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OZET

SIGIR KARKASLARINDA Escherichia coli 0157 ve 0157:H7 PREVELANSI ile
Stx1 ve Stx2 GENLERININ BELIRLENMESI

Gokhan INAT, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Ocak- 2009

Bu calismada Samsun ilinde yer alan iki mezbahada Aralik 2006-Mart 2007 tarihleri
arasinda 100 s1gir karkasi ve ayn1 karkasa ait 100 rektal svap ornegi olmak iizere toplam 200
ornek E. coli 0157 ve E. coli O157:H7 izolasyonu amaciyla analiz edildi. izolasyon amaciyla
novobiosin igeren mTSB ve IMS yontemi, kat1 agar olarak ise CT-SMAC agar kullanildi.
Izolatlarda stx1 ve stx2 gen varliklart multipleks PCR’la belirlendi. Analiz bulgular
cercevesinde, E. coli O157 ve E. coli O157:H7 toplam 200 6rnegin 52 (%26)’sinden izole
edildi. Bu izolatlarin 49 (% 24,5)’u E. coli 0157, 3 (%1,5)t ise E. coli O157:H7 olarak
identifiye edildi. E. coli O157 sigir karkaslarinin 24’tinden, rektal svap 6rneklerinin ise 25
’inden izole edildi. E. coli O157:H7 ise 2 sigir karkasi ile bir rektal svap drneginden identifiye
edildi. Izole edilen toplam 49 (% 24.,5) E. coli 0157 izolatlarinin alinan &rneklere gore
dagilimi ise; 8’1 sadece sigir karkasindan, 9’u sadece rektal svap drneginden ve 16’sar izolat
ise ayn1 sigirin hem karkas hem de rektal svap drneklerinden izole edildi. E. coli O157:H7 ise
bir sigirin hem karkas hem de rektal svap 6rneginden toplam iki izolat ile bir sigir karkasindan
identifiye edildi. Uygulanan PCR iglemi sonucu, 49 E. coli O157 izolatinin 2 (% 4,08)’sinde
yalnizea stx2, 35 (%71,42)’inde stx1l ve stx2 genlerin her ikisi de saptanirken, 12 (%24,48)
izolatta bu iki gen saptanamadi. Ug (3) E. coli O157:H7 izolatinin ise sadece karkastan izole
edilen 1 (%0.5) E. coli O157:H7 izolatinda stx1 ve stx2 genlerinin ikisi de saptandi.

Sigir karkasindan izole edilen 8 E. coli O157 izolatinin 2’sinde stx2, 3’iinde stx1 ve
stx2 genlerinin her ikisi de saptanirken, 9 rektal svap 6rneklerinden izole edilen E. coli O157
izolatinin 3 ’linde stx1 ve Stx2 genlerinin her ikisi de saptandi. Diger 6 izolatta bu iki gen
saptanamadi. Ayni sigira ait 16’sar karkas ve rektal olmak iizere toplam 32 E. coli O157
izolatinda bu iki gen varliginin dagilimi ise, ayn1 sigira ait 13’er karkas ve rektal 6rneklerinde

bu iki genin her ikisi de saptanirken, diger 3 sigira (6 izolat) ait karkas ve rektal 6rneklerinden



\Y
sadece 1 sigir karkasindan, diger iki sigirin ise sadece rektal 6rneklerinden izole edilen E. coli

0157 izolatlarinda bu iki gen saptand.

Bu calisma sonuglar ile Tiirkiye’de ve Diinya’da yapilan diger calisma bulgulari
sonucu sigir karkaslarmin ve diskilarimin E. coli O157 ve E. coli O157:H7 agisindan
potansiyel bir tehlike olusturabilecegi, izolatlarda hastalikta 6nemli role sahip virulens genleri
tagidig1 goriilmektedir. Bu ¢alisma bulgular1 sonucu kesimhanede c¢apraz kontaminasyonun
meydana gelebilecegini de gostermektedir. Bu nedenle karkaslarin ve dolayisiyla karkastan
elde edilecek etlerin E. coli O157 ve E. coli O157:H7 bulasma riskini minimize etmek

amactyla HACCP sisteminin uygulanmasi gerekir.
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ABSTRACT
THE PREVALANCE OF Escherichia coli 0157 AND O157:H7 IN CATTLE
CARCASS WITH DETERMINATION OF Stx1 AND Stx2 GENES
Gokhan INAT, Ph.D. Thesis
University of Ondokuz Mayis Samsun, January -2009

In this stuy, a total 200 swaps samples obtained from 100 cattle (100 carcasses and 100
rectonal swaps belonged to same cattle) were investigated the for presence of E. coli O157
and E. coli O157:H7 and determined in Stx1 and stx2 genes of the isolates. The swaps
samples of each cattle carcass and rectum were taken from two commercial abattoirs in
Samsun province, between December-March 2007. For the isolation, mTSB with
novobiocine, IMS procedures and TC-SMAC agar were used. Multiplex PCR was performed
for detection of stxl and stx2 genes from E. coli O157 and E. coli O157:H7 isolates.
According to analyses results, E. coli O157 and E. coli O157:H7 were detected in 52 (26%)
out of 200 samples. E. coli O157 and E. coli O157:H7 were 49 (24.5%) and 3 (1.5%) isolates,
respectively. E. coli O157 strains were isolated from 24 (24.0%) carcass and 25 (25.0%)
rectonal swaps samples, respectively. E. coli O157:H7 were also isolated from 2 carcass and 1
rectonal swaps samples. Distribution of 49 E. coli O157 isolates according samples, they were
1solated from to 8/49 isolates from alone carcass, 9/49 isolates from alone rectal and 32/49
isolates from both of rectal and carcasse samples of the same cattle. Two E. coli O157:H7
isolates were obtained one carcass and rectal swap samples of the same cattle and, one only
carcass samples. While both stx1 and stx2 genes were detected in 35 (71.42) E. coli O157 and
1 (0.5%) E. coli O157:H7 strains (isolated from alone carcass), they were not detected in 12
(24.48%) E. coli O157.

From 8 E. coli O157 strains isolated from alone carcasses, Stx2 and both stx1 and stx2
genes were detected in 2/8 and 3/8 of E. coli O157 strains, respectively, and they were not
detected from 3/8 E. coli O157 isolates. While both stx1 and stx2 genes were detected in 3/9
E. coli O157 isolates belonged to alone rectal swap samples. They were not detected other 6
E. coli O157 isolates. For 32 E. coli O157 isolates obtained from 16 each carcass and rectal
swap samples, both stx1 and stx2 were detected in 13 each carcass and rectal samples. For the
other 3 each carcass and rectal samples (n=6); they were detected in only 1 carcass and two

rectal samples.
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According to this study and other study results reported from Turkey and other parts of
the world, it is clear that cattle carcass and feces have potential risk for E. coli O157 and E.
coli O157:H7. In addition, these isolates carry also some virulens factor. During to
slaughtering and other steps in abattoir, cross contamination may occur. For these reason,

HACCP system have to be applied at abattoir to prevent cross contamination source of E. coli

0157 and E. coli O157:H7.
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1.GIRiS

Ik olarak Alman bakteriyolog Dr. Thedor Escherich tarafindan 1885 yilinda diyareli
bir ¢ocugun digkisindan izole edilen ve o donemde Bacterium coli commune olarak
isimlendirilen etkene (Levine, 1987; Padhye ve Doyle, 1992), Escherichia coli (E.coli) adi
1919 yilinda Castelani ve Chalmers tarafindan Escherich’in adina atfen verilmistir (Orskov ve

ark, 1987).

E. coli, 1950°1i yillarin sonuna kadar sadece fekal kontaminasyon indeksi olarak kabul
edilmis, fakat insan ve hayvanlarda 6liime yol agabilen patojen tiplerinin bulunmasi ile
birlikte E. coli’ye bakis a¢is1 degismistir (Nataro ve Kaper, 1998; Coia ve ark, 2001). Etken;
insan ve sicak kanli hayvanlarin gastrointestinal sisteminin normal florasinin bir {iyesidir ve
bir ¢ok susu, bagirsak mukozasina penetre olmadig1 ve kan dolasimina karigmadig: siirece
zararsiz kommensal mikroorganizmalar olarak goriilmektedir (Anon, 1984; Bisping ve

Amtsberg, 1988; Anon ,1991).

E. coli O157:H7 serotipi; ilk olarak 1975 yilinda California’da kanli diyare belirtisi
gosteren bir kadin hastadan izole edilmistir (Padhye ve Doyle, 1992). Fakat etkenin bireysel
vakalar disinda hemorajik kolitis (HC) ve hemolitik iiremik sendroma (HUS) neden olan
onemli bir insan patojeni olarak kesin identifikasyonu, 1982 yilinda ABD’nin Oregon ve
Michigan eyaletlerindeki salginlarda gergeklestirilmistir (Whittam ve Wilson, 1988; Griffin
ve Tauxe, 1991; Dorn ve Angrick, 1991; Ansay ve Kaspar, 1997; Mead ve Griffin, 1998;
Karch ve ark., 1999; Park ve ark., 1999). 1983’de O’Brien ve ark., Kuzey Amerika’da
gelisen bir HC salgininda sigatoksin iireten E. coli O157:H7’yi salgindan sorumlu etken
olarak bildirmislerdir. 1985’de Karmali ve ark., sigatoksin iireten E. coli tiirlerinin
epidemiyolojik olarak HUS ile iliskili oldugunu 6ne siirmiis, Scotland ve ark. (1987) ise, E.
coli’lerdeki sigatoksin 1 (Stx 1) ve sigatoksin 2 (Stx 2) sentezini kontrol eden genlerin
varligint gostermistir. Bu gelismelerden sonra salginlarda elde edilen izolatlarin, EIEC
(Enteroinvazif E.coli) tiirleri gibi invazif O6zellikte olmadiklari, ETEC (Enterotoksijenik
E.coli) tiirleri gibi enterotoksinler sentezlemedikleri ve EPEC (Enteropatojenik E.coli)
tiirlerinin neden oldugu klinik belirtilerle benzerlik gdstermedikleri belirlenmistir (Sack,
1987). Levine, (1987), bu yeni gastrointestinal E. coli grubunun EHEC olarak

isimlendirilmesini 6nermis ve yeni grup EHEC (Enterohemorajik E.coli) adin1 almistir.



Escherichia coli O157 ilk kez 1982°de insanlar igin patojen oldugu identifiye edilmis
olup, E.coli O157:H7 adi verilmesinin nedeni ise 157’nci somatik (O) antijeni ve 7’nci
flagellar antijene sahip olmasi nedeniyledir. E.coli O157 genetik olarak E.coli O55:H7 ile
benzer 6zellikler gostermekte olup, enteropatojenik suslar1 diinyada yeni doganlar ve bebekler
arasinda diyareye neden olmaktadir (Whittam ve ark, 1993). Enteropatojenik suslar gibi E.
coli O157 epitelyal hiicrelere adhere olabilir ve karekteristik baglanma ve silinme (attaching

and effacing) lezyonlar iiretebilir.

E.coli O157:H7’nin kesin identifikasyonunun yapildigi 1982 yilindan giiniimiize kadar
olan siiregte ABD, Kanada, ingiltere, Almanya, Iskogya, Ispanya, Tayland, Kore, Meksika,
Arjantin, Cin, Belgika, Avustralya, Isve¢, Norveg, Hollanda ve diinyanin pek ¢ok bdlgesinde
E. coli O157:H7’ye bagl ¢ok sayida gida kaynakli infeksiyonun oldugu bildirilmis, 1996 yaz
aylarinda ise Japonya’da 16 kisinin 6limiine neden olan salginda temel etken olarak E.coli
O157:H7 gosterilmistir (Griffin ve Tauxe, 1991; Armstrong ve ark., 1996; Wall ve ark., 1996;
Michel ve ark., 1999; Jo ve ark., 2004). 2000 yili Haziran ayinda Kanada’da klorlama
linitesindeki bir ariza nedeniyle kullanma sularina karismig olan E.coli O157:H7 serotipi,
salgina ve oliimlere neden olmustur. Epidemiyolojik verilere gore, her yil sadece ABD’ nde
E.coli O157:H7’ye bagli 20.000’in {izerinde infeksiyon ve 250 O6lim olgusu oldugunu
bildirmektedir (Finelli ve ark., 1995; Armstrong ve ark., 1996; Kuntz ve Kuntz, 1999).

Insanlarda E.coli O157:H7 infeksiyonlarinda; oldukga tipik ve sert gegen hemorajik
kolitis, hemolitik iiremik sendrom ve trombotik trombositopenik purpura (TTP) olmak {izere
ii¢ temel klinik bulgu goriilmektedir (Park ve ark., 1999). HC; her yasta insanlarda ani olarak
ortaya ¢ikan krampl karin agrilar1 ve bunu izleyen 24-48 saat icerisinde gelisen sulu diyare
ile karakterizedir. Diyarenin siddeti arttik¢a digkidaki kan miktar1 artar ve diski zamanla
timiiyle kanli hale gelir. HUS; o6zellikle kiiglik yastaki ¢ocuklarda ve genclerde akut renal
yetmezlik, mikroanjiyopatik hemolitik anemi ve trombositopeni ile karakterize edilen ti¢lii bir
sendrom olarak ortaya ¢ikmakta, ayrica hastalarda oliimle sonuglanabilen kalp yetmezligi,
koma, hipertansif ensefalopati gibi kardiyovaskuler ve merkezi sinir sistemi bozukluklar
gelisebilmektedir. TTP ise; klinik bulgular agisindan HUS’a benzemekte, ancak, burada
merkezi sinir sistemi bozukluklar1 daha temel bir 6zellik olup mikroanjiyopatik hemolitik
anemi, trombositopeni, ates ve azotemi gibi klinik bulgular gdzlemlenmektedir (Padhye ve

Doyle, 1992; Park ve ark., 1999). Bu temel klinik bulgular disinda E.coli O157:H7 ile infekte



insanlarda gozlenen diger komplikasyonlar ise hemorajik sistitis, konviilziyonlar, sepsis ve

anemi seklindedir (Padhye ve Doyle, 1992).

E.coli O157:H7 ve diger EHEC serotiplerinin sahip oldugu virulens faktorler HC ve
HUS’un olusmasinda biiyikk rol oynarlar. E. coli O157:H7 serotipide; infeksiyonlarin
patogenezinde O6nemli role sahip sigatoksinler (Stxl ve Stx2), enterohemolizin, intimin
baglanma faktorii, pO157 plazmidi, tip III sekresyon sistemi araciligiyla salinan proteinler ve
lipopolisakkarit gibi baz1 virulens faktorlerine sahiptir (Paton ve Paton, 1998; Park ve ark.,
1999). Epidemiyolojik calismalar, HUS un gelismesinde Stx2’nin Stx1’den daha 6nemli
oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Griffin, 1995 ). Yalmzca Stx2 salgilayan O157:H7 suslarinin
yalniz Stx1 veya hem Stx1 ve Stx2 salgilayan suslara oranla daha fazla progresif HUS’a
neden oldugu bildirilmistir (Pickering ve ark., 1994). Bu iliski istatiksel acidan da
dogrulanmistir (Cimolai ve ark., 1994). Hem bdbrek endotel hiicre kiiltlirlrinde (Louise ve
Obrig, 1995) hem de farelerde yapilan deneysel ¢alismalarda (Wadolkowski ve ark., 1990)
Stx2’nin Stx1’e oranla daha sitotoksik oldugu ortaya konmustur. Ayrica, Stx2’in homojen bir
toksin olmadigi, B alt iiniteleri arasinda farkliliklarin (Stx2’in  Stx2e seklinde varyanti gibi)
bulundugu ve farkli alt iinitelerinin fare letalitesi i¢in farkli oldugu ortaya konulmustur

(Melton-Celsa ve ark, 1996; Paton ve Paton, 1996).

E. coli O157:H7 infeksiyonlar1 i¢in ruminantlar, dzellikle de sigirlar ve siit inekleri
primer rezervuarlar olarak kabul edilmekte ve sigir populasyonlarinda yapilan ¢aligmalarda E.
coli O157:H7 prevalansinin ABD’nde % 2 - % 45 (Wells ve ark., 1991), Ingiltere’de % 4 -

%15,7 arasinda degistigi (Chapman ve ark., 1993b), cesitli Avrupa iilkelerinde ise oranin %
1- %13 arasinda oldugu bildirilmektedir (Chapman ve ark:, 1993e; Blanco ve ark., 2003).

E. coli O157:H7 serotipi sigir ve siit inekleri disinda saglikli koyun, kegi (Renter ve
Sargeant, 2002; Reinstein ve ark., 2007 ), manda (Galiero ve ark., 2005), domuz, kedi, kopek
ve kanatli hayvanlar gibi evcil hayvanlar (Beutin, 1999) ile bizonlar, rengeyikleri, ayilar,
yavru foklar ve penguenler gibi dogal hayata uyum saglamis diger hayvanlardan da izole
edildigi ve bu hayvanlar ile yakin temasta bulunan evcil hayvanlara bulagsmanin olabilecegi

bildirilmistir (Kudva ve ark., 1997; Mainil, 1999; Li ve ark., 2004; Wasteson ve ark., 2005).

Insanlarda infeksiyon nedeni olarak ilk sirayr kesim sirasinda sigir diskisiyla

kontamine olmus etlerin yeterince pisirilmeden (Russell ve ark, 2000) veya kontamine etlerin



tiiketilmesi sonucu meydana gelmektedir. Nitekim E.coli O157:H7’den kaynaklanan en biiyiik
iki toplu zehirlenme 1992 ile 1993 arasinda Kuzey Amerika’da fast-food restorant zincirinden
bildirilmistir. Bu toplu zehirlenmede Washington, Idaho, Nevada ve California’dan toplam
732 olgu bildirilmis ve bu olgularin 195’1 tedavi edilmis ve 4’ ise 6liimle son bulmustur. Bu
iki toplu zehirlenme modern gida iiretim teknolojisi ile iiretilen hamburgerlerin
kontaminasyonu sonucu meydana gelmistir. Yiizlerce ciftlikte yetistirilen binlerce sigirdan
elde edilen sigir etleri tek bir hamburger makinesinden birlikte kiyma haline getirilmekte,
daha sonra donmus halde birgok eyaletteki binlerce restoranta dagitilmaktadir. Kanada’da (Le
Saux ve ark., 1993) ve ABD’de (O'Brien ve ark., 1983) sigir kiymast E. coli O157:H7 ile
sporadik infeksiyon i¢in en 6nemli risk faktoriidiir. ABD’de yapilan bir ¢alismada (O'Brien ve
ark., 1983), evde hazirlanmis hamburgerlerin O157:H7 yoniinden en 6nemli bir infeksiyon
kaynag1 oldugu, fakat bu kaynagin az pismis hamburgerlerin direkt tiilketiminden ziyade, ¢ig
kiymay1 hazirlayan kisilerin ellerini yikamadan gida hazirlama isine devam etmeleri sonucu
yani ¢apraz kontaminasyona maruz kalmalarindan kaynaklandig: bildirilmistir. Ayrica, biftek
ve ¢ig slit gibi sigir kaynakli gidalar, domuz, kanathh ve koyun kaynakli gidalar da direkt

olarak toplu zehirlenmelerden sorumludur (Griffin ve Tauxe, 1991; Griffin, 1995).

Sigir orijinli fekal orneklerde E.coli O157:H7 tespiti, bakteri sayisinin ¢ok diisiik
olmasindan dolay1 oldukga giictiir. Orneklerden petrilere direkt ekim yonteminin sensitivite
acisindan yetersiz bulunmasi, farkli zenginlestirme kiiltlirleri ve izolasyon tekniklerinin
gelistirilmesine neden olmustur (Chapman ve Siddons, 1996; Tutenel ve ark., 2003a). E.coli
O157:H7’nin teshis ve izolasyonuna yonelik ¢ok cesitli teknikler olmasina ragmen, dnerilen
standart bir yontem bulunmamaktadir. Ayrica izolasyon amacli uygulanan kombine
yontemlerin hi¢ birisinin % 100 duyarli olmadigr bildirilmektedir (Tutenel ve ark., 2003a).
Yapilan calismalarda izolasyon sansini artirabilmek i¢in incelenecek orneklerin taze olmasi ve
laboratuvara zaman gecirilmeden soguk zincirde ulastirilmast gerektigi Onerilmektedir

(Chapman ve ark., 2001).

Glinlimiizde etkenin minimal infeksiyon dozunun ¢ok diisiik olusu ve izolasyondaki
giicliikler nedeniyle E.coli O157:H7 analizlerinde kiiltiirel tekniklerden daha ziyade Enzyme
Immuno Assay (EIA), ELISA, PCR, multipleks PCR ve immunomanyetik separasyon (IMS)
gibi ¢ok daha hassas ve giivenilir teknikleri kullanilmaktadir (Park ve ark., 1999; Osek ve
Gallien, 2002; Fode-Vaughan ve ark., 2003).



Escherichia coli (E.coli) O157 ve E.coli O157:H7, morbidite ve mortalite orani
oldukga yiiksek E. coli serotipleri olup, diinyadaki en 6nemli gida patojenleri arasinda yer alir
(Oporto ve ark., 2008). E.coli O157 genetik olarak E.coli O55:H7 ile benzer ozellikler
gostermekte olup, enteropatojenik suslar1 diinyada yeni doganlar ile bebekler arasinda
diyareye neden olmaktadir. insanlarda E.coli O157:H7 infeksiyonlarinda HC, HUS ve TTP
bulgular1 goriilmektedir. E.coli O157:H7 serotipinin sahip oldugu virulens faktorler HC ve
HUS’un olusmasinda biiyiik rol oynarlar. Bu virulens faktorlerden biri de Sigatoksin (Stx)
olup, bagirsak ve renal endotelyal hiicreleri i¢in sitotoksik 6zelliktedir ve Stx geni tarafindan
kodlanir. Ozellikle stx2 geni tarafindan kodlanan Stx2, hemorajik kolitis ve kanli diyarenin
sekillenmesinden sorumlu tutulmaktadir ( Chapman ve Daly, 1989; Beutin ve ark., 1994;

Bidet ve ark., 2005).

Insanlarda bu infeksiyonun birincil nedenini kesim sirasinda sigir digkistyla kontamine
olmus sigir karkaslart olusturur. Etin pargalanmasi, kiyilmasi sirasinda etken yiizeyden ig
kisimlara ge¢mektedir. Sigir karkaslarinda E.coli O157 ve E.coli O157:H7 varhigi bir ¢ok
calismayla ortaya konulmustur. Yapilan literatiir taramalar1 sonucu mezbahalarda ayn1 sigirin
karkas ve rektal orneklerinde E.coli O157 ve E.coli O157:H7 ile ilgili bir literatiir bilgisine
rastlanilmamistir. Yapilan ¢aligmalarin digki 6rneklerine ait ¢aligmalar oldugu goriilmektedir.
Diinyada ise E. coli O157 ve E. coli O157:H7 ile ilgili birgok ¢alisma mevcuttur. Bu nedenle,
bu doktora tez c¢aligmasi, Samsun ili’'nde faaliyet gosteren iki ayr1 mezbahada kesilen sigir
karkas yiizeyleri ile ayn1 karkaslarin rektal bolgelerinde E.coli O157 ve E.coli O157:H7’nin
prevalansi ile elde edilen izolatlarda virulens faktdrlerden stx1 ve stx2’in varliginin ortaya
konulmasi amaciyla yapilmistir. Boylece, sigir karkaslarmin E.coli O157 ve O157:H7
yoniinden halk sagligi agisindan olusturabilecegi olast riskler somut olarak ortaya
konulmustur. Ayrica, bu c¢alisma bulgular1 1518inda mezbaha yetkileri uyarilarak olasi
kontaminasyonun Onlenmesine yonelik somut tedbirler alinmasi yoniinde yol gdsterici

olacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Escherichia coli Tle Tlgili Genel Bilgiler

E.coli, Enterobacteriaceae familyasinda yer alan, 1-2 mm c¢apinda S tipi koloniler
yapan, boyu 2 um ve eni 1-1,5 um, aerob ve fakiiltatif anaerob, Gram negatif, ¢ubukcguk
formunda, spor olusturmayan, katalaz pozitif, oksidaz negatif ve 35 °C’ de 48 saat i¢inde
laktozdan gaz ve asit olusturabilen bir bakteridir. Etken mezofil 6zellikte olup, 7- 45 °C’ler
arasinda iirer. Optimal tireme sicaklig1 ise 37 °C’dir. Buna karsin, bazi suslarin 4 °C’de de
iireyebildigi bildirilmistir. Dezenfektanlara, bazi boya maddelerine (malasit yesili, fuksin vb.),
safra ve safra tuzlarma ve % 7 NaCl’re ve 1siya duyarli olup, Dgo degeri 0,2-2 dakikadir.
Etken, uzun siireli soguk ve donmus muhafaza ortaminda da canliligin1 koruyabilir (LeJeune
ve Wetzel, 2007). E. coli’nin optimal pH-degeri nétiire yakin olmakla birlikte, diger
kosullarin uygun olmast halinde pH 4,4 gibi oldukea asidik degerlerde de iireyebilir. Minimal
ay degeri 0,95°tir. E.coli’ nin tireme kosullar1 tablo 2.1.1°de gosterilmistir (Desmarcheiler,

1997).

Tablo 2.1.1. E.coli’nin Ureme Kosullar1 (Desmarcheiler, 1997)

Minimum-Maksimum Optimal
Sicaklik (°C) 7-45 37
pH 4,4-9,0 6-7
aw 0,95- 0.99

E. coli, kisa peritrik flagellalar1 ile tipik harekete sahip olmasina karsin, bazilari
flagellalarinin olmamasi nedeniyle hareketsizdir. Suslarin yaklasik %95’ini igeren E.coli
biyotip I, indol ve metil red pozitif, voges proskauer ve sitrat negatiftir. Buna karsin suslarin
yaklasik % 5’ini igeren biyotip II’de bu reaksiyonlardan (IMViC) indol negatiftir (Erol,
2007).

E. coli suslar1 arasindaki serolojik iliskiler ilk kez 1921 yilinda Dodgeon tarafindan
belirtilmis, daha sonra 1937’de Lowel E.coli’ nin kapsiil ve somatik olmak tizere iki ¢esit
antijeni oldugunu ileri slirmiis, 1943 yilinda ise Kauffmann flagella antijeni oldugunu da

bildirmistir. 1944’ te Kauffmann, E. coli’lerin serolojik klasifikasyonu ig¢in giiniimiizde de



modifiye edilerek kullanilmakta olan bir sema olusturmustur. Modifiye edilen Kauffman
semasina gore, E. coli’ ler somatik “O” antijenlerine, flagellar “H” antijenlerine ve kapsiiler
“K” antijenlerine gore serotiplendirilmektedir (Nataro ve Kaper, 1998). Somatik antijenine
gore yaklagik 160°dan fazla, kapsiiler antijenine gore yaklasik 100 civarinda ve flagellar
antijenine gore 60’a yakin serogrup oldugu tespit edilmistir (Bilge ve ark., 1989; Dorn, 1991).

E.coli’nin somatik “O” antijenleri lipopolisakkarit yapida olup, makroaglutinasyon ve
mikroaglutinasyon testleri ile ortaya konulabilen, 1s1ya direngli yilizey antijenleridir. Kapsiiler
ve fimbrial antijenlere sahip E.coli’ lerde, somatik antijenlerin ortaya konulmasi giicliik
yarattigindan, bu suslarin 120 °C’de 2 saat 1sitildiktan sonra agliitinasyona tabi tutulmasi

onerilmektedir (Black ve ark., 1981; Bilge ve ark.,1993).

Kapsiiler antijenleri polisakkarit 6zellikte olup, kapsiil tasiyan E. coli suslarinda
somatik antijenlerinin {lizerinde bulunur. Bu nedenle “K” antijeni bulunduran suslar, “O”
antiserumlari ile aglutine olmaz. “K” antijenleri, K(A) antijenleri ve K(B) antijenleri olmak
izere iki 6nemli komponentten olusur. K(A) antijenleri 120 C’de 2 saat igerisinde, K(B)

antijenleri ise 100 °C’de tahrip olabilen antijenlerdir (Black ve ark., 1981; Bilge ve ark.,1993).

Flagellar antijenleri hareketli E. coli suslarinda bulunan, protein yapisinda, 1siya
dayaniksiz, aglutinasyonla ortaya konulabilen antijenlerdir (Black ve ark., 1981; Bilge ve

ark.,1993; Burnens ve ark, 1994).

Fimbrial antijenler (pilus antijenleri), onceleri “K” antijeninin L fraksiyonu olarak
adlandirilan, sonralar1 ise fimbrialarda oldugu belirlenen protein yapisinda antijenlerdir.
Bunlar da “K” antijenlerine benzer sekilde, bir susun “O” antijenine gore identifiye edilmesini
onler. E. coli’lerin virulens faktorii olarak kabul edilen pilus antijenlerinin tespiti 6zellikle
enteropatojenik E.coli’lerin (EPEC) belirlenmesinde 6nemlidir (Black ve ark., 1981; Bilge ve
ark.,1993; Burnens ve ark, 1994).

Bunun yani sira, patojen 6zellik gosteren bazi E. coli suslari insan ve hayvanlarda
basta diyare ile karakterize ¢esitli intestinal infeksiyonlar yaninda {iriner sistem infeksiyonlari,
meningitis, septisemi gibi ekstraintestinal infeksiyonlarin nedeni olarak bilinmektedir
(Whittam ve ark., 1993; Brunton, 1994; Nataro ve Kaper, 1998). Suda canliligin

stirdiirebilmesinden dolay1 fekal bulagsmanin ve S. typhi gibi enterik patojenlerin muhtemel



varligia isaret (indikator) eder. Su kaynaklarinin fekal kontaminasyonu ile gida islerinde
calisan infekte personel E. coli’den kaynaklanan olgularin en 6nemli kaynagini olusturur. E.
coli suslarinin ¢ogu normal bagirsak florasin da apatojen olmasina karsin, immun sistemi
baskilanmis konaklarda veya bakterinin gastrointestinal bariyeri agmasi halinde bu suslar da

infeksiyona neden olabilirler (Erol, 2007).

E.coli’ ler, infeksiyonlarin patogenezinde 6nemli rolii olan enterotoksin, nérotoksin ve
endotoksin gibi cesitli toksinlere de sahiptir. Enterotoksinler genellikle, gen¢ hayvanlarda
goriilen bagirsak infeksiyonlarindan sorumlu tutulur. Bu toksinlerin stabil toksin (ST) ve labil
toksin (LT) olmak iizere iki fraksiyonu bulunur. Isiya dayanikli, proteinazlara duyarli,
immunojenik 6zelligi bulunmayan ve aside direngli olmayan ST; ST, ve ST}, olmak tizere iki
varyanta sahiptir (Balows ve ark, 1991; Wells ve ark., 1991; Tzipori ve ark., 1995). lyi bir
antijeniteye sahip, yapisi ve etki tarzi bakimindan isiya duyarli Vibrio cholerae toksinine
benzerlik gosteren, 1siya duyarli olan LT ise; antijenik ve biyolojik 6zellikleri bakimindan
farkli, yapisal olarak benzerlik gosteren LT-I ve LT-II olmak iizere iki varyanta sahiptir
(Okrend ve ark., 1992; Beutin ve ark., 1993). Norotoksinler, domuzlarda enterotoksemiye
(6dem hastalig1) neden olan, lipoprotein yapisinda, 1stya duyarli toksinlerdir. Endotoksinler
ise biitin E.coli suslarinda bulunan, kimyasal olarak protein- fosfolipid-polisakkarit
kompleksinden olusan toksinlerdir (Doyle, 1991; Donnenberg ve ark., 1993a; Beutin ve
ark.,1994).

Gliniimiizde insan ve hayvanlarda 6zellikle diyarejenik infeksiyonlara neden olan E.
coli suslari; virulens ozellikleri, patojenite mekanizmalari, trettikleri toksin tipleri, neden
olduklar1 klinik belirtiler, epidemiyolojik farkliliklar1 ile O ve H antijenlerine gore;
enteropatojenik (EPEC), enterotoksijenik (ETEC), enteroinvaziv (EIEC), enteroagregatif
(EAggEC), enterohemorajik (EHEC) ve diffuzadeziv E. coli ( DAEC) olmak iizere 6 ana
grup altinda simiflandirilmaktadir (Padhye ve Doyle, 1992; Nataro ve Kaper, 1998). Fakat bu
gruplara ilave olarak bazi arastirmacilar tarafindan kabul gbren ve verotoksijenik (VTEC) ve
sigatoksijenik (STEC) olarak tanimlanan suslarin, baska gruplar ile de ifade edilebilmesi, bu
konudaki terminolojiyi karisik bir hale getirmektedir (Griffin, 1995; Heuvelink ve ark., 1999).

Diyarejenik E. coli gruplarinin neden oldugu salginlardaki karakteristik 6zellikler,

kaynak ve aracilar tablo 2.1.2” de gosterilmistir (Eklund, 2005).



Tablo 2.1.2. Diyarejenik E.coli Gruplarmin Neden Oldugu Salginlardaki Karakteristik Ozellikler ve Kaynaklar
veya Aracilar (Eklund, 2005)

Grup Diyare ile Salginlar etkileyen Temel virulans Virulans faktoriin
iliskilendirildigi | aracilar, kaynaklar: faktorleri: biyolojik etkisi
yil ve faktorler kromozomal/plazmidal
EPEC 1945 Islem gérmemis su, Tutunma ve baglanma Yapisma,
gida, siitten yapilmis yetenegi(A/E) mikrovilluslarin
gidalar, toz ve EPEC Yapisma Plazmidi yikimi, iyon salinimi
aerosoller (EAF) Yapisma
Demet olusturan pilus Yapisma
(BFP) Yapigma
LifA/Efa
ETEC 1961 Istya- duyarly/ direngli fyon salinimi
Islem gérmemis su, enterotoksin (LT, ST) Iyon salinim
gida, siitten yapilmis Istya- direngli Kolonizasyon
gidalar enterotoksin (EAST)
Fimbrial kolonizasyon
faktorleri (CFs)
EIEC 1971 Su, gida, Insandan Vir/Ics gen bolgesi Membran kirilmalari,
insana IpaA, IpaB, IpaC, IpaD, hiicre ici hareket
Restoran yemekleri IpaH Invazyon, olasi
Shigella enterotoksin 1 inflamasyon(yangi)
(ShETI) Iyon salmim
EAggEC 1987 Su, gida, insandan Istya- direngli Iyon salmimi
insana enterotoksin (EAST) Yapisma
Restoran yemekleri | Kiimeler halinde Yapisma Serin proteaz, iyon
Fimrias1 (AAF) salinimu, sitotoksisite
Plazmidal enterotoksin
EHEC 1982 Kasaplarda satilan Shiga toksini (Stx) Protein sentezini inhibe
etler, hamburgerler, Tutunma ve Silme eden rRNA, apoptosis
sigir eti, fermente yetenegi (A/E) Yapisma,
edilmis sosisler, Enterohemolisin (Ehly) mikrovilluslarin
beyaz turp filizi, E.coli salgi proteini yikimi, iyon salinimi
pastorize edilmemis (EspP) Eritrositlerin lizizi
gidalar, Katalaz Peroksidaz (KatP) Serin proteaz,
klorlanmamus su, ToxB koagulasyon faktor
salatalar Efa-1/LifA V’in yikimi
immun yanit
peroksidazlarmin
indirgenmesi
Yapisma
Yapisma
DAEC 1993 Cevre, nemli Fimbrial adezin F1845 Yapisma
mevsim Yaygin yapismadaki Yapigsma

adezin (AIDA-I)




10

2.1.1. Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

EIEC ilk olarak 1944 yilinda parakolon basil olarak, daha sonra ise E. coli 0124
olarak tanimlanmistir. 1971°de EIEC suslarinin tipik EIEC infeksiyonlu kisilerde kanli ishale
neden oldugu bildirilmistir. Etken, 6zellikle gelismekte olan iilkelerdeki ¢ocuklarda diyare
etkeni olarak 6nem tasimaktadir. Erigkin insanlarda ise epidemik seyirli gida infeksiyonlarina
neden olur. EIEC suslar1 diger enterovirulent suslarindan invaziv bir karakter gostermesi ile
ayrilmaktadir (Albert ve ark., 1995; Banatvala ve ark., 1996; Calderwood ve ark., 1996 ).
Infeksiyona sicak yaz aylarinda daha sik rastlanmaktadir. inkiibasyon siiresi 8-24, ortalama 11
saat olup, hastalik birka¢ giin devam eder. EIEC infeksiyonlarinda hastaligin seyri Shigella
dysanteriae’ nin yumusak seyirli formu ile biiyiikk benzerlik gosterir. Kolitis, dizanteri, ates,
abdominal kramp ve kanli diyare hastalik belirtileri arasinda yer almaktadir (Griffin ve ark.,

1990; Chart ve Rowe, 1993; Dupont ve Ericson, 1993).

EIEC suslar1 genel olarak hareketsizdir ve O28ac, 029, O112ac, O121, 0124, O135,
0136, 0143, 0144, 0152, 0159, 0164, 0167’1 igeren az sayida O grubu bulunmustur. Bu
tiirler, kolon epitel hiicrelerini istila ederek, bu epitel hiicreleri igerisinde cogalmakta ve epitel
dokunun nekrozuna yol agarak, kanli diyareye neden olmaktadir. EIEC suslari, enterositleri
kaplamakta ve onlarin seklini degistirerek bu hiicrelerin éliimiine neden olmaktadir. EIEC’
nin invaziv karakteri 140 MDa’ luk bir invazyon plazmidi tarafindan yonetilmektedir (Levine,
1987; Milon ve ark.,1992; Padhye ve Doyle, 1992; Nataro ve Kaper, 1998). Bu plazmid Tip
[T Sekresyon Sistemini (Type III Secrection System=TTSS) ve kendi TTSS -efektor
proteinlerini kodlar. TTSS ayni1 zamanda Salmonella ve Yersinia’ daki sisteme benzerlik
gostermektedir. Ayrica, Shigella spp. ile EIEC suslar1 arasinda fenotipik ve genotipik
benzerlikler bulunmaktadir (Sandvig ve vanDeurs, 2000; Eklund, 2005).

Insandan insana temas yoluyla bulasma olsa da, acikhiga kavusturulmus EIEC
infeksiyonlarinin genellikle gida ve su kaynakli oldugu bildirilmektedir. Bunun disinda
EIEC’den kaynaklanan gida infeksiyonu olgular1 yumusak peynir, ¢ig siit ve kiymadan
kaynaklanmaktadir. Bu ¢ercevede Fransa’dan ithal edilen peynirler, ABD’de 387 kisiyi
kapsayan biliyiik bir gida infeksiyonuna neden olmustur. Korunmada, siitiin patdrizasyonu,
tilketime hazir gidalarin soguk muhafazasi, uygun sanitasyonu ve portorlerin eliminasyonu

onemlidir (Erol, 2007).
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2.1.2. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

[lk olarak 1945 yilinda John Bray tarafindan “Bacillus coli nepolitanum” ismiyle yaz
ishaline neden olan etken olarak rapor edilmesine ragmen EPEC suslari, ilk olarak 1955
yilinda Neter tarafindan tiplendirilmistir (O’Brien ve ark., 1983; Mead ve Griffin, 1998). Bu
suslar, neonatal ve infantil diyarelerle iliskilendirilmektedir. Pek ¢ok yetiskinin, EPEC tiirleri
icin tasiyict olduklari, fakat belirgin infeksiyon belirtileri gostermedikleri bilinmektedir.
Bunun nedeninin yetigkinler arasindaki kazanilmig bagisikliga bagl oldugu diistiniilmektedir.
Patogenezi tam olarak agiklanamamakla birlikte, EPEC tiirlerinin toksinlerinden farkli ve
epitel hiicrelerini istila eden bir veya daha fazla verositotoksin iirettigi bilinmektedir (Padhye

ve Doyle, 1992; Whipp ve ark., 1994; Nataro ve Kaper, 1998; Beutin, 1999).

Giliniimiizde EPEC, gelismekte olan iilkelerdeki ¢ocuklarda goriilen ishalin yaygin
etkenidir. Bu ishalde oliim orani %30 civarindadir. Sporadik EPEC infeksiyonlari ise
endiistriyel {ilkelerde goriilmektedir. Bununla birlikte endiistriyellesmis iilkelerde EPEC’ in
neden oldugu salginlar ¢ok seyrektir. Hastaligin seyri 1-6 giin arasinda degismekte, bazi
durumlarda 2 hafta stirmektedir. Akut sulu diyare, bulanti ve diisiik dereceli ates EPEC
infeksiyonlarinda goriilen en yaygin belirtilerdir (Albert ve ark., 1991; Bouzari ve ark, 1994;
Pell, 1997; Bokete ve ark., 1997).

EPEC, epitel hiicrelerin ylizeyinde “lokalize aderenz (LA)” ile karakterize yapilar
olusturmaktadir. Bu 0zellik EPEC-aderenz faktdr (EAF)-plazmidi ile iligkilidir. 3-faz-
modeline gore, bakteriler 1. fazda bagirsak epitel hiicre villilerine tutunmakta (adare olmakta),
2. fazda siv1 sekresyonu ile hiicre yapist ve mikroviller zarar goriirken, 3. fazda bakterilerin
hedef konak hiicresine tutunmasi yogunlasmaktadir (Erol, 2007). Bu patojenin tanimlanmasi
026, 055, 086, O111, 0114, O119, 0125, 0126, 0127, O128 ve O142’yi igeren serotipik
“O” gruplarmma dayanmaktadir. Giiniimiizde EPEC’ in belirlenmesi konakg¢i hiicrelerdeki
tutunma-silinme lezyonlarini kodlayan eae geninin kromozomda bulunmasi ve Stx iiretiminin
olmamasi ile gerceklesir. Buna ilave olarak demet olusturan piluslarin (bundleforming pili=
BFP) aracilik ettigi plazmidal EPEC yapisma faktoriinii ifade eden suslar tipik EPEC suslar
olarak tanimlanirken, EAF-plazmidinden yoksun olan suslar ise “atipik EPEC” suslar olarak

tanimlanmaktadir (Sandvig ve vanDeurs, 2000; Eklund, 2005).
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Diger E.coli’lerde oldugu gibi EPEC’de de bulasma, kontamine el, kontamine bebek
mamasi veya servis araclari ile fekal-oral yolla olmaktadir. Minimal infeksiyon dozunun ¢ok
diisiik oldugu sanilmaktadir. EPEC rezervuarlarini semptomatik ve asemptomatik ¢ocuklar ile
anneler ve bebek mamasimi hazirlayanlarin  dahil oldugu asemptomatik yetiskinler

olusturmaktadir (Erol, 2007).

2.1.3. Enteroagregatif E. coli (EAggEC, EAEC)

EAEC suslart hayvanlarda yapilan epidemiyolojik ¢alismalar sonucu ortaya ¢ikarilmis
ve gelisen diinyamizda 6zellikle ¢ocuklarda goriilen akut ve uzun siireli ishalin en 6nemli
etkenidir. Ayrica turist ishalinin en yaygimn nedenidir. Ozellikle 1987 den beri gelismekte olan
iilkelerde ortaya cikan salgmlarda etkinligi artmistir. Infeksiyon mekanizmasi tam olarak
anlagilamamakla birlikte, ST’e benzeyen ve enteroagregatif stabil toksin (EAST) olarak
isimlendirilen bir toksin sentezledigi bildirilmektedir (Milon ve ark., 1992). EAEC suslarina
iliskin mukus sekresyonunda artma, bagirsak mukozasinda sitotoksik etkiler ve hemorajik
nekroz gibi cesitli karakteristik histopatolojik lezyonlar tanimlanabilmistir (Nataro ve Kaper,

1998).

EAEC suslan, yaklasik 90 tane tanimlanmis serotipi igeren oldukg¢a heterojen bir
gruptur. Bu serotipler i¢inde en yaygin olanlar O15:H18, O44:H18, O77:H18, O111:H12,
0125 ve O126° dir. EAEC bagirsak epitel hiicrelerine karakteristik olarak ot yiginlarina
benzeyen kiimeler halinde yapigmalariyla taninmaktadir (Acheson ve ark., 1996; Paton ve

Paton; 1998).

Patogenez sirasinda, EAEC, bagirsak mukozasimna plazmid tarafindan kodlanan
agregatif (kiimeler halinde) yapisma fimbriasi (AAF/I-AAF/IIl) tarafindan tutunur. Bu
yapisma mukus biyofilmi olusumunu, yangiya bagli olarak mukozal toksisiteyi ve sitokin
salmimini arttirmaktadir (Alastair ve Sebastian, 2004). EAEC’nin diger virulans faktdrleri;
plazmidal enterotoksin (PET) ve enteroagregatif 1stya direngli toksin 1 (EAST- 1)’dir. Baz1
EHEC suslarinin da EAST- 1 olusturdugu saptanmistir (Sandvig ve vanDeurs, 2000).
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2.1.4. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

ETEC suslarinin insanlardaki ishalli hastaliklarla olan iligkisi 1960’ larda ortaya
cikarilmigtir. O zamandan beri ETEC infeksiyonlarinin gelismekte olan iilkelerde ortaya
cikma orani artmistir. Isiya duyarli (LT) veya 1siya direngli (ST) toksin olusturan ETEC,
gelismekte olan iilkelerde biri cocuk ishali, digeri turist ishali olmak {izere iki 6nemli klinik
belirti ile iliskilendirilmektedir (Banatvala ve ark., 1996; Attenborough ve Matthews, 2000).
ETEC, tropik ve subtropik iilkelerde ¢ocuk diyarelerinin temel nedenlerinden biri olarak
bilinmektedir (Erol, 2007). Patojenez sirasinda, ETEC, fimbrial kolonizasyon faktorlerini
(CFs) ve ilgili kolonizasyon faktor antijenlerini kullanarak bagirsak epitel hiicrelerine
kolonize olmaktadir. Buna ilave olarak ETEC suslari, plazmid tarafindan kodlanan 1siya
direngli (Heat Stabile Toxin=ST) ve/veya isiya duyarli (Heat Labile Toxin= LT) toksinler
tiretirler. ST ve LT toksinleri STa, STb ve LT-I, LT-II olmak iizere alt gruplara ayrilmaktadir.
Isiya duyarl (labile toxin: LT:LT1, LT2) toksin 60 °C’de 30 dakikada inaktive olur. Bu toksin
V. cholerae tarafindan iiretilen enterotoksinle (Cholera toxin:CT) biiyilk benzerlik
gostermektedir ve ayni antitoksine immunolojik benzerligi nedeniyle ndtralize
edilebilmektedir. ETEC’in diger onemli bir yapisal 6zelligi de kolonizasyon faktoriidiir.
Kolonizasyon faktorii, ¢ok spesifik bir fimbria olup, hiicre duvari yilizeyi protein yapisinda ve
flament6z formda (flagellar degildir ancak basit filamet6z yapida) olup, ETEC’in bagirsak
epitel hiicresine tutunmasini saglar (Eklund, 2005; Erol, 2007). Morfolojik lezyonlar
olusturmaksizin ince bagirsak epitel hiicrelerindeki mikrovilluslara tutunmakta ve
sentezledikleri enterotoksinlerle enterositleri lokal olarak etkileyerek buzagilarda, kuzularda
ve domuz yavrularinda neonatal diyareye ve ileitise, Ozellikle sicak mevsimlerde de
bebeklerde diyarelere neden olmaktadir ( Barret ve ark., 1989; Whipp ve ark., 1994; Nataro
ve Kaper, 1998; Beutin, 1999; Nagy ve Fekete, 1999).

ETEC’in olusturdugu infeksiyonlarda inkiibasyon siiresi 8-44 (ortalama 26) saat olup,
hastaligin seyri 24-30 saattir. ETEC’de belirtiler, kolerada oldugu gibi sulu diyare,
dehidratasyon, abdominal kramp, muhtemel sok ve bazen kusmadir. Diyare kanli degildir ve
16kosit icermez. Hastalikta minimal infeksiyon dozu 10°-10' kob gibi olduk¢a yiiksek
diizeydedir. Bir ETEC susunun diyare olusturabilmesi i¢in 3 kosul gerekmektedir. Bunlardan
birincisi, etken toksijenik olmali; bunun i¢in de bir veya birden fazla toksini kodlayacak
plazmidi bulunmalidir. Ikincisi, yeterli sayida organizmanin konaga alinmas: gerekli olup, bu

say1 10° kob veya iizerinde olmaldir. Ugiincii kosul ise, etken ince bagirsak mukozasi ile
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temas etmelidir. Bu da kolonizasyon faktorii ile saglanir. Epidemiyolojik ¢alismalar hastalik
etkenlerinin insanlara bulasmasinda kontamine gida ve suyun en énemli ara¢ oldugunu ortaya

koymustur (Beser ve ark., 1993; Bell ve ark., 1994; Bell, 2002 ; Erol, 2007).

2.1.5. Diffiiz Adeziv E. coli (DAEC)

Hiicre ¢6zen E. coli olarak bilinmektedir. Oniki aylik ¢ocuklarda ishale neden olan ve
gelismis tilkelerdeki 6nemli patojenlerden birisidir. Kesin patojenezi hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Fakat DAEC suslari; epitel hiicreleri iizerindeki yaygin yapisma sekilleri, a-
hemolizin {iretimi ve sitotoksik nekroz faktér 1 ile karakterize edilmektedir (Chart ve ark.,
1991). Buna ilave olarak biitiin kromozom ve plazmitlerin aracilik ettigi fimbrial adhezin
F1845 ve plazmitten kodlanan adhezin (AIDA- 1) yaygin yapisma fenotipi ile ilgilidir
(Eklund, 2005).

2.1.6. Enterohemorajik E.coli (EHEC)

EHEC suslar1 enterohemolizin {iireten, ¢ok azi tanimlanabilmis cesitli sitotoksinler
(verositotoksin ya da sigatoksin) sentezleyen ve bu sitotoksinlerle mikrovilluslarda baglanma
ve silinme (A/E) lezyonlar1 olarak adlandirilan lezyonlara sebep olan suslardir (Milon ve ark.,
1992). Viriilensi ¢ok yiiksek ve minimal infeksiyon dozu ¢ok diisiik olan EHEC, basta asit
olmak iizere ¢ogu ekstrinsik ve intrinsik faktorlere direnglidir (Erol, 2007). EHEC grubunda
yer alan bazi serotipler tablo 2.1.3” de gosterilmistir (Johnson, 1996).
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Tablo 2.1.3. Kanli Ishal veya Hemolitik Uremik Sendromuna Neden Olan E. coli Serotipleri (Johnson, 1996).

02:H5; H6 048:H21 O112:H2 0145:H25; H-
04:H10; H- O50:H7* O113:H2; H21* O146: H8
0O5:H- 055:H6; H7; H10; H- O114:H4 0153:H25
06:H2; H- 086:H40 O115:H10 O157:H7; H-*
O18:H70 091:H10; H21; H- O117:H4* 0163:H19
022:H8 098:H- O118:HI12 0165:H25; H-
026:H11; H-* 0103:H2 O119:Hé6 0O168:H-
038:H21 0104:H; H21 OI121:H19 0O?:H2; H7; H19; H21
045:H2 0105:H18 0125:H-
046:H31 Ol111:H2; HS; H-* O128:H2; H25; H-

* EHEC grubu

Sekil 2.1.1° de ETEC, EHEC, EAEC, DAEC, EPEC ve EIEC gruplarimin patojenezisi
gosterilmistir (Nataro ve Kaper, 1998).
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Sekil 2.1.1. Patojenik E.coli Gruplarinin Patogenezi (Nataro ve Kaper, 1998).

Bu grupta yer alan E. coli O157:H7 ve E. coli O157:H" (hareketsiz) serotipleri, tim
diinyada verositotoksinleri ile gida kaynakli infeksiyonlara neden olan en 6nemli patojenler
olarak kabul edilmektedir (Padhye ve Doyle, 1992; Armstrong ve ark., 1996; Park ve ark.,
1999; Bidet ve ark., 2005). HC ve HUS nedeni olarak diinyanin hemen her bolgesinde basta
kiigiik ¢ocuklar olmak iizere tiim yas gruplarini etkileyen E. coli O157:H7, gidadan ilk kez

identifiye edildigi 1982 yilindan itibaren biiylik 6nem kazanmastir.
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EHEC, ilk olarak 1977 yilinda Vero (Afrika yesil maymununun bobrek hiicresi)
hiicrelerine sitoksik etki gdsterdigi ve bu hiicrelerin 6liimiine neden oldugu i¢in verotoksin
(VT) adi verilen bir toksin tirettigi saptanmistir. O nedenle bu patojenlere verositotoksijenik
E. coli (VTEC) adi verilmistir. Verotoksinin saflastirilmasi ve karakterizasyonu
calismalarinda O’Brien ve ark. (1983) verotoksinin yapt ve biyolojik aktivite bakimindan
Shigella dysenteriae tip 1 tarafindan {iiretilen Stx toksini ile biiyiikk benzerlik gosterdigini
saptamiglardir. Bu yeni toksin ayni zamanda anti-Stx ile nétralize olabilmis ve bu nedenle
Shiga benzeri toksin (Shiga-like toxin=SLT) olarak adlandirilmistir. SLT toksinlerinin 2 ana
grubu oldugu saptanmistir. Bunlar SLT-I ve SLT-II veya bilinen adiyla VT1 ve VT2’ dir.
Giliniimiizde bu toksinler Stx1 ve Stx2 olarak ayrilmis ve c¢esitli varyantlari igerdigi

saptanmistir (Renter ve Sargeant, 2002; Eklund, 2005).

Ik calismalarda ishalli hastalardan izole edilen E. coli suslar1 Stx {iretmistir. Fakat
ishalli hastaliklarda EHEC’ in etiyolojik veya Stx’ in varliginin olasi patolojik Onemi
hakkinda 6énemli bir kanit yoktur. 1982’de ABD’ de iki HC salginina shigatoksijenik E. coli
O157:H7 serotipinin neden oldugu saptandiktan sonra EHEC’in insanlardaki infeksiyon
hastaliklariyla olan bagi da agik¢a ortaya konmustur. Asagi yukar1 ayn1 zamanlarda HUS adi
verilen ve hastalarda siddetli klinik sonlara neden olan bir hastaligin diskida bulunan fekal
sitoksin ve sitotoksin tireten E. coli ile baglantili oldugu saptanmistir. Bundan baska, Kanada’
da Johnson ve ark. (1983) HC’li hastalardan izole ettikleri E.coli O157:H7 suslarinin vero
hiicreleri iizerinde aktif olan bir sitotoksin iirettiklerini rapor etmislerdir. O zamandan beri
EHEC, sadece neden oldugu siddetli hastaliklarla degil, ayn1 zamanda diisiik infeksiyon dozu
ve insidensinin diinya ¢apinda artmasiyla da 6nem kazanmis ve sigatoksijenik E. coli’ nin
yaklasik 450 tane O: H serotipi bulunmustur (Meng ve Doyle,1998; Nataro ve Kaper, 1998;
Eklund, 2005).

2.2.EHEC’in Viriilens Faktorleri

E. coli O157:H7 serotipi; infeksiyonlarin patojenezinde nemli role sahip sigatoksin,
enterohemolizin, intimin baglanma faktorii, pO157 plazmidi, tip III sekresyon sistemi
araciligiyla salinan proteinler ve lipopolisakkarit gibi bazi virulens faktorlere sahiptir ve
kromozomda ve plazmitte lokalize olanlar olmak iizere 2 ana gruba ayrilmaktadir (Sandvig ve

van Deurs, 2000).
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2.2.1.Kromozomda Lokalize Olan Virulans Faktorleri

EHEC’in en 6nemli bakteriyel virulans faktoriiniin lizogenik, lambdoid bakteriyofajlar
tarafindan kodlanan Stx1, Stx2 veya bunlarin varyantlarin tiretimi oldugu bildirilmistir. E.
coli O157:H7; Shigella dysenteriae serotip-1 tarafindan olusturulan sigatoksinlere
benzerliginden dolay1 eski terminolojiye gore ‘“siga benzeri toksinler (SLT)” olarak
adlandirilan, bugiin ise “sigatoksinler (Stx 1 ve Stx 2)” teriminin kullanildig: sitotoksinler
olusturmaktadir. Her iki toksin de Vero doku kiiltiirii hiicrelerine toksik etkili oldugundan
“verositotoksinler (VT-1 ve VT-2)” olarak da adlandirilmaktadir (Paton ve Paton, 1998;
Mainil, 1999). Bu toksinlerin, EHEC suslarinin insanlardaki virulensi agisindan 6nemli
oldugu diisiiniilmekle birlikte, memeliler iizerindeki etki mekanizmasi molekiiler diizeyde tam

olarak anlasilamamistir (Dorn, 1995).

Diger onemli virulans faktorii ise kromozomda lokalize olan ve intimini (E. coli
baglanma ve tutunma proteini) kodlayan eae geninin kullanimidir. Bu proteinler EHEC’ nin
bagirsak epitel hiicrelerinin ylizeyine baglanmalarin1 saglamaktadir (Beutin ve ark., 1993;

Donnenberg ve ark., 1993b; Debroy ve ark., 1995; Albert ve ark., 1996; Eklund, 2005).

Shiga toksin (Stx) ve Stx cesitleri

EHEC suslariin en 6nemli 6zelligi, Stx toksinlerinin ana gruplart olan ve antijenik
olarak birbirlerinden ayrilan Stx1 ve Stx2’ i iiretmeleridir. EHEC bakterilerinin Stx1’ i
Shigella dysenteriae serotip 1 tarafindan iiretilen Siga toksinine ¢ok benzemektedir. Stx1’ ler
arasinda ve Ozellikle Stx2 de bir¢ok varyant tanimlanmigstir. Ana varyant gruplari; Stxlc,
Stx1d, Stx2c, Stx2dac, Stx2e, Stx2f veya Stx2g’ dir (Albert ve ark., 1993; Beutin ve
ark.,1993; Debroy ve ark., 1995). Amino asit sequens seviyeleri karsilastirildiginda Stx1 ve
Stx2 toksinleri birbirlerine yaklasik % 59 oranda benzerdir. Buna karsin Stx2 varyantlar ile
Stx2, % 84-99 gibi bir benzerligi paylasmaktadir. Stx grup genleri ya lambdoid
bakteriyofajlar1 yada kromozom iizerinde lokalize olmustur. Ek olarak, EHEC birden daha
fazla Stx kodlayan bakteriyofaj tasiyorsa, birden fazla Stx’i ifade edebilmektedir (Sandvig ve
van Deurs, 2000).

Stx toksinleri bir A alt birimi ve pentamerik bir B alt birimini i¢eren holotoksinlerdir.

A alt birimi, 28S ribozomal RNA’daki (rRNA) protein sentezini inhibe eden bir
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aminoglikosidazdir. B alt birimi ise, konak¢1 bobrek korteksinde bolca bulunan ve sigatoksin
reseptorii olan glikolipid globotriasilseramid (Gbs), toksinin baglanmasindan sorumludur
(Donnenberg ve Welch, 1996; Paton ve Paton, 1998; Park ve ark., 1999). 5’ 1i B alt birimi
kalin halka seklinde bir yap1 olusturur ve A-alt biriminin C-ucu bu halkaya kovalent olmayan
bir sekilde baglanmaktadir. Okaryotik hiicre membranlarindaki Stx aile iiyeleri i¢in olan
reseptor globotriasilseramit’tir (Gb3) (Erol, 2007). Sadece domuz 6dem hastalik toksini olan
Stx2e uzun glikolipit olan globotetraosilseramit’e (Gb4) baglanir. Hedef hiicreye bir kere
baglandiktan sonra, Stx toksin molekiilleri bagirsak epitel hiicrelerinin endositik mekanizmasi
tarafindan vezikiiller ile birlestirilir, tastyict Golgi ag1 ve Golgi cisimciginden endoplazmik
retikulum ve niiklear membrana transfer edilmektedir. Daha sonra, Stx A alt birimi proteaz
tarafindan parcalanir ve katalitik olarak aktif A1 ve A2 fragmentleri olugur (Calderwood ve
ark., 1996). Toksinin salinan A1 alt birimi, protein sentezinin peptid zinciri uzama basamagini
etkiler ve bu olay hiicrenin oliimiiyle sonuglanir. Bununla birlikte, bazi hiicrelerde toksin
vezikiilleri lizozomlar tarafindan etkisiz hale getirilebilmektedir. Kan akisi ile birlikte Stx
toksini spesifik Gb3 reseptdrlerince zengin organlara (6rnegin bobrekler) tasinmaktadir. Her
ne kadar Stx1 ve Stx2 benzer etki tarzina sahiplerse de toksisitelerinin ortaya ¢ikis1 farkl
olabilmektedir. Stx1 ile karsilastirildiginda, Stx2 insan renal mikrovaskiiler endotelyal

hiicrelerine 1000 kat daha toksiktir (Sandvig ve van Deurs, 2000; Eklund, 2005).

1983’de, kromozomlarinda entegre halde lambda bakteriyofaji tasiyan E. coli
026:H11 ve E.coli O157:H7 salgin suslarinda Stx iiretimi ig¢in gerekli olan genetik bilgi
bulunmustur. Son 10 yilda, 60 Kb boyutundaki (StxA; A alt birimini, stxB, B alt birimini
kodlar) bazi lambda bakteriyofajlar1 tarafindan kodlonan Stx toksinleri bulunmustur (Eklund,
2005). Bu bakteriyofajlar, E.coli dahil bir ¢ok enterik bakterinin konakgi hiicrelerinin
lizogenizasyonuna neden olabilmektedir. Stx genleri, lambda bakteriyofajinin spesifik bir gen
bolgesinde (gec faz bolgesi) yer almaktadir. Lambda faj DNA’ s1 bakteriyel konake1 hiicrenin
kromozomal genomuna entegre oldugunda, stx genleri genetik kontrol altinda sessiz
kalmaktadir. Fakat faj, replikatif veya litik dongiiyii baslattigi zaman oldukca fazla bir sekilde
eksprese olurlar ve bunun sonucunda faj tiretimi ve bakteriyel liziz ger¢eklesmektedir. Litik
dongiiniin baslamasi ultraviyole (UV) 15181 veya antibiyotikler gibi DNA’ ya zarar verici
ajanlarla bakterilerin kars1 karsiya kalmasindan sonra ortaya g¢ikmaktadir. Litik dongi
sonucunda, bakteriyofaj partikiillerinin yeni jenerasyonu ve Stx ¢evreye salinmaktadir

(Eklund, 2005).
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Stx1 ve stx2’nin g¢esitli varyantlar1 tanimlanmistir. Bu varyantlar A veya B alt
birimlerindeki bir veya iki amino asit farkliliklarina gore ayrilmaktadirlar. Bununla birlikte,
bu ayrimlarin bazi farkli tipleri nomenklatiirde bu toksinleri ayirt etmek i¢in kullanilmakta ve
bu da resmi olmayan bir nomenklatiir yaratmaktadir. Bununla birlikte, genomik restriiksiyon
profillerine dayanarak bazi stx ayrimlari yapilabilmektedir. Ornegin; stx1/stx1vO111 (bundan
sonra  Stxl), sStx2, stx2c/stx2vha/stx2vOX393  (bundan sonra Stx2c), Stx2vhb,
stx2vO111/stx20X392 ( bundan sonra stx2vO111 ve stx2vO0X392), stx2e ve stx2ev genleridir.
Ek olarak, Stx ve VT toksinlerinin sinonimlerine dayanarak, Paton ve Paton (1998) tarafindan
bulunan yeni toksinler VT2-Ount (bundan sonra stx2d-ount) ve VT2d-OX3a (bundan sonra
stx2d-OX3a) olarak ayrilmistir. HUS hastalar1 veya Onemli belirtilere sahip hastalarla
iligkilendirilen en gecerli toksinler Stx2, Stx2c ve Stx2dac toksinleridir. Buna karsin, Stx
toksininin B alt biriminin Stx2d-Ount varyanti insanlarda daha ilimli belirtiler gosteren bir

hastaliga neden olmaktadir (Whittam ve Wilson, 1988; Willshaw ve ark., 1993).

Stx2e tipik olarak domuzlarda 6dem hastaligina neden olmaktadir. Stx2f temel olarak
giivercin Oliimleri ile iliskilidir ve Stx2g ise bir toksin olarak tanimlanmis ve sigirlarda
bulunmustur (Rangel ve ark., 2005). Bununla birlikte, her ne kadar Stx iiretiminin EHEC’ in
ana virulans faktorii oldugu diisiiniilse de, HUS veya diyareli hastalardan izole edilen suslar
arasinda shiga toksini iiretmeyen O157:H- E.coli suslar1 bulunmustur. Nitekim duyarli
hastalarda Onemli belirtilere neden olan ve Stx olmayan virulans o6zellikleri daha
bilinememektedir. Bununla birlikte, stx genlerinin kaybi bazi suslar arasinda ¢ok hizli bir
sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Suslarin izolasyonu veya depolanmasi sirasinda STEC suslarinda
stx genlerinin kaybi, bu suglarin virulansinin ¢alisilmasina yardimci olacagi diistiniilmektedir.
Bu suslar tanida stx negatif varyantalar olarak goriiniir fakat klinik ve epidemiyolojik olarak

stx pozitif suslardir (Whittam ve Wilson, 1988; Willshaw ve ark., 1993; Eklund, 2005).
Enterosit Silme Lokusu (Locus of Enterocyte Effacement = LEE)

Intimin; enterosit silinme lokusu (LEE) olarak adlandirilan 43-kb’lik patojenite
adasinda yer alan eae (E. coli baglanma ve silinme) geni tarafindan kodlanan, 94-97 kDa’luk

bir dis membran proteinidir (Park ve ark., 1999; Judge ve ark., 2004).

Birgok EHEC susu enterosit silme lokusunun (LEE) patojenite adasina (PAI) sahiptir.
Bu lokus, tip III sekresyon sistemini (TTSS) kodlar (Sekil 2.2.1.1). Bu sistem virulans
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determinantlarinin salgilanmasi ve taginimi ile EPEC tarafindan iiretilenlere benzer olan
efektor proteinleri ile baglantiidir. E. coli O157:H7; konake¢1 bagirsaginda enterositlerin
membranlarina yapigsmakta ve mikrovilluslar ile sitoplazma kayiplarina neden olmaktadir. E.
coli O157:H7 ile infekte hastalarda goriilen bu lezyonlar “baglanma ve silinme (A/E)
lezyonlar1” olarak adlandirilmaktadir. Intestinal kolonizasyon ve bu lezyonlarin
sekillenmesinde intiminin 6nemli bir rol oynadigi belirtilmektedir (Mainil ve ark., 1987,

Judge ve ark., 2004).

Her ne kadar E. coli tarafindan salgilanan EspA, EspB, EspD, intimin, transfer intimin
reseptorl (Tir) gibi proteinlerin benzerligi %67’ den %88’ e ¢ikmissa da, EHEC ve EPEC’ in
LEE lokuslarindan kodlanan proteinlerin sequensleri %94 oraninda tanimlanmistir (Sandvig
ve VanDeurs, 2000). TTSS’ in bilesikleri (Esc/Sep proteinleri), EspB, Tir ve olast diger
proteinlerin dkaryotik hiicreye taginmasi igin bir yapt meydana getirir. Bundan baska “E.coli
tip II sekresyon sistemi” ad1 verilen ikinci bir TTSS bulunmustur. Bu yeni sistem potansiyel
olarak E.coli O157:H7 ve non-O157’ nin LEE lokusu igindeki genlerin ifade edilmesini
etkileyebilmektedir (Mead ve Griffin, 1998; Eklund, 2005).
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Sekil 2.2.1.1. TTSS (Type III Secretion System = Tip Ug Salgilama Sistemi) (Anon, 2008a).

Pek c¢ok Gram negatif bakteride bulunan, hayvanlarda infeksiyon nedeni olarak
tanimlanan ve Tip III sekresyon sistemi araciligiyla salinan Esps (E. coli-secreted proteins)
gibi bazi immunreaktif proteinlerin E. coli O157:H7 tarafindan da salindig1 bildirilmistir. Bu
immunreaktif proteinlerin tipik A/E lezyonlarmin sekillenmesi i¢in gerekli sinyal
transdiiksiyonunda rol aldig1 belirtilmektedir. Tip III sekresyon sistemi bu proteinlerin

sitoplazmadan direkt olarak hiicre yiizeyine taginmasinda goérev almaktadir (Park ve ark.,

1999).
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Sekil 2.2.1.2. LEE lokusu ve bu lokusta kodlanan proteinler (Anon, 2008b).

Patojenez sirasinda, E. coli tarafindan salgilanan EspA tiip benzeri bir yapi
(translocon) olusturur ve EspB, EspD, ve Tir gibi diger proteinlerin konak¢t membranina
geemesini saglar (Aubel ve ark., 1992). Bu transferden sonra, Tir (Trans intimin Reseptorii)
membrana baglanir ve ilmik seklinde bir yap1 olusturur (Sekil 2.2.1.2). Bu yapinin N ve C
uclar1 konakg1 hiicrenin sitoplazmasinda iken orta kismina eae geni tarafindan kodlanan dis
membran proteini olan intimin baglanir (Sekil 2.2.1.3). Bu baglanma konakg1 hiicrenin sinyal

yol izlerini uyarir, uyarma sonucunda hiicrenin sitoiskeletinde degisiklikler meydana gelir.
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Bunlar, aktinin depolimerizasyonu, mikrovilluslarin kaybolmasi, pedestal bir yap1 olusmasi ve

konakg1 hiicrenin oliimiidiir (Eklund, 2005).

EHEC suslarinda, LEE tarafindan kodlanan proteinlerin ekspresyonu ig¢in istenen ve
yine LEE tarafindan kodlanan bir regiilator (Ler) vardir. EPEC ve EHEC’ in bir pargasi olan
Ler, plazmid tarafindan kodlanan regiilatér (Per) ile iliskilidir. Ler’ in aym1 zamanda A/E
lezyonu i¢in temel olmayan ilave virulans faktorlerinin ekspresyonunu diizenledigi
saptanmistir (Eklund, 2005). LEE ile iliskili genleri (yapigsma proteinini [intimin] kodlayan
eae geni ve alt tipleri) tan1 ve epidemiyolojik agidan onem tagimaktadir. LEE lokusu tasiyan
E.coli soyuna bagl olarak, LEE bdélgesinin biiyiikligii (36’dan 111 kb’ a kadar) ¢esitlilik
gostermektedir ve 17 farkli intimin tipi bulunmustur. HUS ve HC salginlarinda en ¢ok
karsilagilan O157:H7/H-, O111:H-, O26:H11/H- gibi EHEC serotipleri arasinda en tipik
intimin alt tipleri eae-a, - ve —y’ dir. HUS hastalarindan izole edilen O157, 026, 0103, O111
ve 0145 gibi 6nemli EHEC serogruplarinda eae geninin varligi LEE’ nin patojenitesini
desteklemektedir. Bununla birlikte, Stx iireten suslarin LEE negatif serogruplarinin bulundugu
ve bu gruplarinda hastalikla iliskili oldugu ortaya ¢ikmustir. Ornegin; O grubu igerisinde
bulunan O103 ve 0174’ e ilave olarak, her ne kadar LEE’ nin en temel yapisma
mekanizmalarindan biri oldugu diisiiniilse de, yeni tanimlanan ve LEE’ nin diginda kodlanan
yapisma faktorlerinin ve fimbrianin, EHEC’ in patojenitesini yOnettiginden siiphe

edilmektedir (Eklund, 2005).
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Sekil 2.2.1 5. E.coli O157:H7 konakgi-hiicre etkilesimi (Quantrell ve ark., 2004).

a) EHEC O157: H7 konakgi gevresel uyarilara karsilik verir ve digs membranina adezin molekiileri eksprese eder.
b) EHEC O157: H7 konake1 hiicre yiizeyinde bulunan mikrovilluslara baglanir.

c) LEE4 (EspA, D, B translokon), mRNA (mavi ile gosterilen) TTSS’ in i¢ membranina transfer edilir. Meydana
gelen Esp proteinleri igne benzeri bir kompleksin igerisinden disartya gonderilir. Bu yolla tasima ve salgilama
birlesir.

d) EHEC O157: H7, uzun bir EspA flamenti olusturur. Bu flament, konak¢i hiicre igine tasinan intimin
reseptoriiniin (Tir) infeksiyonuna izin vermektedir. Bu reseptor hiicreye membran kismindan girmektedir. Daha
sonra EHEC O157:H7 Tir-intimin etkilesimi sayesinde konakg1 hiicreye sikica baglanmaktadir.

e) Konakei hiicrenin sitoiskeleti, EHEC O157: H7’ in konak¢i hiicre membranina baglanmasi ve bunun

sonucunda A/E lezyonunun olusmasi ile yeniden diizenlenmektedir.
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2.2.2. Plazmidin Aracilik Ettigi Virulans Faktorleri

EHEC suslari, plazmidin aracilik ettigi bir¢ok protein tagimaktadir. Bunlar; EHEC-
hlyA tarafindan kodlanan enterohemolizin (Ehly), etpD tarafindan kodlanan Tip II Salgilama
Sistemi (ETP), clyA tarafindan kodlanan hemolitik protein (sitolizin A) ve StCE tarafindan
kodlanan esteraz inhibitor-spesifik metalloproteaz’dir. Bununla birlikte, SF O157:H-
suslarinin sadece fimbrianin ekspresyonu i¢in 6zel olan bir gen bolgesini tasidigi
gosterilmistir. EHEC suslarindan farkli olarak SF O157 izolatlarinda plazmidin aracilik ettigi
katalaz peroksidaz (KatP, katP) ve serin proteaz (EspP, espP) yoktur (Brown ve ark., 1989;
Brunder ve ark., 1996; Eklund, 2005).

Enterohemolizin (Ehly)

EHEC suslar1 yaygin olarak 60 Mda’luk bir plazmite sahiptir. Bu plazmid
enterohemolitik fenotipten sorumlu 4 tane okunan gen bolgesi (open readin frame = ORFs)
tasgimaktadir. Ehly proteinini kodlayan bu genler EHEC-hlyC, EHEC-hlyA, EHEC-hlyB olarak
3 grupta isimlendirilmistir. Bu genler E.coli a-hemolizin genleri ile oldukga iligkilidir. E.coli
a-hemolizin operonundaki genlere olan bu benzerliklerinden dolayi, bu sekilde
isimlendirilmislerdir. Ehly proteini por olusturucu bir rol oynar, 6karyotik hiicrelerde sitolizin
olan RTX toksin i¢inde yeniden yapilanir, eritrositleri lize eder ve EHEC bakterilerinin
patojenik bir mekanizmasi oldugu diistiniiliir. EHEC-hly genlerinin okunan gen bolgelerinde
meydana gelen mutasyonlar, enterohemolitik fenotipin indirgenmesine veya kaybolmasina
neden olmaktadir. EHEC suslar1 arasinda EHEC-hlyA’ nin bulunmasi ve Ehly tiretimi tipiktir.
Buna karsin, SF O157:H suslarinda, suslar tipik olarak EHEC-hlyA’ ya sahiptir fakat bu
genlerin enterohemolitik aktivitesi agikca gosterilmemistir (Arriaga ve ark., 1995; Eklund,

2005).

Tip II Salgilama Sistemi (ETP)

Tip II salgilama yol izi sistemi, Gram negatif bakterilerde patojenite faktorlerinin
bakteriyal hiicre digsina tasinmasii saglar. Yapilan DNA analizleri, EHEC suslarinin
plazmitlerindeki ETP sistemine ait 13 tane okunan gen bolgesi bulundugunu ortaya
cikarmigtir. Buradaki genler sirasiyla etpC’ den etpO’ a kadar siralanmistir. Bununla birlikte,

ETP sisteminin tam fonksiyonu ve spesifitisi tam olarak anlagilamamistir (Eklund, 2005).
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Katalaz Peroksidaz (KatP)

KatP, bifonksiyonel, bakteriyal bir katalaz peroksidazdir. Bir aminoterminal sinyal
peptid igerir. Bu peptidin sitoplazmik membrana transfer edildigi diisiiniilmektedir. NSF
0157 suslarindan farkli olarak KatP, E.coli O157 in vahsi tiplerinin periplazmasinda temel
olarak bulunmaktadir. SF O157 izolatlarinda ise tipik olarak katP genleri yoktur (Brunder ve
ark., 1996; Eklund, 2005).

Serin Proteaz (EspP)

Diger Esp protenilerinden ( EspA, EspB, EspD) farkli olarak salgilanan serin proteaz
EspP’ ye plazmid aracilik etmektedir. EspP, in vitro olarak insan koagulasyon faktor V’ i
pargalayabilmekte ve HC’ in siddetini arttiran yardimci bir virulans faktdr olabilmektedir.
Ornegin, EHEC infeksiyonuna yakalanmis 6 ¢ocuktan 5’inin serumu saflastirilmis EspP
proteini ile reaksiyon vermistir. Bununla birlikte, NSF O157 suslarindan farkli olarak, SF

0157 izolatlarinda tipik olarak espP genleri yoktur (Eklund, 2005).

2.2.3. Diger Kromozomal ve Plazmidal Virulans Faktorleri

EHEC’ in icerdigi virulans faktorlerine diger bir 6rnek, endotoksinler gibi yapisal
ylizey proteinleridir. Ayrica, EHEC bakterileri arasinda baska bir¢ok virulans faktorleri
tanimlanmistir. Bazi suslarda, limpostatin tiretimi ve efal tarafindan kodlanan yapisma EHEC
faktorii (Efal) saptanmistir. Bunun yani sira virulans plazmid pO113 tarafindan kodlanan yeni
STEC kendi kendini agliitine eden adezin Saa’ in patogeneze katilabildigi bulunmustur.
pO113 plazmiti biiylik hemolizin plazmiti olarak bilinmekte ve LEE-negatif sus olan
O113:H21’ den izole edilmektedir. Bu sus, HUS salginlarindan sorumludur. Son yillarda
pO113’° {in niikleotid dizilimi saptanmistir. Bunun sonucunda EspP gibi patojenik transfer
bolgeleriyle yiiksek oranda benzerlik tasidigini gosterilmistir. Bu plazmid, yeni bir tip IV
pilus biyosentez lokusu tasimaktadir. Bu lokus, elverisli plazmid transferinde gerekmektedir.
Diger virulans faktorii olarak, EAEC grubunun 1siya dayanikli enterotoksini (EAST), EHEC
suglar1 arasinda da saptanmistir. Bunun disinda, yeni bir virulans toksinin iiretimi, subtilaz
veya sitolizin A (ClyA), bazt EHEC suslarinin veya Stx-negatif E.coli O157 suslarinin
virulansina yardime1 bir faktor olabilmektedir. Ayrica, SF EHEC O157:H- suslarinda bulunan
plazmidal sfp gen bdlgesinin (SfpA, sfpH, sfpC, sfpD, sfpJ ve sfpG) mannoza dayanikli
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hemagliitinasyonu ve fimbrianin ekspresyonunu yonettigi belirlenmistir. Birgcok SF O157:H"
susu, CDT-V ile ayrilan yeni tip bir toksin olan CDT toksinini kodlayan kromozomal gen
bolgesine sahiptir. Bu toksin E.coli O157:H7’ de seyrek olarak bulunmaktadir. Plazmid
pO157’ in aracilik ettigi yeni tanimlanan toksinler arasinda, ToxB’ ye ait genis bir klostridial
toksin ailesi tanimlanmistir. Bu A-B toksinleri hiicreye giriste rol oynar. Bu da hiicre

iskeletinin diizenlenmesi ve diyarenin olusmasiyla sonuglanabilmektedir (Eklund, 2005).

2.3. Non-O157 E. coli Serotipleri

EHEC serotipleri tarafindan ortaya ¢ikan infeksiyonlardan ¢ogunlukla E.coli O157:H7
serotiplerinin izole edilmesi, bu serotiplerin virulansinin daha yiiksek oldugu fikrini akla
getirmekle birlikte, diger serotiplerin sorbitolii fermente etmeleri nedeniyle izolasyon ve
identifikasyonlarinda kullanilabilecek biyokimyasal bir metodun yoklugu, bu serotiplerin
tespiti amactyla dogrudan iirettikleri Stx veya Stx genini tespit etmeye yonelik yontemlerin

kullanilmas1 zorunlulugunu dogurmustur (Tabak, 2000).

Yaklasik 200 civar1 serotipe ait E.coli suslari Stx salgilayabilmektedir. Fakat bu
serotiplerin ¢ogunda Stx-pozitif ve Stx-negatif suslar da bulunabilmektedir. Bu serotiplerin
50’ den fazlasi insanlarda goriilen kanli ishal veya HUS ile baglantihidir. Insanlardaki
hastaliklarla iligkili olan en yaygin non-O157:H7 serotipleri O26:H11, O103:H2, O111:NM
ve O113:H21 serotipleridir. Bu organizmalara bagl olarak ortaya ¢ikan son salginlar Japonya,
Almanya, Italya, Avustralya, Cek Cumhuriyeti ve Amerika Birlesik Devletleri’ nde rapor
edilmistir. Bu salginlarin ortaya ¢ikabilmesi i¢in 5 ile 234 arasi organizma yeterli
olabilmektedir. Bu salginlarin c¢ogunda infeksiyonun kaynagi saptanamamistir. Kuzey
Amerika’da goriilen HUS olaylarinin %20- 25” nin non-O157:H7 EHEC nedeniyle olustugu
diistiniilmektedir. Sili, Arjantin ve Avustralya gibi bazi iilkelerde non-O157:H7 EHEC
serotipleri HUS olaylarinin biiyiik bir kisminin nedenidir. Non-O157:H7 EHEC suslar1 sik sik
kansiz ishalli hastalardan izole edilmektedir. Belcika’ da yapilan bir ¢calismada digkidan izole
edilen Stx-lireten E.coli susglarinin %62’ sinin non-O157:H7, buna karsilik sadece %32’ sinin
O157:H7 oldugu saptanmustir. Seattle’ da non-O157:H7 Stx-iireten E.coli suslar1 rutin digki
orneklerinin %1.1’inde bulunmaktadir. Bu izolasyon orani Shigella ve Yersinia spp.’ den
yiiksek (% 0,2), buna karsin Campylobacter (% 2,5) ve Salmonella (% 3,4) spp. veya E.coli
O157:H7 (% 2,9) ’den diisiiktiir. Boston ve Virginya’ da hastalardan izole edilen Stx-iireten
biitiin E.coli izolatlarinin yaklasik yarisi non-O157:H7 serotipleridir (Nataro ve Kaper, 1998).
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Insanlarda hastalik tablosu yaratabilme yetenegine sahip non-O157 E. coli serotipleri arasinda
en sik rastlanan serotipler ve iirettikleri toksin tipleri tablo 2.3.1°de gosterilmistir (Tabak,

2000).

Tablo 2.3.1. Shigatoksin iireten non-O157 E.coli serotipleri (Tabak, 2000).

Serotip Stx Tipi Serotip Stx Tipi
E.coli O103:H2 1 E.coli OX3:H21 2
E.coli O113:H21 1,2 E.coli O83:H1 1,2
E.coli O165:H25 1,2 E.coli O171:NM 2
E.coli O111:NM 1,2 E.coli O5:NM 1
E.coli O4:NM 1,2 E.coli 026:H11 1
E.coli O45:H2 1 E.coli 0125:NM 1
E.coli O126:H27 1 E.coli 0145:NM 2
E.coli O121:H19 1,2 E.coli O50:H7 1
E.coli 091:H21 2 E.coliO111:H8 1,2
E.coli O146:H21 1 E.coli O137:H41 1,2

Bugiin patojen ve patojen olmayan EHEC serotiplerinin ayriminda kullanilan en az iki ilave
virulans faktorii daha mevcuttur;

1. eae geni tarafindan kodlanan “A/E fenotipi”

2.EHEC hemolizini ve ¢esitli yapigsma faktorlerini eksprese edebilen pO157 plazmidi

Bu ilave ozellikler sirasiyla “eae” ve “pCVD419” problar1 kullanilarak saptanabilirler. Bu
caligmalarin ortak sonucu; hayvan ve et {irlinlerinden izole edilen non-O157 E.coli
serotiplerinin ¢ok azinda “eae” veya “pO157” genleri mevcutken, insanlarda hastalik etkeni
olan non-O157 serotiplerininse hemen hepsinin “pO157” genleri tasidig1 seklindedir. Ancak
bu faktorleri tasimayan bazi non-O157 serotiplerinin de hastalik yapma yetenegine sahip
olmasindan dolay1 bagka bilinmeyen virulans faktorlerinin mevcut olabilecegi akilda

tutulmalidir ( Mckee ve ark., 1995; Martinez ve ark., 2007).
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2.4. E. coli O157:H7

EHEC grubu iginde yer alan E.coli O157:H7 serotipi, son yillarin en onemli gida
kaynakl1 patojeni olarak kabul edilmektedir. E. coli O157:H7 serotipi ilk kez ABD’de 1982
yilinda 2 salginda 47 vaka ile goriilmiis, bunun hemen arkasindan ¢esitli tilkelerde de benzeri
salginlar izlenmistir. Daha 6ncekilere benzemeyen hastaligin aniden ortaya ¢ikmasi ve ¢esitli
analizler ile bu bakterinin diger E. coli serotiplerinden ayriliginin gosterilmesi O157:H7
serotipinin “muhtemelen laboratuar kackini bir bakteri” oldugunu diisiindiirmektedir (Noveir

ve ark., 2002).

IIk olarak 1975 yilinda ve daha sonra da 1978-1982 yillar1 arasinda, diyarenin
gbzlendigi hastalardan Centers for Disease Control (CDC) tarafindan izole ve identifiye
edilen (Doyle, 1991) E.coli O157:H7’nin tam anlamiyla insan patojeni olarak tanimlanmasi,
1982 yilinda Oregon (26 olgu) ve Michigan’da (21 olgu) yetersiz 1s1l islem gérmiis kontamine
hamburgerlerin tiiketilmesinden kaynaklanan 2 adet gastroenterit salgininda identifiye
edilmesiyle ortaya konulmustur (Griffin ve Tauxe, 1991; Johnson ve ark., 1995). Ancak,
1993’de Washington, Idoha, Nevada ve California eyaletlerindeki, fast food restoranlarda
yetersiz pisirilmis hamburgerlerin tiikketiminden kaynaklanan, toplam 732 kisinin etkilendigi,
bunlardan 195’inin tedaviye ihtiya¢ duydugu, 4 ¢ocugun da 6ldigi salgindan sonra, E.coli
O157:H7’den kaynaklanan gida zehirlenmeleri daha biiyiik bir 6nem kazanmistir (Semanchek
ve Golden, 1998; Taormina ve Beuchat, 1999). ABD’nde her yil yaklagik 20.000 adet
infeksiyon olgusu ve 250 adet HUS ve ¢esitli komplikasyonlara bagli 6liimlerin goriildiigii
bildirilmektedir. Etkenin minimal infeksiyon dozu tam olarak bilinmemekle birlikte, mevcut
salginlardan elde edilen verilere gore bu dozun 10-100 organizma gibi ¢ok diisiik diizeylerde

oldugu bildirilmektedir (Peacock ve ark., 2001).

E.coli O157:H7 serotipinin bugiin gidalar ile insanlara bulasan patojenler arasinda en
onemlilerinden biri olmasi, sadece digerlerine gore her bakimdan daha fazla patojeniteye
sahip olmasindan degil, ayn1 zamanda 1s1l igslemine olduk¢a direngsiz olmasina ragmen basta
yetersiz pisirilmis hamburgerler olmak {izere et {irlinleri ile salginlara veya bireysel
hastalanmalara neden olabilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu Onemi nedeniyle ABD’de

kirmizi etlerinde 1s1nlanmasina izin verilmistir (Halkman ve ark., 2001).
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Bugiin i¢in siit ineklerinin bagirsaklar1 E. coli O157:H7 serotipinin muhtemel kaynagi
kabul edilmektedir. inek diskis ile siite, ete, topraga, suya ve dolayisiyla her yere bulasan bu
serotip 1996-1997 yillarinda goriilen salginda oldugu gibi, bitkisel iiriinlerle de insanlara

taginabilmektedir (Noveir ve ark., 2002).

Japonya’ da yaz aylarinda ortaya ¢ikan ve 40.000 kadar kisinin zehirlenmesine neden
olan, her yastan 11 kiginin 6liimiine yol acan ve giderek yayilan salgmin etkeninin E.coli
O157:H7 serotipi oldugu saptanmistir. Japonya’ da alinan 6nlemler arasinda ellerin sabunla
yikanmasi, suyun kaynatilarak i¢ilmesi, sebzelerin iyi yikanmasi ve ¢ig et yenilmemesi vardir

(Halkman ve ark., 1996).

2.4.1. E. coli 0157:H7’nin Biyokimyasal ve Antijenik Ozellikleri

E. coli O157:H7’nin diger E. coli’ler igin gelistirilmis pek ¢ok biyokimyasal testlere
benzer reaksiyonlar verdigi bildirilmektedir. Buna gore; E. coli O157:H7 i¢in de E. coli’lerin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan indol ve metil red testi pozitif; Voges Prausker, sitrat
testleri ve iireaz aktivitesi ise negatif olarak degerlendirilmektedir (Noveir ve ark., 2000;
Halkman ve ark., 2001; Kehl, 2002). Ayrica sukroz, arabinoz, trehaloz, mannitol, laktoz,
maltoz, ramnoz, ksiloz, rafinoz ve dulsitol fermentasyonlari, glukozdan gaz ve asit olusturma
yetenegi ile lizin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz testleri pozitif; salisin, eskiilin, arjinin
dihidrolaz, adonitol, inositol, potasyum siyaniir (KCN) ve sellobiyoz reaksiyonlar1 ise negatif
olarak bildirilmektedir (Ratnam ve ark, 1988). Bunun yam sira, 6zellikle son yillarda atipik
biyokimyasal reaksiyonlar gosteren E. coli O157:H7 izolasyonu dikkati ¢ekmektedir. Buna
gbre; ramnoz, sukroz, laktoz fermentasyonu ile glukozdan gaz olusturma yetenegi, lizin
dekarboksilaz, ornitin dekarboksilaz ve indol testlerinin negatif; {ire hidrolizi ve sorbitol
fermentasyonunun ise pozitif oldugu belirtilmistir (Ware ve ark., 2000; Karch ve
Bielaszewska, 2001; Bettelheim ve ark., 2002). Ratnam ve ark.’na (1988) goére E. coli
O157:H7 serotipinin ¢esitli biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2.4.1.1° de gosterilmistir.

E. coli O157:H7 serotipi diger E. coli' lerden; 44,5 °C ve iizerinde gelisememesi,
sorbitolii fermente edememesi, B - glucuronidase enzimine sahip olmamasi, buna karsi eae
genine sahip olmasi, 60 mDa plazmid tasimasi ve yaygin olarak goriilmeyen 5000-8000 Dalton
molekiiler agirlikta OMP ekspresyonu ve enterohemolizin iiretimi ile ayrilir (Beutin ve ark.,

1993; Donnenberg ve Nataro. 1995; Cobeljic ve ark.,1996). E. coli 'lerin %95 'i sorbitolii 24
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saat i¢inde fermente ederken, E. coli O157:H7 sorbitolii 48 saat i¢inde fermente edememektedir.
Bununla beraber Birlesmis Milletler Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 'ne gore (2003), SLTEC
0157 suslar1 arasinda sorbitol pozitif olanlara da rastlamlmaktadir. E. coli O157:H- suslar
sorbitol pozitiftir (Beutin ve ark., 1993). Yine, E. coli' lerin %97' si B-glucuronidase enzimi
icerirken, E. coli O157:H7 serotipi B-glucuronidase negatiftir. Yeni bir tip hemolizin olarak
kabul edilen enterohemolizin, verotoksin pozitif E. coli O157:H7 ve E. coli O157:H" serotipleri
tarafindan tretilirken, bu 6zellik diger E. coli 'lerde yoktur. Enterohemolizin sadece eritrositleri
yikanmig kanlt agar petrilerinde belirlenebilir. Bu sekilde 33 adet verotoksik E. coli O157:H7 ya
da E. coli O157:H- izolatimin 32 adedinin enterohemolizin iirettigi gosterilmistir. Bunlarin
disinda E. coli O157:H7 serotipi diger E. coli 'lere gore safra tuzlarina daha az dayaniklidir.
Antijenik yapisi diger E. coli 'ler ile kesin bir ayirim saglar (Chart ve ark., 1991; Beutin ve ark.,
1993; Chapman ve ark., 1994; Cimolai ve ark., 1994; Chapman ve Siddons, 1996).

E. coli' nin florojenik 4-metilyumbelliferil-f-D-glukuronid’i (MUG) belirteci UidA geni
tarafindan kodlanan B-glucuronidase enziminin aktivitesine baglidir. EHEC E. coli O157:H7°de
bu genin varlig1 gosterilmis olmakla beraber, yapilan sekans analizleri bu serotipte UidA geninde
bir kag¢ baz mutasyonu oldugunu gostermistir. Bu nedenle E. coli O157:H7 serotipinde diger E.
coli' lerde tipik olan MUG reaksiyonu negatiftir (Brenner ve ark., 1973).

E. coli O157:H7' nin O157 antijenik determinant1 bakterinin seliiler lipopolisakkaritinin
polisakkarit kisminda bulunur. Yapisal analizler sonucunda bu determinant D-glukoz, L-fukoz
(6-deoksi-L-galaktoz), 2-asetamido-2-deoksi-D-galaktoz, 4-acetamido-4,6-dideoksi-D mannoz
(1:1:1:1)' dan olusan ve tekrarlanan tetrasakkarid {initelerinin dogrusal polimeri olarak

tanimlanmistir (Cobeljic ve ark., 1996; Cope ve ark., 1997).

MUG negatif E. coli O157 izolatlarinin verositotoksin pozitif oldugu sdylenebilir. Bir
caligmada 188 E. coli O157 serotipinin MUG ve verositotoksin testleri yapilmis, bunlardan 155
E. coli O157:H7, 10 E. coli O157:H ve 1 E. coli O157:H (rough) olmak iizere 166 adedi MUG
negatif ve verositotoksin pozitif iken, diger 22 izolat (2 O157:H , 1 O157:H, 19 diger H tipleri ;
H6, H16, H19, H25, H42, H45) MUG pozitif ve verositotoksin negatif olarak bulunmustur
(Donnenberg ve ark.,1989).
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Tablo 2.4.1.1. E. coli O157:H7 serotipinin ¢esitli biyokimyasal testler i¢in % pozitiflik oranlari
(Ratnam ve ark., 1988)

Testler % Pozitiflik oranlan
B- Glukuronidaz 0
Sorbitol 0
Salisin 0
Eskulin 0
Arjinin dihidrolaz 0
Adonitol 0
inositol 0
Sellobiyoz 0
Ureaz 0
Sitrat 0
KCN 0
Sukroz 87
Glukoz (asit) 100
Glukoz (gaz) 98
indol 100
Arabinoz 100
Trehaloz 100
Mannitol 100
Laktoz 100
Maltoz 100
Ramnoz 100
Ksiloz 100
Lizin dekarboksilaz 100
Ornitin dekarboksilaz 100
Rafinoz 100
Dulsitol 100

E. coli suslart arasinda serolojik bir baglanti oldugu ilk kez 1921' de Dodgeon ve ark.
tarafindan belirtilmis, sonra 1937' de Lowel E. coli 'nin kapsiil ve somatik olmak iizere 2 gesit
antijeni oldugunu ileri siirmiis, 1943' de ise Kaufmann flagella antijenini de gostermistir. Buna
gore E. coli' de O1-O171 arasinda gosterilen 165 somatik O antijeni, K1-K90 arasinda gosterilen
90 kapsiil K antijeni ve H1-H56 arasinda gosterilen 56 flagella H antijeni saptanmistir. Cesitli
arastirmalar ile 171 O antijeni belirlenmis ise de bunlardan 31, 47, 67, 72, 94 ve 122 numaralilar
listeden ¢ikarilmis ve 165 O antijeni kalmistir. En son ¢aligmalara gore, bugiin 174 O, 56 H ve
80 K antijeni oldugu saptanmistir (Beutin ve ark., 1993). E. coli ' nin somatik O antijenleri ile
Salmonella, Shigella, Citrobacter ve Providencia cinsi bakteriler arasinda 6énemli 6lgiide ¢apraz
reaksiyonlar bulunmaktadir. Termostabil 6zellik gosteren O antijenlerinden en ¢ok rastlanan 25
kadar antijendir. Hiicre zarinda, kilifinda ya da kapsiilde bulunan kapsiil K antijenleri L, B ve A

grubundadir. Bunlardan L ve B grubu ylizeysel somatik antijenler, A grubu ise kapsiil
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antijenleridir. K antijenleri de termostabil 6zellik gosterir. Kapsiil antijenleri i¢inde ayrica Vi, a,
B3, F antijenleri de vardir. Monofazik olan H antijenleri ise sadece hareketli tiirlerde bulunur ve
1stya duyarlidir. Flagellar H antijenleri birbirleri ve diger bakterilerin H antijenleri ile c¢apraz
reaksiyon vermezler (Chapman ve Daly, 1989; Beutin ve ark.,1993). E. coli O157 ile
Escherichia cinsi i¢indeki diger 4 sorbitol negatif tiirlin antijenik iliskisinin arastirildigi bir
calismada 24 E. hermannii, 12 E. fergusonii, 12 E. vulneris ve 1 E. blattae izolat1 poliklonal
antiserum ile tiipte agliitinasyon ve lateks lam agliitinasyon testine alinmislardir. Bunlardan
sadece 4 adet E. hermannii izolat1 serolojik olarak capraz reaksiyon vermistir (Cravioto ve
ark.1990). Bunlara ilaveten Citr. freundii suslarinin da E. coli O157 antiserumu ile

agglutinasyon verdigi bildirilmektedir (Brian ve ark.,1992).

2.4.2. E. coli O157:H7’nin Patojenezi

Neonatal buzagilarda yapilan deneysel patojenite ¢alismalarinda, E. coli O157:H7 nin
ii¢ haftaliktan biiyiik buzagilar i¢in patojen olmadigi, ii¢ haftaliktan kii¢iik neonatal buzagilar
icinse patojenik 6zellik tagidig1 gosterilmis, tipik A/E lezyonlarinin ince bagirsak distal kismi
ile kolonda gozlendigi belirtilmistir (Mainil ve ark., 1987; Dean-Nystrom ve ark., 1997).
Dean-Nystrom ve ark.’nin (1997) yaptigi ¢alismada ayrica E. coli O157:H7’nin neonatal

domuz yavrulari i¢in de patojen oldugu belirtilmistir.

E. coli O157:H7, Gram negatif bakterilerdeki tipik lipopolisakkarit yiizey yapisina
sahiptir. “O” antijeni ya da somatik antijen olarak bilinen lipopolisakkarit, lipid A ve O
polisakkaritinden olusmaktadir. Serotipin antijenik determinant1 olarak kabul edilen O
polisakkariti, E. coli O157:H7’nin konak epitel hiicrelerine adezyonunda 6nemli bir role

sahiptir (Park ve ark., 1999).

pO157; ilk olarak 1990 yilinda varhigi tespit edilen, hemen hemen tiim E. coli
O157:H7 serotiplerinde tasman, 90-kb biiyiikliigiinde, enterohemolizinin kodlanmasindan
sorumlu bir plazmiddir (Park ve ark., 1999). pO157 plazmidinin EHEC infeksiyonlarinin
patojenezindeki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte, yapilan ¢alismalarda fimbrianin epitel
hiicrelerine adezyonu i¢in gerekli oldugu bildirilmistir (Nataro ve Kaper, 1998). Bu plazmid
026:H11 serotipinde de mevcut olup, insanlardan izole edilen Stx-iireten biitin E. coli
suslarinin tamamindan degil ama biiylik ¢ogunlugundan izole edilmistir (Beutin ve ark.,

1994).
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E. coli O157:H7 6zel demir transport sistemine sahip olmasi nedeniyle demir kaynagi
olarak hem veya hemoglobini kullanirlar (Law ve Kelly, 1995; Mills ve Payne, 1995). ChuA
(E.coli heme kullanimi) geni tarafindan kodlanan 69 kDa’luk dis membrane proteini demir
siirlamasina yanit olarak sentez edilir ve E. coli suslarinin laboratuar sartlarinda bu proteinin
expresyonu demir kaynagi olarak heme veya hemoglobin kullanimi i¢in yeterlidir. Ortamda
heme ve hemoglobin tarafindan E. coli O157:H7 iiremesi uyarilir ve bu patojen i¢in bildirilen
bir veya daha fazla hemolizin tarafindan eritrositler lize olarak demir ortama verilir (Torres ve

Payne, 1997).

E. coli O157:H7 infeksiyonunun klasik bagirsak histopatolojisi karakteristikleri
hemoraji ve lamina propriadaki 6demi igerir (Griffin ve ark., 1990). Enine ve boyuna
kolondaki 6dem ve iist mukozal hemoraji kendini barium enema radyoterapide bir bagparmak
izi seklinde gosterebilir. Birgok hastadan alinan kolon biopsi 6rnekleri ayn1 zamanda fokal
nekroz ve notrofil infiltrasyonunu gosterir. Sekil biitlinliyle bircok hastada goriilen toksine
bagli Clostridium difficile iliskili kolitis ve sozde zarlara benzeyen isemik ve bulasici

yaralanmalara benzer (Riley ve ark., 1983).

Klasik A/E histopatolojisi gnotobiotik domuzlarda, gebe tavsanlarda ve E.coli
O157:H7 bulagsmis kiiltiirlenmis epitel hiicrelerinde goriilmektedir. Ancak A/E lezyonlari
heniiz klinik 6rneklerde rapor edilmemistir. A/E lezyonlarinin aragtirilmasindaki basarisizligin
sebebinin kolon biopsi drneklerinin hastalikta ¢cok gec alindigr ve A/E lezyonlarinin sadece
Stx’in kuvvetli sitotoksik etkisi ortaya c¢ikmadan oOnceki evrede goriilmesi oldugu
distintilmektedir. Ayrica HUS ve HC esnasindaki gastrointestinal hemoraji olasilig1 bagirsak
biopsisine olan ihtiyac1 artirmaktadir. EHEC’ in etkisiyle A/E gibi histopatolojik
degisikliklere yol acan hiicresel tepkiler heniiz EPEC’ de oldugu gibi tam olarak
calisilmamistir. Polimerize aktinin yiiksek konsantrasyonlart EHEC mukozal lezyonlarda ve
artan IP3 ve hiicre i¢i kalsiyum seviyelerine bagli olarakta gézlemlenmektedir. Ancak EPE
soylarinin (tiirlerinin) aksine, EHEC soylar1 (tiirleri) epitelyal hiicre proteinlerinin sentez
artisinda basarisiz olmaktadir. Bir eae- negatif EHEC tiirii A/E lezyonlar1 goriilmedigi halde
intraselluler kalsiyum seviyelerini ¢ogaltma giiciine sahiptir. Bu sonuglar EPEC’ e verilen
hiicresel tepkilerin birbirinden farkli oldugunu goéstermektedir (Tzipori ve ark., 1989;

Donnenberg ve ark., 1993; McKee ve ark., 1995; Tzipori ve ark., 1995).
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2.4.3. E. coli O157:H7 'nin Gelismesi ve Canh Kalmasi

E. coli O157:H7 serotipi de diger E. coli 'ler gibi optimum olarak 37 °C 'da ve pH 7,2 'da
gelisir (Tablo 2.4.3.1) ( Bell, 2002). E. coli O157:H7 serotipinin gelismesi ilizerine yapilan
calismalarin ¢ogu bu serotipin izolasyon ¢alismalarina yoneliktir.

Tablo 2.4.3.1. Patojenik E.coli’ lerin biiyiime sinir1 parametreleri ( Bell, 2002).

Minimum Maksimum
Sicaklik (°C) 7-8° 44-46°
pH 4.4° 9.0
ay 0,95 -
NaCl %2.5 NaCl de biiytime hizl
%6.5 NaCl de biiylime yavas
%8.5 NaCl de biiytime yok

a. Siitte 6,5 °C’ de biiyiime tespit edilmistir.
b. EHEC’in baz1 suslarinda biiyiime i¢in maksimum sicaklik 44 °C” den daha diisiiktiir.
c. E.coli O157:H7’ nin 4,4’ten daha diigiik pH’ larda da canli kaldig1 saptanmistir

Cesitli aragtirmalar gida kaynakli hemorajik kolit olgularinda anahtar rol oynayan E. coli
O157:H7' nin aside direngli oldugunu ve bu toleransinin midenin kuvvetli asit ortamindan
rahatlikla gegmesini sagladigini gostermistir (Bettelheim ve ark., 1994). Bu bakterinin aside
direnci insanlarda infeksiyon dozunun ¢ok diisiik olmasini etkileyen bir faktér olarak kabul
edilmektedir. Salmonella ‘nin tersine olarak 1-2 pH olan insan midesinde yaklasik 3 saat siiren
sindirim sirasinda canli kalabilmesi ve buradan bagirsaga ge¢cmesi bu iliskiyi aciklamaktadir

(Cobeljic ve ark., 1996).

Benzer sekilde mayonez, fermente etler, cottage peyniri gibi asitli gidalarda diger
patojenler inhibe olurken, bunun E. coli O157:H7' nin rahatlikla gelisebilmesi i¢in bir avantaj
oldugu gosterilmistir. Bu 6zelligi ile elma suyu ve geleneksel olarak giivenli kabul edilen
fermente et iiriinlerinde canliligimi koruyabilmektedir ( Black ve ark., 1981; Barrett ve ark.,
1989; Albert ve ark., 1992; Bitzan ve Karch, 1992; Baldwin ve ark., 1993; Bell ve ark., 1994;
Douce ve ark., 1995). pH degeri 3,6-4,0 olan elma sarabinda 8 °C' de 31 giin canli kalabilen E.
coli O157:H7 'nin %40'dan fazla mayonez igeren ve pH degeri 5,40-6,07 olan et salatasinda
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canliligini uzun siire koruyabildigi, pH 4,2 degerinde bir ka¢ hafta canli kalabildigi, hatta et
salatasinin karakteristik pH degerlerinde gelisebildigi, sirasiyla asetik, laktik ve sitrik asitlerin
etkili oldugu belirlenmistir (Beutin ve ark., 1993; DuPont ve Ericsson, 1993; Abdul ve ark.,
1994; Albert ve ark., 1995; Crane ve Oh, 1997 ).

Sigirlarin sindirim-bosaltim sistemlerindeki diisiik pH ve organik asitler varliginin daha
sonra karkasa bulagsma potansiyeli olan E. coli O157:H7 serotipi ve diger patojenlerin aside
direngligini artirabilecegi diisiiniilmektedir.Yapilan ¢esitli calismalar bu bakterinin aside
toleransinin artirabilecegini (Allaoui ve ark., 1995), asit cinsinin aside olan tolerans artinminda
etkili oldugu ve sus farkliliklariin aside direnglikte 6nemli oldugunu gostermistir (Baldini ve

ark., 1986; Benz ve Schmidt, 1992).

Cesitli arastirmalar, gida kaynakli hemorajik kolitis ogularindan izole edilen E. coli
O157:H7’nin, asite oldukc¢a direngli oldugunu ve bunun da midenin kuvvetli asit ortamindan
rahatlikla gegmesinde rol aldigin1 gostermektedir. Etkenin pH degeri 1-2 olan insan midesinde
yaklagik {i¢ saat siiren sindirim sirasinda canli kalabilmesi ve buradan bagirsaklara gecmesi de

bu goriisii desteklemektedir (Park ve ark., 1999; Russell ve ark., 2000; Kehl, 2002).

Ruminantlarin  gastrointestinal sistemlerindeki diisik pH ve organik asitlerin
varliginin, sonradan karkasa bulagsma potansiyeli olan E. coli O157:H7 serotipinin asite
direncliligini artirabilecegi diisiiniilmektedir (Dorn, 1995). Yapilan bir calismada asite
direncin gelisme fazi ile dogrudan iligkili olup, en yiiksek direncin durma fazinda oldugu
belirlenmis, asite bir kez direng kazanildiginda bunun soguk depo ortamlarinda da korundugu,
ruminantlarin gastrointestinal sistemlerinde asidik ortama diren¢ kazanan bu patojenin
karkasa bulagmasi halinde soguk depo ortaminda canlilifini uzun siire koruyacagi ve etten
elde edilecek asitli tirlinlerde de ortam sicakligi gibi diger kosullarin uygun hale gelmesi ile

gelisimini rahatlikla siirdiirebilecegi gosterilmistir (Park ve ark., 1999).

E.coli O157:H7 suslarmin agin asidik (pH 3) kosullarda canliliklarini siirdiirebilmelerinin
arastirilldigr bir ¢alismada asitle indiiklenmis oksidatif sistem, asitle indiiklenmis arjinine bagl
sistem ve glutamata bagli sistem olmak iizere 6nceden karakterize edilen 3 asit direnglilik sistemi
test edilmistir. Cesitli asit direng sistemlerinin patojen E. coli 'nin mide (pH 1-3) ve barsak (pH
4,5-7) ortamlarindaki asit streslerinde canliligini korumasinda etkili oldugu, bir kez

indiiklendikten sonra asit direng sisteminin 4 °C' deki soguk depoda aktif halde uzun siire stabil
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kaldig1 ve bu bulgunun &zellikle gida endiistrisi i¢in dnemli oldugu belirtilmistir (Caprioli ve
ark.,1987). Benzer sekilde aside direncin gelisme fazi ile dogrudan ilgili oldugu ve en yiiksek
direncin durma fazinda oldugu belirlenmis, aside bir kez diren¢ kazanildiktan sonra bunun soguk
depo ortamlarinda da korundugu, sigirlarin sindirim ve bosaltim sistemlerinde asidik ortama
diren¢ kazanan bu patojenin karkasa bulasmasi halinde soguk depo ortaminda canligini uzun
stire koruyacagi1 ve etten elde edilecek asitli iirlinlerde de ortam sicakligi gibi diger kosullarin
uygun hale gelmesi ile gelismesini rahatlikla siirdiirebilecegi gosterilmistir (Cobeljic ve ark.,

1996).

Etlerde bulunan E. coli O157:H7 {izerine organik asitlerin etkisi gesitli aragtirmalara konu
olmustur. Sigir karkasinda bulunan E. coli O157:H7' nin organik asitler ile kontrolii igin pilot
olgekli bir karkas yikayicisi kullanilmis ve yagh ya da yagsiz et dokulart E. coli O157:H7' nin 3
susu ile inokiile edilip 24 %C 'da %1; 3 ; 5 laktik asit, asetik asit ya da sitrik asit ile yitkanmis ve 4
OC 'de 24 saat inkiibasyondan sonra yapilan sayimlarin istatistiksel incelenmesinde asit cinsinin
onemli olmadigi, ancak asit konsantrasyonu, bakteri susu ve sigir karkas dokusunun bakteri
sayisinin azalmasinda onemli oldugu, yagsiz et dokusu iizerinde %5 konsantrasyonda asit
piilverizasyonun tiim E. coli O157:H7 suslar {lizerinde en fazla etkiyi gosterdigi saptanmuistir

(Bender ve ark., 1997).

Benzer sekilde 1lik (20 0C) ve sicak (55 °C) asetik, sitrik ve laktik asidin sigir biftegine
inokiile edilmis E. coli O157:H7 tizerindeki etkisinin arastirildigi bir calismada elde edilen
bulgular yine E. coli O157:H7 'nin aside direngli oldugunu, asit ¢esidinin etkili olmadigini, asit
uygulamasinin depolama siiresi boyunca kayda deger bir canlilik azalmasi saglamadigini

gostermistir (Ashkenazi ve ark., 1992).

Asitlik disinda, E. coli O157:H7 serotipinin yiiksek tuz konsantrasyonlarina da direng
gosterdigi bildirilmistir (Kehl, 2002). Tarr ve ark. (1990 ) tarafindan yapilan aragtirmada E. coli
O157:H7 'nin %6,5 NaCl 'de gelisebildigi, NaCl 'in inhibisyon etkisinin %8,5 derisimde
basladigi, 200 ppm nitrit ve %4,0 NaCl igeren, pH 's1 5,6 olan s1v1 besiyerinde gelisebildigi, %3,5
NaCl ve 69 ppm sodyum nitritli ve pH 's1 4,8 olan fermente sucukta indirgendigi ancak 4 °C 'de 2
ay siiren depolama sirasinda kullanilan starter kiiltiire bagl olmaksizin tiimiiyle inhibe olmadig1

bulunmustur (Chart ve ark., 1991).
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Bir baska caligmada mTSB broth besiyerine ilave edilen %3,5 ve %6,5 NaCl
konsantrasyonlarinda 30-40 saat inkiibasyon siiresi sonunda E. coli O157:H7 serotipinin 10
kob/ml diizeyine eristigi saptanmistir. Bir bagka arastirmada ise gelisme iizerine diisiik sicaklik
ve yiiksek tuz konsantrasyonunun etkisi pili¢ ekstrakt broth ve triptik soya (TS) broth
besiyerinde incelenmis, 37 °C' de pili¢ ekstrakt broth besiyerinde %8; 10 °C' de pili¢ ekstrakt
brothda %6 ve TS brothda %4 NaCl konsantrasyonunda E. coli O157:H7 'nin inhibe oldugu,
bakterinin 4 °C' de gelisemedigi gosterilmistir. Buna kars1 bir goriis ise E. coli O157:H7 'nin
aside kayda deger Olciide yiiksek bir direng gostermedigi ve %6,5 NaCl iceren TS broth
besiyerinde gelisemedigi belirtilmektedir (Cobeljic ve ark., 1996).

Asitlik ve tuza olan direncin aksine E. coli O157: H7 serotipinin yiiksek sicakliklara
Salmonella spp. tiirlerinden daha fazla duyarli oldugu, donma sicakliklarina ise kayda deger
ol¢iide direncli oldugu bildirilmektedir (Padhye and Doyle, 1992). Buzdolabi sicakliginda ise
haftalarca canli kalabilmektedir (Weagant ve ark.,1994). Bu patojenin kuru ortamlarda
canliligini 6nemli oOlgiide korudugu gerek deneysel gerek salgma neden olan gidalar ile
gosterilmistir. Farkli pH ve su aktivitesindeki islenmis salamlara inokiilasyondan sonra 4 °C' de
32 saat siire ile 4,63 pH ve 0,90 a,' de dahi 10* - 10° kob/g diizeyinde canlilik elde edilmistir.
1994 yilinda islenmis kuru salamin ve 1966 yilinda Japonya 'da turp filizinin neden oldugu
salginlarda her iki tirliniin de kuru olmasi yine kuru gidalarda bu bakterinin canli kalabilecegini

kanitlamaktadir (Weagant ve ark.,1994).

E. coli O157:H7 serotipinin normal gelisme sicakliginin bir ka¢ derece fazlasinda
inkiibasyona birakildig1 bir ¢alismada hiicrelerin yeni bir grup protein sentezleyerek daha sonra
kendileri i¢in 6ldiiriicli olabilecek sicakliklara karsi daha iyi direng gosterdikleri bulunmustur.
Aerobik ve anaerobik kosullarda gelisen E. coli O157:H7 'ye 1s1 soku uygulamasinin 1sil
islemde canli kalabilen bakteri sayisini artirdigi, bakteriye uygulanan ilimli bir 1s1 sokunun
bakterinin inhibisyonu i¢in secilen proses sicakliginda canli kalabilme yetenegini yiikselttigi
goriilmiistiir (Chart ve ark., 1991). TS broth ve islenmis salama 1s1l iglem ile strese sokulmus E.
coli O157:H7 'nin inokiile edildigi bir ¢alismada ise TS broth besiyerinde pH ve su aktivitesine
bagli olmaksizin 5 °C' de depolamanin E. coli O157:H7' nin canliligim iyi bir sekilde korudugu,
islenmis salamda su aktivitesi ve pH 'nin canlilik azalmasinda 1- 2 log birimi etkili oldugu

gosterilmistir (Bauer ve Welch, 1996 ).
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Farkli ortam kosullarinda E.coli O157:H7’ nin canliigim1 ne kadar siire ile devam
ettirecegi konusunda arastirmalar yapilmaktadir. Laboratuvar analizleri ile E. coli O157:H7
serotipinin kumlu topraklarda 6liim hizimin ¢ok yitksek oldugu, 8 haftalik bir siire iginde 10°
kob/g olan baslangi¢ sayisinin belirlenemeyecek diizeye indigi, buna karsin killi topraklarda 20
hafta i¢inde sadece 2 logaritma birimi canlilik azalmasi oldugu belirlenmistir (Bilge ve ark.,
1993). Bir baska ¢alismada ise toprakta 130 giinde 10® kob/g diizeyinden sadece 10" ye azalma
oldugu bulunmustur (Maule, 2000).

2.4.4. E. coli O157:H7’ nin Kaynagi ve Yayilmasi

E. coli O157:H7 serotipinin kaynagi iizerinde farkli goriisler bulunmaktadir. Cesitli
aragtirma sonuglart bu bakterinin basta siit inekleri olmak tizere sicak kanli hayvanlar olarak
tanimlanan memeli ve kanath hayvanlarin digkilari ile ete, siite, topraga, suya ve dolayisi ile tim

cevreye yayildigini géstermistir (Bosworth ve ark., 1996).

Bu patojenin baslica kaynaginin daha ¢ok geng¢ sigirlar olmak iizere koyun, kegi,
geyik, kuzu, tavuk, domuz, kedi, kdpek ve martilar oldugu bilinmektedir. Genelde diskidaki
yayginligin %0- 10 oraninda degismekle beraber, gen¢ hayvanlarda daha fazla oldugu, sigir
diskisinda 5°C* de 70 giine kadar canliligimi koruyabildigi ve verotoksin iiretme kapasitesini
kaybetmedigi ortaya konulmustur. Epidemiyolojik olarak insanlara ge¢is, direkt olarak
meslek le ilgili hayvanla temas seklinde, indirekt olarak digki ve atiklarla kontamine olmus
gidalarin, icme ve halka agik yiizme havuzu olarak sularin alinmasi1 durumunda, ¢ig ya da
yetersiz pisirilmis gidalarin hazirlanmasi sirasinda temas edilen araclar veya eller vasitasiyla
olusabilen kros kontaminasyonlar ile ve en 6nemlisi kisiden kisiye temas (oral-fekal yolla)
araciligiyla olmaktadir. Ayrica asemptomik tasiyici olan enfekte insanlar da patojenin

bulagsmasinda rol oynamaktadir (Temelli, 2002).

Patojen bakterilerin evrimi lizerinde galigmalar yogun sekilde siirmektedir. Escherichia,
Salmonella ve Shigella tiirleri {izerinde yapilan genetik analizler E. coli O157:H7 serotipinin
bireysel bir patojen olmadigi, bunun enterik bir bakteriden evrimlestigi seklindeki teori olduk¢a
benimsenmistir. 16S rRNA ve ve 5S rRNA dizilisleri ile yapilan filogenetik arastirmalar
Escherichia spp. ve Salmonella spp.” nin memeli hayvanlarm ilk tiireyisi olan 120-160 milyon
yil dnce ortak bir atadan ayrildiklari, Shigella spp.’ nin erken primatlarin olustugu, 80 milyon yil

kadar 6nce E. coli’ den tiiredigi, kommensal E. coli’ lerin memelilerin bagirsagini tercih ederken,
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patojen E. coli’ lerin bagirsak epitelini asip dolasim sistemine ve buradan uygun buldugu yerlere
lokalize olduklart kabul edilmektedir. Patojenik E.coli, Salmonella ve Shigella suslarinin viriilens
analizleri bunlarin en az bir viriilens determinantlarinin plazmid ya da transpozon olarak

ekstrakromozomal elementler {izerinde bulundugunu géstermistir (Cobeljic ve ark., 1996).

E. coli O157:H7 serotipinin genetik ¢alismalar sirasinda elde edildigi ve bir kaza sonucu
dogaya salindig1 seklinde goriisler de bulunmaktadir. Griffin ve Tauxe' e gdre bu serotip
muhtemelen enteropatojenik bir atadan genetik caligmalar sonucu olduk¢a yakin bir donemde

ortaya ¢ikmustir (Blum ve ark., 1994).

E.coli O157:H7’nin kesin identifikasyonunun yapildigi 1982 yilindan giiniimiize kadar
olan siirecte ABD, Kanada, Ingiltere, Almanya, iskogya, Ispanya, Tayland, Kore, Meksika,
Arjantin, Cin, Belgika, Avustralya, isve¢, Norveg, Hollanda ve diinyanin pek ¢ok bdlgesinde
E.coli O157:H7’ye bagl ¢ok sayida gida kaynakli infeksiyonun oldugu bildirilmis, 1996 yaz
aylarinda ise Japonya’da 16 kisinin 6liimiine neden olan salginda temel etken olarak E. coli
O157:H7 gosterilmistir (Griffin ve Tauxe, 1991; Armstrong ve ark., 1996; Wall ve ark., 1996;
Michel ve ark., 1999; Jo ve ark., 2004). 1995 yili Haziran ayinda Kanada’da klorlama
tinitesindeki bir ariza nedeniyle kullanma sularina karismis olan E. coli O157:H7 serotipi,
salgina ve 6limlere neden olmustur. Epidemiyolojik veriler, her yil sadece ABD’nde E. coli
O157:H7’ye baghh 20.000’in iizerinde infeksiyon ve 250 olim olgusu oldugunu
gostermektedir (Finelli ve ark., 1995; Armstrong ve ark., 1996; Kuntz ve Kuntz, 1999).

Yapilan pek c¢ok c¢alismada ruminantlarin, O6zellikle de saglikli sigirlarin E.coli
O157:H7 infeksiyonlarina oldukc¢a direngli oldugu bildirilmistir (Mainil, 1999; Wray ve ark.,
2000; Vold ve ark., 2001). Fakat digkilarinda yogun 6lciide patojene rastlanilmasi; sigirlarin
bu serotipin kaynagi ve ¢evreye yayilmasinda énemli oldugunu gostermekte ve bu nedenle
sigirlar, diinyanin hemen her yerinde E. coli O157:H7 infeksiyonlar1 igin primer rezervuarlar
olarak kabul edilmektedir (Brown ve ark., 1989; Chapman ve ark., 1993b; Whipp ve ark.,
1994).

E. coli O157:H7 serotipinin siit ineklerinin digkilarinda, diger ruminantlara oranla
daha fazla bulundugunu bildiren goriisler de bulunmaktadir (Wells ve ark., 1991; Garber ve
ark., 1999). 1266 saghkli siit inegi digkisi ile 23 ¢ig siit o6rneginde E.coli O157:H7
izolasyonuna ydnelik yapilan bir ¢calismada, 18 diski ve 1 ¢ig siit 6rneginde etken saptanmis

ve siit ineklerinin E.coli O157:H7 agisindan 6nemli bir kaynak oldugu goriisii desteklenmistir
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(Wells ve ark.,1991). Ancak siit ineklerinin bu bakterinin ana kaynagi olup olmadigi, siitiin
sagim ya da nakliye sirasinda kontamine olup olmadig1 kesin olarak bilinmemektedir (Doyle,

1991).

Ruminantlarda saman, kuru ot gibi 6zel beslenme ile saglanan gastrointestinal epitel
hiicre gelismesinin E.coli O157:H7 serotipi iizerinde olumsuz etki yaptigi belirtilmektedir
(Magnuson ve ark., 2000). Bunun yani sira siit ineklerinde yapilan bir ¢alismada beslenmede
kullanilan musir silajimnin, E.coli O157:H7 serotipinin bu hayvanlardaki prevalansinin yiiksek
olmasinda etkili olabilecegi bildirilmistir. Ayrica misir silajindaki asidik kosullarin aside
direngli olan E. coli O157:H7’nin gelismesini destekledigi belirtilmektedir (Russell ve ark.,
2000). Silaj yapimu sirasinda yetersiz fermentasyonun, tiim fekal koliformlarda oldugu gibi E.
coli O157:H7 sayisinda da artisa neden oldugu ve dolayisiyla diski ile kontamine otlarin
silajinda yetersiz fermentasyonun bu patojenin ruminantlar arasinda tasinmasinda etkili

olabilecegi diislinlilmektedir (Nou ve ark., 2004).

Dogrudan veya dolayli olarak sigir digkisi ile kontamine olmus her tiirlii gida maddesi,
E. coli O157:H7 infeksiyonu acisindan potansiyel bir tehlike tasimaktadir (Besser ve ark.,
1993; Meyer-Broseta ve ark., 2001). Diinyanin bir ¢cok bolgesinde goriilmiis infeksiyonlarin
biiyiik cogunlugu, basta yetersiz pisirilmis etler ve pastorize edilmemis ¢ig siitler olmak {izere
sigir kaynakl gidalar ile olusmustur (Riley ve ark., 1983; Dean-Nystrom ve ark., 1999; Park
ve ark., 1999).

I¢me suyuna (Swerdlow ve ark., 1992) ve yiizme sularma (Brewster ve ark., 1994;
Keene ve ark., 1994) bagli su orijinli E. coli O157:H7 salgnlart bildirilmis bulunmaktadir.
Afrika’ da da su orijinli E. coli O157:H7’ nin neden oldugu genis bir hemorajik kolit
epidemisi bildirilmistir (Isaacson ve ark., 1993). Her ne kadar genellikle gelismis iilkelerin bir
problemi oldugu diisiiniiliiyorsa da, STEC yakin ge¢miste gelismekte olan iilkelerde de izole
edilmis bulunmaktadir (Dutta ve ark. 2000; Khan ve ark. 2002a, 2002b). Bu izolatlar hem
sigirdan hem de ishalli insanlardan elde edilmektedir ve her ikisi de su orijinli E. coli
O157:H7 kaynagidir. O157 olmayan verotoksin-iireten tiirler de suyla bulagmaktadir
(Chalmers ve ark., 2000) ve iizerinde daha fazla durulmasi gerekmektedir (Goldwater ve
Bettelheim, 1998). Yakin geg¢miste, E. coli O157:H7’ yi de kapsayan STEC’ lerin sudaki
varligint saptamak i¢in, bu organizmanin sudaki prevalansini arastirmada son derecede faydali

etkin yontemler oldugu bildirilmistir (DeBoer ve Heuvelink, 2000).
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Insanlarda infeksiyon nedeni olarak ilk siray1, kesim sirasinda sigir diskisiyla
kontamine olmus etlerin yeterince pisirilmeden tiiketilmesi almaktadir (Armstrong ve ark.,
1996; Russell ve ark., 2000). Diger bulagsma kaynaklari ise; infekte hayvanlar veya bunlarin
diskilar1 ile direkt temas (Griffin ve Tauxe, 1991), diskiyla kontamine sebze, icme ve
kullanma sular1 (Swerdlow ve ark., 1992), pastorize edilmemis ¢ig siit (Chapman ve ark.,
1993a), yogurt (Morgan ve ark., 1993) ve meyve sular1 (Cody ve ark., 1999), kanath eti, kuzu
eti, domuz eti ve deniz iiriinleri (Samadpour ve ark., 1994) olarak bilinmektedir. Insanlar
arasindaki bulagmada ise; infekte insanlarla direkt temasin ve halka agik yiizme havuzlar ile
anaokullari, bakimevleri gibi kisisel hijyenin yetersiz oldugu yerlerin etkili oldugu

bildirilmektedir (Dorn, 1995; Pell, 1997; Mead ve Griffin, 1998).

Primer rezervuar kabul edilen sigir populasyonlarinda yapilan ¢alismalarda E. coli
0157:H7 prevalansinin ABD’nde %2 ile %45 arasinda (Wells ve ark., 1991), Ingiltere’de %4

ile %15,7 arasinda (Chapman ve ark., 1993b) degistigi, cesitli Avrupa llkelerinde ise oranin
%1-%13 (Blanco ve ark., 2001) arasinda oldugu bildirilmektedir.

Yilmaz ve ark. (2002), Tiirkiye’deki sigirlarda E. coli O157:H7’ye rastlanma sikligini
arastirdiklar1 bir calismada, klinik olarak saglikli goriilen 330 sigirdan 13’iinde (%3,9)
pozitiflik saptadiklarini bildirmislerdir. 231 erkek ve 99 disi hayvanin incelendigi bu
calismada 11 erkek ve 2 disi hayvanda izolasyonun gercgeklestirildigi ve izolasyonun,
genellikle, iki yashi hayvanlardan yapildigi bildirilmistir. Cabalar ve ark. (2001), Van’daki
saglikli siit ineklerinde yaptiklar bir ¢aligmada 312 diski 6rneginden izole edilen 235 E. coli
susundan 4’tinde E. coli O157:H7 saptadiklarin1 belirtmislerdir. Sigir ve koyun diskilarinda E.
coli O157:H7 prevalansinin belirlenmesine yonelik bir baska c¢alismada ise 406 sigira ait
rektum mukozasindan alinan svap orneginde, izole edilen 10 izolatin 7’sinin (%1,7) E. coli
O157:H7, 3’tniin (%0,7) ise E. coli O157:H oldugu, ayrica erkek ve 3 yasin altindaki
hayvanlardan izolasyonun daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Aksoy ve ark., 2004). Akkus
(1996), kontaminasyon kaynagini gostermek amaciyla calismasina dahil ettigi 20 geng ve 60
eriskin s1gir digk1 6rneginden 4’tinde (%5) E. coli O157:H7 saptadigini, bunlardan 1’inin geng

s1gir, 3’iiniin de erigkin sigir disk1 6rneklerine ait oldugunu bildirmistir.

E. coli O157:H7 ile siit inekleri ve ¢ig ya da pastorize siit tilketimine bagl salginlar
arasindaki iliski, siit endistrisi i¢in Onem tasimaktadir. E. coli O157:H7’nin insanlara

bulasmasinda, ¢ig siitiin bir araci olabilecegi ilk kez 1986 yilinda belirlenmistir. Bulagsmanin
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Wisconsin’deki siit ¢iftliklerinden ¢ig siit tiikketimi sonucu oldugu ve ¢ig siit tiiketen
cocuklarda HC ve HUS un gelistigi bildirilmistir (Massa ve ark., 1999). Cig siitlerden E. coli
O157:H7 izolasyonuna yonelik yapilan ¢esitli ¢alismalarda, ¢ig siitlerde prevalansin oldukg¢a
diisiik oldugu ve % 0 ile % 10 arasinda degistigi belirtilmektedir (Padhye ve Doyle, 1991).

Coia ve ark. (2001), inceledikleri 500 ¢ig siit 6rneginde E. coli O157 varhigina
rastlamadiklarii bildirmislerdir. Massa ve ark.’nin (1999) c¢esitli ¢iftliklerdeki siit
tanklarindan topladiklart 100 ¢ig siit 6rneginde yaptiklari bir ¢alismada E. coli O157:H7
izolasyonunun gerceklestirilemedigi bildirilmistir. Benzer sekilde, 1011 ¢ig siit drneginin
incelendigi bir calismada, immunomanyetik separasyon yontemi kullanildig1 halde, 6rneklerin
hi¢ birinden VTEC O157 izolasyonu yapilamadig: belirtilmistir (Heuvelink ve ark., 1998). 23
¢ig siit orneginde E. coli O157:H7 izolasyonuna yonelik yapilan bir bagka ¢alismada ise, 1 ¢ig
siit drneginde etkenin saptandigi bildirilmistir (Wells ve ark., 1991). Inek ve kecilere ait
toplam 144 ¢ig siit 6rneginin incelendigi bir ¢alismada, izole edilen 12 E. coli susunun 1’nin
E. coli O157:H oldugu bildirilmistir (Picozzi ve ark., 2005). Abdul-Raouf ve ark.’nin (1996)
pastorize edilmemis 50 inek siitiinde E. coli O157:H7 izolasyonuna yonelik yaptiklart
calismada, siitlerin 3’iinde izolasyonun gerceklestirildigi belirtilmistir. Ayrica ayni ¢alismada
on zenginlestirme yapilmadan direkt ekim sonrasinda izolasyon yapilamazken, modifiye
tryptone soy broth’da (mTSB) yapilan 6n zenginlestirme sonucu izolasyon yapilabildigi de

bildirilmistir.

Tiirkiye’de Oksiiz ve ark.’nin (2004) ¢ig siit ve ¢ig siitten yapilmis peynirlerde E. coli
0157 insidensine yonelik yaptiklar1 bir calismada 100 ¢ig siit 6rneginden sadece 1’inde E.
coli O157 tespit edildigi bildirilmistir. Cig siit ve peynir 6rneklerinde enterohemorajik
E.coli’ ye rastlanma sikliginin arastirildigi bir baska ¢alismada, incelenen 20 ¢ig siit 6rneginin

hi¢birinde E. coli O157:H7’nin saptanamadigi belirtilmistir (Goniil, 1997).

E. coli O157:H7 serotipi sigirlar disinda saglikli koyun, kegi (Wales ve ark., 2005),
manda (Galiero ve ark., 2005), domuz, kedi, kdpek ve kanatli hayvanlar gibi evcil hayvanlar
(Beutin, 1999b) ile bizonlar, rengeyikleri, ayilar, yavru foklar ve penguenler gibi dogal hayata
uyum saglamis diger hayvanlardan da izole edilebilmis ve bu hayvanlar ile yakin temasta
bulunan evcil hayvanlara bulasmanin olabilecegi belirtilmistir (Kudva ve ark., 1996; Mainil,

1999; Wasteson ve ark., 1999; Li ve ark., 2004). Etkenin ruminantlar disindaki cesitli
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hayvanlardan ya da hayvansal iiriinlerden de izole edilmesi, infeksiyonlar i¢in bu hayvanlarin

da rezervuar olabilecegini gostermektedir (Doyle, 1991).

E. coli O157:H7 serotipinin mandalarda bulunma sikliginin arastirildigi ¢alismalar
oldukca smirli sayidadir. Sri Lanka’da diyareli manda yavrularinda VTEC’lerin varligini
gosteren ilk arastirmacilar olan Mohammad ve ark. (1985), izole ettikleri VTEC’ler arasinda
E. coli O157 serotipinin bulunmadigmi bildirmislerdir. Italya’da yetistirilen ve yaslar1 6
ayliktan 18 aylhiga kadar olan 289 mandaya ait rektal digki Orneginin incelendigi bir
calismada, 42 (%14,5) VT olusturan E. coli O157 serotipi izole edildigi ve mandalarin da
diger ruminantlar gibi VTEC’ler icin rezervuar olabilecekleri bildirilmistir (Galiero ve ark.,

2005).

Tiirkiye’de manda ve manda karkaslarinda E. coli O157:H7 varligiin arastirilmasina
dayanan bir caligmada, 28 mandanin rektum ve karkaslarindan alinan svaplarda, sorbitol
negatif izolatlardan hig¢birisinin E. coli O157 ve H7 antiserumlar ile aglutinasyon vermedigi

bildirilmistir (Yilmaz ve ark., 2004).

E. coli O157:H7 serotipi kopek, kus, koyun, geyik ve insanda goriilmekle beraber, sigir
temel kaynak olarak ele alinmaktadir. Bunun nedeni, insanlarda bu serotipin neden oldugu
kanitlanmis pek ¢ok vakada yeterince pisirilmemis sigir etlerinin ve daha az siklikta olmak iizere
¢ig siitlerin hastaliktan sorumlu oldugunun kanitlanmasidir. Bununla beraber, hayvan diskis1 ile
bulasmis toprak ve suyun dolayli olarak hastaligin tasinmasinda ve yayilmasinda énemli bir rol

oynadigi da bilinmektedir (Beutin ve ark., 1993; Bosworth ve ark.,1996).

Bu bakteri siit ineklerinin digkilarinda diger sigirlara gore daha fazla bulunmaktadir
(Doyle ve Schoeni, 1987; Cebula ve ark., 1995). Siit sigirlarimin diskisina 10° ve 10° kob/g
diizeyinde E. coli O157:H7' nin inokule edilip, diskimin 5; 22 ve 37 °C 'lerde depolandig: bir
¢alismada E. coli O157:H7' nin 5 °C' de 70 giin canliigim korudugu (Donnenberg ve ark.,
1993), sigir diskisinda 50 giinden daha fazla siire i¢inde halen belirlenebilecek diizeyde kaldigi,
buna karsmn 10%ml diizeyinde inokiilasyonlar sonucunda saymmn sigir idrarmda 10 giinde, nehir
suyunda 7 giinde belirlenemeyecek sayiya diistiigii (CDC, 1993 ), sigir digkisinda 5, 15 ve 25
%C” lerdeki depolanmasinda sirastyla 14, 18 ve 12 hafta canlibigm siirdiirdiigii (Black ve ark.,
1982) gosterilmis ve bu bulgulara gore sigir diskisinin bu patojenin yayilmasinda énemli bir

tastyict olarak diskinin sigirlara, gidalara ve ¢evreye E. coli O157:H7' nin yayilmasinda
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potansiyel bir tastyict oldugu, dolayisiyla ahirlarda diskinin iyi bir sekilde kontrol edilmesi
gerektigi belirtilmistir. Siit hayvanlariin beslenmesinde kullanilan pamuk tohumu ve misir silaji
gibi yemlerin az sayida da olsa E. coli O157:H7 serotipi igerdiginin belirlenmesi siit ineklerinin
diskilarinda bu bakteriye daha fazla rastlandig1 hakkindaki goriisii pekistirmekle beraber, modern
ciftliklerde beslenen siit ineklerinin diskilarinda bu serotipe ¢ok daha az rastlanmaktadir (Beutin
ve ark., 1993). Buna bagl olarak, 6nceleri bu bakterinin ana kaynaginin siit inekleri oldugu ve
insanlara asil gegisin siit {irlinleri ile oldugu diisiiniilmiis ise de siit ve peynirlere iligkin olarak
yapilan tarama ¢alismalarmdan bu varsayimi dogru kilacak bulgular elde edilmemistir (Doyle ve

Schoeni. 1987; Albert ve ark., 1991).

Deneysel olarak E. coli O157:H7 verilen civcivlerin inokiilasyondan 8 ay sonrasina kadar
diskilart ile bu bakteriyi attiklarmin belirlenmesi {izerine once E. coli O157:H7 'nin ana
kaynaginin kanatlilar oldugu diisiiniilmiis ancak 50 ¢iftlikte 500 hayvanin diskisinda bu bakteriye
rastlanmamasi iizerine kanatlilarin bu agidan potansiyel kaynak olmadigini gostermistir (Beutin

ve ark., 1993).

Salginlarda en Onemli tastyicinin insandan insana oldugu, ozellikle ana okulu ve
diiskiinler evi gibi kisisel hijyenin yeterli olmadig1 yerlerde salgimin hizla yayildig: bilinmektedir
(Beutin ve ark., 1993; Bosworth ve ark., 1996).

2.4.5. E. coli 0157:H7 Infeksiyonu Bakimindan Riskli Gidalar

Basta sigir diskis1 olmak {izere dogrudan ve/veya dolayl olarak hayvanlarin digkisinin
bulastigi her tiirlii gida maddesi E. coli O157:H7 infeksiyonu bakimindan potansiyel tehlike
tasimaktadir. Nitekim pek ¢ok gida maddesinde ve ayrica igme ve kullanma sular ile yiiziilen
gollerde E. coli O157:H7 varlig1 gosterilmis iken, baska gidalarda da bu tehlikenin boyutlar

deneysel olarak kanitlanmustir.

Diinya capindaki infeksiyonlarin ¢ok biiyiik bir boliimii basta yetersiz 1s1 islemi
uygulanmis et ve pastorize edilmemis siit olmak tizere sigir kaynakli gidalar ile olmustur. Diger
hayvanlar ve 6zellikle ruminantlar da E. coli O157:H7 kaynagi ya da vektoriidiir (Barrett ve ark.,
1991).
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Bagta sigir olmak iizere domuz, koyun, pili¢ etleri ve yine basta hamburger ve kofte
olmak tizere kiyma ile hazirlanan et iiriinlerinden siklikla izole edilmektedir. Farkli hayvanlarin
digkilarmin eti farkli diizeylerde kontamine edebilecegi gosterilmistir. Ingiltere 'de yapilan bir
seri ¢alismada sigir diskilarinda %15,7; koyun diskilarinda %2,2 diizeyinde pozitif sonug
bulunmus iken, sigir eti iirtinlerinde %1,5 buna karsin kuzu eti iiriinlerinde %5,9 pozitif sonug
alimmis olmasi oldukga ilging bulunmustur. Et iiriinleri disinda da bulunan ve salginlara yol acan
bu patojen en yaygin olarak cesitli peynirler, ¢ig siit ve genel olarak patojenler agisindan
giivenilir bir gida olarak tanimlanmasina karsin yogurt gibi siit {irtinleri ; cesitli su kaynaklari,
salatalar ve salata soslari, evde yapilan sandvig, turp filizi, pastorize edilmemis elma sarab1 ve
taze sikilmis elma suyu ¢esitli infeksiyonlara neden olmustur (Doyle ve Schoeni, 1987; Benz

ve Schmidt 1992; Beutin ve ark.,1993; Bokete ve ark., 1997).

Suyun potansiyel kontaminasyonuna karst su kaynakli infeksiyonun digerlerine gore
daha az oldugu ve bunun nedeni olarak E. coli O157:H7 serotipinin suyun islenmesi sirasinda
kolaylikla oldiirtilebilmesi belirtilirken, Afrika {ilkelerinde yiizey suyunun i¢ilmesine bagl olarak
binlerce hastalanmanin goriildiigii salginlar da g6z ardi edilememektedir (Balows ve ark., 1991;
Barrett ve ark., 1991; Barrett ve ark., 1994; Banatvala ve ark., 1996; Agin ve Wolf. 1997;
Barrett ve ark.,1997; Bender ve ark., 1997; Beser ve ark., 1997).

Bu bakterinin iceberg salatalarinda canli kalmasi ve yapraklara penetrasyonu ve klorun
etkisi iizerinde de arastirma yapilmus, hiicrelerin kesik dokularin 73,5 um altina penetre oldugu,
200 ppm klorun 5 dakika i¢inde 0.7 — 1.0 log birimi indirgeme saglamakla beraber doku icine
niifuz etmis E. coli O157:H7 hiicrelerinin klor etkisinden daha fazla korundugu bulunmustur
(Takeuchi ve Frank, 2000). Bdylece ¢ig yenilen salata tiirii sebzelerin ne denli tehlikeli

olabilecegi ortaya konulmustur.

Taze sikilmig elma suyu ABD 'de ve Bat1 Avrupa iilkelerinde olduk¢a yaygin bir tiikketim
alanina sahiptir. Agactan yere dokiilmiis ve diski ile bulasmis elmalarin yeterince yikanmadan
ayakiistli biifelerde sikilarak tiiketime sunulmasi sonunda kayitlara gecen pek c¢ok infeksiyon
goriilmiistiir. Yine ABD 'de pastorize edilmemis elma suyundan yapilan elma sarabi (cider) pek
cok infeksiyona neden olmustur. Elma sarabina islenecek elmaya diger meyve saraplarinda
oldugu gibi 1s1l islem uygulanmamasi ve elma sarabinda alkoliin %4-5 diizeyinde olmasi

infeksiyon riskini artirmaktadir (Beutin ve ark.,1993; Cobeljic ve ark., 1996).
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Her ne kadar E. coli O157:H7 salginlarinda ¢ogu kez yeterince pisirilmemis sigir kiymasi
ve buna bagli olarak hamburger gosteriliyor ise de olduk¢a seyrek olan vakalarda risk faktori
hakkinda yeterli bilgi yoktur. Ilging olarak ayakiistii (fast food) restoranlarda ¢alisanlarin daha
biiyiik bir risk tasgimadiklar1 ve et iriinlerinin tiiketimine bagli olarak riskin artmadigi
gosterilmistir (Beutin ve ark., 1993). Buna tiimiiyle kars1 bir goriis ise bu serotipin hayvan
varlig1 ve/veya et tiikketimi yiiksek olan gelismis iilkelerde daha yaygin goriildiigii, genel hijyenik
kurallara daha az uyulan gelismemis iilkelerde goriilmeme nedeninin ise aynmi sekilde hayvan

varligi ve et tiiketimindeki yetersizlik oldugu seklindedir (Cobeljic ve ark., 1996).

Infekte hastalarin diskiinde E. coli O157:H7’ nin disk1 ile atilma orani ile yapilan
aragtirmada, Seattle’da HUS’lu hastalarin %66’sinda diyarenin baslangicindan 7 giin sonra
negatif oldugu saptanmistir (Tarr ve ark., 1990). Minnesota’da ¢ocuk boliimiinde O157:H7
infeksiyonlu ¢ocuklarda yapilan arastirmada, 2-62 giin boyunca digkilarinda etkeni tasidiklar

ve ortalama siirenin ise 17 giin oldugu bildirilmistir (Belongia ve ark., 1993).

2.4.6. E. coli O157:H7’ nin Yaptig1 Hastalhklar

Diyarejenik E. coli' lerin (DEC) neden oldugu gida kaynakli hastaliklarin klinik, halk
saghgr ve ckonomik Onemi vardir. Sadece E. coli O157:H7 serotipinin neden oldugu
hastaliklarin tedavi giderleri ve isgiicii kayb1 bedelinin yilda 229-610 milyon US$ oldugu tahmin
edilmektedir (Chao ve Dreyfus, 1997). ABD Hastalik Onleme ve Koruma Merkezi (Centers for
Disease Control and Prevention) tahminlerine gore sadece ABD 'de gida kaynakli mikrobiyolojik
hastaliklar toplami olarak yilda 76 milyon olgu olmakta, bunlardan 300.000 ‘i tedavi goriirken
5000 olim olmakta, E. coli O157:H7 ise 20.000 olgu ve 250 6limden sorumlu tutulmaktadir
(Beutin ve ark., 1993). ABD’ de hastaligin siklig1 her 100.000 kiside 2,1 kisi iken, bu deger
Kanada’ da 1991-1996 yillar arasinda 3 - 5,3 kisi olarak degismistir.

Avrupa’ da goriilen infeksiyonlarin seyri ABD’ den farklilik gostermektedir. Avrupa’
da HUS wvakalarinin %10-30 kadarin1t O157 olmayan STEC suslart olusturulmaktadir.
Ingiltere’ de laboratuvar tarafindan dogrulanmis vaka sayis1 1982° de sadece 1 iken bu sayi
1995 yilinda 1000° i gegmistir. Kita Avrupa’ s1 ile Ingiltere’ deki infeksiyonlarda farklilik
gostermektedir. Ozellikle Almanya’ da sorbitol pozitif hareketsiz 0157 serotipine siklikla
rastlanmaktadir. Bulasma kaynaklarinda da ABD ile Avrupa iilkeleri arasinda farklilik
goriilmektedir. ABD ve Ingiltere’de E. coli O157:H7 infeksiyonlarinin asil kaynag
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hamburger ve diger et lriinleri iken Kita Avrupa’ sinda kegi siitii, ¢esitli peynirler, golde
ylizmek ve kisiden kisiye bulagmalar daha 6nemli olarak goriilmektedir. Avustralya’ da ise
0157 olmayan ve oOzellikle O111:H" serotipi siklikla ciddi hastaliklara neden olmaktadir
(Cobeljic ve ark., 1996).

ABD’ de Philadelphia eyaletinde 1971 yilinda 5 eriskin hastada izlenen klinik seyir
bilinen barsak hastaliklar ile agiklanamamis ve hi¢ bir etiyolojik etken saptanamayan benzer
hastaliklarin ABD’ nin diger eyaletleri ile Avrupa ve Japonya’ da ihbar edilmesi {izerine ABD
Hastalik Denetim ve Onleme Merkezi 1973-1982 arasinda geriye doniik olarak 300 E. coli
susunu serotiplendirmis ve kanamali agir diyare geciren California’ 1 50 yasinda bir kadindan
1975 yilinda izole edilen sus E. coli O157:H7 olarak saptanmustir (Chart ve ark., 1991; Acheson
ve ark., 1996).

Bireysel vakalar disinda E. coli O157:H7 ilk olarak 1982 yilinda ABD’ de Oregon’ da 26
ve Michigan’ da 21 olmak iizere 47 olgu ile ve her ikisi de yine daha 6ncekilere benzemeyen
kanl diyare seklinde 2 salgin ile goriilmistiir. Her iki salginda da kofteli sandviglerin
yenilmesinin hastaliga neden oldugu belirlenirken salginlarin birinde ayni partiye ait donmus
koftelerde E. coli O157:H7’ ye rastlanmistir. Aym1 y1l Kanada Ottowa’ da evde yapilan
sandviglerin de salgma neden oldugu bildirilmistir (Agin ve Wolf, 1997). Bundan hemen sonra
benzer vakalar ABD, Kanada ve Ingiltere’de goriilmiis, daha sonra Meksika, Cin, Arjantin,
Belcika gibi tilkelerde de ayni hastaliga rastlanmis, 1996 yaz aylarinda ise Japonya’da 16 kisinin

oliimiine neden olan salginin etmeni E.coli O157:H7 olarak gosterilmistir(Beutin ve ark., 1993 ).

E. coli O157:H7 infeksiyonlar1 genglerde daha etkilidir. Japonya’ da yapilan
arastirmalarda genglerin ve ¢ocuklarin E. coli O157:H7 serotipinin yapmis olduklari hastaliklara
duyarlig1 agik bir sekilde gosterilmistir. Digkilarinda bu bakteriye rastlanan 20 yas altindaki
kisilerin %80’ den fazlasi tipik semptomlari gosterirken, yine diskilarinda E. coli O157:H7
serotipi bulunan 30-46 yas arasindaki kisilerin %70’ 1 tipik semptomlar1 gostermemistir

(Donnenberg ve ark., 1993 ).

E. coli O157:H7 'nin neden oldugu hastaliklarin yogunlugunun 100.000’ de 10’ dan daha
az oldugu kabul edilmektedir. Buna kars1 hastalar hastaligin ortaya ¢ikmasindan itibaren 10 giin
siire ile E. coli O157:H7 yayarlar, ortalama %35 kadart HUS’ a yakalanirken, %50 'den daha
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azinda diskida kan goriliir (Tserenpuntsag ve ark., 2005). Bununla birlikte, baska kaynaklar E.
coli O157:H7 infeksiyonlarinda diskida kan goriilme olasihigini %90 olarak vermektedir (Beutin
ve ark., 1993).

E. coli O157:H7 antibiyotiklere direnglidir ve/veya giderek direng kazanmaktadir. Bu
nedenle hastalikta antibiyotik ve antikoagulant kullamilmas tartisiimaktadir. Iskogya’ da yapilan
calismalar mide asitligini diisiiriicii ila¢ ve tesadiifen antibiyotik kullanan hastalarin HUS / TPP’
ye yakalanma risklerinin arttigin1 ortaya koymustur (Beutin ve ark., 1993). Japonya ‘da 1996
yilinda goriilen ve ¢ogu okul cocugu olan 6000 kisinin etkilendigi salginda ise Ozellikle
infeksiyonun 7. giinlinde alman antidiyarejenik ilaglarin infeksiyonu daha da siddetlendirdigi

belirlenmistir (Cobeljic ve ark., 1996).

Japonya’ da 1996 yili ile baslayan salginlarda ve sporadik vakalarda molekiiler analizler
hastaliktan tek bir susun degil, tiim Japonya’ ya yayilmis farkli genotiplerdeki suslarin sorumlu
oldugunu gostermistir. Yapilan analizler hastalardan izole edilen EHEC suslarinin %80 'den
fazlasinin O157:H7 serotipi oldugunu, bununla birlikte O26 ve O111 serotiplerinin sayisinda
giderek bir artig oldugunu gostermistir (Donta ve ark.,1974). Benzer sekilde E. coli O157:H7
olmayan VTEC suglarinin giderek HUS ve diyareli hastalardan daha fazla izole edildigi, ¢esitli
iilkelerde sigir popiilasyonu iizerinde yapilan c¢aligmalarda temel kaynak konumunda olan

sigirlardan 100’ den daha fazla serotip izole edildigi belirtilmektedir (Brown ve ark., 1989).

Patojenik gruplarin gidalarda bulunma siklig1 tizerinde yapilan aragtirmalar farkli
sonuglar gostermektedir. Eyliil 1983 de ABD Washington D.C.” de 45 kisinin Fransa’ dan ithal
edilen brie peynirinden kaynaklanan benzer semptomlar tasiyan sulu diyare (%91) ve karin
kramplar1 (%80) gostermesi lizerine yapilan ¢alismalarda hastalik etkeninin 1siya dayanikli
enterotoksin tireten E. coli O27:H20 oldugu saptanmustir. Benzer hastaliklar kisa bir siire sonra
ve yine peynirden kaynaklanmak tizere ABD’ nin 4 eyaletinde daha goriilmiistiir. Brezilya’ da
sigir eti, hamburger ve sosislerden yapilan analizlerde sirasiyla %5; %7,5 ve %10 ETEC
suslarna rastlanmistir. Buna karsin ABD’ de 78 peynir 6rneginde ETEC suslar1 bulunamamustir.
Domuz etinden 274, sigir etinden 248 ve tavuk etinden 278 E. coli susu izole edilmis ancak
bunlarin hi¢ birinin 1siya duyarl toksin ya da bunlar1 olusturan genleri icermedigi goriilmiistiir.
EIEC ve EPEC suslarina nadir olarak gidalarda rastlanilmistir. EHEC suslarina ise sigir
kiymasinda rastlanilmaktadir. Bir bagka calismada ise toplam 18 ornekten izole edilen 159 E.

coli susunun 84 adedinin farkli sus oldugu gosterilmistir (Chart ve ark., 1991).
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Insanlarda ise E. coli O157:H7 infeksiyonlarinda; oldukea tipik ve sert gecen HC,
HUS ve TTP olmak {izere {i¢ temel klinik bulgu goriilmektedir (Coia, 1998; Park ve ark.,
1999).

Hemorajik Kolitis

1982’ de Oregon ve Michigan’ da cesitli kanli ishal sendromlar1 olan iki olay spesifik
restoran zincirlerindeki hamburger tiiketimi sonucunda gozlenmistir. Hemorajik Kolitis’ in
sendromlar1 ¢esitli abdominal kramplar, kanli diski1 ve ¢ok az atestir. Olgularin yarisinda
diskidan E.coli O157:H7 izole edilmis ve bu vakalarin hi¢ birinde saglik kontroliiniin
olmadig1 goriilmiistiir. Sonradan bu serotipin Stx {irettigi gosterilmistir. Stx cok cesitli

calismalar sonucu HC 6nemli bir sebebi olarak gosterilmistir (Nataro ve Kapper, 1998).

HC; her yastaki insanlarda ani olarak ortaya ¢ikan krampli karin agrilar1 ve bunu
izleyen 24-48 saat igerisinde gelisen sulu diyare ile karakterizedir. Diyarenin siddeti arttikca
diskidaki kan miktar1 artar ve digki zamanla tiimiiyle kanli hale gelir. Hastalarda kusma
sekillenebilir, fakat ates ya ¢ok belirsizdir ya da hi¢ yoktur. Inkiibasyon periyodu genel olarak
3-9 giin arasinda degisir. Infeksiyonun siiresi ise 2-9 giin arasinda olup ortalama 4 giindiir.
HC, sigelloziste ve EIEC’lerin neden oldugu gastroenteritislerde tanimlanan belirtilerden ates
goriilmemesi ve digkida fazla miktarda kan bulunmasi ile ayrilmaktadir (Padhye ve Doyle,

1992; Park ve ark., 1999).

Hemolitik Uremik Sendrom

flk olarak 1955’ de tanimlanmustir. HUS; ozellikle kiiciik yastaki cocuklarda ve
genglerde akut renal yetmezlik, mikroanjiyopatik hemolitik anemi ve trombositopeni ile
karakterize edilen {i¢lii bir sendrom olarak ortaya ¢ikar (Coia, 1998). Ayrica hastalarda 6liimle
sonuclanabilen kalp yetmezligi, koma, hipertansif ensefalopati gibi kardiyovaskuler ve
merkezi sinir sistemi bozukluklar1 gelisebilir. E. coli O157:H7’nin sigatoksinlerinin endotel
hiicrelerine zarar vererek bobrek ve diger organlardaki kapillarlarda mikrotrombuslara yol
actig1 ve bu sekilde HUS un patogenezinde rol aldig1 diisiiniilmektedir (Sekil 2.4.6.1) (Padhye
ve Doyle, 1992; Park ve ark., 1999).
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Siklikla yaz aylarindaki sporadik olgular ve kii¢iikk epidemiler halinde goriiliir.
Epidemilerin ¢iktigi bolgelerdeki hastalarda bu komplikasyonlarin gelisme orami etkilenen
populasyona gore degisiklik gosterir. Yayilim hizi toplum arasinda ¢ok diisiiktiir. Genellikle
cocuklarda ve yagh insanlarda yiiksektir (Arslantiirk, 1996).

Yaslilarda HUS; ates ve TTP olmak {izere iki ilave semptom ile goriiliir. Bu durumda
yaslilarda 6lim orani ortalama %350’ ye ¢ikmaktadir (Halkman ve ark., 2001). Klinik olarak
HUS gosteren hastalarda, ciddi bir hastalik seyri veya bazen sarilik ve siklikla yiiksek
tansiyon olusmaktadir. Hastalarin siklikla diyaliz ve kan nakline gereksinim duyduklar1 ve
kalp yetmezligi, koma, kalp krizi gibi kardiovaskiiler ve merkezi sinir sistemi hastaliklarinin

gelisebildigi bildirilmektedir (Ozbas ve Aytag, 1995).

HUS insandan insana bulasan ve kiigiikk epidemiler olusturan mevsimsel dagilim
gbsteren bir sendrom olup, toksinlerle olusmaktadir. Ingiltere’ de ve Amerika’ da birkag
calismada ve Kanada’ da yapilan bir calismada klasik HUS’ lu hastalarin %90’ 1nda
verotoksin iireten E.coli saptanmistir. Bu sendrom yiiksek oranda verotoksin iireten iki
patojenle (E. coli ve S. dysenteriae) iliskilidir. HUS’ lu hastalarin digkisindan verotoksin
saptanabilmektedir. Yine bu hastalarda toksini notralize eden antikorlar vardir (Arslantiirk,

1996).
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E.coli O157:H7 alinmasi

2-4
Gilin

Abdominal kramplar, kansiz diyare

1-2
Gilin

Kanl diyare

5-7
Gilin

TN

Tyilesme

HUS

HUS

% 3-5 Oliim

% 60 lyilesme

% 5 Kronik bobrek
yetmezligi ve diger
onemli sorunlar

% 30 Proteintiri ve
diger hafif sorunlar

Sekil 2.4.6.1. E.coli O157:H7’ nin seyri (Erol, 2007).
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Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP)

TTP, bir¢ok yoniiyle HUS’ a benzer. Ancak burada merkezi sinir sistemi bozukluklar1
daha temel bir 6zelliktir. Mikroanjiyopatik hemolitik anemi, trombositopeni, ates ve azotemi
gibi klinik bulgularla karakterizedir ve genellikle yetiskinlerde gozlenir. Hastalikta beyinde
kan pihtist olusur ve beyin kanamasi sonucu ¢ogunlukla oliim goriiliir (Padhye ve Doyle,
1992; Park ve ark.,1999). Cogu zaman atesle birliktelik gosterir ve hastaliin éncesinde HUS’
un bir belirtisi olan diyare gibi bulgular goriilmez. Yapilan ¢aligmalarda hastalarin %14’ iinde
karin agrist oldugu saptanmistir (Arslantiirk, 1996). Bununla beraber E. coli O157:H7
infeksiyonlarinda TTP 'nin nadir oldugu da bildirilmektedir (Beutin ve ark., 1993; Chapman ve
Siddons, 1996)

E.coli O157:H7’nin Neden Oldugu Kansiz Diyare

E.coli O157:H7 infeksiyonlarinin ¢ogu sulu diyareyle baslayip daha sonra kanli diyare
ile seyreder. Sporadik vakalarin biiyiik kisminda E.coli O157:H7 infeksiyonlu hastalarin %95’
den fazlasi kanl diyarelidir. Benzer ¢aligsmalarda, epidemiler sirasinda enfekte kisilerin %17-
30’ unda ve sporadik vakalarin %4- 5’ inde kan goriilmez. Bu infeksiyonlarda kanli diyarenin
daha yiiksek oranda bulunmasinin nedeni; kanli diyarenin tibbi olarak daha ¢ok 6nem arz
etmesi ve doktorlarin bu gibi vakalar1 daha ¢ok dikkate alip kiiltiir isteminde bulunmalarindan

kaynaklanmaktadir.

Kansiz diyareli kisilerde, kanli diyareli kisilere oranla daha az siklikta HUS ve TTP
gibi komplikasyonlar goriiliir. Kansiz diyare, E.coli O157:H7 disindaki diger EHEC
serotiplerinde daha fazla gozlenir. Bununla birlikte kansiz diyare E.coli O157:H7’ nin neden
oldugu hastaliklarin hem sporadik hem epidemik olanlarinda goriilmektedir (Arslantiirk,

1996).

E.coli 0157°nin Asemptomatik Infeksiyonlar

E.coli O157:H7 genellikle semptomu olmayan kisilerden izole edilmez. Bununla
beraber, epidemiler sirasinda bazen semptomsuz kisilere rastlanilmaktadir. Bir aragtirmada ii¢
anaokulunda iyi pisirilmemis siitlerin igilmesi sonucu olusan E.coli O157:H7 epidemisi

sirasinda semptomsuz ¢ocuklarin digkisinda E.coli O157:H7 izole edilmis ve benzer sekilde
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bakim evlerindeki epidemilerde de semptomsuz kisilerde E.coli O157:H7 serotipi
saptanmustir. Diger bakim evlerindeki epidemilerde enfekte hamburger yiyen asemptomatik
kigilerin digkisindan E.coli O157:H7 izole edilmistir. Asemptomatik infeksiyonlarin sik
tekrarlanmasi ¢ok az bir olasiliktir (Arslantiirk, 1996).

SLT- 1 ve SLT- 2’ ye kars1 olusan antikorlarin saglikli kontrol grubunda %14-20
oraninda mevcut olmasi, EHEC’ in tiim diinyada yayilmis olmasinin serolojik gostergesidir.
Asemptomik infeksiyonlar EHEC’ e kars1 dnceden olusan bagisikliktan salginlar EHEC’in

gecici olarak intestinal mukozaya kolonize olmasiyla ortaya ¢ikar (Arslantiirk, 1996).

Bu temel klinik bulgular diginda E. coli O157:H7 ile infekte insanlarda g6zlenen diger
komplikasyonlar ise hemorajik sistitis, konviilziyonlar, sepsis ve anemi seklindedir (Padhye

ve Doyle, 1992).

2.4.7. E. coli O157:H7 'nin Kontrolii

Asitlik ve tuza olan direncin tersine olarak E. coli O157:H7 serotipi yiiksek sicakliga
Salmonella 'dan daha fazla duyarlidir ancak, donma sicakliklarina kayda deger 6lgiide direnglidir
ve -20 °C 'de 9 ay siire ile sayida ¢ok az bir azalma ile canliligin1 koruyabilmektedir (Doyle ve

Schoeni, 1984; Park ve ark., 1999; Anon, 2000).

Yapilan termal inaktivasyon calismalarinda sigir etinde E. coli O157:H7' nin D degerinin
54,4 °C' de 2390 saniye, 60 °C' de 50 saniye ve 64,3 °C' de 9,6 saniye oldugu, D degerinin
Salmonella’ dan daha diisiik oldugu belirlenmistir. %10 yagli sigir etinde yapilan termal
inaktivasyon calismalari ile Dy degerinin 55 °C’ de 21,13 dakika, 57.5 °C’ de 4,95 dakika, 60
°C’ de 3,17 dakika, 62,5 °C’ de 0,93 dakika ve 65 °C’ de 0,39 dakika oldugu, etteki yag orani
arttikca Djo degerinin de arttig1 ve 1s1l isleme direncin durma fazinin sonunda iken logaritmik
gelisme fazina gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu bakterinin 1s1l igleme ¢ok duyarli
oldugu, 70 °C’ de 2 dakikalik 1s1l islem uygulamasi ile 6 logaritma birimi canlilik azalmasi
oldugu bir diger deyis ile 1s1l islem ile yeterli bir indirgeme saglanabilecegi benzer arastirmalar

ile de gosterilmistir (Abdul ve ark., 1994; Peck ve ark., 1999; Riordan ve ark., 2000).
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Bir baska calismada arastiricilar hamburgerlerin merkezine E. coli O157:H7 inokiile
etmisler, hamburgerleri {iretici firmanin 6nerisine gore pisirmisler ve sonugta bu pisirme sonunda
E. coli O157:H7' nin hamburgerlerde belirlenemedigini, ancak iiretici Onerisinin altinda pigirme
sonucunda E. coli O157:H7' nin canl kalabilecegini gostermislerdir. Pigirme i¢in 68,3 °C’ de 15
saniyenin yeterli oldugu, koftelerin izgaraya konulmadan oOnce bir siire oda sicakliginda

bekletilmesi ile 1s1l isleme direncin azaldig1 gosterilmistir (Phillips ve Roscoe, 1996).

Cig siite inokule edilen E. coli O157:H7 serotipi ve diger bakterilerin HTST yontemi
kullanilarak pastorizasyon ile termal inaktivasyonunun arastirildigi bir caligmada 16,2 saniye
siirede E. coli O157:H7” de 60,0 °C” de en ¢ok 2 log birimi 63,0 °C’ de en ¢ok 4 log birimi
canlilik azalmasi oldugu, 64,5 °C* de ise baslangigta 10°/ml olan canliligin tiimiiyle ortadan

kaldirildig1 bulunmustur (D'Aoust ve ark., 1988).

Bu bakterinin 1ginlama uygulamalarina direngsiz oldugu ve dolayisi ile basta et tiriinleri
olmak iizere 1sinlamanin gidalar i¢in kayda deger bir hijyen gilivencesi saglayacagi cesitli
aragtirmalar ile gosterilmistir. Co® ya da Cs"’ kaynagindan elde edilen sinlar ile gidalarm
korunmasi olduk¢a yaygin bir uygulama olup, basta E. coli O157:H7 olmak iizere pek ¢ok
patojenin Ozellikle kati gidalardaki eliminasyonu i¢in kullanilmaktadir. Genel olarak donma
sicakligi altinda olan gidalarin 1sinlanmasi daha az etkili iken, ABD’ de E. coli O157:H7
infeksiyonlarini 6nlemek icin kirmizi etlerin de 1simnlanmasina izin verilmistir (Harewood ve

ark., 1994; Farkas, 1998).

E. coli O157:H7’ nin 1sinlamada diisiikk D¢ degerine sahip olmasi 6zellikle bu bakteriye
yonelik olmak {izere 1sinlama uygulamalarini yayginlastirmaktadir. Bir ¢alismada mekanik
olarak kemikleri ayrilmis pili¢ etine E. coli O157:H7 inokule edilmis ve bunlara 0 - 2,0 kGy
arasinda, farkli sicakliklarda ve vakumlu ve vakumsuz olmak iizere farkli atmosfer kosullarinda
isinlama uygulanmus, sonucta +4 °C’de Dy degeri 0,27 kGy olarak bulunmustur (Thayer ve
Boyd, 1993). Bir baska calismada Co ® kaynagindan elde edilen 0.78 ; 2.6 ve 22 kGy/h
dozlardaki 1gmlamanin E. coli O157:H7' nin Dy, degeri lizerine etkisi arastirilmis ve bakterinin
duyarliginin doz giicii ile ve logaritmik gelisme ya da durma fazinda olmasi ile degismedigi
belirlenmistir (Dion ve ark., 1994). Buna karsin E. coli O157:H7 'nin logaritmik fazinda iken
durma fazma oranla gamma 1ginlamasina daha fazla duyarlik gosterdigi, -18 °C deki 1sinlamada
20 °C’ ye oranla E. coli O157:H7' nin daha direngli oldugu, 1.5 kGy dozundaki 1ginlamanin bu

patojenin imhasi i¢in yeterli olacagi gosterilmistir (Byun ve ark., 1998).
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Bir arastirmada ise E. coli tip 1' e gore (Do = 0,45) E. coli O157:H7' nin (Dyo = 0,35)
daha diisiik Do degerine sahip olmasi nedeni ile kiymalarin 1sinlanmasinda indikat6r olarak E.
coli tip 1 kullanilmas1 6nerilmis, deneysel olarak E. coli tip 1 ve E. coli O157:H7 ilave edilmis
kiymalar 1sinlanmis ve sonugta E. coli tip 1' in geri alinabildigi dozlarda E. coli O157:H7' nin
geri alinamadig1 belirlenmistir (Halkman ve ark., 2001). Benzer sekilde yapilan bir ¢aligmada
sigir kiymasindan yapilan kofte E. coli O157:H7 ile kontamine edilmis ve Co® ile 0-2.52 kGy
arasinda degisen dozlarda radyasyon verilmis, E. coli O157:H7 suslart i¢in Djo degeri 0.241-
0.307 kGy arasinda degistigi, radyasyonun uygulandigi sicakligm -17 °C olmasin 3 °C
olmasma gore istatistik agidan Onemli Olgiide (p<0,05) daha yiliksek Do degeri sagladigi,
koftelerin yag oraninin etkili olmadigi, bu patojenin radyasyona ¢ok duyarli oldugu ve 2.5 kGy
radyasyon uygulamasmimn 10°® sayidaki E. coli O157:H7' yi inaktive edecegi, bu inaktivasyonun

ise koftelerde bulunabilecek daha az sayidaki bakteri igin tiimiiyle inaktivasyon anlamina

gelecegi belirtilmistir (Clavero ve ark., 1994).

E. coli O157:H7 suslarinin aside direngliligi 1sinlamaya direngliligini etkilemektedir. pH
degerine bagli durma fazi asit direngliginin 1s1nlama direngliligi ile kiyaslandigi bir ¢alismada sus
farkliliklarinin 6nemli oldugu, aside diren¢ kazanmanin 1sinlamaya da direng kazandirdigi, bu
durumun D degerleri hesaplanirken goz Oniine alinmasi gerektigi uyartlmistir (Buchanan ve
ark.,1999). Benzer sekilde elma sularmin 1sinlanmasinda ise E. coli O157:H7' nin Dy, degerinin
aside diren¢ kazandirilmamis suslarda 0,12-0,21 kGy arasinda degistigi, buna kars1 aside direng
kazandirilmis suslarda bu degerin 0,26-0,35 kGy arasinda oldugu, ayrica elma sularindaki kuru

madde miktar1 arttik¢a 1sinlamaya direncin arttig1 belirtilmistir (Buchanan ve ark.,1998).

Laktik asit bakterilerinin fermentasyon boyunca E. coli O157:H7 {izerindeki antagonistik
etkisi pek ¢ok calisma ile arastirilmaktadir. Laktik asit bakterileri psikrotrof ve patojenleri
buzdolab1 sicakliginda dahi inhibe edebilen metabolitleri salgilama 6zellikleri ile taninmaktadir.
Ornegin Lactobacillus lactis’ in iirettizi H,O,' in pek ¢ok patojen iizerinde inhibisyon etkisinin

oldugu kanitlanmistir (Park ve ark., 1999).

Sucuklarla yapilan bir calismada sucuk hamuruna 10° kob/g diizeyinde E. coli O157:H7
ilave edilmis, olgunlagtirma sonrasinda sadece 3 log indirgeme oldugu saptanmis, vakumla
korunan ambalajlarda 2 ay, vakumsuz olanlarda ise 1 ay siire ile bakteri geri alinabilmistir. Bu
konu iizerindeki farkli bulgular laktik asit bakterilerinin farkli diizeylerde inhibitor etki gosteren

metabolitler iiretmeleri ile agiklanabilir. Nitekim E. coli O157:H7 ilave edilmis kiymalarda
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refakatc1 floranin etkisinin arastirildigi bir calismada yiiksek sayidaki refakat¢i floranin hem
aerobik hem de anacrobik kosullar altinda E. coli O157:H7' nin gelismesini inhibe ettigini,
refakat¢1 floranin yaklasik %80 Lactobacillus sakei olmak iizere laktik asit bakterilerinden
olustugu, kiymalarin dogal refakatgi florasinin E. coli O157:H7 gelismesi lizerinde etkili oldugu
gosterilmistir. E.coli O157:H7 inhibisyonu igin ¢esitli kimyasallar denenmektedir. Bunlar
arasinda klor ozellikle igme ve kullanma sular1 i¢in basarili olarak tanimlanirken, cesitli
dezenfektanlarin organik asitlere gore daha etkili oldugu belirtilmektedir. Yagh ve yagsiz sigir
etleri i¢in klor heksidin, bag doku i¢in hidrojen peroksit, elma saraplarinda %0,1 sodyum benzoat
cozeltisi etkili dezenfektanlar olarak degerlendirilmis ayrica et endiistrisinde kullanilan gida
katkilarindan emiilsifer olarak kullanilan monolaurin ve baharat ekstrakti olan eugenol de yine

etkili bilesikler olarak belirlenmistir (Palumbo ve ark., 1997).

2.4.8. izolasyon ve Identifikasyonu

Sigir orijinli fekal 6rneklerde E. coli O157:H7 tespiti, bakteri sayisinin ¢ok diisiik
olmasindan dolay1 oldukga giictiir. Orneklerden petrilere direkt ekim ydnteminin sensitivite
acisindan yetersiz bulunmasi, farkli zenginlestirme kiiltlirleri ve izolasyon tekniklerinin
gelistirilmesine neden olmustur (Chapman, 2000; Tutenel ve ark., 2003b). E. coli
O157:H7’nin teshis ve izolasyonuna yonelik ¢ok ¢esitli teknikler olmasina ragmen, onerilen
standart bir yontem bulunmamaktadir. Ayrica izolasyon amacgli uygulanan kombine
yontemlerin hi¢ birisinin % 100 duyarli olmadig: bildirilmektedir (Tutenel ve ark., 2003b).
Yapilan ¢alismalarda izolasyon sansini artirabilmek i¢in incelenecek orneklerin taze olmasi ve
laboratuvara zaman gecirilmeden soguk zincirde ulastirilmasi gerektigi Onerilmektedir

(Chapman, 2000).

E. coli O157:H7 serotipinin ¢esitli gidalar, fekal ornekler ve diger klinik ve ¢evre
orneklerinde aranmasi ve teshisine yonelik cesitli kategorilere ayrilmis farkli yontemler
kullanilmaktadir. Bu yoOntemler; serotipin biyokimyasal ozelliklerine dayanan kiiltiirel
yontemler ve sigatoksinlerin neden oldugu sitotoksik etkilere dayanan biyolojik testler,
sigatoksinlere, O157 ve H7 antijenlerine karsi monoklonal ve poliklonal antikorlarin
kullanildigr immunokimyasal yontemler ve niikleik asitler {izerine dayanan yontemleri iceren

gelismis teknikler seklinde iki ana baslik atinda toplanabilir (Park ve ark., 1999).
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Biyokimyasal Ozelliklere Dayanan Kiiltiirel Yontemler

E. coli O157:H7’nin ¢esitli biyokimyasal ozellikleri, kiiltiire dayali ydntemlerin
gelistirilmesine neden olmustur. Buna gore materyallerde E. coli O157:H7’nin varliginin
gosterilmesi sirastyla; selektif bir sivi besiyerinde 6n zenginlestirme, selektif-diferansiyel kati
besiyerine ekim, slipheli kolonilerin biyokimyasal testler ve O157 antiserumu ile lam ya da
tiip aglutinasyon testi yapilarak veya lateks aglutinasyon testi ile E. coli O157 olarak
belirlenmesi ve son olarak da izolatin H7 antijeni igerip i¢ermediginin belirlenmesi

seklindedir (Smith ve Scotland, 1988; Park ve ark., 1999).

E. coli O157:H7 serotipinin kiiltiirel yontemlerle belirlenmesi amaciyla on
zenginlestirme besiyeri olarak en fazla modifiye tryptone soy broth (mTSB) ve modifiye
E.coli broth (mECB) kullanilmaktadir (Okrend ve ark., 1990). Genel olarak, ornekler
homojenize edildikten sonra 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmakta bu siirenin sonunda
selektif-diferansiyel bir kat1 besiyerine ekilmektedir. Tutenel ve ark. (2003b), dogal infekte
sigir digkilarindan E. coli O157 izolasyonunda kullandiklar1 farkli yontemler arasinda 6
saatlik 6n zenginlestirmenin 24 saatlik zenginlestirmeden daha iyi sonug verdigini belirtmistir.
mTSB besiyerine 0,05 mg/l cefixime, 10 mg/l cefsuladin ve 80 mg/l vancomycine ilavesi ile
on zenginlestirme besiyeri daha da selektif hale getirilebilmektedir. Son yillarda ise mTSB
besiyerine 20 mg/l olacak sekilde novobiocin katiliminin selektivite agisindan daha yararl

oldugu bildirilmektedir (Tutenel ve ark., 2003b).

Selektif-diferansiyel kati besiyeri olarak bugiin en yaygin kullanilan sorbitollii
MacConkey (SMAC) agardir. Bu besiyerinin standart MC agardan farki; bilesiminde laktoz
yerine sorbitol bulunmasidir. E. coli O157:H7 serotipi sorbitol negatif oldugu i¢in bu
besiyerinde renksiz koloniler olusturmakta, buna karsin sorbitolii kullanan bakterilerin
olusturdugu asitlik, bir pH indikatorii yardimi ile kolonilerin kirmizi renkte goriilmesine
neden olmakta, bdylece E. coli O157:H7 serotipi sorbitol pozitif bakterilerden ayirt
edilebilmektedir. E. coli O157:H7’nin tespiti icin SMAC agarin, % 100 sensitivite, % 85
spesifite ve % 86 dogruluk payina sahip oldugu bildirilmistir (March ve Ratnam, 1986).

Standart MC agar ve SMAC agarlar, sirasi ile laktoz ve sorbitol reaksiyonlarina dayali
yeterli diizeyde bir ayirt edici 6zellik saglamakla birlikte, her iki besiyeri de olduk¢a zayif bir
selektiviteye sahiptir ve E. coli O157:H7 yaninda pek ¢ok bakterinin de gelismesine neden
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olabilmektedir. Bu nedenle SMAC agar cesitli selektif katkilar ile desteklenmekte ve
besiyerine daha fazla bir selektivite kazandirilmaya calisilmaktadir. Bu amacgla en ¢ok
cefixime ve potassium tellurite kullanilmaktadir. Sefalosporin grubu bir antibiyotik olan
cefixime, Ozellikle sorbitol negatif olan Proteus spp.’nin inhibisyonu i¢in dnem tagimakta
(Chapman ve ark., 1991), potassium tellurite ile desteklendiginde ise E. coli O157:H7 diginda
kalan ve gesitli yontemlerle baskilanamayan E. coli’ leri de 6nemli 6l¢iide etkilemektedir.
Cefixime-Tellurite katkili sorbitol MacConkey (CT-SMAC) agarin, VT olusturmayan diger E.
coli’ lerin iiremesini % 67 oraninda, Proteus spp., Aeromonas spp., Morganella spp. ve
Providencia spp.’nin iiremesini % 97 oraninda inhibe ettigi bildirilmistir (Zadik ve ark.,
1993). Ayrica, ozellikle, E. coli O157 disindaki sorbitol fermentasyonu negatif pek ¢ok
bakteri tarafindan fermente edilen ramnozun bu ayirt edici 6zelliginden yararlanilarak
cefixime-rhamnose katkili sorbitol MacConkey (CR-SMAC) agar gelistirilmistir (Chapman
ve ark., 1991). CT-SMAC agarin, 6zellikle sigir diskilarindan E. coli O157:H7 izolasyonunda
CR-SMAC agara gore daha uygun ve daha duyarli oldugu bildirilmektedir. Ayrica digki
orneklerinden izolasyon i¢in en duyarli selektif besiyeri olarak CT-SMAC agar

onerilmektedir (Zadik ve ark., 1993; Tutenel ve ark., 2003b; Miiler ve Ehlers, 2005).

E. coli O157:H7 izolasyonunda Fluorocult E. coli O157:H7 agar gibi florojenik
ozellikteki besiyerlerinden de yararlanilmaktadir. Besiyeri, bakterinin [-glukuronidaz
Ozelliginin tespitinde kullanilmaktadir. Besiyerinin icerisinde florojenik bir substrat olarak
bulunan MUG, UV 15181 altinda floresans 151k vermekte, B-glukuronidaz 6zelligi bulunmayan
E. coli O157:H7 ise floresans 151k gostermemektedir (Manafi ve Kremsmaier, 2001). Noveir
ve Halkman (2000) yaptiklar1 bir ¢alismada SMAC agarin, Fluorocult E. coli O157:H7 agara
gore daha iyi sonu¢ verdigini ve Fluorocult E. coli O157:H7 agarda hatali pozitif sonuglar

alinabilecegini bildirmistir.

E. coli O157:H7’nin negatif olan B-glukuronidaz 6zelliginden yararlanilarak SMAC
agara kromojenik bir substrat olan 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronide (BCIG)
eklenerek SMAC-BCIG adiyla bir kromojenik agar daha gelistirilmistir (Okrend ve ark.,
1990). E. coli’lerin %96-98’i B-glukuronidaz enzim aktivitesine sahiptir ve bu enzim,
besiyerinde bulunan BCIG ile reaksiyona girerek, mavi-mor renkli koloniler olusturur. E. coli
O157:H7 ise B-glukuronidaz enzim aktivitesine sahip olmadig i¢in besiyerinde renksiz seffaf

gbriintimlii koloniler olusturur (Okrend ve ark., 1990; Manafi ve Kremsmaier, 2001). Okrend
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ve ark. (1990), SMAC-BCIG agarin, sadece SMAC agarla karsilastirildiginda hatali sonug

oranini % 36 oraninda azalttigin1 bildirmistir.

Kiiltiirel yontemlerle E. coli O157:H7 aranmasinda diger bir asama, kati besiyerinden
izole edilen siipheli kolonilerin biyokimyasal testler ile tanimlanmasidir (March ve Ratnam,
1989; Park ve ark., 1999). Biyokimyasal testler agisindan E. coli O157:H7; H,S; VP, sitrat
testleri, iireaz aktivitesi ile sorbitol ve sellobiyoz fermentasyonu negatif; indol, MR, lizin
dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz testleri, glukozdan asit ve gaz olusturma yetenegi ile
laktoz fermentasyonu pozitiftir (Chapman ve ark., 1997). Ayrica sukroz, arabinoz, trehaloz,
mannitol, maltoz, ramnoz, ksiloz, rafinoz ve dulsitol fermentasyonlari pozitif; salisin, eskiilin,
arjinin dihidrolaz, adonitol, inositol ve potasyum siyaniir (KCN) reaksiyonlar1 ise negatif

olarak bildirilmektedir (Ratnam ve ark, 1988).

Fekal ornekler ve gida orneklerinden, ozellikle de ¢ig siitlerden sikg¢a izole edilen
Escherichia hermannii; biyokimyasal ve serolojik 6zellikleri bakimindan E. coli O157:H7’ye
benzemekte ve sorbitol negatif olup, E. coli O157 antiserumu ile aglutine olabilmekte,
bdylece E. coli O157:H7 ile karigtirilabilmektedir. Aralarinda ayirim yapilabilmesi ise E.
hermannii’nin pozitif olan sellobiyoz fermentasyonu ile saglanabilmektedir. Bu amagla
sellobiyozlu MacConkey (CMAC) agar kullanilarak selektivite artirilmakta ya da izolatlara
sellobiyoz seker testi yapilarak fermentasyon sonucu degerlendirilmektedir (March ve

Ratnam, 1989).

Genellikle, VT iireten E. coli O157:H7 ve E. coli O157:H serotipleri, Beutin ve ark.
(1988) tarafindan baz1 EPEC suslarinda rastlanan f-hemolizin ve a-hemolizinden morfolojik,
genetik ve immunolojik olarak farkli oldugu saptanan enterohemolizin olugturmaktadir. Daha
sonra yapilan calismalarda enterohemolizinin sadece yikanmis koyun kanli agarda 37 °C’de
18-24 saatlik inkubasyon sonrasi saptanabildigi ve hemoliz zonunun koloninin altinda veya
etrafinda bulanik goriiniiste, dar capli oldugunu bildirilmistir. Buna karsilik a-hemolizinin 37
%C’de 3 saatlik inkubasyon sonrasinda yikanmamis koyun kanli agarda kolayhkla

saptanabildigini belirtilmistir (Beutin ve ark., 1993).

Lateks aglutinasyon testi, E. coli O157 suslarinin serolojik olarak belirlenmesinde
yaygin bir bicimde kullanilmaktadir. Bu test iki adet lateks soliisyonu icermektedir. Test

soliisyonu; E. coli O157 antijenine spesifik tavsan antikorlari ile sensitize edilmis lateks
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partikiillerinden olugmakta, kontrol soliisyonu ise pre-immun tavsan globulinleri ile sensitize
edilmis lateks partikiilleri icermektedir. Test edilecek kiiltiirler, SMAC agarda iiretildikten
sonra sorbitol negatif koloniler lateks testine tabi tutularak test sonucu bir dakika icerisinde

tespit edilebilmektedir (March ve Ratnam, 1989).

E. coli O157:H7 aranmasindaki son asama ise E. coli O157 olarak saptanan izolatin
H7 antijeni igerip icermediginin belirlenmesidir. Bu amagla H7 antiserumu c¢esitli
besiyerlerine eklenerek immobilizasyon testi (Farmer ve Davis, 1985; Murinda ve ark., 2002)
uygulanmakta ya da H7 antiserumu ile lam ya da tiip aglutinasyon testi yapilmaktadir (Park

ve ark., 1999).

Gelismis Teknikler

E. coli O157:H7’nin teshisine yonelik giderek gelisen analiz teknikleri igerisinde basta
immunoenzimatik yontemler olmak {izere cesitli analiz yontemleri iizerinde c¢alisilmakta,

bunlarin bir kismu ticari olarak iiretilip pazarlanmaktadir (Halkman ve ark., 2001).

E. coli O157:H7’nin sigatoksinleri, Vero hiicreleri {izerinde karakteristik sitopatik
etkiler olusturmaktadir. Bu Ozellikten yararlanilarak toksinlere spesifik antikorlarin
kullanildig1 notralizasyon tesleri uygulanmaktadir (Park ve ark., 1999). Ayrica
verositotoksinlerin tespiti amaciyla sitotoksitite testlerinin yani sira pasif aglutinasyon,
Enzyme-Linked Immunsorbent Assay (ELISA), immunblot teknikleri, Polymerase Chain
Reaction (PCR) ve DNA hibridizasyon tekniklerinden de yararlanilmaktadir (Chapman, 2000;
Bettelheim ve Beutin, 2003).

Gilinimiizde E. coli O157:H7 analizlerinde Enzyme Immuno Assay (EIA), ELISA,
PCR, multipleks PCR ve immunomanyetik separasyon (IMS) teknikleri kullaniimaktadir
(Park ve ark., 1999; Fode-Vaughan ve ark., 2003; Osek, 2003).

Immunokimyasal yontemlerin ¢ogunda, E. coli O157:H7’nin “O” antijeni ya da tiim
antijenlerine kars1 gelistirilmis antikorlar kullanilmaktadir. Fakat ¢ogunlukla hatali pozitif

sonuglar alnabildigi ve teshis i¢in bu yontemlerin sensitivitesinin yeterli olmadigi
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belirtilmektedir. ELISA’nin, kullanilan monoklonal ya da poliklonal antikorlar ile bu hatal
pozitiflik oranin diisiirdiigii bildirilmektedir (Padhye ve Doyle, 1992; Park ve ark., 1999).

Niikleik asit esashi analizler, agirlikli olarak DNA stx geni ya da eae genine spesifik
DNA probu kullanilan yontemler ve PCR analizleri olarak iki grupta incelenmektedir. Stx
genine 6zel niikleik asit esasl testler, sadece Stx {ireten patojenlere spesifik olmakla birlikte,
E. coli’ nin 60 kadar farkli serotipi ve Citrobacter freundii’ nin de Stx II varyantlarin
tiretebilmesi nedeniyle E. coli O157:H7’nin dogrudan belirlenmesinde kullanilamamaktadir.
Benzer sekilde eae genine spesifik yontemlerde de sadece E. coli O157:H7 degil, EPEC
suslar1 da pozitif sonu¢ vermektedir (Park ve ark., 1999; Martinez ve ark., 2007).

Gida numuneleri ve fekal orneklerde E. coli O157:H7’nin belirlenmesinde PCR
(Fode-Vaughan ve ark., 2003) ve multipleks PCR (Osek, 2003) teknikleri de kullanilmaktadir.
Ozellikle, multipleks PCR’1n, sensitivite ve spesifitesi yiiksek bulunurken, gida ve cevresel
orneklerin rutin analizleri i¢in olduk¢a kompleks ve pahali oldugu belirtilmektedir (Park ve

ark., 1999; Kehl, 2002).

Son yillarda IMS yontemi ile ¢alisan sistemler iizerinde yogun bir ilgi vardir. IMS
yontemi E. coli O157’ ye spesifik antikorlarla kaplanmis manyetik boncuklardan olusan
selektif bir zenginlestirme yOntemi olarak kabul edilmektedir (Tomayasu, 1998). Sigir fekal
orneklerinde E. coli O157:H7’ nin belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢aligmada enzim
immunoassay ve immunomanyetik separasyon tekniklerinin duyarli ve giivenilir bulundugu
belirtilmistir (Chapman ve ark., 1997). Bunun yani sira Japonya’ daki c¢ogu salginda,
infeksiy6z etkeni IMS ile identifiye edebilmenin olduk¢a giic oldugu ve bu nedenle siipheli
gidalardaki az sayida mikroorganizmayi izole etmek i¢in daha duyarli yontemlere gereksinim

duyuldugu belirtilmistir (Tomayasu, 1998).

Immunomanyetik ayirim (Immunomagnetic separation) teknigi gida maddelerinde ve
diger drneklerde mikroorganizmalarin aranmasinda kullanilan hizli, yiliksek spesifiklige sahip
ve uygulamasi basit bir yontemdir. Bu yontemin prensibi spesifik immiinokimyasal ajanlar
(monoklonal, poliklonal ve rekombinant antikorlar) ile kaplanmis manyetize olabilir
boncuklar kullanilarak istenen mikroorganizmanin belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Bu

boncuklar karigik bir silispansiyon icinde bile spesifik olarak aranan mikroorganizmayi
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yakalayabilmektedir. Bu yonteme gore gelistirilmis, E. coli O157 aranmasinda kullanilan

Dynabeads anti E. coli O157 kitleri bulunmaktadir (Fu ve ark., 2005).

Zenginlestirme

E. coli O157:H7' nin =zenginlestirilmesinde kullanilan besiyerlerinden bazilari
modifiye Tryptic Soy Broth (mTSB), EHEC Enrichment Broth (EEB), Trypticase Novobiocin
(TN) Broth veya Lauryl Sulphate Triptose Broth besiyerlerinden biri veya birkagi birlikte
kullanilmaktadir. Buna gore 10-25 g gida maddesi 90-225 ml siv1 besiyerinde homojenize
edilmekte ve 37 °C' de 6-24 saat inkiibasyona birakilmaktadir. Zenginlestirme besiyerinde
antibiyotik kullammindan baska inkiibasyon sicakhigimn 43-44 °C' ye ¢ikarilmasi ile de
refakatci flora baskilanabilmektedir. mTSB besiyerinin bilesimine filtre ile sterilize edilmek
tizere cefixime 0,05 mg/l ; cefsulodin 10,0 mg/l ve vancomycin 8,0 mg/I ilavesi ile besiyerinin

seciciligi artiritlmaktadir (Tutenel ve ark., 2003b, Omisakin ve ark., 2003).

izolasyon

Kat1 besiyerleri kullanilarak E. coli O157:H7 izolasyonunda, bu serotipin sorbitol
negatif, B-D-glukuronidaz negatif olma Ozelliginden yararlanilmaktadir. Standart yonteme
gore E. coli O157:H7 izolasyonunda Sorbitol MacConkey Agar (SMAC), HC (HC;
hemorrhagic colitis) Agar ve Cefixime-Tellurite SMAC (CT SMAC) Agar besiyerleri
kullanilmasi 6nerilmektedir. SMAC Agar besiyerinde 35 °C' de 18 saat inkiibasyon sonunda
sorbitol negatif koloniler soluk pembe veya renksiz, pozitif E. coli tiirleri ve diger enterikler
ise parlak pembe renkte koloni olusturmaktadirlar. SMAC Agar besiyerinin bilesimine MUG
katilarak glukuronidaz aktivitesi de tespit edilebilecegi gibi, bilesiminde MUG bulunan
Fluorocult E. coli O157 Agar gibi bir besiyerine sorbitol negatif kolonilerden siirme yapilarak

da fluoresan negatif koloniler izole edilebilmektedir (March ve Ratnam, 1986).

E. coli O157:H7 aranmasinda kullanilan diger besiyeri, sorbitol ve MUG igeren HC
Agar besiyeridir. HC Agar besiyerinin bilesiminde MUG yerine 5-bromo-4-chloro-3-indoxyl-
B-D-glucuronide (BCGI) de kullanilabilmektedir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta
inkiibasyon siiresi uzar ise fluoresansin tiim besiyerinin ylizeyine yayilacagidir. Son
zamanlarda E. coli O157:H7 izolasyonunda CT-SMAC besiyerinin kullanimi giderek

yayginlagsmaktadir. Besiyerinin bilesiminde bulunan antibiyotikler diger mikroorganizmalarin
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gelismesini etkili bir sekilde dnlemektedir. Bu besiyerinin bilesimi SMAC agar ile ayn1 olup,
sterilizasyon isleminden sonra filtre ile sterilize edilmis potasyum telliirit (2,50 mg/l) ve

sefiksim (0,05 mg/l) katilarak hazirlanmaktadir (Zadik ve ark., 1993; Tutenel ve ark., 2003b) .

CT-SMAC agar besiyeri kullanilmasi durumunda standart yonteme goére Once 25 g
gida ornegi 225 ml EEB icerisinde homojenize edildikten sonra 37 °C' de calkalamali
inkiibatorde 6 saat inkiibe edilir. Buradan 0,1 ml 6rnek alimip CT-SMAC agar iizerine ekim
yapilarak 37 °C' de 24 saat inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonunda sorbitol pozitif
koloniler pembe veya kirmizi renkte, tipik O157:H7 kolonileri ise renksiz veya dumanimsi gri
renkte 1-2 mm c¢apinda koloniler olusturmaktadir. Eger CT-SMAC agar {izerinde tipik
koloniler yoksa zenginlestirme asamasi1 24 saate ¢ikarilarak analiz tekrarlanir (Okrend ve ark.,

1990).

Dogrulama

Selektif besiyerinde gelisen tipik kolonilerden birkag¢ tane alinarak icerisinde % 0,6
oraninda maya ekstrakt: bulunan yatik Tryptic Soy Agar (TSAYE; Tryptic Soy Agar Yeast
Extract) besiyerine ekim yapilir. 37 °C' de bir gece inkiibasyonun ardindan gelisen
mikroorganizmalara nokta indol testi uygulanir. Bunun i¢in yatik agardan bir 6ze 6rnek
aliarak Kovac's ayiraci ile 1slatilmis filtre kagidi tizerine konulur ve renk degisimi gozlenir.
Enterohemorajik E. coli tiirleri reaksiyona pozitif sonu¢ vermektedir. Dogrulama amaciyla
kullanilan diger testler; Lateks agliitinasyon testleri, Shiga-like toksin (SLT I ve SLT) I ve II

testleri, koloni hibridizasyonu ve ¢esitli ticari testlerdir.

Zenginlestirme asamasinda kullanilan mTSB besiyerinde, izolasyonda kullanilan
SMAC Agar ve HC Agar besiyerlerinde eger drnekte koliform sayisi ¢ok fazla ise O157 'nin
gelisimi maskelenebilmektedir. Ayrica Escherichia hermani ve Citrobacter freundii gibi bazi
enterik bakteriler benzer biyokimyasal 6zelliklerinden dolay1 izolasyonda yanlis negatif
sonuclarin alinmasina neden olabilmektedir (Sayah ve ark., 2005). E. coli tiirlerinin biiyiik
cogunlugu sorbitolii fermente edebilmelerine karsin izolatlarin %6'sinin sorbitolii fermente
edemedikleri bilinmektedir. Gida 6rneginde bodyle atipik suslarin bulunmasi durumunda CT-
SMAC Agar besiyerinde O157:H7' ye benzer koloniler olusturmaktadirlar. Bu durumda
yapilmas1 gereken glukuronidaz aktivitelerine gore yanlis negatif sonu¢ veren kolonilerin

ayirt edilmesidir. E. coli O157:H7 aranmasinda kullanilan diger baz1 besiyerleri arasinda
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Phenol Red Sorbitol (PRS) agar, modifiye Eosine Methylen Blue (mEMB) agar sayilabilir
(Riley ve ark., 1983).

Tanimlama

Selektif zenginlestirme ve kati besiyerinde inkiibasyon asamalarindan sonra
izolasyonu yapilan kiiltiirlerin E. coli O157:H7 serotipi olduklarmin, E. coli O157:H7 lateks
test kitleri (Oxoid), E. coli O157 ve E. coli H7 antiserumlari ve biyokimyasal testler

uygulanarak dogrulanmasi gerekmektedir (Ratnam ve ark., 1988; Chapman ve ark., 1997).

Lateks agliitinasyon dogrulama testi E. coli O157:H7'nin hizli identifikasyonu igin
kullanilan bir test kitidir. E. coli O157:H7 lateks testi gida sanayinin kullanimina sunulan,
yiiksek duyarliga sahip bir yontemdir. Kit, iki adet lateks soliisyonu igermektedir. Test
soliisyonu, E. coli O157 antijenine 6zel, tavsandan elde edilen antikorlarla kaplanmis lateks
partikiillerinden olusmaktadir. Kontrol soliisyonu ise pre-immun halde tavsan globulinleri
icermektedir. Test edilen kiiltiirler SMAC Agar tizerinde gelistirildikten sonra sorbitol negatif
olan kolonilere lateks testi uygulanmakta ve test sonucu bir dakika iginde tespit
edilebilmektedir. Ancak bu testte dikkat edilmesi gereken bir nokta; ¢ig siit ve dana eti gibi
gidalardan izole edilen E. hermannii 'nin de sorbitol negatif olup, E. coli O157 antiserumu ile
agliitine olabilmesi ve bdylece E. coli O157:H7 ile karistirilabilmesidir. Bunu 6nlemek igin,
ozellikle gidalarda bulunan E. hermannii 'nin izolasyonunda, SMAC Agar besiyeri ile birlikte
Sellobiyoz-MacConkey Agar besiyerinin de kullanilmasi gerekmektedir. Ayrica mutlaka H7
antiserumu ile kontrol edilmesi ve KCN 'de tireme testlerinin yapilmasi gerekmektedir. E. coli
O157:H7 sellobiyoz ve KCN 'de lireme negatif, H7 antiserum kontroliinde ise pozitif sonug

vermektedir (March ve Ratnam, 1989).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismada Samsun ilinde yeralan biri 6zel digeri belediye mezbahasi olmak {izere
toplam iki mezbahada Aralik 2006 — Mart 2007 tarihleri arasinda kesilen toplam 100 sigir
karkas1 ve aymi karkasa ait 100 rektal svap Ornegi materyal olarak kullanildi. Sigirlar
kesildikten ve derisi yliziildiikten hemen sonra rektal svap oOrnekleri alindi. Her bir sigir
karkasindan yine svap yontemiyle toplam 200 cm?’lik alandan 6rnek alindi. Bu amagla her bir
sigir karkasinin 100’er cm?®’lik (10 x10 ¢cm) boyun ve arka bacak (but) bdlgelerinden svap
yontemiyle ornekler alindi (Anon, 1997). Boyun ve bacak bolgelerinden alinan svap 6rnekleri
birlestirildi ve bir 6rnek olarak degerlendirmeye alindi. Bu sekilde toplam 200 6rnek E. coli
0157 ve E. coli O157:H7 izolasyonu ve identifikasyonu amaciyla analiz edildi. Elde edilen

izolatlar daha sonra stx1 ve stx2 genlerinin varlig1 yoniinden multipleks PCR ile analiz edildi.
3.1. Zenginlestirme islemi

Bu amagla novobiocine (20 mg/l") (Sigma) igeren modifiye Tryptone soy broth
(mTSB-Oxo01d-CM 989, Basingstoke, England) kullanildi. Alinan svaplarin her biri i¢lerinde
10 ml mTSB ihtiva eden tiiplere konuldu ve tiipler 41,5 °C’de 18-24 saat siireyle inkiibasyona
birakildi (Sheng ve ark., 2006).

3.2. Immuno Magnetik Separasyon Islemi (IMS)

Islemler iiretici firmanin prosediiriinde belirttigi sekilde yapildi (Dyneabeads- anti-E.
coli O157-710.04, Dynal). Kisaca; 1,5 ml’lik ependorf tiipler magnetik aksami ¢ikarilmis
Dynal Magnetic Particle Concentrator (MPC)-S aletine yerlestirildi. Daha sonra 20 pul
Dynabeads-anti E. coli O157 ve bunu takiben 1 ml zenginlestirme sivist ilave edildi ve
ependorf tiiplerinin agz1 kapatildi. Karisim bir ka¢ kez alt {ist yapildiktan sonra, Dynal
Mixer’e (Dynal-MX4) yerlestirildi ve oda 1sisinda 10 dakika karistirildi. Daha sonra Dynal
MPC-S’in magnetik aksami takildi ve 3 dakika oda 1sisinda bekletildi ve ependorf tiiplerinin
agzi1 agildi ve siipernatant kismi tiiplerden uzaklastirildi. Daha sonra magnetik aksam ¢ikarildi
ve her bir tiipe 1 ml yikama soliisyonu PBS (Phosphate Buffered Saline ile Tween 20, Sigma,
P3563-10PAK) ilave edildi. Tiiplerin kapaklar1 kapatilarak, pelet ile yikama soliisyonlarinin
resiispansiyonu gerceklestirildi ve tekrar magnetik kissm MPC-S’a takilarak mixerda 3 dakika

daha oda 1sisinda bekletildi. Devam eden siirecte magnetik aksam tekrar ¢ikarildi ve her bir
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tiipe 1 ml yikama soliisyonu (tween20 PBS) ilave edildi ve ependorf tiiplerinin agzi agildi ve
stipernatant kismu tliplerden uzaklastirildi. Ayni islem bir kez daha tekrarlandi. Magnetik
kisstm MPC-S’dan uzaklastirildi ve tiiplerin her birine 100 pul yikama solusyonu PBS
(Phosphate Buffered Saline ile Tween 20, Sigma, P3563-10PAK) ilave edildi ve vortekste
karistirildi (Tomayasu, 1998; Ogden ve ark., 2001; O’Brein ve ark., 2005; Nou ve ark., 2006).

3. 3. E. coli 0157 ve E. coli 0157:H7’nin izolasyonu

IMS islemini takiben, 50 ul beads-bakteri resiispansiyonu Telliirite (2,5 mg/l™)
Cefixime(0,05 mg/I™)-Sorbitol Mac Conkey (CT-SMAC) agara (Oxoid-CM 813, Supl. SR
172 E, Basingstoke, England) yayma plak yontemiyle gecildi ve plaklar 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu takiben, plaklarda iireyen sorbitolii fermente etmeyen
stipheli 5 koloni secildi ve bu siipheli koloniler Yeast Ekstract-Tripticase Soy Agara (YE-
TSA) (Oxo0id-CM 131-L21, Basingstoke, England) ¢izme yontemiyle gegilerek subkiiltere
edildi ve plaklar 37 °C’de 24-48 saat siireyle inkiibe edildi (Terrance ve ark., 2007a;
Sanderson ve ark., 2007).

3. 4. Dogrulama testleri

YE-TSA agar plaklarda iireyen kolonilere nokta indol testi yapildi ve indol pozitif
koloniler degerlendirmeye alind1 ve Motility Test Agar’da (Acumedia 7247) hareketlilik testi
yapildi. Aym1 zamanda YE-TSA agardan MUG reaksiyonu icin direkt olarak 4-
methylumbelliferly —B-D-Glucuronide (MUG) igeren Sorbitol Mac Conkey agara (SMAC-
MUG Supl. Oxo0id-BR 071 E, Basingstoke, England) ¢izme yontemi ile gegildi ve plaklar 37
%C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. UV 15181 altinda (366 nm dalga boyunda) yesil veya mavi
floresans 151k veren koloniler MUG pozitif olarak degerlendirildi. E. coli O157 ve E. coli
O157:H7 serotiplerinin MUG reaksiyonu negatif olmasi nedeniyle MUG-negatif koloniler E.
coli O157 ve/veya E. coli O157:H7 yo6niinden siipheli kabul edildi. Bu siipheli kolonilere daha
sonra sellobiyoz (Fluka- 22150) fermentasyon testi uygulandi. Bu amagla sellobiyoz igeren
Purple Broth Base (Difco-0227-01-6) kullanildi. Siipheli koloniler sellobiyoz igeren purple
broth base tiiplerine inokiile edilerek 37 °C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakildi.
Sellobiyoz fermentasyon negatif koloniler degerlendirmeye alindi. Sonugta, sorbitolii
fermente etmeyen, indol pozitif, hareketlilik pozitif, MUG negatif, sellobiyoz fermentasyonu

negatif koloniler se¢ildi ve bu kolonilere O157 antiserumu (Denka Seiken,210753, Tokyo,
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Japan) ile lamda agliitinasyon testi yapildi. Agliitinasyon pozitif koloniler E. coli O157 olarak
degerlendirildi. E. coli O157 pozitif kolonilere daha sonra H7 (Denka Seiken, 211057, Tokyo,
Japan) antiserumu ile lamda agliitinasyon testi yapildi ve agliitinasyon pozitif koloniler E.
coli O157:H7 olarak degerlendirildi (Paton ve Paton, 2005; Pao ve ark., 2005; Oporto ve ark.,
2008).

3.5. E. coli O157 ve E. coli O157:H7 izolatlarinda Shiga toksin iiretiminden sorumlu
stx1 ve stx2 genlerinin Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polimerase chain

reaction= PCR) ile belirlenmesi

Bu amagla Paton ve Paton (1998), Osek ve Gallien (2002) ile Fitzmaurice ve ark.
(2004)’ nin  gelistirdikleri PCR metodlar1 referans olarak alinmistir. Pozitif kontrol susu
olarak E.coli O157:H7 ATCC 43895 susu referans olarak kullanilmstir.

3.5.1. Saf Template DNA’nin Elde Edilmesi

Saf template DNA elde edilmesi amaciyla kaynatma yontemi kullanildi. Elde edilen
izolatlar TSA’da 37 °C’de 24 saat siireyle inkiibe edildi. Ureyen saf koloniler, 500 ul steril
distile su igeren mikrosantrifiij tiiplerinde siispanse edildi. Elde edilen siispansiyon 95 °C’lik
su banyosunda (Memmert) 10 dk siireyle tutuldu. Bu siire sonunda, mikrosantrifiij tiipleri 10
000 rpm’de 10 dk siireyle santrifiij (Hettich- Universal- 320R) edildi. Santrifiigasyonu
takiben, DNA igeren siipernatant kisim, Dnase/Rnase free mikrosantrifiij tiiplerine alind1 ve

PCR’da template DNA olarak kullanilmak iizere -20 °C’ye kaldirild1.

3.5.2. Amplifikasyon islemi

Ilgili genlerin amplifikasyonu amaciyla toplam 50 mikrolitrelik PCR karisimi
hazirlandi. Hazirlanan karisim 200 mM dNTP, her bir primerden 250 nM, 1U Taq polimeraz,
10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0.1% jelatin, 0.1% Tween 20 ve 10
mikrolitre template DNA igerdi. Thermalcycler 94 °C’de 10 dk 6n denatiirasyonu takiben, 94
°C’de 1 dk, 60 °C’de 1 dk, 72 °C’ de 1 dk olmak iizere 30 siklus amplifikasyon ve 72 °C’de 7
dk son uzama asamasi1 olacak sekilde programlandi. PCR karigimi, amplifikasyon amaciyla

thermalcycler’a (Biorad- MJMini) kondu.
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PCR’da kullanilan primerlerin gen dizisi asagida verilmistir (Paton ve Paton, 1998;

modified by Fitzmaurice, 2003).

stx] F ATA AAT CGC CAT TCG TTG ACT AC

stx]I R AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC (180 bp)
stx2 F GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC

stx2 R TCG CCA GTT ATC TGA CAT TCT G (255 bp)

3.5.3. Elektroforez islemi

Amlifiye edilen PCR iiriinleri %1,5 ethidium bromide iceren, %2’lik agaroz jel’de
90V’ta 90 dak elektroforez ( Biorad- Powerpac basic) islemine tabi tutuldu. Elektroforez
isleminde 100 bp’lik marker kullanildi.

3.5.6. Bantlarin degerlendirilmesi

Elektroforez sonucu olusan bantlar UV illuminatériinde ( WUV-L50 ) ile incelendi ve

180 bp’lik bantlar stx1 i¢in, 255 bp’lik bantlar stx2 i¢in pozitif kabul edildi.
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4. BULGULAR

Samsun ilinde yeralan biri 6zel digeri belediye mezbahasi olmak iizere toplam iki
mezbahada, Aralik 2006 — Mart 2007 tarihleri arasinda kesilen sigir karkaslarindan alinan
toplam 200 svap 6rnegi E. coli O157 ve E. coli O157 varligi yoniinden analiz edildi. Analiz
sonuglar1 Tablo 4.1. ve Sekil 4.1.’de gdsterilmistir. izolatlara aym zamanda stx1 ve Stx2 gen

varligini belirlemek amaciyla multipleks PCR uygulandi. Sonuglar sekil 4.2°de gosterildi.
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Tablo 4.1: Sigir karkas ve rektal svap orneklerinde E. coli O157 ve E. coli O157: H7 izolasyon oranlari ile izolatlardaki stx1 ve stx2 genlerinin dagilin

E. coli 0157 E. coli E. coli O157 stx1 | E. coli O157stx2 | E. coli O157 stx1 ve E. coli
O157:H7 gen varhgi gen varhgi stx2 ortak gen O157:H7
varhgi stx1 ve stx2
ortak gen
varhgi
Yalniz sigir karkasi (n=100) 8 (8,0) 1(1,0) 0(0,0) 2(2,0) 3(3,0) 1(1,0)
Yalniz Sigir rektum (n=100) 9(9,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 3(3,0) 0 (0,0)
Ayn1 Sigira ait karkas ve 13(7,5)
rektal Orneginin her 16 (8,0) 1(0,5) 0(0,0) 0(0,0) *1 karkas, 0 (0.0)
ikisinden (n=200) *#2 rektum
(14 karkas, 15
rektum)
Toplam sigir karkasindan
(n=100) 24 (24,0) 2 (2,0) 0 (0,0) 2 (2,0) 17 (17,0) 1(1.0)
Toplam rektal 6rnek (n=100) 25 (25,0) 1(1,0) 0(0,0) 0(0,0) 18 (18,0) 0 (0,0)
Genel Toplam (n=200) 49 (24,5) 3(1,9) 0(0,0) 2 (1,0) 35(17,5) 1(0.5)

*Sadece karkas orijinli E. coli O157 izolatinda belirlendi, **sadece rektal orijinli E. coli O157izolatinda belirlendi
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Sekil 4.2. Calismada elde edilen izolatlarin Shiga toksin 1 (Stx1) ve Shiga toksin 2 (Stx2) genlerinin Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR, PCR) ile gosterilmesi. M:
Marker(100-1031 bp); Kontrol: Referans sus. E.coli O157:H7 ATCC 43895, K: Karkas izolati; R: Rektum izolat1
*: E.coli O157:H7 pozitif numuneler.
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Toplam Sigir Karkasi (n=100)

O Toplam Rektal Ornek (n=100)

B Genel Toplam (n=200)

Sekil 4.1. Sig1r karkas ve rektumlarindan alinan svap drneklerinden izole edilen E. coli 0157 ve E. coli O157:
H7 ile stx1 ve stx2 gen varliklarinin dagilimi (karkas drnegi i¢in n= 100, rektal 6rnegi igin n=100, toplam
n=200).

Analiz bulgular1 ¢ercevesinde, analiz edilen toplam 100 sigirdan alinan 200 6rnegin
(100 karkas ve 100 rektum) 49’unda (% 24,5) E. coli O157, 3’inde (%1,5) ise E. coli
0157:H7 saptanmustir. izole edilen 49 E. coli 0157 izolatinin 2 (% 4,08)’sinde yalnizca stx2,
35 (%71,42)’inde stx1 ve stx2 genlerin her ikiside saptanirken, 12 (%24,48) izolatta ise bu iki
genlerin varlig1 saptanamadi. 3 E. coli O157:H7 izolatinin ise yalnizca karkastan izole edilen

1 (%0,5) E. coli O157:H7 izolatinda stx1 ve stx2 genlerin ikisine de sahip oldugu saptanirken,
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diger iki izolatta bu genlerin varligi saptanamadi. E. coli O157 analiz edilen 100 sigir
karkasinin 24 (%24)’tinden, 100 rektal svap orneginin ise 25 (%25)’inden izole edildi. E. coli
O157:H7 ise sigir karkasinin 2’ sinden (%2) ve rektal svap Orneginin ise 1 (%1)’inden
identifiye edildi. Izolatlarda stxl ve stx2 gen varliklarim belirlemek amaciyla yapilan

multipleks PCR sonuglar1 Sekil 4.2.’de gosterilmistir.

Izole edilen 49 (% 24,5) E. coli O157 izolatlarinin alinan érneklere gére dagilimi ise
sOyledir: 8’1 sadece sigir karkasindan, 9’u sadece rektal svap orneginden ve 16’sar izolat ise
ayni si@irin hem karkas hem de rektal svap 6rneklerinden izole edildi. E. coli O157:H7 ise bir
sigirin hem karkas hem de rektal svap orneginden toplam iki izolat ile bir sigir karkasindan
identifiye edildi. Sonu¢ olarak sigir karkasindan %2 ve rektal orneklerden %1 oraninda
identifiye edildi. stx1 ve stx2 gen varligi dagilimu ise, 8 sigir karkasindan izole edilen E. coli
0157 izolatinin 2’sinde Stx2, 3’tinde stx1 ve stx2 genlerinin her ikisi de saptanirken, 3 izolatta
bu iki genin varligi saptanamadi. Rektal svap Orneklerinden izole edilen 9 E. coli O157
izolatinin 3 (%3,0)’linde stx1 ve stx2 genlerinin her ikiside saptanirken, 6 izolatta bu iki genin
higbirisi saptanamadi. Ayn1 sigira ait 16’sar karkas ve rektal olmak {izere toplam 32 E. coli
0157 izolatindaki bu iki gen varliginin dagilimi ise, 14 karkas ve 15 rektal 6rneginden izole
edilen E. coli O157 izolatinda stx1 ve stx2 genin her ikiside saptanirken, 3’iinde bu iki genin
varlig1 saptanamadi. Bir baska deyisle, ayni sigira ait 13’er karkas ve rektal 6rneginde bu iki
genin her ikiside saptandi. Diger 3 sigira ait karkas ve rektal drneklerden izole edilen E. coli
0157 izolatinda ise, 1 sigira ait karkas ve rektal drneklerden sadece karkastan izole edilen E.
coli O157 izolatinda bu iki gen saptanirken, rektal svap 6rneginden izole edilen E. coli O157
izolatinda saptanamadu. Iki s1gir karkas ve rektumundan izole edilen E. coli 0157 izolatlarinin
sadece rektumlardan izole edilen izolatlarda bu iki gen varlig1 saptanirken, karkaslara ait E.

coli O157 izolatinda ise bu iki gen varligi saptanamadi (Tablo 4.1.).
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5. TARTISMA

E. coli O157:H7 infeksiyonlar1 i¢in ruminantlar, 6zellikle de sigirlar ve siit inekleri
primer rezervuarlar olarak kabul edilmekte ve sigir populasyonlarinda yapilan ¢aligsmalarda E.
coli O157:H7 prevalansmin ABD’nde % 2 - % 45 arasinda (Wells ve ark., 1991), Ingiltere’de

% 4,0 - % 15,7 arasinda degistigi (Chapman ve ark., 1993), g¢esitli Avrupa lilkelerinde ise
oranin % 1,0-% 13,0 arasinda oldugu (Blanco ve ark., 2001) bildirilmektedir.

E. coli O157:H7 serotipi sigir ve siit inekleri disinda saglikli koyun, kegi (Wales ve
ark., 2005), manda (Galiero ve ark., 2005), domuz, kedi, kopek ve kanatli hayvanlar gibi evcil
hayvanlar (Beutin, 1999b) ile bizonlar, rengeyikleri, ayilar, yavru foklar ve penguenler gibi
dogal hayata uyum saglamis diger hayvanlardan da izole edilebilmis ve bu hayvanlar ile yakin
temasta bulunan evcil hayvanlara bulasmanin olabilecegi belirtilmistir (Kudva ve ark., 1996;
Mainil, 1999; Wasteson ve ark., 1999; Li ve ark., 2004). Sri Lanka’da diyareli manda
yavrularinda VTEC’lerin varligin1 gosteren ilk aragtirmacilar olan Mohammad ve ark. (1985),
izole ettikleri VTEC’ler arasinda E. coli O157 serotipinin bulunmadigini bildirmislerdir.
Italya’da yetistirilen ve yaslar1 6 ayliktan 18 ayliga kadar olan 289 mandaya ait rektal disk1
orneginin incelendigi bir ¢alismada, 42 (% 14,5) VT olusturan E. coli O157 serotipi izole
edildigi ve mandalarin da diger ruminantlar gibi VTEC’ler i¢in rezervuar olabilecekleri
bildirilmistir (Galiero ve ark., 2005). Feder ve ark. (2003), yaptiklar1 caligmada 305
domuzdan aldiklari digki numunelerini incelemigler ve 18 (%5,9) ornekte E.coli O157
bulmuslardir. Bu 6rneklerden 6’s1 (%2,0) E.coli O157:H7 olarak izole edilmis ve bu 6

orneginde Stx1 ve stx2 genlerini igerdigini saptamislardir.

Tirkiye’de sigir karkaslarinda E. coli O157 ve E. coli O157:H7 varligi bir ¢ok
calismayla ortaya konulmustur. Yapilan literatiir taramalar1 sonucu mezbahalarda ayni sigirin
karkas ve rektal 6rneklerinde E. coli O157 ve E. coli O157:H7 ile ilgili bir literatiir bilgisine
rastlanilmamigtir. Yapilan ¢aligmalarin digki 6rneklerine ait ¢aligmalar oldugu goriilmektedir.
Diinyada ise E. coli O157 ve E. coli O157:H7 ile ilgili bir ¢ok ¢alisma mevcuttur. Bu
caligmalarin birinde Nastasijevic ve ark. (2008) kesimhanede sigir karkas, diski ve taze
etlerde yaptiklari ¢aligma sonucunda E. coli O157:H7’yi sigir diskisinda %2,6, karkasda ise
%2,8 oraninda izole ettiklerini ve digk1 ve karkasda izole ettikleri izolatlarin ayn1 hayvana ait
olmadigint bildirmislerdir. Varela-Hernandez ve ark. (2007), Meksika’da bir kesimhanede
toplam 258 sigir karkasini zenginlestirme/IMS yOntemiyle siga toksin iireten E.coli O157: H7
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ve non-0O157 E. coli varlig1 yoniinden analiz etmisler ve sonugta STEC’1 iki (%0,8) karkasda
saptadiklarini, bu iki izolatin birinde stx2, eaeA ve hylgss genlerine sahip oldugunu
bildirmiglerdir. Ayrica 13 karkasin (%5,0) non-motil E. coli O157’yi ve 7 (%2,7) karkasin ise
E.coli O157:H7 ile kontamine oldugunu bildirmislerdir. Carney ve ark. (2006), Irlanda’da bir
kesimhanede 132 sigir karkasinda zenginlestirme/IMS y6ntemini uygulayarak E.coli O157’yi
4 (%3,0) sigir karkasinda saptadiklarint ve bu izolatlarin eaeA, hylA ve fliCy; genlerini
icerdigini bildirmislerdir. Tutenel ve ark. (2003b), Belcika’da 549 sigir karkasi, 71 tavuk
karkast ve 85 domuz karkasinda E. coli O157 varliginin saptanmasi amaciyla yaptiklar
calismada bu etkeni 25 (%1,02) sigir karkasindan ve bir (% 1,17) domuz karkasindan izole
ettiklerini tavuk karkasindan ise izole edemediklerini bildirmislerdir. Ayrica, sigir
karkaslarinda izole ettikleri E. coli O157 izolatlarinin baglanma ve silinme genine,
enterohemorrhagic plazmid ve verotoksine sahip oldugunu da bildirmislerdir. McEvoy ve ark.
(2003) ingiltere’de bir mezbahada yaptiklar1 calismalarinda E.coli O157:H7’yi 36 karkasin
dordiinden izole ettiklerini ve tiim izolatlarda eaeA ve hlyA genin var oldugu, VT1 ve VT2
genlerinin ise negatif oldugunu bildirmislerdir. Yine ayni arastirmacilar izolasyon oranini yaz
sonu ve sonbahar aylarinda arttigin1 da bildirmislerdir. Chapman ve ark. (2001), 1500 sigir
karkasinin 21’inden (%1,4), 1500 koyun karkasinin 10’undan (%0,7) ve 4983 ¢ig sigir eti
{iriinlerinin 22’sinden (%0,44) E.coli 0157 izole ettiklerini bildirmislerdir. Izole ettikleri
izolatlarin biiyiik cogunlugunun verotoksijenik oldugunu ve eaeA geni ile ve 92 kb plazmid
yonilinden pozitif olduklarini bildirmislerdir. Guyon ve ark. (2001), Fransa’da bir
kesimhanede 255 sigir karkasinda IMS yo6ntemiyle E.coli O157:H7’ yi sadece bir karkastan
izole ettiklerini ve bu izolatta eae ve EHEC-hlyA patojenite genlerini saptadiklarini, siga
toksin genlerini ise saptayamadiklarini bildirmislerdir. Elder ve ark. (2000a), ABD’de bir
kesimhanede sigir kesim salonunda kesim prosesindeki iic noktadan aldiklar1 karkas
orneklerinde, i¢ organlarinin ¢ikarilmasi oncesi karkaslarin %87,0’sinin EHEC-0157 pozitif,
i¢ organlarin ¢ikarilmas1 sonrasinda (antimikrobiyel madde uygulanmasi Oncesi) ise
karkaslarm % 57,0’sinin EHEC O157 pozitif ve proses sonrast karkasta ise %17,0 oraninda
EHEC-0157 pozitif bulmuslardir. Aragtirmacilar ayni prosesde ayni zamanda fekal 6rneklerin
%72’sinin ve deri 6rneklerinin de %38,0’inin EHEC O157’yi saptadiklarin1 ve sonug olarak,
fekal ve derideki prevelansin karkas kontaminasyon derecesi ile direkt iliskili oldugu ve bu
nedenle bu etkenin kontroliiniin canli sigirlarda yapilmasi gerektigini vurgulamislardir. Elder
ve ark. (2000b) ile Genevieve ve ark. (2001) tarafindan sigir diski, deri ve karkaslarindan
izole edilen E.coli O157 izolatlarinda sigir infeksiyonu ile karkas kontaminasyonu ve

icorganlar c¢ikarilmadan o©nce ve proses sonraki (postprosessig) asamalardaki karkas
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kontaminasyonu arasindaki iligkileri ortaya koyabilmek ve dogrulayabilmek amaciyla
izolatlara PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) uygulamislardir. Sonug olarak E.coli 0157
karkas kontaminasyonun biiylik cogunlugunun aymi grup icindeki hayvanlardan koken
aldigin1 ve aralarinda somut iligki bulundugunu bildirmislerdir. Barckocy-Gallagher ark.
(2003) ise kesimhanede sogutma (chilling) basamaginda 6rneklenen karkaslarin %1,2° sinde
E. coli O157:H7’yi izole ettiklerini bildirmislerdir. ABD’de ticari sigir isleme isletmelerinde
antimikrobiyel miidahale uygulamasindan sonra, Elder ve ark. (2000c) 330 sigir karkasinin
%?2’sinde O157 STEC belirlerken, Terrance ve ark. (2007a), 326 sigir karkasinin %8,3’ iinde
non-O157 STEC izole etmislerdir. Kanada’da, Power ve ark. (2000), 125 sigir karkasinin
%1,6 sinda E. coli O157:H7’yi izole ettiklerini bildirmislerdir.

Tiirkiye ve diinyada sigirlarin hemen kesim sonrasi rektal svap 6rnegi veya direk digki
ornegi ile yapilmis calismalar mevcuttur. Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarin birinde Akkus
(1996), kontaminasyon kaynagini géstermek amaciyla ¢alismasina dahil ettigi 80 sigir digki
orneginden 4’tinde (% 5,0) E. coli O157:H7 saptadigini bildirmistir. Cabalar ve ark. (2001),
Van’daki saglikli siit ineklerinde yaptiklar1 bir ¢alismada 312 diski 6rneginden izole edilen
235 E. coli susundan sadece 4’{iniin E. coli O157:H7 oldugunu belirtmislerdir. Sigir ve koyun
diskilarinda E. coli O157:H7 prevalansinin belirlenmesine yonelik bir baska c¢alismada ise
406 s18ira ait rektum mukozasindan alinan svap orneginde, elde edilen 10 izolatin 7’sinin (%
1,7) E. coli O157:H7, 3’iniin (% 0,7) ise E.coli O157:H oldugu bildirilmislerdir. Yilmaz ve
ark. (2002), klinik olarak saglikli goriilen 330 sigir diskisinin 13’iinde (%3,9) E. coli
O157:H7 ‘yi izole ettiklerini bildirmislerdir. Aksoy ve ark. (2005) Kirikkale’de yaptiklari
calismalarinda toplam 502 hayvanin ( 406 sigir, 82 koyun ve 14 kuzu) rektum mukozasindan
svap ile alinan O6rneklerde; sigirlarda 406 6rnegin 10’undan (%2,5), 82 koyun Orneginin ise
1’inden E.coli 0157 izole ettiklerini ve toplam 10 6rnegin 7’sini (%1,7) ise 0157:H7 olarak
saptadiklarin1 bildirmislerdir. E.coli 0157 suslarmin %63,6’sinda shiga toksin (tip I ve II)
tirettiklerini saptamiglardir. Aslantag ve ark. (2006), sigirlarda E.coli O157 izolasyon ve
karakterizasyonu amaciyla bir yil siiresince Hatay bdlgesindeki mezbahalardan kesim sonrasi
sigir karkaslarindan rektal svap Ornekleri almislardir. IMS yontemi ile analiz edilen
orneklerden 77 (%13,6) sinde E.coli O157 izole ettiklerini bildirmislerdir. Bunlardan 66
tanesinin E.coli O157:H7 serotipi ve 11 tanesininde E.coli O157:NM oldugunu
bildirmislerdir. Pozitif 6rneklerde yapilan PCR analizi sonucunda 62 6rnegin VT2 genini ve 3

orneginde VT1 genini i¢erdigini saptamislardir.
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Diinyanin ¢esitli bolgelerinden bildirilen ¢alismalarin birinde Davis ve ark. (2006) siit
ineklerinde bir y1l boyunca fekal kiiltiirlerinde E.coli O157:H7 varligin1 saptamak amaciyla
incelemiglerdir. Bu amagla IMS yontemini kullanmiglar ve ornekleri karsilastirmali olarak
rektonal svap olarak ve direk diskidan toplamislardir. Rektonal svap 6rneginin (84 pozitif),
disk1 6rnegi (87) kadar hassas oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar IMS yontemi ile direkt
kiiltiir yontemini de karsilastirmiglar ve sonugta IMS yonteminin ¢ok daha hassas oldugu
sonucuna varmiglardir. Greequist ve ark. (2005)’da, E.coli O157:H7’yi izole etmek amaciyla
karsilagtirmali olarak rektal svap 6rnegi ve digki 6rnegini analiz etmek amaciyla 747 sigirdan
rektal svap ve digski ornekleri almislardir. Etkeni rektal mukoza svap Orneklerinde %9,5
(n=71), digk1 6rneklerinin %4,7 (n=35) oraninda saptadiklarin1 bildirmislerdir. Sonug olarak,
E.coli O157:H7’nin izolasyonunda mukozal svap 6rneginin fekal 6rneklere kiyasla ¢ok daha
hassas oldugunu bildirmislerdir. Sheng ve ark., (2004)’da sigirlarda E.coli O157:H7
kolonizasyonu i¢in en uygun bdlgenin rektum mukozasi oldugu ve rektal svap
uygulamalariin geleneksel metotlardan daha {istiin izolasyon sagladigini bildirmislerdir.
Fegan ve ark (2004) Avustralya’da yaptiklar1 ¢alismada dogada bulunan ve kesimhanede
kesim Oncesi padoklarda bulunan sigir digkilarinda (n=155) E.coli O157’yi belirmek amaciyla
otomatik IMS yoOntemini kullanmiglar ve sonucta dogadaki diskilarin %10’unda ve
padoklardakilerin ise %15’inde bu etkeni saptamislardir. Johnsen ve ark. (2001) Norveg’te
1998-1999 yillar1 arasinda toplam iki yil boyunca 1541 sigir, 665 koyun ve 1976 domuz
bagirsak igerigini E.coli O157:H7 varligin1 IMS yo6ntemini kullanarak incelemisler ve sonugta
3 sigir, 3 domuz bagirsak iceriginde saptadiklarini, koyun bagirsak iceriginde ise
saptayamadiklarini bildirmislerdir. Bu 6 izolatta Shiga toksin 2 (Stx2), intimin protein (eae) ve
H7 flagellum (fliC-H7) varligi saptanmistir. Ayrica bir sigir izolatinda ayn1 zamanda stx1 gen
tarafindan kodlanan siga toksin 1’1 de saptadiklarini bildirmislerdir. Bryne ve ark. (2003) ise
ABD’de saglikli ve mastitis gibi hasta (downer) siit¢ii sigirlarin fekal ve doku orneklerini
E.coli O157:H7 varhig1 yo6niinden incelemisler ve sonugta hastalikli hayvanlarin (10/203,
%4,9) saglikli hayvanlara (3/201, %1,5) gore daha yiiksek oranda izole -ettiklerini
bildirmislerdir. Omisakin ve ark. (2003), Ingiltere’de kesim sirasinda 589 si1g1r rektumundan
aldiklar1 digki orneklerinin 44’{inde E.coli O157’yi saptadiklarini, bu izolatlardan 32’ sinde
vt2 geni, 39’unda eaeA gen ve 5 izolatta da vtl geni saptadiklarini bildirmislerdir. McEvoy ve
ark. (2003), Ingiltere’de bir mezbahada yaptiklar1 galismalarinda E.coli O157:H7’yi fekal
orneklerde %2,4, rumende %0,8 ve yikama islemi sonrasi karkaslarda ise % 3,2 oraninda
izole ettiklerini bildirmislerdir. Tiim izolatlarda eaeA ve ehlyA genlerinin var oldugu, VT1 ve

VT2 genlerini ise saptanamadigini bildirmislerdir. Hussein ve ark. (2003), Neveda’da Eyliil —
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Ocak aylari arasinda 8 ¢iftlikten kesimhaneye sevk edilmek {izere toplanan sigirlarin 82’sinde
digk1 orneginde E.coli (VTEC) yoniinden analiz etmisler ve sonugta 4 giftlikten 154
potensiyal VTEC izolat1 elde ettiklerini ve bu izolatlarin 17’sinin VTEC olarak identifiye
ettiklerini bildirmiglerdir. Bu 17 izolatin 4’tinde Vtx1 gen, 5’in de Vtx2 genin var oldugu,

ancak her iki gene sahip izolat1 saptayamadiklarini bildirmislerdir.

Ruminantlarda E. coli O157:H7’nin kolonizasyonunu izleyen fekal sagilim
periyodunun, aralikli ve kisa siireli oldugu bildirilmektedir. Ozellikle, sigirlarda bu periyodun
yasa bagl olarak degiskenlik gdsterdigi, cogunlukla da geng¢ hayvanlarda yetiskinlere oranla
daha uzun siire devam ettigi belirtilmistir (Cray ve Moon, 1995). Bu goriise bagli olarak da E.
coli O157:H7’nin diski araciligiyla sagilimimi etkileyen faktorlere yonelik yapilan
calismalarda hayvanlarin yasinin 6nemi iizerinde durulmustur. Genellikle, fekal sagilimin ve
fekal orneklerden izolasyonun gengler ve yavrularda yetiskinlere oranla daha fazla oldugu
belirtilmektedir (Griffin ve Tauxe, 1991; Wells ve ark., 1991). Lahti ve ark. (2003),
tarafindan yapilan ¢alisma bulgular1 da bu goriisii dogrulamaktadir. Yaptiklart ¢alismada 604
buzagi ve diive digki 6rneginin 17’sinden (% 2,8), 662 yetiskin diski 6rneginin ise sadece
1’inden (% 0,15) E. coli O157:H7 izolasyonunu gergeklestirdigini bildirmistir. Ayn1 bulgu
sonuglar1 Galiero ve ark.’nin (2005) yaptiklar1 ¢calisma ile de desteklenmistir. Arastirmacilar,
yaslar1 6 ayliktan 18 ayliga kadar olan 289 mandaya ait rektal digki 6rneklerini incelediklerini

ve izolasyonun genellikle kii¢lik yastaki hayvanlardan yapildigini bildirmislerdir.

E. coli O157:H7 nin patogenezi Shiga-benzeri toksinler Stx1 ve Stx2, intimin ve
enterohemolizin gibi farkl viriilens faktorlerine baglidir (Nataro ve Kaper, 1998). Tiirkiye’de
de bu konu ile ilgili ¢calismalar mevcuttur. Bu c¢aligmalarin birinde, Yilmaz ve ark. (2006),
Istanbul’daki bes ayri mezbahada yaptiklar1 calismada, sigir diski, sigir derisi ve kesim
cevresinden ( isgi elleri, bigaklar, sigir bekleme odalar1 ve zemin) izole ettikleri E.coli O157
ve E.coli O157:H7 orneklerinde VTI1, VT2 ve eaeA genlerinin bulunma sikligini
arastirmislardir. Calisma cergevesinde aldiklari orneklerde sirastyla; diski numunelerinin
13’linde, sigir derisindeki digkinin 8’inde ve kesim ¢evresi numunelerinin 6’sinda olmak
tizere toplam 27 6rnekte E.coli O157:H7 ve diski numunelerinin 1’inde ve derinin 4’iinde
olmak tizere 5 ornekte E.coli O157’yi, toplamda ise 32 ornekte O157:H7 ve O157 izole
ettiklerini bildirmislerdir. Multiplek-PCR ile incelenen E.coli O157:H7 pozitif 6rneklerden
tamaminda eaeA geni bulunurken, 24’tinde VT2 ve sadece 5’inde VT1 saptamiglardir. Yine

multipleks PCR ile incelenen E.coli O157 pozitif 6rneklerden tamaminda eaeA geni
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saptanirken, 4’tinde VT2 saptanmis, VT1 ise saptanamamistir. VT1 ve VT2 genlerinin
ikisininde bulundugu izolat bulunamazken, her ii¢ genin bir arada bulundugu 5 E.coli
O157:H7 o6rnek oldugu bildirilmistir. Varela-Hernandez ve ark. ( 2007), yaptiklar1 ¢alismada
258 karkastan toplam 146 E. coli O157:H7 (n=11), E. coli O157:NM (n=16) ve E. coli non-
0157 (n=119) izolat1 toplamis ve multiplek PCR islemi ile virulans faktorleri agisindan test
edilmistir. Bu 146 izolattan, sadece ikisinde virulans faktorlerine rastlanmistir. Bu izolatlarin
biri serotip O157:H7’ye karsilik gelmis ve stx2, eaeA ve hyl933 genleri gostermistir. Diger
izolat E. coli non-O157ye karsilik gelmis ve yalnizca stx1 geni gostermistir. Bu izolatlarin her
biri farkli bir karkastan alinmistir. Diger ¢alismalarda, sigir karkaslarindan elde edilen E. coli
0157 isolatlarinin ¢ogunun stx1, stx2 ve eae pozitif oldugu ortaya konmustur (Elder ve ark.,
2000; Barckocy-Gallagher ve ark., 2003; McEvoy ve ark., 2003). Fakat ayn1 zamanda digk1 ve
sigir karkaslarindan viriilens faktdre sahip olmayan E. coli O157:H7 suslar1 da izole
edilmistir (Cerqueira ve ark., 1999; Genevieve ve ark., 2000; Guyon ve ark, 2001; Rogerie ve
ark., 2001). Bu ana virulens faktorlerine sahip olmayan izolatlar patojenik olarak kabul
edilmemekle birlikte (Melton-Celsa ve ark.,1995), ne eaeA ne de pO157 plazmid icermeyen
non-O157 E. coli izolatlarinin insan hastaliklartyla alakali oldugu belirlenmistir (Willshaw ve
ark., 1993; Johnson ve ark., 1996; Paton ve Paton, 1998). Bu ¢alismada ise E. coli 157 ve E.
coli 157:H7 izolatlarda virulens faktorlerden sigatoksin iiretiminden sorumlu stx1 ve stx2 gen
varliklar1 yoniinden de arastirilmig ve sonugta E. coli O157 ve E. coli O 157:H7 izolatlarin
higbirinden yalniz stx1 genine sahip olmadigi, 3 E. coli O157 :H7 izolatindan sadece 1
(karkastan izole edilen) izolatin stxl ve stx2 olmak iizere her iki gene sahip oldugu
goriilmektedir. E. coli O157 izolatlarinda ise yalniz stx2 genine sahip olan toplan 2 E. coli
0157 izolatin var oldugu ve bu iki izolatinda karkastan izole edilen izolatlar oldugu, diger 35
izolatta ise ortak iki gene (Stx1 ve stx2) sahip oldugu, 12 E. coli O157 izolatta ise bu iki genin
hicbirine sahip olmadigi goriilmektedir. Bu ¢alisma sonuglart ile Tiirkiye’den ve diinyada
yapilan diger ¢alisma bulgular1 sonucu sigir karkaslarinin ve diskilarinin E. coli O157 ve E.
coli O157:H7 agisindan potansiyel bir tehlike olusturabilecegi, izolatlarda hastalikta dnemli
role sahip virulens genleri tasidigi gortilmektedir. Yapilan calismalarda yalmiz stx2 genine
sahip izolatlarin stx1 ve Stx2 ortak genlere sahip olanlardan daha virulans oldugu ¢ok daha
kotli prognozla sonuclandigimi  gostermektedir (Eklund, 2005). Epidemiyolojik ¢alismalar
HUS’un gelismesinde Stx2’nin Stx1’den daha 6nemli oldugunu ortaya ¢ikarmustir (Griffin,
1995). Bu ¢aligsmada da yalniz stx2 genine sahip 2 E. coli O157 izolat1 saptanmustir.
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Tiirkiye’den bildirilen c¢alismalarda sigir karkasina ait herhangi bir veri
bulunamamistir. Bu ¢alismada ise analiz edilen toplam 100 sigir karkasindan E.coli O157 ve
E.coli O157:H7 olarak toplam 26 (%26) karkastan izole edilirken, bu izolatlarin 24’i (%24)
E.coli O157, 2’si ise (%2) E.coli O157:H7 olarak identifiye edilmistir. Diinya’da yapilan
calismalar sonucunda ise sigir karkaslarindan E. coli O157 %1,4 ila %17 arasinda, non-motil
E.coli O157 %S5, E.coli O157:H7 ise %0,39 ila %11,11 oraninda izole edildigi bildirilmistir
(Elder ve ark., 2000; Power ve ark., 2000; Chapman ve ark., 2001; Guyon ve ark., 2001;
Genevieve ve ark., 2001; Barckocy-Gallagher ark., 2003; Tutenel ve ark., 2003a; McEvoy ve
ark., 2003; Carney ve ark., 2006; Varela-Hernandez ve ark., 2007; Terrance ve ark., 2007b).
Diski 6rneklerinde yapilan c¢alismalarde ise bu ¢alisma bulgularinin sonucu izole edilen E.
coli O157 izolasyon oranit diinyanin ¢esitli bolgelerinden bildirilen izolasyon oranindan daha
yiiksek oranda oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismalardan Tiirkiye’de yapilanlarinda E.coli
0157 %2,5 ila %13,6 oranlarinda, E.coli O157:H7 ise %1,28 ila %5 arasinda iziole edildigi
(Akkus, 1996; Cabalar ve ark., 2001; Aksoy ve ark., 2004 ; Aslantas ve ark., 2006) diinyanin
cesitli bolgelinden bildirilen ¢alismalarda ise E.coli O157 %1.5 ila %15 oraninda, E.coli
O157:H7’yi ise % 0,19 ila %9,5 oraninda izole ve identifiye edildigi bildirilmistir ( Johnsen
ve ark., 2001; Bryne ve ark., 2003; Sheng ve ark., 2004; Fegan ve ark., 2004; Greequist ve
ark., 2005). Yapilan bu c¢alismada ise %25 oraninda E.coli O157, %1 oraninda ise E.coli
O157:H7 izole edilmistir. E. coli O157 izolasyon orani sigir karkaslarinda oldugu gibi
bildirilen degerlerden oldukea yiiksek bulunmustur.

Calisma bulgular1 arasindaki farkliliklarin kullanilan izolasyon yonteminden, cografik
farkliliktan, kesimhane kosullarindan, kesimhanede kesim hatti boyunca antimikrobiyel
maddelerin kullanilip kullanilmadigindan, kesilen hayvanlarin yasindan, cinsiyetinden ve
mevsimsel farkliliktan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Varela-Herndndez ve ark.
(2007)’de ¢alismalar arasinda gozlenen prevalans farkliliklarini farkli 6rnekleme ve izolasyon

prosediirleri ve 6rneklenen popiilasyonlarin gesitliligine bagli olabilecegini bildirmislerdir.

E. coli O157 ve E. coli O157:H7 prevalansina etkili faktorlerden biriside iklim faktorii
olabilir. Nitekim Varela-Herndndez ve ark. (2007) yaptiklar1 calisma sonucunda sigir
karkaslarinda E. coli O157:H7, E. coli OI57:NM veya E. coli non-O157 saptanma
frekansinda mevsim etkisini gosterdigini ve 1lik aylarda (Mart- Eyliil aras1) bu organizmalar
acisindan 15 karkas (%35,8) pozitif bulunurken, 6 karkas (%2,3) soguk aylarda (Ekim-Subat
arasi) E. coli O157:H7 ve E. coli O157:NM i¢in pozitif bulundugunu bildirmislerdir (p0.05).
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Bu bulgular, bahar ve yaz aylarinda i¢ organlar ¢ikarilmadan onceki karkaslarda daha
yiksek E. coli O157:H7 prevalanst bulan Barckocy-Gallagher ve ark. (2003)’nin yaptigi
calisma bulgulariyla benzesmektedir. Yapilan bu ¢alismada da 6rnekler Aralik, Ocak, Subat
ve Mart olmak iizere toplam 4 ay siiresince toplanmis olup, izolasyon oraninin 6zellikle Mart
doneminde pik yaptig1 saptanmistir. Bu bulgu Barckocy-Gallagher ve ark. (2003) ve Varela-
Hernandez ve ark. (2007) nin bildirdigi sonuclarla benzerlik gdstermektedir. McEvoy ve ark.
(2003) ise E. coli O157:H7 izolasyon oranini yaz sonu ve sonbahar aylarinda arttigini
bildirmislerdir. Chapman ve ark. (2001) ise yukaridaki goriislerin aksine hayvanlardan,
karkaslardan ve et orneklerinden en yiiksek E. coli O157 izolasyon oraninin yaz aylarinda
ortaya ¢iktigini rapor etmislerdir. CDC (1997) ise E. coli O157:H7 ve non-O157 STEC
hastaliginin insan olgular1 ¢ogunlukla daha ilik aylarda pik yapmaya egilimli oldugunu

bildirmislerdir .

E. coli O157 ve E. coli O157:H7 izolasyonunda etkili faktorlerden bir digeride
izolasyonda kullanilan yontemdir. Bu ¢aligmada yontem olarak zenginlestirme-IMS yOntemi,
zenginlestirme islemi 41,5 °c agar olarak da CT-SMAC kullanilmistir. Okrend ve ark. (1992)
ile Weagant ve ark. (1995), IMS tekniginin daha hassas, spesifik ve hizli tarama ile
sonuglanan tekniklerden biri oldugunu bildirmislerdir. Bu metodun March ve Ratman (1989)
tarafindan gelistirilen sorbitol MacConkey agar (SMAC) ile iliskili olarak kullanilmasi ve
cefixime ve potassium tellurite (CT-SMAC) igeren bu agarin modifikasyonun kullanilmasiyla
E. coli O157 kolonilerin tanimlanmasinin kolaylastigi ve hassasiyetin ¢ok daha arttigi
bildirilmektedir (Zadik ve ark.,, 1993). Yapilan g¢alismalarda zenginlestirme-IMS
kombinasyonunun E. coli O157 ve E. coli O157:H7 izolasyonunda zenginlestirme-plaga ekim
yontemine kiyasla ¢cok daha hassas oldugu bildirilmistir (Chapman ve ark., 1994; Bennett ve
ark., 1996; Fratamico ve ark., 2000; Tutenel ve ark., 2003a). Bu calisma bulgular1 da bu
sonucu dogrulamaktadir. Nitekim Tutenel ve ark. (2003a), yaptig1 metot karsilastirmasinda,
yalniz IMS metodu ile E. coli O157 12 karkasdan izole edilirken, zenginlestirme-plaga ekim
yontemiyle ise 8 karkasdan E. coli O157 ve non-O157 STEC izole edildigi, yalnizca bir
karkastan her iki metodla E. coli O157yi izole edildigini bildirmislerdir. IMS prosediirii i¢in
etkinlik oran1 0,62 iken, zenginlestirme-plak prosediirii i¢in bu oran 0,43 olarak bulunmustur.
Bu bulgu sigir karkaslarina inokiile edilen E. coli O157:H7’yi elde ederken bu iki metodu

kiyaslayan Sanderson ve ark. (1999) ‘un raporuyla da uyumludur.
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E. coli O157:H7 serotipinin gesitli gidalar, fekal numuneler ve diger klinik ve ¢evre
orneklerinde aranmasi ve teshisine yonelik cesitli kategorilere ayrilmis farkli yontemler
kullanilmaktadir. Bu yoOntemler; serotipin biyokimyasal 0Ozelliklerine dayanan kiiltiirel
uygulamalar ile gelismis tekniklerin kullanildig1 uygulamalar1 i¢ermektedir (Park ve ark.,
1999). Sigir orijinli fekal 6rneklerde E. coli O157:H7 tespiti, bakteri sayisinin ¢ok diisiik
olmasindan dolay1 oldukga giictiir. Orneklerden petrilere direkt ekim ydnteminin sensitivite
acisindan yetersiz bulunmasi, farkli zenginlestirme kiiltlirleri ve izolasyon tekniklerinin
gelistirilmesine neden olmustur (Chapman, 2000; Tutenel ve ark., 2003a). E. coli
O157:H7’nin teshis ve izolasyonuna yonelik ¢ok c¢esitli teknikler olmasina ragmen, dnerilen
herhangi bir standart prosediir bulunmamaktadir (Tutenel ve ark., 2003a). Yapilan
calismalarda izolasyon sansini artirabilmek icin incelenecek Orneklerin taze olmasi ve
laboratuvara zaman gecirilmeden soguk zincirde ulagtirilmasi gerektigi Onerilmektedir
(Chapman, 2000). Harrigan (1998), disiikk miktarlardaki E.coli O157:H7 saptanmasinda
zenginlestirme islemi yapilmasinin gerekli oldugunu belirtmistir. Zenginlestirme isleminden
sonra izolasyon islemi icin kati besiyerine ekim gerceklestirilmistir. Bu calismada kati
besiyeri olarak igerisine Cefixime-Potasyum Tellurit ilave edilmis Sorbitol MacConkey Agar
(CT-SMAC) kullanilmigtir. Nataro ve Kaper (1998), E.coli O157:H7’ nin izolasyonunda
yaygin olarak kullanilan agar ortaminin SMAC Agar oldugunu ve MacConkey ile aradaki
farkin MacConkey’ deki laktozun yerine %1 sorbitol igermesi oldugunu bildirmistir. E.coli
O157:H7 gibi sorbitolii fermente edemeyen koloniler bu ortam iizerinde renksiz olarak ortaya
¢ikmaktadir. Bununla birlikte, SMAC ¢ok segici olmayip, gida testleri i¢in daha az etkili
oldugu saptanmistir. Cilink{i normal flora bakterileri var olan O157:H7 suslarimi kolaylikla
baskilayabilmektedir. SMAC’ a Potasyum Tellurit ve Cefixime ilavesi sayesinde, E.coli
O157:H7 izolasyonu i¢in oldukca segici CT-SMAC agar gelistirilmistir (Tomayasu, 1998).
Cefixime ve Potasyum Tellurit iceren SMAC (CT-SMAC), Stx-iireten E.coli O157:H7 ve
Shigella sonnei suslarinin biiylimesine firsat verirken, diger E.coli suslarinin ¢ogunun
biiytimesini inhibe etmektedir (Nataro ve Kaper, 1998). Morganella ve Hafnia gibi sorbitolii
fermente edemeyen suslar CT-SMAC iizerinde E.coli O157:H7 kolonilerine benzer bir
sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle bir sonraki asama segici kati besiyerinden izole edilen
siipheli kolonilerin dogrulanmasidir. Tutenel ve ark.’nin (2003b) dogal infekte sigir
diskilarindan E. coli O157:H7 izolasyonu igin kullanilan yontemlerin duyarliligini
arastirdiklar1 bir ¢alismada, 6n zenginlestirme amacli kullanilan novobiocin katkilt mTSB’de
6 saatlik bir inkiibasyonun, 24 saatlik inkiibasyondan ¢ok daha iyi sonug verdigi bildirilmistir.

Ayni calismada, kullanilan cesitli selektif-diferansiyel besiyerleri igerisinde en uygun ve en
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duyarli olanmnin CT-SMAC agar oldugu vurgulanmistir. Zadik ve ark.’min (1993)
besiyerlerine yonelik yaptigi bir ¢calismada, CT-SMAC agarin, VT olusturmayan diger E.
coli’lerin {iremesini % 67 oraninda, Proteus spp., Aeromonas spp., Morganella spp. ve
Providencia spp.’nin tiremesini % 97 oraninda inhibe ettigi bildirilmistir. Wells ve ark.
(1991), 1266 saglikli siit inegi diskisinda E. coli O157:H7 izolasyonuna yonelik mTSB ve
SMAC agar kullandiklar1 ve mTSB’de 24 saatlik bir 6n zenginlestirme uyguladiklar1 bir
calismada, 18 (% 1,4) ornekte izolasyon yaptiklarini bildirmislerdir. Yunanistan’da koyun,
keci ve sigirlar1 kapsayan 351 ¢iftlik hayvanina ait rektal svap 6rneginde, novobiocin katkili
mTSB ve CT-SMAC agar gibi standart kiiltiirel yontem kullanilarak yapilan E. coli
O157:H7’ye yonelik izolasyon ¢alismasinda sadece 1 (% 0,2) 6rnekte izolasyon yapilabildigi
belirtilmistir (Dontorou ve ark., 2004). Galiero ve ark.’min (2005), italya’da manda diski
orneklerinde verotoksijenik E. coli O157 izolasyonuna yonelik yaptiklari ¢alismada, TPS’de 6
saatlik 6n zenginlestirme sonrasi uygulanan IMS yontemi ile 289 6rnekten 42’sinde (% 14,5)
izolasyon gerceklestirildigi bildirilmistir. Tiirkiye’de Yilmaz ve ark., (2004) 28 mandanin
rektum ve karkaslarindan aldiklari svap Orneklerini modifiye E. coli broth (mEC broth)
icerisinde 41,5 £ 0,5 C’de 18-24 saat inkiibe etmis, sonrasinda IMS yontemi uygulamis, fakat
stipheli izolatlarin higbirinin E. coli O157:H7 olmadigini belirtmistir.

Izolasyonda etkili faktorlerden bir yas, bir digeri ise cinsiyet faktdrleri olabilir.
Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarda yasa bagl izolasyon oranlari ¢ogunlukla birbiriyle uyum
gostermektedir. Yilmaz ve ark. (2002), sigirlarda yaptiklar: ¢calismada, izolasyonun genellikle
2 yagli hayvanlardan yapildigini bildirmistir. Aksoy ve ark.’nin (2004), sigirlarda yaptiklar
bir ¢alismada, 3 yasin altindaki hayvanlardan izolasyonun daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Akkus (1996), 20 geng ve 60 eriskin sigir diski 6rneginden 4’iinde (% 5) E. coli O157:H7
saptadigini, bunlardan 1’inin geng sig1r, 3’linlin de erigkin sigir digkr 6rneklerine ait oldugunu
bildirmistir. Cinsiyetin E. coli O157:H7 izolasyonu {izerine etkisine iliskin yapilan
caligmalarin birinde Yilmaz ve ark. (2002), 231 erkek ve 99 disi hayvanda E. coli
O157:H7’ye rastlanma sikligini arastirdiklarint ve sonugta 11 erkek ve 2 disi hayvanda
izolasyon gerceklestirdiklerini bildirmislerdir. Aksoy ve ark. (2004) da yaptiklar1 bir
calismada benzer sekilde erkek hayvanlardan izolasyonun daha yiiksek oldugunu

belirtilmistir.

Calismalarinda E. coli O157 igin belirlenen daha yiiksek izolasyon frekansi

antimikrobiyel miidahalenin olmamasina ve suyla yikamanin karkas yiizeyinden
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kontaminasyonu uzaklastirmaya yetmemesinden de kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. E.
coli O157:H7 ve diger STEC suslar1 dogal olarak karkaslarda bulunmaz fakat kesim islemi
sirasinda ¢apraz-kontaminasyon sonucu ortaya ¢ikarlar. Deri ve diskida patojenin varliginin
karkas kontaminasyonuyla dogrudan alakali oldugu ortaya konmustur (Elder ve ark., 2000;

Giin ve ark., 2003).

Sigir karkaslarinin kesim sirasinda en onemli kontaminasyon kaynaklarindan birisini
deri olusturmaktadir. Bu nedenle kesimhanelerde deri yiiziilmesi asamasi kritik kontrol
noktasi1 olarak kabul edilmektedir. Bu calismada deri iizerindeki diski analiz edilmemekle
beraber, E. coli 157:H7 iki sigir karkasi ile bir sigir rektumundan izole edilmis olmasi
kesimhanede kesim prosesi boyunca capraz kontaminasyonun meydana geldiginin bir
gostergesi olarak diisiiniilebilir. Ayn1 sekilde Nastasijevic ve ark. (2008)’da kesimhanede E.
coli O157:H7’yi sigir diskisinda %2,6, karkasda ise %2,8 oraninda izole ettiklerini ve digki
ve karkasda izole ettikleri izolatlarin ayni hayvana ait olmadigini bildirmislerdir. Bu konu ile
yapilan ¢aligmalarda da goriildiigii gibi sigirlarin ¢iftlikte iken, transport esnasinda veya kesim
oncesi diski ile derileri kirlenmis sigirlarin ¢apraz kontaminasyon ile kesim sirasinda karkasi
E.coli O157 veye H7 ile kontamine ettigi bilinmektedir. Bu konu ile yapilmis ¢aligmalarin
birinde Arthur ve ark. (2007) sig1ir karkaslarinin kesim sirasinda kontamine etmede en énemli
kontaminasyon kaynaginin deri oldugunu, bu nedenle karkaslarda E.coli O157:H7’yi
minimize etmek amaciyla kesim Oncesi derideki miktarmin azaltilmasi gerektigini
bildirmiglerdir. Yaptiklar1 ¢alismalarinda sigirlarin nakil éncesinde 9’unun derilerinde E.coli
O157:H7 ile >0,4 cfu/g diizeylerinde var oldugunu, kesimhanede hemen kesim Oncesi ise
70’inin oldukca yiiksek sayida bu etkeni saptadiklarini ve sonug¢ olarak hayvanlarin ¢iftlikte
ve kesimhaneye nakil sirasinda digkinin deriye bulagmasi ile E.coli O157:H7 izolasyon
oraninin artti§1 ve bu nedenle de kesim iglemleri sirasinda karkaslari kontamine etmede en
onemli kaynagi olusturdugunu bildirmislerdir. Nastasijevic ve ark. (2008) yaptiklari
calismada, kesim sonras1 71 sigir derisinde 5 ayr1 bolgeden 355 svap ornekleri almislar ve bu
orneklerin 20 (%28,2)’sinde E.coli O157’yi izole etmislerdir. Sonucta sigir derisinin E.coli
0157 ile karkasi kontamine etmede en oOnemli kaynagi olusturdugunu bildirmislerdir.
Aragtirmacilar bu etkenin izolasyon oraninin derinin kirlilik derecesine, sigirin yasina,
hayvanlarin koken aldigi bolgeye ve mevsime bagli olarak degiskenlik gosterdigini de
bildirmiglerdir. Giin ve ark. (2003), toplam 330 si1g1r karkasinin karin ve bacak bolgelerindeki
deri tizerinde bulunan diskidan svap yontemiyle alinan 6rneklerde E.coli O157°yi 12 (%3,6)
ve E.coli O157:H7’yi ise 8 (%2,4) oraninda izole ettiklerini bildirmislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢esitli aragtirmalar ve klinik bulgular hastaliklarin giderek arttigini, HIV/AIDS,
Ebola hemorajik ates, Hepatit B ve E. coli O157:H7 infeksiyonlari gibi yeni hastaliklarin ortaya
cikarken, halk sagligi uygulamasindaki ihmaller sonucunda tiiberkiilozun yeniden yayilmaya
baslamasi1 gibi olumsuzluklar1 da ortaya koymaktadir. Bu hastaliklarin ortaya cikisinda ve
yayilmasinda ekolojik degismeler, demografik hareketler, insanlarin ve ticari mallarin diinya
yiizeyinde daha fazla dolagmasi, antibiyotiklerde hatali uygulamalar sonunda

mikroorganizmalarin diren¢ kazanmasi gibi bir ¢ok faktor etkin rol oynamaktadir.

Genel hijyenik kurallara uyulmasi da infeksiyonlardan korunmada énem tagimaktadir.
Bu amagcla basta kesimhaneler olmak {izere tiim gida iiretimi ve islenmesi ile ilgili yerlerin,
fekal kontaminasyon ve bir gidadan digerine c¢apraz kontaminasyon riskinin azaltilmasi
amaciyla sanitize edilmeleri Onerilmektedir. Karkaslarin su veya uygun soliisyonlarla
yikanmasinin da fekal materyallerin uzaklastirilmasinda bir dereceye kadar da olsa etkili
oldugu belirtilmektedir. Ayrica, ozellikle, ¢iftlik hayvanlar yetistiriciligi yapilan yerlerde
periyodik olarak hayvanlardan digki 6rnegi alinarak, E. coli O157:H7’ye yonelik izolasyon ve

fekal sagilim taramalar1 yapilmasi 6nerilmektedir .

Karkaslarda potansiyel patojenleri azaltmak i¢in antimikrobiyel gelisimlerinin
arastirtlmasi, uygulamasi ve giiniimiize uyarlanmasi ¢ok onemlidir. Bu gelismelerin GMPs
yerine kullanilmayarak, GMPs uygulamasina ragmen varolan patojenlerin azaltilmasi i¢in
kullanilmast da ¢ok 6nemli bir noktadir. Bu alandaki ileri ¢calismalar, enfekte hayvanlardan
karkas kontaminasyonu ile ilgili riskler hakkinda bilgi saglayacaktir. Ek olarak, beslenmenin,
transport ve ahirlarin yetiskin sigirlarda E. coli O157 say1 ve prevalansi iizerindeki etkisini
ortaya koymak i¢in ve E. coli O157 riskine zincir olarak yaklasimda degerlendirilmesine
yardimci olmast agisindan ileri arastirmalara ihtiya¢ vardir. Ek olarak, Tiirkiye’de sigirlarda
EHEC varligi, dagilimi ve Ozellikleri hakkinda daha ileri caligmalar yapilmali ve islem

sirasinda ¢apraz kontaminasyonu Onlemek igin stratejiler gelistirilmelidir.

Infeksiyonu 6nlemek icin, tarimsal iiretimden, gidalarin islenmesi ve hazirlanmasina
kadar olan prosesin, her basamaginda kontrol dnlemlerinin alinmasi gerekmektedir. Hijyenik
kesim uygulamalar ile karkasin diski ile kontaminasyon riski azaltilmaktadir. Ciftliklerde,

gida islek yerlerinde ve kreslerde ¢alisan personelin, giivenli gida saglama teknikleri, ¢ig ve
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pismis gidalardan kaynaklanabilen direkt ve indirekt capraz kontaminasyonlar ve personel
hijyeni konularinda egitilmesi, bakterinin insanlara geg¢isini minimuma indirgemede 6nem

tagimaktadir.

Infeksiyonun yayilmasmi engellemek igin, 6zellikle gocuklarin tuvalet sonrasinda,
yemek Oncesinde, ciftlik hayvanlar1 ve ¢ig gidalarla temastan sonra ellerini sabunla uygun bir

sekilde yikamasi saglanmalidir

Gidalarda bulunan EHEC’ i elimine etmek i¢in uygulanan en etkili metodun 1sitma
(pisirme veya pastorizasyon) oldugu bildirilmektedir. Pastorize edilmemis siit iirlinleri ve
meyve sulart ile yetersiz pisirilmis kiyma, et iirlinleri ve hamburgerlerin tiiketiminden
kaginilmalidir. Ozellikle bu tip gidalara uygulanan 1s1 isleminin iiriiniin her yerinde (merkezi
dahil) 70 °C ve iizerinde olmas, etin pembe renginin kaybolup gri-kahverengiye déniismesi

ve et suyunun tamamen uzaklagmasi ile yeterli pisirme saglanabilmektedir

Klorlanmamis sularin, i¢ilmemesi veya gida islek yerlerindeki ekipmanlarin yiizey
temizliginde kullanilmamasi, klor veya diger etkili dezenfektanlarin uygulandigi sularin
tiikketilmesi gerekmektedir. Tahil, meyve ve sebzelerin sulanmasinda kullanilan atik sularin
belli islemlerden gegirilmesi Onerilmektedir. Siipheli sularin tiiketilmeden 6nce mutlaka
kaynatilmas1 saglanmali, bunun yaninda islem gdérmemis havuz veya g6l sularinda ylizmenin

patojen gegisi icin bir risk oldugu 6gretilmelidir

Kros kontaminasyon riski yan1 sira, minimal enfektif dozu diisiik oldugundan hastalik
olusturma yetenegi yiiksek bir mikroorganizma olan E. coli O157, hizla artan bir zehirlenme
trendi gostermistir. Bu nedenle, arastirmacilar bu mikroorganizmay1 mercek altina almiglar
ve ciftlikten sofraya giivenli gida temini i¢inde; hijyenik agidan temiz suyun saglanmasi, kros
kontaminasyona karsi onlemlerin alinmasi, isletmenin kurumsal anlayisinin gelistirilmesi ve
en Onemlisi de isletme ve devlet yonetimi arasinda multidisipliner bir anlayis1 yerlestirerek,
veteriner hekim, klinisyen, mikrobiyolog ve gida teknologunun birlikte koordineli
caligmalarinin saglanmasi Onerilmistir Sonug olarak; gidalardaki kontaminasyon orani diisiik
olsa bile hastalik olusturma yetenegi ve kros kontaminasyon riski yiiksek olan E. coli
0O157°den korunmada, iilkemizde de gelismis iilkelerde genis uygulama alan1 bulan HACCP
yaklagiminin devreye girmesinin ve gida kodeksinin AB normlaria gore hizla tamamlanarak

uygulamaya sokulmasinin, toptan, kalici1 ve saglam bir ¢6ziim getirecegi diisiiniilmektedir.
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Gegici Onlem olarak; kiymalarin 6nceden biiyiik miktarda hazirlanmamasi ve miimkiin
oldugunca kisa silire muhafaza edilerek yeterli bir 1sil isleminden sonra tiiketilmesi

Onerilmektedir

E. coli O157:H7 infeksiyonlarina iliskin teropatik stratejiler; gastrointestinal
sistemdeki ciddi semptomlar1 simirlandirmak, HUS gibi yasami tehdit eden sistemik
komplikasyonlar1 6nlemek ve infeksiyonun yakin temasla yayilmasini engellemek iizerine

kuruludur .

E. coli O157:H7 serotipi antibiyotiklere olduk¢a direnglidir ve bu nedenle
infeksiyonlarda antibiyotik kullanilmasi tartisgilmaktadir. iskogya’da yapilan ¢alismalar; mide
asitligini dustiriicii ilag ve tesadiifen antibiyotik kullanan bireylerin HUS ve TTP’ye
yakalanma risklerinin arttigini ortaya koymus, ABD’nde de benzer sonuglar alinmistir (Wong
ve ark.,2000). Japonya’da 1996 yilinda goriilen ve ¢ogu okul ¢ocugu olan 6000 kisinin
etkilendigi salginda ise; ozellikle, infeksiyonun 7. giiniinde alinan antidiyarejenik ilaglarin
infeksiyonu daha da siddetlendirdigi belirlenmistir. Bu nedenlerle antibiyotik kullanimi

tavsiye edilmemektedir (Park ve ark., 1999).

Insanlarda Stx olusturan E. coli infeksiyonlarinin insidensini ve etkilerini
sinirlandirmak amagli immunizasyon ¢aligmalar1 da bulunmaktadir. Genel olarak,
immunizasyona iligkin iki ¢esit yaklasim lizerinde durulmaktadir. Bunlardan ilki, 6zellikle,
infeksiyonlarda o6nemli rol oynayan ¢iftlik hayvanlarinin asilanmasidir. Fakat hayvan
sayisinin ¢ok fazla olmasi bu uygulamay1 ¢ogunlukla gegersiz kilmaktadir. Diger bir yaklasim
ise, insanlarin asilanmasi yoniindedir ve Stx’e dayanan asilar {izerinde ¢alisilmaktadir. E. coli
O157:H7 infeksiyonlarindan korunma amacli etkenin inhibisyonu i¢in c¢esitli kimyasallar
denenmektedir. Bunlardan klor, 6zellikle icme ve kullanma sular i¢in uygun bulunurken,

cesitli dezenfektanlarin organik asitlere gore daha etkili oldugu belirtilmektedir .
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