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Sigir karkas orijinli Escherichia coli O157 izolatlarinin rastgele cogaltilmis
polimorfik DNA-polimeraz zincir reaksiyonu ile genotiplendirilmesi
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Ozet: Bu calisma, sigir karkas orijinli 32 adet Escherichia coli 0157 izolatnm iki farkli random primerin (M13 ve
ERIC2) kullanildig: rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA-polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-PCR) metodu ile ge-
notiplendirilmesi ve farkli primer baglanma isilarmin (32, 36, 38 ve 40°C) RAPD bant paternleri iizerine etkisinin
degerlendirilmesi amactyla yapilmistir. izolatlar M13 primeri ile 7, ERIC2 primeri ile 5 farkli genotip igerisinde dagildi.
Calismada kullanilan primer baglanma 1silarinin RAPD bant paternlerinin cesitliligini dikkate deger bir sekilde etki-
lemedigi goriildii. Sonug olarak E. coli O157 izolatlar1 arasindaki cesitliliklerin belirlenmesinde M13 primerinin daha
uygun oldugu ve epidemiyolojik ¢aligmalarda kullanilabilir oldugu belirlendi.

Anahtar sozciikler: Escherichia coli 0157, genotiplendirme, primer baglanma 1s1s1, RAPD-PCR.

Genotyping of beef carcass isolates of Escherichia coli 0157 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.

Arastirma Makalesi / Research Article
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Giris

Escherichia coli tiirinlin bir¢ok {iyesi, insan ve
hayvanlarin gastro-intestinal kanalinda kommensal
olarak bulunmaktadir. Ancak, immun sistemi baski-
lanmis konakgilarda veya gastro-intestinal bariyerin
bozuldugu durumlarda patojenik olmayan E. coli
suslar1 bile enfeksiyona neden olabilmektedir (16).

E. coli’nin antijenik yapisi olduk¢a komplike-
dir ve ozellikle, patojen suslarda bu yapilar 6nem
tagimaktadir. Geleneksel olarak E. coli suslarmin
karakterizasyonu O (somatik), K (kapsiil) ve H (fla-
gella) antijenlerine gore serotiplendirme esasina da-
yanarak yapilmaktadir (17). insan ve hayvanlarda
enterik hastaliklara neden olan patojenik E. coli sus-
lar1; enterohemorojik E. coli (EHEC), enteropatoje-
nik E. coli (EPEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC),

enteroinvaziv E. coli (EIEC), enteroagregatif E. coli
(EAggEC) ve diffuzadeziv E. coli (DAEC) olarak
gruplandirilmaktadir (16, 6). Bunlardan EHEC gru-
bu ayn1 zamanda verositotoksijenik £. coli (VTEC)
olarak da bilinmektedir (6).

Verositotoksin tlireten E. coli’ler insan patoje-
nidir ve insanlarda nonspesifik diyare, hemorajik
kolitis (HC) ve hemolitik tiremik sendroma (HUS)
neden olmaktadir (8, 10). Bu grup igerisinde en yay-
gin olarak gériilen serotip E. coli O157dir (4). In-
sanlarda enfeksiyon nedeni olarak ilk sirada kesim
sirasinda sigir digkisiyla kontamine olmus etlerin
yeterince pisirilmeden tiiketilmesi gosterilmekte-
dir. (6, 20) Ayrica insandan insana temas yoluyla
veya kontamine su ile de bulagmanin oldugu bildi-
rilmektedir (6). VTEC suslar1 hayvanlarda yaygin
bir dagilim gostermekte ve 6zellikle ruminantlarin
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bu grubun dogal rezervuari oldugu diistiniilmektedir
(11).

Shiga toksin iireten E. coli O157 suslan ara-
sinda ayrim yapmak bu grubun klonal dogasi ne-
deniyle oldukca karmagiktir (9). Glinlimiize kadar
E. coli suslarmin karakterizasyonu ve genotiplen-
dirilmesinde pulsed-field jel electroforezis (PFGE),
ribotiplendirme, faj ile tiplendirme (7), rastgele ¢o-
galtilmig polimorfik DNA-polimeraz zincir reaksi-
yonu (RAPD-PCR) amplikonlarimin restriksiyon
endoniikleaz analizi (9) ve sekans analizi (2) gibi
¢ok cesitli molekiiler tabanli metotlar kullanilmaistir.
Bu metotlar ile izolatlar arasindaki farkliliklar or-
taya konulabilmesine ragmen maliyetlerinin yiiksek
olmasi, yogun i giicli ve zaman gerektirmesi gibi
nedenler bu metotlarn kullanimlarini sinirlamakta-
dir.

RAPD-PCR metodu basit, duyarli ve nispeten
diisitk maliyetinden dolay1 genetik cesitlilik/fark-
lilik ¢alismalarinda uygulanabilen, iyi bilinen (22,
23) ve bakterilerin karakterizasyonunda yaygin ola-
rak kullanilan (25) DNA tabanli bir tekniktir. RAPD
metodunun yiiksek hiza sahip olmasi, tiplendirme
calismalarinda ilk gdsterge olarak kullanilmasi ge-
rekliligini ortaya koymaktadir (19). Bu teknik ¢ok
cesitli patojen mikroorganizmanin molekiiler olarak
tiplendirilmesinde ve epidemiyolojik ¢aligmalarda
basarili bir sekilde kullanilmaktadir (13, 18). Bu
calismanin amaci sigir karkaslarindan izole edilmis
olan E. coli O157 suslarimi RAPD metodu ile geno-
tiplendirmek, ayni seroguruba ait suslar arasindaki
genetik farkliliklar ortaya koymak ve RAPD ana-
lizi lizerine primer baglanma 1sismin etkisini belir-
lemektir.

Materyal ve Metot

Bakteri suslar: ve DNA ekstraksiyonu: Calismada
Samsun ilinde 2 farkli mezbahada kesilen sigirlarin
karkaslarindan izole edilmis ve serotiplendirilmis
olan toplam 32 adet E. coli O157 susu kullanildu.
Suglarin DNA ekstraksiyonu kaynatma ydntemiyle
yapildi. izolatlar Triptik Soy Agar’da 37°C’de 24
saat kiiltiire edildi. Ureyen safkoloniler, 500 pl steril
distile su iceren DNase/RNase free ependorf tiiple-
rinde siispanse edildi. Siispansiyonlar 100°C’lik su
banyosunda 10 dk bekletildi. Kaynatma sonrasinda
9000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra, siiper-
natantlar DNase/RNase free ependorf tiiplerine ak-

tarild1 ve ¢aligmalarda kullanilmak iizere -20°C’de
saklandi.

RAPD-PCR ile genotiplendirme: E. coli O157
suslarmin RAPD paternlerinin belirlenmesi ama-
ciyla ERIC-2 (5’-AAG TAA GTG ACT GGG GTG
AGC G-3’) ve M13 (5-GAG GGT GGC GGT
TCT-3") primerleri kullanildi. Amplifikasyon asa-
mas1 Versalovic ve ark. (26) tarafindan bildirilen
metodun modifiye edilmesiyle gergeklestirildi. Bu
asamada her bir primer i¢in ayr ayr1 olmak tizere
DEPC-treated water, 1xPCR Buffer, 2.5 mM Mg-
Cl,, 200 uM her bir dANTP, 2.5U Taq DNA polime-
raz, 25 pmol primer ve 5 pl template DNA igeren
25 pl’lik bir RAPD master karisimi olusturuldu.
Bu karigim 94°C*de 5 dk 6n denatiirasyonu takiben
94°C¢de 1 dk denatiirasyon, 36°C‘de 1 dk primer
baglanma, 72°C‘de 3 dk uzama olmak tizere 40
siklus ve 72°C‘de 7 dk final uzama kosullarinda
amplifikasyon islemine tabi tutuldu. Amplifikasyon
diriinleri etidium bromid (2pg/ml) igeren %1.5’luk
agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transillumi-
natdr ile goriinttilendi.

Primer baglanma 1s1sinin RAPD paternlerin ¢e-
sitliligine olan etkinliginin degerlendirilmesi ama-
cryla 32, 36, 38 ve 40°C primer baglanma 1silarinda
amplifikasyon siklusu uygulandi.

Olusan RAPD paternlerinin dendogramla-
r1 UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Averages) ile CHEF-DR® III, Quantity
One® yazilimi (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA) kullanilarak ¢izildi. Suslar arasindaki genetik
iligki %70 benzerlik katsayisi goz Oniine alinarak
belirlendi.

Tekrarlanabilirlik: RAPD analizinin tekrarlanabi-
lirligini degerlendirmek iizere, rastgele 5 sus segildi
ve analizler her iki primer (M13 ve ERIC 2) kulla-
nilarak arka arkaya 3 kez tekrarlandi.

Bulgular

Toplam 32 adet E. coli O157 izolatinin hem ERIC-2
hem de M13 primerleri ile degisken bant paternleri
verdigi saptandi. Amplifikasyon agamasinda farkli
primer baglanma 1silarinin (32, 36, 38 ve 40°C) kul-
lanilmasi ile olusturulan sikluslarin, her iki primer
ile elde edilen RAPD bant paternlerinin ¢esitliligini
dikkate deger bir sekilde etkilemedigi belirlendi.

RAPD metodunda ERIC-2 primerinin kullanil-
mast ile bes farklt RAPD bant paterni saptandi (Tip
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E1-E5). izolatlar %70 benzerlik katsayisina gére iki
“unique” tip (E2 ve E3 nolu genotip) ve bir kiime
igerisinde gruplandi. Bu kiimenin ii¢ genotip (E1,
E5 ve E4 no’lu genotip) icerdigi belirlendi. izolat-
larin 28 adetinin (%87.5) predominant tip olan El
genotipine dahil oldugu, diger genotiplerde ise birer
adet izolatin (%3.125) bulundugu saptand1 (Sekil
1). RAPD genotiplerinin %36 ile %90.3 arasinda
degisen oranlarda benzerlik gosterdigi belirlendi
(Tablo 1). ERIC-2 primeri ile belirlenen RAPD-
PCR tiplerine dahil edilen izolat numaralar1 Sekil
1’de gosterilmektedir.

RAPD
Tipi

Benzerlik Katsayis1
0.50

]

040 060 080 050 100

E2

E3

E1l

ES

E4

Tablo 1. ERIC-2 primerinin kullanildigt RAPD-PCR’de
genetik benzerlik matriksi (benzerlik katsayis1 %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
5 798 379 567 903  100.0
izolat Bant Paternleri
No
a
7
b
a
8
b
1-6,
9-22, N
24'28, b
30-32
a
29
b
a
23
b l

Sekil 1. ERIC-2 primeri ile olusturulmus 6rnek RAPD-PCR paternleri ve bu paternlerden elde edilmis UPGMA den-
dogrami. a: 40°C annealing sicaklig1 kullanilarak elde edilmis RAPD bantlari, b: 32°C annealing sicakligi kullanilarak

elde edilmis RAPD bantlari.

M13 primeri ile izolatlarin %22 ile %74.8 ara-
sinda degisen oranlarda benzerlik gosteren (Tablo
2) yedi farkl1 RAPD bant paterni (M1, M2, M3, M4,
M5, M6, M7) olusturdugu belirlendi. Izolatlar %70
benzerlik katsayisina gore iki “unique” tip (M5 ve

M4 no’lu genotipler) ve iki kiime igerisinde grup-
land1. 11k kiimenin, iki genotip (M6 ve M1 no’lu ge-
notipler), ikinci kiimenin ise ti¢ genotip (M3, M7 ve
M2 no’lu genotip) icerdigi belirlendi (Sekil 2). M13
primeri ile yapilan 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 sirastyla M1, M2
ve M3 no’lu genotipe dahil oldugu M4, M5, M6
ve M7 no’lu genotiplerde ise sadece 1’er (%3.125)
adet izolatin bulundugu belirlendi. M13 primeri ile
belirlenen RAPD-PCR tiplerine dahil edilen izolat
numaralar1 Sekil 1°de gosterilmektedir.

Tekrarlanabilirlik: Her iki primerle arka arkaya
yapilan 3 RAPD analizi sonunda ayni bant patern-
leri belirlendi ve tekrarlanabilirlik %100 olarak bu-
lundu.

Benzerlik Katsayisi RAPD izolot
035 % 0@ om o® o% 1 TPl No
E
¢ M5 8
I
[ i
: M4 7
|
I
'
: M6 23
'
oy}
; 9-22,
: M1 24-28,
: 30-32
|
: M3 4,6
'
:
I M7 29
E
i
' M2 1-3,5

Tablo 2. M 13 primerinin kullanildigit RAPD-PCR’de ge-
netik benzerlik matriksi (benzerlik katsayist %70).

1 2 3 4 5 6 7

1 100.0 726 728 338 468 73.1 69.0
2 726 100.0 71.1 221 382 557 748
3 728 71.1 1000 294 40.5 656 73.5
4 338 221 294 100.0 41.8 31.8 22.0
5 46.8 382 40.5 41.8 100.0 49.5 32.1
6 73.1 557 656 31.8 49.5 100.0 59.6
7 69.0 748 73.5 22.0 32.1 59.6 100.0
Bant Paternleri

c

[~

(=2 c o (S

c &

Sekil 2. M13 primeri ile olusturulmus 6rnek RAPD-PCR paternleri ve bu paternlerden elde edilmis UPGMA dendog-
rami. a: 40°C annealing sicaklig1 kullanilarak elde edilmis RAPD bantlari, b: 32°C annealing sicakligi kullanilarak

elde edilmis RAPD bantlari.

Tartisma ve Sonug¢

Onceleri barsak kanalinin zararsiz bir floras1 olarak
Onemsenmeyen E. coli, son yillarda insan ve hay-
vanlarda hastaliga neden olma yetenegindeki dik-
kate deger degiskenligi nedeniyle patojenik bir tiir
olarak goriilmektedir (16). E. coli tiriiniin iyeleri
insanlarda nonspesifik diyare, HC, HUS, sepsis ve

menenjitis gibi ¢esitli enfeksiyonlara neden olabil-
mektedir (5, 8, 10). Insanlarda hastalik olusturan
STEC (=VTEC) grubuna ait serotiplerin sayisinin
artmasina ragmen, E. coli O157 serotipi bu gruptaki
baskin serotip olmaya devam etmektedir (1).

E. coli 0157 ile ilgili epidemiyolojik arastir-
malar, cogu kez basit ve birgok laboratuvara uygu-
lanabilir ayirt edici tiplendirme metodunun eksik-
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liginden dolay1 aksamaktadir. Faj tiplendirmesinin
kullanish oldugu ancak referans laboratuvarlar ile
kisith oldugu bildirilmistir. Son yirmi yildir, PCR
tabanlt genotiplendirme metotlar1, bakteriyel tip-
lendirme semalarinda 6nemli bir rol oynamistir. Bu
PCR tabanli metotlardan biri olan RAPD-PCR’1n
kolaylig1 ve fazla sayida izolatin analizinde sag-
ladig1 faydadan dolay1 kullanigh bir metot oldugu
kanitlanmustir (3, 15). Bu teknikte rastgele se¢ilmis
DNA bolgeleri genellikle 10 niikleotid uzunlugun-
daki oligontikleotid primerlerin kullanildigi PCR
metodu ile amplifiye edilmektedir (24). Bu tip amp-
lifikasyonda komplike DNA ekstraksiyon ve saflas-
tirma teknikleri gerekmemektedir. Tiirlerin kesin
niikleotid sekansinin bilinmesine de gerek yoktur.
Bu tiplendirme metodu, ¢oklu yanlis eslesmelere
izin verecek diisiik 1s1 araliklarinda hedef sekansa
primer baglanmasi temeline dayanmaktadir (25).

Gilinimiize kadar cesitli kaynaklardan izole
edilmis E. coli O157 suslarinin RAPD-PCR ile ge-
notiplendirilmesine ve molekiiler karakterizasyonu-
na iliskin gesitli arastirmalar yapilmistir (12, 21).
Bununla birlikte Tirkiye’de E. coli O157 suslarimin
RAPD-PCR analizine iligkin bilgiye rastlanmamis-
tir. Cesitli kaynaklardan izole edilen E. coli O157
suslarinin RAPD-PCR ile tiplendirilmesinde, 1247,
1290 (9), M13, ERIC-1, ERIC-2 (3), DAF4 (27)
gibi ¢esitli primerler kullanilmistir. Bu ¢alismada
ise ERIC-2 ve M13 primerleri kullanilarak, sigir
karkas orijinli E. coli O157 izolatlarinin RAPD pa-
ternleri belirlendi.

Tutenel ve ark. (21)’nin yaptig1 bir ¢aligmada,
25 adet sigir karkasindan izole edilen ve ayrica biri
domuz karkasindan ve biri de sigir kiymasindan izo-
le edilen toplam 27 adet E. coli O157 susu, ready-
to-go-RAPD analiz primeri kullanilarak tiplendiril-
mis ve %77.36 benzerlik diizeyinde 6 farkli RAPD
paterni belirlenmistir. Birch ve ark. (3) tarafindan
yapilan ve E. coli izolatlarinin RAPD ile genotip-
lendirildigi caligmada ise, kullanilan 6 farkli pri-
merden sadece ikisinin (M13 ve 970-11) kullanigh
oldugu ve M13 ile 5 RAPD tipi belirlendigi, ERIC-2
primerinin de dahil oldugu diger 3 primerin identik
bant paternleri verdigi, birinin ise sadece 2 patern
olusturdugu bildirilmistir. Bu arastirmacilar RAPD
tiplerini %95 benzerlik diizeyinde degerlendirmis-
lerdir. Bu ¢alismada, M13 ve ERIC-2 primerleri ile
gerceklestirilen RAPD analizleri sonunda sirasiyla
5 ve 7 farkli RAPD paterni %70 benzerlik diizeyi

esas aliarak belirlendi. Birch ve ark. (3)’nin bildir-
digi bulgular ile bu ¢aligmanin bulgular1 arasindaki
farkliligin, temel alinan benzerlik esik degerlerinde-
ki farklilik ile suslar arasi ¢esitlilik farkliliklarindan
kaynaklanmis olabilecegi diistiniildii.

Vogel ve ark. (27), E. coli suslarinin epidemi-
yolojik olarak tiplendirmesinde RAPD-PCR, ribo-
tiplendirme ve serotiplendirme yontemlerini karsi-
lastirmali olarak kullanmislardir. Epidemiyolojik
olarak iligkisiz olan 32 adet £. coli izolatini, M13 ve
DAF4 primerlerinin kullanildigi RAPD ile 29 farkl
tipe ayirmislardir. Bu calismada tespit edilen RAPD
tip sayisinin Vogel ve ark. (27)’nin yaptig1 calisma-
da belirlenmis tip sayisina gore daha az olmasi, bu
calismadaki izolatlarin ayn1 bélgeden (Samsun Ili)
ve aym bolgede bulunan mezbahalara gelen sigir
karkaslarindan izole edilmis olmasina baglanabilir.

Bu calismada, ERIC2 primeri ile elde edilen
RAPD tipleri i¢inde predominant oldugu belirlenen
E1 tipinin toplam 28 (1-6, 9-22, 24-28, 30-32 no’lu
suslar) izolat igerdigi, bununla birlikte M 13 primeri
ile gergeklestirilen RAPD-PCR’de ayn1 izolatlarin
M1 (9-22, 24-32 no’lu suglar), M2 (1-3, 5 no’lu sus-
lar) ve M3 (4, 5 no’lu suslar) genotiplerine dagildigi
belirlendi. Ayrica benzerlik matriksi incelendiginde,
M13 ile yapilan RAPD-PCR analizinin hem izolat-
lar arasindaki heterojeniteyi daha acgik bir sekilde
ortaya koydugu hem de izolatlarin ¢esitliligini orta-
ya koymada ERIC primerine gore daha kullanilabi-
lir oldugu saptandi.

PCR’de primer baglanma 1s1s1 yiiksek oldugun-
da, primer baglanma problemleri ortaya cikarken,
diisiik primer baglanma 1silar1, yanlis eslesmelere
neden olmaktadir (14). Bu ¢alismada dort farkli pri-
mer baglanma 1sisinin (32, 36, 38 ve 40°C), her iki
primer ile gerceklestirilen RAPD-PCR paternlerini
dikkate deger sekilde degistirmedigi belirlendi. Bu
bulgu, ERIC-2 ve/veya M13 primeri kullanarak ya-
pilacak RAPD-PCR analizlerinde, bu dort primer
baglanma 1sisindan herhangi birinin kullanilabile-
cegini gostermektedir.

Sonug olarak, sigir karkas orijinli £. coli 0157
izolatlarinin molekiiler genetik ayiriminda kullani-
lan RAPD-PCR analizinin hizli, basit ve tekrarla-
nabilir bir teknik oldugu ortaya konmustur. Ayrica
RAPD-PCR analizinde kullanilan M13 primerinin
izolatlar arasindaki ¢esitliligi belirlemede daha ya-
rarli oldugu belirlenmis ve benzer ¢aligmalarda kul-
lanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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