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OZET

CESITLi KAYNAKLARDAN iZOLE EDIiLEN KANATLI ORJINLI E.COLI
0157°NIN TOKSIN GENLERININ BELIiRLENMESI VE ANTIBiYOTIKLERE
DUYARLILIKLARI

Bu projede kanatl orijinli ¢esitli materyallerde Esherichia coli O157 nin prevalansinin
saptanmasi, elde edilen izolatlarin antibiyotiklere duyarliliklarinin belirlenmesi ve molekiiler
yontemle tiplendirilmesi amaglandi. Bu amacla Kayseri’de yetistirilen broyler tavuklara ait
400 adet et ornegi, 400 adet broiler barsak icerigi, 400 adet yumurtaci tavuklara ait digki
ornegi ve kanatli mezbahanesinin farkli birimlerinden (haslama tank suyu, duvar ve i¢ organ
cikarilma {iinitesi) alinan 80 adet svap ornegi ¢alisma kapsaminda degerlendirildi. Materyaller
Mart 2010 ile Subat 2011 arasindaki bir yil siiresince 3 ay araliklarla alindi. izolasyon,
novobiocin’li (20 mg/L) E.coli buyyonda 24 saat 37°C’de 6n zenginlestirme, bunu takiben
immunomanyetik separasyon ile SMAC (Sorbitol Mc Conkey) ve CHROM agara ekim
asamalarindan olustu. Buna gore toplam 1280 adet ornegin SMAC ve CHROM agarda
meydana getirdikleri koloniler gbz oniinde bulunduruldugunda 116’s1 E.coli O157 yoniinden
pozitif olarak degerlendirildi. Yiiz onalt1 6rnekten alinan 334 adet koloni fenotipik testler ile
E.coli yoniinden incelendi ve timii E.coli olarak dogrulandi. Bu izolatlar E.coli O157
acisindan Lateks aglutinasyon testine tabi tutuldu ve 2 tanesi broiler digki ve 6 tanesi de tavuk
kesimhane Ornekleri olmak iizere 8 adedi pozitif bulundu. Bu 8 adet E.coli O157 siipheli
izolat O157PF8 ve O157PR8 primerleri kullanilarak yapilan polymerase chain reaction (PCR)
testinde beklenen 420 bp biiyiikliigiinde bant vermedi ve tiim izolatlar bu etken yoniinden
negatif bulundu. Elde edilen sonuclar Kayseri yoresinde kanatli hayvanlarin ve bunlara ait et
orneklerinin  E.coli 0157 serotipini tasimadiklarim1i = gostermekle beraber degisik
lokalizasyonlarda daha fazla sayida kanathh orijinli 6rnegin bu bakteri yOniinden
incelenmesinin yararli olacag: diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Broyler, Esherichia coli O157, kanath kesimhanesi, yumurtaci tavuk,

Immunumanyetik separasyon.



ABSTRACT
THE DETERMINATON OF TOXIN GENES AND ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITIES
OF E.COLI 0157 ISOLATED FROM VARIOUS POULTRY SOURCES.

In this project, the determination of prevalence of poultry originated Escherichia coli O157 in
different sources, the evaluation of antibiotic susceptibilities of obtained isolates and the
typing with molecular methods were aimed. For this purpose, 400 meat samples belong to
Broilers grown in Kayseri, 400 intestinal contents of Broiler, 400 stool samples of laying hens
and 80 swap samples taken from various units of poultry processing plant (scalding, walls
and evisceration ) were evaluated in the study. The materials were taken during a year period
between March 2010 and February 2011 at three month intervals. The isolation period was
formed of phases including pre-enrichment in E.coli broth with novobiocin (20mg/L) for 24
hours at 37°C, then immunomagnetic separation and plating on SMAC (Mac Conkey with
sorbitol) and CHROM agar. Totally 116 of 1280 samples were found to be positive with
regard to colonies grown on SMAC and CHROM agar in terms of E.coli O157. The 334
colonies taken from 116 samples were investigated with phenotypic tests according to E.coli
and all of them were identified as E.coli. These isolates were subjected to latex agglutination
test in terms of E.coli O157 and totally 8 of samples (2 of them were Broiler stools and 6 of
them were poultry processing plant samples) were found as positive. These 8 suspicious E.coli
0157 isolates were not given expected 420 bp lenght band with using primers O157PR8 and
O157PF8 in Polymerase Chain Reaction (PCR) and all isolates were found negative in terms
of this bacterium.

These obtained results showed that poultry digestive system and chicken meat did not carry
E.coli O157 in Kayseri and the investigation of greater number of poultry originated samples
from different locations in terms of this bacterium is thought to be useful.

Key words: Broiler, Escherichia coli O157, Poultry processing plant, Laying hens,

Immunomagnetic separation



1. GIRIS/AMAC VE KAPSAM

Insanda gozlenen gida kaynakli enfeksiyonlar ve toksikasyonlar arasinda en onemli yeri
hayvan gida kaynakli enfeksiyonlar olusturmaktadir. Hayvansal gidalarla insanlara
bulasan enfeksiyoz etkenler arasinda E.coli O157 serotipi onemli bir yer tutmaktadir.
Escherichia coli O157 serotipi, gida kaynakli 6nemli bir zoonoz patojen olup, Genus
Escherichi’da bulunan ¢ok sayida serotipten biridir. Shiga toksin salgilayan bu serotip,
patojenik E. coli’lerin Enterohemorajik E. coli veya EHEC olarak adlandirilan grubuna
dahildir. Bununla birlikte Verotoksin iireten E. coli (VTEC) veya daha ender olarak
Shiga-benzeri toksin iireten E. coli (STEC) adlar1 da alternatif olarak kullanilmaktadir. Bu
serotip insanlarda hemolitik tiremik sendrom (HUS), trombotik trombositopenik purpura
ve hemorojik kolitise neden olmaktadir. Cesitli arastirma sonuglar1 bu bakterinin basta siit
inekleri olmak iizere sicakkanli hayvanlar olarak tanimlanan memeli hayvanlar ve kanath
hayvanlarin digkilar ile ete, siite, topraga, suya ve dolayisi ile tiim ¢evreye yayildigini
gostermistir. E. coli O157 serotipinin, kopek, kanatli, koyun, geyik ve insan tarafindan da
tagiyiciliginin  bildirilmesine ragmen, sigir temel kaynak ve rezervuar olarak ele
alinmaktadir. lyi bir sanitasyonun uygulanmadigi durumlarda gida maddelerinin iiretimi,
taginmasi ve tiikketimi sirasinda iiriinler kontamine olmaktadir. Buna bagli olarak da
mikroorganizmalarla bulasik gidalarin tiiketimi insan sagligr agisindan tehlike arz etmekte
ve mikroorganizmalardan kaynaklanan infeksiyonlar1 daha onemli hale getirmektedir.
Kanatli hayvanlar veya bunlara ait iirlinlerde E.coli O157’nin varlig1 veya tasiyicilign ile
ilgili caligmalarda bu bakterinin ya bulunmadigi veya %0.1 gibi ¢ok diisiik oranlar
bildirilmektedir. Bu projede, broyler tavuklara ait et ve barsak igerigi, yumurtaci tavuklara
ait digki ornegi, kanatli mezbahanesindeki haglama tank suyu, duvar ve i¢ organ ¢ikarilma
tinitesinden alinan kanathh orijinli cesitli materyallerde E.coli O157’nin varligi
arastirilmistir. Materyaller Mart 2010 ile Subat 2011 tarihleri arasindaki bir yil siiresince
3 aylik periyotlar halinde toplanmistir. Orneklerden izolasyon amaciyla, novobiocin’li (20
mg/L) E.coli buyyonda 24 saat 37°C’de 6n zenginlestirme, bunu takiben immunomanyetik
separasyon ile SMAC (Sorbitol Mc Conkey) ve CHROM agara ekim yOntemi
kullanmilmigtir.  Kayseri yoresinde yiiriitiillen bu c¢alismanin E.coli O157 ile ilgili

calismalara katki saglayacag diisiiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Escherichia coli’nin genel ozellikleri

Bu bakteri ilk kez 1885 yilinda Alman bakteriolog Theodor Escherich tarafindan ishalli bir
cocugun diskisindan izole edilmis ve Bacterium coli commune olarak isimlendirilmistir
(Wasteson 2001, Padhye ve Doyle 1992). Daha sonra, Esherich’in adina itafen, 1919 yilinda
Castelli ve Calmer tarafindan etkene Escherichia coli (E.coli) ad1 verilmistir (Toreci K.

2002).

Etken; memeliler, kuslar ve cogu sicakkanli hayvanlarda gastrointestinal sistemin normal
mikroflora iiyesidir. Fakat belirli suslari, insan ve hayvanlarin gastrointestinal hastaliklarindan
izole edilmektedir. Bu suslar, virulens Ozellikleri, patojenite mekanizmalari, klinik
semptomlar ve serolojiye dayali olarak patojenite gruplarina gore kategorize edilirler
(Caprioli ve ark. 2005, Wasteson 2001). Etken, gerek insanlarda gerekse hayvanlarda
degisik patogenez ile seyreden cesitli hastaliklara sebep olmaktadir. Bu hastaliklar arasinda
cesitli iiriner sistem enfeksiyonlari, septisemi, menenjit, enterik enfeksiyonlar, yara

infeksiyonlar1 ve mastitisler yer almaktadir (Wasteson 2001, Nataro ve Kaper 1998).

Escherichia coli, Enterobactericeae ailesi icinde yer alan Escherichia genusuna bagli, Gram
negatif, aerob ya da fakiiltatif anaerob, sporsuz 1,1-1,5 x 2,0-6,0 um boyutlarinda, diizgiin
comak tarzinda bir etkendir (Quinn 2002, Arda 1997). E. coli; nutrient agar ve kanl1 agar gibi
genel besiyerleri ve MacConkey (MC) agar, Eosine Methylen Blue (EMB) agar gibi selektif
ve diferansiyel besiyerlerinde 37 °C’de 24 saatte gozle goriilebilir biiyiikliikte, diizgiin kenarls,
S-tipli koloniler meydana getirir. Eski kiiltiirlerde ise R tipli kaba, diizensiz koloniler
gozlenebilir. Kapsiillii suslar ise M tipi mukoid koloniler meydana getirir Nutrient buyyonda
24 saatte 37 °C’de bulaniklik olusturarak iirer. Etken laktozu fermente ettigi icin MC agarda
pembe renkli koloniler, EMB agarda metalik refle goriiniimiinde koloniler olusturur. Ayrica,
patojen olan bazi suslar1 kanli agarda hemoliz olusturma yetenegine sahiptir. (Arda 1997,

Izgiir 2002).

E. coli, glukoz, sukroz, laktoz, mannitol gibi bazi karbonhidratlar1 fermente ederek asit ve gaz
olusturur. Indol ve Metil Red (MR) testleri pozitif, Voges Proskauer (VP) testi ise negatiftir.
Sitrath besi yerlerinde iiremez, iireli besi yerlerinde iireyi kullanamadiklar1 i¢in iireyemez.
Genellikle hidrojen siilfiir (H,S) gazi1 olusturmaz, oksidaz negatif olan E. coli, nitratlari
nitritlere rediikte etme yetenegine de sahiptir. E.coli fiziksel ve kimyasal etkenlere karsida

oldukca dayaniklidir. Su, diski, hayvan barinaklar1 gibi dogal kosullarda uzun siire canliligin
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koruyabilir, 1s1 ve soguga dayaniklidir. Dezenfektanlara, bazi boya maddelerine (Malasit
yesili, Fiiksin vb.), safra ve safra tuzlarina , %7 NaCl’e kars1 ise duyarlidir (Quinn 2002,
Arda 1997).

E. coli’nin antijenik yapist olduk¢a komplike olup, 6zellikle patojen suslarda bu yapilar 6nem
tasimaktadir. E. coli suslar arasinda serolojik bir baglant1 oldugu ilk kez 1921 'de Dodgeon ve
arkadaslar1 tarafindan belirtilmis, sonra 1937 'de Lowel E. coli 'nin kapsiil ve somatik olmak
tizere 2 cesit antijeni oldugunu ileri siirmiis, 1943 'de ise Kaufmann flagella antijenini de
gostermistir. Buna gore E. coli 'de O1-O171 arasinda gosterilen 165 somatik O antijeni, K1-
K90 arasinda gosterilen 90 kapsiil K antijeni ve H1-H56 arasinda gosterilen 56 flagella H
antijeni saptanmustir ancak en son calismalara gore bugiin 174 O, 56 H ve 80 K antijeni
oldugu saptanmistir (Halkman ve ark. 2001). Giiniimiizde E. coli’nin serolojik
tiplendirilmesinde hala Kauffman tarafindan sematize edilen serolojik siniflandirmanin
modifiye edilmis hali kullamilmaktadir (Nataro ve Kaper 1998). Modifiye Kauffman
semasina gore E. coli’ler O, H ve K yiizey antijenlerine gore serogruplara ayrilmistir.
Escherichia coli’nin somatik”O” antijenleri lipopolisakkarit 6zelliginde olup 1siya direngli
yiizey antijenleridir. Makroaglutinasyon ve mikroaglutinasyon testi ile ortaya konulabilir.
Ancak kapsiiler ve fimbrial antijenlere sahip E. coli’lerde somatik antijenlerin ortaya
konulmas: giicliik yaratmaktadir. Bu nedenle bu tiir suglarin 120 °C’de 2 saat 1sitildiktan sonra
aglutinasyona tabi tutulmasi onerilir (Nataro ve Kaper 1998, Izgiir 1999). Flagellar “H”
antijenleri ise hareketli suslarda bulunur, protein yapisindadir ve 1siya dayaniksiz olup
aglutinasyonla ortaya konulabilir (Izgiir 1999).

Kapsiiler’K” antijenleri polisakkarit 6zelliginde olan bu antijenik yapi, kapsiil tasiyan E.coli
suglarinda “O” somatik antijenlerinin iizerinde bulunur. Bu nedenle “K” antijeni tasiyan suglar
“O”antiserumlar1 ile aglutine olmazlar.”K” antijenlerinin K(A) ve K(B) olmak {iizere iki
onemli komponenti bulunur. K(A) antijenleri 120°C’de 2 saat icerisinde, K(B) antijenleri ise
100 °C’de tahrip olabilen polisakkarit yapisindaki antijenlerdir (Izgiir 1999). Onceleri “K”
antijeninin L fraksiyonu olarak adlandirilan fimbrial antijenler (pilus), protein yapisinda olup
fimbriya da bulunur. Bu antijenler de “K”antijenleri gibi bir susun “O” antijenine gore
identifiye edilmesini oOnler. E.coli’lerde bulunan bu antijenlerin saptanmasi, ozellikle
enteropatojenik E.coli’lerin (EPEC) belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu piluslar E.coli’lerin
virulans faktorii olarak kabul edilir (Izgiir 1999). E. coli’lerde bulunan “O”, “K” ve “H”

antijenlerinin sentezi bakteri kromozomu tarafindan yOnetilmesine ragmen fimbria
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antijenlerinin sentezi hem kromozom hem de plazmidler aracilign ile gerceklesmektedir

(Izgiir 1999).

Escherichia coli’nin toksinleri de 6nem tagimaktadir. E.coli’ler de enterotoksin, norotoksin ve
endotoksin gibi ¢esitli toksinler de bulunur. Enterotoksinler genellikle, gen¢ hayvanlarda
goriilen bagirsak infeksiyonlarindan sorumludurlar. Bu toksinlerin stabil toksin (ST) ve labil
toksin (LT) olmak iizere iki fraksiyonu bulunur. Stabil toksin 1siya dayanikli, immunolojik
0zelligi bulunmayan ve aside direng¢li olmayan, proteinazlara duyarli ST, ve ST}, olmak iizere
iki varyanta sahiptir. Labil toksin ise 1siya duyarli olup, antijenik yapisi nedeniyle kolera
toksinine benzerlik gosterir (Izgiir 1999). Norotoksinler lipoprotein ozelliginde olup,
domuzlarda enterotoksemiye neden olan, 1siya duyarli toksinlerdir. Bu toksin farelerde
merkezi sinir sistemi bozukluklarina neden olmasi ile enterotoksin ve endotoksinlerden
ayrilir. Endotoksinler ise biitlin E. coli suslarinda bulunur ve kimyasal olarak protein-
fosfolipid-polisakkarit kompleksinden olusmus toksinlerdir. O somatik antijeninin
polisakkarit fraksiyonlar1 antijeniteyi belirlerken, lipoproteinler toksisiteyi belirler. (Izgiir

1999).
2.2. E.coli Alt Tipleri

Tiim diinyada genel olarak ishal enfeksiyonlar1 ile anilan diyarejenik E. coli’ler O:H antijenik
yapilari, diger viriilens faktorleri, hedef hiicrede yaptiklar1 hiicresel degisiklikler, sahip
olduklar1 enterotoksin yapisi, ortaya cikan klinik tablo ve epidemiyolojilerine gore;
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. Ancak bunlardan diffuz-adherent E. coli’nin klinik
onemi heniiz tartismalidir (Ongen 2008, Nataro ve Kaper 1998).

Bununla birlikte, diyareye neden olan serotiplerin bu sekilde kesin bir ayrimi yoktur. Bu
gruplara ilaveten fakiiltatif enteropatojenik (FEEC), verotoksin olusturanlar (VTEC), 6nceleri
shiga benzeri toksin olusturanlar (=shiga like toxin ; SLTEC) olarak adlandirilmis olmakla
beraber son zamanlarda dogrudan shiga toksin (Stx ; ¢ogul formda Stxs) olusturanlar (STEC)
seklinde tanimlanmis olmasi, diyare olusturanlar (DEC) gibi gruplarin baska gruplar ile de
tarif edilebilmesi, diyareye neden olan E. coli 'lerin enfeksiyon veya intoksikasyon etmeni

olarak gruplandirilmasi bu konudaki terminolojiyi zorlamaktadir (Halkman ve ark. 2001).
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2.2.1. Enteropatojenik E.coli (EPEC)

EPEC suslari, ozellikle gelismekte olan iilkelerde neonatal ve infantil diyarelerle
iliskilendirilmektedir. Brezilya, Giiney Afrika ve Meksika gibi iilkelerde yapilan ¢alismalar
bebeklerde bu etkene bagli ishallerin %30-40 arasinda oldugunu gostermislerdir (Behiry ve
ark. 2011).

EPEC suslari, 1siya dayanikli ST (ST,, STy) ve 1siya duyarli LT (LT-I, LT-II) olmak {izere bir
veya daha fazla sayida enterotoksin olusturmaktadir. Bu suslar; morfolojik lezyonlar
olusturmaksizin ince bagirsak epitel hiicrelerindeki mikrovilluslara tutunmakta ve
sentezledikleri enterotoksinlerle enterositleri lokal olarak etkileyerek buzagilarda, kuzularda
ve domuz yavrularinda neonatal diyareye ve ileitise, Ozellikle sicak mevsimlerde de

bebeklerde diyarelere neden olmaktadir (Padhye ve Doyle 1992, Willke 2008).

EPEC infeksiyonunun histapatolojik olarak en onemli 6zelligi tutunma ve bozma (attaching
and effacing effect) etkisidir. Bu etkinin olugmasi; bakterinin enterosite lokal aderensi,
bakterinin enterosit sinyal sistemini uyarmasi ve enterositle bakteri arasindaki siki bir
baglanmanin gerceklesmesi basamaklar1 ile olur. EPEC virulens faktorleri kromozom ve
plazmidler iizerinde bulunan genlerin kontroliindedir. Tutunma ve bozma etkisi “enterosit
bozma lokusu”(locus of enterocyte effacement: LEE ) denilen bir T3SS, intimin denilen dig
membran adezini transloke intimin reseptorii (Tir) ve diger proteinleri kodlayan bir patojenite
adas1 tarafidan yonetilir. Ek olarak bircok EPEC susu EPEC aderens faktorii (EAF) plazmidi
denilen ve tip IV fimbria ve demet olusturan piluslar (bundle forming pilus Bfp) denilen
piluslart kodlayan plazmidler tasir. Bfp tasiyan EPEC suslarina tipik EPEC denir ve bu suslar
enterositlere lokal aderens gostererek baglanir. Atipik EPEC suslart ise EAF plazmidleri
tasimazlar dolayisiyla Bfd’leri yoktur ve bunlar daha az patojendir. Bfp halat benzeri demet
seklinde agrege olmakta ve bakterini reversibl otoagregasyonuna yol agmaktadir. Bu
ozellikleriyle Bfp’nin infeksiyonun baslangicindaki aderensi yonlendirdigine ve daha sonra
bakterinin barsak yiizeyine dagilmasina yol actifina inanilmaktadir. EPEC’in baglica adezin
faktorleri Bfp, intimin ve T3SS’inde yer alan EspA proteinidir. EspA, EPEC’e ait T3SS’te yer
alan olagan dis1 bir translokasyon proteinidir. Bilindigi gibi T3SS sisteminde konak hiicreye
bakteri proteinlerinin olusturdugu bir oluk olusmaktadir. iste bu EspA filamantoz yapisiyla
enjektoriin ignesi gibi gorev goriir ve bakteriyi konak hiicreye baglar. Tir, Espa’nin
olusturdugu oluktan gecerek, EspB ve Espd’nin olusturdugu delikten konak hiicre membrani

icine girer ve bakterinin intimin adezini igin reseptor gérevi goriir. Intimin Tir’le baglanmasi
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sonucu gelisen bazi olaylarla konak hiicre iskeletinde aktin niikleasyonu ve flaman olusumu
mekanizmalar1 harekete gecerek bakterinin baglandigi yerde kupa benzeri bir taban olusturur,
bu da bakterinin hiicreye sikica yapismasini saglar. Yani EPEC kendi tasidig reseptorii konak
hiicre membran i¢ine enjekte edip yerlestirerek ona baglanir ve konak hiicre modifikasyonu

icin kullanir (Willke 2008).
2.2.2. Enterotoksijenik E.coli (ETEC)

Enterotoksijenik E.coli grubu, ilk olarak domuz yavrularinda goriilen ve Oliimlerin
sekillendigi ishallerden izole edilmistir (Nataro ve Kaper 1998). ETEC gelismekte olan
ilkelerde dehidratasyona yol acan bebek ishallerinin ve yolcu ishalinin en 6nemli nedenidir.
ETEC gelismekte olan iilkelerde ishal ataklarinin yaklasik % 20-30’undan sorumludur.
Gelismis iilkelerde daha az rastlanir. ABD ve Isvicre’de yapilan calismalarda akut ishal
ataklarindaki orani sirasiyla %1.4 ve %4.2 olarak bulunmustur. Gelismekte olan iilkelerde
cocuklarda yilda 2-3 ishal atagina yol acar ve bu ¢ocuklardaki ishal ataklarinin yaklasik %
25’inden sorumludur (Arslan 2008).

ETEC suslar ince barsak mukozasina kolonizasyon faktor antijenleri (colonization factor
antigens: CFA) denilen adezinler araciligi ile baglanir (ince barsak, aslinda E.coli’nin fazla
sayida bulundugu bir bolge degildir). Tarihsel olarak CFA veya E.coli yiizey antijenleri (E.coli
surface antigens: CS) ismi verilen bu yapilar esas olarak bakteri piluslarindan olusur. Bu
piluslar klasik saperonun eslik ettigi piluslardir ve daha ince, tiiyiimsii 6zellik gosterirler
(Nataro ve Kaper 1998, Willke 2008).

ETEC suslarinin plazmidler tarafindan kodlanan 1s1ya direncli toksin (Heat Stabile Toxin = ST)
ve 1stya duyarlt toksin (Heat Labile Toxin = LT) olmak iizere iki 6nemli toksine sahiptir. Bu
toksinlerden; 1s1ya duyarl toksin (LT) protein yapisinda olup 60 °C’de 30 dakika da inaktive
olur. (Nataro ve Kaper 1998, Arslan 2008). Biyolojik ve antijenik olarak Vibrio cholerae
toksiniyle yakindan iligkili bir toksindir (aminoasit dizilimi %80 homologdur ve aym sekilde
etkiye sahiptirler). Ancak ETEC ve Vibrio cholera arasinda yakin baglanti yoktur. Is1 LT I ve
IT olmak {iizere 2 tiirii vardir. Isiya direncli toksin (ST) ise, toksik peptidaz ailesindendir. ST
ise tamamen farkli olup daha kiiciik bir peptit molekiiliidiir ve memelilerdeki guanilin
hormonuna benzerlik gosterir. 100°C’de 15 dk. dayanir ve suda erir. Aside ve proteolitik
enzimlere direngli, alkaliye duyarlidir. Antijen 6zelligi zayiftir. ETEC suslarinin %75’ inde
yalmiz veya LT ile birlikte olarak goriilir. ETEC suglart ile ishal ve ST salinmmu siklikla

beraber bulunmustur. Bu nedenle ¢esitli calismalarda bir patojen faktor olarak gosterilmistir.
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Is1 ST’nin yapisal olarak birbirinden farkli, STI ve STII olmak iizere 2 tiirii vardir. STI yerine
STa, STII yerine STb de kullanilmaktadir (Willke 2008, Abut Iseri 2007).
2.2.3. Enteroinvasif E.coli (EIEC)

EIEC’nin ishal olusturma mekanizmalar1 Shigella ile aymdir. Bu suslar genellikle
hareketsizdir ve invazyonla inflamasyona ve dizanteri form ishale yol acar. EIEC Shigella’ya
benzer sekilde T3SS’ni kodlayan biiyiik bir invazyon plazmidi tasir. EIEC epiteli, T3SS’i
kullanarak invaze eder, fagozomdan kacarak hiicre stoplazmasinda aktin kamgilari ile hareket
ederek komsu hiicreye ulasir ve hiicre i¢ine girer (Wilke 2008). Kolon epitel hiicrelerini istila
ederek, bu epitel hiicreleri icerisinde ¢cogalmakta ve epitel dokunun nekrozuna yol agarak kanl
diyareye sebep olmaktadir. EIEC tiirlerinin invazyon mekanizmasinda, 120-140 MDa
biiyiikliikte plazmidin etkili oldugu diisiiniilmektedir (Nataro ve Kaper 1998). EIEC grubunda
028ac, 029, 0112, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, O164 serotipleri yer alir (Arslan 2008).
Bu gruptaki suslar genellikle laktoz negatif ya da laktoz gec¢ pozitif ile hareketsiz olma gibi
atipik ozellikler tasirlar. Diger enterovirulent tiplerden farkli olarak invaziv ozellik tasirlar ve
fekal 16kositlere rastlanir. Mukoid ve kanli bir digki goriiliir. Ates yiiksektir. Bu gruba giren
bakterilerde enfektif doz diisiiktiir (Halkman ve ark. 2001, Nataro ve Kaper 1998).

2.2.4. Enteroagregatif E.coli (EAggEC)

Hayvanlarda epidemiyolojik calismalar sonrasinda ortaya cikarlmistir. Tropik iilke
cocuklarinda siireklilik gosteren diyarelere neden olmaktadir (Halkman ve ark. 2001).
Gelismekte olan iilkelerde 6zellikle cocuklarda akut ve persistan ishale neden olur. EAEC,
AIDS iligkili kronik ishal ve yolcu ishalinin etiyolojik ajamidir (Huang ve ark. 2006).
Infeksiyon mekanizmasi kompleks olup tam olarak anlagilamamakla birlikte, insan kolon
mukozasina agregasyonla yapisarak mikrovillus kaybina ve hiicre o6liimiine yol agtifi
bilinmektedir (Willke 2008, Nataro ve Kaper 1998).

EAEC’nin onerilen patogenez modeli {i¢ faz icerir: agregatif adherens fimbriya (AAF) ile
intestinal mukozaya tutunma, miikiis liretiminde artma ve toksin iiretimi ve inflamasyon
sonucunda mukozal hasar ve intestinal sekresyon (Arslan 2008). EAEC nin agregatif aderens
fimbrialart (AAF/I ve AAF/II) diye bilinen saperon kullanan, plazmide bagimli piluslari
vardir. Bazi EAEC suslarinin sitotoksin salgiladigi gosterilmistir. Bu toksine enteroagregatif
sitotoksin (EAST) denir. Bu toksin de plazmid tarafindan kodlanmaktadir. Bu toksinin

hiicrelerde yuvarlaklagsmaya, hiicre kiiltiirlerinde hiicre kopmalarina, insan barsak modelinde
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kriptlerde dilatasyon ve hiicre harabiyetine yol actif1 gosterilmistir (Willke A 2008, Huang ve
ark. 2006).

EAEC’nin olusturdugu ishal esas olarak sekretuvardir. EAEC’ nin tipik hastalig1 hafif ates,
kusma olmadan (veya nadir) sulu, miikiislii, sekretuvar ishaldir. Hastalarin 1/3’iinde gros kanl
ishal vardir. Sulu ishal haftalarca devam edebilir. EAEC bebeklerde biiyiime geriligi ve
gelismekte olan iilkelerde malniitrisyona neden olabilir. EAEC barsak mukozasinda
karakteristik bir miik6z film olusturur ve villuslarda kisalma, hemorajik nekroz ve

inflamatuvar cevap olusturur (Arslan 2008).
2.2.5. Diffiiz Adherent E.coli (DAEC)

DAEC grubundaki suslar ise Hep-2 hiicrelerine diffuz olarak yapisan ancak EPEC benzeri
mikrokoloniler olusturmayan diyarejenik E. coli grubunun bagimsiz bir iiyesidir (Nataro ve
Kaper 1998), yine cocuklarda siireklilik gosteren diyareye neden olurlar. Hiicreye adezyon
yolu ile yapistiklar1 gibi diffiize olabilirler. Bu tip E.coli’lerde iki ayr1 adhesin geninin varligi

ve ayrica son olarak intimin varlig1 saptanmistir (Halkman ve ark. 2001, izgiir 2002) .
2.2.6. Enterohemorajik E.coli (EHEC)

EHEC suslari, enterohemolizin ve sitotoksin (verotoksin ya da sigatoksin) iiretirler ve bu
sitotoksinlerle mikrovilluslarda tutunma ve bozma (A/E) lezyonlar1 olarak adlandirilan
lezyonlara sebep olurlar (Caprioli ve ark. 2005, Ongen 2008). EHEC olarak tanimlanan
grubu baslica E. coli O157:H7 serotipi olusturur. Bu grubta bulunan diger serotipler O26:H11,
026:H32, 026:H-, O55:H7, O111:HS8, O111:H-, O113:H21, O117:H14 dir (Nataro ve Kaper
1998, Halkman ve ark. 2001). E. coli O157:H7 serotipi, insanlarda Hemolitik Uremik
Sendrom (HUS), Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP) ve Hemorajik Kolitis (HC)

olmak iizere ii¢ temel sendroma neden olmaktadir (Willke 2008).

Enterohemorajik E.coli suslar1 verotoksin liretme yeteneklerinden dolayr verotoksijenik E.coli
(VTEC) olarak da adlandirilmaktadir. Hastalik belirtileri Shigella dysenteria Tip I’'in neden
oldugu belirtilerle ayn1 oldugundan Shiga benzeri toksin olusturan E.coli (SLTEC) olarak ta
adlandirilir (Caprioli ve ark. 2005). Siga toksinler (Stx), EHEC’nin anahtar viriilans faktorii
olarak kabul edilir. iki ana toksin tipi vardir; Stx1 ve Stx2. Bazi EHEC suslar1 yalmzca Stx1,
bazilar1 yalnizca Stx2 iiretirken ¢ogu suslar her ikisini de yapabilir. Cok sayida toksin varyanti
yapabilen EHEC suslar1 vardir. Stx1 esas olarak siga toksin ile benzerdir, (Sigella dizanteri
serotip 1’in protein sentezini inhibe eden ekzotoksini) buna ragmen STx2 ve varyantlari

farkliliklar gostermektedir (Arslan 2008).
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EHEC suslarinin patojenitesinde hem Shiga toksinleri hem de tutunma ve bozma
mekanizmalart rol oynar. Yani Shiga toksini (verotoksinde denir) salgilayan E.coli’nin
(STEC) yapisma ve bozma mekanizmasini saglayan LEE (enterosit bozma lokusu) genleri de
varsa bu suslara EHEC (6rn:O157:H7) denir. Dolayisiyla EHEC olmayan sadece Shiga toksini
salgilayan STEC suslarida vardir. EHEC suslar1 ayn1 zamanda EHEC hemolizini de salgilar.
EHEC insanlara genellikle biftek gibi az pismis etlerle bulasir, ¢iinkii bu bakteri sigirlar ve
diger gevis getiren hayvanlarin sindirim kanali dogal florasinda bulunur. EHEC suglarinin
infektif dozu diisiik olup, 100 bakteriden azdir. ishal yaninda hemolitik iiremik sendrom
(HUS) ve oliime yol acabilir. Etkisi hem Shiga toksin 1 ve 2 hem de tutunma ve bozma
mekanizmasi ile gerceklesir. Bu toksinler patojenite adaciklari tarafindan kodlanir. Shiga
toksini A-B grubundadir, yani bir A alt birimi ve pentamer yapida B alt birimi vardir. Duyarh
hiicre reseptoriine baglanarak endositozla hiicre icine alinir. A alt birimi aktive olarak hiicre
ribozomunda protein sentezini durdurarak hiicre oliimiine yol acar. Sindirim kanali epitel
hiicrelerinden gecerek bagirsak, bobrek ve diger organlarin kilcal endotellerini tahrip eder ve
bunun sonucunda intravaskiiler koagulasyon ve sonunda da trombositopeni, mikroanjiyopatik

hemolitik anemi ve bobrek yetmezligi yani HUS a yol acar (Willke 2008).

EHEC alt grubunda yer alan bakteriler zoonotik patojenlerdir. Hayvanlarda nadiren hastaliga
neden olmaktadirlar. Sigirlar ve diger ruminantlar EHEC suslarinin baslica rezervuarlaridir ve
et, ¢ig siit ve siit iirlinleri, su ve ruminant giibreleri ile bulasik meyve veya sebzelerin tiiketimi
ile salginlar olusmaktadir. EHEC ayrica koyun, keci, manda ve geyiklerde de tespit edilmistir.
Domuz ve kanatli hayvanlar EHEC kaynagi olarak degerlendirilmemektedir (Caprioli ve ark

2005).
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Sekil 2.1. Diyarejenik E. coli’lerin patojenite semasi (Nataro ve Kaper 1998)

2.3. Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli serotipleri igerisinde zoonoz olmasi nedeni en 6nemli yere sahip serotip E.

coli 0157:H7 dir. 1lk kez 1975 yilinda California’da agir kanamali diyare geciren bir kadin

hastadan izole edildigi belirtilmistir (Fernandez 2008). Insan patojeni olarak kesin

idendifikasyonu ise, 1982 yilinda Centers for Disease Control ve Prevention (CDC)’

A.B.D.’nin Oregon ve Michigan eyaletlerinde siddetli kanli ishal ile seyreden salginlarda

gerceklestirilmistir (Armstrong ve ark. 1996).
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2.4. Escherichia coli 0157: H7’nin Biyokimyasal Ozellikleri

Escherichia coli O157:H7 serotipi diger E. coli 'lerden; 44,5 °C ve iizerinde gelisememesi,
sorbitolii fermente edememesi, B-glucuronidase enzimine sahip olmamasi, buna Kkarsi eae
genine sahip olmasi, 60 mDa plazmid tasimas: 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. SLTEC O157 suslar1 arasinda sorbitol pozitif olanlara da

rastlanilmaktadir. E. coli O157:H suslar sorbitol pozitiftir (Halkman ve ark. 2001).

Yine E. coli 'lerin %97 'si B-glucuronidase enzimi igerirken E. coli O157:H7 serotipi B-
glucuronidase negatiftir. Yeni bir tip hemolisin olarak kabul edilen enterohemolisin, verotoksin
pozitif E. coli O157:H7 ve E. coli O157:H" serotipleri tarafindan iiretilirken, bu 6zellik diger E.
coli 'lerde yoktur. Enterohemolisin sadece eritrositleri yikanmis kanli agar petrilerinde
belirlenebilir. Bu sekilde 33 adet verotoksik E. coli O157:H7 ya da E. coli O157:H  izolatinin 32
adedinin enterohemolisin iirettigi gosterilmistir. Bunlarin diginda E. coli O157:H7 serotipi diger
E. coli 'lere gore safra tuzlarma daha az dayaniklidir. Antijenik yapisi diger E. coli 'ler ile kesin

bir ayirim saglar (Halkman ve ark. 2001)

E. coli 'nin florojenik MUG belirteci uidA geni tarafindan kodlanan B-glucuronidase enziminin
aktivitesine baghdir. EHEC E. coli O157:H7 'de de bu genin varlig1 gosterilmis olmakla beraber,
yapilan sekans analizleri bu serotipte uidA geninde bir ka¢c baz mutasyonu oldugunu
gostermistir. Bu nedenle E. coli O157:H7 serotipinde diger E. coli 'lerde tipik olan MUG
reaksiyonu negatiftir (Willke 2008 , Halkman ve ark. 2001).

Eschericha coli O157:H7’nin diger E. coli’ler ic¢in gelistirilmis pek cok biyokimyasal teste
benzer reaksiyonlar verdigi bildirilmektedir. Buna gore; E. coli O157:H7 i¢in de E. coli’lerin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan indol ve MR testi pozitif; VP, sitrat testleri ve iireaz

aktivitesi ise negatif olarak degerlendirilmektedir (Ratnam ve ark. 1988).

Ayrica sukroz, arabinoz, trehaloz, mannitol, laktoz, maltoz, ramnoz, ksiloz, rafinoz ve dulsitol
fermentasyonlari, glukozdan gaz ve asit olusturma yetenegi ile lizin dekarboksilaz ve ornitin
dekarboksilaz testleri pozitif; salisin, eskiilin, arjinin dihidrolaz, adonitol, inositol, potasyum
siyaniir (KCN) ve sellobiyoz reaksiyonlari ise negatif olarak bildirilmektedir (Ratnam ve ark.

1988).

Bunun yani sira, 6zellikle, son yillarda atipik biyokimyasal reaksiyonlar gosteren E. coli

O157:H7 izolasyonu dikkati ¢cekmektedir. Buna gore; ramnoz, sukroz, laktoz fermentasyonu
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ile glukozdan gaz olusturma yetenegi, lizin dekarboksilaz, ornitin dekarboksilaz ve indol
testlerinin negatif; iire hidrolizi ve sorbitol fermentasyonunun ise pozitif oldugu belirtilmistir
(Ratnam ve ark. 1988, Karch ve Bielaszewska 2001). Ratnam ve ark. (1988)’na gore E.
coli O157:H7 serotipinin cesitli biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2.1’de gosterilmistir.

Tablo 2.1. E.coli O157:H7 serotipinin biyokimyasal 6zellikleri (Ratnam ve ark. 1988)

Biyokimyasal testler E.coli O157:H7
Glikoz fermentasyonu Asit ve gaz
Laktoz fermentasyonu Asit ve gaz
Mannitol fermentasyonu Asit ve gaz
Sakkoroz fermentasyonu Asit ve gaz
Sorbitol fermentasyonu Negatif
Indol Pozitif
Ure Negatif
Hareket Pozitif
Hidrojen siilfiir Negatif
Lizin dekarboksilaz Pozitif
Metil Red Pozitif
Voges Proskaue Negatif

Cesitli arastirmalar, gida kaynakli hemorajik kolitis vakalarindan izole edilen E. coli
O157:H7’nin, asite oldukc¢a direncli oldugunu ve bunun da midenin kuvvetli asit ortamindan
rahatlikla gecmesinde rol aldigin1 gostermektedir. pH’s1 1-2 olan insan midesinde yaklagsik ii¢
saat siiren sindirim sirasinda canli kalabilmesi ve buradan bagirsaklara gecmesi de bu goriisii

desteklemektedir (Halkman ve ark. 2001).

Asitlik ve tuza olan direncinin aksine E. coli O157:H7 serotipinin yiiksek sicakliklara
Salmonella tiirlerinden daha fazla duyarli oldugu, donma sicakliklarina ise kayda deger olciide

direncli oldugu belirtilmektedir (Padhye ve Doyle 1992).
2.5. Escherichia coli O157:H7’nin Patojenitesi ve Virulens Faktorleri

Bilim adamlarn enterik patojenlerde yaptiklari kromozomal incelemelerde, farkli DNA
segmentlerinin fonksiyonel viriilens faktorlerini kodladigin1 saptamislardir ve bunlar
patojenite adast (pathogenity island, Pais) olarak adlandirmislardir. Bu genlerin biiyiik

cogunlukla baska mikroorganizmalardan kazanilmig olarak ortaya ciktigi bildirmislerdir. E.
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coli O157:H7“de 35 kilobaz (kb) biiyiikliigiinde olan ve enterosit silme lokusu (locus of
entorocyte effacement, LEE) adi verilen bir patojenite adasi bulunmustur (Park ve ark.
1999).

Escherichia coli O157:H7 serotipi, infeksiyonlarin patogenezinde rol oynayan shiga like
toksin, enterohemolizin, intimin baglanma faktorii, pO157 plazmidi, tip III sekresyon sistemi
araciligiyla salman proteinler ve lipopolisakkarit gibi onemli virulens faktorlerine sahiptir

(Park ve ark. 1999, Robinson ve McKillip 2010).
2.5.1. Shiga like toksin

Escherichia coli O157:H7’nin patojenitesi tam olarak ag¢iklanamamis olmakla birlikte
verotoksin (VT) veya shiga-like toksin olarak adlandirilan toksinlerin 6nemli rol oynadigi
tespit edilmistir. Bu toksinler once Afrika yesil maymunun bobreginde elde edilen vero doku
hiicrelerine sitotoksik etki yaptigindan dolay: verotoksin olarak isimlendirilmistir. Ancak daha
sonra Shigella dysenteria tip 1 tarafindan olusturulan shiga toksin ile %99 gibi cok biiyiik bir
benzerlik gostermesinden dolay: shiga like toksin olarak adlandirilmistir. Enterohemorajik E.
coli’lerin en oOnemli virulens faktoriidiir. Shigatoksinler, bakteriyofajlar tarafindan
sentezlenerek stx1 ve stx2 olmak iizere iki alt gruba ayrilirlar. Tiim klinik izolatlarin bir veya
iki toksin iirettikleri saptanmistir. Stx2 grubu, stx1 ve S. dysenteriae shigatoksin tip 1 ile %
55-57 homolog sekansa sahiptir. Stx1 ise S. dysenteriae shigatoksin tip 1’den bir 21 amino
asit farklidir ve antijenik olarak bu toksinden ayirt edilemez. Epidemiyolojik veriler Stx-2’nin
Stx-1’e gore Hemolitik Uremik Sendrom icin daha 6nemli oldugunu gostermektedir SLT 1
stabil yapida bir toksin olmasina ragmen SLT 2 degisken olup farkli sekans varyantlari

icermektedir (Nataro ve Kaper 1998, Park ve ark. 1999)

Verotoksinlerin memeliler iizerindeki etki mekanizmasi molekiiler diizeyde tam olarak
anlagilamamistir. Toksinler 70.000 dalton protein iceren basit yapida bir A alt birim ve
pentamer yapida bir B alt biriminden olusur. B alt birimi hiicrelerde glikolipid reseptoriine
baglanarak iceri girdikten sonra A alt biriminin enzimatik olarak Al fragmentine indirgendigi
bu fragmentin daha sonra 60S ribozomlarina baglanarak protein sentezini inhibe ettigi ve
hiicre 6liimiine yol agtig1 tahmin edilmektedir. A alt birimi 28S ribozamal RNA (rRNA)’daki
protein sentezini inhibe eden bir aminoglikosidazdir . Shigatoksin ailesinde biitiin iiyelerin A
ve B alt iiniteleri korunmustur (Kuntz ve Kuntz 1999, Park ve ark. 1999, Nataro ve Kaper
1998).
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B alt birimi ise, konak¢1 bobrek korteksinde bolca bulunan ve shigatoksin reseptorii olan
glikolipid globotriyoskleramide (Gbs), toksinin baglanmasindan sorumludur. Toksin kan
damarlarinin ceperlerindeki endotel hiicrelere etki eder. Kalin bagirsak damarlarina bu sekilde
zarar vermesi yiiziinden kanl ishal meydana gelir. Toksin kanla sindirim sistemini ¢evreleyen
damarlardan daha Oteye yayildigi zaman kiiciik damarlar iceren cesitli organlara zarar
verebilir. Bobrek glomerulusunun epiteli, tasidigr Gb3 reseptorleri yiiziinden 6zellikle toksine
duyarhidir ve onun zarar gormesi bobregin filtreleme islevini ortadan kaldirir, sonug¢ olarak

hemolitik iiremik sendrom goriiliir (Kuntz ve Kuntz 1999, Nataro ve Kaper 1998) .
2.5.2. LEE (locus of entorocyte effacement), intimin

Intimin, EPEC yada E. coli 0157:H7 gibi baglanma ve silinme (A/E) lezyonlarina neden olan
patojenler tarafindan iiretilir ve “enterosit silinme lokusu” olarak isimlendirilen 43-kb’lik
patojenite adasinda yer alan eae (E.coli baglanma ve silinme) geni tarafindan kodlanan 94-97
kDa’luk bir dis membran proteinidir. Bir adhezin olarak intiminin rolii anlasilir olmasina
ragmen baglanma ve silinme lezyonlar1 yoniinden Okaryotik hiicrelerle etkilesimi tam olarak
aydinlatilamamistir (Park ve ark. 1999). LEE, 41 farkli genin organize oldugu baslica ii¢
birimden olusmaktadir. Bunlardan birincisi efektor molekiilleri iireten tip III sekresyon
sistemi, ikincisi tip III sekresyon sisteminde gorev alan proteinler (EspA ve EspB gibi)
liciinciisii ise intimin ve konakgr hiicresinin plazma membranina yerlesen ve yer degistiren
intimin reseptoriidiir (translocated intimin receptor, Tir) (Youn ve ark. 2010). Intiminin C-
terminal ucundaki reseptore baglanan kisim serotiplere gore degisiklik gosterebilir. Bu nedenle
intimin tagsiyan EPEC ince bagirsak patojeni iken, EHEC kalin bagirsak patojenidir (Caprioli ve
ark. 2005, Nataro ve Kaper 1998).

2.5.3. pO157

Hemen hemen tiim E.coli O157:H7 serotipleri tarafindan tasinan bu plazmidler pO157 olarak
adlandirilir ve 93,6-104 kb biiyiikliigiinde olup, bu plazmidlerin 3,4 kb civarinda fragmenti ise
enterohemolizini kodlamaktadir. EHEC infeksiyonlarimin patogenezindeki rolii tam olarak
bilinmemekle birlikte, in vivo ve in vitro yapilan ¢aligmalarda epitel hiicrelerine baglanmada rol
oynadig bildirilmistir (Nataro ve Kaper 1998). Konakg1 hiicrelere bakterinin baglanma giiciinii

artirmak icin fimbrialarin destegini saglamaktadir (Robinson ve McKillip 2010).
2.5.4. Salgilanan bakteriyel proteinler ve Tip III sekresyon sistemi

Konakg¢1 ve bakteri etkilesiminde salgilanan bakteriyel proteinler 6nemli rol oynarlar. Ornegin

EPEC ve E. coli O157:H7, Tip III sekresyon sistemi araciliiyla salinan Esps (E.coli secreted-
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proteins) gibi bazi immunreaktif proteinler salgilamaktadirlar. Bu immunrektif proteinlerin
tipik A/E lezyonlarinin sekillenmesi icin gerekli sinyal transdiiksiyonunda rol aldig:
belirtilmektedir. Tip III sekresyon sistemi bu proteinlerin stoplazmadan direkt olarak hiicre

yiizeyine taginmasinda gorev almaktadir (Park ve ark. 1999).
2.5.5. Somatik antijen

E.coli O157:H7, Gram negatif bakterilerdeki tipik lipopolisakkarit yiizey yapisina sahiptir.
“O” antijeni ya da somatik antijen olarak da bilinen lipopolisakkarit, lipid O ve A
polisakkaritinden olusmaktadir. Serotipin antijenik determinanti olarak kabul edilen O
polisakkariti E.coli O157:H7 serotipinin konakg1 epitel hiicrelerine adezyonunda 6nemli role

sahiptir (Park ve ark. 1999).
2.5.6. Enterohemolizin

E. coli O157:H7 suslarinda enterohemolizini kodlayan genler plazmitte yer almaktadir. Bu
toksini kodlayan gen ehxA geni olup, invaziv E. coli’ler tarafindan cesitli tiplerde (o, )
hemolizinler iiretilmektedir. E. coli o hemolizin, enterohemolizinlerin aksine insan
eritrositlerine karsi aktiviteye sahiptir. Ancak iiretilen hemolizinlerden bir tanesi EHEC’e
spesifiktir. Eritrositlere olan etkileriyle tespit edilen ve EHEC suslariyla iliskisi ortaya konan
bu hemolizinlere enterohemolizin (EHEC-Ehly veya Ehx) adi verilmistir. Enterohemolizin
tiropatojenik E. coli, Mannheimia haemolytica ve diger insan ve hayvan patojenlerine ait
toksinlerin iiyesi oldugu RTX (repeats in toxin) toksin ailesinde bulunur (Nataro ve Kaper

1998).

Enterohemolizin, O157:H7’lerin tamamina yakininda ve O157 olmayan STEC suslarinin
cogunda da bulunmaktadir. Enterohemolizinin rolii kesin olarak bilinmemekle birlikte, bu
viriilens faktoriine sahip E. coli O157:H7 suslari, in vivo eritrositleri lize eder. Aci8a ¢ikan
“hemoglobin ve hem” ise bakterinin demir kaynagini saglayarak bakteri tiremesini de artirir.
[laveten toksin, eritrositlerin lizisi ile beraber sigir 1okositlerini de lize ederken insan

Iokositlerini lize etmez (Nataro ve Kaper 1998).
2.6. Escherichia coli O157:H7’nin Kaynagi ve Epidemiyolojisi

Escherichia coli O157:H7 serotipinin kaynag iizerinde farkli goriisler bulunmaktadir. E. coli
O157:H7 serotipi kopek, kus, koyun, geyik ve insanda goriilmekle beraber, sigir primer
rezervuar olarak kabul edilmektedir. Insanlarda bu etkenin neden oldugu siddetli enterokolitis ile

seyreden pek cok salgin bildirilmistir. Bu salginlar genellikle kontamine et, siit ve siit iiriinlerinin
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tilkketimi ile iliskilendirilmistir. Ayn1 zamanda sigir digkilar ile kontamine su, toprak, pastorize
edilmeyen elma sulari, meyve ve sebzeler salginlar icin 6nemli kaynaklari olusturmaktadir.
Salginlar sirasinda etkenin insandan insana gecebilmesi, sporadik olgularin Onemini
artirmaktadir (Youn ve ark 2010, Welinder-Olsson and Kaijser 2005). Insanlarin hayvanlarla
ozellikle si1gir orijinli kaynaklarla temasi da etkenin bulagmasinda rol oynamaktadir (Kiranmayi
ve ark. 2010). Arastirmalarin ¢cogu sigirlarda gerceklestirildiginden, diger potansiyel rezervuar

hayvanlarin 6zellikle kanatlilarin rolii hakkindaki bilgiler yetersiz kalmaktadir.

? Koyun veya diger
hayvanlar
i Fekal
SIGIR kontaminasyon
REZERVUAR
/ l Feakal
kontaminasyon
. Direkt Et Capraz e
Sat bulasma - — | Diger gidalar
(6zellikle kiyma) bulasma
Gida kaynakh
\> bU|a§ma‘_/
insan
Gida kaynakl Gida kaynakli
bulagma Kisiden Kislye bulagma
bulagma
ikincil insan

vakalari

Sekil 2.2. Escherichia coli O157:H7’nin bulasma sekilleri ve rezervuarlari
2.7. Escherichia coli 0157:H7’nin insanlarda Yaptign Hastahklar

Escherichia coli O157:H7’nin yapmis oldugu hastaliklar tipik ve oldukg¢a sert gecen hemorajik
kolitis, HUS ve trombotik trombositopenik purpura (TTP) olmak iizere 3 sekilde goriiliir
(Kiranmayi ve ark. 2010).

2.7.1. Hemorajik kolitis (HC) aniden ortaya cikan bir hastalik olup kolonik mukozal 6deme
bagli olarak bu hastalarda siddetli krampli karin agrilari, kanh digk1 gozlenir. Hastalarda ates ya
hi¢ yoktur yada az gozlenir. Baryumlu lavman ve kolonoskopi ile hastalarda sag tarafli kolonik

yangi saptanir (Kiranmayi ve ark. 2010).
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2.7.2. Hemorajik Uremik Sendrom (HUS) ozellikle cok genglerde bdbrek yetersizligi,
mikroangiopatik hemolitik anemi ve trombositopeni ile karakterize edilen ve ticlii bir sendrom
olarak ortaya c¢ikar. Akut fazlarda goriilen O©liimiin sebebi; bobrek yetmezligi, siddetli
hipertansiyon, myokardit veya norolojik hastaliklardir. Gelismekte olan iilkelerde bu hastalikla
ilgili 6liim oram giderek artmakta, gelisen iilkelerde ise %2 ila 10 arasinda goriilmektedir

(Kiranmayi ve ark. 2010).

2.7.3. Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP) TTP’de ise klinik ve patolojik 6zellikleri
HUS’a benzemekle birlikte temel 6zelligi merkezi sinir sistemi bozuklugudur. Hastalikta bobrek

yetmezligi siddetli olmamakla beraber norolojik sebeblerle %50 oraninda oliimler goriilmektedir

(Kiranmayi ve ark. 2010).
2.8. E. coli O157:H7’nin Teshis Yontemleri

E. coli O157:H7 serotipinin c¢esitli gidalar, fekal numuneler ve diger klinik ve cevre
orneklerinde aranmasi ve teshisine yonelik cesitli kategorilere ayrilmis farkli yontemler

kullanilmaktadir.

Bu yontemler; serotipin biyokimyasal 0Ozelliklerine dayanan izolasyon metodlar1 ve
sigatoksinlerin neden oldugu sitotoksik etkilere dayanan biyolojik testler, sigatoksinlere, O157
ve H7 antijenlerine kars1t monoklonal ve poliklonal antikorlarin kullanildig1 immunokimyasal
yontemler ve niikleik asitler iizerine dayanan yontemleri iceren gelismis teknikler seklinde

dort ana baglik altinda toplanabilir (Park ve ark. 1999).
2.8.1. Kiiltiirel-Biyokimyasal yontemler

E. coli O157:H7 belirlenmesinde klasik olarak tanimlanan yontemler biyokimyasal testler
tizerine kurulmustur ve rutin test laboratuarlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Buna gore
cesitli gidalar, fekal numuneler ve diger klinik ve cevre orneklerinde E. coli O157:H7 nin
varliginin gosterilmesi sirasiyla; selektif bir sivi besiyerinde 6n zenginlestirme, selektif-
diferansiyel kat1 besiyerine ekim, siipheli kolonilerin biyokimyasal testler ve O157 antiserumu
ile lam ya da tiip aglutinasyon testi yapilarak veya lateks aglutinasyon testi ile E. coli O157
olarak belirlenmesi ve son olarak da izolatin H7 antijeni icerip i¢cermediginin belirlenmesi

seklindedir (Park ve ark. 1999, Coia 1998).

Orneklerden E. coli 0157 izolasyonunda, novobiosin yada akriflavin iceren modifiye E. coli
buyyon yada modifiye tryptic soy buyyonlarda 37 °C’de 24 saat zenginlestirme islemi

ortamdaki diger yarismaci bakterilere karsi E. coli izolasyon sansini artirmaktadir. Ayrica
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sefiksim telliirit ilave edilen (Sorbitol Mac Conkey Agar) SMAC gibi selektif besiyerleri ise
sorbitolii fermente etmeyen nonfermentatif E. coli OI157 serotipinin saptanmasini
kolaylastirmaktadir. Ciinkii nonfermentatif koloniler renksiz koloniler olustururken fermentatif

koloniler pembe renkli koloniler olugturmaktadir (Kiranmayi ve ark. 2010).

SMAC disinda, CHROMagar O157, phenol red sorbitol (PRS) + MUG (4-methylumbelliferyl-
D-glucronide) agar, hemorragic colitis (HC) agar, enterohemorrhagic E. coli (EHEC) agar, BCM
0157 agar, , modifiye edilmis eozin metilen blue (mEMB) agar, Fluorocult E. coli O157 agar
gibi etkeni saptamaya yonelik olarak pek cok secici besiyeri gelistirilmistir. Bu besiyerleri
etkenin biyokimyasal aktivitesi, kromojenik aktivitesi v.s gibi oOzellikler temel alinarak

hazirlanmis besiyerleridir (Halkman ve ark 2001).

Ayrica pek ¢ok calismada klinik, gida ve ¢evre Orneklerinden E. coli O157 izolasyonu igin

immunomanyetik separasyon yonteminin basarili sekilde kullanildig: bildirilmistir (Coia 1998).

Immunomanyetik separasyon (IMS): Immunomanyetik Seperasyon teknigi gida
maddelerinde ve diger drneklerde mikroorganizmalarin aranmasinda kullanilan hizli, yiiksek
duyarlilifa sahip ve uygulanmasi basit bir yontemdir. Bu yontemin prensibi spesifik
immiinokimyasal ajanlar (monoklonal, poliklonal ve rekombinant antikorlar ) ile kaplanmis
manyetize olabilir boncuklar kullanilarak istenen mikroorganizmalarin belirlenmesi esasina
dayanmaktadir. Orneklerin &n zenginlestirilmesini takiben separasyon islemi yapilmaktadur.
Separasyon isleminde kullanilan paramanyetik boncuklara E.coli O157 ye spesifik antikorlar
tutturulmus olup eger zenginlestirme sonucu elde edilen kiiltiirde etken varsa bu boncuklara
antikorlar vasitasiyla tutunmaktadir. Bu boncuklar karisik bir siispansiyon i¢inden bile
spesifik olarak aranan mikroorganizmayi yakalayabilmektedir (Halkman ve ark. 2001, Coia
1998). Bu yontem pek ¢ok arastirici tarafindan giivenilir ve duyarli bulunmus ve dogrulama
icin dogrudan izolasyon saglamasi nedeni ile diger gelismis analiz yontemlerine gore avantajl

olarak tanimlanmistir (Coia 1998).
2.8.2. Serolojik Yontemler

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

sonuclarina neden olmaktadir (Halkman ve ark. 2001).
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Bu yontemlere son zamanlarda yeni serolojik metotlar Ozellikle immunoassay,
radioimmunoassay (RIA), fluorescent immunoassay (FIA), enzim immunoassay (EIA), immun
peroksidaz testleri de katilarak etkenlerin belirlenmesinde daha giivenli ve erken sonuglar
alinmaktadir. Bunlar arasinda, ELISA, koloni immunblot analizleri, direkt immunofloresan
filtre ve immun yakalama teknikleri E. coli O157:H7 analizlerinde kullanilmaktadir. Bu amagla
O ve H antijenlerine kars1 monoklonal ve poliklonal antiserumlar gelistirilmistir (Park. ve ark.

1999, Halkman 2001, Tison 1990).
2.8.3. Molekiiler Yontemler

Geleneksel tan1 yontemleri giiniimiizde halen bir¢cok patojen mikroorganizmanin
saptanmasinda vazgecilmez yontemler olmalarina ragmen bazi durumlarda yetersiz
kalabilmektedirler. Gelisen molekiiler teshis ve tiplendirme yontemleri E. coli’ O157 ile ilgili
olarak yapilan arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir (Paton ve Paton 1998, Khan ve ark.
2002, Fagan ve ark. 1999). Molekiiler tan1 yontemleri; tan1 yaninda cins veya tiir diizeyinde
tanimlanmasi, epidemiyolojik tiplendirme, virulans faktorlerinin belirlenmesi, direng
genlerinin arastirilmasi, mutasyon incelemeleri, siniflandirma ve filogenetik analizlerde
kullanilmaktadir.

E. coli’O157:H7’de 6nemli oldugu bilinen viriilens ozelliklerini kodlayan genler spesifik
primerler kullanilarak PCR ile ya da DNA hibridizasyon teknikleri ile basarili bir sekilde
belirlenmektedir. DNA problari icin Stx yada eae gene spesifik problar kullanilabilmektedir
(Park ve ark. 1999, Andral ve ark. 2004). PCR ile O157 (rfbE) ve H7 (fliC)’yi kodlayan
genler teshis edilerek serotip olarak etken dogrulanabilmektedir. Etkene ait viriilens genlerinin
teshisinde pfO157, stx1, stx2, eae ve ehxA gen bolgelerine spesifik primerlerin kullanildig:
PCR metotlar1 gelistirilmistir. Ayrica Multipleks PCR, birden ¢ok gen bolgesini ¢cok sayida
primer cifti kullanarak bir defada saptanmasini saglayabilmektedir (Fagan ve ark. 1999).
Real-time PCR da teshiste siklikla kullanilmaktadir (Fitzmaurice ve ark. 2004).

Genotiplendirme:

Ozellikle salginlarda, suslarin alt tiplerini saptamak, infeksiyonun epidemiyolojisini, koruma
ve kontrol programlarini belirlemek ve etkenin populasyon genetigini ortaya koymak
onemlidir. Genotipik tiplendirme yontemleri icerisinde ise Pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE), ribotiplendirme ve ilaveten PCR tabanl tiplendirme yontemleri ve DNA sekanslama
tabanl tiplendirme yontemi olarak iki ana baslik altinda toplanir. PCR tabanli tiplendirme

yontemleri; Amplified fragment length polymorphism (AFLP), Random amplified
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polymorphic DNA (RAPD), PCR-restriction fragment length polymorphism, (PCR-RFLP) ve
repetitive element PCR (Rep-PCR)’den olusurken, DNA sekanslamasi temeline dayanan

tiplendirme metodu igerisinde ise multilokus sekans tiplendirme (MLST) yer almaktadir.

PFGE, molekiiler tiplendirme yontemlerinin altin standardi olarak kabul edilmektedir. Bu
yontemde, s1vi veya kati besiyerinde iiretilen bakteriler, diisiik erime 1s1l1 agaroza karistirilip
kiiciik kaliplar i¢ine dokiilmektedir. Agaroz igine karistirilan bakteri hiicreleri, deterjan ve
enzim yardimiyla parcalanarak DNA izolasyonu yapilmaktadir. PFGE'de bozulmamig DNA
gerekli oldugundan, PFGE'de yiiksek kalitede DNA'nin elde edilmesi olduk¢a dnemlidir. Bu
nedenle teknigin uygulanmasi sirasinda gerekli sicak ve soguk ortamlara dikkat edilmesi
gerekmektedir (Durmaz 2001). PFGE, STEC O157:H7 saha izolatlarinin epidemiyolojisini
belirlemede en yaygin kullanilan alt tiplendirme yontemidir (Watabe ve ark. 2008).

2.9. Escherichia coli 0157:H7 Enfeksiyonunun Kontrolii ve Onleme Yollar

Zoonotik bir ajan olmasi sebebiyle 6zellikle gida iiretim zincirinin her basamaginda yiiksek
standartlarda hijyen kosullarinin saglanmasi gerekmektedir ve ozellikle gida iiretim ve satis
yerlerinde kros-kontaminasyonu engelleyici ©nlemlerin alinmas1 bu infeksiyonun ortaya
cikmasini bilyiik ol¢iide onleyebilecegi diisiiniilmektedir. Etken hayvanlarda, 6zellikle sigirlarda
barsaklarda kolonize oldugu i¢in eradike etmek miimkiin olamamaktadir. Sigirlarda barsak
kolonizasyonunu en aza indirgemek amaciyla kompetitif mikroflora olarak probiyotikler
denenmis, EHEC O157 icin aktive bakteriyofajlar kullamilmis ancak bu caligmalar ya
basarisizlikla sonuglanmis yada tutarsiz sonuglar elde edilmistir. Son zamanlarda sigirlar
tarafindan E. coli O157 nin sagilimini azaltmak amaciyla deneysel olarak, deri alti uygulanan
ve tip II sekresyon proteinlerini (baslica EspA, EspB, EspD, Tir) iceren asilar gelistirilmeye
calisilmigtir Caprioli ve ark. 2005). Ancak as1 calismalarinda basar1 saglanamamistir ve daha
etkili as1 ¢alismalarinin yapilmasi gerekmektedir (Fernandez 2008). Bununla birlikte, diger
infeksiyoz hastaliklarda oldugu gibi ciftliklerde bu etkenin yayilimini azaltmak icin en iyi yol
iyi hijyen ve yonetim anlayisin1 benimsemektir (Caprioli ve ark. 2005). Kesimhanelerde
karkaslarin digki ile bulagsmasinin 6nlenmesi yada minimize edilmesine iligskin olarak 6zellikle

HACCP uygulamalarina dikkat edilmelidir (Fernandez 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

Broyler Barsaklari: Ozel bir isletmeye ait kanatli hayvan kesimhanesinden her ii¢ ayda bir
100 adet olmak iizere toplam 400 adet barsak (duedonum ve kloaka arasi) numunesi alindi.
Kesimhaneden Ornek Toplanmasi: Kayseri ve cevre ilcelerindeki yetistirilen broylerlerin
kesildigi 0zel bir kesimhanenin farkli boliimlerinden ( haglama tank suyu, duvar ve i¢ organ
cikarilma iinitesi vb.) her ii¢ ayda bir 20 adet olmak iizere toplam 80 adet numune toplandi.
Yumurtaci Tavuklardan Diski Numunelerinin Toplanmasi: Kayseri’deki yumurtaci tavuk
kiimeslerinden, althiklardaki disk1 6rneklerinden her ii¢ ayda bir 100 adet olmak iizere toplam
400 adet diski 6rnegi alinda.

Broyler Tavuk Eti Numunelerinin Toplanmasi: Ozel bir isletmeye ait kanatl hayvan
kesimhanesinde kesilen tavuklardan Kayseri sehir merkezinden satisa sunulan broyler
karkaslarindan her ii¢ ayda bir 100’er adet olmak iizere toplam 400 adet broyler tavuk eti
ornegi alindi.(6rnekler tiim karkas, kanat, gogiis, but seklinde alinmistir).

Calismada kullanilan materyallerin alindiklar1 donemler ve sayilar1 Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan materyallerin kaynagi, alindiklar1 donemler ve sayilari

2 5 g ]
= ) v =
g2 Es g2 = E
N " - )
E g 2 =
< j
o] <
BroylerBarsak 100 100 100 100 400
ornekleri
Kanat"ll Ke§1mhanes1 20 20 20 20 30
swap ornekleri
Yumurtac Tavuk diska 100 100 100 100 400
ornekleri
Broyler Tavuk Eti (tiim
karkas, kanat, gogiis, 100 100 100 100 400
but)
Toplam 320 320 320 320 1280

Standart sus: Fenotipik testler, molekiiler analiz, serogruplandirma ve immunomanyetik
seperasyon asamalarinda kontrol amaciyla kullanilan Escherichia coli O157:H7 standart sus

ERU Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim dali kiiltiir koleksiyonundan temin edildi.
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Primerler: izole edilen E.coli O157 siipheli izolatlarin sahip oldugu verotoksin, intimin ve
hemolizin gen bolgelerinin molekiiler analizinde kullanilan olan primer dizileri Tablo 3. 2.’de

belirtilmistir Paton ve Paton (1998).

Tablo 3. 2. E.coli O157 siipheli izolatlarin dogrulanmasi ve toksin genlerinin saptanmasi i¢in
kullanilan primerler

Primer dizileri (5°- 3’) Literatiir Gen Virulens geni
bolgesi

0157PF8 CGTGATGATGTTGAGTTG Maurer ve ark. rfbO157 | LPS 0157

O157PR8 AGATTGGTTGGCATTACTG (1999)

Stx1-F F ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC Paton ve Paton Stx1 Verocytotoxinl

Stx1-R AGAACGCCCACTGAGATCATC (1998)

Stx2-F GGCACTGTCTGAAACTGCTCC Paton ve Paton Stx2 Verocytotoxin 2

Stx2-R TCGCCAGTTATCTGACATTCTG (1998)

eaeAF GACCCGGCACAAGCATAAGC Paton ve Paton eacA Intimin

eaeAR CCACCTGCAGCAACAAGAGG (1998)

hlyAF GCATCATCAAGCGTACGTTCC Paton ve Paton hly Enterohemolysin

hlyAR AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT (1998)

Besiyerleri ve supplementler: Calisma icin asagida belirtilen Besiyerleri ve supplementler
kullanilmistir

Novobiocin supplement (LabM X150, UK)

EC (E.coli) Medium (LabM 171,UK)

Sorbitol Mc Conkey Agar (Merck 1.09207 Almanya)

CT Supplement (Cefixime Tellurite) (Merck 1.09202 Almanya
CHROMagarTM 0157 (EE222, Paris, Fransa)

Dynabeads Anti E.coli O157 (Invitrogen, 710.04 Dynal AS, Oslo Norvay)
E. coli 0157 lateks test Kiti

3.2. METOT
3.2.1. Broyler tavuk etlerinden E.coli O157 izolasyonu
Calisma kapsaminda incelenen broyler tavuk etlerine ait numunelerden aseptik kosullarda 25

gr tartilarak icerisinde 225 ml, novobiocin (20 mg/L) iceren E.coli broth ile steril stomacher
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poseti i¢cinde homojenize edildi ve homojenize edilen karisim 37°C’de 16-18 saat aerobik
ortamda inkiibasyona birakildi (Jo ve ark 2004 ).

3.2.2.Broyler tavuklara ait barsak iceriginden E.coli O157 izolasyonu

Bu amagla kanatli kesimhanesinde kesilen 6 haftalik broyler tavuklara ait intestinal
sisteminden alinan digki 6rnegi kullanildi. Barsagin farkli bolgelerinden (sekum, kolon ve
kloaka) 10-20 gr digski alinarak novobiosinli (20 mg/L) E.coli broth igerisinde 1/10 oraninda
sulandirildi ve stomayer poseti icersinde 1 dakika homojenize edilerek 50 ml’lik agz1 vida
kapakl steril tiiplere aktarildi. Tiipler 37 °C’de 6-7 saat siire ile su banyosu igerinde inkiibe
edildikten sonra karistmdan 5 ml alinarak kagit havlu veya filtreden gegirilerek siiziildii ve
elde edilen filtrat immunomanyetik separasyon i¢in kullanildi (Heuvelink ve ark.1999).

3.2.3. Kanath kesimhanesinden alinan svaplardan E.coli 0157 serotipinin izolasyonu

Bu amagla kanatli mezbahanesinin farkli boliimlerinden (haslama tank suyu, duvar ve i¢ organ
cikarilma iinitesi) steril svaplar ile 6rnekler alindi. Kesimhanenin her 10 m*sinden bir adet
svap alindi. Alman svaplar 6nce 10 ml novobiosinli GN broth icersinde 6n zenginlestirme
islemine tabii tutuldular ve daha sonra immunomanyetik seperasyon islemi yapildi (Giin ve
ark. 2003).

3.2.4. Immunomanyetik Separasyon Yontemi

Bu yontemde numuneler novobiosinli E.coli broth’da ©6n zenginlestirme islemine tabi
tutulduktan sonra Dynabeads anti-E.coli O157 kullanilarak immunomanyetik separasyona
tabii tutuldular. Immunomanyetik seperasyon islemi iiretici firmamn direktifleri
dogrultusunda yapildi. Immunomanyetik separasyon isleminden elde edilen iiriinler cefixime
tellurite (CT) supplement’li Sorbitol McConkey Agar (SMAC) ve Chrom agara ekilerek,
37°C’de 18-24 saat inkiibe edildiler.

Inkiibasyon siiresi sonunda, cefixime tellurite (CT) supplement’li Sorbitol McConkey Agar
(SMAC)’da iireyen nonfermentatif koloniler ve CHROM agarda iireyen leylak renkli koloniler
degerlendirmeye alind1 (Jo ve ark. 2004).

3.2.5.Biyokimyasal testler

Sorbitol McConkey Agar (SMAC) ve CHROM agar’da iireyen kolonilerin E.coli yoniinden
dogrulanmasi i¢in Gram boyama ve biyokimyasal testlerden yaralanildi (Arda 2011)

Gram Boyama

Izolatlar Gram boyama ile boyanarak immersiyon objektifinde incelendi ve preparatta gézlenen

Gram negatif comaklar pozitif olarak degerlendirildi (Arda 2011).
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Biyokimyasal Testler

Sorbitol McConkey Agar (SMAC) ve Chrom agar’da iireyen nonfermentatif kolonilerin
identifikasyonunda; indol, metil red (MR), voges proskauer (VP), sitrat, oksidaz, B-glukuronidaz,
lizin dekarboksilaz, hidrojen siilfiir (H,S), glukoz, laktoz ve sakkoroz fermentasyonu testlerinden
yararlanildi (Arda 2011)

Indol Testi

Test icin, Tryptone Water (Merck 1. 10859) sivi besiyeri kullanildi. Izolatin 18 saatlik
kiiltiiriinden besiyerine inokiilasyon yapilarak 37 'C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Siire sonunda
0,5 ml Kovacs’ indol ayiract (Merck 1. 09293) ilave edildi. Tiipiin iist kisminda kalic1 kirmizi
halkanin olusmasi pozitif (+), sari-kahverengi halka ise negatif (-) olarak degerlendirildi

Metil red ( MR ) Testi

Testte MR / VP Medium (Oxoid CM43) kullanild1. Izolatin taze kiiltiiriinden icinde 5 ml s1v1
besiyeri bulunan tiiplere inokiilasyon yapildi ve 37 °C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonu takiben iizerine birka¢ damla metil red indikatorii damlatilds.
Besiyerinde belirgin kirmizi renk olusumu pozitif, sarituruncu rengin olugmasi ise negatif
olarak degerlendirildi.

Voges Proskauer (VP) Testi

Bu amacla MR / VP Medium (Oxoid CM43) kullanild. izole edilen bakterinin taze kiiltiiriinden
icinde 5 ml sivi besiyeri bulunan tiiplere inokiile edildi ve 37 °C’de 24-48 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda iizerine 1 ml %40’lik potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisi
ve 3 ml %5’lik a-naftol ¢ozeltisi ilave edildikten sonra iyice karistirilarak 2-5 dakika icinde
olusan pembe renk pozitif, sar1 renk olusumu ise negatif olarak degerlendirildi.

Sitrat Testi

Testte, Simmons Citrate Agar (Oxoid CM155) kullanildi. Siipheli izolatin taze kiiltiiriinden igne
uclu 6ze ile alinan koloniler dibe daldirma ve yiizeye ¢izme yapilarak 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi mavi renk olusumu pozitif olarak degerlendirildi.
Oksidaz Testi

Test icin, Identification Sticks Oxidase (Oxoid BR64A) hazir test ¢gubuklart kullanildi. Cubugun
N-dimetil-p-fenilendiamin-okzalat, askorbik asit ve a-naftol solusyonu ile kaplanmis u¢ kismi
siipheli koloniye dokunduruldu ve 30 saniye icinde mavi-mor renk olugmasi pozitif, renk
degisikliginin sekillenmemesi ise negatif olarak degerlendirildi.

B-glukuronidaz Testi

Test i¢in izolatin taze kiiltiiriinden MUG suppplement (Oxoid BRO71E) katkil1 Violet Red Bile
Agar (VRB, Merck 1.01406)’a 6ze ile cizim yapilip 35°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
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sonrasi karanlik bir odada UV lambasi ile floresan kontrolii yapildi. Floresan 1sima veren
koloniler B-glukuronidaz reaksiyonu (MUG) pozitif, 1s1ma vermeyenler ise negatif olarak
degerlendirildi.

Triple Sugar Iron Agar Testi

Test icin, Triple Sugar Iron Agar (TSI, Oxoid CM277) kullamildi. Siipheli izolatin taze
kiiltiiriinden yatik agara daldirma ve yiizeye cizme seklinde ekim yapilarak tiipler 35°C’de 24-48
saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda tiipiin dip kisminda sar1 (glikoz kullanimi), yiizeyde kirmizi
renk olusmamasi (laktoz ve sakarozun kullanilmasi) pozitif, tiipiin dip kisminda siyah renk
olusmamas1 (H2S, hidrojen siilfiir), besiyerinde gaz deliklerinin ve/veya hava kabarciklarinin
olusmamas1 ve/veya besiyerinin dip kismindan yukar1 dogru itilmemesi negatif olarak
degerlendirildi.

Lisin Dekarboksilaz Testi

Test, Lisin Iron Agar (LIA, Oxoid CM277) kullanilarak gerceklestirildi. Igne uclu oze ile
bakterinin taze kiiltiiriinden yatik agara daldirma ve yiizeye ¢izme seklinde ekim yapild1 ve tiipler
37°C’de 24- 48 saat inkiibe edildi. Siire sonunda tiipiin dip kisminda viyole renk olusumu lizin
dekarboksilaz pozitif, siyah renk olusumu hidrojen siilfiir pozitif, sar1 renk olusumu ise lizin
dekarbiksilaz negatif olarak degerlendirildi.

3.2.6.Serolojik identifikasyon

Elde edilen izolatlarin dogrulanmasi amaciyla serolojik identifikasyondan yararlanildi. Test
pozitif kontrol esliginde E. coli O157 lateks test kiti kullanilarak yapildi. Testte aglutinasyon
veren izolatlar viriilens faktorlerinin ve O157 serotipinin molekiiler olarak dogrulanmasi
amaciyla gliserinli buyyon (%15) icerisinde -80 °C’de muhafaza edildiler.

3.2.7. Molekiiler Analiz

Izolatlarin E.coli O157 olarak dogrulanmasi ve sahip olduklari toksin genlerinin saptanmasi
amaciyla multiplex polymerase chain reaction (mPCR) kullanildi. Testle ilgili protokol
asagida belirtilmistir.

DNA ekstraksiyonu

Numunelerden izole edilen ve lateks kiti ile pozitif reaksiyon veren E.coli O157 serotipine ait
izolatlarin DNA’lari, bakteri Kkiiltiirlerinden DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak yapildi.
Ekstraksiyon, kit iiretici firmanin direktifleri dogrultusunda gerceklestirildi.

Multipleks PCR

Molekiiler analiz i¢in 2 PCR protokolii uygulandi. Bunlardan ilki serolojik olarak E.coli
O157 olarak saptanan izolatlarin molekiiler olarak dogrulanmasi amaciyla kullanilan protokol

olup, Maurer ve ark.(1999)’'min bildirdikleri yontem uygulanmistir. Burada E.coli O157
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yoniinden pozitifligin kabul edildigi bant biiyiikliigii yaklasik 420 bp olarak bildirilmistir.
Ikinci protokol ise E.coli 0157 serotipine ait verotoksin, intimin ve hemolizin gen bolgelerine
spesifik primerlerin kullanildigt mPCR olup bu yontem Paton ve Paton (1998) tarafindan
bildirildigi sekilde gerceklestirilmistir.

PCR iiriin analizi

Amplikonlar % 2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu ve sonuglar bilgisayarli jel
dokiimantasyon sisteminde analiz edildi. Analiz sonucunda elde edilen goriintiiler termal

yazicl ile resmedildi.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda E.coli O157 yoniinden incelenen toplam 1280 adet 6rnegin CHROM
agardaki koloni rengi (leylak renkli koloni olusumu pozitif olarak degerlendirildi) gz 6niinde
bulunduruldugunda 334 adedi bu kritere gore pozititif olarak degerlendirildi. Calismanin
baslangicindaki izolasyon asamasinda ¢rnekler on zenginlestirmeden sonraki basamakta hem
SMAC agar ve hem de CHROM agara ekilerek calisma bu iki besiyerinin birlikte
kullanilmasiyla yiiriitiilmiistiir. Ancak bu iki besiyerindeki E.coli O157 yoniinden siipheli,
koloniler degerlendirildiginde CHROM agarin daha secici oldugu gozlendiginden dolay1
calismaya sadece chrom agar kullanilarak devam edilmistir. Bununla birlikte CHROM agarda
tireyen siipheli koloniler daha sonra SMAC agara ekilerek sorbitolii fermente etmeyen,
nonfermentatif 6zellikte olduklar teyit edilmistir.

Dort donem igin toplanan drneklerin CHROM agara ekimleri sonucunda iireyen kolonilerin
yapisi ve rengi goz Oniinde bulunduruldugunda elde edilen pozitiflik sayisi ve izolat sayisi
Tablo 3’de toplu olarak verilmistir. Bu tabloda goriilecegi iizere her drnekten ekim sonrasi
gozlenen leylak pembe renkli koloniler pozitif olarak degerlendirilmis ve bir ornekten bu
ozellige sahip 3 koloni secilerek pasajlanmis ve saf kiiltiir halinde diger testler icin
saklanmistir. Tablo 3’de verilen pozitif 6rnek sayisi ile elde edilen izolat sayisinin uyumlu
olmadig1 goriilmektedir. Bunun sebebi, bazi pozitif 6rneklerde E.coli O157’ye 6zgii leylak

pembe renkli koloni sayisinin 1 veya 2 ile sinirli kalmasindandir.
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Tablo 4.1. Calismada kullanilan materyallerin alindig1 donemler, pozitif 6rnek sayisi ve elde edilen izolat sayisi.

Incelenen 6rnek

Alindig1 Donem

Incelenen Ornek sayisi

E.coli O157 yoniinden
stipheli koloniye sahip
pozitif 6rnek sayist

Elde edilen E.coli O157
stipheli izolat sayis1

Lateks aglutinasyon testi ile
E.coli O157 olarak dogrulanan
izolat sayist

PCR ile E.coli O157 olarak
dogrulanan izolat sayisi

Tavuk karkas (Mart-Nisan-Mayi1s) 2010 100 4 12 0 0
(Haziran-Temmuz-Agustos) 2010 100 12 36 0 0
(Eyliil-Ekim-Kasim) 2010 100 12 34 0 0
(Aralik 2010-Ocak-Subat 2011) 100 9 27 0 0

Yumurtact (Mart-Nisan-Mayz1s) 2010 100 10 29 0 0

tavuk disgkist
(Haziran-Temmuz-Agustos) 2010 100 9 26 0 0
(Eyliil-Ekim-Kasim) 2010 100 6 16 0 0
(Aralik 2010-Ocak-Subat 2011) 100 11 32 0 0

Broiler digkist (Mart-Nisan-Mayi1s) 2010 100 3 9 1 0
(Haziran-Temmuz-Agustos) 2010 100 9 27 1 0
(Eyliil-Ekim-Kasim) 2010 100 12 34 0 0
(Aralik 2010-Ocak-Subat 2011) 100 8 24 0 0

Tavuk (Mart-Nisan-Mayi1s) 2010 20 2 5 1 0

kesimhane
(Haziran-Temmuz-Agustos) 2010 20 6 16 2 0

ornekleri
(Eyliil-Ekim-Kasim) 2010 20 1 3 2 0
(Aralik 2010-Ocak-Subat 2011) 20 2 4 1 0
Toplam 1280 116 334 8 0
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4.1.Biyokimyasal test sonuclari

Dort donem sonunda dort farkli kaynaktan elde edilen 1280 adet 6rnegin incelenmesi sonucu
toplam 334 adet E.coli O157 siipheli izolat biyokimyasal testler sonucunda E.coli olarak
identifiye edildiler.

4.2.Serolojik identifikasyon

Biyokimyasal testler ile identifiye edilen 334 izolatin lateks aglutinasyon testi ile yapilan
serolojik yoklamasinda toplam 8 adet izolat E.coli O157 olarak identifiye edildi.
4.3.Molekiiler Analiz

Serolojik yoklamada E.coli O157 olarak identifiye edilen 8 adet izolatin, E.coli O157 nin
rfbO157 gen bolgesine sfesifik primerler ile yapilan PCR’de beklenen 420 bp biiyiikliigiindeki
bantlar elde edilemedi ve izolatlarin tamami bu bakteri yoniinden negatif bulundu. Ayrica bu
izolatlar Paton ve Paton (1998) tarafindan bildirilen yontem ile toksin genleri yoniinden de

analiz edilmisler ancak tiim izolatlar bu toksinler yoniinden de negatif bulunmuslardir.



37

5. TARTISMA

Yurdumuzda ve diger iilkelerde E.coli O157 serotipinin gerek kanath hayvanlarin sindirim
sistemlerindeki varli@inin saptanmasi ve gerekse kanathh etlerindeki kontaminasyon
durumlarina iligkin ¢esitli arastirmalar yiiriitiilmiistiir. Nitekim Mercanoglu ve Aytac (2006)
Kasim 2001-Temmuz 2002 doneminde Ankara'daki farkli marketlerden 8 aylik bir siirecte
topladiklar1 57 adet tavuk eti 6rneginin, klasik kiiltiirel yontem kullanildiginda 1 adet (% 1.8),
immunomanyetik ayirma (IMA) yontemi kullamldiginda ise 2 adet (% 3.5) ornekte E. coli
O157 saptamiglardir. Unsal (2007), Temmuz-Aralik 2006 tarihleri arasinda Erzurum ili ve
ilcelerinde cesitli kasap ve marketlerden temin edilen, 120 sigir, 105 tavuk ve 105 hindi eti
numunesinde E. coli O157:H7 varligma iliskin yiiriittigli calismada, 105 tavuk eti
numunesinin 3’iinde (%2,7) E. coli O157 bulundugunu, bu izolatlardan 1 adedinin (%0,9) E.
coli O157:H7 oldugunu tespit etmistir. Arastirict ¢alismada identifikasyon icin klasik kiiltiirel
yontem kullanmigtir. Sekmen ve Kaya (2010) [zmir, Manisa, Aydin, Denizli ve Usak
illerindeki broiler kiimeslerinden aldiklar1 kloakal svap orneklerinde E. coli O157:H7’1nin
varligin1 konvasiyonal kiiltiir metodu ile arastirmislar ve 500 adet kloakal svab 6rneginin 32
(% 6.40)’sinden Escherichia coli O157:H7 serotipi identifiye etmislerdir. Kalin ve
ark.(2012), Elazig’da yiiriittiikleri calismada 1000 adet broiler barsak igerigi, 1000 adet
broiler karacigeri, 1000 adet karkas swap ve 367 adet ishalli insan digki 6rneginden E.coli
0157 serotipinin izolasyonuna iliskin yiiriittiikleri ¢calismada i¢ organlardan %0.1, barsak
iceriginden %0.4, insan ishal olgularindan %2.7 oraninda bu bakteriyi izole ettiklerini ancak
tavuk karkaslarindan herhangi bir izolasyon yapilamadigini bildirmislerdir. Yine yurdumuzda
Baran ve Giilmez (2000) Kars ilinde marketlerlerden satin alinan 50 adet tavuk eti 6rnegini
E.coli O157:H7 yoniinden incelemisler ve tiim Orneklerin bu etken yoniinden negatif
oldugunu bildirmislerdir. Raji ve ark. (2006) Tanzania’da tavuk kesimhanesinden aldiklari
120 adet tavuk barsak iceriginde E. coli O157 nin varhigim arastirmiglar ve 11(%9.6) 6rnegi
bu etken yoniinden pozitif olarak saptamiglardir. Heuvelink ve ark. (1999) inceledikleri 501
adet yumurtaci tavuklara ait digki 6rnegini E.coli O157 yoniinden negatif bulmuslardir. Doyle
ve Schoeni (1987) inceledikleri 263 kanatli eti orneginin 4(%1.5)’tinii E.coli O157:H7
yoniinden pozitif bulmuslardir. Tabatabaei ve ark. (2011), iran’da 28 broyler isletmesinden
aldiklar1 350 digki 6rneginin 14(%4)’tinden shiga toxigenic E.coli (STEC) izole etmislerdir.
Arastiricilar calismalarinda bu izolasyonun Iran’da ilk kez rapor edildigini ve bu etkenlerin
kiimes ve kanatli kesimhanelerinde ¢alisanlar i¢cin 6nemli oldugunu vurgulamislardir. Kanatl

hayvanlar ve iirinlerinin bu mikroorganizmayi tasiyiciliklari ile ilgili literatiir incelendiginde
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eldeki bilgiler, anilan kaynaklarin bu etken icin ¢ok giiclii bir rezervuar olmadiklarin
gostermektedir. Yine E.coli O157 nin cesitli materyallerden on zenginlestirme ile izolasyonu
ve daha sonra identifikasyonda sadece fenotipik testler ile sonuca gidilmesi ve molekiiler
analizden yararlanilmamis olmasi sonuglarin goreceli olarak yorumlanmasina da sebep
olmaktadir. Yurdumuzda yiiriitilen 2 calismada (Unsal 2007, Sekmen ve Kaya 2010) bu
durum sozkonusu olup bu caligmalarda molekiiler yontemle identifikasyon yoluna
gidilmemistir. Bunun yaninda Shepherd ve ark. (2010) Amerika Birlesik Devletleri’nde
yuriittiikleri bir caligmada kanatli isletmelerinden toplanan diski Orneklerinde E.coli
O157:H7’yi bulamadiklarini rapor etmislerdir.

SONUC: Elde edilen sonuglar Kayseri yoresinde kanatli hayvanlarin ve bunlara ait et
orneklerinin  E.coli 0157 serotipini tasimadiklarimi  gostermekle beraber degisik
lokalizasyonlarda daha fazla sayida kanathi orijinli Ornegin bu bakteri yOniinden

incelenmesinin yararli olacag diisiiniilmektedir.
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