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Mastitislerden izole edilen enterokoklarin molekiiler tiplendirilmesi
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Ozet: inek mastitislerinde enterokok etkenlerinin varligint belirlemek ve izole edilen suslari molekiiler tekniklerle
tiplendirmek amaciyla yapilan bu ¢aligmada, Ankara ve Balikesir illerindeki siit isletmelerinden saglanan siitlerden izole edilen 75
adet enterokok susu incelendi. Molekiiler tiplendirme Restriksiyon Enzimi Uzunluk Polimorfizmleri- Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RFLP-PCR) ile yapildi. Bu yontemle 61 adet etken Enterococcus faecium ve 14 adet etken ise Enterococcus avium olarak identifiye
edildi. izolatlarm genotiplendirilmesi amaciyla yapilan Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA- Polimeraz Zincir Reaksiyonu
sonuglarina gére Enterococcus faecium suslarinda 10 adet, Enterococcus avium suslarinda ise 7 adet farkli profil goriintiilendi. Bu
bulgular enterokok etkenlerinin inek mastitislerindeki dnemini ve roliinii gdstermektedir.

Anahtar sozciikler: Enterokok, mastitis, molekiiler tiplendirme

Molecular typing of Enterococcus spp. isolated from cow mastitis

Summary: The objectives of this study were to the determine the presence of Enterococcus spp. in cow mastitis and to
characterize the isolated strains using molecular techniques. A total of 75 Enterococcus spp. isolated from dairy farms in Ankara and
Balikesir cities were examined. Sixty-one Enterococcus faecium and 14 Enterococcus avium strains were identified according to
Restriction Fragment Length Polymorphism-Polymerase Chain Reaction results. Additionally different 10 and 7 Random Amplified
Polymorphic DNA- Polymerase Chain Reaction profiles were detected in E. faecium and E. avium strains, respectively. These

finding showed the importance and the role of Enterococcus spp. in cow mastitis.

Key words: Enterococcus, mastitis, molecular typing.

Giris

Mastitis, pek cok nedene bagli ortaya ¢ikan meme
bezi enfeksiyonudur. Hastaligin etiyolojisinde bakteriyel
etkenler ilk siray1 olusturur. Mastitise neden olan bakteriyel
patojenler kaynagina gore gevresel ve bulasici olarak iki
grupta incelenir. Bulasict patojenleri Staphylococcus
Streptococcus  agalactiae ve Streptococcus
dysgalactiae; c¢evresel etkenleri Streptococcus uberis,
Escherichia coli ve enterokoklar olusturur. Enterokoklar,
Streptococcocea ailesi igerisinde yer alan Gram pozitif
kok seklinde goriilen, katalaz negatif 6zellik gosteren,
yiiksek tuz ve pH diizeylerinde iireyebilen etkenlerdir (1,
7, 8). Enterokoklar genis bir konak¢t dagilimina
sahiptirler. Hayvanlarin sindirim sisteminde yerlesik
dogal flora bakterisi olan bu etkenler, 6zellikle sagim
hijyenine dikkat edilmedigi ve altlik temizliginin diizenli
yaptlmadigr durumlarda memeleri kolaylikla enfekte
ederek mastitise neden olmaktadirlar. Meme basindan
giren enterokoklar meme kanali boyunca yerlesip
kolonize olurlar ve meme bezinde enfeksiyona iligkin
klinik bulgular meydana getirirler (13, 19).

Enterokok etkenleri tek baslarina mastitis olustura-
bilmelerine ragmen mastitis olgularindan genellikle
streptokokkal etkenlerle birlikte izole edilmektedirler. Bu

aureus,

nedenle enterokok nedenli mastitisler siklikla streptokok
mastitisleri ile karistirilmaktadir (21). Enterokoklarin
somatik hiicre sayist yiiksek siitlerden ve kuru dénem
periyodunda daha sik izole edildigi ortaya konmugtur
(17). Yapilan ¢alismalarda mastitislerden % 6-42 oranlari
arasinda enterokok izolasyonunun gergeklestirildigi
bildirilmistir (14, 19). Cevresel bir epidemiyolojiye sahip
olan enterokoklar, insanlarda nozokomial enfeksiyonlarda
onemli bir problem haline gelmelerine ragmen
epidemiyolojileri konusunda bilgiler yetersizdir (19).

Enterokok suslarinin sahip olduklar1 virulens faktor-
leri, antibiyotik direncliligi ve genetik heterojenitesi
lizerine yapilan g¢alismalarda, suslar arasinda konakgi
orijinine gore farkliliklarin oldugu, virulens 6zellikleri ve
diren¢ mekanizmasi yoniinden pek ¢ok farkli mekanizma
kazandiklar1 belirlenmistir (4, 8, 17). Enterokoklarin
molekiiler metotlarla genotiplendirilmesi de yapilmis
ancak heterojenitenin fazla olmasindan dolayr dominant
bir klon ortaya c¢ikarilamamistir. Ayrica heterojenitesi
fazla olan bu etkenlerin meme bezine olan etkileri
bakimindan da suglar arasinda farkliliklar gosterdikleri
belirlenmistir (18, 19).

Bu c¢alismada mastitis kokenli enterokoklarn
molekiiler tekniklerle tiplendirilmesi amaglandi.
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Materyal ve Metot

Bu c¢aligmada Ankara ve Balikesir illerinde, orta
biiyiikliikte olan isletmelerdeki mastitis siipheli ineklerden
izole edilen 75 adet FEnterococcus spp. incelendi.
Incelenen 75 izolatin 37 (%9,1)’si Ankara ilinden, 38
(%6,2)’1 Balikesir ilinden gelen siitlerden sagland1

Calismada kullanilan suslarin identifikasyonlarinin
cins diizeyinde dogrulanmasi amactyla, bakterilere Gram
boyama ve katalaz testleri yapildi. Gram pozitif kok
seklinde ve katalaz testi negatif olan etkenlere hippurat
hidrolizasyon testi, %6,5’lik NaCl’li agarda iireme ve 45
°C’de treme testleri yapildi (9, 20). Testler sonucunda
Enterococcus spp. oldugu dogrulanan suslar molekiiler
analizler gergeklestirilinceye kadar -20°C’de gliserinli
buyyon igerisinde saklandi.

DNA ekstraksiyonu: DNA ekstraksiyonunda MO
BIO Ultraclean microbial DNA izolasyon kiti (MO BIO-
Carslbad, CA) kullanildi ve islem iiretici firmanin
protokoliine gore gerceklestirildi.

Restriksiyon  Enzimi  Uzunluk  Polimorfizmleri-
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RFLP-PCR): RFLP-PCR,
Jayarao ve ark. (11) tarafindan bildirilen prosediire gore
gerceklestirildi. Toplam 100 pl’lik hacim igin her bir
primerden (Forward primer 5’-CCAAGCTTGCTCAGG
ACGAACGCT-3’, Reverse primer 5-‘CGGGATCCCGC
CCGGGAACGTATTCAC-3’) 0,5 uM, 2,5 U Taq DNA
polimeraz, 100 uM dNTP miks, 1XPCR Buffer, 2mM
MgCl, ve 5ul DNA kullanildi. PCR iglemi 93 °C’de 90
saniye, 56 °C’de 90 saniye ve 75 °C’de 90 saniye olmak
iizere toplam 35 siklus olarak gerceklestirildi. Uretici
firma protokoliine uygun sekilde hazirlanan amplikonlara
Hhal ve Mspl enzimleri ile 2 saat 37 °C’de kesim iglemi
uyguland: (11). Bant profilleri 1xTBE ile hazirlanan
%1,5’luk jelde elektroforez yapilarak goriintiilendi. Hhal
enzim kesimi sonrasinda, enterokok etkenlerine spesifik
220, 280, 380 ve 550 bp biyiikligindeki bantlarin
goriilmesi ile streptokok etkenlerinden ayrimi saglanirken;
Mspl enzim kesimi sonrasinda, E. faecium ve E. faecalis
suslarinda sirastyla 590 ve 330 bp’lik bantlarin olusmasi
ile tiir diizeyinde identifikasyon yapildi. Bu bantlarin E.
avium suglarinda bulunmamasi ile suslarin ayrimi
gerceklestirildi.

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA- Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RAPD-PCR): RAPD-PCR yontemi
Gillespie ve ark. (10) tarafindan bildirilen metoda gore
gerceklestirildi. PCR karigimi, 1XPCR buffer, 2 mM
MgCl,, 0,4 mM dNTP, 10 pmol primer, 5 pl DNA
icerecek sekilde 25 pl olarak hazirlandi. PCR sikluslari
94,5 °C’de 120 saniye 6n 1sitmayi takiben 35 siklus
olacak sekilde 94,5 °C’de 70 saniye, 33 °C’de 60 saniye
ve 72 °C’de 130 saniye olacak sekilde programlandi.
Amplikonlara % 1,5’luk oranda, 1xTBE ile hazirlanan
jelde elektroforez yapildi. Tiir diizeyinde identifiye edilmis
olan enterokok etkenleri, agaroz jel -elektroforezde

goriintiilenen bant sayist ve biiylikliikleri yoniinden ayri
ayr1 degerlendirildi.

Bulgular

Incelenen izolatlarin tiimiiniin Enterococcus spp.
oldugu dogrulandi ve tiim suslar molekiiler testlerde
kullanilmak tizere ¢aligma kapsamina alindu.

RFLP-PCR bulgulari: PCR islemi sonunda tim
Enterococcus spp. suslarinda Streptococcocea ailesine
spesifik 1400-1500 bp arasindaki 16S rDNA bolgesi
goriintiilendi (Sekil 1). Bu goriintii, PCR sonucunda tiim
izolatlarn DNA amplifikasyonlarinin gergeklestigini
gosterdi. Cogaltilan DNA’larin Hhal enzimi ile kesimi
sonrasinda 75 adet enterokok susunun tamaminda 220,
280, 380 ve 550 bp biiyiikliige sahip bantlar goriilmesi ile
biyokimyasal yontemlerle cins diizeyinde identifiye
edilen enterokok suslart molekiiler yontemle de cins
diizeyinde dogrulandi (Sekil 1). Mspl kesimi sonrasinda
suglar Jayarao ve ark. (19)’nin bildirdigi sekilde
tiplendirildi. Buna gore 590 bp biiylikliiglindeki bant
gosteren suslar E. faecium, 330 bp’lik bant gosterenler
ise E. faecalis olarak identifiye edildi. E. avium suslar1 da
bu bantlarin bulunmamas: ile identifiye edildi. incelenen
75 adet enterokok izolatinin 61 (%81)’1 E. faecium ve 14
(%18)’ii E. avium olarak identifiye edildi. izolatlar icinde
E. faecalis tespit edilmedi (Sekil 1). Enterokok
etkenlerinin illere gore dagiliminda, Balikesir ilinde 32
(% 84) adet E. faecium susu identifiye edilirken, 6 (%15)
adet E. avium susu identifiye edildi. Ankara ilinde ise 29
(%78) adet E. faecium susu, 8 (%21) adet E. avium susu
tiplendirildi.
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Sekil 1. RFLP bant paternleri. M: Marker (100 bp DNA Ladder
Plus) 1: E. faecium 16S rDNA 2: E.faecium-Hhal kesimi 3:
E.faecium- Mspl kesimi 4: E. avium 16S tDNA 5: E.avium-
Hhal kesimi 6: E.avium- Mspl kesimi

Figure 1. RFLP band patterns. M: Marker (100 bp DNA Ladder
Plus) 1: E. faecium 16S rDNA 2: E.faecium- Hhal digested
3: E.faecium- Mspl digested 4: E. avium 16S rtDNA 5: E.avium-
Hhal digested 6: E.avium- Mspl digested

RAPD-PCR: RAPD-PCR analizi sonrasinda E.
faecium suslarinda 10 farkli bant profili saptanirken, E.
avium suslarinda ise 7 farkli bant profili belirlendi (Sekil
2ve 3).
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Sekil 2. E. faecium suslarinin RAPD-PCR bant paternleri. M:
marker (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 1-11. hatlar E.
faecium suslari, 12.hat, negatif kontrol.

Figure 2. RAPD-PCR band patterns of E. faecium strains. M:
marker (100 bp DNA ladder plus; Fermentas) Lanes 1-11, E.
faecium strains, Lane 12, negative control
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Sekil 3. E. avium suslarinin RAPD-PCR bant paternleri. M:
marker (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 1-8. hatlar E.
avium suslari
Figure 3.RAPD-PCR band patterns of E. avium strains. M:
marker (100 bp DNA ladder plus; Fermentas) Lanes 1-8, E.
avium strains

Tartisma ve Sonuc¢

Mastitis patojenlerinin dogru sekilde identifikasyonu,
klinik ve subklinik olgularda enfeksiyonun teshisi ve
kontrolii i¢in olduk¢a Onemlidir. Laboratuvarlarda
mastitise neden olan bakteriyel etkenlerin identifikasyonu
icin genellikle fenotipik Ozelliklerden yararlanilarak
biyokimyasal testlerle sonuca gidilmektedir. Ancak bu
fenotipik  identifikasyonun mastitise neden olan
enterokoklar gibi bazi bakterilerin identifikasyonu i¢in
cok giivenilir olmadigi ve molekiller dogrulama
gerektirdigi bildirilmektedir (3, 6). Bu nedenle de yapilan
pek cok calismada mastitis kokenli enterokok izolatlari
sadece izolasyon asamasinda kalmig, izolatlarin
identifikasyonuna gidilmemistir (14, 16). Bu ¢aligmada
da izolatlar fenotipik olarak tiir diizeyinde identifiye
edilmis ve sonrasinda cins diizeyinde dogrulama
amaciyla PCR yapilmistir. PCR ile Enterococcus spp.
oldugu dogrulanan izolatlarmn tiir diizeyinde identifikasyonu
icin de RFLP-PCR yapilmig ve bdylece tiim izolatlar
identifiye edilebilmistir.

Mastitis izolat1 olan enterokoklarin identifikasyonlar
ile ilgili yapilan c¢alismalarda elde edilen sonuglar
farklilik gostermektedir. Petersson-Wolfe ve ark. (18)
izole edilen enterokoklarin %71’ini E. faecium ve
%3’linii E. faecalis oldugunu,; Devriese ve ark. (6) da, E.
faecalis oranini %20, E. faecium™ ise %6 olarak

bulmuslardir. Tenhagen (22) ise 42 enterokok izolatinin
23’tnli E. faecalis, 19°unu ise E. faecium olarak
tiplendirmistir. Wolfgang ve ark.(24) calistiklar1 37 farkli
siit isletmesinden 18 adet enterokok izolat1 elde etmis bu
izolatlarin 5 tanesini E. avium, 8 tanesini E. faecalis ve 4
tanesini ise E. faecium, bir tanesini de E. equinus olarak
olarak tiplendirmistir. Devriese ve ark. (6) ise 243 adet
gram pozitif, katalaz negatif sus igerisinde 61 adet E.
faecalis, 3 adet E. faecium izolat1 elde etmislerdir. Nam
ve ark. (15) ise 105 mastitis kdkenli enterokok izolati
icerisinde 47 adet E. faecalis, 39 adet E. faecium ve 6
adet E. avium identifikasyonu yapmuslardir. Jayarao ve
ark. (12) ise 144 adet gram pozitif katalaz negatif sus
icerisinde 10 adet E. faecium tiplendirirken, 12 adet E.
faecalis susu tiplendirmis ancak E. avium identifikasyonu
yapamamiglardir. Watts (23) ise 30 enterokok izolati
icinde 14 adet susu E. faecium, 11 tanesini ise E. faecalis
olarak identifiye etmistir. Aaestrup ve ark. (2) mastitis
izolati olan enterokoklarda E. faecium ve E. faecalis
yaninda E. avium’u da identifiye ederek, bu etkenlerinde
mastitislerden izole edilebilecegini belirlemislerdir. Bu
calismada ise incelenen 75 adet enterokok susu igerisinde
%81,3 E. faecium, %18,6 E. avium identifiye edilirken E.
faecalis bulunamadi. Tiplendirilen enterokok suslari
arasinda dominant tiiriin E. faecium oldugu belirlendi.
Elde edilen bulgular, Petersson-Wolfe ve ark. (18)
tarafindan elde edilen E. faecium izolasyon oranima
benzer, ancak E. faecalis izolasyonunun yapilamamasi
nedeniyle farklilik gostermektedir. Ayrica bu ¢aligmada
enterokok izolatlari arasinda E. avium bulunmasi
Wolfgang ve ark. (24) ile Nam ve ark. (15) tarafindan
yapilan bildirimi desteklemektedir.

Mastitislerden izole edilen enterokoklar: molekiiler
olarak karakterize etmek i¢in bircok arastirici tarafindan
RAPD-PCR yoéntemi kullanilmistir (5, 10, 20). Petersson
ve ark. (19), enterokoklar i¢in yapilan bir RAPD-PCR
analizinde, izolatlar arasmnda genetik heterojenite
oldugunu belirtmislerdir. Benzer bulgular Franzetti ve
ark. (7) ve Gillespie ve ark. (10) tarafindan da ortaya
konulmustur. Ancak Conconcelli ve ark. (5) DNA
ekstraksiyon metodlari, PCR kosullar1 gibi degiskenlerin
RAPD-PCR analiz sonuglarint degistirebilecegini buna
bagli olarak da sonuglarin etkilenebilecegini bildirmisler-
dir. Bu c¢aligmada izole edilen suslarin tiir diizeyinde
yapilan RAPD-PCR analizinde; E. faecium suslarinda 10
farklt ve E. avium suslarinda ise 7 farkli bant profili
belirlenmistir. Bu bulgu, suslar arasinda RAPD-PCR
bant profillerinin heterojen oldugunu gostermektedir ve
daha 6nce bildirilen bulgulara benzerlik gostermektedir.

Sonug olarak enterokoklarin mastitislerin etiyoloji-
sinde 6nemli rol oynadigi, bu etkenlerin tiplendirilme-
sinde RFLP-PCR ydnteminin yararli oldugu goriilmiistiir.
Ayrica farkl isletmelerden ya da bolgelerden izole edilen
suslarin  karakterizasyonu ve genetik yakinlignin
belirlenebilmesi icin RAPD-PCR yonteminin kullanimi-
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nin uygun olabilecegi goriilmiistiir. Bu sonuglar dogrul-
tusunda, daha fazla izolatin, farkli tiplendirme metodlari

ile

tiplendirilmesiyle enterokoklarin epidemiyolojisi

hakkinda daha genis veriler elde edilmesine yol acacagi
ve mastitis etiyolojisinde dnem kazanan enterokoklarin
daha ileri tekniklerle arastirilmasinin da siit sigirciligi ve
ekonomisine katki saglayacagi belirlenmistir.
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