T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
MIKROBIYOLOJI ANABILIM DALI

BROYLERLERDE ESCHERICHIA COLI
0157°’NiN PREVALANSI VE PULSED
FIELD GEL ELECTROPHORESIS
(PFGE) YONTEMI ILE
TiPLENDIRILMESI

DOKTORA TEZI
Recep KALIN
2011



T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
MIKROBIYOLOJI ANABILIM DALI

BROYLERLERDE ESCHERICHIA COLI
0157°NIN PREVALANSI VE PULSED
FIELD GEL ELECTROPHORESIS (PFGE)
YONTEMI ILE TIiPLENDIRILMESI

DOKTORA TEZi

RECEP KALIN

ELAZIG-2011



ONAY SAYFASI

Prof, Dr. Emine UNSALDI

Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii

Bu tez Doktora Tezi standartlarina uygun bulunmustur.
(AU /
jv\\u/v \44 ' :
Prof. Dr. Hasan Basri ERTAS

Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkani

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden
Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Dog. Dr. Hasan ONGOR . Hﬁ*‘*ég

Danisman

Doktora Sinavi Jiiri Uyeleri b\/\

Prof. Dr. Mehmet AKAN /UALV

Prof. Dr. Hasan Basri ERTAS %‘{J W‘

it

Prof. Dr. Burhan CETINKAYA /& C

Prof. Dr. Hakan BULUT /KZ_/{V

-

Dog. Dr. Hasan ONGOR e
L
ke



TESEKKUR

Oncelikle doktora c¢aliygmamda damgmanligimi iistlenen ve destegini
esirgemeyen danisman hocam Dogc. Dr. Hasan ONGOR olmak iizere Anabilim
Dalimizin diger saygideger 6gretim iiyeleri Prof. Dr. Adile MUZ, Prof. Dr. Hasan
Basri GULCU, Prof. Dr. Burhan CETINKAYA ve Prof. Dr. Hasan Basri
ERTAS’a tesekkiir etmeyi bor¢ bilirim. Doktoram boyunca bilgilerinden
yararlandigim ve laboratuvar c¢aligmalarinda deneyim kazanmamda yardimlarini
esirgemeyen Ars. Gor. Dr. Murat KARAHAN’a sonsuz tesekkiir ederim.

Broyler orneklerinin toplanmasindaki katkilar1 nedeniyle Dr. Biilent
TASDEMIR, Nejdet TORAMAN, Veteriner Hekim Hidir ALTINTAS, Veteriner
Hekim Yener ULUATA ve Gida Miihendisi Bilal YILDIRIM’a, insan gayta
orneklerinin toplanmasindaki katkilar1 nedeniyle Malatya 1. U. Turgut Ozal Tip
Merkezi Parazitoloji Anabilim Dali 6gretim tiyesi Prof. Dr. Nilgiin DALDAL’a,
Ars. Gor. Onder OTLU ve parazitoloji laboratuvari personeline, Elazig’da
yardimlarint esirgemeyen Dr. Savas KARATEPE, Biyolog Necati TUT, Naciye
OZEN, Biilent GOZTOK ve Invitro Lab calisanlarina, bunlarm yan1 sira Sadet
CAKMAK, Sinan DERDIYOK ve Mevliit KARADEMIR ’e tesekkiir ederim.

Ayrica alti yil boyunca maddi ve manevi destegini hicbir zaman
esirgemeyerek sikintilart asmamda ¢ok biiylik emegi olan esim Canan KALIN’a,
kardesim Ramazan KALIN ve esine, CELIK, DOGAN, ORHAN ve YUKSEL
ailelerine sonsuz tesekkiir ederim.

Bu calisma Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Y&netim Birimi
(FUBAP) tarafindan 1763 numarali proje olarak desteklenmistir. Caligmaya

sagladiklart maddi destekten dolayr FUBAP’a tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI ..ottt i
ONAY SAYFASI ..ottt bbbt e nee e ii
TESEKKUR ..ottt ettt ettt et s st en ettt an s iii
ICINDEKILER ..ottt ettt sttt en s iv
TABLO LISTES ...ttt vii
SEKIL LISTEST ..ottt ettt viii
KISALTMALAR LISTESI ..ottt iX
L OZET o 1
2. ABSTRACT ..ttt b e b et b e b nr e nneas 3
KT C) 120 1S 5
3.1. Diyarejenik Escherichia COli Gruplari..........ccccvouririnereieicieieseseseseseeee e 8

3. 1. 1. Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC).......ccccccovviviviiiiieieieeie e 10

3. 1. 2. Enteropatojenik Escherichia coli (EPEC)........ccccccovviviviiiiiieieceece e 10

3. 1. 3. Enteroagregatif Escherichia coli (EAEC)........cccooviiiiiiiiieieseseeeeeen 11

3. 1. 4. Enteroinvazif Escherichia coli (EIEC) ........ccccoviiiiiiiiiiiie e 12

3. 1. 5. Diffuz-adherent Escherichia coli (DAEC).........ccccoeviiiviniiicieceece e 12

3. 1. 6. Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC)..........ccccooviiiiininiicicce, 13

3. 2. Enterohemorajik Escherichia Coli O157.......ccccooiiiiiiiiiiiiise e 14
3. 2. L ELIYOIO]icuiciiciicic et 16

3. 2. 2. Virlilens FaKtOTIeri ......ccuveiuiriiiieiiie et 19
3.2, 2. 1. SNIQAOKSIN . ....uiiiitiieiieeee e 20
3.2.2. 2. LEE-INHMIN oottt n st 21

3.2, 2. 3. PlAZMIAIEE ... 23

3.2, 2. 4. ENteroNemMOBIZIN .....cvoviiiicieieee e 24

3. 2. 3. PAIOGENEZIS ...ttt 25

3. 2. 4. EPIAEMIYOIO]i.c.cciiiieiee et 28



3.2.5. AntibiyotiKlere DITeNG ......ccccvrveeiririeiisee e 33
3.2, 6. TESIIS 1.t 34
3.2.6. 1. Konvansiyonel YONtemIEr ..........ccoccvvverieiiiiniiniieiiesiee e 34
3.2.6.2. Serolojik YONtEMICT ......c.cciiiiriiiiieie et 37

3.2. 6. 3. Immunomanyetik Separasyon (IMS) ..........ccccecerrireirereierererieesnesenns 38
3.2.6. 4. Molekiller YONteMICT .........ccocviiiiiiiiiiieiciccses e 38
3.2.6.4. 1 AILTIPIENAIME....cci i 39

30 2. T TRUAVI ettt 42
3. 2. B PIrOQNOZ ...ttt ne 44
B B AMAC e 44
4. GEREC VE YONTEM ......cooooiiiiiiitieeeete e eees sttt en st as st sasannans 45
4. 1. Orneklerin TOPIANMAS .......c.cvvviverieireiceeiss et 45
4. 1. 1. Broyler Tavuklarda Ornek Toplanmast ...........ccccovrevevererivereriereressssessserenns 45

4. 1. 2. Insan Gayta Orneklerinin Temin Edilmesi ..........cccecevevevrrcreriecrerieeesecnenans 46

A 20 KUIIT 1. 46
4.2. 1. Iimmunomanyetik Separasyon (IMS) ...........cceeerrireririrersseresieresisessesenns 46
4. 3. DNA Ekstraksiyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) .........cccccceveviveienne 47
4. 4. Pulsed Field Gel Elektrophoresis (PFGE) ........cccccevveieiiiieiece e sre e 49
4. 4. 1. On HAZITIK ..cocvieivicciecece et 49
4. 4.2. Agaroz Kaliplarin DOKGIMES ........evvieeiiiiieiiiiiicieseee e 50
4. 4. 3. Agaroz Kaliplardaki Hiicrelerin LiZiSi........cccoooveiieniiiieiiiiic e 50
4. 4. 4. Hiicre Lizisinden Sonra Agaroz Kaliplarin Yikanmast ........c.c.ccoevevvnvnnennn, 51

4. 4. 5. Agaroz Kaliplardaki DNA’nin Xbal Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi...... 51
4.4.6. Agaroz Jel DOKUIMESI........cceriiiiieiiiice e 52
4. 4. 6. 1. Enzimle Kesilmis Agaroz Parcalarinin Tarak Uzerine Yiiklenmesi..... 52

4. 4. 6. 2. Enzimle Kesilmis Agaroz Pargalarinin Kuyucuklara Yiklenmesi ....... 53

4. 4. 7. EIEKETOTOEZ......cvoviiiiicii it 54



4. 4. 8. Sonuglarin Gozlenmesi Ve ANALIZI......ccccccveeiieeiiie e 54

4. 5. Kiiltiir, PCR ve PFGE Asamalarinda Kullanilan Ayiraglar..........c.ccooveciivinnns 55
4. 5. 1. Kiiltiir Asamasinda Kullanilan Besiyeri ve Ayiraglar..........ccoccooviiiennennn. 55
4.5. 2. PCR Isleminde Kullanilan AyIraGlar ..........ccccoeeveverceereecrerieeieseseeseesenans 57

4.5.2. 1. DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Ayiraglar ...........ccoccoceveiiiiinnnnnne 57
4.5.2.2. PCR Analizinde Kullanilan Ayiraglar...........cc.cccooveniiiiiniinieenicneen, 58
4.5.2.3. PCR Elektroforez Isleminde Kullanilan Ayrraglar.............ccccccoovuevnnnee. 59
4.5.3. PFGE Isleminde Kullanilan Ay1raglar .............ccococeeveveieeeecereereseeeeceseenan, 60

4. 6. IStatiStiKSEl ANALIZ........cvevveiviiisiieieisere ettt 62
5. BULGULAR ... 63

5. 1. Broyler Orneklerinin Bakteriyolojik Kiiltiir Bulgulart .............cccocvvevuereverrernnnae. 63

5.2. Insan Gayta Orneklerinin Bakteriyolojik Kiiltiir Bulgulart .............ccceeveverevnnn. 65

5. 3. Broyler Orneklerinin PCR BUlGUIATT ...........coovvvveveiiveiiiicreiieeresessseve s 66
5. 3. 1. E. coli O157 spesifik PCR bulgulari.........ccccovererinieniininiseneneseseeeeeseens 66
5. 3. 2. Broyler E. coli O157 izolatlarinin viriilens genlerine spesifik PCR bulgulari

.................................................................................................................................. 67

5. 4. Insan Gayta Orneklerinin PCR BUIGUIATT .........cc.ccvvvevoiveieiieeicisiseieesesie e, 69

5.4. 1. E. coli O157 spesifik PCR bulgulari...........cccceriiiiiiinininineseseeeeesens 69

5. 4. 2. Insan E. coli 0157 izolatlarmin viriilens genlerine spesifik PCR bulgulari . 71

5. 5. PFGE BUl@UIAIT.....cciiiiiiiiiei e e 72
6. TARTISMA ....oooooioveceeecieeeeees e s s 77
T KAYNAKLAR ..ot nens 87
8. OZGECMIS ...ttt 102

Vi



TABLO LISTESI

Tablo 1: E. coli O157’nin ve viriilens genlerinin tiplendirilmesinde kullanilan

PIIMETIET . . bbb 49
Tablo 2: PFGE 6rnek/enzim sulandirma oranlart..........cc.ccceveveeneenenensnenesnnnn 52
Tablo 3: Broyler 6rneklerinin kesimhane ve kiimeslere gore dagilimi. ............... 64
Tablo 4: Sorbitol negatif izolatlarda E. coli O157 identifikasyon orani. ............. 66

Tablo 5: Broylerlerde E. coli 0157 pozitif izolatlarin viriilens genlerinin dagilimi

Tablo 6: Insan gayta &rneklerinin direkt ve IMS ile identifikasyon bulgulart. .... 70
Tablo 7: Hastane bazinda tespit edilen E. coli O157 identifikasyon bulgulart. ... 70
Tablo 8: Insanlarda E. coli 0157 pozitif izolatlarmn viriilens genlerinin dagilim1.71

Tablo 9: E. coli 0157 izolatlarinin PFGE profilleri. ........c.ccoovvvreneneieniieninnne 75

vii



SEKIL LiSTESI

Sekil 1: Diyarejenik E. COli gruplari .........ccccceevveiiiiieii e 9
Sekil 2: E. cOli O157:H7 0luSUM STUIECI...cevviveeiireiieieiiiesiesie e siesie e 16
Sekil 3: EHEC viriilens faktOorleri........ccoocviiieiiiiiieiiceeesceee e 20
SekKil 4: LEE tip 11 SEKIreSyon SIStEMI ......ccuvcveiierieiie e 22
Sekil 5: Broylerlerde sorbitol negatif izolatlarin dagilimi. ..........cccocevvvieiiiennnnn, 65

Sekil 6: rfbE-PCR iirtinlerinin ethidium bromide ile boyanmis agaroz jelde
o001 4011113011 PP 67

Sekil 7: E. coli O157 izolatlarinin eae-PCR iiriinlerinin ethidium bromide ile
boyanmis agaroz jelde gOrinliimil ..........c.ceveriiiiiiiiiiieiie e 69

Sekil 8: Xbal enzimi ile kesilen broyler izolatlarina ait PFGE {irlinlerinin ethidium
bromide ile boyanmis agaroz jelde goriniimil............cocerverinieineenisie e 72

Sekil 9: Xbal enzimi ile kesilen insan izolatlarina ait PFGE triinlerinin ethidium

bromide ile boyanmis agaroz jelde goriniimil............cocvrveiiiieineenisieneees 73
Sekil 10: Broyler ve insan izolatlarinin PFGE profilleri. ..........cccooviiiiiiicnnen. 74

viii



A/E
ABD
AIDA-I
APEC
BCIG
BPW
CDC
CHEF
CT-SMAC
DAEC
DTE
eae
EAEC
EAgQQEC
EHEC
Ehx
EIEC
ELISA
EMB
EPEC
ETEC
FDA
flic

g

Gb3
HK
HLB
HSB
HUS
IFA
IMS

KISALTMALAR LiSTESI

Attaching/effacing

Amerika Birlesik Devletleri

Adhesin Involved in Diffuse Adherence

Avian pathogenic E. coli
5-bromo-4-chloro-3-indoxyle-f-D-glucuronic acid
Buffered peptone water

Centers for Disease Control and Prevention
Countour-clamped homogeneous field electrophoresis
Cefixime-Tellurite Sorbitol MaCConkey Agar
Diffuz-adherent E. coli

Dithioerythritol

Intimin

Enteroagregatif E. coli

Enteroadherent Aggregative E. coli
Enterohemorajik E. coli

Enterohemolizin

Enteroinvasiv E. coli

Enzyme-linked immunosorbent assay

Eosine Methylene Blue

Enteropatojenik E. coli

Enterotoksijenik E. coli

Food and Drug Administration

H7 kodlayan gen

Gram

Globotriaosylceramide

Hemorajik kolitis

Hiicre lizis buffer

Hiicre slispansiyon buffer

Hemolitik iiremik sendrom

Immunofloresan antikor

Immunomanyetik Seperasyon



kb
kDa
LEE
LT
MDa
mEMB
mPCR
MR
mTSB
MUG
OMP
Pais
PCR
PFGE
PRS
RAPD
RE
rfbE
RFLP
RPLA
SDS
SKG
SLTEC
SMAC
ST
STEC
Stx
SUSS
TBE
Tir
TTP
USDA

Kilobaz

Kilodalton

Locus of entorocyte effacement
Labil toksin

Megadalton

Modifiye edilmis EMB

Multipleks PCR

Metil Red

Modifiye trypticase soy broth
4-methylumbelliferyl-p-D-glucronide
Outer membrane protein
Pathogenity island

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Pulsed Field Gel Electrophoresis
Phenol red sorbitol

Random amplification of polymorphic DNA
Restriksiyon enzimi

0157 kodlayan gen

Restriction Fragment Length Polymorphism
Reverse passive latex aglutinasyon
Sodium Dodecyl Sulfate

SeaKem Gold agaroz

Shiga-Like toxcin producing E. coli
Sorbitol MacConkey Agar

Stabil toksin

Shigatoksin iireten E. coli
Shigatoksin

Steril ultra saf su

Tris-borik asit-EDTA

Translocated intimin receptor
Trombotik trombositopenik purpura
United States Department of Agriculture



VP : Voges Preskauer
VTEC : Verotoksijenik E. coli

Xi



1.0ZET

Bu c¢alismada; Escherichia coli (E. coli) O157°nin broyler tavuk
orneklerindeki varligmin kiiltir ve immunomanyetik separasyon (IMS) ile
arastirtlmasi, molekiiler yontemlerle karakterize edilerek viriilens genlerinin
saptanmasi, Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) yontemi ile alt tiplendirmesi
ve boylece izolatlar arasindaki genetik iliskilerin ortaya konmasi amaglandi.

Bu amagla, Elazig ve Malatya illerindeki ti¢ farkli kanatli kesimhanesinden
1000 broylere ait karaciger ve sekum ornekleri ile ayni isletmelerde bulunan 1000
broylere ait karkas ornekleri toplandi. Ayrica bu caligsmada, broyler izolatlar ile
insan izolatlar arasindaki genetik iliskiyi ortaya koymak amaciyla, ayn1 bolgedeki
bes hastaneye ishal sikayeti ile bagvuran hastalardan temin edilen 367 gayta
numunesi incelendi. Broyler sekum ve insan gayta 6rneklerinden direkt ekim ve
immunomanyetik seperasyon (IMS) sonrasi ekim gerceklestirilirken, karkas ve
karaciger 6rneklerine yalnizca direkt ekim uygulandi.

Broyler tavuklarda orneklerin direkt ve IMS sonrasi ekiminde saptanan
sorbitol negatif izolatlarin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
incelenmesinde; karacigerde % 0,1 (1/1000) ve sekumda % 0,4 (4/1000) olmak
tizere i¢ organlardan hayvan bazinda % 0,5 oraninda E. coli O157 tespit edilirken,
karkas orneklerinden etken izolasyonu yapilamadi. Insan gayta drneklerinden ise
% 2,7 (10/367) oraninda pozitiflik saptandi.

Kiimes bazinda bakildiginda; kiimeslerin % 12’sinde (3/25) etken
identifikasyonu yapildi. E. coli O157 pozitif bulunan bu isletmelerden bir tanesi

Malatya’da ve iki tanesi Elazig’da yer alip, bu kiimeslerdeki pozitiflik oranlar



strastyla % 2 (1/50), % 6,7 (2/30) ve % 4 (2/50) olarak bulundu. Kiimes bazindaki
pozitiflik oranlar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edildi
(P <0,001).

Viriilens genlerine spesifik PCR ile incelenen bes broyler tavuk ve on
insana ait E. coli OI157 izolatinin higbirinde H7, shigatoksin 1-2 ve
enterohemolizin genleri bulunamadi. Buna karsin, broyler izolatlarinin tamami ve
bir adet insan izolat1 intimin geni yoniinden pozitif olarak tespit edildi.

PFGE analizi sonucunda hem broyler hem de insan izolatlarinda
birbirinden farkli 4’er profil saptandi. Bu ¢alismada elde edilen insan E. coli 0157
izolatlar1 ile kanath orijinli izolatlar arasinda herhangi bir genetik iliski
saptanamamasi, bulasma kaynagimmin kanathh kokenli olmadigr fikrini
desteklemektedir.

Sonug¢ olarak bu galismada, broyler tavuklarin E. coli O157 serotipini
tasidign tespit edildi. E. coli O157°ye baghh enfeksiyon ve salginlarin
epidemiyolojisinin daha 1iyi anlasilabilmesi ve etkin kontrol stratejilerinin
gelistirilebilmesi i¢in ruminant tiirlerinin yani1 sira basta broyler olmak tizere
kanatl hayvanlarin da incelenmesinin faydali olacag: diisiiniilmektedir.

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

PFGE



2. ABSTRACT

This study was carried out to investigate the presence of Escherichia coli
(E. coli) 0157 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 0157 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 0157 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
0O157. The percentage of 2.7% (10/367) was obtained in the PCR examination of

human faecal samples.



When the results were assessed at flock base, the identification percentage
of E. coli 0157 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 0157 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 0157,

Key words: Broiler, human, E. coli 0157, PCR, virulence genes, PFGE



3. GIRIS

Escherichia coli (E. coli), kanatli ve memelilerin normal bagirsak florasini
olusturmasinin yani1 sira, patojenik Ozellige sahip c¢ok sayida serogrubu
bulunmakta ve viriilens 6zelliklerine gore g¢esitli gruplara ayrilmaktadir (42, 59,
66). Kommensal ve patojen suslar bagirsakta, ¢evrede ya da konakgida
yagsamlarini siirdiirebilirler (82, 109).

E. coli ilk olarak Alman arastirmaci, bakteriyolog Theodor Escherich
tarafindan 1885 yilinda ortaya konmus ve Bacterium coli commune ismi ile
anilmistir. Bu organizma i¢in 1895 yilinda Migula, 1896’da ise Lehman ve
Neumann Bacterium coli ismini kullanmislardir. Castellani ve Chalmers ise 1919
yilinda Escherichia coli ismini kullanarak etkeni bulan arastirmacinin adina
ithafen bu ismi vermislerdir (18, 26, 59).

Giliniimiizde 16S ribozomal RNA iinitesindeki benzerlige gore yapilan
siniflandirma sonucunda E. coli, Proteobacteria boliimiinde,
Gammaproteobacteria sinifinda, Enterobacteriales takiminda,
Enterobacteriaceae familyasinda Escherichia cinsi igerisinde yer almaktadir (18).

Gram negatif ozellikteki E. coli, 1,1-1,5 x 2,0-6,0 um boyutlarinda,
fakiiltatif anaerobik ve ¢omak seklindeki bakterilerdir. Cogu peritrik flagellaya
sahip olan bu etken hareketli olup, buna karsin az da olsa hareketsiz olanlar da
bulunmaktadir. Genel amagh besiyerlerinden; kanli agar, nutrient agar ve
Enterobactericeae igin diferensiyel-selektif olan MacConkey agar, Eosine

Methylene Blue (EMB) agar gibi besiyerlerinde 37 °C’de 24 saat iginde S tipi



koloniler olustururlar. Sivi besiyerlerinde 37 °C’de 24 saatte bulaniklik yaparak
tirerler.

Laktoz, mannitol, glukoz gibi karbonhidratlar1 asit ve gaz olusturarak
fermente ederler. Laktozu kullanan tiirler MacConkey agarda pembe renkli
koloniler olustururken, EMB agarda ise yesil metalik refle veren koloniler
sekillendirirler. Baz1 suslar1 kanli agarda hemoliz olusturabilitler. Indol ve Metil
Red (MR) testlerinde pozitif, iire, Voges Preskauer (VP), H,S ve Sitrat testlerinde
negatif sonug verirler. Oksidaz testi negatif sonug veren E. coli nitratlar: nitritlere
indiikleyebilirler (19).

E. coli suslarinin siniflandirilmasinda organizmanin sahip oldugu antijenik
yapilar 6nemli rol oynamaktadir. E. coli suslar1 arasinda antijenik farkliliklarin
oldugu ilk kez 1921’de Dodgeon tarafindan belirtilmis, sonra 1937°de Lowel E.
coli’nin kapsiil (K) ve somatik (O) olmak tizere iki ¢esit antijeni oldugunu ileri
stirmiig, 1943 yilinda ise flagella (H) antijeni kesfedilmistir. Bu antijenik farkliliklart
temel alarak gelistirilen ve ilk olarak 1944 yilinda Kauffman tarafindan sematize
edilen serolojik simiflandirma giiniimiizde modifiye edilmis hali ile
kullanilmaktadir (92, 138). Modifiye Kauffman semasina gore E. coli’ler O, H ve
K vyilizey antijenlerine gore serogruplara ayrilmistir. Buna goére O antijeni
acisindan 170, K antijeni agisindan 100 ve H antijeni acisindan 60 kadar serogrup
oldugu bildirilmistir (102).

Somatik antijenleri 1stya direncli olup lipopolisakkarit yapida, K antijenleri
ise polisakkarit yapida olup O antijenlerin lizerinde bulunur. Buna bagli olarak K
antijeni ihtiva eden suslar, O antiserumlar ile agliitinasyon yapmazlar (19, 92). K

antijenleri iki farkli komponente sahip olup bunlardan K(A) 120 °C’de iki saatte,



K(B) ise 100 °C’de etkisi giderilebilen polisakkarit niteligindedir. Bu nedenle K
antijenine sahip suslarin 120 °C’de iki saat 1s1 uygulandiktan sonra agliitinasyona
tabi tutulmasi1 gerekmektedir. Flagella antijeni ise hareketli suslarda bulunan, 1s1ya
dayaniksiz protein tabiatinda olup agliitinasyonla ortaya konabilir.

Bunlarin yani sira fimbrial (pilus) antijenleri E. coli’ler igin gesitli oneme
sahiptir. Suslar arasinda ekstrakromozomal genetik elementlerin aktarilmasini
saglama ve bagirsak epitellerine adhezyon yapma Ozellikleri de bulunmaktadir.
Bu antijenler 6zellikle enteropatojenik E. coli’lerin belirlenmesinde kullanilirlar.
O, K, H antijenleri bakteri kromozomu tarafindan sentezlenirken fimbria
antijenleri hem bakteri kromozomu hem de plazmid aracilign ile
sentezlenmektedir. O/H antijenlerinin kombinasyonlar1 serotip olarak ifade
edilmektedir (32, 138, 143).

E. coli basta insan olmak iizere buzagi, kuzu, domuz yavrulari, tay, kedi,
kopek ve kanatlilarda birgok hastaliga neden olmaktadir. Ayrica akut mastitislerin
primer etkenleri arasinda yer almasi agisindan siit endiistrisinde 6nemli kayiplara
neden olmaktadir (19, 97). E. coli serotipleri kanatli hayvanlarda enteritis,
koliseptisemi, koligranuloma (Hjarre’s hastaligi), hava kesesi yangisi, sellulitis,
peritonitis, perikarditis, perihepatitis, artritis, omfalitis, salpingitis ve yumurta
saris1 (Yolk sac) enfeksiyonlarindan izole edilmistir. Kanatli patojenik E. coli
suglar1 (avian pathogenic E. coli, APEC) ozellikle geng broylerlerde
enfeksiyonlara neden olurlar. APEC suslart ¢ogunlukla belli O serogruplarina
dahildirler. Tavuklardan en ¢ok izole edilen APEC suslar1 O1, O2, O35 ve

078°dir (26).



E. coli O157:H7 serotipinin kanatlilarda izolasyonuna dair az sayida veri
olmasima karsin, son zamanlarda kanatlilardan bu serotipin izole edilmesi halk
saglig1 agisindan biiyiik 6nem kazanmaktadir (26, 132).

Tiim diinyada genel olarak ishal enfeksiyonlar1 ile anilan diyarejenik E.
coli’ler O:H antijenik yapilari, diger viriilens faktorleri, hedef hiicrede yaptiklar
hiicresel degisiklikler, sahip olduklar1 enterotoksin yapisi, ortaya c¢ikan klinik
tablo ve epidemiyolojilerine goére; 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 adlandirilmaktadir (Sekil 1).

3.1. Diyarejenik Escherichia coli Gruplari

E. coli, ilk kesfinden bugiine kadar dikkate deger degisim gostermis ve bu
durumun o6niimiizdeki yillarda da devam edecegi tahmin edilmektedir. Eskiden
sindirim sisteminin saprofit etkenleri olarak kabul edilirken giiniimiizde insan ve
hayvanlarda ciddi hastaliklara neden olan ¢ok yonlii bir bakteri olarak
goriilmektedir. Ayrica, E. coli’den kaynaklanan enfeksiyonlar binlerce kisiyi

etkileyebilmekte ve ulusal salginlara neden olabilmektedir.
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Sekil 1: Diyarejenik E. coli gruplar1 (138).

Okaryotik hiicrelerin protein sentezi, hiicre boliinmesi, iyon sekresyonu ve

transkripsiyon asamalarin1 etkileyen bu etkene ait spesifik viriilens faktorleri

kesfedilmistir. Bu faktorler; plazmid, bakteriyofaj, transpozon ve patojenite

adalar tarafindan kodlanmakta ve bu genomik ¢esitlilik ETEC, EHEC, EPEC vs.

alt gruplarmin kesin ¢izgilerle ayrilmasini zorlastirmaktadir. Bu durum etkenin

teshisi, tedavisi ve kontrolii konularinda yeni yontemlerin gelistirilmesini zorunlu

kilmaktadir (73).

Bircok mukozal patojen gibi E. coli de mukozada kolonizasyon, konakg1

savunmasindan kagma, ¢ogalma ve konakg¢iya zarar verme gibi enfeksiyon

asamalarini izlemektedir. Diyarejenik E. coli suslarinin sahip oldugu en &nemli



Ozelliklerden biri peristaltik hareketlere ragmen bagirsagin mukozal yiizeyinde
kolonize olabilmesi ve floradaki diger bakterilerle rekabet edebilmesidir (103,
138).

Hemorajik kolitis (HK) ve hemolitik iiremik sendrom (HUS) ile seyreden
iki salgindan E. coli O157:H7 serotipinin izole edilmesinden sonra bu etken
Enterohemorajik E. coli (EHEC) olarak adlandirilmistir. EPEC suslarinin Hep-2
hiicrelerine baglanmasini inceleyen bilim adamlari, EPEC hakkinda bilgiler
edinirken ayn1 zamanda EAEC ve DAEC olmak iizere iki yeni diyarejenik E. coli

(Sekil 1) kesfetmislerdir (59).

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

ETEC, stabil toksin (ST) ve labil toksin (LT) tiirlerinden en az birini
barindiran etkenler olarak tanimlanmistir. ETEC suslar1 ilk olarak domuz
yavrularinin 8liimeiil enfeksiyonlarinda gézlenmistir. Insanlarda ise ilk olarak
ishal sikayeti olan ¢ocuklarin gayta dérneklerinde ETEC suslar1 tespit edilmis, daha
sonra etkenin yetigkinlerde de ishale neden oldugu ortaya konmustur. ETEC
patogenezinde, etken ince bagirsak mukozasina adhezyon yapilari ile baglandiktan
sonra ¢ogalarak toksin iiretimi ve salinimi gerceklesir ve bagirsaklarda sekresyon
artisina neden olur. Diyare, LT ve ST enterotoksinleri nedeniyle olusur. Bu suslar

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

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

EPEC, bebek diyarelerine neden olan 6nemli bir etkendir. Daha 6nceleri O

ve H serotiplerine gore siniflandirilirken giiniimiizde patojenik 6zelliklerine gore
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siniflandirilmaktadir. EPEC kokenli enfeksiyonlarin en énemli 6zelligi baglanma
ve silinme [attaching-and-effacing (A/E)] ile ortaya ¢ikan patolojik durumdur.
A/E lezyonlari sonucu villiislerin yok olmasmma bagli olarak EPEC
enfeksiyonlarinda emilim olmaz, ishal ve buna bagli olarak malabsorpsiyon
sekillenir (3, 34). Bu gruptaki bakteriler ST ve LT iiretmezler. Hasta hayvan ve
insanlarda yapilan bagirsak biyopsilerinde A/E lezyonlari teshis edilebilir ve bu
lezyonlar hiicre kiiltiirlerinde ortaya konabilir. Bu durum bakterinin epitel hiicre

membranina sikica baglanmasi ve mikrovililerin yok olmasi ile karakterizedir (39,

172).

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

Bilim adamlar1 EPEC suslarinin  Hep-2 hiicrelerine baglanmasini
incelerken iki yeni diyarejenik E. coli kesfetmislerdir. Arastirmacilar, cogu EPEC
susunun Hep-2 hiicrelerine baglandigini tespit etmislerdir. Buna karsin EPEC
igerisinde yer almayan, Hep-2 hiicrelerine baglanan ve baglanma fenotipi
EPEC’den farkli olan E. coli’ler oldugu gézlenmistir. EPEC, Hep-2 hiicrelerine
lokal baglanma yaparak hiicre yiizeyinde mikrokoloniler olustururken, EPEC
olmayan ve Hep-2 hiicrelerinde mikrokoloniler olusturmaksizin diffuz olarak
baglanan ve EAF plazmidi tasimayan E. coli’ler oldugu saptanmustir.

Diffuz olarak baglanan suslar incelendiginde bunlardan bir kisminin
kiimeler (aggregative) halinde bir kisminin da daha yaygin halde Hep-2
hiicrelerine baglanma yaptiklar1 ortaya konmustur. Kiimeler halinde baglanma
yapan suslar onceleri Enteroadherent Aggregative E. coli (EAgQQEC) olarak

tamimlanmis, daha sonra kisaltilarak Enteroaggregative E. coli (EAEC) olarak
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adlandirilmistir. Diffuz olarak baglanan suslar ise Diffuz Adherent E. coli

(DAEC) olarak isimlendirilmistir (10, 138).

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

Diyareye neden olan EIEC suslarmin biyokimyasal, genetik ve patojenite
yoniinden Shigella tiirleri ile yakin iliskisi vardir. EIEC suslar genellikle lizin
dekarboksilaz negatif, hareketsiz ve laktoz negatif tiirlerdir (138). EIEC, Shigella
ile benzer patojenik 6zellige sahiptir. Diger enterovirulent tiplerden farkli olarak
plazmid ve kromozamal genler araciliiyla her iki bakteri de bagirsak epiteline
invaze olurlar ve ishal patogenezinde rol alirlar (72). Etkenin patogenez asamalart;
epitel hiicreye penetrasyon, hiicre i¢i ¢ogalma, sitoplazma boyunca hareket ve
bitisik epitel hiicreye uzanma evrelerinden olusur. Enfeksiyon siddetlendiginde
iilserasyon ile karakterize giiclii yangisal reaksiyon olusur. Invazyon igin gerekli
genler EIEC ve Shigella’da 140 Megadaltonluk (MDa) plazmid tarafindan

kodlanir ve bu plazmid pInv olarak adlandirilmaktadir (10, 138).

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

EAEC ve EPEC suslarindan farkli sekilde Hep-2 hiicrelerine diffuz
baglanma gosteren E. coli suslari DAEC olarak adlandirilmistir. Bu suslarda
bulunan F1845 ve AIDA-I (Adhesin Involved in Diffuse Adherence) adli iki adhesin
sayesinde epitel hiicrelere diffuz baglanma gosterirler. DAEC’nin patogenezi
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. DAEC suslari, Caco-2 veya Hep-2
hiicrelerinde parmak seklinde cikintilar yapmaktadirlar. Hiicre icine gomiilen

bakteri gentamisinden bu sekilde korunabilmektedir. Ancak bu durumun
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patogenezdeki rolii bilinmemektedir. DAEC genellikle c¢ocuklarda siireklilik
gosteren diayereye neden olmaktadir. Klinik belirtileri konusunda ¢ok bilgi
olmamakla beraber yapilan bir ¢alismada DAEC ile enfekte hastalarda sulu ishal

gozlenirken gaytada kan ve 16kosit bulunmadig bildirilmistir (10, 49, 138).

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

HK ve HUS gibi ciddi rahatsizliklara neden olan E. coli suslar1 bu grupta yer
alirlar. Grubun en 6nemli {iyesi E. coli O157:H7 serotipidir (131). EHEC izolatlari
shigatoksin 1 (stx;) ve shigatoksin 2 (stx,) gibi ¢esitli toksinler olusturabilmektedir.
LT ve ST iiretmeyen bu suslar A/E lezyonlar1 yapma 06zelligine sahiptir. Hastalik
tablosunda sulu ve kanli bir gayta goriiliirken ates yoktur (108, 138).

EHEC’den ileri gelen hastaliklar genel olarak Kuzey Amerika kitasi
iilkelerinde daha sik goriilmekle beraber, glinlimiizde alt1 kitada en az 30 tilkede
her gecen giin artan oranda vakalar bildirilmektedir. Sicak havalarda ve Mayis-
Ekim aylarinda vakalarin arttigi, hastaligin bes yas ve daha altindaki ¢ocuklar ile
65 ve daha yukar1 yaglilarda daha ciddi klinik tablolara yol actig1 bildirilmektedir.
Enfektif dozunun 10-100 mikroorganizma gibi ¢ok diisiik diizeyde olmasi
salginlarin yayilmasinda temel etken oldugunu gostermektedir (66, 92).

Etkenin prevalansini etkileyen birgok faktor oldugu bildirilmistir. Cografi
bolge, mevsim, hayvanin tiirii, yas1 ve cinsiyeti, beslenme sekli gibi bir¢cok faktor
farkli prevalans degerlerinin ¢ikmasimna neden olmaktadir. Sigirlar diger
ruminantlara, misir silajiyla beslenen hayvanlar da beslenmeyenlere gore daha
yiiksek oranda etken tasiyarak bulagmada Onemli rol oynarlar. Yaz aylarinda

prevalans degerleri daha yiiksek c¢ikmaktadir. Siit inekleri, besiye alinan
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bogalardan ve gen¢ hayvanlar yashh hayvanlardan daha yiiksek tasiyicilik
gostermektedir. Ayrica kesim yapilan mezbahanin hijyenik kosullari, kesim
sonrasi etin islenmesi ve son tliketim sathasina kadar gecen siirecte hijyen

kurallarinin ihmal edilmesi kontaminasyon riskini artirmaktadir (45).

3. 2. Enterohemorajik Escherichia coli 0157

Karmali, 1983 yilinda Afrika yesil maymunun bobrek hiicrelerinde (Vero
hiicreleri) letal etki yapan (sitotoksin ftiretebilen) E. coli’nin HUS ile iliskisi
oldugunu belirlemistir. Kisa bir siire sonra Riley, Amerika Birlesik Devletleri’nde
(ABD) iki kanli ishal salgmmin E. coli O157:H7 serotipinden kaynaklandigini
ortaya koymustur. O’Brien, E. coli O157:H7’nin Shigella dysenteriae 1’¢
benzeyen bir toksin iirettigini gdzlemlemistir. Bu gelismelerin ardindan Stx {ireten
E. coli, insanlarda neden oldugu hastalik tablosu (HK) nedeniyle Enterohemorajik
E. coli olarak adlandirilmistir (108).

Etken, ilk olarak 1982 yilinda ABD’de Oregon ve Michigan kentlerinde
bulunan fast food zincirindeki hamburgerlerin tiiketilmesi sonucu ortaya ¢ikmustir.
Bu salgindan sonra 1988’de Minnesota’da 30 lise 6grencisi hastalanirken, 1992-
1993 yillarinda dort eyalette (Washington, Idaho, Kaliforniya ve Nevada) dort
Olim gozlendigi belirtilmektedir. Bu vakalarin incelenmesi sonucu enfeksiyonun
hamburger kokenli oldugu ortaya konmustur.

Kaliforniya’da 1996°da pastorize edilmemis elma suyu, Iskogya’da ise
kontamine sigir etlerinin tliketilmesine bagli salgin gozlenmistir. Etkenin 1997

Agustos aymda Nebraska’da izole edilmesinin ardindan, 1999 yilinda New

14



York’ta 1000 kisinin etkilendigi ve oliimlerin gozlendigi bir salgin bildirilmistir
(59).

Ayrica 2000 yilinda sudan kaynaklanan enfeksiyon nedeniyle Walkerton
ve Ontario’da yedi kisinin o6ldiigi, 2300 kisinin hastalandigi, 2001 yilinda
Ontario’da bir huzurevinde 100 vakanin ortaya c¢iktig1 rapor edilmistir.
Enfeksiyonun kontamine gida ve sularin tiiketilmesi ile ve nadir de olsa sik1 temas
olan yerlerde insandan insana bulasma seklinde gozlendigi bildirilmektedir (42,
59).

Gidalar ile insanlara bulasan patojenlerin en dnemlilerinden biri olarak
kabul edilen E. coli O157:H7 serotipi, sadece daha fazla viriilense sahip
olmasindan degil, yeterli 1s1 islemi gérmemis kontamine gidalarin tiikketilmesine
bagli olarak ciddi salginlara sebebiyet vermesinden dolay1 diinya capinda ¢ok
biiyiik 6neme sahip bir mikroorganizmadir (92, 119).

Yapilan genetik c¢alismalarda Escherichia, Salmonella ve Shigella cinsleri
incelenmis ve E. coli O157:H7 serotipinin EPEC benzeri enterik bir bakteriden
koken aldig1 6ne siirtilmiistiir (Sekil 2).

Bilim adamlar enterik patojenlerde yaptiklari kromozomal incelemelerde,
farkli DNA segmentlerinin fonksiyonel viriilens faktorlerini kodladigini belirlemis
ve bunlar1 patojenite adasi (pathogenity island, Pais) olarak adlandirmiglardir. Bu
genlerin ¢cogunlukla baska mikroorganizmalardan kazanilmis olarak ortaya ¢iktig
rapor edilmistir. E. coli O157:H7°de 35 kilobaz (kb) biiytikligiinde olan ve enterosit
silme lokusu (locus of entorocyte effacement, LEE) adi verilen bir patojenite adasi
bulunmustur. Genel hatlariyla E. coli O157:H7 nin, EPEC benzeri bir atadan 6nce

LEE’yi elde etttigi, transdiiksiyon ile Stxp’yi kodlayan faji aldigi, hemolizini
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kodlayan plazmidi kazandigi, sonra Stx;’i kodlayan faja sahip oldugu ve en son
olarak sorbitol fermantasyonu ve B-glucronidase aktivitesini yitirerek evrimini

tamamladig1 diistiniilmektedir (40, 92, 145).
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Sekil 2: E. coli O157:H7 olusum stireci (145).

3. 2. 1. Etiyoloji

E. coli O157:H7 serotipini iceren EHEC grubunun patojenik bir sinif olarak
kabul edilmesi iki epidemiyolojik olay sonucunda olmustur. ilki, Riley tarafindan
1983 yilinda ¢ikan salginda bildirilen, abdominal kramp, sulu diyare ve sonrasinda
kanli diyare ile seyreden gastrointestinal hastaliktir. Bu hastalik hemorajik kolitis
olarak adlandirilmis ve az pisirilmis kontamine hamburgerlerin tiiketilmesi ile ortaya
cikmustir (112). Ikincisi ise Karmali tarafindan hemolitik iiremik sendrom ile fekal

sitotoksin arasindaki iligkinin ortaya konmasidir.
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HUS; kanli ishal, akut bdbrek yetmezligi, trombositopeni ve
mikroanjiyopatik hemolitik anemi ile karekterize ve HK’den farkl1 bir tablo olarak
tanimlanmustir. Bu iki klinik bulgu ve spesifik sitotoksin iiretimi bagirsak ve bobrek
hastaliklar1 yapan yeni bir enterik patojenin tanimlanmasina neden olmustur (138).

Baslangicta arastirmacilar ETEC grubunda yer almayan ve LT tagimayan
ama HeLa hiicre kiiltiiriinde sitopatik etki yapan E. coli serotiplerini kesfetmislerdir.
HeLa hiicrelerindeki sitopatik etkinin Shigella dysenteriae 1’e karsi hazirlanan
antitoksin ile notralize edildigi saptanmis ve Shigella benzeri toksin tasiyan E. coli
etkenlerinin Vero hiicrelerinde de sitotoksik etki yaptigi ortaya konmustur (138).

O’Brien, Shigella benzeri toksin ile Vero sitotoksinin ayni oldugunu
bulurken, Riley ise salglardan izole edilen etkenin E. coli O157:H7 oldugunu
belirtmistir. Sonraki ¢alismalarda Kanada’da HK hastalarindan izole edilen E. coli
O157:H7 suslarinin Vero hiicrelerinde sitotoksik oldugu, baska bir c¢alismada ise
Vero hiicrelerinde sitotoksik olan Shigella benzeri toksin tasiyan E. coli etkenlerinin
HK ve HUS’ta ortak viriilens faktorlerini kullandigi bildirilmistir (42, 119, 127,
138).

Bu patojenin 6zelliklerinin kesfedilmesine paralel olarak farkli isimlerle
anilmasi s6z konusu olmustur. Verotoksijenik E. coli ya da verotoksin {ireten E. coli
(VTEC) adi, Vero hiicrelerinde yaptigi etkiden dolayr verilmistir. Diger yandan
genetik olarak ¢ok yakin iligkili oldugu Shigella dysenteria tip 1 ile benzer yapida
toksin tiretmesinden dolay1 Shigella benzeri toksin iireten E. coli (Shiga-Like toxin
producing E. coli, SLTEC) ya da kisaca shiga toksin iireten E. coli (shigatoxin
producing E. coli, STEC) olarak anilmistir. STEC ve VTEC giiniimiizde ayn1 etkeni

tanimlamaktadir. Enterohemorajik E. coli ise HK ve HUS vakalarindan izole edildigi
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i¢in stx tastyan, A/E lezyonlarina neden olan ve enterohemolizini kodlayan plazmidi
tastyan suslara verilen isimdir. EHEC suslar1 STEC suslarinin bir alt kiimesidir (112,
138). Giinlimiizde insanlarda enfeksiyona neden olan 100’tin iizerinde STEC
serotipi tamimlanmis olup, bunlarin en Onemlisi O157:H7 olarak kabul
edilmektedir.

STEC 0157; Kuzey Amerika, Japonya ve ¢ogu Avrupa iilkesinde izole
edilmektedir. Bunun yami sira O157 olmayan STEC suslar1 (non O157 STEC)
Avustralya, Arjantin gibi iilkelerde daha sik gdzlenmektedir. VTEC terimi daha
cok Avrupali bilim adamlar1 tarafindan, STEC ise Amerikali bilim adamlar
tarafindan kullanilmakla beraber yaygin olarak STEC ismi kabul gérmektedir (66,
134, 149).

EHEC; gida mikrobiyolojisi, veteriner ve insan hekimligi, molekiiler
genetik ve halk saglhigi gibi birgok disiplinin ¢alisma konusudur (108). Diyarejenik
E. coli’lerin neden oldugu gida kaynakli hastaliklarin klinik, halk sagligi ve
ekonomik o6nemi vardir. Sadece E. coli O157:H7 serotipinin neden oldugu
hastaliklarin tedavi giderleri ve isgiicti kaybi bedelinin yilda 229-610 milyon dolar
oldugu tahmin edilmektedir (15).

ABD Hastalik Kontrol ve Koruma Merkezi (Centers for Disease Control
and Prevention, CDC) verilerine gore sadece ABD’de gida kaynakli mikrobiyolojik
hastaliklar yilda 76 milyon vakaya neden olmakta, bunlardan 300.000’i tedavi
goriirken 5000 olim goriilmektedir. E. coli O157:H7 ise 20.000 vaka ve 250
oliimden sorumlu tutulmaktadir (15).

E. coli O157:H7 serotipi diger E. coli 'lerden, sorbitolii ge¢ fermente etmesi,

B - glucuronidase enzimine sahip olmamasi, buna karsin intimini kodlayan eae
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genine sahip olmasi ve enterohemolizin iiretimi ile ayrilir. E. coli’lerin % 95’i
sorbitolii 24 saat icinde fermente ederken E. coli O157:H7 sorbitolii 48 saat i¢inde
fermente edememektedir. Yine E. coli’lerin % 97’si B-glucuronidase enzimi
icerirken E. coli O157:H7 serotipi B-glucuronidase negatiftir (92).

E. coli O157:H7 serotipi de diger E. coli’ler gibi optimum olarak 37 °C’de ve
pH 7,2°de gelisir. Cesitli arastirmalar gida kaynakli HK vakalarinda anahtar rol
oynayan E. coli O157:H7’nin aside direngli oldugunu ve bu toleransinin midenin
kuvvetli asit ortamindan rahatlikla gegmesini sagladigini gostermistir. Bu bakterinin
aside direnci, insanlarda enfeksiyon dozunun ¢ok diisiik olmasini etkileyen bir faktor
olarak kabul edilmektedir. E. coli O157:H7 Salmonella etkenelerine gore asidik
ortamlarda daha uzun siire canli kalabilmekte, pH 1-2 olan insan midesinde yaklasik
3 saat siiren sindirim sirasinda canli kalabilmesi ve buradan bagirsaga gecmesi bu
iliskiyi aciklamaktadir. Benzer sekilde mayonez, fermente etler, peynir gibi asitli
gidalarda diger patojenler inhibe olurken, E. coli O157:H7’nin rahatlikla
gelisebildigi gosterilmistir. Bu 6zelligi ile elma suyu ve geleneksel olarak gilivenli

kabul edilen fermente et {iriinlerinde de canliligin1 koruyabilmektedir (135, 173).

3. 2. 2. Viriilens Faktorleri

EHEC konusunda yapilan bilimsel ¢aligmalarin ¢ogu etkene ait viriilens
faktorleri ve bu faktorlerin insanlardaki patojenitesi tizerinedir (Sekil 3). Hastalik
tablosunun ortaya ¢ikmasinda Stx {iretimi 0nemli olmasina ragmen tek basina
yeterli degildir. Tam anlamiyla hastaligin sekillenmesi ve yasami tehdit edici

boyutlara ulasmasi i¢gin EHEC suslari A/E lezyonlarina ilaveten viriilens
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faktorlerini kodlayan plazmidlere de sahip olmalidir. Etkenin patogenezinde rol

alan birgok viriilens faktorii tanimlanmistir (42, 52).
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Sekil 3: EHEC viriilens faktorleri (138).

3. 2. 2. 1. Shigatoksin

Shigatoksinler EHEC’in temel viriilens faktorleridir. Bu toksin hastalarda
basta 6liim olmak lizere bir¢ok semptomun ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Shigatoksinler, bakteriyofajlar tarafindan sentezlenerek Stx; ve stx, olmak iizere
iki alt gruba ayrilirlar. Stx, grubu, stx; ve S. dysenteriae shigatoksin tip 1 ile % 50-

60 homolog sekansa sahiptir. Stx; ise S. dysenteriae shigatoksin tip 1’den bir



amino asit farklidir ve antijenik olarak bu toksinden ayirt edilemez (66, 87). Stx;
stabil yapida bir toksin olmasina ragmen Stx, degiskendir ve StX,, StxoC, Stxod, stxze
Ve stx,f varyantlarini i¢ceren genis bir listeye sahiptir. STEC suslari, Stx; ve stx;’yi
ayr1 ayrt bulundurabildigi gibi her iki toksini birden barindirabilmektedir.
Ozellikle stx,, elde edilen izolatlarda daha fazla bulunmaktadir. Toksinlere baglh
komplikasyonlar ise konakg¢i ve toksinin tiiriine gore degismektedir (42, 162,

168).

3.2.2.2. LEE-intimin

EHEC’in  epitel hiicresine baglanmas1  birgok sinyal aktarim
mekanizmasini uyarmaktadir. Bu sinyal aktarimindan sorumlu genler 35 kb
biiyiikliigiindeki enterosit silme lokusu olarak adlandirilan (locus of entorocyte
effacement, LEE) patojenite adasindan (pathogenicity island, pais) kodlanirlar (3).
LEE, ii¢ farkli birimden olusmakta, birincisi efektdr molekiilleri tireten tip III
sekresyon sistemi (Sekil 4), ikincisi tip III sekresyon sisteminde gorev alan
proteinler (Espa, Esp vs), Uglinciisii ise intimin ve konakg¢i hiicresinin plazma
membranina yerlesen ve yer degistiren intimin reseptoriidiir (translocated intimin
receptor, Tir) (42).

LEE’nin hem EPEC hem de EHEC suslarinda bulundugu ortaya
konmustur (82). E. coli O157:H7’nin bagirsak kolonizasyonunda rol oynayan ve
baglanma faktorii olarak bilinen 94-97 kilodalton (kDa) biiytikligiindeki bir dis
membran proteini olan (outer membrane protein, OMP) intimin, eae geni

tarafindan kodlanir.
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Sekil 4: LEE tip Il sekresyon sistemi (82).

Intiminin iki fonksiyonel rolii olup N terminal ucu (EPEC ve EHEC’de
ayni yapiya sahip) bakteri dis membraninda ¢ikinti seklinde yapi olusturur ve
dimerizasyonu saglar. C terminal ucu (bakteriye gore degiskenlik gdsterir) ise
bakteriden uzayarak konakg¢i hiicresinin plazma membranindaki reseptorlere
baglanir (82). Intiminin C-terminal ucundaki reseptdre baglanan kisim serotiplere
gore degisiklik gosterebilir. Bu nedenle intimin tasiyan EPEC ince bagirsak

patojeni iken, EHEC kalin bagirsak patojenidir (42, 138).
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LEE’de yer alan eae geni, bakterinin mukozal epitel hiicrelerine
baglanarak A/E lezyonlar1 olusturmasini saglar. A/E baslica, etkenin bagirsak
epitel hiicrelerine tutunmasi, mikrovililerin silinmesi ve epitel hiicre yapisinda
degisiklikler meydana gelmesi ile karakterizedir. Tek basina A/E lezyonlar1 dahi
ishal nedeni olabilir (66).

Sekans ve antijenik cesitliligine gore c¢esitli intimin alt tipleri ortaya
konmustur. Bunlarin baslicalar1 a, B, €, y intimin tiirleridir. Intimin o genellikle
EPEC suslarinda bulunurken, intimin y ve ¢ EHEC suslarinda bulunmaktadir (42).

LEE pozitif suslar, enfekte hiicrede fonksiyonlar1 bakteri lehine ¢evirmek
icin Okaryotik hiicreye c¢esitli proteinler yollarlar. Bu proteinlerden bir kismu tip III
sekresyon sitemini olustururken, bir kismi ise efektor molekiiller olarak goérev
yaparlar (42, 120).

Konakg¢t hiicre membraninda bakteriye ait tip III sekresyon sistemi
tarafindan olusturulan Tir, intiminin baglandig1 reseptordir. Bu protein (Tir)
konakg1 hiicre membranina yerleserek amino (NHjz) ve karboksil (COOH) uglari
ile intiminin baglanacag1 yapiy1 olusturur. Tir-intimin baglanmasi gerceklestikten
sonra tirozin fosforilasyonu ve aktin polimerizasyonu sonucu aktin filamentleri
kiimelenerek etken ile konak hiicre arasinda daha siki bir baglanma sekillenir. Bu
baglanma ile mikrovilliisler silinir ve bakteri tarafindan tiretilen efektor proteinler

konak hiicreye aktarilir. Bu durum baglanma ve silinme (A/E) ile sonuglanir (82).

3.2.2. 3. Plazmidler
E. coli O157:H7 suslart viriilensleri agisindan 6nemli olan plazmidlere
sahiptirler. Bu plazmidler pO157 olarak adlandirilir ve 93,6-104 kb biiyiikligiinde

olup, enterohemolizini kodlayan genin biiyiikliigii 3,4 kb civarindadir. Plazmidler
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tarafindan kodlanan ve epitel hiicrelerine baglanmada rolii olan yaklasik 35
protein tanimlanmis olup, bunlardan fimbriya en 6nemlisidir.

Plazmidler ETEC suslarinin baglanmasinda gorevliyken, EHEC’de
baglanma intimin ile gerceklesmektedir. Yapilan bir ¢alismada insan E. coli
O157:H7 suglarmin % 99’unda pO157 plazmidi tespit edilirken, O157:H7
olmayan STEC suslariin % 81’inde bu plazmide rastlanmistir (138). Almanya’da
yapilan bir ¢calismada hastalardan izole edilen STEC suslarinin % 90’1inda pO157
tespit edilmistir. Aragtirmacilar pO157 bulundurmayan E. coli suslariyla yaptiklar
calismada baglanma oraninda diisiis veya hi¢ baglanma olmamasi gibi bir durum
gozlemlemislerdir. Patogenezisteki rolii tam olarak aydinlatilamamis olmasina
ragmen enterohemolizini kodlamasi ve epitel hiicrelerine baglanmada gorev
almasi nedeniyle bu plazmidlerin bakteri virlilensi agisindan 6nemli oldugu

belirtilmektedir (42, 138)

3. 2. 2. 4. Enterohemolizin

E. coli O157:H7 suslarinda enterohemolizini kodlayan genler plazmitte yer
almaktadir. Bu toksini kodalayan gen ehxA geni olup, invaziv E. coli’ler
tarafindan c¢esitli tiplerde (o, B) hemolizinler iretilmektedir. Ancak f{iretilen
hemolizinlerden bir tanesi EHEC’e spesifiktir. Eritrositlere olan etkileriyle tespit
edilen ve EHEC suslariyla iligkisi ortaya konan bu hemolizinlere enterohemolizin
(EHEC-Ehly veya Ehx) adi verilmistir. Enterohemolizin iiropatojenik E. coli,
Mannheimia haemolytica ve diger insan patojenlerine ait toksinlerin yer aldigi

RTX toksin ailesinde bulunur. Enterohemolizin, hedef Okaryotik hiicrenin
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sitoplazmik membranindan giren ve porlar meydana getiren monomerik yapidaki
por sekillendiren bir toksindir (38, 118, 158).

Enterohemolizin, O157:H7’lerin ¢ogunda ve OI157 olmayan STEC
suslarinin bazilarinda da bulunmaktadir. Enterohemolizinin rolii kesin olarak
bilinmemekle birlikte, bu viriilens faktoriine sahip E. coli O157:H7 suslari,
eritrositleri lize ederek aciga ¢ikan hemoglobinden sagladigi demir kaynagi

sayesinde konakgida daha fazla iireme yetenegi gosterir (118, 138).

3. 2. 3. Patogenezis

Bir¢ok hayvan tiirinden shigatoksijenik E. coli O157 izole edilmesine
karsin hayvanlarda, insanlardakine benzer klinik semptomlar bildirilmemistir.
Domuzlarda 1949 yilinda 6dem hastaligina neden olan bir toksin kesfedilmis ve
O0dem hastalig1 toksini olarak adlandirilmistir. Daha sonra shigatoksinlerin
kesfedilmesi ile bu toksinin Stx,e alt tipi oldugu tespit edilmistir. Stxpe iireten
STEC suslar1 domuzlarda 6dem hastaligina neden olurken stx; toksini tiretmezler.
Domuzlarda stx, damarlarda hasara ve hemorajiye neden olarak, etkilenen
dokularda 6dem olusturur. STEC suslar1 en ¢ok sigir, koyun ve kegilerden izole
edilmis olmasina karsin kopek, domuz ve kedilerde de nadiren gozlenmektedir.
Ayrica atlarda, kanatlilarda, sineklerde ve vahsi hayvanlarda da izolasyon
bildirilmistir (4, 66, 155).

Insanlarda toksijenik 6zelligi olan EHEC suslar1 saglikli evcil hayvanlarda
da bulunmaktadir (110). Yapilan ¢alismalara gére EHEC O157:H7 hayvanlarda
hastaliga neden olmamaktadir. Ozellikle sigirlar O157:H7 ile kolonize olmalarma

ragmen herhangi bir hastalik belirtisi tespit edilmemistir. Bunun nedeni olarak ise
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sigirlarda Gb3 reseptorlerinin bulunmamasi, etkenin invazyona neden olabilecek
Ozellikte olmamasi diistiniilmektedir (55).

Yapilan bir ¢alismada, bir giinliik civcivlere oral yolla E. coli O157:H7
(10%) verilerek etkenin kolonizasyonu ve gayta ile atilimi incelenmistir. Kontrol
ve deney grubundaki higbir hayvanda diyare, solunum giicliigii ve agirlik kaybi
gibi herhangi bir klinik belirti tespit edilmemistir. Etkenin en ¢ok sekuma
yerlestigi ve 4-28. giinlerde en yliksek sayida bulundugu tespit edilmistir. Ayrica
enfekte civcivlerin 90 giine kadar etkeni tagidigr ortaya konmustur (28). Baska bir
deneysel caligmada ise etkenin gayta ile atiliminin dort ay sonunda en yiiksek
seviyeye ¢iktig1 ve 10 ay kadar devam ettigi bildirilmistir (159).

STEC suslan ig¢in stx iiretimi ve konakgida kolonize olmasi viriilens
acisindan oOnemli olmakla birlikte, patogenezde bir¢ok viriilens faktorii rol
oynamaktadir. Biitin STEC’ler HK veya HUS’a neden olmayabilir, bahsedilen
hastalik tablolarinin olusmasi i¢in diger viriilens faktorlerine de ihtiya¢ duyulabilir
(42).

E. coli O157:H7’nin insanlarda yapmis oldugu hastaliklar HK, HUS ve
trombotik trombositopenik purpura (TTP) olmak iizere ii¢ sekilde gortiliir (151).
Bunlardan HK, aniden ortaya ¢ikan krampli karin agrilari ile baglar ve 24 - 48 saat
icinde sulu diyare ile devam eder. Diyare sirasinda goriilen kan artar ve diski
zamanla tiimiiyle kanli olabilir. Hastaligin ortaya cikmasi genellikle 3-9 giin
(ortalama 4 giin), hastalik stiresi ise 2-9 giindiir (66, 92).

Shigatoksin tiretimi EHEC hastaliklart i¢in bir 6n kosuldur. Toksin
intestinal epitel hiicrelerini gecebilme yeteneginde olup, bagirsak, bobrek ve diger

i¢ organlara giden kilcal damarlarin endotel hiicrelerine ulasma yetenegine
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sahiptir (170). Glomeriil ve beyne ait mikrovaskiiler endotel hiicreleri iizerine
etkileri, HUS ve merkezi sinir sistemi bozukluklarina sebep olan protrombotik ve
proinflamatuar etkinlikleri nedeniyle shigatoksinler ishal sonras1 komplikasyonlari
ile hayati tehdit etmektedir (51).

Shigatoksinler, dkaryotik hiicre yiizeyinde bulunan ve spesifik glikolipid
reseptorii  olan globotriaosylceramide (Gb3) baglanir. Gb3 stx; icin asil
reseptorken, stx, ve varyantlart Gb4 reseptorlerini kullanir. Nadiren de olsa bazi
HUS hastalarindan stx, sentezleyen suslar izole edilmistir. Insanlarin bazi
organlart Gb3 yoniinden zengin olup bu reseptore baglanan toksin, 28S rRNA’y1
bloke ederek protein sentezini inhibe eder. Protein sentezindeki bozulma renal
endotel hiicrelerinin, intestinal epitel hiicrelerinin veya Gb3 reseptoriine sahip
herhangi bir hiicrenin 6lmesine sebep olmaktadir. Gb3, insan bobrek hiicrelerinde
yiiksek oranda bulunmakta olup, stx’in bobrek endotel hiicreleri icin sitotoksik
oldugu in vitro olarak da ortaya konmustur. Glomeriiler endotel hiicrelerinde
siskinlik, glomeril icinde trombosit ve fibrin artis1 bobreklerde meydana gelen
toksine bagl baslica degisikliklerdir. Stx, glomeriiler endotel hiicrelerinde hasara,
kapillar damarlarda daralmaya, glomeriil damarlarinda trombosit ve fibrin artisi
sonucu tikanmaya neden olur. Glomeriiler filtrasyonun azalmasi, akut renal
yetmezlige neden olur ve bu HUS ig¢in tipik bir durumdur. Daralan damarlar
eritrositlere zarar verir ve HUS ta pargalanmis eritrositler gézlenmesinin sebebi
budur. Stx,, HUS gelismesinde stx;’den daha fazla 6neme sahip olup bu toksini
salgilayan O157:H7 suslarinin, stx; sentezleyenlerden daha fazla HUS’a neden

oldugu rapor edilmistir (108, 138, 153, 168).
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EHEC O157:H7 kokenli ishaller sonucunda, sporadik vakalarda % 2-7,
salginlarda ise % 20 oraninda HUS go6zlenmektedir. HUS, mikroanjiyopatik
hemolitik anemi, trombositopeni ve akut bobrek yetmezligini iceren ii¢ klasik
durumdan olusur. Cocuklarda akut bobrek yetmezligi yapar ve sinirli tedavi
secenegi olup, hemodiyaliz ve destek tedavisi uygulanmaktadir. Bunlarin
disindaki tedaviler sikayetleri ortadan kaldirmakta ¢ok etkili olmamaktadir.
Etkilenen cocuklarin % 3-5’inde 6liim ve % 12-30’unda bodbrek yetmezligi,
hipertansiyon ve merkezi sinir sisteminde etkilenmeler ortaya ¢ikmaktadir (66, 87,
92, 138, 147).

TTP’da ise klinik ve patolojik dzellikler HUS’a benzer, ancak merkezi sinir
sistemi bozuklugu genellikle temel 6zelliktir. Hastalikta beyinde kan pihtis1 olusur
ve bu durum genellikle 6liimle neticelenir. Bununla beraber E. coli O157:H7
enfeksiyonlarinda TTP’nin nadir olarak goriildiigi bildirilmektedir (92, 153).

E. coli O157:H7 enfeksiyonlar1 genglerde daha etkilidir. Japonya’da yapilan
arastirmalarda genglerin ve ¢ocuklarin E. coli O157:H7 serotipinin yapmis oldugu
hastaliklara duyarliligi acik bir sekilde gosterilmistir. Digkilarinda bu bakteriye
rastlanan 20 yas altindaki kisilerin % 80°den fazlasi tipik semptomlar1 gosterirken,
yine digkilarinda E. coli O157:H7 serotipi bulunan 30-46 yas arasindaki kisilerin %

70’inde tipik semptomlar gbzlenmemistir (92, 168).

3. 2. 4. Epidemiyoloji
E. coli O157 sigir, koyun, keci, domuz, kedi, kdpek, pilig, mart1 gibi pek
¢ok hayvanin gaytasinda bulunabilir. Etkenin, insanlara bulagsmasinda en 6nemli

kaynagin sigirlar oldugu bildirilmektedir. Bir¢ok tilkedeki sigir isletmelerinde E.
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coli O157’nin % 1-15 oraninda tespit edildigi rapor edilmistir (138, 154). Etkenin
epidemiyolojisinde dikkat ¢eken unsurlar, enfektif dozun diisiik olmasi ve basta
sigir olmak ftizere sindirim sisteminde etkeni tasiyan hayvanlar araciligiyla
kontamine edilen gida ve sularin tiiketilmesidir (33, 75, 163).

Genel olarak besi ve siit sigirlar1 etkenin baslica rezervuari olarak kabul
edilmesine karsin, ¢iftlik ¢cevresinde bulunan koyun, geyik, kopek, kus, sinek, at,
yem, su ve insanlardan alinan 6rneklerden E. coli O157 izole edilmesi sigirlarin
etken rezervuarlarindan yalnizca birisi oldugu kuskusunu artirmaktadir (50).

Arastirmalarin  ¢ogu sigirlarda gergeklestirildiginden, diger potansiyel
rezervuar hayvanlarin 6zellikle kanathilarin rolii hakkindaki bilgiler yetersiz
kalmaktadir. Sigirlar ve etken izole edilen diger hayvanlar géz 6niine alindiginda,
etkenin konake1 spesifitesi ve ekolojisi hakkindaki verilerin yetersiz oldugu
goriilmektedir.

Hancock ve ark. (1998), E. coli O157’nin dogada yaygin olmasinin,
sporadik olarak ruminant ve ruminant disindaki hayvanlarda kolonize olmasiyla
ilgili ekolojik bir hipotez sunmustur (94). Bu hipoteze gore; E. coli birgok
mikroorganizma gibi ¢evrede ve ciftliklerde bulunmaktadir. Bu nedenle sigirlar
etkenin konakgilarindan birisidir ve diger tiirler distiniildiigiinde belki de en
diisiik 6neme sahiptir. Her ne kadar c¢iftlikler aras1 bulasmanin sigirlar aracilig ile
oldugu soylense de bu olay sigir disindaki hayvanlarla da gergeklesebilir (94,
122).

E. coli O157 prevalansinin mevsimsel olarak degistigi bildirilmis olup,

genelde yaz aylarinda etkende artis oldugu gozlenmistir. Etkenin yayilmasinda rol
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oynayan risk faktorleri tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte iklim, yagis,
1s1ma periyodu, siirli yonetimi gibi faktorler etkili olabilir (66, 121, 157).

Etken basta sigir olmak iizere domuz, koyun, kanatli etleri ve yine basta
hamburger ve kofte olmak iizere kiyma ile hazirlanan et iirlinlerinden siklikla izole
edilmektedir. Farkli hayvanlarin diskilarinin, eti farkli diizeylerde kontamine
edebilecegi gosterilmistir (7, 30, 92).

Beyaz etin daha saglikli olmasi nedeniyle tiiketimi, kirmiz1 ete gore her
gecen giin daha da artmaktadir. Kirmiz: et tiiketiminin ¢esitli nedenlerle (giiniimiizde
et fiyatlarin yiikselmesi, besicilikle ilgili problemler) giderek azalmasiyla ortaya
cikan hayvansal protein agigi, tavuk eti lretimindeki artislarla dengelenmeye
calisilmaktadir. Tiirkiye’de fert basina diisen pili¢ eti tiiketimi 1990 yilinda 3,8 kg
iken 2008’de 15,7 kg’a yiikselmistir (11, 12). Bu durumda, E. coli 0157 ile
kontamine tavuk etlerinin tiiketilmesinin insan saghigimi ciddi sekilde
etkileyebilecegi sOylenebilir.

Kesim veya isleme esnasinda etlerin E. coli O157 ile kontamine olmasi, bu
patojenin gida zincirine girmesine neden olmaktadir (21). Siit tirtinlerinde E. coli
kaynag1 cogunlukla fekal kokenlidir. Bu ylizden ozellikle kiyma ve pastorize
edilmemis siit gibi ¢ig veya az pismis gidalarin tiiketilmesi E. coli O157:H7’nin
en O6nemli bulasma yoludur. Son bulgular, sigir gaytasiyla kontamine sebze ve
meyvelerin de E. coli O157 suslarmin tasinmasina katki sagladigini ortaya
koymaktadir (2, 14).

Insanlarda E. coli 0157 enfeksiyonlarindan kaynaklanan en biiyiik salgin

1996 yilinda Japonya’nin Sakai Osaka sehrinde meydana gelmistir. Bu salginda
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¢ogu 6grenci olan 8000 kisi etkilenmistir. Etkene maruz kalan 106 ¢ocukta HUS
sekillenmis ve bunlardan ti¢ tanesi 6lmiistiir (179).

Kuzey Amerika’da 1992-1993 yili kis mevsimi boyunca Washington,
Idaho, Nevada, ve Kaliforniya’y1 kapsayan dort bati eyaletinde cogunlugu ¢ocuk
olan 723 kiside E. coli O157:H7 enfeksiyonu goézlenmistir. Cocuklarin 55’inde
HUS belirlenmis ve bu hastalardan dordii 6lmiistiir (107).

Avrupa’daki en bilyiikk O157:H7 salgmi ise 1996 yilinda iskogya’da
goriilmistiir. Yalnizca bir kasaptan alinan etken ile kontamine eti tiikketen 501 kisi
hastalanmis ve bu hastalardan 20’si hayatin1 kaybetmistir (54, 125). Kuzey
Amerika ve Ingiltere’de meydana gelen enfeksiyonlar, hamburger veya sigir eti
tirtinlerinin tiiketilmesiyle meydana gelmistir (87, 107).

Cesitli arastirma sonuglart bu bakterinin memeli ve kanath hayvanlarin
gaytalar1 ile ete, siite, topraga, suya ve dolayisiyla tiim cevreye yayildigim
gostermistir. Diinya c¢apindaki enfeksiyonlarin ¢ok biiyiik bir boliimii yetersiz
pisirilmis et ve pastorize edilmemis siit 0Olmak {izere sigir kaynakli kontamine gidalar
ile olmustur (61). Yeterince pisirilmemis kontamine sigir etlerinin ve nadiren de olsa
¢ig siitlerin tiiketilmesiyle insanlarda bu serotipten kaynaklanan pek c¢ok vakanmn
goriilmesi, sigirlarin etkenin baslica rezervuart olarak kabul edilmesine sebep
olmustur. Sigir etlerinin yani sira, domuz ve koyun etlerinden hazirlanan hamburger
ve kofte gibi kiymalardan ve pili¢ karkaslarindan etken izolasyonu bildirilmektedir
(5).

Amerika’nin ii¢ biiyiik eyaletinde ve 29 iilkede 2003 yilinda yapilan E. coli
0157 prevalans calismasinda besi sigirlarindan % 13,8, siit sigirlarindan % 5.9,

domuzlardan % 3,6, koyunlardan % 5,2 ve kegilerden % 2,8 oraninda etken izole

31



edilmistir (13). Sigirlar baslica rezervuar kabul edilmekle beraber (93, 180), bu
patojeni barindiran koyun, ke¢i, domuz, kopek, at, kanathh ve geyikler de
potansiyel rezervuarlardir (44, 78, 111, 117).

Doyle ve Schoni (1987), et ve et iiriinlerinde yapilan bir ¢alismada sigir
etlerinde % 3,7, kuzu etlerinde % 2 ve tavuk etlerinde % 1,5 oraninda E. coli
0157 izolasyonu bildirmislerdir (65).

Hindistan’da 500 tavuk ve 25 gilivercinin izlendigi caligmada iki tavuk ve
bir giivercinden E. coli O157 izole edilirken (178), Wallace ve ark. (1997), marti
orijinli 691 E. coli susundan 13 (% 1,9) tanesinin O157 serotipi oldugunu ortaya
koymustur (176). Oral yolla farkli dozlarda E. coli O157 verilerek yapilan bir
deneysel ¢alismada, tavuklarin inokiilasyondan 10-11 ay sonraya kadar etkeni
tagidiklar1 ortaya konmustur. Ayni ¢alismada 11 aymn sonunda tavuklarin % 13,9
(14/101)’unun yumurta kabugundan E. coli O157 izole edilirken, yumurta
sarisinda ve akinda etkene rastlanmamustir (159).

Fransa’da yapilan bir bagka arastirmada ise tavuk, sosis ve sigir kiymasi
incelenmis ve dort tavuk orneginde verotoksin olusturmayan E. coli O157 tespit
edildigi bildirilmistir (5). Abdul-Raouf ve ark. (1996) Misir’da 50 tavuk 6rneginin
ikisinden E. coli O157 izole ederken (1), hindilerle yapilan baska bir caligmada %
1,4 oraninda E. coli O157 izole edilmistir (96).

Tiirkiye’de etkenin insanlardaki prevalanst hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir (91). ilk defa Zarakolu ve ark. (1999), insanlardan 0157
izolasyonunu bildirirken (188), kiyma ve hamburgerde ise ilk olarak 1998’de

izolasyon yapilmigtir (25). Tiirkiye’de sigirlarda yapilan calismalarda etken
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izolasyonunun % 1,3 -16,6 arasinda degistigi rapor edilmistir (22, 57, 142, 186,
187).

Tiirkiye’de baget, gogiis ve kanattan olusan 190 tavuk karkasiyla yapilan
bir caligmada % 1,1 (2/190) oraninda O157 serotipi izole edilmistir (5). Farkli
kanatl tiirlerinin gastro-intestinal sistemlerinin incelendigi birgok calisma
tavuklarin etkenin taginmasinda biiyiik 6neme sahip oldugunu gdstermektedir.
Bagka bir ¢alismada, tavuklarda % 6 (3/50), giivercin ve martilarda ise % 4 (2/50)
oraninda E. coli O157 serotipi izole edilmistir (89). Buna karsilik uluslar arasi
birgok ¢alismada, tavuk (35, 46), devekusu (124) ve giivercinlerden (60, 148)

alan orneklerde E. coli O157 izole edilememistir.

3. 2. 5. Antibiyotiklere Diren¢

Son 20 yilda E. coli O157:H7 izolatlarinda antibiyotiklere kars1 direngte
arttg gorilmistiir (171). Etkenin farkli hayvan tiirlerinde hangi antibiyotiklere
kars1 direng gelistirdigi konusunda birgok ¢alisma yapilmistir (86, 166). Kim ve
ark. (2005), 23 antibiyotikle yaptigi ¢alismada izolatlarin % 45,5 oraninda iki ya
da daha fazla antibiyotige diren¢ gosterdigini ortaya koymustur (114). izolatlar
amoksisilin/klavulanik asit ve karbenisiline % 9,1, cephalothine % 18, tetrasikline
% 18,2, ampsiline % 27,2 ve eritromisine % 100 direng gostermistir. Hindistan’da
yapilan bir ¢alismada ise ampisiline % 25,4, tetrasikline % 23,8, streptomisine
%14,3 ve cephalothine % 11,1 oraninda direng tespit edilmistir (114). ABD’de
tilmicosine (% 100) Malezya’da bacitracine (% 100), sulphafurazole (% 77),
ampisiline (% 57), cephalothine (% 53) ve karbenisiline (% 30) direngli izolatlar

bulunmustur (167). Japonya’da ampisilin, fosfomycin, kanamycin, ve vancomycin
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etkisiz olarak saptanmustir. Yapilan ¢alismalarda ortak olarak E. coli O157’nin
ampisilin ve tetrasikline yiiksek oranda direngli oldugu tespit edilmistir (14, 114,

165, 167).

3. 2. 6. Teshis

Stipheli 6rneklerde E. coli O157:H7’nin varhigi genellikle konvansiyonel
yontemlerle arastirilir. Buna gore; materyalde E. coli O157:H7’nin varliginin
gosterilmesi sirastyla selektif bir sivi besiyerinde zenginlestirme, selektif ve ayirt
edici bir kat1 besiyerine ekim, siipheli kolonilerin biyokimyasal ve/veya lateks
aglutinasyon testleri ile E. coli O157 olarak belirlenmesi ve son olarak izolatin H7
antijeni igerip i¢ermediginin belirlenmesi asamalarindan olusur. E. coli O157
oldugu saptanan izolatlarin shigatoksin analizlerinin de yapilmasi gerekmektedir
(92, 137). Ancak, konvansiyonel teshis yontemleri ile yanlis pozitif ve yanlig
negatif sonuglarin alinmasi, yeni teshis metotlarinin gelistirilmesinin 6ntinii
acmistir. Bu amacla, immunomanyetik seperasyon (IMS), serolojik ve molekiiler

yontemler kullanilmaya baslanmustir.

3. 2. 6. 1. Konvansiyonel Yontemler

Ik olarak selektif zenginlestirme besiyerlerinde etkenin ¢ogalmasi
saglanir. Daha sonra, selektif antibiyotik ve biyokimyasal ajanlardan olusan
supplement eklenmis Sorbitol MacConkey Agar (SMAC) besiyerine ekim
gerceklestirilir (45). E. coli O157 izolasyonunda ¢esitli zenginlestirme besiyerleri
kullanilmakta 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
katildiginda daha yiiksek sensitivite ile izolasyon gerceklestirilebilmektedir. Genel
olarak 1/9 oraninda besiyeri ile homojenize edilen drnek, 41-42 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmakta (48) ve bu siirenin sonunda selektif bir kati1 besiyerine
ekilmektedir (59, 66, 140).

Hastalik Kontrol ve Koruma Merkezi (CDC), kanl1 ishal veya HUS goriilen
hastalardan alinan numunelerin rutin kiiltiir islemlerinde selektif kat1 besiyeri olan
SMAC’m kullanilmasint 6nermektedir. Etkenin hizli ve giivenilir bir sekilde
izolasyon ve identifikasyonu hastaligin teshisi acisindan biiyiik 6neme sahiptir.
Cogu hasta, genellikle HUS semptomlar1 bagsladiktan sonra hastaneye
basvurmakta ve etken yoniinden arastirilmaktadir. Ishalden sonraki iki giin icinde
alinan gayta 6rneklerinden E. coli O157:H7 izolasyonu % 100’e ulasmaktadir. Ug
giin sonra kiiltiir yapildiginda bu oran % 91,7’ye, altinc1 giinde ise % 33,3’e
diismektedir (15, 138).

Selektif kat1 besiyeri olarak giinlimiizde en yaygin kullanilan besiyeri SMAC
ve bu besiyerinin gesitli modifikasyonlaridir (101, 168). Bu besiyerinin standart
MacConkey agardan farki, bilesiminde laktoz yerine sorbitol bulunmasidir. E. coli
O157:H7 serotipi sorbitolii ge¢ fermente etmesinden dolay1 bu besiyerinde renksiz
koloniler olustururken, sorbitolii kullanan bakterilerin olusturdugu asitlik bir pH
indikatorti yardimi ile kolonilerin kirmizi goriilmesine neden olmaktadir. Boylece E.
coli O157:H7 serotipi sorbitol pozitif bakterilerden ayirt edilmektedir (31, 138).

SMAC agar besiyerleri sorbitol reaksiyonlarina dayali olarak yeterli diizeyde
bir aymt edici Ozellik saglamakla beraber, zayif bir selektiviteye sahiptir ve

dolayisiyla hedef bakteri yaninda pek c¢ok bakterinin de gelismesine izin
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vermektedir. Bu nedenle SMAC agar besiyeri c¢esitli selektif katkilar ile
desteklenmekte ve boylece besiyerinde diger etkenlerin iiremesi baskilanarak
selektivite kazandirilmaya ¢alisilmaktadir. Etkenin arastirilmasinda, 5-bromo-4-
chloro-3-indoxyle-B-D-glucuronic acid (BCIG), cefixime ve potasyum tellurite,
ramnoz, cefixime ve 4-methylumbelliferyl-B-D-glucronide (MUG) katkili besiyerleri
calismalarda kullanilmaktadir (90). Bunlardan yeni bir sefalosporin olan cefixime,
sorbitol negatif olan Proteus sp.’nin inhibisyonu i¢in Onemlidir. Tellurit ile
desteklendiginde E. coli O157:H7 disinda kalan ve basta yiikseltilmis inkiibasyon
sicakligi olmak iizere diger yontemler ile baskilanamayan diger E. coli’leri ve
Aeromonas sp. tiirlerini de 6nemli 6l¢iide etkilemektedir (59, 66, 92, 136).

SMAC disinda, phenol red sorbitol (PRS) + MUG agar, Levin EMB agar,
hemorragic colitis (HC) agar, enterohemorrhagic E. coli (EHEC) agar, BCM 0157
agar, CHROMagar 0157, modifiye edilmis EMB (mEMB) agar, fluorocult E. coli
0157 agar ve standart enterik agar besiyerleri de cesitli denemelerde kullanilmustir
(92, 128, 129).

Klasik yontemlerle E. coli O157:H7’nin izolasyonunda yogun refakatg1 flora
varligina bagh olarak siklikla yanlis negatif sonuglar almabilmektedir. Benzer
sekilde analiz edilen diger mikroorganizmalarda da oldugu gibi, selektif
zenginlestirme ortami olarak kullanilan besiyerinde E. coli O157:H7 serotipi ile ayn1
diizeyde gelisebilen E. coli tip 1, Citrobacter freundii, Enterobacter sp. ve Hafnia
alvei gibi etkenler ireyebilmektedir. Bu besiyerlerinde, diger etkenlerin hizla
cogalarak E. coli O157’yi baskilamasi nedeni ile hatali negatif sonuglar
almabilmektedir. Hedef bakterinin selektif sivi ve kati besiyerlerinde gelisebilen

refakat¢1 flora igindeki oranmi en diisiik % 1 olmalidir. Bu orandan daha diisiik
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konsantrasyonlarda bulunacak hedef bakterinin agarda goriilmesi ve izolasyonu

miimkiin olmayabilir (140).

3. 2. 6. 2. Serolojik Yontemler

E. coli O157 suslarinin serolojik yontemlerle belirlenmesinde en yaygin
olarak kullanilan test, lateks aglutinasyon testidir. SMAC agarda iiretilen sorbitol
negatif koloniler, lateks testine tabi tutularak kisa siirede identifikasyona
gidilebilir. Bununla birlikte, fekal Orneklerde de bulunabilen Escherichia
hermannii sorbitol negatif olup, E. coli O157 antiserumu ile aglutine olabilmekte
ve boylece bu iki etken arasindaki serolojik benzerlik yanlis identifikasyon
sonuglarina neden olmaktadir (92).

Sadece “O” antijeni kullamildiginda, diger bakterilerin lipopolisakkarit
antijenlerindeki yapisal benzerlikler nedeni ile yanlis pozitif sonuglar
alinabilmektedir. Esas olarak O157 poliklonal antikor kullanilan yontemlerde alinan
yanlis pozitif sonuglar bu testlerin yaygin kullanimini kisitlamistir. O157 poliklonal
antiserumu Escherichia hermannii, Brucella abortus, Brucella melitensis, Yersinia
enterocolitica, Salmonella, Pseudomonas maltophilia ve diger bazi enterik bakteriler
ile capraz reaksiyona girmektedir. Bu capraz reaksiyondan sorumlu olan genel
epitop hiicre duvar1 lipopolisakkaridinde bulunan 4-amino-4,6-dideoxy-a-D-
mannopyranose’dur (92).

STEC O0O157:H7’nin teshisinde kullanilan diger serolojik yontemler,
etkenin O ve H serotipinin ortaya konmasini1 hedeflemektedir. Bu amagla;
enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA), immunofloresan antikor (IFA),

reverse passive latex aglutinasyon (RPLA) ve immuno peroksidaz gibi bir¢ok
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testin ticari formlar1 bulunmaktadir (70, 115, 144, 175). Ayrica, Stx; ve stx; i¢in
olusturulmus monoklonal antikorlar1 igeren serolojik testler de bulunmaktadir. Bu
testlerin gelistirilmesi ve kullanilmaya baslanmasi daha 6nemli hale gelmistir,
¢linkii O157 olmayan ama Stx igeren suslar da bu sayede teshis edilebilmektedir

(56, 59, 84, 139).

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

Gida ve gayta Orneklerinden E. coli O157:H7’nin izolasyonunda yogun
refakat¢1 flora varligmma bagli olarak klasik yontemlerle siklikla yanlis negatif
sonuglar alinmig, benzer sekilde selektif zenginlestirme ortami olarak kullanilan
besiyerlerinde E. coli O157:H7 serotipi ile birlikte diger mikroorganizmalarin
tiredigi  gozlenmistir (79). Buna ¢0Oziim olarak direkt Ornege ya da on
zenginlestirme besiyerine, etkene spesifik O157 antikorlari ile kapli manyetik
boncuklari i¢eren soliisyon eklenerek etkenin saf olarak izolasyonu amaglanmustir.
Bu yontem immunomanyetik separasyon (IMS) olarak adlandirilmakta ve
Amerika Birlesik Devletleri Tarim Departmani (United States Department of
Agriculture, USDA), Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration, FDA)
ve CDC tarafindan E. coli O157:H7’nin izolasyonu i¢in On zenginlestirmeyi

miiteakip kullanilmasi 6nerilmektedir (8, 15, 16, 17, 66).

3. 2. 6. 4. Molekiiler Yontemler
Son yillarda genetik materyali hedef alan molekiiler yontemler
mikroorganizmalarin teshisi i¢in siklikla kullanilmaktadir. Bu amagcla kullanilan

tekniklerden birisi olan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) bakterilerin teshisinde
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¢ok 6nemli bir metot haline gelmistir (9). PCR, serotipi dogrulamada ve viriilens
faktorlerini ortaya koymada olduk¢a giivenilir bir molekiiler yontemdir. PCR ile
0157 (rfbE) ve H7 (fliC)’yi kodlayan genler teshis edilerek serotip konfirme
edilmektedir. Etkene ait viriilens genlerinin teshisinde Stx;, Stx,, eae ve ehxA gen
bolgelerine spesifik PCR metotlar1 gelistirilmistir (59, 74). Ayrica multipleks PCR
(mPCR) ve real-time PCR da teshiste siklikla kullanilmaktadir (76). Multipleks
PCR, birden ¢ok gen bélgesini ¢ok sayida primer ¢ifti kullanarak bir defada
amplifiye edebilmektedir. Multipleks PCR ile bes primer seti kulanilarak eae, stxy,
stxp, fliC ve rfbE gen boélgeleri amplifiye edilmistir (100). Real-time PCR ise
komplementer DNA’nin hedef DNA ile hibridizasyonu esnasinda floresan 1s1k
yaymasi esasina gore ¢alismakta ve florojenik prob sayesinde es zamanli olarak
amplifikasyonun izlenmesini saglamaktadir (76, 164).

Microarray yontemi, binlerce spesifik DNA ve RNA sekansini es zamanli
olarak ve 1-2 santimetrekarelik kiiciik bir cam ya da silika lam tizerinde
incelemeye yarar. Cok hizli bir analiz yontemi olmasma karsin bir takim
zorluklar1 vardir. Malzemeleri pahali ve smirli olup bunun yanisira uzmanlik
isteyen bir teknolojidir. Bu problemlere ragmen bu teknoloji, yakin zamanda

caligmalarda kullanilmaya baslanmustir (41, 64, 104).

3.2.6.4. 1. Alt Tiplendirme

Enfeksiyoz etkenlerin gosterdikleri genetik varyasyonlar antijenitelerini
oldugu kadar patojenitelerini de etkilemektedir. Benzer klinik bulgular
gostermesine ragmen antijeniteleri ve patojeniteleri farkli alt tipler birgok

enfeksiyonda gozlenmektedir. Hastaliklardan izole edilen mikroorganizmalarin
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tiplendirilmesi sadece etkin sagaltimda degil ayn1 zamanda koruyucu dnlemlerin
alinmasi ve eradikasyon planlarinin kisa siirede hazirlanabilmesi agisindan da
oldukga 6nemlidir (113, 181).

STEC O157:H7’nin tiplendirilmesinde  fenotipik ve genotipik
yontemlerden faydalanilmaktadir. Bir sus digerlerinden farkli fenotipik ve
genotipik yapiya sahip ise farkli bir izolat olarak kabul edilmektedir. Salginlarin
aydinlatilabilmesi ve vakalar arasindaki iliskinin belirlenebilmesi i¢in sus
tiplendirme ¢ok onemlidir. En ¢ok kullanilan fenotipik metotlar; serotiplendirme
(92, 99), faj tiplendirme (66, 138) ve toksin tiplendirme testleridir (66).

Fenotipik iliskiye bagli tiplendirme metotlarinin, etkenin benzer
biyokimyasal 6zellikleri ve toksin alt tipinin tespit edilememesi gibi nedenlerden
dolay1 yetersiz kalmasi, genotipik veya DNA dizilerine bagli molekiiler
yontemlerin gelismesine yol agmustir.

Epidemiyolojik c¢alismalarda O157:H7 serotipine ait suslarin ayrimi igin
bircok teknik kullanilmaktadir. Diger patojen bakterilerde oldugu gibi molekiiler
epidemiyolojik teknikler, EHEC salginlarinin arastirilmasinda ¢ok biiyiik 6neme
sahiptir. Boylece enfeksiyon kaynagini ortaya koymak miimkiin olmaktadir (138).
Baglica genotipik tiplendirme yontemleri plazmid DNA analizi (20, 66),
restriksiyon parcalarinin 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 yontemlerin avantajlar1 ve dezavantajlarinin yan1 sira bugiin en
¢ok kullanilan ve CDC tarafindan tavsiye edilen alt tiplendirme metodu Pulsed

Field Gel Electrophoresis (PFGE) yontemidir (15).
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PFGE tekniginde, saf kiiltlirlerden elde edilen bakteriler eritilmis agaroz
jel igerisinde plug adi verilen kaplarda bloklanir ve bu agaroz blok, 6énce deterjan
ve enzimle muamele edilerek bakterilerin genomik DNA’s1 elde edilir ve sonra da
spesifik bir restriksiyon enzimi ile kesilir (83). Makro boyutta kesilen DNA
fragmentleri dalgali, degisken, dik elektriksel sahada CHEF (countour-clamped
homogeneous field electrophoresis) teknigi kullanilarak agaroz jelde separe edilir.
Bu teknikte, otuzdan az DNA fragmenti iretilmekte ve 20 ile 700 kb
uzunlugundaki 10-20 fragment elde etmek i¢in standart protokollerde kullanilan
restriksiyon enzimi olan Xbal oOnerilmektedir. Elektroforez aygitinda
yuriitiildiikten sonra olusan goriiniimii gézlemlemek i¢in jel ethidium bromide ile
boyanarak yorumlanmaktadir (67, 85).

PFGE analizinde sonuclarin, suslar arasindaki genetik ve epidemiyolojik
iligkilere gore kategorileri ve bunlara neden olan durumlar dort sekilde ortaya
¢ikmaktadir (169):

1- Karsilagtirilan suslarin restriksiyon goriiniimleri ayni sayida banda sahip ve
bant uzunluklar1 birbirine uyuyorsa, izolatlarin genetik olarak identik oldugu
kabul edilir.

2- Incelenen izolatlar arasinda DNA’da tek bir genetik olay (bir ekleme veya
¢ikma, bir nokta mutasyonu gibi) sonucunda degisiklik saptaniyorsa ve fark 2-3
bant ile siirliysa iki susun yakin iliskili oldugu kabul edilir.

3- Karsilastirilan iki sus arasinda, iki bagimsiz genetik olaya baglh olarak 4-6 bant
farkli olarak gozlemlenirse suslarin ayni soya ait olmakla birlikte yakin iliskili

olmadig1 kabul edilir.
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4- Ug veya daha fazla bagimsiz genetik olay igeren ve yedi veya daha fazla bant
farklilig1 gosteren suslar ise birbiriyle ilgisiz olarak degerlendirilir (67, 169).

PFGE, CDC pulsnet iiyeleri tarafindan kullanilan bir alt tiplendirme
metodudur (15, 85). Vaka izleme, arastirma ve STEC O157:H7 saha izolatlarinin
epidemiyolojisini belirlemede en yaygin kullanilan alt tiplendirme yontemidir
(133, 182). Karsilastirmali g¢alismalar gostermistir ki PFGE, faj tiplendirme,
plazmid profilinin belirlenmesi ve toksin tiplendirmeyle kiyaslandiginda ayrim
giicii en yiiksek alt tiplendirme metodudur (27).

PFGE, sonuglar1 tekrarlanabilir bir teknik olup laboratuvarlar arasi
sonuclar mukayese edilebilir niteliktedir. Bu teknigin dezavantaji ise zaman alan
ve pahali bir teknik olmasidir (27, 116). PFGE’yi iki restriksiyon enzimiyle
paralel yapmak ayrim giiciinii artirmaktadir, fakat bu durum ¢ok zaman ve is giicii
gerektirmektedir. Epidemiyolojik saha c¢aligmalarinda miimkiinse karma alt

tiplendirme metotlar1 kullanilmasi 6nerilmektedir (23, 43, 66, 138).

3.2.7. Tedavi

EHEC’de tedavi, destek tedavisi ile smirhidir. EHEC suslar1 birgok
antibiyotige duyarl olmasina ragmen antibiyotik kullanimi tercih edilmemektedir.
Retrospektif ¢aligmalarda, E. coli O157:H7 ile enfekte kisilerden antibiyotik
kullananlarda HUS riskinin arttigi tespit edilmistir. Bu nedenle antibiyotik
kullanimi EHEC enfeksiyonlarinda kontrendike kabul edilmektedir. Antibiyotik
kullaniminin iki nedenle zararli olabilecegi bildirilmistir. Alinan antibiyotiklerle
bakterinin lize olmasi, daha fazla toksin acia ¢ikmasina neden olabilir veya

antibiyotikler diger kolon bakterilerini oldiirerek toksinin daha yiiksek oranda
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sistemik absorbsiyona ugramasini saglayabilir (138). /n vitro ¢alismalar, EHEC
O157:H7’nin antibiyotik (mitomisin) ile muamele edilmesinin toksin salinimini
arttirdigini  ortaya koymustur. Kanser kemoterapotigi olan mitomisinin
kullanildig1 kanser hastalarinda HUS insidensinin arttig1 bildirilmistir (183). DNA
sentezini baskilayan antibiyotiklerin (kinolonlar, tirmetoprim mitomisin) de in
vitro ve in vivo olarak toksin salintmini artirdigr tespit edilmistir (15, 138, 168,
183).

EHEC enfeksiyonuna bagli kanli ishalin hi¢bir safthasinda bagirsak
motilitesini baskilayan 1ilaglarin veya narkotik ilaglarin verilmesi tavsiye
edilmemektedir. Bu ilaglarin verilmesinin HUS ve noérolojik komplikasyonlari
tetikleyebilecegi one stiriilmektedir (168). Ancak bobrek kan akisini hizlandirmasi
icin non-steroid antienflamatuar ilaglarin verilmesi ve destek sivi tedavisi
yapilmasi 6nerilmektedir (168, 183).

EHEC’ten kaynaklanan bobrek hastaliklarinin tedavisinde destek tedavisi
uygulanmaktadir. Diyaliz kan filtrasyonu, eritrosit transfiizyonu ve trombosit
inflizyonu gibi destek tedavileri onerilmektedir. Daha ciddi tablolarda bobrek
nakli de gerekebilir. HUS oncesinde bobreklerin optimum korunmasi igin
intravendz sivi tedavisi uygulanmasinin HUS esnasinda daha az bobrek hasarina
neden oldugu bildirilmistir (138, 168, 183).

Japonya Saglik Bakanligi, E. coli O157:H7 enfeksiyonlarinda norflaxacin
kullanilmasini onermektedir. Alternatif bir yol olarak 38 bitkiye ait ekstraktlarin
E. coli O157:H7 tizerine in vitro etkisi arastirllmis ve bitkilerden iki tanesi etkili

bulunmustur (174).
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3. 2. 8. Prognoz

Yapilan arastirmalar, ¢cogu E. coli O157:H7 olgusunda klinik sikayetlerin
ve semptomlarin bir hafta i¢inde sona erdigini ve spontan iyilisme meydana
geldigini ortaya koymaktadir. Hastanede kalma siiresi 11 giline kadar
cikabilmesine karsin ortalama yedi giindiir. E. coli O157:H7 vakalarinin %
10’unda HUS gelisebildigi ve boyle vakalarin yaklasik % 5’inde 6liim sekillendigi
bildirilmistir. Iyilesen HUS hastalarinin  bazilarinda b&breklerde hasar
olusabildigi, buna karsin ¢ocuklar ve yaslilarda bobreklerde daha ciddi hasarlara

neden olarak bu organin fonksiyonunu yapamadigi rapor edilmistir (153, 168).

3.3. AMAC

Bu c¢alismada; Tiirkiye’de teshisi bakimindan ciddi sikintilar yasanan ve
¢cok az sayida laboratuvar tarafindan izolasyon ve identifikasyon islemi
gerceklestirilen, gerek hayvanlarda gerekse insanlarda taramalar yapilirken goz
ard1 edilen E. coli O157 serotipinin broyler tavuk 6rneklerindeki varliginin etken
izolasyonuyla ortaya konulmasi, molekiiler yontemlerle karakterize edilerek
virillens genlerinin saptanmasi, PFGE ile alt tiplendirmesinin yapilmasi ve
boylece izolatlarin genetik iliskilerinin ortaya konmasi amaglandi. Ayrica bu
caligmada, broyler izolatlari ile insan izolatlar1 arasindaki genetik iligkiyi ortaya
koymak amaciyla, hastanelerden temin edilen ishalli hastalara ait gayta drnekleri

incelendi.
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4. GEREC VE YONTEM

4. 1. Orneklerin Toplanmasi

4.1. 1. Broyler Tavuklarda Ornek Toplanmasi

Bu calisma, Tiirkiye’nin dogusunda bulunan Malatya ve Elazig illerindeki
ti¢ farkli broyler kesimhanesinden alinan 6rneklerle gergeklestirildi. Bu ii¢ isletme
Malatya, Elazig, Diyarbakir ve Adiyaman bdlgesinde yaklasik olarak 30.000 km?
alanda 450 civarinda sozlesmeli iiretici (kiimes) ile ¢alismakta ve gilinliik ortalama
20.000 adet kesim yapmaktadir. Her kiimeste ortalama 12.000 adet broyler
yetistirilmektedir. Kesimi yapilan broylerler baslica Dogu ve Giineydogu olmak
tizere 25 farkli ilin yam1 sira son zamanlarda Kuzey Irak’ta da tiiketime
sunulmaktadir (isletme sahipleri ile kisisel gériisme). Ornekler iki ilde (Elazig,
Malatya) bulunan broyler kesimhanesine gelen 25 farkli kiimesden alindu.
Orneklerin alindig hayvanlar; Elaz1§ ve Malatya illerinde toplam 16 farkli yerde
lokalize olup, ortalama yas1 43 giinliiktii.

Elaz1g ve Malatya illerindeki ii¢ farkli tavuk kesimhanesine Eyliil 2009-
Nisan 2010 tarihleri arasinda birer hafta arayla gidilerek, i¢ organlar takim halinde
steril posetlere alindi. Elaz13’daki kesimhaneden 500 ve Malatya’daki iki farklh
kesimhaneden 250°ser adet olmak iizere toplam 1000 broylere ait 6rnekler temin
edildi. Ayrica kesim esnasinda rastgele olarak toplam 1000 adet broylerden alinan
karkas svap ornekleri eppendorf tiiplerdeki 20 mg/l novobiocin (Lab M) igeren 1

ml modifiye tryptic soy broth (mTSB) (Merck 1.05459) i¢inde siispanse edildi.
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4. 1. 2. insan Gayta Orneklerinin Temin Edilmesi

Broyler i¢ organlarinin toplandigi tarihler arasinda, Malatya’da iki (M ve
N) ve Elazig’da i¢ (U, S, C) olmak {izere bes hastanedeki ilgili birimlere
basvurularak ishalli hastalara ait toplam 367 gayta numunesi temin edildi. Bu

orneklerin 61’1 Malatya’daki, 306’s1 ise Elaz1g’daki hastanelerden temin edildi.

4. 2. Kiiltiir

Sekum ve karaciger i¢ organlardan dikkatli bir sekilde ayrilarak isitilan
spatiil ile ylizeyleri daglandi. Steril bisturi ve makas kullanilarak yaklagik 1g
alinan 6rnekler 20 mg/l novobiocin (Lab M) igeren 5 ml modifiye tryptone soya
broth (mTSB) (Merck 1.05459) bulunan tiiplere inokiile edildi. Ayni sekilde
karkas svap Orneklerinin siispanse edildigi 1 ml siv1 besiyeri de 5 ml mTSB i¢ine
aktarildi.

Insan gayta ornekleri de 5 ml mTSB’de iyice siispanse edildi. Ekim
yapilan tiim brothlar 41,5 °C’de 24 saat inkubasyonda 0n zenginlestirmeye
birakildi. Bu inkubasyon sonunda brothlar hem direkt hem de immunomanyetik
separasyona tabi tutulduktan sonra, 0,05 mg/l cefixime ve 2,5 mg/l tellurite
(SRO172, Oxoid) supplement iceren sorbitol MacConkey Agara (CT-SMAC)
(Merck 1.09207.0500) ekimleri yapilarak 37 °C’de 24 saat inkube edildi. Bu
calismada kullanilan SMAC besiyeri BCIG veya MUG igcermemektedir.

4. 2. 1. immunomanyetik Separasyon (IMS)

Bu calismada sadece broyler sekum ve insan gayta Orneklerine IMS
uygulandi. Karaciger ve karkas ornekleri, sekum 6rneklerine gore daha az bakteri

yiikii tagidigindan bu 6rneklere IMS uygulanmadi.
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Zenginlestirme yapilan 6rneklerden 1 ml broth eppendorf tiiplere alinarak
20 ul manyetik partikiillerle isaretli anti-E. coli O157 antikoru (Dynabeads anti-E.
coli O157 Dynal, Oslo) ilave edilip oda sicakliginda dairesel karistiriciyla 25
dakika inkube edildi. Sonra tiipler manyetik konsantratére (MPC-S, Dynal) kondu
ve partikiiller ¢oktiiriildii. Ustte kalan sivi dikkatlice aspire edildikten sonra
yikama yapildi. Ug¢ yikamadan sonra, pelete 50 pl distile su eklenerek
vortekslendi ve bu siispansiyondan 40 ul CT-SMAC besiyerine ekilerek 37 °C’de
24 saat inkube edildi.

Sorbitolii fermente etmeyen (seffaf) koloniler secilerek PCR ile O157
(rfbE) geninin ve diger viriilens genlerinin varligi arastirildi. 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 sonrasi ekim yapilan CT-SMAC besiyerinde iireyen
stipheli 3-5 koloni alinarak eppendorf tiiplerde 300 pl distile su ile homojenize
edildi. Sonra her tiipe 300 ul TNES buffer (20 mM Tris, pH 8,0, 150 mM NacCl,
10 mM EDTA, % 0,2 SDS) ve 5 ul Proteinase K (20 mg/ml) eklenerek 56 °C’de 2
saat inkube edildi. Stispansiyon, 10 dakika kaynatildiktan sonra esit hacimde fenol
katilarak 5 dakika elle kuvvetlice sallandi. On dakika 11,600 g’de santrifiij
edilerek iist s1v1 dikkatlice bir baska eppendorf tiipe alind1. Uzerine sodyum asetat
(toplam hacmin 1/10’u) ve etanol (toplam hacmin 2,5 kati) eklenerek -20 °C’de
bir gece c¢oktiirmeye birakildi. On dakika santrifuj edilen silipansiyondan elde

edilen pelet sirasiyla % 95 ve % 70’lik 300 pl etanol ile iki defa yikand1 ve her
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yikamadan sonra 5 dakika santrifuj edildi. Kurumaya birakilan pelete son olarak
100 pl distile su eklenerek DNA siispansiyonu elde edildi.

Toplam 50 ul’lik hacimde hazirlanan PCR karisimina 5 ul 10X PCR
buffer (750 mM Tris-HCI, pH 8,8, 200 mM (NH,4),SO4, % 0,1 Tween - 20), 5 ul
25 mM MgClIy, her bir deoxynucleotide triphosphattan 250 uM, 1,25 U Taq DNA
Polymerase enzimi (MBI, Fermentas), tiim spesifik oligoniikleotid primer ¢iftinin
(Tablo 1) her birinden 20 pmol ve 5 ul hedef DNA ilave edildi. PCR reaksiyonlari
Techne TC-512 gradient thermalcycler (Techne, Ingiltere) cihazinda
gerceklestirildi. PCR amplifikasyonunda 94 °C’de 2 dakika 6n denaturasyon
asamasini takiben, toplam 35 PCR siklusu 94 °C’de 1 dakika denaturasyon, 55
°C’de 1 dakika hibridizasyon ve 72 °C’de 1 dakika DNA sentezi olarak
gerceklestirildi. Ayrica, Stx; ve Stx, genlerinin tespiti igin multiplex PCR (m-PCR)
kullanildi.

Amplifiye edilen PCR iriinleri % 1,5’lik agaroz jelde elektroforez
islemine tabi tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dakika
siireyle boyand1 ve sonugclar jel dokiimantasyon sisteminde gézlemlendi. Olusan
bantlarin molekiiler agirligini saptamak amaciyla 100 bp’lik DNA ladder (MBI,
Fermentas SM 0321) kullanildi. Tiim PCR uygulamalarinda pozitif kontrol olarak
referans E. coli O157:H7 (ATCC 43894, ATCC 43895) suslar1 ve negatif kontrol
olarak distile su kullanildi.

Izolatlarda ilk olarak O157 geninin (0157 rfbE) varlig: arastirildi. Daha
sonra E. coli O157 pozitif 6rneklerde, H7 antijenini kodlayan (fliCh7), shigatoksin

1 ve 2 (stx; ve stxp), baglanma/silme (eae, intimin) ve enterohemolizin (ehxA)
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genlerinin varlig1 bu genlere spesifik primer ciftleri kullanilarak PCR yontemiyle

arastirildi (Tablo 1).

Tablo 1: E. coli O157’nin ve viriilens genlerinin tiplendirilmesinde kullanilan

primerler.

Gen  Primer Oligoniikleotid sekansi (5°-3") bp literatiir
sty VT1-A CGCTGAATGTCATTCGCTCTGC 302 (36)
1 VT1B CGTGGTATAGCTACTGTCACC

stx VT2-A CTTCGGTATCCTATTCCCGG 516  (36)
2 VT2-B CTGCTGTGACAGTGACAAAACGC

0157 O0157-AF AAGATTGCGCTGAAGCCTTTG 497 (62)
rfbE O157-AR  CATTGGCATCGTGTGGACAG

flich7 H7-F GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC 625 (81)

H7-R CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC

eae eaeAF GACCCGGCACAAGCATAAGC 384 (146)
eaeAR CCACCTGCAGCAACAAGAGG

HlyAl GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG

ehxA HlyA4 TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA

1551 (34)

Ayrica, E. coli O157 pozitif bulunan 6rneklerden rastgele segilen dort
ornek (iki adet broyler, iki adet insan izolati) O157 (rfbE) genine spesifik PCR ile

amplifiye edildikten sonra, elde edilen iiriinler sekanslamaya gonderildi.

4. 4. Pulsed Field Gel Elektrophoresis (PFGE)

Bu c¢alismada kullanilan PFGE yontemi CDC PulseNet iiyeleri tarafindan
kullanilan standart protokole gore gergeklestirildi (43).

4. 4.1. On Hazirhk

Biyokimyasal ve/veya molekiiler yontemlerle tiir diizeyinde tanimlamasi

yapilmis bakterilerden % 5 kanl triptik soy agar besiyerine (veya kanli agar) tek
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koloni ekimi yapildi. 37 °C’de 14-18 saat inkiibasyondan sonra kiiltiiriin saflig
kontrol edildi ve saf olarak tireyen koloniler kullanildi.

Tris EDTA (TE) Buffer (10 mM Tris: 1 mM EDTA, pH 8,0) ile % 1
SeaKem Gold (SKG): % 1 SDS agarozu hazirlandi ve kullanilincaya kadar 55-60
°C’de benmaride bekletildi. Kiiltiir numaralar1 yazilmis her tiipe (falcon) 2 ml
hiicre siispansiyon buffer (HSB) (100 mM Tris, 100 mM EDTA, pH 8,0) kondu.
Agardan bakterileri almak i¢in HSB ile 1slatilmis steril pamuk svap kullanildi ve
svab yavasca cevrilerek bakteriler buffera aktarildi. Hiicre siispansiyonundaki
bakteri yogunlugu, spektrofotometre yardimiyla 610 nm dalga boyunda 1,35 (1,3-

1,4 araliginda) absorbans olacak sekilde ayarlandi.

4. 4. 2. Agaroz Kaliplarin Dokiilmesi

Her o6rnek i¢in 400 pl hiicre siispansiyonu almarak kiiltiir numaralar
yazilmis 1,5 ml’lik Eppendorf tiiplere dagitildi. Her tiipe 20 ul proteinase K (20
mg/ml) eklendi ve pipetle yavasca karistirildi. % 1 SKG agaroz: % 1 SDS
karigimindan 400 pl hiicre slispansiyonuna eklendi ve birkac kez pipetaj yapilarak
karigtirildi. Karigimin sicakligini korumak i¢in tiipler 55-60 °C’ye ayarhi kuru 1s1
blogunda (Techne Dri-Block DB-2D, ingiltere) tutuldu. Agaroz-SDS/bakteri
karisimindan hava kabarcigl olusmasina izin vermeden kuyucuklara dagitildi. Her

ornek i¢in iki kalip dokiilerek katilagmasi i¢in +4 °C’de 5-10 dakika bekletildi.

4. 4. 3. Agaroz Kaliplardaki Hiicrelerin Lizisi
Kiiltiir numaralar1 yazilan 50 ml’lik falcon kapakli tiiplere 5 ml Hiicre

Lizis Buffer (HLB; 50 mM Tris:50 mM EDTA, pH 8,0 + % 1 Sarcosyl) ve 25 ul
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Proteinase K (20 mg/ml) dagitildi. Donmus agarozun fazlasi bisturi ile kesilerek
diizeltildi. Agaroz kaliplar kendi numaralarinin yazili oldugu falcon tiiplere atildi.

Tipler 54 °C galkalayicili benmaride 1,5-2 saat inkiibe edildi.

4. 4. 4. Hiicre Lizisinden Sonra Agaroz Kaliplarin Yikanmasi

Tiipler benmariden ¢ikarilip 1zgarali kapakla tutularak lizis soliisyonu
dikkatlice dokiildii. iginde agaroz kalip bulunan tiipe, 1s1s1 50 °C olan steril
ultrasaf sudan 10-15 ml eklenerek, 50 °C’ye ayarli ¢alkalayicili benmaride 10-15
dakika bekletildi. Su tamamen dokiiliip, su ile yikama islemi bir defa daha
tekrarlandi. Daha sonra 10-15 ml TE buffer (50 °C) eklenerek 50 °C’ye
ayarlanmis calkalayicili benmaride 10-15 dakika inkiibe edildi. TE buffer dokiildii
ve TE buffer ile yitkama asamalari li¢ defa daha tekrarlandi. Son yikamadan sonra
5-10 ml TE eklendi. Boylece i¢inde saflagtirilmis DNA bulunan agaroz,
restriksiyon enzimi (RE) ile kesime hazir hale getirilmis oldu. Eger hemen

restriksiyon enzimi ile muamele edilmeyecekse +4 °C’de TE iginde saklandi.

4. 4. 5. Agaroz Kaliplardaki DNA’min Xbal Restriksiyon Enzimi ile
Kesilmesi

10X H buffer [(500 mM Tris-HCI:100 mM MgCl,:1000 mM NaCl:10 mM
Dithioerythritol DTE)] steril ultra saf su ile 1:10 oraninda sulandirildi. Her
eppendorf tiipe 200 pl 1X H buffer dagitildi. Agaroz kaliplarin her biri ayr1 ayri
bir steril petri kabi iizerine alindi. Bir bisturi yardimiyla kaliplar 2 veya 2,5 mm
boyunda kesildi ve H buffer i¢eren tiipe atildi. Kalan kalip pargast 5 ml TE igine

atilarak +4 °C’de saklandi. Referans sustan 3-4 parca kesildi ve H buffera kondu.
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Ornek ve referans susa ait agaroz pargaciklar ¢alkalayicili benmaride 37 °C’de 10
dakika inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonunda sivi, mikropipet ile aspire
edilerek her tiipe enzim/buffer karistmindan (Tablo 2) 200 ul eklenip, calkalayicilt

benmaride 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi.

Tablo 2: PFGE ornek/enzim sulandirma oranlari.

Ayriraclar pl/ornek
Steril ultra saf su 175
10X H Buffer 20
Enzim (10 U/ul) 5
Toplam hacim 200

4. 4. 6. Agaroz Jel Dokiilmesi

4. 4. 6. 1. Enzimle Kesilmis Agaroz Parcalarimin Tarak Uzerine
Yiiklenmesi

Yiizde 1’lik SKG agaroz 0,5X TBE’de hazirlandi. Aliminyum folyo ile
erlenin agz1 kapatildi ve 55-60 °C’ye ayarli benmariye kondu.

Jel kaseti, jel platformu ve tarak tutucunun yonii ayarlandi ve dislerin alt
tarafinin jel platformuna tamamen degmesi saglandi. Etkeni igeren agaroz
pargalar1 Xbal ile kesildikten sonra benmariden ¢ikarildi ve enzim-buffer karigimi
uzaklastirildi. 200 pl 0,5 X TBE eklenerek oda 1sisinda 5 dakika inkube edildi.
Agaroz parcalan tiiplerden c¢ikarilip, tarak yan yatirilarak parcalarin her biri ayri
ayri tarak dislerinin en ucuna kondu. Referans sus 1, 5, 10 (10 kuyucuklu jelde)
numarali dislere veya 1, 5, 10, 15 (15 kuyucuklu jelde) numarali dislere

yiiklenirken kalan kuyulara da diger 6rnekler yiiklendi.
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Tarak disleri tizerindeki fazla buffer, kagit mendille uzaklastirilip parcalar
5 dakika kurumaya birakildi. Ornek konulan kistm DNA’nin vyiiriiyecegi yone
gelmek kaydiyla, tarak agaroz dokiilecek kaset i¢ine yerlestirildi. Kaliplarin siyah
zeminle aym diizeyde olmasi1 ve hava boslugu kalmamasi saglandi. Benmariden
cikarilan ve sicakligl yaklasik 55-60 °C olan % 1’lik agaroz dikkatli bir sekilde
hava kabarcig1 olusturulmadan kaset i¢ine dokiildii. Biraz bekledikten sonra jelin
iyice donmasi i¢in 20 dakika buzdolabmma kondu. Jel donduktan sonra tarak
dikkatlice cikarilip kuyucuklar % 1°’lik SKG agarozla doldurularak 3-5 dakika

donmasi1 beklendi.

4. 4. 6. 2. Enzimle Kesilmis Agaroz Parcalarinin Kuyucuklara
Yiiklenmesi

Jel kaseti, jel platformu ve tarak tutucunun yonii ayarlanip, tarak dislerinin
alt tarafinin jel platformundan 2 mm yiiksekte kalmasi saglandi. Kabarcik
olusturmadan 55-60 °C’deki SKG agarozu kasete dokiildii. Birka¢ dakika
bekledikten sonra jelin iyice donmasi i¢in 20 dakika buzdolabinda bekletildikten
sonra tarak dikkatlice c¢ikarildi. RE ile kesilmis agaroz kaliplar1 benmariden
cikarilip enzim-buffer karigimi uzaklastirildi. 200 ul 0,5X TBE eklenerek oda
isisinda 5 dakika inkube edildi. Agaroz pargalar1 tiiplerden c¢ikarildi ve
kuyucuklara uygun sekilde yerlestirildi. Kaliplar kuyucugun dibine kadar itildi ve
kuyucugun 6n duvarina tamamen degmesi saglanarak hava boslugu kalmamasina
0zen gosterildi. Referans sus 1, 5, 10 (10 kuyucuklu jelde) numarali dislere veya

1, 5, 10, 15 (15 kuyucuklu jelde) numarali dislere yiiklenirken kalan kuyulara da
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diger ornekler yiiklendi. Kuyucuklar % 1’lik SKG agarozla doldurularak 3-5
dakika donmas1 beklendi.

Her iki ylikleme yontemi de farkli zamanlarda kullanildi ve iki yontemde
de elektroforeze ayni sekilde devam edildi. Agaroz ile doldurulan kuyucuklar
donduktan sonra siyah ¢ergeve alinarak elektroforez tankina kondu. PFGE tankina
0,5X TBE bufferindan 2 L kondu. Sogutma modiilii agilarak (14 °C) pompa 70’e
(= 1 litre/dakika) ayarland1 ve yaklasik 30 dakika sirkiilasyon yapildi. TBE 1sis1
14 °C’ye diistiikten sonra agaroz kasetinin g¢ergeveleri ¢ikarilip, siyah platformla
beraber tizerindeki jel kasetten alinarak tankin i¢indeki gergeveye yerlestirildi ve
tank kapagi kapatildi. Elektorforez kosullar1 ayarlanmadan 15 dakika daha

sirkiilasyon yapilarak jel ile TBE 1s1sinin esitlenmesi saglandi.

4.4.7. Elektroforez

CHEF-DR Il sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgika)
uygulanan elektoforez kosullari; baslangi¢ vurus siiresi 2,2 sn, bitis vurus siiresi
54,2 sn, vurus agist 120°, akim 6 V/cmz, sicaklik 14 °C, siire 20 saat olarak

ayarlandi.

4. 4. 8. Sonuclarin Goézlenmesi ve Analizi

Eletroforezden sonra jel, 40 ug ethidium bromid (10 mg/ml) igeren 400 ml
ultra saf su i¢ine alindi ve 20 dakika boyandi. Jel goriintiileme sisteminde (infinity
3000 WL, Vilber Lourmat, Fransa) UV 1sikta DNA bant goriintiilerinin fotografi
¢ekildi ve TIFF formatinda kayit edildi. BioD 1++ (infinity capt software, Vilber

Lourmat, Fransa) yazilim sistemi kullanilarak bant profilleri analiz edildi.
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4. 5. Kiiltiir, PCR ve PFGE Asamalarinda Kullanmilan Ayiraclar

4. 5. 1. Kiiltiir Asamasinda Kullanilan Besiyeri ve Ayiraclar

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

peptone Broth) (Merck, Almanya)

Peptone from casein 179
Peptone from soymeal 30
Glucose 250
Sodium Chloride 590
Dipotassium hydrogen phosphate 250

Novobiocin supplement (Lab M, Ingiltere)
Novobiocin 10 mg/vial
30 g CASO broth (Merck 1.05459) 1000 ml distile suda benmari usulii ile
sitilarak iyice eritilip, otoklavda 121 °C’de 15 dakika tutulduktan sonra sogumasi
beklendi. Ardindan her viale 5 ml steril distile su eklenerek iki vial (20 mg)
Novobiocin supplement sulandirilip 1000 ml sivi besiyerine eklenip iyice

karistirildiktan sonra hazirlanan modifiye TSB tiiplere dagitildi.

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

Almanya)
Peptone 209
Sodium chloride 50
Safra tuzlar 315¢9
Sorbitol 10 g
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Neutral red 0,03 g
Kristal viyole 0,001 ¢

Agar-agar 159

Cefixime-Tellurite Selective supplement (Oxoid, Ingiltere)
Potassium tellurite 1,25 mg

Cefixime 0,025 mg
25,8 g SMAC (Merck 1.09207.0500) 500 ml distile suda benmari usulii ile
wsitilarak iyice eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra 50
°C’ye sogumasit beklendi. Ardindan bir viale iki ml steril distile su eklenerek
Cefixime Tellurite Selective supplement (SR172E, Oxoid) sulandirildi ve 500 ml
besiyerine eklenerek iyice karistirildiktan sonra hazirlanan CT-SMAC petrilere

dagitildi.

Kanh Agar (Blood Agar Base No 2), (Oxoid, Ingiltere)

Proteose peptone 159
Liver digest 2,50
Yeast extract 59
Sodium chloride 590
Agar 129

40 g kanli agar (Oxoid CMO0271) 1 L distile su igerisinde eritilip, 121
°C’de 15-20 dakika otoklavlandi. Besiyeri 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan
sonra igerisine % 7 steril koyun kani ilave edildi. Dikkatli bir sekilde karistirilip

steril petri kutularina 15-20 ml taksim edildi.
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Dynabeads® anti-E.coli O157 (Invitrogen Dynal AS, Oslo,
Norvec)
E. coli O157’ye kars1 olusturulmus antikorlarin adsorbe edildigi, super-
paramagnetic, polystyrene mikroskopik boncuklar phosphate buffered saline
(PBS) pH 7,4, % 0,1 bovine serum albumin (BSA) ve % 0,02 sodium azide

(NaN3y) ile hazirlanmus stispansiyondur.

Phosphate Buffered Saline-Tween (PBS Tween):
0,15 M NaCl, 0,01 M Sodium-phosphate buffer, pH 7,4, % 0,05 Tween-20

hazirlanarak 121 °C’de 15 dakika steril edilerek kullanildi.

4.5. 2. PCR isleminde Kullamlan Ayiraclar

4. 5. 2. 1. DNA Ekstraksiyonunda Kullamlan Ayiraclar

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

1 ml’sinde 20 mg olacak sekilde steril distile su ile hazirland:.

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

0,2 Sodyum Dodesil Siilfat-SDS)

Tris 0,048 g
NaCl 0,175 g
EDTA 0,075 g
SDS 0,04 g
Steril Distile Su 20 mi
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Maddeler tartilarak steril distile su ile 20 ml’ye tamamlandi ve her drnek

icin 300 pl kullanildi.

4. 5. 2. 2. PCR Analizinde Kullanilan Ayiraclar

10X PCR Buffer (MBI Fermentas, Litvanya)
750 mM Tris-HCl (pH 8,8; 25 °C)
200 mM (NH,)2SO4
% 0,1 Tween 20

Her PCR numunesi i¢in 5 pl kullanildi.

MgCl, (MBI Fermentas, Litvanya)

25 mM MgClI; her PCR numunesi i¢in 5 pl kullanildi.

dNTP Set (100mM; dATP, dCTP, dGTP, dTTP; MBI
Fermentas, Litvanya)
Her deoksiniikleotitten esit oranda alind1 ve steril distile su ile 1/20

oraninda sulandirilip her PCR numunesi i¢in 4 pl kullanildi.

Tag DNA Polymerase Enzimi (500 U; MBI Fermentas,
Litvanya)

Her PCR numunesi i¢in 1,25 U (0,25 pl) kullanildi.

Primerler (IDT, Coralville, ABD)

Calismada kullanilan tiim primerler Integrated DNA Technologies

(IDT) firmasindan temin edildi. Primerler PCR isleminin optimizasyonu
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esnasinda her PCR numunesi i¢in ortalama 25-50 pmol olacak sekilde

ayarlandi.

4.5.2.3. PCR Elektroforez isleminde Kullamlan Ayiraclar

5X  Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon
Soliisyonu
Tris 54,4 g
Borik Asit 27,29
EDTA 464
Yukaridaki maddeler tartilip distile su ile 1 L’ye tamamlanarak, pH
8,3’e ayarland1. Elektroforez soliisyonu olarak 1/5 oraninda sulandirilarak

kullanildi.

Agarose LE, (Promega, Madison, ABD)
PCR iiriinlerinin gozlenmesi igin hazirlanan agaroz jeli 1X TBE

ile % 1,5 oraninda hazirland:.

100 bp DNA Ladder (50 pg/100 ul; MBI Fermentas, Litvanya)

1/6 oraninda sulandirildi ve agaroz jel kuyucuguna 5 pl yiiklendi.

6X Loading Dye (Yiikleme Boyasi) Soliisyonu (MBI
Fermentas, Litvanya)

1/5 oraninda sulandirildi ve her 20 pul PCR iiriinii igin 5 pl

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

Almanya)
Ethidium bromide soliisyonundan 0,5 ml alinarak distile su ile 15 ml’ye
tamamlandi. Agaroz jelin boyanmasi i¢in 300 ml distile suya 600 ul ethidium

bromide katilarak (0,5 pg/ml) kullanildi.

4.5. 3. PFGE Isleminde Kullanilan Ayiraclar

50 ml 1M Tris Soliisyonu (pH: 8)
Tris 6,059

Steril ultra saf su (SUSS) ile 50 mI’ye tamamlandi.

200 ml 0,5 M EDTA Soliisyonu (pH: 8)
EDTA 37,29

SUSS ile 200 mI’ye tamamlandi.

50 ml % 10 Sarcosyl Soliisyonu
Sarcosyl 590

SUSS ile 50 ml’ye tamamlandi.

250 ml Hiicre Siispansiyon Tamponu (100 mM Tris, 100mM
EDTA pH: 8)
1 M Tris (pH: 8) 25 mi

0,5M EDTA (pH: 8) 50 ml
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SUSS ile 250 mI’ye tamamlandi.

1000 ml Tris-EDTA soliisyonu (10 mM Tris, 1 mM EDTA
pH:8)
1 M Tris (pH: 8) 10 mi
0,5 M EDTA (pH: 8) 2ml

SUSS ile 1000 ml’ye tamamlandi.

100 ml Hiicre Lizis Buffer (50 mM Tris, S0 mM EDTA pH: 8 +

% 1 Sarcosyl)

1 M Tris (pH: 8) 5mi
0,5M EDTA (pH: 8) 10 ml
% 10 Sarcosyl 10 mi

SUSS ile 100 mI’ye tamamlandi.

25 ml 10X H buffer (500 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 1000

mM NaCl, 10 mM Dithioerythritol)

1 M Tris-HCI 12,5 ml
MgCl, 0,238 g
NaCl 1,430 g
DTE 0,0385¢

Yukaridaki maddeler tartilarak SUSS ile 25 ml’ye tamamland:.
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15 ml % 20 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) soliisyonu
SDS 309

Madde tartilarak SUSS ile 15 ml’ye tamamlandi.

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

Tris 54,4 g
Borik Asit 27,2 ¢
EDTA 469

Yukaridaki maddeler tartilip SUSS ile 500 ml’ye tamamlandi.

Elektroforez soliisyonu olarak 1/20 oraninda sulandirilarak kullanildi.

Ethidium Bromide (10 mg/ml; AppliChem GmbH, Darmstadt,
Almanya)
Ethidium bromide soliisyonundan 40 ul alinarak 400 ml SUSS’ya

katilip (1 pg/ml) agaroz jel bu soliisyona konarak boyandi.

4. 6. Istatistiksel Analiz

Kiiltir ve PCR sonuglari degerlendirilerek izolasyon ve identifikasyon
oranlart arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak onemliligini ortaya koymak
amaciyla Yates corrected y2 testi kullanildi. P< 0,05 bulunan degerler istatistiksel

olarak 6nemli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5. 1. Broyler Orneklerinin Bakteriyolojik Kiiltiir Bulgulari

Elazig ve Malatya’da bulunan {i¢ farkli kanatli kesimhanesinden rastgele
toplanan 1000 broylere ait i¢ organ ornekleri (sekum ve karaciger) ve karkas svab
ornekleri mTSB’de 6n zenginlestirme yapildiktan sonra hem direkt hem de IMS
ile SMAC besiyerine gegildi. Sorbitol negatif olan izolatlar SMAC besiyerinde
saman saris1 renginde, seffaf goriiniimlii koloniler olusturdu.

Bakteriyolojik muayene sonucunda bu sekilde koloni gozlenen izolatlar E.
coli O157 siipheli olarak degerlendirildi. Calismada 6rnek toplanan broylerlerin %
38,5’inde (385/1000) sorbitol negatif izolat elde edildi. Direkt ekim sonrasi
sorbitol negatif etken izolasyon orani sekum 6rneklerinde % 28,8 (288/1000) iken
karaciger orneklerinde bu oranin % 12,8 (128/1000) oldugu tespit edildi (Tablo
3). Sekum o6rneklerinin IMS sonrasi kiiltiiriinde ise toplam 179 (% 17,9) sorbitol
negatif izolat saptanirken bunlarin 141’inin her iki yontemde de tespit edildigi,
buna karsilik 30 broyler 6rneginin sadece IMS kiiltiirde sorbitol negatif koloni
olusturdugu gozlendi. Geriye kalan sekiz izolat ise karaciger orneklerinden
yapilan direk ekim sonuglart ile uyumlu bulundu. Kiiltiir bulgular1 genel olarak
degerlendirildiginde, 39 broylerden alinan tiim Oorneklerde sorbitol negatif
koloniler tespit edildi (Sekil 5). I¢ organ 6rnekleri alinan kanatl kiimeslerindeki
farkli hayvanlardan toplanan karkas 6rneklerinde ise % 26 (260/1000) oraninda

sorbitol negatif izolat elde edildi (Tablo 3).
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Tablo 3: Broyler 6rneklerinin kesimhane ve kiimeslere gore dagilimi.

Kiimes Sorbitol negatif 6rnek/ Alinan toplam 6rnek (%)

Kesimhane
no Karaciger =~ Sekum IMS Karkas
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
I 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
16 8/50 22/50 0/50 10/50
17 3/50 3/50 -/50 11/50
I 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
21 3/50 5/50 3/50 20/50
22 3/50 20/50 11/50 10/50
I 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 o 128/1000 288/1000 179/1000  260/1000

(% 12,8) (%288) (%17.9) (% 26,0)

64



Karaciger Sekum

iMS

Sekil 5: Broylerlerde sorbitol negatif izolatlarin dagilima.

5.2. Insan Gayta Orneklerinin Bakteriyolojik Kiiltiir Bulgular

Elaz1g ve Malatya’daki bes farkli hastaneden alinan ishalli insanlara ait
gayta orneklerinden % 11,7 (43/367) oraninda sorbitol negatif koloniler tespit
edildi. Bu 43 6rnegin 11 tanesi direkt, 3 tanesi IMS ve 29 tanesi hem direkt ve
hem de IMS’de paralel olarak izole edildi. Sorbitol negatif izolatlarin orani
Elaz1g’da % 11,1 (34/306) Malatya’da ise % 14,8 (9/61) olarak bulundu. Bulgular
hastane bazinda degerlendirildiginde ise; Elazig’daki U hastanesinde % 16
(24/150), S hastanesinde % 5,2 (5/96) ve C hastanesinde % 8,3 (5/60),
Malatya’daki M hastanesinde %]11,1 (1/9) ve N hastanesinde % 15,4 (8/52)
oranlarinda sorbitol negatiflik elde edildi. Gerek il ve gerekse hastane bazinda
elde edilen oranlar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak onemli bulunmadi

(p>0,05).
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5. 3. Broyler Orneklerinin PCR Bulgular

5. 3. 1. E. coli 0157 spesifik PCR bulgulari

SMAC besiyerinde sorbitol negatif olarak tespit edilen toplam 385
izolattan elde edilen DNA orneklerinin O157 rfbE genine spesifik primerler ile
PCR amplifikasyonuna tabi tutulmalar1 sonrasinda % 1,3’iinde (5/385) E. coli
0157’ye spesifik 497 bp uzunlugunda bantlar elde edilerek O157 pozitif olarak
degerlendirildi (Sekil 6). Bulgular hayvan bazinda degerlendirildiginde bu oran %
0,5 (5/1000) olarak hesaplandi. Bu oranlar 6rnek bazinda degerlendirildiginde ise
sekumdan ve karacigerden direkt yontem ile izole edilen sorbitol negatif
izolatlarin, O157 rfbE genine spesifik primerler ile yapilan PCR incelenmesinde
sirastyla % 1,04 (3/288) ve % 0,8 (1/128) oraninda pozitiflik saptandi (Tablo 4).
Sekum orneklerinden yapilan IMS ile sorbitol negatif saptanan izolatlarin O157
rfbE genine spesifik primerler ile yapilan PCR incelenmesinde ise % 1,11 (2/179)
oraninda pozitiflik saptandi. Sekum-IMS de pozitif bulunan 6rneklerin biri, direkt

yontemle de pozitif bulundu.

Tablo 4: Sorbitol negatif izolatlarda E. coli 0157 identifikasyon oranu.

Ornek P degeri
Karaciger (%)  Sekum (%) Sekum IMS* (%) Karkas (%)
1/128 (0,8) 3/288 (1,0) 2/179 (1,1) -1260 P >0,05
* Sekum-IMS de pozitif bulunan 6rneklerden biri, sekum-direkt yontemle

de pozitif bulundu.
Sekum orneklerinde direkt ve IMS yontemi ile tespit edilen E. coli O157

pozitiflik oranlari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (P >0,05).
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Sekil 6: rfbE-PCR firiinlerinin ethidium bromide ile boyanmis agaroz jelde
goriiniimii. M: DNA Ladder (100 bp), 1-6: Broyler izolatlar;, 7-18: Insan
izolatlari, N: Negatif Kontrol, P: Pozitif Kontrol.

Kiimes bazinda bakildiginda; kiimeslerin % 12’sinde (3/25) etken
identifikasyonu yapildi. E. coli O157 pozitif bulunan bu isletmelerden biri
Malatya’da ikisi Elazig’da yer alip, bu kiimeslerdeki pozitiflik oranlari sirasiyla %
2 (1/50), % 6,7 (2/30) ve % 4 (2/50) olarak bulundu. Kiimes bazindaki pozitiflik
oranlar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli oldugu tespit edildi (P
<0,001).

Karkas orneklerinden direkt yontemle sorbitol negatif saptanan 260
izolatin O157 rfbE genine spesifik primerler ile yapilan PCR incelenmesinde ise

pozitiflik saptanmadi.

5. 3. 2. Broyler E. coli O157 izolatlarimin viriilens genlerine spesifik
PCR bulgularn
PCR ile E. coli O157 olarak saptanan bes broylere ait drnekler viriilens

genleri yoniinden spesifik PCR ile incelendi. Bu 6rneklerin fliCh7, stx;-stx,, ehxA
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ve eae viriilens genlerine spesifik PCR ile analiz edilmeleri sonunda higbir
ornekte H7, enterohemolizin, shigatoksin 1 ve 2 genleri tespit edilmedi. Buna
karsin drneklerin tamaminda eae geni yoniinde pozitiflik saptandi. (Tablo 5, Sekil

7).

Tablo 5: Broylerlerde E. coli O157 pozitif izolatlarin viriilens genlerinin dagilimi.

PCR ile pozitif
Ornekler  bulunan broyler 0157 rfbe  fliCh7 eae stx; stxo ehxA
sayist (%)

Karaciger 1/1000 (0,1) + - + - - -
Sekum 4/1000 (0,4) + - + - - -
+ - + - - -

+ - + - - -

+ - + - - -

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

+ Gen mevcut, - gen yok
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Sekil 7: E. coli O157 izolatlarinin eae-PCR iiriinlerinin ethidium bromide ile
boyanmis agaroz jelde goriiniimii. M: DNA Ladder (100 bp), 1: Insan izolat1, 2-7:
Broyler izolatlari, N: Negatif Kontrol, P: Pozitif Kontrol.

5. 4. Insan Gayta Orneklerinin PCR Bulgulari

5.4. 1. E. coli 0157 spesifik PCR bulgulari

Insan 6rneklerinden hem direkt hem de IMS ydntemleri ile sorbitol negatif
olarak tespit edilen izolatlarin O157 rfbE genine spesifik primerler ile yapilan
PCR analizi neticesinde, % 23,3 (10/43) oraninda E. coli O157 tespit edildi
(Sekil 6). Bu pozitiflik toplam birey bazinda hesaplandiginda % 2,7 (10/367)
olarak belirlendi.

Direkt ve IMS yontemi ile sorbitol negatif tespit edilen 6rneklerin O157

rfbE genine spesifik primerler ile yapilan PCR analizi neticesinde sirasiyla %
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22,5 (9/40) ve % 9,4 (3/32) oraninda pozitiflik tespit edildi. IMS ile toplam pozitif
bulanan tii¢ E. coli O157 izolatmn ikisi direkt yontemle de belirlendi (Tablo 6).
Insan gaytalarindan IMS ve direkt yontemle alinan pozitiflik oranlari

karsilastirildiginda farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig: goriildii (P >0,05).

Tablo 6: Insan gayta 6rneklerinin direkt ve IMS ile identifikasyon bulgulari.

Tller Direkt (%) IMS (%)  Toplam (%)
Elang  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)*

* ki 6rnek hem direkt hem de IMS yéntemi ile pozitif bulundu.

Bulgular hastane bazinda degerlendirildiginde, iki hastanede E. coli O157
tespit edildi. Bu iki hastaneden toplanan o6rneklerin % 5’inde (10/202) etken
identifikasyonu gergeklestirildi. Pozitif 6rneklerin % 4’1 (6/150) U hastanesinden

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

Tablo 7: Hastane bazinda tespit edilen E. coli O157 identifikasyon bulgulart.

Hastane
U (%) N (%)
6/150 (4) 4/52 (7,7) P >0,05

P degeri

Kanatli ve insan 6rneklerinden tespit edilen toplam 15 E. coli O157 izolati
icerisinden rastgele secilen 4 6rnegin (2’si kanatli, 2’si insan izolati) dizi analiz
sonuglarinin PubMed-BLAST taki depolanmis dizi analizleri ile karsilastiriimalari

neticesinde; insan ve kanatl izolatlarinin % 98-99 (CP001368.1, AF163333.1),
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%98-99 (AF00163336.1, CP001368.1) oraninda E. coli 0157 ile homolojiye

sahip oldugu belirlendi.

5. 4. 2. Insan E. coli 0157 izolatlarinin viriilens genlerine spesifik PCR
bulgular

0157 rfbE genine spesifik PCR ile pozitif olarak tespit edilen 10 insan
izolatinin; fliCh7, stxi/stx,, ehxA ve eae genlerine spesifik PCR ile analizi
neticesinde orneklerin hi¢ birinde H7, enterohemolizin, Shigatoksin 1 ve 2 genleri
tespit edilmedi (Tablo 8). Buna karsilik bir izolatta intimin geni yoniinden pozitif

sonug elde edildi (Sekil 6, Sekil 7).

Tablo 8: Insanlarda E. coli O157 pozitif izolatlarin viriilens genlerinin dagilimu.

) PCR ile pozitif
Ornekler bulunan ornek  O157 rfbe  fliCh7 eae stx; stxo ehxA
sayist (%)
Gayta 10/367 (2,7) + - + - - -
+ - - - - -
+ - - - - -
+ - - - - -
+ - - - - -
+ - - - - -
+ - - - - -
+ - - - - -
+ - - - - -
+ - - - - -
Toplam 10(2.7) 10 - 1 - - -

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

E. coli O157 olarak identifiye edilen broyler ve insan izolatlar1 CDC
tarafindan Onerilen yonteme gore Xbal enzimi ile PFGE analizine tabi tutuldu
(Sekil 8, 9). PFGE analizi sonucunda hem broyler hem de insan izolatlarinda

birbirinden farkl1 4’er profil tespit edildi (Sekil 10).

Sekil 8: Xbal enzimi ile kesilen broyler izolatlarina ait PFGE iiriinlerinin
ethidium bromide ile boyanmis agaroz jelde goriiniimii. 1: 183 sekum, 2: IMS
183, 3: IMS 208, 4: 411 Karaciger 5: 426 sekum, 6: 508 sekum R: E. coli
0157:H7 ATCC 43894.
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Sekil 9: Xbal enzimi ile kesilen insan izolatlarna ait PFGE {irlinlerinin ethidium
bromide ile boyanmis agaroz jelde goriiniimii. 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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Sekil 10: Broyler ve insan izolatlarinin PFGE profilleri.
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Broyler izolatlarindaki profiller (A, B, C, D) ile insan izolatlarindaki

profiller (E, F, G, H) karsilastirildiginda, bu iki tiirdeki E. coli O157 izolatlarinin

identik olmadig1 goriildii.

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

ornek ayni profile sahip olup (profil A), 411 ve 426 nolu 6rnek 6zdes (profil C),

183 (A) ve 208 nolu 6rnekler ise (B) yakin iligkili bulundu. Broyler 6rneklerinde

dort profil ve benzerliklerine gore de ti¢ grup saptandi (A/B, C ve D) (Tablo 9).

Tablo 9: E. coli O157 izolatlarinin PFGE profilleri.

Ornek Tiirii il Kaynak Izolat/no PFGE profili
7 nolu kiimes Sekum 183 A
7 nolu kiimes IMS 183 A
Elaz1g 7 nolu kiimes IMS 208 B
Broyler 14 nolu kiimes  Karaciger 411 C
14 nolu kiimes Sekum 426 C
Malatya 16 nolu kiimes Sekum 508 D
uUs4 E
IMSU81 F
U u83 F
Elaz1g ]
Hastanesi u86 F
. U128 F
Insan
U136 F
N355 G
N N365 G
Malatya ]
Hastanesi N337 H
N353 H
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A/B, C ve D profilleri karsilastirildiginda; A ve B grubundaki izolatlarin
yakin iligkili (% 81) oldugu ve ayni kiimesden tespit edildigi belirlendi. Buna
karsin A/B, C ve D grubundaki izolatlar karsilastirildiginda herhangi bir iliski
saptanamadig goriildii.

U isimli hastaneden, sirasiyla profil E (U54) ve F (U81, U83, U86, U128,
U136) olmak iizere iki farkl profil tespit edildi.

N isimli hastaneden elde edilen dort izolatta, profil G (N355 ve N365) ve
H (N337 ve N353) olmak tizere iki farkli profil goriildii.

E ve F profiline sahip izolatlar muhtemel iliskili (% 76) olarak saptanirken,

E/F, G ve H profillerine sahip izolatlar iliskisiz olarak tespit edildi (Sekil 10).
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6. TARTISMA

Insanlarda E. coli O157 kaynakli enfeksiyonlarin ortaya cikmasinda
hayvansal gidalar biiyilk 6nem tagimaktadir. Etken, 6zellikle ¢ig et ve bu etlerden
hazirlanmis ¢ig veya az pisirilmis et lriinlerinde yaygin olarak bulunmaktadir.
Bagta sigir olmak {iizere ke¢i, koyun ve domuz etlerinde etkenin bulunmasi insan
sagligi acisindan risk olusturmaktadir (45, 65). Son yillarda kanatli et ve
tirtinlerinin de bu etkenin insanlara bulagsmasinda rol oynadigina dair ¢aligmalar
bulunmakla birlikte, bu hayvanlarda O157 serotipinin izolasyonuna ydnelik
yeterli veri mevcut degildir (30, 65). Bu konuyla ilgili kantitatif veri saglamayi
hedefleyen bu ¢alismada, Elazig ve Malatya illerindeki kanatli kesimhanelerinden
temin edilen broyler tavuk ornekleri ile ayn1 bolgedeki hastanelere ishal sikayeti
ile bagvuran insan numunelerinde E. coli O157’nin varligmin konvansiyonel
yontemlerle arastirilmasi, elde edilen izolatlarin molekiiler karakterizasyonu ve
PFGE ile tiplendirmesi gerceklestirilerek izolatlar arasindaki genetik iliskiler
belirlendi.

Tiirkiye’de E. coli O157 ile ilgili ¢alismalar ¢ogunlukla sigir, daha az
olarak koyun ve mandalarda etkenin gesitli yontemlerle tespitine yonelik olup,
sigirlarda hastaligin prevalansinin % 1,3-13,6 oraninda degistigi bildirilmistir (22,
57, 89, 161). Mandalarda yapilan bir ¢alismada % 3,7 oraninda etken izole
edilirken (161), bu oranin koyunlarda % 25’in (89) iizerine kadar ¢iktigi rapor
edilmistir. Yiiksek oranlarda E. coli O157 varligini bildiren c¢alismalarin 6nemli
bir boliimiinde, spesifitesi diisiik ve dolayisiyla yanlis pozitif sonug verme ihtimali

yiiksek olan yontemlerin kullanildiginin altim1 ¢izmek gerekir. Buna karsilik,
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Avrupa’da ise sigirlarda E. coli O157 prevalansinin % 0-15,7 arasinda degiskenlik
gosterdigi bildirilmistir (47, 63). Sigirlarda E. coli O157 izolasyon oraninin
Fransa’da % 13,3 (9), Ingiltere’de ise % 12,9 (44) oldugu rapor edilmistir.
Koyunlarda yapilan c¢alismalarda ise ispanya’da % 0,4 (37) italya’da % 7,1 (77)
ve Ingiltere’de % 7,4-15,7 (44, 46) oranlarinda E. coli 0157 serotipi tespit
edilmistir. Kore’de yapilan ¢alismalarda besi sigirlarinda % 1,7, siit sigirlarinda %
6,7 ve domuzlarda % 0,3 oraninda etken izole edilirken (105, 106), Japonya’da
sigirlarda bu oran % 1,5 olarak ortaya konmustur (80). ABD’de farkli tiirdeki
hayvanlarda etkenin prevalansinin incelendigi bir ¢aligmada; sigirlarda % 2,9,
atlarda % 1,1, kopeklerde % 3,1, kuslarda % 0,5 ve sineklerde % 3,3 oraninda
etken izole edildigi bildirilmistir (94).

Yukarida bahsedilen ve agirlikli olarak ruminant tiirlerinde gergeklestirilen
caligmalarin yani sira E. coli O157 serotipinin kanatli hayvanlardaki potansiyelini
arastiran calismalar da bulunmaktadir. Tavuklarda yapilan ¢aligmalarda,
Slovakya’da % 9,3 (150), Hindistan’da % 0,4 (178), Hollanda’da ise broylerlerde
% 0,3, yumurtaci tavuklarda % 0,1 ve hindilerde % 1,3 oraninda E. coli 0157
tespit edilmistir (96, 160). Buna karsin Ingiltere, Kore ve Hollanda’da yapilan
farkli ¢aligmalarda tavuklarda E. coli O157’nin izole edilemedigi bildirilmistir
(46, 96, 105). Calismalar arasindaki bu farklilik; tercih edilen metot, 6rnek sayisi
ve kaynagi, cografi bolge, mevsim, isletme standartlar1 ve bolgedeki E. coli 0157
enfeksiyonlarinin yaygimlik derecesiyle ilgili olabilir.

Tiirkiye’de farkli kanath tiirlerinde konvansiyonel yontemlerle yapilan bir
arastirmada etken izolasyon oranmin % 4-6 arasinda degistigi bildirilmistir (89),

Bu calismada ise rastgele ornekleme ile toplanan 1000 adet broyler tavuk
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orneginin % 0,5’inde E. coli 0157 izolasyonu ve identifikasyonu gerceklestirildi.
Bu oranin diger calismalarda bildirilen oranlardan oldukc¢a diisikk oldugu
gorilmektedir. Ancak, broyler yetistiriciliginde kapali kiimes sistemi kullanildig1
i¢in, bu tiire yonelik yapilan ¢aligmalardan elde edilen verilerin kiimes bazinda
yorumlanmasinin daha mantikli olacag: diisiiniilmektedir. Bu durumda, calisma
kapsamindaki kiimeslerin % 12’sinden E. coli O157’nin izole edilmesi, bu
etkenden kaynaklanan enfeksiyonun broylerlerdeki potansiyelini ortaya koymasi
acisindan onem arz etmektedir.

Sadece etken izolasyonuna dayali ¢aligmalarda, sorbitol negatif koloniler
E. coli OI157 disindaki etkenler tarafindan da olusturulabilecegi igin,
azimsanmayacak diizeylerde hatali pozitif sonuglarla karsilasilabilir (92, 130).
Nitekim kanatli tiirlerinde yiiksek oranlarda E. coli O157 varligi bildiren
caligmalarin 6nemli bir boliimiiniin sadece etken izolasyonu ve serolojik veya
biyokimyasal testlerle identifikasyona yonelik olmasi (89, 96, 150), bu olasilig1
desteklemektedir. Buna karsilik, bu tez calismasinda konvansiyonel kiiltiir
yontemine ek olarak daha giivenilir olan IMS ve molekiiler yontemler kullanildi.

Bu calismada kullanilan besiyerinin, B glucuronidase enzim substrati olan
BCIG/MUG igermemesi bir dezavantaj teskil edebilir. E. coli O157, sorbitol ve B
glucuronidase negatif olma ozelligi ile diger E. coli’lerden ayirt edilimektedir.
Bununla birlikte, Ongor ve ark. (2007), yaptiklar1 bir ¢alismada hem sorbitol hem
de B glucorinadase negatif izolatlarin PCR ile incelenmesinde yiiksek oranda
yanlis pozitiflik tespit edildigini bildirmislerdir (142). Bu nedenlerden dolayi,
O157 arastirmalarinda kiiltiire paralel olarak IMS yonteminin kullanilmasi

onerilmektedir (15, 16, 45). Nitekim bu ¢alismada, 1000 broyler tavuktan direkt
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ve IMS yontemi ile tespit edilen 385 E. coli O157 siipheli sorbitol negatif izolatin
PCR ile incelenmesi neticesinde sadece bes izolatta (% 1,3) pozitiflik saptanmasi
dikkat ¢ekmektedir.

E. coli O157’nin teshisinde IMS yoOnteminin kullanilmasinin izolasyon
oranmi arttirdigi bildirilmesine karsin (141, 184), baz1 ¢alismalarda refakatci
floradan (Proteus, E. hermanii, Salmonella O grup N) dolayr IMS’de de yanlis
pozitif sonuglar alindig1 gozlemlenmistir (80, 142). Bu ¢alismada da, IMS sonrasi
kiiltiirde stipheli olarak kabul edilen 179 sorbitol negatif izolatin PCR ile
konfirmasyonunda sadece iki 6rnekte pozitif sonug elde edilmesi yanlis pozitiflik
ihtimalini dogurmaktadir. Bunun yani sira, direkt ekimde sorbitol negatif olarak
bulunan 355 broyler 6rneginin yalnizca dort tanesi E. coli O157 olarak teyit
edildi. E. coli O157 pozitifligi her iki yontemle de % 1,1 (2/179, 4/355) olarak
hesaplandi ve dolayisiyla yontemler arasinda istatistiksel olarak Onemli bir
farklilik elde edilmedi. Bu ¢alismada IMS yonteminin E. coli O157 izolasyon
oranini artirmada yetersiz kalmasi, gida kokenli 6rneklerle kiyaslandiginda gayta
orneklerinin bakteri ylikiiniin daha fazla olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Diinyanin farkli bolgelerinde ¢esitli hayvan et ve et lriinleri ile karkas
ornekleri E. coli O157 yoniinden incelenmis ve degisik sonuglar rapor edilmistir.
Sigir et ve et tirlinlerinde yapilan ¢ok sayidaki ¢alismada, etken prevalansinin en
diisik oranda % 0,4 ile italya’da ve en yiiksek oranda % 4,3 ile Cek
Cumhuriyeti’nde elde edildigi rapor edilmistir (53, 126). Buna karsilik islenerek
tilkketime sunulan kanatli etlerinde yapilan sinirli sayidaki arastirmalarda; Cek

Cumbhuriyeti’nde % 8 (126), Misir’da % 4 (1) ve ABD’de % 1,5 (65) oranlarinda
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etken izolasyonu bildirilmistir. Kore’de yiiriitiilen bir g¢alismada ise tavuk
etlerinde E. coli 0157 saptanamamustir (105).

Tiirkiye’de ¢esitli hayvan karkas Orneklerinin incelendigi c¢alismalarda
sigirlarda % 3,6 ve tavuklarda % 1,1 oraninda ectken tespit edilmistir (5, 88).
Ulkemizin farkli yorelerinde sigir et ve et iiriinlerinde yiiriitiilen ¢alismalarda E.
coli O157 izolasyon oranlarinin % 2-6 arasinda degistigi rapor edilmistir (6, 69).
Baran ve Giilmez (2003) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada ise sigir etlerinde % 6
oraninda E. coli 0157 izole edilirken, tavuk etlerinde etken izole edilemedigi
bildirilmistir (25). Bu ¢alisgmada da incelenen 1000 adet broyler karkas 6rneginde
E. coli O157 izole edilemedi. Karkas orneklerinde etken tespit edilememesi,
daldirma tanklarina Salmonella ve diger etkenlerin bulagmasin1 engellemek igin
kullanilan klorun etkisinden kaynaklanmis olabilir. Ayrica bu ¢alismada incelenen
karkas ornekleri yikamadan hemen sonra svaplar ile alinmasina karsin, diger
calismalarda genellikle satisa sunulan iriinlerden (etin islenmesi, transportu,
depolanmas1 veya kontamine et iiriinleri ile bir arada bulunmasi) 6rnek alinmasi
farkli bulgularin elde edilmesinde rol oynayabilir.

Sindirim sisteminde patojen etkeni barindiran hayvanlar, basta et ve et
uriinleri  olmak tlizere bircok hayvansal {rliniin farkli  diizeylerde
kontaminasyonuna neden olmakta ve bu sekilde tiiketime sunulan iiriinler ciddi bir
risk olusturmaktadir. Kontaminasyon, kesimden etin islenip satisa sunulmasina
kadar bircok asamada gercgeklesebilir. Bu ¢alismada elde edilen bes izolatin dordi
sekumdan, bir tanesi ise karacigerden tespit edildi. Sekum orneklerinden daha
yiiksek oranda pozitiflik saptanmasi diger calisma bulgulan ile paralellik arz

etmektedir (29, 159). Deneysel c¢alismalarda etkenin sekuma kolonize oldugu ve
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burada uzun siire kaldig1 bildirilmistir (159). Dolayisiyla, kanatli et tiriinlerinin
islenmesi esnasinda sekumun yirtilmasi, hem karkas hem de daldirma tanklarini
kontamine ederek insan sagligi agisinda risk olusturabilir.

Insanlara E. coli 0157 bulasmasimin en &nemli kaynag tiiketime sunulan
kontamine et ve et tirlinleri olup, sigirlar baslica rezervuar olarak rapor edilmistir
(93, 180). Insanlarda E. coli O157 enfeksiyonlarinda etkenin sahip oldugu
shigatoksinler, enterohemolizin ve intimin 6nemli rol oynamaktadir (34, 168).
Shigatoksijenik E. coli 0157 zoonoz olup insanlarda HK, HUS ve TTP gibi ciddi
hastaliklara neden olmaktadir. Bir bakim evinde tavuk etlerinin tiiketilmesine
bagl olarak ishal gbzlenen hastalardan shigatoksijenik E. coli O157 izolasyonu
rapor edilmistir (29). Etkenin tek basina intimine sahip olmasi dahi A/E 6zelligi
nedeniyle insanlarda ishal sebebi olabilir (3, 36). Kanatli kokenli izolatlarda bu
virtilens genlerinin varligin1 bildiren olduk¢a siirli sayida galisma mevcuttur.
Pilipcinec ve ark. (1999), lateks aglutinasyon testi ile inceledigi 216 kloakal svap
orneginin 20’sinde E. coli O157 tespit etmis ve bunlarin 19’unda stx genlerinin
bulundugunu bildirmislerdir (150). Buna karsin, 500 adet tavuk gaytasinin
incelendigi baska bir calismada bu genlere rastlanmamistir (178). Ayrica
hindilerde yapilan bir ¢alismada elde edilen alt1 izolatin sadece bir tanesinde stx,
eae ve ehx genleri tespit edilmistir (96). Bu ¢alismada ise, broyler tavuklardan
elde edilen bes E. coli O157 izolatinin higbirinde Stx;-Stx,, ehxA ve fliCh7 viriilens
genleri tespit edilemedi. Buna karsin bu izolatlarin timii eae geni yoniinde pozitif
olarak belirlendi. Bu nedenle broyler et ve et iiriinlerinin insanlar i¢in potansiyel

risk tasidigr sdylenebilir.
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Diinyada sporadik vakalarda % 2-7, salginlarda ve HUS vakalarinda ise %
20 oraninda E. coli O157 izolasyonu bildirilmistir. Etken, 10 yasin altindaki
cocuklarda HUS’a neden olurken, yetiskinlerde HK ve TTP vakalar
gozlenmektedir. HUS goriilen ¢ocuklarin % 3-5’inde 6liim ve % 12-30’unda ise
bobrek yetmezligi, hipertansiyon ve merkezi sinir sisteminde hasar ortaya
cikmaktadir (87, 138, 147). Ancak bu klinik tablolarin ortaya ¢ikmasi igin StX’in
dolasim sistemine girmesi ve hedef organdaki reseptoriine baglanmasi gerekir.
Buna karsilik, bircok E. coli O157 olgusunda semptomlarin kisa siirede sona
erdigi ve spontan iyilesmelerin oldugu bildirilmektedir (153, 168). Tiirkiye’de E.
coli O157’nin insanlardaki prevalansi hakkinda yeterli veri bulunmamaktadir
(91). i1k defa Zarakolu ve ark. (1999) tarafindan ¢ocuklarda yapilan bir calismada
% 0,4 oraninda etken izolasyonu bildirilmistir (188). Bugiine kadar yapilan
calismalarda, tilkemizde insanlarda E. coli O157 prevalansinin % 0-4 arasinda
degistigi rapor edilmistir (68, 71, 91, 95). Bu ¢alismada ise ishalli insanlardan
alian gayta orneklerinde % 2,7 oraninda etken izole edildigi goriildii.

Insan gayta &rnekleri de hem direkt ekim hem de IMS yontemleri ile
incelendi ve broyler 6rneklerine benzer sekilde direkt ekim yonteminde dokuz
ornek pozitif bulunurken, IMS yonteminde sadece ii¢ 6rnekte pozitiflik belirlendi.
Bu durumun da insan gaytasinda bulunan refakat¢i floradan veya metot
tercihinden kaynaklanmis olabilecegi ve dolayisiyla c¢alismada kullanilan IMS
metodunun insan Orneklerinde de direkt kiiltiir yontemine ekstra bir katki
saglamadig1 goriildii. Sonug olarak PCR bulgulari ile birlikte degerlendirildiginde,

bu calismada gerek broyler ve gerekse insan Orneklerinin incelenmesinde
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kullanilan IMS yonteminin sensitivitesinin diisiik oldugu ve dolayisiyla hatali
negatif sonug ihtimalinin yiiksek oldugu kanaatine varildi.

Insanlarda HUS ve HK vakalarinda yapilan calismalarda etkenin
cogunlukla fliCh7, stx;-stx,, ehxA ve eae viriilens genlerine sahip oldugu
bildirilmistir (34, 168). Bu calismada, ishal sikayeti ile hastaneye basvuran
insanlardan elde edilen 10 E. coli O157 izolatinin spesifik PCR ile analizi
sonucunda higbir 6rnekte H7, enterohemolizin, shigatoksin 1 ve 2 genleri tespit
edilmedi. Buna karsin 6rneklerin yalnizca birinde eae geni yoniinde pozitiflik
saptandi. Bir¢ok arastirmact E. coli O157’ye bagh klinik tablolarin olugmasiyla
intimin varh@ arasinda kuvvetli bir iliski oldugunu belirtmislerdir (3, 146).
Bagirsaklarda baglanma ve silinme yapan intimin, diger viriilens faktorleri
olmadan da hastalarda ishal nedeni olabilir. Bununla birlikte herhangi bir viriilens
geni tasimayan diger dokuz izolatin saglik agisindan sorun teskil etmeyecegi
sOylenebilir.

PFGE, E. coli O157 suslarinin genetik iligkilerinin ortaya konmasinda ve
salginlarin epidemiyolojisinin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu
caligmada broyler ve insan izolatlari CDC tarafindan onerilen yonteme gore Xbal
enzimi ile PFGE analizine tabi tutuldu. PFGE analizi sonucunda hem broyler hem
de insan izolatlarinda birbirinden farkli 4’er profil tespit edildi. Broyler profilleri
(A, B, C ve D) karsilastirildiginda; A ve B grubundaki izolatlarin yakin iliskili (%
81) oldugu ve ayni kiimesten elde edildigi belirlendi. Buna karsin A/B, C ve D
grubundaki izolatlar karsilastirildiginda herhangi bir iligki saptanamadig goriildii.

Bu durumun kanatlilarda, farkli bulasma kaynagindan veya ayni bulasma
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kaynaginda farkli genotipik profile sahip E. coli O157 izolatlarindan ileri geldigi
sOylenebilir.

Insan izolatlarmda U (profil E ve F) ve N (profil G ve H) isimli
hastanelerin her birinden ikiser olmak {izere toplam dort farkli PFGE profili elde
edildi. E ve F profiline sahip izolatlar muhtemel iliskili (% 76) olarak saptanirken,
E/F, G ve H profillerine sahip izolatlar iliskisiz olarak tespit edildi. Bu ¢alismada
elde edilen insan E. coli O157 izolatlar1 ile broyler orijinli izolatlar arasinda
herhangi bir genetik iliski saptanamamasi, bulasma kaynaginin kanatli kokenli
olmadig fikrini desteklemektedir.

Sonug¢ olarak bu galismada, broyler tavuklarin E. coli O157 serotipini
tasidig tespit edildi. Bu durum, birg¢ok isletmenin yakinlarinda sigir yetistiriciligi
yapilmasindan veya broylerlerin yem, su vs. ile etkeni ¢evreden almasindan
kaynaklanmig olabilir. Bu ¢alismada elde edilen insan E. coli O157 izolatlar ile
broyler orijinli izolatlar arasinda herhangi bir genetik iliski saptanamamasi,
bulagsma kaynaginin kanatl kokenli olmadig goriisiinii desteklemektedir. Bununla
birlikte, ishal sikayeti ile hastaneye basvuran insanlarin gayta numunelerinde
etkene rastlanmasi, kontaminasyon riskini minimize etmek i¢in gerekli hijyenik
tedbirlerin alinmasim1i ve standartlara uyulmasini zorunlu kilmaktadir. Bu
calismada, insanlar i¢in E. coli O157 kaynagmin kanatli kokenli olarak
goriilmemesine karsin birden fazla bulagsma kaynagi veya ayni bulasma
kaynaginda farkli genotipik profile sahip E. coli O157 izolatlar1 ile enfeksiyona
yakalanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla muhtemel enfeksiyonlarin
Oniine gegebilmek icin broyler etleri gibi tiiketime sunulan et iriinlerinin iy1

pismis olarak tliketilmesine dikkat edilmelidir.
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E. coli O157’ye bagh enfeksiyonlar ve salginlar agisindan etkin kontrol
stratejileri gelistirilebilmek i¢in ruminant tiirlerinin yani sira basta broyler olmak
lizere kanatli hayvanlarin da bu etkenin varlig1 ve viriilens 6zellikleri yoniinden
incelenmesinin daha faydali olacagi diisiiniilmektedir. Boylece, giiniimiizde beyaz
et tiiketiminin kirmiz1 ete gore gittikce yayginlastigi da goz Oniine alindiginda,
hem kanatli sektorii agisindan hem de halk sagligi agisindan daha giivenilir ve
dogru veriler elde edilerek koruma ve kontrol ¢alismalar1 planlanabilecektir. Bu
nedenle, farkli kanath tiirlerini ve daha genis cografyalar1 kapsayan uzun vadeli
prospektif c¢aligmalar ile etkenin epidemiyolojisinin ayrintili bir sekilde

irdelenmesine gereksinim duyulmaktadir.
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