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1. ÖZET 

 

Bu çalıĢmada; Escherichia coli (E. coli) O157‟nin broyler tavuk 

örneklerindeki varlığının kültür ve immunomanyetik separasyon (IMS) ile 

araĢtırılması, moleküler yöntemlerle karakterize edilerek virülens genlerinin 

saptanması, Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) yöntemi ile alt tiplendirmesi 

ve böylece izolatlar arasındaki genetik iliĢkilerin ortaya konması amaçlandı. 

Bu amaçla, Elazığ ve Malatya illerindeki üç farklı kanatlı kesimhanesinden 

1000 broylere ait karaciğer ve sekum örnekleri ile aynı iĢletmelerde bulunan 1000 

broylere ait karkas örnekleri toplandı. Ayrıca bu çalıĢmada, broyler izolatları ile 

insan izolatları arasındaki genetik iliĢkiyi ortaya koymak amacıyla, aynı bölgedeki 

beĢ hastaneye ishal Ģikâyeti ile baĢvuran hastalardan temin edilen 367 gayta 

numunesi incelendi. Broyler sekum ve insan gayta örneklerinden direkt ekim ve 

immunomanyetik seperasyon (IMS) sonrası ekim gerçekleĢtirilirken, karkas ve 

karaciğer örneklerine yalnızca direkt ekim uygulandı. 

Broyler tavuklarda örneklerin direkt ve IMS sonrası ekiminde saptanan 

sorbitol negatif izolatların Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile 

incelenmesinde; karaciğerde % 0,1 (1/1000) ve sekumda % 0,4 (4/1000) olmak 

üzere iç organlardan hayvan bazında % 0,5 oranında E. coli O157 tespit edilirken, 

karkas örneklerinden etken izolasyonu yapılamadı. Ġnsan gayta örneklerinden ise 

% 2,7 (10/367) oranında pozitiflik saptandı. 

Kümes bazında bakıldığında; kümeslerin % 12‟sinde (3/25) etken 

identifikasyonu yapıldı. E. coli O157 pozitif bulunan bu iĢletmelerden bir tanesi 

Malatya‟da ve iki tanesi Elazığ‟da yer alıp, bu kümeslerdeki pozitiflik oranları 
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sırasıyla % 2 (1/50), % 6,7 (2/30) ve % 4 (2/50) olarak bulundu. Kümes bazındaki 

pozitiflik oranları arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu tespit edildi 

(P <0,001). 

Virülens genlerine spesifik PCR ile incelenen beĢ broyler tavuk ve on 

insana ait E. coli O157 izolatının hiçbirinde H7, shigatoksin 1-2 ve 

enterohemolizin genleri bulunamadı. Buna karĢın, broyler izolatlarının tamamı ve 

bir adet insan izolatı intimin geni yönünden pozitif olarak tespit edildi. 

PFGE analizi sonucunda hem broyler hem de insan izolatlarında 

birbirinden farklı 4‟er profil saptandı. Bu çalıĢmada elde edilen insan E. coli O157 

izolatları ile kanatlı orijinli izolatlar arasında herhangi bir genetik iliĢki 

saptanamaması, bulaĢma kaynağının kanatlı kökenli olmadığı fikrini 

desteklemektedir. 

Sonuç olarak bu çalıĢmada, broyler tavukların E. coli O157 serotipini 

taĢıdığı tespit edildi. E. coli O157‟ye bağlı enfeksiyon ve salgınların 

epidemiyolojisinin daha iyi anlaĢılabilmesi ve etkin kontrol stratejilerinin 

geliĢtirilebilmesi için ruminant türlerinin yanı sıra baĢta broyler olmak üzere 

kanatlı hayvanların da incelenmesinin faydalı olacağı düĢünülmektedir. 

 Anahtar Kelimeler: Broyler, insan, E. coli O157, PCR, virülens genleri, 

PFGE 
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2. ABSTRACT 

 

This study was carried out to investigate the presence of Escherichia coli 

(E. coli) O157 in various samples collected from broiler chickens by culture and 

Immunomagnetic seperation (IMS). In addition, the isolates were subjected to 

molecular characterization in order to determine the presence of virulence genes 

and were then subtyped by Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) method to 

reveal the genotypic relationships between the strains. 

For this purpose, liver and caecum samples collected from 1000 broilers 

and carcass samples obtained from another 1000 broilers which slaughtered at 

three different abattoirs located in Malatya and Elazig provinces were examined. 

Also, faecal samples provided from 367 humans with diarrhea, who applied to 

five different hospitals in the region, were examined in order to reveal genetic 

relationships between broiler and human E. coli O157 isolates. While all the 

samples collected from broilers and humans were subjected to direct cultivation, 

caecum and human fecal samples were also examined by the combination of 

Immunomagnetic separation (IMS) and culture. 

In the Polymerase Chain Reaction (PCR) analysis of sorbitol negative 

isolates, E. coli O157 was identified from 0.1% (1/1000) and 0.4% (4/1000) of the 

liver and caecum samples of broiler chickens, respectively. In overall, the agent 

was detected in 0.5% (5/1000) of internal organ samples of broilers. On the other 

hand, none of the carcass samples were determined to be positive for E. coli 

O157. The percentage of 2.7% (10/367) was obtained in the PCR examination of 

human faecal samples. 
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When the results were assessed at flock base, the identification percentage 

of E. coli O157 was calculated as 12% (3/25). Of the positive flocks, one was 

located in Malatya and the other two were in Elazig. The positivity rates within 

these flocks were detected as 2% (1/50), 4% (2/50) and 6.7% (2/30), respectively. 

The difference between the flocks in terms of the positivity rates were determined 

to be statistically significant (p<0.001). 

The PCR analysis specific for virulence genes showed that none of the 

broiler (n=5) and human (n=10) E. coli O157 isolates possessed H7, shigatoxins 

1-2, and enterohemolysin genes, whereas all the broiler isolates and one of the 

human isolates were positive for intimin gene. 

In the PFGE analysis, a total of eight different profiles (four from broiler 

and four from human isolates) were observed. However, there were no genetic 

relationships between broiler and human E. coli O157 isolates which suggest that 

broilers do not play significant role in the transmission of infection to humans. 

In conclusion, this study showed that E. coli O157 was isolated from 

broilers. It is therefore plausible to suggest that in addition to ruminants, avian 

species, especially chickens, should be considered for the better understanding of 

the epidemiology of E. coli O157 infection. This will help develop more effective 

control strategies against infections and outbreaks due to E. coli O157. 

Key words: Broiler, human, E. coli O157, PCR, virulence genes, PFGE 
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3. GĠRĠġ 

 

Escherichia coli (E. coli), kanatlı ve memelilerin normal bağırsak florasını 

oluĢturmasının yanı sıra, patojenik özelliğe sahip çok sayıda serogrubu 

bulunmakta ve virülens özelliklerine göre çeĢitli gruplara ayrılmaktadır (42, 59, 

66). Kommensal ve patojen suĢlar bağırsakta, çevrede ya da konakçıda 

yaĢamlarını sürdürebilirler (82, 109). 

E. coli ilk olarak Alman araĢtırmacı, bakteriyolog Theodor Escherich 

tarafından 1885 yılında ortaya konmuĢ ve Bacterium coli commune ismi ile 

anılmıĢtır. Bu organizma için 1895 yılında Migula, 1896‟da ise Lehman ve 

Neumann Bacterium coli ismini kullanmıĢlardır. Castellani ve Chalmers ise 1919 

yılında Escherichia coli ismini kullanarak etkeni bulan araĢtırmacının adına 

ithafen bu ismi vermiĢlerdir (18, 26, 59). 

Günümüzde 16S ribozomal RNA ünitesindeki benzerliğe göre yapılan 

sınıflandırma sonucunda E. coli, Proteobacteria bölümünde, 

Gammaproteobacteria sınıfında, Enterobacteriales takımında, 

Enterobacteriaceae familyasında Escherichia cinsi içerisinde yer almaktadır (18). 

Gram negatif özellikteki E. coli, 1,1-1,5 x 2,0-6,0 µm boyutlarında, 

fakültatif anaerobik ve çomak Ģeklindeki bakterilerdir. Çoğu peritrik flagellaya 

sahip olan bu etken hareketli olup, buna karĢın az da olsa hareketsiz olanlar da 

bulunmaktadır. Genel amaçlı besiyerlerinden; kanlı agar, nutrient agar ve 

Enterobactericeae için diferensiyel-selektif olan MacConkey agar, Eosine 

Methylene Blue (EMB) agar gibi besiyerlerinde 37 °C‟de 24 saat içinde S tipi 
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koloniler oluĢtururlar. Sıvı besiyerlerinde 37 °C‟de 24 saatte bulanıklık yaparak 

ürerler. 

Laktoz, mannitol, glukoz gibi karbonhidratları asit ve gaz oluĢturarak 

fermente ederler. Laktozu kullanan türler MacConkey agarda pembe renkli 

koloniler oluĢtururken, EMB agarda ise yeĢil metalik refle veren koloniler 

Ģekillendirirler. Bazı suĢları kanlı agarda hemoliz oluĢturabilirler. Ġndol ve Metil 

Red (MR) testlerinde pozitif, üre, Voges Preskauer (VP), H2S ve Sitrat testlerinde 

negatif sonuç verirler. Oksidaz testi negatif sonuç veren E. coli nitratları nitritlere 

indükleyebilirler (19). 

E. coli suĢlarının sınıflandırılmasında organizmanın sahip olduğu antijenik 

yapılar önemli rol oynamaktadır. E. coli suĢları arasında antijenik farklılıkların 

olduğu ilk kez 1921‟de Dodgeon tarafından belirtilmiĢ, sonra 1937‟de Lowel E. 

coli‟nin kapsül (K) ve somatik (O) olmak üzere iki çeĢit antijeni olduğunu ileri 

sürmüĢ, 1943 yılında ise flagella (H) antijeni keĢfedilmiĢtir. Bu antijenik farklılıkları 

temel alarak geliĢtirilen ve ilk olarak 1944 yılında Kauffman tarafından Ģematize 

edilen serolojik sınıflandırma günümüzde modifiye edilmiĢ hali ile 

kullanılmaktadır (92, 138). Modifiye Kauffman Ģemasına göre E. coli‟ler O, H ve 

K yüzey antijenlerine göre serogruplara ayrılmıĢtır. Buna göre O antijeni 

açısından 170, K antijeni açısından 100 ve H antijeni açısından 60 kadar serogrup 

olduğu bildirilmiĢtir (102). 

Somatik antijenleri ısıya dirençli olup lipopolisakkarit yapıda, K antijenleri 

ise polisakkarit yapıda olup O antijenlerin üzerinde bulunur. Buna bağlı olarak K 

antijeni ihtiva eden suĢlar, O antiserumları ile aglütinasyon yapmazlar (19, 92). K 

antijenleri iki farklı komponente sahip olup bunlardan K(A) 120 °C‟de iki saatte, 
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K(B) ise 100 °C‟de etkisi giderilebilen polisakkarit niteliğindedir. Bu nedenle K 

antijenine sahip suĢların 120 °C‟de iki saat ısı uygulandıktan sonra aglütinasyona 

tabi tutulması gerekmektedir. Flagella antijeni ise hareketli suĢlarda bulunan, ısıya 

dayanıksız protein tabiatında olup aglütinasyonla ortaya konabilir. 

Bunların yanı sıra fimbrial (pilus) antijenleri E. coli‟ler için çeĢitli öneme 

sahiptir. SuĢlar arasında ekstrakromozomal genetik elementlerin aktarılmasını 

sağlama ve bağırsak epitellerine adhezyon yapma özellikleri de bulunmaktadır. 

Bu antijenler özellikle enteropatojenik E. coli‟lerin belirlenmesinde kullanılırlar. 

O, K, H antijenleri bakteri kromozomu tarafından sentezlenirken fimbria 

antijenleri hem bakteri kromozomu hem de plazmid aracılığı ile 

sentezlenmektedir. O/H antijenlerinin kombinasyonları serotip olarak ifade 

edilmektedir (32, 138, 143). 

E. coli baĢta insan olmak üzere buzağı, kuzu, domuz yavruları, tay, kedi, 

köpek ve kanatlılarda birçok hastalığa neden olmaktadır. Ayrıca akut mastitislerin 

primer etkenleri arasında yer alması açısından süt endüstrisinde önemli kayıplara 

neden olmaktadır (19, 97). E. coli serotipleri kanatlı hayvanlarda enteritis, 

koliseptisemi, koligranuloma (Hjarre‟s hastalığı), hava kesesi yangısı, sellulitis, 

peritonitis, perikarditis, perihepatitis, artritis, omfalitis, salpingitis ve yumurta 

sarısı (Yolk sac) enfeksiyonlarından izole edilmiĢtir. Kanatlı patojenik E. coli 

suĢları (avian pathogenic E. coli, APEC) özellikle genç broylerlerde 

enfeksiyonlara neden olurlar. APEC suĢları çoğunlukla belli O serogruplarına 

dahildirler. Tavuklardan en çok izole edilen APEC suĢları O1, O2, O35 ve 

O78‟dir (26). 
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E. coli O157:H7 serotipinin kanatlılarda izolasyonuna dair az sayıda veri 

olmasına karĢın, son zamanlarda kanatlılardan bu serotipin izole edilmesi halk 

sağlığı açısından büyük önem kazanmaktadır (26, 132). 

Tüm dünyada genel olarak ishal enfeksiyonları ile anılan diyarejenik E. 

coli‟ler O:H antijenik yapıları, diğer virülens faktörleri, hedef hücrede yaptıkları 

hücresel değiĢiklikler, sahip oldukları enterotoksin yapısı, ortaya çıkan klinik 

tablo ve epidemiyolojilerine göre; Enteropatojenik E. coli (EPEC), 

Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Enteroinvasiv E. coli (EIEC), Enteroagregatif E. 

coli (EAEC) Diffuz-adherent E. coli (DAEC), Enterohemorajik E. coli (EHEC) 

olarak adlandırılmaktadır (ġekil 1). 

 

3.1. Diyarejenik Escherichia coli Grupları 

E. coli, ilk keĢfinden bugüne kadar dikkate değer değiĢim göstermiĢ ve bu 

durumun önümüzdeki yıllarda da devam edeceği tahmin edilmektedir. Eskiden 

sindirim sisteminin saprofit etkenleri olarak kabul edilirken günümüzde insan ve 

hayvanlarda ciddi hastalıklara neden olan çok yönlü bir bakteri olarak 

görülmektedir. Ayrıca, E. coli‟den kaynaklanan enfeksiyonlar binlerce kiĢiyi 

etkileyebilmekte ve ulusal salgınlara neden olabilmektedir. 
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ġekil 1: Diyarejenik E. coli grupları (138). 

 

 Ökaryotik hücrelerin protein sentezi, hücre bölünmesi, iyon sekresyonu ve 

transkripsiyon aĢamalarını etkileyen bu etkene ait spesifik virülens faktörleri 

keĢfedilmiĢtir. Bu faktörler; plazmid, bakteriyofaj, transpozon ve patojenite 

adaları tarafından kodlanmakta ve bu genomik çeĢitlilik ETEC, EHEC, EPEC vs. 

alt gruplarının kesin çizgilerle ayrılmasını zorlaĢtırmaktadır. Bu durum etkenin 

teĢhisi, tedavisi ve kontrolü konularında yeni yöntemlerin geliĢtirilmesini zorunlu 

kılmaktadır (73). 

Birçok mukozal patojen gibi E. coli de mukozada kolonizasyon, konakçı 

savunmasından kaçma, çoğalma ve konakçıya zarar verme gibi enfeksiyon 

aĢamalarını izlemektedir. Diyarejenik E. coli suĢlarının sahip olduğu en önemli 
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özelliklerden biri peristaltik hareketlere rağmen bağırsağın mukozal yüzeyinde 

kolonize olabilmesi ve floradaki diğer bakterilerle rekabet edebilmesidir (103, 

138). 

Hemorajik kolitis (HK) ve hemolitik üremik sendrom (HUS) ile seyreden 

iki salgından E. coli O157:H7 serotipinin izole edilmesinden sonra bu etken 

Enterohemorajik E. coli (EHEC) olarak adlandırılmıĢtır. EPEC suĢlarının Hep-2 

hücrelerine bağlanmasını inceleyen bilim adamları, EPEC hakkında bilgiler 

edinirken aynı zamanda EAEC ve DAEC olmak üzere iki yeni diyarejenik E. coli 

(ġekil 1) keĢfetmiĢlerdir (59). 

 

3. 1. 1. Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC) 

ETEC, stabil toksin (ST) ve labil toksin (LT) türlerinden en az birini 

barındıran etkenler olarak tanımlanmıĢtır. ETEC suĢları ilk olarak domuz 

yavrularının ölümcül enfeksiyonlarında gözlenmiĢtir. Ġnsanlarda ise ilk olarak 

ishal Ģikayeti olan çocukların gayta örneklerinde ETEC suĢları tespit edilmiĢ, daha 

sonra etkenin yetiĢkinlerde de ishale neden olduğu ortaya konmuĢtur. ETEC 

patogenezinde, etken ince bağırsak mukozasına adhezyon yapıları ile bağlandıktan 

sonra çoğalarak toksin üretimi ve salınımı gerçekleĢir ve bağırsaklarda sekresyon 

artıĢına neden olur. Diyare, LT ve ST enterotoksinleri nedeniyle oluĢur. Bu suĢlar 

yalnız LT/ST veya her iki toksini birden sentezleyebilirler (123, 172). 

 

3. 1. 2. Enteropatojenik Escherichia coli (EPEC) 

EPEC, bebek diyarelerine neden olan önemli bir etkendir. Daha önceleri O 

ve H serotiplerine göre sınıflandırılırken günümüzde patojenik özelliklerine göre 
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sınıflandırılmaktadır. EPEC kökenli enfeksiyonların en önemli özelliği bağlanma 

ve silinme [attaching-and-effacing (A/E)] ile ortaya çıkan patolojik durumdur. 

A/E lezyonları sonucu villüslerin yok olmasına bağlı olarak EPEC 

enfeksiyonlarında emilim olmaz, ishal ve buna bağlı olarak malabsorpsiyon 

Ģekillenir (3, 34). Bu gruptaki bakteriler ST ve LT üretmezler. Hasta hayvan ve 

insanlarda yapılan bağırsak biyopsilerinde A/E lezyonları teĢhis edilebilir ve bu 

lezyonlar hücre kültürlerinde ortaya konabilir. Bu durum bakterinin epitel hücre 

membranına sıkıca bağlanması ve mikrovililerin yok olması ile karakterizedir (39, 

172). 

 

3. 1. 3. Enteroagregatif Escherichia coli (EAEC) 

Bilim adamları EPEC suĢlarının Hep-2 hücrelerine bağlanmasını 

incelerken iki yeni diyarejenik E. coli keĢfetmiĢlerdir. AraĢtırmacılar, çoğu EPEC 

suĢunun Hep-2 hücrelerine bağlandığını tespit etmiĢlerdir. Buna karĢın EPEC 

içerisinde yer almayan, Hep-2 hücrelerine bağlanan ve bağlanma fenotipi 

EPEC‟den farklı olan E. coli‟ler olduğu gözlenmiĢtir. EPEC, Hep-2 hücrelerine 

lokal bağlanma yaparak hücre yüzeyinde mikrokoloniler oluĢtururken, EPEC 

olmayan ve Hep-2 hücrelerinde mikrokoloniler oluĢturmaksızın diffuz olarak 

bağlanan ve EAF plazmidi taĢımayan E. coli‟ler olduğu saptanmıĢtır.  

Diffuz olarak bağlanan suĢlar incelendiğinde bunlardan bir kısmının 

kümeler (aggregative) halinde bir kısmının da daha yaygın halde Hep-2 

hücrelerine bağlanma yaptıkları ortaya konmuĢtur. Kümeler halinde bağlanma 

yapan suĢlar önceleri Enteroadherent Aggregative E. coli  (EAggEC) olarak 

tanımlanmıĢ, daha sonra kısaltılarak Enteroaggregative E. coli (EAEC) olarak 
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adlandırılmıĢtır. Diffuz olarak bağlanan suĢlar ise Diffuz Adherent E. coli 

(DAEC) olarak isimlendirilmiĢtir (10, 138). 

 

3. 1. 4. Enteroinvazif Escherichia coli (EIEC) 

Diyareye neden olan EIEC suĢlarının biyokimyasal, genetik ve patojenite 

yönünden Shigella türleri ile yakın iliĢkisi vardır. EIEC suĢları genellikle lizin 

dekarboksilaz negatif, hareketsiz ve laktoz negatif türlerdir (138). EIEC, Shigella 

ile benzer patojenik özelliğe sahiptir. Diğer enterovirulent tiplerden farklı olarak 

plazmid ve kromozamal genler aracılığıyla her iki bakteri de bağırsak epiteline 

invaze olurlar ve ishal patogenezinde rol alırlar (72). Etkenin patogenez aĢamaları; 

epitel hücreye penetrasyon, hücre içi çoğalma, sitoplazma boyunca hareket ve 

bitiĢik epitel hücreye uzanma evrelerinden oluĢur. Enfeksiyon Ģiddetlendiğinde 

ülserasyon ile karakterize güçlü yangısal reaksiyon oluĢur. Ġnvazyon için gerekli 

genler EIEC ve Shigella‟da 140 Megadaltonluk (MDa) plazmid tarafından 

kodlanır ve bu plazmid pInv olarak adlandırılmaktadır (10, 138). 

 

3. 1. 5. Diffuz-adherent Escherichia coli (DAEC) 

EAEC ve EPEC suĢlarından farklı Ģekilde Hep-2 hücrelerine diffuz 

bağlanma gösteren E. coli suĢları DAEC olarak adlandırılmıĢtır. Bu suĢlarda 

bulunan F1845 ve AIDA-I (Adhesin Involved in Diffuse Adherence) adlı iki adhesin 

sayesinde epitel hücrelere diffuz bağlanma gösterirler. DAEC‟nin patogenezi 

hakkında çok az Ģey bilinmektedir. DAEC suĢları, Caco-2 veya Hep-2 

hücrelerinde parmak Ģeklinde çıkıntılar yapmaktadırlar. Hücre içine gömülen 

bakteri gentamisinden bu Ģekilde korunabilmektedir. Ancak bu durumun 
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patogenezdeki rolü bilinmemektedir. DAEC genellikle çocuklarda süreklilik 

gösteren diayereye neden olmaktadır. Klinik belirtileri konusunda çok bilgi 

olmamakla beraber yapılan bir çalıĢmada DAEC ile enfekte hastalarda sulu ishal 

gözlenirken gaytada kan ve lökosit bulunmadığı bildirilmiĢtir (10, 49, 138). 

 

3. 1. 6. Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC) 

HK ve HUS gibi ciddi rahatsızlıklara neden olan E. coli suĢları bu grupta yer 

alırlar. Grubun en önemli üyesi E. coli O157:H7 serotipidir (131). EHEC izolatları 

shigatoksin 1 (stx1) ve shigatoksin 2 (stx2) gibi çeĢitli toksinler oluĢturabilmektedir. 

LT ve ST üretmeyen bu suĢlar A/E lezyonları yapma özelliğine sahiptir. Hastalık 

tablosunda sulu ve kanlı bir gayta görülürken ateĢ yoktur (108, 138). 

EHEC‟den ileri gelen hastalıklar genel olarak Kuzey Amerika kıtası 

ülkelerinde daha sık görülmekle beraber, günümüzde altı kıtada en az 30 ülkede 

her geçen gün artan oranda vakalar bildirilmektedir. Sıcak havalarda ve Mayıs-

Ekim aylarında vakaların arttığı, hastalığın beĢ yaĢ ve daha altındaki çocuklar ile 

65 ve daha yukarı yaĢlılarda daha ciddi klinik tablolara yol açtığı bildirilmektedir. 

Enfektif dozunun 10-100 mikroorganizma gibi çok düĢük düzeyde olması 

salgınların yayılmasında temel etken olduğunu göstermektedir (66, 92). 

Etkenin prevalansını etkileyen birçok faktör olduğu bildirilmiĢtir. Coğrafi 

bölge, mevsim, hayvanın türü, yaĢı ve cinsiyeti, beslenme Ģekli gibi birçok faktör 

farklı prevalans değerlerinin çıkmasına neden olmaktadır. Sığırlar diğer 

ruminantlara, mısır silajıyla beslenen hayvanlar da beslenmeyenlere göre daha 

yüksek oranda etken taĢıyarak bulaĢmada önemli rol oynarlar. Yaz aylarında 

prevalans değerleri daha yüksek çıkmaktadır. Süt inekleri, besiye alınan 
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boğalardan ve genç hayvanlar yaĢlı hayvanlardan daha yüksek taĢıyıcılık 

göstermektedir. Ayrıca kesim yapılan mezbahanın hijyenik koĢulları, kesim 

sonrası etin iĢlenmesi ve son tüketim safhasına kadar geçen süreçte hijyen 

kurallarının ihmal edilmesi kontaminasyon riskini artırmaktadır (45). 

 

3. 2. Enterohemorajik Escherichia coli O157 

Karmali, 1983 yılında Afrika yeĢil maymunun böbrek hücrelerinde (Vero 

hücreleri) letal etki yapan (sitotoksin üretebilen) E. coli‟nin HUS ile iliĢkisi 

olduğunu belirlemiĢtir. Kısa bir süre sonra Riley, Amerika BirleĢik Devletleri‟nde 

(ABD) iki kanlı ishal salgının E. coli O157:H7 serotipinden kaynaklandığını 

ortaya koymuĢtur. O‟Brien, E. coli O157:H7‟nin Shigella dysenteriae 1‟e 

benzeyen bir toksin ürettiğini gözlemlemiĢtir. Bu geliĢmelerin ardından stx üreten 

E. coli, insanlarda neden olduğu hastalık tablosu (HK) nedeniyle Enterohemorajik 

E. coli olarak adlandırılmıĢtır (108). 

Etken, ilk olarak 1982 yılında ABD‟de Oregon ve Michigan kentlerinde 

bulunan fast food zincirindeki hamburgerlerin tüketilmesi sonucu ortaya çıkmıĢtır. 

Bu salgından sonra 1988‟de Minnesota‟da 30 lise öğrencisi hastalanırken, 1992-

1993 yıllarında dört eyalette (Washington, Idaho, Kaliforniya ve Nevada) dört 

ölüm gözlendiği belirtilmektedir. Bu vakaların incelenmesi sonucu enfeksiyonun 

hamburger kökenli olduğu ortaya konmuĢtur. 

Kaliforniya‟da 1996‟da pastörize edilmemiĢ elma suyu, Ġskoçya‟da ise 

kontamine sığır etlerinin tüketilmesine bağlı salgın gözlenmiĢtir. Etkenin 1997 

Ağustos ayında Nebraska‟da izole edilmesinin ardından, 1999 yılında New 
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York‟ta 1000 kiĢinin etkilendiği ve ölümlerin gözlendiği bir salgın bildirilmiĢtir 

(59). 

Ayrıca 2000 yılında sudan kaynaklanan enfeksiyon nedeniyle Walkerton 

ve Ontario‟da yedi kiĢinin öldüğü, 2300 kiĢinin hastalandığı, 2001 yılında 

Ontario‟da bir huzurevinde 100 vakanın ortaya çıktığı rapor edilmiĢtir. 

Enfeksiyonun kontamine gıda ve suların tüketilmesi ile ve nadir de olsa sıkı temas 

olan yerlerde insandan insana bulaĢma Ģeklinde gözlendiği bildirilmektedir (42, 

59). 

Gıdalar ile insanlara bulaĢan patojenlerin en önemlilerinden biri olarak 

kabul edilen E. coli O157:H7 serotipi, sadece daha fazla virülense sahip 

olmasından değil, yeterli ısı iĢlemi görmemiĢ kontamine gıdaların tüketilmesine 

bağlı olarak ciddi salgınlara sebebiyet vermesinden dolayı dünya çapında çok 

büyük öneme sahip bir mikroorganizmadır (92, 119). 

Yapılan genetik çalıĢmalarda Escherichia, Salmonella ve Shigella cinsleri 

incelenmiĢ ve E. coli O157:H7 serotipinin EPEC benzeri enterik bir bakteriden 

köken aldığı öne sürülmüĢtür (ġekil 2). 

Bilim adamları enterik patojenlerde yaptıkları kromozomal incelemelerde, 

farklı DNA segmentlerinin fonksiyonel virülens faktörlerini kodladığını belirlemiĢ 

ve bunları patojenite adası (pathogenity island, Pais) olarak adlandırmıĢlardır. Bu 

genlerin çoğunlukla baĢka mikroorganizmalardan kazanılmıĢ olarak ortaya çıktığı 

rapor edilmiĢtir. E. coli O157:H7‟de 35 kilobaz (kb) büyüklüğünde olan ve enterosit 

silme lokusu (locus of entorocyte effacement, LEE) adı verilen bir patojenite adası 

bulunmuĢtur. Genel hatlarıyla E. coli O157:H7‟nin, EPEC benzeri bir atadan önce 

LEE‟yi elde etttiği, transdüksiyon ile stx2‟yi kodlayan fajı aldığı, hemolizini 
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kodlayan plazmidi kazandığı, sonra stx1‟i kodlayan faja sahip olduğu ve en son 

olarak sorbitol fermantasyonu ve -glucronidase aktivitesini yitirerek evrimini 

tamamladığı düĢünülmektedir (40, 92, 145). 

 

ġekil 2: E. coli O157:H7 oluĢum süreci (145). 

 

3. 2. 1. Etiyoloji 

E. coli O157:H7 serotipini içeren EHEC grubunun patojenik bir sınıf olarak 

kabul edilmesi iki epidemiyolojik olay sonucunda olmuĢtur. Ġlki, Riley tarafından 

1983 yılında çıkan salgında bildirilen, abdominal kramp, sulu diyare ve sonrasında 

kanlı diyare ile seyreden gastrointestinal hastalıktır. Bu hastalık hemorajik kolitis 

olarak adlandırılmıĢ ve az piĢirilmiĢ kontamine hamburgerlerin tüketilmesi ile ortaya 

çıkmıĢtır (112). Ġkincisi ise Karmali tarafından hemolitik üremik sendrom ile fekal 

sitotoksin arasındaki iliĢkinin ortaya konmasıdır. 
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HUS; kanlı ishal, akut böbrek yetmezliği, trombositopeni ve 

mikroanjiyopatik hemolitik anemi ile karekterize ve HK‟den farklı bir tablo olarak 

tanımlanmıĢtır. Bu iki klinik bulgu ve spesifik sitotoksin üretimi bağırsak ve böbrek 

hastalıkları yapan yeni bir enterik patojenin tanımlanmasına neden olmuĢtur (138). 

BaĢlangıçta araĢtırmacılar ETEC grubunda yer almayan ve LT taĢımayan 

ama HeLa hücre kültüründe sitopatik etki yapan E. coli serotiplerini keĢfetmiĢlerdir. 

HeLa hücrelerindeki sitopatik etkinin Shigella dysenteriae 1‟e karĢı hazırlanan 

antitoksin ile nötralize edildiği saptanmıĢ ve Shigella benzeri toksin taĢıyan E. coli 

etkenlerinin Vero hücrelerinde de sitotoksik etki yaptığı ortaya konmuĢtur (138). 

O‟Brien, Shigella benzeri toksin ile Vero sitotoksinin aynı olduğunu 

bulurken, Riley ise salgınlardan izole edilen etkenin E. coli O157:H7 olduğunu 

belirtmiĢtir. Sonraki çalıĢmalarda Kanada‟da HK hastalarından izole edilen E. coli 

O157:H7 suĢlarının Vero hücrelerinde sitotoksik olduğu, baĢka bir çalıĢmada ise 

Vero hücrelerinde sitotoksik olan Shigella benzeri toksin taĢıyan E. coli etkenlerinin 

HK ve HUS‟ta ortak virülens faktörlerini kullandığı bildirilmiĢtir (42, 119, 127, 

138). 

Bu patojenin özelliklerinin keĢfedilmesine paralel olarak farklı isimlerle 

anılması söz konusu olmuĢtur. Verotoksijenik E. coli ya da verotoksin üreten E. coli 

(VTEC) adı, Vero hücrelerinde yaptığı etkiden dolayı verilmiĢtir. Diğer yandan 

genetik olarak çok yakın iliĢkili olduğu Shigella dysenteria tip 1 ile benzer yapıda 

toksin üretmesinden dolayı Shigella benzeri toksin üreten E. coli (Shiga-Like toxin 

producing E. coli, SLTEC) ya da kısaca shiga toksin üreten E. coli (shigatoxin 

producing E. coli, STEC) olarak anılmıĢtır. STEC ve VTEC günümüzde aynı etkeni 

tanımlamaktadır. Enterohemorajik E. coli ise HK ve HUS vakalarından izole edildiği 
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için stx taĢıyan, A/E lezyonlarına neden olan ve enterohemolizini kodlayan plazmidi 

taĢıyan suĢlara verilen isimdir. EHEC suĢları STEC suĢlarının bir alt kümesidir (112, 

138). Günümüzde insanlarda enfeksiyona neden olan 100‟ün üzerinde STEC 

serotipi tanımlanmıĢ olup, bunların en önemlisi O157:H7 olarak kabul 

edilmektedir. 

STEC O157; Kuzey Amerika, Japonya ve çoğu Avrupa ülkesinde izole 

edilmektedir. Bunun yanı sıra O157 olmayan STEC suĢları (non O157 STEC) 

Avustralya, Arjantin gibi ülkelerde daha sık gözlenmektedir. VTEC terimi daha 

çok Avrupalı bilim adamları tarafından, STEC ise Amerikalı bilim adamları 

tarafından kullanılmakla beraber yaygın olarak STEC ismi kabul görmektedir (66, 

134, 149). 

EHEC; gıda mikrobiyolojisi, veteriner ve insan hekimliği, moleküler 

genetik ve halk sağlığı gibi birçok disiplinin çalıĢma konusudur (108). Diyarejenik 

E. coli‟lerin neden olduğu gıda kaynaklı hastalıkların klinik, halk sağlığı ve 

ekonomik önemi vardır. Sadece E. coli O157:H7 serotipinin neden olduğu 

hastalıkların tedavi giderleri ve iĢgücü kaybı bedelinin yılda 229-610 milyon dolar 

olduğu tahmin edilmektedir (15). 

 ABD Hastalık Kontrol ve Koruma Merkezi (Centers for Disease Control 

and Prevention, CDC) verilerine göre sadece ABD‟de gıda kaynaklı mikrobiyolojik 

hastalıklar yılda 76 milyon vakaya neden olmakta, bunlardan 300.000‟i tedavi 

görürken 5000 ölüm görülmektedir. E. coli O157:H7 ise 20.000 vaka ve 250 

ölümden sorumlu tutulmaktadır (15). 

E. coli O157:H7 serotipi diğer E. coli 'lerden, sorbitolü geç fermente etmesi, 

 - glucuronidase enzimine sahip olmaması, buna karĢın intimini kodlayan eae 
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genine sahip olması ve enterohemolizin üretimi ile ayrılır. E. coli’lerin % 95‟i 

sorbitolü 24 saat içinde fermente ederken E. coli O157:H7 sorbitolü 48 saat içinde 

fermente edememektedir. Yine E. coli‟lerin % 97‟si ß-glucuronidase enzimi 

içerirken E. coli O157:H7 serotipi ß-glucuronidase negatiftir (92). 

E. coli O157:H7 serotipi de diğer E. coli‟ler gibi optimum olarak 37 
o
C‟de ve 

pH 7,2‟de geliĢir. ÇeĢitli araĢtırmalar gıda kaynaklı HK vakalarında anahtar rol 

oynayan E. coli O157:H7‟nin aside dirençli olduğunu ve bu toleransının midenin 

kuvvetli asit ortamından rahatlıkla geçmesini sağladığını göstermiĢtir. Bu bakterinin 

aside direnci, insanlarda enfeksiyon dozunun çok düĢük olmasını etkileyen bir faktör 

olarak kabul edilmektedir. E. coli O157:H7 Salmonella etkenelerine göre asidik 

ortamlarda daha uzun süre canlı kalabilmekte, pH 1-2 olan insan midesinde yaklaĢık 

3 saat süren sindirim sırasında canlı kalabilmesi ve buradan bağırsağa geçmesi bu 

iliĢkiyi açıklamaktadır. Benzer Ģekilde mayonez, fermente etler, peynir gibi asitli 

gıdalarda diğer patojenler inhibe olurken, E. coli O157:H7‟nin rahatlıkla 

geliĢebildiği gösterilmiĢtir. Bu özelliği ile elma suyu ve geleneksel olarak güvenli 

kabul edilen fermente et ürünlerinde de canlılığını koruyabilmektedir (135, 173). 

 

3. 2. 2. Virülens Faktörleri 

EHEC konusunda yapılan bilimsel çalıĢmaların çoğu etkene ait virülens 

faktörleri ve bu faktörlerin insanlardaki patojenitesi üzerinedir (ġekil 3). Hastalık 

tablosunun ortaya çıkmasında stx üretimi önemli olmasına rağmen tek baĢına 

yeterli değildir. Tam anlamıyla hastalığın Ģekillenmesi ve yaĢamı tehdit edici 

boyutlara ulaĢması için EHEC suĢları A/E lezyonlarına ilaveten virülens 
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faktörlerini kodlayan plazmidlere de sahip olmalıdır. Etkenin patogenezinde rol 

alan birçok virülens faktörü tanımlanmıĢtır (42, 52). 

 

ġekil 3: EHEC virülens faktörleri (138). 

 

3. 2. 2. 1. Shigatoksin 

Shigatoksinler EHEC‟in temel virülens faktörleridir. Bu toksin hastalarda 

baĢta ölüm olmak üzere birçok semptomun ortaya çıkmasına neden olmaktadır. 

Shigatoksinler, bakteriyofajlar tarafından sentezlenerek stx1 ve stx2 olmak üzere 

iki alt gruba ayrılırlar. Stx2 grubu, stx1 ve S. dysenteriae shigatoksin tip 1 ile % 50-

60 homolog sekansa sahiptir. Stx1 ise S. dysenteriae shigatoksin tip 1‟den bir 
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amino asit farklıdır ve antijenik olarak bu toksinden ayırt edilemez (66, 87). Stx1 

stabil yapıda bir toksin olmasına rağmen stx2 değiĢkendir ve stx2, stx2c, stx2d, stx2e 

ve stx2f varyantlarını içeren geniĢ bir listeye sahiptir. STEC suĢları, stx1 ve stx2‟yi 

ayrı ayrı bulundurabildiği gibi her iki toksini birden barındırabilmektedir. 

Özellikle stx2, elde edilen izolatlarda daha fazla bulunmaktadır. Toksinlere bağlı 

komplikasyonlar ise konakçı ve toksinin türüne göre değiĢmektedir (42, 162, 

168). 

 

3. 2. 2. 2. LEE-Ġntimin 

EHEC‟in epitel hücresine bağlanması birçok sinyal aktarım 

mekanizmasını uyarmaktadır. Bu sinyal aktarımından sorumlu genler 35 kb 

büyüklüğündeki enterosit silme lokusu olarak adlandırılan (locus of entorocyte 

effacement, LEE) patojenite adasından (pathogenicity island, pais) kodlanırlar (3). 

LEE, üç farklı birimden oluĢmakta, birincisi efektör molekülleri üreten tip III 

sekresyon sistemi (ġekil 4), ikincisi tip III sekresyon sisteminde görev alan 

proteinler (Espa, Esp vs), üçüncüsü ise intimin ve konakçı hücresinin plazma 

membranına yerleĢen ve yer değiĢtiren intimin reseptörüdür (translocated intimin 

receptor, Tir) (42). 

LEE‟nin hem EPEC hem de EHEC suĢlarında bulunduğu ortaya 

konmuĢtur (82). E. coli O157:H7‟nin bağırsak kolonizasyonunda rol oynayan ve 

bağlanma faktörü olarak bilinen 94-97 kilodalton (kDa) büyüklüğündeki bir dıĢ 

membran proteini olan (outer membrane protein, OMP) intimin, eae geni 

tarafından kodlanır. 
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ġekil 4: LEE tip III sekresyon sistemi (82). 

 

Ġntiminin iki fonksiyonel rolü olup N terminal ucu (EPEC ve EHEC‟de 

aynı yapıya sahip) bakteri dıĢ membranında çıkıntı Ģeklinde yapı oluĢturur ve 

dimerizasyonu sağlar. C terminal ucu (bakteriye göre değiĢkenlik gösterir) ise 

bakteriden uzayarak konakçı hücresinin plazma membranındaki reseptörlere 

bağlanır (82). Ġntiminin C-terminal ucundaki reseptöre bağlanan kısım serotiplere 

göre değiĢiklik gösterebilir. Bu nedenle intimin taĢıyan EPEC ince bağırsak 

patojeni iken, EHEC kalın bağırsak patojenidir (42, 138). 
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LEE‟de yer alan eae geni, bakterinin mukozal epitel hücrelerine 

bağlanarak A/E lezyonları oluĢturmasını sağlar. A/E baĢlıca, etkenin bağırsak 

epitel hücrelerine tutunması, mikrovililerin silinmesi ve epitel hücre yapısında 

değiĢiklikler meydana gelmesi ile karakterizedir. Tek baĢına A/E lezyonları dahi 

ishal nedeni olabilir (66). 

Sekans ve antijenik çeĢitliliğine göre çeĢitli intimin alt tipleri ortaya 

konmuĢtur. Bunların baĢlıcaları α, ß, ε, γ intimin türleridir. Intimin α genellikle 

EPEC suĢlarında bulunurken, intimin γ ve ε EHEC suĢlarında bulunmaktadır (42). 

LEE pozitif suĢlar, enfekte hücrede fonksiyonları bakteri lehine çevirmek 

için ökaryotik hücreye çeĢitli proteinler yollarlar. Bu proteinlerden bir kısmı tip III 

sekresyon sitemini oluĢtururken, bir kısmı ise efektör moleküller olarak görev 

yaparlar (42, 120). 

Konakçı hücre membranında bakteriye ait tip III sekresyon sistemi 

tarafından oluĢturulan Tir, intiminin bağlandığı reseptördür. Bu protein (Tir) 

konakçı hücre membranına yerleĢerek amino (NH3) ve karboksil (COOH) uçları 

ile intiminin bağlanacağı yapıyı oluĢturur. Tir-intimin bağlanması gerçekleĢtikten 

sonra tirozin fosforilasyonu ve aktin polimerizasyonu sonucu aktin filamentleri 

kümelenerek etken ile konak hücre arasında daha sıkı bir bağlanma Ģekillenir. Bu 

bağlanma ile mikrovillüsler silinir ve bakteri tarafından üretilen efektör proteinler 

konak hücreye aktarılır. Bu durum bağlanma ve silinme (A/E) ile sonuçlanır (82). 

 

3. 2. 2. 3. Plazmidler 

E. coli O157:H7 suĢları virülensleri açısından önemli olan plazmidlere 

sahiptirler. Bu plazmidler pO157 olarak adlandırılır ve 93,6-104 kb büyüklüğünde 

olup, enterohemolizini kodlayan genin büyüklüğü 3,4 kb civarındadır. Plazmidler 
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tarafından kodlanan ve epitel hücrelerine bağlanmada rolü olan yaklaĢık 35 

protein tanımlanmıĢ olup, bunlardan fimbriya en önemlisidir. 

Plazmidler ETEC suĢlarının bağlanmasında görevliyken, EHEC‟de 

bağlanma intimin ile gerçekleĢmektedir. Yapılan bir çalıĢmada insan E. coli 

O157:H7 suĢlarının % 99‟unda pO157 plazmidi tespit edilirken, O157:H7 

olmayan STEC suĢlarının % 81‟inde bu plazmide rastlanmıĢtır (138). Almanya‟da 

yapılan bir çalıĢmada hastalardan izole edilen STEC suĢlarının % 90‟ında pO157 

tespit edilmiĢtir. AraĢtırmacılar pO157 bulundurmayan E. coli suĢlarıyla yaptıkları 

çalıĢmada bağlanma oranında düĢüĢ veya hiç bağlanma olmaması gibi bir durum 

gözlemlemiĢlerdir. Patogenezisteki rolü tam olarak aydınlatılamamıĢ olmasına 

rağmen enterohemolizini kodlaması ve epitel hücrelerine bağlanmada görev 

alması nedeniyle bu plazmidlerin bakteri virülensi açısından önemli olduğu 

belirtilmektedir (42, 138) 

 

3. 2. 2. 4. Enterohemolizin 

E. coli O157:H7 suĢlarında enterohemolizini kodlayan genler plazmitte yer 

almaktadır. Bu toksini kodalayan gen ehxA geni olup, invaziv E. coli‟ler 

tarafından çeĢitli tiplerde (α, β) hemolizinler üretilmektedir. Ancak üretilen 

hemolizinlerden bir tanesi EHEC‟e spesifiktir. Eritrositlere olan etkileriyle tespit 

edilen ve EHEC suĢlarıyla iliĢkisi ortaya konan bu hemolizinlere enterohemolizin 

(EHEC-Ehly veya Ehx) adı verilmiĢtir. Enterohemolizin üropatojenik E. coli, 

Mannheimia haemolytica ve diğer insan patojenlerine ait toksinlerin yer aldığı 

RTX toksin ailesinde bulunur. Enterohemolizin, hedef ökaryotik hücrenin 
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sitoplazmik membranından giren ve porlar meydana getiren monomerik yapıdaki 

por Ģekillendiren bir toksindir (38, 118, 158). 

Enterohemolizin, O157:H7‟lerin çoğunda ve O157 olmayan STEC 

suĢlarının bazılarında da bulunmaktadır. Enterohemolizinin rolü kesin olarak 

bilinmemekle birlikte, bu virülens faktörüne sahip E. coli O157:H7 suĢları, 

eritrositleri lize ederek açığa çıkan hemoglobinden sağladığı demir kaynağı 

sayesinde konakçıda daha fazla üreme yeteneği gösterir (118, 138). 

 

3. 2. 3. Patogenezis 

Birçok hayvan türünden shigatoksijenik E. coli O157 izole edilmesine 

karĢın hayvanlarda, insanlardakine benzer klinik semptomlar bildirilmemiĢtir. 

Domuzlarda 1949 yılında ödem hastalığına neden olan bir toksin keĢfedilmiĢ ve 

ödem hastalığı toksini olarak adlandırılmıĢtır. Daha sonra shigatoksinlerin 

keĢfedilmesi ile bu toksinin stx2e alt tipi olduğu tespit edilmiĢtir. Stx2e üreten 

STEC suĢları domuzlarda ödem hastalığına neden olurken stx1 toksini üretmezler. 

Domuzlarda stx2 damarlarda hasara ve hemorajiye neden olarak, etkilenen 

dokularda ödem oluĢturur. STEC suĢları en çok sığır, koyun ve keçilerden izole 

edilmiĢ olmasına karĢın köpek, domuz ve kedilerde de nadiren gözlenmektedir. 

Ayrıca atlarda, kanatlılarda, sineklerde ve vahĢi hayvanlarda da izolasyon 

bildirilmiĢtir (4, 66, 155). 

Ġnsanlarda toksijenik özelliği olan EHEC suĢları sağlıklı evcil hayvanlarda 

da bulunmaktadır (110). Yapılan çalıĢmalara göre EHEC O157:H7 hayvanlarda 

hastalığa neden olmamaktadır. Özellikle sığırlar O157:H7 ile kolonize olmalarına 

rağmen herhangi bir hastalık belirtisi tespit edilmemiĢtir. Bunun nedeni olarak ise 
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sığırlarda Gb3 reseptörlerinin bulunmaması, etkenin invazyona neden olabilecek 

özellikte olmaması düĢünülmektedir (55). 

Yapılan bir çalıĢmada, bir günlük civcivlere oral yolla E. coli O157:H7 

(10
8
) verilerek etkenin kolonizasyonu ve gayta ile atılımı incelenmiĢtir. Kontrol 

ve deney grubundaki hiçbir hayvanda diyare, solunum güçlüğü ve ağırlık kaybı 

gibi herhangi bir klinik belirti tespit edilmemiĢtir. Etkenin en çok sekuma 

yerleĢtiği ve 4-28. günlerde en yüksek sayıda bulunduğu tespit edilmiĢtir. Ayrıca 

enfekte civcivlerin 90 güne kadar etkeni taĢıdığı ortaya konmuĢtur (28). BaĢka bir 

deneysel çalıĢmada ise etkenin gayta ile atılımının dört ay sonunda en yüksek 

seviyeye çıktığı ve 10 ay kadar devam ettiği bildirilmiĢtir (159). 

STEC suĢları için stx üretimi ve konakçıda kolonize olması virülens 

açısından önemli olmakla birlikte, patogenezde birçok virülens faktörü rol 

oynamaktadır. Bütün STEC‟ler HK veya HUS‟a neden olmayabilir, bahsedilen 

hastalık tablolarının oluĢması için diğer virülens faktörlerine de ihtiyaç duyulabilir 

(42). 

E. coli O157:H7‟nin insanlarda yapmıĢ olduğu hastalıklar HK, HUS ve 

trombotik trombositopenik purpura (TTP) olmak üzere üç Ģekilde görülür (151). 

Bunlardan HK, aniden ortaya çıkan kramplı karın ağrıları ile baĢlar ve 24 - 48 saat 

içinde sulu diyare ile devam eder. Diyare sırasında görülen kan artar ve dıĢkı 

zamanla tümüyle kanlı olabilir. Hastalığın ortaya çıkması genellikle 3-9 gün 

(ortalama 4 gün), hastalık süresi ise 2-9 gündür (66, 92). 

Shigatoksin üretimi EHEC hastalıkları için bir ön koĢuldur. Toksin 

intestinal epitel hücrelerini geçebilme yeteneğinde olup, bağırsak, böbrek ve diğer 

iç organlara giden kılcal damarların endotel hücrelerine ulaĢma yeteneğine 
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sahiptir (170). Glomerül ve beyne ait mikrovasküler endotel hücreleri üzerine 

etkileri, HUS ve merkezi sinir sistemi bozukluklarına sebep olan protrombotik ve 

proinflamatuar etkinlikleri nedeniyle shigatoksinler ishal sonrası komplikasyonları 

ile hayatı tehdit etmektedir (51). 

Shigatoksinler, ökaryotik hücre yüzeyinde bulunan ve spesifik glikolipid 

reseptörü olan globotriaosylceramide (Gb3) bağlanır. Gb3 stx1 için asıl 

reseptörken, stx2 ve varyantları Gb4 reseptörlerini kullanır. Nadiren de olsa bazı 

HUS hastalarından stx2 sentezleyen suĢlar izole edilmiĢtir. Ġnsanların bazı 

organları Gb3 yönünden zengin olup bu reseptöre bağlanan toksin, 28S rRNA‟yı 

bloke ederek protein sentezini inhibe eder. Protein sentezindeki bozulma renal 

endotel hücrelerinin, intestinal epitel hücrelerinin veya Gb3 reseptörüne sahip 

herhangi bir hücrenin ölmesine sebep olmaktadır. Gb3, insan böbrek hücrelerinde 

yüksek oranda bulunmakta olup, stx‟in böbrek endotel hücreleri için sitotoksik 

olduğu in vitro olarak da ortaya konmuĢtur. Glomerüler endotel hücrelerinde 

ĢiĢkinlik, glomerül içinde trombosit ve fibrin artıĢı böbreklerde meydana gelen 

toksine bağlı baĢlıca değiĢikliklerdir. Stx, glomerüler endotel hücrelerinde hasara, 

kapillar damarlarda daralmaya, glomerül damarlarında trombosit ve fibrin artıĢı 

sonucu tıkanmaya neden olur. Glomerüler filtrasyonun azalması, akut renal 

yetmezliğe neden olur ve bu HUS için tipik bir durumdur. Daralan damarlar 

eritrositlere zarar verir ve HUS‟ta parçalanmıĢ eritrositler gözlenmesinin sebebi 

budur. Stx2, HUS geliĢmesinde stx1‟den daha fazla öneme sahip olup bu toksini 

salgılayan O157:H7 suĢlarının, stx1 sentezleyenlerden daha fazla HUS‟a neden 

olduğu rapor edilmiĢtir (108, 138, 153, 168). 
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EHEC O157:H7 kökenli ishaller sonucunda, sporadik vakalarda % 2-7, 

salgınlarda ise % 20 oranında HUS gözlenmektedir. HUS, mikroanjiyopatik 

hemolitik anemi, trombositopeni ve akut böbrek yetmezliğini içeren üç klasik 

durumdan oluĢur. Çocuklarda akut böbrek yetmezliği yapar ve sınırlı tedavi 

seçeneği olup, hemodiyaliz ve destek tedavisi uygulanmaktadır. Bunların 

dıĢındaki tedaviler Ģikâyetleri ortadan kaldırmakta çok etkili olmamaktadır. 

Etkilenen çocukların % 3-5‟inde ölüm ve % 12-30‟unda böbrek yetmezliği, 

hipertansiyon ve merkezi sinir sisteminde etkilenmeler ortaya çıkmaktadır (66, 87, 

92, 138, 147). 

TTP‟da ise klinik ve patolojik özellikler HUS‟a benzer, ancak merkezi sinir 

sistemi bozukluğu genellikle temel özelliktir. Hastalıkta beyinde kan pıhtısı oluĢur 

ve bu durum genellikle ölümle neticelenir. Bununla beraber E. coli O157:H7 

enfeksiyonlarında TTP‟nin nadir olarak görüldüğü bildirilmektedir (92, 153). 

E. coli O157:H7 enfeksiyonları gençlerde daha etkilidir. Japonya‟da yapılan 

araĢtırmalarda gençlerin ve çocukların E. coli O157:H7 serotipinin yapmıĢ olduğu 

hastalıklara duyarlılığı açık bir Ģekilde gösterilmiĢtir. DıĢkılarında bu bakteriye 

rastlanan 20 yaĢ altındaki kiĢilerin % 80‟den fazlası tipik semptomları gösterirken, 

yine dıĢkılarında E. coli O157:H7 serotipi bulunan 30-46 yaĢ arasındaki kiĢilerin % 

70‟inde tipik semptomlar gözlenmemiĢtir (92, 168). 

 

3. 2. 4. Epidemiyoloji 

E. coli O157 sığır, koyun, keçi, domuz, kedi, köpek, piliç, martı gibi pek 

çok hayvanın gaytasında bulunabilir. Etkenin, insanlara bulaĢmasında en önemli 

kaynağın sığırlar olduğu bildirilmektedir. Birçok ülkedeki sığır iĢletmelerinde E. 
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coli O157‟nin % 1-15 oranında tespit edildiği rapor edilmiĢtir (138, 154). Etkenin 

epidemiyolojisinde dikkat çeken unsurlar, enfektif dozun düĢük olması ve baĢta 

sığır olmak üzere sindirim sisteminde etkeni taĢıyan hayvanlar aracılığıyla 

kontamine edilen gıda ve suların tüketilmesidir (33, 75, 163). 

Genel olarak besi ve süt sığırları etkenin baĢlıca rezervuarı olarak kabul 

edilmesine karĢın, çiftlik çevresinde bulunan koyun, geyik, köpek, kuĢ, sinek, at, 

yem, su ve insanlardan alınan örneklerden E. coli O157 izole edilmesi sığırların 

etken rezervuarlarından yalnızca birisi olduğu kuĢkusunu artırmaktadır (50). 

AraĢtırmaların çoğu sığırlarda gerçekleĢtirildiğinden, diğer potansiyel 

rezervuar hayvanların özellikle kanatlıların rolü hakkındaki bilgiler yetersiz 

kalmaktadır. Sığırlar ve etken izole edilen diğer hayvanlar göz önüne alındığında, 

etkenin konakçı spesifitesi ve ekolojisi hakkındaki verilerin yetersiz olduğu 

görülmektedir. 

Hancock ve ark. (1998), E. coli O157‟nin doğada yaygın olmasının, 

sporadik olarak ruminant ve ruminant dıĢındaki hayvanlarda kolonize olmasıyla 

ilgili ekolojik bir hipotez sunmuĢtur (94). Bu hipoteze göre; E. coli birçok 

mikroorganizma gibi çevrede ve çiftliklerde bulunmaktadır. Bu nedenle sığırlar 

etkenin konakçılarından birisidir ve diğer türler düĢünüldüğünde belki de en 

düĢük öneme sahiptir. Her ne kadar çiftlikler arası bulaĢmanın sığırlar aracılığı ile 

olduğu söylense de bu olay sığır dıĢındaki hayvanlarla da gerçekleĢebilir (94, 

122). 

E. coli O157 prevalansının mevsimsel olarak değiĢtiği bildirilmiĢ olup, 

genelde yaz aylarında etkende artıĢ olduğu gözlenmiĢtir. Etkenin yayılmasında rol 
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oynayan risk faktörleri tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte iklim, yağıĢ, 

ıĢıma periyodu, sürü yönetimi gibi faktörler etkili olabilir (66, 121, 157). 

Etken baĢta sığır olmak üzere domuz, koyun, kanatlı etleri ve yine baĢta 

hamburger ve köfte olmak üzere kıyma ile hazırlanan et ürünlerinden sıklıkla izole 

edilmektedir. Farklı hayvanların dıĢkılarının, eti farklı düzeylerde kontamine 

edebileceği gösterilmiĢtir (7, 30, 92). 

Beyaz etin daha sağlıklı olması nedeniyle tüketimi, kırmızı ete göre her 

geçen gün daha da artmaktadır. Kırmızı et tüketiminin çeĢitli nedenlerle (günümüzde 

et fiyatların yükselmesi, besicilikle ilgili problemler) giderek azalmasıyla ortaya 

çıkan hayvansal protein açığı, tavuk eti üretimindeki artıĢlarla dengelenmeye 

çalıĢılmaktadır. Türkiye‟de fert baĢına düĢen piliç eti tüketimi 1990 yılında 3,8 kg 

iken 2008‟de 15,7 kg‟a yükselmiĢtir (11, 12). Bu durumda, E. coli O157 ile 

kontamine tavuk etlerinin tüketilmesinin insan sağlığını ciddi Ģekilde 

etkileyebileceği söylenebilir. 

Kesim veya iĢleme esnasında etlerin E. coli O157 ile kontamine olması, bu 

patojenin gıda zincirine girmesine neden olmaktadır (21). Süt ürünlerinde E. coli 

kaynağı çoğunlukla fekal kökenlidir. Bu yüzden özellikle kıyma ve pastörize 

edilmemiĢ süt gibi çiğ veya az piĢmiĢ gıdaların tüketilmesi E. coli O157:H7‟nin 

en önemli bulaĢma yoludur. Son bulgular, sığır gaytasıyla kontamine sebze ve 

meyvelerin de E. coli O157 suĢlarının taĢınmasına katkı sağladığını ortaya 

koymaktadır (2, 14). 

Ġnsanlarda E. coli O157 enfeksiyonlarından kaynaklanan en büyük salgın 

1996 yılında Japonya‟nın Sakai Osaka Ģehrinde meydana gelmiĢtir. Bu salgında 
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çoğu öğrenci olan 8000 kiĢi etkilenmiĢtir. Etkene maruz kalan 106 çocukta HUS 

ĢekillenmiĢ ve bunlardan üç tanesi ölmüĢtür (179). 

Kuzey Amerika‟da 1992-1993 yılı kıĢ mevsimi boyunca Washington, 

Idaho, Nevada, ve Kaliforniya‟yı kapsayan dört batı eyaletinde çoğunluğu çocuk 

olan 723 kiĢide E. coli O157:H7 enfeksiyonu gözlenmiĢtir. Çocukların 55‟inde 

HUS belirlenmiĢ ve bu hastalardan dördü ölmüĢtür (107). 

Avrupa‟daki en büyük O157:H7 salgını ise 1996 yılında Ġskoçya‟da 

görülmüĢtür. Yalnızca bir kasaptan alınan etken ile kontamine eti tüketen 501 kiĢi 

hastalanmıĢ ve bu hastalardan 20‟si hayatını kaybetmiĢtir (54, 125). Kuzey 

Amerika ve Ġngiltere‟de meydana gelen enfeksiyonlar, hamburger veya sığır eti 

ürünlerinin tüketilmesiyle meydana gelmiĢtir (87, 107). 

ÇeĢitli araĢtırma sonuçları bu bakterinin memeli ve kanatlı hayvanların 

gaytaları ile ete, süte, toprağa, suya ve dolayısıyla tüm çevreye yayıldığını 

göstermiĢtir. Dünya çapındaki enfeksiyonların çok büyük bir bölümü yetersiz 

piĢirilmiĢ et ve pastörize edilmemiĢ süt olmak üzere sığır kaynaklı kontamine gıdalar 

ile olmuĢtur (61). Yeterince piĢirilmemiĢ kontamine sığır etlerinin ve nadiren de olsa 

çiğ sütlerin tüketilmesiyle insanlarda bu serotipten kaynaklanan pek çok vakanın 

görülmesi, sığırların etkenin baĢlıca rezervuarı olarak kabul edilmesine sebep 

olmuĢtur. Sığır etlerinin yanı sıra, domuz ve koyun etlerinden hazırlanan hamburger 

ve köfte gibi kıymalardan ve piliç karkaslarından etken izolasyonu bildirilmektedir 

(5). 

Amerika‟nın üç büyük eyaletinde ve 29 ülkede 2003 yılında yapılan E. coli 

O157 prevalans çalıĢmasında besi sığırlarından % 13,8, süt sığırlarından % 5,9, 

domuzlardan % 3,6, koyunlardan % 5,2 ve keçilerden % 2,8 oranında etken izole 
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edilmiĢtir (13). Sığırlar baĢlıca rezervuar kabul edilmekle beraber (93, 180), bu 

patojeni barındıran koyun, keçi, domuz, köpek, at, kanatlı ve geyikler de 

potansiyel rezervuarlardır (44, 78, 111, 117). 

Doyle ve Schoni (1987), et ve et ürünlerinde yapılan bir çalıĢmada sığır 

etlerinde % 3,7, kuzu etlerinde % 2 ve tavuk etlerinde % 1,5 oranında E. coli 

O157 izolasyonu bildirmiĢlerdir (65). 

Hindistan‟da 500 tavuk ve 25 güvercinin izlendiği çalıĢmada iki tavuk ve 

bir güvercinden E. coli O157 izole edilirken (178), Wallace ve ark. (1997), martı 

orijinli 691 E. coli suĢundan 13 (% 1,9) tanesinin O157 serotipi olduğunu ortaya 

koymuĢtur (176). Oral yolla farklı dozlarda E. coli O157 verilerek yapılan bir 

deneysel çalıĢmada, tavukların inokülasyondan 10-11 ay sonraya kadar etkeni 

taĢıdıkları ortaya konmuĢtur. Aynı çalıĢmada 11 ayın sonunda tavukların % 13,9 

(14/101)‟unun yumurta kabuğundan E. coli O157 izole edilirken, yumurta 

sarısında ve akında etkene rastlanmamıĢtır (159). 

Fransa‟da yapılan bir baĢka araĢtırmada ise tavuk, sosis ve sığır kıyması 

incelenmiĢ ve dört tavuk örneğinde verotoksin oluĢturmayan E. coli O157 tespit 

edildiği bildirilmiĢtir (5). Abdul-Raouf ve ark. (1996) Mısır‟da 50 tavuk örneğinin 

ikisinden E. coli O157 izole ederken (1), hindilerle yapılan baĢka bir çalıĢmada % 

1,4 oranında E. coli O157 izole edilmiĢtir (96). 

Türkiye‟de etkenin insanlardaki prevalansı hakkında yeterli bilgi 

bulunmamaktadır (91). Ġlk defa Zarakolu ve ark. (1999), insanlardan O157 

izolasyonunu bildirirken (188), kıyma ve hamburgerde ise ilk olarak 1998‟de 

izolasyon yapılmıĢtır (25). Türkiye‟de sığırlarda yapılan çalıĢmalarda etken 
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izolasyonunun % 1,3 -16,6 arasında değiĢtiği rapor edilmiĢtir (22, 57, 142, 186, 

187). 

Türkiye‟de baget, göğüs ve kanattan oluĢan 190 tavuk karkasıyla yapılan 

bir çalıĢmada % 1,1 (2/190) oranında O157 serotipi izole edilmiĢtir (5). Farklı 

kanatlı türlerinin gastro-intestinal sistemlerinin incelendiği birçok çalıĢma 

tavukların etkenin taĢınmasında büyük öneme sahip olduğunu göstermektedir. 

BaĢka bir çalıĢmada, tavuklarda % 6 (3/50), güvercin ve martılarda ise % 4 (2/50) 

oranında E. coli O157 serotipi izole edilmiĢtir (89). Buna karĢılık uluslar arası 

birçok çalıĢmada, tavuk (35, 46), devekuĢu (124) ve güvercinlerden (60, 148) 

alınan örneklerde E. coli O157 izole edilememiĢtir. 

 

3. 2. 5. Antibiyotiklere Direnç 

Son 20 yılda E. coli O157:H7 izolatlarında antibiyotiklere karĢı dirençte 

artıĢ görülmüĢtür (171). Etkenin farklı hayvan türlerinde hangi antibiyotiklere 

karĢı direnç geliĢtirdiği konusunda birçok çalıĢma yapılmıĢtır (86, 166). Kim ve 

ark. (2005), 23 antibiyotikle yaptığı çalıĢmada izolatların % 45,5 oranında iki ya 

da daha fazla antibiyotiğe direnç gösterdiğini ortaya koymuĢtur (114). Ġzolatlar 

amoksisilin/klavulanik asit ve karbenisiline % 9,1, cephalothine % 18, tetrasikline 

% 18,2, ampsiline % 27,2 ve eritromisine % 100 direnç göstermiĢtir. Hindistan‟da 

yapılan bir çalıĢmada ise ampisiline % 25,4, tetrasikline % 23,8, streptomisine 

%14,3 ve cephalothine % 11,1 oranında direnç tespit edilmiĢtir (114). ABD‟de 

tilmicosine (% 100) Malezya‟da bacitracine (% 100), sulphafurazole (% 77), 

ampisiline (% 57), cephalothine (% 53) ve karbenisiline (% 30) dirençli izolatlar 

bulunmuĢtur (167). Japonya‟da ampisilin, fosfomycin, kanamycin, ve vancomycin 
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etkisiz olarak saptanmıĢtır. Yapılan çalıĢmalarda ortak olarak E. coli O157‟nin 

ampisilin ve tetrasikline yüksek oranda dirençli olduğu tespit edilmiĢtir (14, 114, 

165, 167). 

 

3. 2. 6. TeĢhis 

ġüpheli örneklerde E. coli O157:H7‟nin varlığı genellikle konvansiyonel 

yöntemlerle araĢtırılır. Buna göre; materyalde E. coli O157:H7‟nin varlığının 

gösterilmesi sırasıyla selektif bir sıvı besiyerinde zenginleĢtirme, selektif ve ayırt 

edici bir katı besiyerine ekim, Ģüpheli kolonilerin biyokimyasal ve/veya lateks 

aglutinasyon testleri ile E. coli O157 olarak belirlenmesi ve son olarak izolatın H7 

antijeni içerip içermediğinin belirlenmesi aĢamalarından oluĢur. E. coli O157 

olduğu saptanan izolatların shigatoksin analizlerinin de yapılması gerekmektedir 

(92, 137). Ancak, konvansiyonel teĢhis yöntemleri ile yanlıĢ pozitif ve yanlıĢ 

negatif sonuçların alınması, yeni teĢhis metotlarının geliĢtirilmesinin önünü 

açmıĢtır. Bu amaçla, immunomanyetik seperasyon (IMS), serolojik ve moleküler 

yöntemler kullanılmaya baĢlanmıĢtır. 

 

3. 2. 6. 1. Konvansiyonel Yöntemler 

Ġlk olarak selektif zenginleĢtirme besiyerlerinde etkenin çoğalması 

sağlanır. Daha sonra, selektif antibiyotik ve biyokimyasal ajanlardan oluĢan 

supplement eklenmiĢ Sorbitol MacConkey Agar (SMAC) besiyerine ekim 

gerçekleĢtirilir (45). E. coli O157 izolasyonunda çeĢitli zenginleĢtirme besiyerleri 

kullanılmakta olup, bunlar modifiye tryptic soy broth (mTSB), modifiye E. coli 

broth (mEC) ve Buffered peptone water (BPW) vs. gibi besiyerleridir. Bu 
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besiyerlerine novobiocin, cefixime, cefsulodin, vancomycin gibi antibiyotikler 

katıldığında daha yüksek sensitivite ile izolasyon gerçekleĢtirilebilmektedir. Genel 

olarak 1/9 oranında besiyeri ile homojenize edilen örnek, 41-42 
o
C‟de 24 saat 

inkübasyona bırakılmakta (48) ve bu sürenin sonunda selektif bir katı besiyerine 

ekilmektedir (59, 66, 140). 

Hastalık Kontrol ve Koruma Merkezi (CDC), kanlı ishal veya HUS görülen 

hastalardan alınan numunelerin rutin kültür iĢlemlerinde selektif katı besiyeri olan 

SMAC‟ın kullanılmasını önermektedir. Etkenin hızlı ve güvenilir bir Ģekilde 

izolasyon ve identifikasyonu hastalığın teĢhisi açısından büyük öneme sahiptir. 

Çoğu hasta, genellikle HUS semptomları baĢladıktan sonra hastaneye 

baĢvurmakta ve etken yönünden araĢtırılmaktadır. Ġshalden sonraki iki gün içinde 

alınan gayta örneklerinden E. coli O157:H7 izolasyonu % 100‟e ulaĢmaktadır. Üç 

gün sonra kültür yapıldığında bu oran % 91,7‟ye, altıncı günde ise % 33,3‟e 

düĢmektedir (15, 138). 

Selektif katı besiyeri olarak günümüzde en yaygın kullanılan besiyeri SMAC 

ve bu besiyerinin çeĢitli modifikasyonlarıdır (101, 168). Bu besiyerinin standart 

MacConkey agardan farkı, bileĢiminde laktoz yerine sorbitol bulunmasıdır. E. coli 

O157:H7 serotipi sorbitolü geç fermente etmesinden dolayı bu besiyerinde renksiz 

koloniler oluĢtururken, sorbitolü kullanan bakterilerin oluĢturduğu asitlik bir pH 

indikatörü yardımı ile kolonilerin kırmızı görülmesine neden olmaktadır. Böylece E. 

coli O157:H7 serotipi sorbitol pozitif bakterilerden ayırt edilmektedir (31, 138). 

SMAC agar besiyerleri sorbitol reaksiyonlarına dayalı olarak yeterli düzeyde 

bir ayırt edici özellik sağlamakla beraber, zayıf bir selektiviteye sahiptir ve 

dolayısıyla hedef bakteri yanında pek çok bakterinin de geliĢmesine izin 
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vermektedir. Bu nedenle SMAC agar besiyeri çeĢitli selektif katkılar ile 

desteklenmekte ve böylece besiyerinde diğer etkenlerin üremesi baskılanarak 

selektivite kazandırılmaya çalıĢılmaktadır. Etkenin araĢtırılmasında, 5-bromo-4-

chloro-3-indoxyle--D-glucuronic acid (BCIG), cefixime ve potasyum tellurite, 

ramnoz, cefixime ve 4-methylumbelliferyl--D-glucronide (MUG) katkılı besiyerleri 

çalıĢmalarda kullanılmaktadır (90). Bunlardan yeni bir sefalosporin olan cefixime, 

sorbitol negatif olan Proteus sp.‟nin inhibisyonu için önemlidir. Tellurit ile 

desteklendiğinde E. coli O157:H7 dıĢında kalan ve baĢta yükseltilmiĢ inkübasyon 

sıcaklığı olmak üzere diğer yöntemler ile baskılanamayan diğer E. coli‟leri ve 

Aeromonas sp. türlerini de önemli ölçüde etkilemektedir (59, 66, 92, 136). 

SMAC dıĢında, phenol red sorbitol (PRS) + MUG agar, Levin EMB agar, 

hemorragic colitis (HC) agar, enterohemorrhagic E. coli (EHEC) agar, BCM O157 

agar, CHROMagar O157, modifiye edilmiĢ EMB (mEMB) agar, fluorocult E. coli 

O157 agar ve standart enterik agar besiyerleri de çeĢitli denemelerde kullanılmıĢtır 

(92, 128, 129). 

Klasik yöntemlerle E. coli O157:H7‟nin izolasyonunda yoğun refakatçı flora 

varlığına bağlı olarak sıklıkla yanlıĢ negatif sonuçlar alınabilmektedir. Benzer 

Ģekilde analiz edilen diğer mikroorganizmalarda da olduğu gibi, selektif 

zenginleĢtirme ortamı olarak kullanılan besiyerinde E. coli O157:H7 serotipi ile aynı 

düzeyde geliĢebilen E. coli tip 1, Citrobacter freundii, Enterobacter sp. ve Hafnia 

alvei gibi etkenler üreyebilmektedir. Bu besiyerlerinde, diğer etkenlerin hızla 

çoğalarak E. coli O157‟yi baskılaması nedeni ile hatalı negatif sonuçlar 

alınabilmektedir. Hedef bakterinin selektif sıvı ve katı besiyerlerinde geliĢebilen 

refakatçı flora içindeki oranı en düĢük % 1 olmalıdır. Bu orandan daha düĢük 



37 
 

konsantrasyonlarda bulunacak hedef bakterinin agarda görülmesi ve izolasyonu 

mümkün olmayabilir (140). 

 

3. 2. 6. 2. Serolojik Yöntemler 

E. coli O157 suĢlarının serolojik yöntemlerle belirlenmesinde en yaygın 

olarak kullanılan test, lateks aglutinasyon testidir. SMAC agarda üretilen sorbitol 

negatif koloniler, lateks testine tabi tutularak kısa sürede identifikasyona 

gidilebilir. Bununla birlikte, fekal örneklerde de bulunabilen Escherichia 

hermannii sorbitol negatif olup, E. coli O157 antiserumu ile aglutine olabilmekte 

ve böylece bu iki etken arasındaki serolojik benzerlik yanlıĢ identifikasyon 

sonuçlarına neden olmaktadır (92). 

Sadece “O” antijeni kullanıldığında, diğer bakterilerin lipopolisakkarit 

antijenlerindeki yapısal benzerlikler nedeni ile yanlıĢ pozitif sonuçlar 

alınabilmektedir. Esas olarak O157 poliklonal antikor kullanılan yöntemlerde alınan 

yanlıĢ pozitif sonuçlar bu testlerin yaygın kullanımını kısıtlamıĢtır. O157 poliklonal 

antiserumu Escherichia hermannii, Brucella abortus, Brucella melitensis, Yersinia 

enterocolitica, Salmonella, Pseudomonas maltophilia ve diğer bazı enterik bakteriler 

ile çapraz reaksiyona girmektedir. Bu çapraz reaksiyondan sorumlu olan genel 

epitop hücre duvarı lipopolisakkaridinde bulunan 4-amino-4,6-dideoxy--D-

mannopyranose‟dur (92). 

STEC O157:H7‟nin teĢhisinde kullanılan diğer serolojik yöntemler, 

etkenin O ve H serotipinin ortaya konmasını hedeflemektedir. Bu amaçla; 

enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA), immunofloresan antikor (IFA), 

reverse passive latex aglutinasyon (RPLA) ve immuno peroksidaz gibi birçok 
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testin ticari formları bulunmaktadır (70, 115, 144, 175). Ayrıca, stx1 ve stx2 için 

oluĢturulmuĢ monoklonal antikorları içeren serolojik testler de bulunmaktadır. Bu 

testlerin geliĢtirilmesi ve kullanılmaya baĢlanması daha önemli hale gelmiĢtir, 

çünkü O157 olmayan ama stx içeren suĢlar da bu sayede teĢhis edilebilmektedir 

(56, 59, 84, 139). 

 

3. 2. 6. 3. Ġmmunomanyetik Separasyon (IMS) 

Gıda ve gayta örneklerinden E. coli O157:H7‟nin izolasyonunda yoğun 

refakatçı flora varlığına bağlı olarak klasik yöntemlerle sıklıkla yanlıĢ negatif 

sonuçlar alınmıĢ, benzer Ģekilde selektif zenginleĢtirme ortamı olarak kullanılan 

besiyerlerinde E. coli O157:H7 serotipi ile birlikte diğer mikroorganizmaların 

ürediği gözlenmiĢtir (79). Buna çözüm olarak direkt örneğe ya da ön 

zenginleĢtirme besiyerine, etkene spesifik O157 antikorları ile kaplı manyetik 

boncukları içeren solüsyon eklenerek etkenin saf olarak izolasyonu amaçlanmıĢtır. 

Bu yöntem immunomanyetik separasyon (IMS) olarak adlandırılmakta ve 

Amerika BirleĢik Devletleri Tarım Departmanı (United States Department of 

Agriculture,  USDA), Gıda ve Ġlaç Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) 

ve CDC tarafından E. coli O157:H7‟nin izolasyonu için ön zenginleĢtirmeyi 

müteakip kullanılması önerilmektedir (8, 15, 16, 17, 66). 

 

3. 2. 6. 4. Moleküler Yöntemler 

Son yıllarda genetik materyali hedef alan moleküler yöntemler 

mikroorganizmaların teĢhisi için sıklıkla kullanılmaktadır. Bu amaçla kullanılan 

tekniklerden birisi olan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) bakterilerin teĢhisinde 
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çok önemli bir metot haline gelmiĢtir (9). PCR, serotipi doğrulamada ve virülens 

faktörlerini ortaya koymada oldukça güvenilir bir moleküler yöntemdir. PCR ile 

O157 (rfbE) ve H7 (fliC)‟yi kodlayan genler teĢhis edilerek serotip konfirme 

edilmektedir. Etkene ait virülens genlerinin teĢhisinde stx1, stx2, eae ve ehxA gen 

bölgelerine spesifik PCR metotları geliĢtirilmiĢtir (59, 74). Ayrıca multipleks PCR 

(mPCR) ve real-time PCR da teĢhiste sıklıkla kullanılmaktadır (76). Multipleks 

PCR, birden çok gen bölgesini çok sayıda primer çifti kullanarak bir defada 

amplifiye edebilmektedir. Multipleks PCR ile beĢ primer seti kulanılarak eae, stx1, 

stx2, fliC ve rfbE gen bölgeleri amplifiye edilmiĢtir (100). Real-time PCR ise 

komplementer DNA‟nın hedef DNA ile hibridizasyonu esnasında floresan ıĢık 

yayması esasına göre çalıĢmakta ve florojenik prob sayesinde eĢ zamanlı olarak 

amplifikasyonun izlenmesini sağlamaktadır (76, 164). 

Microarray yöntemi, binlerce spesifik DNA ve RNA sekansını eĢ zamanlı 

olarak ve 1-2 santimetrekarelik küçük bir cam ya da silika lam üzerinde 

incelemeye yarar. Çok hızlı bir analiz yöntemi olmasına karĢın bir takım 

zorlukları vardır. Malzemeleri pahalı ve sınırlı olup bunun yanısıra uzmanlık 

isteyen bir teknolojidir. Bu problemlere rağmen bu teknoloji, yakın zamanda 

çalıĢmalarda kullanılmaya baĢlanmıĢtır (41, 64, 104). 

 

3. 2. 6. 4. 1. Alt Tiplendirme 

Enfeksiyöz etkenlerin gösterdikleri genetik varyasyonlar antijenitelerini 

olduğu kadar patojenitelerini de etkilemektedir. Benzer klinik bulguları 

göstermesine rağmen antijeniteleri ve patojeniteleri farklı alt tipler birçok 

enfeksiyonda gözlenmektedir. Hastalıklardan izole edilen mikroorganizmaların 
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tiplendirilmesi sadece etkin sağaltımda değil aynı zamanda koruyucu önlemlerin 

alınması ve eradikasyon planlarının kısa sürede hazırlanabilmesi açısından da 

oldukça önemlidir (113, 181). 

STEC O157:H7‟nin tiplendirilmesinde fenotipik ve genotipik 

yöntemlerden faydalanılmaktadır. Bir suĢ diğerlerinden farklı fenotipik ve 

genotipik yapıya sahip ise farklı bir izolat olarak kabul edilmektedir. Salgınların 

aydınlatılabilmesi ve vakalar arasındaki iliĢkinin belirlenebilmesi için suĢ 

tiplendirme çok önemlidir. En çok kullanılan fenotipik metotlar; serotiplendirme 

(92, 99), faj tiplendirme (66, 138) ve toksin tiplendirme testleridir (66). 

Fenotipik iliĢkiye bağlı tiplendirme metotlarının, etkenin benzer 

biyokimyasal özellikleri ve toksin alt tipinin tespit edilememesi gibi nedenlerden 

dolayı yetersiz kalması, genotipik veya DNA dizilerine bağlı moleküler 

yöntemlerin geliĢmesine yol açmıĢtır. 

Epidemiyolojik çalıĢmalarda O157:H7 serotipine ait suĢların ayrımı için 

birçok teknik kullanılmaktadır. Diğer patojen bakterilerde olduğu gibi moleküler 

epidemiyolojik teknikler, EHEC salgınlarının araĢtırılmasında çok büyük öneme 

sahiptir. Böylece enfeksiyon kaynağını ortaya koymak mümkün olmaktadır (138). 

BaĢlıca genotipik tiplendirme yöntemleri plazmid DNA analizi (20, 66), 

restriksiyon parçalarının uzunluk polimorfizmleri (Restriction Fragment Length 

Polymorphism, RFLP) (39, 138, 156), ribotiplendirme (24, 112), random 

amplification of polymorphic DNA (RAPD) (98, 114, 152) ve sekans analizleridir 

(58, 177, 185). Bu yöntemlerin avantajları ve dezavantajlarının yanı sıra bugün en 

çok kullanılan ve CDC tarafından tavsiye edilen alt tiplendirme metodu Pulsed 

Field Gel Electrophoresis (PFGE) yöntemidir (15). 
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PFGE tekniğinde, saf kültürlerden elde edilen bakteriler eritilmiĢ agaroz 

jel içerisinde plug adı verilen kaplarda bloklanır ve bu agaroz blok, önce deterjan 

ve enzimle muamele edilerek bakterilerin genomik DNA‟sı elde edilir ve sonra da 

spesifik bir restriksiyon enzimi ile kesilir (83). Makro boyutta kesilen DNA 

fragmentleri dalgalı, değiĢken, dik elektriksel sahada CHEF (countour-clamped 

homogeneous field electrophoresis) tekniği kullanılarak agaroz jelde separe edilir. 

Bu teknikte, otuzdan az DNA fragmenti üretilmekte ve 20 ile 700 kb 

uzunluğundaki 10-20 fragment elde etmek için standart protokollerde kullanılan 

restriksiyon enzimi olan XbaI önerilmektedir. Elektroforez aygıtında 

yürütüldükten sonra oluĢan görünümü gözlemlemek için jel ethidium bromide ile 

boyanarak yorumlanmaktadır (67, 85). 

PFGE analizinde sonuçların, suĢlar arasındaki genetik ve epidemiyolojik 

iliĢkilere göre kategorileri ve bunlara neden olan durumlar dört Ģekilde ortaya 

çıkmaktadır (169): 

1- KarĢılaĢtırılan suĢların restriksiyon görünümleri aynı sayıda banda sahip ve 

bant uzunlukları birbirine uyuyorsa, izolatların genetik olarak identik olduğu 

kabul edilir.  

2- Ġncelenen izolatlar arasında DNA‟da tek bir genetik olay (bir ekleme veya 

çıkma, bir nokta mutasyonu gibi) sonucunda değiĢiklik saptanıyorsa ve fark 2-3 

bant ile sınırlıysa iki suĢun yakın iliĢkili olduğu kabul edilir.  

3- KarĢılaĢtırılan iki suĢ arasında, iki bağımsız genetik olaya bağlı olarak 4-6 bant 

farklı olarak gözlemlenirse suĢların aynı soya ait olmakla birlikte yakın iliĢkili 

olmadığı kabul edilir. 
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4- Üç veya daha fazla bağımsız genetik olay içeren ve yedi veya daha fazla bant 

farklılığı gösteren suĢlar ise birbiriyle ilgisiz olarak değerlendirilir (67, 169). 

PFGE, CDC pulsnet üyeleri tarafından kullanılan bir alt tiplendirme 

metodudur (15, 85). Vaka izleme, araĢtırma ve STEC O157:H7 saha izolatlarının 

epidemiyolojisini belirlemede en yaygın kullanılan alt tiplendirme yöntemidir 

(133, 182). KarĢılaĢtırmalı çalıĢmalar göstermiĢtir ki PFGE, faj tiplendirme, 

plazmid profilinin belirlenmesi ve toksin tiplendirmeyle kıyaslandığında ayrım 

gücü en yüksek alt tiplendirme metodudur (27).  

PFGE, sonuçları tekrarlanabilir bir teknik olup laboratuvarlar arası 

sonuçlar mukayese edilebilir niteliktedir. Bu tekniğin dezavantajı ise zaman alan 

ve pahalı bir teknik olmasıdır (27, 116). PFGE‟yi iki restriksiyon enzimiyle 

paralel yapmak ayrım gücünü artırmaktadır, fakat bu durum çok zaman ve iĢ gücü 

gerektirmektedir. Epidemiyolojik saha çalıĢmalarında mümkünse karma alt 

tiplendirme metotları kullanılması önerilmektedir (23, 43, 66, 138). 

 

3. 2. 7. Tedavi 

EHEC‟de tedavi, destek tedavisi ile sınırlıdır. EHEC suĢları birçok 

antibiyotiğe duyarlı olmasına rağmen antibiyotik kullanımı tercih edilmemektedir. 

Retrospektif çalıĢmalarda, E. coli O157:H7 ile enfekte kiĢilerden antibiyotik 

kullananlarda HUS riskinin arttığı tespit edilmiĢtir. Bu nedenle antibiyotik 

kullanımı EHEC enfeksiyonlarında kontrendike kabul edilmektedir. Antibiyotik 

kullanımının iki nedenle zararlı olabileceği bildirilmiĢtir. Alınan antibiyotiklerle 

bakterinin lize olması, daha fazla toksin açığa çıkmasına neden olabilir veya 

antibiyotikler diğer kolon bakterilerini öldürerek toksinin daha yüksek oranda 
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sistemik absorbsiyona uğramasını sağlayabilir (138). İn vitro çalıĢmalar, EHEC 

O157:H7‟nin antibiyotik (mitomisin) ile muamele edilmesinin toksin salınımını 

arttırdığını ortaya koymuĢtur. Kanser kemoterapotiği olan mitomisinin 

kullanıldığı kanser hastalarında HUS insidensinin arttığı bildirilmiĢtir (183). DNA 

sentezini baskılayan antibiyotiklerin (kinolonlar, tirmetoprim mitomisin) de in 

vitro ve in vivo olarak toksin salınımını artırdığı tespit edilmiĢtir (15, 138, 168, 

183). 

EHEC enfeksiyonuna bağlı kanlı ishalin hiçbir safhasında bağırsak 

motilitesini baskılayan ilaçların veya narkotik ilaçların verilmesi tavsiye 

edilmemektedir. Bu ilaçların verilmesinin HUS ve nörolojik komplikasyonları 

tetikleyebileceği öne sürülmektedir (168). Ancak böbrek kan akıĢını hızlandırması 

için non-steroid antienflamatuar ilaçların verilmesi ve destek sıvı tedavisi 

yapılması önerilmektedir (168, 183). 

EHEC‟ten kaynaklanan böbrek hastalıklarının tedavisinde destek tedavisi 

uygulanmaktadır. Diyaliz kan filtrasyonu, eritrosit transfüzyonu ve trombosit 

infüzyonu gibi destek tedavileri önerilmektedir. Daha ciddi tablolarda böbrek 

nakli de gerekebilir. HUS öncesinde böbreklerin optimum korunması için 

intravenöz sıvı tedavisi uygulanmasının HUS esnasında daha az böbrek hasarına 

neden olduğu bildirilmiĢtir (138, 168, 183). 

Japonya Sağlık Bakanlığı, E. coli O157:H7 enfeksiyonlarında norflaxacin 

kullanılmasını önermektedir. Alternatif bir yol olarak 38 bitkiye ait ekstraktların 

E. coli O157:H7 üzerine in vitro etkisi araĢtırılmıĢ ve bitkilerden iki tanesi etkili 

bulunmuĢtur (174). 
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3. 2. 8. Prognoz 

Yapılan araĢtırmalar, çoğu E. coli O157:H7 olgusunda klinik Ģikâyetlerin 

ve semptomların bir hafta içinde sona erdiğini ve spontan iyiliĢme meydana 

geldiğini ortaya koymaktadır. Hastanede kalma süresi 11 güne kadar 

çıkabilmesine karĢın ortalama yedi gündür. E. coli O157:H7 vakalarının % 

10‟unda HUS geliĢebildiği ve böyle vakaların yaklaĢık % 5‟inde ölüm Ģekillendiği 

bildirilmiĢtir. ĠyileĢen HUS hastalarının bazılarında böbreklerde hasar 

oluĢabildiği, buna karĢın çocuklar ve yaĢlılarda böbreklerde daha ciddi hasarlara 

neden olarak bu organın fonksiyonunu yapamadığı rapor edilmiĢtir (153, 168). 

 

3. 3. AMAÇ 

Bu çalıĢmada; Türkiye‟de teĢhisi bakımından ciddi sıkıntılar yaĢanan ve 

çok az sayıda laboratuvar tarafından izolasyon ve identifikasyon iĢlemi 

gerçekleĢtirilen, gerek hayvanlarda gerekse insanlarda taramalar yapılırken göz 

ardı edilen E. coli O157 serotipinin broyler tavuk örneklerindeki varlığının etken 

izolasyonuyla ortaya konulması, moleküler yöntemlerle karakterize edilerek 

virülens genlerinin saptanması, PFGE ile alt tiplendirmesinin yapılması ve 

böylece izolatların genetik iliĢkilerinin ortaya konması amaçlandı. Ayrıca bu 

çalıĢmada, broyler izolatları ile insan izolatları arasındaki genetik iliĢkiyi ortaya 

koymak amacıyla, hastanelerden temin edilen ishalli hastalara ait gayta örnekleri 

incelendi. 
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

4. 1. Örneklerin Toplanması 

4. 1. 1. Broyler Tavuklarda Örnek Toplanması 

Bu çalıĢma, Türkiye‟nin doğusunda bulunan Malatya ve Elazığ illerindeki 

üç farklı broyler kesimhanesinden alınan örneklerle gerçekleĢtirildi. Bu üç iĢletme 

Malatya, Elazığ, Diyarbakır ve Adıyaman bölgesinde yaklaĢık olarak 30.000 km
2
 

alanda 450 civarında sözleĢmeli üretici (kümes) ile çalıĢmakta ve günlük ortalama 

20.000 adet kesim yapmaktadır. Her kümeste ortalama 12.000 adet broyler 

yetiĢtirilmektedir. Kesimi yapılan broylerler baĢlıca Doğu ve Güneydoğu olmak 

üzere 25 farklı ilin yanı sıra son zamanlarda Kuzey Irak‟ta da tüketime 

sunulmaktadır (iĢletme sahipleri ile kiĢisel görüĢme). Örnekler iki ilde (Elazığ, 

Malatya) bulunan broyler kesimhanesine gelen 25 farklı kümesden alındı. 

Örneklerin alındığı hayvanlar; Elazığ ve Malatya illerinde toplam 16 farklı yerde 

lokalize olup, ortalama yaĢı 43 günlüktü. 

Elazığ ve Malatya illerindeki üç farklı tavuk kesimhanesine Eylül 2009-

Nisan 2010 tarihleri arasında birer hafta arayla gidilerek, iç organlar takım halinde 

steril poĢetlere alındı. Elazığ‟daki kesimhaneden 500 ve Malatya‟daki iki farklı 

kesimhaneden 250‟Ģer adet olmak üzere toplam 1000 broylere ait örnekler temin 

edildi. Ayrıca kesim esnasında rastgele olarak toplam 1000 adet broylerden alınan 

karkas svap örnekleri eppendorf tüplerdeki 20 mg/l novobiocin (Lab M) içeren 1 

ml modifiye tryptic soy broth (mTSB) (Merck 1.05459) içinde süspanse edildi. 
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4. 1. 2. Ġnsan Gayta Örneklerinin Temin Edilmesi 

Broyler iç organlarının toplandığı tarihler arasında, Malatya‟da iki (M ve 

N) ve Elazığ‟da üç (U, S, Ç) olmak üzere beĢ hastanedeki ilgili birimlere 

baĢvurularak ishalli hastalara ait toplam 367 gayta numunesi temin edildi. Bu 

örneklerin 61‟i Malatya‟daki, 306‟sı ise Elazığ‟daki hastanelerden temin edildi. 

 

4. 2. Kültür 

Sekum ve karaciğer iç organlardan dikkatli bir Ģekilde ayrılarak ısıtılan 

spatül ile yüzeyleri dağlandı. Steril bisturi ve makas kullanılarak yaklaĢık 1g 

alınan örnekler 20 mg/l novobiocin (Lab M) içeren 5 ml modifiye tryptone soya 

broth (mTSB) (Merck 1.05459) bulunan tüplere inoküle edildi. Aynı Ģekilde 

karkas svap örneklerinin süspanse edildiği 1 ml sıvı besiyeri de 5 ml mTSB içine 

aktarıldı. 

Ġnsan gayta örnekleri de 5 ml mTSB‟de iyice süspanse edildi. Ekim 

yapılan tüm brothlar 41,5 °C‟de 24 saat inkubasyonda ön zenginleĢtirmeye 

bırakıldı. Bu inkubasyon sonunda brothlar hem direkt hem de immunomanyetik 

separasyona tabi tutulduktan sonra, 0,05 mg/l cefixime ve 2,5 mg/l tellurite 

(SR0172, Oxoid) supplement içeren sorbitol MacConkey Agara (CT-SMAC) 

(Merck 1.09207.0500) ekimleri yapılarak 37 °C‟de 24 saat inkube edildi. Bu 

çalıĢmada kullanılan SMAC besiyeri BCIG veya MUG içermemektedir. 

4. 2. 1. Ġmmunomanyetik Separasyon (IMS) 

Bu çalıĢmada sadece broyler sekum ve insan gayta örneklerine IMS 

uygulandı. Karaciğer ve karkas örnekleri, sekum örneklerine göre daha az bakteri 

yükü taĢıdığından bu örneklere IMS uygulanmadı. 
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ZenginleĢtirme yapılan örneklerden 1 ml broth eppendorf tüplere alınarak 

20 µl manyetik partiküllerle iĢaretli anti-E. coli O157 antikoru (Dynabeads anti-E. 

coli O157 Dynal, Oslo) ilave edilip oda sıcaklığında dairesel karıĢtırıcıyla 25 

dakika inkube edildi. Sonra tüpler manyetik konsantratöre (MPC-S, Dynal) kondu 

ve partiküller çöktürüldü. Üstte kalan sıvı dikkatlice aspire edildikten sonra 

yıkama yapıldı. Üç yıkamadan sonra, pelete 50 µl distile su eklenerek 

vortekslendi ve bu süspansiyondan 40 µl CT-SMAC besiyerine ekilerek 37
 o

C‟de 

24 saat inkube edildi. 

Sorbitolü fermente etmeyen (Ģeffaf) koloniler seçilerek PCR ile O157 

(rfbE) geninin ve diğer virülens genlerinin varlığı araĢtırıldı. E. coli O157 olarak 

tespit edilen izolatlar saf olarak elde edildikten sonra PFGE ile tiplendirildi. 

 

4. 3. DNA Ekstraksiyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

Direkt ekim ve IMS sonrası ekim yapılan CT-SMAC besiyerinde üreyen 

Ģüpheli 3-5 koloni alınarak eppendorf tüplerde 300 µl distile su ile homojenize 

edildi. Sonra her tüpe 300 µl TNES buffer (20 mM Tris, pH 8,0, 150 mM NaCl, 

10 mM EDTA, % 0,2 SDS) ve 5 µl Proteinase K (20 mg/ml) eklenerek 56 °C‟de 2 

saat inkube edildi. Süspansiyon, 10 dakika kaynatıldıktan sonra eĢit hacimde fenol 

katılarak 5 dakika elle kuvvetlice sallandı. On dakika 11,600 g‟de santrifüj 

edilerek üst sıvı dikkatlice bir baĢka eppendorf tüpe alındı. Üzerine sodyum asetat 

(toplam hacmin 1/10‟u) ve etanol (toplam hacmin 2,5 katı) eklenerek -20 °C‟de 

bir gece çöktürmeye bırakıldı. On dakika santrifuj edilen süpansiyondan elde 

edilen pelet sırasıyla % 95 ve % 70‟lik 300 µl etanol ile iki defa yıkandı ve her 
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yıkamadan sonra 5 dakika santrifuj edildi. Kurumaya bırakılan pelete son olarak 

100 µl distile su eklenerek DNA süspansiyonu elde edildi. 

Toplam 50 µl‟lik hacimde hazırlanan PCR karıĢımına 5 µl 10X PCR 

buffer (750 mM Tris-HCl, pH 8,8, 200 mM (NH4)2SO4, % 0,1 Tween - 20), 5 µl 

25 mM MgCl2, her bir deoxynucleotide triphosphattan 250 µM, 1,25 U Taq DNA 

Polymerase enzimi (MBI, Fermentas), tüm spesifik oligonükleotid primer çiftinin 

(Tablo 1) her birinden 20 pmol ve 5 µl hedef DNA ilave edildi. PCR reaksiyonları 

Techne TC-512 gradient thermalcycler (Techne, Ġngiltere) cihazında 

gerçekleĢtirildi. PCR amplifikasyonunda 94 ºC‟de 2 dakika ön denaturasyon 

aĢamasını takiben, toplam 35 PCR siklusu 94 ºC‟de 1 dakika denaturasyon, 55 

ºC‟de 1 dakika hibridizasyon ve 72 ºC‟de 1 dakika DNA sentezi olarak 

gerçekleĢtirildi. Ayrıca, stx1 ve stx2 genlerinin tespiti için multiplex PCR (m-PCR) 

kullanıldı. 

Amplifiye edilen PCR ürünleri % 1,5‟lik agaroz jelde elektroforez 

iĢlemine tabi tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dakika 

süreyle boyandı ve sonuçlar jel dokümantasyon sisteminde gözlemlendi. OluĢan 

bantların moleküler ağırlığını saptamak amacıyla 100 bp‟lik DNA ladder (MBI, 

Fermentas SM 0321) kullanıldı. Tüm PCR uygulamalarında pozitif kontrol olarak 

referans E. coli O157:H7 (ATCC 43894, ATCC 43895) suĢları ve negatif kontrol 

olarak distile su kullanıldı. 

Ġzolatlarda ilk olarak O157 geninin (O157 rfbE) varlığı araĢtırıldı. Daha 

sonra E. coli O157 pozitif örneklerde, H7 antijenini kodlayan (fliCh7), shigatoksin 

1 ve 2 (stx1 ve stx2), bağlanma/silme (eae, intimin) ve enterohemolizin (ehxA) 
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genlerinin varlığı bu genlere spesifik primer çiftleri kullanılarak PCR yöntemiyle 

araĢtırıldı (Tablo 1). 

 

Tablo 1: E. coli O157‟nin ve virülens genlerinin tiplendirilmesinde kullanılan 

primerler. 

Gen Primer Oligonükleotid sekansı (5‟-3‟) bp literatür 

stx1 
VT1-A 

VT1-B 

CGCTGAATGTCATTCGCTCTGC 

CGTGGTATAGCTACTGTCACC 
302 (36) 

stx2 
VT2-A 

VT2-B 

CTTCGGTATCCTATTCCCGG 

CTGCTGTGACAGTGACAAAACGC 
516 (36) 

O157 

rfbE 

O157-AF 

O157-AR 

AAGATTGCGCTGAAGCCTTTG 

CATTGGCATCGTGTGGACAG 
497 (62) 

flich7 
H7-F 

H7-R 

GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC 

CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC 
625 (81) 

eae 
eaeAF 

eaeAR 

GACCCGGCACAAGCATAAGC 

CCACCTGCAGCAACAAGAGG 
384 (146) 

ehxA 
HlyA1 

HlyA4 

GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 

TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA 
1551 (34) 

 

Ayrıca, E. coli O157 pozitif bulunan örneklerden rastgele seçilen dört 

örnek (iki adet broyler, iki adet insan izolatı) O157 (rfbE) genine spesifik PCR ile 

amplifiye edildikten sonra, elde edilen ürünler sekanslamaya gönderildi. 

4. 4. Pulsed Field Gel Elektrophoresis (PFGE) 

Bu çalıĢmada kullanılan PFGE yöntemi CDC PulseNet üyeleri tarafından 

kullanılan standart protokole göre gerçekleĢtirildi (43). 

4. 4. 1. Ön Hazırlık 

Biyokimyasal ve/veya moleküler yöntemlerle tür düzeyinde tanımlaması 

yapılmıĢ bakterilerden % 5 kanlı triptik soy agar besiyerine (veya kanlı agar) tek 
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koloni ekimi yapıldı. 37 °C‟de 14-18 saat inkübasyondan sonra kültürün saflığı 

kontrol edildi ve saf olarak üreyen koloniler kullanıldı. 

Tris EDTA (TE) Buffer (10 mM Tris: 1 mM EDTA, pH 8,0) ile % 1 

SeaKem Gold (SKG): % 1 SDS agarozu hazırlandı ve kullanılıncaya kadar 55–60 

°C‟de benmaride bekletildi. Kültür numaraları yazılmıĢ her tüpe (falcon) 2 ml 

hücre süspansiyon buffer (HSB) (100 mM Tris,100 mM EDTA, pH 8,0) kondu. 

Agardan bakterileri almak için HSB ile ıslatılmıĢ steril pamuk svap kullanıldı ve 

svab yavaĢça çevrilerek bakteriler buffera aktarıldı. Hücre süspansiyonundaki 

bakteri yoğunluğu, spektrofotometre yardımıyla 610 nm dalga boyunda 1,35 (1,3-

1,4 aralığında) absorbans olacak Ģekilde ayarlandı. 

 

4. 4. 2. Agaroz Kalıpların Dökülmesi 

Her örnek için 400 µl hücre süspansiyonu alınarak kültür numaraları 

yazılmıĢ 1,5 ml‟lik Eppendorf tüplere dağıtıldı. Her tüpe 20 µl proteinase K (20 

mg/ml) eklendi ve pipetle yavaĢça karıĢtırıldı. % 1 SKG agaroz: % 1 SDS 

karıĢımından 400 µl hücre süspansiyonuna eklendi ve birkaç kez pipetaj yapılarak 

karıĢtırıldı. KarıĢımın sıcaklığını korumak için tüpler 55-60 °C‟ye ayarlı kuru ısı 

bloğunda (Techne Dri-Block DB-2D, Ġngiltere) tutuldu. Agaroz-SDS/bakteri 

karıĢımından hava kabarcığı oluĢmasına izin vermeden kuyucuklara dağıtıldı. Her 

örnek için iki kalıp dökülerek katılaĢması için +4 °C‟de 5-10 dakika bekletildi. 

 

4. 4. 3. Agaroz Kalıplardaki Hücrelerin Lizisi 

Kültür numaraları yazılan 50 ml‟lik falcon kapaklı tüplere 5 ml Hücre 

Lizis Buffer (HLB; 50 mM Tris:50 mM EDTA, pH 8,0 + % 1 Sarcosyl) ve 25 µl 
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Proteinase K (20 mg/ml) dağıtıldı. DonmuĢ agarozun fazlası bisturi ile kesilerek 

düzeltildi. Agaroz kalıplar kendi numaralarının yazılı olduğu falcon tüplere atıldı. 

Tüpler 54 °C çalkalayıcılı benmaride 1,5-2 saat inkübe edildi. 

 

4. 4. 4. Hücre Lizisinden Sonra Agaroz Kalıpların Yıkanması 

Tüpler benmariden çıkarılıp ızgaralı kapakla tutularak lizis solüsyonu 

dikkatlice döküldü. Ġçinde agaroz kalıp bulunan tüpe, ısısı 50 °C olan steril 

ultrasaf sudan 10-15 ml eklenerek, 50 °C‟ye ayarlı çalkalayıcılı benmaride 10-15 

dakika bekletildi. Su tamamen dökülüp, su ile yıkama iĢlemi bir defa daha 

tekrarlandı. Daha sonra 10-15 ml TE buffer (50 °C) eklenerek 50 °C‟ye 

ayarlanmıĢ çalkalayıcılı benmaride 10-15 dakika inkübe edildi. TE buffer döküldü 

ve TE buffer ile yıkama aĢamaları üç defa daha tekrarlandı. Son yıkamadan sonra 

5-10 ml TE eklendi. Böylece içinde saflaĢtırılmıĢ DNA bulunan agaroz, 

restriksiyon enzimi (RE) ile kesime hazır hale getirilmiĢ oldu. Eğer hemen 

restriksiyon enzimi ile muamele edilmeyecekse +4 °C‟de TE içinde saklandı. 

 

4. 4. 5. Agaroz Kalıplardaki DNA’nın XbaI Restriksiyon Enzimi ile 

Kesilmesi 

10X H buffer [(500 mM Tris-HCl:100 mM MgCl2:1000 mM NaCl:10 mM 

Dithioerythritol DTE)] steril ultra saf su ile 1:10 oranında sulandırıldı. Her 

eppendorf tüpe 200 µl 1X H buffer dağıtıldı. Agaroz kalıpların her biri ayrı ayrı 

bir steril petri kabı üzerine alındı. Bir bisturi yardımıyla kalıplar 2 veya 2,5 mm 

boyunda kesildi ve H buffer içeren tüpe atıldı. Kalan kalıp parçası 5 ml TE içine 

atılarak +4 °C‟de saklandı. Referans suĢtan 3-4 parça kesildi ve H buffera kondu. 
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Örnek ve referans suĢa ait agaroz parçacıkları çalkalayıcılı benmaride 37 °C‟de 10 

dakika inkubasyona bırakıldı. Ġnkubasyon sonunda sıvı, mikropipet ile aspire 

edilerek her tüpe enzim/buffer karıĢımından (Tablo 2) 200 µl eklenip, çalkalayıcılı 

benmaride 37 °C‟de 2 saat inkübe edildi. 

 

Tablo 2: PFGE örnek/enzim sulandırma oranları. 

Ayıraçlar μl/örnek 

Steril ultra saf su 175  

10X H Buffer 20  

Enzim (10 U/μl) 5  

Toplam hacim 200  

 

 

4. 4. 6. Agaroz Jel Dökülmesi 

4. 4. 6. 1. Enzimle KesilmiĢ Agaroz Parçalarının Tarak Üzerine 

Yüklenmesi 

Yüzde 1‟lik SKG agaroz 0,5X TBE‟de hazırlandı. Alüminyum folyo ile 

erlenin ağzı kapatıldı ve 55-60 °C‟ye ayarlı benmariye kondu. 

Jel kaseti, jel platformu ve tarak tutucunun yönü ayarlandı ve diĢlerin alt 

tarafının jel platformuna tamamen değmesi sağlandı. Etkeni içeren agaroz 

parçaları XbaI ile kesildikten sonra benmariden çıkarıldı ve enzim-buffer karıĢımı 

uzaklaĢtırıldı. 200 µl 0,5 X TBE eklenerek oda ısısında 5 dakika inkube edildi. 

Agaroz parçaları tüplerden çıkarılıp, tarak yan yatırılarak parçaların her biri ayrı 

ayrı tarak diĢlerinin en ucuna kondu. Referans suĢ 1, 5, 10 (10 kuyucuklu jelde) 

numaralı diĢlere veya 1, 5, 10, 15 (15 kuyucuklu jelde) numaralı diĢlere 

yüklenirken kalan kuyulara da diğer örnekler yüklendi. 
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Tarak diĢleri üzerindeki fazla buffer, kağıt mendille uzaklaĢtırılıp parçalar 

5 dakika kurumaya bırakıldı. Örnek konulan kısım DNA‟nın yürüyeceği yöne 

gelmek kaydıyla, tarak agaroz dökülecek kaset içine yerleĢtirildi. Kalıpların siyah 

zeminle aynı düzeyde olması ve hava boĢluğu kalmaması sağlandı. Benmariden 

çıkarılan ve sıcaklığı yaklaĢık 55-60 °C olan % 1‟lik agaroz dikkatli bir Ģekilde 

hava kabarcığı oluĢturulmadan kaset içine döküldü. Biraz bekledikten sonra jelin 

iyice donması için 20 dakika buzdolabına kondu. Jel donduktan sonra tarak 

dikkatlice çıkarılıp kuyucuklar % 1‟lik SKG agarozla doldurularak 3-5 dakika 

donması beklendi. 

 

4. 4. 6. 2. Enzimle KesilmiĢ Agaroz Parçalarının Kuyucuklara 

Yüklenmesi 

Jel kaseti, jel platformu ve tarak tutucunun yönü ayarlanıp, tarak diĢlerinin 

alt tarafının jel platformundan 2 mm yüksekte kalması sağlandı. Kabarcık 

oluĢturmadan 55-60 °C‟deki SKG agarozu kasete döküldü. Birkaç dakika 

bekledikten sonra jelin iyice donması için 20 dakika buzdolabında bekletildikten 

sonra tarak dikkatlice çıkarıldı. RE ile kesilmiĢ agaroz kalıpları benmariden 

çıkarılıp enzim-buffer karıĢımı uzaklaĢtırıldı. 200 µl 0,5X TBE eklenerek oda 

ısısında 5 dakika inkube edildi. Agaroz parçaları tüplerden çıkarıldı ve 

kuyucuklara uygun Ģekilde yerleĢtirildi. Kalıplar kuyucuğun dibine kadar itildi ve 

kuyucuğun ön duvarına tamamen değmesi sağlanarak hava boĢluğu kalmamasına 

özen gösterildi. Referans suĢ 1, 5, 10 (10 kuyucuklu jelde) numaralı diĢlere veya 

1, 5, 10, 15 (15 kuyucuklu jelde) numaralı diĢlere yüklenirken kalan kuyulara da 
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diğer örnekler yüklendi. Kuyucuklar % 1‟lik SKG agarozla doldurularak 3-5 

dakika donması beklendi. 

Her iki yükleme yöntemi de farklı zamanlarda kullanıldı ve iki yöntemde 

de elektroforeze aynı Ģekilde devam edildi. Agaroz ile doldurulan kuyucuklar 

donduktan sonra siyah çerçeve alınarak elektroforez tankına kondu. PFGE tankına 

0,5X TBE bufferından 2 L kondu. Soğutma modülü açılarak (14 °C) pompa 70‟e 

(= 1 litre/dakika) ayarlandı ve yaklaĢık 30 dakika sirkülasyon yapıldı. TBE ısısı 

14 °C‟ye düĢtükten sonra agaroz kasetinin çerçeveleri çıkarılıp, siyah platformla 

beraber üzerindeki jel kasetten alınarak tankın içindeki çerçeveye yerleĢtirildi ve 

tank kapağı kapatıldı. Elektorforez koĢulları ayarlanmadan 15 dakika daha 

sirkülasyon yapılarak jel ile TBE ısısının eĢitlenmesi sağlandı. 

 

4. 4. 7. Elektroforez 

CHEF-DR II sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belçika) 

uygulanan elektoforez koĢulları; baĢlangıç vuruĢ süresi 2,2 sn, bitiĢ vuruĢ süresi 

54,2 sn, vuruĢ açısı 120°, akım 6 V/cm
2
, sıcaklık 14 °C, süre 20 saat olarak 

ayarlandı. 

 

4. 4. 8. Sonuçların Gözlenmesi ve Analizi 

Eletroforezden sonra jel, 40 µg ethidium bromid (10 mg/ml) içeren 400 ml 

ultra saf su içine alındı ve 20 dakika boyandı. Jel görüntüleme sisteminde (infinity 

3000 WL, Vilber Lourmat, Fransa) UV ıĢıkta DNA bant görüntülerinin fotoğrafı 

çekildi ve TIFF formatında kayıt edildi. BioD 1++ (infinity capt software, Vilber 

Lourmat, Fransa) yazılım sistemi kullanılarak bant profilleri analiz edildi. 
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4. 5. Kültür, PCR ve PFGE AĢamalarında Kullanılan Ayıraçlar 

4. 5. 1. Kültür AĢamasında Kullanılan Besiyeri ve Ayıraçlar 

 

Tryptic Soy Broth, CASO Broth (Casein-pepton Soymeal-

peptone Broth) (Merck, Almanya) 

Peptone from casein    17 g 

Peptone from soymeal   3 g 

Glucose     2,5 g 

Sodium Chloride     5 g 

Dipotassium hydrogen phosphate   2,5 g 

 

Novobiocin supplement (Lab M, Ġngiltere) 

Novobiocin     10 mg/vial 

30 g CASO broth (Merck 1.05459) 1000 ml distile suda benmari usulü ile 

ısıtılarak iyice eritilip, otoklavda 121 °C‟de 15 dakika tutulduktan sonra soğuması 

beklendi. Ardından her viale 5 ml steril distile su eklenerek iki vial (20 mg) 

Novobiocin supplement sulandırılıp 1000 ml sıvı besiyerine eklenip iyice 

karıĢtırıldıktan sonra hazırlanan modifiye TSB tüplere dağıtıldı. 

 

Sorbitol MacConkey Agar (SMAC-Agar Basis), (Merck, 

Almanya) 

Peptone      20 g 

Sodium chloride     5 g 

Safra tuzları      31,5 g 

Sorbitol      10 g 
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Neutral red      0,03 g 

Kristal viyole      0,001 g 

Agar-agar      15 g 

 

Cefixime-Tellurite Selective supplement (Oxoid, Ġngiltere) 

Potassium tellurite    1,25 mg 

Cefixime     0,025 mg 

25,8 g SMAC (Merck 1.09207.0500) 500 ml distile suda benmari usulü ile 

ısıtılarak iyice eritildi. Otoklavda 121 °C‟de 15 dakika steril edildikten sonra 50 

°C‟ye soğuması beklendi. Ardından bir viale iki ml steril distile su eklenerek 

Cefixime Tellurite Selective supplement (SR172E, Oxoid) sulandırıldı ve 500 ml 

besiyerine eklenerek iyice karıĢtırıldıktan sonra hazırlanan CT-SMAC petrilere 

dağıtıldı. 

 

Kanlı Agar (Blood Agar Base No 2), (Oxoid, Ġngiltere) 

Proteose peptone    15 g 

Liver digest     2,5 g 

Yeast extract     5 g 

Sodium chloride    5 g 

Agar      12 g 

40 g kanlı agar (Oxoid CM0271) 1 L distile su içerisinde eritilip, 121 

°C‟de 15-20 dakika otoklavlandı. Besiyeri 45-50 °C‟ye kadar soğutulduktan 

sonra içerisine % 7 steril koyun kanı ilave edildi. Dikkatli bir Ģekilde karıĢtırılıp 

steril petri kutularına 15-20 ml taksim edildi. 
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Dynabeads® anti-E.coli O157 (Invitrogen Dynal AS, Oslo, 

Norveç) 

E. coli O157‟ye karĢı oluĢturulmuĢ antikorların adsorbe edildiği, super-

paramagnetic, polystyrene mikroskopik boncuklar phosphate buffered saline 

(PBS) pH 7,4, % 0,1 bovine serum albumin (BSA) ve % 0,02 sodium azide 

(NaN33) ile hazırlanmıĢ süspansiyondur. 

 

Phosphate Buffered Saline-Tween (PBS Tween):  

0,15 M NaCl, 0,01 M Sodium-phosphate buffer, pH 7,4, % 0,05 Tween-20 

hazırlanarak 121 °C‟de 15 dakika steril edilerek kullanıldı. 

 

4. 5. 2. PCR ĠĢleminde Kullanılan Ayıraçlar 

4. 5. 2. 1. DNA Ekstraksiyonunda Kullanılan Ayıraçlar 

 

Proteinase K Solüsyonu (100 mg, Sigma, St. Louis, MO, ABD) 

1 ml‟sinde 20 mg olacak Ģekilde steril distile su ile hazırlandı. 

 

TNES Buffer (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, % 

0,2 Sodyum Dodesil Sülfat-SDS)  

Tris      0,048 g 

NaCl      0,175 g 

EDTA      0,075 g 

SDS      0,04 g 

Steril Distile Su    20 ml 
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Maddeler tartılarak steril distile su ile 20 ml‟ye tamamlandı ve her örnek 

için 300 µl kullanıldı. 

 

4. 5. 2. 2. PCR Analizinde Kullanılan Ayıraçlar 

 

10X PCR Buffer  (MBI Fermentas, Litvanya) 

750 mM Tris-HCl (pH 8,8; 25 °C) 

200 mM (NH4)2SO4 

% 0,1 Tween 20 

Her PCR numunesi için 5 µl kullanıldı. 

 

MgCl2 (MBI Fermentas, Litvanya) 

25 mM MgCl2 her PCR numunesi için 5 µl kullanıldı. 

 

dNTP Set (100mM; dATP, dCTP, dGTP, dTTP; MBI

Fermentas, Litvanya) 

Her deoksinükleotitten eĢit oranda alındı ve steril distile su ile 1/20 

oranında sulandırılıp her PCR numunesi için 4 µl kullanıldı. 

 

Taq DNA Polymerase Enzimi (500 U; MBI Fermentas, 

Litvanya) 

Her PCR numunesi için 1,25 U (0,25 µl) kullanıldı. 

Primerler (IDT, Coralville, ABD) 

ÇalıĢmada kullanılan tüm primerler Integrated DNA Technologies 

(IDT) firmasından temin edildi. Primerler PCR iĢleminin optimizasyonu 
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esnasında her PCR numunesi için ortalama 25-50 pmol olacak Ģekilde 

ayarlandı. 

 

4. 5. 2. 3. PCR Elektroforez ĠĢleminde Kullanılan Ayıraçlar 

 

5X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon 

Solüsyonu 

Tris  54,4 g 

Borik Asit 27,2 g 

EDTA  4,6 g 

Yukarıdaki maddeler tartılıp distile su ile 1 L‟ye tamamlanarak, pH 

8,3‟e ayarlandı. Elektroforez solüsyonu olarak 1/5 oranında sulandırılarak 

kullanıldı. 

 

Agarose LE, (Promega, Madison, ABD) 

PCR ürünlerinin gözlenmesi için hazırlanan agaroz jeli 1X TBE 

ile % 1,5 oranında hazırlandı. 

 

100 bp DNA Ladder (50 µg/100 µl; MBI Fermentas, Litvanya) 

1/6 oranında sulandırıldı ve agaroz jel kuyucuğuna 5 µl yüklendi. 

 

6X Loading Dye (Yükleme Boyası) Solüsyonu (MBI 

Fermentas, Litvanya) 

1/5 oranında sulandırıldı ve her 20 µl PCR ürünü için 5 µl 

kullanıldı. 
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Ethidium Bromide (10 mg/ml; AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Almanya) 

Ethidium bromide solüsyonundan 0,5 ml alınarak distile su ile 15 ml‟ye 

tamamlandı. Agaroz jelin boyanması için 300 ml distile suya 600 µl ethidium 

bromide katılarak (0,5 µg/ml) kullanıldı. 

 

4. 5. 3. PFGE ĠĢleminde Kullanılan Ayıraçlar 

 

50 ml 1M Tris Solüsyonu (pH: 8) 

Tris    6,05 g 

Steril ultra saf su (SUSS) ile 50 ml‟ye tamamlandı. 

 

200 ml 0,5 M EDTA Solüsyonu (pH: 8) 

EDTA    37,2 g 

SUSS ile 200 ml‟ye tamamlandı. 

 

50 ml % 10 Sarcosyl Solüsyonu 

Sarcosyl   5 g 

SUSS ile 50 ml‟ye tamamlandı. 

 

250 ml Hücre Süspansiyon Tamponu (100 mM Tris, 100mM 

EDTA pH: 8)  

1 M Tris (pH: 8)  25 ml 

0,5 M EDTA (pH: 8)  50 ml 
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SUSS ile 250 ml‟ye tamamlandı. 

 

1000 ml Tris-EDTA solüsyonu (10 mM Tris, 1 mM EDTA 

pH:8) 

1 M Tris (pH: 8)  10 ml 

0,5 M EDTA (pH: 8)  2 ml 

SUSS ile 1000 ml‟ye tamamlandı. 

 

100 ml Hücre Lizis Buffer (50 mM Tris, 50 mM EDTA pH: 8 + 

% 1 Sarcosyl) 

1 M Tris (pH: 8)  5 ml 

0,5 M EDTA (pH: 8)  10 ml 

% 10 Sarcosyl   10 ml 

SUSS ile 100 ml‟ye tamamlandı. 

 

25 ml 10X H buffer (500 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2, 1000 

mM NaCl, 10 mM Dithioerythritol) 

1 M Tris-HCl   12,5 ml 

MgCl2    0,238 g 

NaCl    1,430 g 

DTE    0,0385 g 

 

Yukarıdaki maddeler tartılarak SUSS ile 25 ml‟ye tamamlandı. 
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15 ml % 20 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) solüsyonu 

SDS    3 g 

Madde tartılarak SUSS ile 15 ml‟ye tamamlandı. 

 

500 ml 10X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) solüsyonu 

Tris    54,4 g 

Borik Asit   27,2 g 

EDTA    4,6 g 

Yukarıdaki maddeler tartılıp SUSS ile 500 ml‟ye tamamlandı. 

Elektroforez solüsyonu olarak 1/20 oranında sulandırılarak kullanıldı. 

 

Ethidium Bromide (10 mg/ml; AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Almanya) 

Ethidium bromide solüsyonundan 40 µl alınarak 400 ml  SUSS‟ya 

katılıp (1 µg/ml) agaroz jel bu solüsyona konarak boyandı. 

 

4. 6. Ġstatistiksel Analiz  

Kültür ve PCR sonuçları değerlendirilerek izolasyon ve identifikasyon 

oranları arasındaki farklılıkların istatistiksel olarak önemliliğini ortaya koymak 

amacıyla Yates corrected χ2 testi kullanıldı. P< 0,05 bulunan değerler istatistiksel 

olarak önemli kabul edildi. 
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5. BULGULAR 

 

5. 1. Broyler Örneklerinin Bakteriyolojik Kültür Bulguları 

Elazığ ve Malatya‟da bulunan üç farklı kanatlı kesimhanesinden rastgele 

toplanan 1000 broylere ait iç organ örnekleri (sekum ve karaciğer) ve karkas svab 

örnekleri mTSB‟de ön zenginleĢtirme yapıldıktan sonra hem direkt hem de IMS 

ile SMAC besiyerine geçildi. Sorbitol negatif olan izolatlar SMAC besiyerinde 

saman sarısı renginde, Ģeffaf görünümlü koloniler oluĢturdu. 

Bakteriyolojik muayene sonucunda bu Ģekilde koloni gözlenen izolatlar E. 

coli O157 Ģüpheli olarak değerlendirildi. ÇalıĢmada örnek toplanan broylerlerin % 

38,5‟inde (385/1000) sorbitol negatif izolat elde edildi. Direkt ekim sonrası 

sorbitol negatif etken izolasyon oranı sekum örneklerinde % 28,8 (288/1000) iken 

karaciğer örneklerinde bu oranın % 12,8 (128/1000) olduğu tespit edildi (Tablo 

3). Sekum örneklerinin IMS sonrası kültüründe ise toplam 179 (% 17,9) sorbitol 

negatif izolat saptanırken bunların 141‟inin her iki yöntemde de tespit edildiği, 

buna karĢılık 30 broyler örneğinin sadece IMS kültürde sorbitol negatif koloni 

oluĢturduğu gözlendi. Geriye kalan sekiz izolat ise karaciğer örneklerinden 

yapılan direk ekim sonuçları ile uyumlu bulundu. Kültür bulguları genel olarak 

değerlendirildiğinde, 39 broylerden alınan tüm örneklerde sorbitol negatif 

koloniler tespit edildi (ġekil 5). Ġç organ örnekleri alınan kanatlı kümeslerindeki 

farklı hayvanlardan toplanan karkas örneklerinde ise % 26 (260/1000) oranında 

sorbitol negatif izolat elde edildi (Tablo 3). 
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Tablo 3: Broyler örneklerinin kesimhane ve kümeslere göre dağılımı. 

Kesimhane 
Kümes 

no 

Sorbitol negatif örnek/ Alınan toplam örnek (%) 

Karaciğer Sekum IMS Karkas 

I 

1 1/30 2/30 1/30 14/30 

2 3/30 11/30 7/30 11/30 

3 8/30 12/30 3/30 10/30 

4 7/30 13/30 7/30 8/30 

5 2/30 11/30 5/30 3/30 

6 5/30 15/30 8/30 1/30 

7 3/30 18/30 21/30 17/30 

8 8/30 26/30 19/30 21/30 

9 2/30 9/30 11/30 17/30 

10 5/30 8/30 12/30 5/30 

11 8/30 12/30 12/30 9/30 

12 6/30 16/30 11/30 11/30 

13 10/50 16/50 10/50 9/50 

14 14/50 10/50 12/50 18/50 

15 15/40 5/40 6/40 13/40 

II 

16 8/50 22/50 0/50 10/50 

17 3/50 3/50 -/50 11/50 

18 1/50 5/50 -/50 2/50 

19 2/50 14/50 6/50 5/50 

20 3/50 11/50 4/50 7/50 

III 

21 3/50 5/50 3/50 20/50 

22 3/50 20/50 11/50 10/50 

23 3/50 6/50 3/50 2/50 

24 4/50 8/50 3/50 10/50 

25 1/50 10/50 4/50 16/50 

Toplam 25 
128/1000 

(% 12,8) 

288/1000 

(% 28,8) 

179/1000 

(% 17,9) 

260/1000 

(% 26,0) 
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ġekil 5: Broylerlerde sorbitol negatif izolatların dağılımı. 

 

 

5. 2. Ġnsan Gayta Örneklerinin Bakteriyolojik Kültür Bulguları 

Elazığ ve Malatya‟daki beĢ farklı hastaneden alınan ishalli insanlara ait 

gayta örneklerinden % 11,7 (43/367) oranında sorbitol negatif koloniler tespit 

edildi. Bu 43 örneğin 11 tanesi direkt, 3 tanesi IMS ve 29 tanesi hem direkt ve 

hem de IMS‟de paralel olarak izole edildi. Sorbitol negatif izolatların oranı 

Elazığ‟da % 11,1 (34/306) Malatya‟da ise % 14,8 (9/61) olarak bulundu. Bulgular 

hastane bazında değerlendirildiğinde ise; Elazığ‟daki U hastanesinde % 16 

(24/150), S hastanesinde % 5,2 (5/96) ve Ç hastanesinde % 8,3 (5/60), 

Malatya‟daki M hastanesinde %11,1 (1/9) ve N hastanesinde % 15,4 (8/52) 

oranlarında sorbitol negatiflik elde edildi. Gerek il ve gerekse hastane bazında 

elde edilen oranlar arasındaki farklılıklar istatistiksel olarak önemli bulunmadı 

(p>0,05).
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5. 3. Broyler Örneklerinin PCR Bulguları 

5. 3. 1. E. coli O157 spesifik PCR bulguları 

SMAC besiyerinde sorbitol negatif olarak tespit edilen toplam 385 

izolattan elde edilen DNA örneklerinin O157 rfbE genine spesifik primerler ile 

PCR amplifikasyonuna tabi tutulmaları sonrasında % 1,3‟ünde (5/385) E. coli 

O157‟ye spesifik 497 bp uzunluğunda bantlar elde  edilerek O157 pozitif olarak 

değerlendirildi (ġekil 6). Bulgular hayvan bazında değerlendirildiğinde bu oran % 

0,5 (5/1000) olarak hesaplandı. Bu oranlar örnek bazında değerlendirildiğinde ise 

sekumdan ve karaciğerden direkt yöntem ile izole edilen sorbitol negatif 

izolatların, O157 rfbE genine spesifik primerler ile yapılan PCR incelenmesinde 

sırasıyla % 1,04 (3/288) ve % 0,8 (1/128) oranında pozitiflik saptandı (Tablo 4). 

Sekum örneklerinden yapılan IMS ile sorbitol negatif saptanan izolatların O157 

rfbE genine spesifik primerler ile yapılan PCR incelenmesinde ise % 1,11 (2/179) 

oranında pozitiflik saptandı. Sekum-IMS de pozitif bulunan örneklerin biri, direkt 

yöntemle de pozitif bulundu.  

 

Tablo 4: Sorbitol negatif izolatlarda E. coli O157 identifikasyon oranı. 

Örnek P değeri 

Karaciğer (%) Sekum (%) Sekum IMS* (%) Karkas (%)  

1/128 (0,8)
 

3/288 (1,0) 
 

2/179 (1,1)
 

-/260 P >0,05 

* Sekum-IMS de pozitif bulunan örneklerden biri, sekum-direkt yöntemle 

de pozitif bulundu. 

Sekum örneklerinde direkt ve IMS yöntemi ile tespit edilen E. coli O157 

pozitiflik oranları arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (P >0,05). 
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ġekil 6: rfbE-PCR ürünlerinin ethidium bromide ile boyanmıĢ agaroz jelde 

görünümü. M: DNA Ladder (100 bp), 1-6: Broyler izolatları, 7-18: Ġnsan 

izolatları, N: Negatif Kontrol, P: Pozitif Kontrol. 

 

Kümes bazında bakıldığında; kümeslerin % 12‟sinde (3/25) etken 

identifikasyonu yapıldı. E. coli O157 pozitif bulunan bu iĢletmelerden biri 

Malatya‟da ikisi Elazığ‟da yer alıp, bu kümeslerdeki pozitiflik oranları sırasıyla % 

2 (1/50), % 6,7 (2/30) ve % 4 (2/50) olarak bulundu. Kümes bazındaki pozitiflik 

oranları arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu tespit edildi (P 

<0,001). 

Karkas örneklerinden direkt yöntemle sorbitol negatif saptanan 260 

izolatın O157 rfbE genine spesifik primerler ile yapılan PCR incelenmesinde ise 

pozitiflik saptanmadı. 

 

5. 3. 2. Broyler E. coli O157 izolatlarının virülens genlerine spesifik 

PCR bulguları 

PCR ile E. coli O157 olarak saptanan beĢ broylere ait örnekler virülens 

genleri yönünden spesifik PCR ile incelendi. Bu örneklerin fliCh7, stx1-stx2, ehxA 
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ve eae virülens genlerine spesifik PCR ile analiz edilmeleri sonunda hiçbir 

örnekte H7, enterohemolizin, shigatoksin 1 ve 2 genleri tespit edilmedi. Buna 

karĢın örneklerin tamamında eae geni yönünde pozitiflik saptandı. (Tablo 5, ġekil 

7). 

 

Tablo 5: Broylerlerde E. coli O157 pozitif izolatların virülens genlerinin dağılımı. 

Örnekler 

PCR ile pozitif 

bulunan broyler 

sayısı (%) 

O157 rfbe fliCh7 eae stx1 stx2 ehxA 

Karaciğer  1/1000 (0,1) + - + - - - 

Sekum  4/1000 (0,4) + - + - - - 

  + - + - - - 

  + - + - - - 

  + - + - - - 

Toplam 5/1000 (0,5) 5 - 5 - - - 

+ Gen mevcut, - gen yok 
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ġekil 7: E. coli O157 izolatlarının eae-PCR ürünlerinin ethidium bromide ile 

boyanmıĢ agaroz jelde görünümü. M: DNA Ladder (100 bp), 1: Ġnsan izolatı, 2-7: 

Broyler izolatları, N: Negatif Kontrol, P: Pozitif Kontrol. 

 

5. 4. Ġnsan Gayta Örneklerinin PCR Bulguları 

5. 4. 1. E. coli O157 spesifik PCR bulguları 

Ġnsan örneklerinden hem direkt hem de IMS yöntemleri ile sorbitol negatif 

olarak tespit edilen izolatların O157 rfbE genine spesifik primerler ile yapılan 

PCR analizi neticesinde, % 23,3 (10/43) oranında E. coli O157 tespit edildi 

(ġekil 6). Bu pozitiflik toplam birey bazında hesaplandığında % 2,7 (10/367) 

olarak belirlendi. 

Direkt ve IMS yöntemi ile sorbitol negatif tespit edilen örneklerin O157 

rfbE genine spesifik primerler ile yapılan PCR analizi neticesinde sırasıyla % 
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22,5 (9/40) ve % 9,4 (3/32) oranında pozitiflik tespit edildi. IMS ile toplam pozitif 

bulanan üç E. coli O157 izolatın ikisi direkt yöntemle de belirlendi (Tablo 6). 

Ġnsan gaytalarından IMS ve direkt yöntemle alınan pozitiflik oranları 

karĢılaĢtırıldığında farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı görüldü (P >0,05). 

Tablo 6: Ġnsan gayta örneklerinin direkt ve IMS ile identifikasyon bulguları. 

Ġller Direkt (%) IMS (%) Toplam (%) 

Elazığ  5 /306 (1,6) 3/306 (1) 8/306 (2,6) * 

Malatya 4/61 (6,6) -/61 4/61 (6,6)  

Toplam 9/367 (2,5) 3/367 (0,8)  10/367 (2,7)* 

* Ġki örnek hem direkt hem de IMS yöntemi ile pozitif bulundu. 

 

Bulgular hastane bazında değerlendirildiğinde, iki hastanede E. coli O157 

tespit edildi. Bu iki hastaneden toplanan örneklerin % 5‟inde (10/202) etken 

identifikasyonu gerçekleĢtirildi. Pozitif örneklerin % 4‟ü (6/150) U hastanesinden 

ve % 7,7‟si (4/52) ise N hastanesinden elde edildi (Tablo 7). 

 

Tablo 7: Hastane bazında tespit edilen E. coli O157 identifikasyon bulguları.  

Hastane 
P değeri 

U (%) N (%) 

6/150 (4)
 

4/52 (7,7)
 

P >0,05 

 

Kanatlı ve insan örneklerinden tespit edilen toplam 15 E. coli O157 izolatı 

içerisinden rastgele seçilen 4 örneğin (2‟si kanatlı, 2‟si insan izolatı) dizi analiz 

sonuçlarının PubMed-BLAST‟taki depolanmıĢ dizi analizleri ile karĢılaĢtırılmaları 

neticesinde; insan ve kanatlı izolatlarının % 98-99 (CP001368.1, AF163333.1), 
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%98-99 (AF00163336.1, CP001368.1) oranında E. coli O157 ile homolojiye 

sahip olduğu belirlendi. 

 

5. 4. 2. Ġnsan E. coli O157 izolatlarının virülens genlerine spesifik PCR 

bulguları 

O157 rfbE genine spesifik PCR ile pozitif olarak tespit edilen 10 insan 

izolatının; fliCh7, stx1/stx2, ehxA ve eae genlerine spesifik PCR ile analizi 

neticesinde örneklerin hiç birinde H7, enterohemolizin, Shigatoksin 1 ve 2 genleri 

tespit edilmedi (Tablo 8). Buna karĢılık bir izolatta intimin geni yönünden pozitif 

sonuç elde edildi (ġekil 6, ġekil 7). 

 

Tablo 8: Ġnsanlarda E. coli O157 pozitif izolatların virülens genlerinin dağılımı. 

Örnekler 

PCR ile pozitif 

bulunan örnek 

sayısı (%) 

O157 rfbe fliCh7 eae stx1 stx2 ehxA 

Gayta 10/367 (2,7) + - + - - - 

  + - - - - - 

  + - - - - - 

  + - - - - - 

  + - - - - - 

  + - - - - - 

  + - - - - - 

  + - - - - - 

  + - - - - - 

  + - - - - - 

Toplam 10(2.7) 10 - 1 - - - 

+ Gen mevcut, - gen yok 
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5. 5. PFGE Bulguları 

E. coli O157 olarak identifiye edilen broyler ve insan izolatları CDC 

tarafından önerilen yönteme göre XbaI enzimi ile PFGE analizine tabi tutuldu 

(ġekil 8, 9). PFGE analizi sonucunda hem broyler hem de insan izolatlarında 

birbirinden farklı 4‟er profil tespit edildi (ġekil 10).  

 

 

 

 

ġekil 8: XbaI enzimi ile kesilen broyler izolatlarına ait PFGE ürünlerinin 

ethidium bromide ile boyanmıĢ agaroz jelde görünümü. 1: 183 sekum, 2: IMS 

183, 3: ĠMS 208, 4: 411 Karaciğer 5: 426 sekum, 6: 508 sekum R: E. coli 

O157:H7 ATCC 43894. 
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ġekil 9: XbaI enzimi ile kesilen insan izolatlarına ait PFGE ürünlerinin ethidium 

bromide ile boyanmıĢ agaroz jelde görünümü. 14: U54, 15: IMSU81, 16: U83, 17: 

U86, 18: U128, 19: U136, 21: N337, 22: N353, 23: N355, 24: N365, R: E. coli 

O157:H7 ATCC 43894. 
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ġekil 10: Broyler ve insan izolatlarının PFGE profilleri. 
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Broyler izolatlarındaki profiller (A, B, C, D) ile insan izolatlarındaki 

profiller (E, F, G, H) karĢılaĢtırıldığında, bu iki türdeki E. coli O157 izolatlarının 

identik olmadığı görüldü.  

Broyler izolatlarından, hem direkt hem de IMS ile tespit edilen 183 nolu 

örnek aynı profile sahip olup (profil A), 411 ve 426 nolu örnek özdeĢ (profil C), 

183 (A) ve 208 nolu örnekler ise (B) yakın iliĢkili bulundu. Broyler örneklerinde 

dört profil ve benzerliklerine göre de üç grup saptandı (A/B, C ve D) (Tablo 9). 

 

Tablo 9: E. coli O157 izolatlarının PFGE profilleri. 

Örnek Türü Ġl Kaynak Ġzolat/no PFGE profili 

Broyler 

Elazığ 

7 nolu kümes Sekum 183 A 

7 nolu kümes IMS 183 A 

7 nolu kümes IMS 208 B 

14 nolu kümes Karaciğer 411 C 

14 nolu kümes Sekum 426 C 

Malatya 16 nolu kümes Sekum 508 D 

Ġnsan 

Elazığ 
U 

Hastanesi 

U54 E 

IMSU81 F 

U83 F 

U86 F 

U128 F 

U136 F 

Malatya 
N 

Hastanesi 

N355 G 

N365 G 

N337 H 

N353 H 
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 A/B, C ve D profilleri karĢılaĢtırıldığında; A ve B grubundaki izolatların 

yakın iliĢkili (% 81) olduğu ve aynı kümesden tespit edildiği belirlendi. Buna 

karĢın A/B, C ve D grubundaki izolatlar karĢılaĢtırıldığında herhangi bir iliĢki 

saptanamadığı görüldü. 

U isimli hastaneden, sırasıyla profil E (U54) ve F (U81, U83, U86, U128, 

U136) olmak üzere iki farklı profil tespit edildi. 

N isimli hastaneden elde edilen dört izolatta, profil G (N355 ve N365) ve 

H (N337 ve N353) olmak üzere iki farklı profil görüldü. 

E ve F profiline sahip izolatlar muhtemel iliĢkili (% 76) olarak saptanırken, 

E/F, G ve H profillerine sahip izolatlar iliĢkisiz olarak tespit edildi (ġekil 10). 
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6. TARTIġMA 

 

Ġnsanlarda E. coli O157 kaynaklı enfeksiyonların ortaya çıkmasında 

hayvansal gıdalar büyük önem taĢımaktadır. Etken, özellikle çiğ et ve bu etlerden 

hazırlanmıĢ çiğ veya az piĢirilmiĢ et ürünlerinde yaygın olarak bulunmaktadır. 

BaĢta sığır olmak üzere keçi, koyun ve domuz etlerinde etkenin bulunması insan 

sağlığı açısından risk oluĢturmaktadır (45, 65). Son yıllarda kanatlı et ve 

ürünlerinin de bu etkenin insanlara bulaĢmasında rol oynadığına dair çalıĢmalar 

bulunmakla birlikte, bu hayvanlarda O157 serotipinin izolasyonuna yönelik 

yeterli veri mevcut değildir (30, 65). Bu konuyla ilgili kantitatif veri sağlamayı 

hedefleyen bu çalıĢmada, Elazığ ve Malatya illerindeki kanatlı kesimhanelerinden 

temin edilen broyler tavuk örnekleri ile aynı bölgedeki hastanelere ishal Ģikayeti 

ile baĢvuran insan numunelerinde E. coli O157‟nin varlığının konvansiyonel 

yöntemlerle araĢtırılması, elde edilen izolatların moleküler karakterizasyonu ve 

PFGE ile tiplendirmesi gerçekleĢtirilerek izolatlar arasındaki genetik iliĢkiler 

belirlendi. 

Türkiye‟de E. coli O157 ile ilgili çalıĢmalar çoğunlukla sığır, daha az 

olarak koyun ve mandalarda etkenin çeĢitli yöntemlerle tespitine yönelik olup, 

sığırlarda hastalığın prevalansının % 1,3-13,6 oranında değiĢtiği bildirilmiĢtir (22, 

57, 89, 161). Mandalarda yapılan bir çalıĢmada % 3,7 oranında etken izole 

edilirken (161), bu oranın koyunlarda % 25‟in (89) üzerine kadar çıktığı rapor 

edilmiĢtir. Yüksek oranlarda E. coli O157 varlığını bildiren çalıĢmaların önemli 

bir bölümünde, spesifitesi düĢük ve dolayısıyla yanlıĢ pozitif sonuç verme ihtimali 

yüksek olan yöntemlerin kullanıldığının altını çizmek gerekir. Buna karĢılık, 
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Avrupa‟da ise sığırlarda E. coli O157 prevalansının % 0-15,7 arasında değiĢkenlik 

gösterdiği bildirilmiĢtir (47, 63). Sığırlarda E. coli O157 izolasyon oranının 

Fransa‟da % 13,3 (9), Ġngiltere‟de ise % 12,9 (44) olduğu rapor edilmiĢtir. 

Koyunlarda yapılan çalıĢmalarda ise Ġspanya‟da % 0,4 (37) Ġtalya‟da % 7,1 (77) 

ve Ġngiltere‟de % 7,4-15,7 (44, 46) oranlarında E. coli O157 serotipi tespit 

edilmiĢtir. Kore‟de yapılan çalıĢmalarda besi sığırlarında % 1,7, süt sığırlarında % 

6,7 ve domuzlarda % 0,3 oranında etken izole edilirken (105, 106), Japonya‟da 

sığırlarda bu oran % 1,5 olarak ortaya konmuĢtur (80). ABD‟de farklı türdeki 

hayvanlarda etkenin prevalansının incelendiği bir çalıĢmada; sığırlarda % 2,9, 

atlarda % 1,1, köpeklerde % 3,1, kuĢlarda % 0,5 ve sineklerde % 3,3 oranında 

etken izole edildiği bildirilmiĢtir (94). 

Yukarıda bahsedilen ve ağırlıklı olarak ruminant türlerinde gerçekleĢtirilen 

çalıĢmaların yanı sıra E. coli O157 serotipinin kanatlı hayvanlardaki potansiyelini 

araĢtıran çalıĢmalar da bulunmaktadır. Tavuklarda yapılan çalıĢmalarda, 

Slovakya‟da % 9,3 (150), Hindistan‟da % 0,4 (178), Hollanda‟da ise broylerlerde 

% 0,3, yumurtacı tavuklarda % 0,1 ve hindilerde % 1,3 oranında E. coli O157 

tespit edilmiĢtir (96, 160). Buna karĢın Ġngiltere, Kore ve Hollanda‟da yapılan 

farklı çalıĢmalarda tavuklarda E. coli O157‟nin izole edilemediği bildirilmiĢtir 

(46, 96, 105). ÇalıĢmalar arasındaki bu farklılık; tercih edilen metot, örnek sayısı 

ve kaynağı, coğrafi bölge, mevsim, iĢletme standartları ve bölgedeki E. coli O157 

enfeksiyonlarının yaygınlık derecesiyle ilgili olabilir. 

Türkiye‟de farklı kanatlı türlerinde konvansiyonel yöntemlerle yapılan bir 

araĢtırmada etken izolasyon oranının % 4-6 arasında değiĢtiği bildirilmiĢtir (89), 

Bu çalıĢmada ise rastgele örnekleme ile toplanan 1000 adet broyler tavuk 
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örneğinin % 0,5‟inde E. coli O157 izolasyonu ve identifikasyonu gerçekleĢtirildi. 

Bu oranın diğer çalıĢmalarda bildirilen oranlardan oldukça düĢük olduğu 

görülmektedir. Ancak, broyler yetiĢtiriciliğinde kapalı kümes sistemi kullanıldığı 

için, bu türe yönelik yapılan çalıĢmalardan elde edilen verilerin kümes bazında 

yorumlanmasının daha mantıklı olacağı düĢünülmektedir. Bu durumda, çalıĢma 

kapsamındaki kümeslerin % 12‟sinden E. coli O157‟nin izole edilmesi, bu 

etkenden kaynaklanan enfeksiyonun broylerlerdeki potansiyelini ortaya koyması 

açısından önem arz etmektedir. 

Sadece etken izolasyonuna dayalı çalıĢmalarda, sorbitol negatif koloniler 

E. coli O157 dıĢındaki etkenler tarafından da oluĢturulabileceği için, 

azımsanmayacak düzeylerde hatalı pozitif sonuçlarla karĢılaĢılabilir (92, 130). 

Nitekim kanatlı türlerinde yüksek oranlarda E. coli O157 varlığı bildiren 

çalıĢmaların önemli bir bölümünün sadece etken izolasyonu ve serolojik veya 

biyokimyasal testlerle identifikasyona yönelik olması (89, 96, 150), bu olasılığı 

desteklemektedir. Buna karĢılık, bu tez çalıĢmasında konvansiyonel kültür 

yöntemine ek olarak daha güvenilir olan IMS ve moleküler yöntemler kullanıldı. 

Bu çalıĢmada kullanılan besiyerinin, β glucuronidase enzim substratı olan 

BCIG/MUG içermemesi bir dezavantaj teĢkil edebilir. E. coli O157, sorbitol ve β 

glucuronidase negatif olma özelliği ile diğer E. coli‟lerden ayırt edilimektedir. 

Bununla birlikte, Ongor ve ark. (2007), yaptıkları bir çalıĢmada hem sorbitol hem 

de β glucorinadase negatif izolatların PCR ile incelenmesinde yüksek oranda 

yanlıĢ pozitiflik tespit edildiğini bildirmiĢlerdir (142). Bu nedenlerden dolayı, 

O157 araĢtırmalarında kültüre paralel olarak IMS yönteminin kullanılması 

önerilmektedir (15, 16, 45). Nitekim bu çalıĢmada, 1000 broyler tavuktan direkt 
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ve IMS yöntemi ile tespit edilen 385 E. coli O157 Ģüpheli sorbitol negatif izolatın 

PCR ile incelenmesi neticesinde sadece beĢ izolatta (% 1,3) pozitiflik saptanması 

dikkat çekmektedir. 

E. coli O157‟nin teĢhisinde IMS yönteminin kullanılmasının izolasyon 

oranını arttırdığı bildirilmesine karĢın (141, 184), bazı çalıĢmalarda refakatçi 

floradan (Proteus, E. hermanii, Salmonella O grup N) dolayı IMS‟de de yanlıĢ 

pozitif sonuçlar alındığı gözlemlenmiĢtir (80, 142). Bu çalıĢmada da, IMS sonrası 

kültürde Ģüpheli olarak kabul edilen 179 sorbitol negatif izolatın PCR ile 

konfirmasyonunda sadece iki örnekte pozitif sonuç elde edilmesi yanlıĢ pozitiflik 

ihtimalini doğurmaktadır. Bunun yanı sıra, direkt ekimde sorbitol negatif olarak 

bulunan 355 broyler örneğinin yalnızca dört tanesi E. coli O157 olarak teyit 

edildi. E. coli O157 pozitifliği her iki yöntemle de % 1,1 (2/179, 4/355) olarak 

hesaplandı ve dolayısıyla yöntemler arasında istatistiksel olarak önemli bir 

farklılık elde edilmedi. Bu çalıĢmada IMS yönteminin E. coli O157 izolasyon 

oranını artırmada yetersiz kalması, gıda kökenli örneklerle kıyaslandığında gayta 

örneklerinin bakteri yükünün daha fazla olmasından kaynaklanmıĢ olabilir. 

Dünyanın farklı bölgelerinde çeĢitli hayvan et ve et ürünleri ile karkas 

örnekleri E. coli O157 yönünden incelenmiĢ ve değiĢik sonuçlar rapor edilmiĢtir. 

Sığır et ve et ürünlerinde yapılan çok sayıdaki çalıĢmada, etken prevalansının en 

düĢük oranda % 0,4 ile Ġtalya‟da ve en yüksek oranda % 4,3 ile Çek 

Cumhuriyeti‟nde elde edildiği rapor edilmiĢtir (53, 126). Buna karĢılık iĢlenerek 

tüketime sunulan kanatlı etlerinde yapılan sınırlı sayıdaki araĢtırmalarda; Çek 

Cumhuriyeti‟nde % 8 (126), Mısır‟da % 4 (1) ve ABD‟de % 1,5 (65) oranlarında 
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etken izolasyonu bildirilmiĢtir. Kore‟de yürütülen bir çalıĢmada ise tavuk 

etlerinde E. coli O157 saptanamamıĢtır (105). 

Türkiye‟de çeĢitli hayvan karkas örneklerinin incelendiği çalıĢmalarda 

sığırlarda % 3,6 ve tavuklarda % 1,1 oranında etken tespit edilmiĢtir (5, 88). 

Ülkemizin farklı yörelerinde sığır et ve et ürünlerinde yürütülen çalıĢmalarda E. 

coli O157 izolasyon oranlarının % 2-6 arasında değiĢtiği rapor edilmiĢtir (6, 69). 

Baran ve Gülmez (2003) tarafından yürütülen bir çalıĢmada ise sığır etlerinde % 6 

oranında E. coli O157 izole edilirken, tavuk etlerinde etken izole edilemediği 

bildirilmiĢtir (25). Bu çalıĢmada da incelenen 1000 adet broyler karkas örneğinde 

E. coli O157 izole edilemedi. Karkas örneklerinde etken tespit edilememesi, 

daldırma tanklarına Salmonella ve diğer etkenlerin bulaĢmasını engellemek için 

kullanılan klorun etkisinden kaynaklanmıĢ olabilir. Ayrıca bu çalıĢmada incelenen 

karkas örnekleri yıkamadan hemen sonra svaplar ile alınmasına karĢın, diğer 

çalıĢmalarda genellikle satıĢa sunulan ürünlerden (etin iĢlenmesi, transportu, 

depolanması veya kontamine et ürünleri ile bir arada bulunması) örnek alınması 

farklı bulguların elde edilmesinde rol oynayabilir. 

Sindirim sisteminde patojen etkeni barındıran hayvanlar, baĢta et ve et 

ürünleri olmak üzere birçok hayvansal ürünün farklı düzeylerde 

kontaminasyonuna neden olmakta ve bu Ģekilde tüketime sunulan ürünler ciddi bir 

risk oluĢturmaktadır. Kontaminasyon, kesimden etin iĢlenip satıĢa sunulmasına 

kadar birçok aĢamada gerçekleĢebilir. Bu çalıĢmada elde edilen beĢ izolatın dördü 

sekumdan, bir tanesi ise karaciğerden tespit edildi. Sekum örneklerinden daha 

yüksek oranda pozitiflik saptanması diğer çalıĢma bulguları ile paralellik arz 

etmektedir (29, 159). Deneysel çalıĢmalarda etkenin sekuma kolonize olduğu ve 
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burada uzun süre kaldığı bildirilmiĢtir (159). Dolayısıyla, kanatlı et ürünlerinin 

iĢlenmesi esnasında sekumun yırtılması, hem karkas hem de daldırma tanklarını 

kontamine ederek insan sağlığı açısında risk oluĢturabilir. 

Ġnsanlara E. coli O157 bulaĢmasının en önemli kaynağı tüketime sunulan 

kontamine et ve et ürünleri olup, sığırlar baĢlıca rezervuar olarak rapor edilmiĢtir 

(93, 180). Ġnsanlarda E. coli O157 enfeksiyonlarında etkenin sahip olduğu 

shigatoksinler, enterohemolizin ve intimin önemli rol oynamaktadır (34, 168). 

Shigatoksijenik E. coli O157 zoonoz olup insanlarda HK, HUS ve TTP gibi ciddi 

hastalıklara neden olmaktadır. Bir bakım evinde tavuk etlerinin tüketilmesine 

bağlı olarak ishal gözlenen hastalardan shigatoksijenik E. coli O157 izolasyonu 

rapor edilmiĢtir (29). Etkenin tek baĢına intimine sahip olması dahi A/E özelliği 

nedeniyle insanlarda ishal sebebi olabilir (3, 36). Kanatlı kökenli izolatlarda bu 

virülens genlerinin varlığını bildiren oldukça sınırlı sayıda çalıĢma mevcuttur. 

Pilipčinec ve ark. (1999), lateks aglutinasyon testi ile incelediği 216 kloakal svap 

örneğinin 20‟sinde E. coli O157 tespit etmiĢ ve bunların 19‟unda stx genlerinin 

bulunduğunu bildirmiĢlerdir (150). Buna karĢın, 500 adet tavuk gaytasının 

incelendiği baĢka bir çalıĢmada bu genlere rastlanmamıĢtır (178). Ayrıca 

hindilerde yapılan bir çalıĢmada elde edilen altı izolatın sadece bir tanesinde stx, 

eae ve ehx genleri tespit edilmiĢtir (96). Bu çalıĢmada ise, broyler tavuklardan 

elde edilen beĢ E. coli O157 izolatının hiçbirinde stx1-stx2, ehxA ve fliCh7 virülens 

genleri tespit edilemedi. Buna karĢın bu izolatların tümü eae geni yönünde pozitif 

olarak belirlendi. Bu nedenle broyler et ve et ürünlerinin insanlar için potansiyel 

risk taĢıdığı söylenebilir. 
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Dünyada sporadik vakalarda % 2-7, salgınlarda ve HUS vakalarında ise % 

20 oranında E. coli O157 izolasyonu bildirilmiĢtir. Etken, 10 yaĢın altındaki 

çocuklarda HUS‟a neden olurken, yetiĢkinlerde HK ve TTP vakaları 

gözlenmektedir. HUS görülen çocukların % 3-5‟inde ölüm ve % 12-30‟unda ise 

böbrek yetmezliği, hipertansiyon ve merkezi sinir sisteminde hasar ortaya 

çıkmaktadır (87, 138, 147). Ancak bu klinik tabloların ortaya çıkması için stx‟in 

dolaĢım sistemine girmesi ve hedef organdaki reseptörüne bağlanması gerekir. 

Buna karĢılık, birçok E. coli O157 olgusunda semptomların kısa sürede sona 

erdiği ve spontan iyileĢmelerin olduğu bildirilmektedir (153, 168). Türkiye‟de E. 

coli O157‟nin insanlardaki prevalansı hakkında yeterli veri bulunmamaktadır 

(91). Ġlk defa Zarakolu ve ark. (1999) tarafından çocuklarda yapılan bir çalıĢmada 

% 0,4 oranında etken izolasyonu bildirilmiĢtir (188). Bugüne kadar yapılan 

çalıĢmalarda, ülkemizde insanlarda E. coli O157 prevalansının % 0-4 arasında 

değiĢtiği rapor edilmiĢtir (68, 71, 91, 95). Bu çalıĢmada ise ishalli insanlardan 

alınan gayta örneklerinde % 2,7 oranında etken izole edildiği görüldü. 

Ġnsan gayta örnekleri de hem direkt ekim hem de IMS yöntemleri ile 

incelendi ve broyler örneklerine benzer Ģekilde direkt ekim yönteminde dokuz 

örnek pozitif bulunurken, IMS yönteminde sadece üç örnekte pozitiflik belirlendi. 

Bu durumun da insan gaytasında bulunan refakatçi floradan veya metot 

tercihinden kaynaklanmıĢ olabileceği ve dolayısıyla çalıĢmada kullanılan IMS 

metodunun insan örneklerinde de direkt kültür yöntemine ekstra bir katkı 

sağlamadığı görüldü. Sonuç olarak PCR bulguları ile birlikte değerlendirildiğinde, 

bu çalıĢmada gerek broyler ve gerekse insan örneklerinin incelenmesinde 
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kullanılan IMS yönteminin sensitivitesinin düĢük olduğu ve dolayısıyla hatalı 

negatif sonuç ihtimalinin yüksek olduğu kanaatine varıldı. 

Ġnsanlarda HUS ve HK vakalarında yapılan çalıĢmalarda etkenin 

çoğunlukla fliCh7, stx1-stx2, ehxA ve eae virülens genlerine sahip olduğu 

bildirilmiĢtir (34, 168). Bu çalıĢmada, ishal Ģikayeti ile hastaneye baĢvuran 

insanlardan elde edilen 10 E. coli O157 izolatının spesifik PCR ile analizi 

sonucunda hiçbir örnekte H7, enterohemolizin, shigatoksin 1 ve 2 genleri tespit 

edilmedi. Buna karĢın örneklerin yalnızca birinde eae geni yönünde pozitiflik 

saptandı. Birçok araĢtırmacı E. coli O157‟ye bağlı klinik tabloların oluĢmasıyla 

intimin varlığı arasında kuvvetli bir iliĢki olduğunu belirtmiĢlerdir (3, 146). 

Bağırsaklarda bağlanma ve silinme yapan intimin, diğer virülens faktörleri 

olmadan da hastalarda ishal nedeni olabilir. Bununla birlikte herhangi bir virülens 

geni taĢımayan diğer dokuz izolatın sağlık açısından sorun teĢkil etmeyeceği 

söylenebilir.  

PFGE, E. coli O157 suĢlarının genetik iliĢkilerinin ortaya konmasında ve 

salgınların epidemiyolojisinin belirlenmesinde en çok kullanılan yöntemdir. Bu 

çalıĢmada broyler ve insan izolatları CDC tarafından önerilen yönteme göre XbaI 

enzimi ile PFGE analizine tabi tutuldu. PFGE analizi sonucunda hem broyler hem 

de insan izolatlarında birbirinden farklı 4‟er profil tespit edildi. Broyler profilleri 

(A, B, C ve D) karĢılaĢtırıldığında; A ve B grubundaki izolatların yakın iliĢkili (% 

81) olduğu ve aynı kümesten elde edildiği belirlendi. Buna karĢın A/B, C ve D 

grubundaki izolatlar karĢılaĢtırıldığında herhangi bir iliĢki saptanamadığı görüldü. 

Bu durumun kanatlılarda, farklı bulaĢma kaynağından veya aynı bulaĢma 
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kaynağında farklı genotipik profile sahip E. coli O157 izolatlarından ileri geldiği 

söylenebilir. 

Ġnsan izolatlarında U (profil E ve F) ve N (profil G ve H) isimli 

hastanelerin her birinden ikiĢer olmak üzere toplam dört farklı PFGE profili elde 

edildi. E ve F profiline sahip izolatlar muhtemel iliĢkili (% 76) olarak saptanırken, 

E/F, G ve H profillerine sahip izolatlar iliĢkisiz olarak tespit edildi. Bu çalıĢmada 

elde edilen insan E. coli O157 izolatları ile broyler orijinli izolatlar arasında 

herhangi bir genetik iliĢki saptanamaması, bulaĢma kaynağının kanatlı kökenli 

olmadığı fikrini desteklemektedir.  

Sonuç olarak bu çalıĢmada, broyler tavukların E. coli O157 serotipini 

taĢıdığı tespit edildi. Bu durum, birçok iĢletmenin yakınlarında sığır yetiĢtiriciliği 

yapılmasından veya broylerlerin yem, su vs. ile etkeni çevreden almasından 

kaynaklanmıĢ olabilir. Bu çalıĢmada elde edilen insan E. coli O157 izolatları ile 

broyler orijinli izolatlar arasında herhangi bir genetik iliĢki saptanamaması, 

bulaĢma kaynağının kanatlı kökenli olmadığı görüĢünü desteklemektedir. Bununla 

birlikte, ishal Ģikayeti ile hastaneye baĢvuran insanların gayta numunelerinde 

etkene rastlanması, kontaminasyon riskini minimize etmek için gerekli hijyenik 

tedbirlerin alınmasını ve standartlara uyulmasını zorunlu kılmaktadır. Bu 

çalıĢmada, insanlar için E. coli O157 kaynağının kanatlı kökenli olarak 

görülmemesine karĢın birden fazla bulaĢma kaynağı veya aynı bulaĢma 

kaynağında farklı genotipik profile sahip E. coli O157 izolatları ile enfeksiyona 

yakalanmıĢ olabileceği düĢünülmektedir. Dolayısıyla muhtemel enfeksiyonların 

önüne geçebilmek için broyler etleri gibi tüketime sunulan et ürünlerinin iyi 

piĢmiĢ olarak tüketilmesine dikkat edilmelidir. 
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E. coli O157‟ye bağlı enfeksiyonlar ve salgınlar açısından etkin kontrol 

stratejileri geliĢtirilebilmek için ruminant türlerinin yanı sıra baĢta broyler olmak 

üzere kanatlı hayvanların da bu etkenin varlığı ve virülens özellikleri yönünden 

incelenmesinin daha faydalı olacağı düĢünülmektedir. Böylece, günümüzde beyaz 

et tüketiminin kırmızı ete göre gittikçe yaygınlaĢtığı da göz önüne alındığında, 

hem kanatlı sektörü açısından hem de halk sağlığı açısından daha güvenilir ve 

doğru veriler elde edilerek koruma ve kontrol çalıĢmaları planlanabilecektir. Bu 

nedenle, farklı kanatlı türlerini ve daha geniĢ coğrafyaları kapsayan uzun vadeli 

prospektif çalıĢmalar ile etkenin epidemiyolojisinin ayrıntılı bir Ģekilde 

irdelenmesine gereksinim duyulmaktadır. 
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