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Oz

Bu ¢alismada, Staphylococcus aureus (S. aureus) bakterisi igin, ¢oklu lokus degisken
sayi tekrar analizi (MLVA) yédnteminin, altin standart olarak bilinen molekiiler
tiplendirme yéontemi darbeli alan jel elektroforezi (PFGE) ile ayurt edebilme
performanst arastirildi. S. aureus i¢cin PFGE yonteminden elde edilen sonuglarin MLVA
yontemi ile ne oranda saglanabilecegi belirlenmeye c¢alisildi. Bu sayede rutin
kullanimlarda zorlu bir yontem olan PFGE yonteminin, daha kolay ve diisiik maliyetli
bir yontem olan MLV A ile rutin de yer degistirmesinin olanagi arastirild.

MLVA yéntemi hizli bir DNA izolasyon yontemi sonrasi, sdrCDE, clfA, clfB, sspA ve
spa lokuslari i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yoéntemi kullamlarak
gergeklestirildi. PFGE yontemi ise Smal enzimi kullanilarak elde edilen genomik DNA
fragmanlar1 ile gergeklestirildi. Bantlama modeli, hem gérsel olarak hem de
Bionumerics yazilimi ile analiz edildi. PFGE ile izolatlar 2 kiime ve 16 alt tipe
ayrilirken, MLVA ile aym izolatlar, kiime olusturmaksizin 31 alt tipe ayrildi. PCR
temelli bu yontem ile, PFGE ydntemi ile aywrt edilemeyen alt tiplerin ayirt edilebildigi
goriildii. Bu sebep ile MLVA yonteminin ayni PFGE paternleri ile ilgisiz suslart daha
iyi tammlamak veya iliskili izolatlarin yakin genetik kompozisyonunu dogrulamak igin
yiiksek epidemiyolojik ¢oziintirliige sahip, alternatif, verimli molekiiler tipleme yontemi
olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Coklu lokus degisken sayi tekrar analizi (MLVA), darbeli alan jel
elektroforezi (PFGE), ayirim giicii, molekiiler tiplendirme, Staphylococcus aureus.
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Comparison of multiple locus variable number of tandem repeat
analysis (MLVA) and pulsed-field gel electrophoresis methods
for typing Staphylococcus aureus isolates

Abstract

In this study, the performance of multi locus variable number tandem repeat analysis
(MLVA) method to distinguish pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) types, known as
the gold standard, for Staphylococcus aureus (S. aureus). It was tried to determine to
what extent the results obtained from PFGE method for S. aureus can be obtained with
MLVA method. In this way, the possibility of displacement of PFGE method, which is a
challenging method in routine use, with MLVA, which is an easier and low cost method
has been investigated.

MLVA method was performed using a polymerase chain reaction (PCR) method for
sdrCDE, clfA, clfB, sspA and spa after a rapid DNA isolation method. The PFGE
method was performed with genomic DNA fragments obtained using the Smal enzyme.
The banding model was analyzed both visually and with the Bionumerics software.
While isolates were divided into 2 clusters and 16 subtypes with PFGE, the same
izolates were divided into 31 subtypes without forming a cluster with MLVA method.
With this PCR- based method, it was seen that the strains indistinguishable by PFGE
method could be distinguished. Therefore, it was concluded thet MLVA can be used as
an alternative, efficient molecular typing method with high epidemiological resolution
to beter identify strains unrelated to the same PFGE patterns or to verify the close
genetic composition of related isolates.

Keywords: Multiple-locus variable-number tandem-repeat analysis (MLVA), Pulsed-
field gel electrophoresis (PFGE), discrimination power, molecular typing,
Staphylococcus aureus.

1. Giris

Staphylococcus aureus (S.aureus), siiriilerde goriilen en yikici hastaliklardan birisi olan
si@ir mastitis hastaligina sebep olan birkag farkli bakteriden biri olup [1], metisilin
direncli S. aureus (MRSA) basta olmak {izere, bu bakteri tiirli, insanlarda artis gdsteren
toplum kaynakli enfeksiyonlardan sorumlu, &nemli bir bakteriyel patojendir [2].
Bakteriyemi, pnomoni, endokardit ve derin apse olusumu gibi gesitli Klinik belirtileri
vardir. Metisilin direngli S. aureus oOzellikle hastanclerde O6nemli bir klinik sorun
olusturmaktadir. Diinya ¢apinda MRSA enfeksiyon sayist giderek artmakta olup, bu
endise verici bir durum almistir [3-5]. Bu sebep ile S. aureus enfeksiyonlarini kontrol
etmek, populasyonun durumunu anlamak, alinan kontrol 6nlemlerine iliskin kararlar
belirlemek ve toplum igerisinde yayilimi azaltarak, halk sagligina faydali olabilmek i¢in
S. aureus izolatlarinin karakterizasyonu ve birbirileri arasindaki ayirimim hizh
yapilabilmesi olduk¢a 6nemlidir [3, 6, 7].

Patojenin diinya ¢apinda yayilimi géz 6niine alindiginda, ¢iftliklerden topluma bulagsma
stireci hakkinda ve yine hastaneler iginde hizli dagilima genis gapli bir epidemiyolojik
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calisma ile cevap bulabilmek icin, iyi ayirim giicline sahip, hizli ve kolay uygulanabilir
molekiiler tipleme yontemlerinin bu patojen i¢in belirlenmesi oldukca énemlidir [8].

Bir tiplendirme yontemi hakkinda karar verilirken, yontemin degerlendirme asamasinda
kullanilan kriterler, tekrarlanabilirlik, ayirim giicii, uygulama ve yorumlama kolaylig1
oldukca onemlidir [9,10]. Molekiiler tekniklerin kullanilmaya baslamasina kadar, S.
aureus i¢in bilinen en iyi tiplendirme metodu faj tiplendirme metoduydu [11].
Molekiiler tiplendirme yontemleri ile birlikte, S. aureus izolatlarinin tiplendirilmesinde
kullanilan ~ yontemlerden ribotipleme, amplifiye edilmis fragman uzunlugu
polimorfizmi, ssCmec tiplemesi yontemleri bunlardan birkagi olup [12, 13, 14] S.
aureus izolatlarinin ayiriminda en yaygin olarak kullanilan yontemler altin standart
olarak bilinen darbeli alan jel elektroforez yontemi (PFGE), ¢ok bolgeli dizileme
(MLST) ve spa dizileme yontemleridir. PFGE yontemi, Smal restriksiyon enzimi ile
tim genomik DNA’nin fragmanlara ayrildiktan sonra, 6zel bir agaroz jelde ayrilmasi
esasina dayanir. MLST yontemi ise, 7 “housekeeping” genin DNA dizi analizine
dayanan laboratuarlar arasi karsilagtirmalar i¢in uygun bir tiplendirme yontemidir. Buna
ragmen, PFGE yontemi bant boyutlarinda belirsizlikler meydana gelebilme ihtimali,
uzun siire almas1 ve emek yogun bir yontem olmasi, MLST ise, emek yogun ve pahali
bir yontem olmast gibi sebeplerden Otiirli, c¢ogu laboratuarda kolayca
uygulanamamaktadir. Son yillarda kullanilmaya baslayan ¢oklu bolge degisken tekrar
analizi (MLVA) tiplendirme yontemi, ¢esitli patojenlerde kullanilmis ve basari
saglamis bir tiplendirme yontemidir [3, 15, 16, 17]. Belirli bir lokusta, kisa tekrar
dizilerinin sayisindaki degiskenlik farkli DNA profillerini ayirarak epidemiyolojik
caligmalara fayda saglamaktadir. Bu teknik polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli
bir teknik olup, uygulama kolayligi, zaman kazandirmasi ve maliyet agisindan avantaj
saglamaktadir. S. aureus i¢in MLVA tiplendirme yontemi ile ilgili var olan ¢alisma
sayist smirlt olup [2, 3, 6, 8, 19] bu ¢alisma da S. aureus izolatlar1 igin altin standart
olarak kullanilan PFGE yo6ntemi ile MLV A ydntemi karsilastirilmis, MLVA ydnteminin
basar1 ve kullanilabilirligi arastirilmagtir.

2. Deneysel cahismalar

2.1. Bakteri izolatlar:

30 adet S. aureus izolati Ankara Numune Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuarindan
temin edildi. Gegmis zamanlarda izole edilen ve -80°C de saklanan insan kaynakli
bakteri ornekleri TSA besiyerinde aktif hale getirilmistir.

2.2. DNA izolasyonu: DNA izolasyonu i¢in aktif hale getirilen izolatlar, nutrient broth
s1v1 besiyerine ekilerek 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakildi. DNA izolasyonu i¢in
ornekler 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Uzerine 250 ult TE tampon (pH:8)
eklendi. Uzerine 2 mg/ml konsantrasyonda lizostafinden 15 ul eklendi. 37°C’de 1 saat
inkiibasyondan sonra, DNA easyBlood&tissue kit (Qiagen), onerileri dogrultusunda
DNA ekstraksiyonu yapildi ve iiriin DNA ekstrakti olarak kullanildi [18].

MLVA molekiiler tiplendirme: Yontemin uygulamasinda multipleks PCR karigimi
hazirlandi. MLVA yonteminde farkli genotipik izolatlar1 ayirmak amaciyla Sebat ve
arkadaglarinin protokoliinden yararlanildi [7, 20]. Karisimda 10 ul 2 X PCR tampona,
2.5 U/ul Taq DNA polimeraz (Fermantas), 1.5 mM MgCl2, 200 uM dntp, 0,5 uM SspA,
1 uM CIfA, 1 uM CIfB, 0,5 uM spA, 1,5 uM sdrCDE ve 1 ul 50 ng DNA eklendi ve
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toplam hacim 20 ul’ ye tamamlandi. PCR dongiileri, 94°C’de 5 dakika baslangig
denatiirasyonu, 25 dongii, 94°C’de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye, 72°C’de 1 dakika ve
72°C’de 5 dakika son uzama olacak sekilde tamamlandi [7]. Elde edilen tirtinler %2’lik
agaroz jelde yiiritiliip, goriintilendi. Amplikonlar Beckman-Coulter CEQ 8000
dizileme cihazinda kapiller jel elektroforezi ile analiz edildi. Fragman analizi,
PeakScanner yazilimi kullanilarak yapildi ve Bionumerics (Applied Math, Belgika)
6.0.2 versiyonlu program MLVA eklentisine kaydedilerek dendogram olusturuldu.

PFGE molekiiler tiplendirme: Calismada Mulvey ve arkadaglarinin optimize ettigi
PFGE protokolii kullanildi [21]. Genomik DNA 30 U/ul Smal enzimi ile fragmanlara
ayrildi ve %1°’lik agaroz jelde 0,5X Tris-borat-Edta (Sigma) tampon kullanilarak,
CHEF-DR Il (Biorad), sisteminde 24 saat 15°C’de yiiriitiildii. Sistem 6V/cm akim, 5,3
sn baslangi¢ ve 40 sn bitis zamanlar1 olacak sekilde ayarlandi. Kiime analizi, UPGMA
yontemi ile %1 optimizasyon ve %1.5 tolerans kullanilarak Dice benzerlik katsayisi ile
Bionumerics (Applied Math, Belgika) 6.0.2 versiyonlu program ile gergeklestirildi.
Suslar Tenover ve arkadaslarinin [22] kriterleri géz Oniine alinarak, ayirt edilemez,
farkli ve yakin iliskili olarak kategorize edildi.

3. Sonuglar ve tartisma

Tamamen birbirinden bagimsiz farkli zamanlarda farkli -80°C’de saklanmig S. aureus
orneklerinde 2 molekiiler tiplendirme yoOnteminin karsilastirilmasi yapildi. Her iki
yontem ile de S.aureus izolatlarinin tamami tiplendirilmistir. MLVA i¢in 5 degisken
numaral ardigik tekrar kullanildi. MLV A datalarina ait cluster analizi sekil 1 (B)’ de
gosterilmigtir. Gorsel inceleme ile farkli tipler olarak smiflandirilan izolatlar
Bionumerics programi ile gruplandirilmistir. Calisma da tek allele gore farklilik
gosteren izolatlar dendogramda da goriildiigii lizere, farkli tip olarak kabul edilmistir.
MLVA dendograminda kiimelesme goriilmeyip, her izolatin A-Q2 arasinda
isimlendirilen 31 farkli molekiiler tiplere ait oldugu saptandi.

PFGE analizi sonunda 2 kiime, 16 pulsotip elde edilmistir. Kiimelerden biri pulsotip A
olup 3 izolat, digeri pulsotip K olup 2 izolat barindirmaktadir. Ancak Tenover
kriterlerinde ki bant farkliliklar1 g6z Oniine alinarak, dendogramda %90-95 arasi
benzerlik grubuna giren pulsotipler birbiriyle ayirtedilemez olarak kabul edilmistir.
%90-85 araligindakiler yakin iliskili, %85’in altinda benzerlik gosterenler ise farkli
pulsotip grubuna ilave edilmistir. Buna gore, pulsotip A ve B, pulsotip E, F, G ve
pulsotip K, L, M, N ve O izolatlar1 da kendi iglerinde birbirleri ile yakin iligkili olarak
gruplandirilmistir. PFGE datalarina ait cluster analizi Sekil 1 (A)’ da gosterilmistir.
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Sekil 1. (A): Smal resktiksiyon endoniikleaz enzimi, UPGMA algoritmasi ve
Bionumerics 6.01 siiriim analiz programi kullanilarak olusturulan S. aureus izolatlarina
ait PFGE dendogrami. (B): Bionumerics 6.01 siiriim analiz programi kullanilarak elde
edilen MLVA sonuglarmin dendogrami.

PFGE analizi ile ayn1 grupta ve birbiri ile iliskili ve yakin iliskili gortilen 6rneklerin tek
allelde ki tekrar sayisindan kaynakli farkliliga bagl olarak, MLVA yonteminde birbiri
ile iliskisiz oldugu goriilmiistiir. Yapilan ¢calisma sonucunda, PFGE yontemine nazaran
MLVA yo6nteminin, S. aureus izolatlar1 i¢in, daha az zaman alan ve ayirim giicii yiiksek
bir yontem oldugunu séylemek miimkiindiir.

Bakterilerin tiplendirilmesinde kullanilan altin standart yontem PFGE yontemi olup, son
zamanlarda kullanilan yaygin tiplendirme yontemlerinden birisi de MLVA teknigidir.
MLVA yontemi hizli, kullanimi kolay, yiiksek verimlilikte, nisbeten diisiikk maliyetli
olmast ve ¢ok farkli ekipman ve reaktife ihtiyag duymamas: ile biiyilk avantaj
saglamaktadir. PFGE yoOntemi ise, ayirim giicii yiiksek olmasina ragmen, diisiik
tasinabilirlik ve laboratuarlar arasi karsilagtirmalara uygun olmamasi gibi dezavantajlara
sahiptir [3].

Farklt mikroorganizmalar da PFGE ve MLVA yontemlerinin karsilastirildigi gesitli
calismalar mevcutdur. Kjedsen ve arkadaslari Salmonella enterica’nin farkli
serotiplerine MLVA ve PFGE yontemlerini uygulamis ve S. kentucky’nin molekiiler
tiplendirmesinde PFGE yonteminin MLVA yontemine gore ayirim giicliiniin fazla,
ancak S. hadar i¢in ise, tam tersi MLVA yonteminin PFGE yontemine gore ayirim
giicliniin fazla oldugunu bildirmislerdir [23]. Farkli ¢alismalarda S. enteritidis ve S.
dublin serotiplerinde MLVA yonteminin ayirim giiciinin PFGE yontemine gore daha
baskin oldugu belirtilmistir [24,25]. Enterokoklar i¢in yapilan farkli bir ¢alisma da
PFGE yonteminin ayirim giiciinin MLVA yontemine gore daha basarili oldugu
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sonucuna varillmistir [26]. S. aureus icin her iki yontemin karsilastirildigi cesitli
caligmalar mevcut olup, farkli sonuglara ulasan arastirmalar mevcutdur. Malachowa ve
arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alisma da S. aureus’un tiplendirmesinde her iki yontemin de
basar1 oranlarinin benzer oldugunu belirtmislerdir [2]. Tenover ve arkadaslart MLVA
yonteminin PFGE tiplerini tahmin etmek amagli kullanilabilecegini vurgulamistir [7].
Moser ve arkadaglari ise, MLVA metodunun 6zdes PFGE paternlerine sahip ilgisiz
suglar1 tanimlamak veya benzer izolatlarin yakin genetik kompozisyonunu dogrulamak
icin kullanilabilecegini belirtmistir [19]. Rasschaert ve arkadaslari PFGE’nin ayirim
giicliniin MLVA yo6nteminden daha iyi oldugunu belirtmistir [8]. Song ve arkadaglart S.
aureus bakterisini tiplendirmek i¢in yine her iki yontemi de kullanmistir. PFGE ile 28
alttip, MLVA yontemi ile ise 29 alttip tespit etmisler, ayrica bazi suslar icin PFGE
yonteminin yetersiz kaldigini belirtmislerdir [27].

Yapmis oldugumuz calisma da, 30 adet farkli zamanlarda stoklanmuis, birbiri ile iliskisiz
orneklere her iki yontem de uygulanmis ve 5 farkli lokusta, S. aureus i¢in MLVA
yonteminin ayirim giicli yiiksek, kullanilabilir bir tiplendirme yontemi oldugu sonucuna
varilmigtir. Buna bagli olarak, kullanim kolayligi, maliyetinin diisiik olmasi gibi
avantajlarina bagl olarak, hastane i¢i ve hastaneler arasi bulagslarda MLV A yOnteminin
basarili sonu¢ verecegi diisiiniilmektedir. Ancak Ornek sayilarin gogaltilarak, S.
aureus i¢in, tiplendirme yontemlerinin karsilagtirilmasi {izerine ¢aligmalarin
cogaltilmasi gerektigi diislinlilmektedir.
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