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Wistar irki ratlardan izole edilen Escherichia coli’lerin filogenetik analizi
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Ozet: Dogal ortamlarinda yasayan ratlardan (Rattus spp.), insanlara ve duyarli hayvanlara birgok hastalik etkeninin
gectigi bilinmektedir. Insanlarda 6nemli sistemik hastaliklara yol agan ve diger memeli hayvanlar gibi ratlarin da dogal
konakgisi oldugu bilinen Escherichia coli (E.coli), dnemli bir zoonotik etkendir. Ancak laboratuvar hayvani olarak
kullanilan ratlar ile ilgili 6zellikle tilkemizde yeterli veri bulunmamaktadir. Diger hayvan tiirlerinde oldugu gibi labora-
tuvar ortaminda yetistirilen ratlardan da izole edilen E.coli’lerin genotipik ve fenotipik dzelliklerinin bilinmesi, E.coli
kokenli enfeksiyonlarin 6nlenmesinde 6nemlidir. Bu ¢alismada, deney hayvani olarak kullanilan Wistar irki ratlardan
elde edilen fekal drneklerde E.coli varligi ve izole edilen E.coli’lerin dahil olduklart filogenetik gruplar arastirilmistir.
Bu amagla, 112 rattan toplanan digkidan klasik kiiltiir yontemiyle izole edilen 61 E.coli susuna, chuA, yjaA, arpA ve
trpA genlerine ve TspE4.C2 DNA fragmentine, spesifik primerlerin kullanildigi PCR yontemi uygulandi. Elde edilen
sonuglara gére 43/61 (%70.4) sus Bl grubuna (kommensal), 18/61 (%29.5) sus ise B2 grubuna (ekstraintestinal) dahil
olarak bulundu. Yapilan bu ¢aligma ile Tiirkiye’de ilk kez ratlardan izole edilen E.coli’lerin filogrup analizleri yapilarak,
agirlikli olarak B1 grubunda yer aldiklar1 ve kommensal 6zellikte olduklari saptandi.
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Phylogeny of Escherichia coli isolated from Wistar rats

Abstract: It is already known that several bacterial agents can be transmitted from rats (Rattus spp.) that live in natural
habitats to human beings and susceptible animals. Escherichia coli (E.coli) which cause systemic diseases in humans
and naturally found in rats like other mammalians are important zoonotic agents. Nevertheless, there are few reports on
rats which are used as laboratory animal. Like other animal species, it is important to know phenotypic and genotypic
features of E.coli isolated from laboratory animals in order to prevent infections due to £.coli. In this study the presence
of E.coli isolated from faeces of Wistar rats and the phylogeny of these strains were investigated. For this purpose, 61
E.coli strains isolated from faeces of 112 rats were investigated for the presence of chuA, yjaA, arpA and trpA genes and
a DNA fragment known as TspE4.C2, by PCR. The results showed that 43/61 (70.4%) and 18/61 (29.5%) strains belong
to B1 (commensal) and B2 (extraintestinal) groups, respectively. For the first time in this study E.coli isolated from rats
were phylogrouped, assigned as B1 group and designated as commensal E.coli in Turkey.
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Giris

Ratlar (Rattus spp.) tim diinyada oldugu gibi
Tiirkiye’de de laboratuvar hayvani olarak siklikla
kullanilmaktadirlar. Dogal ortamlarinda ve labo-
ratuvar kosullarinda yasayan ratlarda klinik ola-
rak hastalik tablosu gozlenmese de, ratlarin birgok
zoonotik hastalik etkeninin dogal konagi oldugu
(Salmonella serotipleri, Yersinia pestis, Leptospira
spp., Helicobacter spp., Mycoplasma spp. ve
Escherichia coli), insanlara ve duyarli hayvanlara

bu hastaliklarin gegerek enfeksiyonlara neden oldu-
gu bilinmektedir [1]. Laboratuvar ratlarinda bu et-
kenlerin bulunmasi, 6zellikle bu hayvanlarla ¢alisan
personelin tasidigi risk agisindan 6nemlidir [5,10].
Escherichia coli (E.coli) insanlar ve ratlarin da dahil
oldugu pek ¢ok hayvanin gastrointestinal sistemi-
nin normal florasimin bir iiyesidir [3]. Hayvanlarin
dogumlarindan sonra gastrointestinal sistemlerin-
de kolonize olur ve hayvanlarin yagami boyunca
gastrointestinal sistem florasinda kalir [7]. Birgok
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E.coli susu bagirsak mukozasina penetre olmadigi
stirece konakta kommensal olarak bulunabilmekte-
dir [7,11]. Fakat patojen 6zellik gosteren bazi E.coli
suslart insan ve hayvanlarda, basta diyare olmak
iizere c¢esitli intestinal enfeksiyonlar ile iiriner sis-
tem infeksiyonlari, meningitis, septisemi gibi eks-
traintestinal enfeksiyonlara neden olabilmektedir
[3]. Patojen E.coli suslar1 zoonotik 6zellikte olup,
insanlara, cesitli evcil ve yabani hayvanlarin diski-
lar1 ile direkt temas veya kontamine gidalarin tiike-
tilmesi sonucu bulasabilmektedir. Bu sebepten, tagi-
yic1 veya hasta hayvanlarla temas halindeki insanlar
muhtemel risk altindadir [6,11]. Ancak laboratuvar
hayvani olarak kullanilan ratlar ile ilgili 6zellikle iil-
kemizde yeterli veri bulunmamaktadir.

Diger hayvan tiirlerinde oldugu gibi laboratu-
var ortaminda yetistirilen ratlardan da izole edilen
E.coli’lerin genotipik ve fenotipik 6zelliklerinin
bilinmesi, E.coli kokenli enfeksiyonlarin Onlen-
mesinde 6nemlidir. 1980’lerden giiniimiize kadar
yapilan ¢alismalar, E.coli suslarinin ¢esitli genetik
alt yapilara sahip oldugunu ve bu alt yapilara gore
filogenetik siniflara ayrildiklarim gdstermistir [4].
Ik filogenetik siniflandirma, multi-lokus enzim
elektroforez (MLEE) yontemi ile yapilan ¢aligmalar
sonrasinda, E.coli suslarinin A, B1, B2, C, D ve E
ile gosterilen alt1 ana filogenetik gruba ayrilmasi ile
ortaya ¢ikmistir. Daha sonrasinda yapilan analizler
sonucunda ise E.coli suslarinin dort ana filogene-
tik grupta toplandig1 (A, B1, B2 ve D) goriilmiis-
tiir. Siniflandirilamayan suslar ise E grubunda dahil
edilmistir [2,3]. Bununla beraber, ekstraintestinal
enfeksiyondan sorumlu suslarin daha ¢ok B2 ve D
grubuna ait oldugu, bircok kommensal susun ise
B1 ve A grubuna ait oldugunu gosterilmistir. Bu
caligmalar cesitli filogruplardaki suslarin fenotipik
ve genotipik Ozelliklerindeki farklilik ve hastalik
olusturma yetenekleri iizerine bilgi edinmemizi
saglamaktadir [3,4]. Bununla beraber 2000’lerden
sonra E.coli’ye ait multi-lokus sekans tiplendirme
(MLST) ve tiim genom sekans verilerinin ¢gogalma-
st ile filogruplar tekrar incelenmis ve E.coli’ye ait
yedi filogrup (A, B1, B2, C, D, E, F) ve Esherichia
cinsine ait bir filogrup (Esherichia clade I) olmak
tizere sekiz filogrup tammmlanmistir. Escherichia
clade 1 filogrubunun ise, E.coli’den fenotipik ola-
rak ayirt edilmesi olanaksiz olan fakat genetik ola-
rak ayrilabilen Escherichia’nin yeni tiirlerinin icene
almasindan dolay1 E.coli’nin bir filogrubu olarak
dikkate alinmasi gerektigi ortaya konmustur [4].

Bu ¢alismada, deney hayvani olarak kullanilan
Wistar 1rki ratlardan elde edilen fekal 6rneklerde
E.coli varlig1 ve izole edilen E.coli’lerin dahil ol-
duklart filogenetik gruplarin belirlenmesi amaclan-
migtir.

Materyal ve Metot

Bakteriyel Izolasyon: Bu c¢alismada, Gazi
Universitesi, Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi, Ankara’da kont-
rollii sartlarda ve kafes ortaminda barindirilan 112
adet rattan toplanan diski 6rnekleri E.coli varligi
yoniinden arastirildi. Cary-Blair Transport Medium
(Oxo0id; CMO0519) iceren steril plastik kaplara her bir
rattan alinan 1 gr sabah digkisi, %5 koyun kani ek-
lenmis Kanli Agar (Oxoid; CM0271), MacConkey
Agar (Oxoid; CM0007) ve Eosin Methylene Blue
Agar (Oxoid; CM0069)’da, 37°C’de 24 saat in-
kiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, siipheli ii¢ dort
koloni alinarak Gram boyama ve standart biyo-
kimyasal testler yapildi [11]. Filogruplarin belir-
lenmesinde kullanilmak iizere tiim E.coli izolatlar
%20 gliserol eklenmis Brain Heart Infusion Broth
(Oxoid; CM1135)’da -80°C’de saklandi. Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Dali’'na ait sus koleksiyonundan alinan E.coli
AVMC92-35 susu pozitif kontrol olarak tim test-
lerde kullanildi.

Escherichia coli suslarimin filogruplandirilmasi:
Identifiye edilen E.coli’lerden DNA ekstraksiyonu
icin kit kullanim talimatlarina uygun olarak DNA
izolasyon kiti (QIAamp DNA Mini Kit; Qiagen,
Cat no: 51104) kullamldi. Izole edilen DNA’ya,
Clermont ve ark. (2013)’nin metoduna gore quad-
ruplex PCR yontemi uygulanarak E.coli suslarimin
filogrup analizi ger¢eklestirildi [4]. Buna gore, her
primerden 0.2 uM (Tablo 1), 200 uM dNTP, 2.5 pl
PCR reaksiyon buffer, 3 mM MgCI2, 2 U Taqg DNA
Polymerase (Thermo Scientific; EP0402) ve 1 pl
template DNA’nin bulundugu 25 pl PCR karigim
hazirlandi. Amplifikasyon kosullari: 94°C’de 5 dk
on denatiirasyonu takip eden 30 siklus, denatiiras-
yon 94°C’de 10 sn, baglanma 59°C’de (group E igin
57°C) 20 sn, uzama 72°C’de 10 sn ve 72°C’de 5
dk son uzama asamasi olarak uygulandi. Amplifiye
olan iirtinler, UV altinda %1.5 agaroz (Prona, EU)
jel elektroforezi sonucu goriintiilendi. Quadruplex
PCR sonuglar, genetik belirleyiciler olan chuA,
yjaA ve arpA genleri ile TSPE4.C2 DNA fragmanin
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var ve/veya yok olma durumuna gore degerlendiril-  primer dizileri kullanildi (Tablo 1) [9]. Ayn1 zaman-
di. Grup E ve grup C’nin belirlenmesinde sirastyla, da, grup E ve C’nin belirlenmesinde internal kontrol
ArpAgpE.f, ArpAgpE.r ile trpAgpC.1, trpAgpC.2  kullanildi [4].

Tablo 1. Hedef gen bolgeleri, uygulanan metot, primer sekanslar1 ve PCR {irlin biiyiikliigii.

Metod Primer Gen Sekans PCR iiriinii (bp)

Quadruplex chuA.1b chuA ATGGTACCGGACGAACCAAC 288
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yjaA.lb yjad CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211
yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG
TspE4C2.1b  TspE4.C2  CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
AceK.f arpA AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400
ArpAl.r TCTCCCCATACCGTACGCTA

Group E ArpAgpE.f arpA GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 301
ArpAgpE.r GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG

Group C trpAgpC.1 trpA AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219
trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCC

Internalcontrol  trpBA.f trpA CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489
trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG

Bulgular ruplex PCR sonuglarina gore; 43/61 (%70.4) sus

B1 grubuna (kommensal), 18/61 (%29.5) sus ise

Laboratuvar hayvani olarak yetistirilen 112 rattan g, grubuna (ckstraintestinal) dahil olarak bulundu

toplanan digkilardan klasik kiiltiir yontemi ile 61 (Sekil 1)
(%54.4) E.coli susu izole edildi. Elde edilen quad- '

Sekil 1. Agaroz jel elektroforez sonucu. N, negatif kontrol; M, Molekiiler marker (100-1500 bp); PB2, B2 pozitif
kontrol; PB1, B1 pozitif kontrol; 1-4, B2 pozitif 6rnekler (152, 211, 288 bp); 5-15 B1 pozitif 6rnekler (152, 400 bp).

Tartisma ve Sonug¢ dar degisen enfeksiyonlarin etiyolojisinde yer alan
zoonotik bir bakteri tiiriidiir. Diyareye neden olan
E.coli’ler virulens ozelliklerine, patojenite meka-
nizmalarma ve klinik semptomlarina gore entero-

Escherichia coli biitiin sicakkanli hayvanlarin gast-
rointestinal sistemlerinde bulunan ve gida kaynakli
enteritislerden birgok ekstraintestinal hastaliga ka-
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toksijenik E.coli (ETEC), enteropatojenik E.coli
(EPEC), enteroaggregative E.coli (EAggEC), en-
teroinvasive FE.coli (EIEC), enterohemorrhagic
E.coli (EHEC) ve Shiga (Vero) toksin iireten E.coli
(STEC/VTEC)’ler olmak iizere 5 temel patogru-
ba ayrilmaktadir [8,12]. Son yillarda yapilan ca-
ligmalar hayvan kokenli E.coli’lerin iiriner sistem
enfeksiyonlar1 gibi ekstraintestinal enfeksiyonlar-
dan sorumlu olduklarini1 ortaya koymuslardir [8].
Hayvanlarda ve insanlarda ¢ok cesitli enfeksiyon-
lara neden oldugu bilinen E.coli’lerin fenotipik ve
genotipik 6zelliklerinin bilinmesi enfeksiyonlarin
Onlenmesinde ve tedavisinde Onem tasimaktadir.
Bu calismada son yillarda hastalik modelleme ve
enfeksiyon patogenezi gibi ¢esitli denemelerde kul-
lanimi artan rat digskilarinda E.coli prevalansinin be-
lirlenmesi ve izole edilen E.coli’lerin filogrup anali-
zine gore siiflandirmalarinin yapilmasi amaglandi.

Bu ¢aligmada 112 adet rattan toplanan digkidan
%54.4 (61/112)’luk izolasyon orani elde edilmistir.
Elde edilen quadruplex PCR sonuglarina gore 43/61
(%70.4) susun B1 grubuna (kommensal), 18/61
(%29.5) susun ise B2 grubuna (ekstraintestinal) da-
hil olduklart anlagilmigtir. Daha 6nce bir¢ok hayvan
tirtinden izole edilen E.coli’ler ile ilgili filogruplan-
dirma c¢aligmalar1 yapilmis olmasina ragmen deney
hayvani olarak kullanilan ratlarda ilk kez bu ¢aligma
ile filogruplandirma yapilmistir. Elde edilen sonug-
lara gore izole edilen E.coli’lerin ¢ogunlukla pato-
jen olmayan kommensal B1 grubuna dahil olduklart
saptanmigtir.

Laboratuvar hayvani olarak kullanilan ratlar ile
ilgili 6zellikle iilkemizde yeterli veri bulunmamak-
tadir. Ulkemizde laboratuvar hayvani kullaniminin
arttigr diisiiniildiigiinde, bu hayvanlar ile g¢alisan
personelin i¢inde bulundugu riskin bilinmesi ge-
rekmektedir. Diger hayvan tiirlerinde oldugu gibi
laboratuvar ratlarindan da izole edilen E.coli’lerin
genotipik ve fenotipik oOzelliklerinin bilinmesi,
E.coli kdkenli enfeksiyonlarin 6nlenmesinde 6nem-
lidir. Yapilan bu ¢alisma ile ratlardan izole edilen

E.coli’lerin filotiplendirmeleri, Tiirkiye’de ilk kez
yapilarak, agirlikli olarak B1 grubunda yer aldiklar1
ve kommensal 6zellikte olduklar1 saptandi.
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