipik teknikler (faj tiplendirme, serotiplendirme, bi-
yotiplendirme,  antibiyogramlar)  inek  orijinli
Stafilokoklar i¢in genellikle digik tiplendirme ye-
tenegine sahiptirler (Tenover ve ark., 1994; Matt-
hews ve ark.. 1992). Son gunlerde molekiiler epi-
demiyolojinin DNA'ya dayali metotlan iyi sonuglar
vermigtir (Maslow ve ark., 1993; van Belkum ve ark.,
1995) Bu tip ¢aligmalar insan ve hayvan kaynakli S.
aureus suslan arasinda farklilik oldugunu gostermistir
( Devriese, 1984; Hajek and Marsalek, 1971; Kapur

(RAPD-PCR) S. aureus izolatlarinin ayrnimasinda uy-
gulanmigtir (Tenover ve ark., 1994; Saulnier ve ark.,
1993; van Belkum ve ark., 1995). Hizli ve ayirici bir
yontem olan RAPD-PCR, S. aureus suslanni iceren
pekcok bakterial turlerinin genetik parmakizini ¢i-
karmak igin baganli bir sekilde uygulanmigtir (Maslow
ve ark., 1993; Matthews ve ark., 1994; van Belkum
ve ark., 1995).

Tarkiye'de de S. aureus suslarinin izolasyonu, ta-
nimlanmasi ve karakterizasyonu konusunda birgok
caligmalar yurttilmektedir (Gindlz ve Ok, 2000; Ha-
dimli ve ark., 2001; Rigvanl ve Kalkan, 2002; Berber
ve ark.,, 2003). S. aureus suslannin tanimlanmasi ve
karakterizasyonu endustriyel ve bilimsel agidan git-
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tikge daha fazla 6Gnem kazanmakta ve son yillarda bu
amagla kullaniimaya baglanan DNA'ya dayall mo-
lekller yontemler son derece glivenilir, basit ve pahali
olmayan yéntemler olarak de§erlendiriimektedir. Ge-
leneksel yontemlerle yapilan g¢alhigmalann yani sira
molekiler diizeyde yapilan aragtirma sonuglarnnin en-
dustriye yansitiima ¢abalan da stUrmektedir (Matthews
ve ark., 1994, Tenover ve ark., 1994).

Bu caligmanin amaci mastitisli ineklerden izole
edilen S. aureus ve S. intermedius suglan arasindaki
genetik uzakliklann RAPD-PCR yontemi ile be-
lirenmesidir.

Materyal ve Metot

Stafilokok suslari: Calismada, daha dnce Konya
Bdlgesinden mastitisli inek sitlerinden izole ve iden-
tifiye edilen ve -20 °C'de saklanan 23 S. aureus susu
ve 7 S. intermedius susu kullaniidi. Suslann saflik
kontrolleri % 7 koyun kanli agarda (Blood Agar Base,
Oxoid) yapildi.

RAPD-PCR Analizi: S. aureus ve S. intermedius
suglannin toplam DNA izolasyonlan Coates ve ark.
(1991)'a gore yapilmigtir. Eide edilen DNA'lar rastgele
primerler (OPERON teknolojiler) kullanilarak RAPD-
PCR iglemlerine tabi tutulmustur (Agik ve ark., 1997).
Elde edilen PCR Urinlerinin analizleri %2'lik agaroz
jel elektroforezi ile gergeklestirimistir (Maniatis ve
ark., 1982).

Genetik Uzaklik Analizi: Elde edilen PCR drin-
lerine ait jeller Gzerinde her bir suga ait DNA bantlan
birbirleriyle kargilagtinlarak bantlann varigi ve yok-
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luguna gore, sirasiyla 1 ve 0 olarak sayllmigtir. POP-
GEN bilgisayar programi kullanilarak suglar arasindaki
genetik uzakliklar hesaplanmig ve genetik uzakhk
dendrogrami yapilmigtir (Nei, 1972)

Bulgular

Bu galismada RAPD-PCR, mastitisli ineklerden
izole edilen 23 S. aureus ve 7 S. intermedius izo-
latlarnin genetik akrabah@ini belifemek igin bir arag
olarak kullaniimigtir. 30 adet primer denenmis ve en
iyi M13 primeri polimorfizm gdstermistir. M13 primeri
ve diger 9 rastgele primer (LA13, LA12, opii8,
sc1023, opb08, A2, B18, B6, B7) ile yapilan RAPD-
PCR sonuglanndan (sekil 1 a,b) elde edilen dend-
rograma gdre (Sekil 2) 4 ana kiime elde edilmigtir. Ki-
menin biri 6 alt gruptan olugmustur. Bu grubun birini
S. intermedius 3 ve S. intermedius 13 suslan birlikte
olustururken, S. intermedius 73 ve S. intermedius 67
ayn ayn bagka gruplan olugturmustur. Diger 3 S. in-
termedius susu (76, 71 ve 65) ise S. aureus suslan ile
yakin akrabalik gostererek bir grup icinde yer al-
miglardir. Enylksek akrabalik derecesi % 91.30 olur-
ken S. aureus 5 ve S. aureus 68, S. aureus 119 ve S.
aureus 120, S. intermedius 3 ve S. intermedius 13, S.
aureus 8 ve S, aureus 14 suslan tamamen birbiri ile
ayni bulunmustur, En digik akrabalik derecesi ise %
0.44 olarak bulunurken S. aureus 21, S. aureus 22 ve
S. aureus 26 diger gruplara en uzak suslar olarak bu-
lunmugtur. DNA bantlan 200 bp ile 1500 bp ara-
sindaki biyikliklerde degismistir. Ozellikle M13 pri-
meri ve diger 9 primerin Stafilokok suslarinin ayinmi
icin ideal oldugu kanisina variimistir.
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Sekil 1a-b : Rastgele primerier ile RAPD-PCR sonuglan (DNA Ladder plus: 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700,
600, 500, 400, 300, 200, 100 bp)

S aureus 21

S awreus 22

S awreus 24

S.intermedius T3

S intermedius 67

—— NCUS 15

S aweus 80

S aweus 59
S aureus4l
S aweus 27
L S aureus 12

S.avreus 10

S.aureus 5

S aureus 68

[r——, RETNE OIS TB

S.imermedius T1

S intermedius B5

S aureus 124

S aureus 123
L S.aweus 17!
S.aureus 118

S aureus 120

J_.S infermechus 3
L_S infermedivs 13

S.aureus4

S.aureus B4

S sureus 4
S.aureus 17
S aureus §

S aureus 14

Sekil 2. RAPD-PCR sonuglan ile elde edilen dendrogram
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Tartigma

Epidemiyolojik calismalar inek tislerindeki
S. aureus suglannin farkliiklar gosterdigini ortaya
koymustur. Davidson (1961), Holmberg (1974) ve
Kapur ve ark. 'nin (1995) yaptig: galigmalar sonucu
fazla sayida farkh bakteriyel tipler var oimasina rag-
men ¢odu enfeksiyondan sinirl sayida tipin sorumiu
oldugu belirlenmistir. Bir takim insan ve hayvan dogal
populasyonunun yapisi ve genetik cesitlilik Gzerine
cahgmalar, ¢odju tirin dogada klonlandiim gos-
termektedir. S. aureus'un dogal populasyonlan Gze-
rine caligsmalarda onemli derecede genetik he-
terojenite oldugu saptanmigtir (Selander ve Musser,
1990; Whittam, 1995). Cesitli calismalarda mastitisli
ineklerden gok az sayida S. aureus genotipleri izole
edilmigtir. Bu genotipik gesitlilijin az olmasini da su
U¢ muhtemel agiklamaya baglamigtir. En muhtemel
olam 8. aureus'un ciftlikdeki hayvanlar arasinda ya-
yiimasi ve patojenin bulagicihgi yGzinden olusu, bir
digeri mastitise sebep olma yetenedi ve sonuncusu
ise suglann btGndyle farkhi olmamasi ginimizde
mevcut metotlan kullanarak yeterli bir gekilde ay-
nlamamasidir (Matthews ve ark., 1994; Lam ve ark.,
1996; Lipman ve ark., 1996).

Myilys ve ark. (1997) mastitisli ineklerden izole
edien S. aureus suglanmi RAPD-PCR, -
botiplendirme ve biyotiplendirme ile karakterize et-
miglerdir. Bu caligma, S. aureus suslan farkh za-
manlarda alinan ayni lobtan, enfekte lobdaki virlans
suslann devamiih@im dogrulamak ve teghis me-
totlannin ayirma glictnd kargilagtirmak amactyla ya-
pimigtir. BGtin ydntemler kullanilarak (ticari di-
agnostik testleri hari¢) S. aureus'un suslan
tanimlanmigtir. Bunun sonucu olarak da S. aureus
enfeksiyonlaninin kronik dogasi nedeniyle orjinal sus-
lar degismeden kaldigi igin suglann tamamen bir-
birinin ayni oldugu gdzlenmigtir. Molekiler ydntemier
de ayni sonuglan vermigtir. Molekiiler yéntemlerie 40
sus 6 farkli genotipe aynimigtir. Biyotiplendirme kis-
men RAPD ve ribotiplendirme ile ayni sonuglan ver-
migtir (Myllys ve ark., 1997). Lipman ve ark.’nin
(1996) S. aureus mastitisinin epidemiyolojik ¢a-
ligmasini yapmak igin bir sGrin(n ineklerinin meme
bezlerinden izole edilen S. aureus suslannin ilig-
kilerini belifremek amactyla yaptiklan galigmada, inek
meme bezinden izole edilen toplam 71 S. aureus
susu tanimlanmig ve subtiplendiriimistir. S. aureus
suglan arasinda farkhiig: belidemek icin kullanilan
yontemier, gesitli primer kombinasyonlan kullanilarak
PCR ile ¢ogaltiidiktan sonra DNA polimorfizm &megi
ve faj tiplendirmesi yapilmigtir. SGri ¢aligmalanndaki
S. aureus salginina baglica bir S. aureus sugunun
sebep oldugunu bulmusglardir (Lipman ve ark., 1996).

Farkh fenctipler genellikie, dogrulugu ve tutarilhg
zayif morfolojik, kiitarel ve biyokimyasal teknikleri kul-
lanarak izolatlann teghisinin ve akrabaliyinin genetik
olarak daha az olan izolatlan icermektedir (Kloos ve
Schieifer, 1981). Onasanya ve ark. (2003)'nin yap-
tiklan galismada S. aureus suglanndaki genetik ge-
sitliligin tansrini farkh konak hicrelerindeki izolatlann
kokenine ve mutantiann olusuna dayandirmaktadir.
RADP markirian, S. aureus izolatian arasindaki konak
orijini, mutasyon ve genetik varyasyon arasindaki
muhtemel akrabaliyi gbstermigtir ve ayni zamanda
parmakizi ve teghis potansiyelini de gdstermigtir.
RAPD ile elde edilen DNA bantlan tip, populasyon bi-
yolojisi ve epidemiyoloji alanlannda pratik bir anlama
sahip 6meklerdir. Spesifik DNA bantlan konak ori-
jinleri, mutasyon ve virulans genleri ile iligkili ol-
maktadir (Welsh ve McClelland, 1990).

Molekiler epidemiyolojik metotlann faydasi, bu
metotlann ayirma glcl ve g¢ofaltma yeteneklerine
gbre degerlendiriimesidir. RAPD-PCR'in ayirma gticii
¢ok daha fazla primer uygulanarak gelistirilebilir.
RAPD-PCR'in bir dezavantaji farkli laboratuar ve fark-
I teknisyenlere gore goJaltma yetenedi sonuglannin
degigikiik gbstermesi ve reaksiyon sartlanndaki de-
Gigikliklere duyarhi olugudur (Aarestrup ve ark., 1995;
Williams ve ark., 1993).

Bu cahigmada bulunan sonuglar diger arag-
tirmacilann bulduju sonuglarla uyum igerisindedir.
Ancak ¢ok daha fazla primerlerle caligilarak sta-
filokoklann ayinmi daha iyi olacadi kanisindayiz.
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