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ONSOZ

Escherichia coli O157:H7, diinyada oldukca 6nemli salginlara sebep olan, 6zellikle
cocuklardan baglayarak bircok insanin yasam kalitesini olumsuz etkileyen ve
oliimlere sebep olan zoonotik karakterde bir patojendir. Tanimlandigi tarihten
giiniimiize ¢esitli gidalar ve su insanlara bulagsmasinda 6nemli rol oynamis olmasina
karsin, etkeni ozellikle sigirlar ve diger ruminantlar hastalik belirtisi gostermeksizin
tasimakta, cevreye bulastirmakta ve mezbaha asamasinda etlerin kontaminasyonu
sekillenmektedir. Bu yolla kontamine ve yetersiz pisirilmis, 6zellikle sigir ve diger
ruminantlardan saglanan etler bir¢ok salginin etiyolojisinde yer almaktadir. Ancak
Tiirkiye’de, siklikla ve sevilerek tiiketilen koyun etlerinde etkenin varligi ve
koyunlarin etkeni ne oranda tasidigina iliskin yeterli sayida ¢alisma
bulunmamaktadir.

Bu tez caligmasinda, bir yil siire ile Kirikkale ilinde mezbahaya getirilen
koyunlardan alinan rektoanal mukozal svap ve karkas siinger siiriintiisii 6rneklerinde
E. coli O157’nin hassasiyeti yliksek immiino manyetik seperasyon bazli kiiltiir
teknigi ile belirlenmesi, PCR ile izolatlarin E. coli O157:H7 olarak identifikasyonu
ve Onemli virlilens Ozelliklerine iliskin genlerinin tespit edilerek molekiiler
karakterizasyonlarinin yapilmasi amaglanmistir.

Bu c¢aligmada ve doktora egitimim siiresince desteklerini hep hissettigim
degerli hocalarim; Prof. Dr. Murat YILDIRIM’a, Prof. Dr. Aylin KASIMOGLU
DOGRU’ya, Prof. Dr. Ahmet Kiirsat AZKUR’a ve Dog¢. Dr. Nilgiin UNAL’a
tesekkiirlerimi sunar, Dog¢. Dr. Naim Deniz AYAZ’a ve mesleki hayatima yon veren
Prof. Dr. Irfan EROL ve Prof. Dr. Sadi AKGUN’e tesekkiirlerimi bir bor¢ bilirim.
Aldigim kararlarda ve attigim her adimda daima yanimda olan, fedakarliklari, sabir
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KOYUN ORIJINLI ESCHERICHIA COLI 0O157:H7 iZOLATLARININ
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

OZET

Bu caligmada, Haziran 2012 — Mayis 2013 aylar1 arasinda Kirikkale ilindeki
mezbahada kesimleri yapilan toplam 100 Akkaraman irki koyundan kesim islemini
takiben alinan 100’er adet rektoanal mukozal svap (RAMS) ve karkas siinger siiriintii
(KSS) ornegi olmak iizere toplam 200 ornek toplanarak, orneklerden IMS bazli
kiiltiir teknigi ile Escherichia coli 0157 varhi@ arastirild. izolatlarin PCR teknigi ile
E. coli O157 olarak dogrulanmasini veya E. coli O157:H7 olarak identifikasyonunu
takiben, cesitli viriilens genleri (stx;, stx,, eaed, hly, IpfA1-3, espA) ve varyantlarinin
(eae-al, eae-a2, eae-p, eae-fl, eae-p2, eae-yl, eae-y2/0, stxl., stxl, stx2. stx2,
stx2,, stx2; stx2g) bulunusu incelenerek molekiiler karakterizasyonlar1 yapildi.
Koyunlarda E. coli O157 ve E. coli O157:H7 prevalansina mevsimin, cinsiyetin ve
yas araliginin etkisi degerlendirildi.

Analiz edilen toplam 100 koyunun 18’inde (% 18) E. coli O157 tespit edildi.
Etken, koyunlarin 10’unda (% 10) KSS oOrneklerinden, 4’tiinden (% 4) RAMS
orneklerinden ve 4’linde (% 4) hem KSS hem de RAMS o6rneklerinde belirlendi.
Ondort KSS ve 8 RAMS o6rneginden toplam 75 sorbitol negatif (NSF) ve 4 sorbitol
pozitif (SF) E. coli O157 kolonisi izole edildi. Yapilan PCR analizleri ile 79 izolatin
11°i (7 NSF ve 4 SF) (% 13.9) E. coli O157:H7, 68’i (% 86.1) E. coli O157:H7"
olarak identifiye edildi ve koyunlarin 6’sinda (% 6) E. coli O157 (4 d6rnekten NSF ve
2 ornekten SF), 12’sinde (% 12) ise NSF E. coli O157:H7 belirlendi. Elde edilen 79
izolatin hi¢ birinin stx; barindirmadig1 ancak 68 E. coli O157:H7’den 45’inin (% 57)
stx2. yoniinden pozitif oldugu tespit edildi. Bunun yani sira, biitiin izolatlarin IpfA41-3
genini barindirdigt (% 100), yalmiz bir izolatin Aly” oldugu, SF E. coli O157
izolatlarinin espA genine sahip olmamasina karsin diger tiim izolatlarin espA " oldugu
ve tiim eaed’ izolatlarm (77/79, % 97.4) eaey; varyanti oldugu belirlendi. Bu
sonuclara gore toplam 100 koyundan 8’inin (% 8) KSS 6rneklerinde Shigatoksijenik
E. coli O157:H7 belirlenmistir.
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Yapilan analizlerde E. coli O157:H7 prevalansina mevsimin, cinsiyetin ve
yasin istatistiki olarak dnemli bir etkisi bulunmamasina karsin; soguk aylarda sicak
aylara oranla, erkek hayvanlarda disi hayvanlara oranla, 6-12 ay arasi toklularda 12
aydan erigkin hayvanlara oranla daha sik etkene rastlandigi belirlendi.

Elde edilen bulgular neticesinde, koyunlarin diger pek c¢ok iilkede
bildirilenden daha yiiksek oranda Shigatoksijenik E. coli O157:H7 tasidiklar1 ve
mezbahalarin teknik ve hijyenik yetersizligi sonucu karkaslarin ciddi oranda
kontamine oldugu belirlendi. Bu nedenle, halk sagliginin korunmasi amaciyla, resmi
otoriteler tarafinda mezbahalarin teknik ve hijyenik sartlarin iyilestirilmesi, koyun
eti ve koyun eti i¢eren lirlinlerin tiiketimlerinden dnce yeterli 1s1 iglemi gordiigiinden
emin olunmasi ve gerek koyunlarla temastan sonra, gerekse koyunlarin dolastigi
veya koyundan elde edilen giibrelerin kullanildig1 alanlarda hijyen uygulamalarinin
titizlikle gerceklestirilmesi koyun kaynakli E. coli O157:H7 infeksiyonlarindan

korunma ve kontrolde alinmasi gereken 6nemli tedbirlerdendir.

Anahtar Sozciikler: Koyun, Karkas, Escherichia coli O157:H7, IMS, Viriilens.
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF ESCHERICHIA COLI O157:H7
ISOLATES FROM SHEEP ORIGIN

SUMMARY

In the study, the presence of Escherichia coli O157 in 200 samples, 100 of each
rectoanal mucosal swap (RAMS) and carcass sponge samples (KSS), of 100
Akkaraman race sheep brought to slaughterhouse in Kirikkale was analyzed by IMS
based cultivation technique between June 2012 and May 2013. Isolated strains were
either verified as E. coli O157 or identified as E. coli O157:H7 and then, molecular
characteristics were determined by analysis of various virulence factors (stx;, stx,,
eaed, hly, IpfA1-3, espA) and variants (eae-ol, eae-02, eae-f, eae-f1, eae-f2, eae-yl,
eae-y2/0, stxl., stxlg, stx2., stx2g stx2,, stx2y stx2g) by PCR. The effects of season,
sex and range of age on E. coli O157 and E. coli O157:H7 prevalence in sheep were
determined.

E. coli O157 was found in 18 (18 %) of 100 sheep included in the study. In
10 (10 %) of the 100 sheep agent was isolated from KSS, while in 4 (4 %) from
RAMS, and in 4 (4 %) both from KSS and RAMS. A total of 75 sorbitol-negative
(NSF) and 4 sorbitol-positive (SF) E. coli O157 colonies were isolated from 14 KSS
and 8 RAMS. Six (6 %) and 12 (12 %) of the sheep were determined to harbor E.
coli O157 (NSF from 4 and SF from 2 samples) and E. coli O157:H7, respectively
as; 11 (7 NSF and 4 SF) (13.9 %) of 79 isolates were verified as E. coli O157:H7
while the remaining 68 (86.1 %) isolates were identified as E. coli O157:H7" by
PCR. None of the isolates were harboring stx; while 45 (57 %) of 68 E. coli
O157:H7 were stx2. positive. Additionally, all isolates were and Ipf41-3 positive,
only one isolate was Aly". All eaed positive isolates (77/79, % 97.4) showed the
intimin variant eaey; and besides SF E. coli O157 isolates all were harboring espA.
As a result, 8 (8 %) of the sheep KSS were found to harbor Shigatoxigenic E. coli
O157:H7.

No statistical significance effect of season, sex or age range was observed on

prevalence of E. coli O157:H7 in sheep. However, prevalence was higher; in colder
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than warmer season, in male than female and in 6 to 12 months yearling lambs than
mature sheep of above 12 months.

In conclusion, a high prevalence of Shigatoxigenic E. coli O157:H7 carriage
of sheep, that subsequently results in a high percentage of carcass contamination
with the pathogen due to the technical and hygienic insufficiency at slaughterhouses
than in many other countries was determined. Thus, for protection of public health,
national authorities must ensure the technical and hygienic improvement of
slaughterhouses, adequate cooking of meats of sheep origin or derived products
before consumption must be ensured and thorough hygienic applications must be

applied following contact with sheep or sheep grazed or sheep manure applied fields.

Key Words: Sheep, Carcass, Escherichia coli O157:H7, IMS, Virulence.
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1. GIRIS

Escherichia coli O157:H7, hemorajik kolitis (HC) ve hemolitik tiremik sendrom
(HUS) etkeni olarak diinyanin bir¢ok bolgesinde, 6zellikle kiigiik ¢ocuklar olmak
iizere her yas grubundaki bireyleri etkileyebilen énemli bir halk saglig1r sorunudur
(Erol, 2007). Shiga toksin iireterek vero hiicrelerine etki gosteren, Shigatoksijenik,
diger bir deyisle verotoksijenik E. coli (STEC/VTEC) olan O157:H7 serotipinin, bir
insan patojeni oldugu, ilk kez 1982 yilinda Amerika Birlesik Devletler (ABD)’inde
belirlenen iki salgin ile ortaya konmustur (CDC, 1982). Bu E. coli O157:H7 serotipi
ile iligkilendirilen, HC ve fekal sitotoksin varligiyla iliskilendirilen HUS, yeni bir
patotip olan enterohemorajik E. coli (EHEC) nin tanimlanmasina neden olmustur. F.
coli O157:H7, dahil oldugu EHEC grubu ile E. coli patotipleri arasinda en 6nemli
grupta yerini almaktadir.

Ik tammlanisindan bu giine, diinyada pek ¢ok sporadik salgindan sorumlu
tutulan E. coli O157:H7, olgularin % 10’unda HUS ile komplike olmakta ve % 2-10
oraninda mortalite ile seyretmektedir (Law, 2000; Gyles 2007). Mead ve ark. (1999),
E. coli O157:H7’nin ABD’de yillik olarak, 73 480 hastaliga, 2 168 hospitalizasyona
ve 61 oOliime sebep oldugunu bildirmistir. Japonya’nin Sakai sehrinde 1996°da
sekillenen ve beyaz turp filizi tiiketimi ile iliskilendirilen bir salgin, 9 000°den fazla
okul ¢agindaki ¢ocugun etkilenmesine ve 10°dan fazla ¢ocugun Oliimiine neden
olmustur (Michino ve ark., 1999). Mohawk ve ark. (2011), E. coli O157:H7 nin ilk
tanimlandigr hamburger salgimindan giiniimiize sekillenen cesitli salginlarda artan
hospitalizasyon ve HUS oranlarina dikkati ¢ekmektedir (2006 yilindaki ispanak
kaynakli salginda, hospitalizasyonda % 34 ve HUS’ta % 12 artis; 2009 yilindaki
kurabiye hamuru kaynakli salginda, hospitalizasyonda % 27 ve HUS’ta % 9 artis
gbzlenmistir). Tirkiye’de ise insanlarin E. coli O157:H7’den ne boyutta etkilendigi
ve hastalik sirasinda nasil bir klinik tablo sekillendigine iliskin raporlar oldukga
sinirlidir (Yeniiz ve ark., 2009; Erdogan ve ark., 2011).

Insanlarda goriilen pek cok E. coli O157:H7 infeksiyonunda tiiketilen gida

veya suyun, ruminant digkist ile kontamine oldugu belirlenmistir (Gyles, 2007).



Infeksiyonun bulagmasinda ve yayilmasinda baslica kontamine ve yetersiz pisirilmis
gida veya su rol oynamasina karsin, capraz kontaminasyon, hasta bireylerle temas,
fekal-oral yol, kontamine su kaynaklarinda yiiziilmesi ve etkeni tasiyan hayvanlarla
temas sonucu sekillenen infeksiyonlar da bildirilmistir (LeBlanc, 2003).
Kontaminasyonun sekillenmesinde, etkeni tasiyan ruminantlarin digkilarinin
islenmeden giibreleme amaciyla kullanilmasimin yani sira, 6zellikle mezbahadaki
kesim islemleri sirasinda karkaslarin gerek bagirsak icerigi, gerekse diski ile
kontamine deri veya ekipman ile temasi onemli rol oynamaktadir (Elder ve ark.,
2000; LeBlanc, 2003; Gyles, 2007).

E. coli O157:H7’nin primer rezervuari sigirlar olarak ifade edilmesine karsin
(Doyle ve ark., 2006), koyunlarin E. coli O157:H7 tastyiciligi goz ardi edilemeyecek
kadar fazla olup diinyanin ¢esitli yerlerinden bildirilen diski orijinli infeksiyon
prevalanslar1 % 40’lar1 bulmaktadir (Kudva ve ark., 1996; Chapman ve ark., 1997,
Kudva ve ark., 1997a; Blanco ve ark., 2003; Ogden ve ark., 2005). Tiirkiye’de koyun
ve/veya kuzu diskisinda E. coli O157:H7 prevalansina iliskin bir (Goncuoglu ve ark.,
2010), E. coli O157 prevalansina iligkin az sayida (Giilhan, 2003; Turutoglu ve ark.,
2007; Gokee ve ark., 2010) ve karkas prevalansina iliskin ise hi¢ rapor
bulunmamaktadir.

Tiirkiye’de hayvan yetistiriciliginde koyun 6nemli bir yere sahiptir. Nitekim,
Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Organizasyonu (FAO) 2012 Yillik Istatistik
Raporu’na gore Tiirkiye’deki koyun eti tiretimi, 2010 yilinda toplam 2 080 000 ton
olan et iiretiminin 259 000 (% 12.5) tonunu olusturmaktadir. Yine ayni raporda,
Avrupa Birligi (AB) ve Avrupa Serbest Ticaret Birligi (EFTA) iilkelerinden olusan
30 iilkenin koyun eti iiretimi, toplam 45 493 000 ton olan et {iretiminin 939 000 (%
2) tonunu olusturmaktadir. Koyun eti iretimi konusunda bu {ilkelerin bagini ¢eken
Ingiltere’de ise, 3 547 000 ton olan toplam et iiretiminin 281 000 (% 7.9) tonunu
koyun eti olusturmaktadir (Anonim, 2013). Tiirkiye’de 2012 yilinda kayit altina
alian toplam 915 844 ton olan kirmizi et iiretiminin % 10.6’s1n1 (97 334 ton) koyun
eti olusturmaktadir (TIK, 2013). Diger iilkelere kiyasla koyun eti iiretimi goreceli
olarak yiiksek olan Tiirkiye’de, koyun eti tiiketimi de diinya ortalamasinin {izerinde
seyretmektedir. Avusturalya-Asya iilkelerinden, Kuzey Amerika’ya 17 kg’dan 0.7
kg’a kadar degisen kisi bas1 yillik koyun eti tiiketimi, diinyada ortalama olarak 2 kg



iken, Tiirkiye’de sadece 2000 - 2009 yillar1 arasinda 6.1 ile 4.5 kg arasinda
dalgalanma gostermektedir (Montossi ve ark., 2013; FAOSTAT, 2013).

Bu c¢aligmada, Kirikkale ilinde mezbahaya getirilen koyunlardan kesimi
takiben alinan rektoanal mukozal svap (RAMS) ve karkas silinger siiriintiisii (KSS)
orneklerinden etkinligi ve duyarliligi yiiksek bir teknik olan immuno manyetik
seperasyon (IMS) bazli kiiltiir teknigi ile E. coli O157 izolasyonu, izolatlarin E. coli
O157:H7 olarak identifikasyonu, énemli viriilens genlerinin belirlenerek molekiiler

karakterizasyonu ve mevsimsel farkliligin incelenmesi amaglanmistir.

1.1. E. coli O157:H7’nin Genel Ozellikleri

E. coli ik kez, Bacterium coli commune olarak Alman pediatrist Dr. Theodor
Escherich tarafindan 1885’te tanimlanmigtir. Sicak kanli hayvanlarin normal
bagirsak florasinda bulunan ve bagirsagin fizyolojik dengesinin korunmasinda da
onemli rol oynayan E. coli, su kaynaklarinda veya gidalarda belirlendiginde fekal
kontaminasyon indikatorii olarak degerlendirilmekte ve enterik patojenlerin
bulunabilecegini ifade etmektedir.

Enterobacteriaceaec familyas1 Escherichia genusunda yer alan E. coli
(Castellani ve Chalmers, 1919), Gram-negatif, sporsuz, peritrik flagellali veya non-
motil, 0.25-1 um ¢apinda ve 2 um uzunlugunda olan diizgiin comaklardir. Geligimi
icin basit sekerleri kullanabilen fakiiltatif anaerob karakterdeki E. coli, glikoz ve
diger sekerleri fermente ederek, daha sonra laktik asit, asetik asit ve formik aside
doniistiiriilen piruvati tiretmektedir. E. coli identifikasyonu i¢in dnemli biyokimyasal
testler (IMViC) arasinda; indol iretimi pozitif, metil-red testi pozitif, Voges-
Proskauer negatif ve sitrat kullanimi negatiftir. E. coli’lerin % 95’1 indol pozitif olup
biyotip 1 olarak siniflandirilirken, kalan % 5’1 indol negatiftir ve biyotip 2 olarak
siniflandirilmaktadir (Doyle ve Padhye, 1989).

Cogu biyokimyasal 6zelligi E. coli ile benzer olan E. coli O157:H7 (Wells

ve ark., 1983), sorbitolii 24 saat igerisinde fermente edememesi ve 4-metil-



umbeliferil glukronid (MUG)’i B-D-glukronidaz aktivitesi ile hidrolize ederek
florojenik bilesikleri olusturamamasi ile farklilik gostermektedir (Wells ve ark.,
1983; Doyle ve Schoeni, 1984). Ancak giiniimiizde ¢esitli arastirmacilar tarafindan
sorbitol (> 24 saat) ve B-D-glukronidaz aktivitesi pozitif olan E. coli O157 izolatlar1
bildirilmigtir (Erol, 2007). Doyle ve Schoeni (1984), genel sivi besi yerinde
yaptiklar1 ¢aligmalarda, etkenin 30 - 42 °C arasinda hizla tirerken, 44 - 45 °C’de ¢ok
zayif tredigini, 10 °C veya 45.5 °C’de ise 48 saat i¢inde hi¢ iireme olmadigin
bildirmislerdir. Generasyon siiresinin 37 °C’de 0.49 saat, 42 °C’de 0.64 saat
oldugunu bildiren arastirmacilar, dana kiymasindaki termal inaktivasyon deneyleri
ile etkenin sira dis1 bir sicaklik dayanikliligi olmadigini ve desimal indirgenme
degerlerinin 57.2, 60, 62.8 ve 64.3 °C’ler icin sirasiyla 270, 45, 24 ve 9.6 saniye
oldugunu ifade etmislerdir. Donmus olarak - 20 °C veya - 80 °C’de muhafaza edilen
kiymalarda, 9 ay siire ile E. coli O157:H7 sayilarinda onemli bir degisiklik
sekillenmemistir (Doyle ve Schoeni,1984).

Sekil 1.1. Degisik E. coli patotipleri arasindaki karmasik iligkiyi gosteren Venn
¢izimi (Donnenberg, 2002).



E. coli’ler saglikli insanlarin ve hayvanlarin bagirsak florasinin degismez
kommensal bakterileri olmalarina karsin; kanatli, domuz, sigir, koyun, tavsan ve
insanlarin da dahil oldugu bir ¢ok canlida, diyareden, agir dizanteri, {iriner sistem
hastaliklari, menenjit, septisemi ve HUS a kadar bir ¢cok hastaligin etiyolojisinde yer
alabilmektedir. E. coli suglarinin hastalik olusturma ve ¢ok ¢esitli sendromlara sebep
olabilmelerinin altinda viriilens 6zelliklerini kodlayan spesifik genler ve E. coli

suslarinin bu genleri degis tokus edebilme kabiliyetleri yatmaktadir.

1.2. E. coli Taksonomisinde E. coli O157:H7

Bu kapsamda, insanlarda hastalik olusturan tanimlanmis E. coli patotiplerini
kapsayan ve farkli patotipler arasi kompleks iliskiyi gosteren Venn ¢izimi Sekil
1.1°de goriilmektedir (Donnenberg, 2002). Ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC)
suslari, menenjit-iliskili £. coli (MAEC) ve lropatojenik E. coli (UPEC) suslarini
kapsamaktadir. Bu suslar ortak viriilens genlerini barindirmakta ve tek bir klon iki tip
infeksiyona da sebep olmaktadir (Russo ve Johnson, 2000). Baz1t UPEC suslari, doku
kiiltiirii hiicrelerine diffiiz aderenz Ozelligi gostermekte ve diffiiz adeziv E. coli
(DAEC) suslart ile ayn1 adezinlere sahiplerdir. DAEC heterojen bir patotip olup, hem
iiriner sistem hastalarindan hem de diyareli hastalardan tespit edilmistir. Uriner
sistem hastaliklarina sebep olan Shiga toksin iireten STEC suslar1 da bildirilmistir
(Tarr ve ark., 1996). STEC suslar1 bakteriyofajlar tarafindan kodlanan Shiga toksin
iiretimi ile tanimlanmaktadir, ancak bazi suslar ayn1 zamanda epitel hiicrelerine siki
adezyon gostererek, mikrovilli yapilarin1 bozmak kaydiyla pedestal olusumlarina
sebep olmakta, baglanan ve bozan (attaching and effacing) E. coli (AEEC) patotipi
ile benzer ozellikler gostermektedir. Bu tip hem STEC, hem AEEC olan patotipler,
EHEC olarak tanimlanmaktadir. EHEC patotipi halk sagligi agisindan en Onemli
serotip olan E. coli O157:H7’yi barindirir. Shiga toksin iiretmeyen AEEC suslar1 ise
enteropatojenik E. coli (EPEC) olarak tanimlanmaktadir. EPEC suslar1 arasinda Bfp

(bundle-forming pili - demet-olusturan pili) olusturarak doku kiiltlirii hiicrelerine



lokalize aderenz gerceklestirenler tipik EPEC olarak tanimlanirken bunu
yapmayanlar atipik EPEC olarak tanimlanmaktadir. Atipik EPEC’lerin arasindaki
bazi suslar ise diffliz adezyon gdstermektedir. Enteroinvaziv E. coli (EIEC) ise doku
kiiltiirii hiicrelerine yliksek etkinlikte invaze olarak, sitoplazmada ¢ogalmakta ve
hiicreden hiicreye yayilim gostermektedir. Bu patotip, Shigella genusundan yer alan
mikroorganizmalar1 da icermektedir. S. dysenteriae Shiga toksin iirettigi i¢in hem
STEC hem de EIEC patotipinde yer almaktadir. Akut ve inat¢1 bir diyareye neden
olan enteroaggregatif E. coli (EAEC), heterojen bir patotip olup aderenz 6zelligine
gore simiflandirilmaktadir. Kuzey Almanya’da 2011 Mayis’inda pastirma otu filizi
tiikketimine bagli olarak sekillenen ve 855 HUS, 2 987 akut gastroenterit ve 53 dliimle
diinyadaki onemli epidemiler arasinda yerini alan salginda tespit edilen E. coli
O104:H4 serotipi ise, Shiga toksin (stx;) ve enteroaggregatif E. coli viriilens
ozelliklerini kombine bir sekilde bulundurmaktadir (Bielaszewska ve ark., 2011;
Hauswaldt ve ark., 2013). Akut diyareye neden olan enterotoksijenik E. coli (ETEC)

patotipi ise Urettikleri labil ve stabil enterotoksinler ile tanimlanmaktadir.

1.3. E. coli O157:H7’nin Tarihcesi ve Evrimsel Siireci

Binsekizyiizlii yillarin sonlarinda Japonya’daki agir bir dizanteri epidemisi ile
Kiyoshi Shiga tarafindan belirlenen etken, daha sonra Shigella dysenteriae olarak
isimlendirilerek Shiga toksin tanimlanmistir. Ancak, bobrek yetersizligi,
trombositopeni ve hemolitik anemi ile tanimlanan HUS’un S. dysenteriae ile
iligkilendirilmesi 1970’lerin sonlarinda gergeklestirilmistir (Thorpe ve ark., 2002).
Ayn1 donemde, bazi E. coli suslarinin Shiga toksin {iretebildikleri (STEC),
Konowalchuk ve ark. (1977)’nin bazi E. coli kiiltiiri filtratlarinin Vero hiicreleri
iizerine, 1stya dayaniksiz (heat-labil) ve klasik kolera-benzeri labil E. coli
enterotoksin antiserumu ile notralize olmayan, sitotoksik etkisini gézlemlemeleri ile

kesfedilmistir. Takip eden siiregte Wade ve ark. (1979), sitotoksin iireten E. coli O27



susunu kanl diyare olgusuyla iliskilendirmis ve diinyanin farkli yerlerinden benzer
bildirimler yapilmistir (Thorpe ve ark., 2002).

ABD’de yetersiz pisirilmis kontamine hamburger kaynakli HC olgusuyla
iligkilendirilen E. coli O157:H7 serotipi (CDC, 1982), sonraki yilda diskida Shiga
toksin varlig1 ve etkilenenlerde HUS gelisimi ile iliskilendirilmistir (Karmali ve ark.,
1983). Takip eden yillarda O157 ve O157-olmayan STEC, bir ¢ok aragtirmacinin
ilgisini iizerine ¢ekmis ve giiniimiizde insan hastaliklariyla iliskilendirilen Shiga
toksin tireten 200°den fazla E. coli serotipi bildirilmistir (Acheson ve Keusch, 1996;
Hussein, 2007).

Almanya’da 1980’lerin sonlarina dogru HUS ile iliskilendirilen stx, geni
barindiran ve E. coli O157:H7’den farkli olarak hizla sorbitolii fermente edebilen
(SF) ve hareketsiz (NM) SF E. coli O157:H bildirilmistir ve takip eden yillarda bir
cok (% 3.2 - 17.7) HUS olgusundan sorumlu oldugu bildirilmistir. Genel viriilens
ozellikleri yoniinden STEC O157:H7’ye benzemesine karsin, SF O157:H suslarinda
stx,, eae-y;, EHEC hlyA, etp ve fazladan spf genleri mevcutken, espP ve katP genleri
yoktur (Karch ve Bielaszewska, 2001). Bu suslarda, E. coli O157:H7 suslarina
telliirit direnci ve adezyon oOzelligi (Iha) kazandiran TAI (tellurite resistance and
adherence-conferring island) patojenite adast da bulunmamaktadir (Tarr ve ark.,
2000). SF E. coli O157:H suslart non-motil olduklarindan flagella antiserumlar ile
serotiplendirilememis olmasina karsin restriksiyon fragman uzunluklar1 polimorfizmi
(RFLP) analizi ile H7 kodlayan fliC genine sahip olduklar1 gosterilmistir
(Bielaszweska ve ark., 2000). Bagka bir ¢alismada yapilan SF E. coli O157:H" fliC
sekans analizi sonucu bu genin ¢oklu mutasyon ve insersiyonlara sahip oldugu ve
dolayistyla kodonlardaki c¢erceve kaymasi sonucu sessizlestigi ileri siiriilmiistiir
(Reid ve ark., 1999).

Feng ve ark. (1998), ¢esitli STEC O157 ve Alman SF E. coli O157:H
klonunun evrimsel iligkisini belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢alisma ile STEC O157:H7 ve
SF STEC O157:H’nin EPEC-benzeri o6zelliklere sahip ortak bir O55:H7 atasal
susundan koken almis olabilecegini one slirmiislerdir. LEE (locus of enterocyte
effacement - enterosit bozma lokusu) barindiran OS55:H7’den evrimi sirasinda
asamal1 olarak; stx, geni, biiyiik bir plazmid (pO157) ve O157 antijenini kodlayan
rfb genini alan STEC O157:H7’den farkli olarak SF STEC O157:H ’nin, daha erken



donemde koken aldigi O55:H7 susundan ayrilarak motilitesini kaybettigi ancak
atasal ozellikleri olan SF ve B-D-glukronidaz aktivitesini korudugu ifade edilmistir
(Feng ve ark., 1998). Evrimsel siiregte O55:H7 serotipinden sonraki filogenetik
basamakta yer alan ve Bono ve ark. (2012) tarafindan tahmini olarak ifade edilen SF,
B-D-glukronidaz’, Stx2" ve pO157 barindiran E. coli O157:H7, Jenke ve ark.
(2012)’nin geyik orijinli LSU-61 susunu incelenmesi ile identifiye edilmistir.
Arastirmacilar, insan patojenlerinin evriminde insan olmayan rezervuarlarin 6nemini

vurgulamistir (Jenke ve ark., 2012).

1.4. E. coli O157:H7’nin Rezervuarlar: ve Mekanik Vektorleri

Etkenin epidemiyolojisinin anlasilabilmesi i¢in dogada nerede bulunduklarinin ve
insanlara nasil bulagabildiklerinin iyi anlasilmasi gerekmektedir. Saglikli
ruminantlar, ozellikle sigirlar, E. coli O157:H7’nin asil rezervuart ve insan
hastaliklarinin en 6nemli kaynagi olarak tanimlanmiglardir. Bu kapsamda, besi
sigirlarindan, siit¢ii ineklerden, danalardan, diivelerden ve hatta saglikli veya diyareli
buzagilardan etken izole edilmistir (Doyle ve Padhye, 1989; Gyles, 2007). ABD’de
yapilan c¢aligmalarda besi sigirlari, inekler, diiveler ve buzagilar icin prevalans
oranlari sirastyla % 0.3-19.7, % 0.2-8.4, % 1.6-3.0 ve % 0.4-40 arasinda bulunmustur
(Hussein ve Sakuma, 2005; Hussein, 2007). Kirikkale ilinde yliriitiilen bir calismada
ornekleme yapilan 240 sigirm, % 7.1 ve % 6.3’linde sirasiyla, E. coli O157 ve E. coli
O157:H7 tespit edilmistir (Ayaz ve ark., 2014).

Tarihte bildirilen bir ¢ok STEC O157:H7 infeksiyonu direkt sigirla
iligkilendirilmistir (Doyle ve ark., 2006). Dogal veya deneysel olarak infekte edilen
sigirlar arastirildiginda, E. coli O157:H7’nin rektum mukozasiin aniisle birlestigi,
lenf follikiillerince zengin rektoanal mukozaya adere oldugu ve bunun sonucunda
etkenin, ¢ogunlukla digkinin en dis katmaninda bulundugu bildirilmistir (Naylor ve
ark., 2003; Davis ve ark., 2006; Lim ve ark., 2007a). Baz1 sigirlarin digerlerinden

daha yiiksek oranlarda etkeni sacgtifina dair veriler olup bu infeksiydz “siiper-



sacicilarin (super-shedders)” ¢iftliklerdeki bulasmanin yaklasik % 80’ninde sorumlu
oldugu bildirilmistir (Matthews ve ark., 2006a; Matthews ve ark., 2006b). Genel
olarak etkenin sacilim oranlari, mevsimsel bir dagilim gdostererek 1lik aylarda soguk
aylara oranla daha yiiksek olmaktadir. Ayrica siitten yeni kesilmis buzagilarda
prevalansin, yasamlarinin diger evrelerine gore daha yiiksek oldugu ifade edilmistir
(Doyle ve ark., 20006).

Insan E. coli 0157:H7 infeksiyonlarmdan baslica sigirlar sorumlu tutulsa da,
koyunlarin E. coli O157:H7 tasiyicilign goz ardi edilemeyecek kadar fazladir.
Koyunlarda bildirilen diski prevalanslart % 0.4’ten % 40’lara kadar degismektedir
(Kudva ve ark., 1996; Chapman ve ark., 1997; Kudva ve ark., 1997a; Blanco ve ark.,
2003; Ogden ve ark., 2005). Ayrica diskiyla 10* kob/g diizeyine kadar sagilabildigi
tespit edilen E. coli O157 nin koyunlarda kolonize olmasi, etkenin ¢iftlik ortaminda
daha uzun siire canli kalmasima sebep olarak, meralara yayilisin1 arttirmaktadir
(Ogden ve ark., 2005; Rotariu ve ark., 2011). Nitekim Ogden ve ark. (2002), koyun
digkisinda etkenin 15 haftaya kadar canli kaldigini rapor etmistir. Koyunlarin
deneysel infeksiyonlari, etkenin 2 hafta ile 2 ay arasinda degisen siirelerde digki ile
sacilmasina neden olmustur (Cornick ve ark., 2000). Goncuoglu ve ark. (2010),
duyarliligt yiiksek (Anonim, 2001la; Chapman ve ark., 2001la) IMS selektif
zenginlestirme teknigi ile inceledikleri 218 koyun digki veya kolon 6rneklerinin, 14
(% 6.4)tinde E.coli O157:H7 varligin1 ortaya koymustur. IMS’ye gore hassasiyeti
daha diisiik olan konvansiyonel kiiltiir tekniginin uygulandigi diger ¢alismalarda ise
strastyla, % 23 (Gtilhan, 2003), % 9.1 (Turutoglu ve ark., 2007) ve % 10.1 (Gokge ve
ark., 2010) oranlarinda E. coli O157 tespit edilmistir. Kirikkale ilinde yiiriitiilen bir
baska calismada ise, koyun rektal svaplarindan verotoksijenik E. coli izole
edilemedigi bildirilmistir (Aksoy ve ark., 2007). Etken, ke¢i (Beutin ve ark., 1995;
Keen ve ark., 2006) ve geyik (Asakura ve ark., 1998; Dunn ve ark., 2004) gibi
meralar1 kontamine edebilecek bagka ruminantlardan da tespit edilmistir.

Kanathllarda da E. coli O157:H7’ye rastlanabilmektedir. Yumurtact
tavuklarda gerceklestirilen bir calismada, 720 kloakal svabin 26’sinda STEC
O157:H7 bulunmustur (Dipineto ve ark., 2006). Ayrica yapilan c¢aligmalarda, etken
diisiikk bir oranda (% 1.3) hindi diskilarinda (Heuvelink ve ark., 1999) ve yabani

kanatlilardan gilivercin, mart1 ve kargada da tespit edilmistir (Schmidt ve ark., 2000;



Doyle ve ark., 2006). Deneysel olarak infekte edilen tavuklarda etken 11 aya kadar
sekumda ve yumurta kabuklarinda tespit edilmistir (Schoeni ve Doyle, 1994)

Diger yandan, ev sineklerinin de dahil oldugu c¢esitli sinek tiirlerinin, kabuk
biitiinliigli bozulmus elmalar1 kontamine edebilen meyve sineklerinin ve topraktan
sebzelere etkeni tastyabilen siimiiklii boceklerin mekanik vektorliik yapabildigi rapor

edilmistir (Doyle ve ark., 2006).

1.5. E. coli O157:H7’nin Bulasma Yollar1 ve Salginlarda Belirlenen Gidalar

Ruminantlar ile temasi olan kisilerin direkt olarak etkeni oral yolla almasi miimkiin
olabilecegi gibi; infekte hayvanlarin diskisi, hayvanlarin kesim asamasinda eti,
yagmur ve rilizgarla sulara karisarak golleri ve icme suyu kaynaklarini, tarlada giibre
olarak kullanildiginda da yetistirilen meyve ve sebzeleri kontamine edebilmektedir
(Cizelge 1.1, Sekil 1.2 ve Sekil 1.3). Dahasi, c¢esitli vektorler digki kaynagindan
etkeni tasiyarak su ve gidalar1 kontamine edebilmektedir (Doyle ve ark., 2006). Nem
oranina bagl olarak etken ciftlikteki ylizeylerde 4 haftaya kadar, sigir diskisinda ise
15 °C’de 18 haftaya kadar canliligin1 korumaktadir (Fukushima ve ark., 1999;
Williams ve ark., 2005). Sularda da 2 hafta ila 10 ay arasinda canliligin1 koruyabilen
etken, E. coli O157:H7 infeksiyonlarinin sekillenmesinde suyun 6nemli bir kaynak
olmasina sebep olmaktadir (Chekabab ve ark., 2013). Dahas1 iiremesi i¢in elverisli
olmayan bu tiir stresli su ortaminda canli fakat kiiltiire edilemeyen formlar
olusturabilen E. coli O157:H7 Shiga toksin iiretmeye devam edebilmektedir (Liu ve
ark., 2010).

Insandan insana bulasma hijyen eksikligine bagh olarak giindiiz bakim evi,
hastane ve okul gibi toplu yasam alanlarinda sekillenen bir ¢ok olguda tespit
edilmigstir (Belongia ve ark., 1993; Pennington, 2000). E. coli O157:H7 ile infekte
olan c¢ocuklarin biiyiik bir ¢ogunlugu etkeni birka¢ giin digki ile sagmaya devam

etmelerine karsin, ciddi infeksiyon tablosu sekillenen ¢ocuklarda 20-30 giin, hatta
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semptomlar ortadan kalktiktan sonra dahi digkida etken tespit edilmektedir (Karch ve

ark., 1995).

Cizelge 1.1. E. coli O157:H7 bulasma kaynaklarmin ilk kez belirlendigi olgular
(Doyle ve ark., 2006; Matulkova ve ark., 2013; Nabae ve ark., 2013; Miller ve ark.,

2012).

Yil Bulagma kaynagi Yer

1982 s181r kiymasi ABD

1985 pismis si1g1r eti Kanada

1986 ¢ig inek siitii ABD, Kanada

1988 s181r eti (rosto) ABD: Wisconsin
1989 kuyu suyu Kanada

1990 lokanta yemegi Ingiltere

1990 insandan insana transfer Iskogya, Israil

1990 igme suyu Ingiltere

1990 musluk suyu Japonya

1991 yogurt Ingiltere

1991 g0l ABD: Oregon
1991 alkollii elma icecegi (cider) ABD: Massachusetts
1992-93 ¢ig siitten yapilmis peynir Fransa

1992 havuz Iskogya

1993 salata ABD: Oregon, Washington
1994 salam ABD: Washington, California
1994 sandvig ABD: Wisconsin
1994 ¢iftlik hayvanlari Ingiltere

1995 ¢ig keci siitli Cek Cumhuriyeti
1995 pismis domuz eti Ingiltere

1995 marul ABD, Kanada

1995 geyik eti ABD: Oregon

1995 patates Ingiltere

1995-96 sosis Almanya

1996 elma suyu ABD, Kanada

1996 gida igletmesi personeli Avustralya

1996 beyaz turp filizi Japonya

1997 yonca filizi ABD: Michigan, Virginia
1997 tarim alani Ingiltere

1997 kremali kek Ingiltere

1998 peynir telemesi ABD: Wisconsin
1998 ¢ig krema Ingiltere

1998 su parki ABD: Georgia
1999 kumsal Ingiltere

1999 hayvanat bahgesindeki hayvanlar Kanada

2000 hazir yemekler Ingiltere

2000 akarsu ABD: California
2003-06 ¢ig 1spanak ABD: California
2004 keci peyniri Fransa

2009 kurabiye hamuru ABD

2010 kabuklu findik ABD

2011 yengeg eti Ingiltere: Plymouth
2011 piring keki Japonya
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Sekil 1.2. E. coli O157:H7 insan infeksiyonlarinda belirlenen bulagma kaynaklarinin
tarihte ortaya ¢ikisi (Doyle ve ark., 2006).

1.6. Insanlardaki E. coli 0157:H7 Infeksiyonlarinda Hastalik Tablosu

E. coli O157:H7’nin de dahil oldugu STEC infeksiyonlarinda, asemptomatik
infeksiyondan, hafif ve agir-kanli diyareye kadar degisen gastrointestinal bulgularin
yant sira Ozellikle c¢ocuklarda HUS ve eriskinlerde trombotik trombositopenik
purpura (TTP) komplikasyonlar1 gelisebilmektedir (Gyles, 2007). Genellikle 3 - 4
giin olan inkiibasyon siiresi, bazi1 olgularda 1 - 2 giin veya 5 - 8 giin arasinda
degismektedir (Erol, 2007).

HC, abdominal kramplar ve sulu diyare ile baslayan, takiben bagirsak
kanamasini andiran hemorajinin de katildig1 ancak belirgin bir atesin bulunmadig bir
hastalik tablosudur (Karmali, 1989). Agiz yoluyla alinan STEC’in, mide ve ince
bagirsaklar1 gecerek kolonda kolonizasyonu ile sekillendirdigi mikrovilli hasari
sonucu sulu diyare olugsmaktadir. Kolon ortaminda viriilens genlerinin aktivasyonu
sonucu yeterli miktarda Shiga toksin {iretimi ile kolon damarlarindaki lokal hasar
kanli diyareye sebep olurken, yeterli miktarda Shiga toksinin dolasim sistemine
emilimi ile ekstraintestinal bulgular sekillenmektedir. Shiga toksinlerin en sik
rastlanan hedefleri bobrekler olmasina karsin, merkezi sinir sistemi, akcigerler,

pankreas ve kalbin de dahil oldugu bir ¢ok organ etkilenebilmektedir (Gyles, 2007).
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Sekil 1.3. Diinyadaki, 1982 - 2006 yillar1 arasinda resmi makamlar tarafindan
yayimlanan ve bilimsel raporlarda bildirilen E. coli O157:H7 insan olgularinin

bulagsma kaynaklarina gore dagilimi (26 179 olgu) (Doyle ve ark., 2006).

STEC infeksiyonu sonucu gelisen HUS, mikroanjiyopatik hemolitik anemi,
trombositopeni ve akut nefropati ile karakterize tabloyu tanimlamak igin
kullanilmaktadir. Diyare sekillenmeden de gelisebilen HUS un patogenezinde primer
patojenite, renal endotelial hasardan kaynaklanmaktadir. Ancak Shiga toksinler ayni
zamanda mezensimal hiicreler ile glomeriiler ve renal tiibiiler epitelyuma da zarar
vermektedir. Kiigiik cocuklar (<2 yas) hali hazirda renal glomeriillerinde yiiksek
diizeyde Shiga toksin reseptorii (globotriosil seramid) eksprese ettiklerinden, diger
yas gruplarina gore daha yiliksek risk grubunu olusturmaktadir. Ancak reseptor
ekspresyonlari daha az olan ergin ¢ocuklar ve erigkinlerde, patojenin immuniteyi
uyarmasi ile sitokinlerin salinmasi sonucu artan Shiga toksin reseptorii ekspresyonu,
glomeriiler sensitizasyona, koagiilasyon-fibrinolitik sistemin aktivasyonuna ve
endotel hasarina neden olabilmektedir (Ray ve Liu, 2001). Cocuklarda ¢ogunlukla

diyalize yanit veren ve hizla ortaya c¢ikan renal yetmezlik izlenirken, eriskinlerde
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cogunlukla oligouri sekillenmesinden once endotel hasar1 ve sonucunda dissemine
intravendz koagiilasyona bagl olarak, yiiksek mortalite ile seyreden TTP gelisimiyle
ndrolojik ve kardiyovaskiiler komplikasyonlar gelisebilmektedir (Paton ve Paton,

1998; Ray ve Liu 2001).

1.7. E. coli O157:H7’nin Viriilens Faktorleri

Zoonotik karakterdeki E. coli O157:H7’nin infeksiyonlara neden olabilmesi ig¢in;
cesitli rezervuarlarda bagirsagin zorlu kosullarina dayanarak kolonize olmasi,
insanlar tarafindan oral yolla yeterli dozda alinmasi, enterik patojenlerin
eliminasyonunda oldukc¢a 6nemli olan mide asidine dayanabilmesi ve bagirsaklarda
yeterli sayida kolonize olarak, hem olumsuz kosullardan, hem de bagisiklik
sisteminden sakinabilmesi gereklidir. Bu kapsamda etkenin belli baslh viriilens

faktorleri Cizelge 1.2°de verilmistir.

1.7.1. Asit Direnci (AR)

E. coli O157:H7’nin insan bagirsaklarina kolonize olmasmi (6zellikle de diisiik
infeksiyon dozunda) etkileyen 6nemli faktrlerden biri, mide ve bagirsaklar boyunca
rastlayacagi organik/inorganik asitlere ve diisiik pH’ya direnctir. E. coli dahil, birgok
enterik patojenin diisiik pH’ya maruz kalmasiyla, asidik ortamlarda canli kalma
kabiliyetlerinde artis oldugu (Goodson ve Rowbury, 1989) ve E. coli O157:H7 nin
asidik gidalarda da canliligini siirdiirdiigii bildirilmistir (Leyer ve ark., 1995).
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Cizelge 1.2. E.

coli O157:H7 nin virilens faktorleri.

Faktor Rol Aldig1 Fonksiyon
Asit Direnci
GadA/B/C Glutamat dekarboksilasyonu ile intrasitoplazmik proton harcanmasi
AdiA Arjinin dekarboksilasyonu ile intrasitoplazmik proton harcanmasi
RpoS Duragan faz gen regiilasyonu, stres yaniti
HdeA/B Periplazmik proteinlerin agregasyonunun dnlenmesi
SspA H-NS’in baskilanmasi ile stres yanitinin aktiflestirilmesi
WcaC/D/E Ekzopolisakkarid yapisinda kolonik asit iiretimi ile serbest protonlarin
tamponlanmasi
Adezyon

Iik Adezyon
Lpf
Hep

F9 fimbria
Elf
EhaA/B/]
EspP

FliCyy

Paa

Tha

OmpA
Efal/ToxB
Spf

Stki Adezyon
Eae

Tir

EspA/B/D ve
T3SS

Efektor
proteinler

Stx

EhxA/B/D
KatP
EspP
StcE

Adezyon kabiliyetinde artis, kolonizasyon bolgesine etki, yarismaci 6zellikte artis
Adezyona katki, tavsan eritrositlerinin hemagliitinasyonu, biyofilm olusumu,
inflamasyonun tetiklenmesi

Kolonizasyon miktarina etki

Adezyonda artig

Hiicre agregasyonu, biyofilm olusumu, adezyonda artig

Pepsin A ve koagiilasyon faktorii V’i yikimlama, adezyon ve sitopatojenitede artis,
biyofilm olusumu

Adezyonda artig, miisine baglanma, kolonizasyonun devamliligi ve spesifitesi,
inflamasyon tetiklenmesi

Adezyonda artis (?)

Siderefor aktivitesi, adezyonda artis (?)

Adezyonda artig, dendritik hiicre aktivasyonu

Adezyonda artig

Adezyonda artis (E. coli O157:Hde bulunmakta)

Bakteri yilizeyinde bulunan intimin, Tir’e baglanarak siki adezyon, kolonizasyonun
tropizmi, sitoiskeletin modifikasyonu ve pedestal olusumu

Konak hiicreye aktarilan intimin reseptori, sitoiskeletin modifikasyonu ve pedestal
olusumu

Konak hiicre efektor proteinlerin aktarilmasi

Hiicre dongiisiiniin etkilenmesi, fagositozdan korunma, inflamasyon ve apoptozis
modiilasyonu ve pedestal olusumunun kaynag aktin {istiine etkiler (Cizelge 1.3)

Shiga Toksin
Protein elongasyonunun durdurulmasi, olusan ribotoksik stres ile apoptozisin
indiiklenmesi, hiicre i¢i sinyal mekanizmalarinin aktivasyonu ve yangisal
mediyatorlerin indiiklenmesi

pO157
Eritrositlerin pargalanmasi ve inflamasyonun tetiklenmesi
Peroksit kaynakli oksidatif hasardan korunma ve bagisikliktan kagis
Serin proteaz aktivitesi
Komplement-iligkili lizisten korunma, adezyona katki, notrofil migrasyonunu
azaltma ve oksidatif patlamay1 arttirma
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E. coli laboratuvar suslariyla yapilan ¢alismalarla ilk olarak; oldukca diisiik
pH’da (pH 2.5) hiicreleri koruyan, diistik-pH ile aktive olan, duragan-faz AR sistemi
varlig1 belirlenmistir (Hengge-Aronis, 1993; Gorden ve Small, 1993; Small ve ark.,
1994). Alternatif RNA polimeraz sigma faktorii RpoS (6°)’nin kontroliinde olan bu
sistem, genel stres yanit1 sonucu aktive olmaktadir. Glikoz varliginda baskilanan bu
sistemden baska, pH 2.5’a dayanmalarin1 saglayan, RpoS-bagimsiz (Lin ve ark.,
1996), glutamat veya arjinin varhifinda aktive olan, iki ayri sistemin daha varligi
bildirilmistir. Bunlardan biri, gad4 ve gadB tarafindan kodlanan glutamat
dekarboksilaz sistemi ile glutamati iceri alip, y-amino biitirik asidi disar1 atan, gadC
tastyicisidir (Hersh ve ark., 1996; Castanie-Cornet ve ark., 1999). Digeri ise adid
lokusunun iirlinii arjinin dekarboksilazdir (Auger ve ark., 1989). Bu iki sistem de,
aminoasitlerin dekarboksilasyonu ile hiicre i¢i proton harcanmasiyla pH’nin
diisiiriilmesini saglamaktadir. E. coli O157:H7’deki ii¢ mekanizmanin mutantlariyla
(rpoS, gadC ve adiA) yapilan ¢alismada; rpoS mutantinin, hem elma suyu (cider)
gibi bir asidik (pH 3.5) gidada canli kalma siiresi, hem de inokule buzagilardan
sacilma orani ve siiresi azalmistir. Buna karsin gadC mutasyonu Ozellikle fekal
sacilimi etkilemistir (Price ve ark., 2004).

E. coli O157:H7’nin aside dayanikliliginda baska faktorler de rol
oynamaktadir. Periplazmik saperonlar HdeA ve HdeB, asidik kosullarda diger
periplazmik proteinlerin agregasyonuna engel olmaktadir (Malki ve ark., 2008).
RNA polimeraz iligkili protein SspA (stringent starvation protein A), genel
regiilatorlerden ve stres yanitinda 6nemli rol alan (Erol ve ark., 2006) histon-benzeri
niikleotid-yapilandiran protein (H-NS)’in duragan-fazda birikmesine engel olarak,
stres yanitin1 baskilamasini inhibe eder (Hansen ve ark., 2005). Ekzopolisakkarid
olan kolonik asit tiretilmesi ile mukoid karakterde kolonilerin olusmasina neden olan
mukoid matriksin, hiicre ylizeyinde olusturulan negatif yiiklii serbest protonlari
tamponlamasini saglayarak, asit direncine katkisi olabilecegi bildirilmistir (Mao ve

ark., 2001).
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1.7.2. Adezyon

1.7.2.1. ilk Adezyon

E. coli O157:H7 patogenezindeki dnemli basamaklardan bir digeri, midenin asidik
kosullarini atlatarak bagirsaga ulasan patojenin, mikrokoloniler olusturacagi bolgeye
lokal adezyonudur. Giron ve ark. (1991), AE (attaching and effacing - baglanma ve
bozma) lezyonlarimin gelismesinde, prototip olarak kullandiklart EPEC’lerin ilk
adezyonunda rol oynayan faktoriin, bfp genlerinden eksprese ettikleri demet
seklinde, ip-benzeri filamentéz tip-IV piluslart oldugunu bildirmiglerdir. Ayni
calismada, Bfp’ye karsi gelistirilen antiserum varliginda adezyon bolgesindeki
mikrokoloni sayisinda ve olusan AE lezyonlarinda azalma oldugu belirlenmistir. AE
lezyonlarinin bfp mutantlar1 ile olusturulan infeksiyonlarda da gézlenmesi (Giron ve
ark., 1991), patojen ile konak arasindaki iliskinin ve adezyonun gelismesinin
multifaktoriyel oldugu fikrini giliglendirmektedir. EPEC’lerden farkli olarak bfp
geninden yoksun olan E. coli O157:H7 suslarinda, konak mukozasi ile iliskiyi
saglayan bir¢ok farkli yiizey faktorleri (EspA filamanlari, intimin, Paa, ToxB,
lipopolisakkarid O157, Tha, Efal, vb.), isleyis mekanizmalar1 tam olarak agikliga
kavusturulamamis olmasma karsin, potansiyel viriilens faktorleri olarak ifade

edilmektedir (LeBlanc, 2003).

1.7.2.1.1. Uzun polar fimbria (Lpf - Long polar fimbria)

Lpf ve IpfABCC’DE operonu ilk kez Salmonella enterica serovar Typhimurium’da
tanimlanarak, faredeki Peyer plaklarina adezyonu yonlendirdigi bildirilmistir

(Baumler ve Heffron, 1995; Baumler ve ark., 1996). E. coli O157:H7, birbirinin ayn1
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olmayan iki /pf lokusu (IpfI ve Ipf2) barindirir. Ipf1 operonunun laboratuvar susu E.
coli K-12’de ekspresyonu ile hiicre kiiltiirlerine adezyon artmis (~% 60) ve uzun
peritrik fimbria olusumu izlenmistir (Torres ve ark., 2002). ikinci bir Lpf, Ipf2, E.
coli O157:H7’de ilk adezyonla iliskilendirilerek, EPEC ve O157-olmayan EHEC
serotiplerinde homolojileri bulunmus ve mutantlarinin HelLa hiicre kiiltiirlerinde
adezyon kabiliyetinin azaldig1 gbzlemlenmistir (Torres ve ark., 2004).

In vivo ¢alismalarda, tek IpfA1 veya IpfA1/IpfA2 ¢ift mutantlarinin koyun,
domuz ve gnotobiyotik domuz yavrularinda adezyon kabiliyetinin ve sekillendirdigi
AE lezyonlarinin azaldig: bildirilmistir (Jordan ve ark., 2004). E. coli O157:H7 nin
insanlardaki kolonizasyon bolgesi ileumda bulunan Peyer plaklarinin folliikiil iligkili
epiteli (Phillips ve ark., 2000) ile kisithiyken, IpfA41, IpfA2 veya her ikisinde mutasyon
sekillendirilmesi, in vitro organ kiiltlirlerinde olusan kolonizasyonun ve AE
lezyonlarinin, ince bagirsaklarin proksimaline ve distaline uzanmasina neden
olmustur (Fitzhenry ve ark., 2006). Lpf’nin 6 haftalik kuzularda kolonizasyonun
devamliligina da katkis1 oldugu bildirilmistir (Torres ve ark., 2007). Diskidan izole
edilen E. coli O157:H7 sayisinda; tek bir lokusun mutasyonuyla énemli azalmalar
kaydedilirken, ¢ift lokus mutantlarinda etkenin diskiyla atilma siiresinin 21 giinden
11 giline diistiigli gézlemlenmistir. Ancak ¢ift lokus mutantlarinin, vahsi sus kadar
basarili bir sekilde, hem Oncelikle orta-rektuma hem de takiben diger bolgelere
kolonize olabilmesi, kolonizasyonun devamliliginin, kolonizasyon yetenegindeki
azalmayla ilgili olmadigim1 diisiindiirmiistir (Torres ve ark.,, 2007). Lpf’in
kolonizasyona etkisi fikri, vahsi tip E. coli O157:H7 ile IpfAl/IpfA2 gift lokus
mutant1 arasindaki yarigma deneyinde, mutant susun, ileum, sekum, orta-kolon ve
disk1 diizeylerinde sayica geri kalmast ile giiglendirilmistir (Farfan ve Torres, 2012).

Genel regiilatorlerden H-NS’in, IpfI’in regiilasyonunda, operonuna
baglanarak transkripsiyonunu durdurucu etkisi oldugu, LEE patojenite adasindan
kodlanan Ler’in ise, H-NS’in bu etkinligini baskiladigi rapor edilmistir. HeLa
hiicrelerine; H-NS mutantlarinda 2.8 kat daha iyi, Ler mutantlarinda 2.1 kat daha
zayif adezyon izlenmistir (Torres ve ark., 2008). Diger yandan; gelisme fazi,
ozmolarite, pH’nin ve demir azligiin /pf operonlarinin regiilasyonuna etkisi oldugu

bildirilmistir (Torres ve ark., 2007).
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Onemli bir viriilens faktérii olarak Lpfnin, kolonizasyon ve persistensteki
etkinligine ve regiilasyonuna 1s1k tutulmus olmasina karsin, Lpf’nin taninmasinda rol
alan in vivo reseptdrlerine iligkin arastirmalar yenidir. Ekstraselliiler matriks (ECM)
proteinlerinin baska patojenlerin adezyonunda reseptor gorevi yapmaktadir. Farfan
ve ark. (2011) Lpf-iliskili adezyonda ECM’lerin etkinligine yonelik ¢aligmalariyla,
genellikle bagirsakta siklikla bulunan fibronektin, laminin ve kollagen IV gibi ECM
proteinlerinin EHEC kolonizasyonuna katkis1 oldugunu bildirilmistir (Farfan ve ark.,

2011).

1.7.2.1.2. Hemorajik coli pilusu (Hcp - Hemorrhagic coli pilus)

Uzun demetler halinde ve elastik filamentdz polimer karakterindeki tip-IV piluslar,
bircok Gram-negatif patojenik bakteride bildirilmistir. Bu piluslarin, konak hiicreye
yapisma, biyofilm olusumu, agregasyon, faj reseptorleri sunma, bagisikliktan kagma,
hareketlilik, DNA alim1 ve hiicre iletisimi gibi birgok rolleri tanimlanmistir (Craig ve
ark., 2004).

Normal kosullarda (37 °C) ve besi yerlerinde (Laktoz broth) iiretilen E. coli
O157:H7 suslarinda olusmazken, minimal kazein (Minca) besi yerinde gelistirilen
suslarda, demet halinde 10 pm’den uzun fiberler tespit edilerek Hcp olarak
tanimlanmistir  (Xicohtencatl-Cortes ve ark., 2007). hcpA kromozomal geni
tarafindan kodlanan bu 19 kDa’luk HcpA pilin proteinleri HUS hastalarinin
serumlar ile reaksiyon verdiginden, in vivo kosullarda eksprese edildigi sonucuna
varilmigtir. Takiben, ~cpA geni inaktivasyonu ile insan ve sigir epitelyum hiicrelerine
adezyonda azalma oldugu gdsterilmistir (Xicohtencatl-Cortes ve ark., 2007).

Hcp’nin, konak hiicrelere adezyondan baska; epitelyum hiicrelerine invazyon,
tavsan eritrositlerinin hemagliitinasyonu, biyofilm formasyonu, ECM proteinlerinden
fibronektin ve laminine spesifik adezyon, hareketlilik gibi fonksiyonlarda da rol
aldigt bildirilmistir (Xicohtencatl-Cortes ve ark., 2009). Ayrica Ledesma ve ark.
(2010), HcpA pilin monomerlerinin, O157:H7 ile infekte bagirsak epitelyum
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hiicrelerinde, NF-kB ve AP-1 yolaklarin1 etkileyerek, patogenezde onemli rol
oynayan, Ozellikle IL-8 ve TNF-a gibi sitokinlerin salinimini uyararak bolgedeki

inflamasyon gelisimine katkida bulundugunu belirlemistir.

1.7.2.1.3. F9 fimbria

Klinik hastalik olusturmadan ruminantlarda kolonize olan E. coli O157:H7
serotipindeki ve diger EHEC’lerdeki kolonizasyonu etkileyen genlerin arastirildigi
mutagenez ¢alismalarinda (Dziva ve ark., 2004; Diemen ve ark., 2005) adezyon
faktorii oldugu varsayilan fimbrial bir operon tespit edilmistir. Low ve ark. (2006), E.
coli O157:H7 EDL 933 susunda kromozomal yerlesimli F9 operonunu
tanimlamiglardir. F9 operonunun, 1-2 pm uzunlugunda, sigir epitelyum hiicrelerine
ve sigir ECM proteinlerinden fibronektine baglanabilen ¢ok sayida fimbria
kodladigin1 ve fimbrialarin rektum tropizmine degil ancak kolonizasyon miktarina

etkisi olabilecegi rapor edilmistir (Low ve ark., 2006).

1.7.2.1.4. E. coli YcbQ laminine baglanan fimbria (EIf - E. coli YcbQ

laminin binding fimbria)

STEC O157:H7°de elastiki, diizgiin kenarli ve peritrik karakterde bir baska fimbria
ise Elf’tir. ychQRST (elfADCG) operonunda yer alan, ychQ(elfA) geni tarafindan
kodlanan 18 kDa’luk protein olan Elf’in, ECM proteinlerinden laminine
baglanabilmesine karsin, fibronektin ve kollagen IV’e baglanmadigi ve elf4
mutantlarinda bagirsak epitelyum adezyonunda % 60 oraninda azalma oldugu tespit
edilmigtir (Samadder ve ark., 2009). Heniiz bu genin regiilasyonunun nasil oldugu ve

hangi durumlarda eksprese edildigi bildirilmemistir.
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1.7.2.1.5. Enterohemorajik E. coli ototransportorleri A, B ve J (EhaA,
EhaB ve EhaJ - EHEC autotransporters)

Bakterilerdeki tip-V sekresyon sistemine dahil olarak salgilanan ototransportorler,
cesitli Gram-negatif bakterilerde ¢esitli fonksiyonlarla tanimlanmistir (Henderson ve
ark., 2004). Ototransportdrler, bakteriyel membrandan ge¢melerini, konak hiicreye
baglanmalarini, konak hiicre i¢ine translokasyonlarmm1 ve hiicre igine
aktarildiklarindaki etkilerini saglayan korunmus aminoasit motiflerine sahiplerdir
(Henderson ve ark., 2004). Bu motiflerin varligin1 model olarak alip aragtiran Wells
ve ark. (2008), EhaA, EhaB, EhaC ve EhaD proteinlerini tanimlanmistir.
Laboratuvar susuna klonlanan EhaA’nin, biiylik hiicre agregatlarina neden oldugu,
biyofilm olusumunu destekledigi ve sigir terminal rektum primer hiicre sirasina
adezyonu arttirdig1 bildirilmistir (Wells ve ark., 2008). Bir diger ¢calismada Wells ve
ark, (2009), EhaB’nin ECM proteinlerinden kollagen I ve laminine adezyonda gorev
aldigini, si8ir IgA’lart ile capraz reaksiyon vererek, konakta IgA immun yaniti
olusturdugunu belirlemistir. EhaJ’nin ise ECM proteinlerine baglanmaya ve biyofilm
olusumuna etkisi bulundugu fakat incelenen EHEC suslarinda EhaA (% 97), EhaD
(% 93) ototransportdrlerine gore daha az oranda (% 27) saptanmistir (Easton ve ark.,

2011).

1.7.2.1.6. E. coli serin proteazi ve ip-benzeri fiberler (EspP - E. coli serine

protease)

E. coli O157:H7’nin biyiik pO157 plazmidinde, 3 900 bp’lik bir acik okuma
cercevesinden kodlanan, tip-V sekresyon yoluyla salgilanarak, pepsin A ve insan
koagiilasyon faktorii V’i pargalayabilen EspP’nin, HC’de kanamanin durmamasinda
rolii olabilecegi ifade edilmistir (Brunder ve ark., 1997). espP mutasyon ¢alismalari

ile buzagilarda kolonizasyonun ve sigir primer bagirsak epitelyum hiicrelerine
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adezyonun arttig1 bildirilmistir (Dziva ve ark., 2007). Dahasi, salgilanan EspP
proteinlerinin bir araya oligomerize olarak; konak epitelyum hiicrelerine adeziv ve
sitopatik aktiviteleri olan, biyofilm olusumuna katkida bulunan, bir yandan bakteriyi
cesitli antimikrobiyel bilesiklerden koruyan ip-benzeri megayapilar (> 1 cm)

olusturduklart bildirilmistir (Xicohtencatl-Cortes ve ark., 2010).

1.7.2.1.7. Flagella H7 (FliCgy)

Flagella veya flagellin proteinin E. coli O157:H7 baglanmas1 ve bagirsak
kolonizasyonundaki roliine iliskin calismalar 1980’li yillarda baslamistir (Sherman
ve Soni, 1988). EPEC patotipinde H6 flagella, epitelyum hiicrelerine adezyonla
iligkilendirilmektedir (Giron ve ark., 2002). H7 flagellanin adeziv 6zellikleri ve E.
coli O157:H7 nin, sigir mukus, miisin (I ve II) ve ECM proteinlerine baglanma
yetenegi incelenmistir (Erdem ve ark., 2007). Arastirmacilar, flagellanin miisin ve
taze mukusa baglanmay1 arttirdigini bildirerek, H7 mutantlarinda adezyonun belirgin
sekilde azaldigin1 gozlemlemistir. E. coli O157:H7°deki H7 flagellanin, sigir
terminal rektum primer epitelyum hiicre kiiltiri ile iligkisi sirasindaki
ekspresyonunun ve adezin fonksiyonunun incelendigi bir c¢alismada; fliCy;
mutantlarinda ve H7 flagelline kars1 antikor varhiginda adezyonun azaldigi,
flagellanin epitelyumla fiziksel olarak iligki icine girebildigi ve terminal rektum
kolonizasyonununda H6’nin degil ancak H7 flagellanin etkili oldugu belirlenmistir
(Mahajan ve ark., 2009). Best ve ark. (2005), spesifik-patojen-ari civcivlerde
kolonizasyonun devamliligi i¢cin H7 flagellanin 6nemli oldugunu rapor etmistir.
Diger yandan Almanya’da sekillenen HUS olgularinin % 40’indan hareketsiz E. coli
O157:NM’nin sorumlu olmasi ise, insanlardaki EHEC patogenezinde flagellanin
esansiyel olmadigini diisiindiirmektedir (Farfan ve Torres, 2012).

H7 flagellinin epitelyum barindiran insan kolon zenograftlarinin liimenine
inokiilasyonu, proinflamatdr kemokinlerin ekspresyonlarini arttirarak, epitelyum altt

notrofil birikimine sebep olmustur. Bu durum, H7 nin, asil proinflamator kemokin

22



uyaricist olarak gorev aldigr seklinde degerlendirilmistir (Miyamoto ve ark., 2006).
Insan infeksiyonlarinda, H7 flagellanin adezyonda &nemli rol oynayip oynamadig
hala tam olarak acikliga kavusmamis olmakla beraber, H7 flagellanin inflamasyon

gelisimindeki rolii goz ard1 edilmemektedir (Jandhyala ve ark., 2010).

1.7.2.1.8. Paa (Porcine attaching-effacing associated) adezin

E. coli O157:H7 suslariyla % 100 homoloji gosteren, hiicre ylizeyi yerlesimli, 27.6
kDa’luk bir protein kodlayan, 753 bp’lik kromozomal yerlesimli paa, ilk kez domuz
kaynakli EPEC (PEPEC) susunda transpozon mutagenezi ile tanimlanmistir (An ve
ark., 1999; Batisson ve ark., 2003). paa’nin eae-barindiran E. coli O157:H7
suslarinda da yiiksek oranda bulunmus olmasi, AE lezyonlari olusumunda etkisi
olabilecegi seklinde yorumlanmistir (An ve ark., 1999). Nitekim Batisson ve ark.
(2003), eae-pozitif ancak paa-negatif PEPEC 045 mutantlarinin AE lezyonu
gelistirmedigini ve bu suslara paa’nin klonlanmasiyla AE lezyonlarinin olustugunu
bildirmislerdir. Heniliz Paa adezinin, fonksiyonu tam olarak ortaya konulmamakla

birlikte baska E. coli patotiplerinde (ETEC) de belirlenmistir (Leclerc ve ark., 2007).

1.7.2.1.9. IrgA homologu adezin (Iha - IrgA homologue adesin)

Tarr ve ark. (2000), E. coli O157:H7 DNA kozmid kiitiiphanesini tarayarak, daha
once Vibrio cholerae’da virlilens faktorii olarak belirlenen siderefor reseptorii IrgA
(Iron-regulated gene A) proteinine (Goldberg ve ark., 1992) oldukca benzeyen ve
HeLa hiicrelerine diffiiz aderenz 6zelligi kazandiran proteini kodlayan kromozomal
yerlesimli geni belirleyerek, Iha olarak tanimlamislardir. Inokule sigir digki izolati .

coli O157:H7’lerde, infekte cocuk diskilarindan elde edilen izolatlardan daha fazla
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eksprese edildigi gosterilen 78 kDa’luk bu protein (Rashid ve ark., 2006a), fur
lokusu kontrolii altinda demir varliginda baskilanmaktadir (Rashid ve ark., 2006b).
Uropatojenik E. coli’lerde de siderefor reseptdr aktivitesi gosterilerek (Leveille ve
ark., 2006), insan (n=12), sigir (n=3) ve gida (n=7) orijinli suslarin hepsinde
bulunmustur (Toma ve ark., 2004).

1.7.2.1.10. D1is membran porini A (OmpA - Outer membrane porin A)

Torres ve Kaper (2003), kanamisin transpozonu ile elde ettikleri E. coli O157:H7
mutantlarindan birinin (regiilator tdc4 geni mutant1), HeLa hiicrelerine hiperaderent
oldugunu belirlemistir. Arastirmacilar bu hiperaderent mutantin, artmis OmpA
ekspresyonu gosterdigini tespit ederek, OmpA’ya karsi gelistirilen serumlarla, hem
hiperaderent mutant1 hem de diger klinik izolatlarin adezyonlarinda azalma oldugunu
saptamustir. Farkli E. coli suglarinda konjiigasyon mediyatdrii, faj reseptorii ve porin
ozellikleri gosterilen OmpA, E. coli O157:H7 serotipinin patogenezinde dendritik

hiicrelerin aktivasyonunda da rol almaktadir (Torres ve ark., 2006).

1.7.2.1.11. EHEC aderenz faktorii (Efal - EHEC factor for adherence) ve
ToxB

Nicholls ve ark. (2000), O111:H EHEC susuyla yaptiklart mutasyon ¢alismasiyla, in
vitro adezyon i¢in gerekli olan 9 669 kb’lik bir kromozomal lokusu, efal’i,
tanimlamiglardir. Arastirmacilar efa/ mutantlariyla in vitro adezyonda 7 kat azalma
oldugunu belirleyerek, 207 farkli sero/pato-tipte varligini aragtirmig ve inceledikleri
tim O157:H7 serotiplerinde efal geninini belirlemislerdir. efal’in STEC OS5 ve

Ol111 serotiplerinde, buzagilardaki kolonizasyona ve patogeneze etkisi oldugu
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gozlemlenmistir (Stevens ve ark., 2002). E. coli O157:H7 suslarinda buzagi ve
koyunlarda kolonizasyonu etkilemedigi ancak konak-bakteri arasindaki iliskide
onemli rol oynayan EspD’yi postranskripsiyonel olarak azalttigi bildirilmistir
(Stevens ve ark., 2004). Diger yandan Efal, EHEC’lerin biiyilk pO157 plazmidinde
viriilens faktorii olarak tanimlanan ToxB (Tatsuno ve ark., 2001) ve EPEC’lerde
tanimlanan, insan ve farelerde, bolgesel lenfosit aktivasyonunu inhibe edici lenfosit
inhibitorik faktor A (LifA) ile homoloji paylasmaktadir (Klapproth ve ark., 2000).
Tatsuno ve ark. (2001) O157:H7 suslarinda olusturduklart pO157 toxB ve
kromozomal efal pargasi transpozon mutantlari ile hem HeLa hiicrelerine adezyonun
arttigin, hem de bunun LEE patojenite adasi kaynakli tip-III salgilanan
proteinlerdeki (EspA, EspB) artistan ileri gelebilecegini ifade etmistir.

1.7.2.1.12. Sorbitol pozitif fimbria (Spf - Sorbitol positive fimbria)

EHEC suslarinda bildirilen tip-IV fimbria, E. coli O157:H7 ile aym klonal atadan
(O55:H7) koken aldigr diisliniilen (Feng ve ark., 1998) SF E. coli O157:H
suslarindan kodlanan biiyiik bir plasmidin bir boliimiinde yer alir. Insan ve sigir
kaynakli hareketsiz ve SF O157’lerde adezyonda 6nemli rol oynayan Spf, heniiz E.
coli O157:H7 suslarinda bildirilmemistir (Bardiau ve ark., 2010).

1.7.2.2. Sik1 Adezyon ve LEE Patojenite Adasi

LEE patojenite adasi, epiteliyal sinyal-iletim yolaklarinin aktivasyonu ve bakteri ile
enterositler arasindaki yakin iliskiden sorumlu genleri barindirmaktadir. Bu genler
ayrica, enterositlerde mikrovillus (brush borders) yapilarinin kaybolmasi ve pedestal

(ayak) olusumlartyla karakterize, “baglanma ve bozma” (AE, [Moon ve ark., 1983])
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(Sekil 1.4) lezyonlarinin sekillenerek, konak hiicre iskeletinin degismesinde kilit rol
oynayan proteinleri kodlamaktadir. Bu patojenite adasinin iiriinleri; tip-III sekresyon
aparatini, aparatla konak arasindaki kopriiyii, kopriiniin konak hiicredeki ayagini ve
aktarildiginda konak hiicrede ¢esitli etkiler olusturan, LEE patojenite adas1 veya ada
dis1 genlerden kodlanan efektor proteinleri ve bu proteinlerin saperonlarini kapsar.
Yeterli pigirilmemis kontamine hamburger kaynakli HC olgusundan elde edilen E.
coli O157:H7 EDL 933 susundan sekanslanan; 43.3 kb biiytikliiglindeki kromozomal
yerlesimli, 54 a¢ik okuma gergevesi iceren LEE, baslica 5 polisistronik operonun
(LEE1-4, tir) kontrolindedir ve EPEC susu E. coli E2348/69 LEE’siyle % 95
homoloji paylasir (Sekil 1.5) (Elliott ve ark., 1998; Perna ve ark., 1998; Crawford ve
ark., 2002).

Sekil 1.4. Pedestal (oklar) olusumlarinin SEM (A) ve TEM (B) goriintiileri (Wong ve
ark., 2011).

LEE patojenite adasinda tir operonundan kodlanan eae (E. coli attaching and
effacing), patojenle konak epitelyum hiicreleri arasinda yakin iliskiden sorumlu
hiicre ylizey proteini intimini kodlar (Jerse ve ark., 1990). Yine ayn1 operonda yer
alan tir geni ise T3SS ile memeli hiicresine aktarilarak intimin i¢in reseptdr gorevi
goren Tir (translocated intimin receptor) proteinini kodlar (Kenny ve ark., 1997).
LEE4 operonunda yer alan espA (E. coli secreted protein) (Kenny ve ark., 1996),
espB (Donnenberg ve ark., 1993) ve espD (Lai ve ark., 1997) genleri, efektor
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proteinlerin konaga aktariminda rol alan proteinleri (sirastyla; EspA, EspB ve EspD)
kodlar. LEE patojenite adasi i¢inden ve disindan (profaj) kodlanan efektor
proteinlerin  hepsi, LEEI-3 operonlarindan kodlanan esc/sep (E. coli
secretion/secretion of E. coli proteins) gen iriinlerinin olusturdugu T3SS’den,
sekresyon sinyal dizilerine ihtiyag olmaksizin salgilanirlar (Jarvis ve ark., 1995). Tir
(Abe ve ark., 1999), EspB ve EspD’nin (Wainwright ve Kaper, 1998) stabil
sekresyonlar1 igin ces (chaperone of E. coli secreted protein) genlerinden kodlanan
saperonlara ihtiya¢ vardir. Castillo ve ark. (2005), yaptiklari genomik analizler
sonucunda, T3SS’nin bir ¢ok E. coli i¢in korunmus bir yapiya sahip oldugunu ve
horizontal gen transferi ile aktarilmis olabilecegini, ancak yanindaki sekresyon
proteinlerinin dahil oldugu gen gruplarimin evrimsel siiregte rekombinasyon,

seleksiyon ve mutasyon gibi olgularla simdiki halini almis oldugunu ifade etmistir.

(> islevi bilinmeyen orf ’ regiilator ’ T3SS yapisal protein

Salgilanan efektor protein saperon salgilanan transloke protein intimin

3 3

T i

LEE2 LEE3 °~  LEES ° LEE4

Sekil 1.5. LEE patojenite adasi. Baslica operonlar (LEEI-4, 5:tir) gosterilmistir.
esc/sep tip-II1 sekresyon aparatini, esp salgilanan proteinleri, ces tip-IIl sekresyon

sistemi saperon proteinlerini kodlar (Garmendia ve ark., 2005).

1.7.2.2.1. Tip-III sekresyon sistemi (T3SS)

Birgok Gram negatif patojende bulunan ve viriilens faktorlerinin konak hiicreye bir
basamakta aktarilmasini saglayan bu filamentéz igne kompleksi, patojen i¢in en

uygun zamanda eksprese edilerek, bakteri membranindaki tabanindan, konak
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hiicredeki ucuna kadar basamak, basamak polimerize olarak sekillendirilir
(Garmendia ve ark., 2005). T3SS’de gorev alan baslica proteinler Sekil 1.6’da
gosterilmistir. Enterohemorajik E. coli O157:H7 T3SS’nin en 6nemli karakteristigi,
ardarda polimerize olarak T3SS bazalindan uzatilan EspA proteinlerinin olusturdugu
kanal (Knutton ve ark., 1998) ve bu kanalin konakta por olusturan EspB/D sapkasidir
(Ebel ve ark., 1998; Kresse ve ark., 1999).

Efektor proteinler

=1 Dm I [BIOINIIRN wsp > TRIBIRIRINI Sekil 1.6. EPEC/EHEC tip-Il sekresyon
4 aparatinin sematik goriintiisii. I¢ membran
Konak proteinleri EscR, EscS, EscT, EscU ve
hiicresi EscV; i¢c membran halkasal proteinleri dis
membran halkasal proteinleri EscC’ye
baglayan lipoprotein EsclJ; igne-benzeri
~ 260 nm yapida EscF ve buradan baglayarak
polimerize olan EspA fragmanlari; konak
hiicre plazma membraninda translokasyon
porunu olusturan EspB ve EspD; ATP
hidrolizasyonuyla enerji saglayan EscN ve
Bakteri T3SS hiicre i¢i komponentleri SepD ve
¥ hiicresi SepL (Garmendia ve ark., 2005).
~ 50 nm i
~ 10 nm I
~ 10 nm I
~7nm i IR Focr s,
EscN S ;
’
OTER

LEE ekspresyonu oncelikle T3SS’nin yapilandirilmasiyla baslar. Baslica, ilk
acik okuma cercevesi Ler (LEE encoded regulator) (Mellies ve ark., 1999) ve Ler
tarafindan pozitif regiile edilen GrlA (Global regulator of LEE activator) ve GrlR
(Global regulator of LEE repressor)’nin kontrolii altindadir. LEE regiilasyonu
sicaklik, pH, ozmolarite, gelisme fazi (duragan fazda RpoS kontrolii, %), bikarbonat,

fosfat, siilfat veya konak hormonlart (epinefrin/norepinefrin) varligi, DNA hasari
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sonucu sekillenen SOS yaniti, quorum sensing (QseA-C, QseE-G) ve horizontal
olarak elde edilen regiilatorler (plazmidden-kodlanan regiilator [PchA-C]) gibi birgok
cevresel ve genetik faktoriin etkisindedir (Anand ve Griffiths, 2003; Laaberki ve ark.,
2006; Tree ve ark., 2009; Kendall ve ark., 2011; Njoroge ve Sperandio, 2011).

1.7.2.2.2. Transloke intimin reseptorii (Tir - Translocated intimin

receptor)

T3SS-kontroliinde gelisen patogenezin merkezinde, konak hiicre-aktin sitoiskeletinin
tahribi yer almaktadir. Burada, T3SS ile konak hiicreye aktarildiktan sonra, plazma
membranina entegre olarak, agikta biraktigi 55 amino asitlik bolgesiyle bakteri dis
membran adezini “intimin” i¢in reseptor gorevi goren Tir, kilit rolii oynamaktadir
(Kenny ve ark., 1997). Intimin-Tir baglanmasin1 takiben asag1 dogru ilerleyen, konak
tirozin kinazlarinin da dahil oldugu bir dizi sinyalizasyon olayiyla aktinden zengin
pedestallar sekillenmektedir (Campellone ve ark., 2004) (Sekil 1.4). Sadece
EHEC’lerde, bu sinyalizasyon olaylarimin amplifikasyonunda TccP/EspFu (Tir
cytoskeleton coupling protein - Tir sitoiskelet gruplama proteini) gorev almaktadir.
AE lezyonlariin gelisimi i¢in Tir esansiyel rol oynarken, tavsan ve gnotobiyotik
domuz yavrularinda TccP/EspFu, kolonizasyonun etkinligini arttirmasina karsin

esansiyel rol oynamamaktadir (Wong ve ark., 2011).

1.7.2.2.3. intimin, E. coli baglanma ve bozma (eae - E. coli attaching and

effacing)

AE lezyonlarinin gelisiminde, 94-97 kDa’luk bir dis membran proteini olan intimin

ise anahtar rolii oynamaktadir (Jerse ve ark., 1990). Yersinia pseudotuberculosis
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invazini ile yiiksek homoloji paylasan intimin (Jerse ve ark., 1990), T3SS ile konak
epitelyumuna aktarilan Tir’e baglanarak, bakterinin konak epitelyumuna siki
adezyonunu saglamaktadir. Buzagilarda kolonizasyonun ve enteropatojenitenin
gelisebilmesi i¢in intiminin kaginilmaz oldugu gosterilmistir (Dean-Nystrom ve ark.,
1998).

Intimin, ayni zamanda Okaryotik reseptdrlere de baglanabilmektedir.
Saflastirilmis  intimin, C-terminalindeki 280 amino asitlik hiicreye-baglanma
aktivitesi gosteren boliim ile HEp-2 hiicrelerine baglanir (Frankel ve ark., 1995).
Cesitli insan ve hayvan kaynakli STEC ve EPEC’lerde bu 280 amino asitlik
boliimdeki farkliliktan ileri gelen en az 17 (al, a2, p1, p2, y1, y2/6, d/x, €, {, n, 42, 1,
A, W, v, &, 0) intimin tipi (varyanti) tanimlanmistir (Adu-Bobie ve ark., 1998; Oswald
ve ark., 2000; Tarr ve Whittam, 2002; Zhang ve ark., 2002b; Jores ve ark., 2003;
Garrido ve ark., 2006). EPEC susunda o-intimin’in okaryotik B;-integrine (Frankel
ve ark., 1996), E. coli O157:H7 suslarinda eksprese edilen y-intiminin (Adu-Bobie
ve ark., 1998) ise niikleoline baglanabildigi (Sinclair ve O’Brien, 2002) tir
mutantlarinda gosterilmistir. E. coli O157:H7 ile infeksiyonlarda AE lezyonlar
sekillenen domuz yavrulari, buzagi ve fareleri model olarak alan Sinclair ve ark.
(2006), ii¢ hayvan tiiriinde de AE lezyonlarin sekillendigi yerde, patojenin hemen
altinda immun boyanan Tir’i ve patojene oldukg¢a yakin kiimelenen niikleonini tespit
etmistir.

Ote yandan, eaeo;s7’'nin EPEC eae’si ile degistirilmesiyle, deneysel olarak
infekte edilen gnotobiyotik domuz yavrularinda kolonizasyonun kolondan ince
bagirsaklara kaydigi, dolayisiyla intiminin kolonizasyon bolgesine etkisi olabilecegi
ifade edilmistir (Tzipori ve ark., 1995). In vitro organ kiltiri ile E. coli
O157:H7’nin insanlardaki infeksiyonlarinda, distal ileumdaki Peyer plaklarindaki
follikiil-iliskili epitelyuma olan afinitesinin gdsterilmesinin ardindan (Phillips ve
ark., 2000), Fitzhenry ve ark. (2002); y-intimin mutantt E. coli O157:H7’lerin insan
bagirsak eksplantlarinin in vitro kiiltiirlerinde kolonizasyon olusturamadigini, o-
intimin ile tamamlanan mutant susun kolonizasyonunun ise, Peyer plaklarinin yani
sira ince bagirsaklarin proksimaline ve distaline genisledigini gostererek, intimin

varyantlarinin ~ kolonizasyonda  etkinligi  oldugunu  bildirmistir.  Intimin
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varyasyonunun kolonizasyon tropizmini etkiledigi baska calismalarla da

desteklenmistir (Chong ve ark., 2007; Mundy ve ark., 2007).

1.7.2.2.4. Efektor proteinler

T3SS’den konak epitelyum hiicresine aktarilarak patojenin yararina etkiler olusturan,
LEE patojenite adas1 kaynakli (Tir, Map, EspB, EspF, EspG, EspH vb.) ve genomda
baska yerlerden (bir ¢ogu lambdoid fajlardan) eksprese edilen (EspFu/TccP, Espl,
EspK ve NleA/Espl vb.) en az 32 protein bulundugu biyoinformatik, proteomiks ve
translokasyon deneyleri sonucunda bildirilmistir (Tobe ve ark., 2006). Gerek LEE
kaynakli, gerek LEE digsindan (Nle - Non LEE encoded) kodlanan efektdrler ¢cok
cesitli etkilere sahiplerdir. Hiicre dongiisiiniin etkilenmesi, fagositozdan korunma,
inflamasyon ve apoptozis modiilasyonu ve pedestal olusumunun kaynagi aktin

iistiine etkiler, efektdrlerin baglica etki sekilleridir (Cizelge 1.3).
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Cizelge 1.3. E. coli O157:H7 Sakai susu i¢in tanimlanan efektor proteinler ve baslica

gorevleri (Wong ve ark., 2011).

T3SS efektor Hiicrede yerlesimi "2

Fonksiyon’

LEE den kodlanan

EspB Sitozol, HM
Tir HM
EspF Mitokondri, sitozol,

niikleus, SB, apikal
membran, lateral

membran

Map Mitokondri
EspG Sitozol, golgi
EspH HM, pedestal
EspZ HM

LEE disindan kodlanan
Espl/NleA Golgi, HM
EspJ Sitozol, mitokondri
EspK Bilinmemekte
EspL Pedestal
EspM Sitozol
EspN Bilinmemekte
EspO Bilinmemekte
EspR Bilinmemekte
EspV Sitozol
EspW Bilinmemekte
EspX Bilinmemekte
EspY Bilinmemekte
NleB Sitozol
NleC Sitozol, niikleus
NleD Sitozol
NIeE Sitozol
NIeF Bilinmemekte
NleG/Nlel Sitozol
NleH ER, HM, Sitozol

Tccp/EspFu Sitozol

Translokonun por pargasi, SB bozulmasi, fagositozun
engellenmesi

Intimin adezyonu igin reseptor, aktin pedestal olusumu,
Map iliskili filipodianin asag1 regiilasyonu

Mitokondri, niikleolus ve SB bozulmasi, membranin
yeniden yapilandirilmasi, fagositozun baskilanmasi

Gegici filopodia olusumu uyarimi, mitokondri ve SB
bozulmasi

Mikrotiibiillerin bozulmasi, hiicre membran i¢i trafigin
inhibisyonu

Sinyal mekanizmasinin bozulmasi, fagositozun
engellenmesi, aktin pedestal boyunun uzatilmasi
Apoptoz ve hiicresel sitotoksikasyonun engellenmesi

Hiicre i¢i protein transportunun baskilanmasi, SB
bozulmasi

Fagositozun engellenmesi

Bilinmemekte

Aderenzin arttirilmasi

Stres fiberlerinin indiiklenmesi

Bilinmemekte

Bilinmemekte

Bilinmemekte

Sitoiskeletin degistirilmesi

Bilinmemekte

Bilinmemekte

Bilinmemekte

Transkripsiyon faktorii inhibisyonu (NF-kB)
Transkripsiyon faktorii inhibisyonu (NF-kB)
Transkripsiyon faktorii inhibisiyonu (AP-1 aktivator)
Transkripsiyon faktorii inhibisyonu (NF-kB)
Bilinmemekte

Hiicre i¢i protein kalite kontrolii proteini (E3 ubiquitin)
Apoptozisin ve sinyalizasyonun (NF-kB) inhibisyonu
Aktin pedestal olusumunun tetiklenmesi

"Hiicre membrani, , 2 Endoplazmik retikulum, 3 Siki baglanti.
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1.7.3. Shiga Toksin (Stx) (Verositotoksin [Vtx], Shiga-benzeri Toksin [SIt])

Shiga toksin (Stx), Shigella dysenteriae ve bazi E. coli suslart gibi
Enterobacteriaceae familyasi liyelerinin yani sira, Acinetobacter spp., Enterobacter
cloacae ve Aeromonas hymophilus gibi cesitli bakteriler tarafindan da iiretilen
bakteriyel bir ekzotoksindir (Doughari ve ark., 2009). STEC’in en kritik viriilens
faktorii, bitkisel bir toksin olan risin ile benzer etkinlikteki Shiga toksin olup,
birbirinden farkli ancak benzer etkinlikte iki antijenik tipi (Stx1 ve Stx2)
tanimlanmistir (Strockbine ve ark., 1986). Stx1 oldukea iyi korunan bir yapidadir ve
S. dysenteriae tip 1’in Shiga toksini ile hemen hemen aynidir (Takao ve ark., 1988).
Biitlin Stx molekiilleri (70 kDa), birbirine disiilfid bagi ile baglanan iki
fragmanin (A1l [27.5 kDa] ve A2 [7.5 kDa]) olusturdugu bir A alt {initesinin (~32
kDa), glikolipid yapisinda pentamer B alt iiniteleri (~7.7 kDa) ile nonkovalent
iligkisinden sekillenen heterohekzomer (ABs) yapisindadir (O’Brien ve Holmes,
1987) (Sekil 1.7). Katalitik aktivitesi olan Al fragmaninin, A2 fragmanindan
ayrilabilmesi icin, A alt {nitesinin proteolitik olarak yikimlanmasi ve ardindan
indirgenmesi gerekir (O’Brien ve Holmes, 1987). Aksiyon mekanizmalar1 ayni
olmasina kargin, Stx1 ve Stx2 A alt {initeleri % 55 oraninda amino asit dizi benzerligi

gosterir (Gyles, 2007).

A, A

2

A

|
S—S

Sekil 1.7. Shiga toksinin sematik yapisi. Aktif olan Al fragmani disiilfid bag: (S-S)
ile A2 fragmanztyla bir arada tutulur (Doughari ve ark., 2009).

Shiga toksinler, E. coli suslarinin genomlarinda, ekspresyonlari baski altinda

tutulan (represe), mobil genetik eleman olarak siiflandirilan ve Shiga toksin

kodlayabilen fonksiyonel veya defektif lambdoid profajlardan eksprese edilir (Neely
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ve Friedman, 1998; Karch ve ark., 1999; Plunkett ve ark., 1999; Wagner ve ark.,
2001b; Wagner ve ark., 2002). E. coli’de DNA hasar1 sekillenmesi ile tetiklenen SOS
yaniti, RecA-iligkili olarak lizojeninin siirmesini saglayan cl represoriiniin
otoproteolizine neden olur. Represoriin yikimlanmasi ile Oncii-erken genlerden N
antiterminatdr proteini eksprese olur. N proteini etkinliginde profajin replikasyonu ve
kesilerek konak DNA’dan ayrilmasinda yer alan etkin gec-erken genlerin
ekspresyonu saglanir (Weaver, 2005). Bu geg-erken gen iiriinlerinden bir digeri olan
Q antiterminator proteini, lizis genleri ile hemen bu genlerin -3’ yaninda bulunan stx
genlerinin de oldugu ge¢ genlerin ekspresyonuna imkan saglar (Neely ve Friedman,
1998; Plunkett ve ark., 1999). Sekans analizleri ile incelenen tiim lambdoid
profajlarda stx geni, profaj replikasyonu-iliskili O ve P genlerini takip eden -3’
uctaki ge¢ faz bolgesinde bulunmustur (Neely ve Friedman, 1998; Karch ve ark.,
1999; Plunkett ve ark., 1999). Bu durum, stx ekspresyonunun kontroliiniin, faj
replikasyonunda gorev alan genlerin promotorlar1 tarafindan saglandig1 varsayimini
giiclendirmektedir (Herold ve ark., 2004). Ayrica stx, stx varyantlari ve bu genlerin
yaninda bulunan bolgelerin PCR ile ¢ogaltilarak sekans analizinin yapildigi kombine
caligmalarda, analiz edilen bolgeler heterojenite gdsterse dahi profajlarin yerlesim
olarak ayni bolgede oldugu bildirilmistir (Unkmeir ve Schmidt, 2000; Recktenwald
ve Schmidt, 2002). Her ne kadar profaj indiiksiyonu, Stx ekspresyonlarini arttirsa da,
Stx1’in ekspresyonunun artmasinda 6nemli bir bagska mekanizma da s#x/ geninin 5’
basinda bulunan aktif bir promotordan ileri gelmektedir. Diisikk demir
konsantrasyonunda aktive olan kromozomal fur (ferric uptake regiilator - demir alimi
regiilatorii) lokusu iirlini Fur, bu promotor flizerinden Stxl ekspresyonunu
arttirmaktadir (Calderwood ve Mekalanos, 1987; Wagner ve ark., 2002).

Bu genetik diizen ile gesitli etkiler sonucu profajlarin indiiksiyonu, tedavide
izlenecek yol agisindan sorun olusturmaktadir. Cesitli antimikrobiyellerin diisiik
dozlarma maruz kalan E. coli O157 suglarindan salinan Shiga toksin miktarlarinin
incelendigi bir caligmada, trimetoprim ve siprofloksasinin, incelenen diger
antimikrobiyellere oranla daha kuvvetli profaj indiikleyicileri olarak bildirilmistir
(Grif ve ark., 1998). Wong ve ark. (2000), E. coli O157:H7 infeksiyonu tedavisinde
antimikrobiyel kullaniminin, ¢ocuklarda HUS gelisimi riskini kayda deger dlciide

arttirdigin1 bildirmistir. Gnotobiyotik domuz yavrulariyla olusturulan bir modelde,
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azitromisin kullanilan yavrularin E. coli O157:H7 infeksiyonundan diisiik seviyede
komplikasyonlarla kurtuldugu, siprofloksasin kullanilan yavrularda tiimiiniin
oldiigiinii ve agir serebellar hemorajilerin sekillendigi bildirilmistir (Zhang ve ark.,
2009). Farkli smiftan antimikrobiyel ajanlarin Stx {iretimine olan etkinliginin
arastirlldigl bir baska calismada, siprofloksasin veya trimetoprim-sulfametoksazol
gibi DNA sentezini hedef alan ve s#x translasyonuna firsat veren ajanlarin
subinhibitérik konsantrasyonlarinin, Stx {iretimini arttirdigr; hiicre duvari,
transkripsiyon veya translasyon gibi yap1 veya asamalar1 hedef alan ajanlarin ise Stx
iiretimini arttirmadig ifade edilmistir (McGannon ve ark., 2010). Ayni aragtirmacilar
bir yandan, bagirsakta stx-kodlayan bakteriyofaj infeksiyonlarina duyarli baska F.
coli suslarinin varhiginin arastirllmasinin da tedavinin etkinligi acisindan Snemli
olabilecegini ifade etmistir. Nitekim profajlarin indiiksiyonu sonucu serbest kalan
progeni fajlar ile in vivo ve in vitro transdiiksiyon gergeklesebilecegi, dolayisiyla
yatay gen aktarimi ile yeni STEC’lerin ortaya ¢ikmasina katkisi oldugu ifade
edilmektedir (Schmidt, 2001). Bu fenomenin gerceklesebildigi, koyun ve cocuk
kaynakli suglarda in vitro olarak gosterilmistir (Mellmann ve ark., 2008; Dopfer ve
ark., 2010). Ote yandan Rahal ve ark. (2011), BALB/c farelerinin E. coli O157:H7
infeksiyonunda, Shiga toksin kodlayan genlerin transkripsiyonlarinin azaltilabildigi
ve farelerin canli kalim oraninin yiikseldigi, tedavide segenek olabilecek, minimum
inhibitorik  konsantrasyonda  rifampisini  takiben, minimum  bakterisidal
konsantrasyonda gentamisin uygulamasinin etkinliginden bahsetmislerdir.

Profajlar, UV, mitomisin C ve antimikrobiyel ajanlarin yani sira; gida
ambalajlanmasinda kullanilan yiiksek hidrostatik basing (Aertsen ve ark., 2005) veya
H,0, (Los ve ark., 2009; Los ve ark., 2010), NaCl (Los ve ark., 2009), 6zellikle Stx1
icin diisiik cevresel demir konsantrasyonu (Calderwood ve Mekalanos, 1987;
Wagner ve ark., 2002), insan nétrofilleri ve iriinleri (Wagner ve ark., 2001a) ile
farkli suslarda farkli diizeylerde spontane olarak da (Livny ve Friedman, 2004)
indiiklenebilmektedir. Ancak, infekte mukozanin dogal bagisiklik mediyatorlerinden
nitrik oksidin, Stx {iretimini inhibe ettigi bildirilmistir (Vareille ve ark., 2007).

Stx1 ve Stx2’nin molekiiler yapilar1 birbirine benzer olsa da (Jackson ve ark.,
1987; Fraser ve ark., 2004), E. coli’deki hiicresel dagilimlar farklilik géstermektedir

(Sekil 1.8). Bu farkliliga, stx; ve stx; igin sirastyla, diisiik demir konsantrasyonu ve
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profaj indiiksiyonuyla aktive olan promotorlarin katkisi olabilecegi ifade
edilmektedir (Shimizu ve ark., 2009).

Shimizu ve ark. (2009) gelistirdikleri ¢esitli mutant suslarla yaptiklari
calismalarla; (i) stx; ve stx, pozitif EHEC’lerde mitomisin C ile profaj
indiiksiyonunda Stx2 {iretiminin arttigini, ancak incelen stx; pozitif suslardan sadece
% 5’inde etkin bir Stx1 artis1 oldugunu, (i7) mitomisin C ile profaj indiiksiyonunun
Stx1 iiretimine ¢ok az katkis1 oldugunu, (iii) profaj indiiksiyonu olmayan kosullarda,
spontane Stx2-kodlayan profaj indiiksiyonu ile faj-iligkili lizisin, spesifik Stx2
sekresyonuna yol a¢tigim1 ve bu durumda da Stx1’in popiilasyondaki hiicrelerin
hiicre-iliskili fraksiyonlarinda yer almaya devam ettigini, (iv) Stx2-kodlayan faj-
iligkili lizis sisteminin siipernatant fraksiyona Stx sekresyonunda onemli oldugunu,
dolayistyla (v) Stxl-kodlayan profajin, stx; yaninda bulunan demir-kontroliindeki
Stx1 promotoru ile karakterizeyken, Stx2-kodlayan profajin spontane indiiklenebilen
faj ile karakterize oldugunu ortaya koymustur. Daha 6nce Stx2’nin sekresyonunda,
sekresyon-iligkili bilgiyi B alt iinitesinin 31. pozisyonundaki serin amino asidinin
tasidigin1  ifade etmis olan arastirmacilar (Shimizu ve ark.,, 2007), Stx2
sekresyonunda faj-lizisi disinda etkin bir baska mekanizma oldugunu da
saptamislardir (Shimizu ve ark., 2009).

K24 EDL 86-24

‘S PBrC|SF‘erC|5 PerC|

StxA1 - -

StxA2 -

L
GroEL—. —gn -9 o=
RNA @G- o= o= o=

Sekil 1.8. Shiga toksinlerin bulundugu hiicre fraksiyonlari. Luria-Bertani brot
37°C’de gelistirilerek, S (slipernatant), Per (periplazma) ve C (sitoplazma)
fraksiyonlarina ayrilan Stx1 (+) K24, Stx1/2 (+) EDL ve Stx2 (+) 86-24 suslarinin
SDS-PAGE (Na-dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi) goriintiileri (Shimizu
ve ark., 2009).
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Shiga toksinlerin etki mekanizmasi, B alt iinitesinin etkinliginde bir¢ok
Okaryotik hiicre yilizeyinde bulunan ve distalinde galaktoz-ol-4-galaktoz-f31-
4glikozseramid karbonhidrat dizisi iceren globotriosil seramid (Gb3, CD77)
reseptoriine (Lingwood ve ark., 1987) baglanarak, reseptor-iligkili endositoz yoluyla
hiicre i¢ine alinmalarmi (Sandvig ve ark., 1989) takiben, sitozole gecen Al alt
iinitelerinin okaryotik 28S rRNA’nin 4,324. bazin1 (adenin) N-glikozidaz aktiviteleri
ile kesip (Endo ve ark., 1988), elongasyon faktorii-bagimli aminoagil t-RNA
baglanmasin1 ve dolayisiyla protein elongasyonunu inhibe etmelerinden ibarettir.

Gb3 yag asidi heterojenitesi (Pelizzari ve ark., 1992), hidroksilasyonu
(Binnigton ve ark., 2002), zincir uzunlugu ve doymusluk diizeyi (Kiarash ve ark.,
1994) ile plazma membrani kolesterol diizeyi Stx taninmasinda onemlidir. HUS
sekillenen hastalarin eritrosit Gb3’lerinin yiiksek seviyede hidroksilli yag asidi
icerdigi tespit edilmistir (Newburg ve ark., 1993). Stx, plazma membranindaki Gb3’e
baglandiktan sonra, klathrin-kapli (Sandvig ve van Deurs, 1996) veya klathrin-
bagimsiz (Sandvig ve ark., 2002) sekilde endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinir. Geg
endozom sekillenmeden once erken endozomlardan klathrin-kapli vezikiillerle,
sekretorik yolagin aksi istikametinde trans-golgi cisimcigine (Mallard ve ark., 1998),
oradan da endoplazmik retiikuluma (ER) gecer ve ribozomlar iizerine toksik etkisini
gosterecegi sitozole transloke olur. Katalitik Al alt {initesinin hiicre igine
translokasyonu i¢in por olusturmaksizin konak hiicre mekanizmasin1 kullanan
Stx’ler, erken endozomlarda membran-iliskili bir endoproteaz olan furin ile Arg251-
Met252 rezidiileri arasindan yikimlanir (Garred ve ark., 1995). Disiilfid bag1 (Sekil
1.7) ile baglh kalmaya devam eden iki fragman, ER liimeninin indirgeyici ortaminda
birbirlerinden ayrilirlar. Aktif olan Al fragmaninin ¢ok az miktarinin (% 4) sitozole
transloke olabilmesine karsin, protein sentezini inhibe ederek konak hiicreyi
oldiirmeye yeterli oldugu bildirilmistir (Tam ve Lingwood, 2007). Al fragmaninin
sitozole  translokasyonunda ise; ER’da  proteinlerin  katlanma  kontrolii
mekanizmasinda gorev alan luminal saperonlar (BiP, Hsp70) gibi islev géren, HEDJ
olarak tanimlanan Hsp40’in ve transmembranal yerlesimli Sec61 translokonunun
gorev aldig1 rapor edilmistir (Yu ve Haslam, 2005).

Bagirsaga ulagsan STEC’in hedefi konak hiicreleridir. Her ne kadar Stx,

protein biyosentezini bozarak etkinligini gosterse de ilk bastaki enterosit hasari
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baslica bakteriyel iiriinlerden kaynaklanmaktadir. Nitekim konak enterositlerinde az
miktarda Gb3 eksprese edilir (Falguieres ve ark.,, 2008) ve Gb3 miktar1 Stx
aktivitesinde onemlidir (Jacewics ve ark., 1994; Gyles, 2007). Ancak Stx kaynakl
damar endotellerinde sekillenen hasar ile olusan wvaskiilit, mikrosirkiilasyonun
bozulmasma ve mukoza hasari ile hemorajiyi tetikler. Onceleri Stx etkinliginin,
protein sentezini inhibe etmesi ile sinirli oldugu diisiiniilmesine karsin, giiniimiizde
kendi hiicre ici trafiklerini arttiran ¢esitli sinyal mekanizmalarini (HeLa hiicrelerinde
Syk aktivasyonu [Lauvrak ve ark., 2006]), apoptozisi ve monosit/makrofaj kaynakli,
endotellerde daha fazla Gb3 ekspresyonunu tetikleyen, yangisal mediyatorleri
indiikledikleri bilinmektedir (Johannes ve Romer, 2010). Sekillenen apoptozisin
temelinde ise, Al fragman1 N-glikoz aktivitesi etkinliginde ribozomal translasyonun
bozulmas: ile gelisen ribotoksik stres yaniti sonucu aktive olan JUN-N terminal
kinaz (Jnk) ve mitojenle-aktive olan protein kinaz (MAPK) p38 yatmaktadir (Smith
ve ark., 2003; Tesh, 2010).

STEC’ler invaziv karakterde olmadiklarindan, bagirsakta iiretilen Stx’in,
emilerek sistemik sirkiilasyona dahil olmak kaydiyla ekstra-gastrointestinal
semptomlara neden oldugu varsayilmaktadir. Bu nedenle, hem bagirsakta ne kadar
toksin tretildigi, hem de bu {iretilen toksinlerin ne kadarimin emildiginin 6nemi
biiyiiktiir (Thorpe ve ark., 2002). Ote yandan, Peyer plaklarindaki follikiil-iliskili
epitelyumda bulunan, bagirsak limeninden organizmalar1 ve partikiilleri immun
hiicrelerine aktararak mukozal immunitede énemli rol oynayan M hiicrelerinin de,
Stx translokasyonunda énemli oldugu bildirilmistir. Etienne-Mesmin ve ark. (2011),
E. coli O157:H7 referans suslari, izojenik mutantlar1 ve klinik izolatlarin, M
hiicrelerince makrofajlara aktarilarak, makrofajlar icinde canli kaldig1 silirece Stx
iiretmeye devam ettiklerini ve apoptozla Stx salinimini indiiklediklerini bildirmistir.

En basta iki immunolojik tipi (Stx1 ve Stx2) belirlenen Stx’lerin (Strockbine
ve ark., 1986), A ve B alt liniteleri arasindaki homoloji; niikleotid dizisi i¢in sirasiyla
% 57 ve % 60, amino asit dizisi i¢in sirasiyla % 55 ve % 57 olarak rapor edilmistir.
Ancak bdyle bir benzerlik bulunmasina ragmen, birbirlerine karsi gelistirilen
poliklonal antikorlarla noétralize olmamaktadirlar (Jackson ve ark., 1987).
Tanimlandiklar1 donemden giiniimiize kadar gecen siirede yapilan dizi analizleri,

hem Stx1’in, hem de Stx2’nin A (Zhang ve ark., 2002a; Biirk ve ark., 2003; Leung
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ve ark., 2003) ve B (Pierard ve ark., 1998; Schmidt ve ark., 2000; Leung ve ark.,
2003; Osek ve ark., 2003) alt {nitelerindeki farkliliktan kaynaklanan g¢esitli
varyantlart oldugunu ortaya koymustur (Cizelge 1.4). Bu varyantlar, amino asit
dizilerinde ve dolayisiyla Gb3 reseptorlerine olan afinitelerindeki farklardan dolayz,
cesitli hiicre kiiltiirlerinde ve/veya hayvanlarda farkli diizeylerde toksisite
gostermektedir (Jackson ve ark., 1987; Ito ve ark., 1990; Schmitt ve ark., 1991;
Meyer ve ark., 1992; Paton ve ark., 1992; Paton ve ark., 1993; Paton ve ark., 1995;
Pierard ve ark., 1998, Friedrich ve ark., 2002). Genel anlamiyla, diger STEC’lere
oranla O157:H7 serotipleri, daha ¢ok Stx1 ve/veya Stx2 veya yalniz Stx2, hatta
Stx2c varyantini tagimaktadir (Pierard ve ark., 1998; Eklund ve ark., 2002; Friedrich
ve ark., 2002; Nakao ve ark., 2002; Zhang ve ark., 2002a; Leotta ve ark., 2008;
Zheng ve ark., 2008; Lefebvre ve ark., 2009; Michel ve Kase, 2009).

Cizelge 1.4. Cesitli STEC kaynakli Stx varyantlari.

Stx varyanti Shiga toksin ile sekans homolojisi Kaynak
A alt iinitesi B alt iinitesi
Stx1 % 97 % 98 Strockbine ve ark. (1986)
Stx1c % 97 % 98 Zhang ve ark. (2002a)
Stx1d - - Gourmelon ve ark. (2006)
Stx2 % 53 % 64 Strockbine ve ark. (1986)
Stx2c % 53 % 61 Schmitt ve ark. (1991)
Stx2d % 54 % 61 Pierard ve ark. (1998)
Stx2d,ct - - Kokai-Kun ve ark. (2000)
Stx2e % 53 % 61 Marques ve ark. (1997)
Stx2f % 54 % 60 Schmidt ve ark. (2000)
Stx2g % 63 % 77 Leung ve ark. (2003)

1.7.4. Plazmid O157 (pO157)

Plazmid, kromozomal DNA’dan bagimsiz bir sekilde kendini c¢ogaltabilen
ekstrakromozomal DNA’dir. Mobil genetik elemanlardan biri olan plazmid,

bulundugu konaga cesitli yararl etkiler saglar. Bu etkiler arasinda; antibiyotik ya da
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agir metallere direng, toksin ya da baska virlilens faktorleri {iretimi ve
hidrokarbonlarin biyotransformasyonu vb. sayilabilir.

E. coli O157:H7 iyi korunan, konjiigatif olmayan, 92-104 kb biiyiikliiglinde
bir plazmid igermektedir. Iki farkli salgin izolatinda tiim plazmid sekansi
bildirilmistir (Burland ve ark., 1998; Makino ve ark., 1998). Toplam 100 ac¢ik okuma
cergevesi iceren pO157°nin (Burland ve ark., 1998) 35 proteininin E. coli O157:H7
infeksiyonlarinin patogenezinde rol aldig1 varsayilmakla beraber, 19 geni karakterize
edilmigtir (Lim ve ark., 2010). pO157 kaynakli 6nemli viriilens faktorleri arasinda
hemolizin (ehxA/hlyA) (Schmidt ve ark., 1994), katalaz-peroksidaz (katP) (Brunder
ve ark., 1996), tip-II sekresyon sistemi aparati (etpC-O) (Schmidt ve ark., 1997),
serin proteaz (espP) (Brunder ve ark., 1997) (bkz. ilk adezyon), adezin (toxB)
(Tatsuno ve ark., 2001), Zn-metalloproteaz (stcE) (Lathem ve ark., 2002) yer
almaktadir. pO157’nin patogenezdeki etkinligine iliskin gerek in vivo, gerek in vitro
caligmalar geligkili sonuglar ortaya ¢ikarmis olmasina karsin (Lim ve ark., 2010),
saglikli sigirlarin kolonizasyonuna ve asidik kosullarda canli kalmaya etkisi oldugu
bildirilmistir. Ornegin, izojenik pO157 mutanti, sentetik sigir mide asidi ve safraya,
vahsi susa gore daha uzun siire dayanmistir, ancak rekto anal mukozada daha az
kolonize olmustur (Sheng ve ark., 2006; Lim ve ark., 2007b). Ayni suslara SDS-
PAGE uygulayan arastirmacilar, mutant sustaki artmis asit direncinin, ylikselmis
glutamat dekarboksilaz enziminden kaynaklandigimi belirleyerek, pO157°nin
kromozomal genlerin regiilasyonuna etkisi oldugunu da belirlemistir (Lim ve ark.,

2007b).

1.7.4.1. Enterohemolizin (EhxA - EHEC-hemolizin [HlyA])

Beutin ve ark. (1989), inceledikleri STEC’lerin biiylik bir boliimiinde (% 89),
ekstraintestinal infeksiyon olusturan E. coli suslarindaki a-hemolizinden farkli bir
hemolitik fenotipi ilk kez tanimlamistir. Enterohemolizin (daha sonra EHEC-

hemolizin [Schmidt ve ark., 1995] veya Ehx [Bauer ve Welch, 1996]) olarak
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tanimladiklar1 bu 6zellikteki suslar, standart kanl agarda hemoliz olusturmamasina
ragmen, Ca™ varliginda defibrine (veya yikanmis) koyun kanli agarda kiigiik ve
tirbid hemoliz alanlar1 sekillendirmistir. Enterohemolizin hiicre-iligkili bir
hemolizinken, a-hemolizin hiicre disina salindig1 i¢cin daha genis hemoliz alanlari
olusturmaktadir (Schmidt ve ark., 1995). Ozellikle HUS sekillenen hastalarin serum
orneklerinin O157:H7 hemolizini ile reaksiyon vermesi, enterohemolizinin
patogenezde dnemli oldugunu diisiindiirmektedir (Schmidt ve ark., 1995).

pO157°den sekansi bildirilen ilk viriilens faktorii olan EhxA (Scmidt ve ark.,
1994; Schmidt ve ark., 1995), o-hemolizin ve diger RTX (repeat in toxin -
GGXGXD, glisin tekrarlari) ailesi iiyeleri por-olusturan sitolizinlerle % 60 civarinda
homoloji paylasmaktadir. RpoS sigma faktoriine ihtiyaci olan ve H-NS ile baskilanan
(Li ve ark., 2008) ancak LEE’den kodlanan Ler (Iyoda ve ark., 2011) ve GrlA
(Saitoh ve ark., 2008)’nin yukar1 regiilasyonundaki enterohemolizinin inaktif yapisal
proteinini kodlayan ehxA, dort geni (ehxCABD) igeren tek bir operonda yer alir.
EhxC, 107 kDa’luk EhxA’ya yag asidi grubunu ekleyip aktif halini olustururken,
EhxB ve EhxD, membran proteini TolC ile birlikte sekresyon mekanizmasini
sekillendirir. C-terminalinde tasidig1 sekresyon sinyali ile tip-I sekresyon sistemi
(ABC transportér) tarafindan salgilanarak ekstraselliiler Ca™ varhigiyla hiicre iliskili
son konformasyonel seklini alir (Jumpertz ve ark., 2010).

Patogenezdeki rolii tam olarak ortaya konmamis olmasina karsin (Cookson
ve ark., 2007), E. coli O157:H7 nin bagirsaktaki iiremesi sirasinda, EhxA ile
eritrositlerden serbest kalan hemoglobini demir kaynagi olarak kullanabilecegi ifade
edilmigtir (Paton ve Paton, 1998). Defibrine koyun kanini, insan eritrositlerini ve
sigir lenfoma hiicre kiiltiirlerini lize edebilen enterohemolizin, iki farkli insan
lenfoma hiicre kiiltiiriinii lize edememistir (Bauer ve Welch, 1996; Paton ve Paton,
1998). Bu ozelliklerinin yani1 sira, lipopolisakkarid ve Stx’lerin disinda, insan
monositlerinden TNF-a degil ancak IL-1B salinimini1 uyararak yangi gelisiminde
etkisi oldugu bildirilmistir (Taneike ve ark., 2002). pO157 veya EhxA mutantlariyla
da patogenezde ayirict bir rolii belirlenemeyen enterohemolizin (Cookson ve ark.,
2007), incelenen bircok STEC ve E. coli O157:H7 susunda var oldugundan, olasi
STEC belirleyicisi olarak kullanilmaktadir (Beutin ve ark., 1989; Schmidt ve ark.,
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1995; Osek ve ark., 2003; Toma ve ark., 2004; Rashid ve ark., 2006a; Leotta ve ark.,
2008; Lefebvre ve ark., 2009).

1.7.4.2. Katalaz-peroksidaz (KatP)

pO157°den identifiye edilen bir baska gen, katalaz-peroksidaz aktivitesine sahip
katP’dir (Brunder ve ark., 1996). pO157°de 2.2 kb’lik genden kodlanan ve periplazm
ile sitoplazma yerlesimli KatP’nin, konak bagirsak kolonizasyonu sirasinda oksidatif
stresi azaltarak viriilense ve immuniteden kagisa katkisi olabilecegi bildirilmistir
(Lim ve ark., 2010). KatP fonksiyonel bir katalaz-peroksidaz olmasma karsin,
delesyonu gergeklestirilen mutantinda azalmig bir peroksit direnci izlenmemesi,
H,0, direncinde rol almadigimi dislindiirmiistiir (Brunder ve ark., 1996). Ancak
Ulrich (2009), KatP ve diger kromozomal orijinli katalaz-peroksidaz mutantlar1 ile
yaptig1 gen ekspresyonu calismalariyla; KatP’nin OxyR regiilasyonunda oldugunu,
duragan fazda RpoS etkinliginde ekspresyonunun baskilandigini ve bakteriyi OxyR-
iligkili bir sekilde peroksit-kaynakli oksidatif hasardan korudugunu bildirmistir.

1.7.4.3. EHEC C1 esteraz inhibitorii (StcE - Secreted protease of C1 esterase
inhibitor from EHEC)

StcE, diger diyarejenik E. coli’lerde bulunmayan ancak E. coli O157:H7 nin pO157
plazmidinden, Ler’in yukari-regiilasyonunda kodlanarak, yine aymi plazmidden
kodlanan tip-II sekresyon sistemi (Schmidt ve ark., 1997) ile salgilanan bir Zn-
metalloproteazdir. StcE, Genel bir proteaz olmayip sadece aktif faz proteinlerinden
C1 esteraz inhibitoriinii (C1-INH) kesen bir proteaz olarak tanimlanmigtir (Lathem

ve ark., 2002). Komplement sisteminin ve diger yangisal mekanizmalarin regiilatorii
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olan C1-INH, StcE ile kesilse dahi klasik komplement aktivasyonunu baskilayan
fonksiyonunu korumaktadir (Lathem ve ark., 2004). Onerilen modele gére StcE,
fonksiyonel kismini hiicre membraninda lokalize ettigi C1-INH’nii kullanarak,
infeksiyon bdlgesindeki yangi ve hasar goren dokudan bagirsak liimenine ulasan
komplement-iligkili lizisi azaltmaktadir (Lathem ve ark., 2004). StcE’nin, tiikiiriik ve
bagirsak gibi baska dokularda bulunan, glikoprotein 340 ve miisin 7
glikoproteinlerini  kesebildigi, dolayisiyla konak hiicrelerini Orten koruyucu
tabakanin degredasyonuyla aderenze katkis1 oldugu da ifade edilmistir (Grys ve ark.,
2005). Yiizeyinde miisin-tip glikoproteinler (CD43 ve CD45) barindirdigindan
notrofiller ile StcE proteaz iliskisini inceleyen Szabady ve ark. (2009), StcE’nin
ndtrofil migrasyon kapasitesini azaltarak notrofil retensiyonuna ve oksidatif patlama

miktarini arttirarak daha fazla doku hasarina sebep oldugunu ifade etmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec¢

Bu c¢alismada, Kirikkale ilindeki mezbahada kesimleri yapilan toplam 100
Akkaraman koyundan, bir yillik siirede, kesim islemini takiben ayni hayvana ait
RAMS ve KSS olmak iizere toplam 200 &rnek materyal olarak toplandi. Ornek
toplama donemine 2012 yili Haziran ayinda baslanip, 2013 yili Mayis ayinda son
verildi. Ornekleme donemleri, mevsimsel farkliliklar1 ortaya koyabilmek icin sicak
(Mayis-Ekim) ve soguk (Kasim-Nisan) aylar olacak sekilde ikiye ayrilarak her
donemde 50 adet olmak iizere toplam 100 hayvandan 6rnek toplandi (Cizelge 2.1).
Orneklenen hayvan sayisi, ilgili ay igerisinde 6rnekleme yapilan giin(ler)de kesime
getirilen koyun sayisina gore belirlendi ve getirilen koyunlarin en az % 50’si rastgele
secilerek ornekleme yapildi. Orneklerin toplandigi koyunlarin cinsiyetleri ve yas
araliklar1 kaydedildi. Alt ¢enede bir ¢ift kalici kesici dige sahip olan hayvanlar > 12
ay olarak kabul edilirken, bir yasin altindaki hayvanlarin yas aralifi tayini igin
hayvan sahibinden ve hayvan sahibinin olmadigi durumlarda hayvanlarin saglik

raporlarindan yararlanildi (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.1. Sicak ve soguk aylara gére drneklenen hayvan sayilari.

Sicak Aylar n Soguk Aylar n
May1s 16 Kasim 6
Haziran 10 Aralik 9
Temmuz 0 Ocak 7
Agustos 8 Subat 12
Eyliil 7 Mart 12
Ekim 9 Nisan 4
Toplam 50 Toplam 50

RAMS o6rnekleri koyunlarin kesimlerini takiben svap ile aniisten 3-5 cm igeri
girilerek, dairesel hareketler ile rektoanal mukozaya siiriilerek elde edildi. Alinan

svaplar, eldiven ile temas eden ¢ubuk bolgeleri kirilarak uzaklastirildiktan sonra,
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steril 3 ml Tryptone Soya Broth (TSB, Oxoid CM0129) igeren tiiplere aktarildi (Rice
ve ark., 2003).

Cizelge 2.2. Ornekleme yapilan koyunlarin yas ve cinsiyet dagilima.

Yas n (%) Cinsiyet’ n (%)
<6 ay 18 (% 18) E 9(%9)
9(%9)
6—12ay 40 (% 40) E 34 (% 34)
D 6 (% 6)
> 12 ay 42 (% 42) E 30 (% 30)
D 12 (% 12)

" D: disi; E: erkek.

KSS o6rnekleri, ticari olarak temin edilebilen steril kuru siingerli (5 x 10 cm)
cubuklarla (3M, SSL100, ABD, Sekil 2.1), deri ylizme ve i¢ organ c¢ikarma
islemlerini takiben sogutma islemi Oncesinde toplandi. Ornekler, karkaslarda
kontaminasyonun fazla oldugu; but i¢c boélgesi (aniisiin caudo-ventralinden) ve
kuyruk ventrali ile toraksin laterali ve abdomenin bigak ile acildigr median hattin
lateralindeki bolgelerin, her bir bolgeden en az 100 cm” olacak sekilde toplamda en
az 700 cm’ alanin bastirilarak siiriilmesi ile elde edildi (Anonim, 1996; Anonim,
2001b). Siingerler 6rnekleme islemini takiben, ¢ubuk bdliimii kirilarak kendi steril

posetlerine konuldu ve agizlar1 kapatildi.

Sekil 2.1. KSS 6rneklerinin toplanmasinda kullanilan ticari siingerli gubuklar.
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Orneklenen her hayvandan elde edilen numuneler ayni numara ile
numaralandirilarak, soguk muhafaza altinda 2 saatten kisa siirede laboratuvara

getirilerek E. coli O157:H7 izolasyonuna basland.

2.1.1. E. coli 0157 izolasyonu ve Identifikasyonunda Kullamlan Besiyerleri ve

Diger Kimyasallar

Tryptone Soya Broth

Tryptone Soya Borth (Oxoid CM0129)

Hazirlamis1

On zenginlestirme asamasinda kullanmak {iizere, hazir besiyerinden 30 g tartilarak 1
L distile suda ¢oziindiiriildii ve pH degeri 7.3 + 0.2’ye ayarlandiktan sonra kapakli
tiiplere 3’er ml aktarilarak otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi.

Novobiyosin Katkili EC Broth

EC Broth (Oxoid CM0853)
Novobiocin (Sigma N1628)

Hazirlamis1

On zenginlestime asamasinda kullanmak {izere, hazir besiyerinden 37 g tartilarak 1 L
distile suda ¢oziindiiriildii ve pH degeri 6.9 + 0.2’ye ayarlandiktan sonra otoklavda
121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Kullanilacagi zaman, ayn1 giin steril ultra saf su
ile hazirlanmis novobiyosin antibiyotik soliisyonu son konsantrasyonu 20 mg/L

olacak sekilde aseptik olarak eklendi.
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Dynabeads anti-E. coli 0157

Sekil 2.2. Dynabeads anti-E. coli O157 kiti (710.04, Dynal Biotech ASA, Oslo,
Norveg).

Hazirlams1
IMS tekniginde kullanilmak {izere 5 x 1 ml ve 250 testlik sekilde hazirlanmis ticari

preparat direkt {ireticisinin 6nerdigi dogrultuda kullanildi.

Phosphate Buffered Saline-Tween 20 (PBS-Tween 20)
Phosphate Buffered Saline-Tween 20 (Sigma P3563)
Hazirlams1
IMS isleminde mikro-boncuklarin yikanmasi ve tekrar siispanse edilmesinde
kullanilmak iizere hazir paketinde ticari olarak temin edilen toz PBS-Tween 20 1L
distile su igerisinde karistirilarak eritilip, pH kontrolii (pH 7.4) yapildiktan sonra
otoklavla 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi.

Cefixime-Tellurite Katkili Sorbitol MacConkey Agar (CT-SMAC)

Sorbitol MacConkey Agar (Oxoid CM0813)
Cefixime-Tellurite Supplement (Oxoid SR0172)
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Hazirlams1

Selektif ve ayirict kat1 besiyeri olarak kullanilmak {izere hazir besiyerinden 51,5 g
tartilarak 1 L distile suda kaynatilarak ¢oziindiiriildi ve pH degeri 7.1 £ 0.2°ye
ayarlandiktan sonra otoklavla 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Su banyosunda 50
°C’ye kadar sogutulduktan sonra, 2 ml steril ultra saf su ile hazirlanan sefiksim-
telliirit katkisi, her 500 ml’ye bir vial olacak sekilde aseptik olarak katilarak petrilere
dokildi.

E. coli O157 Latex Test
E. coli O157 Latex Test (Oxoid DR0620)
Hazirlams1
CT-SMAC’ta iireyen sorbitol negatif kolonilerin lateks agliitinasyon testi ile

degerlendirilmesi icin oda sicakligina getirilen test soliisyonlar1 (Sekil 2.3), ticari

preparatin lireticisinin 6nerdigi sekilde kullanildi.

Sekil 2.3. E. coli O157 Latex Test kiti.
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2.1.2. E. coli 0157 izolatlarimin E. coli 0157:H7 Olarak Identifiye Edilmesi ve
Viriilens Genlerinin Belirlenmesi I¢cin Yapilan PCR Analizlerinde Kullanilan
Kimyasallar

Chelex-100

Chelex-100 (Bio-Rad, Hercules, CA, ABD)

Bilesimi

Chelex-100 soliisyonu % 6 (V/v)

Proteinase K

Proteinase K (AppliChem GmBH, Darmstadt, Almanya)

Bilesimi

Proteinaz K soliisyonu 20 mg/ml

Taq DNA Poylmerase Seti

Taq DNA Polymerase Seti (Bioron GmbH, Ludwigshafen, Almanya)

Bilesimi

Tag DNA Polymerase 500 U (5 U/ul)
PCR Buffer 10 x

MgCl, 25 mM

dNTP Seti

dNTP Seti (Bioron GmbH, Ludwigshafen, Almanya)
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Bilesimi

dATP 100 mM
dCTP 100 mM
dGTP 100 mM
dTTP 100 mM
Hazirlamis1

Tiim dNTP’ler esit miktarda karistirilarak 10 mM’lik konsantrasyonda hazirlanarak
kullanildi.

DNA Ladder ve Yiikleme Soliisyonu

DNA Ladder 100 bp extended (Bioron GmbH, Ludwigshafen, Almanya)
6 x Orange G Loading Dye (DZLB6X-5, Dr. Zeydanli, Ankara, Tiirkiye)

Primerler

Hazirlamis1

Cizelge 2.3’de belirtilen sekilde HPLC saflikta sentezlenen hazir liyofilize primerler,
temin edilen firmanin sentez raporunda dnerildigi sekilde 100 pmol/ul olacak sekilde
steril ultra saf su ile sulandirildiktan sonra dondurularak muhafaza edildi. PCR

analizleri i¢in primerlerin 10 pmol/pl’lik konsantrasyonlar1 kullanildi
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Cizelge 2.3. E. coli O157 izolatlarinin E. coli O157:H7 olarak identifiye edilmesi,

viriilens genleri ve varyantlarinin belirlenmesi i¢in PCR analizlerinde kullanilan

primer ciftleri.

Gen Primer Niikleotid Sekans1 (5" -3") Uriin (bp) Kaynak

rfbEp;s;  RfbE-a CTACAGGTGAAGGTGGAATGG 327 Wang ve ark.
RfbE-b ATTCCTCTCTTTCCTCTGCGG (2002)

fliCyy FLICH7-F GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC 625 Fratamico ve
FLICH7-R CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC ark. (2000)

stx; SLT1-F TGTAACTGGAAAGGTGGAGTATACA 210 Fratamico ve
SLTI-R GCTATTCTGAGTCAACGAAAAATAAC ark. (2000)

Stx; SLTII-F GTTTTTCTTCGGTATCCTATTCC 484 Fratamico ve
SLTII-R GATGCATCTCTGGTCATTGTATTAC ark. (2000)

eaed AE22 ATTACCATCCACACAGACGGT 397 Fratamico ve
AE20-2 ACAGCGTGGTTGGATCAACCT ark. (2000)

hly MES1-F ACGATGTGGTTTATTCTGGA 166 Fratamico ve
MEFS1-R CTTCACGTCACCATACATAT ark. (2000)

IpfA1-3  LPFAI1-CF GGTTGGTGACAAATCCCCG 244 Torres ve ark.
LPFA1-CR1 CGTCTGGCCTTTACTCAGA (2009)

espA EspAa CACGTCTTGAGGAAGTTTGG 299 McNally ve ark.
EspAb CCGTTGTTAATGTGAGTGCG (2001)

eae-al  EAE-FB AAAACCGCGGAGATGACTTC 820 Blanco ve ark.
EAE-A CACTCTTCGCATCTTGAGCT (2004)

eae-a2  1H2498aF AGACCTTAGGTACATTAAGTAAGC 517 Blanco ve ark.
1H2498aR TCCTGAGAAGAGGGTAATC (2004)

eae-f3 EAE-FB AAAACCGCGGAGATGACTTC 830 Blanco ve ark.
EAE-B CTTGATACACTTGATGACTGT (2004)

eae-f1 EA-BI1-F CGCCACTTAATGCCAGCG 811 Blanco ve ark.
EAE-B CTTGATACACCTGATGACTGT (2004)

eae-f2  EA-B2-F CCCGCCACTTAATCGCACGT 807 Blanco ve ark.
EAE-B CTTGATACACCTGATGACTGT (2004)

eae-yl EAE-FB AAAACCGCGGAGATGACTTC 804 Blanco ve ark.
EAE-C1 AGAACGCTGCTCACTAGATGTC (2004)

eae-y2/0 EAE-FB AAAACCGCGGAGATGACTTC 808 Blanco ve ark.
EAE-C2 CTGATATTTTATCAGCTTCA (2004)

stxl, Stxlc-1 TTTTCACATGTTACCTTTCCT 498 Zhang ve ark.
Stx1c-2 CATAGAAGGAAACTCATTAGG (2002a)

stxly VT1AvarF CTTTTCAGTTAATGCGATTGCT 192 Biirk ve ark.
VT1AvarR AACCCCATGATATCGACTGC (2003)

Stx2, Stx2c-a GCGGTTTTATTTGCATTAGT 124 Wang ve ark.
Stx2c-b AGTACTCTTTTCCGGCCACT (2002)

stx24 Stx2d-a GGTAAAATTGAGTTCTCTAAGTAT 175 Wang ve ark.
Stx2d-b CAGCAAATCCTGAACCTGACG (2002)

stx2, Stx2e-a ATGAAGTGTATATTGTTAAAGTGGA 303 Imberechts ve
Stx2e-b AGCCACATATAAATTATTTCGT ark. (1992)

stx2y Stx2f-a TGTCTTCAGCATCTTATGCAG 150 Schmidt ve ark.
Stx2f-b CATGATTAATTACTGAAACAGAAAC (2000)

Sitx2, 209F GTT ATATTTCTGTGGATATC 573 Leung ve ark.
781R GAATAACCGCTACAGTA (2003)
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Tris-Borik Asit-Etilendiamin Tetra Asetik Asit (TBE) Soliisyonu

Bilesimi

Tris-Hydroxymethylaminoethane (Merck 1.01549) 545¢
Boric Acid (Merck 1.12015) 278 g
Tritriplex IT (Merck 1.08417) 29¢
Hazirlamis1

Belirtilen miktarlarda tartilan kimyasal maddeler, distile su ile 1 L’ye tamamlanarak
5 x TBE stok soliisyonu elde edildi. Stok soliisyondan aliman 200 ml’nin 1 L’ye

tamamlanmasiyla analizlerde kullanilan 1 x TBE soliisyon elde edildi.

Ethidium Bromide Soliisyonu

Bilesimi
Ethidium Bromide (BioChemica, GmbH, Darmstadt, Almanya)
Ultra saf su

Hazirlamis1

Bir pg/ml seklinde ultra saf su ile hazirlanan ethidium bromide soliisyonu kullanildi.

Agaroz Jel

Bilesimi
Agarose (Agarose Basica LE, Prona, Ispanya)
1 x TBE

Hazirlamis1
Agaroz jel elektroforezinde kullanilmak iizere 1 x TBE soliisyonu ile % 1.5 (w/v)
olarak hazirlanan karigim, mikrodalga firinda tamamen eritildikten sonra yaklasik 50

°C dokme sicakligina sogutuldu. Sogumayi takiben igerisine, hazirlandigi hacmin pl
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cinsinden (kiivet biiytikliigiine gore: 150 pul veya 250 pl) ethidium bromide soliisyonu
eklenerek, elektroforez kiivetine (CSL MSMixi-Duo, Corston, Ingiltere) dokiildii ve

oda sicakliginda donduktan sonra kullanildu.

2.2. Yontem

2.2.1. E. coli O157 izolasyonu

RAMS ve KSS orneklerinden E. coli O157’nin izolasyonunda, immuno manyetik

seperasyon (IMS) bazli kiiltiir teknigi kullanildi (Anonim, 2001a).

2.2.2. On Zenginlestirme

RAMS siiriintiileri, igerisinde bulunduklar1 3 ml TSB (Oxoid CMO0129) igeren
tiiplerde 1 dakika vortekslendikten (Velp Scientific, Zx3 vortex, Milano, Italya)
sonra 37 °C’de 18 saat inkiibe (Niive EN120, Ankara, Tiirkiye) edildi (Rice ve ark.,
2003). Icerisinde KSS ornekleri bulunan torbalara ise, 20 mg/L novobiyosin (Sigma
N1628) igeren 90 ml E. coli broth (mEC broth, Oxoid CM0853) eklenerek stomacher
(Seward Laboratory, Labblender 400 Stomacher, Londra, Ingiltere)’de 1 dakika
muamele edildikten sonra, 37 °C’de 18 saat inkiibe (Niive EN120) edildi (Jeong ve
ark., 2007).

53



2.2.3. immuno Manyetik Seperasyon (IMS)

Inkiibasyonu takiben, her bir ornek igin igerisine 20°ser pl anti-E. coli 0157
Dynabead (anti-E. coli O157 Dynabeads, Dynal ASA, Oslo, Norveg)’i konulan steril
eppendorf tliplerine zenginlestirme sivilarindan 1’er ml eklendi. Karisim iyice
vortekslenerek homojenize edildikten sonra eppendorflar, manyetik c¢ubugu
cikartilmig Dynal manyetik partikiil konsantrator portiipiine (Dynal MPC-S, Dynal
Biotec, 120.20) (Sekil 2.4) yerlestirilerip oda sicakliginda 10 dakika karistirilarak
inkiibe edildi. Orneklerde bulunmasi muhtemel E. coli O157’lerin anti-O157
antikorlart ile kaplanmis mikro-boncuklara baglanmasi igin yapilan bu inkiibasyon
islemini takiben, konsantrator portiiplin arkasina manyetik ¢ubugun yerlestirilmesi
ile olusturulan manyetik alan sayesinde mikro-boncuklarin eppendorf tiip duvarinda
toplanarak zenginlestirme sivisindan seperasyonu saglandi (Sekil 2.4). U¢ dakikalik
inkiibasyonu takiben eppendorf tiipte kalan sivi, mikropipet ile duvara temas
edilmeden dikkatlice aspire edildi. Manyetik c¢ubugun konsantratdr portiipten
cikartlmasini takiben mikro-boncuklar % 0.05 Tween 20 iceren Phosphate-Buffered
Saline (PBS) (pH 7.4) (Sigma, P3563) ile yikandi. Toplamda ii¢ kez tekrarlanan
inkiibasyon, manyetik konsantrasyon, aspirasyon ve yikama islemini takiben mikro-

boncuklar 100 ul PBS ile siispanse edildi.

Sekil 2.4. Dynal manyetik partikiil konsantrator portiipii.
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2.2.4. Kat1 Besiyerine Ekim

IMS ile zenginlestirilmis materyalden 50’ser pl, sefiksim (0.05 mg/L) ve potasyum
telliirit (2.5 mg/L) katkil1 (Oxoid SR0172) iki ayr1 Sorbitol MacConkey (CT-SMAC,
Oxoid CMO0813) agara ekildi. Mikro-boncuklara baglanan E. coli O157’lerin mikro-
boncuklardan serbestleserek daha rahat iiremelerini saglamak amactyla steril tahta
cubuk ile iyice yayildi. Ekimleri gerceklestirilen petriler 42 °C’de 18 saat inkiibe
(Heal Force HF90, Sangay, Cin) edildi.

2.2.5. Lateks Agliitinasyonu ile Kolonilerin E. coli 0157 Olarak Identifikasyonu

Inkiibasyonu takiben, CT-SMAC agarda iireyen sorbitol negatif pigmentsiz
kolonilerden (Sekil 2.5) her bir numune 6rnegi i¢in en fazla 5 adet segilerek,
kolonilerin bir boliimii O157 antijeni yoniinden lateks agliitinasyon hazir test kiti (.
coli O157 Latex Test, Oxoid DR0620) ile iireticisinin Onerisi dogrultusunda test
edildi. Agliitinasyon pozitif koloniler E. coli O157 olarak identifiye edilerek,
kolonilerin kalan kisimlart saflik kontrolii i¢in yeni bir CT-SMAC agara ekilerek 37
°C’de bir gece inkiibe (Niive EN120, Ankara, Tiirkiye) edildi. Farkli morfolojilerde
kolonilerin tiremesi durumunda, ayn1 6rnek i¢in sorbitol negatif pigmentsiz koloniler

tekrar agliitinasyon test kiti ile test edildi.
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Sekil 2.5. CT-SMAC agarda sorbitol negatif E. coli O157:H7 kolonilerinin

goruntimu.

2.2.6. izolatlarin Muhafazasi

Safligindan emin olunan E. coli O157 izolatlari, 3 ml steril TSB (Oxoid CM0129)’ye
aktarilarak 37 °C’de bir gece inkiibe (Niive EN120, Ankara, Tiirkiye) edildi.
Inkiibasyonu takiben her bir izolat, % 20 steril gliserinli cryoviallerde -86 °C’de
(Sanyo MDF-U5186S, Japonya) muhafaza edildi.
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2.2.7. PCR Teknigi

Fenotipik olarak belirlenen ve muhafazaya alinan E. coli O157 izolatlarinin, O157
varliginin dogrulanmasi, H7 ve diger viriilens genlerinin varliginin arastirilmast igin
PCR teknigi kullanildi. Her bir gen analizi i¢in hazirlanan PCR ve multipleks PCR
master karisimlar ile kullanilan PCR kosullar1 Cizelge 2.4’te verilmistir. Elde edilen
DNA ekstraktlarindan 10 pl template DNA olarak kullanildi. PCR analizlerinde
pozitif ve negatif kontrol olarak kullanilan referans suglar ise Cizelge 2.5°te

verilmistir.

2.2.8. istatistiksel Analizler

Koyunlardaki E. coli O157 prevalansina mevsimin ve yas araliklariin etkisinin
degerlendirilmesinde “Pearson ki kare”, cinsiyetin etkisinin degerlendirilmesinde ise

“Fischer exact” testleri kullanild1 (SPSS, versiyon 14.01).
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Cizelge 2.4. PCR analizlerinde kullanilan master karisimlar: ve PCR kosullart.

Master Karisimi (ul) PCR kosullar1 (°C/dk)
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E =z Z =N = & g 5] =] ] = aQ
2 o o e g o g < g E & Z
5 a4 = S 2 < S ® E] 2 S
=)
= B g S e 5 = g
Hedef =] <} B
Gen
fbEors 5 3, RIbE-a:025 05 29 94/2 94/0.2 54/1 72/1 35 72/10
RfbE-b: 0.25
AUiCyy FLICH7-F: 0.25
503 2 cmRoas 05 29 94/2 94/0.2 54/1 72/1 35 72/10
st SLTI-F: 2.5
SLTI-R: 2.5
St SLTIL-F: 2.5
SLTIL-R: 2.5
caod S3 2 Lias 05 12 94/2 94/0.2 57/1 72/1 35 72/10
AE20-2: 2.5
hiy MFSI-F: 1.25
MFSI-R: 1.25
IpfA1-3 LPFA1-CF: 2.5
S0 3 1 [ brALCRLos 04 26 94/5 94/0.5 52/0.5 7205 35 7205
espA 5 03 1 Ezgﬁiﬂig 02 26 94/5  94/0.75  57/0.75 72/15 30 72/10
stx2, Stx2c-a: 0.5
s 10 1 Sx2ebi05 04 206 94/5 94/1 53/1 21 30 7205
stx2, Stx2e-a: 1
Stx2e-b: 1
eae-yl 5 03 1 Eﬁgfﬁf ;g 02 258 94/5 94/1 60/1 72/1 35 72/5

Cizelge 2.5. PCR analizlerinde pozitif ve negatif kontrol olarak kullanilan referans

suslar, viriilens 6zellikleri ve kaynaklari.

Sus Ismi Serotipi Viriilens (")zelligi Kaynak

E. coli ATCC 43895 0157:H7 rfbEo;s; , fliCy;", stxlc’, stx2¢’, KU, Vet. Fak., Gida
(EDL 933) eaeyl”, hly", IpfAl1-3", espA" Hij. ve Tekn. ABD

E. coli NCTC 12900 O157:H7 rfbEoss;,  fliCy,", stxI, stx2, KU, Vet. Fak., Gida
(ATCC 700728) eaeyl”, hly", IpfAl1-3", espA" Hij. ve Tekn. ABD

E. coli 137/98 O157:NM stx2, Osek ve ark. (2003)
E. coli 551/98 062:H stx2q" Osek ve ark. (2003)
E. coli 107/86 0139:K12 stx2, Osek ve ark. (2003)
E. coli 214/125 O":HI18 stx2; Osek ve ark. (2003)
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3. BULGULAR

Tez ¢alismasinda, Haziran 2012 — Mayis 2013 aylar arasinda Kirikkale ilindeki
mezbahada kesimleri yapilan toplam 100 Akkaraman 1rki koyundan kesim islemini
takiben alinan 100’er adet RAMS ve KSS 6rnegi olmak iizere toplam 200 6rnek
toplanarak, orneklerden IMS bazli kiiltlir teknigi ile E. coli O157 varlig1 arastirildi.
Izolatlarin PCR teknigi ile E. coli 0157 olarak dogrulanmasini veya E. coli O157:H7
olarak identifikasyonunu takiben, viriilens genleri ve varyantlarmin varligi

incelenerek molekiiler karakterizasyonlari yapildi.

KSS ve RAMS,

0
RAMS, 4% 49

KSS, 10%

Sekil 3.1. Koyunlardan IMS bazl kiiltiir teknigi ile E. coli O157 izolasyon oranlari.

3.1. IMS Bazh Kiiltiir Teknigi ile E. coli 0157 izolasyonu

Bir yil boyunca 100 adet koyundan alinan ve IMS bazli kiiltlir teknigi ile analiz
edilen 6rneklerin 18’inde (% 18) E. coli O157 tespit edilmistir. Etken, 100 koyunun
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10’unda (% 10) KSS 6rneklerinden, 4’iinden (% 4) RAMS o6rneklerinden ve 4’iinde
(% 4) hem KSS hem de RAMS 6rneklerinde tespit edilmistir (Sekil 3.1).

Ondort KSS ve 8 RAMS o6rneginden toplam 75 sorbitol negatif E. coli
O157 (NSF) kolonisi izole edilmistir. Dort ve 5 numarali koyunlarin KSS
orneklerinden siipheli olarak segilen 4 adet O157 lateks agliitinasyon pozitif
koloninin (4KA-C ve 5KA), saflastirma i¢in CT-SMAC {izerine geg¢ildiginde sorbitol
fermentasyonu pozitif (SF) oldugu tespit edilmistir.

3.2. Izolatlarin E. coli 0157 Olarak Dogrulanmasi ve E. coli O157:H7 Olarak

Identifikasyon Sonuclari

Koyunlardan yapilan 6rnekleme ve IMS bazli kiiltiir teknigi sonucu izole edilen
toplam 79 E. coli O157’nin (75 NSF ve 4 SF) tamamindan rfbE¢;57 geni, 68’ inden
ise fliC,, geni tespit edilmistir. Yapilan PCR analizleri ile 79 izolatin 11’1 (7 NSF ve 4
SF) (% 13.9) E. coli O157:H7, 68’i (% 86.1) E. coli O157:H7" olarak identifiye
edilmistir (Sekil 3.2) (Cizelge 3.1). Bu sonuglara gére 100 koyunun 6’sindan (% 6)
E. coli O157 (4 o6rnekten NSF ve 2 6rnekten SF), 12’°sinde (% 12) ise sorbitol negatif
E. coli O157:H7 izole ve identifiye edilmistir.

3.2.1. Koyun Orneklerinde E. coli 0157 ve E. coli O157:H7’nin Mevsimsel

Dagilim

Sicak aylar1 (Mayis — Ekim) kapsayan Ornekleme doneminde E. coli O157, 50
koyunun 11’inde (% 22) tespit edilmisken, soguk aylar1 (Kasim — Nisan) kapsayan
donemde etken 50 koyunun 7’sinde (% 14) tespit edilmistir (Cizelge 3.1).
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Mevsimsel pozitiflik sadece RAMS oOrneklerine gore degerlendirildiginde;
sicak aylarda 4 (% 8) koyunun E. coli O157 tagidig1 tespit edilmisken, soguk aylarda
4 (% 8) koyunun E. coli O157 tasidig1 tespit edilmistir (p>0.05). E. coli O157:H7
yoniinden ise sicak aylarda sadece 1 (% 2) koyunun ve soguk aylarda ise 4 (% 8)
koyunun E. coli O157:H7 tasidig: tespit edilmistir (p>0.05).

Mevsimsel pozitiflik sadece KSS drneklerine gore degerlendirildiginde; sicak
aylarda 7 (% 14) koyun karkasinin E. coli O157 ile kontamine oldugu tespit
edilmisken, soguk aylarda 7 (% 14) karkasmn E. coli O157 ile kontamine oldugu
belirlenmistir (p>0.05). E. coli O157:H7 yoniinden degerlendirildiginde ise sicak
aylarda 4 (% 8) karkasin ve soguk aylarda ise 7 (% 14) karkasin tamaminin E. coli
O157:H7 ile kontamine oldugu tespit edilmistir (p>0.05).

Sicak aylar ile soguk aylar arasinda gerek RAMS ve gerekse KSS
orneklerinden E. coli O157 ve E. coli O157:H7 tespitinde istatistiki olarak énemli bir

fark bulunmamustir.

3.2.2. Koyunlarda Cinsiyetlere Gore E. coli O157 ve E. coli O157:H7 Dagilimi

Calismada toplam 73 (% 73) erkek ve 27 (% 27) disi hayvandan 6rnekleme yapildi.
Buna gore erkek hayvanlarin 9’undan (% 12.3) ve disi hayvanlarin 5’inden (% 18.5)
E. coli O157 izole ve identifiye edilmistir.

E. coli O157, erkek hayvanlarin sadece KSS ve sadece RAMS veya KSS ve
RAMS o6rneklerinden sirasiyla; 5’inde (% 6.8), 4’iinde (% 5.5) ve 4’tinde (% 5.5)
tespit edilirken, disi hayvanlarin sadece KSS oOrneklerinin 5’inde (% 18.5)
belirlenmistir (Cizelge 3.1). Cinsiyete gore E. coli O157:H7 tespiti yOniinden
degerlendirilecek olursa, erkek hayvanlarin sirasiyla 4 (% 5.5) KSS, 1 (% 1.4)
RAMS ve 4 (% 5.5) KSS ve RAMS orneginden etken tespit edilirken, disi
hayvanlarin 3 (% 11.1) KSS 6rneginden tespit edilmistir.

RAMS pozitifligi ile hayvanlarin E. coli O157 ve E. coli O157:H7 tasiyiciligi
g6z oOniinde bulunduruldugunda, erkek hayvanlarin 8’inin (% 10.9) E. coli O157
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tasidigr ve bunlarin 5’inin (% 6.8) E. coli O157:H7 oldugu tespit edilmisken disi
hayvanlar (0/27, % 0) ile prevalans fark: istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir

(p>0.05).

3.2.3. Koyunlarin Yas Araliklarina Gore E. coli O157 ve E. coli O157:H7

Dagilim

E. coli O157; 6 ayliktan kiiclik kuzularin (18/100, % 18) 2’sinden (% 11.1), 6 — 12 ay
arast toklularin (40/100, % 40) 10’undan (% 25), 12 ayliktan biiylik eriskin
hayvanlarin ise (42/100, % 42) 6’sindan (% 14.2) tespit edilirken E. coli O157:H7;
sirastyla hi¢ birinde (% 0), 6’sinda (% 15) ve 6’sinda (% 14.3) belirlenmistir
(Cizelge 3.1). Kuzu ile toklu, toklu ile erigkin, kuzu ile erigskin veya 12 aydan geng
hayvanlar ile eriskin hayvanlar arasindaki gerek E. coli O157 ve gerekse E. coli
O157:H7 tespit oranlar1 istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir (p>0.05).

Etkenin RAMS orneklerinde bulunusu veya diger bir deyisle koyunlarin
etkeni tagtyiciligi olarak degerlendirildiginde; 6 aydan kiiclik hayvanlarda etkene hig
rastlanmazken, 6 - 12 ay arasi toklularin 6’sinda (% 15) E. coli O157, 3’tinde (% 7.5)
E. coli O157:H7 ve 12 aydan biiyiik hayvanlarin 2’sinde (% 4.8) E. coli O157:H7

tespit edilmistir ve aradaki fark istatistiki olarak énemli bulunmamuistir (p>0.05).
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Cizelge 3.1. izolatlarin 0157 ve H7 karakterleri ile tespit edildikleri koyunlarin

cinsiyet ve yas aralig1 dagilimlar.

Koyun Yas

Cinsiyet” Ornek® 0157 H7 izolat Kodu®

No. (ay)

4 D <6 KSS + - 4KA® 4KB = 4KC

5 D <6 KSS + - 5KA"

16 E 6-12 KSS + + 16KA

24 E 6-12 RAMS  + +  24RA 24RB

26 E 6-12 RAMS  + - 26RA

30 E 6-12 RAMS  + - 30RA 30RB 30RC

32 E 6-12 RAMS  + - 32RA 32RB

34 E 6-12 KSS + - 34KA

44 D > 12 KSS + +  44KA 44KB 44KC 44KD 44KE
KSS ve A6KA 46KB 46KC 46KD

46 E 6-12 RAMS T 46RA 46RB 46RC 46RD 46RE
KSS ve ATKA 47KB 47KC 47KD

47 E 6-12 RAMS T 47RA 47RB 47RC 47RD 47RE

49 E 6-12 KSS + +  49KA 49KB 49KC 49KD 49KE

51 E > 12 KSS + +  51KA 51KB SIKC S5IKD S5IKE
KSS ve 71KA 71KB 71KC 7IKD 71KE

7 E > 12 RAMS ¥ JIRA 7IRB 7IRC 7IRD 7IRE
KSS ve 72KA 72KB 72KC 72KD 72KE

2 E > 12 RAMS ¥ 72RA 72RB  72RC  72RD 72RE

95 E 6-12 KSS + +  95KA 95KB 95KC 95KD 95KE

97 D > 12 KSS + + 97KA 97KB 97KC 97KD 97KE

08 D > 12 KSS + +  98KA 98KB

*D: disi; E: erkek

® KSS: karkas siinger siiriintiisii; RAMS: rektoanal mukozal svap
°K: KSS; R: RAMS

" SF (sorbitol fermentasyon pozitif)

3. 3. E. coli 0157 ve E. coli 0157:H7 izolatlarimin Viriilens Gen Profilleri

Bu ¢alismada tespit edilen 79 E. coli O157 izolatinin baglica viriilens gen profilleri
Cizelge 3.2°de goriilmektedir. Elde edilen 79 izolatin hi¢ birinin stx; barindirmadigt
ancak 68 E. coli O157:H7’den 45’inin (% 57) stx2. yoniinden pozitif oldugu
belirlenmistir. Bunun yani sira, biitiin izolatlarin /pf4 /-3 genini barindirdigi (% 100),
yalniz bir izolatin hly” oldugu, SF E. coli O157 izolatlarinin espA genine sahip
olmamasia karsin diger tiim izolatlarn espA” oldugu ve tiim eaed’ izolatlarm
(77/79, % 97.4) eaey; varyant1 oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gore toplam
100 koyundan 8’inin (% 8) KSS 6rneklerinde STEC O157:H7 belirlenmistir.
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166 bp - hly
210 bp - stx;

327 bp - 1fbEo;s;
500 bp

397 bp - eaed
484 bp - stx;

500 bp 625 bp - fliCy7

124 bp - stx2.

T 244 bp - Ipf41-3

sans 299 bp - espA
p-ep 303 bp - stx2,

500 bp
804 bp - eae-y!

Sekil 3.2. Secilen pozitif kontrollerden PCR ile elde edilen gen fragmanlarinin
agaroz jel elektroforez goriintlisii. M: 100 bp DNA marker; 1: E. coli O157:H7
ATCC 43895 (rfbEoss7); 2: E. coli O157:H7 ATCC 43895 (fliCy;'); 3: E. coli
O157:H7 ATCC 43895 (stx1", stx2", eaed”, hly"); 4: E. coli O157:H7 NCTC 12900
(stxI', stx2’, eaeyl”, hly"); 5: E. coli O157:H7 izolat1 (44KA) (stxI’, stx2”, eaeA”,
hly"); 6: E. coli O157:H7 ATCC 43895 (eae-yl"); 7: E. coli O157:H7 ATCC 43895
(espA™); 8: E. coli O157:H7 ATCC 43895 (Ipf41-3"); 9: E. coli O157:NM 137/98
(stx2.7); 10: E. coli O139:K12 107/86 (stx2.").

Toplam 79 izolattan 6 farkli gen profili ortaya c¢ikmustir. Izolatlar sahip
olduklar viriilens gen dagilimma gore; i) E. coli O157:H7 (eaey;”, hly", stxI', stx2.”,
IpfAl1-3", espA") (45/79, % 57), ii) E. coli O157:H7 (eaey;”, hly", stxI', stx2", IpfAl-
3", espA") (23/79, % 29.1), iii) E. coli O157 (eaey;", hly", stxI’, stx2, IpfA1-3",
espA”) (5/79, % 6.3), iv) E. coli O157 (eaey;”, hly", stxI', stx2, IpfA1-3", espA’)
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(3/79, % 3.8), v) E. coli O157 (eaeA’, hly", stxI', stx2", IpfA1-3", espA’) (2/79, % 2.5)
ve vi) E. coli O157 (eaey;", hly, stxI’, stx2", IpfA1-3", espA) (1/79, % 1.3) olarak

siiflandirilmstir.

Cizelge 3.2. E. coli O157 ve E. coli O157:H7 izolatlarmin molekiiler
karakterizasyonu.
izolat* n Ay’ 2;;3 Cinsiyet® O157 H7 eae hly stx; stx; Ipf espA
4KA™ 1  Haziran <6 D + v - - -+ _
4K (B, C)’ 2 Haziran <6 D Yoo oo
5KA’ 1  Haziran <6 D + - 7 + - . + _
16KA 1 Agustos 6-12 E + + oy + - - + +
24R (A, B) 2 Eylil  6-12 E + o+ oyt - -+
26RA 1 Eylil  6-12 E T
30RA 1 Ekim  6-12 E . L+ Ly
30R (B, C) 2 Ekim 6-12  E T
32R (A, B) 2 Ekim 6-12  E e g+ - + o+
34KA 1 Ekim 6-12 E + - Vi + - . + +
44K (A, B, C,D, E) 5 Aralik >12 D + + V1 + - c + +
46K (A, B, C, D) 4 Aralik 6-12 E + + V1 + - c + +
46R (A,B,C,D, E) 5 Aralik 6-12 E + + V1 + - c + +
47K (A, B, C, D) 4 Aralik 6-12 E + + V1 + - c + +
47R (A,B,C,D, E) 5 Aralik 6-12 E + + V1 + - c + +
49K (A, B, C,D, E) 5 Aralik 6-12 E + + V1 + - c + +
51K (A,B,C,D, E) 5 Ocak >12 E + + 1 + - c + +
71K (A,B,C,D,E) 5  Mart  >12 E Fo oy o+ - o+
71R(A,B,C,D,E) 5  Mart  >12 E Co oy o+ - oty
72K (A,B,C,D,E) 5  Mart  >12 E Fo oy o+ - o+ g
72R(A,B,C,D,E) 5  Mart  >12 E Co oy o+ - oty
95K (A, B,C,D, E) 5 May1s 6-12 E + + 1 + - c + +
97K (A,B,C,D,E) 5  Mays >12 D T+ o+ - e+
98K (A, B) 2 Mayis > 12 D + + oy - c +  +

*K: KSS (karkas siinger siiriintiisii); R: RAMS (rektoanal mukozal svap)
b Maysis - Ekim (Sicak aylar); Kasim - Nisan (Soguk aylar)

°D: disi; E: erkek

" SF (sorbitol fermentasyon pozitif)
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4. TARTISMA VE SONUC

Kirikkale ilindeki mezbahada kesimi gerceklestirilen koyunlarda bir yil boyunca
alinan orneklerin IMS bazl kiiltiir teknigi ile analizi sonucu toplam 100 adet
koyunun 18’inde (% 18) E. coli O157 tespit edilmistir. Etken, 100 koyunun 14 (%
14)’iinde karkastan, 8 (% 8)’inde ise RAMS orneklerinden izole ve identifiye
edilmistir. Sekiz koyun (% 8) karkas izolatinin STEC O157:H7 oldugu tespit
edilmisgtir.

Diinyanin ¢esitli {ilkelerinde IMS bazli kiiltiir teknigi ile E. coli O157
izolasyonun yapildig1 calismalarda koyun karkas prevalanslari bildirilmistir. Buna
gdre; Chapman ve ark. (2001b) Ingiltere’de inceledikleri kuzu karkas érneklerinin %
0.7 (10/1500)’sinde, Kalchayanand ve ark. (2007) ABD’de inceledikleri ti¢ farkli
mezbahadan elde edilen i¢ organ g¢ikarimi Oncesi kuzu karkas orneklerinin % 3.5
(10/282)’inde, irlanda’da Lenahan ve ark. (2007) karkas sogutma asamasindan once
temin edilen orneklerin % 1.5 (6/400)’inde, Prendergast ve ark. (2011) % 2.9
(3/103)’unda ve Thomas ve ark. (2012) % 0.6 (3/500)’sinda, Mersha ve ark. (2009)
Etiyopya’da karkaslarin yikanmasindan 6nce alinan 6rneklerin % 9.8 (11/112)’inde
ve Avustralya’da Phillips ve ark. (2006; 2013) sirasiyla % 0.5 (6/1117) ve % 0.2
(3/1226)’sinde etkeni tespit etmislerdir. Yapilan literatiir taramalarinda, Tiirkiye’de
koyun karkaslarinda E. coli O157 varligina iligskin bir rapora rastlanamamistir. Ancak
Alisarlt ve Akman (2004), IMS kullanmadan klasik kiiltiir teknigi ile inceledikleri
150 koyun kiymasinin 3 (% 2)’linde etkeni tespit etmislerdir. Bu calismadaki
prevalansin tez calismasinin bulgularina kiyasla daha diisiik olmasinin nedenleri
arasinda, Tiirkiye’de koyunlarda E. coli O157 prevalansinin yillar igerisinde
yiikselmis olabilecegi; tez ¢alismasinda izolasyon amaciyla segilen IMS bazli kiiltiir
tekniginin, etkenin saptanmasinda Alisarli ve Akman’nin (2004) calismasinda
kullanilan klasik kiiltiir teknigine kiyasla daha yiiksek etkinlige sahip olmasi (Onoue
ve ark.,, 1999; Chapman ve ark., 2001a) ve/veya etkenin arastirildigi cografi
bolgenin, 6rnek tlirlinlin ve mezbahalardaki hijyen uygulamalarinin farkli olmasi

gerekgeleri sayilabilir.
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Bu c¢alismada, onceki ¢alismalara ait sonuglara oranla karkas prevalansinin
yiikksek bulunmasinda en onemli faktorlerden birinin Tiirkiye’deki mezbahalarin
teknik ve hijyenik yetersizligi oldugu diisiiniilmektedir. Orneklerin toplanmasi
sirasinda gozlemlenen ve karkas kontaminasyonunu arttiracak uygulamalar arasinda,
personelin deri agma, ayak kesme ve aniisiin ¢evre dokulardan ayrilmasi dahil kesim
prosesi boyunca biitiin hayvanlar i¢in tek bir bigak ile gerceklestirmesi ve aniisiin
torba ile baglanmamasi sayilabilir. Ornek alian toplam 4 koyunun (no. 46, 47, 71 ve
72) hem KSS hem de RAMS orneklerinden elde edilen izolatlarin tam olarak ayni
viriilens profiline sahip olmast (Cizelge 3.2), bagirsak icerigi kaynakli karkas
kontaminasyonuna isaret ederek, kesim prosesi esnasindaki godzlemleri
desteklemektedir. Koyun postunun kontaminasyon diizeylerinin arastirilmasi bu
calismanin amagclar1 arasinda yer almamaktadir. Ancak derinin yiiziilmesi dahil
koyun postuyla siklikla temas eden personelin el hijyeninin yetersizliginin, yliksek
oranda kontamine olabilen koyun postundan (Lenahan ve ark., 2007; Thomas ve
ark., 2012) etkenlerin karkasa aktarilmasinda 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir.
Nitekim, deri ile karkas kontaminasyon diizeyleri arasindaki korelasyon sigirlarda
yapilan bir ¢alisma ile agikca gosterilmistir (Elder ve ark., 2000).

E. coli O157:H7’nin sigirlardaki kolonizasyon bdlgesine iligkin pek ¢ok
calisma gerceklestirilmistir ve primer kolonizasyon bdlgesinin terminal rektumdaki,
rekto-anal birlesim yerinin 2-5 cm proksimalinde yer alan, lenfoid follikiillerce
zengin rektoanal mukoza oldugu bildirilmistir (Naylor ve ark., 2003; Rice ve ark.,
2003). Buna ilaveten, RAMS ile yapilan Orneklemenin, rektumdan digki alinarak
yapilan Orneklemeden daha duyarli, daha az maliyetli ve istiin oldugu da ifade
edilmigstir (Davis ve ark., 2006; Lim ve ark., 2007a). Bu kapsamda, koyunlarda da
RAMS o6rnekleme metodunu kullanan pek ¢ok calisma mevcuttur (Blanco ve ark.,
2003; Chapman ve ark., 1997; Chapman ve ark., 2001b; Sheng ve ark., 2004).
Nitekim Best ve ark., (2009) ile Walle ve ark. (2011)’nin sonuglar1 da koyunlarda E.
coli O157:H7 kolonizasyon bolgesi olarak terminal rektum mukozasini isaret
etmektedir.

Calismada koyun RAMS 6rneklerinin % 8’inde etkenin tespit edilmis olmast,
koyunlarin E. coli O157 tasiyiciliginin yiiksek oldugunu gostermistir. Ankara’da
koyun digki ve kolon dokusu orneklerinden IMS bazhi kiiltiir teknigi ile % 6.4
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(14/218) oraninda etken tespit edilirken (Goncuoglu ve ark., 2010), bir diger
calismada Kirikkale ilinde kesime getirilen sigirlarin RAMS o6rneklerinin % 4.2
(10/240)’sinde etken belirlenmistir (Ayaz ve ark., 2014). Koyunlarin sigirlardan daha
yiiksek bir E. coli O157 prevalansina sahip olmasi, koyunlarin sigirlara kiyasla daha
kalabalik ve sikisik siirii 6zelligi goOstermeleri ile agiklanabilir. Bu baglamda
Turutoglu ve ark. (2007), 15 farkl siiriiden, siiriiniin % 5’ini temsil edecek sekilde
rastgele Ornekleme yaptiklari, toplam 175 koyunun E. coli O157 yoniinden analiz
edildigi c¢alismada, Orneklerin 16 (% 9.1)’sinda etkene rastlamislardir.
Arastirmacilar, 7 (% 47) siirideki en az bir koyunun E. coli O157 yoniinden pozitif
oldugunu bildirmislerdir. Infekte koyunlarin etkeni 2 ila 8 hafta arasinda diskiyla
sacmaya devam ettikleri (Cornick ve ark., 2000) ve etkenin nemlilige baglh olarak
ciftlikteki yiizeylerde 4 haftaya (Williams ve ark., 2005), koyun digkisinda ise 15
haftaya (Ogden ve ark., 2002) kadar canliligini koruyabildigi bildirilmektedir. Bu
nedenle, meralara ¢ikartilan infekte koyunlarm, hem siirii i¢i ve siiriiler arasi
bulagsmada, hem de otlar uzadiginda merada yayilacak sigirlarin infekte olmasinda
olduk¢a 6nemli rol oynayabilecekleri diistiniilmektedir.

Diinyada ¢esitli iilkelerde yapilan ¢alismalar 1s18inda koyunlarin E. coli O157
tastyrciligina iliskin bildirimler mevcuttur. Bu ¢alismada koyunlarin E. coli O157
tagtyiciligik orani (% 8); ingiltere’de (% 0.7 ve % 0, Milnes ve ark., 2008; Alhelfi ve
ark., 2013), Norveg’te (% 0, Johnsen ve ark., 2001), Hollanda’da (% 4, Heuvelink ve
ark, 1998), irlanda’da (% 0, Lenahan ve ark., 2007) ve iskocya’da (% 6.5 ve % 5.8,
Ogden ve ark., 2005; Solecki ve ark., 2009) ve ABD Virginia’da (% 1.7, Pao ve ark.,
2005) bildirilen degerlerden yiiksek bulunmustur. Tez ¢alismamdaki koyun
prevalansi, iklim ve cografi konum olarak benzerlik gdsteren Italya (% 0.8, Battisti
ve ark., 2006), ispanya (% 7.3, Oporto ve ark., 2008) ve Yunanistan (% 1.9, Pinaka
ve ark., 2013) gibi iilkelerde elde edilen degerlerden yiiksek bulunmasina karsin
Meksika’da yiiriitiilen bir ¢aligmadaki sonugtan (% 17, Amezquita-Lopez ve ark.,
2012) disiik bulunmustur. Bildirilen ¢ogu calismada IMS bazh kiiltiir teknigi
kullanilmis oldugundan, prevalanslarda izlenen farklilik {ilkelere gore mera
alanlarinin kontaminasyon diizeylerinin farkli olmasiyla iliskilendirilebilecegi gibi
caligmalarda orneklenen hayvanlarin yas gruplari, cinsiyetleri ve drnekleme sezonu

ile alakali olabilir. Bu calismada belirlenen yaklasik on koyundan birinin etkeni
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tasimast ve mezbahadaki teknik ve hijyenik kosullarin yetersizligi, karkas
kontaminasyon diizeyinin yiliksek olmasina sebep olmakta ve bu da halk saglig
sorunu olarak kendini gostermektedir. Bu kapsamda mezbahalarin teknik ve hijyenik
yetersizliklerinin giderilmesi ve koyun karkas kontaminasyonunun azaltilabilmesi
icin kesim isleminde gorev alan personelin bilinglendirilmesi gerekmektedir.
Calismadaki amaclardan bir digeri, koyunlarda E. coli O157:H7 varliginin
iklim ile olan iliskisinin degerlendirilmesidir. Bu kapsamda, orneklenen hayvan
sayisinin bolge agisindan sicak (Mayis-Ekim) ve soguk (Kasim-Nisan) aylarda
50’ser adet olacak sekilde dagilimi saglanmistir. Sicak aylarda (KSS ve RAMS) %
22 (11/50) olan tespit orani, istatistiki olarak 6nemli bulunmamasina karsin soguk
aylarda % 14 (7/50) olarak tespit edilmistir. Ancak hem RAMS pozitifligi bazinda
koyunlarin etkeni tasima oranlar1 degerlendirildiginde, hem de karkaslarda etkenin
bulunma orant degerlendirildiginde (sirasiyla, % 8’er ve % 14’er), iki mevsim
grubunda hi¢ bir fark gozlenmemistir (Cizelge 3.2). E. coli O157:H7 sigirlardaki
varligiin sicak aylarda soguk aylara oranla daha yiiksek seyrettigi uzun siiredir
bilinmektedir (Gyles, 2007). Hatta c¢esitli hipotezler, bu fenomeni giin uzunlugu
(Edrington ve ark., 2006) veya tiroid hormonlar1 seviyesiyle (Schultz ve ark., 2005)
iliskilendirmektedir. Ancak bu degiskenlerin 6zellikle koyunlar i¢in incelendigi bir
caligma heniiz gerceklestirilmemistir. Kudva ve ark. (1997b), protein ve sindirilebilir
enerjisi diistik, lif oram1 yiiksek cayir otu ile beslenen ve deneysel olarak infekte
edilen koyunlarin, misir ve yonca peletinden olusan protein ve sindirilebilir enerjisi
yiiksek, lif oran1 diisiik yemle beslenen koyunlardan yaklasik iki kat daha uzun siire
ve daha yiiksek diizeylerde E. coli O157:H7 sagtigmi bildirmistir. Etkenin
prevalansinda mevsimsel farkliliklarin sekillenmesinde, meralarin yetersiz oldugu
ozellikle soguk aylarda, gebelik donemiyle beraber konsantre yemlerle desteklenen
koyunlarin, bahar déneminde meralara ¢ikmaya baglamasi ve yiiksek siit verimi i¢in
kaba yem ile desteklenmeleri etkili olabilecek faktorlerden biri olabilir. Nitekim
yemler arasi ani gecis de E. coli O157:H7 sagilim siiresi ve diizeyini etkilemektedir
(Kudva ve ark., 1997b). Chapman ve ark. (1997) bir yi1l siire ile inceleme yaptiklar
sigir ve koyunlarda, sicak aylarda prevalansin yiikseldigini tespit etmislerdir.
Arastirmacilar toplam 1000 koyunun 22 (% 2.2)’sini etken yOniinden pozitif bularak,

bunlarin 17’sini yaz aylarinda tespit etmis, ancak mevsimsel varyasyonun onemli
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olmadigini ifade etmislerdir. Benzer sekilde Prendergast ve ark. (2011) toplam 10
koyun izolatinin 6’sin1 yaz aylarinda elde etmistir. Sigir 6rneklerinde mevsimsel
yonden farklilik gézlemlemis olan Milnes ve ark. (2008), koyun ve domuzlarda
boyle bir fark tespit etmemislerdir. Bu g¢aligmalarda koyunlar i¢in mevsimsel
varyasyon Onemli bulunmamasina ragmen, Kudva ve ark. (1996; 1997a) takip
ettikleri 35 koyunluk siirlide, yaz aylarinda belirgin sekilde yiikselen bir prevalans
belirtmislerdir. Bu belirgin yiikselisin temelinde, tez ¢alismamdan farkli olarak, tek
bir siirlinlin takip edilmesi ve siirii i¢i E. coli O157:H7 bulagsma dinamiginin daha
etkin olabilecegi gibi faktdrler rol oynamis olabilir. Tespit oraninda 6nemli bir artis,
Chapman ve ark. (2000) tarafindan yaz girisinde O6rneklenen kuzu sosis ve burger
koftelerinde de bildirilmistir.

Sigirlarda E. coli O157:H7 wvarligi yas gruplart ve cinsiyet ile
iligkilendirilmistir. Bu kapsamda genel olarak sigirlar yaslandikca etken
tastyiciliklart azalmaktadir. Ozellikle siitten kesilen buzagilar ve danalarda (5-24 ay)
prevalans % 12’ye ulasirken, 2 yas iistiindeki hayvanlarda bu oran (% 2) ciddi olarak
azalmaktadir (Rugbjerg ve ark., 2003). Battisti ve ark. (2006) 30 giinliik siit
kuzularinda etkene hig¢ rastlamazken, 6 aydan kiiciik siitten kesilmis kuzularda etkeni
% 0.8 oraninda tespit etmistir. Heuvelink ve ark. (1998) ise, kuzularda ve koyunlarda
etkeni sirastyla; % 4.1 ve % 3.8 oraninda tespit etmistir. Caligmada, 6 aydan kiigiik
kuzularda etken RAMS orneklerinde hi¢ belirlenmemigken (0/18), 6-12 ay arasi
toklularin etkeni tasiyiciligt (6/40, % 15) 12 aydan olgun koyunlardan (2/42, % 4.8)
fazladir (p>0.05). Bu durum koyunlardaki E. coli O157:H7 tasiyiciliginin
sigirlarinkine benzer oldugunu gostermektedir. Caligmada elde edilen bulgular,
genellikle kig ortasinda (Aralik-Ocak) dogum yapan koyunlarin kuzularinin siitten
kesilme donemleri, bahar sonu ve yaz basi gibi sicakliklarin yiikselmeye basladig
donemlerle ortligmektedir. Ancak yas araligimin ve sicaklik diizeylerinin koyunlarin
E. coli O157:H7 tastyicilig1 {lizerine etkisinin belirlenebilmesi i¢in daha kapsaml
caligmalarin gergeklestirilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismada erkek hayvanlardaki E. coli O157 tastyiciligi (8/73, % 10.9),
istatistiki olarak dnemli olmamakla beraber, disi hayvanlardaki orandan (0/27, % 0)
daha yiiksektir. Bu farkliligin istatistiki olarak Onemsiz olmasi, 6rneklenen disi

hayvan sayisinin az olmasindan kaynaklanmaktadir. Koyunlarin etkeni tagima
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oranina iliskin yapilan diger calismalarda erkek ve disi hayvanlarin karsilastirildigt
bir veri bulunmamasia karsin, disi sigirlarda daha yiiksek oran bildirilmistir
(Rugbjerg ve ark., 2003). Yine Kirikkale’de sigirlarla yapilan bir ¢alismada erkek
sigirlarin disilerden daha yiiksek oranda E. coli O157:H7 tasidigi ancak farkliligin
istatistiki olarak Onemli bulunmadigi ifade edilmistir (Ayaz ve ark., 2014).
Koyunlarda cinsiyetin E. coli O157:H7 tastyiciligina etkisinin aydinlatilabilmesi i¢in
gelecekte benzer sayida disi ve erkek hayvanlarin o6rneklendigi g¢alismalar
gerceklestirilmelidir.

Calismada elde edilen izolatlarin molekiiler karakterizasyonu sonucunda, 79
izolattan hig¢ birinin, bazi ¢aligmalarla uyumlu (Battisti ve ark., 2006; Lenahan ve
ark., 2009; Solecki ve ark., 2009; Amezquita-Lopez ve ark., 2012; Thomas ve ark.,
2012) baz1 ¢calismalardan farkli olarak (Lenahan ve ark., 2007; Oporto ve ark., 2008;
Pinaka ve ark., 2013) stx; barindirmadig: tespit edilmistir. Ancak, 45 izolatin (% 57)
stx2. barindirdig1 ve dolayisiyla 8 koyunun (% 8) KSS 6rneklerinde STEC O157:H7
oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.2). Friedrich ve ark. (2002), asemptomatik bireyler
ile HUS veya HUS’la seyretmeyen diyareli hastalardan elde edilen 626 STEC
etkeniyle yaptiklar1 ¢alismada, stx2 varyantlarinin bulunusu ile infeksiyonun klinik
bulgularini iligkilendirmistir. Arastirma sonucunda s#x2. barindiran suslarin HUS
sekillendirebilecegi, buna karsin stx2,; ve stx2, varyantlarini barindiran suslarin daha
diisitk HUS riskine sebep olarak hafif bir hastalik tablosu sekillendirebilecegini ifade
etmislerdir. Benzer sekilde Lefebvre ve ark. (2009), stx2. barindiran STEC O157:H7
suslarinin, stx;-stx; veya stx;-stx2, barindiranlardan daha yiiksek in vitro sitotoksisite
gosterdiklerini bildirmistir. E. coli O157:H7 suslarinin stx, barindirip barindirmamast
koyunlarda digkiyla sagilim stiresi ve diizeyini 6nemli 6l¢iide etkilememesine karsin
(Cornick ve ark., 2007), Shiga toksin barindiran fajlarin, duyarli ve viriilent diger E.
coli serotiplerine horizontal olarak szx genlerini aktarmasi miimkiin olmaktadir
(Dopfer ve ark., 2010). Bu kapsamda, calismada 100 koyun karkasinin 8’inde stx2.
barindiran STEC O157:H7 tespit edilmis olmasi, halk sagligi agisindan riskin
olduk¢a yiiksek oldugunu ve karkas kontaminasyonunun azaltilmasi i¢in alinacak
onlemlerin derhal uygulanmaya baslanmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Intiminin ruminantlarda E. coli O157:H7 kolonizasyonunu kolaylastirdig

(Cornick ve ark., 2002) ve varyantlarinin insanlardaki doku tropizmini etkiledigi
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belirlenmistir (Fitzhenry ve ark., 2002; Chong ve ark., 2007; Mundy ve ark., 2007).
Koyun E. coli O157:H7 izolatlarinda intimin varyantlarinin arastirildigi ¢alismalar
heniiz oldukga sinirlidir (Blanco ve ark., 2003). Adu-Bobie ve ark. (1998) ve Blanco
ve ark. (2003) ile uyumlu olarak, bu ¢aligmada koyunlardan izole edilen ve intimin
barindiran biitiin E. coli O157 ve O157:H7 izolatlarinin (% 97.4) eae-yl varyanti
barindirdig: tespit edilmistir.

LEE patojenite bolgesinde yer alan ve E. coli O157:H7 bagirsak epiteline
adezyonunda gorev alarak ardi ardina polimerize olup bakteri hiicresinden konak
hiicreye uzatilan EspA proteinlerinin olusturdugu kanal (Knutton ve ark., 1998),
efektor proteinler ve siki adezyonun sekillenmesi icin gerekli intimin reseptdrii olan
Tir’in konak hiicreye aktarilmasinda oldukga yiiksek dneme sahiptir. Lenahan ve ark.
(2009) baz1 koyun orijinli E. coli O157:H7 izolatlarinda (6/33) espA genini tespit
edemediklerini ve bu izolatlarin patojenitelerinin zayif olabilecegini bildirmistir. Bu
caligmada ise sadece Shigatoksijenik olmayan 4 SF E. coli O157 (4KA, 4KB, 4KC
ve SKA) izolatinda espA tespit edilmemistir. Bu veriler dogrultusunda, elde edilen
espA bulunduran izolatlarin (% 94.9) AE lezyonlarinin olusumunda 6nemli bir diger
potansiyele sahip olduklar1 belirlenmistir.

Ruminantlarda etkenin bagirsaklara adezyonunda 6nemli rol alan, kuzularda
E. coli O157:H7 kolonizasyonunun devamliligina katkist oldugu belirlenen ve
insanlarda ince bagirsaklarda sekillenen AE lezyonlarinin bolgesini etkileyebilen Lpf
(Jordan ve ark., 2004; Fitzhenry ve ark., 2006; Torres ve ark., 2007), calismada izole
edilen biitiin E. coli O157 ve O157:H7’lerde tespit edilmistir. Torres ve ark. (2009),
Lpf’i sekillendiren genlerin tespitinin, intimin varyantlari ile kombine olarak
patojenik E. coli izolatlarinin tanimlanmasinda kullanilabilecegini ifade etmistir. Bu
kapsamda, calismada Ipf41-3 geninin tespitine iliskin kullanilan primer ciftleri,
Torres ve ark. (2009) raporunu destekler sekilde biitiin E. coli O157 suslarinda eae-
yl ile beraber pozitif sonu¢ vermistir, yalniz iki izolatta (26RA ve 30RA) intimin
tespit edilmemistir.

E. coli O157:H7 hemolizini olan HlyA, bu ¢alismada yalniz 1 SF E. coli
0157 (4KA) disinda biitiin izolatlarda tespit edilmistir. 4ly4 (ehxA), bu c¢aligsmayla
uyumlu sekilde pek ¢cok koyun kaynakli E. coli O157:H7 izolatinda yiiksek oranlarda
tespit edilmistir (Chapman ve ark., 2001b; Blanco ve ark., 2003; Oporto ve ark.,
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2008; Lenahan ve ark., 2007; Lenahan ve ark., 2009; Amezquita-Lopez ve ark.,
2012). Bu durum, 6zellikle HUS sekillenen hastalarin serum o6rneklerinin O157:H7
hemolizini ile reaksiyon vermesini (Schmidt ve ark., 1995) aciklar niteliktedir.

Ilging bir sekilde bu ¢alismada, rastlantisal olarak 2 disi kuzu karkasindan 4
adet SF E. coli O157 (4KA-C ve 5KA) izole edilmistir. Bu izolatlar her ne kadar SF
E. coli O157 olmalar1 yoniiyle Almanya’dan bildirilen SF E. coli O157:He
benzelerse de (Karch ve Bielaszewska, 2001), sahip olduklar1 viriilens genleri
bazinda stx; barindirmamalari ve hatta birinin (4KA) EHEC hemolizini
barindirmamasi yoOniiyle diger caligmlarda bildirilenlerden farklilik gostermektedir.
Bu etkenlerin kuzu karkaslarindaki varligmin 6nemli bir risk olusturdugu
diistinlilmemesine karsin, Shiga toksin kodlayan lambdoid profajlarin, hiicreleri
strese sokan cesitli faktdrler sonucu genomdan ayrilabildigi (Shaikh ve Tarr, 2003)
ve dolayistyla SF STEC O157’lere de rastlanabilecegi unutulmamalidir. Ayrica bu
calismada ve son yillarda yapilan ¢alismalarda (Karch ve Bielaszewska, 2001; Ayaz
ve ark. 2014) SF E. coli O157’lerin de rapor ediliyor olmasi etkenin izolasyon
prosediiriinde sorbitol fermentasyonun ayirici bir 6zellik olarak kullanilmasinin
yeterli olup olmadig1 konusunda siipheler uyandirmaktadar.

Sonug olarak, Kirikkale ilinde mezbahaya getirilen koyunlarin % 8’inin E.
coli O157 veya OI157:H7 ile kolonize olarak etkeni tasidiklari, % 14’{iniin
karkaslarinda etkenin bulundugu ve toplam % 8’inin karkasinda halk saglig
yoniinden oldukca onemli ve tehlike arz eden STEC O157:H7 oldugu tespit
edilmigtir. Bu dogrultuda, hem koyunlarin etkeni yiiksek oranda tasidigi hem de
mezbahalarda koyun karkaslariin yiiksek oranda etken ile kontamine olabildikleri
belirlenmistir. Tiirkiye’de koyun rektoanal mukozal svap ve karkaslarinin E. coli
0157 ve O157:H7 ile kontaminasyon oranlarimin ilk kez belirlendigi bu ¢alisma,
kesim hijyeninin saglanmasinin ve kesim prosesinde karkasin diski ile
kontaminasyonunun 6nlenmesin énemini ortaya koyar niteliktedir.

Koyunlarin etkeni tasiyiciligi yoniinden mevsimin veya cinsiyetin 6énemli bir
fark olusturmadig: tespit edilmis olmasina karsin, etken 6 aydan olgun ve 1 yasindan
geng hayvanlarda daha yiiksek oranda tespit edilmistir. Yiiksek karliligi nedeniyle
yetistiriciler tarafindan sik tercih edilebilen toklu besisi, bu yoniiyle E. coli O157:H7

infeksiyonlar1 riskini arttirabilmektedir.
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Koyunlarin % 18’inde IMS bazli kiiltiir teknigi ile izole edilerek, PCR ile
molekiiler karakterizasyonlar1 gerceklestirilen 79 E. coli O157 izolatin biiyiik bir
boliimiiniin, insanlardaki infeksiyonun patogenezinde rol oynayan onemli viriilens
genlerine sahip oldugu ve bu anlamda ¢ig veya yetersiz pisirilmis koyun etlerinin
halk saglig1 agisindan oldukea yiiksek risk tasidig: diistiniilmektedir.

Koyun ve koyun etlerinin yiiksek oranda E. coli O157:H7 ile kontamine
olabilecegi goz Oniinde bulundurularak; gida giivenilirligi agisindan mezbahalarin
hijyenik ve teknik sartlarinin resmi otoriteler tarafindan iyilestirilmesi, mezbahalarda
calisan personelin egitilerek karkas kontaminasyonunun en diisiikk diizeyde
tutulabilmesi i¢in personelde gerekli duyarliligin ve bilincin olusturulmasi, koyun eti
ve koyun etinden {retilen iiriinlerin yeterli 1s1 islemi goérdiigiinden emin olunmasi,
tilketime hazir gidalarin ve bu gidalar1 hazirlamada kullanilan mutfak gereglerinin
¢ig kuzu/koyun eti ile temasinin engellenmesi, koyunlarla (alim/satim pazarlari,
kurbanlik bolgeleri ve ciftlikler gibi) temastan sonra ellerin iyice yikanmasi,
koyunlarin gezinebilecegi mera/cayir gibi alanlarda hijyen uygulamalarinin titizlikle
gerceklestirilmesi ve koyun digskisinin dogrudan tarim alanlarinin gilibrelenmesi
amaciyla kullanilmamasi, koyun kaynakli E. coli O157:H7 infeksiyonlarindan

korunma ve kontrolde alinmasi gereken 6nemli tedbirlerdendir.
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