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MASTiTisLi iNEKLERDEN iZOLE EDiLEN S. AUREUS VE S. INTERMEDIUS

SUŞLARININ RAPo-peR iLE AKRABALIK DERECELERiNiN BELiRLENMESi

Emine Arslan1 @ Leyla Açık2 U. Sait Uçan3

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

Özet: Bu çalışmanın amacı, mastitisli ineklerden izole edilen 23 S. aureusve 7 S. intermedius suşlarının RAPO-PCR (Rast­
gele Çoğaitıimış Polimorlik ONA Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yöntemi ile akrabalık derecelerinin belirlenmesidir. RAPO­
PCR sonuçları ile elde edilen dendrogram, 10 rastgele primer ile analiz edildiğinde bütün izolatlar % 30'tan daha az genetik
benzerfikte 4 ana küme oluşturduğunu göstenniştir. En yüksek akrabalık derecesi %91.30 iken en düşük akrabalık derecesi
%0.44 olarak bulunmuştur. Bu çalışma, ratgele primerfer ile yapılmış olan RAPO-PCR'ın mastitisli ineklerden izole edilmiş

S. aureus ve S. intermedius suşlarının genetik akrabalığını belirfernek için başarılı bir şekilde uygulanabileceğini gös­
tenniştir.

Anahtar Kelimeler: RAPO-PCR, Stalilokok, mastitis, inek

Abstract: The aim ol this study was to detennine of relationship degree with RAPO-PCR (Random Amplilied Polymorphic
ONA Polymerase Chain Reaction) method of 23 of S.aureus and 7 ol S.intennedius strains isolated Irom bovine mastitis.
Oendrogram obtained by RAPO 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
lal ionship degree was found as 0.44%. This study shows that RAPO-PCR assayed with random primers can be suc­
eesslully applied to assess the genetic relationship ol S. aureusand S. intermedius strains isolated from bovine mastitis.
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Giriş

S. aureus, dünya çapında çeşitli ekonomik ka­
yıplara sebep olan kronik inek mastitisinin önemli bir
patojenidir (Miles ve ark., 1992). S. aureus'un sebep
olduğu mastitisin kontrolü için çok çeşitli metotlara ih­
tiyaç duyulmaktadır (Matthews ve ark., 1992). Fe­
notipik teknikler (faj tiplendirme, serotiplendirme, bi­
yotiplendirme, antibiyogramlar) inek orijinli
Stafilokoklar için genellikle düşük tiplendirme ye­
teneğine sahiptirler (Tenover ve ark., 1994; Matt­
hews ve ark.. 1992). Son günlerde moleküler epi­
demiyolojinin DNA'ya dayalı metotları iyi sonuçlar
vermiştir (Maslow ve ark., 1993; van Belkum ve ark.,
1995) Bu tip çalışmalar insan ve hayvan kaynaklı S.
aureussuşları arasında farklılık olduğunu göstermiştir

( Devriese, 1984; Hajek and Marsalek, 1971; Kapur

ve ark., 1995; Musser ve Kapur, 1992). Rastgele ço­
~altılmış polimorlik DNA polimeraz zincir reakslyonu
(RAPD-PCR) S. aureus izolatlarının ayrılmasında uy­
gulanmıştır (Tenover ve ark., 1994; Saulnier ve ark.,
1993; van Belkum ve ark., 1995). Hızlı ve ayıncı bir
yöntem olan RAPD-PCR, S. aureus suşlarını içeren
pekçok bakterial türlerinin genetik parmakizini Çı­

karmak için başarılı bir şekilde uygulanmıştır (Maslow
ve ark., 1993; Matthews ve ark., 1994; van Belkum
ve ark., 1995).

Türkiye'de de S. aureussuşlarının izolasyonu, ta­
nımlanması ve karakterizasyonu konusunda birçok
çalışmalar yürütülmektedir (Gündüz ve Ok, 2000; Ha­
dimli ve ark., 2001; Rişvanlı ve Kalkan, 2002; Berber
ve ark., 2003). S. aureus suşlarının tanımlanması ve
karakterizasyonu endüstriyel ve bilimsel açıdan git-
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tikçe daha faZıa önem kazanmakta ve son yıllarda bu
amaçla kullanılmaya başlanan ONA'ya dayalı m0­

lekuler yöntemler son derece güvenilir, basit ve pahalı

olmayan yöntemler olarak deQeı1endirilmektedir. Ge­
leneksel yönterraere yapı lan çalışmalann yanı sıra

moleküler düzeyde yapılan araştınna sonuçlannın en­
dOstriye yansıtılma çabalan da sOnnektedir (Manhews
ve ark., 1994, Tenover ve ark, 1994).

Bu çalışmanın amacı mastilisli ineklerden izole
edilen S. aureusve S. informedius suşlan arasındaki

genetik uzaklıklann RAPO·PeR yöntemi ile 00­
linenmesidir.

Materyal ve Metot

Stafilokok suşları : Çalışmada, daha önce Konya
Bölgesinden mastitisli inek sOlierinden izole ve iden­
tifiye edilen ve -20 °C'de saklanan 23 S. aureussuşu
ve 7 S. infermedius suşu kullanıklı . Suşlann saflık

kontrolleri % 7 koyun kanlı agarda (BloOO Agar Base,
Oxoid) yapıklı .

RAPD-PCR Analizi: S. aureus ve S. informadius
suşların ı n toplam ONA ızolasyonlan Coates ve ark.
(1991)'a göre yapılmıştır. Ekje edilen ONA'lar rastgele
primerler (OPERON teknolojiler) kullanılarak RAPO·
PCR iş lemle rine tabi tutulmuştur (Açık ve arx., 1997).
Elde edilen PCR ürünlerinin analizleri %2'lik agaroz
jel elektrotcrezl ile gerçekleştirilmişt ir (Maniatis ve
atk., 1982).

Genetik Uzaklık Analizi: Elde edilen PCR ürün­
lerine ait jeller üzerinde her bir suşa ail DNA bantlan
birbir1eriyle karşılaştınlarak bantlann vanlQı ve yok-
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luQuna göre, sırasıyla 1 ve Oolarak sayılmıştır. pop.
GEN bilgisayar programı kullanılarak suşlar arasındaki

genelik uzaklıklar hesaplanmış ve genetik uzaklık

dendrogramı yapılmıştır (Nei, 1972)

Bulgular

Bu çalışmada RAPO-PCR, mastitis1i ineklerden
izole edilen 23 S. aureus ve 7 S. infermedius izo­
Iatlarının genetik akraballQını belir1emek için bir araç
olarak kullanılmıştır. 30 adet primer denenmiş ve en
iyi M13 primeri polimotnzm göstermiştir. M13 primeri
ve dioer 9 rastgele primer (LA13, LA12, opi18,
sc1023, opb08, A2., B16, 86, B7) ile yapılan RAPO­
PeR sonuçlanndan (şekil 1 a,b) elde edilen dend­
rograma gOre (Şekil 2) 4 ana küme elde edilmiştir. Kü­
menin biri 6 alt gruptan oluşmuştur. Bu grubun birini
S. imetmeaius 3 ve S. informedius 13 suşlan binikte
oluştururken, S. infermedius 73 ve S. intermedius 67
ayn ayrı başka grupları oluşturmuştur. OiQer 3 S. in­
termedius suşu (16, 71 ve 65) ise S. aureus suşlan ile
yakın akrabalık göstererek bir grup içinde yer al­
mışlardır. Enyüksek akrabalık derecesi % 91.30 olur­
ken S. aureus5 ve S. aureus68, S. aureus119 ve S.
aureus 120, S. intermedius 3 ve S. intermedius 13, S.
aureus 8 ve S. aureus 14 suşları tamamen birbiri ile
aynı bulunmuştur, En düşük akrabalık derecesi ise %
0.44 olarak bulunurken S. aureus 21, S. aureus22 ve
S. aureus 26 dioer gruplara en uzak suşlar olarak bu­
lunmuştur. DNA bantlan 200 bp ile 1500 bp ara­
sındaki büyüklüklerde~işmiştir. Özellikle M13 pn­
meri ve dioer 9 primerin S1afilokok suşlarının ayırımı

için ideal oIduQu kanısına varılmışt ır.
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Şekil la-b : Rastgele primerler ile RAPO-PCR sonuçları (DNA Ladder plus: 3000, 2000, 1500, 1200, 1031,900,800, 700,
600, 500,400,300,200,100 bp)
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Şekil 2. RAPO-PCR sonuçları ile elde edilen dendrogram
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Tartışma

Epidemiyolojik çalışmalar inek mastitislerindeki
S. aUf9US suşJannın far1dıh lda.r gOsterdiQini ortaya
koymuştur. Davidson (1961), HoIrroerg (1974) ve
Kapur ve aıK. 'nın (1995) yaptı~ı çahşmaJat sonucu
lazia sayıda far1d1 bakteriyel tipler var olmasına rao­
men çOOU enfeksiyondan sıruru sayıda tıM SOIUJW
OIdUOU belirlenmişti r. Bir takım insan vehayvan dOQaI
populasyonunun yapısı ve genetik çeşitlilik üzerine
çaı'şrna!ar. çOQU tu/Ün doQada Idonland,~,"ı gös.
termektedir. S. aureus'un do{Jal populasyonlan üze­
rine çalışmalarda önemli derecede genetik he­
ıercjeree oldUCU saptarvn lştır (Selandar ve Musser,
1990; Whittam, 1995). Çeşitli çalışmalarda mastitisli
irekerden çok az sayıda S. aureus genotipler1 Izole
edilmişti r. Bu genotipik çeşitlili~in az olmasını da şu

üç muhtemel açıklamaya ba~lamıştı r, En muhtemel
olanı S, aureus'un çiftlikdeki hayvanlar arasında ya.
yılması ve patojenin bulaşlClhOI yüzünden oluşu, bir
d~ri mastitise sebep olma yeteneQi ve sonuncusu
ise suş1ann bütünüyle far1d1 olmaması günürTıOzde

mevcut metotlan kullanarak yeterli bir şekilde ay­
nlamamasıdır (Matthews ve ark., 1994; Lam ve aıK..

1996: 4Jman ve arx., 1996).

My11ys ve ar1<. (1997) masıdisi ...._ izole
edilen S. aureus suşıarıru RAPD-PCR. ri­
botiplendirme ve biyotip&endirme ile karakterize et­
ırVşIerdir. Bu çalışma, S. aureus suşları tar1d1 za­
manıarda alınan aynı Iobtan, erdekte Iobdaki viraaIls
suşlann devamhhOınl doOn.ıIamak ve teşm me­
totlannın ayırma gücünü karşılaştımısk amacıyla. ya.
pılmıştı r. Bütün yöntemler kunanılarak (ticari di·
agnostik testleri hariç) S. Bureus'un suşlan

tanımlanmıştı r. Bunun sonucu olarak da S. aureus
enfeksiyonlann ın kronik do{ıası nedeniyle o~inaJ suş­

lar d~işmeden kaldlQı Için suş la rın tamamen bir­
birinin ayn ı olduQu gözlenmlştlr, Moleküler yöntemler
de aynı sonuçları vennlşti r. Moleküler yöntemler1e 40
suş 6 lar1d1 genotipe aynlmışnr. Biyotiplendjrme kıs­

men RAPO ve ribotjplendirme ile aynı sonuçlan ver­
miştir (Mytlys ve ark.. 1997). Lipman ve ark'mn
(1996) S. aureus mastrosinin epidemiyolojik ça­
Iışmasını yapmak için bir sürünün ineiderinin meme
bezierinden izole edilen S. aureus suş!annın iş-­

kilerini beUrIemek amacıyla yapı ılda" çalışmada, _
meme bezinden iz~ edilen ıocem 71 S. aureus
suşu tanımlanmış ve SlbtipIendirilrriştir. S. aureus
suştan arasında farkl ı llO I belirlemek için kunanılan

yOnIeıner, çeş;tli primer korrbinasyorlan kullan'larak
PCR lo çofjaItıid,ktan sonra DNA pofomorfizm~
ve ıa; tiplendimıesl yap'lmıştır. SUn:i çaı,şrna!a"nda~
S. aureus salgını na başl ıca bir S. aureus suşunun

sebep oId~unu bulmJşlardır (upman ve .r1<.. 1996).
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Farld, tenotipler gene ikle, dol)nJIuOu ve tutaı1,Iı~ ,

zayıf moı1okljik. kühürelve biyokimyasal teknikleri kul·
ianarak izoIatlann teşhmn ve akrabah"ının genetik
olarak daha az olan izoIaUan lçennektedir (tOOOS ve
ScIıIei1er. 1981). onasanya ve .r1<. (2003)'00" yap­
bldan çalışmada S. aureus suşIa"nda~ genebk çe­
ŞiUiIi(ıin tanı'"'"' laı1dı konak_~ izoiallan"
kökenine ve rrotantıann c:::ıiuşuna dayandırmaldadır.

RADP mar1aı1an, S. aureus izo&atlan arasındaki konak
orijini, rn.ıtasyon ve genetik varyasyon arasındaki

rniıtemel akrabalıOI gOsteımiştir ve aynı zamanda
pannakizl ve teşhis potansiyelini de göstermiştir.

RAPO neelde edilen DNA bantlan trp, populasyon bi­
yolojisi ve epidemiyoloji alanlannda pratik bir anlama
sahip örneklerdir. Spesifik DNA bantlan konak ori­
jlnleri, mutasyon ve virulans genleri ile ilişkili ol­
maktad ı r (Welsh ve MCCletland, 1990).

Moleküler epidemiyolojik metottann faydası . bu
metotlann ayınna gOCO ve çoOa.ltma yeteneklerine
gOre deOer1endirilmesidir. RAPD-PCR'ln ayırma gCıcO

çok daha fazla plimer uygulanarak geliştirilebiljr.

RAPD-PCR'ln bir dezavantaji far1d1 laboratuarve fark­
lı tekrisyenlere göre ço,lattma yeıeneo; scooçanrnn
deOişildik gOsIermesl ve reaksiyon şartla"nda~ de­
Qişikliklere duyarlı oluşudur (Aarestrup ve are, 1995;
w~Uams ve ark.. 1993).

Bu çalışmada bulunan sonuçlar diğer araş­

tırmacılann bUdı..ıOU sonuçIar1a uyun içerisindedir.
Ancak çol< daha lazIa primer1er1e çahşdarak sta­
filokokıann ayınmı daha iyi olacaQı kanısındayız.
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