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TAMPON COZELTIDE IMMUNOMANYETIK AYIRMA VE ATP BIYOLUMINESANS
YONTEMLERI ILE ESCHERICHIA COLI 0157:H7 SAYIMI

S. Aykut AYTAG!

Birce MERCANOGLU1

Z. Yesim OZBAS?

OZET

Bu calismada; immunomanyetik ayirma ybdntemi ile ATP biyoluminesans ybdntemi birlikte kullanilarak,
Escherichia coli 0157:H7 bakterisinin tampon ortamlarda sayimi yapilmistir. Calisma sonucunda, ATP
biyoluminesans dlcumu ile Escherichia coli 0157:H7 sayimi arasinda yuksek bir korelasyon katsayisi (r=0.8303)

bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Immunomanyetik ayirma, ATP biyoluminesans, Escherichia coli 0157:H7, sayim

ENUMERATION OF ESCHERICHIA COLI0157:H7 BY USING IMMUNOMAGNETIC
SEPARATION AND ATP BIOLUMINESCENCE IN BUFFER SOLUTION

SUMMARY

In this study, immunomagnetic separation and ATP bioluminescence methods have been combined and used
in enumeration of the bacteria Escherichia coli 0157:H7 in sterile buffer solutions. As a result, a high correlation
coefficient (r=0.8303) between the ATP bioluminescence assay and Escherichia coli 0157:H7 count was found as

an acceptable value for such a study.
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GIRIS

Escherichia coli 0157:H7'nin (Enterohemora-
jik E.coli, Verotoksijenik E.coli) ilk kez 1975'de
Kaliforniya'li agir kanh diyareli bir kadin hastadan
izole edildigi bildirilmistir. Bakterinin dnemli bir
gida kaynakli patojen oldugu ise; 1982 yilinin
baslarinda Oregon ve Michigan'da kanh kolit ile
seyreden iki salginda hastaliga yol agan etmen
oldugunun bulunmasi ile anlasiimistir. Halen
gunumuzde E.coli O157:H7, basta ABD olmak
Uzere pek cok uUlkede dlumle sonuclanan gida
zehirlenmelerine yol agmaktadir (1).

Gida mikrobiyolojisinde karigik kulturlerden
belirli mikroorganizmalarin ayrilmasi ve varliklari-

nin belirlenmesi islemleri gogunlukla uzun surel
on zenginlestirme basamaklarini da igerdiginden
zaman kaybina ve ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. Bununla birlikte; yine bir gida mad-
desinin mikrobiyolojik olarak analizi, ornek
alimindan sonuca ulasincaya kadar gunlerce
surebilmektedir. Bu nedenle gunumuzde, gida
kaynakli patojenlerin daha kisa surede ve daha
guvenilir yontemler ile tespit edilmesi yonunde
calismalar yapilmaktadir. Bu amagla gelistirilen
yontemlerden birisi de immunomanyetik ayirma
(IMA) ydontemidir. Bu ydntem; molekuler biyoloji,
mikrobiyoloji ve immunoloji uygulamalarini
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yapisinda birlestiren bir manyetik ayirma teknolo-
jisidir. IMA prensibi, manyetik veya manyetize
olabilen super-paramanyetik tasiyicilar Uzerine
tutuklanmig antikorlarin hedef mikroorganizma
hucrelerini tutabilmesi ve dis bir manyetik alan
varliginda suispansiyondan kolayca ayrilabilme-
sine dayanmaktadir.

ATP biyoluminesans ydontemi, enzimatik reak-
siyonlar sonucu aciga cikan 1s1gin siddetinin
Olculmesi seklinde tanimlanabilir. Bu yontem uzun
yillardir bilinmekle birlikte zayif 6zgunluk ve ajan
stabilitesi, yuksek maliyet gibi nedenlerle yaygin
kullanim olanagr bulamamigtir. Son yillarda
oldukgca kararh 1s1k sinyalleri veren kimyasal
ajanlarin kullaniimasi ve maliyetlerin dusurulmesi
yontemin kullanilabilirliginin artmasina onemli
katki saglamistir.

ATP, bitun yasayan hucrelerde bulunan ve
enerji transfer reaksiyonlarinda rol oynayan
onemli bir yapi tasidir. Ortamda ATP'nin bulun-
masi, biyokitlenin varligini ortaya koymaktadir.
Yontemin ilkesi; ATP'nin, lusiferin-lusiferaz
enzimi ile reaksiyona girerek biyoluminesans isik
vermesi ve agiga cikan bu 1s1gin, luminometre ile
Olculmesi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon su
sekilde gerceklesmektedir (2, 3):
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Bu calismada, IMA yontemi ile ATP biyolumi-
nesans birlikte kullaniimistir. Bdylece, steril tam-
pon ortamda E.coli O157:H7'nin izolasyonunun
ve bu bakterinin sayiminin ¢ok kisa surede
gerceklestiriimesi hedeflenmistir. Klasik yontem-
lerle bakterinin izolasyonu ve sayimi i¢in en az 72
saat gerekirken, bu yontemle 24-48 saatte sonug¢
alinabilmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

IMA Partikiilleri: IMA ydnteminde kullanilan
spesifik partikiuller, Dynabeads® anti-E.coli O157
(710.04) ticari olarak Dynal® (Oslo-Norveg) fir-
masindan saglanmistir. Bu partikul sisteminin
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yuzeyleri, hedeflenen bakteri hiicresini yakalaya-
bilecek dzellikte saflastirilmis spesifik antikor ile
kaplanmis durumdadir; %0.1 insan serum albumi-
ni ve %0.02 sodyum azid (NaN3) igeren ortamda
suspanse halde bulunmaktadir (4).

Bakteri kulturii: Denemede kullanilan bakteri
kulturu; E.coli O157:H7 Prof. MP Doyle, Georgia
Universitesi, ABD'den saglanmistir.

Besiyerleri ve c¢ozeltiler: Calismada genel
amagh olarak Tryptic Soy Broth (Difco, Michigan-
USA) ve sayim amagl olarak ise Sorbitol Mac-
Conkey agar (SMAC) (Difco) besiyerleri
kullanilmigtir. Tampon yikama c¢bdzeltisi olarak
0.15M NaCl, 0.01M sodyum fosfat tamponu (pH
7.4) ve %0.05 Tween 20'den olusan PBS-Tween
20 ¢ozeltisi kullaniimistir.

Immunomanyetik ayirma ybntemi icin deney
diizenegi: Calismada Dynal® (Oslo-Norveg)
firmasindan  saglanan  deney  diuzenegi
kullaniimigtir. Duzenek; Dynal MX3 bzel
ornek karistiricisi, Dynal MPC-M manyetik yogun-
lastiricisi ve manyetik cubugundan olugsmaktadir.

ATP biyoluminesans o6lcimi igin deney
diizenegi: Arastirmada ATP biyoluminesans
olcumu icin Hy-Lite™ (Merck, Darmstadt-Al-
manya) tipi luminometre kullaniimistir. Yine bu
amagla, icinde luminesans dlgumunu saglayan
enzim bulunan 6zel kalemler (Merck)
kullaniimisgtir.

Deneme plani: Once Tryptic Soy Broth
besiyerinde 18-24 saatlik E.coli O157:H7 kulturu
hazirlanmigtir. Bu kulturden uygun dilusyonlar
elde edilerek her bir dilusyon icin kulturel
ekim (SMAC), IMA ve biyoluminesans dlgumleri
gereklestirilmistir (Sekil 1).

24 saatlik Kultur (Tryptic Soy Broth)

Dilusyon hazirlama

IMA
Kultur Ekimi Biyoluminesans Olgumu
(SMAC) (Hy - Lite)

Sekil 1: Arastirmada izlenen deneme plani
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IMA ybntemi: IMA yontemi, Sekil-2’de goste-
rildigi gibi Dynal tarafindan onerilen sekilde
yapiimigtir. Bu amagla, dnce, 1 mL érnek alinarak
0zel tutucudaki steril Eppendorf tupune
aktariimistir. Uzerine 20 pl anti-E.coli O157:H7
Dynabeads partikul suspansiyonu eklenerek, 30
dakika oda sicakliginda Dynal MX3 bzel
karigtiricida karigtirilmigtir. Daha sonra; tutucu
alinarak 6zel yuvasina manyetik ¢cubuk yerlegtiri-
lerek, 3 dakika 0zel rotasyon hareketi ile elde
karnistiriimistir. Bu sekilde; partikul ve E.coli
0157:H7 bakterilerinin, yaratilan manyetik alan
yardimiyla, bir kompleks olusturmasi ve bunun
gozle gorulur hale gelmesi saglanmistir. Islem so-
nunda, tupteki supernatant uzaklastirilmis ve ste-
ril imL PBS-Tween 20 ¢bzeltisi ile yikama iglemi
yapilmistir. Yikama sonunda tekrar kompleks
olusumu saglanmis ve bu iki kez tekrarlanmistir.

\/. Dynabeads anti-

T ————" I Escherichia coli 0157:H7
\ Hedef bakteri l

Rekabetgi

QOO’ mikroflara
e " Cq
\ - < ) /
= )
i Zenginlestirme
Oy ortami
OL}

0O~

) o Tespit

A - Kulturel

- o ’ ELISA

/ PCR
(() ~

Sekil 2: IMA ydnteminin ¢alisma mekanizmasi

ATP biyoliminesans olgciimi: ATP dlgumu,
Hy-Lite ®Merck) tipi luminometrede yapilmistir.
Bu amacla; IMA ile elde edilen bakteri ve par-
tikllden olusan kompleks mikropipet ile alindiktan
sonra, Hy-Lite icin uretilmis 6zel kalem igerisine
aktarilmis ve hemen sonra okuma yapilmigtir.
Okumalar, en az u¢ kez tekrarlandiktan sonra
ortalamalari alinmistir. Bu iglem; her bir bakteri
dilusyonu icin tekrarlanmistir.
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E.coli O157:H7 sayimi: IMA ybdntemi ile elde
edilen kompleks mikropipet ile alinarak, yuzeyleri
onceden kurutulmus SMAC agar besiyerine
yuzeye surme yontemi ile ekilmis ve 24 saat
37°C'de inkube edildikten sonra E.coli O157:H7
kolonileri sayiimigtir.

BULGULAR

Yapilan bu ¢alisma sonucunda elde edilen
bulgular, Sekil-3'de gosterilmistir. Mililitredeki
E.coli O157:H7 sayisi ile dlgulen ATP biyolumine-
sans (RLU: Relative Light Unit) arasinda r=0.8303
gibi yuksek bir korelasyon bulunmustur.

y=0,0013x + 1,5162
6 1=0,8303
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Sekil 3: E.coli 0157:H7 sayimi (log cfu/mL) ile dlculen
1$19In siddeti arasindaki korelasyon

TARTISMA

Klasik yontemlerle izolasyon ve sayim 24-72
saat gibi oldukg¢a uzun bir sure gerektirmekte;
hem zaman hem de ekonomik kayiplara yol ac-
maktadir. Ancak; ATP biyoluminesans ydontemi
ile, birkac saat icinde toplam bakteri sayisi
hakkinda bilgi edinilmekte ve bu calismalarda
oldukca yuksek korelasyon katsayilar elde
edilmektedir.

Poggemann ve Baumgart (5) tarafindan
yapilan bir calismada, celik yuzeylerdeki total
bakteri sayisi ile RLU arasindaki korelasyon kat-
sayisi r=0.92 olarak bulunmustur. Waes ve ark.
(6) ATP dlgum ile ¢ig sutteki total bakteri sayimi
arasindaki korelasyonu r=0.865 olarak bulduk-
larini bildirmiglerdir.

Klasik ATP biyoluminesans olgumlerinde
sadece total bakteri sayimi ile ilgili bir sonuca
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ulasilabilmekte ve herhangi bir sekilde, sayillan bu  olsa da, sadece hedef bakteri hiicresi ile olusan
bakterilerde cins/tur ayrimi yapilamamaktadir.  kompleks alinarak E.coli O157:H7 bakterilerinin
Ancak; bu calismada, IMA ybdntemi uygulandigi  ATP biyoluminesans degerleri dlgulerek sayim
icin, model steril bir tampon ortam kullaniimig  yapilmigtir.
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