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OZET

Spinal kord yaralanmasi (SKY) nedeniyle yatan
hastalarin idrarlarindan hastane infeksiyonu etkeni
olarak izole edilen c¢oklu antibiyotik direngli
Escherichia coli suslarinin Random Amplifiye
Polimorfik DNA-PCR (RAPD) yéntemi ile birbirlerine
olan genetik yakinliklari ve ybéntemin uygulanabilir-
liginin tespit edilmesi amacglanmigtir. Klasik yéntem-
lerle tanimlanmis olan suslara 17 antibiyotik igin
duyarlik testi yapilmigtir. Calismaya alinan 61 susun
32 (%52.4)'sinin birden fazla antibiyotige direngli
oldugu tespit edilmigtir. Bu 32 sus RAPD yéntemi ile
genotiplendirilmistir. Elde edilen bant paternleri ile
suglarin SPSS 10.0 programinda dendrogramlari
cikarilmis ve birbirlerine olan genetik yakinliklari
tespit edilmigtir. Buna gére E.coli suglari 12 gruba
ayrilirken en genis grupta alti ve (¢ grupta da birer
sus yer almistir. Sonug¢ olarak, E.coli suglarinin
genetik olarak birbirlerinden farkli olduklari ve tek
kaynaktan kéken almadiklari gérilmis, RAPD-PCR
ybnteminin epidemiyolojik arastirimalarda uygulan-
masi kolay ve hizli bir ybéntem oldugu sonucuna
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Spinal Kord Yaralanmasi,
RAPD, Escherichia coli.

SUMMARY

Genetic Analysis of Escherichia coli Strains
Isolated From Patients With Spinal Cord
Injury by Random Amplified Polymorphic
DNA-PCR (RAPD) Method

It was aimed to find out the genetic relationship in
between multipl antibiotic resistant Escherichia coli
Strains isolated as nosocomial agents from uriners of
patients with spinal cord injury by Random Amplified
Polymorphic DNA-PCR (RAPD) and the practicability
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of this method. The strains identified by convantional
methods were performed antimicrobial susceptibility
testing for 17 kinds of antibiotic. 32 of 61 (52.4 %)
strains were resistant to more than one antibiotic.
Those of 32 strains were genotyped by RAPD
method. Dendrogram of the strains has been per-
formed on SPSS 10.0 program by using the band
patterns and genetic relationship of them was deter-
mined. While having six strains in the most extensive
group and three groups with only one strains, E.coli
strain were described in 12 groups. As regard to
genetic differences it was concluded that E.coli
strains were not originated from sole source and
RAPD was an easy and rapid method for epidemio-
logical researches.

Key Words: Spinal Cord Injury, RAPD, Escherichia
coli.

GiRiS

Spinal kord yaralanmasi (SKY) sonrasi hastalarin
hastanelerde uzun siire tedavi gérmeleri nozokomiyal
infeksiyonlarin daha sik ortaya gikmasina yol agmak-
tadir (1,2). Bu tir hastalarda idrar akim dinamigi
bozuldugundan Griner sistem infeksiyonlari blytk bir
sorun olusturmaktadir (1).

Uriner sistem infeksiyonlarinin %95'ten fazlasina
tek bir mikroorganizma neden olmaktadir. Escherichia
coli bu tiir infeksiyonlarda en sik izole edilen bak-
teridir. Devamli kateterli hastalarda gelisen hastane
kaynakl Uriner sistem infeksiyonlarinda yayilma
capraz infeksiyon ile olmaktadir. Hastalarin kateter
kullanmalari ve sik olarak antibiyotije maruz
kalmalar direncli mikroorganizmalar ile olusan infek-
siyon oranini artirmaktadir (3).

Epidemiyolojik arastirmalarda E.coli suslarinin
tiplendirilmesi ve tanimlanmasinda gesitli yontemler
kullanilmaktadir. Benzer antibiyotik direnc profili
gosteren suslar farkli genotipik patern gosterebile-
cekleri gibi, benzer direng profiline sahip olmayan
suslar da genetik olarak ayni olabilirler. Antibiyotik
duyarllik test analizine bagli yontemler genel olarak
epidemiyolojik tiplendirmelerde yetersiz kalmaktadir-
lar. Gliniimizde tiplendirme icin daha cok molekiiler

143



Kili¢ - Yapar - Sarach - Baysallar - Doganci

yontemler kullaniimaktadir. Bu yontemlerden Random
Amplifiye Polimorfik DNA-PCR (RAPD), Pulsed Field
Gel Electrophoresis (PFGE) ve Restriction Fragment
Length  Polymorphism (RPLF) E.coli suslarinin
genotiplendiriimesinde basari ile kullaniimaktadir
(4,5,6). RAPD ile tiplendirme nispeten basit, az
maliyetli, kisa siirede sonuglandirilabilir olmasi, PCR
gibi basit bir test temeline bagll olmasi ve fazla
sayida ornegi hizli analiz etmesi ile dnemli avantaj
saglamaktadir (7,8).

RAPD yonteminde primer olarak rasgele dizayn
edilmis kisa (10-15 bazlk) oligoniikleotid zinciri
kullanilir. Kisa primer, analizi yapilacak DNA kalibinin
her iki zincirinin de farkl yerlerine yapisabilir.
Reaksiyon sonucunda, bu farkli yapismalardan dolayi
farkli uzunluklarda Griinler ortaya gikar. Analizi yapilan
genomik kaliplar arasinda farkliliklar varsa primerlerin
yapisma yerleri dedisecedinden agaroz jel lzerinde
farkll biytklikte bantlar gorilecektir. Bu y&ntemin
RPLF gibi diger DNA tiplendirme tekniklerinden daha
duyarl oldugu ve E.coli 'yi de igine alan cesitli
mikroorganizmalarin karakterize edilmesinde basarili
bir sekilde kullanildigi bildiriimektedir (9).

Calismada, TSK Rehabilitasyon ve Bakim
Merkezi'nde SKY nedeniyle yatan hastalarin idrar-
larindan hastane infeksiyonu etkeni olarak izole
edilen E.coli suslarinin RAPD yontemi ile birbirlerine
olan genetik yakinliklari ve yontemin uygulanabilir-
liginin tespit edilmesi amaglanmistir.

GEREG VE YONTEM

Orneklerin Tanimlanmasi ve Antibiyotik Duyarlilik
Testi: Idrar drnekleri %5 koyun kanli agar ve eosin
methylene blue (EMB) agar'a kantitatif yontemle
ekildi (10). Ekimler aerobik kosullarda 37°C'de 24
saatlik inkiibasyona birakildi. izole edilen mikroorga-
nizmalar klasik yontemlerle tanimlandi (11).
Tanimlanan bakterilerin antibiyotik duyarlilk testleri,
17 antibiyotik igin, National Committee for Clinical
Laboratory Standarts (NCCLS) kriterlerine uygun
olarak disk difiizyon yontemi ile ticari antibiyotik disk-
leri (Oxoid-France) kullanilarak yapildi (12). Birden
fazla antibiyotige direncli olan suslar calismaya alindi.

DNA Izolasyonu: E.coli hiicreleri 10 ml LB Broth
besiyerinde12-16 saat sireyle 37°C'lik etlivde inkiibe
edildi. Daha sonra Sambrook ve arkadaslarinin tanim-
ladigi alkali lizis metoduna gdére DNA izolasyonu
gergeklestirildi (13).

PCR: Toplam miktari 30 pl olan PCR karigimi,
icinde 10 ul bakteri DNA stispansiyonu, 50 pmol M13
primeri  (5'-GAGGGTGGCGGTTCT-3"), 2IU Taq
polimeraz (Fermentas/Almanya), 4 ul MgCI2 (25mM),
5 ml 10X enzim tamponu, 2 pl dNTP (10mM) olacak
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sekilde hazirlandi. Bu karnisim her dongu 94°C'de 1
dakika, 36°C'de 1 dakika ve 72°C'de 1 dakika olmak
lzere toplam 35 dongliye tabi tutuldu (14).
Amplifikasyon Grtnleri %?2'lik agaroz jel (zerinde
elektroforez islemine tabi tutuldu (150 Volt, 30
dakika). Elektroforez sonunda jel etidyum bromidle
boyandi ve GelDoc goriintileme sistemi (Bio-Rad-
USA) ile goriintilendi.

Istatistiksel analiz: Bant buyiikliikleri Quantity
One (Bio-Rad, USA) kullanilarak hesaplandi ve bu
veriler kullanilarak SPSS 10.0 (SPSSFW,SPSS
Inc.,USA) programiyla kimeleme analizi (cluster
analizi) yapildi, dendrogram elde edildi (15).

BULGULAR

Antibiyotik duyarlik testi icin 17 antibiyotik isleme
alindi. Calismaya alinan 61 susun 32 (%52.4) 'sinin
birden fazla antibiyotige direngli oldugu tespit edildi.
Bu 32 sus RAPD-PCR yodntemi ile genotiplendirildi.
Elde edilen bant paternlerine gére suslarin birbirle-
rine olan genetik yakinliklari tespit edildi (Sekil 1).
Buna gore E.coli suslarinin 12 gruba ayrildidi, en
genis grupta alti ve Ug grupta da birer susun yer
aldigi goralda (Sekil 2).

TARTISMA VE SONUG

Enterobacteriacaea'lar gastrointestinal sistem
florasinin dogal Uyeleridir. Ayrica lriner sistemde sik
olarak infeksiyona neden olmaktadirlar. E.coli,
komplike olmayan (retritten semptomatik sistite
kadar Uriner sistem infeksiyonuna en sik neden olan
bakteridir (3,16).

Uriner sistem infeksiyonlari, nozokomiyal infek-
siyonlar arasinda énemli bir yere sahiptir ve kazanilan
infeksiyonlarin  %40'In1  olusturmaktadirlar. Her yil
Amerika Birlesik Devletleri'ndeki akut bakim has-
tanelerinde tahminen 400.000-1.000.000 hastada
nozokomiyal bakteriliri veya Uriner sistem infeksiyonu
gelismektedir. Ozellikle hastalarin rehabilitasyon
merkezlerinde olmasi ve kateter kullanmasi bu orani
arttirmaktadir (17).

Epidemiyolojik calismalarda codu laboratuvarlar-
da dedisik tiplendirme yontemleri kullaniimaktadir.
Fenotipik ybntemler nispeten daha zayif ayrim
glcline sahiptirler. Diger genotiplendirme yontem-
lerinden nispeten basit ve hizli olmasi RAPD
tiplendirme yontemine avantaj sadlamaktadir (8).
Basit ve hizli bir yontem oldugundan 6zellikle genis
epidemiyolojik calismalarda ve hastane salginlarinda
bakteri tirlerinin hizh bir sekilde karsilastiriimasini
saglamaktadir (6). Pacheco ve ark.(18) enterotoksi-
jenik E.colfler lzerinde yaptiklari calismada, RAPD
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yonteminin, genetik benzerlikleri géstermede buiiylk
katki sagladigini vurgulamiglardir. Gougeon ve ark.
(19) RAPD yonteminin, taksonomik ve filogenetik
olarak organizmalar arasindaki iliskinin tanimlan-
masinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.
Chansiripornchai ve ark. (20) E.coli ile olusan infek-
siyonlarla ilgili epidemiyolojik calismalarinda, RAPD
yonteminin basit, disiik maliyetli ve hizli bir yontem
oldugunu bildirmiglerdir. Birch ve ark (7) galismalarin-
da, RAPD yonteminin, diger tiplendirme ydntemlerine
gore hiz ve basitlik avantajina sahip oldugunu ve ayri-
ca DNA ekstraksiyon ve piirifikasyon islemlerinin hizl
oldugunu bildirmislerdir.

Sonug olarak, merkezimizde hastane infeksiyonu
etkeni olarak izole edilen ve birden fazla antibiyotige
direngli olan E.coli suslarinin tek bir kaynaktan koken
almadiklari gorilmistlr. Ayrica RAPD yonteminin
molekiiler biyoloji laboratuvarlarinda uygulanmasinin
basit oldugu, kisa siirede sonug alma ve yorumla-
manin kolay olmasinin &zellikle epidemiyolojik amagli
calismalarda bu yonteme olan ilgiyi arttiracagi
disiinllmektedir.
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Sekil-I: RAPD agaroz jel goriintiisii SM: Size marker

% Benzerlik

Sekil-2: Suslarin Dendrogram Grafigi
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