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ONSOZ

E.Coli, giiniimiizde bir ¢ok infeksiyona yol acan suslari ile en zararli patojenler
arasinda gosterilmektedir. E.Coli O157:H7, insanlarda kanl1 veya kansiz diyare, hemorajik
kolitis, hemolitik tiremik sendrom ve trombotik trombositopenik purpura olarak tanimlanan
ciddi ve genellikle letal etkili infeksiyonlara neden olarak son yillarda adindan sik¢a sz
ettirmektedir. Ruminantlar 6zelikle sigirlar ve geng siit inekleri, STEC nin ve ozellikle E.
coli O157:H7’ nin birincil rezervuan olarak kabul edilmektedir. E. coli O157:H7; Vero
hiicre kiiltiirlerine sitotoksik etkili verotoksinler (Vt 1 ve Vt 2) iiretmektedirler. Bu
toksinlerin EHEC suslarinin insanlardaki virulansi agisindan 6nemli roller iistlendigi
diisiiniilmektedir.

Bu calismada, Ege bolgesinde bulunan sigirlardan alinan siit ve diski
orneklerindeki E. coli O157:H7 bakterisinin varligi ve verotoksin iiretip iiretmedigi
belirlenmistir. E. coli O157:H7 ‘nin insanlar i¢in patojen olmasi ve diinyada letal etkili bir
cok salgina yol acmasi nedeniyle, sunulan bu ¢aligmanin, Tiirkiye’de farkli bolgelerde
bulunan sigirlarda yapilabilecek E. coli O157:H7 izolasyonuna ve verotoksin
belirlenmesine yonelik diger ¢caligsmalara faydali olabilecegi diisiiniildii.

Calismanmiz; Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (VTF-07-
12 nolu proje ) tarafindan desteklenerek gerceklestirilmistir.
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GIRiS

E. coli ilk olarak 1885 yilinda Theo Bald Escherich tarafindan ishalli bir cocugun
diskisindan izole edilerek bacterium coli commune adiyla tarif edilmis, daha sonra
bagirsak dis1 infeksiyonlardaki patojenligi taninmis, 1919 yilinda Castellani ve Chalmer
tarafindan Escherichia cins adi onerilene kadar bacterium coli adi kullamilmistir (Topgu ve

ark. 2002, Serpen 2007 ).

Escherichia coli, Enterobacteriaceae familyasina ait Escherichia genusunun en
onemli tiiridir. 1,1-1,5 p capinda 2,0-6,0 p boyunda, Gram negatif ve sporsuz bir
bakteridir. Peritrik kirpikleriyle hareketlidir, fakat hareketleri yavastir. Hareketsiz suslar
da vardir. Baz1 suslan kapsiillii olan E. coli insan ve cogu sicakkanli hayvanin dogal
bagirsak florasinda bulunmaktadir (Bekar 1997, Unliitirk ve Turantas 1998, Bilgehan
2004, Aydin ve Paracikoglu 2006). Toplam fekal floranin kiiciik bir boliimiinii
olusturmasina ragmen insan bagirsaginda baskin fakiiltatif anaerob tiirdiir ve normalde
simbiyotik olarak bulunur. Bunun yan1 sira patojenik 6zellik gosteren bazi E. coli suslar
insanlarda bircok hastaliga neden olurlar (Dunn 2003). Ozellikle iiriner sistem
infeksiyonlar: (USI)’ nin %95 ‘inden fazlasi tek bir bakteri tiirii tarafindan meydana
getirilmekte ve akut infeksiyonlardan en sik izole edilen etken E. coli olmaktadir (Akay ve

ark. 2006).

E. coli serogrup, serotip ve biotiplere ayrilabilir. Serolojik siniflandirma sisteminin
temelini “O” ve “H” antijenleri olusturur. O antijeni susun serogrubunu, H antijeni ise
serotipini belirler. Somatik O antijenleri lipopolisakkarit 6zelliginde olup, 1s1ya direngli
yilizey antijenleridir ve agliitinasyon testi (makro veya mikro) ile ortaya konulabilirler.

Istya duyarl flagellar H antijenleri ise protein yapisinda olup hareketli suslarda bulunur ve



yine agliitinasyon ile ortaya konulabilir. Bugiine kadar 174 O antijeni [O1-O181 (31,47,67,
72,93,94 ve 122 silinmistir)] ve en az 53 serotip belirlenmistir. Biotiplendirme ise
biyokimyasal profile gore belirlenir (Cohem ve Powderly 2004, Aydin ve Paracikoglu
2006, Gyles 2000).

Kapsiil tasiyan E. Coli suslarinda somatik O antijeni iizerinde polisakkarit
ozelliginde kapsiiler “K” antijeni bulunur. K antijenine gore de 100 e yakin sero grup tespit
edilmistir. Bu nedenle K antijeni tagiyan suslar O antiserumu ile aglutine olmazlar. Ayrica
hiicre duvarinin fimbrialarinda, protein yapisinda, onceleri “K” antijeninin L fraksiyonu
olarak adlandirilan Fimbrial (Pilus) antijenleri bulunmaktadir. Bu antijenler de “K”
antijenleri gibi bir susun “O” antijenine gore identifiye edilmesini onlerler. E. Coli’lerde
bulunan bu antijenlerin saptanmasi Ozellikle enteropatojenik E. Coli (EPEC)’lerin
belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Ciinkii bu piluslar E.Coli’lerin viriilans faktorii olarak
kabul edilmektedir. E. Coli’lerde bulunan “O”, “K” ve “H” antijenlerinin sentezi bakteri
kromozomu tarafindan yonetilmesine ragmen, fimbria antijenlerinin sentezi hem

kromozom, hem de plazmidler aracilig1 ile olmaktadir (Aydin ve Paracikoglu 2006).

E. coli’nin patojenik suslari, ishale yol agan infeksiyonlar, idrar yollar
infeksiyonlari, menenjit, septisemi gibi ¢esitli hastaliklara neden olabilmektedir. Endemik
ve epidemik ishal diinyada morbidite ve mortalitenin 3 6nemli nedeninden biridir ve her y1l
5 yasin altinda bes milyon ¢ocugun Oliimiine sebep olmaktadir. WHO raporlarina gore
Latin Amerika’da ¢ocuk oliimlerinin % 20’si ishal sonucudur. Patojenik E. coli suglarinin
da ishal vakalarinda 6nemli bir yer tuttugu belirtilmektedir (Franzolin ve ark. 2005,

Orlandi ve ark. 2006).

Ishale yol acan E. coli suslari, olusturduklari infeksiyon ve serolojik farkliliklar:
gdz Oniine alinarak bes gruba ayrilmaktadir. Bu gruplar; enteropatojenik E. coli (EPEC),
enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC), entero-agregativ E. coli
(EAggEC) ve enterohemorajik E. coli (EHEC) dir (Unliitiirk ve Turantas 1998, Kimato ve
ark. 2005)(Cizelge 1). Ayrica baz1 arastirmacilar sigatoksijenik E. coli’yi de (STEC) bu
gruplara dahil etmektedir (Franzolin ve ark. 2005).



Cizelge 1. Diyarejenik E. coli suslarinin klasifikasyonu (Kuntz ve Kuntz, 1999).

Diyarejenik E.coli | Kisaltmalar infeksiyonlarin temel
suslarimin Klasifikasyonu semptomlari
Enteropatojenik E. coli EPEC Diyare

Enterotoksijenik E. coli ETEC Diyare, ileitis
Enteroinvaziv E. coli EIEC Kanh diyare
Enteroagregatif E. coli EAggEC Diyare

Enterohemorajik E. coli EHEC Diyare, HC, HUS, TTP

EPEC suslar, 1940-1950°1i yillarda A.B.D.’nde bebeklerde 6liim oram1 % 50’ye
ulasan infeksiyonlara yol agmis ve giiniimiizde Ozelikle ¢ocuklarda goriilen bakteriyel
diyarenin en 6nemli nedeni haline gelmistir (Unliitiirk ve Turantas 1998, Girard ve ark.
2005). ETEC suslarinin patojenitesinde 1siya-direngli (ST) ve 1siya duyarhi (LT) iki
enterotoksin rol oynar (Unliitirk ve Turantas 1998, Aydin ve Paracikoglu 2006). Bu

enterotoksinlerin etkisiyle bagirsaga bol sivi elektrolit salgilanmasi sonucu ishal gelisir

(Ustagelebi 1999).

ETEC suglan 2 farkli plazmid icerir. Birisi adhezyonu digeri enterotoksin yapimini
yonetir (Ustacelebi 1999). Icerdigi plazmide bagli olarak enterotoksinlerden birini veya her
ikisini iiretebilen ETEC suslari, evcil hayvanlarda intestinal hastaliklara, bebek ve
cocuklarda ise ishale neden olabilmektedir. Sik olarak turist diyaresinden sorumlu bir
etkendir. Insanlarda bu infeksiyonun olusabilmesi icin en az 10° hiicrenin alimasi gerekir

(Akga 1994, Unliitiirk ve Turantas 1998, Aydin ve Paracikoglu 2006).



EIEC suslar, Shigella dysenteriae’ye benzer bir infeksiyon olusturur ve iilserasyon

ve kanli ishale neden olurlar (Unliitiirk ve Turantas 1998).

EAggEC suslari, LT ve ST iiretmeyen, invaziv olmayan, O ve H antijenlerine gore
ETEC, EPEC, EIEC veya ETEC virotiplerinden olmayan, HEp-2 ve HeLa hiicrelerine tipik
olarak tutunan E. coli suslarin1 tamimlar (Ustagelebi 1999). Gelismekte olan iilkelerde

kronik ishal nedenidir (Yatsuyanagi ve ark. 2001, Olesen ve ark. 2005).

EHEC suslar1, Patojen E. coli gruplan icinde ciddi hastaliklara yol agar ve en
yaygin tipi E. coli O157:H7’ dir (Unliitiirk ve Turantas 1998).

1945 yilinda serogrup 011 suslarinin bir bakim evindeki c¢ocuklarda ishal
salginlarina yol actiginin gosterilmesi ile bagirsak patojeni E. coli (EPEC) suslarinin tanimi
baslamigtir. 1969 yilinda Ortadogudaki Ingiliz askerlerindeki ishal olgularindan ETEC
suglari, yine aym yillarda Japonya ve Brezilya’da basilli dizanteriden ayirt edilemeyen

bagirsak infeksiyonlarma yol agan EIEC suslar1 izole edilmistir (Topcu ve ark. 2002).

1982°de A.B.D.’de Michigan ve Oregon eyaletlerinde ayni restaurant zincirinden
hamburger yiyen 47 kisinin benzer klinik belirtilerle; kramp, karin agrisi, sulu ve
hemorajik ishal bagvurmasi sonucu E. coli O157:H7 serotipi hemorajik kolitis (HC) ve
hemolitik iiremik sendrom (HUS)’a neden olan bir patojen olarak tanimlanmistir (Boerlin
ve ark. 1999, Tsa1 ve ark. 2000, Dunn 2003, Jin ve ark. 2005, Rangel ve ark. 2005). Yine
1993 yilinda Amerika’da goriilen ve yine hazir yemek restaurantlarinda yetersiz pisirilmis
hamburgerlerin tiiketilmesinden kaynaklanan, 732 kisinin etkilendigi, 4 kisinin de hayatini
kaybettigi bir salgindan sonra gida zehirlenmelerinde O157:H7’nin ©Onemi oldukga
artmistir (Semanchek ve Golden 1998, Taormina ve Beuchat 1999). 1982- 2000 arasi
salgin sayist giderek artmis ve bu da E. coli O157:H7 nin daha ayrintili aragtirilmasi
sonucunu ortaya c¢ikarmistir (Rangel ve ark. 2005). O tarihten itibaren E. coli O157:H7
HUS’un en onemli nedeni olarak A.B.D., Kanada, Arjantin, Japonya ve Avrupa
ilkelerinde rapor edilmistir. Kuzey Amerika’da HUS vakalarinin % 85-90°’nmin E. coli
O157:H7 kaynakl1 oldugu belirtilmistir (Dunn 2003, Friedrich ve ark. 2005).



E. coli O157:H7 her y1l A.B.D.’de yaklagik 73000 infeksiyona neden olmaktadir ve
1982-2002 yillar1 arasinda toplam 350 salgin ortaya ¢ikmistir. Bu salginlar her yil ortalama
50 oliime neden olmustur (Gorbach ve ark. 2004, Gupro ve ark. 2004, Rangel ve ark.
2005). 1989-2002 yillar1 arasinda meydana gelen biiyiik salginlar Cizelge 2’de

belirtilmistir.

Cizelge 2. 1989-2202 yilar1 arasinda gerceklesen biiyiik E. coli O157:H7 salginlart
(Petridis ve ark. 2002)

Yil Yerlesim Yeri Hastalanan Kisi Sayis1 Kontaminasyon Kaynag

1989 | Montana, ABD 243 Az Pismis Kiyma

1996 | Sakai, Japonya 5,727 Az Yikanmis Turp

1996 | Iskogya, UK 496 Az Pismis Kiyma

2000 | Walkerton, Kanada | >2,000 Kontamine igme Suyu

2002 | Pensilvanya, ABD | 51 Infekte Siit Hayvanlari ile Temas

E. coli O157:H7 serotipi diyare diginda insanlarda 3 temel sendroma neden

olmaktadir (Unliitiirk ve Turantas 1998, Dunn 2003).

Hemorajik Kolitis (HC): Infeksiyon siddetli karin agrilar1 ve sulu ishal seklinde baslar.
Genellikle 3. giinden sonra sulu ishal kanli ishale doner. Digki bazen hastalar tarafindan
“sadece kan” diye tanimlanir. Infeksiyon 2-9 giin siirer (Unliitirk ve Turantas 1998,

Boerlin ve ark. 1999, Tsai1 ve ark. 2000, Dunn 2003).

Hemolitik Uremik Sendrom (HUS): Ozellikle ¢ocuklar ve yashlar risk grubunu
olusturur, ¢ocuklarda akut bobrek yetmezliginin en 6nemli nedenidir. Kan pihtilarinin
bobrekteki helezoni tiipleri tikamasi ve artik iiriinlerin kanda birikmesi sonucu diyaliz
tedavisi ve kan naklini gerektirecek bobrek yetmezligi olusur (Unliitiirk ve Turantas 1998,
Jin ve ark. 2005). Ayrica HUS hastalarinda akut renal yetmezlik, trombositopeni ve
mikroanjipatik hemolitik anemiyi takiben diyare goriiliir. % 5-10’a varan Oliimler
goriilebilir (Boerlin ve ark. 1999, Dunn 2003, Gorbach ve ark. 2004). Giiniimiizde HUS
hastalar1 i¢in spesifik bir tedavi gelistirilemedigi icin E. coli infeksiyonlariin

epidemiyolojisinin anlagilmasi ¢ok 6nemlidir (Wang ve ark. 2002).




Trombotik Trombositopenik purpura (TTP) : HUS ‘a benzer klinik belirtiler gosterir.
Eriskin insanlarda daha sik goriilir. HUStan farkli olarak norolojik belirtiler daha
yiiksektir ve beyinde olusan kan pihtilar1 nedeniyle 6liim orani yiiksektir (Unliitiirk ve

Turantag 1998, Dunn 2003).

Bu temel klinik bulgular disinda E. coli O157:H7 ile infekte insanlarda gozlenen
diger komplikasyonlar ise hemorajik sistit, konviilziyonlar, sepsis ve anemi seklindedir

(Padhye ve Doyle 1992).

E. coli O157:H7 diger E. coli suslarindan ayiran 3 temel 6zellik sorbitolii fermente
edememesi (Chapman ve ark. 1997, Dean-Nystrom ve ark. 1998, Durso ve ark. 2004,
Maldonada ve ark. 2005), 4-methy lumbelliferone glucuronide’i (MUG) hidrolize eden B-
glukorinadaz enzim aktivitesine sahip olmamasi (Dunn 2003, Brooks ve ark. 2004, Kim ve
ark. 2005) ve 44-45 °C ve iizerindeki sicakliklarda gelisememesidir (Kim ve ark. 2005).

E. coli O157:H7’yi aywran diger bir ozellik ise 60 Md (pO157) plazmid tasimasi ve
hemolizine neden olmasidir (Wang ve ark. 2002, Yang ve ark. 2004).

Yapilan calismalarda E. coli O157:H7 nin etli konserve besinlerin kullanilmasinda
korunmasinda kullanilan asitlere (sitrik, asetik, laktik asitlere) diger barsak patojenlerinden
daha dayanikli oldugu belirtilmistir. pH 1,5 -2,5 degerlerinde bile E. coli O157:H7’nin 3-4
saat canli kalabildigi belirlenmistir. Bu da E. coli O157:H7 nin diisiik dozlarda bile mide
asidinden gecerek infeksiyona neden olmasim agiklamaktadir. E. coli O157:H7’nin

infeksiyon dozu 1000 hiicreden bile az olabilir (Topgu ve ark. 2002, Tamplin 2005).

E. coli’ nin biyokimyasal testlere verdigi reaksiyonlar Cizelge 3’de belirtilmistir. E.
coli O157:H7’nin diger E. coli’ler i¢in gelistirilmis biyokimyasal testlere onlarla ayni

reaksiyonu verdigi belirtilmektedir (Koreman ve ark. 1997).



Cizelge 3 : E. coli biyokimyasal 6zellikleri (Koreman ve ark. 1997)

Biyokimyasal Testler

Escherichia coli

Indol +
Metil red +
Voges Proskauer -
Sitrat -
Lizin dekarboksilaz +
Arjinin dihidrolaz

ONPG v
Fermantasyon

Laktoz +
Sorbitol +
Mannitol +
Adonitol -
Sellobioz -

Sar1 Pigment

* E. coli O157 suslan sorbitol negatifdir. V:Suslarin %11-%89’unda pozitifdir.

Ayrica E. coli O157:H7 serotipi icin glukozdan gaz olusturma yetenegi pozitif,

ireaz aktivitesi ve H,S olusturma yetenegi negatiftir (Topcu ve ark. 2002).

E. coli O157:H7 optimal tireme 1s151 37 °C olmasina ragmen 20-40 °C’de, optimal
pH’s1 7-7,2 olmasina ragmen pH 5-8’de de iireyebilmektedir (izgiir ve Akan 2002). Doyle
ve Padhye yaptiklar1 bir ¢alismada -80 ve -20 °C’lerde dondurulmus kiymalarda, 9 ay

boyunca canliligim siirdiirebildigini tespit etmislerdir (Temelli 2002).

E. coli O157:H7 serotipinin yiiksek tuz konsantrasyonlarina da direng gosterdigi
belirtilmektedir (Kehl, 2002). Glass ve ark. (1992) tarafindan yapilan bir arastirmada E.
coli O157:H7’nin 200 ppm nitrit ve % 4 NaCl iceren ve pH’s1 5,6 olan siv1 besiyerinde

gelisebildigi bildirilmistir.




E. coli; nutrient agar ve kanli 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 capinda, parlak, diizgiin kenarli, S- tipli koloniler meydana getirir.
Etken laktozu fermente ettigi icin MC agarda pembe renkli koloniler, EMB agarda metalik
refle goriiniimiinde koloniler olusturur. Ayrica besiyerlerinde kenarlar1 diizgiin olmayan,
kiigiik ve kuru goriintimlii R- tipli koloniler ile mukoid 6zellikteki koloniler de goriiliir.
Genellikle, patojen olan bazi suslari kanli agarda hemoliz olusturma yetenegindedir.
Buyyonda kisa bir siire icerisinde hafif bir bulaniklik olusturarak iirer (Bisping ve

Amtsberg 1988, Erensoy 1990).

50 den fazla serotipi bulunan EHEC‘in en yaygin tipi olan E. coli O157:H7;
Shigella dysenteriae tip I tarafindan olusturulan toksine benzerliginden dolay1 sigatoksinler
olarak adlandirilan (Stx 1 ve Stx 2) toksinler iiretmektedir. Sigatoksinler Vero hiicre
kiiltiirlerine sitotoksik etkili oldugundan verotoksinler (Vt 1 ve Vt 2) olarak da
adlandirilmaktadir. Bu toksinlerin EHEC suslarinin insanlardaki virulansi agisindan 6nemli
roller istlendigi diisiiniilmektedir (Dean-Nystrom ve ark. 1998, Friedrich ve ark. 2002,
Topcu ve ark. 2002, Wang ve ark. 2002, Dunn 2003, Baets ve ark. 2004).

Stx 1 S. dysenteriae tip 1 toksininden sadece bir aminoasit farklidir ve antijenik
olarak bu toksinden ayirt edilemez. Stx 2 ise bu toksinlere % 50-60 oraninda benzerlik
gosterir ve 5 degisik varyant igerir (Stx 2, 2c, 2d, 2e ve 2f). Siga toksijenik E. coli (STEC)
bu toksinlerin birini veya her ikisini de iiretebilir (Kusumato ve ark. 2001, Wang ve ark.
2002, Dunn 2003, Henderson ve Brian 2003). Ciddi klinik semptomlar daha ¢ok Stx 2
iireten E. coli O157:H7 infeksiyonlarinda goriilmektedir. Ozellikle HUS vakalarinda izole
edilen toksin Stx 2’dir (Friedrich ve ark. 2002, Baets ve ark. 2004). Yapisal olarak Stx’ler
shiga toksini gibi, toksik etkiyi gdsteren bir A ve hiicreye girisi saglayan bes B alt iinitesi
icerir. A iinitesi hiicrede 60S ribozomda 28S rRNA ‘dan bir adenin molekiiliiniin ¢ikmasi
ile protein sentezini inhibe ederler. Bu olay geri doniissiizdiir. Hiicrenin 6liimiinii saglar.
Stx’ler intestinal sistemde {iretildikten sonra dolasim sistemine karisarak i¢ organlarda

hasara neden olurlar (Topgu ve ark. 2002, Ritchie ve ark. 2003, Kasper ve ark. 2006).

Stx’lerin patojenik mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. Fakat diyare, HC,

HUS ve TTP gelisimine katkida bulunduklar diistiniilmektedir. HC’nin Stx’lerin intestinal



sisteme birakildiktan sonra ortaya c¢iktigi ve HUS/TTP’nin de yine Stx’lerin kana
karismasindan sonra ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir (Kusumato ve ark. 2001, Dunn
2003). HUS hastalarinin kanlarinda da Stx’lere rastlanmistir. Stx 2 ve Stx 2c insan klinik
izolatlarinda en sik rastlanilan toksinler oldugu belirtilmektedir (Baets ve ark. 2004). Stx 1
ve Stx 2’nin hayvanlarda ve in vitro da degisik patojeniteleri goriilmiistiir (Kusumato ve

ark. 2001, Dunn 2003, Gorbach ve ark. 2004).

STEC suslarinda, en Onemli virulans faktorii sigatoksinlerdir. Diger virulans
ozelikleri olarakta hemolizin, intimin yapisma faktorii ve pO157 plazmidi belirtilebilir.
Baz1 STEC suslart bagirsak epitel hiicrelerine ¢ok siki bir sekilde tutunur. Bu suglar alt
hiicrelerde yapisal modifikasyonlara neden olarak “yapisma ve silinme (A/E) lezyonlar1”
na neden olmaktadir. Arastirmalar STEC O157:H7‘nin insan bagirsagi kolonizasyonunda,
bir dis membran proteini olan intiminin gerekli oldugunu gostermektedir. Hemoliz iiretimi
ise pO157 plazmidi tarafindan kodlanmaktadir. Enterohemolizin olarak adlandirilmakta ve
en cok HUS’a neden olan E. coli O157:H7 suslar ile birlikte ruminant izolatlarinda da
goriilmektedir. Enterohemolizin hedef hiicrelerde gozenekler olusturmaktadir. Stx ile
sinerjist bir etki yaptig1 diisiiniilmekle birlikte, mekanizmas1 tam olarak ag¢iklanamamigtir
(Dean-Nystrom ve ark. 1998, Boerlin ve ark. 1999, Dunn ve ark. 2003, Girard ve ark.
2005).

Ayrica baz1 STEC serotiplerinde de bir proteaz “E. coli-secreted proteins” (EspP)
yeni bir virulans faktorii olarak belirtilmeye baslamistir. Bu immunreaktif proteinlerin tipik
A/E lezyonlarmin sekillenmesi igin gerekli sinyal transdiiksiyonunda rol aldigi
belirtilmektedir. Tip III sekresyon sistemi bu proteinlerin sitoplazmadan direkt olarak

hiicre ylizeyine taginmasinda gorev almaktadir (Park ve ark. 1999).

STEC/EHEC E. coli grubu igerisinde zoonotik orijinli tek patojenik gruptur ve
bircok hayvan tiiriiniin bagirsak florasinda bulunabilmektedir. Fakat ruminantlarin
STEC’nin ve ozellikle E. coli O157:H7’ nin birincil rezervuart oldugu belirtilmektedir.
Bugiine kadar 435’ten fazla STEC serotipi sigirlardan izole edilmistir (Gyles 2006). E. coli
O157:H7 diger STEC’ler gibi ruminantlarda hastalia neden olmazlar. Fakat yiiksek
miktarda bu patojenin bulunmasi ¢ekum, kolon ve rektumda AE lezyonlarma neden

olabilir. Yapilan son calismalarda, insan i¢in yiiksek derecede virulans olan bu tiiriin



sadece kontamine gida veya suyun tiiketilmesiyle degil, STEC pozitif hayvanlar veya
ortamlarla temas ile de infeksiyona neden oldugu ileri siiriilmektedir (Dunn 2003, Caprioli

ve ark. 2005).

Sigirlar E. coli O157:H7 infeksiyonun en 6nemli kaynagi olarak belirtilmektedir.
Sigirlarin normal bagirsak mikroflorasinin bir parcasi olan E. coli O157:H7 miktari
sigirlarin  yasiyla da degisim gostermektedir. Yapilan c¢alismalarda geng sigirlarin
diskilarinda 6zellikle siitten kesildikten sonra erigkinlere gore cok daha yogun olciide bu
patojene rastlanmistir. Ayrica yapilan bazi ¢alismalarda da yaz aylarinda E. coli O157:H7

sayisinin arttig tespit edilmistir (Dunn 2003, Caprioli ve ark. 2005).

E. coli O157:H7’ye sigirlar disinda koyun, ke¢i, domuz, kdpek ve at gibi evcil
hayvanlarda, ayrica geyik, kus gibi vahsi hayvanlarda da rastlanmistir. Vahsi hayvanlarla
temas eden evcil hayvanlara bulagsmanin olabilecegi ileri siiriilmektedir. Canli tavuklarda
E. coli O157:H7 ye rastlanmamasina ragmen satis yapilan tavuk ve hindilerin intestinal
sistemlerinden izole edilmistir. Deneysel c¢alismalarda da civcivlerin c¢ekumunda

tireyebildikleri gdzlemlenmistir (Dunn 2003, Caprioli ve ark. 2005).

E. coli O157:H7 infeksiyonlarinda ilk siray1, dogrudan veya dolayli olarak sigir
diskisiyla kontamine olmus etlerin yeterince pisirilmeden tiiketilmesinin aldigi
disiiniilmektedir. Fakat son yillarda yapilan calismalar diger bulagsma kaynaklarinin da en
az yeterince pisirilmemis etler kadar yaygin oldugunu gostermektedir (Sekil 1). ilk E. coli
0157:H7 infeksiyonu kiyma kaynaklidir. Ozellikle fast-food gidalar yeterince 1s1l islem
gormedigi takdirde E. coli O157:H7 infeksiyonu igin biiyiik risk tagimaktadir (Caprioli ve
ark. 2005, Rangel ve ark. 2005).
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Sekil 1: Gida kaynakli salginlarin nedenleri (Rangel ve ark. 2005)

Diger bir bulagsma kaynag ise digkiyla kontamine olmus meyve ve sebzelerin
tiikketilmesidir. Cogunlukla restaurantlarda meyve ve sebzelerin kros-kontaminasyonu
sonucu E. coli O157:H7 salginlan ¢iktig belirtilmektedir. Siit ve siit iiriinleri de 6nemli bir
bulasma kaynagidir. Ozellikle ¢ig siitiin veya ¢ig siit ile yapilan peynir, tereyagi gibi
iriinlerin tiiketilmesi infeksiyonlara neden olmaktadir. Son yillarda insandan insana
bulasma ve su kaynakli salginlarin sayisinda belirgin artislar gozlemlenmistir. Ozellikle
kontamine olmus icme sular1 ve halka acik yiizme havuzlari biiyiik salginlara neden
olmaktadir. Son 10 yilda hayvanat bahgesi veya ciftliklere insanlar tarafindan yapilan
ziyaretler nedeniyle hayvanlarla temas sonucu ortaya ¢ikan salginlarin sayisinda da biiyiik

bir artis goriildiigii belirtilmektedir (Sekil 2) (Caprioli ve ark. 2005, Rangel ve ark. 2005).
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Sekil 2: Salginlarin ortaya ¢ikma nedenleri (Rangel ve ark. 2005)



Yapilan calismalarda sigirlarda, beslenme igerigi ve diskida bulunan STEC sayisi
arasinda belirgin bir iliski olmadig belirtilmesine ragmen, bazi arastirmacilar hububatca
zengin bir beslenmenin bagirsak liimeninde asite direngliligi destekleyerek digkidaki STEC
sayisin arttirdigini belirtmektedirler. Fakat yapilan bir ¢ok ¢alismada da beslenme sekli ile
bu patojenin sayis1 arasinda bir korelasyon saptanamamustir. Yine de silaj isleminden sonra
yetersiz fermantasyonla birlikte otlarin digki ile kontaminasyonu sonucu E. coli O157:H7
sayisinda artis oldugu ve bu patojenin sigirlar arasinda tasinmasinda yetersiz silaj igsleminin
rol aldigi diisiiniilmektedir. E. coli O157:H7’nin sigirlar arasindaki bulagmada igme
suyunun kalitesi de 6nemli bir faktordiir. Fekal kontaminasyona ugramis igme suyunun bu
organizmanin yasayabilmesi ve iireyebilmesi i¢in uygun bir ortam oldugu ve sigirlar arasi

bulasmaya neden olabilecegi belirtilmektedir (Caprioli ve ark. 2005).

E. coli O157:H7 hayvan digkilarinda yagamaya uygun bir organizmadir ve aylarca
canlih@in koruyabilir. E. coli O157’nin 5 °C’de 0,98 su aktivesinde 70 giin yasayabildigi,
ayrica 108 hiicre/gram E. coli O157:H7 tasiyan bir digkida 99 giin sonra bile organizmanin
canliligin1 koruyabildigi tespit edilmistir. Bu patojenin toprakta bu kadar uzun siire
canliligin1 devam ettirebilmesi sigir ve insanlardaki infeksiyonlar i¢in 6nemlidir. Hayvan
artiklari, 6zellikle giibre ve silaj yapiminda siklikla kullanilmaktadir ve bu da sigirlarin
dolayistyla insanlardaki infeksiyonlarin olusumunda rol oynamaktadir (Caprioli ve ark.

2005).

E. coli O157:H7 serotipinin ¢esitli gida, klinik ve cevre orneklerinde aranmasina
yonelik olarak klasik ve gelismis olmak iizere 2 ana grupta toplanabilecek cesitli yontemler
bulunmaktadir. Klasik yontemler biyokimyasal testler iizerine kurulmustur ve malzeme
maliyeti acisindan avantajh fakat testlerin duyarliligi ve siiresi agisindan dezavantajhidir.
Gelismis testler ise genellikle serolojik yontemler {izerine dayandirilmistir ve genellikle

arastirma laboratuvarlarinda uygulanmaktadir (Halkman ve ark. 2001).



Klasik Yontemler: E. coli O157:H7‘nin belirlenmesi amaciyla kullamilan klasik
yontemlerin biiyiilk cogunlugu selektif zenginlestirme ve kati besiyerlerine ekim
asamalarin1 igeren var/yok testleridir. Bu testler ile analiz edilen belirli bir miktar drnekte
bu serotipin varligt ya da yoklugu arastiriir (Halkman ve ark. 2001). Buna gore
materyallerde E. coli O157:H7 varhgimin gosterilmesinde ii¢ asama izlenir. ilk olarak
ornekler diger bazi1 mikroorganizmalar1 inhibe eden antibiyotikler igeren selektif bir sivi
besiyerinde zenginlestirme islemine alimir. Ikinci olarak selektif kati besiyerine ekim
gergeklestirilir. Stipheli koloniler biyokimyasal testler ve lateks aglutinasyon testleri ile E.
coli O157 olarak belirlenir. Son asama da ise izolatin H7 antijeni icerip i¢ermedigine
bakilir. Ayrica O157 oldugu belirlenen izolatlarin verotoksin analizlerinin de yapilmasi

gerekmektedir (Halkman ve ark. 2001, Dunn 2003).

Klasik yontemlerle E. coli O157:H7 izolasyonunda, yogun olarak bulunan normal
flora varligina bagli olarak siklikla yalanci negatif sonuglar alinabilmektedir. Selektif
zenginlestirme ortami olarak kullanilan besiyerlerinde E. coli O157:H7 serotipi ile ayni
diizeyde gelisebilen E. coli tip 1, Enterobacter spp. ve Hafnia alvei gibi yakin akraba tiirler,
selektif kat1 besiyerlerinde de rahatlikla gelisebilmektedir. Eger baslangigta E. coli
O157:H7 sayis1 bu flora iginde yeterli bir oranda degilse, bu bakterilerin baskilamasi
nedeniyle analiz sonucu hatali olarak negatif olabilmektedir. Burada kriter; sivi ve kati
besiyerlerinde gelisebilen yakin akraba tiirleri iceren flora i¢indeki hedef bakteri oraninin
en disik % 1 olmasi gerektigi olarak belirtilmektedir. Klasik yontemlerle yapilan
analizlerde yakin akraba refakat¢i floranin inhibasyonu iizerine pek c¢ok calisma
yapilmaktadir. Bunlarin inhibasyonu igin yiikseltilmis inkubasyon sicakligi, diisiik pH,
cesitli antibiyotiklerin kullammmi ve kisa inkubasyon siiresi gibi c¢esitli faktorler

arastirilmaktadir (Halkman ve ark. 2001).

Klasik yontemlerde zenginlestirme besiyeri olarak Tryptone soy broth (TSB),
modifiye E. coli broth (mECB), Lauryl sulfate Trytpose broth (LSTB) veya Buffered
peptone water (BPW) kullanilabilir. Bu besiyerlerine novobiosin, cefiksim, cefsulodin,
vancomisin gibi bir veya birkag inhibe edici antibiyotik eklenir. Ornekler bu besiyerlerinde
24 saat 37 °C’de inkiibe edildikten sonra selektif bir kat1 besiyerine ekim yapilir (Halkman

ve ark. 2001, Dunn 2003). Ayrica zenginlestirme kiiltiirlerinin hidrofik grid membran



filtreden (HGMF) gecirilip, bu filtrelerin selektif kat1 besiyerleri lizerine yerlestirilmesi de

yaygin bir uygulama alan1 bulmustur (Halkman ve ark. 2001).

Selektif kati besiyeri olarak giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan sorbitollii
MacConkey (SMAC) agar ve bu besiyerinin ¢esitli modifikasyonlaridir. Bu besiyerinin
standart MacConkey agardan farki bilesiminde laktoz yerine sorbitol bulunmasidir. E. coli
O157:H7 serotipi sorbitol negatif oldugu icin besiyerinde renksiz koloniler olusturmakta
buna karsin sorbitolii kullanilan bakterilerin olusturdugu asitlik, bir pH indikatorii
yardimiyla kolonilerin kirmizi renkte goriinmesine neden olmaktadir (Koreman ve ark.
1997, Halkman ve ark. 2001, Topcu ve ark. 2002, Dunn 2003). Yapilan ¢aligmalarda
SMAC agar % 100 duyarli, % 85 spesifik ve % 86 dogru sonug¢ veren bir besiyeri olarak
tanimlanmaktadir. Ancak ileri arastirmalarda SMAC agarin gida analizlerinde digki

analizinde oldugu kadar basarili olmadig: belirtilmektedir (Halkman ve ark. 2001).

SMAC agarda E. coli O157:H7 disinda pek ¢ok bakteri de gelisebilir. Bu nedenle
cesitli selektif ilaveler ile SMAC agar desteklenmekte ve besiyerine daha fazla selektivite
kazandirilmaya calisilmaktadir. Bu amacgla en ¢ok cefiksim ve potasyum telliirit
kullanilmaktadir. Cefiksim yanlis pozitif sonuglar ortaya ¢ikarabilecek sorbitol-negatif bir
bakteri olan Proteus spp. hedef alirken, potasyum telliirit diger E. coli tiirlerinin ve
Aeoromonas spp. lerin besiyerinde iiremesini inhibe etmektedir (Halkman ve ark. 2001,

Dunn 2003).

Klasik yontemle E. coli O157:H7 aranmasinda son asama selektif kat1 besiyerinden
izole edilen siipheli kolonilerin tanimlanmasidir. Bu tamimlama O157 serotipi i¢in
biyokimyasal testlerle yapilacagi gibi dogrudan lateks agliitinasyon testi ile de
yapilabilmektedir. E. coli O157:H7 nin biyokimyasal testlere verdigi reaksiyonlar Cizelge
3’de belirtilmistir (Halkman ve ark. 2001).

E. coli O157 suslarmin serolojik esaslarla belirlenmesinde en yaygin olarak
kullanilan lateks aglutinasyon kiti 2 adet lateks soliisyonu igermektedir. Bunlardan test
soliisyonu E. coli O157 antijenine spesifik tavsan antikorlari ile sensitize edilmis lateks

partikiillerinden olusmaktadir. Kontrol soliisyonu ise pre-immun halde tavsan globulinleri



icermektedir. Test edilecek kiiltiirler SMAC agar iizerinde gelistirildikten sonra, sorbitol
negatif koloniler, lateks testine tabi tutularak test sonucu 1 dakika icerisinde tespit
edilebilmektedir. Fekal orneklerde bulunabilecegi gibi daha cok ¢ig siit ve dana etinden
izole edilen Escherichia hermannii sorbitol negatif olup E. coli O157 antiserumu ile
agglutine olabilmekte ve boylece E. coli O157 ile kanstirilabilmektedir. Bu yiizden SMAC
agarm  yam sira sellobiyoz-MacConkey agar da baz1 arastirmacilar tarafindan
kullanilmakta ve boylece E.hermannii sellobiyoz fermantasyonu ile E. coli O157’den ay1rt

edilebilmektedir (Halkman ve ark. 2001).

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

yapilmaktadir (Park ve ark. 1999).

Gelismis Testler: Klasik yontemlerle bir¢ok infeksiyon teshis edilebilmekte ise de bunlar
bazen yetersiz kalabilmekte ve 6zellikle refakatci floranin baskilamasi nedeniyle ¢cogu kez
yaniltic1 sonuglar alinabilmektedir. Bu nedenle giderek gelisen analiz teknikleri igerisinde
basta DNA esasl testler ve immunoenzimatik yontemler olmak iizere cesitli analiz
yontemleri {izerine ¢alisilmakta, bunlarin bir kismu ticari olarak iiretilip pazarlanmaktadir

(Halkman ve ark. 2001).

E. coli O157:H7 tespitinde kullanilan bir ¢ok serolojik ve biyokimyasal yontem
O,H antijeni veya Stx belirlenmesi esasina dayanmaktadir ve bu amacla spesifik
monoklonal ve poliklonal antiserumlar gelistirilmistir (Dunn 2003). Bugiin E. coli
serotiplerinin belirlenmesinde en sik kullanilan yontemler immunomanyetik seperasyon
(IMS), enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA), enzim immunoassay (EIA) ve
immunoblot olarak belirtilmektedir (Chapman ve ark. 1997, Ritchie ve ark. 2003, Dunn
2003, Tsutsumi ve ark. 2004, Kim ve ark. 2005, Pao ve ark. 2005).

ELISA yontemi O157 ve H7 antijenini teshis i¢in monoklonal antikorlarin (MADb)

kullanilmastyla gerceklestirilir. Ozellikle fekal 6rneklerde ELISA ve gida numunelerinde



“sandwich” ELISA yonteminin giivenilir ve hizli sonuglar verdigi belirtilmektedir (Boerlin

ve ark. 1999, Dunn 2003).

IMS sistemi manyetik bir aparatla O157 antijenine kovalent baglanarak gelisen bir
bakteriyel yakalama sistemi olarak tanmimlanmaktadir. Bu yontemde monoklonal
antikorlarla kaplanmis manyetik tanecikler kullanilmaktadir. Bu antikorlar bakteriyi
baglayarak onlarin sayimini miimkiin kilmaktadir (Okrend ve Rose 1992, Clark 1995).
IMS yo6nteminin klinik 6rneklerde, gida numunelerinde ve sigir fekal orneklerinde klasik
yontemlere oranla ¢ok daha duyarli oldugu belirtilmektedir. Ayrica uygulanmasinin benzer
yontemlere oranla basit olmasi art1 bir 6zellik olarak gosterilmektedir (Dunn 2003, Kim ve

ark. 2005).

Glintimiizde E. coli O157:H7 belirlenmesinde multipleks polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) teknigi de siklikla kullanilmaktadir. PZR, DNA’nin ortamda polimeraz
enzimi ve DNA sentezi i¢cin uygun maddeler bulunmas: halinde karsit siralarini
sentezleyebilme yeteneginden faydalanilarak olusturulan bir reaksiyondur. DNA ve RNA
dizilerinin sayisal olarak arttirilmasi esasina dayanan PZR’1n en 6nemli 6zelligi secilmis
bir DNA dizisini ¢ogaltarak istenmeyen dizilerin ortaya c¢ikmasini engellemesidir. Bu
ozellik sadece dizinin taminmasim kolaylastirmakla kalmaz, ayrica DNA’nin analiz
edilmesini de saglamaktadir. (Kong ve ark. 2002). PZR ile virulans faktor genleri teshis
edilebilmekte ve boylece serotip tanimlanabilmektedir. O veya H antijeni, Stx genleri, 60
Mda  plazmid gibi virulans faktorleri tespit edilerek E. coli O157:H7 serotipi
belirlenmektedir. PZR tekniginin de E. coli O157:H7 ‘nin diger E. coli serotiplerinden ve
diger Gram negatif bakterilerden ayrilmasinda duyarli ve hizli bir yontem oldugu

belirtilmektedir (Dunn 2003, Kim ve ark. 2005, Jin ve ark. 2005).

E. coli O157:H7 infeksiyonu tedavisinde antimikrobiyal ajanlarin kullanilmasi
tartisilmaktadir. Ciinkil bir¢ok in vitro ¢alismada antibiyotiklerin Stx olugumunu arttirdigi
belirlenmistir. Mitomisin gibi bazi antimikrobiyaller vitro ¢aligmalarda tan1 amagh Stx
miktarin ¢ogaltmak amaciyla kullanilmaktadir. Eger in vivo ortamlarda da antibiyotiklerin
aym etkiyi gosterdigi disiiniiliirse, hastalarda antibiyotik kullantmindan sonra toksin
serbest olarak bagirsakta bulunabilmektedir. Bunun da HUS riskini artirabilecegi

belirtilmektedir. Bu konuda yapilan arastirmalar birbirinden farklilik gosterse de DNA



sentezini inhibe eden antimikrobiyallerin (trimethoprim, mitomisin) in vivo ve in vitro da
toksin iiretimini artirdif1 rapor edilmistir. Ornegin kanser kemoterapisinde kullanilan
mitomisin’in kanser hastalarinda HUS riskini artirdig1 tespit edilmistir. Bir¢ok arastirmact
bu konudaki aragtirmalar kesin sonuglar ortaya koymadan E. coli O157:H7 infeksiyonunda
antibiyotik kullaniminin sakincali oldugunu belirtmektedir (Dunn 2003, Gorbach ve ark.
2004, Tarr ve Neill 2005). Japonya’da 1996 yilinda goriilen ve cogu okul ¢ocugu olan
6000 kisinin etkilendigi salginda, infeksiyonun 7. giiniinde alinan antidiyarejenik ilaclarin

infeksiyonu daha da siddetlendirdigi belirlenmistir. (Park ve ark., 1999).

E. coli O157:H7’nin kontrolu bircok faktdre bagl olarak degismektedir. E. coli
O157:H7 saglikli sigirlarda kolonize olabilir, gida ve suda yasayabilir, asitli ortamlara
direnclidir ve en dnemlisi infeksiyon dozu ¢ok diisiiktiir. Bu ylizden her asamada korunma
Olctimlerinin yapilmasi gerektigi belirtilmektedir (Gorbach ve ark. 2004, Caprioli ve ark.
2005).

E. coli O157:H7 nin birincil rezarvuar sigirlar olarak belirtilmektedir. Bu yiizden
hayvan yemlerinde sanitasyon uygulamasi, hayvan sayisinin az tutulmasi ve giibre gibi
organik maddelerin c¢abuk uzaklastirilmasinin ¢iftliklerde korunma agisindan 6Snemli
oldugu vurgulanmaktadir. Kesimden sonrada karkaslarin su veya uygun soliisyonlarla
yikanmasi ve kros-kontaminasyonu engelleyici uygulamalarin yapilmasinin da etkili
oldugu belirtilmektedir. Ayn1 sekilde siit sagiminda benzer uygulamalarin yapilmasi
gerektigi onerilmektedir. Pigirme esnasinda da 72 °C’ ye ulagilmasi korunmada diger

onemli bir etken olarak gosterilmektedir (Gorbach ve ark. 2004, Caprioli ve ark. 2005).

Hayvanlarla temas sonrasinda ellerin yikanmasimin da Onemli oldugu
belirtilmektedir. Ayrica son yillarda insandan insana geciste biiyilk oranda artis
gostermistir.  Hastane ve  kliniklerde hijyen kurallarina uyulmasinin  dnemi
vurgulanmaktadir. E. coli O157:H7 klora kars1 duyarli olmasi nedeniyle icme suyunun ve
yiizme havuzlarinin klorlanmasi da infeksiyonun kontamine su kaynakli yayilmasini

onlemektedir (Gorbach ve ark. 2004, Caprioli ve ark. 2005).



Olas1 bir E. coli O157:H7 identifikasyonunda, salginin 6nlenmesi amaciyla kontrol
mekanizmalar1 hizla devreye sokulmalidir. 1993’te A.B.D.’de kiymadan meydana gelen
bir salginda erken teshis ve E. coli O157:H7 infeksiyonlarinin ve HUS vakalarinin hemen
rapor edilmesi yaklasik 800 infeksiyonun onlenmesini saglamistir (Gorbach ve ark. 2004,

Caprioli ve ark. 2005).

Tiim bunlarin yam sira hammaddeden son iiriine kadar genel hijyenik kurallarin
uygulanmasi ve ozellikle gida iiretim ve satig yerlerinde kros-kontaminasyonu engelleyici
onlemlerin alinmasi bu infeksiyonun ortaya ¢ikmasim biiyiikk ol¢iide Onleyebilmektedir

(Gorbach ve ark. 2004, Caprioli ve ark. 2005).

Bu calismada, Ege bolgesinde bulunan sigirlardan alinacak siit ve diski
orneklerdeki E. coli O157:H7 bakterisinin varlifi ve verotoksin iiretip iiretmediginin

belirlenmesi amaclandi.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Besiyerleri

2.1.1. On Zenginlestirme Besiyeri

Modified Tryptone Soy Broth (mTSB)

Diska ve siit 6rneklerinden E. coli O157:H7 izolasyonu amaciyla 6n zenginlestirme
besiyeri olarak Novobiocin (Oxoid SR0181) katkili mTSB (Oxoid CM989) kullanildi.
Temel besiyeri 33 g / 1000 ml olacak sekilde hazirlanarak pH’1 7,4’e ayarland1 ve 121
°C’de 15 dk sterilize edildi. Bir vial Novobiocin selective supplement 2 ml steril distile su
icerisinde ¢oziildi. Besiyeri 50 °C oldugunda, 0,2 um c¢apl steril filtreden siiziilerek 20 mg
/ 1000 ml olacak sekilde besiyerine eklendi.



2.1.2. Selektif Diferansiyel Besiyeri

Sorbitol MacConkey Agar (SMAC)

Digki ve siit Orneklerinden E. coli O157:H7 izolasyonu amaciyla selektif-
diferansiyel besiyeri olarak Cefiksim-Tellurite (Oxoid SR0172) katkili SMAC agar (Oxoid
CM981) kullanildi. Temel besiyeri 25,8 g / 500 ml olacak sekilde hazirlanarak pH’1
7,1’e ayarland1 ve 121 °C’de 15 dk sterilize edildi. Bir vial C-T selective supplement 2 ml
steril distile su icerisinde ¢oziildii. Besiyeri 50 °C oldugunda, 0,2 um c¢apl steril filtreden
(Schleicher&Schuell, BR0534-2) siiziilerek, 1 vial / 500ml olacak sekilde besiyerine
eklendi.

2.2. Soliisyonlar

2.2.1. Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)

NaCl 85¢g
Distile su 1000 ml

2.2.2. Tamponlanms Peptonlu Su (TPS)

Peptone 10g
Sodium chloride S5¢g



Potassium dihydrogen phosphate 15¢g

Disodium hydrogen phosphate 37¢g
Distile su 1000 ml
2.3 Standart Sus

Standart E. coli O157:H7 susu (Sus kodu: 931, EDL), T.C. Saglik Bakanlig1 Refik
Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligi Kiiltiir Koleksiyonundan saglandi.

2.4. Diski ve Siit Ornekleri Alimi

Bu calismada Ege bolgesinde bulunan ¢esitli ciftlikler ve kdy evleri ziyaret edilerek
farkli yas ve cinsiyetteki saglikli sigirlardan 150 diski 6rnegi toplandi. Ornekler, capraz
kontaminasyonu onlemek amaciyla her hayvan igin farkli rektal muayene eldiveni
kullanilarak rektumdan alindi. Alinan digki ornekleri tek kullamimlik steril plastik diski
kaplarina aktarilarak soguk zincirde laboratuvara ulastirildi. Yine aymi ciftlik ve koy
evlerinden 150 ¢ig siit 6rnegi toplandi. Cig siit orneklerinin bazilar digski 6rnegi alinan
sigirlardan, bazilari ise diski Ornegi almmmayan sigirlardan temin edildi. Ornekler,
hayvanlarin memelerinden enjektor ile 50 ml’lik steril cam siseler icerisine alind1 ve soguk

zincirde laboratuvara ulastirildi.

2.5.1. Diski Ornekleri icin On Zenginlestirme

Sigirlardan rektal yolla saglanan ve tek kullamimlik steril plastik diski kaplarina

alinan diski ornekleri zaman kaybedilmeden soguk zincirde laboratuvara ulastirildi. On



zenginlestirme uygulamalarinda Zhao ve ark.’nmin (1995) uyguladigi yontem modifiye
edilerek kullanildi. Digki Orneklerinden E. coli O157:H7 izolasyonu amaciyla 0On
zenginlestirme besiyeri olarak Novobiocin (Oxoid SR0181) katkili mTSB (Oxoid CM989)
kullanildi. Besiyerinin pH’1 7,4’e ayarlandiktan sonra 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi.
Sterilizasyon sonrast besiyeri sicakligi 50 °C’ye dustiigiinde igerisine hazirlanan
Novobiocin soliisyonu 0,2 pm caph steril milipor filtreden siiziilerek 20 mg / 1000 ml
olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan besiyerinden 9 ml olacak sekilde tiiplere dagitildi.
Digki 6rneklerinden 1 gram alinarak, icerisinde 9 ml mTSB bulunan tiiplere aktarildi. 120

devirde 5 dk vortekslenerek homojenize edildi. Siipernatant 37 °C de 24 saat inkube edildi.

2.5.2. Siit Ornekleri icin On Zenginlestirme

Enjektor ile sigir memelerinden alinan drnekler, kapakli, steril edilmis cam siseler
icerisine alinarak, zaman kaybedilmeden soguk zincirde laboratuvara ulastirildi. Siit
orneklerinden E. coli O157:H7 izolasyonu amaciyla on zenginlestirme besiyeri olarak
Novobiocin (Oxoid SRO181) katkih mTSB (Oxoid CM989) kullamildi. pH’s1 7,4’e
ayarlandiktan sonra besiyeri 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon sonrasi
besiyeri sicakligi 50 °C’ye diistiigiinde icerisine hazirlanan Novobiocin soliisyonu 0,2 pm
caph steril milipor filtreden siiziilerek 20 mg / 1000 ml olacak sekilde ilave edildi.
Besiyerinden sterilize edilmis erlenler icerisine 225 ml aktarildi. Uzerine siit 6rneklerinden
25 ml ilave edildi. Erlenler calkalayici tizerine alinarak, 37 °C’de 24 saat inkubasyona

kaldirild1 (Doyle ve Schoeni, 1987).

2.6. Selektif-Diferansiyel Kat1 Besiyerine Ekim

Selektif-diferansiyel kati besiyeri olarak Cefiksim- Telliirit (Oxoid SR0172) ilave
edilmis SMAC agar (Oxoid CM981) kullanildi. SMAC agar igerisine hazirlanan Cefiksim-

Telliirit soliisyonu 0,2 pum caplt steril milipor filtreden siiziilerek ilave edildi. On



zenginlestirme s1visindan 1-2 6ze dolusu alinarak CT-SMAC agara ekim yapildi. 37 °C’de
aerobik kosullarda 24 saat inkiibe edildi. CT-SMAC agarda iireyen sorbitol fermentasyonu
ve B-glukuronidaz negatif renksiz koloniler siipheli olarak degerlendirildi (Sekil 3) (Zadik
ve ark.1993, Zhao ve ark. 1995).

2.7. identifikasyon

CT-SMAC agarda iireyen, sorbitol fermentasyonu ve [-glukuronidaz aktivitesi
negatif olarak belirlenen siipheli koloniler, Gram boyama yontemi ile boyandi. Boyama
sonras1 Gram negatif comak olarak belirlenen siipheli izolatlara ve standart susa ticari bir

kit olan API 20E (BioMerieux, Lyon, France) ile biyokimyasal testler uygulandi.

2.8. Biyokimyasal Testler

Stipheli izolatlarin ve standart susun biyokimyasal aktivitelerinin belirlenmesi
amactyla API 20E kiti kullanildi. Siipheli kolonilere ve standart susa iiretici firmanin
tavsiye ettigi sekilde API 20E kiti ile beta-galaktosidaz, arjinin hidrolaz, lizin ve ornitin
dekarboksilaz, sitrat, H2S, iireaz, aminaz, indol, VP, gelatinaz, glukoz, mannitol, inositol,
sorbitol, ramnoz, sukroz, melibiose, amygdalin, arabinoz testi uygulandi. Orneklerin E.coli

olup olmadig iiretici firmanin 6nerdigi sekilde incelendi.



2.9. Lateks Aglutinasyon Testi

API 20E ticari kiti ile E. coli O157 siipheli olarak belirlenen izolatlara E. coli O157
Latex Test (Oxoid, DR620M) uygulandi. Test ¢ozeltisi iyice karistirilarak test kartindaki
alana bir damla test ¢ozeltisi, bir damla % 0,85’lik FTS damlatildi. CT-SMAC agardaki
sorbitol negatif kolonilerden bir tane segilerek, once FTS ile siispanse edildi. Daha sonra
bu siispansiyon ile test ¢ozeltisi karstirildi. Test kart1 asagi yukar1 hareket ettirilerek bir
dakika icerisinde aglutinasyonun olusup olusmadig1 belirlendi. Aglutinasyon gosteren
izolatlar, E. coli O157 olarak belirlendi. Ayn1 islem negatif kontrol siispansiyonu ile de

tekrarlanarak yalanci pozitif sonuglar kontrol edildi (March ve Ratnam, 1989).

2.10. H7 Antiserumu ile Serotip Belirlenmesi

E. coli O157 olarak saptanan suslarin H antijen tipinin belirlenmesi amaciyla
Escherichia coli Antisera (Denka Seiken Co.) kullanildi. H antijen tipinin belirlenmesi
prosediirde belirtildigi gibi sivi besiyerindeki kiiltiiriin test tiip yontemi kullanilarak
saptanmasi esasina dayanarak gerceklestirildi. Craigie tiiplii yari-siv1 besiyerinden 3-5 defa
gecen organizmalar, sivi besiyerinde 37 °C de bir gece inkiibe edildikten sonra hiicre
siispansiyonu hazirlandi. Test tiiplerine 3 damla H antiserumu damlatildi ve her tiipe 0,5
mL hiicre siispansiyonu eklendi. Tiipler iyice karistirildiktan sonra 50 °C de 1 saat su
banyosunda bekletildi ve ciplak gozle agliitinasyona bakildi. Aglutinasyon gosteren
izolatlar, E. coli O157:H7 olarak belirlendi

2.11. VTEC-RPLA Kiti ile Toksin Belirlenmesi

Yapilan incelemelerle E. coli O157:H7 oldugu tespit edilen suslarin toksin iiretip

tiretmediginin belirlenmesi amaciyla VTEC-RPLA toksin belirleme kiti (Oxoid TD960)



kullanildi. Prosediirde belirtilen sekilde ornekler Brain Heart Infusion Agara inokiile
edilerek 18-20 saat inkubasyona birakildi. Mikroplate’e yerlestirilerek test latex VTI, test

latex VT2 agliitinasyonlari incelenerek suslarin VT1 ve VT2 iiretip iiretmedigi belirlendi.



3. BULGULAR

izolasyon ve identifikasyon Bulgular

Calismada kullanilan 150 sigira ait rektal diski 6rneginin 3’iinden (% 2) E. coli
0157 izole edilirken, Escherichia coli antiserum testi sonucunda 2 6rnek (% 1,3) E. coli
O157:H7, 1 ornekte (% 0,7) E.coli O157:H olarak belirlendi. Benzer sekilde 150 c¢ig siit
orneginin 3’iinden (% 2) E. coli O157 izole edilirken bunlardan 2’si (1,3%) E. coli
O157:H7, 1’1 (% 0,7) E.coli O157:H olarak tespit edildi. Yapilan verotoksin testi
sonucunda siitten izole edilen E. coli O157:H7 suslarindan birinin VT1 iirettigi belirlendi.
Toplam digki ve siit 6rnek sayilari, E.coli O157:H7 izolasyon orami ve verotoksin test

sonucu Cizelge 4’te belirtilmistir.

Cizelge 4. Toplam ornek sayisi, izolasyon orani ve verotoksin iireten E.coli O157:H7
sayi1st

Ornekler Ornek sayisi (n) | izolasyon oram (%) VT1 (%) | VT2 (%)
Disk1 Ornekleri 150 2 (1,3%) - -
Siit Ornekleri 150 2 (1,3%) 1 (50%) -

Calismada 250 farkli sigirdan elde edilen orneklerden izole edilen E.coli O157:H7
suglarindan 3’ii 2 yas iizerindeki sigirlara, 1’1 ise 2 yas altindaki sigira ait oldugu belirlendi
(Cahismada ilk 50 sigirdan hem siit hem diski 6rnegi alinmistir). izole edilen E.coli

O157:H7 suslarinin yasa gore dagilimi Cizelge 5°te belirtilmistir.




Cizelge 5. Orneklerden izole edilen E. coli O157:H7 suslarinin yasa gore dagilimi

Yas grubu Ornek sayisli (n) Izolasyon oram (%)
2 yas alt1 82 1(% 1,2)
2 yas ve iizeri 168 3 (% 1,8)
Toplam 250 4(% 1,6)

Calismada E. coli O157:H7’nin CT-SMAC agarda sorbitolii fermente edemedigi
ve P-glukuronidaz enzim aktivitesine sahip olmadigi i¢in renksiz koloniler olusturdugu

gozlendi. E. coli O157:H7’nin CT-SMAC agardaki iiremesi Sekil 3’te gosterilmistir.
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Sekil 3 CT-SMAC agarda sorbitol ve B-glukuronidaz negatif E. coli O157:H7
kolonileri

SMAC agarda renksiz koloni olusturan tiim siipheli suslara API 20E ticari kiti ile
beta-galaktosidaz, arjinin hidrolaz, lizin ve ornitin dekarboksilaz, sitrat, H2S, iireaz,
aminaz, indol, VP, gelatinaz, glukoz, mannitol, inositol, sorbitol, ramnoz, sukroz,

melibiose, amygdalin, arabinoz testi uygulandi. E.coli suslarinin test sonuglar1 Sekil 4’te



belirtilmistir. E.coli olarak tespit edilen suslarin bu testlere verdigi reaksiyonlar Cizelge

6’da belirtilmistir.

30890000 3303005
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Sekil 4. E.coli suslariin API 20E kitinde verdigi reaksiyonlar

Cizelge 6 Izole edilen E. coli O157:H7 suslarinin API 20E test sonuglari

Test Sonug¢
ONPG +
ADH -
LDC +
OoDC +
CIT -
H,S -
URE -
TDA -
IND +
VP -
GEL -
GLU
MAN
INO -
SOR +
RHA +
SAC +
MEL +
AMY -
ARA +

CT-SMAC agarda sorbitol ve [B-glukuronidaz negatif siipheli kolonilerin
biyokimyasal 6zellikleri belirlendikten sonra yapilan lateks aglutinasyon testi sonucunda
digki ve siit orneklerinden elde edilen izolatlarin 3’1 (% 2), E. coli O157 olarak belirlendi.

Yapilan lateks aglutinasyon testi ve degerlendirilmesi Sekil 5’de gosterilmistir.



Sekil 5 E. coli O157 Lateks Testi ve degerlendirilmesi. Pozitif kontrol (1),
pozitif reaksiyon (2,3), negatif kontrol (4), negatif reaksiyon (5,6)

Yapilan incelemelerle E. coli O157:H7 oldugu tespit edilen suslarin toksin iiretip
iiretmediginin belirlenmesi amaciyla toksin belirleme kiti kullanildi. Suslardan sadece
I’inin VT1 drettigi tespit edildi. Yapilan VTEC-RPLA toksin belirleme kiti ve
degerlendirmesi Sekil 6’da belirtilmistir.

Sekil 6 E. coli O157:H7 toksin belirleme kiti ve degerlendirmesi



4. TARTISMA

1945 yilinda serogrup 011 suslarinin bir bakim evindeki cocuklarda ishal
salginlarina yol actiginin gosterilmesi ile bagirsak patojeni olarak tanimlanmaya bagslanan
E.Coli, giiniimiizde bir¢ok infeksiyona yol acan suslan ile en zararli patojenler arasinda
gosterilmektedir (Topgu ve ark. 2002, Bidet ve ark. 2005). 50 den fazla serotipi bulunan
EHEC‘in en yaygm tipi olan E.Coli O157:H7, insanlarda kanli veya kansiz diyare,
hemorajik kolit, hemolitik tiremik sendrom ve trombotik trombositopenik purpura olarak
tanimlanan ciddi ve genellikle letal etkili infeksiyonlara neden olarak son yillarda adindan
sikca soz ettirmektedir (Zhao ve ark. 1995, Unliitiirk ve Turantas 1998, Dunn 2003, Baets
ve ark. 2004).

Ruminantlar 6zelikle sigirlar ve geng siit inekleri, STEC nin ve ozellikle E. coli
0157:H7’nin birincil rezervuar olarak kabul edilmektedir (Zhao ve ark. 1995, Dunn 2003,
Caprioli ve ark. 2005). Sigir populasyonlarinda yapilan calismalarda E. coli O157:H7
prevalansinin A.B.D.’nde % 1-% 5 (Zhao ve ark. 1995), ¢esitli avrupa iilkelerinde % 1-%
13 (Blanco ve ark. 2001) arasinda oldugu bildirilmektedir.

E. coli O157:H7’ye sigirlar disinda koyun, ke¢i, domuz, kdpek ve at gibi evcil
hayvanlarda, ayrica geyik, kus gibi vahsi hayvanlarda da rastlanmistir. Vahsi hayvanlarla
temas eden evcil hayvanlara da bulasmanin olabilecegi belirtilmistir. Canli tavuklarda E.
coli  O157:H7’ye rastlanmamasina ragmen satis yapilan tavuklardan ve hindilerin
intestinal sistemlerinden izole edilmistir. Deneysel ¢alismalarda da civcivlerin ¢ekumunda

tireyebildikleri gozlemlenmistir (Dunn 2003, Caprioli ve ark. 2005).



Sigir ve siit ineklerinde E. coli O157:H7 izolasyonuna yonelik bir¢cok g¢alisma
bulunmaktadir. Wells ve arkadaslari, 1266 saglikli sigirdan aldiklart siit 6rneklerinin
18’inde (1.4%) E. coli O157:H7 izolasyonu gerceklestirdiklerini bildirmistir. Amerika
Washington’da 3570 digki 6rnegi alinarak yapilan bir ¢caligmada ise 10 adet (0.28%) E. coli
O157:H7 izolasyonu gerceklestigi bildirilmistir (Hancock ve ark. 1994).

Ulkemizde de sigir ve siit ineklerinde E. coli O157:H7 izolasyonuna yonelik
caligmalar yapilmistir. Van yoresinde yapilan bir calismada, saglikli siit sigirlarindan
alman 312 digki 6rneginden 4’iinde (1.28%) E. coli O157:H7 saptandig1 belirtilmistir
(Cabalar ve ark. 2001). Yilmaz ve ark. (2002), Tiirkiye’deki sigirlarda E. coli O157:H7’ye
rastlanma sikligini arastirdiklart bir calismada, Istanbul’dan alinan 330 rektal swap
Orneginin 88’inde (26.7%) SMAC agarda sorbitol-negatif koloni gozlemlendigini,
bunlardan 13’tinden (3.93%) de E. coli O157:H7 izolasyonu gerceklestigini
bildirmislerdir.

Bu calismada klinik olarak saglikli gériinen sigirlara ait 150 rektal diski Ornegi
incelendi. Incelen 6rneklerin 3’iinden (% 2) E. coli 0157 izole edilirken, Escherichia coli
antiserum testi sonucunda 2 ornegin (% 1,3) E. coli O157:H7 olarak tespit edildigi
belirtilmektedir. Calismadaki %]1,3’liikk izolasyon orami Tiirkiye’de ve diger iilkelerde

yapilan ¢alismalarla paralellik gostermektedir.

Sigirlarin normal bagirsak mikroflorasinin bir parcasi olan E. coli O157:H7 varligi
sigirlarin  yasiyla da degisim gostermektedir. Yapilan c¢alismalarda geng sigirlarin
diskilarinda 6zellikle siitten kesildikten sonra eriskinlere gore cok daha yogun olciide bu
patojene rastlanmistir (Dunn 2003, Caprioli ve ark. 2005). Wells ve ark. (1991), farkh
yaslardaki sigirlarda E. coli O157:H7 prevalansimi arastirdiklart bir ¢alismada; 210
buzaginin 5’inde (2.3%), 394 diivenin 12’sinde, fakat 662 yetigkin sigirin sadece 1’inde
(0.15%) E. coli O157:H7 izolasyonu gerceklestirdigini bildirmistir. Yilmaz ve ark. (2002),
sigirlarda yaptiklar1 calismada, izolasyonun genellikle 2 yasindaki hayvanlardan
yapildigin1 bildirmistir. Ayrica yapilan bazi calismalarda da yaz aylarinda E. coli O157:H7
sayisinin arttign tespit edilmistir (Dunn 2003, Caprioli ve ark. 2005). Aslantas ve ark.
(2006), sigirlarda her ay oOrnek alarak yaptiklari bir ¢alismada, E. coli O157:H7



izolosyonunun Temmuz ve Ekim aylarinda diger aylara gore daha yiiksek, Subat ayinda ise

en diisiik gerceklestigini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada izole edilen suslarin 3’iintin (%1,8) 2 yas iizerindeki sigirlara, 1’inin
(%1,2) ise 2 yas altindaki sigira ait oldugu belirlendi. Calismada yetiskin sigirlardan
gerceklesen izolasyon oranin geng sigirlardakine gore yiiksek cikmasi diger calismalarla
farklihik gostermektedir. Bu farklilikta cografik acidan degiskenlerin etkili olabilecegi
digiiniildi. Calhismada tiim Ornekler haziran ve temmuz aylarinda toplandigi icin

mevsimsel bir karsilastirma yapilamamustir.

Cig siitlerden E. coli O157:H7 izolasyonuna yonelik yapilan cesitli calismalarda,
¢ig siitlerde prevalansin oldukca diisikk oldugu ve % 0 ile % 10 arasinda degistigi
belirtilmektedir (Padhye ve Doyle, 1991). Heuvelink ve ark. (1998), yaptiklar1 ¢alismada,
1011 ¢ig siit 6rneginden hi¢ E. coli O157 izolasyonu gerceklesmedigini bildirmislerdir.
Italya’da yapilan sorbitol-negatif E.coli suslarmin arastirildigi bir ¢aligmada ise, inek ve
kecilere ait toplam 144 cig siit érneginden sadece 1’inden E. coli O157:H izole edildigi
belirtilmistir (Picozzi ve ark. 2005). Arjantinde immunomanyetik separasyon yontemi
kullanilarak yapilan bir ¢calismada, 150 siit 6rneginin hi¢ birinden STEC O157 izolasyonu
yapilmadig1 belirtilmistir (Roldan ve ark. 2007). Tiirkiye’de Oksiiz ve ark.’nin (2004) ¢ig
siit ve ¢ig siitten yapilmis peynirlerde E. coli O157 insidansina yonelik yaptiklar1 bir
caligmada 100 ¢ig siit orneginden sadece 1’inde (%1) E. coli O157 tespit edildigi

bildirilmistir.

Bu calismada 150 ¢ig siit orneginin 2’sinden (1,3%) E. coli O157:H7 tespit edildi.

Bu sonug Tiirkiye’de ve diger iilkelerde yapilan ¢alismalarla paralellik gostermektedir.

E. coli O157:H7 serotipinin ¢esitli gida, klinik ve cevre orneklerinde aranmasina
yonelik ¢esitli yontemler bulunmaktadir. Klasik yontemler biyokimyasal testler iizerine
kurulmustur. Gelismis testler ise genellikle serolojik yontemler iizerine dayandirilmistir ve
genellikle aragtirma laboratuvarlarinda uygulanmaktadir (Halkman ve ark. 2001). Klasik
yontemlerle E. coli O157:H7 izolasyonunda, yogun olarak bulunan normal flora varligina

bagh olarak siklikla yalanci negatif sonuglar alinabilmektedir. Ozelikle sigir orijinli fekal



orneklerde E. coli O157:H7 tespiti, bakteri sayisinin ¢ok diisiik olmasindan dolay1 olduk¢a
giictiir. Hedef bakterinin s1v1 ve kat1 besiyerlerinde gelisebilen yakin akraba tiirleri igeren
flora i¢indeki oraninin en diisiik % 1 olmas1 gerektigi olarak belirtilmektedir (Halkman ve

ark. 2001, Tutenel ve ark. 2003).

Selektif kati besiyeri olarak giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan sorbitollii
MacConkey (SMAC) agar ve bu besiyerinin ¢esitli modifikasyonlaridir. Bu besiyerinin
standart MacConkey agardan farki bilesiminde laktoz yerine sorbitol bulunmasidir. E. coli
O157:H7 serotipi sorbitol negatif oldugu icin besiyerinde renksiz koloniler olusturmakta
buna karsin sorbitolii kullanilan bakterilerin olusturdugu asitlik, bir pH indikatorii
yardimiyla kolonilerin kirmizi renkte goriinmesine neden olmaktadir (Koreman ve ark.
1997, Halkman ve ark. 2001, Topcu ve ark. 2002, Dunn 2003). Yapilan ¢aligmalarda
SMAC agar %100 duyarli, % 85 spesifik ve % 86 dogru sonu¢ veren bir besiyeri olarak
tanimlanmig iken ileri arastirmalarda SMAC agarin gida analizlerinde digki analizinde
oldugu kadar basarili olmadig1 belirtilmistir (Halkman ve ark. 2001). Fekal orneklerde
bulunabilecegi gibi daha cok cig siit ve dana etinden izole edilen Escherichia hermannii
sorbitol negatif olup E. coli O157 antiserumu ile agglutine olabilmekte ve bdylece E. coli
0157 ile kanstirilabilmektedir. Bu yiizden SMAC agarin yam sira sellobiyoz-MacConkey
agarda baz1 arastirmacilar tarafindan kullanilmakta ve boylece E.hermannii sellobiyoz

fermantasyonu ile E. coli O157’den ayirt edilebilmektedir (Halkman ve ark. 2001).

SMAC agar cesitli selektif ilaveler ile desteklenmekte ve besiyerine daha fazla
selektivite kazandirilmaya calisilmaktadir. Bu amacla en ¢ok cefiksim ve potasyum telliirit
kullanilmaktadir. (Halkman ve ark. 2001, Dunn 2003). Zadik ve ark.’nin (1993)
besiyerlerine yonelik yaptig1 bir calismada, CT-SMAC agarin, VT olusturmayan diger E.
coli’lerin tiremesini % 67 oraninda, Proteus spp., Aeromonas spp., Morganella spp. ve

Providencia spp.’nin tiremesini % 97 oraninda inhibe ettigi bildirilmistir.

Wells ve ark. (1991), 1266 saghkli siit ine8i diskisinda E. coli O157:H7
izolasyonuna yonelik mTSB ve SMAC agar kullandiklar1 ve mTSB’de 24 saatlik bir 6n
zenginlestirme uyguladiklar1 bir ¢alismada, 18 (% 1,4) ornekte izolasyon yaptiklarini

bildirmiglerdir. Yine mTSB ve SMAC agar kullanilarak yapilan bir ¢calismada; mTSB’de



18 saatlik bir 6n zenginlestirme ve SMAC agarda 18-24 saatlik inkiibasyon sonucunda 995
diski 6rneginden 31 (% 3,11) izolasyon gerceklestigini bildirmislerdir (Zhao ve ark. 1995).

Bu calismada diski 6rnekleri icin Zhao ve ark. (1995) kullandiklar1 yonteme benzer
sekilde on zenginlestirme besiyeri olarak novobiocin katkili mTSB kullanildi ve drnekler
37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Bu asamadan sonra E.coli O157 izolosyonunda en sik
kullanilan selektif besiyeri olan CT-SMAC agara ekim yapildi ve Ornekler 24 saat
inkiibasyona birakildi. Incelenen 150 diski 6rneginin 2’sinden (% 1,3) E. coli O157:H7
izole edildi. Caligmada kullanilan cig siit 6rneklerinden izolasyonda, Doyle ve Schoeni
(1987) tarafindan gidalardan E. coli O157:H7 izolasyonu icin gelistirilen yOntem
kullanildi. Yine Onzenginlestirme besiyeri olarak novobiocin katkili mTSB kullanild1 ve
selektif besiyeri olan CT-SMAC agara ekim yapildi. Incelenen 150 siit drneginin 2’sinden
(% 1,3) E. coli O157:H7 izole edildi. Digki ve siit 6rneklerinden elde edilen izolasyon

oranlar iilkemizde ve diinyada gerceklestirilen ¢calismalar ile paralellik gostermektedir.

Wang ve ark.(2002) , 81 E. coli O157:H7 susunun virulans faktorlerini
arastirdiklant bir calismada, 32 (%39) susun VT1, 68 susunda VT2 (%83) iirettiklerini
belirtmiglerdir.

Calismada izole edilen 4 E. coli O157:H7 susundan 1’inin (%25) Stx1 iirettigi
tespit edildi. izole edilen suslardan hic birinin Stx2 iiretmedigi belirlendi. Bu sonucun diger

caligmalarla farklilik gostermesi izolatlarin sayisinin yeterli olmamasi ile agiklanabilir.

Bu calisma ile Ege bolgesinde bulunan sigirlardan kiiltiirel yontemler kullanilarak
E. coli O157:H7 izolasyonu gerceklestirildi ve Tiirkiye’de gerceklestirilen bir ¢ok
caligmadan farkli olarak suslarin verotoksin iiretip iiretmedikleri belirlendi. Sunulan bu
calismanin, Tiirkiye’de gerceklestirilecek E. coli O157:H7 izolasyonuna ve verotoksin

arastirmalarina yonelik diger calismalar icin yarar saglayabilecegi diistiniilmiistiir.



5. SONUC

Ege bolgesinde bulunan sigirlardan alinacak siit ve diski Orneklerdeki E. coli
O157:H7 bakterisinin varligi ve verotoksin iiretip iiretmediginin belirlenmesinin
amagclandigi bu calismada, sigirlardan alinan 150 digki ve siit 6rneginden 2’ser (% 1,3) E.
coli O157:H7 izole edildi. Siit 6rneklerinden izole edilen E. coli O157:H7’lerden sadece
birinin VT1 {irettigi belirlendi. Boylece Ege Bolgesi sigirlarinda E. coli O157:H7 varligi ve

verotoksin tirettikleri gosterilmis oldu.

Calismada klasik yontemler kullamildi. Boylece E. coli O157:H7 izolasyonunda
kiiltiirel yontemlerin kullanilabilirligi ve verotoksin analizin yapilabilecegi belirlendi.
Sunulan bu calismanmin Tiirkiye’de gerceklestirilecek verotoksin belirlenmesine yonelik

diger caligmalara faydali olabilecegi diisiiniildii.

Bu calisma ile; E. coli O157:H7‘nin insanlar i¢in patojen oldugu ve diinyada letal
etkili bir ¢ok salgina yol a¢tig1 goéz Oniine alinirsa, ¢iftlikler ve kdy evlerinden baglayarak
gida iiretim ve satig yerlerinde, hammaddeden son iiriine kadar genel hijyenik kurallarin
uygulanmasinin ve kros-kontaminasyonu engelleyici onlemlerin alinmasinin gerekliligi

ortaya konuldu.



OZET

Ege Bolgesindeki Sigirlarin Siit ve Diski Orneklerinden Escherichia Coli 0157:H7
Izolasyonu ve Verotoksinlerinin Belirlenmesi

Escherichia coli O157:H7 ilk kez 1982 yilinda ABD de meydana gelen 2 ayn
hemorajik kolitis salgin1 sonucu tanimlanmaya baslamistir ve en sik izole edilen enterik
patojenlerden biridir. E. coli O157:H7 ile infekte olan kisiler asimptomatik olabilir, kanl
yada kansiz diare, hemolitik iiremik sendrom ve trombotik trombositopenik purpura
semptomlar1 gosterebilir. Shiga-benzeri toxin iireten Escherichia coli (STEC), Vero toxin-
tireten E.coli (VTEC) olarak ta adlandirlir, infeksiyonu gida kaynaklidir ve sigirlar STEC

infeksiyonunun birincil rezervuari olarak belirtilmektedir.

Calismamizda, Ege bolgesinde bulunan sigirlardan alinacak siit ve diski
orneklerdeki E. coli O157:H7 bakterisinin varlifi ve verotoksin iiretip iiretmediginin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu calismada, incelenen 150 siit ve 150 digki 6rneginden 2 si
siit diger 2 si ise digski orneklerinden olmak iizere 4 (%1,3) E. coli O157:H7 izole edildi.

Siit 6rneklerinden izole edilen suslardan 1’inin VT1 iirettigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler : Sigir, E.coli O157:H7, izolasyon, Verotoksin



SUMMARY

The Isolation of Escherichia Coli O157:H7 in milk and feaces of cattle in Eagean

Region and determination of their verotoxin

Escherichia coli O157:H7 was first identified as a human pathogen following two
geographically separate outbreaks of hemorrhagic colitis in the United States in 1982. E.
coli O157:H7 was one of the most common enteric pathogen isolated. Persons infected
with E. coli O157:H7 may be asymptomatic, symptoms may include diarrhea, bloody
diarrhea, hemolytic-uremic syndrome, and thrombotic thrombocytopenic purpura. Shiga-
like toxin-producing Escherichia coli (STEC), also known as Vero toxin-producing E. coli
(VTEC), infection in humans is food-borne and that cattle act as a reservoir for STEC
infection. The aim of this study was, investigate the presence of E. coli O157:H7 in milk
and faeces of cattle that taken from Aydimn and Izmir region and determine their verotoxin

production capability.

In this study, 4 (%1,3) E. coli O157:H7 isolated from 150 milk and 150 faeces.
Two E. coli O157:H7 isolated from both milk and faeces sample and we determine that

one of the isolate taken from milk produce VTI.

Key Words : Cattle, E.coli 0157:H7, Isolation, Verotoxin
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