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ÖNSÖZ 

 

Mastitis, süt çiftliklerinde temel bir problem oluşturmakla beraber E. coli kaynaklı 
mastitisin insidansındaki artış ve şiddetli semptomları nedeniyle sığırlarda önemli bir 
hastalığa neden olmaktadır. E. coli kaynaklı mastitis kavramı, çevredeki organizmaları ve 
fekal kontaminasyon sonucu oluşan meme kontaminasyonunu içermektedir. 

Shiga-toksini üreten E. coli (STEC) izolatları gıda kaynaklı patojenlerin önemli bir 
grubunu oluşturmaktadır. Ayrıca bu suşlar insanlarda ciddi gastrointestinal hastalıklara ve 
hemolitik üremik sendrom (HUS) gibi komplikasyonlara neden olmaktadır.  

Sığır, koyun ve keçi gibi evcil ruminantlar, insanda enfeksiyonlara neden olan STEC 
suşlarının temel rezervuarları olarak bilinmektedir. Bu bakterilerin patojenitesi Stx1 ve Stx2 
genleri tarafından kodlanan Shiga toksinleri aracılığıyla, bağırsak mukozasında eae genine 
(intimin) sahip attaching-effacing (AE) lezyonları ve enterositlere bağlanan patojenite 
adalarının varlığı ile gerçekleşmektedir. STEC suşları ilk adherens için gerekli genlere ve 
attaching-effacing (AE) lezyonlarına neden olan eae genlerine sahiptir. Sığır hastalıklarına 
neden olan non-STEC suşlardaki eae pozitif genlerin rolünün tam olarak bilinmemesine 
rağmen bu suşların insanlarda hastalık yapan enteropatojenik E. coli’ye benzer olduğu 
saptanmıştır. 

Bu çalışmanın amacı Aydın ilindeki sığırlarda mastitisli inek sütlerinden izole edilen 
STEC suşlarının virulans genleri ve serogruplarını belirlemektir. Bu çalışma doğrultusunda 
Aydın yöresindeki sığır işletmelerinden alınan mastitisli süt örnekleri E. coli açısından 
incelenmiş ve serogruplandırma ile birlikte toksin saptanması hedeflenmiştir. Özellikle 
yetiştiricili ği çok yapılan süt sığırları örnekleme materyali olarak kullanılmıştır. Böylece 
yetiştiricilere rehber olunması, ayrıca moleküler metotların etkin olarak uygulanması 
amaçlanmıştır. 

Bu araştırma Adnan Menderes Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi (VTF 
12027 no’lu proje) tarafından desteklenmektedir. 
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1. GĐRĐŞ 

 
1.1. Tanımı 

 
Escherichia coli ilk olarak 1885 yılında Theodor Escherich tarafından tanımlanmıştır. 

Önceleri Bacterium coli commune olarak bilinen bu mikroorganizma daha sonra Escherichia 

coli olarak adlandırılmıştır. Bu bakteri, uzun yıllar insanlar ve sıcakkanlı hayvanlar ile 

kuşların normal bağırsak florasında bulunan ve patojen olmayan fakültatif bir 

mikroorganizma olarak kabul edilmiştir (Nataro and Kaper 1998, Wasteson 2002, Fairbrother 

ve Nadeau 2006, Walker 2008).Ancak 1920’li yıllarda üriner sistem enfeksiyonlarına ve 

1940’lı yıllarda da çocuklarda gastroenteritise neden olduğu belirlenmiştir (Fratamico ve 

Smith 2005). Yapılan araştırmaların artmasıyla, enteritis, ürogenital enfeksiyonlar, yara 

enfeksiyonları, mastitis, septisemi ve meningitis gibi hastalıkların patojenik etkenleri arasında 

da bulunduğu anlaşılmıştır (Wasteson 2002). 

 
Escherichia coli (E. coli),  insan ve hayvanların gastrointestinal sisteminde bulunan 

predominant fakültatif anaerob olarak bilinen gram-negatif bir basildir. Bu organizmalar 

genellikle konak hücreye zarar vermeden, doğumdan itibaren bebeklerin gastrointestinal 

sistemlerinde kolonize olmaktadır (Drasar ve ark. 1974, Bettelheim ve Lennox-King 1976). 

Son zamanlarda ise geniş ölçüde insan hastalıklarının kaynağını teşkil eden E. coli klonları 

gelişmiştir. Nataro ve Kaper (1998) E. coli bakterisinin önemli bir transformasyona uğradığını 

ve bunun süreceğini bildirmiştir. Bu çerçevede, başlangıçta bağırsaklarda zararsız bir bakteri 

olarak görülen E. coli’nin bazı suşlarının artık insan ve hayvanlarda hastalığa neden olan 

patojenler olduğu anlaşılmıştır. E. coli nedeniyle oluşan hastalık salgınları binlerce kişiyi 

etkileyebilmekte ve uluslararası manşetlerde yer tutabilmektedir (Nataro ve Kaper 1998, 

Petridis ve ark. 1998, Kaper ve Karmali 2008).E. coli kaynaklı enfeksiyon sonucunda 3 klinik 

sendrom gözlenmektedir: i) enterik/ishalli hastalıklar, ii)üriner sistem enfeksiyonları, 

iii)sepsis/menenjit. 

 
E. coli’nin patojenik suşları farklı patotiplere ayrılabilmektedir, her patotip ise farklı 

bir hastalığa neden olmaktadır (Kaper ve ark. 2004). Tüm patotipler iki büyük gruba 

ayrılabilir: intestinal patojenik E. coli ve ekstraintestinal patojenik E. coli. Đntestinal patojenik 

E. coli kolonizasyon ile birlikte diyare, şiddetli kolitis, dizanteriye neden olmaktadır. 



Ekstraintestinal patojenik E. coli ise üriner sistem enfeksiyonları ve septisemilere yol 

açabilmektedir. 

 
En yaygın ekstraintestinal patotip, üriner sistem enfeksiyonlarına neden olan 

üropatojenik E. coli (UPEC)’ dir. Bu grupta yer alan diğer önemli patotip ise menenjit/sepsis 

ili şkili E. coli (MNEC)’dir. Đlginç bir durum olarak, fonksiyonel çalışmalardaki genomik 

karşılaştırma farklı UPEC izolatları açısından virulans genlerinin belirlenmesinde önemli 

olmaktadır (Johnson 2003). Böylece bazı spesifik alternatif kombinasyonlarının üriner sistem 

enfeksiyonu ve yangıya yol açtığı söylenebilmektedir. 

 
Đntestinal patojenik E. coli çok sayıda patotipten meydana gelmektedir. Bu patotipler; 

enteropatojenik E. coli (EPEC), enterohemorajik E. coli (EHEC, STEC), enteroinvaziv E. coli 

(EIEC), enteroaggregatif E. coli (EAEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC) ve diffüz adherent 

E. coli (DAEC)’ dir (Kaper ve ark. 2004). Ayrıca Crohn hastalığında adherent invaziv E. coli 

(AIEC) suşlarının da varlığı saptanmıştır (Barnich ve ark. 2007). Bu patotiplerin her biri 

benzer virulans genleri taşıyan yakın ilişkili organizmaların bir koleksiyonundan 

oluşmaktadır. Örneğin; bütün ETEC izolatları benzer yapıda ısı-labil yada ısı-stabil toksinler 

üretebilmektedir. Aynı şekilde bütün EPEC izolatları virulans için gerekli olan tip III 

sekresyon sistemine sahiptir (Kaper ve ark. 2004). 

 
Diyarojenik E. coli suşlarının sınıflandırılması ise; adhezyon, invaziv ve toksin üretme 

yeteneğine dayanmaktadır (Çizelge 1.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Çizelge1.1. Diyarojenik E. coli’nin 5 farklı sınıfının karakteristik özellikleri (Nataro ve Kaper 

1998, Robins-Browne 2000 ). 
 



Patotip Virulans 

Determinantları 

Adhezyon 

veĐnvazyon 

özellikleri 

Hastalık ile 

ili şkisi 

Enterotoksijenik E. 

coli (ETEC) 

Isı-labil (LT) ve Isı-

stabil (ST)enterotoksin. 

Adheziv ve non-

invaziv 

Seyahat ishali, 

Bebek ishali 

Enteroinvaziv E. coli 

(EIEC) 

Plasmid kodlanmış dış 

membran invazinleri ve 

toksinleri 

Kolon hücrelerinde 

invazyon. 

Shigella benzeri 

dizanteri 

EnteroaggregatifE. 

coli (EAEC) 

Enteroaggregatif ısıya 

dayanıklı 

enterotoksin(EAST); 

agregatif adherens 

fimbria 

Kümeler halinde 

adhezyon 

Mukoidishal, sulu 

ishal 

Enteropatojenik E. 

coli (EPEC) 

Yalancı pili oluşumu; 

kromozomal patojenite 

ada ürünleri (LEE) 

Kümeler halinde 

adhezyon. A/E 

lezyon oluşumuna 

yol açmaktadır 

Az gelişmiş 

ülkelerde bebek 

ishali 

Enterohemorajik E. 

coli (EHEC, STEC), 

Shigasitotoksin; LEE 

patojenite ada ürünleri. 

Yüksek derece 

adheziv.  

Non-invaziv 

Kanlı ishal, 

Hemorajik kolitis 

(HC), Hemolitik 

Üremik Sendrom 

(HUS) 

 

 
 
 
1.2. Escherichia coli’nin Sınıflandırılması 

 
1.2.1. Taksonomik Sınıflandırma 

 



E. coli, Enterobacteriaceae familyasınaaitgram-negatif, sporsuz veçubuk şekilli bir 

bakteridir. Bu bakteri genellikle karakteristik biyokimyasal reaksiyonlar yardımıyla identifiye 

edilmektedir. E. coli’nin glukozu fermente etme yeteneği ve gaz oluşturması temel 

karakteristik özelliğidir. E. coli tespitinde sitrat testi negatif(%99), metil red pozitif (%99), 

Voges-Proskauer negatif (%100) sonuç vermektedir. Ayrıca β-galaktosidaz üretimi (%95) ve 

indol üretimi (%98) gerçekleşirken, hidrojen sülfid (%99) yada üre hidrolizi (%99) 

oluşmamaktadır (Farmer ve ark. 1985).  

 
E. coli’ nin biyokimyasal testlere verdiği reaksiyonlar Çizelge 1.1' de belirtilmiştir. 

E. coli O157:H7' nin diğer E. coli’ ler için geliştirilmi ş biyokimyasal testlere oranla aynı 

reaksiyonu verdiği belirtilmektedir  (Koneman ve ark. 1997). 

 
Çizelge 1.2. E. coli biyokimyasal özellikleri (Koneman ve ark. 1997) 
 
Biyokimyasal Testler Escherichia coli 

Đndol + 

Metil red + 

Voges Proskauer - 

Sitrat - 

Lizin dekarboksilaz + 

Arjinin dihidrolaz V 

ONPG V 

Sarı Pigment - 

Laktoz * 

Sorbitol + 

Mannitol + 

Adonitol - 

Sellobioz - 

*  E. coli O157 suşları sorbitol negatifdir. V:Suşların %11-%89'unda pozitifdir. 

 

E. coli; nutrient agar ve kanlı agar gibi genel besiyerleri ve MacConkey (MC) agar, 

Eosine Methylen Blue (EMB) agar gibi selektif ve diferansiyel besiyerlerinde 37 °C'de 24 

saatte yuvarlak 1.2 mm çapında, parlak, düzgün kenarlı, S- tipli koloniler meydana getirir. 

Etken laktozu fermente ettiği için MC agarda pembe renkli koloniler, EMB agarda metalik 

refle görünümünde koloniler oluşturur. Ayrıca besiyerlerinde kenarları düzgün olmayan, 



küçük ve kuru görünümlü R- tipli koloniler ile mukoid özellikteki koloniler de görülür. 

Genellikle, patojen olan bazı suşları kanlı agarda hemoliz oluşturma yeteneğindedir. 

Buyyonda kısa bir süre içerisinde hafif bir bulanıklık oluşturarak ürer (Bisping ve Amtsberg 

1988, Erensoy 1990). 

 
E. coli O157:H7 serotipi için glukozdan gaz oluşturma yeteneği pozitif, üreaz 

aktivitesi ve H2S oluşturma yeteneği negatiftir (Topçu ve ark. 2002). 

 
E. coli O157:H7 optimal üreme ısısı 37 °C olmasına rağmen 20-40 °C'de, optimal 

pH'sı 7-7,2 olmasına rağmen pH 5-8'de de üreyebilmektedir (Đzgür ve Akan 2002). Doyle ve 

Padhye yaptıkları bir çalışmada -80 ve -20 oC'lerde dondurulmuş kıymalarda, 9 ay boyunca 

canlılığını sürdürebildiğini tespit etmişlerdir (Temelli 2002). 

 
E. coli O157:H7 serotipinin yüksek tuz konsantrasyonlarına da direnç gösterdiği 

belirtilmektedir (Kehl 2002). Glass ve ark. (1992) tarafından yapılan bir araştırmada E. coli 

O157:H7'nin 200 ppm nitrit ve % 4 NaCl içeren ve pH'sı 5,6 olan sıvı besiyerinde 

gelişebildiği bildirilmi ştir. 

 
1.2.2. Serolojik Sınıflandırma 

 
Hem patojenik hemde non-patojenik E. coli suşları benzer biyokimyasal reaksiyonlar 

oluşturmaktadır. Bu nedenle serotiplendirme, hastalıkla ili şkili E. colisuşlarının 

identifikasyonu ve sınıflandırılması için kullanılan en güvenli yöntemdir. Serotiplendirme, 

yüzey yapısında bulunan antijenik farklılıklara dayanmaktadır.  

  
E. coli’nin serotiplendirilmesi 4 temel yüzey antijenine göre yapılmaktadır:i) O 

(somatik), ii) H (flagellar), iii) K (capsular)(Lior ve ark. 1996) ve iv) F (fimbrial) antijendir 

(Orskov ve ark. 1982). Somatik (O) antijenler, smooth(S) E. coli suşlarının hücre duvar 

yapılarında bulunan lipopolisakkarit kompleksinden oluşmaktadır. Polisakkarit-tekrarlayan 

ünitelerin immunojenitesi, O antijenlerin spesifitesini içermektedir. Bu tekrarlayan 

bölgelerden yoksun bazı suşlar ise rough(R) olarak bilinmektedir. Herbiri ayrı bir serogrubu 

ifade eden 170 farklı O antijeni tanımlanmıştır (www.microbionet.com.au).  

 
Flagellar (H) antijenin antijenik çeşitlili ği, flagella yapısında bulunan farklı tiplerdeki 

flagellin proteinine dayanmaktadır. Fakat flagelları gelişmiş hücreler organizmanın yarı-katı 



agardan pasajlanmasıyla elde edilebilir.  Hareketli olmayan bu suşlar non-motile(NM) yada 

H- olarak ifade edilmektedir (Chandler ve Bettelheim 1974). 

 
Kapsüler (K) antijen, O-spesifik lipopolisakkaritten bağımsız olarak 

asidikpolisakkaritlerden meydana gelmektedir (Lior ve ark. 1996).  

 
Fimbrial (F) antijenler, proteinöz moleküler yapılar bilinmeden önce K antijenleri 

olarak tanımlanmıştır, fakat kendi yapılarının ortaya çıkmasıyla K antijen profilinden 

ayrılmıştır (Orskov ve ark. 1982).  

 
1.3. STEC  Nomenkülatür 

 
Escherichia coli genellikle insan ve hayvanların bağırsaklarında normal mikrofloranın 

bir parçası olan nonpatojenik üyelere sahip, genetik olarak heterojen bakteri grubudur. Ancak 

bu bakterilerin belirli alt türleri intestinal veya ekstraintestinal hastalığa neden olan genlere 

sahip olmaktadır (Kaper ve ark. 2004). Enterik hastalığa neden olan E. coli, virulans faktörleri 

ve sahip olduğu mekanizmalara dayanarak patotiplere ayrılmaktadır (Nataro ve Kaper 1998, 

Kaper ve ark. 2004). Shiga toksin olarak adlandırılan güçlü bir sitotoksin salgılayan Shiga 

toksin üreten E. coli (STEC) bu patotiplerden birini oluşturmaktadır. Ayrıca STEC verotoksin 

üreten E. coli olarak da adlandırılmaktadır. Shiga toksin (Stx) adını Shigella dysenteriae 

serotip1 tarafından üretilen bir sitotoksine benzemesinden almaktadır  (O’Brien ve ark. 1982), 

Verotoksin (VT)  ise Vero hücreleri için sitotoksisiteye neden olmaktadır (Konowalchuk ve 

ark. 1977). Son zamanlarda, 2 toksinin müthiş benzerliğinden dolayı Verotoksin-üreten E. coli 

suşlarından STEC olarakta bahsedilmektedir (O’Brien ve ark. 1982, O’Brien ve LaVeck 

1983). Hemorajik kolitis(HC) ve hemolitik üremik sendroma neden olan STEC, aynı zamanda 

Enterohemorajik E. coli olarak da adlandırılmaktadır (EHEC; Levine ve ark. 1987, Nataro ve 

Kaper 1998). 

 

 

 

1.4. STEC suşlarının Epidemiyolojisi 

 
1.4.1.1. Đnsanlarda STEC serotipleri 

 
E. coli’nin O157:H7 serotipi ilk kez 1975 yılında kanlı ishali bulunan bir hastadan 

izole edilmiştir. Bu vaka sporadik bir HC(kanlı ishal) vakası olarak kaydedilmiştir. Bu 



vakadan sonra 1982 yılına kadar hiçbir vakadan O157:H7 serotipi izole edilmemiştir. E. coli 

O157:H7’nin bir insan patojeni olduğu ilk kez 1982 yılında anlaşılmıştır. ABD’nin Oregon ve 

Michigan eyaletlerinde 1982 yılında sığır etinden hazırlanmış köfteli hamburger yiyen 

insanlar arasında 47 kişide şiddetli karın ağrısı ve sulu ishalle başlayan ve kanlı ishale 

dönüşen ateşsiz veya çok az ateşle seyreden iki hastalık salgını oluşmuştur. Đnsanlarda şiddetli 

kanlı ishalle seyreden bu iki salgının araştırılması sonucunda, bu salgınlara aynı hızlı yemek 

lokanta zincirinden elde edilerek iyi pişirilmeden tüketilen hamburger köftelerinden 

kaynaklanan ve daha önce patojen olarak tanımlanmayan O antijen 157 ve H antijen 7 olarak 

ifade edilen bir E. coli suşunun neden olduğu belirlenmiştir (Riley ve ark. 1983, Wells ve ark. 

1983, Rocchi ve Capozzi 1999, FSIS 2001, Feder ve ark. 2003). E. coli O157:H7 olarak 

tanımlanan bu suşun, antijenik, fizikokimyasal ve immunolojik olarak ve biyolojik etkileri 

yönünden birbirlerinden farklı Stx’e benzer toksinler üreten ve HC ve HUS’a neden olan 

EHEC kategorisine ait olduğu tespit edilmiştir (Chinyu ve Brandt 1995, Armstrong ve ark. 

1996, Reilly1998, Schlundt ve ark.2004, Karch ve ark. 2005, Yoon ve Hovde 2008). E. coli 

O157:H7’nin toksinleri Stx’e benzemektedir ve Vero hücre kültürleri için toksijeniktir. Bu 

toksinleri üreten E. coli suşları VTEC veya STEC olarak bilinmektedir. Bu patojenin 

toksinleri VT1, VT2, Stx1 ve Stx2 olarak adlandırılmaktadır (Armstrong ve ark. 1996, 

Wasteson 2002, Tarr ve ark. 2005). Bu toksinlerin E. coli O157:H7 enfeksiyonunun 

patojenitesinde doğrudan ve önemli bir rol oynadığı düşünülmektedir (Chinyu ve Brandt 

1995).  

 
STEC suşlarının O157:H7 serotipi; ilk kez  HC ve HUS hastalarında saptanan,  en  

bilinen serotipidir (Riley ve ark. 1983). Bu serotip, çok sayıda salgın ve hastalık vakalarından 

sorumludur (Griffin ve Tauxe 1991). Moleküler genetik çalışmaları, EPEC bakterisinin bir 

suşu olarak bilinen E. coli O157:H7’ nin Shiga toksin genlerini kazanmasıyla daha virulent 

bir organizma olarak geliştiğini göstermektedir (Whittam ve ark. 1993). Fakat O157:H7 

dışında 100’ den fazla STEC serotipi  ciddi insan hastalıkları ile ilişkilendirilmektedir 

(Çizelge 1.3). ABD’ de HUS vakalarının % 20-25’inin kaynağını non-O157 STEC 

oluşturmaktadır (Johnson ve ark. 1996). 1980’ li yıllardan bu yana çeşitli Avrupa ülkelerinde 

gözlenen HUS vakalarının % 10-30’ una non-O157 STEC neden olmaktadır(Caprioli ve ark. 

1997, Bonnet ve ark. 1998). Đnsan hastalıkları ile ilişkili en yaygın non-O157 STEC 

serotipleri; O26:H11, O103:H2, O111:H-, O128:H2 ve O113:H21’ i içermektedir (Griffin ve 

Tauxe 1991). Non-O157 STEC serotiplerinin etiyolojik önemi,  STEC O157:H7 serotiplerini 

içeren salgınlarla ilişkilidir. STEC O157:H7/H- salgınlarında, sadece birkaç bireyde STEC 



O157:H7/H- rastlanmıştır. Diğer bireylerde ise non-O157 STEC saptanmıştır. Bu durum 

STEC O157:H7/H- salgınlarında non-O157 STEC serotiplerinin de önemli rol oynadığını  

göstermektedir (Goldwater ve Bettelheim  1998).Amerika’ da STEC’ in O157:H7 serotipi 

gıdalarda bulunan patojenlerin büyük bir çoğunluğunu oluşturmaktadır. Non-O157 STEC 

serotipleri ise insan sağlığı için majör komplikasyonları oluşturmasına rağmen 0157:H7 

serotipi gibi gıdalardan önemli miktarlarda izole edilememiştir (Johnson ve ark. 1996). 

 
Turutoğlu ve arkadaşları 2002 yılında yaptıkları çalışmada; çiğ sütte Escherichia coli 

O157:H7 serotip  varlığının, sığır mastitis etkeni olup olmadığını araştırmışlardır. Bu amaçla; 

382mastitisliineksütlerindenizole edilenE. colisuşlarınınSorbitolMacConkey (SMAC) 

agardakültüre edilmiştirvelateksaglütinasyonyöntemiiletest edilmiştir. Suşların hiçbiriE. 

coliO157:H7olarak tespitedilmiştir. 382 mastitisli süt numunelerinin sonuçları incelendiğinde; 

% 26.2’ sinin Staphylococcus aureus, % 20.9 Koagülaz Negatif Stafilokok, % 13.0 E. coli, % 

10.9 Streptococcus uberis, % 6.3 Streptococcus dysgalactiae, % 1.6 Streptococcus agalactiae, 

% 1.0 Citrobacter freundii and Candida albicans, % 0.5 Actinomyces pyogenes, 

Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes and Bacillus spp. varlığı saptanmıştır. 

SMAC agarda sorbitolu fermente eden 50 adet E. coli suşlarında 24 saat içinde O157 lateks 

testinde aglütinasyon gerçekleşmediği için suşların hiçbiri E. coli O157:H7 olarak 

tiplendirilmemiştir. 

 
1.4.1.2. Đnsanlarda STEC’in Coğrafik Dağılımı 

 
STEC, gelişmiş ülkelerin oldukça önemli bir sorunudur (Johnson ve ark. 1996, Elliot 

ve ark. 2001). Sorbitolu fermente edemeyen, β-glukuronidaz-negatif O157:H7 STEC 

serotipleri; Amerika, Kanada, Japonya ve Đngiltere’ deki HC ve HUS hastalarından izole 

edilmiştir.  O157:H- EHEC suşlarının büyük çoğunluğu Avrupa ve Avustralya’ daki 

örneklerde saptanmıştır (Karch ve ark. 1993, Robins-Browne ve ark. 1998, Caprioli ve Tozzi 

1998). Şili, Arjantin ve Avustralya gibi ülkelerde non-O157 STEC serotipleri HUS 

vakalarının çoğunluğunu oluşturmaktadır (Ojeda ve ark. 1995, Lopez ve ark. 1989, Robins-

Browne ve ark. 1998, Elliot ve ark. 2001). Avustralya’ da görülen HUS salgınlarının 

araştırılması sonucunda,  STEC O111:H- serotipinin insan hastalıklarının en önemli kaynağını 

oluşturduğu bildirilmiştir (Cameron ve ark. 1995, Henning ve ark. 1998, Elliot ve ark. 2001). 

STEC suşlarının  O26:H-, O113:H21, O130:H11, OR:H9, O157:H-, Ont:H7 ve Ont:H- 

serotipleri  ayrıca Avustralya’ da 4 yıl süren etiyolojik bir çalışmadan sporadik vakalar 

tarzında izole edilmiştir (Elliot ve ark. 2001). 



 
STEC suşlarının yaklaşık 500 serotipi insan hastalıklarından izole edilmesine rağmen, 

en az 10 O-serogrubu vakaların çoğundan sorumlu olmaktadır (Blanco ve ark. 2004b) (Şekil 

1.1). Çoğu ülkede, O157:H7 serotipi bir çok hastalık ile ilişkilidir. Danimarka’da 312 STEC 

enfeksiyonunun %26’ sının kaynağını O157 STEC suşları oluşturmaktadır (Nielsen ve ark. 

2006). Bu suşların % 68’ i ise 8 O-serogrubuna  (O157, O103, O146, O26, O117, O145, 

O128, O111) sahiptir. Bu izolatların %8’i şiddetli hastalıklara neden olmaktadır. O26, O103, 

O111 ve O145 gibi bazı serogruplar çoğu ülkede sıklıkla görülürken; O157, O103, O146, 

O26, O117, O145, O128, O111 gibi serogrupların neden olduğu hastalıkların görülme sıklığı 

değişiklik göstermektedir. Örneğin; Arjantin’ de yapılan bir çalışmada kanlı ishal, HUS ve 

kansız ishalli 99 çocuktan izole edilen 103 adet STEC suşunun %59’ unda O157:H7 ve 

O145:NM, O26:H11, O113:H21, O174:H2, O8:H19, O145:H25 gibi yaygın serotipler 

saptanmıştır (Rivas ve ark. 2006). Amerika Birleşik Devletleri’ nde yürütülen kapsamlı bir 

çalışmada, Jelacic ve arkadaşları (2003) 82 adet STEC suşlarının % 32’ inde O157:H7/H− ve 

en yaygın serotipleri (O26:H11, O121:H19 ve  O103:H2) bulunmuştur. Brooks ve arkadaşları 

(2005) ; 1983-2002 yıllarında Birleşik Devletleri’ ndeki hastalardan izole edilen 940 adet 

nonO157 STEC suşlarını incelemiş ve baskın serogruplarını tespit etmiştir (sırasıyla 

O26,O111,O103, O121, O45 ve O145).  

 

 
Şekil 1.1.  Đnsanlardaki hastalıklarla ilişkili olan Shiga-toksini üreten E. coli serotipleri (Gyles 

2007). (Danimarka için olan veriler Nielsen ve arkadaşları, Arjantin için olan veriler 
Rives ve arkadaşları (2006), ABD1 için olan veriler Jelacic ve arkadaşları, ABD2 için 
olan veriler  Brooks ve arkadaşları(2005) tarafından alınmıştır. Brooks ve arkadaşları 
sadece non O157:H7 STEC suşlarını incelemişlerdir. O157:H7 yüzdesi ise Jelacic ve 
arkadaşları tarafından incelenmiştir.NT: Tiplendirilemeyen serogruplar) 



 
1.4.2. Ruminantlarda  STEC 

 
STEC suşlarının genel habitatı, özellikle sığır ve koyun gibi ruminantların intestinal 

sistemleridir (Beutin ve ark. 1993, Kudva ve ark. 1996, Beutin ve ark. 1997, Kudva ve ark. 

1997). Sığır ve koyun gibi ruminantların dışkıları ile kontamine gıdalar, insanlarda 

enfeksiyonların temel kaynağını oluşturmaktadır. Mezbahalarda ise dışkı ve bağırsak 

içeriklerinin ete bulaşması kontaminasyona neden olmaktadır. Öncelikle etin yüzeyine 

bulaşan patojenler, etin parçalanmasıyla iç kısımlara yerleşmektedir (Brooks ve ark. 2001). 

Đyi pişirilmemiş etin tüketilmesiyle insanlarda hastalıklargözlenmektedir. Şekil 1.2’de STEC’ 

in ruminant rezervuarlarından gıda stoklarına muhtemel giriş yolları açıklanmıştır. Genellikle 

bir ruminant türünün gastro-intestinal sistemine yerleşen STEC serotipleri, diğer ruminant 

konaklarından da izole edilmektedir (Beutin ve ark. 1993, Beutin ve ark. 1995, Beutin ve ark. 

1997, Djordjevic ve ark. 2001). STEC O157:H7 birçok insan hastalıklarına neden olurken,  

gıda ve hayvan dışkılarında bulunan non-O157 STEC suşlarının izolasyon oranı  STEC 

O157:H7’ ye göre daha yüksektir (Willshaw ve Smith 1992, Johnson ve ark. 1996, Djordjevic 

ve ark. 2001). Bu yüzden insanlar, gıda ve dışkı kaynaklı non-O157 STEC serotiplerine daha 

sık maruz kalmaktadır. Şekil 1.2 ile Shiga-toksin üreten Escherichia coli’nin insanlara 

yayılmasında sığırların rolü görülmektedir. Sığırlar çok büyük oranda STEC rezervuarı 

olmaktadırlar. Bakterinin geçişi et, süt, direkt kontakt, kontamine su ve gıda yoluyla 

olmaktadır. Besi sığırları ise insanlarda hastalığa neden olan 0157:H7 STEC için büyük 

oranda kaynak oluşturur. Sığırlardaki STEC populasyonu kuşlar gibi diğer kaynaklar yoluyla 

insanlarda enfeksiyona yol açar. Đnsandan insana enfeksiyonda söz konusu olmaktadır. 

  
  
                                                                                                       Fekal kontaminasyon 
                                                                      Fekal  
                                                                      Kontaminasyon 
Direkt geçiş                                                                  Kros-kontaminasyon 
 
                   Gıda kaynaklı geçiş         Gıda kaynaklı geçiş  
                                                                                       Gıda kaynaklı geçiş 
  
 
 
                                                     Đnsandan insana yayılım 
  
 
 
 

Diğer gıdalar 

        Đkincil insan vakaları 

       Đnsanlar 

         Et 

     Süt 

     Sığır rezervuarı 



Şekil 1.2. Đnsan gıda zincirinden ruminant  rezervuarlarına STEC geçiş şeması (Armstrong  ve 
ark. 1996). 

 
Epidemiyolojik araştırmalar, STEC O157:H7 ve çeşitli non-O157 STEC  serotiplerinin  

temel rezervuarını sığırların oluşturduğunu göstermektedir (çizelge 1.3)(Griffin ve Tauxe 

1991, Hancock ve ark. 1994, Zhao ve ark. 1995, Chart 1998). En yaygın sığır STEC 

serotipleri; O26:H-, O26:H11, O91:H21, O103:H2, O111:H- ve O111:H8’ dir. Bu serotiplerin 

tümünün insanlarda hastalığa neden olduğu bildirilmiştir (Butler ve Clarke 1994). Kuzey 

Amerika ve Avrupa’ daki sığırlarda O157 STEC prevalansının %0-10 arasında değiştiği 

bildirilmi ştir (Armstrong ve ark. 1996). Fakat son zamanlarda Hallaran ve Summer’in  

çalışmasında (2001), Avustralya’ daki süt sığırlarında 505 adet fekal örnekte sadece 1 adet 

O157 serogrubunun saptandığı bildirilmi ştir. Avustralya’ da 1796 adet sağlıklı sığırları içeren 

bir çalışmada ise, 69 adet STEC serotipi saptanmıştır. Bu çalışmada sığırlarda non-O157 

STEC prevalansı yüksek oranda bulunurken, sadece 2 adet sığırda STEC O157:H7/H- varlığı 

tespit edilmiştir(Hornitzky ve ark. 2001). 

 
1.4.3. STEC  Enfeksiyonu 

 
Đnsanların kontamine gıda tüketimi yada hayvanlarla doğrudan teması sonucu STEC 

enfeksiyonu gözlenmektedir. Bu enfeksiyon binlerce kişiyi etkileyen sporadik bir vakadır 

(Griffin and Tauxe 1991, Karmali 2004). Et  (özellikle az pişmişhamburger eti), hazır sosis,  

çiğ süt, peynir, pastörize edilmemiş elma ve meyve suyu, marul, kavun, yoncafilizi, 

turplahanası, içme suyu, banyo suyu ve hayvanlarla doğrudan temas enfeksiyon kaynaklarını 

oluşturmaktadır (Şekil 1.2). Hamburger eti,  Kuzey Amerika’ da O157:H7 enfeksiyonunun 

temel kaynağı olarak saptanmasına rağmen Avrupa kıtasında bir etken olarak tespit 

edilmemiştir (Karch ve ark. 1999). Bulaşma, kişiden kişiye yayılım ile gerçekleşmektedir. 

O157:H7 için enfektif doz 50-100 adet bakteri olmak üzere çok düşüktür (Tilden ve ark. 

1996, Bell ve ark. 1994). Đnsanlarda STEC enfeksiyonu  sulu ishal, kanlı ishal yada akut 

böbrek yetmezliği, mikroanjiopatikhemolitik anemive trombositopeni ile karakterize olan 

hemolitik üremik sendrom(HUS)’ a neden olabilmektedir (Karmali ve ark. 1983, Nataro ve 

Kaper 1998, Welinder-Olsson ve Kaijser 2005). Hemolitik üremik sendromvakalarında 

böbreklerin yanı sıra merkezi sinir sistemi, akciğer, pankreas ve kalp gibi diğer organlarda 

etkilenmektedir. HUS sendromu O157:H7 STEC ile enfekte bireylerin %5 – 10’ u arasında 

görülmektedir (Griffin ve Tauxe 1991). Şiddetli komplikasyonlara ise 5 yaşından küçük 

çoçuklar ve yaşlılar çok duyarlıdır.  



 
 
 
 
Çizelge 1.3. Đnsan, sığır, koyun ve diğer kaynaklardan izole edilen non-O157 STEC 

serotipleri (Anonim 1). 
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Çizelge 1.3. Đnsan, sığır, koyun ve diğer kaynaklardan izole edilen non-O157 STEC 

serotipleri (devamı). 
 



 
 
 
 
1.5. STEC’ nin Virulans Faktörleri 

 
STEC suşları çok sayıda potansiyel virulans determinantlarına sahiptir (Çizelge1.4). 

STEC virulansı tek bir gene yada gen ürünlerine bağımlı değildir. STEC virulansının multi-

faktöriyel bir süreç olduğu bilinmektedir (Law 2000). Bu patojenler asidik gıdalar ve kirli 



sularda varlığını sürdürmektedir. Ağız yoluyla alınan patojenlerin, midenin asidik ortamı 

yardımıyla bağırsağa geçişi sağlanmaktadır. Đntimin içeren adhezinler yardımıyla bağırsak 

kolonizasyonu,  Shiga toksin üretimi ile STEC patogenezisi sağlanmaktadır (Boerlin ve ark. 

1999). Fakat intimin negatif STEC suşları, insanlarda hastalık kaynağı olarak bilinmektedir 

(Paton ve ark. 1999). STEC O157:H7 dışındaki Stx üreten ve intimin ekspresyonunu sağlayan 

STEC serogruplarının düşük skalada hastalık etkeni olarak görülmemesinin nedeni 

anlaşılmamaktadır. 

 
Çizelge  1.4.  STEC’ in virulans ilişkili faktörleri(Ramachandran 2002). 
 
Protein (Gen) Taşındığı bölge Fonksiyon 

Shiga toksin (Stx)                              Kromozom Protein sentezinin inhibe eder 
(Obrig ve ark. 1987) 

Đntimin (eae)                                     Kromozom Adhezyon  
(McKee ve ark. 1996) 

Enterohemolizin (ehxA) Plasmid Hemaglütinasyon  için eritrosit lizisi  
(Law and Kelly 1995)                                                                                                   

Enteroagregatif ısı-stabil  
toksin 
(astA) 

Kromozom Sodyum klorür absorpsiyonunu  
uyarıryada inhibe eder   
(Savarino ve ark. 1991)  

Katalaz/peroksidaz (katP)              Plasmid Makrofaj ve nötrofiller tarafından 
üretilen                                                                                                    
sitotoksik oksidanları  detoksifiyeeder 
(Brunder ve ark. 1996) 

Ekstraselüler serin proteaz  
(espP)                                    

Plasmid Đnsan koagülasyon faktör V’ in 
bölünmesi                                                                                                                        
(Brunder ve ark. 1997) 

Clostridium difficilebenzeri  
toksin 

Plasmid Hücre mimarisi ile ilgili proteinleri 
değiştirir  
(Burland ve ark. 1998)                                                                                                               

Adhezyon için EHEC faktör  
(efaI) 

Kromozom Adhezyon  
(Nicholls ve ark. 2000) 

STEC oto-aglütinasyon 
adhezinleri (saa) 

Kromozom Adhezyon   
(Paton ve ark. 2001) 

Üreaz (ure)                                           Kromozom Asidik pH nötralizasyonu                                                                                                          
(Heimer ve ark. 2002) 

Tip IV pilus (pil)                                                                                         Plasmid Adhezyon ve bakteriyel konjugasyon                                                                                                       
( Srimanote ve ark. 2002) 

 

STEC O157 suşlarının sahip olduğu faktörler, diğer non-O157 STEC suşlarında 

mevcut faktörlere göre daha virulenttir.E. coli O157 genomu 1 Mb boyutundadır  (Kaper ve 

ark. 1998b). E. coli O157 genomunda stx faj genleri, enterosit yıkımlayan lokus ve pO157 

plasmid varlığı nedeniyle E. coli K-12 genomundan daha büyüktür.  E.coli O157:H7 suşunda 



bulunan pO157 plasmidi; tip 2 protein sekresyon sistemi, enterohemolizin olarak bilinen bir 

hemolizin,  Clostridium difficile benzeri  toksin ve katalaz/ peroksidaz  içeren yaklaşık 100 

genden oluşmaktadır (Şekil 1.3). Patogeneziste pO157 faktörünün önemi tam olarak 

bilinmemektedir.  Hastalıkla ilişkili suşlarda pO157 plasmidin yüksek prevalansı, bu 

plasmidin patojenik STEC suşlarında bir marker olarak kullanıldığını göstermektedir (Beutin 

ve ark. 1994).  Ayrıca O157 genomunda identifiye edilemeyen genlerde, hastalığın virulansı 

ve şiddeti ile ilişkilidir. Bu virulans faktörler, STEC O157 virulansını arttırmaktadır. Şekil 

1.3’ de tipik O157:H7 STEC’ in karakteristik virulans ilişkili markerları şematik olarak 

gösterilmektedir. 

 

 

 
Şekil 1.3. Tipik Shiga toksin üreten E. coli’ nin karakteristik  virulans faktörlerinin  şematik 

hali   (Robins-Browne 2000). 
Non-O157 STEC serotipleri, STEC O157:H7’ ye göre daha yüksek oranda  

enterohemolizin üretimini sağlayan pO157 plazmidine sahiptir (Karch ve ark. 1998). Non-

O157 STEC suşlarında bu plazmidin varlığını araştırmak ve non-O157 STEC 

patogenezisindeki rolünü belirlemede diğer plazmid ve kromozom tarafından kodlanan 

virulans markerların prevalansını  değerlendirmek için daha ileri çalışmalar yapılması 



gerekmektedir. Özellikle Stx ve intimin gibi virulans faktörler, STEC serotiplerinde 

bulunmaktadır. Virulans faktörlerin karakterizasyonu, insan enfeksiyonlarının bu suşlarla 

ili şkisini belirlemede önemli bilgi vermektedir. 

 
Đnsan enfeksiyonunda,potansiyel virulans faktörlerin ve STEC mekanizmasının 

rolünün doğrulanmasında önemli zorluklar bulunmaktadır. Uygun hayvan modellerinin 

eksikliği, patogenezisin anlaşılmasını sağlayan çalışmaların yapılmaması, enfeksiyonda 

görevli virulans faktörler hakkında yeterli bilginin olmaması ve STEC O157:H7 dışındaki 

STEC suşlarının zayıf karakterizasyonu bu suşlarla ilişkili virulans özelliklerin anlaşılmasını 

zorlaştırmaktadır (Law 2000).  

 
Suojala ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada (2010), spesifik filojenik grupları, 

virulans genlerini ve antibiyotik dirençlilik durumlarını sığırlarda klinik mastitise yol açan E. 

coli izolatlarında identifiye edilmiştir. Toplam 154 E. coli izolatından 144 adedi akut hastalık 

durumunda, 10 adedi ise 3 haftalık olgulardan izole edilmiştir. Đzolatların filogenik grupları ve 

virulans genleri PCR kullanılarak, antimikrobiyel duyarlılıkları ise VetMIC mikrodilüsyon 

metod kullanılarak belirlenmiştir. 10 adet hayvanda (% 11.8) enfeksiyon kendini 

tekrarlamıştır. Bu durum da pulsed-field jel elektroforezi ile tedaviden 3 hafta sonraki 

kontrolde doğrulanmıştır. Đzolatların119 (% 82.6)’ı esas kommensalsuşlardanoluşan filogeni 

grupA içinde yer almaktadır. 56(% 38.9) izolatın tamamında en az bir virulans geni tespit 

edilmiştir. irp2, iucD, papCiss en yaygın virulans genleri olarak saptanırken; svg, stx1, stx2, 

cnf1ve hlyA genleri ise bulunmamıştır. Virulansgenlerin kombinasyonları büyük ölçüde 

değişiklik göstermiştir. 144 E. coli izolatının 40 (% 27.8)’ ın en az bir antimikrobiyele direnç 

gösterdiği test edilmiştir. Đncelenen filogeni grupları, virulans faktörleri veya antimikrobiyel 

direnç özelliklerin hiçbirisinde klinik belirtiler, meme içi enfeksiyonun persistensiyada 

mastitisin klinik iyileşmesiile ilişkili bulunmamıştır. Sonuçlar ise, mastitis kaynaklı E. coli’ 

nin tipik kommensal olduğunu desteklemektedir. 

 

Kaipainen ve arkadaşlarının 2002 yılında yaptıkları çalışmada E. coli suşlarında 9 adet 

virulans faktörü geni polimeraz zincir reaksiyonu ile araştırılmıştır. K1 ve K5 kapsül 

antijenleri spesifik bakteriyofajlar kullanılarak saptanmıştır.160 adet Fin izolatından % 37 

oranında traT, % 14 oranında cnf 2, %8 oranında cnf1, %11oranında aer, %9 oranında fl7,%8 

oranında sfa,% 7 oranında pap,% 1 oranında afa8Dand % 1 oranında afa 8E saptanmıştır. 113 

adet Đsrail izolatından  % 41 oranında traT, %4 oranında aer,%3 oranındacnf 2, % 1 oranında 



cnf 1, %1 oranında sfa and %1 oranında fl7 genleri saptanmıştır. Serum dirençliliği Fin 

izolatlarında 94/160 oranında, Đsrail izolatlarında 19/113 oranında bulunmuştur. Ayrıca K1 ve 

K5 kapsüllerine rastlanmamıştır. 

 
Osek ve arkadaşlarının 2001 yılında yaptıkları çalışmada ise, STEC ve non-STEC 

suşlarının differansiyasyonu yapılmıştır. Multiplex PCR aşamasında uspA (uspa-PCR) geni 

kullanılmıştır. Birinci aşamada rfb, enterohemolizin (ehly) ve shiga toksin (stx) genleri 

sırasıyla  420, 534 ve 230 bp’de belirlenmiştir. Đkinci aşamada ise rfb, eaeA, Stx1 ve Stx2 

genleri sırasıyla 420, 840, 348 ve 584 bp’de aranmıştır. 202 izolatın hepsinde incelenen genler 

saptanmış. 

 
Kobori ve arkadaşlarını 2004 yılında yaptıkları çalışmada ise 528 adet  mastitisli inek 

sütlerinden 31 adet E. coli suşu identifiye edilmiştir. Bu suşlar Stx1, Stx2 ve eae genleri 

açısından incelendiğinde 13 adedinden Stx1 geni, 3 adedinden Stx2 geni, 4 adedinden ise hem 

Stx1 hemde Stx2 geni saptanmıştır. 3 adet suş ise eae geni taşıması açısından pozitif olarak 

saptanmıştır. 

 
Güler ve arkadaşlarının 2006 yılında yaptığı çalışmada; ineklerin klinik mastitis vakalarından izole edilen 

E. coli suşlannda bazı virulans faktör genlerinin araştırılmıştır. Her biri farklı sürülere ait, 

2000-2005 yılları arasında izole edilen toplam 100 E. coli suşu incelenmiştir. Shiga toxin 1 ve 

2 (stx1 ve stx2), intimin (eaeA), heat-stable enterotoxin a (Sta), F5 (K99), F41 ve F17 

fimbria’larını kodlayan genlerin tespiti amacıyla iki ayrı multipleks PCR uygulanmıştır. PCR 

testleri sonucu 9 suş F17 fimbria geni ve sadece 1 suş eaeA geni pozitif bulunmuştur. Sonuçlar 

klinik inek mastitislerinden izole edilen E. coli suşlarında araştırılan potansiyel virulans 

faktörlerinin hiç birinin yaygın olarak bulunmadığını göstermektedir. Đneklerde mastitis 

vakalarından izole edilen E. coli suşları arasında PCR yöntemi ile insanlarda hastalık 

oluşturma ihtimaline sahip Shiga toksin üreten E. coli (STEC) tespit edilmemiştir. 

Güler ve arkadaşlarının 2008 yılında yaptığı çalışmada ise; buzağılardan izole edilen 

Escherichia coli izolatlarında K99, F41, F17 ile ilgili fimbria, ısı-stabil enterotoksin a (STa), 

intimin (eae) ve Shiga toksinleri (Stx1 and Stx2) varlığı multipleks PCR aracılığıyla 

saptanmıştır. Toplam 120 adet Escherichia coli izolatının, 75 adeti diyare yada septisemik 

buzağılardan ve geri kalan 45 adeti ise 1 günlük ila 2 aylık arasında değişen sağlıklı 

buzağılardan elde edilmiştir. Her bir izolat farklı sürülerdeki farklı buzağılardan izole 

edilmiştir. Hastalıklı hayvanlardan izole edilen izolatlar arasında, 1 ila 7 günlük ishalli 

buzağılardan izole edilen 12 izolat K99, F41 ve STa kombinasyonuna sahip enterotoksijenik 



E. coli olarak tespit edilmiş; 33 izolat ise F17 ile ilgili fimbria genleri saptanmıştır. Bu 

izolatlarda K99+F41+STa kombinasyonu bulunmuştur. 120 suşun 16’ sı eae, 8’i Stx1 ve 5’i 

ise Stx2 genlerini tek başına yada kombine olarak taşımaktadır. eae-pozitif yada Stx-pozitif 

suşların hiçbirinde O157:H7 tespit edilmemiştir. Ancak sonuçlar, buzağıların insan patojeni 

potansiyeline sahip Shiga toksini üreten E. coli taşıyıcısı olabileceğini göstermektedir. 

Hastalıklı buzağılardan izole edilen 75 izolatın antimikrobiyel duyarlılığı, 14 antimikrobiyel 

ajanın kullanıldığı agar disk difüzyon yöntemi ile belirlenmiştir. Đzolatların %77.3 oranında 

ise multirezistans tespit edilmiştir. Yüksek direnç oranları sırasıyla; sefalotine (%72), 

tetrasiklin (%69.3), kanamisin (%69.3), ampisilin (%65.3), nalidiksik asit (%53.3), 

trimethoprim-sulfametoksazol (%52) ve  enrofloksasin (%41.3) için tespit edilmiştir. Seftiofur 

ve sefoksitin için hiçbir direnç saptanmamıştır.  

 
1.5.1. Shiga Toksinler 

 
Shiga toksin (Stx),  sadece STEC suşlarını diğer diyarojenik E. coli gruplarından 

ayırmaz, aynı zamanda insan hastalıklarında önemli bir rol oynar. STEC suşları, non-invaziv 

olup intestinal epitelyal dokulara geçememektedir. Bağırsak lümeninde stx salgılandıktan 

sonra HC ve HUS gibi sistemik komplikasyonlara neden olmaktadır (Paton ve Paton 1998).  

 
1.5.1.1. Stx Yapısı 

 
Toksinlerin E. coli Stx ailesi, Stx1 ve Stx2 olarak adlandırılan 2 büyük antijenik gruba 

ayrılmaktadır. Stx1, yapısal olarak Shigella dysenteriae tip 1 tarafından üretilen Shiga 

toksinine benzemektedir. Stx2 ise yaklaşık %60 DNA ve amino asit homolojisine sahiptir 

(O’Brien ve Holmes 1987). Temel A ve B altbirim yapısı, Stx familyasının tüm üyelerinde 

mevcuttur. Holotoksin, 1 A altbirim ve 5 B altbirimden oluşur. Bu toksin; yapısal olarak 

toksijenik Vibrio cholerae tarafından ifade edilen kolera toksini, enterotoksijenik E. coli 

(ETEC)’ nin ısıya duyarlı toksini vebitki toksini risingibi toksinlere benzemektedir (O’Brien 

ve ark. 1992). A altbirimi (32 kDa); toksinin aktif komponenti olup, disülfid bağı ile bağlı 

A1(28 kDa) ve A2(4 kDa) fragmentlerinden oluşmaktadır. Bu 2 peptidin disülfid bağları, 

endoplazmik retikulum ve sitosolde proteolitik olarak parçalanmaktadır (Garred ve ark. 

1995). A1 peptid enzim aktivitesini sağlarken, A2 peptid ise non-kovalent bağlı pentamerik B 

altbirimin oluşmasını sağlamaktadır (7.7 kDa boyutundaki monomerler) (Austin ve ark. 

1994). B altbirim, toksinin hedef hücre yüzeyindeki spesifik glikolipid reseptörlerine 

bağlanmasını gerçekleştirmektedir (O’Brien ve Tesh 1992). B altbirimi, β sheets ve α helix 



antiparalellerinden meydana gelmektedir. Moleküler modellemede, B altbirimin mutagenezi 

ve X-ışın kristalografik analizi, her bir B altbiriminin 3 potansiyel karbonhidrat bağlayıcı 

bölgesini göstermektedir (Nyholm ve ark. 1995, Nyholm ve ark. 1996, Ling 1998, Bast ve 

ark. 1999). Ayrıca B altbirimleri halka şeklinde pentamer oluşturmaktadır (Richardson ve ark. 

1997). 

 
1.5.1.2. Stx reseptörleri 

 
Globotriosil seramid (Gb3), globotetraosil seramid (Gb4) ve P1 (kırmızı kan hücre 

membranında bulunan glikolipid antijenini içeren bir kan grubu) olarak bilinen membran 

glikolipidleri, Stx toksinini  tanıyan reseptörler olarak tespit edilmiştir (Jacewicz ve ark. 1986, 

Lindberg ve ark. 1987, Lingwood ve ark. 1987, Bitzan ve ark. 1994). Gb3 içeren P kan 

glikolipidlerinin yüksek ekspresyonu görülen bireylerde düşük oranda HUS sendromu 

ardından da STEC enfeksiyonu gözlendiği bilinmektedir (Taylor ve ark. 1990). Çeşitli 

glikolipid reseptörleri, değişken uzunluktaki yağ asitlerini taşıyan bir seramid omurgasına 

bağlı kısa karbonhidrat zincirlerinden oluşur. Gb3 yağ asidi zinciri ve fosfolipid bilayer 

zincirinin uzunluğu, Gb3 içinde globotriozoligosakkaritbenzer parçaların toksin bağlayıcı 

etkilerini göstermektedir (Boyd ve ark. 1994, Kiarash ve ark. 1994, Arab ve Lingwood 1996). 

 
Çeşitli hücre tipleri arasında Stx reseptörlerinin dağılımı, hastalık patogenezisinde 

önemli bir role sahiptir (Lingwood 1996). Endotelyal hücreler, Stx’in ilk hedefidir (Paton ve 

Paton 1998). Mikrovasküler endotelyal hücreler (insan böbreği) ve intestinal endotelyal 

hücreler Stx toksinine karşı oldukça duyarlıdır (Tesh ve ark. 1991, Obrig ve ark. 1993, Louise 

ve Obrig 1995, Jacewicz ve ark. 1999). Stx reseptörlerinin farklı düzeylerdeki ekspresyonu, 

toksinin daha düşük sensitivitesine neden olabilmektedir (Obrig ve ark. 1993). Gb3, intestinal 

ve renal epitelyal hücrelerinde yer almaktadır. Yüksek düzeyde Gb3 ekspresyonu, insan 

böbrek dokularında gözlenmektedir (Boyd ve Lingwood 1989). 

 
Son zamanlarda Vero hücrelerinde Gb3 eksikliği ile ilgili çalışmalarda, Stx toksininin 

bağlandığı bir pattern oluşturulmuş ve bir membran proteini reseptörü tespit edilmiştir 

(Devenish ve ark. 1998). Fakat bu protein reseptörünün rolü tam olarak bilinmemektedir. 

Platelet (trombosit) ve lipoproteinler; Stx toksininin bağlanması ve transportu için diğer olası 

adaylardır (Chatterjee ve Kwiterovich 1984, Cooling ve ark. 1998). Son zamanlarda, insan 

polimorfonükleer lökositlerine stx bağlanmasının ve bağlanmadan sorumlu reseptörün, 

endotelyal hücrelerinde bulunan Gb3’ den farklı olduğu görülmektedir.  



 
1.5.1.3. Virulansın Regülasyonu 

 
Virulans genlerin regülasyonu, bakterilerin doğru yerde, doğru zamanda ve uygun 

koşullar altında çeşitli virulans faktörlerinin yerleşimini sağlamak için oldukça önemlidir. 

LEE ve Shiga toksini gibi 2 önemli virulans faktörü hakkında araştırmalar yapılmaktadır. 

 
LEE genlerin regülasyonu, birçok nonLEE ve LEE kodlayan regülatörleri içeren 

oldukça karmaşık bir yapıya sahiptir. NonLEE-kodlayan regülatörler; bir reseptör olan H-NS 

ve aktivatör işlevi gören IHF’ yi içermektedir (Barba ve ark. 2005). Quorum-sensing E. 

coliregülatör A, quorumsensing ile LEE genlerini aktivasyonunu sağlar (Clarke ve Sperandio 

2005). LEE tarafından kodlanan regülatörler, H-NS benzeri transkripsiyonel regülatör Ler  

(LEE-encoded regulator) ve GrlA (global regulator of LEE activator)’ dır. Ler ve GrlA pozitif 

regülasyonu sağlamaktadır. Ler regülatörü, GrlA’nın ifadesi için oldukça gereklidir. Ler ve 

GrlA ise H-NS aracılı represyona neden olmaktadır (Barba ve ark. 2005).  

 
Quorum-sensing regülasyonu, son zamanlarda birçok araştırmaya konu olmuştur 

(Clarke ve Sperandio 2005). Enterohemorajik E. coli, bağırsak ortamını tanımak ve 

kolonizasyon için gerekli genleri aktive etmede quorum-sensing regülatör sistemini 

kullanmaktadır (Sperandio ve ark. 2003, Walters ve Sperandio 2006). Bu araştırmacılar 

kalınbağırsakta AI-3 molekülünün otoindükleyici olarak epinefrin ve norepinefrin ile birlikte 

salgılandığını ve kolonizasyona sebep olduğunu bildirmişlerdir. Kolona girişi gerçekleştirmek 

için EHEC bakterilerinin çoğu Al-3 kullanmaktadır (Kaper ve Sperandio  2005). Flagella 

kodlayan genler Al-3/epinefrin sistem tarafından düzenlenmekte ve bakterilerin epitelyum 

hücrelere hareketini sağlamaktadır.  

 
Stx genleri, farklı lizojenik lambdoid fajların gen bölgelerinde lokalize olmaktadır ve 

litik faj aktif hale geldiğinde ifade edilmektedir (Herold ve ark. 2004, Tyler ve ark. 

2004,Wagner ve ark. 1999, 2001b, 2002). Fajlar; gen kopya sayılarının amplifikasyonu ile Stx 

üretimini, faj gen promotorlarının aktivitesini ve Stx salınımını düzenlemektedir. Stx fajların 

indüksiyonu sağlayan faktörler hakkında çok az bilgiye sahip olunmasına rağmen insan 

nötrofillerin EHEC bakterileri tarafından Stx üretimi ile meydana geldiği bilinmektedir 

(Wagner ve ark. 2001a). Stx1 genleri demir konsantrasyonu tarafından düzenlenmektedir. 

Toksin sentezi ise yüksek demir konsantrasyonu tarafından baskılanmaktadır. In vitro olarak 

toksin üretimi, O157:H7  STEC enfeksiyonuna bağlı hastalık belirtilerinin şiddeti ile ilişkilidir 



(Muniesa ve ark. 2003).  Toksin üretimi ve adhezyon arasında karmaşık bir etkileşim 

görülmektedir.  Son zamanlarda doku kültürü çalışmalarında O157:H7 EHEC adhezyonunun 

artışı, stx üretiminde de artışa neden olmaktadır.  

 
1.5.1.4. Stx internalizasyonu 

 
1.5.1.4.1. STEC’ in Đntestinal Kolonizasyonu 

 
Tüm enterik E. coli enfeksiyonlarında süreç, bağırsak kolonizasyonuna ve toksin 

hasarına dayanmaktadır. EHEC içinhastalık süreci hakkında genel bir bakış Şekil 1.4’ de 

verilmiştir. Kolonizasyon, STEC suşlarının konak savunma mekanizmasını yenerek bağırsak 

yapısına yerleşmesi işlemidir. Gastrik asit, gastrointestinal sistemde önemli bir konak 

savunma mekanizmasıdır. Fakat  asit direnci E. coli (Fukushima ve ark. 2000, Large ve ark. 

2005), E. coli O157 (Murinda ve ark. 2004) ve diğer STEC serotiplerinin (Large ve ark. 2005) 

genel bir özelliğidir. O157:H7 STEC serotipi; elma suyu ve salam gibi asidik gıdalarda 

canlılığını sürdürmekte ve insanlarda hastalığa neden olmaktadır (Bell ve ark. 1994, Tilden ve 

ark. 1996). Fakat bu serotip içinde değişiklikler gözlenmektedir. Zayıf asidik ortamlara maruz 

kalan suşlarda asit tolerans yanıtı azalırken, daha asidik pH ise direnci arttırmaktadır (de 

Jonge ve ark. 2003). 
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Şekil 1.4. Enterohemorajik E. coli’nin insanlarda oluşturduğu hastalığa genel bir bakış (Gyles 

2007). 
 

Đntestinal epitelyum hücrelerine tutunma STEC enfeksiyonunun en önemli özelliğidir. 

STEC ve epitel hücreleri arasındaki etkileşim eae pozitif ve eae negatif STEC suşları arasında 

farklılık göstermektedir. Eae-pozitif STEC suşları, bağırsak epitelyum hücrelerindeki 

karakteristik AE lezyonları üzerinde bulunmaktadır (Nataro ve Kaper 1998, Kaper ve ark. 

2004). AE lezyonları insanlarda görülen kanlı ishal ve HUS için önemli bir faktör olmamasına 

rağmen bu sendromlardan sorumlu suşların büyük çoğunluğu eae genine sahip olmaktadır. 

Böylece EHEC suşlarının çoğu eae-pozitif olarak tanımlanmaktadır ve eae geni hemolitik 

üremik sendrom vakalarında önemli bir risk faktörü olarak ifade edilmektedir (Ethelberg ve 

ark. 2004).  

 

Eae-pozitif STEC suşları, AE lezyonun oluşumu için gerekli bakteriyel proteinleri 

kodlayan enterosit bağlayıcı lokus (LEE) olarak adlandırılan bir patojenite adasına sahiptir. 

Enteropatojenik E. coli (EPEC)  LEE olarak adlandırılan patojenite adası ve  EPEC 

enfeksiyonuna yanıt olarak AE lezyonlarının gelişimi arasındaki benzerlikler STEC ile ilgili 

benzer olayların anlaşılmasını sağlamaktadır (Finlay ve ark. 1996, Barba ve ark. 2005, Spears 

ve ark. 2006).  LEE; LEE1,LEE2, LEE3, LEE4 ve LEE5 olarak adlandırılan 5 temel 

polisistronik operonlardan meydana gelmektedir. LEE operonlarının ürünleri tip III sekresyon 

aparatları (LEE1, LEE2 ve LEE3), protein translokasyon sistemi (LEE4), adhezyon 

sisteminden oluşan ve intimin yada eae adı verilen  dış membran proteini ve reseptörü, 

yerleşik intimin reseptörü(TIR), bu reseptörleri kodlayan LEE5 ve sekresyon sisteminde 

yerleşen efektör proteinlerdir. Salgılama aparatı, bakteri sitoplazması içinde başlayıp iç ve dış 

membrana yayılarak konak hücre membranına geçebilen şırınga benzeri moleküler bir 

yapıdır. Salgılanan proteinler bakteriyel sitoplazmadan konak hücreye iletilmektedir. LEE 

tarafından kodlanan salgı proteinlerini Tir, mitokondriyon-bağımlı protein, EspF (E. coli 

secreted protein F), EspG, EspH ve EspZ içermektedir. NonLEE kodlayan proteinlerin çoğu 

LEE salgılama aparatı tarafından yerleştirilmektedir (Barba ve ark. 2005). TIR proteini, konak 

hücre zarının içine yerleşmekte ve bakteriyel yüzeyde intimin geni için reseptör olarak 

davranmaktadır. TIR ve diğer salgılanan proteinler belirli sayıda uyaranı aktive etmekte ve 

hücre fizyolojisindeki intestinal epitelyum hücrelerin yeniden yapılanmasında rol 

oynamaktadır.  

 



NonLEE tarafından kodlanan salgı proteini olan EspJ, bir antivirulant faktör olarak 

ifade edilmektedir. Bu proteinin silinmesi, kuzu ve farelerde deneysel olarak daha uzun süre 

hayatta kalındığını göstermiştir ve patojen geçişi ile konakçı hayatı açısından ilişki bulunduğu 

saptanmıştır (Dahan ve ark. 2005).  

 
Tir bağlantılı molekülün C-terminal bölgesinde heterojenite ile ilişkili en az 17 intimin 

tipi  (α1, α2, β1, β2, γ1, γ2/θ, δ/κ, ε, ζ, η, η2, ι, λ, ν, ξ, o; Garrido ve ark. 2006) vardır (Blanco 

ve ark. 2004b, Krause ve ark. 2005). Bu intimin türevleri, insan ve hayvan kökenli STEC ve 

EPEC suşları arasında dağılmaktadır.  γ1 intimin,  O157:H7 ve O145:H− gibi patojenik STEC 

serotipleri ile ilişkilidir (Blanco ve ark. 2005, Rivas ve ark. 2006). EaeO157’nin EPEC 

suşlarında yer değiştirmesi, O157:H7’nin modifiye olmasına ve gnotobiyotik domuzlarda 

deneysel enfeksiyonların şekillenmesine yol açmıştır (Tzipori ve ark. 1995).  Buna karşılık 

O157:H7 STEC suşları kolonda kolonize olmaktadır. Bu çalışmada Tir reseptörünün bazı 

konak hücre yapılarına bağlandığı ileri sürülmektedir. Frankel ve ark.(1996) EPEC suşlarında 

bulunan intimin geninin beta-1 integrinlere bağlı olduğunu göstermektedir. Son zamanlarda 

Sinclair ve O’Brien (2002, 2004) EHEC O157:H7 serotipinde bulunan Tir reseptörünün  

HEp-2 hücrelerindeki nükleoline bağlandığını ve  nükleolin ile Tir arasında bir ilişki 

olduğunu bildirmiştir. Daha yakın zamanlarda ise Sinclair ve ark. (2006) nükleolin ve beta-1 

integrin’ in domuz ile buzağılarda enfeksiyona neden olan EHEC O157:H7 ile yakın ilişkili 

olduğunu saptamıştır.  

 
AE lezyonu, konak hücre yüzeyindeki bakterilerin adhezyonunu ve epitelyum 

hücrelerdeki yapısal değişiklikleri içermektedir. Bu yapısal değişiklikler;  mikrovillusların 

kaybını, formasyon bozukluğunu ve hücreye tutunan bakterilerin altında sitoskeletal 

proteinlerin birikimini içermektedir. 

 
Eae-negatif STEC suşlarının adhezyonu hakkında oldukça az bilgi bulunmaktadır. 

Dytoc ve ark. (1994)  epitel hücrelerde (HEp-2) çoğalan ve tavşan bağırsağında in vivo olarak 

canlılığını sürdüren eae-negatif STEC suşlarının O113:H21 serotipini incelemiştir. Sonuçta, 

mikrovillusların etkilendiği, fakat enterik lezyonların sitoskeletal formasyonu bozacak şekilde 

gelişmediği ortaya çıkmıştır.  

 
STEC suşları, enterositlerin invazyonunu sağlamaktadır. Fakat enfeksiyonun 

lokalizasyonunda septiseminin etkisi görülmemektedir. Sistemik etkiler öncelikle toksin 

varlığı ile ilişkilendirilmektedir. 



 
Paton ve ark. 1997 yılında yaptığı bir çalışmada, STEC suşlarının in vitro koşullardaki 

adhezyon derecesinin hastalık oluşturma yeteneği ile ili şkili olabileceği fikrini desteklemiştir. 

Mettwust sosisi nedeniyle hasta olan ve sağlıklı olan bireylerde STEC suşlarının Henle 407 

hücrelerindeki bağlanma oranı karşılaştırılmış ve Henle 407 hücrelerine olan bağlanma 

oranının, STEC salgınından kurtulan hastalarda görülen HUS olgularına göre daha yüksek 

olduğu ortaya konulmuştur. Sporadik HUS hastalarından izole edilen STEC suşları ile 

enfeksiyonlu hastalardan izole edilen STEC suşları karşılaştırıldığında adhezyon dereceleri 

arasında bir farklılık bulunmamaktadır. Fakat HUS hastalarından izole edilen suşların 

adhezyonu insan dışındaki kaynaklardan izole edilenlere göre daha fazla olmaktadır. 

 

Enfeksiyon, bakterinin su ve gıda yoluyla alınmasıyla başlar. EHEC’in aside dirençli 

olması düşük pH seviyelerinde yaşamasına olanak sağlamaktadır. Bakteri ince bağırsaklarda 

bulunurken, virulans genleri çevresel sinyallerle birlikte kolonda aktif hale gelmektedir. 

EHEC, kolon enterositlerine sıkıca bağlanır. Mikrovilluslarda hasara ve diyareye yol açar. 

Eğer yeterli shiga-toksini üretilirse kan damarlarındaki lokal hasarla birlikte kanlı ishal 

görülür. Eğer kan dolaşımına toksin katılırsa vasküler endothelyal bölgelerdeki reseptörler 

zarar görür, fonksiyon bozuklukları ortaya çıkar.  Böbrekler ve merkezi sinir sistemi bölgeleri 

sıklıkla etkilenir. Bunun sonucunda hemolitik üremik sendrom (HUS) gelişebilir. 

 
1.5.1.5. Stx ve Đmmun Yanıt 

 
1.5.1.5.1. Đnflamasyon = Yangı 

 
Đnflamasyon, STEC  O157:H7  ile ilişkili bağırsak enfeksiyonlarının belirgin özelliğidir. 

H7 flagellin,  inflamasyonun meydana gelmesini sağlayan önemli bir etkendir (Berin ve ark. 

2002, Miyamoto ve ark. 2006). Berin ve arkadaşları (2002); 2 insanda kolon epitelyal 

hücrelerde EHEC tespit etmiş ve p38 ile ERK MAP kinaz aktivasyonu, ayrıca  NF-kappa  

hücrelerinin yer değiştirmesi sonucu ofmRNA ve interlökin 8(IL8) miktarının arttığını 

bildirmişlerdir.  Benzer sonuçlar, izogenik eae ve stx-mutantlar ile EHEC bakterisinde bulunan 

H7 flagellin ile ilgili çalışmalardan elde edilmiştir. Araştırmacılar tarafından H7 flagellin 

faktörünün insan kolon epitel hücrelerinin proinflamatuvarsinyallerinin aktivasyonunda önemli 

rol oynadığı bildirilmi ştir. Miyamoto ve arkadaşları (2006) tarafından proinflamatuvar 

sitokinlerin regülasyonu rapor edilmiştir ve subepitelyal nötrofillerin varlığı, insan kolon 

ksenograf lümenindeki O157:H7 flagellinde gözlenmektedir. Flagellin, NF-kappaB 



aktivasyonunu sağlayan Toll-benzeri reseptör 5’ e bağlanır ve IL-8 sekresyonunu gerçekleştirir. 

Aynı zamanda shiga toksini,  insan kolon epitelyum hücreleri tarafından IL-8 üretimini 

gerçekleştirmektedir (Thorpe ve ark. 1999, Yamasaki ve ark. 1999). Đnflamasyon, intestinal 

epitelyal bariyer fonksiyonunu bozmakta ve böylece lümenden submukozal alana stx toksininin 

geçişini kolaylaştırmaktadır (Hurley ve ark. 2001). 

 
Đnflamatuvar yanıt, bağırsak boyunca etkili olmakta ve  HUS sendromlu hastaların 

idrarlarında yüksek miktarda IL-8 ve  monositkemoatraktanprotein1 bulunmaktadır (van Setten 

ve ark. 1998). Guessous ve ark. (2005) insan mikrovasküler endotel hücrelerini istila eden Stx2 

varlığını ve IL-8 içeren kemokinlerin LPS içindeki serbest konumunu bildirmiştir. Guessous ve 

arkadaşlarının bulguları trombosit aktivasyonunun Hus vakalarında böbrek tromboza neden 

olduğu görüşünü desteklemektedir. Daha yakın bir zamanda Stahl ve ark. (2006) O157 

LPS’lerin HUS sendromu gelişmeyen hastalarda yüzey proteinlerinden platelet aktivasyonu ile 

saptanabildiğini bildirmişlerdir. O157 EHEC enfeksiyonunun erken evresinde LPS 

absorbsiyonu, doğrudan trombositlerin aktivasyonuna yada  endotel hücrelere ardından da 

trombositlere bağlanarak trombosit tüketimine neden olabilmektedir.  Stx ve diğer bileşikler 

yardımıyla trombosit aktivasyonu  yada  endotelyal hücre hasarı,  HUS sendromunda gözlenen 

trombositopeni ve trombotik olaylara katkı sağlayabilmektedir. Ancak inflamatuvar yanıt, diğer 

EHEC ürünleri tarafından yönetilmektedir. HeLa hücrelerinde NF-kappaB’ nın DNA’ ya aktif  

bağlanması STEC suşlarının varlığı ile engellenmektedir (Hauf ve Chakraborty 2003). NF-

kappaB  aktivasyonunun bastırılması için STEC suşları tarafından salgılanan EspB’ ye  gerek 

duyulmaktadır. Araştırmacılar, basal ve signal-induced NF-kappaB DNA binding  

baskılanmasının,  attaching–effacing indükleyici bakterilerin bir özelliği olduğu sonucuna 

varmışlardır. 

 
Saflaştırılmış stx, in-vitro koşullarda makrofajlar yardımıyla tümör nekrozis faktör alfa 

(TNF-α) ve interlökin (IL)-1β gibi proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonuna neden 

olmaktadır  (van Setten ve ark. 1996, Ramegowda ve Tesh 1996). Radyoaktif toksin bağlayıcı 

çalışmaları ve ince tabaka kromatografi teknikleri kullanan van de Kar ve arkadaşları(1992); bu 

inflamatuvar faktörlerin, stx toksisitesine karşı yüksek duyarlılıkta vasküler endotelyal hücreler 

tarafından Gb3 ekspresyonunu düzenlediğini bildirmiştir. TNF-β ve bakteriyel lipopolisakkarit 

(LPS), Gb3 ekspresyonuna ve insan endotelyal hücrelere Stx toksininin bağlanmasını 

gerçekleştirmektedir (van der Kar ve ark. 1992). Bu veriler, toksine karşı konakta oluşan 

sitokin yanıtının HUS patogenezinde önemli rol oynadığını göstermektedir. Stx, epitelyum 



hücrelerinde kemokin ekspresyonunu gerçekleştiren güçlü bir indükleyicidir ve  lamina propria 

ve böbreklerde PMN infiltrasyonunu tetikleyebilir (Thorpe ve ark. 1999). Đnterlökin-8 (IL-8), 

güçlü bir seçici aktivatör ve PMN’ nın bir kemoatraktant‘dır (Walter ve ark. 1989). Polarize 

intestinal epitelyal hücrelere (IEC) nötrofil göçünün, in vitro koşullardaki IEC bariyer 

fonksiyonu ile azaltıldığı görülmektedir (Nash ve ark. 1987). 

 
Hurley ve arkadaşları 2001 yılında yaptıkları bir çalışmada polarize IEC hücreleri 

boyunca nötrofil göçünün bazolateral bölgeden apikal bölgeye doğru olması parasellüler 

bölgede stx translokasyonunu arttırdığı görülmektedir (şekil 1.5).  Bağırsakta inflamasyon 

derecesi,  temeldokuya Stx kazanımına katkıda bulunabilir. Bağırsakta T-hücre aktivasyonu, 

ishal aşamasından HUS sendromuna kadar hastalık gelişiminde önemli bir olaydır (Heyderman 

ve ark. 2001). Bu hipotez, aktive T hücrelerinin bağırsaklardan lenfatik sisteme göçü olayına 

dayanmaktadır  (Heyderman ve ark. 2001).  Đnsan serebral endotelyal hücrelerde Stx’ in 

sitotoksik etkisi, TNF-α ve IL-1β gibi inflamatuvar mediatörler yardımıyla artmaktadır ve 

böylece merkezi sinir sisteminde hasara yol açmaktadır (Ramegowda ve ark. 1999). Genel 

olarak  Stx toksisitesi, toksin indükleyen inflamatuvar mediatörlerin  salınımı ile artış 

göstermektedir (Şekil 1.5).  

 

 

 

 



 

 
Şekil 1.5. Shiga toksin kaynaklı inflamatuvar yanıtın şematik hali (Yangı oluşumu) (STEC’ in 

vücut içine alındıktan sonra bağırsaklarda Stx toksininin salınımı. Stx polarize 
epitelyum hücreleri arasında dolaşır. Dolaşımda olan Stx, submukozal  immunositlerde 
yangısal mediatörlerin dokularda artışına yol açar. Ayrıca Stx, epitelyal  hücrelerin 
reseptörlerine bağlanır ve platelet hücreleri mikrovasküler tromboza yol açar. 
Nötrofillerde bazal membrandan apikal membrana göç ederler. Stx, epitelyal hücrelerde 
interlökin 8(IL8) üretiminde artışa yol açıp yangısal sitokinler (proinflamatuvar) ve 
makrofajların artışına yol açar). Bu yangısal mediatörler;  Gb 3=globotriaosil seramid, 
interlökin=IL, makrofaj=Mɸ, polimorfnükleer lökosit=PMN, tümor nekrozis 
faktör=TNF (O’Loughlin ve Robins-Browne 2001). 

 

 

 

1.5.1.6.  Stx1 ve Stx2’ nin  subtipleri 

 
1.5.1.6.1. Stx1 



 
Stx1 ve Stx2 kodlayan genlerin analizi, Stx1 ve Stx2 subtiplerinin nükleotid ve amino 

asit sekanslarındaki farklılıkları ortaya koymaktadır. Stx1, Shigella dysenteriae tarafından 

üretilen sht toksini ile yakın ilişkilidir. Stx1 ile sht arasındaki tek farklılık nükleotid 

sekansında gözlenmektedir (Strockbine ve ark. 1988, Kozlov ve ark. 1988). Paton ve 

arkadaşları (1993-1995); insan ve hayvanlardan izole edilen STEC suşlarının 

O48:H21(stx1o48), O111:H-(stx1CB, stx1PH) ve OX3:H8(stx1OX3) serotiplerinde yer alan stx1 

geninin 4 varyantını belirlemiştir. Bu varyantlar, E.coli faj-kodlayan stx1 geni stx1933-J ile 

karşılaştırıldığında sht genine daha yakındır (Paton ve ark. 1993, Paton ve ark. 1995). 

 
1.5.1.6.2. Stx2 

 
Stx1’in aksine, Stx2’de önemli sekans varyasyonları bulunmaktadır.  Bu varyasyonlar 

sekansların homolog olması ve immunolojik kros reaksiyonlarına bağlı olmaktadır. HUS 

sendromu, kramp, ani ölüm ve diyare gözlenen hastalardan izole edilen STEC suşlarında 14 

farklı stx2 varyantı belirlenmiştir (Çizelge1.5). En yaygın Stx2 varyantları;  Stx2c, Stx2dve 

Stx2e’ dir (Pierard ve ark. 1998, Schmitt ve ark. 1991, Weinstein ve ark. 1988). Stx2e 

domuzlarda görülen ödem hastalığı ile ilişkili bulunmuş ilk Stx2varyantıdır (Weinstein ve ark. 

1988). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Çizelge 1.5.  Stx2 gen ailesinin varyantları, orijini ve ilişkili hastalığı (Ramachandran 2002). 
 
Varyant                      Serotip/Serogrup                    Đlişkili sendrom  

yada orijin                
Referans 

Stx2                           
 

O157:H7                                                                                     HUS Datz ve ark. 1996 

Stx2c                         
 

O157:H-                                                                    HUS Schmitt ve ark. 1991 

Stx2-O113                
 

O113:H21                                                                                  HUS Paton ve ark. 1999 

Stx2-O48                   O48:H21                                                                                   HUS Paton ve ark. 1995 



Stx2vh-a                    O91:H21                                                                                    HUS Ito ve ark. 1990 
Stx2vh-b                   
 

O91:H21                                                                                    HUS Ito ve ark. 1990 

Stx2d-OX3a              
 

OX3:H21                                     Ani bebek ölümü                         Paton ve ark. 1992 

Stx2d-OX3b              
 

OX3:H21                                    Ani bebek ölümü                         Paton ve ark. 1993 

Stx2d-O111              
 

O111:H-                                                                                        HUS Paton ve ark. 1993 

Stx2d-Ount              
 

Ount:H21                                     Karın krampları                             Pierard ve ark. 1998 

Stx2e                         
 

O139:H1                                   Domuz ödem 
hastalığı                

Weinstein ve ark. 
1988 

Stx2ev                       
 

O128:B12                                                                               Đshal Gannon ve ark. 1990 

Stx2f                         
 

O128:H2                                     Yabani güvercin                          Schmidt ve ark. 
2000 

Stx2-NV206              O6:H10                                       Sağlıklı sığır                                  Bertin ve ark. 2001 
 
1.5.1.7. Stx1 ve  Stx2’ nin toksisitesi 

 
Yapısal olarak birbirine benzeyen Stx1 ve Stx2’ nin toksisite oluşumunda farklılıklar 

vardır. Epidemiyolojik çalışmalar, Stx2 üreten STEC suşlarının HUS sendromu gibi ciddi 

insan hastalıklarına neden olduğunu göstermektedir (Ostroff ve ark. 1989, Kleanthous ve ark. 

1990, Boerlin ve ark. 1999). 

 
Đnsan-böbrek mikrovasküler endotelyal hücrelerin, Stx2’ nin sitotoksik etkisine karşı 

duyarlılığı Stx1’ in etkisine göre daha fazladır (Louise ve Obrig 1995). Jacewicz ve 

arkadaşları(1999); insan intestinal mikrovasküler endotelyal hücreler için Stx2’ nin Stx1’ e 

göre daha toksik olduğunu bildirmiştir. Bazı Stx2 varyantları (Stx2c), proteolitik enzim 

yardımıyla aktif hale gelebilmektedir (Melton-Celsa ve ark. 1996). Sadece Stx1 üreten STEC 

suşları, HUS sendromlu hastalarda bulunmaktadır (Willshaw ve ark. 1992, Gyles ve ark. 

1998). 

 
Bazı STEC suşları birden fazla Stx2 varyantı taşıyabilmektedir (Ito ve ark. 1990, 

Schmitt ve ark. 1991). Bu yüzden dolayı her varyant için relatif virulans dağılımının 

belirlenmesi zor olmaktadır.Birçok Stx2 varyantı arasında A yada B subbirimindeki amino 

asit değişiklikleri bakımından farklılıklar gözlenmektedir (Paton ve Paton 1998). Bu 

farklılıklar, enzimatik aktivitesi  yada reseptöre bağlanma kapasitesi üzerinde etkilidir. 

 
1.5.1.8. Stx-dönüşen  bakteriyofaj 



 
Shiga toksinlerini (Stx1 ve Stx2) kodlayan yapısal genler, lambdoid fajların 

genomunda lokalize olmaktadır (Schmidt 2001). Shigella dysenteriae’ da bulunan Sht geni ise 

kromozomda kodlanmaktadır. S. dysenteriae tip 1’ in shtA geninde insersiyon elementleri 

saptanmıştır (Unkmeir ve Schmidt 2000). Stx1-dönüşen faj H-19B (STEC O26:H11’ den 

izole edilen), Stx2-dönüşen faj 933W (STEC O157:H7’ den izole edilen), faj VT2-Sakai 

(STEC O157:H7’ den izole edilen), faj VT1-sakai (STEC O157:H7’ den izole edilen) 

(Makino ve ark. 1999) ve Stx2e-dönüşen faj ɸP27 (STEC Ont:H-)(Recktenwald ve Schmidt 

2002) tespit edilmiştir. Hekzagonal baş ve kuyruktan oluşan bakteriyofajlar, benzer 

morfolojiye sahiptir. 

 
Stx genlerini taşıyan bakteriyofajlar, E. coli populasyonu ile ilişkili virulans genlerin 

transferi horizontal olarak gerçekleşmektedir (Cheetham ve Katz 1995). Muniesa ve 

Jofre(1998) tarafından yapılan çalışmada Stx2 taşıyan bakteriyofajların kanalizasyon 

sularında izole edildiği bildirilmi ştir. Stx kodlayan bakteriyofajlar,  çeşitli STEC 

populasyonlarındaki Stx genlerinden meydana gelmektedir. Son zamanlarda tip IV pilus (pil), 

HUS salgınına neden olan STEC O113:H21 suşunun büyük plazmidinde saptanırken, pilin 

homologları ise birçok STEC suşlarında bulunmaktadır (Srimanote ve ark. 2002). Pil 

lokusunun varlığı, Stx-dönüşen fajlar yardımıyla lizojeni şansını artırmaktadır ve Stx genlerini 

taşıyan E. coli suşlarının çeşitlili ğinde önemli rol oynamaktadır. Ayrıca bakteriyofajlar 

arasındaki interaksiyonlar, Stx ile birlikte diğer virulans genlerin kazanımını sağlamaktadır. E. 

coli suşlarında virulans genlerin horizontal transferiyle, yüksek oranda virulent patojenik 

suşlar oluşmaktadır. 

 

Stx genleri için vektör olarak bilinen bakteriyofajlar, Stx ekspresyonunda önemli rol 

oynamaktadır (Neely ve Friedman 1998, Wagner ve ark. 2001). Stx genleri, λ Q homologu ile 

aynı transkripsiyonel sıralamada bulunmaktadır ve geç faz genleri için aktivatör rol 

üstlenmektedir  (Neely and Friedman 1998, Plunkett ve ark. 1999) (Şekil 1.6). Fonksiyonel 

çalışmalarda Q kaynaklı transkripsiyon PR ‘den terminator TR  bölgesine oradan da lizis S geni 

bölgesine geçerek toksin sentezlenmesi ve salınımı mekanizmasının tamamlanmış olduğu 

bildirilmi ştir (Şekil 1.6)(Neely ve Friedman 1998, Wagner ve ark. 2001). Bu bulgular Stx-

kodlayan fajların,  Stx ekspresyonunun regülasyonunda ve E. coli’ nin Shiga toksin genlerinin 

dağılımında rol oynadığını göstermektedir. 

 



 

 
Şekil 1.6. Faj λ (A)  ve faj H-19B (B)’ nin DNA sekansı(Waldor 1998). 

 
1.5.2. Đntimin 

 
STEC patojenitesinde stx dışında diğer virulans faktörlerde etkili olmaktadır (Çizelge 

1.5). Bu virulans faktörlerden biri ise  94-97 kDa ağırlığında bir dış membran proteini (OMP) 

olan intimindir (McDaniel ve ark. 1995). Đntimin,  insan ve hayvan modellerinde virulans 

oluşumunda önemli  bir faktördür (Donnenberg ve ark. 1993, Schauer ve Falkow 1993, 

McKee ve ark. 1995, Dean-Nystorm ve ark. 1998). HUS sendromlu insanlardan izole edilen 

STEC suşlarının çoğunda intimin toksinine sahiptir. Ayrıca iyileşmiş hayvanlardan izole 

edilen non-O157 STEC suşlarında insan STEC izolatlarına göre daha az intimin varlığı tespit 

edilmektedir (Barrett ve ark. 1992, Beutin ve ark. 1995, Johnson ve ark. 1996). 

Eae geni tarafından kodlanan intimin, karakteristik attaching ve effacing(A/E) 

lezyonlarının oluşumuna yol açan  konak epitelyal membranda STEC intimate adhezyonunda 

görevlidir (Paton ve Paton 1998). Bu bağlayıcı ve yıkımlatıcı A/E lezyonları bakterinin 

konakçı hücre membranına yerleşip intestinal epitelyal hücreleri dejenere etmesi sonucu 

oluşur. Aynı zamanda işaretli hücre iskeleti organizasyonu aktin filamentleri ile birlikte α-

aktin, ezrin, cortactin, talin, fimbrin ve villin olarak gelişirken bakteriyel üremede aynı 

zamanda devam etmektedir (Finlay ve ark. 1992, Knutton ve ark. 1992, Kalman ve ark. 1999, 

Cantarelli ve ark. 2000, Goosney ve ark. 2000). Pedestal hücre uzunluğu 10 µm boyutlarına 

ulaşabilmektedir ve  hücreler oluşumlarına devam ederken bakterilerde hücrelerin uçlarına ve 

yüzeylerine sıkı bir şekilde bağlanmaktadır (Şekil 1.7)(Rosenshine ve ark. 1996, Kalman ve 



ark. 1999). Ancak STEC suşlarının  kortaktin, α-aktin ve aktin gibi hücre iskeleti 

komponentleri hakkında fazla bilgi bulunmamaktadır (Ismaili ve ark. 1995, Cantarelli ve 

Akeda 2000).  STEC suşları  dışında EPEC (Jerse ve Yu 1990), Citrobacter 

rodentium(Schauer ve Falkow 1993) ve Hafnia alvei (Albert ve ark. 1992)  gibi patojenlerde 

enfeksiyon esnasında gözlenen A/E lezyon oluşumuna neden olduğu bilinmektedir. Fakat 

EPEC suşları tarafından üretilen A/E lezyonları başarılı bir şekilde çalışılmakta ve bu proseste 

paradigma olarak hizmet etmektedir. 
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Uzunluk boyunca 
bulunan proteinler;        
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Şekil 1.7. Enteropatojenik Escherichia coli (EPEC)’ nin pedestal formasyonu (Anonim 2). 

A=Epitel hücrelerdeki EPEC’ in pedestal formasyonunun scanning elektron 
mikroskoptaki görünümü. B=Pedestal yapıdaki sitoskeletal komponentlerin şematik 
görünümü. Tir: Transloke olan intimin reseptörleri 

 
1.5.2.1. Enterosit yıkımlayıcı lokus (LEE) 

 
Eae geni 35 kb boyutunda olan ve enterosit yıkılmayıcı lokus tarafından kodlanan 

patojenite adacığının bir bölümüdür(Jerse ve ark. 1990, McDaniel ve ark. 1995). LEE ile 

ili şkili genler; LEE1, LEE2, LEE3, tir ve LEE4  olarak  bilinen 5 polisistronik operonda 

kodlanmaktadır (Mellies ve ark. 1999).  LEE1, LEE2 ve LEE3,  tip III sekresyon sisteminin 

komponentlerini kodlamaktadır( Esc ve Sep). Tir operonu; intimin, transloke olan intimin 

reseptörü(Tir) ve Tir şaperon CesT’i kodlamaktadır.  LEE4 ise; tip III sekresyon sistemi(Esp) 

tarafından salgılanan proteinleri kodlamaktadır (Şekil 1.8). Ayrıca LEE, belirli bir fonksiyonu 

olmayan ve aminoasitleri kodlayanprotein tripletleriniiçerir (Perna ve ark. 1998). LEE4 

tarafından salgılanan EspA, EspB ve EspD olarak bilinen proteinler konak hücrede sinyal 

transdüksiyonu ve A/E lezyon oluşumunu sağlamaktadır (Frankel ve ark. 1998a, Elliot ve ark. 

1998). EspA translokasyon aygıtının önemli unsurunu oluştururken (Knutton ve ark. 1998, 

Ebel ve ark. 1998), Tir (Kenny ve ark. 1997) ve EspB (Knutton ve ark. 1998) ise konak 

hücrede transloke olmaktadır. EPEC suşlarında LEE genlerin regülasyonunu plazmid 

kodlayan regülatör (Per) ve LEE kodlayan regülatör (Ler) gerçekleştirmektedir. Plazmid-

kodlayan regülatör (Per), LEE geninin transkripsiyonunu etkinleştirir. LEE-kodlayan 

regülatör (Ler) ise multiple LEE-kodlayan genlerin ifadesini düzenler (Elliott ve ark. 2000). 

STEC LEE genler sadece LEE-kodlayan regülatör (Ler) tarafından etkinleştirilmektedir 

(Elliott ve ark. 2000). Fakat STEC suşlarında LEE genlerin ifadesini düzenleyen Ler 

mekanizması henüz belirlenmemiştir. Đntimin ve LEE kökeni  tam olarak bilinmemektedir.  

 

 
Tip III Salgılama Sistemi                                    Đntimin                 Salgılanan protein 

(Esc ve Sep)                                                                                   (Esp)                  

 



Şekil 1.8. STEC’ in LEE lokusunun LEE1’ den LEE4’e kadar olan ve tir operon yapısı 
(Ramachandran  2002). 

 
LEE genlerin G+C oranı (%38.4), E. coli genomunun G+C oranından (%50.8) daha 

düşüktür (Elliot ve ark. 1998, Blattner ve ark. 1997). Ayrıca LEE, değişik bölgelerdeki farklı 

klonal gruplardan oluşmaktadır ve birbirine yatay bağlanan geniş DNA blokları ile farklı E. 

coli suşlarına transfer olabilmektedir (Wieler ve ark. 1997).EPEC  E2348/69 suşu ile STEC 

O157:H7  EDL933 suşundaki LEE genleri karşılaştırıldığında STEC suşlarındaki 43,359 bp 

boyutundaki LEE genlerinin, EPEC suşlarındaki 35,624 bp boyutundaki LEE genlerinden 

daha büyük olduğu görülmektedir (Elliot ve ark. 1998). Bu farklılık STEC LEE genlerine 

eklenen, 933L suşunda dizayn edilen 7.5 kb boyutunda değişken profaj varlığından 

kaynaklanmaktadır (Elliot ve ark. 1998). Geriye kalan genler ise her iki LEE grubunda aynı 

dizi ve aynı sayıda kalmaktadır. EPEC E2348/69 ve STEC  O157:H7  suşlarının LEE genleri, 

E. coli kromozomundaki selenosistein (selC)  için tRNA kodlayan bölgeye 82 dakikada 

eklenir (McDaniel ve ark. 1995). Sperandio ve arkadaşları (1998) EPEC ve STEC suşlarının 

LEE genlerinin selC yada pheU bölgelerine eklendiğini bildirmişlerdir. Fakat EPEC suşunun 

O111ab:H25 serotipinin LEE genleri için üçüncü bir kromozomal bağlanma bölgesi 

önerilmektedir (Sperandio ve ark. 1998). Son zamanlarda E. coli K-12 suşunda LEE bölgesi   

içeren STEC O157:H7 klonlarının bağlayıcı ve yıkımlatıcı lezyonlara yol açmadığı ve Esp 

salgılamadığı bildirilmi ştir. Aynı zamanda da EPEC LEE aktivitesinin de A/E lezyonlarına E. 

coli K-12 suşu ile birleştiği zaman yol açtığı ve kompleks fonksiyonel ve düzenleyici farkların 

EPEC ve STEC LEE bölgelerinde saptandığı bildirilmi ştir. (Elliot ve ark. 1999). 

 
1.5.2.2. Đntimin varyantları 

 

Đntimin geni, reseptör bağlanma aktivitesi açısından amino-terminal bakteriyel 

membran bağlanma noktasına ve karboksi-terminal bölgeye ihtiyaç duymaktadır (Luo ve ark. 

2000). Đntiminin reseptör bağlanma aktivitesi, intiminin reseptör bağlama aktivitesi, 

polipeptidlerin 280 aminoasitlik karboksi terminal bölgesinde gerçekleşmektedir (Frankel ve 

ark. 1994). Farklı intiminlerin amino asit sekanslarının  analizi sonucunda N-terminal 

bölgelerinin korunduğunu fakat C-terminal bölgelerinde önemli sekans sapmalarını 

göstermektedir.  Değişken Int280 bölgesine göre α,β, γ, δ, ε ve θ olarak tanımlanan 6 

farklıintimin çeşidi tespit edilmiştir (Adu-Bobie ve ark. 1998, Oswald ve ark. 2000, Tarr ve 

Whittam 2002).  Oswald  ve arkadaşları  2000 yılında yaptığı çalışmada, kullanılan suşların 

farklı RFLP profillerine sahip olması sebebiyle Int-α’ yı, α1 ve α2 olarak bilinen 2 subgruba 



ayırmıştır. Ayrıca Int-ζ (katılım no. AJ298279) (J. Jores, K. Zehmke, L. Roumer ve L. Wieler, 

bildirilmeyen veriler), Int-ι (katılım no. AJ308551)(W. L. Zhang, H. Karch ve H. Schmidt,  

bildirilmeyen veriler), Int-λ (katılım no. AF439538)(J. Pan, bildirilmeyen veriler), Int-η 

(katılım no. AJ271407)(H. Schmidt, H. Karch ve E. Oswald, bildirilmeyen veriler) ve Int-κ 

(katılım no. AJ308552) (W. L. Zhang, H. Karch ve H. Schmidt, bildirilmeyen veriler) olarak 

tanımlanan 5 intimin çeşidi GenBank veritabanında sunulmaktadır. 

 
Multilokus enzim elektroforezi ile birlikte 20 adet korunan genden 23 farklı 

diyarojenik E. coli klonunun identifikasyonu yapılmıştır (Whittam ve ark. 1993). Farklı 

multilokus enzim genotipleri  ve flagellar antijenlerin korunması, EPEC ve ETEC suşlarının 

EPEC 1 ve EPEC 2, ETEC 1 ve ETEC 2 olarak farklı iki gruba ayrılmalarına yol açmıştır 

(Whittam ve ark. 1993).  Farklı serotipler ve intimin subtipleri ilk başta bu grup içinde 

ili şkilendirilmiştir. Serotip O55:H6 ve O127:H6 (Int-α) ve O111:H2/H-, O128:H2 ve O45:H2 

(Int-β), EPEC 1 ve EPEC 2 grupları içinde temsil edilirler ve bu klonal bölgelerdeki LEE 

grupları, selC geni oluşumunu kromozomal düzeyde engellemektedir (Wieler ve ark. 1997).  

Aynı şekilde EHEC1 suşunun O157:H7 (Int-γ) serotipi ve EHEC2 suşunun O111:H8/H11/H- 

ve O26:H11/H- (Int-β) serotiplerinin LEE genleri  PheU bölgesine bağlanmaktadır (Whittam 

ve ark. 1993, Wieler ve ark. 1997, Sperandio ve ark. 1998). Int-δ, genellikle O86:H34 

serotipini içeren EPEC suşlarında ifade edilmektedir (Adu-Bobie ve ark. 1998). Int-ε ise, 

insan-kaynaklı STEC serotiplerinde bulunmaktadır (Oswald ve ark. 2000). EHEC  O111 

serogrubunu içeren bazı suşlarda Int-γ ifade edilirken (Oswald ve ark. 2000), diğer suşlarda 

ise Int-β varlığı bildirilmektedir (Abu-Bobie ve ark. 1998). Tarr ve Whittam (2002) tarafından 

yapılan çalışmalarda O111:H8 serotipinin farklı segmentlerinin bulunduğu ve intimin 

subtipleri açısından ayrı özellikleri olduğu α, β ve γ türlerinin Int-θ olarak belirtilen yeni 

intimin subtipleri oluşması açısından farklı segmentlerin meydana gelmesine yol açtıkları 

bildirilmi ştir. Ayrıca serotip O111:H8’den izole edilen eae genlerinde  Int-ζ (GenBank katılım 

no. AJ298279.1) geni ile ilişkili olduğu  tespit edilmiştir. Int-θ için olan sekanslar, insanlardan 

izole edilen O111:H suş 95NR1 EHEC türünden izole edilen eae geni sekansı ile benzer 

olduğu bildirilmiştir, bu gen Oswald ve arkadaşları (2000) tarafından Int-γ2 olarak 

isimlendirilmiştir.  

 
Đntimin çeşitleri, konaktaki kolonizasyon ve doku tropizmine katkıda bulunmaktadır 

(Tzipori ve ark. 1995, Phillips ve Frankel 2000, Reece ve ark. 2001). Son zamanlarda enfekte 

in-vitro organ kültürleri (IVOC)  kullanılarak yapılan çalışmalarda, ince bağırsak pediatrik 



mukozasının çoğu bölgesinde EPEC kolonizasyonu ve A/E lezyonları indüklenirken; Peyer’s  

patch’ in folikül-ilişkili epitelyum (FAE)’ unda EHEC adhezyonu ve A/E lezyon oluşumu 

sınırlandırılmaktadır (Phillips ve ark. 2000). Bu gözlemler, atipik intimin türlerini ifade eden 

E. coli suşlarını oluşturmak için çalışmalara yol açmıştır. Đntimin yerleştirme çalışmalarında 

EPEC bakterisine Int-α ile Int-γ konması durumunda etkilenen dokularda EPEC bakterisinin 

tropizma gerçekleştirmesi saptanmıştır. Bakterinin de insan hücrelerinde yerleşirken Int-γ 

kodladığı bildirilmi ştir.  Aynı şekilde Int-α ile Int-γ EHEC bakterisi içine yerleştirildi ğinde 

suşta Int-α kodlanması ve çoğu barsak hücrelerine yerleşme görüldüğü bildirilmiştir ( Phillips 

ve Frankel 2000, Phillips ve ark. 2000). 

 
Deibel ve arkadaşlarının 2001 yılında yaptığı bir çalışmada, intimin N-terminal 

bölgesinin C-terminal bölgesinin  bağlanma kapasitesini kontrol etmede önemli bir rol 

oynadığını rapor etmiştir. Bu çalışma, Frankel ve arkadaşlarının (1995), maltoz bağlayıcı 

protein olan Int-α’nın Hep-2 hücreleri ile füzyonu sonucu ortaya çıkan çalışmanın verileri, Int 

α 280 türü ile karşılaştırılmıştır.  Bağlanma aktivitesinin kontrolü, EPEC/STEC suşlarında 

intiminin verimsiz bağlanmasını önlemek açısından önemlidir. 

 
Son zamanlarda  Tir ile kompleks Int280 ‘nin yapısı,  çok boyutlu nükleer manyetik 

rezonans (NMR) veX-ışını kristalografisi çalışmaları ile tespit edildi (Batchelor ve ark. 2000, 

Luo ve ark. 2000).  Bu çalışmalar, intiminin bakteriyel yüzey çıkıntısı olan karboksi-terminus 

içinde 4 farklı domaini (D1, D2, D3 ve D4)  içerdiğini göstermektedir. D1, D2 ve D3 

immunoglobulin  benzeri bir yapıya sahipken, D4 domaini ise C-tip-lektin benzeridir. C-tip 

lektinler, hücre yüzeyinde bulunan karbohidrat tanımada görevli protein ailesidir (Weis ve 

Drickamer 1996). D4 ise, Tir’in intimin-bağlayıcı domaini ve intiminin karboksi terminus 

arasındaki interaksiyonu içermektedir. 

 
Đntimin tipi, STEC suşlarının dokularda hedef spesifitesini etkilediği için STEC suşları 

tarafından ifade edilen intimin tipinin belirlenmesi önemlidir (Phillips ve Frankel 2000). Sığır 

ve koyun gibi iki önemli hayvan rezervuarından E. coli suşlarından intimin tiplerinin 

belirlenmesinde ise yetersiz bilgi bulunmaktadır. 

 
1.5.2.3. Đntimin Reseptörleri 

 
Epitel hücrelerinde görülen EPEC enfeksiyonu sırasında, 90-kDa boyutundaki 

tirozinle fosforile edilen ökaryotik membran proteini (Hp90) intimin için reseptör olarak 



görev yapmaktadır (Rosenshine  ve ark. 1996). Fakat daha sonra Hp90’ nın bir konak hücre 

proteini olmadığı,  bakteriyel tip III sekresyon sistemi tarafından konak hücrenin plazma 

membranına transloke olan ve intimin için reseptör olarak algılanan bir bakteriyel protein 

olarak gösterilmektedir (Kenny ve ark. 1997).  Son olarak Hp90, transloke intimin reseptörü 

(Tir) olarak değiştirilmi ştir. Tir ve tir şaperonu CesT ( Abe ve ark. 1999, Elliot ve ark. 1999) 

eae genini barındıran tir operonu içinde lokalize olmaktadır (McDaniel ve ark. 1995). Tir, 78 

kDa boyutunda unfosforile protein olarak bakteri hücresinde üretilmektedir. Transloke 

olduktan sonra konak hücrede fosforile protein haline dönüşür ve molekül ağırlığı 90 kDa  

boyutuna ulaşır (Kenny ve ark. 1997). Tir reseptörünün tirozin fosforilasyonu, insan ve tavşan 

kaynaklı EPEC suşlarında gözlenirken, E. coli O157:H7 suşlarında görülmemektedir. Deibel 

ve arkadaşları (1998), STEC O26:H-  serotipinin  enfekte konak hücrede translokasyon 

sırasında fosforile edilen,  Tir reseptörünün homologu olan EspE  proteinini ürettiğini 

bildirmektedir.  Tir fosforilasyonu in-vitro koşullarda intimin bağlanmasında gerekli değildir. 

EHEC ve EPEC intiminleri, EHEC ve EPEC Tir reseptörünün fosforile olmayan formlarına 

bağlanabilmektedir (DeVinney ve ark. 1999). EPEC suşlarında tirozin fosforilasyon olayının 

gerçekleşip EHEC suşlarında ise gerçekleşmemesi, EHEC suşlarında bazı düzenleyici 

faktörlerin eksikliği ile ili şkilendirilmektedir. Bu patojen suşlarda  Tir reseptörünün sentez ve 

sekresyonu farklı şekilde düzenlenmektedir. Ayrıca tek bir tirozin-serin yerdeğiştirmesi 

durumunda EPEC ve EHEC Tir molekülleri 474 pozisyonunda bulunmaktadır ve 

fosforilasyon bölgelerinin çeşitlili ği ile ili şkilendirilmektedir (Kenny 1999). Bu yüzden EPEC 

ve EHEC suşları arasındaTir proteinin sentez ve sekresyonundaki farklılıklar, adhezyon 

mekanizmaları ve kaide oluşumlarındaki farklılıkları yansıtıyor olabilir.  

 
Tir, en az üç fonksiyonel bölgelerin oluşmaktadır. Đntimin ile interaksiyona giren 

ekstrasellüler bölgede, pedestal bakteri-hücre formasyonunun oluşması açısından 

transmembran bölge ve sitoplazmik bölgenin rol oynadığı bildirilmi ştir. Membran 

formasyonu çalışmalarında Tir geni, konakçı hücresine yerleştirilmi ş ve ekstrasellüler 

bölgedeki hücre yüzeyinde bulunan interaksiyonlar , intimin oluşumu açısından 

değerlendirilmiştir  (de Grado ve ark. 1999, Hartland ve ark. 1999). Tir geninin intimine 

bağlanan bölgesinde merkezi olarak hem ekstrasellüler bölgede, hem de aminokarboksil 

terminal bölgesinde 107 adet aminoasitin yerleştiği saptanmıştır.  (Hartland ve ark. 1999). Tir-

M bölgesi ise iki helikal yapıdan oluşan beta bağlarıyla bağlanmış intimin D4 ile ilişkili 

analog intimin-Tir kompleksi tarafından meydana getirilmektedir.  (Luo ve ark. 2000). 

 



Hartland ve arkadaşları (1999)  intimin içinde disülfid bağların oluşumunun, Tir ile 

etkileşimde  önem taşımadığını bildirmiştir (Hicks ve ark. 1998, Frankel ve ark. 1998b). 

Hartland et al. (1999), immunogold mikroskobik işaretleme tekniğini kullandıkları 

çalışmalarında intiminin konak hücrelerine lektin-benzeri komponent olan ve C-terminalini  

sindiren Tir molekülünden yoksun olsa bile bağlandığını bildirmişlerdir.Şekil 1.9’ da Tir-

intimin etkileşimi ve konak hücre intimin reseptörü (Hir)-intimin etkileşimini göstermektedir.  

 

 

 
Şekil 1.9. EPEC’ in konak hücrelerine adhezyon mekanizmasının şematik hali (Frankel ve 

ark. 2001). 
 

Đntiminin purifiye hücre bağlanma bölgesi β1 integrinleri (Frankel ve ark. 1996) ile 

birlikte in-vitro bağlanma aktivitesi gösterdiği bildirilmi ştir ve bu durumun intiminin  

Yersinia türlerinin epitelyal hücrelere bağlanması sonucu salgılanan invazin proteini ile olan 

benzerliğinden kaynaklandığı saptanmıştır (Isberg ve ark. 1987).  78 adet amino asit disülfid  

bağı, bu etkileşim için gereklilik arz etmektedir (Frankel ve ark. 1996). Fakat polarize 

intestinal epitelyum hücrelerinin apikal yüzeyinde β1 integrinlerin bulunmadığı ve  β1 

integrinlerin  A/E lezyonlarının oluşumunda etkili olmadığı bildirilmi ştir (Liu ve ark. 1999). 

Etkileşim ve kolonizasyona yönelik bu model tam olarak anlaşılmamaktadır. 



 
A/E patojenlerinin konak hücre ile olan interaksiyonlarının 2 muhtemel mekanizması. 

A) Başlangıç bağlanması intimin ve konak hücre intimin reseptörü(Hir) ile başlar ve Tir’in 

konak hücre membranına translokasyonu ile devam eder. Daha sonra intimin terminal D4 

bölgesine (C-tip loktin hücresi bağlanma yeri) bağlanır. Sonrada TirM (transloke intimin 

reseptörü bağlanma yeri)’ ye yerleşir. Bu interaksiyon karakteristik A/E lezyon oluşumuna 

yol açar. Bu modelde monomerik intimin-Tir reaksiyonu gösterilmiştir. Fakat X-ray 

kristalografisi sonucu muhtemel dimerik interaksiyonlar saptanmıştır. 

B) Bu mekanizma intimin, Hir ve Tir arasındaki doğal interaksiyonu göstermektedir. 

(Frankel ve ark. 2001) 

 
1.5.3. Potansiyel Aksesör  Virulans Faktörleri  

 
1.5.3.1. EHEC-hemolizin 

 
Đnsan kaynaklı  STEC suşlarının O157:H7 ve non-O157 serotipleri, EHEC-

hemolizin(EhxA)  olarak isimlendirilen bir  plazmid-kodlayan hemolizin  üretmektedir 

(Beutin ve ark. 1989, Bettelheim 1995). Genellikle bir sitotoksin olarak bilinen EhxA, RTX 

toksin ailesinin bir üyesidir (Bauer ve Welch 1996) ve  üropatojenik E. coli tarafından üretilen 

α-hemolizin ile %60 oranında ilişkilidir (Bauer ve Welch 1996, Schmidt ve ark. 1995). 

EHEC-hemolizin’ in fonksiyonu ve patogenezindeki önemi  tam olarak bilinmemektedir. 

STEC suşları demir taşıma sistemine sahiptir ve demir kaynağı olarakta hemoglobini 

kullanmaktadır (Mills ve Payne 1995, Law ve Kelly 1995, Torres ve Payne 1997). EhxA 

toksininin temel fonksiyonu; in-vivo koşullarda eritrositleri lize etmek, hemoglobini dışarıya 

salmak ve böylece bağırsakta STEC suşlarının varlığını arttırmaktır (Law ve Kelly 1995). Bir 

çalışmada EhxA ifadesi ileStx üretimi arasında  güçlü bir ili şki bulunduğu saptanmıştır 

(Beutin ve ark. 1989, Bettelheim 1995, Boerlin ve ark. 1999).  Son zamanlarda Gyles ve 

arkadaşları (1998), insanlarla ilişkili olan hastalıklarda EhxA ekspresyonu  bulunan 

serotiplerin, bu genin ekspresyonunun bulunmadığı serotiplerden daha fazla oranla izole 

edildiğini bildirmişlerdir. 

 
 
 
1.5.3.2. Enteroagregatif  ısı-stabil  toksin (EAST1) 

 



astA  geni  tarafından kodlanan  Enteroagregatif  ısı-stabil  toksin (EAST1),  ilk kez  

Enteroagregatif  E. coli (EAEC) bakterisinde tespit edilen  bir enterotoksindir (Savarino ve 

ark. 1991). Savarino ve arkadaşlarının 1996 yılında yaptığı bir çalışmada 75 adet O157:H7 

STEC suşunun tümünde, 9 adet 026:H11 suşunun 8 adedinde  ve 23 adet  non-O157/O26 

suşun 12 adedinde astA  geni incelenmiştir. STEC patogenezisinde EAST1 toksininin önemi 

tam olarak bilinmemesine rağmen STEC O157:H7 suşunda bulunan astA geninin yüksek 

prevalansı,  STEC O157:H7 virulansına doğrudan katkı sağladığı  öne sürülmektedir.  EAST1 

toksini, bağırsakta sıvı salgılanması sonucu sodyum klorür emilimini hızlandıran yada 

engelleyen ısı-stabil toksinleri ile yüksek oranda benzerlik göstermesi sebebiyle  STEC suşları 

ile enfekte hastalarda  gözlenen sulu  diyare semptomlarında önemli rol oynamaktadır (Crane 

ve ark. 1992, Sears ve Kaper 1996). 

 
1.5.3.3. Katalaz/Peroksidaz  (katP tarafından kodlanan) 

 
Hem katalaz hemde peroksidaz aktivitesine sahip bir protein,  STEC O157:H7 

suşunun virulans plazmidinden  identifiye edilmektedir (Brunder ve ark. 1996).  Bu protein,  

Bacillus stearothermophilus’ un PerA,  Mycobacterium intracellulare’nin M185 ve  E. coli’ 

nin HPI  katalaz  KatG  gibi birçok bakteriyel  katalaz/peroksidaz  ile benzerlik  

göstermektedir (Brunder ve ark. 1996).  KatP,  tüm STEC plazmidlerinde gözlenmez.  

Brunder ve arkadaşları (1999), STEC O157:H7 izolatlarının %66’ sı ve non-O157 STEC 

izolatlarının ise %38’ inin katP genine sahip olduğunu bildirmişlerdir.  KatP geninin 

patogenezisteki rolü tam olarak bilinmemektedir. Sadece bu genin makrofajlar ve nötrofiller 

gibi lökositler tarafından üretilen  detoksifiye sitotoksik oksidantların  yardımıyla konak 

savunma mekanizmalarında görevlidir (Brunder ve ark. 1996).   

 

1.5.3.4. Ekstrasellüler  serin  proteaz  (EspP) 

 
Bir diğer virulans faktör ise, ekstrasellüler serin proteaz olarak bilinen E. coli 

O157:H7  tarafından salgılanan bir proteindir  (Brunder ve ark. 1997).  EspP,  EPEC 

tarafından salgılanan EspC ve Shigella flexneri  tarafından salgılanan  SepA  ile aynı 

homolojiye sahiptir (Brunder ve ark. 1997).  STEC O26:H-  serotipinin ise EspP proteinine 

benzer bir protein salgıladığı bilinmektedir (Djafari ve ark. 1997).  EspP proteini,  insan 

koagülasyon faktör V’ e karşı proteolitik aktivite sergiler  (Brunder ve ark. 1997).  Faktör V 

bölünmesi pıhtılaşma reaksiyonlarının azalması nedeniyle uzun süreli  kanamaya yol açabilir. 

Böylece hemorajik hastalık oluşmaktadır (Karch ve ark. 1998). EspP proteinin,  Vero 



hücrelerine karşı sitotoksik olduğu bilinmektedir (Djafari ve ark. 1997).  STEC enfeksiyonu 

görülen çoçuklarda EspP toksinine karşı antikorların saptanması, in-vivo şartlarda protein 

ifadesini ve patogenezdeki rolünü açıklamaktadır  (Brunder ve ark. 1997).   Fakat Schmidt ve 

arkadaşlarının ( 1999) yaptığı gözlemlerde, pO157 plazmidini barındıran tüm STEC 

suşlarında EspP proteininin ifade edilmediğini ortaya koymuştur.  Hastalıklarda EspP 

proteinin önemi tam olarak belirlenememiştir.  

 
1.5.3.5.Clostridium difficile-benzeri  toksinve  Efa1 

 
pO157 plazmidi,  aminoasit proteinlerini kodlyan triplet içermektedir ve bu genler 

Clostridium difficile‘ nin ToxA ve ToxB sitotoksinlerine benzemektedir (Burland  ve ark. 

1998).  Bu toksinler C-terminal ve N-terminal olmak üzere 2 bölgeden oluşmaktadır.  C-

terminal,  toksinin hücre içine girişini sağlarken,  N-terminal ise hücre yapısını düzenleyen 

proteinleri modifiye eden  glukosil-transferaz  enzimine  sahiptir.  Efa1 olarak isimlendirilen 

bu protein,  A/E lezyon oluşumu gözlenen STEC ve EPEC suşlarında tespit edilmektedir 

(Nicholls  ve ark. 2000). Efa1 geni, adhezyona doğrudan katkı sağlamaktadır  (Nicholl ve ark. 

2000).  Son zamanlarda Tatsuno ve arkadaşları(2001),  EHEC bakterisinin pO157 plazmidi 

üzerindeki toxBgeninin adhezyona katkı sağladığını bildirmiştir. Bu çalışma pO157 

plazmidinin ToxB ve EHEC O157:H7’ den elde edilen ori bölgesinin birleştirilmesi sonucu 

ortaya çıkmıştır. pO157’ nin onarılmış tam kapasiteli bağlanma özelliği Tip III proteinlerin 

sekresyonunu arttırdığı bildirilmi ştir (Tatsuno ve ark. 2001).  

 

1.5.3.6. STEC  oto aglütine adhezinler (Saa) 

 
Bir dış membran olarak ifade edilen Saa, Güney Avustralya’ da HUS salgınlarından 

sorumlu  olan LEE-negatif STEC  O113:H21 serotipinde  tespit edilmektedir (Paton ve ark. 

2001). Saa proteini, sadece LEE negatif STEC suşlarının geniş plazmidlerinde bulunmaktadır.  

Bu oto aglütine adhezinleri içeren E. coli suşlarının Hep-2 hücrelerine 9.7kat daha fazla 

bağlandığı tespit edilmiştir.  Saa proteinin homologları ise HUS sendromlu hastalardan izole 

edilen LEE-negatif STEC suşlarının O48:H21 ve O91:H21 serotiplerinden identifiye 

edilmektedir (Paton ve ark. 2001). Saa adhezini, bakterinin kendisine bölge oluşturması için 

kılıflı yapıları içermektedir.  Bu gibi kılıflı yapılar proteinlerin birbirleri ile olan 

interaksiyonlarında rol oynamaktadır. LEE- negatif STEC suşları için insan enfeksiyonlarına 

yol açması açısından saa adhezini muhtemel belirleyici bir faktördür (Paton ve ark. 2001). 

 



1.5.3.7. Üreaz 

 
Đki üreaz gen kümesi, STEC O157:H7 strain EDL933 suşunun kromozomunda tespit 

edilmektedir (Perna ve ark. 2001). Bu gen kümeleri,  üreaz montajı için gerekli yapısal 

proteinleri ve aksesuar polipeptidleri kodlamaktadır.  Üreaz;  amonyak ve karbondioksit 

içindeki  ürenin hidrolizini  katalizleyen,  karmaşık bir nikel metalloenzimdir (Mobley ve ark. 

1995). Üreaz,  insan bağırsağındaki STEC O157:H7 suşlarının asidik çevreye karşı sergilediği 

toleransa katkıda bulunabilmektedir (Heimer ve ark. 2002). Bu durum, bakterinin proksimal 

bölgesinde bulunan amonyum iyonlarının anyon konsantrasyonlarının modifiye edilmesi ile 

başarılabilir. (Mobley ve ark. 1995).Heimer ve arkadaşları (2005), STEC O157:H7 strain 

EDL933 suşunun fonksiyonel  üreaz genlerini (E. coli K-12 bakterisinde ifade edilebilen)  

taşıdığını bildirmiştir. Üreaz aktivitesi normal suşlarda tespit edilmemiştir. Bazı demir 

regülatörleri, üre kaynağı olarak identifiye edilmiş, ve klon EHEC suşlarında mutant E. coli 

MC3100 için üre parçalayıcı özellik göstermişlerdir. Ayrıca belirlenemeyen sekonder faktör 

de klon ürenin regülasyonunda rol oynamaktadır. (Heimer ve ark. 2002.  Son zamanlarda, 

üreaz operonu STEC suşlarının O26 ve O111 serogruplarında tespit edilmektedir (Nakano ve 

ark. 2001).  Ancak daha ileri çalışmalar, diğer non-O157 STEC suşlarında bu genin 

patogenezi ve prevalansında üreaz aktivitesinin rolünü belirlemek için yapılmaktadır.  

 

1.5.3.8. Tip IV pilus 

 
Son zamanlarda uzun-ince- pili proteininin ifadesini sağlayan Tip IV pilus lokusu(pil), 

LEE-negatif O113:H21 STEC (98NK2) suşlarının mega plazmidi (pO113) üzerinde identifiye 

edilmektedir (Srimanote ve ark. 2002). Diğer birçok LEE-negatif STEC suşları ise,  pil 

lokusun homologunu barındırmaktadır. Đnsanlarda ciddi hastalıklara neden olduğu bilinen, 

O26-O111-O157 içeren LEE-pozitif serogrupları pil lokusuna sahip değildir. Bu tip IV pilus 

biyosentez lokusu, 11 adet yakın genin kaynağı olmaktadır (pilL ve pilV) ve bu genler, 

birbirinden bağımsız olarak oluşmaktadır.     

 
Tip IV pilus;  EPEC (Bieber ve ark. 1998, Stone ve ark. 1996),Vibrio cholerae  

(Manning 1997) ve Salmonella entericaserovartyphi (Zhang ve ark. 2000)  gibi patojenik 

bakterilerin konak epithelyal hücrelere adhezyonunu sağlamaktadır. Fakat 98NK2 tarafından 

eksprese edilen tip IV pili geni, in vitro ortamda Hep-2 ya da Hct-8 hücrelerine olan 

bağlanmayı regüle etmediği ortaya çıkmıştır. Araştırmacılar pO113 plazmidin konjugal 

transferine değinmiş ve pil lokusunun konjugasyona yardımcı olduğunu bildirmişlerdir.  



Ayrıca araştırmacıların hipotezine göre, pil lokusunun varlığı stx-dönüştürücü fajların lizojeni 

şansını artırabilmektedir. Adhezyon, konjugasyon ve virulans olgularında pil lokusunun 

rolünü saptamak için daha fazla çalışmaların yapılması gerekmektedir. 

 
1.6. STEC Patogenezi 

 
1.6.1. Đnsanlarda STEC Đlişkili Hastalıklar 

 
Đnsanlarda STEC enfeksiyonu; sulu diyare, kanlı diyare, HUS, trombotik 

trombositopenik purpura (TTP) ve ölüm gibi çeşitli klinik olaylara neden olmaktadır (Griffin 

ve ark. 1988). Diyareye neden olan STEC suşlarının inkübasyon periyodu 3-4 gün arasında 

değişmektedir. Bu süre içinde hastalardakarın kramplarıyla birlikte sulu diyare 

gözlenmektedir (Riley 1987, Griffin ve ark. 1988). Diyareli hastaların %25-75’ inde ciddi 

hastalık gelişmezken,  bazı hastalarda sulu diyare 1-2 gün içinde kanlı diyare ve hemorajik 

kolitise(HC) dönüşmektedir (Riley ve ark. 1983, Riley 1987, Griffin ve ark. 1988). Hastalık 

bir hafta içerisinde belirgin semptomlar göstermeden sonlanabilir, fakat çocuklarda ve 

yaşlılarda görülen olguların %5-10’ unda hastalık HUS şekline dönüşebilmektedir. HUS 

sendromu; hemolitik anemi, trombositopeni ve akut renal bozukluğu olarak tanımlanmaktadır. 

Hastaların çoğunda tedavi sonucunda iyileşme gözlenirken, HUS sendromlu çocukların %3-

5’inde ölümle sonuçlanmaktadır. Yaklaşık olarak şiddetli böbrek bozukluklarının,  

hipertansiyon ve merkezi sinir sistemi bulgularının (letarji, kasılma, koma ve parezi) 

görüldüğü olguların %12-30’ unda uzun dönem tedavinin gerektiği saptanmıştır (Pickering ve 

ark. 1994).STEC enfeksiyonu, TTP olarak adlandırılan HUS sendromunun çeşitli formlarına  

neden olabilmektedir. TTP, histopatolojik ve klinik HUS sendromuna benzemektedir. Fakat 

bu durum genellikle yetişkinlerde prodromal diyarenin yokluğu ile karakterizedir (Morrison 

ve ark. 1985). TTP’ de sinirsel bulgular daha az görülür ve böbrek hasarı fazla gelişmemiştir  

(Morrison ve ark. 1986). Şu anda HUS tedavisi destekleyici terapiolarak yapılmaktadır. 

 
 
1.6.2. Hayvanlarda hastalık nedeni olarak  STEC 

 
1.6.2.1. Sığırlarda STEC 

 
Đnsanlar ile karşılaştırıldığında, E. coli O157:H7 hastalık oluşturmadan sığır 

bağırsağında kolonize olabilmektedir (Cray ve Moon 1995, Brown ve ark. 1997). STEC 

O157:H7 ve sığırlarda bulunan diğer STEC suşları ise genç buzağılarda patojenite 



oluşturmaktadır (Dean-Nystrom ve ark. 1997). STEC O157:H7 suşu ile inokülasyondan sonra  

neonatal buzağılarda diyare gelişir. Diyareli buzağıların ince ve kalın bağırsaklarında A/E 

lezyonlarına neden olan O157:H7 suşları bulunmaktadır (Dean-Nystrom ve ark. 1997). 

Neonatal buzağılarla karşılaştırıldığında ise, STEC O157:H7 ile enfekte 3 haftadan büyük 

sığırlarda histolojik lezyonlar ve hastalık oluşumu gözlenmez (Cray ve Moon 1995, Brown ve 

ark. 1997). Đnfeksiyonun şiddetli durumları duyarlı buzağılarda virulant STEC’ in villus 

atrofisi, epitelyal hücre hasarı, nötrofillerin intersitisiyel lümene infiltrasyonu ve kanda 

pseudomembranların ve fibrinlerin birikimine yol açmaktadır (Hall ve ark. 1985, Pearson ve 

ark. 1999). Neonatal kolostrum almayan hayvanlarda E. coli O157:H7 insanlardaki gibi 

enterokolitise yol açmaktadır (Dean-Nystrom ve ark. 1997). 

 
Đntimin varlığı, E. coli O157:H7 suşları ile enfekte neonatal buzağılarda diyarenin 

başlamasını ve gastro-intestinal sistemde kolonizasyonu sağlamaktadır.  Đnfekte yeni doğan 

buzağılarda intimin-pozitif yada intimin-negatif STEC O157:H7 suşları mevcuttur (Dean-

Nystorm ve ark. 1998). Sığırlarda Stx’in rolü ve intestinal mukozadaki etkileri tam olarak 

anlaşılmamaktadır. Son zamanlarda yapılan bir çalışmada Stx reseptörü olan Gb3 varlığının 

gastro-intestinal sistemde bulunmadığı, sadece böbrek ve beyin dokularında saptandığı 

bildirilmi ştir (Pruimboom-Brees ve ark. 2000). Bu çalışmada 6 adet gastro-intestinal ve 5 adet 

ekstraintestinal organ incelenmiştir. Bu organların hiçbirinin kan dokularına stx 

bağlanmamaktadır (Pruimboom-Brees ve ark. 2000). Stx genleri için vasküler reseptörlerin 

yokluğu  sığırların stx toksinine karşı direnç geliştirmesine neden olmaktadır. Ayrıca sığırlar; 

STEC O157:H7 ve çeşitli non-O157 STEC suşları için asemptomatik  rezervuarlar olarak 

kabul edilmektedir. Hoey ve arkadaşlarının (2002) yaptığı bir çalışmada ise sığırların 

intestinal sisteminde Stx reseptörlerinin ekspresyonu saptanmıştır.  Bu çalışmanın sonuçları 

ile Pruimboom-Brees ve arkadaşlarının(2000) yayınladığı sonuçlar arasında çelişkiler 

bulunmaktadır. Stx bağlanması jejenum, ileum, sekum ve kolon submukozasında epitelyal 

hücrelerde görülmektedir  (Hoey ve ark. 2002).  Fakat jejenum, ileum, sekum, kolon ve 

böbrek kapillarlarına stx1 bağlanması Pruimboom-Brees ve arkadaşları (2000)’ nın yaptıkları 

çalışmada olduğu gibi görülmüştür (Hoey ve ark. 2002). Daha da fazlası stx1 potansiyel bir 

hedef olarak submukozal lenfoit dokulara bağlanmaktadır (Hoey ve ark. 2002). Reseptörlerin 

yokluğu kan damarları ve böbreklerde stx toksisitesi ve STEC patojenitesi açısından 

hayvanların  dirençli olmasını sağlamaktadır (Hoey ve ark. 2002). 

 
1.7. STEC Enfeksiyonunun  Tanısı 



 
Sığır, koyun gibi et üretiminde kullanılan hayvanlar, temel STEC rezervuarlarını 

oluşturmaktadır. Dışkı ile kontamine olmuş gıdalar, insan enfeksiyonlarının oluşumunu 

sağlamaktadır. Kesim sırasında karkaslara bulaşan ruminant dışkılarında STEC’ in virulans 

faktörleri, STEC varlığını belirlemeye yardımcı olmaktadır. Ayrıca ishalli hastaların 

dışkılarında STEC suşlarının izolasyonu ve karakterizasyonu, bu suşların virulans 

potansiyelini belirleyerek enfeksiyonun erken teşhisini kolaylaştırmaktadır.   

 
1.7.1. Kültüre-dayalı tespit 

 
STEC O157:H7 izolasyonu için kullanılan en yaygın agar sorbitol-MacConkey-agar 

(SMAC)’ dır (Farmer ve Davis 1985, March ve Ratnam 1986). Bu ortam, fekal kaynaklı E. 

coli serotipleri arasında sorbitolü fermente edemeyen STEC O157 suşlarının gözlemlenmesi 

için kullanılmaktadır (March ve Ratnam 1986). SMAC agarın çeşitli modifikasyonları 

bulunmaktadır. SMAC agar için bazı modifikasyonlar vardır. Bu modifikasyonlar agarda 

STEC O157’ nin diğer organizmalardan selektif ve duyarlı olarak ayırt edilebilmesini sağlar. 

CT-SMAC agar (sefiksim ve potasyum telluriti içeren) diğer E. coli suşlarının gelişmesini 

engellemektedir (Zadik ve ark. 1993). CR-SMAC (sefiksim ve ramnoz içeren) agar ise, 

sorbitolü fermente etmeyen suşlar içinden STEC O157:H7 ayırımını sağlamaktadır. STEC 

O157:H7 suşları CR-SMAC agardaki ramnozu fermente edemez (Chapman ve ark. 1991). 

STEC O157:H7, sorbitolü fermente edemeyen koloniler olarak bilinmektedir ve aglütinasyon 

testleri yardımıyla O157 antijeni saptanmaktadır. SMAC agarda β-D-glukuronidaz varlığı, 

STEC O157 saptanmasını amaçlamaktadır (Okrend ve ark. 1990). Sorbitolü fermente eden β-

D-glukuronidaz pozitif STEC O157:H7 ve O157:H- suşları Avrupa ve Avustralya’ da tespit 

edilmiştir (Feng ve ark. 1998, Gunzer ve ark. 1992, Karch ve Heesemann 1993, Bettelheim ve 

ark. 2000). 

 
Yukarıda bahsedilen tespit yöntemi, non-O157 STEC serotiplerinin tespiti için 

uygulanmaz.  Bu serotiplerin diğer fekal E. coli suşlarından ayrımı için kullanılan farklı 

biyokimyasal özellikleri bulunmamaktadır. Neredeyse tüm O157 ve non-O157 STEC  suşları 

enterohemolizin üretmekte ve kalsiyum içeren kanlı agar (WSBA)’ da α-hemolitik suşlar ayırt 

edilebilmektedir (Beutin ve ark. 1989). Αlfa- hemoliz, kanlı agarda 37ᴼC’ de 4 saat 

inkübasyondan sonra kolonilerin çevresinde gözlenen geniş hemoliz zonu ile karakterize 

edilirken, enterohemolitik fenotip ise kanlı agarda 37O C’de 18-24 saat inkübasyondan sonra 



gözlenen bulanık hemoliz zonu ile karakterize edilmektedir (Beutin ve ark. 1989).  STEC’ in 

sadece birkaç suşu α-hemolizin üretmektedir (Beutin ve ark. 1989, Bettelheim 1995).  

 
Son zamanlardaki bir çalışmada, Lehmacher ve arkadaşları (1998) vankomisin, 

sefiksim ve sefsulodin içeren kanlı agar (BVCCA)’ da STEC identifikasyonunun kalsiyum-

kanlı agar (WSBA)’ a göre daha kolay olduğunu bildirmiştir. Đdentifikasyon için BVCCA 

agar kullanımı, E. coli hücrelerinde vankomisin permeabilitesinin artmasıyla hemolizin 

sekresyonunu kolaylaştırmaktadır. BVCCA-STEC kolonileri tarafından üretilen 

enterohemolitik fenotiplerin görünümü WSBA-STEC kolonilerinin görünümü ile aynıdır 

Fakat BVCCA-pozitif kolonilerde, düşük α-hemolizin ekspresyonu yada zengin vankomisin 

ekspresyonu dolayısıyla ehxA geninin bulunmadığı bildirilmi ştir (Hornitzky ve ark. 2001). Bu 

anomaliler, ruminantlarda bulunan STEC suşlarının izolasyonu için BVCCA agarın tercih 

edilmesini engellememektedir (Hornitzky ve ark. 2001, Djordjevic ve ark. 2001). 

 

1.7.2. PCR-dayalı tespit 

 
Çeşitli PCR amplifikasyon metodları, STEC virulans genlerinin tespiti ve 

karakterizasyonu için gelişmiştir. PCR tekniği, en güvenli ve en hızlı metodlardan biridir. 

PCR testleri, shiga toksin genlerin (Stx1 ve Stx2) varlığını yada dışkı ve gıda kültürlerinde 

Stx1, Stx2, eae ve ehxA genlerinin simultane identifikasyonunu (multipleks PCR) saptamak 

için geliştirilmi ştir (Gannon ve ark. 1992, Begum ve ark. 1993, Cebula ve ark. 1995, 

Fratamico ve ark. 1995, Paton ve Paton 1998, Fagan ve ark. 1999).Fakat fekal sıvı kültürlerde 

STEC virulans faktörleri saptanırsa E. coli’nin izolasyonuve bu serotiplerin virulans 

faktörlerinin doğrulanması için kültür işlemine başvurulmalıdır. 

 
China ve arkadaşları 1996 yılında yaptıkları çalışmada; diyareli buzağılardan izole 

edilen 30 adet E. coli suşunda intimin (eaeA), shiga toksin 1 ve 2 (stx1 ve stx2) genleri 

araştırılmıştır. Đntimin (eaeA) ve shiga toksin(stx1 ve stx2) kodlayan genlerin tespiti amacıyla 

multipleks PCR uygulanmıştır. Đntimin (eaeA), stx1 ve stx2 genleri sırasıyla 570, 388 ve 

807bp’de aranmıştır. PCR testleri sonucunda 14 suş sadece eaeA geni pozitif bulunurken, 15 

suşta eaeA ve stx1 geni, 1 suşta eaeA ve stx2 geni, suşların birinde ise aranılan 3 gende 

(eaeA, stx1 ve stx2) saptanmıştır. Sonuçlar test edilen E. coli suşlarında araştırılan potansiyel 

virulans faktörlerinin yaygın olarak bulunduğunu göstermektedir.  

 



China ve arkadaşlarının (1996) kullandığı baz sekanslarından yararlandığımız 

çalışmamızda isesığırların klinik mastitis vakalarından izole edilen E. coli suşlannda intimin, 

stx1 ve stx2 genleri araştırılmıştır. Her biri farklı sürülere ait, 2011 Haziran-Eylül tarihleri 

arasında izole edilen toplam 160 E. coli suşu incelenmiştir. Shiga toxin 1 ve 2 (stx1 ve stx2), 

intimin (eaeA) kodlayan genlerin tespiti amacıyla multipleks PCR uygulanmıştır. PCR testleri 

sonucu 5 suş eaeA geni ve sadece 1 suşstx1 geni pozitif bulunmuştur. Sonuçlar klinik sığır 

mastitislerinden izole edilen E. coli suşlarında araştırılan potansiyel virulans faktörlerinden 

eaeA geninin yaygın olarak bulunduğunu gösterirken, stx2 geninin saptanmadığını 

göstermektedir. Sığırlarda mastitis vakalarından izole edilen E. coli suşları arasında PCR 

yöntemi ile insanlarda hastalık oluşturma ihtimaline sahip Shiga toksin üreten E. coli (STEC) 

tespit edilmiştir. 

 
Son zamanlarda Paton ve Paton (2002); stx1, stx2, eae, ehxA ve saa  genlerinin tespiti 

için pentavalent bir PCR tekniği  geliştirmiştir. Çeşitli virulans markerlerin tespiti için 

kullanılan primerler, korunmuş gen bölgelerinden tasarlanmıştır. PCR tekniği, stx2 (Bastian 

ve ark. 1998, Johnson ve ark. 1990, Tyler ve ark. 1991) ve eae (Adu-Bobie ve ark. 1998, Reid 

ve ark. 1999, Oswald ve ark. 2000) genleri arasındaki ayrımı belirlemek için geliştirilmi ştir. 

PCR yöntemlerinin;  dışkı, gıda ve cansız bakteri içeren örneklerde  STEC ili şkili virulans 

genlerinin tespitinde son derece yararlı olduğu kanıtlanmıştır.  

 

 

 

 

 

 

 

2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 
2.1. Gereç 

 
2.1.1. Đzolasyon Örnekleri 

 
Araştırma için 2011 Haziran-Eylül tarihleri arasında, Aydın ili ve çevresinde bulunan, 

büyük ölçekli (50 ve üzeri sağmal inek) 3 farklı sığır işletmesi ziyaret edilerek 



gerçekleştirildi. Bu ziyaretlerde hepsi laktasyon döneminde olan, son bir ayda antibiyotik 

tedavisi almamış, en az bir doğum yapmış, 3-9 yaşları arasında Holştayn ırkı 250 inek 

Kalifornia Mastitis Testi (CMT) ile incelendi. CMT ile subklinik mastitisli olarak belirlenen 

160 ineğin süt örnekleri  toplandı. Örnekler, hayvanların memelerinden tekniğine uygun bir 

şekilde 10 ml’lik steril enjektörlere alındı ve soğuk zincir uygulanarak aseptik şartlarda 

Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Rutin Teşhis 

Laboratuarına ulaştırıldı. Bu örnekler, E. coli varlığı ve shiga toksin içerip içermediği 

yönünden araştırıldı. 

 
2.1.2.  Kullanılan Besiyerleri, Ayıraçlar, Solusyonlar  ve Antiserumlar 

 
2.1.2.1. Besiyerleri 

 
2.1.2.1.1.  Đzolasyon besiyeri 

 
2.1.2.1.1.1. ModifiyeTryptic Soy Broth (Merck1.09205) 

 
Pepton(kazein) 17 g 

Pepton(soya unu) 3 g 

NaCl 5 g 

Safra tuzları No. 3  1.5 g 

D(+)-glukoz 2.5 g 

Di-potasyumhidrojenfosfat 4 g 

Novobiocin 0.02 g 

Distile su                                               1000 ml 

 

STEC zenginleştirilmesi için temel besi yerleri olarak çoğunlukla sorbitol MacConkey 

agar, tryptic soy broth (TSB), E. coli broth, enterohemorajik E. coli broth, buffered peptone 

water (BPW) ve brain heart infusion broth kullanılmaktadır (Hussein ve Bollinger 2008). 

Araştırmamız için alınan süt örneklerinde bulunan bakterinin zenginleştirilmesinde modifiye 

tryptic soy broth (mTSB) kullanılmıştır. Zenginleştirme besiyeri mTSB’de gram-negatif 

mikroorganizmaların gelişmesini azaltmak için novobiocin veya acriflavin bulunmaktadır 

(Vernozy-Rozand 1997). mTSB besiyeri 33 g/l konsantrasyonda distile suda eritilerek 

hazırlanmış ve erlenlere 225 ml olacak şekilde dağıtılmıştır. Daha sonra erlenlerdeki besi 

yerleri otoklavda 121 ˚C’de 15 dakika sterilize edilmiştir (FDA 1995). 



 
2.1.2.1.2.  Đdentifikasyon besiyerleri 

 
2.1.2.1.2.1. SorbitolMacConkey (SMAC) Agar (Difco 279100) ve CT SMACAgar Katkısı 

(Merck1.09202) 

 
Pepton 20 g 

NaCl 5 g 

Safra tuzları No. 3  1.5 g 

Sorbitol 10 g 

Kristal violet 0.001 g 

Nötralred 0.03 g 

Agar-agar 15 g 

Distile su                                              1000 ml 

 
E. coli O157:H7 serotipi sorbitolü fermente etmez iken diğer E. coli serotipleri 

sorbitolü fermente ettikleri için E. coli O157:H7 izolasyonunda çoğunlukla sorbitol 

MacConkey agar (SMAC) kullanılmaktadır (Vernozy-Rozand 1997). Bazı STEC suşlarının 

tellürite karşı duyarlı olmaları  ve/veya sorbitol fermente etmeyen suşların izolasyonu için 

daha çok sefiksim ve tellürit katkılı sorbitol MacConkey agar (CT-SMAC) kullanılmaktadır 

(De Boer ve Heuvelink 2000). Bu nedenle araştırmamızda SMAC agara daha selektif 

olmasını sağlamak amacıyla sefiksim ve tellürit (CT) katkısı eklenmiştir. 

SorbitolMacConkeyagardan(Difco 279100) 51,6 g/l oranı ile 25,8 gagar 500 ml distile su 

içinde ısıtılarak eritilmiş ve otoklavda 121 ˚C’de 15 dakika sterilize edilmiştir. CT-SMAC 

Agar Katkısı (Merck 1.09202) agara ilave edilmeden önce bir şişe katkı üzerine 1 ml distile su 

eklenip karıştırılmıştır. Otoklav sonrasında 45 ˚C’ye kadar soğutulan 500 ml agara aseptik 

şartlarda CT katkısı eklenerek karıştırılmış ve petri kaplarına 12,5 ml/petri olacak şekilde 

dökülmüştür (FDA 1995, Weagant ve ark 1995).  

 
2.1.2.1.2.2. Eozin - Metilen Blue (EMB) Agar 

 
Pepton……………………..10 g 

Laktoz………………………5 g 

Sükroz……………………...5 g 

Dipotasyum fosfat…………2 g 



Eozin Y………………….0.4 g 

Metilen mavisi………0.065 g 

Agar……………………13.5 g 

Distile su……………...1000 ml 

 
Karışımın pH’sı 7.2’ya ayarlandıve 121 ºC’de 15 dk otoklav edilmek suretiyle steril 

edildi. 

 
2.1.2.1.2.3. Kanlı Agar Base (Merck1.10886) 

 
Blood agar....................40 g. 

Distile su......................100 ml 

 
Karışımın pH’sı 7,2 – 7,4’e ayarlanıp, 15 dakika otoklav edildikten sonra, 50 °C’ye 

kadar soğutulup, içine %7 oranında sterildefibrine koyun kanı ilave edildi (Mutter ve ark 

1989). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.1.2.1.2.4. Lassen’in 3’lü tüpbesiyerleri 

 
Tüp I 

 
Peptone       20 g 

Lactose        10 g 

Glucose      1g 

Sodium thiosulphate   0.2 g 

Ferric ammonium sulphate 0.3 g 

NaCl   6 g 



Agar             17 g 

Phenol red (0.2’lik)              12.5 ml 

Distile su                                  1000 ml 

 
Karışımın pH’sı 7.6’ya ayarlandıve 121 ºC’de 15 dk otoklav edilmek suretiyle steril 

edildi. 

 
Tüp II 

 
Peptone         5 g 

Neopeptone    5 g 

Mannitol    2 g 

Agar         2.5 g 

Potassiumnitrate    1.7 g 

Phenol red ( % 0.2’lik )             20 ml 

Distile su                                        1000 ml 

 
Karışımın pH’sı 7.6’ya ayarlandı ve 121 ºC’de 15 dk otoklav edilmek suretiyle steril 

edildi. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tüp III   

 
L- Tryptophan                                     0.3 g 

PotassiumDihydrogenphosphate   0.1 g 

PotassiumHydrognephosphate   0.1 g 

Üre   2 g 

Ethanol ( % 95’lik )                              1 g 

Phenol red ( % 0.2’lik)                      20 ml 

NaCl   0.5 g 



Distile su                                               1000 ml 

 
Besiyerinin sterilizasyonu milipore (0.2 µ) filtreden süzülerek yapıldı (Koneman ve 

ark 1997). 

 
2.1.2.2. Ayıraçlar 

 
2.1.2.2.1. Đndol ayıracı  

 
P-Dimethylaminobenzaldehyde 10 g 

Isoamylalcohol 150 ml 

HCl (konsantre) 50 ml 

 
2.1.2.3. Solusyonlar 

 
2.1.2.3.1. EDTA (0,5 M) 

 
 Disodium EDTA-2 H2O…………………………………………………….186,1 g 

 EDTA 800 ml distile suda manyetik karıştırıcıda çalkalanarak eritilip, NaOH ile pH 

8,0’e ayarlandıktan sonra 1000 ml’ye tamamlanıp 121 °C’de 15 dk otoklav edildi. 

 
2.1.2.3.2. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Buffer 

 
10X TBE Stok Solusyonu 

 
Tris Base……………………………………………………………………….121,1 g 

Borik Asit……………………………………………………………………....61,83 g 

EDTA…………………………………………………………………………..5,84 g 

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dk otoklav edilip, pH 8,0 
ayarlanarak buzdolabında saklanır. 
 

0,5X TBE Kullanma Solusyonu 

 
10X TBE…………………………………………………………………………50 ml 

Distile su…………………………………………………………………………950 ml 

Karıştırılarak solusyon hazırlanır. 

 
2.1.2.3.3. Gel LoadingBuffer (6X) 



 
Bromfenol Mavisi………………………………………………………………..25 mg 

Sükroz……………………………………………………………………………..4 g 

H2O……………………………………………………………………………….10 ml 

Karıştırılarak solusyon hazırlanır. 

 
2.1.2.3.4. Tris (1M) 

 
Tris Base…………………………………………………………………………..121 g 

Tris Base 800 ml distile suda eritilip, yaklaşık olarak 60 ml HCl asit ilave edilerek  

pH: 7,6’ya ayarlanarak karışım 1000 ml’ye tamamlanır. 121 °C’de 15 dk otoklav edilir. 

 
2.1.2.3.5.1M NaCl 

 
NaCl……………………………………………………………………………….58,44 g 

Distile Su…………………………………………………………………………800 ml 

NaCl distile suda çözüldükten sonra son hazim 1000 ml’ ye tamamlanır. 

 
2.1.2.3.6. TE Buffer (10mM tris+ 1mM EDTA) 

 
Tris (1M)……………………………………………………………………….. .10 ml  

EDTA(0,5 M)…………………………………………………………………..…2 ml  

Karıştırıldıktan sonra karışım 1000 ml distile su ile tamamlanır. 

 
2.1.2.4. Boyalar 

 
Gram boyama (Merck-111885) yapılmıştır. 

 

2.1.2.5. Antiserum  Test Kitleri 

 
2.1.2.5.1. E. coli Lam Aglutinasyon Testi (DENKA SEIKEN-295347) 

 
E. coli olarak belirlenen kolonilerde O antijeninin varlığının araştırılması amacıyla O 

antijen  lam aglutinasyon testi uygulanmıştır. E. coli Lam AglutinasyonTesti somatik (O) 

antijenine karşı hazırlanmış spesifik somatik (O) antikorları (polivalan: domuz, monovalan: 

tavşan) ihtiva eden ve koruyucu olarak 0.08 w/%v sodyum azid eklenmiş sıvı ürün içeren, tüp 

içinde antijen ve antikor aglutinasyonuna dayanan bir testtir. 



 
Grup O Antiserumlar (alternatif) 

 
Polivalan II- içerdiği tipler: O26, O55,O111, O119, O126 

Polivalan III- içerdiği tipler: O86, O114, O125, O127, O128 

Polivalan IV- içerdiği tipler: O44, O112, O124, O142 

 
Test kiti içeriğinde olmayan başka materyaller de kullanılmıştır. Bu materyaller küçük 

test tüpleri, fizyolojik tuzlu su, pipetler, mikropipetler, florasan lamba, nutrient agar, brain 

heart infuzyon agar, otoklav veya su banyosu, santrifuj, lam ve asetat kalemidir. 

 
Numune 

 
Saf kültürlerden biyokimyasal testler yardımıyla E. coli olarak saptanan  organizmalar 

serotiplendirilmektedir. Kültür karışık suşlardanoluşuyorsa, serotip doğru bir şekilde tespit 

edilemez. 

 
Prosedürler  

 
O-Grup Belirlenmesi 

 
O-antijen belirlenmesi ısıyla inaktive edilmiş bakterilere lam aglutinasyon metodu 

uygulanarak  gerçekleştirilir. 

1) Belli bir miktar bakteriyel kültür 3 ml fizyolojik tuzlu su ile süspanse edilir. Elde 

edilen süspansiyon 121 ˚C’de 15 dk ve 100 ˚C’de 1 saat otoklavlanarak antijen inaktivasyonu 

sağlanır. Đnaktive antijen eşit miktarlarda distile su ile yıkanarak 20 dakika boyunca 900 rpm’ 

de santrifüje edilir. Tüplerdeki süpernatant uzaklaştırılıp çökelti 0.5 ml fizyolojik tuzlu su ile 

süspanse edilerek antijenik solüsyon olarak kullanılır. 

2) Sonraki aşamada her polivalan antiserumdan bir damla ve 30 µl fizyolojik tuzlu su asetat 

kalemi ile bölümlere ayrılmış temiz lamlar üzerine damlatılır.  

3) Lam üzerindeki her antiserum-fizyolojik tuzlu su karışımının üzerine antijenik 

süspansiyondan 5-10 µl damlatılır.  

4) Lamlar sağa sola 1 dk boyunca eğilerek süspansiyonların karışması sağlandıktan sonra O 

pozitif olan karışımlarda aglutinasyon deseni şekillenir. Aglutinasyon florasan ışığı altında 

lamlara bakıldığında çok net olarak gözlenir. Aglutinasyon ilk 1 dk sonunda şekillendiği için 



aglutinasyon oluşmayan veya hafif oluşan örnekler negatif olarak değerlendirilirken tam 

aglutinasyon şekillenenler pozitif olarak değerlendirilir. 

 
 Sonuçların Yorumlanması 

 
O Grup Testin Yorumlanması 

 
Aglutinasyon flöresan ışığı altında lamlara bakıldığında çok net olarak gözlenir. 

Aglutinasyon ilk 1 dk sonunda şekillendiği için aglutinasyon oluşmayan veya hafif oluşan 

örnekler negatif olarak değerlendirilirken, tam aglutinasyon şekillenenler pozitif olarak 

değerlendirilir. Her serum ile 1 dakika içinde reaksiyon veren güçlü aglütinasyon pozitif 

olarak kabul edilirken, 1 dakika içinde aglütine yapıları görülmeyen veya zayıf aglütinasyon 

negatif olarak kabul edilir. 

 
Polivalanantiserumlar için 

sonuçlar 

Belirlenmesi 

Herhangi bir polivalan antiserum 

pozitif değerlendirilirse, 

O-Grup belirlenmesi pozitif değerlendirilen 

polivalan antiserumlardan oluşan 

monovalanantiserumlar kullanılarak yapılır. 

Tüm polivalan antiserumlar negatif 

değerlendirilirse, 

Örnekte Escherichia coli Antiserumları içeren 

serotiplerin bulunmadığı belirlenir. 

 
Performans/Başarı 

 
1. Duyarlılık Testi 

1) O-Antiserumlar: Temiz lam üzerine serotipi bilinen referans suş ile bir damla ürün 

damlatıldığında reaksiyon verirse granüler aglütinasyon gözlenir. 

2) H-Antiserumlar: Küçük bir test tüpü içerisinde serotipi bilinen referans suş ile 3 damla 

reajan reaksiyona sokulduğunda pamuk ipliği benzeri aglütinasyon gözlenir. 

 
2. Spesifiklik Testi 

Duyarlılık testi ile benzerlik gösteren bu testte antiserum ile aglütinasyon referans suştaki 

serotip varlığına göre belirlenir. Antiserum ile serotipe karşılık gelen referans suş reaksiyona 

girdiğinde aglütinasyon gözlenirken, serotipi bulunmayan referans suş ile reaksiyona 

girdiğinde aglütinasyon gözlenmez.  



 
2.1.3. PCR 

 
2.1.3.1. Kullanılan cihazlar 

 
PCR 25 örnek kapasiteli Eppendorf Master Cycler kademeli termal döngüleme 

cihazında gerçekleştirilmi ştir. 

 
2.1.3.2. MgCl2, Taq DNA Polimeraz, 10XTaq Buffer, dNTP Set 

 
25mM MgCl2, Taq DNA polimeraz (5U), 10X TaqBuffer (100 mM (Tris-HCl, pH8.3, 

500mM KCl), 100mM deoksinükleotidtrifosfat (dNTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

(Fermentas) kullanılmıştır. 

 
2.1.3.3. Primerler 

 
STEC suşlarında stx 1, stx 2 ve intimin(eae) genlerinin belirlenmesinde kullanılan 

primerler Çizelge 2.1’de verilmiştir. 

 
Çizelge 2.1.MultipleksPCR’da kullanılacak oligonükleotid dizileri (China ve ark. 1996) 

 
Primer Oligonükleotiddizisi ( 5’-3’) Büyüklük (bp) 

Eae B52 AGGCTTCGTCACAGTTG  

Eae B53 CCATCGTCACCAGAGGA 
570 

Stx 1 B54 AGAGCGATGTTACGGTTTG 

Stx 1 B55 TTGCCCCCAGAGTGGATG 
388 

Stx 2 B56 TGGGTTTTTCTTCGGTATC   

Stx 2 B57 GACATTCTGGTTGACTCTCTT 
807 

 

2.1.4. Elektroforez Cihazı 

 
Elektroforez işlemi Thermo marka, elektroforez tankında, görüntüleme işlemi 

VilberLourmat marka görüntüleme cihazında gerçekleştirildi. 

 
2.1.4.1. Agarose Jel  Hazırlanışı 

 
Agarose (Sigma)………………………………………………………… 1,5 veya 2 g 

TBE (0,5X)……………………………………………………………… 100 ml 



 
Buffer, şişe içerisindeki agarozun üzerine ilave edilip, karıştırıldı ve mikrodalga 

fırında yaklaşık 3-5 dk kaynatılan karışım, 40-50 °C’ye kadar soğutuldu. Halen sıvı halde 

olan karışım, jel kalıbının içerisine yavaşça, kabarcık bırakmayacak şekilde döküldü ve 

içerisine yükleme kuyucuklarını oluşturacak olan taraklar yerleştirilerek, 15-20 dakika oda 

ısısında soğumaya bırakıldı. Soğutulan jel, kalıptan çıkarılarak, elektroforez tankına dikkatlice 

yerleştirildi. 

 
2.1.4.2. Marker 

 
Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder(Fermentas) kullanıldı. 

 
2.1.4.3. Etidium Bromür 

 
Elektroforez işleminden sonra görüntüleme için jelin boyanmasında Sigma marka % 

1’ lik Ethidium Bromür 500 ml 0,5X TBE ile hazırlanan %2’ likagaroz jelin içerisine 5µl 

miktarında eklenerek kullanıldı. 

 
2.1.4.4. Standart Suş 

 
Đzolasyon  ve identifikasyon  çalışmalarının  her  aşamasında  kullanılan  E. coli 

O157:H7  (RHFS  232) kontrol suşu Refik Saydam Hıfzısıhha Entitüsü’nden temin edilmiştir. 

 
 
 
 
 
 
 
2.2. Yöntem 

 
2.2.1. Örneklerin Alınması 

 
Araştırma için 2011 Haziran-Eylül tarihleri arasında, Aydın ili ve çevresinde bulunan, 

büyük ölçekli (50 ve üzeri sağmal inek) 3 farklı sığır işletmesi  ziyaret edilerek, hepsi 

laktasyon döneminde olan, son bir ayda antibiyotik tedavisi almamış, en az bir doğum 

yapmış, 3-9 yaşları arasında Holştayn ırkı, 250 inek Kalifornia Mastitis Testi (CMT) ile 

incelendi. CMT ile subklinik mastitisli olarak belirlenen 160 ineğin süt örnekleri  toplandı. 

Örnekler, hayvanların memelerinden tekniğine uygun bir şekilde 10 ml’lik steril enjektörlere 



alındı ve soğuk zincir uygulanarak aseptik şartlarda Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Rutin Teşhis Laboratuarına ulaştırıldı. 

 
2.2.2. E. coli Đzolasyonu 

 
Laboratuvara getirilen örneklerden Escherichia coli’nin saf olarak elde edilmesi 

amaçlandı. Bunun için, süt örnekleri mTSB’de zenginleştirilerek ve 42 ˚C’de 24 saat 

çalkalanarak inkube edildi (Halkman ve ark 2001). 24 saat sonunda üreme gözlenen 

suşlarınfenotipik özelliklerinin incelenebilmesi için kanlı agara, CT SMAC, EMB, 

MacConkey agara pasajlandı. 24 saat inkübasyon sonunda üreme şekillenen besiyerlerinden 

preparatlar hazırlanarak Gram boyama yapılmıştır. Boyama sonucunda belirlenen gram-

negatif basillerin ait olduğu kolonilere biyokimyasal testler uygulanmıştır.  

 
2.2.2.1. Fenotipik identifikasyonu 

 
Đzole edilen suşların koloni morfolojileri, biyokimyasal test sonuçları ve identifikasyon 

besiyerleri değerlendirilerek E. coli identifikasyonuna gidilmiştir.  

 
2.2.2.1.1.  Sefiksim-Tellürit Katkılı Sorbitol MacConkey Agarda üreme 

 
mTSB besiyerinde üreyen gram-negatif ve biyokimyasal testler açısından E. coli şüpheli 

kolonilerden CT-SMAC agarlara öze ile ekim yapıldıktan sonra petri kutuları 37 ˚C’de 24 saat 

inkubasyona bırakılmıştır. Đnkubasyon sonunda renksiz olan koloniler sorbitol negatif, pembe-

kırmızı koloniler ise sorbitol pozitif olarak değerlendirilmiştir (Doyle ve Schoeni 1987). 

2.2.2.1.2. Eozin - Metilen Blue (EMB) Agarda üreme 

 
mTSBbesiyerinde üreyen gram-negatif ve biyokimyasal testler açısından E. coli 

şüpheli kolonilerden EMB agarlara öze ile ekim yapıldıktan sonra petri kutuları 37 ˚C’de 24 

saat inkubasyona bırakılmıştır. Đnkubasyon sonunda laktozu kullanamayan bakteriler renksiz 

koloniler, laktozu kullanabilen E. coli için tipik koloniler ise yeşilimsi ve parlak metalik 

renkte koloniler olarak değerlendirilmiştir (Doyle ve Schoeni 1987). 

 
2.2.2.1.3. Biyokimyasal testler 

 
Şüpheli kolonilerin kanlı agarlara pasajları yapılarak saf kültürleri elde edildi. Saf 

kültürlere gram boyama yapıldı. Gram negatif kolonilerden Lassen’in üçlü tüp besiyerlerine 

ekimleri yapıldı. Lassen üçlü tüp besiyerleri 37 ºC’de 24 saat inkube edildi. Đnkubasyondan 



sonra tüpler değerlendirildi ve Escherichia coli suşlarının identifikasyonları gerçekleştirildi. 

(Holt ve ark 1994, Koneman ve ark 1997). 

 
2.2.2.1.3.1. Oksidaz testi 

 
Đzolasyonu yapılan mikroorganizmaların oksidaz aktiviteleri, oksidaz diski (Bacto) ile 

ölçüldü. Şüpheli bakterilerin 24 saatlik saf kültüründen platin öze ile alınan birkaç koloni 

oksidaz diskine yayılarak sürüldü. 25-30 saniye içinde diskin pembe mor bir renk alması 

pozitif, renk değişikli ğinin olmaması negatif olarak değerlendirildi (Koneman ve ark 1997). 

 
2.2.2.1.3.2. Nitrat testi 

 
Đçinde nitratlı buyyon bulunan tüplere, şüpheli mikroorganizmaların saf kültüründen 

birkaç koloni ekildi ve 37 ºC’de 5 gün inkube edildi. Daha sonra buyyonun üzerine nitrat 

ayıraçlarından (Solusyon A, Solusyon B), 1’er ml dökülerek besiyerinin renginin kırmızı veya 

kiremit kırmızısı olması pozitif, renk değişikli ğinin olmaması negatif olarak kabul edildi 

(Koneman ve ark 1997). 

 
2.2.2.1.4. E. coli Lam Aglutinasyon Testi 

 
E. coli olarak belirlenen kolonilere O antijeninin varlığının araştırılması amacıyla O 

antijen  lam aglutinasyon testi uygulanmıştır (Sakazaki 1992).  

 

E. coli olarak belirlenen kolonilerden 30 µl alınarak Nutrient broth içeren 

mikrosantrifüj tüplerine inoküle edilmiştir. Elde edilen süspansiyon 37 ˚C’de 24 saat 

inkübasyona bırakıldıktan sonra 121 ˚C’de 15 dk ve 100 ˚C’de 1 saat otoklavlanarak antijen 

inaktivasyonu sağlanmıştır. Đnaktive antijen eşit miktarlarda distile su ile yıkanarak 20 dakika 

boyunca 900 rpm’ de santrifüje edilmiştir. Yıkama ve santrifüje işlemi 3 kez tekrarlanmıştır. 

Tüplerdeki süpernatant uzaklaştırılıp çökelti 0.5 ml fizyolojik tuzlu su ile süspanse edilerek 

antijenik solüsyon olarak kullanılmıştır. 

 
Sonraki aşamada her polivalan antiserumdan bir damla ve 30 µl fizyolojik tuzlu su 

asetat kalemi ile bölümlere ayrılmış temiz lamlar üzerine damlatılmıştır. Lam üzerindeki her 

antiserum-fizyolojik tuzlu su karışımının üzerine antijenik süspansiyondan 5-10 µl 

damlatılmıştır. Lamlar sağa sola 1 dk boyunca eğilerek süspansiyonların karışması 

sağlandıktan sonra O pozitif olan karışımlarda aglutinasyon deseni şekillenmiştir. 



Aglutinasyonflorasan ışığı altında lamlara bakıldığında çok net olarak gözlenmiştir. 

Aglutinasyon ilk 1 dk sonunda şekillendiği için aglutinasyon oluşmayan veya hafif oluşan 

örnekler negatif olarak değerlendirilirken tam aglutinasyon şekillenenler pozitif olarak 

değerlendirilmiştir. 

 
Polivalan serum ile pozitif sonuç veren numuneler aglutinasyon pozitif O 

antiserumlar, polivalan serum ile negatif sonuç veren numuneler ise aglutinasyon negatif O 

antiserumlar olarak belirlenmiştir. 

 
2.2.2.2. Genotipik identifikasyon 

 
Öncelikle E. coli suşlarından PCR’da kullanılmak üzere izolatlardan total DNA 

ekstraksiyonu aşağıdaki gibi gerçekleştirildi:  

*Şüpheli koloniler % 5 koyun kanlı agarda 37° C’de 24-48 saat inkübe edildi.  

* Koloniler öze yardımı ile toplanarak 250 µl FTS içinde süspansiyonunun ardından 

100 °C’de 10 dk kaynatılarak bakteri DNA’sı ekstrakte edildi. 

* Daha sonra 14.000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilerek üstteki sıvı PCR’da hedef 

DNA olarak kullanılmak üzere saklandı. 

 
 

2.2.2.2.1. PCR 

 
Master Mikslerin Hazırlanışı: Tüm PCR reaksiyonlarında bir örnek için PCR 

amplifikasyonu 50 µl toplam hacimde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon çözeltisi 

1X, magnesium klorür (MgCl2) 1,5 mM, dNTP 0,5 mM, primer (her biri için) 0,4 pmol, Taq 

DNA polymerase 2 U olacak şekilde gerçekleştirildi. Kullanılan malzemeler ve volümleri 

Çizelge 2.2.’de belirtilmiştir. 

 
Çizelge 2.2. Mastermiksin hazırlanma oranları (China ve ark. 1996) 

Malzeme (Ticari) Đstenen Son Konsantrasyon 

Tag Buffer (10X) 5 µl 

MgCl 2 15 mM 

dNTP (2mM) 5 µl 

Primer B52 40 mM 

Primer B53 40 mM 

Primer B54 40 mM 

Primer B55 40 mM 



Primer B56 40 mM 

Primer B57 40 mM 

Taq Polimeraz (5U) 2 U 

ddH2O Son Volüme Tamamlanır 

Template DNA (200 nM) 5 µl 

TOPLAM  

 
Mastermiksler hazırlandıktan sonra 0,2 mL’lik tüpler, örnek adedi kadar 

numaralandırılıp, içlerine 45’er µl hazırlanılan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra, 

ekstraksiyonu yapılan DNA’dan 5’şer µl alınıp, ilgili tüplerin içerine eklenmiş ve ağızları 

sıkıca kapatıldı. Hazırlanan tüpler daha sonra termal döngüleme cihazlarına yüklenip, 

programlandı. stx1, stx2 ve eae analizlerinde kullanılan PCR işlemine ait ısıl döngü ve süre 

diyagramı Çizelge 2. 3’de gösterilmiştir.  

Çizelge 2. 3. Multipleks PCR işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı 
Basamak Döngü Sayısı Sıcaklık Süresi 

Başlangıç Denatürasyon 1 94°C 5 dk 

Denatürasyon 94°C 

Bağlanma 50°C 

Uzama 

 
35 

72°C 

 
30 sn 

 

Son Uzama 1 72°C 10 dk 

Bekletme 1 4°C ∞ dk 

 
2.2.2.2.2. Amplikonların Elektroforez Tankına Yüklenmesi 

 
0,2 mL tüplerde oluşturulan 50 µl’ lik PCR ürünlerinden 10’ ar µl pipet yardımıyla 

alınıp, 3 µl6x loadingdyeile karıştırıldı. Oluşturulan karışımın tamamı alınarak, jeldeki uygun 

pozisyondaki kuyucuğa yüklendi. 

 
2.2.2.2.3. Jelde Yürütme 

 
Hazırlanmış olan jele, istenilen örnekler ve markerların yüklemesi yapıldıktan sonra, 

elektroforez tankının kapağı kapatılıp, elektrotlar uygun pozisyonda bağlandıktan sonra 80V 

500A akımda 40 dakika yürütüldü. 

 
2.2.2.2.4. Görüntüleme ve Değerlendirme 

 
Elektroforez işleminin ardından elde edilen jel, dikkatli bir şekilde elektroforez 

tankından çıkarıldı. Süre sonunda yürütülen jel, bilgisayara bağlı durumdaki transilluminatör 



cihazındaki odacığa yerleştirildi. UV ı şığı altında fotoğraflandıktan sonra, bant uzunlukları 

her PCR için ayrı değerlendirildi. 

 
Değerlendirme daha önce bildirilen şekilde yapıldı. PCR analizinde, stx1 primeri için 

388bp, stx2 primeri için 807bp, eae primeri için 570bp uzunluğunda bant oluşumu 

gözlemlendi. 

 

 

 

3. BULGULAR 

 
3.1. Đzolasyon Bulguları 

 
Araştırma için 2011 Haziran-Eylül tarihleri arasında, Aydın ili ve çevresinde bulunan, 

büyük ölçekli (50 ve üzeri sağmal inek) 3 farklı sığır işletmesi (A,B,C) ziyaret edilerek 

gerçekleştirildi. Bu ziyaretlerde hepsi laktasyon döneminde olan, son bir ayda antibiyotik 

tedavisi almamış, en az bir doğum yapmış, 3-9 yaşları arasında Holştayn ırkı 250 inek 

Kalifornia Mastitis Testi (CMT) ile incelendi. CMT ile subklinik mastitisli olarak belirlenen 

160 ineğin süt örnekleri toplandı. 160 materyalin Escherichia coli varlığı yönünden 

incelenmesi sonucunda toplam 31 Escherichia coli izole edildi.  

 

 
 

Resim 3.1. Escherichia coli suşunun kanlı (solda) ve EMB (sağda) agardaki görüntüsü. 
 
 



 

 
Resim 3.2. Escherichia coli mikroskobik görüntüsü. 

 

 

 

 

 

3.2. PCR Bulguları 

 
Đzolasyon ve identifikasyon sonucunda elde edilen toplam 31 E. coli izolatında stx1, 

stx2 ve intimin(eae) genlerini saptamak için multipleks PCR uygulanmıştır. Multipleks PCR 

sonucunda elde edilen elektroforez görüntüsü Şekil 3.3’ de gösterilmektedir. 

 

 

 
Resim 3.3.Shiga toksin üreten E. coli için yapılan multipleksPCRsonuçları. M:    100 bp DNA 

ladder, P:Pozitif kontrol (E. coli RHFS 232), N:Negatif Kontrol, 1-4:eae geni pozitif 
örnekler, 5: Negatif örnek, 6:eae geni pozitif örnekler, 7: Negatif örnek, 8:stx1 geni 
pozitif örnek.  
 
Spesifik primerler kullanılarak gerçekleştirilen multipleks PCR sonrasında incelenen 

toplam 31 E. coli suşunun 6 (%19.3)’sının 5 (% 83.3)’inde eae geni mevcut iken, 1’ inde (% 

16.6) sadece stx1 geni bulunduğu tespit edilmiştir. 

 



3.3. O somatik antijen Bulguları 

 
3.3.1. Grup O AntiserumlarileSerogruplandırma 

 
Polivalan II (alternatif)- içerdiği tipler: O26, O55,O111, O119, O126 

Polivalan III (alternatif)- içerdiği tipler: O86, O114, O125, O127, O128 

Polivalan IV(alternatif)- içerdiği tipler: O44, O112, O124, O142 

 
E. coli olarak belirlenen 31 suşun serogruplarını saptamak amacıyla O antijeninin 

varlığı araştırıldı. Polivalan II, Polivalan III ve Polivalan IV antiserumları ile 31 E. coli 

izolatına lam aglutinasyon testi uygulandı. Yapılan lam aglütinasyon testi sonucunda 31 

Escherichia coli suşunun serogrupları tespit edildi. Bu değerlendirmeye göre 31 suşun 8 (% 

25.8)’ inde polivalan antiserum II, 14 (% 45.2)’ünde polivalan antiserum III, 9 (% 

29.03)’unda ise polivalan antiserum IV pozitif olarak saptandı (Çizelge 3.1). 

 
Çizelge 3.1. Aydın ili çevresinde mastitisli sütlerden izole edilen E. coli suşlarının 

serogruplandırılması 
 
 PolivalanII 

(O26, O55, O111, O119, 

O126) 

 

Polivalan III 

(O86, O114, O125, O127, 

O128) 

 

Polivalan IV 

(O44, O112, O124, 

O142) 

1. - + - 

2. + - - 

3. + - - 

4. + - - 

5. - + - 

6. - + - 

7. - - + 

8. - + - 

9. - - + 

10. - + - 

11. - + - 

12. - - + 

13. + - - 



14. + - - 

15. - + - 

16. + - - 

17. + - - 

18. - - + 

19. - - + 

20. - + - 

21. - + - 

22. + - - 

23. - - + 

24. - + - 

25. - + - 

26. - + - 

27. - + - 

28. - + - 

29. - - + 

30. - - + 

31. - - + 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çizelge 3.2. Aydın ili çevresinde mastitisli sütlerden izole edilen STEC suşlarının virulans 
gen profili. 

 
Genotip 

 Đzolatno Đşletme no Serogrup Stx1 Stx2 eae 

1. 9 C Polivalan III - - + 

2. 10 C Polivalan II - - - 

3. 2 C Polivalan II - - - 

4. 36 C Polivalan II - - + 

5. 58 C Polivalan III - - - 

6. 38 C Polivalan III - - + 

7. 62 C Polivalan IV - - + 

8. 63 C Polivalan III - - - 

9. 43 C Polivalan IV - - - 

10. 45 C Polivalan III - - - 

11. 63 C Polivalan III - - - 

12. 64 C Polivalan IV + - - 

13. 66 C Polivalan II - - - 

14. 68 C Polivalan II - - - 

15. 48 C Polivalan III - - + 

16. 12 C Polivalan II - - - 

17. 51 C Polivalan II - - - 

18. 18 C Polivalan IV - - - 

19. 19 C Polivalan IV - - - 

20. 53 C Polivalan III - - - 



21. 71 C Polivalan III - - - 

22. 32 C Polivalan II - - - 

23. 14 C Polivalan IV - - - 

24. 56 C Polivalan III - - - 

25. 57 C Polivalan III - - - 

27. 33 C Polivalan III - - - 

28. 61 C Polivalan III - - - 

29. 35 C Polivalan IV - - - 

30. 32 C Polivalan IV - - - 

31. 105 C Polivalan IV - - - 

Kontrol suş E. coli RHFS 232 + + + 

 

 

4. TARTI ŞMA 

 
1945 yılında serogrup 011 suşlarının bir bakım evindeki çocuklarda  ishal salgınlarına 

yol açtığının gösterilmesi  ile bağırsak patojeni olarak  tanımlanmaya başlanan E. coli, 

günümüzde birçok infeksiyona yol açan suşları ile en zararlı patojenler arasında  

gösterilmektedir  (Topçu ve  ark. 2002, Bidet ve ark. 2005). 

 
E. coli’nin O157:H7 serotipi ilk kez 1975 yılında kanlı ishali bulunan bir hastadan 

izole edilmiştir. Bu vaka sporadik bir hemorajik kolitis vakası olarak kaydedilmiştir. Bu 

vakadan sonra 1982 yılına kadar hiçbir vakadan O157:H7 serotipi izole edilmemiştir. E. coli 

O157:H7’nin bir insan patojeni olduğu ilk kez 1982 yılında anlaşılmıştır. ABD’nin Oregon ve 

Michigan eyaletlerinde 1982 yılında sığır etinden hazırlanmış köfteli hamburger yiyen 

insanlar arasında 47 kişide şiddetli karın ağrısı ve sulu ishalle başlayan ve kanlı ishale 

dönüşen ateşsiz veya çok az ateşle seyreden iki hastalık salgını oluşmuştur. Đnsanlarda şiddetli 

kanlı ishalle seyreden bu iki salgının araştırılması sonucunda, bu salgınlara aynı hızlı yemek 

lokanta zincirinden elde edilerek iyi pişirilmeden tüketilen hamburger köftelerinden 

kaynaklanan ve daha önce patojen olarak tanımlanmayan O antijen 157 ve H antijen 7 olarak 

ifade edilen bir E. coli suşunun neden olduğu belirlenmiştir (Riley ve ark 1983, Wells ve ark 

1983, Rocchi ve Capozzi 1999, FSIS 2001, Feder ve ark 2003). E. coli O157:H7 olarak 

tanımlanan bu suşun, antijenik, fizikokimyasal ve immunolojik olarak ve biyolojik etkileri 

yönünden birbirlerinden farklı Stx’e benzer toksinler üreten ve HC ve HUS’a neden olan 



EHEC kategorisine ait olduğu tespit edilmiştir (Chinyu ve Brandt 1995, Armstrong ve ark 

1996, Reilly1998, Schlundt ve ark 2004, Karch ve ark 2005, Yoon ve Hovde 2008). 

 
Enterohemorajik E. coli (EHEC) adıyla da anılan STEC’lere son yıllarda gıda kaynaklı 

infeksiyonlarda sıklıkla rastlanmaktadır. STEC’ler içerisinde en önemli serotip, zoonoz  

olması  açısından E  coli O157:H7  dir. Bu  serotip, etken ile kontamine hayvansal  ürünlerin  

tüketilmesine  bağlı  olarak  insanlarda  hemolitik üremik  sendrom  (HUS),  trombotik 

trombositopenik purpura (TTP) ve hemorojik kolitis (HC) gibi klinik tablolar oluşturması  

sebebiyle önemli bir halk  sağlığı  sorunu olarak kabul edilmektedir (Chapman ve ark. 1997). 

Ayrıca bütün dünyada süt ineklerinde görülen mastitisin en önemli nedeni olmaktadır.  

Ruminantlar  özellikle  sığırlar  ve  genç  süt  inekleri,  STEC’nin ve özellikle E. coli 

O157:H7’nin birincil rezervuarı olarak kabul edilmektedir (Zhao ve ark. 1995, Dunn 2003, 

Caprioli  ve  ark.  2005). 

 
Sığır ve süt  ineklerinde  enterohemorajik E. coli prevalansına yönelik dünyada  ve 

Türkiye’de pek  çok çalışma  yapılmıştır. E. coli O157 izolasyon  oranlarının ülkeler arasında 

farklılıklar gösterdiği belirtilmiştir. Sığır  populasyonlarında  yapılan  çalışmalarda E. coli 

O157:H7 prevalansının A.B.D.’nde  % 1- 5 (Zhao ve ark. 1995), çeşitli avrupa ülkelerinde  % 

1-13 (Blanco ve ark. 2001) arasında olduğu bildirilmektedir. Yapılan çalışmalarda dışkıda 

bulunan etkenlerle sütte bulunan etkenlerin benzerlik gösterdiği bildirilmektedir. Bu benzerlik 

E. coli’ nin çevresel bir patojen olduğunun ve sütteki etkenin dışkıdan kaynaklandığının 

kanıtıdır. 

 
Wells  ve  ark. (1991) 1266  sağlıklı  sığırdan  aldıkları  süt  örneklerinin  18’inde  

(1.4%)  E.  coli  O157:H7  izolasyonu  gerçekleştirdiklerini  bildirmiştir.  Ayrıca yapılan bazı 

çalışmalarda da yaz aylarında E. coli O157:H7 sayısının  arttığı  tespit  edilmiştir  (Dunn  

2003,  Caprioli  ve  ark.  2005).  Aslantaş  ve  ark. (2006),  sığırlarda  her  ay  örnek  alarak  

yaptıkları  bir  çalışmada, E.  coli  O157:H7 izolasyonunun Temmuz ve Kasım aylarında diğer 

aylara göre daha yüksek, Şubat ayında ise en düşük gerçekleştiğini bildirmişlerdir.  Bu 

çalışmada ise tüm örnekler  Haziran, Temmuz, Ağustos ve  Eylül  aylarında  toplandığı için 

mevsimsel bir karşılaştırma yapılamamıştır. 

 
Çiğ sütlerden E. coli O157:H7  izolasyonuna  yönelik  yapılan  çeşitli  çalışmalarda, 

çiğ  sütlerde  prevalansın  oldukça  düşük  olduğu ve % 0  ile  % 10 arasında  değiştiği 

belirtilmektedir (Padhye ve Doyle 1991). Heuvelink ve ark. (1998), yaptıkları çalışmada, 



1011  çiğ  süt  örneğinden  hiç  E.  coli O157  izolasyonu  gerçekleşmediğini  bildirmişlerdir. 

Đtalya’da  yapılan sorbitol-negatif E. coli suşlarının  araştırıldığı  bir  çalışmada  ise,  inek  ve 

keçilere  ait  toplam 144  çiğ  süt örneğinden  sadece 1’inden E.  coli O157:H-  izole  edildiği 

belirtilmiştir  (Picozzi  ve  ark.  2005).  Arjantin’de  immunomanyetik separasyon  yöntemi 

kullanılarak yapılan bir çalışmada, 150 süt örneğinin hiç birinden STEC O157  izolasyonu 

yapılmadığı belirtilmiştir (Roldan ve ark. 2007). Coia ve ark. (1998), inceledikleri 500 çiğ süt 

örneğinde  E. coli O157  varlığına  rastlamadıklarını  bildirmişlerdir. Massa ve ark.’nın  

(1999) 100 çiğ  süt örneğinde E. coli O157:H7 izolasyonunun gerçekleştirilemediği  

bildirilmi ştir.  Benzer şekilde, Picozzi  ve ark. (2005) tarafından 1011 çiğ süt örneğinin hiç 

birinden VTEC O157  izolasyonu yapılamadığı belirtilmiştir.  Abdul-Raouf ve ark.’nın (1996) 

50  inek sütünün 3’ünde (%6)  izolasyonun  gerçekleştirildi ği  belirtilmiştir. 

 
Türkiye’de Öksüz ve ark.’nın (2004) çiğ süt  ve  çiğ  sütten  yapılmış  peynirlerde  E. 

coli O157  insidansına  yönelik  yaptıkları  bir çalışmada  100  çiğ  süt  örneğinden  sadece  

1’inde  (%1)  E.  coli  O157  tespit  edildiği bildirilmi ştir. Bunun  sebebini  etkenin izole  

edildiği  hayvanın meme başının etken ile kontamine olmasına bağlayabiliriz. Çiğ süt ve 

peynir örneklerinde enterohemorajik E. coli’ye rastlanma  sıklığının  araştırıldığı  bir  başka  

çalışmada,  incelenen  20  çiğ  süt  örneğinin  hiçbirinde  E.  coli O157:H7’nin  saptanamadığı  

belirtilmiştir  (Gönül ve ark. 1994). Turutoğlu ve ark. (2002) çiğ sütte E. coli O157:H7 

varlığının sığır mastitis etkeni olup olmadığını araştırdıkları bir çalışmada 382 mastitisli süt 

örneğinin hiçbirinde E. coli O157:H7 serotipine rastlamamıştır. Aydın ve arkadaşlarının 2010 

yılında yaptığı  çalışmada ise Kayseri yöresinde incelenen 500 adet çiğ süt örneğinin sadece 1 

tanesinden (%0. 2) E. coli 0157 tespit ettiklerini bildirmiştir. Süt örneklerinden elde edilen 

sonuçlar kıyaslandığında Coia ve ark.  (1998), Massa ve ark.  (1999)’nındeğerlerinden 

yüksek, Picozzi  ve ark.  (2005)  değerleri  ile paralel iken Abdul-Raouf ve ark.’nın (1996) 

bulduğu  değerlerden daha düşük oranda olduğu görülmektedir.  

 
Bu çalışmada ise incelenen 160 mastitisli süt örneğinin 31 adedinde  (%19.37) E. coli  

tespit edildi. Çiğ  sütlerden E.  coli O157:H7  izolasyonuna  yönelik  yapılan  çeşitli  

çalışmalarda, çiğ  sütlerde  prevalansın  oldukça  düşük  olduğu  ve  % 0  ile  % 10  arasında  

değiştiği belirtilmektedir (Padhye ve Doyle, 1991). Yaptığımız çalışmada ise izolasyon 

oranının Türkiye’ de ve dünyada bulunan değerlerden daha yüksek oranda olduğu 

görülmektedir. Burada örneklemenin subklinik mastitisli süt sığırlarından yapılması da önemli 

bir yer turmaktadır. 



 
Đncelenen süt numunelerinin bulguları,  Türkiye’de ve diğer ülkelerde yapılan 

çalışmalarla farklılık göstermektedir. Ülkemizde  ve  dünya  ülkelerindeki  sığırlarda  ve  

sütlerde E. coli  izolasyon oranlarınının  belirlenmesine  yönelik  araştırmalar kıyaslandığında 

farklı oranların bulunması, kullanılan  izolasyon  yöntemlerindeki  farklılık,  coğrafik,  

hayvanların  beslenmesi  ve  süt  sağım  esnasındaki  hijyenik  koşullarının farklılığı yada  

işletmelerdeki  personelin  hijyene yeterince dikkat etmemesi gösterilebilir. Yine bu 

bulgulardan farklı olarak  incelenen  hayvanların  yaş  grupları  ve  cinsiyetleri de oransal 

değişimde etkili olabilir. Aynı zamanda mevsimsel farklılıklarda önemli bir etken 

sayılabilmektedir. 

23 yıl boyunca Kuzey Amerika’ da yapılan çalışmalarda, E. coli O157:H7’nin insan 

hastalıklarının temelini oluşturduğu bildirilmiştir (Riley ve ark. 1983). NonO157 STEC 

suşlarının %50 den fazlasının patojenitesi bilinmektedir (WHO 1998). Bu suşların bazıları 

dünya çapında insan hastalıklarının kaynağını oluşturmaktadır (Mariani-Kurkdjian ve ark. 

1993,  Karch ve ark. 1997, Morabito ve ark. 1998). E. coli O26:H11, O26:H-, O91:H10, 

O91:H21, O103:H2, O103:H-,  O111:H2, O111:H8 ve  O111:H-  bu suşlara örnek olarak 

verilmektedir (WHO 1998, Blanco ve ark. 2003, Bettelheim 2006). Tüm STEC suşları 

insanlar için zararlı olmamakla beraber, STEC patojenitesi önemli virulans faktörlerin 

üretimine bağlıdır. Patojenik STEC suşları genellikle Shigella dysenteriae benzeyen, 1 veya 2 

toksin ürettiği bilinen Enterohemorajik E. coli (EHEC) olarak adlandırılmaktadır (O’Brien ve 

Holmes 1987). Bu toksinler Shiga Toksin 1 (Stx1) ve Shiga Toksin 2 (Stx2) olarak 

bilinmektedir. 

 
Stx1 ve Stx2  farklı genler (stx1 ve stx2, sırasıyla) tarafından kodlanan farklı proteinler 

olmasına rağmen bu genlerin biyolojik aktiviteleri aynıdır (Acheson ve Keusch 1996, Neill 

1997). Bu aktiviteler; konak hücre ribozomunun özel kalıntılarının depurinasyonu (purin bazı 

kaybı), ribozomların aminoaçil tRNA’ ya bağlanmasının engellenmesi ve protein sentezinin 

inhibe olmasını içermektedir (Saxena ve ark. 1989). Bu toksinler bağırsak, böbrek ve 

beyindeki endothelial hücrelere bağlanarak zarar vermektedir (Acheson ve Keusch, 1996). 

Bunun sonucunda küçük pıhtı oluşumu ve böbrek içindeki kapillerin hasara uğraması 

gözlenmektedir (Acheson ve Keusch, 1996). Çeşitli STEC suşların insan hastalıklarına neden 

olan farklı toksinler ürettiği bilinmektedir (Bettelheim, 2003; Blanco ve ark. 2003) (Karmali 

ve ark. 1985, Jacewicz  ve ark. 2000). Ancak insan hastalıklarına Stx1, Stx2 yada her iki 



toksini de içeren STEC suşları neden olmaktadır (Lior 1994,  Willshaw ve ark. 1997, Bonnet 

ve ark. 1998). 

 
Patojenik STEC suşları Shiga toksinlerinin yanı sıra ciddi insan hastalıklarına neden 

olan diğer virulans faktörleri de üretmektedir (Paton ve Paton  2000). Bu faktörler; intimin ve 

enterohemolizini kapsamaktadır (Saunders ve ark. 1999,  Donnenberg 2002). Bu virulans 

faktörleri (örn: intimin ve enterohemolizin) eae ve ehxA genleri tarafından kodlanmaktadır. 

Bu genler hemen hemen tüm E. coli O157 suşlarında bulunmaktadır (Neill 1997). Aynı 

zamanda bu genlerin patojenik non 0157 STEC suşlarında daha yaygın olduğu görülmektedir 

(Beutin ve ark. 1994). EhxA ve eae yoksun bazı STEC suşlarınında  insan hastalıklarına neden 

olması, bu genlerin patojenitede etkili olmadığını göstermektedir (Neill 1997). Her bir STEC 

suşu potansiyel bir EHEC olarak kabul edilmektedir (Bürk ve ark. 2002). Ancak birçok STEC 

suşunun hala insan hastalıkları ile ilişkisi bulunmamaktadır. 

 
STEC  suşları çok sayıda potansiyel virulans determinantlarına sahiptir. STEC 

virulansı tek bir gene yada gen ürünlerine bağımlı değildir. STEC virulansınınmulti-faktöriyel 

bir süreç olduğu bilinmektedir (Law 2000). Bu patojenler asidik gıdalar ve kirli sularda 

varlığını sürdürmektedir. Ağız yoluyla alınan patojenlerin, midenin asidik ortamı yardımıyla 

bağırsağa geçişi sağlanmaktadır. Đntimin içeren adhezinler yardımıyla bağırsak 

kolonizasyonu,  Shiga toksin üretimi ile STEC patogenezisi sağlanmaktadır (Boerlin ve ark. 

1999). Fakat intimin negatif STEC suşları, insanlarda hastalık kaynağı olarak bilinmektedir 

(Paton ve ark. 1999). STEC O157:H7 dışındaki stx üreten ve intimin ekspresyonunu sağlayan 

STEC serogruplarının  düşük skalada hastalık etkeni olarak görülmemesinin nedeni 

anlaşılmamaktadır.  

 
Shiga toksin (stx),  sadece STEC suşlarını diğer diyarojenik E. coli gruplarından 

ayırmaz, aynı zamanda insan hastalıklarında önemli bir rol oynar. Đntestinal epitelyum 

hücrelerine tutunma STEC enfeksiyonunun en önemli özelliğidir. STEC ve epitel hücreleri 

arasındaki etkileşim eae pozitif ve eae negatif STEC suşları arasında farklılık göstermektedir. 

eae-pozitif STEC suşları, bağırsak epitelyum hücrelerindeki karakteristik AE lezyonları 

üzerinde bulunmaktadır (Nataro ve Kaper 1998, Kaper ve ark. 2004). AE lezyonları 

insanlarda görülen kanlı ishal ve HUS için önemli bir faktör olmamasına rağmen bu 

sendromlardan sorumlu suşların büyük çoğunluğu eae genine sahip olmaktadır. Böylece 

EHEC suşlarının çoğu eae-pozitif olarak tanımlanmaktadır ve eae geni hemolitik üremik 



sendrom vakalarında önemli bir risk faktörü olarak ifade edilmektedir (Ethelberg ve ark. 

2004). 

 
Yapısal olarak birbirine benzeyen Stx1 ve Stx2’ nin toksisite oluşumunda farklılıklar 

vardır. Epidemiyolojik çalışmalar, Stx2 üreten STEC suşlarının HUS sendromu gibi ciddi 

insan hastalıklarına neden olduğunu göstermektedir (Ostroff ve ark. 1989, Kleanthous ve ark. 

1990, Boerlin ve ark. 1999). Đnsan-böbrek mikrovasküler endotelyal hücrelerin, Stx2’nin 

sitotoksik etkisine karşı duyarlılığı Stx1’ in etkisine göre daha fazladır (Louise ve Obrig 

1995). Jacewicz ve arkadaşları (1999); insan intestinal mikrovasküler endotelyal hücreler için 

Stx2’ nin Stx1’ e göre daha toksik olduğunu bildirmiştir. Bazı Stx2 varyantları (stx2c), 

proteolitik enzim yardımıyla aktif hale gelebilmektedir (Melton-Celsa ve ark. 1996). Sadece 

Stx1 üreten STEC suşları, HUS sendromlu hastalarda bulunmaktadır (Willshaw ve ark. 1992, 

Gyles ve ark. 1998). 

 
EhxA toksininin temel fonksiyonu; in-vivo koşullarda eritrositleri lize etmek, 

hemoglobini dışarıya salmak ve böylece bağırsakta STEC suşlarının varlığını arttırmaktır 

(Law ve Kelly 1995). Bir çalışmada ehxA ifadesi  ile stx üretimi arasında  güçlü bir ili şki 

bulunduğu saptanmıştır (Beutin ve ark. 1989, Bettelheim 1995, Boerlin ve ark. 1999).  Son 

zamanlarda Gyles ve arkadaşları (1998), insanlarla ilişkili olan hastalıklarda  EhxA 

ekspresyonu  bulunan serotiplerin ,bu genin ekspresyonunun bulunmadığı serotiplerden daha 

fazla oranla izole edildiğini bildirmişlerdir.  

 
Son 25 yılda Dünya Sağlık Örgütü (WHO)’ nün, sığırdaki STEC dağılımı ile ilgili 

yayınlanan raporlarında  121 O serogrubu, 4 yeni E serogrubu ve  373 serotipi içeren suşların 

varlığı bildirilmi ştir. Bu STEC serotiplerinin 65 adedi HUS hastalarından izole edilirken, 62 

adedinin ise orta ya da kanlı ishal, karın krampları ve HC gibi insan hastalıklarının nedeni 

olduğu bilinmektedir (WHO 1998, Blanco ve ark. 2003, Bettelheim 2006). STEC 

kontaminasyonlu sığırlar ile ilgili yayınlanan raporların değerlendirilmesi sonucunda 98 O 

serogrubu, 2 yeni geçici O serogrubu ve 162 serotiplere ait suşların izolasyonu sağlanmıştır  

 
STEC suşlarının virulans genleri ve serogruplarının belirlenmesinin amaçlandığı 

çalışmamızda ise, sığırlardan alınan 160 mastitisli süt örneğinden toplam 31 E. coli izole 

edildi. Araştırmamızın serogruplandırma sonuçları değerlendirildiğinde 31 suşun 8 (% 25.8)’ 

inde polivalan antiserum II, 14 (% 45.2)’ünde  polivalan antiserum III, 9 (% 29.03)’unda ise 

polivalan antiserum IV pozitif olarak saptandı. E. coli izolatlarında O26, O44, O55, O86, 



O111, O112, O114, O119, O124, O125, O126, O127, O128  ve O142  serogrupları tespit 

edildi. 

 
Wang ve ark. (2002) , 81 E. coli O157:H7  suşunun virulans faktörlerini araştırdıkları 

bir çalışmada, 32 (%39) suşun  VT1, 68 suşunda VT2 (%83)  ürettiklerini  belirtmişlerdir. 

Momtaz’ın 2010 yılında yaptığı bir çalışmasında, 400 mastitisli sütten izole edilen 42 (%10) 

E. coli suşunun virulans faktörleri araştırılmış ve sonuç olarak 14 (%33) suşun eaeA, 10 

(%23) suşun ise stx1 ve stx2 genlerine sahip olduğu bildirilmiştir. Lira ve ark. 2004 yılında 

Brezilya’da yaptığı çalışmasında, 2144 mastitisli sütten izole edilen 182 (%8) E. coli suşunun 

virulans faktörlerini araştırmıştır. Bu çalışma sonucunda 22 STEC (%12.08) suşu saptanırken, 

22 STEC suşunun 11’inde (%50) eae, 5’ inde (%22.7) stx1,  10’ unda (%45.5) stx2 ve 7 suşda 

(%31.8) ise stx1 ile stx2 genini birlikte taşıdığı bildirilmi ştir. 

 
Güler ve ark.(2006) , klinik inek mastitislerinden izole edilen E. coli suşlarında 

potansiyel virulans faktörlerini  araştırdıkları çalışmasında ise 100 E. coli suşunun sadece 1 

(%1) adedinde eae A geni tespit edilmiştir. Wenz ve ark.(2006) ‘ da 123 mastitis izolatının 

sadece birinde eaeA genini saptamıştır. Bazı çalışmalarda da E. coli suşlarının Shiga toksin 

genlerine sahip olmadığı bildirilmi ştir (Lipman ve ark. 1995, Murinda ve ark. 2004). Buna 

karşılık Barrow ve Hill(1989) inceledikleri 237 E. coli suşunun sadece 1’ inin Stx  ürettiğini 

bildirmiştir. Stephan ve Kühn yaptıkları bir çalışmada (1999), inceledikleri 145 örneğin 4’ 

ünde ehly geni ile birlikte stx (%2.7) varlığını saptamıştır. Bean ve ark.(2004) ise yaptığı 

çalışmada, incelediği 80 süt numunesinin %31’ inde stx1, %3.5’ unda ise eaeA varlığı tespit 

edilmiştir. 

 
Farklı ülkelerde yapılan çalışmalar, sığırların % 10-80 oranında STEC taşıdığını 

bildirmiştir (Wells ve ark. 1991, Beutin ve ark. 1993, Blanco ve ark.1996, Cobbold ve 

Desmarchelier 2000, Lira ve ark. 2004).  Bu çalışmada multipleks PCR yöntemi ile 31 E. coli 

suşunun 6 ‘sının (%19.3) stx1,stx2 ve eae genlerini taşıyan STEC suşları olduğu saptandı. 6 

STEC suşunun 5 adedinde (%83.3) eae geni mevcut iken; sadece 1’ inde(%16.6) stx1 geni 

tespit  edildi. Suşlarımızın hiçbirinde stx2 geninin varlığı saptanmadı. Çalışmamızdaki 

bulgular, Türkiye’de ve diğer ülkelerde yapılan çalışmalardaki STEC oranı ile paralellik 

göstermektedir.  

 
Araştırmamızda STEC suşlarının virulans genleri yönünden izole edilen 31 E. coli 

suşu incelendi. Süt örneklerinden izole edilen E. coli’ lerden 6 tanesi STEC olarak saptandı. 



31 E. coli suşunun 6 adet STEC suşunun (%19.3) 5 (% 83.3)’inde eae geni mevcut  iken, 1’ 

inde (% 16.6) sadece stx1 geni bulunduğu tespit edilmiştir.  

 
Mastitisli sütten izole edilen E. coli serotipleri fekal izolatlar ile benzerlik 

göstermektedir. Bu durum çiğ süt örneklerinden izole edilen E. coli O157:H7 serotipinin fekal 

kökenli olduğunun bir göstergesidir (Padhye ve Doyle 1991, Rubini ve ark. 1999, Garber ve 

ark. 1999, Harmon ve ark. 1990). Sığırlarda mastitise neden olan fekal kökenli E. coli 

serotipi, aynı zamanda hemolitik üremik sendrom (HUS) ve hemorajik kolitis (HC) gibi ciddi 

insan hastalıklarının kaynağını oluşturmaktadır (Karmali ve ark. 1985, Salmon ve ark. 1989). 

  

Eae geni, Enteropatojenik E. coli (EPEC) patotipine ait A/E lezyonlarının 

oluşumundan sorumlu önemli bir virulans faktördür. Fakat son zamanlarda yapılan 

çalışmalarda insanlarda ciddi hastalıklara neden olan STEC suşlarında bulunmadığı 

görülmektedir (Dytoc ve ark. 1994).Hemolitik üremik sendrom (HUS) gibi birçok sporadik 

vakada eae-negatif non-O157 STEC suşlarının etken olması, hastalığın patogenezisinde 

intiminin  önemli olmadığını göstermektedir. Bazı çalışmalarda ise ciddi hastalıklara neden 

olan eae-pozitif STEC suşlarında, enterohemolizin (hly geni) varlığı saptanmıştır.  

Bakterilerin demir ihtiyacını karşılamak için ferro salınımını gerçekleştiren hemolizin, 

intestinal ve ekstraintestinal hastalıkların oluşumuna  katkı sağlamaktadır ( Yamamoto ve ark. 

1995, Rey ve ark. 2003). Epidemiyolojik çalışmalar ise, üropatojenik enfeksiyon ve sepsise 

neden olan E. coli suşlarının α-hemolizin ile ilişkili olduğunu göstermektedir (Yamamoto ve 

ark. 1995).  Non-O157 STEC suşlarında enterohemolizin (hly geni)  insidansı, CVD419 probu 

hibridizasyonu ile ortaya konulmaktadır.  

 
Günümüzde E. coli O157:H7 ve spesifik virulans genlerin belirlenmesinde  multipleks 

polimeraz  zincir reaksiyonu  (PCR)  tekniği  sıklıkla kullanılmaktadır. PCR, DNA’nın 

ortamda polimeraz enzimi  ve DNA sentezi  için  uygun  maddeler  bulunması  halinde karşıt  

sıralarını sentezleyebilme yeteneğinden  faydalanılarak oluşturulan bir  reaksiyondur. DNA ve 

RNA dizilerinin  sayısal olarak  arttırılması  esasına dayanan PCR’ın  en önemli özelliği  

seçilmiş bir DNA dizisini çoğaltarak  istenmeyen  dizilerin  ortaya  çıkmasını  engellemesidir.  

Bu özellik sadece dizinin  tanınmasını  kolaylaştırmakla  kalmaz,  ayrıca  DNA’nın  analiz 

edilmesini  de  sağlamaktadır.  (Kong  ve  ark.  2002). PCR ile virulans faktör genleri teşhis 

edilebilmekte ve böylece serotip  tanımlanabilmektedir. O veya H antijeni, Stx genleri, 60 

Mda plazmid  gibi  virulans  faktörleri  tespit  edilerek  E.  coli  O157:H7  serotipi 



belirlenmektedir. PCR  tekniğinin de E. coli O157:H7 ‘nin diğer E. coli serotiplerinden ve 

diğer  gram  negatif  bakterilerden  ayrılmasında  duyarlı  ve  hızlı  bir  yöntem  olduğu 

belirtilmektedir (Dunn 2003, Kim ve ark. 2005, Jin ve ark. 2005). 

 
 

 

 

5. SONUÇ 

 
Aydın yöresindeki sığır işletmelerinden alınan mastitisli süt örneklerinin E. coli 

açısından kontrol edilmesi ve serogruplandırma ile birlikte toksin saptanmasının hedeflendiği 

bu çalışmada, sığırlardan alınan 160 mastitisli süt örneğinden toplam 31 Escherichia coli izole 

edildi. Süt örneklerinden izole edilen E. coli’ lerden 6 adedi STEC pozitif olarak saptandı. 6 

(%19.3) STEC pozitif suşun 5 (% 83.3)’inde eae geni mevcut iken, 1’ inde (% 16.6) sadece 

stx1 geni bulunduğu tespit edilmiştir. STEC pozitif suşlarının hiçbirinde stx2 geni bulunmadı. 

Multipleks PCR; tek bir reaksiyon ile kısa süre içinde birden fazla hedef tespitini sağlayan 

hızlı bir yöntemdir. Kullandığımız multipleks PCR yöntemi ile enterohemorajik E. coli olarak 

bilinen 6 suşun% 16.6 ‘sının  stx1 genini, % 83.3’ ünün ise eae genini taşıdığı ortaya konuldu. 

Böylece Aydın ili ve çevresindeki sığırlarda E. coli varlığı ve shiga toksin 1 ürettikleri 

gösterilmiş oldu. Aynı zamanda Polivalan II, Polivalan III ve Polivalan IV seraları ile  E. coli  

izolatlarına uygulanan  lam aglutinasyon testi sonucunda Escherichia coli  suşunun 

serogrupları belirlendi. Bu değerlendirmeye göre 31 izolatın 8’ i polivalan antiserum II, 14’ü 

polivalan antiserum III ve 9’u ise polivalan antiserum IV pozitif olarak saptandı. Buna göre 

çalışmamızdaki izolatların serogrupları; O26, O55, O86, O111, O114, O119, O125, O126, 

O127, O128, O142 ve  O158 olarak belirlendi.  

 
EPEC bakterisinin bir suşu olarak bilinen E. coli O157:H7’ nin Shiga toksin genlerini 

kazanmasıyla daha virulent bir organizma olarak gelişmekte ve STEC adıyla anılmaktadır. 

Aynı zamanda kanlı ishal (HC) ve hemolitik üremik sendrom (HUS) gibi birçok ciddi insan 

hastalıklarına da neden olan STEC suşlarının büyük çoğunluğunda stx2 saptanmıştır. Bu 

durum stx2’ nin insan sağlığı için patojen bir etken olduğunun, stx1 genin ise normal florada 

da bulunduğunun göstergesi olmaktadır. Genellikle enteropatojenik E. coli suşlarında bulunan 

intimin (eae) geni ise, A/E lezyonlarının oluşumunda görevlidir. Fakat bu gen 

enterohemorajik serotiplere sahip STEC suşlarının çoğunda da varlığını sürdürmektedir. eae 



önemli bir virulans faktör olmasına rağmen insanlarda ciddi hastalıklara neden olan STEC 

suşlarında bulunmamaktadır. Çalışmamızda ise STEC suşlarının hiçbirinde stx2 genine 

rastlanmazken, %83.3 ‘ünde eae varlığı dikkat çekmektedir. 

 

Bu çalışma ile Aydın ili çevresinde bulunan  sığırlardan E.  coli  izolasyonu, izole 

edilen suşların serogruplandırılması gerçekleştirildi ve izole edilen E. coli suşlarının shiga 

toksin ve intimin üretip üretmedikleri belirlendi. Elde edilen bulgular ışığında, sığır 

mastitislerinde Shiga toksin üreten E. coli’ lerin etiyolojide önemli bir rol oynadığı ortaya 

çıkarılmıştır. 

 
Bu çalışma ile; E. coli’ nin insanlar için patojen olduğu ve dünyada letal etkili bir çok 

salgına yol açtığı göz önüne alınırsa, sığır işletmelerinden başlayarak  gıda  üretim  yerlerinde, 

hammaddeden son ürüne kadar genel hijyenik kuralların uygulanmasının ve  kros-

kontaminasyonu engelleyici önlemlerin alınmasının  gerekliliği ortaya konulmuştur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

ÖZET 

 
Mastitisli sığırlardan izole edilen shiga toksini üreten Escherichia coli suşlarının virulans 

faktörlerinin saptanması 

 
Shiga toksini üreten Escherichia coli (STEC) kanlı ishal, hemorajik kolitis ve 

hemolitik üremik sendromu gibi ciddi insan hastalıklarına neden olan önemli bir patojendir. 

STEC, gelişmiş ülkelerin oldukça önemli bir sorunudur. STEC suşlarının genel habitatı, 

özellikle sığır ve koyun gibi ruminantların intestinal sistemleridir. Sığır ve koyun gibi 

ruminantların dışkıları ile kontamine gıdalar, insanlarda enfeksiyonların temel kaynağını 

oluşturmaktadır.   

 
Bu çalışmada, Aydın ilindeki sığırlarda mastitisli sütlerden izole edilen shiga toksini 

üreten Escherichia coli (STEC) suşlarında intimin (eaeA), stx1 ve stx2 genlerinin varlığının 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile belirlenmesi, bu izolatların serogruplandırılması 

amaçlanmıştır. Çalışmamızda subklinik mastitisli olarak belirlenen 160 sığırdan 160 süt 

örneği materyal olarak kullanıldı. Fenotipik identifikasyon ile E. coli olarak belirlenen 31 

izolatın, genotipik olarak intimin (eaeA) ve shiga toksin (stx1 ve stx2)  genlerinin incelenmesi 

ile 6 izolatın STEC olduğu saptandı. Đzolatlarda intimin (eaeA) ve shiga toksin (stx1 ve stx2) 

genlerinin varlığı, PCR ile spesifik primerler kullanılarak gerçekleştirildi. E. coli izolatları; 

O26, O55, O86, O111, O114, O119, O125, O126, O127, O128, O142 ve  O158  

serogruplarına karşı polivalan (II, III ve IV) sera kullanarak lam aglütinasyon testi ile tespit 

edildi. PolivalanII, PolivalanIII ve Polivalan IVseraları ile bu izolatlara lam aglutinasyon testi 

uygulandı. Yapılan lam aglütinasyon testi sonucunda Escherichia coli suşunun serogrupları 

belirlendi. Bu değerlendirmeye göre 31 izolatın 8’ i polivalan antiserum II, 14’ü polivalan 

antiserum III ve 9’u ise polivalan antiserum IV pozitif olarak saptandı. Sığırlarda, intimin 

(eaeA) pozitif STEC suşlarının neden oldukları infeksiyonların durumunu açıklığa 

kavuşturulabilmesi için, bu konuda daha geniş kapsamlı epidemiyolojik çalışmaların 

yapılmasına ihtiyaç duyulmaktadır. 



 
 
 
Anahtar kelimeler: Escherichia coli, STEC, Mastitis, Shiga toksin (stx1 ve stx2), 

Đntimin (eaeA), Serogruplandırma, PCR 

 

SUMMARY 

 
Determining virulence factors of Shiga toxin-producing Escherichia coli in cattle with 

mastitis 

 
Shiga toxin producing Escherichia coli (STEC) is a major pathogen causing severe 

diseases in humans, like diarrhoea, haemorrhagic colitis and haemolytic-uraemic syndrome. 

The usual habitat of STEC is the intestinal tract of ruminants, especially cattle. STEC is an 

important problem in development countries. Foods that become contaminated with faeces 

from these animals serve as the primary source of human infection. 

 
The aim of this study is to determine the presence of shiga toxin (stx1 and stx2) and 

intimin (eaeA) genes in shiga toxin producing Escherichia coli (STEC) strains that isolated 

from bovine milk in Aydın with Polimerase Chain Reaction (PCR) and serotyping of these 

isolates. The material of our study were consisted to 160 milk samples taken from 160 

subclinic mastitic dairy cows. By phenotypical identification, 31 isolates that were determined 

as Escherichia coli were also performed genetically identification. The presence of shiga 

toxin (stx1 and stx2) and intimin (eaeA) genes in this isolates was revealed with multiplex 

PCR using spesific primers. E. coli isolates were identified to determine O26, O55, O86, 

O111, O114, O119, O125, O126, O127, O128, O142 and O158 serotypes by slide 

agglutination method with polyvalent (II, III and IV) sera. These isolates was carried out 

using the slide agglutination method with polyvalent II, polyvalent III and polyvalent IV sera. 

E. coli serotypes were determined using the slide agglutination method. According to this 

assessment, a total of 8 of 31 isolates were identified as polyvalent II, 14 of 31 isolates were 

identified as polyvalent III and 9 of 31 isolates were identified as polyvalent IV. For 

investigation of the precise status of the infections caused by eaeA positive STEC strains in 

dairy cows further epidemiologic studies should be designed. 

 
 
 



 
 
 
 

Key words: Escherichia coli, STEC, Mastitis, Shiga toxin (stx1 andstx2), Đntimin 

(eaeA), Serogrouping, PCR 
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