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OZET

Gida Kaynakh Escherichia Coli Kokenlerinde Toksin Genlerinin
Multipleks PCR Yontemiyle Arastirilmasi

Escherichia coli (E. coli) O157:H7 6nemli bir insan patojenidir. Shiga toksin (stx1
ve stx2) ve enterohemolizin (hlyA) iireten E.coli hayvansal kaynakli gidalarin
kontaminasyonu ile ortaya ¢ikan onemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Bu
caligmada Hatay’da faaliyet gosteren lokantalardan alman salata Orneklerinde E.coli
0157:H7 frekansi ile bu suglarda stx1 ve stx2 toksin varliginin multipleks PCR yontemiyle
arastirilmasi amacglanmistir. Calismaya 327 salata ornegi dahil edildi. Mikrobiyolojik
degerlendirme Tiirk Gida kodeksi Mikrobiyolojik Kriterlerine uygun olarak yapildi. Smir
degerin lizerinde E.coli izolasyonu yapilan 6rneklerde DNA izolasyonu yapildi. Calismada
150 E.coli izolatinda ait karakteristik virulans genlerinin (stx1, stx2, hlyA) varhigi
multipleks PCR yontemiyle arastirildi. Ayrica E.coli O157:H7 olarak tespit edilen tiim
izolatlarda eritromisin, ampisilin, gentamisin, sefuroksim, streptomisin, tetrasiklin,
sefoperazon, siprofloksasin ve streptomisin duyarliliklar1 CLSI kriterleri dogrultusunda
disk diflizyon yontemiyle arastirildi. Calismaya dahil edilen 327 salata orneginde 150
(%45.8)’sinde E. coli izolat1 saptanmistir. Bu 150 izolatin 32 (%21.3)'sinde multipleks
PCR yontemi ile hly-A geni varligi tespit edilmistir. Bu 32 hly-A pozitif izolattan 5
(%15.6)’inin stx2, 2 (%6.3)’sinin stx1 ve 1 (%3.1) izolatin ise hem stx1 hem de stx2 geni
acisindan pozitif oldugu tespit edilmistir. Otuz iki E.coli O157:H7 susunun tamammin
eritromisine direngli oldugu tespit edilmistir. Eritromisin disinda en yiiksek direncin
ampisiline kars1 (%68.8; 22/32) goriildiigi tespit edilirken, sefuroksim, siprofloksasin ve
sefaperazonda antimikrobiyal diren¢ tespit edilememistir. Tim kokenlerin bu iig
antibiyotige (sefuroksim, siprofloksasin ve sefaperazon) kars1 duyarli olduklar1
saptanmigtir. Bunlar disinda streptomisin  gentamisine ve tetrasiklinlere karsi
antimikrobiyal direncin sirasiyla %15.6 (5/32), %6.3 (2/32) ve %3.1 (1/32) oldugu tespit
edilmistir. Sonuglarimiz ilimizdeki lokantalardan alinan salata orneklerinden izole edilen
E.coli suslarinin stx1, stx2 ve hlyA gibi onemli virulans genlerine sahip oldugunu
gostermistir. Restoranlarda tiiketilen salatalarin saglik agisindan potansiyel bir tehlike
olusturabilecegi goriilmektedir. Gida kaynakli E.coli O157:H7 enfeksiyonlarinm O6niine
geemek icin salatalik malzemelerinin yikanmasi ve hazirlanmast hususunda yikanma ve
hijyen kurallarina uyulmasi 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: E.coli O157:H7, stx1, stx2, hly-A, PCR



ABSTRACT

Investigation of theToxinGenes in Food-Borne Esherichia coli Strains by
Multiplex PCR Technique.

Escherichia coli (E. coli) O157:H7 is important pathogen for human health. Shiga
toxin (stx1 and stx2 genes) and enterohemolysin (hlyA gene) producing E.coli have
emerged as human pathogens and contamination of foods of animal origin has been a
major public health concern. It was aimed to determine the frequency of E. coli O157:H7
and the stx1 and stx2 gene in salad samples taken from various restaurant which is located
in Hatay province. A total of 327 salad samples were included to the study.
Microbiological evaluation was performed according to the Turkish Food Codex,
Microbiological criteria. If the number of isolated bacteria were higher than the limit in the
Turkish Food Codex and Codex Alimentarius, nucleic acid isolation was made. The
presence of the virulence genes (stx1, stx2, hlyA) in a total of 150 E.coli isolates were
searched by multiplex PCR methods. Antibiotic susceptibility to erythromycin, ampicillin,
gentamicin, cefuroxime, streptomycin, tetracycline, cefoperazone, ciprofloxacin, and
streptomycin was determined via disk diffusion tests with antibiotic-containing disks on
Mueller-Hinton agar plate. The results were expressed as susceptible or resistant according
to criteria are commended by the Clinical and Laboratory Standards Institute. A total of
327 salad samples were analyzed. E. coli O157:H7 was detected in 150 (45.8 %) out of
500 analyzed samples. Of these 150 isolates, the presence of hly-A gene has been detected
in 32 (21.3%) samples by multiplex PCR technique. A total of five (15.6%) isolates in this
32 hlyA positive isolates had stx2 gene, two (6.3%) of them had stx1 gene and one (3.1%)
of the isolates were found to be positive for both stx1 and stx2 genes. It was found that all
E. coli O157:H7 isolates were resistant to erythromycin. While the highest rates of
antibiotic resistance were observed for ampicillin (68.8%, 22/32) after erythromycin, any
antibiotic resistance against to cefuroxime, ciprofloxacin, and cephaperasone has not been
identified. All isolates were found to be susceptible to these three antibiotics (cefuroxime,
ciprofloxacin and cefoperazone). Other than this, antimicrobial resistance to streptomycin,
gentamicin, and tetracycline were determined 15.6% (5/32), 6.3% (2/32) and 3.1% (1/32),
respectively. The results obtained in our province showed that E.coli strains isolated from
salad samples were found to have important virulence genes such as stx1, stx2, and hlyA.
Salads are consumed in restaurants could be found a potential threat to health. The results
obtained in our province and food joints salad isolated from E.coli O157: H7 strains of
different stx1, stx2, and just as important virulence genes were found to have hlyA. To
prevent food-related E.coli O157:H7 infections, washing and food hygiene rules should be
followed during the preparing the salad components.

Keywords: E.coli 0157:H7, stx1, stx2, hly-A, PCR



1.GIRIS

Salatalar ~ yilksek  oranda  mikroorganizma  icermeleri  ve  patojen
mikroorganizmalarin hizla ¢gogalabilmeleri i¢in oldukc¢a uygun ortamlar olmalar1 nedeniyle
halk saglig1 agisindan riskli gidalar kategorisinde degerlendirilmektedir.

Salatalarda Esherichia coli gibi barsak bakterileri basta olmak iizere
Staphylococcus aureus, Salmonella, Listeria gibi 6nemli patojenler bulunabilmekte ve
insanlarda ciddi hastaliklara yol acabilmektedirler. Taze hazirlanan sebze salatalar:
ozellikle marul, domates, salatalik, havu¢c gibi malzemeler dogasi geregi yiiksek
mikrobiyal yiike sahiptirler. Sebzelerin hazirlanmast swrasinda dogranmasi ya da
rendelenmesinin bu malzemelerin igerisinde bulunan mikroorganizmalarin ¢ogalmasini
tetikledigi ve hazirlama asamasinda bu islemlerin kontaminasyon riskini arttirdigi
bildirilmektedir (Giindiiz 1999).

Salatalarin mikrobiyal florasini salata yapiminda kullanilan malzemelerde (sebze,
meyve, et, balik, tursu gibi) dogal olarak bulunan mikroorganizmalar ile salatanin
hazirlanmasi, depolamasi, tasinmasi gibi islemler smrasinda dis ortamdan bulasan
mikroorganizmalar olusturmaktadir. Genellikle salatalarin 6nemli bilesenlerini taze
sebzeler olusturmaktadir. Taze sebzeler yapisinda yiiksek oranda su ihtiva ettiklerinden
oldukca cabuk bozulabilen Ozellikte olup, bircok patojen agisindan, ¢ok iyi gelisme
kosullar1 ve kolay {iremeleri agisindan uygun ortamlardir. Salatalarin hazirlandigi
malzemelerin dogal mikroflorasi ve pH’st degisse de tiikketime hazir olan salatalarin
igindeki canli bakteri sayismin 10%g dolaylarinda oldugu tahmin edilmektedir (Giindiiz
1999).

Salatalarmn mikroflorasinin 6nemli bir boliimiinii Enterobacteriaceae ailesinin
iiyeleri olusturmaktadir. Salatalarda koliform bakterilerin sayismm 10°/g’a  kadar
ulasabildigi bildirilmektedir. Ozellikle E.colisalatalarda en ¢ok rastlanilan bakterilerden
biridir. Bu mikroorganizmalarin insanlarda patojenite olusturabilmeleri mikroorganizma
titrelerine bagl olarak degigse de Ozellikle Enterohemorajik E.coli (EHEC) gibi bazi
patojenlerin diisiik dozlarda bile hayat1 tehdit edebilen ciddi infeksiyonlara yol
acabildikleri bilinmektedir (Giindiiz 1999). Gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin



basinda E.coli gelmektedir. E.coli insanlar i¢in en onemli patojenlerden biridir. E.coli
bir¢cok farkli serotipe sahip olup bu serotiplerden E.coli O157:H7 insan saglig1 agisindan
onemli morbidite ve mortalite sebebidir. E.coli O157:H7 iilkemizde oldugu gibi tiim
diinyada halk sagligi agisindan 6nemli bir patojendir (Signorini ve Tarabla 2009, Fedio ve
ark. 2011). E.coli O157:H7 toksin iireterek etki gosteren insan sagligi agisindan son derece
onemli bir patojendir. Shiga toksin iireten (STEC) E.coli kokenleri arasinda en 6nemli
patojenlerden biridir. Ozellikle O157 serogrup ciddi gida kaynakli salginlara, sporadik
hastaliga ve diinya ¢apinda 6liimlere yol agabilen kokendir. E.coli’nin O157:H7 serotipinin
yol actig1 infeksiyonlar orta derecede sulu diyareden hemorajik kolit, hemolitik tiremik
sendrom ve trombositopenik purpura gibi c¢esitli hastaliklara kadar farkhilik
gosterebilmektedir. STEC infeksiyonu genellikle karin agrisi, kanli ya da kansiz diyare ile
seyreder, daha az siklikla ciddi sistemik komplikasyonlara sebep olabilir. Komplikasyonlar
bir ¢ok yerde gelisen trombotik mikroanjiyopati ile ilgilidir, daha ¢ok bobreklerde goriiliir
ve akut bobrek yetmezligi, trombositopeni ve anemi ile karakterize hemolitik {iremik
sendrom (HUS) ile sonuglanir. Santral sinir sistemi ve pankreas diger siklikla etkilenen
organlardir. HUS, ¢ocuklardaki akut bobrek yetmezliginin en 6nde gelen nedeni olarak kabul
edilmektedir. Hastaligin tedavisi, hemodiyaliz ve destekleyici uygulamalardan ibarettir
(Gordillo ve ark. 2011, Bandyopadhyay ve ark. 2012).

Bakteri enterohemolizin (hlyA) ve shiga toksin olarak bilinen sitotoksinleri 6nemli
viriilans faktorlerindendir. Enterohemolizin hlyA tarafindan kodlanmakta olup eritrositleri
lizi ederek mikroorganizmanin virulansma katki saglayabilmekte ve bdylelikle barsakta
bakterinin hayatta kalmasi i¢in bakteriye demir kaynagi saglamaktadir (Boerling ve ark.
1999, Rey ve ark. 2006).

Shiga toksinler ise konak protein sentezini inhibe etme yetenegindeki toksinler olup
okaryotik hiicre yaralanmasma ve Oliimiine neden olabilmektedirler (Bentancor ve ark.
2012).

E.coliO157:H7nin genellikle ¢iftlik hayvanlarinin intestinal sistemine kolonize
oldugu bildirilmistir. Son yillarda yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda siit veren sigirlarda
E.coliO157:H7' nin primer tastyicisi oldugu gosterilmistir (Rey ve ark. 2006, Hernandez ve
ark. 2007, Su ve ark. 2012). E.coli0157:H7 enfeksiyonlarinin ¢ogu salgmni az pigmis et ve
et lrlinleri, pastorize edilmemis giinliik iiriinler ile bu hayvanlarin digkilariyla kontamine

olmus sebzeler veya kontamine olmus su ile iliskili olabilecegi gosterilmistir (Dontorou ve



ark. 2003, Hernandez ve ark. 2007, Gordillo ve ark. 2011, Su ve ark. 2012). Ayrica kisiden
kisiye bulasin da olabilecegi gosterilmistir (Liu ve Li 2002, Rey ve ark. 2006).

Diinyanin ¢esitli iilkelerinde yapilan ¢alismalarda gida kaynakli E.coliO157:H7
prevalansinin %0.8-22.5 arasinda degistigini bildiren ¢aligmalar mevcuttur (Walsh ve ark.
1997, Chinen ve ark. 2001, Samadpour ve ark. 2002, Mora ve ark. 2007). Ulkemizde ise
gida kaynakli calismalarda prevalansin %1-7.6 arasinda oldugunu gosteren caligmalar
bulunmaktadir (Sarimehmetoglu ve ark. 1998, Ertas ve ark. 2013).

E.coli O157:H7 gida zinciri yoluyla tagman onemli insan patojenleri olup diisiik
infeksiyon dozuna sahiptir. Mikroorganizma kontamine gida veya disk1 6rneklerinde diisiik
titrelerde bulundugundan, mikroorganizmanin tanisinda konvansiyonel yoOntemlerle
zorluklar yasanmaktadir. Mikroorganizmanin tanisinda kiiltiir ve enzim isaretli antikor testi
(ELISA) yontemleri gibi ¢esitli yontemler kullanilmasina ragmen, gerek bu yontemlerin
uygulanabilirligi ve gerekse de duyarliligindaki problemlerden dolay1 gliniimiizde tanida
polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayali molekiiler teknikler E.coli O157:H7
izolatlarinin hizli ve dogru tanisi i¢in tercih edilmektedir (Chapman ve ark. 2001, Daly ve
ark. 2002, Gordillo ve ark. 2011, Fode-Vaughan ve ark. 2003, Su ve ark. 2012).

Mikroorganizmanin tanisini takiben patojenite gostergesi olan viriilans genlerinin
varliginin gosterilmesi olduk¢a 6nemlidir. E.coli O157:H7' nin shiga toksin-1 (Stx1), shiga
toksin-2 (Stx2) ve hlyA gibi 6nemli viriilans genlerinin tespiti i¢in giiniimiizde en sik
miiltipleks PCR yontemleri tercih edilmektedir (Bai ve ark. 2010, Gordillo ve ark. 2011).
Bu calismada Hatay’da faaliyet gosteren lokantalarin halk saglig1 agisindan potansiyel bir
tehlike olusturup olusturmadigmmin belirlenmesi amaciyla, lokantalardan alinanan salata
orneklerinde E.coliO157:H7 prevalanst ve E.coliO157:H7 suslarinda Enterohemolizin

hlyA, Stx-1 ve Stx-2 toksin varligi miiltipleks PCR yontemiyle arastirilmas: amaglanmistir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. Tarihge

E.coli 1980’e kadar enterik patojenlerin disinda apatojen olarak tanimlanmaktaydi.
Ancak, enterik hastaliklar hakkinda bilgiler arttik¢a, arastirmacilar insan veya hayvanlara
kars1 patojeniteye neden olan kazanilmis virulans karakteristigine sahip E.coli suslarmi
izole etmeye baslamislardir. Enteropatojenlerin bu smifindaki organizmalarn 6nemli
ozelligi Shigella dysenteria serotip 1’in ekzotoksini gibi shiga toksinle yakindan iligkili
toksinler iiretmeleridir. Bu toksin aslinda 20. yy’in baslarinda tanimlanmistir.
Konowalchuk 1977 yilinda, Kanada’da kiiltiirde Vero hiicrelerini 6ldiiren bir faktor lireten
E.coli’nin bir grubunu tanimlamistir ve buna verotoksin adin1 vermistir. Bu toksini {ireten
mikroorganizmaya ise verotoksin iireten E.coli (VTEC) adin1 vermistir. Bu toksinin birden
fazla varyantinin varligi tespit edildiginde, bu varyantlara verotoksin 1 (VT1), verotoksin 2
(VT2), verotoksin 3 (VT3) ve benzerleri gibi isimler verilmistir. O’Brien ve arkadaslar1
1980’lerin basinda (O'Brien ve ark. 1982, O'Brien ve ark. 1984) shiga toksinle iligkili
toksin tireten bir ka¢ E.coli tanimlamistir. Bu organizmalar ¢ocuklarda kanli ishal ile
iligkilendirilmistir. Bu bilim adamlar1 da bu organizmalar1 STEC olarak adlandirmiglardir.
HUS; Conrad von Gasser tarafindan 1955’te parcalanmig eritrositler, trombositopeni ve
akut bobrek yetmezligi olan hemolitik anemi ile karakterize bir mikroanjiyopati olarak
tanimlanmistir. HUS'un nedeni ise, Karmali ve arkadaslarmin (Karmali ve ark. 1985)
VTEC’in HUS ile ilskili oldugunu gosterdigi 1985 yilina kadar belirsiz kalmistir. E.coli
O157:H7'nin insanlar i¢in tam anlamiyla patojen oldugu 1982 yilinda kanli diyareye neden
oldugu Michigan ve Oregon'daki iki biiyiik salginda sigir etinde yapilan incelemeler
sonucu saptanmistir (Riley ve ark. 1983). Arastimacilar HUS vakasi gosteren ¢ocuklardan
izole edilen E.coli susunun Vero hiicreleri igin toksik oldugunu saptamistir (Karmali ve
ark. 1983). Ardindan, arastrmacilar iligkili veya benzer toksinleri yapan E. coli’yi
tanimlayan birden fazla arastirmaci oldugunu fark etmis ve ayn1 organizmalar1 tanimlamak
icin pek ¢ok farkli terim kullaniminin karisikliga yol a¢tigini fark etmislerdir. Tercih edilen
mevcut terminolojiye gore; toksinlerin Stx1, Stx2, Stx2c, Stx2d, Stx2e ve benzerleri olarak
isimlendirilmesi ve STEC i¢in shiga toksin iireten E.coli olarak isimlendirilmesi kabul

gormustur.



STEC sasirtirct bir bigimde bir dizi kombinasyonda toksin tiretmektedir. Baz1 suslar
sadece Stx1, bazilar1 hem Stx1 hem de Stx2, bir¢ogu sadece Stx2 ve birgogu Stx1, Stx2 ve
Stx2’nin tiirevleri dahil olmak iizere bir¢ok toksin tiretmektedirler. Stx2 varyantlarinin ishal
ve HUS’a neden olma ihtimalleri farklilik gdstermektedir (Friedrich ve ark. 2002). Bu
toksinler ayrica diger bazi enterik bakteriler tarafindan da iretilmektedir. (Citrobacter
freundii ve Enterobacter cloacae gibi) (Schmidt ve ark. 1993, Paton 1996). Bu
organizmalar HUS’Iu ¢ocuklardan izole edilmis olmasina ragmen 6nemi bilinmemektedir.
Diger enteropatojenlerin bir grubunda ise bu toksinlerin bulunmadigi gosterilmistir. Tiim
STEC’ler insanda hastaliga yol acabilme yetenegindedirler. Insanlarda hastahk yapan
onemli tip (Ashkenazi ve ark. 1988, Bartlett ve ark. 1986 ) EHEC olarak isimlendirilmistir.
EHEC tipik olarak enterosit baglanma mekanizmalarina sahiptir. Baglanma mekanizmasi
bakteri tarafindan virulans proteinlerinin konak hiicreye direkt olarak enjekte edilmesiyle
siringa benzeri bir yapmin {retimini icermektedir. Sonugta transmisyon elektron
mikroskobunda goriilebilir karakteristik bir baglanma lezyonu olusumu goriilmektedir.
EHEC’lerin ¢ogu baglanma lezyonu iiretmesine ragmen (Schmidt ve ark. 1999) bu olay

tiim suslarda goriilmemektedir (Beutin ve ark. 2004, Vaz ve ark. 2004).

EHEC tipik olarak belirli serotiplere sahiptir. En yaygin1 E.coli O157:H7°dir. Cok
sayida STEC serotipi (100’{in iizerinde tanimlanmistir) sigir ve diger hayvanlardan izole
edilebilirken HUS’a neden olmamaktadir. Stx2 veya Stx2c iireten suslar ishal veya HUS lu
hastalarda bulunurken, Stx2d ve Stx2e toksin varyantlarmi tireten suslar genellikle HUS
olmayan bireylerde ishal ile iliskilendirilmistir. Stx2f iireten suslar insanlar i¢in non-
patojenik olarak goriinmektedir (Friedrich ve ark. 2002). Patojenik suslar spesifik virulans
faktorlerine, patojeniterine ve spesifik suslara gore smiflandirilmaktadir. Buna gore
patojenik E. coli’ler EHEC'te dahil olmak tizere 6 sinifta tanimlanmistir: Bunlar;
Enterotoksijenik E.coli (ETEC), enteropatojenik E.coli (EPEC), enteroagregatif E.coli
(EAEC), enteroinvaziv E.coli (EIEC), diffiiz yapisik E.coli (DAEC) ve EHEC'tir.

2.2. Enterohemorajik E.coli ve E.coli O157:H7

E.coli dogumu takiben saatler i¢inde insan ve diger hayvanlarm barsak sistemine

kolonize olan fakiiltatif anaerob Gram (-) bir basildir. E.coli’ nin suslarinin ¢cogu konaginda



kommensal olarak bulunsa da, onemli bir kismida patojendir. Patojen suslarin
bakteriyofajlar, plazmidler ve patojenite adalar1 aracilifiyla gesitli virulans faktorlerini
edindigi disliniilmektedir (Yoon ve Hovde 2008, Jores ve ark. 2004). EHEC genel
hatlariyla iirettikleri semptomlarin bir kombinasyonu ve sahip olduklar1 virulans faktorleri
ile tanimlanmaktadir (Neill ve ark. 1994). EHEC’in sebep oldugu hastalikta goriilen
semptom kanli diyare ve hemorajik kolittir (HC). EHEC infeksiyonlarmnin ¢ogunda digkida
kan goriilse de tiim infeksiyonlarinda diskida kan goriilmeyebilmektedir. Bu durum
genellikle E.coli O157:H7 infeksiyonlarinda digkida bol kan goriiliirken, diger EHEC
serotiplerinin neden oldugu infeksiyonlarda ise digkida kan goriilmemesi Ornegi ile

aciklanabilmektedir.

EHEC klonal grubunun EPEC'ten tiiredigi diisiiniilmektedir; ¢iinkii bu 2 grubun bir
ka¢ virulans mekanizmalar1 ortaktrr (Whittam ve ark. 1993). Ancak, 2 Onemli
epidemiyolojik klinik tablodan dolayr EHEC simdi patojenik E.coli'nin ayri bir smifi
olarak tanimlanmaktadir. Riley ve ark. (1983) ABD' deki 2 salgmin bir nedeni olarak
nadiren izole edilen bir E.coli serotipi O157:H7' yi tanimlamiglardir. Her iki vaka siddetli
karin agrisi, sulu ishal ve hafif ates veya atessiz semptomlar ile karakterize ayirt edici
gastrointestinal hastalik ile seyretmistir. Bu semptomlar HC yaygin olarak goriilmektedir.
Karmali ve ark. diskida fekal sitotoksin ve sitotoksin iireten E.coli ile HUS' un sporadik
olgularmni iligskilendirmislerdir. HUS genellikle kanli ishalle seyretmekte ve akut bobrek
yetmezligi, trombositopeni ve mikroanjiyopatik hemolitik anemiye neden olabilmektedir
(Nataro ve Kaper 1998, Karmali ve ark. 1983). EPEC'ten farkli olarak ishal olgularina
neden olan enterik patojen E.coli' nin bu klinik tablolar1 yeni bir smifin (EHEC)
tanimlanmasina yol agmaistir.

Biitin EHEC suslar1 VT1 ve VT2 olarak da adlandirilan Stx1 ve/veya Stx2
tretmektedirler. Shiga toksin iiretebilme yetenegi muhtemelen direkt veya indirekt olarak
Shigella’dan, bakteriofajla kazanilmaktadiwr. EHEC grubunun iiyeleri Stx {iiretimine ek
olarak virulansi kapsayan diger bir cok mekanizmaya sahiptir.

Patojenik E.coli tiirleri arasinda EHEC virulans 6zellikleri ve HUS gibi hayati
tehdit eden komplikasyonlar ile iliskili olmasindan dolay1 belki en 6nemlisidir. Oysa, HC
ile iligkili olan EHEC serotipleri de bulunmaktadir (Robins 2005, Kaper ve ark. 2004,
Yoon ve Hovde 2008)



Klinik olarak HC ile iligkili en sik rastlanan EHEC serotipleri O157:H7,
0157:H-, 026:H11, O103:H2, O111:H8, 0145:H28'lar1 igermektedir (Yoon ve Hovde
2008); ancak E.coliO157:H7 gogunlukla kanli diyare ve HUS ile birlikte anilan bir gesit
EHEC prototipidir (Tarr ve ark. 2005). Somatik (O) antijen O157 ve flagellar H7 ile ifade
edilmektedir. Serotip genel olarak insanlardan izole edilmektedir ve genellikle HUS ile
iliskilidir. O157 olmayan suslarin neden oldugu HUS'larla ilgili klinik veriler nadir olarak
goriilmektedir. Son yillarda, E.coliO157:H7 100'den fazla salgma neden olmustur ve besin

kaynakl1 patojenler arasinda en hizli gelisen patojenlerden biri olarak gdsterilmistir.

E.coliO157:H7, ilk kez 1982 yilinda kanli diyareye neden olan patojen Michigan ve
Oregon'daki iki biiyiik salginda si81ir etinde yapilan incelemeler sonucu saptanmistir (Riley
ve ark. 1983) ve 1982’den beri diinya ¢apinda salginlar halinde goériillmekte olan ABD,
Kanada, Biiyiik Britanya ve Avrupa bdlgelerinde HC ve HUS un birincil sebebi olmustur.
Bu patojenin HUS vakalarinin yaklagik %85-95’inden sorumlu oldugu bildirilmistir.
Almanya'da E.coliO157:H7'nin tim HUS vakalarinin yarisinda HUS'la iligkili oldugu
saptanmustir. Buna karsin Kuzey Amerika'da, E.coliO157:H7 HUS vakalarinin %95'inin
fazlasindan izole edilmistir (Tarr ve ark. 1990). Amerika'da E.coliO157:H7 yilda 1
milyondan fazla insani infekte etmektedir. Bunlardan, %0.5'ine ciddi hastalik teshisi
konulmaktadir, %3'"li hastaneye yatirilmaktadir, %2.9'u 6liimle sonu¢lanmaktadir (Mead ve
ark. 1999, Feng ve ark. 2007, Griffin ve ark. 1995). Bu durum EHEC’in ¢cogunlukla serotip
O157:H7 karakteristigi temelinde siniflandirilmasma yol agmistir. Ancak diger EHEC
serotipleri arasira bu bdlgelerde ve O157:H7 olmayan serotiplerin baskin oldugu cografik
alanlarda bildirilmistir. Ornegin, serotip O111:H-(H- hareketsizligi gostermektedir) ve
0157:H- Avusturalya’da oldukca yaygindir (Goldwater ve Bettelheim 1995) ve orta
Avrupa’da yiiksek oranda sorbitol-pozitif (sorbitol ihtiva eden kiiltiir besiyerinde fermente
olabilen) O157:H bildirilmistir (Bitzan ve ark. 1993).

EHEC suslarmin diger serotipleri ise O4:H-, O1l:H-, 026:H11, 0OA45:H2,
0103:H2, 0104:H21, O111:H8, ve O145:H- tir (Beutin ve ark. 1994, Tzipori ve ark.
1988). Vaka oram1 az olmasina ragmen, 6zellikle cocuk ve genglerde ciddi ve bazen
olimcil sonuglar doguran E.coliO157:H7 biiyiik salgmlara da yol agmasiyla en 6nemli

gida kaynakli patojenler arasinda gosterilmektedir.



2.2.1. Gidalarla Bulasan EHEC Salginlar

Kiyma etinin ABD’deki salginlarla en sik iligkili yiyecek oldugu bildirilmistir
(Griffin ve ark. 1991). Bati Amerika'da 1992-1993 salgmini da igeren biiyiik salginlar
500’den fazla insani etkilemistir (CDC 1993). HC enfeksiyonlarmin dnemli bir kismi
sporadik olup salgmlarla iliskili degildir. Kiyma etinin bu tiir sporadik infeksiyonlarda
onemli bir risk faktorii oldugu bildirilmistir (Pai ve ark. 1988).

Bati ABD’deki E.coli O157:H7 salgmi, salamurasiz konservelenmis salam ile
iligkilendirilmis ve bu organizmanin asidik ve fermente edilmis ette yasayabilerek hastaliga
sebep olabildigi gosterilmistir (Tilden ve ark. 1996). Avusturalya’daki bir HC ve HUS
salgminin bozulmus sucuk tiikketiminden kaynaklandigi ve O111:H- ve O157:H-
serotiplerinin hastalardan izole edildigi bildirilmistir. Bir veya daha fazla Shiga toksin
iiretebilme yeteneginde olan E.coliizolatlar1 et, kiimes hayvanlar1 ve deniz iriinlerinden
kolayca izole edilebilmektedir; ancak bu izolatlarin ¢ogunun patojenik EHEC’le iliskili
virulans faktorleri tasimadiklari bildirilmektedir (CDC 1995).

Diinya capindaki EHEC salgimlariyla iliskili bir¢ok gida bulunmaktadir (Cizelge
2.1). Lokal ve genel salginlar da pastorize edilmemis elma suyu ve sarabin olduk¢a dnemli
olabilecegi bildirilmistir. Bin dokuz yiiz seksen yilindaki bir HUS salginmin bugiin taze
elma suyuyla alakali oldugu ve EHEC tarafindan olusturuldugu diistiniilmektedir. EHEC
salgmlarinin 6nemli bir kisminda kaynak belirlenememis olsa da, lokantalarda gida
tiketimi ile spesifik olmayan bir iliski sik¢a kurulmustur. Bu durum EHEC’in ikincil
olarak insandan insana veya hayvandan insana yayilmasma kismen baglanabilmistir.
Ornegin, E.coli O157:H7’nin Shigella ile benzer sekilde infeksiyon kaynagi olarak
kreslerle alakali olabilecegi bildirilmistir. Bugiine dek en biiyiik E.coliO157:H7 salgini
1996'da Japonya'nin Sakai sehrinde gergeklesmistir (Watanabe ve ark. 1996). Cogunlugu
cocuk olan binlerce insan, okulda dagitilan 6gle yemegi sirasinda kontamine olmus turp
filizinden hastalanmistir. Amerika'daki en biiyiik salgin az pisirilmis hamburgerlerin
tikketimiyle gerceklesmistir. Bu salgindan 732 insan etkilenmistir. Bunlarin 55'inde HUS
geligsmistir (genellikle ¢ocuklarda). Washington, Idaho, Nevada ve California'da 4 6liim
gerceklesmistir ( Bell ve ark. 1994, Rump ve ark.). Iskogya'da, 1996'da Avrupa'nin en
biiyiikk salginlarindan birinde 501 insan patojenle infekte olmustur ve 20'si bunun

sonucunda Olmiistiir. Sasirtici bir sekilde E.coliO157:H7'nin tek bir kasaptan alinan dana



etinde oldugu saptanmistir (Dundas ve ark. 2001). Almanya'da O157 hem insanlardan
hem de hayvanlardan izole edilmistir; ancak sadece bir iki salgin bildirilmistir (Beutin ve
ark. 1999). Almanya'daki en biiyiik HUS salgin1 1994-1995'te kontamine olmus sosislerin
tiiketilmesiyle ger¢eklesmistir. Yaklasik 300-400 insan bu salgindan etkilenmistir, 28 HUS
vakas1 goriilmiistiir (gocuklarda) ve dlen olmamistir (Ammon A. ve ark. 1999). Bir saglik
merkezinde 1992 yilinda 39 ¢ocuk ve 2 yetigskinin dahil oldugu bir salgin goériilmiistiir (3
HUS ve 1 6liim) (Reida ve ark. 1994). Amerika'da 2006'dan bu yana ¢ok eyaletli 8 salgin
gerceklesmistir. Sekiz salgindan 5'i et iriinlerinin tiiketilmesiyle iliskilendirilmistir (CDC
2010a). Buna karsin, et iirlinlerinden daha az oranda salgina neden olan kurabiye hamuru
(2009), 1spanak (2006) veya Almanya'da STEC E.coliO104:H4 susu tasiyan ¢emen
tohumu ve filizleri (BfR, BVL, RKI 2011), son zamanlarda goriilen salgmnlarin nedenleri
arasindadir. E.coliO157:H7'nin baskin aract sigir tirtinleridir, buna ragmen, ¢ig siit, sebze
ve hatta su bu patojenin araglar1 arasinda gosterilmektedir. E.coliO157:H7, bilinmeyen
suslarin yiyecekleri tehdit eden major patojenlere doniisebilecegini gosteren onemli bir
ornektir. Ayrica nadiren goriildiigli diisiiniilen serotip O104:H4, diinya ¢apinda goriilen en
biiyiik salginlardan birine yol agmistir. Almanya'da goriilen bu salginda 4000'den fazla kisi
hastalanmistir ve 50 kisi 6lmiistiir (BfR, BVL, RKI 2011). Salginlar1 engelleyebilmek i¢in,
besinlerde ve insanlarda bulunan E.coliO157:H7 ve diger STEC'lerin ¢ok hizli bir sekilde
belirlenmesi gerekmektedir. Cilinkii hizli ve dogru EHEC tanmi1 yontemleri hayat kurtarici
olabilmektedir. Diinya ¢apmda insan yasamini tehdit eden salginlar1 6nlemek i¢in giincel

ve gelismekte olan patojenleri dogru sekilde tespit etmek dnemlidir.

Gida kaynakli E.coliO157:H7 salgnlarinin bulasici dozunun (2-2.000 hiicre)
oldukca diisiik oldugu bildirilmistir. Bu durum organizmanin asit toleransiyla ilgili bir
ozelligidir. Salgmla iligkili E.coliO157:H7 suslarmm artmug asit toleransina sahip oldugu
one siiriilmektedir (Buchanan ve ark. 1996). Ancak E.coliO157:H7 nin sorbitolu fermente

edememesi virulansi ile iliskili degildir (Fratamico ve ark. 1993).



Cizelge 2.1. E.coli O157:H7 salginlartyla iliskili siipheli gidalar (Buchanan ve Doyle 1997)

Az pigmis dana eti

Cig siit

Pastorize edilmemis elma suyu/sarabi

Kurutulmus salam

Marul

Giibrelenmis bahgeden iiretim

Ambalajlanmis patates

Turp filizi, yonca filizi

Yogurt

Sandvigler

Su

2.3. E.coli O157:H7 Kaynak ve Rezervuarlarn

E.coliO157:H7’nin birgok rezervuar ve kaynaklar1 tespit edilmistir. Sigirlar E.coli
O157:H7 agisindan primer rezervuar olmalarina ragmen, kegi ve koyun gibi hayvanlar da
bu patojen agisindan tasiyici olabilmektedirler (TeinMiiller ve ark. 2006). Bakteri; sigirin
kalin barsak ve rektumunda kolonize olmaktadirlar, sigirlarda kolonizasyon oranmin %10-
80 arasmnda degistigi bildirilmektedir. Ilging olarak sigirlar E.coliO157:H7 ile
asemptomatik bir sekilde kolonizedir. Fakat bazen gen¢ buzagilarda ilk basta ishale yol
acabildigi, sonrasinda ise asemptomatik tarzda kolonize olduklar1 bildirilmistir.
Sigirlardaki bu asemptomatik kolonizasyonun ve komplikasyonlarin gelismemesininin
sebebi olarak wvaskiiler endotelyal hiicrelerin yiizeyindeki ©Onemli bir reseptoriin
eksikliginden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bunun yaninda son donemlerde yapilan
calismalarda E.coliO157:H7 kolonizasyonunun sigir ve diger gevis getirenler i¢in yararl
olabilecegi bildirilmistir (Hussein ve Sakuma 2005).

Sigirlarn  aksine insanlar fekal-oral yol ile gidalarla bulasan E.coli O157:H7

infeksiyonuna duyarlhidirlar (Moxley 2004).
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E.coli O157:H7’nin az pismis kiyma eti ve ¢ig siit ile iligkisi sigirin patojen
rezervuarl roliiniin arastirilmasmna neden olmustur. E.coliO157:H7’nin fekal yolla

bulagmasi ile ilgili pek ¢ok arastirma asagidaki genel gozlemleri ortaya koymustur:

» Geng hayvanlar yetiskinlerden daha sik¢a E.coliO157:H7 tasima egilimindedirler (Zhao
ve ark. 1995).
» Fekal atilm frekanst hayvandan hayvana olduk¢a yiiksek oranda degisiklik
gostermektedir (Zhao ve ark. 1995).
* E.coliO157:H7 tespit etmede kullanilan prosediirlerin hassasiyetleri arasindaki farklar
sebebiyle, sigirlar arasindaki rapor edilmis insidans genis bir ¢esitlilik géstermektedir.
* ABD’deki iki 6nemli arastirmanin sonuglarina goére 965 mandira buzagisinin 31’1 (%3.2)
(Zhao ve ark. 1995) ve 11.881 besi sigirmin 191’1 (%1.6) E.coliO157:H7 agisindan pozitif
bulunmustur. Buna ek olarak %0.4’likk oranda besi sigirlarinin E.coliO157:H- ag¢isindan
pozitif bulundugu bildirilmistir (USDA/APHIS 1995).
« Buzag diskisindaki E.coliO157:H7 seviyesi <10° CFU/g - 10° CFU/g arasinda
degismektedir (Zhao ve ark. 1995).
* E.coliO157:H7’nin fekal yayilimi sik aralikli ve birkag haftadan birka¢ aya kadar degisen
kisa siireler i¢inde gergeklesmektedir (Brown ve ark. 1997).
 Degisken alanli jel elektroforezi (PFGE) yontemiyle E.coliO157:H7 suslarinin benzer
genomik DNA profilleri farkli sehirlerdeki veya ciftliklerdeki buzagilardan izole
edilebildigi bildirilmistir (Faith ve ark. 1996).
* Birden fazla E.coliO157:H7 susu ayni hayvanin digkisindan veya ayni agildaki farkli
hayvanlarin diskisindan izole edilebilmektedir (Faith ve ark. 1996).

Buzagilar deneysel olarak E.coliO157:H7 ile enfekte edilmis (Brown ve ark. 1997)
ve sonuglar asagidakileri agiga ¢ikarmustir:
« E.coli O157:H7 buzagilarda patojenik degildir; 10*° CFU diizeyindeki mikroorganizma
inokiilasyonunun klinik agidan hastaligin olusmasini indiiklemedigi goriilmiistir.
* Digkidaki E.coli O157:H7 yayilimi inokiilasyon sonrasi ilk 14 giinde 6nemli dlgiide
azalmustir (Orn; 48 saatte 10* ila 10° CFU/g’den 14 giinde 5-10° CFU/g’a).
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» E.coliO157:H7 gastrointestinal sistem ve on mide ile sinirlidir (rumen, omasum ve
retikulum) ve distal bolgeler (distal ileum, proximalcecum, spiral kolon ve desendan
kolon) lokalizasyonun baslica yerleridirler.

* Aclik ¢ogunda olmasa da bazi hayvanlarin digkisindaki E.coliO157:H7 seviyelerini
arttirmaktadir.

* E.coliO157:H7 mukozal yiizeylere kolonize olmamaktadir.

Buzagi ve danalarm 10™ E.coliO157:H7 ile oral inokiilasyonu serum antikorlarinda
0157 antijenik lipopolisakkaritin ve daha diisiik seviyelerde Stx1’in hizl1 ve siirekli artigini
indiiklemektedir (Johnson ve ark. 1996). Ancak serolojik yanitlar, sigirlar tarafindan
tasinmanin ortadan kalkmasi veya ayni sus ile tekrar infeksiyona karsi buzagilar1 koruma
ile iliskili degildir. E.coliO157:H7’nin persiste olma yetenegi ve sigmrin tekrar enfekte
olmas1 gii¢lii bir immun yanitin olusmasima sebep olmaktadir.

Yeni E.coliO157:H7 arastirmalar1 geyigin bir patojen kaynagi oldugunu ve geyikle
sigir arasinda patojen transmisyonu olabilecegini belirlemistir (Keene ve ark. 1997).
Ornegin, kontamine geyik eti iceren yeni bir salginda, E.coli O157:H7 ile benzer 6zgiin
Degisken alanli jel elektroforezi (PFGE) profili, insan vakalarindan, artan etten, ayni
geyikten pisirilmemis etten, govdeyi kesmede kullanilan bigaktan ve geyigin saklanan
parcalarindan izole edilmistir. Teksas’taki ciftliklerden alinan geyik ve sigr diski
orneklerinde ayni Shiga toksini iireten E.coliO157:H7 izolatlar1 elde edilmistir (Rice ve
ark. 1995).

Kiiglikbas hayvanlardan koyunlarin da bir E.coliO157:H7 rezervuar1 oldugu
tanimlanmistir. Saglhikli koyunlarda yapilan alt1 aylik bir ¢alisma sonunda, Haziran ayinda
koyunlarin %31’inin pozitif olmasi, Agustosta %5.7’sinin pozitif olmasi ve Kasimda
hi¢birinin pozitif olmamasi1 ile fekal yayilimin gecici ve mevsimlik oldugu agiga
cikarilmistir. Koyun, calisma boyunca hicbir hastalik belirtisi gostermemistir. Agizdan
alman 10° E.coliO157:H7 uygulanan hayvanlar bakteriyi 92 giine kadar digkiyla yaymustir.
Yayilim yapan koyun E.coliO157:H7’yi, inokiilasyon yapilmamis agildaki diger koyunlara
bulastrmaktadir. Diyet E.coliO157:H7’nin  fekal yayilmasin1  etkilemektedir.
E.coliO157:H7 negatif bir koyun tutuldugu yerden ¢ikarilinca ve besinleri yonca
pelletlerinden adacay1 ve ot demetlerine degistirilince koyunun bakteri yaymaya basladig1

tespit edilmistir (Kudva ve ark. 1996).
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Icme ve eglence sular1 pek c¢ok E.coliO157:H7 enfeksiyon salgmmin aracisi
olmustur (Dolye ve ark. 1997). Cabool, Missuri’de Aralik 1989- Ocak 1990 tarihleri aras1
meydana gelen, 4’1 6liim, toplam 243 vakayi iceren biiylik bir salginin sebeke suyunun
kontaminasyonu sonucu olustugu bildirilmistir (Swerdlow ve ark. 1992). Asir1 soguk hava
sebebiyle arizalanan iki ana su borusu ve topraktaki su saya¢larinin salgina katkida
bulundugu bildirilmistir. Portland, Oregon’da 1991 yilinda 21 E.coliO157:H7 infeksiyonu
vakasinin gol kiyist olan bir parkta yiiziilmesinden kaynaklandig1 gosterilmistir (Keene ve
ark. 1994). Tuvalet egitimi bile almamis cocuklar dahil yilizenler, fekal kirlenmis g6l suyu
yutmuslardir. Suyun sigirlar arasinda E.coliO157:H7 bulagsmasinda rol oynadigi one
striilmiistiir (Faith ve ark. 1996).

2.4. E.coli 0157:H7' nin Uremesini ve Hayatta Kalmasim Etkileyen Faktorler
Tiim bakteriler gibi gidadaki E.coliO157:H7’nin hayatta kalma ve gelisimi sicaklik,
pH ve su aktivitesi gibi pek cok i¢ ve dis faktoriin etkilesimine baghdir.

2.4.1. Sicakhk

Sicakliga O157:H7 serotipleri disinda ki EHEC suslari, EHEC olmayan suslarla
ayni sekilde tepki vermektedir. E.coli diger Enterobacteriaceae grubu iiyelerinden (gram-
negatif, katalaz-pozitif, oksidaz-negatif, fakiiltatif anaerobik aile) 44.5°C’de EC (E.coli)
broth’ta lireme ve gaz {iretimi temelinde ayrilmaktadir. Ancak pek ¢ok O157:H7 izolati,
44°C’nin tstiinde iyi tirememektedir (Dolye ve M.P. 1984). E.coliO157:H7 {iremesi i¢in en
ist sicakhigm kiiltiir besiyerine bagli oldugu bildirilmistir. S6zgelimi 45°C beyin kalp
inflizyonu (BHI) broth’ta biitiin suslarin iyi tiredigi, fakat EC (E. coli) broth’ta 16 susun
6’smin iiremedigi bildirilmistir (Palumbo ve ark. 1995). Optimal kosullar saglandiginda
E.coliO157:H7 i¢in minimum iireme sicakligi yaklagik 8-10°C’dir (Rajikowski ve ark.
1995). Sicakligin E.colibiotip 1 ve EHEC’in ikisinin de gelisme oranlarmma etkisi
belirlenmis ve gelisme kinetiklerini etkileyen pH, su aktivitesi ve sodyum nitratla
sicakligin etkilesiminin nasil oldugunu agiklayan matematiksel modeller gelistirilmistir

(Sutherland ve ark. 1995).
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2.4.2. pH

Ureme oran1 pH 5.5 ve 7.5 arasinda benzer olup, diisik pH degerlerinde iireme
hizla azalmaktadir. E.coli gelisimi i¢in minimum pH’nin 4.0-4.5 oldugu bildirilmistir
(Buchanan ve ark. 1994). Bu durum pH’nin diger {ireme parametreleriyle etkilesimine
baglidir, 6rnegin ilave stres lireme i¢in minimum pH’y1 arttrmaktadir. Asit tipi (organik ve
inorganik) ve asit konsantrasyonu pH’nin E.coligelisimi lizerindeki etkisini etkilemektedir.

S6z gelimi sigir etinde, E.coliO157:H7 iizerinde organik asitlerin inhibitor
aktivitesinin iligkisinin asetik > laktik > sitrik oldugu bildirilmistir (Abdul-Raouf ve ark.
1993).

PH biiylime i¢in gerekli olan minimum seviyenin altina diistiiii zaman
E.coliO157:H7 popiilasyonu zamanla azalmaya baslamaktadir. Pek ¢ok salginin fermente
sosis, elma sarabi1 ve elma suyu gibi asidik gida icinde diisilk seviyede hayatta kalan
E.coliO157:H7 ile iliskilendirildigi igin, patojenin asidik gidalarda hayatta kalmasi olduk¢a
onemlidir. Patojenin mayonez (Zhao ve ark. 1994), sosis (Clavero ve ark. 1996), elma
sarab1 (Zhao ve ark. 1993), ve cedar peyniri (Reitsma ve ark. 1996) dahil cesitli asitli
gidalarda birka¢ haftadan birka¢ aya kadar hayatta kaldig1 deneysel olarak gosterilmistir.
Dondurucuda saklandiginda bu gidalarda mikroorganizmanin hayatta kalma siiresi biiyiik
olciide uzamaktadir. Ornegin, patojen 25°C’de elma sarabinda sadece 2-3 giin hayatta
kalirken, bu stire 8°C’de 10-31 giine kadar uzamaktadir (Zhao ve ark. 1993). EHEC
suslarmin yiiksek derecede asit toleranst vardir, 37°C’de ve pH 2.5’te; 2-7 saat
brrakildiginda hemen hemen hi¢ degismeden hayatta kalabilmektedirler (Buchanan ve ark.
1996). Ancak asite duyarli EHEC suslarinin varligi da tespit edilmistir. Diger yandan asit-
toleransli, enterohemorajik olmayan suslar da belirlenmistir, yani bu durum patojenik
izolatlar icin benzersiz bir karakteristik 6zellik degildir.

E.coli’de asit toleransinin, gelisme evresine bagli ve indiiklenebilir karmasik bir
olgu oldugu diisiiniilmektedir. Gelismenin duragan evresindeki E.coli hiicreleri aside
biiyiime evresindeki hiicrelerden oldukga fazla tolerans gostermektedir. Bu artan tolerans
rpoS sigma faktor operonuyla regiile edilen genlerin ekspresyonu ile iligkilidir (Cheville ve
ark. 1996). Bir ¢alismada E.coli’de asit direncinin oksidatif, arginine bagh ve glumata
bagli iic mekanizmasi incelemis ve ii¢liniin de mikroorganizmanin tam asit toleransina

katkida bulundugu gosterilmistir. (Lin ve ark. 1996).
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E. coli’deki asit toleransimin indiiksiyonu asidik gidalar i¢inde hayatta kalmasini
arttirabilmektedir (Cheville ve ark. 1996, Leyer ve ark. 1995). Eger hiicreler dondurucuda
depolanirsa, asit toleransli durum uzun siire (>28giin) devam etmektedir. Asit toleransi
indiiksiyonu organizmanin diger streslerle hayatta kalabilme yetenegini de arttrmaktadir.
Yeni arastirmalar asit toleransi indiiksiyonunun mikroorganizmanin 1sitilmaya, radyasyona
ve antimikrobiyallere direncini de arttirdigini ortaya koymustur (Rowbury 1995). E.
coli'nin ayrica bir indiiklenebilir alkali toleransi cevabma sahip oldugu bulunmustur

(Rowbury ve ark. 1996).

2.4.3. Su Aktivitesi

Su aktivitesinin E.coli O157:H7’nin hayatta kalma ve gelismesine etkisi lizerine
aragtirmalar ilk olarak sodyum kloridin etkisi {izerine yogunlasmis olsa da E.coli O157:
H7’nin diger E.coli’lere benzer sekilde davrandigi diisiiniilmektedir. Sodyum kloriir
(NaCl) konsantrasyonu (%0.5-5.0) ile sicaklik, pH ve sodyum nitrat (NaNO)'in E.coli
O157:H7’nin gelisme kinetigi lizerine etki ve etkilesimleri i¢in bir matematiksel model
gelistirimistir (Buchanan ve ark. 1994). Nem tutucu olarak mannitol, sorbitol ve siikrozun
etkilerini karsilastirilmis ve nem tutucu farklarinin smirh aw degerlerde olusurken nem
tutucu arasindaki farklarm aw 0.98’de minimal oldugu sonucuna varilmistir (Buchanan ve
ark. 1997). Yiiksek NaCl seviyesinde ilireyen E.colitermotolerans: ve hidrojen peroksit
(H20,) direncinin artis1 ile iliskili rpoS geni ekspresyonunu indiiklemektedir (Hengge-
Aronis ve ark. 1993). E.coli O157:H7 ozellikle sogutma sicakliginda kurutuldugunda
haftalarca hayatta kalabilmektedir (Bagi ve ark. 1993).

2.4.4. Gidalarin Islenmesi

E.coliO157:H7’nin varlig1 geleneksel 1s1 teknikleri kullanimi ile kolayca kontrol
edilebilmektedir. Ancak organizmanin hayatta kalabilecek ¢ok diisiik dozu bile infeksiy6z
olabilmeye vyeterli olabilmektedir. Coxiella burnetti’yi elimine etmek i¢in tasarlanan
mandira pastorizasyon islemleri E.coli O157:H7’yi ortadan kaldirmak igin de yeterli
olabilmektedir. Benzer sekilde pastorizasyon islemleri meyve sulari i¢indeki E.coli
0157:H7’nin kontrolii i¢in de yapilmaktadir.

D-degeri (ondalik azalma siiresi veya popiilasyonun %90’m1 yok etmek icin

gereken zaman) cesitli kiyma et ve kiimes hayvani iiriinlerinde birka¢ farkli sicaklikta
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tespit edilmistir (Ahmed ve ark. 1995, Doyle ve ark. 1984, Line ve ark. 1991). Ornegin,
kiyma et iirlinlerinde serotip O157:H7 i¢in Dgoec degerlerinin 0.4-0.8 dk arasinda degistigi
bildirilmistir.

D-degeri kiyma et iiriinleri arasinda bazi derecelerde degismektedir, ancak termal
diren¢ yag iceriginden ¢ok fazla oranda etkilenmektedir. Yani daha yiiksek yag icerigi,
daha fazla termal direng anlamima gelmektedir. EIma suyunda (pH 4.0) E.coliO157:H7 i¢in
Deoec’nin 0.4 dk. oldugu bildirilmistir (Splittstoesser ve ark. 1995). Is1 sokunun termal
direnci ve anaerobik inkiibasyonun isinan hiicrelerin diizelmesini arttirdigi bildirilmistir.
(Murano ve ark. 1993). Sogutucuda tutulan hiicrelerin donmus durumdan direkt sitilan
hiicrelerden daha hassas oldugu bildirilmistir (Jackson ve ark. 1995). Artan pH degerleri
(pH 10-11) E.coliO157:H7’nin termal yikimini arttirmaktadir (Teo ve ark. 1996). Cig siitle
iliskili salgin arastirmalar1 siit trtinleri i¢indeki E.coli O157:H7 varhigina yonlendirmistir.
E.coli O157:H7’nin bulasan siitte peynir (Arocha ve ark. 1992) ve ¢edar peynirinin
(Reitsma ve ark. 1996) iiretimi esnasinda dahi canliligini devam ettirdigi bildirilmistir.
Mikroorganizma siitiin pastorize edilmesi ile kolayca inaktive edilmekte ve c¢edar
peynirinin yillanmasi esnasinda titrelerinin diistiigii bildirilmistir.

Gidanin ¢ig karakterini korurken E.coliO157:H7’yi giderebilen veya kontrol
edebilen termal islemlere alternatif yontemler halen arastirilmaktadir. Ozellikle et ve
kiimes tiriinleri i¢in uygulanan yontemlerden birisi iyonize radyasyon yontemidir. Patojen
nispeten radyasyona duyarli olup 1.5-3.0 kGy radyasyon-pastérizasyon dozunun kiyma
ette mikroorganizmanin eliminasyonu i¢in yeterli oldugu bildirilmistir (Clavero ve ark.
1994, Thayer ve ark. 1993). Radyasyon inaktivasyonu sicakliga bagli olup kiyma et donma
isilarinda 1sinlandig1 zaman yiiksek dozda radyasyon gerektirmektedir. Yeni ¢aligmalardan
(Buchanan ve ark.,yaymlanmamis bilgi) elma sarabinin diisilk dozda 1smlamasinin etkili
oldugu bildirilse de meyve ve sebzede 1sinlamanin E.coliO157:H7’yi kontrol yetenegi
iizerine ¢ok az veri bulunmaktadir.

E.coli O157:H7 ile ilgili gida isleme arastirmalari hayvan kaynakli iriinlerde
yogunlasnisken meyve ve sebze ile iligkilendirilen salgm sayis1 artmaktadir. Uremeyi
destekleyen sicakliklarda depolanma halinde E.coliO157:H7 suslarinin pek ¢ok sebzede
tiredigi bildirilmistir. (Abdul-Raouf ve ark. 1993). Uretimde yaygin olarak kullanilan
degisen atmosferlerde paketleme, E.coli O157:H7 iiremesini inhibe etmektedir. (Abdul-
Raouf ve ark. 1993, Hao ve ark. 1993).
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Gida iglenmesi ve hazirlik uygulamalar1 E.coliO157:H7 infeksiyonuna kars1 katkida
bulunabilmektedir. Dana kiymasi ile iliskili E.coliO157:H7 salgmlarinda az pisirme 6nemli
bir faktordiir. Yemek servisi ve ev hazirliginda gida isleme prosediirlerine uymanin E.coli
O157:H7 infeksiyonunu onlemede 6nemli oldugu bildirilmektedir. Enfekte olmus gida
isleyicileri E.coliO157:H7 infeksiyonlar1 igin odak olusturabilmekte, ozellikle
infeksiyonun ilk 48 saati i¢cinde hastalik semptomlar1 hala nispeten hafif olan veya goriiliir

sekilde kanli digkiya sahip olmayan bireyler 6nemli infeksiyon odagi olabilmektedirler.

2.5. E.coliO157:H7 Klinik Tablosu

E.coli O157:H7 infeksiyonlarmin semptomlari belirgin olmasina ragmen, herhangi
bir fazda diger hastaliklarla karistirilabilmektedir (Tarr 1995). E.coli O157:H7 oral yolla
viicuda alindiginda konakta bir toksik-infeksiyon baslatabilmektedir (Riley 1987, Yoon ve
Hovde 2008). Patojene ilk maruziyetten sonra 1-8 giin kulugka dénemini takiben belirti ve
bulgular gelismeye baslamaktadir (Sekil 2.1, Sekil 2.2). Bazi durumlarda ise 1-2 giin
icinde, hastalik HC'ye ilerleyebilmektedir (Riley 1987, Yoon ve Hovde 2008). E.coli
0157:H7 ile infekte baz1 bireyler asemptomatik olmasina ragmen veya infeksiyonun hafif
klinik bulgular1 ile seyretmesine ragmen infeksiyon gelisen tipik olgularda genellikle
bulant1 ve kusmaya eslik eden karin agris1 ve sulu ishalin gelistigi goriilmektedir. Ishal;
baslangicindan 24- 48 saatte siddetini arttirmakta ve 4-10 giline kadar belirgin kanl ishale
dontismektedir ve bu durum vakalarin %80'inde goriilmektedir. Bu noktada agir kanli ishal
ile baglantili olarak siddetli karin kramplar1 ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica atesin olmayis veya

sadece ¢ok diisiik dereceli ates varligit HC’nin bir bagka 6zelligidir.
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Sekil 2.1. E.coli 0157:H7 enfeksiyonu (Hemorajik kolitler) ve birincil komplikasyonlar1 (Hemolitik Uremik
Sendrom, HUS) (Buchanan ve Doyle 1997)
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Sekil 2.2. E.coli O157:H7 infeksiyonun dogal seyri (Mead ve Griffin 1998)
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Hastalik siddetli agrilarla seyretmesine ragmen genellikle kendi kendini
smirlamakta ve yaklasik 1 hafta iginde kendi kendine diizelmektedir. Ayrica HC belirtileri
oncelikle Shiga toksin adi verilen gii¢lii sitotoksin nedeniyle olustugu igin antibiyotik
tedavisi 6zellikle E.coli O157:H7’nin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde hastaligin
ve komplikasyonlarm siddetini arttirabilmektedir (Ceponis Ve ark. 2005, Bielaszewska ve
Karch 2005). Bu nedenle E.coli O157:H7 infeksiyonunda antibiyotik tedavisi genellikle
onerilmemektedir; ¢iinkii antibiyotikler barsak kommensal bakterilerini ortadan kaldiracagi
gibi shiga toksin salinimmi da arttrmaktadir. Artan konsantrasyondaki shiga toksin daha
sonra dolagima girebilmekte ve bobrek hasarina veya diger 6nemli sistemik etkilere yol
acabilmektedir. Fakat antibiyotik tedavisi verilmemesi de 6zellikle ¢ok geng veya yash
popiilasyon i¢in sadece HC’nin bir sonucu olarak ciddi komplikasyonlar ortaya
cikabilmektedir (Ceponis ve ark. 2005).

HC, basta HUS olmak iizere ciddi komplikasyonlara yol agabilmektedir. HUS
oncelikle ¢ocuklar1 ve yaslilar1 etkileyen bir bobrek hastaligi olup ¢ocukluk ¢agi akut
bobrek yetmezliginin en 6nemli nedeni olarak kabul edilmektedir. HC gelisen hastalarin
%5-10’unda HUS gelistigi tahmin edilmektedir (Yoon ve Hovde 2008 ). HUS gelisen
kisiler arasinda mortalite oraninin %3-5 gibi oranlarda seyrettigi bildirilmistir (Sekil 2.3).
HUS’un baslangici genellikle gastrointestinal semptomlarin baslangicindan yaklasik olarak
bir hafta sonra ortaya ¢ikmaktadir. HUS gelisen hastalarin ¢ogunda diyaliz, transflizyon
veya bobrek nakli gerektiren durumlar gibi ciddi ve kalici bobrek hasarlar1 meydana
gelmektedir. HUS bobrek endotelyal hiicrelerini tutmakta, akut bobrek yetmezligi, tiremi,
azalmig trombosit sayis1 (trombositopeni) ve kirmizi kan hiicrelerinin introvaskiiler yikimi
yani mikroanjiopatik hemolik anemi, gelismesiyle ayirt edilmektedir. Ayrica solukluk,
idrar olusturmada eksiklik (oligo-aniiri), iiremi ve 6dem HUS'un karakteristik semptomlari
arasinda sayilabilmektedir. Bobrekte meydana gelen hasardan baslica shiga toksinin
sorumlu oldugu diisliniilmektedir. Bu sitotoksinler kan damarlarm1 kaplayan
glomeriillerde, trombosit ve fibrinin damar i¢i pihtilagmasina neden olmakta ve glomeriiler
endotel hiicrelerinde protein sentezini durdurmaktadir. Bu koagiilasyon glomeriilleri
tikamakta ve akut bobrek yetmezligine yol agan tiim filtrasyonu azaltmaktadir (Rile 1987,
Winn ve ark. 2006, Lippincot ve ark. 2008, Kaper 1998). HUS ile iliskili diger
komplikasyonlar arasinda inme, koma, kolon perforasyonu, pankreatit ve hipertansyon yer

almaktadir. Vakalarin yaklasik %15’inde erken kronik bdbrek yetmezligi gelismektedir.
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HUS hastalarinda, insiiline baglh diabet de goriilebilmektedir. Az sayida HUS hastasinda
tekrarlar goriilebilmektedir (Siegler ve ark. 1993).

%35 4 T %60
oliim iyilesme

%5 Kronik bébrek %30 Proteindiri ve
yetmezligi, felg ve diger minor

diger major sekeller

sekeller

v v ¥

Geg komplikasyonlar

Sekil 2.3. Ishal sonrast HUS'un dogal seyri (Mead ve Griffin 1998)

Nadiren HC trombotik trombositopenik purpura (TTP) olarak bilinen; HUS ile bazi
semptomlart benzeyen hastaliga da doniisebilmektedir. TTP ¢ocuklardan ziyade
yetigskinleri daha sik etkilemesinin disinda HUS ile benzerdir. Ek olarak HUS bobrekte
tahribat yaparken, TTP’de siddetli bas agrisi, kasilmalar, uyusukluk ve ensefalopatinin
eslik ettigi norolojik semptomlar goriilmektedir (Yoon ve Hovde 2008).

2.6. E.coli O157:H7 Virulans Faktorleri

E.coliO157:H7 infeksiyon dozunun diger enterik patojenlerden daha diisiik (1-100
cfu/ml) oldugu bildirilmistir. Diisiik bulasici doz, E.coliO157:H7’nin gii¢lii virulansina
ornek teskil etmektedir ve bu mikroorganizmanin virulansit oncelikli olarak 3 biiyiik

virulans faktoriin faliyetlerinden kaynaklanmaktadir (Welinder ve Kaijser 2005).

[k ve giiniimiize kadar bilinen en énemli virulans faktdrii Stx-1 ve Stx-2 adi verilen
shiga toksinlerin (Stxs) birinin veya her ikisinin tiretilmesidir (Orth ve Wurnzer 2006). Bu
Stx’ler okaryotik hiicreleri etkiledigi bilinen en giiclii sitotoksinler arasinda yer almaktadir.
Her Stx tek bir A altbirimden (32 kDal) ve bes B altbirimden (7.7 kDal) olusan 70.000
daltonluk bir proteindir (Robins 2005). Bu nedenle ABS5 toksin ailesinin iiyeleridir. B alt

unit konagin ¢esitli endotel ve epitel hiicrelerinin ylizeyinde yer alan
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globotriaosylceramide (Gb3) reseptorlerine baglanmaktadir (Robins-Browne 2005). A
altbirimi ise 28S ribozomu inaktive eden N-glikosidaza sahip olup protein sentezini
engellemektedir. Stx1, Shigella dysenteriae tarafindan iiretilen Stx ile hemen hemen ayni
olup (Riley 1987) sadece bir aminoasit bakimmdan farklilik gostermektedir (Robins-
Browne R. 2005). Oysa Stx2 bu iki toksinden ¢ok daha fazla virulan ozelliktedir
(Bielaszewaka ve Karch 2005). Ornegin, E.coli 0157:H7 Stx’lerden birini veya ikisini
tiretebilmektedir; sadece Stx2 iiretimi yapan sus, tek bagina Stx1 iireten veya ayni anda hem
Stx1 hem de Stx2 iireten sustan daha virulan 6zellik gostermektedir (Li ve Hovde 2007).
Hem Stx1 hem de Stx2'ye sahip olan E.coli'nin bir susu ile oral olarak infekte edilmis
farede, Stx2 iiretiminin mortalite sebebi oldugu bildirilmistir (Wadolkowski ve ark. 1990).
Sadece Stx2 iireten STEC insanlarda HUS gelismesinin en Onemli sebebi olarak
goriilmektedir (Ostroff ve ark. 1989). Bunun yaninda, Stx1, Stxlc ve Stx1ld ayrica Stx2,
Stx2c, Stx2d, Stx2d (aktive edilebilir), Stx2e ve Stx2f dahil olmak iizere her bir Stx’in ¢esitli
degisik formlarinin oldugu bildirilmistir (Chart 2000). Bu varyantlarin giicii yaninda
aktivitelerinde de farklilik bulunmaktadir. Ornegin, Stx2e genelde domuza etki etmekte ve
Gb4 reseptorlerine baglanmaktadir (Li ve Hovde 2007). Stx2c ve Stx2d ise daha yaygin
olarak insanlarda HC ve HUS’a neden olmaktadir. Bu toksinler ayrica tiimor nekroz
faktorii (TNF-a) gibi sitokin salarak indirekt olarak hiicrelere zarar verebilmektedir. Ancak
iretilen Stx tipi dogrudan hastaligin siddetini etkilemesine ragmen, insanlardan izole
edilmis non-patojenik, stx-pozitif izolatlarda goriildiigii gibi tek basma Stx’lerin tiretimi bir
toksikoinfeksiyon olusturmak i¢in yeterli degildir (Welinder ve Kaijser 2005). Ayrica, LEE
(locus of enterecyte effacement) yardimi ve pO157 plazmidi gerekmektedir.

LEE 6zel viriilans faktorlerinin bir dizisini kodlayan DNA’nin bir parcasi
olan bakteriyel bir patojenite adasidir. Genel olarak LEE dahil patojenite adalar1 lateral
gen transferi yoluyla bakteriler arasinda transfer edilmekte, bakteriyel kromozomun igine
yerlesmekte ve genel virulansi arttirmaktadir (Jones ve ark. 2004). LEE E.coli
O157:H7’nin yani sira diger patojenik E.coli’lerde de mevcuttur ve dkaryotik hiicrelerin
kolonizasyonu igin gerekmektedir (Jores ve ark. 2004). Bir dizi 6nemli bilesen LEE i¢inde
kodlanmaktadir. Bunlar; Tip Il salg1 sistemi (TTSS), bir adezin proteini olarak bilinen
intimin, transloke intimin reseptorii (Tir) ve bir ¢ok efektor proteinleri kapsamaktadir

(Welinder-Olsson ve Kaijser 2005).
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Intimin, LEE bolgesinde bulunan eae kromozal geni tarafindan kodlanan 94-97
kDA biiyiikligiinde adezyondan sorumlu bir dig membran proteinidir. Eae geni tarafindan
kodlanan bu 6nemli yapigma faktorii barsak firga sinirinda attaching ve effacing (A ve E)
lezyonlarina aracilik etmekte ve Tir ile etkileseme girmektedir (Yu ve Kaper 1992).

Tir bakteri tarafindan sentezlenmekte olan 78 kDa agiliginda bir protein
molekiiliidiir. Bu molekiil hiicre i¢ine girmeden Once fosforilasyonu ugramamistir; fakat
hiicreye girdikten sonra fosforilasyona ugramakta ve 90kDa biiyiikliiglinde bir proteine
doniismektedir. Daha sonra intimin ile baglanmakta ve konak-bakteri arasinda sinyal
iletiminde rol oynamaktadir. Ayrica A/E lezyon olusumunda da rol almaktadir (Law 2000).
LEE i¢inde kodlanan bilesenlerin ekspresyonu zor bir sekilde diizenlenmekte ve ortam
kosullar1 ¢ogul diizenleyiciler ve quorum sensing’ten etkilenmektedir.

Histopatolojik olarak A/E lezyonu firgcamsi yiizey mikrovillinin yok edilmesiyle ve
konak epitel hiicrelerine yakin bakteriyel baglanma ile ayirt edilmektedir. A/E lezyonunun
olusumu LEE i¢inde kodlanmig ¢ok alt birimli komplex bir yapiya sahip olan TTSS
tarafindan kordine edilmektedir (Kaper ve ark 2004, Jersse ve ark. 1990). TTSS nin LEE
tarafindan kodlanmis her alt birimi tam ve islevsel bir sistem olusturmak i¢in sistematik bir
sekilde bir araya getirilmektedir (Kaper ve ark 2004). Bu sistem en sonunda konak hiicre
membraninda bir gézenek olusturmakta ve bakteriyel efektor proteinlerin bakteri
hiicresinden konak hiicre i¢ine gegebilmesinde bir portal veya kanal olarak hizmet
etmektedir. Efektor proteinler konak hiicreye girdiginde aktin polimerizasyonunu zorlayan,
mikrovilluslarin bozulmasina neden olan ve sitoiskeleti yeniden diizenleyen c¢ok sayida
proteinin fosforilasyonunu ve sinyal transdiiksiyonunu etkilemektedir (Amstrong ve ark.
1996). Aktin diizenlenmesinin ardindan bakteri, konak hiicre zar1 i¢inde gémiilii olan ve
intimin adezin proteini i¢in reseptdr olarak hizmet veren TTSS araciligiyla Tir ad1 verilen
proteini transfer etmektedir. Intimin Tir ile etkilesime girdikten sonra bakteri hiicresinin
konak hiicreye yakin baglanma islemi gergeklesmekte ve barsaklarda bakteri
kolonizasyonu baslamaktadir (Frankel ve Phillips 2008). LEE’ye ¢k olarak, pO157
plazmidi de E.coli O157:H7'nin virulansinda ve patojenitesinde rol oynamaktadir (Lim ve
ark. 2007).

pO157 plazmidi diger plazmidlere kiyasla E.coli O157:H7’de oldukga yaygin olup
hemen hemen tiim suslarin pO157 icerdigi kabul edilmektedir. E.coli O157:H7
patojenitesiyle ilgili olarak pO157’nin 6zel fonksiyonlar1 biiyiik dlglide bilinmemekte ve
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cogu zaman bilimsel literatiirlerde tartisilmaktadir (Yoon ve Hovde 2008). Bazi
arastrmalarda pO157’nin konak hiicreye bakterinin baglanmasint kolaylastiran ve
giiclendiren fimbria ifadesinin yer aldigi ileri siiriilmektedir. Bunun aksine bir kisim
arastirmalarda ise pO157’nin bakteri adezyonu iizerinde ¢ok az bir etkiye sahip oldugu
belirtmektedir. pO157 plazmidi yaklasik 90kb’dir ve 100 agik okuma bdlgesi (ORFS)
icermektedir. Ayrica pO157°nin  TTSS, enterohemolizin, serine-proteaz, katalaz-
peroksidaz, lenfosit inhibit6rii, potansiyel adezinler ve digerlerini kodladig: bilinmektedir.
Bu bilesenlerin fonksiyonu ve etkisi tam olarak bilinmemektedir (Yoon ve Hovde 2008).
Stx ireten EHEC grubu i¢cin diger bir karakteristik 06zellik; hemolizini
(enterohemolizin adi da verilen) kodlayan genleri igeren 60-MDa biiyiikliiglinde bir
virulans plazmididir (Schmidt ve ark. 1995). Roliiniin ne oldugu bilinmemesine ragmen

plazmid-kodlu enterohemolizin varligt EHEC in karakteristigidir.

2.7. E.coli 0157:H7 Infeksiyon Mekanizmas: ve Patogenez
Kontamine gidalarm alimmi takiben, E.coli O157:H7 insan midesinin asit
ortamimna dayanmakta ve zorlu ve karmasik bir infeksiyon silireci baslamaktadir (Cizelge
2.2) (Orth ve Wurzner 2006). Bakterinin alinimindan itibaren E.coli O157:H7 inkiibasyon
periyodu 8 saat ile 16 giin arasinda siirmektedir. Fakat tipik kulucka siiresi 3-4 giindiir
(Phillips 1999). Bu siire boyunca bakteri yapisma, kolonizasyon ve Stx’lerin salinimi ve
iiretimi de dahil olmak {izere infeksiyonun ¢esitli agamalarinda ilerleme kaydetmektedir.
Ik olarak E.coli O157:H7 konak epitel hiicrelerinin mikrovilluslarina
yapismaktadir. Bunun sonucunda bakteri ve konak hiicre arasindaki iligki LEE iizerinde
yer alan TTSS genlerinin ekspresyonuna neden olmaktadir. TTSS genlerinin
sentezlenmesine takiben, TTSS proteinleri sistematik bir sekilde bir araya toplanmaktadir
(Kaper ve ark. 2004). ilk olarak membrana bagl proteinler birlesmekte ve konak hiicre
membraninda ekstraseliiler kanal ve por olusturan proteinler tarafindan takip edilen
TTSS’nin temeli olugmaktadir. Cok sayida efektor protein birlestiginde bu proteinler TTSS
kanali ve konak hiicre sitoplazmasi arasinda gidip gelmektedir. Efektor proteinler
sitoplazmay isgal ettikten sonra bakteri tutunmasini saglamak i¢in konak hiicrenin normal

sinyal transdiiksiyon yapisini degistirmektedirler (Mainil ve ark. 2005).
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Cizelge 2.2.E.coli O157:H7 infeksiyonun ilerleyiginin sematik gosterimi (Robinson ve McKillip 2010).

Ag1z yoluyla alinma

v

Mikrovilluslara tutunma

!

TTSS ekspresyonu

¢

Mikrovillusu yok etme ve Hiicre iskeletini yeniden diizenleme

l

Tir ve intimin iligkisi

!

A/E lezyonlarinin olugmasi ve yapismasi

I—l

Stx'lerin salinimi

— 5

Barsak epitel hiicrelerine baglanma Translokasyon ve bobrek hiicrelerine baglanma
HC ve lokal belirti-semptomlar HUS

Sinyal transdiiksiyonundaki degisiklikler bakteriyel efektor proteinlerin faaliyetleri
ve selektif fosforilasyon ile gergeklestirilmektedir. Efektér proteinler —aktin
polimerizasyonunu ve hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini mecbur kilmaktadir
(Frankel ve Phillips 2008). Yeniden diizenlenme konak hiicre mikrovilluslarinin yok
olmasiyla sonu¢lanmaktadir. Bu noktada, bakteri es zamanli olarak siki baglanma icin
hazirlanirken konak hiicreye yiizeysel olarak yapisabilmektedir. Bakteri hiicresinin konak

hiicreye sikica baglanmasi i¢in LEE tarafindan kodlanan intimin ve Tir’in diizenlenmesi
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gerekmektedir (Welinder ve Kaijser 2005). Sik1 baglanmada kritik bir dneme sahip bir dis
membran proteini olan intimin varligi ve uygun aktivitesi ile A/E lezyon olusumu
gerceklesmektedir. Tasarlanmis bir ototransport sisteminin bakteri hiicresinin  dis
membrant igine intiminin taginmasi ve yerlestirilmesinden sorumlu olduguna
inanilmaktadir ve daha sonra intiminin dis membranda B-varil konformasyona adapte
olduguna inanilmaktadir (Kaper ve ark. 2004). intiminin N-terminali yiiksek &lgiide
korunmus olmasma ragmen C-terminali, N-terminaline kiyasla biraz daha fazla
degiskendir. Giinlimiizde intiminin yaklasik olarak 14 alt tipi tanimlanmaktadir (Mainil ve
ark. 2005) ve her bir varyant gesitli gastrointestinal hiicreler i¢in farkli doku tropizmi
gostermektedir (Garmendia ve ark. 2005). Diger taraftan, Tir essizdir, ¢ilinkii bakteri
hiicresi tarafindan kendi kendine iiretilen bir protein reseptoriidiir (Frankel ve Phillips
2008) ayrica A/E (baglanma ve bozma) bakterinin ayirt edici bir 6zelligi olarak
goriinmektedir.

Infeksiyon sirasinda bakteri hiicresinde Tir sentezlenmekte ve sonra konak epitel
hiicresine  transloke olmaktadir (Frankel ve Phillips 2008, LeBlanc 2003).
Translokasyondan sonra Tir kendiliginden plazma membrani igine girmekte ve epitel hiicre
yiizeyine sunuldugu gibi keskin bir halka yapisin1 benimsemektedir (Frankel ve Phillips
2008). Bakteri hiicre yiizeyinde yer alan intimin hiicre igine girdiginde Tir ile birlesmekte
ve konak hiicre iskeletinin bir daha ¢ok biiylik bir sekilde yeniden diizenlenmesine neden
olmaktadir. Hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi esas karakteristik A/E lezyonlarini
olusturmakta ve bakteri hiicresinin konak hiicreye siki bir sekilde tutunmasini
saglamaktadir. Bunun sonucunda daha fazla E.coli O157:H7 konak epitel hiicrelerine sik1
bir sekilde tutunmakta ve A/E lezyonlar1 olusturmaya devam etmektedir. Boylece bakteri
barsak sisteminin normal mikroflorasini istila etmeye baslamakta ve konaga basarili bir
sekilde kolonize olmaktadir (Leblanc 2003). Bu sayede E.coli O157:H7 kolonizasyonu
stirekli olarak devam etmekte ve konakta biiyiik hasarlar olusturmaktadir. Basarili bir
sekilde kolonizasyondan sonra konak igine yerlesen E.coli O157:H7 barsak liimeninde Stx
tiretimini baslatmakta ve toksin salinimina neden olmaktadir (Welinder ve Kaijser 2005).

STEC’in ¢esitli suglar1 tarafindan tiretilen toksin miktar1 degiskenlik gostermektedir
(Marques ve ark. 1986). Bu degiskenligin sebebinin ne oldugu anlagilamamistir. Shiga
toksinin asil dnemi vaskiiler endotelyal hiicrelere zarar vermesinden kaynaklanmaktadir. /n

vivo olarak gerceklestigi bilinmesine ragmen toksinin barsaktan vaskiiler endotelyuma
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gidebilecegi birkag mekanizma tarif edilmistir. Her Stx tek bir A altbirimden ve 5 B
altbirimden olusmaktadir. Stx’lerin B alt iinitleri epitel yiizeyi tizerinde kendilerine karsilik
gelen Gb3 reseptorlerine ve LEE tarafindan kodlanmis efektor proteinlerin aksine
endotelyal hiicrelere de baglanmaktadir (Welinder ve Kaijser 2005). Stx’lerin A alt birimi
reseptor aracili endositoz yoluyla konak hiicrede igsellestirilmekte ve golgi aygitina
transfer edilmektedir, burada bir serin proteaz olan furin tarafindan A alt birimi
pargalanmaktadir (Mainil ve Daube 2005, Robins 2005). Ardindan A alt birimi
endoplazmik retikuluma gidip gelmektedir, burada aktif fragment serbest kaldig1 igin Kritik
disiilfiit bagi indirgenmektedir. Aktif fragment segici bir sekilde biiyiikk ribozomal alt
birimin 28S rRNA’sinda adenin rezidiisiinii depurine eden bir N-glikosidaz RNA gibi
(ribozomu olusturan RNA'dan bir adenin molekiiliiniin kesilmesi) islev gormektedir. Bu
durum ribozoma baglanma nedeniyle uzama faktorii 1 ve 2’yi yasaklamakta ve konak
hiicrede protein sentezini inhibe etmektedir. Sonu¢ olarak konak hiicre apoptozise
zorlanmaktadir ve apoptozisin hastaligimm lokal semptomlar1 ile sonuglandigina
inanilmaktadir.

Ayrica, Stx’ler barsak epitel hiicrelerinden kan dolasimi igine gegebilmektedir
(Welinder ve Kaijser 2005). Burada, Stx’ler glomeriiler endotelyal hiicreler tizerindeki Gb3
reseptoriine baglanmaktadirlar. Stx’ler glomeriiler hiicrelere hasar vermekte ve glomeriil
icinde trombosit ve fibrin birikmesine neden olmaktadirlar. Sonugta trombosit ve fibrin
birikmesi bobrek filtrasyonunu azaltmakta ve HUS i¢in karakteristik akut bobrek
rahatsizligina neden olmaktadir.

HUS’ta meydana gelen temel olaylar i¢in en akla yatan hipotez ise proinflamatuvar
sitokinlerin upregiilasyonunu takiben barsak kolonizasyonun gerceklesmesi ve bu
sitokinlerin vaskiiler endotel hiicrelerinde Gb3 reseptorlerini up-regiile etmesidir. Toksin
alimimni; protein sentezinin inhibisyonu, hiicre hasari/6liimiiniin ve normal endotel hiicre
fonksiyon kaybi takip etmektedir. Vaskiiler biitiinliiglin ve fonksiyonlarin bozulmasi
intravaskiiler koagiilopati ve hemolitik anemiye yol a¢gmaktadir. Bu siire¢ glomeriiler
trombiis ve bobrek yetmezligi ile sonuglanmaktadir. Son veriler bobrek hasar1 dncesinde
koagiilopati oldugu goriisiinii  desteklemektedir. Trombin iiretimi ve fibrinolizin
inhibisyonu HUS gelismesinden 6nce gergeklesmektedir (Chandler ve ark. 2002).

E.coli O157:H7 infeksiyonlarinda genellikle HUS gelisme riski diisiik (yaklasik
%5-8) goriinse de, salgmnlar sirasinda HUS gelisme riskinin degisebildigi bildirilmektedir.
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E.coli O157:H7 olagandis1 virulan bir serotip olmasma ragmen diger bir¢ok serotipin
HUS’1lu ¢ocuklardan izole edildigi bildirilmistir (Paton ve ark. 1996, Tanaka ve ark. 1989).
Non-0157 suglarinin HUS ve HC’den ziyade sulu ishal gibi daha hafif seyirli hastaliklara
yol ag¢tig1 bildirilmektedir (Huppertz ve ark. 1996). Bazi ¢aligmalarda O157 susunun HUS
gelistirme riskinin %1.2’ler seviyesinde diisiik oranda seyrettigi gosterilmistir (Fukushima
ve ark. 1999). Halbuki E.coli O157:H7 ile infekte ¢ocuklarda bu riskin %21’lere kadar
ciktigmni gosteren caligmalar mevcuttur (Wall ve ark. 1996). Bir E.coli O157 salgini
sirasinda yetiskinlerde HUS gelisme oraninin %22 oldugu ve yiiksek mortaliteyle seyrettigi
bildirilmistir. Bu sonuglar suslar ve suslarin viriilanslariyla iliskili sonuclardir. Her bir
serotipin toksin tipi in-vivo olarak {iretilen toksin miktari, mikroorganizmanin kolonize
olma kapasitesi, toksin iiretimi ve etki siiresi gibi farkliliklar gostermektedir. Bunun
yaninda mikroorganizmalara karsi gelisen bagisiklik, konak yanitlar1 ve konak genetik
yatkinligir gibi birgok konak faktoriinin HUS gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir
(Newburg ve ark. 1993, Watarai ve ark. 2001).

2.8. Immiinoloji

Tipik olarak Stx1 veya Stx2’ ye kars1 diisiik diizeyde humoral yanit olugsmaktadir.
Birgok bakteriyel protein salgisal IgA salgilanmasmi engellemektedir. Ozellikle EspA
mukozal bagisiklik sistemi tarafindan rutin olarak kabul edilmektedir (Noguera ve ark.
2003). EspA bakteri injeksiyon sistemi ve konak hiicre yiizeyi arasmda bir tiip
olusturmakta ve bu proteine karst olusan antikorlarmm konak hiicre temasinin
engellenmesinde gorev yaptigi diisiiniilmektedir.

Baz1 calismalarda pro ve anti inflamatuar sitokinlerde bir dengesizligin oldugu
gosterilmistir. Yiiksek IL-6/1L-10 ve IL-6/IL-1 i reseptor antagonist oranlarmnin vaskiiler
endotelyal yaralanma siddeti ile ilgili olabilecegi bildirilmistir (Litalien ve ark. 1999). Bu
bulgular HUS gelisiminde sitokinlerin roliinii géstermektedir (Westerholt ve ark. 2003).

2.9. Bulas Yollan

Sigir E.coli O157:H7’nin birincil rezervuari oldugu i¢in sigir kaynakli gidalar,
ozellikle az pismis kiyma ve pastorize edilmemis siit en dnemli bulas kaynaklaridir (Clark
2001). Bunun yaninda infeksiyon odagi olarak diger potansiyel kaynaklar arasinda hayvan
digkilartyla atilan E.coli O157:H7 ile dogrudan veya dolayli olarak temas eden tarim

27



tirtinleri veya su gibi gidalarin alinmasi bulunmaktadir (Sekil 2.4). Ayrica E.coli O157:H7
infeksiyonun en sik bakim evlerinde kisiden kisiye direkt temas ile bulasabildigi
bildirilmektedir. Son olarak mikroorganizma ¢evre kosullarina olduk¢a direncli
oldugundan ve uzun siire hayatta kalabildiginden, E.coli O157:H7 ¢evreden de
bulasabilmektedir. Ornegin giibrede ve su kanali sedimentlerinde aylarca hayatta kaldig:
bulunmustur (Nataro ve Kaper 1998). E.coli O157:H7’nin direkt temas, indirekt temas
veya ¢evre ile temas yoluyla yayilabildigi bildirilmistir (Yoon ve Hovde 2008, SteinMiiller
ve ark. 2006). EHEC' in neden oldugu hastaliklar1 doguran araglarin genis spektrumlu
olmas1 salgmn arastirmalarindan tespit edildigi gibi 100 organizmadan daha az oldugu

belirlenmis olan diisiikk enfeksiyon dozu ile agiklanabilmektedir (Nataro ve Kaper 1998).

O lrekal kontaminasyon kaynaklan [ Agizdan alim yollan

- _’l Eller-agiz l_h
BE |_—|r| Et —

Hazir gidalarin capraz .
! | Et kontaminasyonu "
>

Hayvan . Yenmesi
Dishisi =I Gevre I—.‘I Agiz |—.'
—I-| Siit l

v

_."| Peynir,donurma

k4

|

I
—I-| Su I -
Lb| Sebze sulama l—b-
—F| Olgunlasmis meyve |—F| Elma suyu |—.-

Sekil 2.4. E.coli O157'nin Bulasma araglar1 (Pennington 2010)

2.10. Epidemiyoloji

STEC birgok hayvandan, yiyeceklerden ve sudan izole edilebilmektedir. Insan
infeksiyonlarnin =~ ¢ogunun  kontamine hamburger tiiketimiyle iligkili  oldugu
bildirilmektedir. Bu organizmalar nispeten ¢evre kosullarma direncli ve islenmis gidalarda
ve elma suyunun asit ortaminda hayatta kalabilmektedirler. Inek giibresi ile giibrelenmis

sebzeler kontamine olabilmekte ve bu sebzelerin tiiketimiyle de insanda infeksiyon
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meydana gelebilmektedir. Hastalik olusturmak igin gerekli inokiilum miktar1 olduk¢a
diisiiktiir. Infeksiyon olusumu igin 100 basilden az bir titrede mikroorganizmanin yeterli
olabilecegi bildirilmektedir. Bu nedenle kisiden kisiye bulas da gortilebilmektedir. Aile
calismalar1 bir ¢ocugun infekte oldugunda diger aile {iyelerinin hasta veya kolonize
olmasinin muhtemel oldugunu gdstermistir. Hatta kirli gollerde ylizme yasamu tehdit eden

hastaliklara neden olabilecek kadar organizmanin alimi ile sonuglanabilmektedir.

E.coli O157:H7 infeksiyonu mikroorganizmanin fekal atilimin siiresinin uzamasiyla
iliskilidir. Karch ve arkadaslar1 (1995) 53 infekte gocuk arasinda yapilan bir ¢alismada, HC
ve HUS’ da organizmanin atiliminin ortamala siiresini sirasiyla 13 (2 ila 62 giin) ve 21 (5
ila 24 giin) giin oldugunu gostermislerdir. Baz1 hastalarda patojen atiliminin araliklarla
gerceklestigi bildirilmistir. Pai ve ark. (1998) O157’nin uzun bir siire digki atilmin da
olmasina ragmen, bu hastalarin yaklasik yarisinin 10 giin boyunca kiiltiir-negatif oldugunu
bildirmislerdir. Non-O157 patojenlerinin atilim siiresiyle ilgili olduk¢a az sayida veri
bulunmaktadir. Pai ve arkadaglarnin (1988) non-O157 ile infekte 4 hasta {izerinde
yaptiklar1 bir caligmada taninin konmasindan sonraki 18, 21, 24 ve 41. giinlerinde diskida
mikroorganizma atilimmin olmadigin bildirilmiglerdir.

Yas ve semptomlar arasinda g¢arpict bir iliski dikkat ¢ekmistir. Alt1 ayliktan daha
kii¢iik cocuklar neredeyse hi¢ klinik hasta degildirler. Bebeklerde hastalik olmamasimin
transplasental immunite, insan siitii koruyucu faktorleri (Newburg ve ark. 1992, Ashkenazi
S ve ark. 1991) veya yasamin erken doneminde mikroorganizma kolonizasyonu i¢in gut
reseptorlerinin eksikligi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Ashkenazi ve ark. 1991).
Diinyanin ¢ogu yerinde HUS’un pik insidansi 6-48 aylik yas araligindaki hastalarda
goriilmektedir. Halbuki baz1 ¢ocuklarda geng yaslarda (16-19 yaslar1) bile HUS gelisiminin
goriildiigli bildirilmistir. Saghkli geng eriskinlerde HUS gelismesi riski oldukega diisiiktiir.
Gengler gibi yashilarin da HUS gelistirme risklerinin oldugu veya ileri yaslarda trombotik
trombositopenik sendromu goriilebildigi bildirilmistir.

Cogu bakteriyel enteropatojenlerde oldugu gibi hastalik sicak aylarda daha sik
goriilme egilimindedir. EHEC ile kontamine gidalarin tiiketiminin tiim yil boyunca

yapilabildigi diisliniildiiglinde bunun sebebinin ne oldugu belli degildir.
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2.11. Tam

Klinik tablo tanida olduk¢a 6nemlidir. Geng bir ¢cocukta ates yoklugunda dizanteri
veya kanli ishalin varhigi siipheleri arttrrmalidir. Lokositozu gosteren bir kan sayimi
mikroanjiyopati gelisimi agisindan dikkat ¢ekmelidir. Parcalanmig eritrositler, anemi ve
trombositopeni varsa, mikroanjiyopatik hemolitik anemiyi diislindiirmelidir. Bazi
cocuklarda HUS u tanimlayan bobrek yetmezliginin asla goriilmemesi olduk¢a dnemlidir.
Cocuklarda bu duruma hastaligin atipik formada gelismesi denmektedir (Lopez ve ark.
1995).

Diskr orneklerinin degerlendirilmesi hemorajik kolit tanisini dogrulamak icin
gereklidir. Kiiltiir, MacConkey ve Sorbitol besiyerinin yani sira rutin besiyeriyle
yapilmalidir. Segilen ortam ilgili patojene gore degismektedir. Ornegin sorbitollii-
MacConkey (SMAC) agar E.coli O157:H7’nin izolasyonunda sik¢a tercih edilmektedir.
Ciinkii sorbitolii fermente etmeyen bu tiirde ¢ok az sayida bulunan patojenlerden sadece
biridir. Sorbitol fermantasyonu yapmayanlar renksiz veya saydam koloniler olarak
goriiniirler. Diger E.coli tiirleri sorbitol fermantasyonundan dolay1 kirmizi renkte koloniler
olusturacaklardir. Fekal E.coli’lerin yalnizca yaklasik %35’i sorbitolii fermente edemezken,
neredeyse tim E.coli O157:H7’nin  hemen hemen tamami bu Ozellikte
mikroorganizmalardir (Ammon ve ark. 1999). Ancak bu yontemler ozellikle diisiik
titredeki patojenlerin tespitinde duyarli yontemler degillerdir (Gracias ve McKillip 2004).
Tarama testleriyle yapilan c¢alismada O157’yi disiindiiren bir sonu¢ elde edilmisse,
mutlaka sonug toksin veya toksin genlerinin varligi veya LPS tiplerinin gdsterilmesi gibi
konfirme edici testlerle dogrulanmalidir. Hastaligin ge¢ donemlerinde veya hastaya
antibiyotik tedavisi baglanildiktan sonra digki kiiltlirlerinin  yapilmas1 faydasiz

olabilmektedir.

Kiiltiir yontemleri diistik titredeki patojenlerin tespitinde duyarli olmadiklar1 igin
(Gracias ve McKillip 2004) genellikle molekiiler-bazli teknikler kullanilmaktadir.
Molekiiler tabanli teknikler hassas ve nispeten hizli yontemlerdir (Gracias ve McKillip
2004). Molekiiler bazl teknikler secicilik 6zellikleri, duyarlilik 6zellikleri ve hizli sonug
vermelerinden dolay1r oldukga avantajli yontemlerdir. PCR (Osek 2003, Brian ve ark.
1992), PFGE, ribotiplendirme yontemleri (Ito ve ark. 2003, Ann 2003) veya multilocus
variable number tandem repeats analizi gibi molekiiler biyolojik teknikler herhangi bir

salgin durumunda tanida kullanilabilen faydali yontemlerdendir.

30



Non-O157 EHEC tanisinda, ticari olarak temin edilebilen enzim immunoassayler
veya lateks agliitinasyon testleri gibi yontemlerle digkida toksin varliginin gosterilmesi
gerekmektedir. LPS antijenlerine kars1 antikorlar digki kiiltiirii negatif olan bir ¢ocugun
tanisinin  dogrulanmasinda yardimci olabilmektedir. E.coli O157:H7 bakteri tiiriiniin
belirlenmesinde bir dizi ticari alternatif mevcuttur. Ticari alternatifler kromojenik agar,
petrifilm dahil kuru plak sayma iiriinleri, biyoliiminesens testler, ticari olarak iiretilen hazir
Kitler (Gracias ve McKillip 2004) ve hazir yapilmis petri kaplarini icermektedir (Weber
Scientific 2009).

2.12. Tedavi

Giiniimiizde HC'nin HUS’a ilerlemesi Onlenememektedir. In vitro veriler
antibiyotik kullannommin EHEC'in toksinlerinin iiretimini arttirdigin1  gostermektedir
(Walterspiel ve ark. 1992). Ayrica retrospektif ¢alismalarda HUS gelisme riskinin
antibiyotik tedavisiyle iligkili oldugu gosterilmistir. Bu tiir ¢alisma verilerinin dogrulugu
tartisilmaktadir. Giiniimiizde mevcut verilere dayali higbir Oneri yapilamamaktadir.
Tedavide antibiyotiklerin yararli m1 yoksa zararl olup olmadigmni bilinmemektedir. Gerek
in vitro ve gerekse hayvan modeli ¢alismalarinda tedavide azitromisinin oldukga faydali
olabilecegi gosterilmistir (Ohara ve ark. 2002). Retrospektif ¢alismalar bu durumu dogrular
nitelikte olsa da, antibiyotik kullanimindan kagmilmalidir. EHEC iliskili HC'si olan bir
cocuk renal veya hematolojik anormallikler agisindan yakindan takip edilmelidir. Kan
sayimmi, renal fonksiyon Olgiimleri ve idrar analizi ¢ocuk iyilesene kadar sik sik
yapilmalidir. HUS un tanimlanmasindaki basarisizlik felaketle sonuglanabilmektedir.

Cocuk HUS gelistirdiginde, anemi, trombositopeni ve komplikasyonlar1 ve bobrek
yetmezligi i¢in destekleyici tedaviler hedeflenmektedir. Bu destekleyici tedaviler diyaliz ve
kan nakli ile ger¢eklesmektedir. Nadiren goriilen pankreatit, felg, koma, peritonit, kolon
nekrozu ve diger komplikasyonlarda bu hastaliklarla iliskili 6zel tedavi yontemleri gerekli

olabilmektedir.
2.13.Korunma
EHEC iliskili HC'nin erken tanimlanmasmin en énemli yanlarindan biri halk saglig1

yetkililerini salgin konusunda bilgilendirmektir. Epidemiyolojik c¢alismalar korunmada
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kontamine gidalarin  toplanmasinm, infeksiyonun kaynagi olan mezbahalarin
kapatilmasinin ve uygun gida isleme konusunda kamu bilincinin arttirilmasinin énemli
oldugunu gostermektedir. Ayrica yeterli pisirme siiresi ve sicakligi, ¢ig ve pismis gidalar
arasindaki ¢apraz kontaminasyonun onlenmesi ve uygun soguk depolama E.coli O157:H7
ile iliskili riskleri azaltmada anahtar faktorler olarak belirtilmistir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. E.coli O157:H7 infeksiyonuna yakalanma riskini azaltan islemler (Buchanan ve Doyle
1997)

Etlerin iyi pisirilmesi (minimum 160°F)

Sadece pastorize edilmis siit ve elma suyunun i¢ilmesi

Meyve ve sebzelerin iyi yikanmasi

Ozellikle sigir, geyik, kegi ya da kopeklere dokunulduktan sonra ellerin iyi yikanmasi

Ishal cocuk veya yetiskin bakimi yapildiktan ve bebek bezleri degistirildikten sonra ellerin
iyl yikanmasi
Sebze ve meyve yetistirirken gevis getiren hayvanlarin taze giibrelerinin kullanilmamasi

Sigirlar tarafindan kullanilan géllerde veya havuzlarda yiizmekten ve patojen eliminasyonu
yapilmamis yiizey suyunun igmekten kaginilmasi

HC'li ¢ocuklarda toksin baglayict ajanlarin kullanimi1 ¢ok dikkat ¢ekmistir. Sonug
olarak olasilikla en etkili miidahalenin renal yaralanma anindan dnce koagulopatiyi tersine
cevirmeye yonelik tedavi oldugu diistiniilmektedir.

Infeksiyonu engellemek igin pek cok bariyere ihtiyag duyulmaktadir. Siit
pastorizasyonu ve su klorlama gibi engellerin bazilar1 etkili bir sekilde toplu niifusu
korumaktadir. Fakat c¢apraz bulagsmayi oOnleyen el yikama ve is uygulamalari insan
davranis1 temeline dayanmaktadir.

E.coliO157:H7 ile gergeklesen gida kaynakli hastaliklarin Onlenmesi oldukga
zorluk gostermektedir. Mikroorganizmanin bulasicti dozunun olduk¢a diisiik olmasi
sebebiyle bircok geleneksel yontemde oldugu gibi patojen gelismesini dnlemek yerine
mikroorganizmanin varligini elimine etmeye veya azaltmaya yonelik yontemler tercih
edilmektedir. Iyi pisirilmeden tiiketilen ¢i§ gidalar (6rn: kiyma) veya E.coliO157:H7’yi
yok etmeyi saglayan belirgin bir islem uygulanmayan hazir yemek diriinleri (Orn:
mayalanmig sosis, elma sarabi) mikroorganizmanin en Onemli bulas kaynaklarini
olusturmaktadir.

E.coliO157:H7’nin antimikrobiyel gida katki maddelerine kars1 herhangi bir artan

direng¢ gostermedigi bildirilmistir.
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2.13.1.E.coli O157:H7 infeksiyonun 6nlenmesinde gida giivenligi 6nemi

Tiiketicilere sunulan pek c¢ok et iiriininden kiyma ABD’de bir hayli tiiketilen en
popiiler iriindiir. Ancak kiyma tarihte ve giiniimiizde E.coli O157:H7 infeksiyonunun en
yaygin aracidir. Risk degerlendirmesinin yapildigi bir calismada kiyma paketlerinin
%2.9’unun E.coli O157:H7 ile kontamine oldugu bildirilmisir. Kontamine kiymanin neden
oldugu tiiketici sagligi hasarmi ve finansal zarar1 6nlemek i¢in E.coli O157:H7 sifir
tolerans politikasi artik gida endiistrisinde yiirtirlige girmistir (SteinMiiller ve ark. 2006).

Kiyma ve diger et irlinleri gida isletme tesislerinde E.coli O157:H7 ile kontamine
olabilmektedir. Sigirlar en sonunda kesildikleri yer olan isletme tesislerine alinir. Sigir kas
ve yag dokular1 saglkli hayvanlarda sterildir; fakat deriler steril degildir ve genellikle
islenme sirasinda E.coli O157:H7 ile kontamine olmaktadir (SteinMiiller ve ark. 2006).
Ornegin E.coli O157:H7 sigirm kolonunda dogal olarak kolonizedir, fakat kesim sirasmda
E.coli O157:H7 kesilmis sigir etine bulasabilmekte ve kontaminasyona neden
olabilmektedir. Ayrica et hayvan digkisi ile temas, cevredeki bitkiler veya isletme
tesislerindeki sagliksiz c¢alisanlar gibi diger durumlarda da kontamine olabilmektedir.
Ayrica modern {iretim metodlar1 da tek bir sigir siiriisii iginden aliman kiymanin biiyiik
sayida et ile birlestirilmesiyle E.coli 0O157:H7 kontaminasyonu yayilmaktadir.
Kontaminasyonun siddeti, barsaktaki kolonizasyon miktarina, fekal atilima ve ¢alisanlarin
genel hijyenine baghdir. Kirliligin ortadan kaldirilmasi gerekliligi veya en azindan kirlilik
miktarinin azaltilmasi inkar edilemez (Mainil ve Daube 2005). Bakteriyel kontaminasyonu
ortadan kaldirmada gidalarin titizlik i¢inde islenmesi gerekmektedir. Kontaminasyonu
onlemek icin kullanilan en yaygm yontemler arasinda isitma, dondurma veya gida
iirlinlerini kurutma, ozmatik veya asidik soka tabi tutma ya da bir tiir karisim icinde
bekletme sayilabilmektedir. Bu yontemler arasinda asidik sokun oldukg¢a kullanish bir
yontem oldugu bildirilmektedir (Kolling ve Matthews 2001). Organik asit uygulamasi
gida isleme konusunda en yaygin kullanilan yontemler arasinda yer almaktadir. Organik
asitler birden fazla goreve hizmet etmektedir. S6z gelimi organik asitler gida koruyucu
olarak veya gida islenmesi sirasinda bakteriyel kontaminasyonu azaltmak i¢in tasarlanmis
kimyasal yOntemler olarak islev yapmaktadirlar. Et islenmesi sirasinda kimyasal

kontaminasyonu azaltmak i¢in organik asitler taze kesilmis etin yilizeyine uygulanmaktadir

(Carlson ve ark. 2008, Nou ve ark. 2003).
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Kullanim1 onaylanmis pek ¢ok organik asitten, genellikle laktik asit en ¢ok tercih
edilendir. Ciinkii laktik asit gida sektoriinde Generally Regarded as Safe (GRAS)
etiketlidir. Diislik bir pH degerine sahip olan ve bir dezenfektan olarak hizmet eden laktik
asit uygulandiginda et yilizeyi iizerinde ince bir film olusturur. Burada laktik asit
¢oziilmemis formda polar olmayan membrani gegerek bakteri hiicresi i¢ine girmektedir.
Laktik asit bakteri i¢ine girdiginde hiicreler i¢inde birikmeye baslamakta, hiicre i¢i pH’in1
diisiirmekte ve kritik metabolik reaksiyonlar1 inhibe etmektedir. Ancak laktik asit uygun
bir dezenfektan olmasma ragmen etkinligi orjinal kirlenme miktarna, et ylizeyindeki
bakterinin adhezyon giiciine ve etten bakteriyi uzaklastirabilme yetenegine baghdir (Brul

ve Coote 1999, Diez ve Russell 1997).

Gida iirlinler1 tiiketici pazarlarina sevk edilmeden Once kalite-kontrol Olgiimleri
boyunca kontaminasyon acisindan denetlenmelidir. Kalite kontroliin dnemi nedeniyle
bakteriyel kontaminasyonu tespit etmede kullanilan yontemler hassas ve se¢ici olmaldir.
Ayrica gida isleme tesislerinin dinamik ihtiyaglarini karsilamak i¢in ¢cok yonlii olmalidir.
Giliniimiizde kalite kontrol testleri i¢in molekiiler bazli ve konvansiyonel teknikler
bulunmaktadir (Gracias ve McKillip 2004).

Konvansiyonel teknikler kalite kontrol i¢in uygun maliyetli ve alisilmis bir yontem
olup gida endiistrisi igin oldukga faydalidir (Gracias ve McKillip 2004). Bu kategoriye
standart plak ekim yontemleri ve klasik mikrobiyolojik yontemler girmektedir. Kat1 ve sivi
olmak iizere cesitli besiyerleri kalite kontrol prosediirlerinde kullanilmaktadir. Bugiine
kadar geleneksel plak yontemleri gida isleme sirasinda kalite kontroliin vazgecilmez
yontemlerinden olmuslardir (Sandel ve ark. 2003). Molekiiler tabanli teknikler hassas ve
nispeten hizli yontemlerdir (Gracias ve McKillip 2004). Bu kategoride bulunan teknikler
arasinda PCR ve DNA bazl teknikler bulunmaktadir. Molekiiler bazli teknikler segicilik
ozellikleri, duyarlilik 6zellikleri ve hizli sonu¢ vermelerinden dolay1 olduk¢a avantajh
yontemlerdir. Ancak bu molekiiler bazl teknikler klasik plak tekniklerinden olduk¢a pahali
yontemlerdir. Ayrica daha yeni ve asina olunmayan tekniklerdir. Bu yiizden kalite kontrol
prosediirleri igine molekiiler temelli yaklasimlarin entegrasyonu gida isletme tesislerinin
genel ihtiyaglarina ve kaynaklarina baghdir. Son olarak giiniimiizde E.coli O157:H7 dahil

bir¢ok bakteri tiirlerinin belirlenmesinde bir dizi ticari alternatif mevcuttur. Ticari alternatif
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yontemler faydali yontemler olmasma ragmen, maliyet gibi problemlerden dolay1

kullanimi smirl yontemlerdendir (Gracias ve McKillip 2004).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalinda yapilmistir. Calismaya 01.07.2012-01.01.2013 tarihleri arasinda
Hatay’da cesitli lokanta, kafeterya ve biifelerden tiiketime sunulan salata orneklerinden
izole edilen 150 E.coli izolati dahil edilmistir. Bu izolatlar arasinda EHEC (E.coli
O157:H7) sikligi ve hly-A, stx1 ve stx2 viriilans faktorlerinin varhigi agisindan
degerlendirilmistir. Calismaya 327 salata ornegi dahil edildi. Tirk Gida kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterlerine uygun olarak patojen degerin iizerinde E.coli izolasyonu

yapilan 6rneklerden izole edilen E.coli suslar1 degerlendirmeye alindi (Cizelge 3.1)

Cizelge 3.1. Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligine gore Mikrobiyolojik Kriterler

Gida Mikroorganizmalar | Numune alma plam | Limitler ()
n c m M
Tﬁk?tlm.e"h?mr h.er tiirli} salata, E coli 5 2 <10t | 10t
sarkditeri Uiriinleri ve soguk mezeler vb.
4
S. aureus (°) 5 2 102 10°
5 0
Salmonella spp. 0/25 g-mL
5 0
L. monocytogenes 0/25 g-mL

Aksi belirtilmedikge limit kob/g-mL olarak degerlendirilir. kob:Koloni olusturan birim (kat1 besiyerinde)

Nn: Partiden bagimsiz ve rasgele secilen numune sayisini,

Cc: m ve M arasinda olmasina izin verilen maksimum numune sayisini (M degeri tasiyabilecek en fazla
numune sayisint),

m: (n-c) sayidaki numunede bulunabilecek en fazla mikrobiyolojik degeri,

M: ¢ sayidaki numunenin bu degeri agmasi halinde uygunsuz olup kabul edilemez oldugunu gdsteren
mikroorganizma sayisint,

3.1. Aracg ve Gerecler
3.1.1. Araglar
e Etiiv (Heal Force HF90, Cin)
e Santrifiij (NF 048; Niive, Tiirkiye)
e PCR Cihazi (Thermal cycler, Techne FlexigeneTM, Ingiltere)
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e Elektroforez tinitesi (Wealtec, Elite 300 Plus, ABD)

e UV Transillumunator (Wealtec, Dolphin-View, ABD)

e Otomatik pipetler (Discovery, Transferpette, Almanya)
3.1.2. Kimyasal Maddeler

e Agaroz (Sigma, ABD)

e DNA Ladder (100 bp, Fermentas, EU)

e Etil Alkol (Merck, Almanya)

e Etidium Bromid (Sigma, ABD)

e Potasyum dihidrojen fosfat, KH,PO, (Sigma, ABD)

e Proteinaz K (Sigma, ABD)

e Potasyum kloriir, KCI (Sigma, ABD)

e Sodyum hidrojen fosfat, Na,HPO, (Sigma, ABD)

e Sodyum kloriir, NaCl (Sigma, ABD)

e TAE Elektroforez Tamponu 50X

e GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit (Vivantis, ABD)

3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Kiiltivasyon

Salata ornekleri servise hazirlandiktan hemen sonra (servis edilmeden 6nce) steril
kaplara aseptik kosullara dikkat edilerek, her ornekten 250 g alindi (Sekil 3.1). Salata
orneklerinin alimi sirasinda ornek almmadan Once salatanin karistirilmis olmasina dikkat
edildi. Caliymada toplam 150 farkli lokantadan salata Grneginin mikrobiyolojik analizi
gerceklestirildi. Ornekler alindiktan sonra soguk zincir altinda Bakteriyoloji laboratuvarma
getirildi. Alinan 6rnekler, bekletilmeden homojenize edildikten sonra her ornekten 1 gr

olacak sekilde tartilarak ¢ogaltma besiyerlerine (Miiller Hinton Broth) ekildi.
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Sekil 3.1. Servis edilmeden 6nce steril kaba alinmis salata 6rnegi.

Laboratuvara getirilen 6rnekler dncelikle zenginlestirme islemi i¢in 5’er ml olarak
steril cam tiiplere konulmus olan Miiller Hinton Broth besiyerine inokiile edilerek 37°C’de
48 saat inkiibe edildi (Sekil 3.2). Kirk sekiz saat sonunda cogaltma besiyerinden
mikropipetle 100 pl alinarak Endo agar ve EMB agar besiyerlerine pasajlar1 yapildi.
Plaklar 37°C’de 48 saat inkiibe edilerek degerlendirildi.

Sekil 3.2. Zenginlestirme islemi igin 5 ml olarak steril cam tiiplere konulmus Miiller Hinton Broth besiyerine
salata inokulasyonu.
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Ureyen mikroorganizmalarin izolasyon ve identifikasyonunda karbonhidratlar:
kullanim 6zelligi, lireaz aktivitesi, sitrat kullanimi, hareket 6zelligi ve indol olusturma gibi
ozellikleri agisindan SIM, metil kirmizisi, sitrat agar, iireaz agar, lizin iron agar ve TSI
(Three Sugar Iron besiyerlerine) agara ekilerek identifikasyon islemi yapildi. E.coli olarak
tiplendirilen izolatlar istenilen 6rnek sayisina ulasilincaya kadar igerisinde %20 oraninda

gliserol bulunan buyyonda -70 °C’de muhafaza edildi.
3.3. Kullanilan Besiyerleri, Soliisyonlar ve Biyokimyasal testler

3.3.1. Eosin Metilen-Blue Agar

Ticari olarak toz halde temin edilen EMB agar (EMB-Agar, bioMerieux, Fransa) 36
gr tartilarak bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C de 15 dakika
sterilize edildikten sonra 9 cm ¢apinda steril petri plaklarina dokiildii. Besiyeri katilastiktan

sonra izolasyon ve identifikasyon i¢in kullanild:.
3.3.2. Miiller Hinton Broth

Ticari olarak toz halde temin edilen Miiller-Hinton Broth besiyeri (Miiller Hinton
Broth, bioMerieux, France) 21 gr tartilarak bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
Otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildi. Sterilazyondan sonra oda 1sisinda 30 dk

bekletilen besiyeri 16x100 mm ¢apindaki tiiplere 5 ml halinde porsiyonlarak hazirlandi.
3.3.3. Miiller Hinton Agar

Ticari olarak toz halde temin edilen Miller-Hinton agar besiyeri (MH-Agar,
BioMerieux, Fransa) 38 gr tartilarak bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda
121°C de 15 dakika sterilize edildi. Sterilazyondan sonra oda 1sisinda 30 dk bekletilen
besiyeri 9 cm ¢apinda steril petri plaklarina dokiilerek katilagsmaya birakildi.

3.3.4. TSI agar:

Test icin ticari olarak temin edilen Triple Sugar Iron Agar (TSI) besiyeri (Merck,

Almanya) kullanildi. Besiyerinden 65 gr tartilip bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
Otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildi. Sterilazyondan sonra oda 1sisinda 30 dk
bekletilen besiyeri 16x100 mm c¢apmdaki deney tiiplerine 10 ml olacak sekilde
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porsiyonlanarak dagitildi. Tiplerin dip kismida 2.5-3 cm’lik bir dik kisim ve istte bir
yatik kisim kalacak sekilde tutularak sogutuldu. Saf kiiltiirlerden igne uglu 6ze ile dip
kisma batirilarak sonra egik kismin yiizeyine ¢izme seklinde ekimleri yapilarak 37°C’de 24
saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda glikozu fermente eden bakterilerin olusturduklar1 asit ile
besiyeri icinde bulunan fenol kirmizis1 indikatoriinii  etkileyerek sar1  renge
doniistiirmektedirler. Bakteriler TSI agarm dip kisminda zayif oksijenlenen bdlgede
glikozu fermentasyonla pargaladiklarindan respiratif yoldan pargaladiklar1 besiyeri
ylizeyine gore dipte daha fazla asit olusturmaktadirlar. Bunun yaninda bakteriler
besiyerindeki  peptonun  oksidatif ~ dekarboksilasyonundan alkali  iriinler de
olusturmaktadirlar. Olusan bu alkali iiriinler besiyeri ylizeyindeki glikozdan olusturulan
asitleri notralize etmektedirler. Bu nedenle, glikozu fermente edip laktoz ve siikrozu
parcalamayan bakterilerin besiyerinin dip kisminda sar1 yatik kisminda ise kirmizi renk
olusturduklar1 tespit edilmektedir. Eger bakteri, laktoz ya da siikroz veya her ikisini de
fermente ederse, besiyerinde bol miktarda asit iiriin meydana geleceginden olusan alkali
irlinler ne dipteki ne de yatik bolgedeki asidi notralize etmeye yetmemektedirler. Bu
nedenle laktozu, siikrozu ya da her ikisini fermente edebilen bakteriler hem dipte hem de
yatikta sar1 renk olusturmaktadirlar. E.coli hem laktozu hem de siikrozu fermente
edebildiginden tiiplerde bol miktarda asit {iriinlerin olustugu ve olusan bu alkali {iriinlerin
hem tiipiin dibinde hem de yatik kisminda sar1 renk degisikligi meydana getirdikleri tespit
edildi. Ayrica besiyerinde hava kabarciklarinin olusmasi, besiyerinde E.coli’nin gaz
olusturmasi sonucu Thiosulfatin ferric amonium siilfata etki ederek siyah renkli H,S ve

hidrojen siilfiir meydana getirdigi seklinde yorumlandi.

3.3.5. SIM Besiyeri

Test i¢in ticari olarak temin edilen SIM besiyeri (SIM Medium, Merck, Almanya)
kullanildi. Besiyerinden 30 gr tartilip bidistile su ile 1000 mI’ye tamamlandi. Otoklavda
121°C de 15 dakika sterilize edildi. Sterilazyondan sonra oda 1sisinda 30 dk. bekletilen
besiyeri 16x100 mm c¢apindaki deney tiiplerine 10’ar ml porsiyonlanarak hazirlandi.
Bakteri ekimleri hazirlanan bu besiyerlerine yapilarak kiiltiir tiipleri 37 °C’de 48 saat

inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda besiyeri iizerine 0.3 ml Kovacs (n-Butanol;
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hydrochloric acid; 4-dimethylaminobenzaldehyde) ayirac1 (GBL Europe, Hollanda) ilave
edildi.

Indol testi triptofan bulunan bir besiyerinde bakterilerin, triptofan1 enzimatik
hidrolize ugratarak indol olusturup olusturmadiklarmi belirlemek amaciyla yapilan bir
testtir. Bu testte Escherichia coli triptofan1 pargalayarak piriivik asit, amonyak ve indole
doniistiirmektedir. Olusan indol gazi, 4-dimethyl-aminobenzaldehyde ile reaksiyona
girerek visne ¢liriigii rengine doniismektedir. Kovacs aywraci ilave edildikten sonra iist
kisimda kirmizi halka olusumu pozitif reaksiyonun, sari-kahverengi ise negatif

reaksiyonun gostergesidir.

3.3.6. Ure Besiyeri

Test igin ticari olarak toz halde temin edilen Ure agar (Urea agar, Merck, Almanya)
kullanildi. Besiyerinden 21 gr tartilip bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda
121°C de 15 dakika otoklavlandi. Sterilazyondan sonra 45-51°C' ye sogutuldu ve 50ml/It'
de steril edilmis %40 iire soliisyonu (Merck, Almanya) eklendi. Ure soliisyonu eklenen
besiyeri 16x100 mm ¢apinda ki deney tiiplerine 5’er ml dokiilerek yiiksek dip kisim ve egri
yiizey olacak sekilde katilagsmaya birakildi. Bakteriler besiyerinin ylizeyine ekildi, 35 °C’de
48 saat inkiibe edilerek degerlendirildi.

Ureaz, iirenin hidrolizini katalize eden bir enzimdir. Ureaz testi bakterilerin iireaz
aktivitesini belirlemek i¢in yapilir ve bu amagla igerisinde ayrag¢ olarak fenol kirmizisi
bulunan Christensen iire besiyeri kullanildi. Baz1 bakteriler sentezledikleri lireaz enzimi ile
iireyi hidroliz ederek amonyak ve karbondioksit olustururlar. Amonyak amonyum
karbonata doniismekte ve ortam alkalilesmektedir. Besiyerinin renginin pembeye

doniismesi, lireaz enziminin varligini gostermektedir.

3.3.7. Sitrat Besiyeri

Test igin ticari olarak toz halde temin edilen Simmons sitrat agar (Simmons-Citrat-
Agar, Merck, Almanya) kullanildi. Besiyerinden 22.5 gr tartilip bidistile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. Otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildi. Sterilazyondan sonra oda
isisinda 30 dk bekletilen besiyeri 16x100 mm c¢apindaki deney tiiplerine 10’ar ml
dokiilerek ytiksek dip kisim ve egri yiizey olacak sekilde katilasmaya birakildi. Bakterinin

41



saf kiiltiiriinden sitrath agar besiyerine ylizeyine ekimleri yapilarak 35°C’de 48 saat
inkiibasyona birakildi.

Baz1 bakteriler karbon ve enerji kaynagi olarak yalnizca sodyum sitratin bulundugu
besiyerlerinde iireme yetenegindedirler. Bakteri tarafindan sitratin kullanilmasi, sitrat
besiyerinde alkali iiriinler olugsmasi ile karekterizedir. Besiyerinde karbon kaynagi olarak
sodyum sitrat, nitrojen kaynagi olarak amonyum fosfat bulunmaktadir. Sitrat kullanan
bakteriler ayrica amonyum tuzlarindan nitrojen agiga ¢ikarmaktadirlar. Bu reaksiyonda
amonyak olusmakta ve besiyeri alkalilesmektedir. Besiyerinde ayrag¢ olarak bulunan
bromtimol mavisinden dolay: alkalilesen ortamda yesil renkli olan besiyeri deniz mavisi
bir renge doniismektedir.

Calismada Besiyerinin renginin deniz mavisine dénemsi pozitif sonug¢ olarak
yorumlandi. Mavi renk olusmaksizin iiremenin gézle goriiniir olmasi bakterinin iiremesinin
logaritmik fazda oldugunu diisiindiirdii. Bu ise ancak karbon ve azotun asimilasyonu ile
miimkiin olabilmektedir. Besiyerinin renginin degismemesi, liremenin olmamasi negatif

sonug olarak degerlendirildi.

3.3.8. Lizin Dekarboksilaz Testi

Test icin ticari olarak temin edilen Lisin Iron Agar (LIA, Merck, Almanya)
kullanild1. Besiyerinden 32 gr tartilip bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda
121°C de 15 dakika sterilize edildi. Sterilazyondan sonra oda 1sisinda 30 dk bekletilen
besiyeri 16x100 mm ¢apindaki mm ¢apindaki deney tiiplerine 10’ar ml dokiilerek yiiksek
dip kisim ve egri ylizey olacak sekilde katilastirildi. Lisin Iron Agar besiyerine ekim, yatik
agar ylizeyine slirme ve dibine daldirma seklinde yapildi ve ekimlerden sonra kiiltiir tiipleri
37 °C’de 48 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda besiyerinin dik kisminda viyole renk olusumu lizin
dekarboksilaz pozitif, siyah renk olusumu hidrojen siilfiir pozitif, sar1 renk olusumu ise

lizin dekarboksilaz negatif olarak degerlendirildi.

3.3.9. Metil Red- Voges-Proskauer besiyeri

Test igin ticari olarak temin edilen Metil Red-VVoges Proskover besiyeri (MR-VP
broth, Merck, Almanya) kullanildi. Besiyerinden 17 g tartilip bidistile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. Otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildi. Sterilazyondan sonra oda
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isisinda 30 dk. bekletilen besiyeri 16x100 mm ¢apindaki deney tiiplerine 5’er ml olacak
sekilde posiyonlandi. MR-VP besiyerine ekim, besiyerine daldirma seklinde yapilarak,
ekimleri yapilan besiyerlerinin inkiibasyonu ise 35°C’de 48 saat tutularak
gerceklestirildi. Ticari olarak hazir bulunan metil kirmizis1 indikatorii (Merck, Almanya)
kullanild.

Bazi bakteriler besiyerinde bulunan glikozu kullanarak c¢esitli organik asitler
olustururmakta ve sonugta ortamm pH’sin1 diistirmektedirler. Bu 6zellikten faydalanarak
izolatlarm glikozdan asit olusturup olusturmadigini belirleyebilmek amaci ile metil red
testi yapildi. Bu teste kullanilan metil-red indikatorii pH 6.2°de sar1, pH 4.2 ve daha diisiik
pH’larda ise kirmizi1 bir renk olusturmaktadir.

Bazi bakteriler karbonhidratlari pargalayarak asetoin (asetil metil karbinol)
olusturmaktadirlar. Asetoin, potasyum hidroksid (KOH) varliginda okside olarak diasetil
meydana getirmektedirler. Bu iirlin ise a-naftol ile reaksiyona girdiginde kirmizi bir renk
olusturmaktadirlar.

Izolatlarm MR-VP besiyerine ekimlerini takiben besiyerlerinin inkiibasyonu ise
35°C’de 48 saat inkiibe edilerek yapildi. Inkiibasyondan sonra ortama o-naftol ve KOH
iceren Voges-Proskauer ayiraci (Merck, Almanya) ilave edildi. Besiyerinin hava ile temas
etmesi i¢in ¢alkalandiktan sonra, 15 dakika icerisinde kirmizi renk olusmasi testin pozitif

oldugunu, renk degisikliginin olmamasi ise testin negatif oldugunu gosterdi.

3.3.10. 50X TAE Elektroforez Tamponu: 1 litre
-242 gr Tris Base (Sigma)

-57.1 ml Glasiyal asetik asit

-100 ml 0.5 M EDTA (pH 8) (Sigma)

Tris base, 600 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra glasiyal asetik asit ve
son olarak EDTA eklendi. Son hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi. TAE 50X olacak
sekilde stok soliisyon olarak hazirlandi ve 1XTAE olacak sekilde sulandirilarak kullanild.
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3.3.11. Yiikleme (Loading) Tamponu (6X)
- 40 gr siikroz
- 0.25 gr Bromfenol mavisi

Yukarida miktarlar1 verilen maddeler karistirilarak 100 ml olacak sekilde distile su

icinde ¢ozdiiriildii. Porsiyonlanarak -20 °C*‘de muhafaza edildi.

3.3.12. Triptik Soy Buyyon (Saklama Besiyeri)

Ticari olarak temin edilen Triptik Soy Buyyon besiyeri (Tryptic Soy Broth, Merck
Almanya) 3 gr tartilarak bidistile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C de 15
dakika sterilize edildi. Sterilazyondan sonra oda 1sisinda 30 dk bekletilen besiyerine 25 ml
gliserol eklendi. Daha sonra 1’er ml olarak eppendorf tiiplere porsiyonlanarak bakteri

izolatlarinin derin dondurucuda saklanmasi i¢in kullanild.

3.3.13.Fosfat Buffer Tamponu (PBS)
- 8.0 gr NaCl

-0.2gr KClI

- 1.15 gr Na;HPO,

- 0.2 gr KH,PO,

tartilarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. pH’s1 7.2 olacak sekilde ayarlanarak
+4°C°de saklanir.

3.4. Genomik DNA ekstraksiyonu

E.coli izolat sayist hedeflenen sayiya ulagtiginda izolatlarin niikleik asit

ekstraksiyon iglemlerine geg¢ildi. Genomik DNA ekstraksiyonu i¢in ticari olarak temin
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edilen GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit (Vivantis, Amerika) kullanildi. Ekstraksiyon
adimlar1 asagidaki sekilde uygulandi.

e Saklama besiyeri i¢inde -70 °C’de bulunan bakteriler EMB’ye pasaj ¢ekildi
ve 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda saf olarak bulunan tek bir koloniden almarak steril
kapakli santrifiij tiiplerine 1-3 ml konulmus olan Miiller Hinton Broth
besiyerine ekim yapild1 ve 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda tiipler 3500 devirde 15 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasinda siipernatant kisim dokiildii.

e Tiplerde bulunan pelletin {izerine 1000 pl serum fizyolojik konuldu ve
vorteks, pipetaj yapild1

e 6000 g’ de 2dakika santrifiij yapildi ve slipernatant kisim dokiildii.

e Pellete 100 ul Buffer R1 eklendi ve hiicrelerin tamami pipetaj yapilarak
resiispanse edildi.

e Hiicre siispansiyonu igine 10 pl (50mg/ml) lizozim enzimi eklendi, vorteks
yapildi ve 37°C’ de 20 dakika inkiibe edildi.

e 10.000g’de 3 dakika santrifiij edildi ve siipernatanatin tamami
uzaklastirildi.

e Pellete 180 ul Buffer R2 resiispanse edildi ve 20 ul Proteinaz K eklendi.
Vortekslendi. 65°C, 1000 rpm’ de 20 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda tiiplere 400 ul Buffer BG eklendi ve homojen bir
soliisyon elde edilene kadar tiip birkag¢ kez alt iist edilerek iyice karistirildi.
65°C’ de 10 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda tiiplere 200ul %100’liik etil alkol eklendi ve hemen
vortekslendi.

e Ependorf tiiplerde bulunan bu karigim toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilmis
spin kolona aktarild1.

e 10.000g’ de 1 dakika santrifiij edildi. Stv1 igeren alttaki tiip atild1 ve kolon

yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.
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e 750 ul yikama tamponu eklendi ve 10.000g’de 1 dakika santriflij edildi.
Toplama tiipiindeki s1v1 atild1 ve kolon tekrar ayni tiipe yerlestirildi.

e Kalan ethanolu uzaklastirmak i¢in 10,000g’ de 1 dakika santrifiij edildi.

e Spin kolon 1.5 mI’lik bir mikrosantrifiij tiipe transfer edildi.

e Mikrosantrifiij tiipe transfer edilen spin kolon {izerine 50-100 ul 70°C’ ye
isitilmig Elution Buffer eklendi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

e 10,000g’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Spin kolon atild1 ve mikrosantrifiij tiipliniin igindeki eliisyon tamponunda

genomik DNA elde edildi.

3.5. PCR Amplifikasyonu

Ekstrakte edilen genomik DNA &rneklerinden ticari olarak elde edilen HIyA,

Stx-1, Stx-2 primerleri kullanilarak 1s1 dongii cihazinda PCR amplifikasyonu yapildi
(Cizelge 3.2, Sekil 3.3).

Cizelge 3.2. Calisgmada kullanilan oligoniikleotid dizileri ve fragment biiyiikliikleri.

Primer | Hedef gen Primer dizisi (5'-3") Fragment Referans
boyutu (bp)
HIyA hlyA-F GTA GGG AAG CGA ACA GAG 361 Wang et. al., 1997
HIyA hlyA-R AAG CTC CGT GTG CCT GAA 361 Wang et. al., 1997
Stx1 stx1-F ACA CTG GAT GAT CTC AGT GG 614 Manna et. al., 2006
Stx1 stx1-R CTG AAT CCCCCTCCATTATG 614 Manna et. al., 2006
Stx2 stx2-F CCATGACAACGG ACAGCAGTT 779 Manna et. al., 2006
Stx2 stx2-R CCTGTC AACTGAGCACTTTG 779 Manna et. al., 2006
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' Sekil 3.3. PCR amplifikasyonunda kullanilan 1s1 dongii (Thermal cycler, Techne Flexigene,
Ingiltere) cihazi.

Calismada PCR karigimi 25 pl olacak sekilde ayarlandi (Cizelge 3.3, Cizelge 3.4).

Cizelge 3.3. Stx-1 ve Stx-2 gen bolgeleri icin PCR karigimlari

Bilesen Her 6rnek i¢in pl hacim
Distile su 12ul
Buffer 2.5ul
dNTP Tul
Tag DNA Polimeraz | 0.5ul
MgCI2 4ul
Stx-1 forward (F) 1ul
Stx-2 F 1ul
Stx-1 reverse (R) 1ul
Stx-2 R Tul
Genomik DNA Tl
Toplam 25ul
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Cizelge 3.4. Hly-A gen bolgeleri i¢in PCR karigimlari.

Bilesen Her 6rnek i¢in pl hacim
Distile su 14ul

Buffer 2.5ul

dNTP 1ul

Tag DNA Polimeraz | 0.5ul

MgCI2 4ul

0157-3 Tul

0157-4 1ul

Genomik DNA lul

Toplam 25ul

Daha sonra asagidaki PCR dongiisii uygulandi (Cizelge 3.5, Cizelge 3.6).

Cizelge 3.5. hlyA gen bolgeleri amplifikasyonu igin 1s1 déngiileri.

Asama | Tanimlama Sicakhik | Siire
1 [k denatiirasyon 94°C |4dk.
Denatiirasyon 94 °C 45 sn.
2 Baglanma (Annealing) 61°C | 1dk.
Uzama 72°C | 1ldk. 30 dongd
3 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.
4 Bekleme +4 °C 0
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Cizelge 3.6. stx1, stx2 gen bolgeleri amplifikasyonu i¢in 1s1 dongiileri.

Asama | Tanimlama Sicakhik | Siire
1 [k denatiirasyon 94°C |4dk.
Denatiirasyon 94 °C 45 sn.
2 Baglanma (Annealing) 61 °C 1 dk.
Uzama 72°C | 1dk. 30 dongd
3 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.
4 Bekleme +4°C 0

3.5.1. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi Teknigi ile Goriintiilenmesi

PCR isleminden sonra amplifikasyon iirlinlerinin varhigit % 2’lik agaroz jelde
yuriitillerek arastirildi. Agaroz jelin hazirlanmasinda TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu
kullanildi. TAE 50X olacak sekilde stok soliisyon olarak hazirlandi ve 1XTAE olacak
sekilde sulandirilarak kullanildi.

- 50X TAE Elektroforez Tamponu: 1 litre
- 242 gr Tris Base (Sigma)
- 57.1 ml Glasiyal asetik asit
- 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8) (Sigma)
242 Gram Tris base 600 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra glasiyal asetik asit

eklendi. En son olarak EDTA eklendi ve son hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.

1. Elektroforez i¢in stok TAE soliisyonundan 1xTAE olacak sekilde distile su ile diliie
edildi.

2. 1 gr agaroz tartilarak 100 ml’lik bir erlenmayere konuldu, 50 ml 01X TAE tamponu
eklendi (%2 liik agaroz) ve 10 mg/ml’lik etidyum bromid’den 4 pl ilave edildi.
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3. Mikrodalga firmda 1-2 dk kaynatild.
4. FElektroforez taraklar1i jel dokme kabina, tabanda Imm bosluk kalacak sekilde

ayarlanarak yerlestirildi.

5. Yaklasik 60° C’ye kadar sogutulan agaroz jeli, jel kabma dokiiliip donmasi i¢in oda
sicakliginda 30 dk bekletildi.

6. Taraklar dikkatlice ¢ikartilarak jel kab1 elektroforez tankma (Wealtec, Elite 300 Plus,
ABD) yerlestirildi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Elektroforez tinitesi.

7. Amplifiye edilen 6rneklerden 7°ser pl 3ul ylikleme tamponu ile karistirilarak jelde
acilan kuyucuklara yerlestirildi.

8. Yiikleme sirasinda DNA marker (100 bp’lik, Fermentas) kullanildi.

9. Jele elektrik akimi (15 Volt/cm) verilerek 30 dk elektroforez yapildi.

10. Yaklasik 30 dk sonra yiirlitme islemi durdurularak jel goriintilleme cihazi (Wealtec,
Dolphin-View, ABD) ile bantlarin varligi incelendi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Goriintiileme (UV Translimunator) cihazi.

3.6. Antimikrobiyallere Direncin Saptanmasi (Disk Difiizyon Yontemi)

Izolatlarm 24 saatlik saf kiiltiirlerinden 0.5 McFarland bakteri siispansiyonu
ayarlanarak steril ekiivyon yardimi ile daha onceden 4 mm kalmhiginda dokiilerek
hazirlanmis olan Miiller-Hinton agar yiizeyine bakteri siispansiyonu homojen olarak
yayildi. Antibiyotik diskleri disklerin merkezi birbirlerinden en az 2.5 cm ve petri
kenarindan 1.5 cm olacak sekilde (Kirby-Bauer yontemi) yerlestirildi. Her bir sus i¢in bir
Miiller Hinton Agar besiyerine antibiyotik diskleri yerlestirilerek test yapildi. Plakalarin
inkiibasyonu 37°C’de 24 saat siire ile yapildiktan sonra disklerin etrafinda olusan

inhibisyon zonu esas alinarak degerlendirildi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Miiller Hinton Agar besiyerinde 24 sa. inkiibasyon sonunda antibiyotik disklerinin etrafinda olusan
zon ¢aplarinin gorinimi

[zolatlarm in vitro antibiyotik duyarliliklar1 “Kirby-Bauer disk diffiizyon ydntemi”
(Bauer ve ark. 1966) ile Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) standartlarina
uygun olarak yapildi. Antibiyotikduyarlilik testinde eritromisin (15ug), ampisilin(10 pg),
gentamisin (10 pg), sefuroksim (30 pg), streptomisin (10 pg), tetrasiklin (30 pg),
sefaperazon (30 pg), siprofloksasin(5 pg) ve streptomisin (10 pg) olmak iizere toplam 8
farkli antibiyotik diski (Oxoid, Ingiltere) kullanildi. Elde edilen sonuglar CLSI kriterlerine
gore yorumlandi (Cizelge 3.7) (CLSI 2007).
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Cizelge 3.7: Antibiyotik diskleriyle olusan inhibisyon zonlarmin degerlendirme kriterleri

Antimikrobik Ajan Kisaltmas: | pg Direngli mm Orta duyarlh mm Duyarh mm
Ampisilin AM 10 <13 14-16 >17
Eritromisin E 15 <I3 14-22 >23
Gentamisin CN 10 <12 13-14 >15
Sefoperazon CEP 75 <15 16-20 >21
Sefuroksim CXM 30 <14 15-17 >18
Streptomisin S 10 <11 12-14 >15
Siprofloksasin CIP 5 <15 16-20 >21
Tetrasiklin TE 30 <14 15-18 >19
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4 BULGULAR

Bu calismada, Hatay’da bulunan lokanta, kafeterya ve biife gibi yerlerde tiiketime
sunulan salata drneklerinden aseptik sartlarda 250 gr almarak soguk zincir altimda MKU
Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji-Bakteriyoloji laboratuvarina
getirildi. Salata 6rneklerinden iireme gergeklesen 150 adet salata 6rneginin E.coli agisindan
mikrobiyolojik analizi gerceklestirildi. E.coli O157: H7 tiplendirilmesi E.coli O157:H7’ye
ozgii hly-A geni varligi belirlenerek PCR yontemiyle yapildi. E.coli O157:H7 olarak
tiplendirilen 6rneklerde DNA izolasyonu ve DNA izolasyonunu takiben uygun stx1 ve stx
2 primerleri yardimiyla aranan toksin gen bolgelerinin PCR amplifikasyonlar1 yapildi.
Amplifiye edilen iiriinler %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek arastirildi. E.coli O157:H7 olarak
tiplendirilen izolatlarm disk difiizyon yontemi ile Eritromisin, Ampisilin, Gentamicin,
Siprofloksasin, Tetrasiklin, Streptomisin, Sefaperazon, Sefuroksim antibiyotiklere karsi

CLSI kriterleri baz alinarak direng patternleri belirlendi.

4.1. Bakteriyolojik Bulgular

Calismada salata Ornekleri 5 ml Miller-Hinton Broth besiyerinde 24 saatlik
inkiibasyon sonunda (Sekil 4.1) kat1 agara (EMB ve/veya Endo agar) ekimleri (Sekil 4.2),
saflastrma isleminden sonra tiplendirilme islemi seker kullanimi (glukoz, laktoz,
sakkaroz), indol testi, metil kirmizisi testi/'voges proskauver testi, sitrat1 karbon kaynagi
olarak kulanma, iireaz aktivitesi, hareketlilik gibi biyokimyasal ve fiziksel 6zellikleri
bakimindan degerlendirilerek tiplendirildi. Biitiin testler CLSI prosediirlerine uygun olarak

yapilarak degerlendirildi.
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Sekil 4.1. Salata 6rneklerinin Miiller-Hinton Broth besiyerinde 24 saatlik inkiibasyonu sonundaki goriiniimii

Sekil 4.2. EMB agarda laktoz pozitif E.coli izolatlarinin goriinimi.
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4.1.1.Glikoz, Sukroz ve Laktozun Kullanimi, H>S Olusturma:
Uc sekerli demirli besiyeri TSI agar (Triple Sugar Iron agar) kullanilarak
bakterilerin glikoz, laktoz, siikroz {izerindeki etkileri ve H3S olusturup olusturmadiklari

gozlemlendi. Gerek E.coli ve gerekse de E.coli O157:H7 izolatlarinin laktozu kullandiklar1

kat1 besiyerinde (EMB agar), glukoz ve sakkaroz kullanim1 ise TSI agarda gozlemlendi
(Sekil 4.3).

Sekil 4.3. TSI agarda glikoz, laktoz ve sakkarozun fermente olmasi sonucu asit tirinlerin olusumu ile
besiyerinin renginin kirmizidan sartya dénmesi.

4.1.2.Ureaz Aktivitesi:
Christensen tlire besiyerine ekim yapilan izolatlarin 24 saat inkiibasyondan sonra

iirenin hidrolizini gerceklestirmesi, besiyerinde bulunan fenol kirmizisinin ortamda olusan
amonyaktan dolay1r ortanmu alkalilestirmesi ve besiyerinin renginin pembeye doniismesi
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Christensen iire besiyerinde enzimi pozitif reaksiyonunun goriiniimii.

4.1.3.indol Olusumu ve Hareket Testi

SIM agarda E.coli suslarmin triptofanin bakterileri tarafindan olusturulan
triptofanaz enzimi sayesinde hidrolize ugratmasi ve olusan indoliin Kovacs ayiraci ilave
edildikten sonra tist kisimda kirmizi halka olusumunun gézlenmesi. Ayrica, batirma kiiltiir

seklinde yapilan ekim ¢izgisi boyunca hareketin gozlenmesi (Sekil 4.5).

N '

Sekil 4.5. Triptofan besiyerinde pozitif E.coli’de indol ve hareket testi.
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4.1.4.Sitrat Kullanim
Sitrat besiyerine ekimi yapilan bakterinin karbon kaynagi olarak kullanamadigindan

besiyeri renginin degismedigi tespit edildi (Sekil 4.6).

sitrat (-)

Sekil 4.6. Sitrat besiyerinde E.coli’nin sitrat negatif testi reaksiyonunun gosterilmesi.
4.1.5.Lizin Dekarboksilaz
Lizin Iron Agara inokiilasyondan sonra sonunda besiyerinin dik kisminda viyole

renk olusumunun gézlenmesi (Sekil 4.7).

|_Lizin dekarboksilaz (+ Lizin Dekarboksilaz (-

Sekil 4.7. Lizin Iron Agarda E.coli’nin lizin dekarboksilaz reaksiyonunun gosterilmesi.
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4.1.6.Metil Kirmizis1 Testi
Glikoz buyyonda E.coli izolatlarinin 24 saat inkiibasyondan sonra organik asitler
olusturmasi, sonugta ortamm pH’smnin 4.2 ve daha asagilara diismesi sonucu metil

kirmizist indikatoriiniin besiyerini kirmiziya doniistiirmesi (Sekil 4.8).

Metil kirmizisi (-) % Metil kirmizis: (+

Sekil 4.8. Glikoz buyyonda E.coli’nin pozitif metil kirmizisi testinin gosterilmesi.

Bu testler sonucunda EMB veya Endo agarda laktoz pozitif olarak tespit edilmis
izolatlardan indol, metil kirmizis1 ve lizin dekarboksilaz testleri pozitif, tirecaz ile sitrat
negatif, sekerlere etki ederek gaz ve asit olusturan, H,S olustumayan bakteriler E.coli

olarak tanimlandi (Sekil 4.9).

{
_, L4104 LN
14 indol Ureaz TSI Lizin Sitrat  Metil Red :
(+) (-) (+) (+) (-) (+) A

Sekil 4.9. E.coli i¢in tipik IMVIC goriintiisii
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4.2.PCR Bulgulan

Bakteriyolojik identifikasyon islemleri sonucunda E.coli olarak tiplendirilen
orneklerin DNA izolasyonlarini takiben hlyA genine 6zgili primerler kullanilarak hlyA geni
varlig1 agisindan degerlendirilerek E.coli O157:H7 insidansi belirlendi. Daha sonra E.coli
O157:H7 izolatlarinda shiga toksin 1 ve 2 genlerine 6zgii primerler kullanilarak EHEC
suslarin arasinda stx1 ve stx2 toksin genlerinin frekansi tespit edildi. Calismada amplifiye

edilen PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde yirtitiilerek arastirild1.

Aragtirmada 327 salata 6rneginden 150’sinde Tiirk Gida kodeksi Tebligine gore
anlamli derecede E.coli tiremesi tespit edildi. E.coli olarak identifiye edilen 150 izolatin
32(%21.3)’sinin  E.coli O157:H7 oldugu tespit edildi. E.coli O157:H7 varhgi
mikroorganizmanm hly-A geni varhg: tespit edilirek yapildi. Bu 32 E.coli O 157:H7
izolattan 5 (%15.6)’inin stx2, 2 (%6.3)’sinin Stx1 ve 1 (%3.1) izolatin ise hem stx1 hemde

stx2 geni acisindan pozitif  oldugu tespit edildi (Sekil 4.10).

25
20
| %9
s 15
[-F]
-
-
[1-}
|
il
C 1p
=
5
a0 / o
hly-A stx2 ‘ shel ) |
l 21,3 33 ] 1,3 0,7 ]
[n}

Sekil 4.10. E.coli izolatlarinda hlyA, stx1 ve stx2 toksin genlerinin siklig1.

60



Salata orneklerinde E.coli O157: H7 olarak identifiye edilen 32 izolatin %15.6
(5/32)’sinda stx2, %6.3 (2/32)’inde stx1 ve %3.1 (1/32)’inde ise hem stx1 hem de stx2

toksin genlerinin varhgi tespit edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. E.coliO157:H7 izolatlarinda shiga toksin genlerinin (stx1 ve stx2) sikligi.

E.coli O157:H7 suslarinda tespit edilen hly-A, stx1 ve stx2 genleri PCR

amplifikasyonunu takiben agaroz jelde yiirtitiilerek %2’lik jelde goriintiilendi. Bu genlerin

(hly-A, stx1 ve stx2) agaroz jel elektroforez goriintiileri asagida verilmistir (Sekil 4.12,

Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15).
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1.2 3 4 .5 6 v 8091011123814 5816417 1819 20

"hiyA (361 bp)

DNA marker (100 bp)

Sekil 4.12. Hly-A (hemolizin A) geninin PCR amplifikasyon iriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii
M: 100 bp DNA Ladder. HIyA (361 bp): 14. 18. bandlar. Negatif kontrol: 19. ve 20. bandlar. Pozitif Kontrol:
13. band

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 1819 20

hlyA (361 bp) hlyA (361 bp)

hlyA (361 bp)

DNA marker (100 bp)

Sekil 4.13. HIy-A (hemolizin A) geninin PCR amplifikasyon tirtinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii
M: 100 bp DNA Ladder. HIyA (361 bp): 5., 11. ve 19. bandlar. Negatif kontrol: 1. ve 2. bandlar. Pozitif
Kontrol: 13. band

62



stx2 (779 bp) DNA Marker (100bp)

stx1 (614 bp) stx1 (614 bp) . stx1 (614 bp)
—- - . -

Sekil 4.14. stx1 (614 bp) ve stx2 (779 bp) genlerinin PCR amplifikasyon iriinlerinin agaroz jel elektroforezi
goriintiisii. DNA marker (100 bp ladder). stx1 (614 bp), stx2 (779 bp).

| |

Pozitif Posts ?‘v | Negatif
oziti ol ega
Kontrol l ek

Kontrol Kontrol
614bp-77%p

Marker
100bp

Sekil 4.15. Stx1ve stx2 genlerinin PCR amplifikasyon iriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii. M: 100
bp DNA Ladder. stx1(614 bp) ve stx2 (779 bp),pozitif 6rnek 6 numrali band ve negatif kontrol: 11 numarali
band.
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4.3. E.coli 0157:H7 izolatlarinda Antibiyotik Direnci

E.coli O157:H7 izolatlarinda disk diflizyon yontemi ile Eritromisin, Ampisilin,
Gentamisin, Siprofloksasin, Tetrasiklin, Streptomisin, Sefaperazon, Sefuroksim CLSI
klavuzu esas almarak antimikrobiyal diren¢ paternleri belirlendi.

Kirby-Bauer Disk diffiizyon yontemine (Bauer ve ark. 1966) gore hlyA pozitif olan
32 E.coli O157:H7 izolatinin antibiyotik duyarlilik oranlar1 ve duyarliliklarmin dagilimi
goriilmektedir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Kirby-Bauer Disk diffiizyon yontemine gore hlyA ac¢isindan pozitif (n=32) E.coli O157:H7
suslarmim antibiyotik duyarlilik yiizdeleri.

Antibiyotik Duyarh Direncli
n % n %

Eritromisin 0 0 32 100

Ampisilin 10 31.2 22 68.8

Gentamisin 30 93.7 2 6.3

Sefuroksim 32 100 0 0

Tetrasiklin 31 96.9 1 3.1

Siprofloksin 32 100 0 0

Sefoperazon 32 100 0 0

Streptomisin 27 74.4 5 15.6

Calismada E.coli O157:H7 kokenlerinin tamami eritromisine direngli bulundu.
Eritromsin disinda en yiiksek direncin ampisiline kars1 (%68.8; 22/32) gorildiigi tespit
edilirken, sefuroksim, siprofloksasin ve sefaperazonda antimikrobiyal direng tespit
edilmedi, tiim kokenlerin bu ii¢ antibiyotige (sefuroksim, siprofloksasin ve sefaperazon)
kars1 duyarli olduklar1 saptandi. Bunlar disinda streptomisin gentamisine ve tetrasiklinlere
kars1 antimikrobiyal direncin sirastyla %15.6 (5/32), %6.3 (2/32) ve %3.1 (1/32) oldugu
tespit edildi.
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Cizelge 4.2. Shiga toksinleri agisindan pozitif E.coli O157:H7 kokenlerinde antimikrobiyal ilag direng
paternleri

Ornek no E AM CN CXM TE CIP CEP S
Stx1 pozitif

1 R R S S S S S R
2 R R S S S S S R
Stx2 pozitif

1 R R S S S S S S
2 R R S S S S S S
3 R S S S S S S S
4 R R S S S S S S
5 R R S S S S S S
Stx1 ve Stx2

pozitif

1 R R S S S S S R
Toplam diren¢ | %100 | %87.5 0 0 0 0 0 %37.5
yiizdeleri

Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3' te E.coli O157:H7 izolatlarinin stx1, stx2 ve hem stx1
hem de stx2 genleri ag¢isindan pozitif bulunan koékenlerde eritromisin, ampisilin,
gentamisin, sefuroksim, tetrasiklin, siprofloksasin, sefaperazon ve streptomisine karsi
antimikrobiyal direng paternleri goriilmektedir. Stx1 geni agisindan pozitif oldugu tespit
edilen iki (%6.3) E.coli O157:H7 kokeninde de eritromisin, ampisilin ve streptomisine
kars1 direng saptanirken, bu kokenlerin gentamisin, sefuroksim, tetrasiklin, siprofloksasin
ve sefaperazona duyarli oldugu tespit edildi. Stx2 pozitif oldugu saptanan bes (%15.6)
E.coli O157:H7 kokeninde ise tim suslar eritromsine direngli olarak bulunurken, bes
izolattan sadece bir (%20; 1/5) kokenin ampisilin duyarli, diger dort (%80; 4/5) kdkenin ise
ampisiline direngli oldugu saptandi. Bunun disindaki tiim antibiyotiklere (gentamisin,
sefuroksim, tetrasiklin, siprofloksasin ve sefaperazona) stx2 geni pozitif olan kdkenlerin

duyarli oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3. Kirby-Bauer Disk diffiizyon yontemine gore stx a¢isindan pozitif (n=5) E.coli O157:H7
suslarmim antibiyotik duyarlilik yilizdeleri.

Stxs Stx1 icin (n:2) Stx2 icin (n:5) Stx1/Stx2 i¢in (n:1)
Antibiyotikler | S R S R S R
n % | n % | n % | n % | n % | n %

Eritromisin 0 |0 2 (100 (0 |O 5 |100 |0 |O 1 | 100

Ampisilin 0 |0 2 |100 |1 |20 |4 |80 |0 |O 1 | 100

Gentamisin 2 (100 [0 |O 5 [100 [0 |O 1 (100 (O |O

Sefuroksim 2 (100 [0 |O 5 [100 [0 |O 1 (100 (O |O

Tetrasiklin 2 100 | O 0 5 1100 [0 |O 1 |100 0 0

Siprofloksin 2 |100 (0 |O 5 (100 [0 |O 1 100 (0 |O

Sefoperazon 2 |100 (0 |O 5 (100 [0 |O 1 100 (0 |O

Streptomisin 0 |0 2 100 |5 |[100 |0 |O 0 |0 1 100

Ayrica, hem stx1 hem de stx2 geni pozitif bulunan bir (%3.1; 1/32) kokenin
antimikrobiyal direng¢ profilinin ise yalnizca stxl toksin geni pozitif kdkenin ilag direng
profili ile tamamen ayni oldugu tespit edildi. Bu kdkenin eritromisin, ampisilin ve
streptomisine diren¢li oldugu bulunurken, test edilen diger tiim antibiyotiklere duyarl

oldugu bulundu.
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5. TARTISMA

Giliniimiiziin en 6nemli saglik sorunlar1 arasinda yer alan gida kaynakli hastaliklarin
frekansinda ciddi artiglar goriilmektedir. Gida kaynakli hastaliklarin siklig1 ve etkenlerin
tiir diizeyinde tespitleri gelismis iilke verilerine dayanmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde
ise gida kaynakli hastaliklar ve etkenleri hakkinda veriler olduk¢a smirhdir. Kayitli gida
kaynakli hastaliklarin gercek degerlerin oldukca diisiik bir boliimii (%10 kadar) yansittigi
tahmin edilmektedir. Gida patojenlerinin ¢ogu akut gastroenteritin yami sira ciddi
metabolik problemlere de yol agabilmektedir. (E.coliO157:H7nin sebep oldugu HUS gibi)
(Meng ve Doyle 1998).

E.coli O157:H7 ¢ok diisiik titrelerde dahi infektif olabilmesinden dolay1 (<10
hiicre), (Bach 2002) bilinen gida kaynakli patojenlerin en 6nemlilerinden biri olarak kabul
edilmektedir (Blanco 2003).

Gida kaynakli patojenlerin basinda E.coli O157:H7 gelmektedir. E.coli, O157:H7
E.coli tiirtiniin en tipik {iyelerinden biri olup sorbitol fermentasyonu yapmamalar1 ve -
glukoronidaz aktiviteleri gostermemeleri ile E.coli’den ayrilir. E.coli, O157:H7’nin sebep
oldugu ti¢ klinik tablo; HUS, HC ve TTP'dir. .E.coliO157:H7 6nemli bir insan patojenidir.
E.coli O157:H7 Shiga toksinler (Stx1 ve Stx2) ve enterohemolizin (hlyA) gibi ¢esitli
virulans faktorlerine sahip olan, halk sagligi i¢in diinya ¢apinda bir tehlikedir (Fedio ve
ark. 2011).

E.coli O157:H7’nin hlyA geni ile beraber stx genlerinin birlikte pozitifliginin insan

saglhgi agisindan daha da ciddi tablolar meydana getirdigi bildirilmektedir (Manna 206).

Sigirlar E.coli O157:H7’nin en biiyiik rezervuart olup sigir atigi ile kontamine
olmus siit ve et iiriinlerinin insan infeksiyonlarinin en 6nemli kaynagi oldugu bildirilmistir
(Armstrong 1996). E.coli O157:H7 et iriinleri ile (Sivapalasingam 2004) ozellikle az
pismis kiymanin tiiketimiyle iliskilendirilmis (Doyle 1991) gida kaynakli bir patojendir.
E.coli O157:H7 salginlarmin %52’si biiyiikkbas hayvan tirtinleri kaynaklidir (WHO 1997)

Bunun yaninda en 6nemli bulas kaynaklarindan biri de kontamine sigir digkilariyla ya da
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sigir digkilarmin giibre olarak kullanildig: tarlalarda yetistirilen sebze ve meyvelerin
tiikketilmesiyle insan infeksiyonlar1 agsindan potansiyel bir tehlike olarak karsimiza
¢ikmaktadir (Wang ve ark. 1996)

STEC bir insan patojeni olarak ilk kez az pigmis kiyma tiikketimi ile iliskili HC
salginana neden oldugu 1982’den bu yana (Riley ve ark. 1983) 200°den fazla STEC
serotipini hayvanlardan, gidalarda ve diger kaynaklardan izole edildigi bildirilmistir
(Griffin 1998). Insanlarda ciddi infeksiyonlara yol acan tiim STEC serotipleri arasinda yer
alam 0157:H7, 026:H11, O111:NM'nin tiim diinyada HC ve HUS salginlarina yol agtig1
bildirilmektedir (Meng ve Doyle 1998). CDC’nin (The Center for Disease Control and
Prevention) raporlarina gére Amerika’da E.coliO157:H7’nin her y11 70.000 hasta vakaya ve
onlarca oliime sebep oldugu bildirilmistir (Mead ve ark. 1999). Bu vakalarm %90’a
yakinimin gida kaynakli bulas nedeniyle oldugu bildirilmektedir. Amerika’da rapor edilen
196 salgin arasindan 48’inin (%33.1) kiyma, 4’1iniin (%2.8) inek siitii ve 3’iiniin (%2.1) ise
biftek tiiketimine bagli olarak gelistigi bildirilmistir (Centers for Disease Control and
Prevention Surveillance for outbreak of Escherichia coli 0157 1999). Bunlar disinda diger
gidalarin ve c¢evresel kaynaklarin da STEC infeksiyonlarmin bulastirilmasinda 6nemli
oldugu bildirilmistir. E.coliO157:H7 ve diger STEC infeksiyonlar1 insidansindaki artiglar
patojenin tanisinda kiiltlir izolasyonu, serolojik yontemler, DNA problari ve PCR
yontemleri dahil olmak {izere c¢esitli yontemlerin kullanilmasina 6nem verilmistir.

PCR yontemi ¢evresel drneklerde bakterinin belirlenmesi ve kantifikasyonu ig¢in
gelismis yontemler arasinda yer almaktadir (Fode-Vaughan ve ark. 2001).

STEC’in neden oldugu hastalik 6nemli bir halk saghigi problemidir. EHEC’in diger
suslarinin genellikle su kaynakli salginlardan sik izole edildigi bildirilmesine ragmen,
Amerika, Avrupa ve Japonya’da salgmlarin en baslica sebebinin STEC oldugu
bildirilmistir (WHO 1998, McCarthy ve ark. 1999). Bu mikroorganizmaya ait suslarin
biiyiik bir cogunlugunun Stx2, bazilarinin Stx1 ve 2, cok az bir kisminimn ise yalnizca Stx1
salgiladig1 bildirilmistir (Law 2000). Bizim c¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak
E.coli O157:H7 izolatlarinda en sik tespit edilen toksin geninin Stx2 (stx2: %15.6, stx1:
%6.3, ve stx1/stx2: %3.1) oldugu tespit edilmistir.

E.coli O157:H7 gida veya su ile ozellikle igme suyu ve havuz suyu araciligiyla
tasinmaktadir (Chalmers ve ark. 2000, Lee ve ark. 2002). Mikroorganizmanin en olasi

kaynag1 sigir giibresi ile kontamine olan suyun tarimda kullanilmasidir. Siit ve et sigirlari
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icin Onemli bir portordiir. Sigirlarin bu mikroorganizmay:1 tasidiklarinin farkinda
olunamamaktadir. Ciinkii bu hayvanlarin mikroorganizmanin spesifik toksinlerine karsi
reseptorlerinin eksik olmasi nedeniyle hayvanda hastalik semptomlar1 gelismemektedir
(Pruimboom-Brees ve ark. 2000).

E.coli O157:H7 tanisinda kullanilan hizli methodlarin gelistirilmis olmasi kamu
giivenligini saglamak ve salginlarin kaynagini tespit etmek agisindan Onemlidir.
Gilintimiizde gerek molekiiler ve gerekse de kiiltiir temelli yOntemler bu
mikroorganizmanin tanisinda kullanilmaktadir. Klinik ornekler i¢in gelistirilen kiiltiir
tabanli yontemler antijenik 6zelliklere dayali dogrulamaya dayanmaktadir. Bu yontemlerin
dezavantaji Stx iretimi ile antijenik ve metabolik Ozelliklerin tam olarak korele
olmamasidir (Karch ve Bielaszewska 2001). Kiiltiir tabanli yontemlerin yavas olmasi ve
olduk¢a yogun is giicii gerektirmesi salginlar sirasinda ¢ok sayida olasi ¢evresel kaynagin
arastirilma ihtiyacini karsilayamayacagindan c¢ok sayida Ornegin analizi i¢in uygun
yontemler olarak degerlendirilmemektedir (Fode-Vaughan ve ark. 2003).

Kiiltiir izolasyonu ve serolojinin aksine, PCR hizli ve hassas bir alternatif olarak
bilinmektedir. PCR’da hedef olarak kullanilan DNA dizileri Stx (Brain ve ark. 1992),
intimin (Gannon ve ark. 1993), EHEC hemolizin (hlyA) (Hall ve Xu 1998) ve pB-
glukuronidaz (Feng 1993) kodlayan genleri ve eae genlerininin fragmentlerini (Meng ve
ark. 1996) igermektedir.

Tim STEC'ler insanlarda hastaliga neden olan anahtar virulans faktér olan Shiga
toksinlerin en az birini (Stx1 ve Stx2) iiretmektedirler. Stx1 {izerine yapilan molekiiler
caligmalar Stx1’in Shigella dysenteriae tip 1’in Stx ile tamamen benzer oldugunu veya
sadece 1 aminoasitin farklilik gosterdigini agiga ¢ikartmustir. Stx1’in aksine Stx2 grubu
toksinlerin daha farkli oldugu ve Stx2, Stx2c, Stx2d, Stx2e, ve Stx2f dahil olmak {izere
cesitli altgruplar1 tanimlanmustir (Melton-Celsa 1998). Oncelikli farklhilik; reseptore
baglanma tercihi ve afinitesini degistirebilen B subunitteki sekans ¢esitliligini
yansitmaktadir (Ge ve ark. 2002).

STEC suslar1 insanlarda HC ve HUS vakalarinin da dahil oldugu hastalik salgnlar1
ile iliskilendirilmektedir. E.coli Stx toksinlerinin 2 temel kategorileri Stx1 ve Stx2' dir. Stx1,
Shigella dysenteriae’nin Shiga toksinleri ile benzerlik gostermekte nispeten homojen bir
gruptur. Halbuki, Stx2 toksinlerinin serolojik olarak Stx1’den farkli olan daha heterojen bir

grup oldugu bildirilmistir (Tyler ve ark. 1991).
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STEC izolatlar1 arasinda belli suslarin insanlar i¢in daha yiliksek derecede virulansa
sahip oldugu bildirilmistir. Baz1 ¢aligmalarda HUS gelisme olasiliginin mikroorganizmanin
tagidig1 toksin tipiyle alakali oldugu da bildirilmistir. Epidemiyolojik ¢aligmalarda Stx2
toksin genlerinin HUS gelisimi agisindan Stx1’den daha 6nemli oldugunu gosterilmistir.
Calismamizda salata o6rneklerinden izole edilen E.coli suslarmin stx2 toksin genlerine daha
yiiksek oranda sahip olmas1 bolgemizde gida kaynakli HUS gelisme riskinin bulundugunu
gostermektedir (Paton ve ark. 1995).

E.coli O157:H7 ve diger STEC suslar1 gida zinciri yoluyla tasinan énemli insan
patojenleridir. Bu patojenler oldukg¢a diisiik infeksiyon dozuna sahip olup hayati tehdit
edebilen ciddi hastaliklara neden olabilmektedir. Kontamine gidalarda veya hastalarin digk:
orneklerinde bu mikroorganizmanin tespiti 6rnekteki diisiik kopya sayisinda bulunan
patojenin tanisini zorlagtirmaktadir. Genellikle, bu mikroorganizmanim dogru ve hizl tanisi
icin PCR bazli spesifite ve sensitivitesi oldukca yiiksek molekiiler yontemler tercih

edilmektedir (Wang ve ark. 2007).

Ulkemizde E.coli O157:H7 frekans: cesitli calismalarda arastirilmistir. Ertas ve
arkadaglarinm 2013 yilinda hayvan kaynakli gida 6rneklerinde E.coli O157:H7 varligini
arastirmak ve multiplex PCR yOntemiyle virulans genlerini belirlemek amaciyla yaptiklar1
calismada dogranmus et, kiyilmis et, hamburger, ¢ig inek siitli ve ¢ig inek siitlinden yapilan
peynirler gibi 6rneklerin dahil edildigi toplam 500 6rnek analiz edilmis, ¢alismada 500
ornekten; dogranmis ette 2 6rnekte, kiymada 1 6rnekte ve ¢ig siitte 2 drnekte olmak iizere
toplam 5 (%]1) ornekte E.coliO157:H7 varhigi tespit edilmistir. Bu izolatlarm 3 (%60;
3/5)lniin stx1, stx2 ve hlyA genlerini agisindan pozitif oldugu saptanmistir. Calismada
ilging olarak ¢ig siit iiriinleriden izole edilen 2 kokenininde stx1, eaeA ve hlyA genlerini
barindirdig1 bulunmustur (Ertas ve ark. 2013). Bizim calismamizda ise salata drneklerinden
izole edilen 150 E.coli izolatmmn %21.3 (32/150)’tiniin hlyA geni pozitifligi ile
E.coliO157:H7 tespit edilirken, shiga toksinlerden stx2’nin (%3.3; 5/150) stx1 (%1.3;
2/150)’den daha yiiksek oranda tespit edildigi bulunmustur. Ayrica ¢ok diisiik diizeyde de
olsa hem stx1 hem de stx2 toksin genlerini birlikte tagiyan izolatin varhgma (%0.7; 1/150)
da rastlanmigtir. Calismamizda E.coliO157:H7 izolatlarim toksin genleri tasima oranlari
degerlendirildiginde ise, izolatlarm %15.6’sinm stx2, %6.3tiniin stx1 toksin genleri
tagidig1 bulunurken, stx1 ve stx2 toksin genleri birlikte pozitiflik oranmin %3.1 oldugu

bulunmustur.
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Bingdl ve arkadaslar tarafindan 2012 yilinda Istanbul’da tiiketime sunulan beyaz
peynir, tulum peyniri, hellim peyniri gibi ¢esitli peynirlerde E.coli ve S.aureus varligmin
arastirildigr baska bir ¢alismada E.coli insidansi %36.7 olarak bulunurken higbir 6rnekte
E.coliO157:H7’ye rastlanmamistir (Bingol ve ark. 2012). Calismamizda EHEC frekansinin
%21.3 oldugu diisiiniildiigiinde tiiketime sunulan salatalarin EHEC ag¢isindan ne denli
yiiksek riskli gida oldugu goriilmektedir. Bing6l ve arkadaslarinin bu ¢alismasi kaynatilmis
st triinlerinin EHEC acgisindan gilivenli gidalar arasinda yer aldigini gostermektedir
(O'Brien ve ark 2008).

E.coliO157:H7’nin en 6nemli komplikasyonu HUS olup, HUS akut bobrek yet-
mezliginin en Onemli sebeplerinden biridir. Klasik olarak, mikroanjiopatik hemolitik
anemi, trombositopeni ve bobrek yetmezligi triadi ile karakterize bir tablo seklinde
goriilmektedir. HUSte bobrek kapillerinde koagiilasyon aktive olmakta, trombositler tiike-
tilmekte iken dolasan koagiilasyon faktorleri korunmaktadir (Paton ve Paton 1998).

HUS’iin en sik goriilen nedenleri verositotoksin (shiga benzeri toksin) iireten
enterohemorajik Escherichia coli, Shigella dizanteria tip 1, nadir de olsa verositotoksin
ireten Citrobacter freundi gibi infeksiyoz ajanlari oldugu bildirilmistir. Bu infeksiy6z
ajanlar arasnda EHEC’in 6nemli bir yeri vardir. E.coliO157:H7 serotipi gii¢lii bir
eksotoksin (verositotoksin: VT) olusturmaktadir. Bu toksinin Shigella dizanteri tip 1’in
olusturdugu Shiga toksine benzerdir. Calismamizda shiga toksin iireten E.coli O157:H7
varliginin olduk¢a yiiksek oldugu goriilmektedir (Palermo ve ark. 2009, Scheiring ve
ark.2008, Blackall ve Marques 2004).

Erzurum bélgesinde satisa sunulan etlerde E.coli O157:H7’nin arastrildigi bir
calismada 120 sigir, 105 tavuk ve 105 hindi eti 6rneginde analiz edilmis, E.coliO157:H7
varlig1 sigir, tavuk ve hindi et drneklerinde sirasiyla %3.3, %1.6 ve %2.7 olarak tespit

edilmistir (Unsal 2007).

Yurdumuzda Orta Anadoluda yapilan bir baska ¢alismada ise, Kayseri ilinde koy
pazarlarindan toplanan 100 adet taze peynir numunesinde E.coli O157:H7 susunun varligi
arastirilmig, taze peynir numunelerinin hicbirinde fekal orjinli bir etken olan

E.coliO157:H7 susuna rastlanilmamistir (Glimiissoy 2000).

Gida kaynakli patojenlerin tespitinde hizli ve dogru sonu¢ veren ydntemlerin

kullanilmas1 oldukg¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada molekiiler bazli PCR yontemiyle hlyA geni
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kullanilarak E.coliO157:H7 serotipinin belirlenmesi gergeklestirilmistir. PCR ydnteminin
potansiyel bir avantaji yiiksek bir hassasiyet sahip olmasidir (Chen ve ark. 2012).

Shiga toksin ireten O157:H7’nin de dahil oldugu E.coli suslar1 ile gelisen
infeksiyon yetigkinlerde zaman zaman HUS ve ndrolojik hasar gibi olimciil sistemik
komplikasyonlar ile sonuglanan kanli ishal ve hemorajik kolite neden olmaktadirlar.
Burada mikroorganizmanin viriilansinda dnemli rolii olan barsak liimeninde iiretilmis shiga
toksinlerin gastrointestinal hastaliklarda rolii dnemlidir. Bunun yaninda Stx'lerin kiigiik bir
kismimin barsak epitel hiicrelerine gegtikleri ve daha sonra ise sistemik komplikasyonlar ile
sonuc¢lanan beyin ve bobrek gibi spesifik hedef dokularda damar hasarina neden oldugu
bildirilmektedir. Bu nedenle, dolasimda ve/veya sindirim kanalinda Stx’i inhibe eden ve
ozellikle baglayan bir notralizatorlerin gelistirilmesinin  hastaligin tedavisinde umut

vadeden yaklagimlar olabilecegi bildirilmistir (Nishikawa 2011).

Stx, globotriaosyl seramid(Gb3; Gala(1-4)-Galb(1-4)-Glcbl-seramid) hiicre yiizey
reseptoriine baglanmadan sorumlu olan bir pentamerik B alt birimi ve 6karyotik protein
sentezini inhibe eden ve 28S rRNA N-glikosidaz aktivitesine sahip olan Kkatalitik A alt
biriminden olusmaktadir (Karmali ve Petric 1985, Melton-Celsa ve O'Brien 1998, Paton ve
Paton 1998). Stx’in, Gb3’¢ ileri derecede giiglii ve secici baglanmasi, agirlikla B subunit
pentamer ve Gb3’ilin trisakkarit parcasi arasindaki multivalan etkilesime baglanmaktadir.
Bu durum “kiimelenme etkisi” olarak da bilinmektedir (Nishikawa 2011).

E.coli O157:H7 ile kontamine olmus yesil yaprakli sebzeler insan hastaliklari
olgularmin 6nemli bir kismindan sorumlu tutulmaktadir. EHEC ozellikle ¢ocuk ve
genclerde gida kaynakli ciddi infeksiyonlara yol acabilen 6nemli patojenlerdendir ve ciddi
hastaliklara yol agmaktadir. Ozellikle E.coliO157:H7 nin ¢ok fazla sayida gida kaynakl
salgina neden oldugu bildirilmektedir. Mikroorganizma HC ve HUS gibi ciddi saglik
sorunlarma neden olmaktadir (Griffin ve ark. 1988). Kontamine sigir eti, siit ve siit
iriinleri gibi ¢esitli hayvansal iiriinlerin tiiketiminin hastaligin bulagsmasinda énemli oldugu
bildirilse de cogu gida kaynakli salgmin marul, 1spanak, ve diger sebzelerin tiiketilmesi
sonucu meydana geldigi bildirilmistir (CDC 2006, Morb 1995, Berger ve ark. 2010). CDC
raporlart 1982 ile 2002 arasindaki 183 E.coliO157:H7 salgmmin %41’nin biftek ve
%?21’inin de ¢esitli hayvansal iirlinlerle gergeklestigini gdstermektedir (Rangel ve ark.

2005). Gelisen uygulamalara ve hasat sonrasi islemlere bagli olarak bitkisel iiriinlerin
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bir¢ok yolla patojenik mikroorganizmalar tarafindan kontamine edilebilecegi bildirilmistir.
Yesil yaprakli sebzeler E. coliO157:H7 salgnlarinin en 6nemli kaynaklarindan biri olarak
gosterilmektedir (Beuchat 1995, Berger ve ark. 2010). Wang ve arkadaslarinin 2001
yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada E. coliO157:H7’nin ¢esitli sicakliklarda depolanan yesil
sebzelerin tahris olmus bolgelerinde canli kalabildigi gosterilmistir. Calismada kisnis
otunun hasar goren kisimlarina enjekte edilen patojenlerin 8-15 °C’ de 4 giinden fazla siire
ile canli kalabildikleri ve 12 °C’de c¢ogalabildikleri tespit edilmistir. Allende ve
arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklar1 baska bir calismada ise 6 farkl taze bitkiye enjekte
edilen E.coliO157:H7 nin canliliklar1 incelenmis, bitkiler tizerinde E.coli O157:H7’nin +4
°C’de 19 giine kadar canli kalabildikleri gosterilmistir. Ayrica Chua ve arkadaglar1 digerleri
defektif rpoS genine sahip olan 6 EHEC kdkenlerinin taze marul yapraklari izerinde >15
°C’nin {lizerinde depolandiginda asit ortama direngli hale geldiklerini tespit etmiglerdir
(Wang ve ark. 2004, Allende ve ark. 2009).

E.coliO157:H7’nin siklikla goriilen bir 6zelligi ise pH’s1 diisiik et sular1 (Benjamin
ve Datta 1995) ve sentetik mide sivilarmi i¢eren 2’nin altindaki pH degerlerinde asidik
ortamlara dayanikli olmalaridir. (Arnold ve Kaspar 1995, Bergholz ve Whittam 2007). Bu
ozellik diisiik seviyeli pH degerli iirlin kullanan insanlarda hastalik riskine neden
olmaktadir (Besser ve ark. 1993, Morgan ve ark. 1993, Weagant ve ark. 1994). E.coli
O157:H7’nin bu ozelligi bir¢ok calismada belirtildigi gibi mikroorganizmay1 diger
mikroflora tiyesi bakterilerden ayirt etmede kullanilmaktadir (Fukushima ve Gomyoda
1999, Grant 2004, Grant 2005).

Sharma ve arkadaslarmin salatalarin saklama kosullar1 {izerinde yaptiklar1 bir
calismada E.coli O157:H7 ile kontamine edilen marul yapraklarinin uygun olmayan
depolama sicakliklar1 ile birlikte paketleme kosullarmin E.coliO157:H7 nin potansiyel
viriilans1 tizerindeki etkileri arastirilmis, ¢alismada yesil yaprakli sebzelerin saklama ve
uygun olmayan sicakliklarda depolanmasmi mikroorganizmanin viriilansmi arttirdigi
gosterilmistir (Sharma ve ark. 2011).

Caligmamizda stx1, stx2 ve hlyA toksin genlerini tagiyan E.coli izolatlarmin
antimikrobiyal direng profilleri ile mikroorganizma viriilans1 arasinda herhangi bir iligkinin
var olup olmadig1 da aragtirilmistir. HIyA geni agisindan pozitif bulunan E.coli O157:H7
suslarinin antibiyotik direng paternleri incelendiginde en yiiksek ilag direnci eritromisine

(%100) karsi elde edilirken, bunu ampisilin (%68), streptomsin (%15.6), gentamisin
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(%6.3) ve tetrasiklinin (%3.1) takip ettigi saptandi. E.coli O157:H7 suslarmm tamaminin
ise sefuroksim, siprofloksasin ve sefaperazona karsi duyarli oldugu tespit edilmistir.

Shiga toksinleri agisindan pozitif E.coli O157:H7 kokenlerinde antimikrobiyal ilag
direng paternleri incelendiginde stx1 geni varlig1 tespit edilen 2 6rnek ile ve hem stx1 hem
de stx2 geni pozitif bulunan 1 izolatin antibiyotik diren¢ paternlerinin birebir uyumlu
olarak tamami eritromisin, ampisilin ve streptomsine direngli olarak bulunmustur. Stx2
geni varlig tespit edilen 5 izolatta ise antibiyotik duyarliliginin stx1 pozitif kokenlerle
kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Stx2 geni pozitif izolatlarm tamaminin
streptomisin duyarli oldugu tespit edilirken, ampisilin (%80) 5 6rnekten 4'inde direngli,
1’inde duyarli (%20) olarak bulunmustur.

E.coli O157:H7 kokenlerinde ilag direng profillerinin toksin genleri varligi arasinda
anlaml bir iligki tespit edilememis olup bu konuda bir yargiya varabilmek icin daha

kapsamli ¢caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6.SONUC

Bu caliyma Hatay' da cesitli lokanta, kafeterya ve biifelerde tiikketime sunulan salata
ornekleri lizerinde yapilmistir. Calismaya 327 salata 6rnegi dahil edilmis olup, ¢alismada
Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyoloji Kriterlerine uygun olarak yapilan degerlendirmede 327
salata Orneginden 150 (%45.9) ’sinin limitlerin {izerinde E.coli ihtiva ettigi tespit

edilmistir.

Calismada E.coli; hlyA, stx1 ve stx2 toksin genlerini belirlemek ig¢in multipleks
PCR yontemi, toksin genlerinin antimikrobiyal direncini saptamak igin ise; Kirby-Bauer

Disk diffiizyon yontemi kullanilmistir.

E.coli O157:H7 varhigi hlyA geni varlig1 arastirilarak tespit edilmistir. Toplam 150

E.coli 6rneginden 32’sinin hly-A geni pozitif bulunmustur.

PCR analizlerinde 150 E.coliO157: H7 izolatindan 32 (%21.3)’sinin hlyA geni, 2
(%6.3)’sinin stx1 geni, 5 (%15.6)’inin Stx2 geni ve 1 (%3.1) izolatin ise hem stx1 hem de

stx2 geni agisindan pozitif olarak bulundu.

Ayrica c¢alismada E.coliO157:H7 izolatlarinda toksin genlerinin antimikrobiyal
direng profilleri de arastirilmis, izolatlarin eritromisin, ampisilin, gentamisin, siprofloksin,
tetrasiklin, streptomisin, sefaperazon ve sefuroksime kars1 CLSI kriterlerine uygun olarak
antibiyotik direnci belirlenmistir. E.coliO157:H7 suslarinda antibiyotik direncinin yiiksek
olmadig1 tespit edilmistir. Bu antibiyotikler arasinda sadece eritromise karsi tiim suslarin

diren¢li oldugu , diger antimikrobiyal ajanlara direncin yiliksek olmadigi goriilmiistiir.

Kirby-Bauer Disk diffiizyon yontemine gore hlyA agisindan pozitif 32 E.coli
O157:H7 suslarinin  tamaminin eritromisine karsi direngli oldugu tespit edilmistir.
Eritromisin diginda en yiiksek direncin ampisiline karsi (%68.8; 22/32) gelistigi tespit
edilirken, sefuroksim, siprofloksasin ve sefaperazon da antimikrobiyal direncgli herhangi bir
koken tespit edilmemistir. Tiim E.coli O157:H7 kokenlerinin sefuroksim, siprofloksasin ve
sefaperazona kars1 duyarl olduklar1 saptanmistir. Bunlar disinda streptomisin, gentamisine
ve tetrasiklinlere kars1 antimikrobiyal direncin sirasiyla %15.6 (5/32), %6.3 (2/32) ve %3.1
(1/32) oldugu tespit edilmistir.
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Stx1 geni agisindan pozitif oldugu tespit edilen iki (%6.3) E.coli O157:H7
kokeninde de eritromisin, ampisilin ve streptomisine kars1 direng saptanirken, bu
kokenlerin gentamisin, sefuroksim, tetrasiklin, siprofloksasin ve sefaperazona duyarl
oldugu tespit edilmistir. Stx2 pozitif oldugu saptanan bes (%15.6) E.coli O157:H7
kokeninde ise tiim suslareritromsine direngli olarak bulunurken, bes izolattan sadece bir
(%80; 1/5) kokenin ampisilin duyarli, diger dort (%80; 4/5) kokenin ise ampisiline direngli
oldugu saptanmistir. Bunun disindaki tiim antibiyotiklere (gentamisin, sefuroksim,
tetrasiklin, siprofloksasin ve sefaperazona) stx2 geni pozitif olan kokenlerin duyarli oldugu
tespit edilmistir. Calismamizda direng toksin genlerinin varliginin antibiyotik direng varligi
ile iligki olmadigi tespit edilse de, bu konuda herhangi bir kaniya varmak i¢in eldeki veriler
oldukca smirhdir. Vaka sayisinin oldukca yiiksek oldugu daha kapsamli ¢calismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Arastirmadan elde edilen sonuglar salata Ornekelerinde insan sagligi acisindan
olduk¢a ciddi tehlike olusturabilecek patojenik E.coli etkenlerin bulundugu tespit
edilmistir. E.coli O157: H7’nin ¢ok distik titrelerde dahi hemorajik kolit veya hemolitik
iremik sendrom gibi insan hayati1 agisindan son derece Onemli infeksiyonlara yol
acabilmesi nedeniyle tiiketime sunulan salatalarin gerek hazirlanma ve gerekse de
muhafaza edilme islemlerinin hijyenik proseslere uygun olarak yapilmasmin infeksiyonun

gelismesinin Oniinii gegilebilmesi agisindan olduk¢a 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.

Ulkemizde EHEC bildirilerinin oldukca smirli olmasi bu etkenin iilkemizde daha
ayrintili  olarak incelenmesine isaret etmektedir. Bdylece iilkemiz i¢in Onemli

epidemiyolojik veriler saglanabilecegi diisiiniilmektedir.
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