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Özet: Bu çalışma, sığır karkas orijinli 32 adet Escherichia coli O157 izolatının iki farklı random primerin (M13 ve 
ERIC2) kullanıldığı rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA-polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-PCR) metodu ile ge-
notiplendirilmesi ve farklı primer bağlanma ısılarının (32, 36, 38 ve 40°C) RAPD bant paternleri üzerine etkisinin 
değerlendirilmesi amacıyla yapılmıştır. İzolatlar M13 primeri ile 7, ERIC2 primeri ile 5 farklı genotip içerisinde dağıldı. 
Çalışmada kullanılan primer bağlanma ısılarının RAPD bant paternlerinin çeşitliliğini dikkate değer bir şekilde etki-
lemediği görüldü. Sonuç olarak E. coli O157 izolatları arasındaki çeşitliliklerin belirlenmesinde M13 primerinin daha 
uygun olduğu ve epidemiyolojik çalışmalarda kullanılabilir olduğu belirlendi.

Anahtar sözcükler: Escherichia coli O157, genotiplendirme, primer bağlanma ısısı, RAPD-PCR.

Genotyping of beef carcass isolates of Escherichia coli O157 by random amplified 
polymorphic DNA-polymerase chain reaction

Summary: This study was performed to genotype 32 E. coli O157 isolates originating from bovine carcasses by random 
amplified polimorphic DNA-polymerase chain reaction (RAPD-PCR) methods using two different random primers 
(M13 and ERIC2) and to evaluate the effect of the different (32, 36, 38 and 40°C) annealing temperatures on RAPD 
band patterns. Isolates were distributed into 7 and 5 different genotypes using M13 and ERIC2 primers, respectively. It 
was observed that different annealing temperatures used in this study had not considerable effect on RAPD band vari-
ability. In conclusion, it was determined that M13 primer was more convenient to detect genetic variability among E. 
coli O157 isolates and was useful in epidemiological studies.

Key words: Escherichia coli O157, genotyping, primer annealing temperature, RAPD-PCR.

enteroinvaziv E. coli (EIEC), enteroagregatif E. coli 
(EAggEC) ve diffuzadeziv E. coli (DAEC) olarak 
gruplandırılmaktadır (16, 6). Bunlardan EHEC gru-
bu aynı zamanda verositotoksijenik E. coli (VTEC) 
olarak da bilinmektedir (6).

Verositotoksin üreten E. coli’ler insan patoje-
nidir ve insanlarda nonspesifik diyare, hemorajik 
kolitis (HC) ve hemolitik üremik sendroma (HUS) 
neden olmaktadır (8, 10). Bu grup içerisinde en yay-
gın olarak görülen serotip E. coli O157’dir (4). İn-
sanlarda enfeksiyon nedeni olarak ilk sırada kesim 
sırasında sığır dışkısıyla kontamine olmuş etlerin 
yeterince pişirilmeden tüketilmesi gösterilmekte-
dir. (6, 20) Ayrıca insandan insana temas yoluyla 
veya kontamine su ile de bulaşmanın olduğu bildi-
rilmektedir (6). VTEC suşları hayvanlarda yaygın 
bir dağılım göstermekte ve özellikle ruminantların 

Giriş

Escherichia coli türünün birçok üyesi, insan ve 
hayvanların gastro-intestinal kanalında kommensal 
olarak bulunmaktadır. Ancak, immun sistemi baskı-
lanmış konakçılarda veya gastro-intestinal bariyerin 
bozulduğu durumlarda patojenik olmayan E. coli 
suşları bile enfeksiyona neden olabilmektedir (16).

E. coli’nin antijenik yapısı oldukça komplike-
dir ve özellikle, patojen suşlarda bu yapılar önem 
taşımaktadır. Geleneksel olarak E. coli suşlarının 
karakterizasyonu O (somatik), K (kapsül) ve H (fla-
gella) antijenlerine göre serotiplendirme esasına da-
yanarak yapılmaktadır (17). İnsan ve hayvanlarda 
enterik hastalıklara neden olan patojenik E. coli suş-
ları; enterohemorojik E. coli (EHEC), enteropatoje-
nik E. coli (EPEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC), 
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bu grubun doğal rezervuarı olduğu düşünülmektedir 
(11).

Shiga toksin üreten E. coli O157 suşları ara-
sında ayrım yapmak bu grubun klonal doğası ne-
deniyle oldukça karmaşıktır (9). Günümüze kadar 
E. coli suşlarının karakterizasyonu ve genotiplen-
dirilmesinde pulsed-field jel electroforezis (PFGE), 
ribotiplendirme, faj ile tiplendirme (7), rastgele ço-
ğaltılmış polimorfik DNA-polimeraz zincir reaksi-
yonu (RAPD-PCR) amplikonlarının restriksiyon 
endonükleaz analizi (9) ve sekans analizi (2) gibi 
çok çeşitli moleküler tabanlı metotlar kullanılmıştır. 
Bu metotlar ile izolatlar arasındaki farklılıklar or-
taya konulabilmesine rağmen maliyetlerinin yüksek 
olması, yoğun iş gücü ve zaman gerektirmesi gibi 
nedenler bu metotların kullanımlarını sınırlamakta-
dır.

RAPD-PCR metodu basit, duyarlı ve nispeten 
düşük maliyetinden dolayı genetik çeşitlilik/fark-
lılık çalışmalarında uygulanabilen, iyi bilinen (22, 
23) ve bakterilerin karakterizasyonunda yaygın ola-
rak kullanılan (25) DNA tabanlı bir tekniktir. RAPD 
metodunun yüksek hıza sahip olması, tiplendirme 
çalışmalarında ilk gösterge olarak kullanılması ge-
rekliliğini ortaya koymaktadır (19). Bu teknik çok 
çeşitli patojen mikroorganizmanın moleküler olarak 
tiplendirilmesinde ve epidemiyolojik çalışmalarda 
başarılı bir şekilde kullanılmaktadır (13, 18). Bu 
çalışmanın amacı sığır karkaslarından izole edilmiş 
olan E. coli O157 suşlarını RAPD metodu ile geno-
tiplendirmek, aynı seroguruba ait suşlar arasındaki 
genetik farklılıkları ortaya koymak ve RAPD ana-
lizi üzerine primer bağlanma ısısının etkisini belir-
lemektir.

Materyal ve Metot

Bakteri suşları ve DNA ekstraksiyonu: Çalışmada 
Samsun ilinde 2 farklı mezbahada kesilen sığırların 
karkaslarından izole edilmiş ve serotiplendirilmiş 
olan toplam 32 adet E. coli O157 suşu kullanıldı. 
Şuşların DNA ekstraksiyonu kaynatma yöntemiyle 
yapıldı. İzolatlar Triptik Soy Agar’da 37°C’de 24 
saat kültüre edildi. Üreyen saf koloniler, 500 µl steril 
distile su içeren DNase/RNase free ependorf tüple-
rinde süspanse edildi. Süspansiyonlar 100°C’lik su 
banyosunda 10 dk bekletildi. Kaynatma sonrasında 
9000 rpm’de 5 dk santrifüj edildikten sonra, süper-
natantlar DNase/RNase free ependorf tüplerine ak-

tarıldı ve çalışmalarda kullanılmak üzere -20°C’de 
saklandı.
RAPD-PCR ile genotiplendirme: E. coli O157 
suşlarının RAPD paternlerinin belirlenmesi ama-
cıyla ERIC-2 (5’-AAG TAA GTG ACT GGG GTG 
AGC G-3’) ve M13 (5’-GAG GGT GGC GGT 
TCT-3’) primerleri kullanıldı. Amplifikasyon aşa-
ması Versalovic ve ark. (26) tarafından bildirilen 
metodun modifiye edilmesiyle gerçekleştirildi. Bu 
aşamada her bir primer için ayrı ayrı olmak üzere 
DEPC-treated water, 1×PCR Buffer, 2.5 mM Mg-
Cl2, 200 μM her bir dNTP, 2.5U Taq DNA polime-
raz, 25 pmol primer ve 5 μl template DNA içeren 
25 µl’lik bir RAPD master karışımı oluşturuldu. 
Bu karışım 94°C‘de 5 dk ön denatürasyonu takiben 
94°C‘de 1 dk denatürasyon, 36°C‘de 1 dk primer 
bağlanma, 72°C‘de 3 dk uzama olmak üzere 40 
siklus ve 72°C‘de 7 dk final uzama koşullarında 
amplifikasyon işlemine tabi tutuldu. Amplifikasyon 
ürünleri etidium bromid (2µg/ml) içeren %1.5’luk 
agaroz jel elektroforezi sonrasında UV transillumi-
natör ile görüntülendi.

Primer bağlanma ısısının RAPD paternlerin çe-
şitliliğine olan etkinliğinin değerlendirilmesi ama-
cıyla 32, 36, 38 ve 40°C primer bağlanma ısılarında 
amplifikasyon siklusu uygulandı.

Oluşan RAPD paternlerinin dendogramla-
rı UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetic Averages) ile CHEF-DR® III, Quantity 
One® yazılımı (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA) kullanılarak çizildi. Şuşlar arasındaki genetik 
ilişki %70 benzerlik katsayısı göz önüne alınarak 
belirlendi.
Tekrarlanabilirlik: RAPD analizinin tekrarlanabi-
lirliğini değerlendirmek üzere, rastgele 5 suş seçildi 
ve analizler her iki primer (M13 ve ERIC 2) kulla-
nılarak arka arkaya 3 kez tekrarlandı.

Bulgular

Toplam 32 adet E. coli O157 izolatının hem ERIC-2 
hem de M13 primerleri ile değişken bant paternleri 
verdiği saptandı. Amplifikasyon aşamasında farklı 
primer bağlanma ısılarının (32, 36, 38 ve 40°C) kul-
lanılması ile oluşturulan siklusların, her iki primer 
ile elde edilen RAPD bant paternlerinin çeşitliliğini 
dikkate değer bir şekilde etkilemediği belirlendi.

RAPD metodunda ERIC-2 primerinin kullanıl-
ması ile beş farklı RAPD bant paterni saptandı (Tip 
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E1-E5). İzolatlar %70 benzerlik katsayısına göre iki 
“unique” tip (E2 ve E3 nolu genotip) ve bir küme 
içerisinde gruplandı. Bu kümenin üç genotip (E1, 
E5 ve E4 no’lu genotip) içerdiği belirlendi. İzolat-
ların 28 adetinin (%87.5) predominant tip olan E1 
genotipine dahil olduğu, diğer genotiplerde ise birer 
adet izolatın (%3.125) bulunduğu saptandı (Şekil 
1). RAPD genotiplerinin %36 ile %90.3 arasında 
değişen oranlarda benzerlik gösterdiği belirlendi 
(Tablo 1). ERIC-2 primeri ile belirlenen RAPD-
PCR tiplerine dahil edilen izolat numaraları Şekil 
1’de gösterilmektedir.

Tablo 1. ERIC-2 primerinin kullanıldığı RAPD-PCR’de 
genetik benzerlik matriksi (benzerlik katsayısı %70).

1 2 3 4 5

1 100.0  38.1  48.6  84.5  79.8

2  38.1 100.0  46.6  36.0  37.9

3  48.6  46.6 100.0  55.0  56.7

4  84.5  36.0  55.0 100.0  90.3

5  79.8  37.9  56.7  90.3 100.0

Şekil 1. ERIC-2 primeri ile oluşturulmuş örnek RAPD-PCR paternleri ve bu paternlerden elde edilmiş UPGMA den-
dogramı. a: 40°C annealing sıcaklığı kullanılarak elde edilmiş RAPD bantları, b: 32°C annealing sıcaklığı kullanılarak 
elde edilmiş RAPD bantları.

M13 primeri ile izolatların %22 ile %74.8 ara-
sında değişen oranlarda benzerlik gösteren (Tablo 
2) yedi farklı RAPD bant paterni (M1, M2, M3, M4, 
M5, M6, M7) oluşturduğu belirlendi. İzolatlar %70 
benzerlik katsayısına göre iki “unique” tip (M5 ve 

M4 no’lu genotipler) ve iki küme içerisinde grup-
landı. İlk kümenin, iki genotip (M6 ve M1 no’lu ge-
notipler), ikinci kümenin ise üç genotip (M3, M7 ve 
M2 no’lu genotip) içerdiği belirlendi (Şekil 2). M13 
primeri ile yapılan RAPD-PCR’da M1, predominant 
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tip olarak belirlendi ve izolatlardan 22 (%68.75), 4 
(%12.5) ve 2 (%6.25) adetinin sırasıyla M1, M2 
ve M3 no’lu genotipe dahil olduğu M4, M5, M6 
ve M7 no’lu genotiplerde ise sadece 1’er (%3.125) 
adet izolatın bulunduğu belirlendi. M13 primeri ile 
belirlenen RAPD-PCR tiplerine dahil edilen izolat 
numaraları Şekil 1’de gösterilmektedir.
Tekrarlanabilirlik: Her iki primerle arka arkaya 
yapılan 3 RAPD analizi sonunda aynı bant patern-
leri belirlendi ve tekrarlanabilirlik %100 olarak bu-
lundu.

Tablo 2. M13 primerinin kullanıldığı RAPD-PCR’de ge-
netik benzerlik matriksi (benzerlik katsayısı %70).

1 2 3 4 5 6 7

1 100.0  72.6  72.8  33.8  46.8  73.1  69.0

2  72.6 100.0  71.1  22.1  38.2  55.7  74.8

3  72.8  71.1 100.0  29.4  40.5  65.6  73.5

4  33.8  22.1  29.4 100.0  41.8  31.8  22.0

5  46.8  38.2  40.5  41.8 100.0  49.5  32.1

6  73.1  55.7  65.6  31.8  49.5 100.0  59.6

7  69.0  74.8  73.5  22.0  32.1  59.6 100.0

Şekil 2. M13 primeri ile oluşturulmuş örnek RAPD-PCR paternleri ve bu paternlerden elde edilmiş UPGMA dendog-
ramı. a: 40°C annealing sıcaklığı kullanılarak elde edilmiş RAPD bantları, b: 32°C annealing sıcaklığı kullanılarak 
elde edilmiş RAPD bantları.

Tartışma ve Sonuç

Önceleri barsak kanalının zararsız bir florası olarak 
önemsenmeyen E. coli, son yıllarda insan ve hay-
vanlarda hastalığa neden olma yeteneğindeki dik-
kate değer değişkenliği nedeniyle patojenik bir tür 
olarak görülmektedir (16). E. coli türünün üyeleri 
insanlarda nonspesifik diyare, HC, HUS, sepsis ve 

menenjitis gibi çeşitli enfeksiyonlara neden olabil-
mektedir (5, 8, 10). İnsanlarda hastalık oluşturan 
STEC (=VTEC) grubuna ait serotiplerin sayısının 
artmasına rağmen, E. coli O157 serotipi bu gruptaki 
baskın serotip olmaya devam etmektedir (1).

E. coli O157 ile ilgili epidemiyolojik araştır-
malar, çoğu kez basit ve birçok laboratuvara uygu-
lanabilir ayırt edici tiplendirme metodunun eksik-
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liğinden dolayı aksamaktadır. Faj tiplendirmesinin 
kullanışlı olduğu ancak referans laboratuvarlar ile 
kısıtlı olduğu bildirilmiştir. Son yirmi yıldır, PCR 
tabanlı genotiplendirme metotları, bakteriyel tip-
lendirme şemalarında önemli bir rol oynamıştır. Bu 
PCR tabanlı metotlardan biri olan RAPD-PCR’ın 
kolaylığı ve fazla sayıda izolatın analizinde sağ-
ladığı faydadan dolayı kullanışlı bir metot olduğu 
kanıtlanmıştır (3, 15). Bu teknikte rastgele seçilmiş 
DNA bölgeleri genellikle 10 nükleotid uzunluğun-
daki oligonükleotid primerlerin kullanıldığı PCR 
metodu ile amplifiye edilmektedir (24). Bu tip amp-
lifikasyonda komplike DNA ekstraksiyon ve saflaş-
tırma teknikleri gerekmemektedir. Türlerin kesin 
nükleotid sekansının bilinmesine de gerek yoktur. 
Bu tiplendirme metodu, çoklu yanlış eşleşmelere 
izin verecek düşük ısı aralıklarında hedef sekansa 
primer bağlanması temeline dayanmaktadır (25).

Günümüze kadar çeşitli kaynaklardan izole 
edilmiş E. coli O157 suşlarının RAPD-PCR ile ge-
notiplendirilmesine ve moleküler karakterizasyonu-
na ilişkin çeşitli araştırmalar yapılmıştır (12, 21). 
Bununla birlikte Türkiye’de E. coli O157 suşlarının 
RAPD-PCR analizine ilişkin bilgiye rastlanmamış-
tır. Çeşitli kaynaklardan izole edilen E. coli O157 
suşlarının RAPD-PCR ile tiplendirilmesinde, 1247, 
1290 (9), M13, ERIC-1, ERIC-2 (3), DAF4 (27) 
gibi çeşitli primerler kullanılmıştır. Bu çalışmada 
ise ERIC-2 ve M13 primerleri kullanılarak, sığır 
karkas orijinli E. coli O157 izolatlarının RAPD pa-
ternleri belirlendi.

Tutenel ve ark. (21)’nın yaptığı bir çalışmada, 
25 adet sığır karkasından izole edilen ve ayrıca biri 
domuz karkasından ve biri de sığır kıymasından izo-
le edilen toplam 27 adet E. coli O157 suşu, ready-
to-go-RAPD analiz primeri kullanılarak tiplendiril-
miş ve %77.36 benzerlik düzeyinde 6 farklı RAPD 
paterni belirlenmiştir. Birch ve ark. (3) tarafından 
yapılan ve E. coli izolatlarının RAPD ile genotip-
lendirildiği çalışmada ise, kullanılan 6 farklı pri-
merden sadece ikisinin (M13 ve 970-11) kullanışlı 
olduğu ve M13 ile 5 RAPD tipi belirlendiği, ERIC-2 
primerinin de dahil olduğu diğer 3 primerin identik 
bant paternleri verdiği, birinin ise sadece 2 patern 
oluşturduğu bildirilmiştir. Bu araştırmacılar RAPD 
tiplerini %95 benzerlik düzeyinde değerlendirmiş-
lerdir. Bu çalışmada, M13 ve ERIC-2 primerleri ile 
gerçekleştirilen RAPD analizleri sonunda sırasıyla 
5 ve 7 farklı RAPD paterni %70 benzerlik düzeyi 

esas alınarak belirlendi. Birch ve ark. (3)’nın bildir-
diği bulgular ile bu çalışmanın bulguları arasındaki 
farklılığın, temel alınan benzerlik eşik değerlerinde-
ki farklılık ile suşlar arası çeşitlilik farklılıklarından 
kaynaklanmış olabileceği düşünüldü.

Vogel ve ark. (27), E. coli suşlarının epidemi-
yolojik olarak tiplendirmesinde RAPD-PCR, ribo-
tiplendirme ve serotiplendirme yöntemlerini karşı-
laştırmalı olarak kullanmışlardır. Epidemiyolojik 
olarak ilişkisiz olan 32 adet E. coli izolatını, M13 ve 
DAF4 primerlerinin kullanıldığı RAPD ile 29 farklı 
tipe ayırmışlardır. Bu çalışmada tespit edilen RAPD 
tip sayısının Vogel ve ark. (27)’nın yaptığı çalışma-
da belirlenmiş tip sayısına göre daha az olması, bu 
çalışmadaki izolatların aynı bölgeden (Samsun İli) 
ve aynı bölgede bulunan mezbahalara gelen sığır 
karkaslarından izole edilmiş olmasına bağlanabilir.

Bu çalışmada, ERIC2 primeri ile elde edilen 
RAPD tipleri içinde predominant olduğu belirlenen 
E1 tipinin toplam 28 (1-6, 9-22, 24-28, 30-32 no’lu 
suşlar) izolat içerdiği, bununla birlikte M13 primeri 
ile gerçekleştirilen RAPD-PCR’de aynı izolatların 
M1 (9-22, 24-32 no’lu suşlar), M2 (1-3, 5 no’lu suş-
lar) ve M3 (4, 5 no’lu suşlar) genotiplerine dağıldığı 
belirlendi. Ayrıca benzerlik matriksi incelendiğinde, 
M13 ile yapılan RAPD-PCR analizinin hem izolat-
lar arasındaki heterojeniteyi daha açık bir şekilde 
ortaya koyduğu hem de izolatların çeşitliliğini orta-
ya koymada ERIC primerine göre daha kullanılabi-
lir olduğu saptandı.

PCR’de primer bağlanma ısısı yüksek olduğun-
da, primer bağlanma problemleri ortaya çıkarken, 
düşük primer bağlanma ısıları, yanlış eşleşmelere 
neden olmaktadır (14). Bu çalışmada dört farklı pri-
mer bağlanma ısısının (32, 36, 38 ve 40°C), her iki 
primer ile gerçekleştirilen RAPD-PCR paternlerini 
dikkate değer şekilde değiştirmediği belirlendi. Bu 
bulgu, ERIC-2 ve/veya M13 primeri kullanarak ya-
pılacak RAPD-PCR analizlerinde, bu dört primer 
bağlanma ısısından herhangi birinin kullanılabile-
ceğini göstermektedir.

Sonuç olarak, sığır karkas orijinli E. coli 0157 
izolatlarının moleküler genetik ayırımında kullanı-
lan RAPD-PCR analizinin hızlı, basit ve tekrarla-
nabilir bir teknik olduğu ortaya konmuştur. Ayrıca 
RAPD-PCR analizinde kullanılan M13 primerinin 
izolatlar arasındaki çeşitliliği belirlemede daha ya-
rarlı olduğu belirlenmiş ve benzer çalışmalarda kul-
lanılabileceği sonucuna varılmıştır.
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