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ONSOZ

Mastitis, sut ciftliklerinde temel bir problem gturmakla berabeE. coli kaynakh
mastitisin insidansindaki agtive siddetli semptomlari nedeniyle gsrlarda 6nemli bir
hastalga neden olmaktadiE. coli kaynakli mastitis kavrami, ¢cevredeki organizmalsgi
fekal kontaminasyon sonucu g¢an meme kontaminasyonunu icermektedir.

Shiga-toksini Ureterk. coli (STEC) izolatlari gida kaynakli patojenlerin 6neimi
grubunu olgturmaktadir. Ayrica bu slar insanlarda ciddi gastrointestinal hastaliklaea
hemolitik Gremik sendrom (HUS) gibi komplikasyordareden olmaktadir.

Sigir, koyun ve keci gibi evcil ruminantlar, insandafeksiyonlara neden olan STEC
sularinin temel rezervuarlar olarak bilinmektediu Bakterilerin patojenitesi Stx1 ve Stx2
genleri tarafindan kodlanan Shiga toksinleri arggila, bairsak mukozasindaae genine
(intimin) sahip attaching-effacing (AE) lezyonlauwe enterositlere l@anan patojenite
adalarinin varfi ile gerceklemektedir. STEC sdar ilk adherens icin gerekli genlere ve
attaching-effacing (AE) lezyonlarina neden okzae genlerine sahiptir. §ir hastaliklarina
neden olan non-STEC gardaki eae pozitif genlerin rolinin tam olarak bilinmemesine
ragmen bu sglarin insanlarda hastalik yapan enteropatojefikcoliye benzer oldgu
saptanmytir.

Bu calsmanin amaci Aydin ilindeki girlarda mastitisli inek sttlerinden izole edilen
STEC sglarinin virulans genleri ve serogruplarini belirkgtir. Bu calgma d@rultusunda
Aydin yoresindeki @ir isletmelerinden alinan mastitisli stt 6rnekléti coli agisindan
incelenm§ ve serogruplandirma ile birlikte toksin saptanmbasdeflenmitir. Ozellikle
yetistiricili gi ¢cok yapilan sit girlari 6érnekleme materyali olarak kullanigor. Boylece
yetistiricilere rehber olunmasi, ayrica molekiler metoti etkin olarak uygulanmasi
amaclanmytir.

Bu argtirma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arama Projeleri Birimi (VTF
12027 no’lu proje) tarafindan desteklenmektedir.
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1. GIRIS
1.1. Tanimi

Escherichia colilk olarak 1885 yilinda Theodor Escherich taradindanimlanngtir.
OnceleriBacterium coli communelarak bilinen bu mikroorganizma daha soBEsxherichia
coli olarak adlandiringtir. Bu bakteri, uzun yillar insanlar ve sicakkahmyvanlar ile
kuslarin normal bgirsak florasinda bulunan ve patojen olmayan faktiltabir
mikroorganizma olarak kabul edilgtir (Nataro and Kaper 1998, Wasteson 2002, Fainerot
ve Nadeau 2006, Walker 2008).Ancak 1920'li yillardianer sistem enfeksiyonlarina ve
1940'll yillarda da c¢ocuklarda gastroenteritise eredldigu belirlenmgtir (Fratamico ve
Smith 2005). Yapilan agarmalarin artmasiyla, enteritis, Urogenital enfeéslar, yara
enfeksiyonlari, mastitis, septisemi ve meningitts gastaliklarin patojenik etkenleri arasinda

da bulundgu anlgilimistir (Wasteson 2002).

Escherichia coli (E. coli), insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemibdieinan
predominant fakiltatif anaerob olarak bilinen graegatif bir basildir. Bu organizmalar
genellikle konak hicreye zarar vermedenguindan itibaren bebeklerin gastrointestinal
sistemlerinde kolonize olmaktadir (Drasar ve ai¥74, Bettelheim ve Lennox-King 1976).
Son zamanlarda ise gerblciide insan hastaliklarinin kagna teskil edenE. coli klonlari
gelismistir. Nataro ve Kaper (1998. coli bakterisinin 6nemli bir transformasyongradigini
ve bunun sure@mi bildirmistir. Bu ¢ercevede, Bangicta bgirsaklarda zararsiz bir bakteri
olarak gorulenkE. colinin bazi syglarinin artik insan ve hayvanlarda hag@alneden olan
patojenler oldgu anlgilimistir. E. coli nedeniyle olgan hastalik salginlari binlerceskii
etkileyebilmekte ve uluslararasi myatlerde yer tutabilmektedir (Nataro ve Kaper 1998,
Petridis ve ark. 1998, Kaper ve Karmali 20@8)coli kaynakli enfeksiyon sonucunda 3 klinik
sendrom go6zlenmektedir: i) enterik/ishalli hastalk ii)triner sistem enfeksiyonlari,

iii)sepsis/meneniit.

E. colinin patojenik swglari farkli patotiplere ayrilabilmektedir, her pafoise farkl
bir hastalga neden olmaktadir (Kaper ve ark. 2004). Tum paltatiiki buyidk gruba
ayrilabilir: intestinal patojenilE. colive ekstraintestinal patojenik coli. intestinal patojenik
E. coli kolonizasyon ile birlikte diyaregiddetli kolitis, dizanteriye neden olmaktadir.



Ekstraintestinal patojenikE. coli ise Uriner sistem enfeksiyonlari ve septisemilgod

acabilmektedir.

En yaygin ekstraintestinal patotip, Uriner sistemfeksiyonlarina neden olan
Uropatojenike. coli (UPEC)’ dir. Bu grupta yer alan gkr 6nemli patotip ise menenjit/sepsis
iliskili E. coli (MNEC)dir. ilging bir durum olarak, fonksiyonel catnalardaki genomik
karsilastirma farkli UPEC izolatlari acisindan virulans kgemin belirlenmesinde 6nemli
olmaktadir (Johnson 2003). Boylece bazi spesitigrahtif kombinasyonlarinin Uriner sistem

enfeksiyonu ve yangiya yol agtiséylenebilmektedir.

Intestinal patojenilE. coli cok sayida patotipten meydana gelmektedir. Butipdeo;
enteropatojenile. coli (EPEC), enterohemorajik. coli(EHEC, STEC), enteroinvazig. coli
(EIEC), enteroaggregati. coli (EAEC), enterotoksijenilE. coli (ETEC) ve diffiz adherent
E. coli(DAEC)’ dir (Kaper ve ark. 2004). Ayrica Crohn halgtinda adherent invazik. coli
(AIEC) swlarinin da varlg saptannstir (Barnich ve ark. 2007). Bu patotiplerin heribir
benzer virulans genleri ggyan yakin ilgkili organizmalarin bir koleksiyonundan
olusmaktadir. Orngin; bitiin ETEC izolatlari benzer yapida isi-latibg 1si-stabil toksinler
Uretebilmektedir. Aynisekilde butin EPEC izolatlar virulans icin gerekllan tip 1l

sekresyon sistemine sahiptir (Kaper ve ark. 2004).

DiyarojenikE. coli sislarinin siniflandiriimasi ise; adhezyon, invazivteksin dretme

yetengine dayanmaktadir (Cizelge 1.1).

Cizelgel.1.DiyarojenikE. colinin 5 farkli sinifinin karakteristik 6zellikleriNataro ve Kaper
1998, Robins-Browne 2000 ).
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1.2. Escherichia coli’'nin Siniflandiriimasi

1.2.1. Taksonomik Siniflandirma



E. coli, Enterobacteriaceae familyasinaaitgram-negatibrssiz vecubuksekilli bir
bakteridir. Bu bakteri genellikle karakteristik bkimyasal reaksiyonlar yardimiyla identifiye
edilmektedir. E. colinin glukozu fermente etme yetefieve gaz olgturmasi temel
karakteristik 6zellidir. E. coli tespitinde sitrat testi negatif(%99), metil redzipd (%99),
Voges-Proskauer negatif (%100) sonu¢ vermektedirica -galaktosidaz tretimi (%95) ve
indol dretimi (%98) gercekirken, hidrojen sulfid (%99) yada Ure hidrolizi (%9
olusmamaktadir (Farmer ve ark. 1985).

E. coli’ nin biyokimyasal testlere vegireaksiyonlar Cizelge 1.1' de belirtilghr.
E. coli O157:H7' nin dier E. coli ler icin gelistirilmis biyokimyasal testlere oranla ayni

reaksiyonu verdj belirtiimektedir (Koneman ve ark. 1997).

Cizelge 1.2 E. colibiyokimyasal 6zellikleri (Koneman ve ark. 1997)

Biyokimyasal Testler Escherichia coli
indol +
Metil red +

Voges Proskauer

Sitrat -

Lizin dekarboksilaz

Arjinin dihidrolaz

<l <| +

ONPG

Sar1 Pigment -

*

Laktoz

Sorbitol +

Mannitol +

Adonitol -

Sellobioz -

* E. coliO157 syglari sorbitol negatifdir. V:Sglarin %11-%89'unda pozitifdir.

E. coli; nutrient agar ve kanli agar gibi genel besiyener MacConkey (MC) agar,
Eosine Methylen Blue (EMB) agar gibi selektif veedansiyel besiyerlerinde 37 °C'de 24
saatte yuvarlak 1.2 mm capinda, parlak, dizgunrkerg tipli koloniler meydana getirir.
Etken laktozu fermente eltiicin MC agarda pembe renkli koloniler, EMB aganaetalik
refle gorinimunde koloniler afturur. Ayrica besiyerlerinde kenarlari dizgin olamray



kicuk ve kuru gorinuimlia R- tipli koloniler ile muikib 6zellikteki koloniler de goralir.
Genellikle, patojen olan bazi gar kanli agarda hemoliz alfturma yetengindedir.
Buyyonda kisa bir sure icerisinde hafif bir buldrklolusturarak trer (Bisping ve Amtsberg
1988, Erensoy 1990).

E. coli O157:H7 serotipi icin glukozdan gaz gurma yeteng pozitif, Ureaz
aktivitesi ve HS olwturma yeteng negatiftir (Topcu ve ark. 2002).

E. coli O157:H7 optimal treme 1sisi 37 °C olmasingmran 20-40 °C'de, optimal
pH'sI 7-7,2 olmasina gaen pH 5-8'de de Ureyebilmektedizgir ve Akan 2002). Doyle ve
Padhye yaptiklar bir cgmada -80 ve -26C'lerde dondurulmukiymalarda, 9 ay boyunca
canhligini surdurebildini tespit etmglerdir (Temelli 2002).

E. coli O157:H7 serotipinin yiksek tuz konsantrasyonlardza diren¢ gostergi
belirtiimektedir (Kehl 2002). Glass ve ark. (1993jafindan yapilan bir aggrmadaE. coli
0O157:H7'nin 200 ppm nitrit ve % 4 NaCl iceren ve '9H5,6 olan sivi besiyerinde
gelisebildigi bildirilmi stir.

1.2.2. Serolojik Siniflandirma

Hem patojenik hemde non-patojertik coli swlari benzer biyokimyasal reaksiyonlar
olusturmaktadir. Bu nedenle serotiplendirme, hastalikilaskili E. colisuslarinin
identifikasyonu ve siniflandiriimasi icin kullamlaen guvenli yontemdir. Serotiplendirme,

ylzey yapisinda bulunan antijenik farkliliklara dagnaktadir.

E. colinin serotiplendiriimesi 4 temel ylzey antijeningrg yapilmaktadir:ii) O
(somatik), ii) H (flagellar), iii) K (capsular)(Liove ark. 1996) ve iv) F (fimbrial) antijendir
(Orskov ve ark. 1982). Somatik (O) antijenler, sth¢®) E. coli sularinin hiicre duvar
yapilarinda bulunan lipopolisakkarit kompleksindelusmaktadir. Polisakkarit-tekrarlayan
Unitelerin  immunojenitesi, O antijenlerin spesditd icermektedir. Bu tekrarlayan
bdlgelerden yoksun bazi gar ise rough(R) olarak bilinmektedir. Herbiri ayyir serogrubu

ifade eden 170 farkli O antijeni tanimlargim (www.microbionet.com.au

Flagellar (H) antijenin antijenik g#lili gi, flagella yapisinda bulunan farkl tiplerdeki

flagellin proteinine dayanmaktadir. Fakat flagellgelismis hiicreler organizmanin yari-kati



agardan pasajlanmasiyla elde edilebilir. Harel@thayan bu sglar non-motile(NM) yada
H- olarak ifade edilmektedir (Chandler ve Bettethdi974).

Kapsuler (K) antijjen, O-spesifik lipopolisakkaritte bgimsiz  olarak

asidikpolisakkaritlerden meydana gelmektedir (lverark. 1996).

Fimbrial (F) antijenler, protein6z molekiler yapilailinmeden 6nce K antijenleri
olarak tanimlanmtir, fakat kendi yapilarinin ortaya cikmasiyla Ktigm profilinden
ayriimistir (Orskov ve ark. 1982).

1.3. STEC Nomenkilatur

Escherichia coligenellikle insan ve hayvanlarin gpesaklarinda normal mikrofloranin
bir pargasi olan nonpatojenik tyelere sahip, gkratirak heterojen bakteri grubudur. Ancak
bu bakterilerin belirli alt turleri intestinal veyakstraintestinal hastgh neden olan genlere
sahip olmaktadir (Kaper ve ark. 2004). Enterik &lagt neden olak. coli, virulans faktorleri
ve sahip oldgu mekanizmalara dayanarak patotiplere ayriimaktddataro ve Kaper 1998,
Kaper ve ark. 2004). Shiga toksin olarak adlarehrigicli bir sitotoksin salgilayan Shiga
toksin Ureterk. coli (STEC) bu patotiplerden birini adturmaktadir. Ayrica STEC verotoksin
UretenE. coli olarak da adlandirilmaktadir. Shiga toksin (Stx)nadhigella dysenteriae
serotipl tarafindan Uretilen bir sitotoksine benesimden almaktadir (O’Brien ve ark. 1982),
Verotoksin (VT) ise Vero hucreleri icin sitotokiteye neden olmaktadir (Konowalchuk ve
ark. 1977). Son zamanlarda, 2 toksinin mgib@nzerlginden dolayi Verotoksin-lretef. coli
swlarindan STEC olarakta bahsedilmektedir (O’'Brien ar&. 1982, O'Brien ve LaVeck
1983). Hemorajik kolitis(HC) ve hemolitik Gremikregroma neden olan STEC, ayni zamanda
Enterohemorajike. coliolarak da adlandiriimaktadir (EHEC; Levine ve d&%87, Nataro ve
Kaper 1998).

1.4. STEC sglarinin Epidemiyolojisi
1.4.1.1.insanlarda STEC serotipleri

E. colinin O157:H7 serotipi ilk kez 1975 yilinda kanlhai bulunan bir hastadan
izole edilmitir. Bu vaka sporadik bir HC(kanli ishal) vakasiamk kaydedilmjtir. Bu



vakadan sonra 1982 yilina kadar hicbir vakadan @i5b8erotipi izole edilmengiir. E. coli
0157:H7'nin bir insan patojeni oldu ilk kez 1982 yilinda ang@mistir. ABD’nin Oregon ve
Michigan eyaletlerinde 1982 yilindagsi etinden hazirlanmgi kofteli hamburger yiyen
insanlar arasinda 47 skile siddetli karin &risi ve sulu ishalle Byan ve kanli ishale
donisen atgsiz veya ¢ok az agke seyreden iki hastalik salgini ehoustur. insanlardaiddetli
kanl ishalle seyreden bu iki salginin gnalmasi sonucunda, bu salginlara ayni hizli yemek
lokanta zincirinden elde edilerek iyi spilmeden tuketilen hamburger koftelerinden
kaynaklanan ve daha dnce patojen olarak tanimlaam@yantijen 157 ve H antijen 7 olarak
ifade edilen bilE. coli sisunun neden oldiu belirlenmitir (Riley ve ark. 1983, Wells ve ark.
1983, Rocchi ve Capozzi 1999, FSIS 2001, Federrke2903).E. coli O157:H7 olarak
tanimlanan bu sun, antijenik, fizikokimyasal ve immunolojik olarake biyolojik etkileri
yonidnden birbirlerinden farkl Stx’e benzer toksinkireten ve HC ve HUS’a neden olan
EHEC kategorisine ait olgu tespit edilmjtir (Chinyu ve Brandt 1995, Armstrong ve ark.
1996, Reilly1998, Schlundt ve ark.2004, Karch e @005, Yoon ve Hovde 2008E. coli
0157:H7'nin toksinleri Stx’e benzemektedir ve Vdrdcre kulturleri igin toksijeniktir. Bu
toksinleri UretenE. coli swlari VTEC veya STEC olarak bilinmektedir. Bu patuje
toksinleri VT1, VT2, Stxl ve Stx2 olarak adlandmwaktadir (Armstrong ve ark. 1996,
Wasteson 2002, Tarr ve ark. 2005). Bu toksinlein coli O157:H7 enfeksiyonunun
patojenitesinde dwudan ve o6nemli bir rol oynagh distntlmektedir (Chinyu ve Brandt
1995).

STEC syglarinin O157:H7 serotipi; ilk kez HC ve HUS hastahda saptanan, en
bilinen serotipidir (Riley ve ark. 1983). Bu semtcok sayida salgin ve hastalik vakalarindan
sorumludur (Griffin ve Tauxe 1991). Molekiler gdketalismalari, EPEC bakterisinin bir
swu olarak bilinenE. coli O157:H7’ nin Shiga toksin genlerini kazanmasiyéna virulent
bir organizma olarak geligini gostermektedir (Whittam ve ark. 1993). Fakat5@QH7
disinda 100" den fazla STEC serotipi ciddi insan &ladar ile iliskilendirilmektedir
(Cizelge 1.3). ABD' de HUS vakalarinin % 20-25’inikaynaini non-O157 STEC
olusturmaktadir (Johnson ve ark. 1996). 1980’ |i ydiam bu yana géli Avrupa ulkelerinde
g0Ozlenen HUS vakalarinin % 10-30’ una non-0O157 STE@en olmaktadir(Caprioli ve ark.
1997, Bonnet ve ark. 1998)nsan hastaliklari ile #kili en yaygin non-O157 STEC
serotipleri; 026:H11, O103:H2, O111:H-, 0128:H2Q#13:H21’ i icermektedir (Griffin ve
Tauxe 1991). Non-O157 STEC serotiplerinin etiydddinemi, STEC O157:H7 serotiplerini
iceren salginlarla gkilidir. STEC O157:H7/H- salginlarinda, sadece agkoireyde STEC



0157:H7/H- rastlanmngtir. Diger bireylerde ise non-O157 STEC saptagimi Bu durum
STEC 0O157:H7/H- salginlarinda non-O157 STEC sdmiign de 6nemli rol oynagini
gostermektedir (Goldwater ve Bettelheim 1998).Akerda STEC’ in O157:H7 serotipi
gidalarda bulunan patojenlerin biyuk birggalugunu olgturmaktadir. Non-O157 STEC
serotipleri ise insan ghg! icin major komplikasyonlari okiurmasina rgmen 0157:H7

serotipi gibi gidalardan dnemli miktarlarda izotlememitir (Johnson ve ark. 1996).

Turutaglu ve arkadglar 2002 yilinda yaptiklari camada; ¢ sutteEscherichia coli
0157:H7 serotip vaginin, sgir mastitis etkeni olup olmagini argtirmislardir. Bu amacla;
382mastitisliineksitlerindenizole  edilen coliswlarininSorbitoIMacConkey  (SMAC)
agardakultire edilngiirvelateksaglitinasyonyontemiiletest editii.  Suslarin - hicbirie.
coliO157:H7olarak tespitedilrgtir. 382 mastitisli st numunelerinin sonuclarietendginde;

% 26.2’ sininStaphylococcus aureu%o 20.9Koagulaz Negatif StafilokoRo 13.0E. coli, %
10.9Streptococcus uberis, % 6.3 Streptococcus dysgaéa®bo 1.6 Streptococcus agalactiae,
% 1.0 Citrobacter freundiiand Candida albicans, % 0.5 Actinomyces pyogenes
Pseudomonas aerugings&nterobacter aerogeneand Bacillus spp varligi saptanmstir.
SMAC agarda sorbitolu fermente eden 50 dfletoli silarinda 24 saat icinde O157 lateks
testinde aglltinasyon gercekheedisi icin swlarin  higbiri E. coli O157:H7 olarak

tiplendirilmemitir.
1.4.1.2 insanlarda STEC'in Cografik Da gilimi

STEC, gelmis Ulkelerin oldukga dnemli bir sorunudur (Johnsonavie. 1996, Elliot
ve ark. 2001). Sorbitolu fermente edemeydhglukuronidaz-negatif O157:H7 STEC
serotipleri; Amerika, Kanada, Japonya ireiltere’ deki HC ve HUS hastalarindan izole
edilmistir.  O157:H- EHEC sglarinin buydk c@unlugu Avrupa ve Avustralya’ daki
orneklerde saptangtir (Karch ve ark. 1993, Robins-Browne ve ark. 1998prioli ve Tozzi
1998). Sili, Arjantin ve Avustralya gibi Ulkelerde non-O15BTEC serotipleri HUS
vakalarinin cgunlugunu olyturmaktadir (Ojeda ve ark. 1995, Lopez ve ark. 198&bins-
Browne ve ark. 1998, Elliot ve ark. 2001). Avusgedl da gorilen HUS salginlarinin
arastirlimasi sonucunda, STEC O111:H- serotipinin mkastaliklarinin en énemli kayhal
olusturdugu bildirilmistir (Cameron ve ark. 1995, Henning ve ark. 1998p&le ark. 2001).
STEC sglarinin  026:H-, 0113:H21, O130:H11, OR:H9, O157:¥nt:H7 ve Ont:H-
serotipleri ayrica Avustralya’ da 4 yil suren etojik bir calismadan sporadik vakalar

tarzinda izole edilngtir (Elliot ve ark. 2001).



STEC syglarinin yaklgik 500 serotipi insan hastaliklarindan izole edgéme rg&men,
en az 10 O-serogrubu vakalaringgadan sorumlu olmaktadir (Blanco ve ark. 20048kl
1.1). C@u ulkede, O157:H7 serotipi bir cok hastalik ilgkiiidir. Danimarka’da 312 STEC
enfeksiyonunun %26’ sinin kaylai O157 STEC sgan oluturmaktadir (Nielsen ve ark.
2006). Bu sglarin % 68’ i ise 8 O-serogrubuna (0157, 0103, 1326, 0117, 0145,
0128, O111) sahiptir. Bu izolatlarin %8iddetli hastaliklara neden olmaktadir. 026, 0103,
0111 ve 0145 gibi bazi serogruplarggotlkede sikhkla gorulirken; 0157, 0103, 0146,
026, 0117, 0145, 0128, 0111 gibi serogruplarin nemdusu hastaliklarin gorilme sk
desisiklik gostermektedir. Orngn; Arjantin’ de yapilan bir cajmada kanh ishal, HUS ve
kansiz ishalli 99 cocuktan izole edilen 103 adeESTsyunun %59’ unda O157:H7 ve
0O145:NM, 026:H11, O113:H21, O174:H2, 0O8:H19, O14%Hgibi yaygin serotipler
saptanmytir (Rivas ve ark. 2006). Amerika Bigi& Devletleri’ nde yuruttulen kapsaml bir
calismada, Jelacic ve arkagdiar (2003) 82 adet STEC garinin % 32’ inde O157:H7/H- ve
en yaygin serotipleri (026:H11, O121:H19 ve O1@:Bulunmutur. Brooks ve arkadtari
(2005) ; 1983-2002 yillarinda Bigi& Devletleri’ ndeki hastalardan izole edilen 948et
nonO157 STEC silarini incelemy ve baskin serogruplarini tespit eftimi (sirasiyla
026,0111,0103, 0121, 045 ve 0O145).
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Sekil 1.1. Insanlardaki hastaliklarlagkili olan Shiga-toksini reteE. coli serotipleri (Gyles
2007). (Danimarka icin olan veriler Nielsen ve arkglda, Arjantin icin olan veriler
Rives ve arkadgari (2006), ABD1 icin olan veriler Jelacic ve adkslari, ABD2 icin
olan veriler Brooks ve arkaglari(2005) tarafindan alingtir. Brooks ve arkadgari
sadece non O157:H7 STECskuni incelemglerdir. O157:H7 ylzdesi ise Jelacic ve
arkadalari tarafindan incelenstir.NT: Tiplendirilemeyen serogruplar)



1.4.2. Ruminantlarda STEC

STEC sylarinin genel habitati, 6zelliklegr ve koyun gibi ruminantlarin intestinal
sistemleridir (Beutin ve ark. 1993, Kudva ve arR9&, Beutin ve ark. 1997, Kudva ve ark.
1997). Sgir ve koyun gibi ruminantlarin gkilari ile kontamine gidalar, insanlarda
enfeksiyonlarin temel kaygai oluturmaktadir. Mezbahalarda iseskli ve bairsak
iceriklerinin ete bulgmasi kontaminasyona neden olmaktadir. Oncelikle giizeyine
bulssan patojenler, etin parcalanmasiyla i¢ kisimlardeysmektedir (Brooks ve ark. 2001).
Iyi pisirilmemis etin tuketilmesiyle insanlarda hastaliklargozlektadir. Sekil 1.2'de STEC’
in ruminant rezervuarlarindan gida stoklarina munedegiris yollari aciklanmytir. Genellikle
bir ruminant tariiniin gastro-intestinal sistemineglggen STEC serotipleri, ger ruminant
konaklarindan da izole edilmektedir (Beutin ve d®93, Beutin ve ark. 1995, Beutin ve ark.
1997, Djordjevic ve ark. 2001). STEC 0157:H7 birgokan hastaliklarina neden olurken,
gida ve hayvan gkilarinda bulunan non-O157 STECskuwnin izolasyon orani STEC
0157:H7’ ye gore daha yuksektir (Willshaw ve Smiii92, Johnson ve ark. 1996, Djordjevic
ve ark. 2001). Bu ylzden insanlar, gida wkidkaynakli non-O157 STEC serotiplerine daha
sik maruz kalmaktadirSekil 1.2 ile Shiga-toksin Ureteischerichia colnin insanlara
yayllmasinda girlarin roli gortlmektedir. Sirlar cok buylk oranda STEC rezervuari
olmaktadirlar. Bakterinin gegi et, sut, direkt kontakt, kontamine su ve gidauytd
olmaktadir. Besi girlar ise insanlarda hastgh neden olan 0157:H7 STEC igin buyuk
oranda kaynak okurur. Sgirlardaki STEC populasyonu Kar gibi diger kaynaklar yoluyla

insanlarda enfeksiyona yol acémsandan insana enfeksiyonda s6z konusu olmaktadir.
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Sekil 1.2.Insan gida zincirinden ruminant rezervuarlarina STEGE semasi (Armstrong ve
ark. 1996).

Epidemiyolojik aratirmalar, STEC O157:H7 ve g#i non-O157 STEC serotiplerinin
temel rezervuarini irlarin olwturdusunu gostermektedir (cizelge 1.3)(Griffin ve Tauxe
1991, Hancock ve ark. 1994, Zhao ve ark. 1995, IChéB8). En yaygin §ir STEC
serotipleri; 026:H-, 026:H11, 091:H21, O103:H2, @H- ve O111:H8’ dir. Bu serotiplerin
tumunun insanlarda hasig neden oldgu bildiriimistir (Butler ve Clarke 1994). Kuzey
Amerika ve Avrupa’ daki @rlarda O157 STEC prevalansinin %0-10 arasindasiiig
bildirilmi stir (Armstrong ve ark. 1996). Fakat son zamanlaHigdlaran ve Summer’in
calismasinda (2001), Avustralya’ daki sugisiarinda 505 adet fekal 6rnekte sadece 1 adet
0157 serogrubunun saptagdbildiriimistir. Avustralya’ da 1796 adet gigkli sigirlari iceren
bir calsmada ise, 69 adet STEC serotipi saptahmiBu calgmada siirlarda non-O157
STEC prevalansi yiksek oranda bulunurken, sadece®sgirda STEC O157:H7/H- vagi
tespit edilmgtir(Hornitzky ve ark. 2001).

1.4.3. STEC Enfeksiyonu

Insanlarin kontamine gida tiiketimi yada hayvanlddgrudan temasi sonucu STEC
enfeksiyonu goézlenmektedir. Bu enfeksiyon binlektgyi etkileyen sporadik bir vakadir
(Griffin and Tauxe 1991, Karmali 2004). Et (6zdbilkaz pgsmishamburger eti), hazir sosis,
cig sut, peynir, pastorize edilmegnielma ve meyve suyu, marul, kavun, yoncafilizi,
turplahanasi, icme suyu, banyo suyu ve hayvantbogaudan temas enfeksiyon kaynaklarini
olusturmaktadir $ekil 1.2). Hamburger eti, Kuzey Amerika’ da O157:ldnfeksiyonunun
temel kayngl olarak saptanmasina graen Avrupa kitasinda bir etken olarak tespit
edilmemitir (Karch ve ark. 1999). Bujana, ksiden kkiye yayilim ile gerceklgmektedir.
0157:H7 icin enfektif doz 50-100 adet bakteri olmiere cok dgiikttr (Tilden ve ark.
1996, Bell ve ark. 1994)insanlarda STEC enfeksiyonu sulu ishal, kanli isteala akut
bobrek yetmezfii, mikroanjiopatikhemolitik anemive trombositopeiie karakterize olan
hemolitik tremik sendrom(HUS)’ a neden olabilmektg&armali ve ark. 1983, Nataro ve
Kaper 1998, Welinder-Olsson ve Kaijser 2005). Hetikoliremik sendromvakalarinda
bobreklerin yani sira merkezi sinir sistemi, &kej pankreas ve kalp gibi gir organlarda
etkilenmektedir. HUS sendromu O157:H7 STEC ile ki&eireylerin %5 — 10’ u arasinda
gorulmektedir (Griffin ve Tauxe 1991piddetli komplikasyonlara ise 5 yadan kucuk
cocuklar ve yglilar cok duyarhdir.



Cizelge 1.3.Insan, suir, koyun ve dier kaynaklardan izole edilen non-O157 STEC
serotipleri (Anonim 1).




Cizelge 1.3.Insan, siir, koyun ve dier kaynaklardan izole edilen non-0157 STEC seraiipl

(devami)

Oan 016121 026,H12 051142 OT5H-
O75.HS (88,18 10352 O113.HS 0121 610
75 HY 088,121 O103.106 O113.H19 O121.H11
7540 D8R H25 010317 G137 O121LH19
07517 85, H49 O103.H21 [F10FA 1] O123.H-
076.HT OR9.H- OII3H14 O113.H32 (M23.H?
076119 0 - 0103.H25 0113.H53 (125 H-
076,121 [SLIR} P O103. 138 011317 0125, H14
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O87.H31 O12.H21 O113.H2 O121.H- 01361120

Cizelge 1.3.Insan, suir, koyun ve dier kaynaklardan izole edilen non-O157 STEC
serotipleri (devami).



RS-

: O103.H- O113.14 OIILHY 01 36 140
D137 H4l 014 H? O165.H25 OX3.H- OR. H4Y
DI C150.H- O166.H12 OX5.H2 (ST
O138.H2 O150.HS O166.H13 (N3 HY ORH?
OI34LHY O HID O 66 H4Y OX3H2 OrHI1
[L1EER T OI5LHI2 O168.H- OX3.H43 o
o139 0152.H- 1651 OX3.HAY 0714
Q139.H19 015214 0169, H- DX3HR O1.H7
O 4dh 132 (1531 O169.H? OXT.HIG OTHS
0141.H- 0153H2 O1TOHE OX177.H- [SSRTL]
141514 0153118 (NTIHE OX178.H7 SRR L1
O141.H7 Q153 HY 171125 OXITEHIY OLHI
Q141 HE 0153112 0172.1- ORH- OTHI2
0142 H34 O153.HI1 OIT2LHIG ORI OTHI3
0143.H4- 0153, H21 0172.H21 ORH4 OTHIG
144, H1 Q133 H2E O173,H2 ORITT LR A T
O145.H- Q153 H3 174:H2 RIS OT.HI19
145 H8 53 H3 1 74:H8 OR_HS O H
0145 H16 o183 H? O17T4.H21 YR HTD nHLe
(145, HI5 0156.1- O175:H16 ORI 07 H25
O145.H28 0156, 17 O28ae,FI21 ORHIZ2 07 HM
ll_;.'ﬂ#E.H? 1%6,HE O2Bac.H2S ORHI4 OLHZY
O146,H- 0156, HE 05 HI1S OR.Hl6 O7.H32
46 H1 0156125 1 ilacH- OR.HTY ¥1L.H33
1 46, HY O156.H27 O lac.HE ORHIS CFrHM
Chl 4. H28 156 HAG 1 12ab.H2 ORHIU O HIR
0146, H21 01561 O112ab.H21 OR.H21 042
147,111 (159, H28 O112ac.HIY ORH28 D45
(147.H29 0163:H- 0125ac. H- OV 132 DT
148,128 162 HT O128ab.H- (MR FL 07 H4D
(4% H45 0163 H2 (128ab.H2 CRLEISS 07 HR
- O163.H19 (1128ab.H45 R H42 O HY

1651 (128ab.HK R 4T

1.5. STEC' nin Virulans Faktorleri

STEC sylari ¢cok sayida potansiyel virulans determinantiarsahiptir Cizelgel.4.
STEC virulansi tek bir gene yada gen drtnleringirbl degildir. STEC virulansinin multi-
faktoriyel bir surec¢ oldgu bilinmektedir (Law 2000). Bu patojenler asidildglar ve Kirli



sularda varliini surdirmektedir. &z yoluyla alinan patojenlerin, midenin asidik onta

yardimiyla bgirsaza gec§i saslanmaktadir.intimin iceren adhezinler yardimiyla dpesak

kolonizasyonu, Shiga toksin uretimi ile STEC pa&togzisi splanmaktadir (Boerlin ve ark.
1999). Fakat intimin negatif STEC gari, insanlarda hastalik kay#iaolarak bilinmektedir
(Paton ve ark. 1999). STEC O157:H¥iddaki Stx Ureten ve intimin ekspresyonunglagan

STEC serogruplarinin dilk skalada hastalik etkeni

anlgilmamaktadir.

Cizelge 1.4.STEC' in virulans ilgkili faktorleri(Ramachandran 2002).

Protein (Gen)

Tasindigl bolge

Fonksiyon

olarak gorilmemesinirdene

(D
—_

Shiga toksin (Stx) Kromozom Protein sentezinin inhibe eder
(Obrig ve ark. 1987)
Intimin (eae) Kromozom Adhezyon
(McKee ve ark. 1996)
Enterohemolizin (ehxA) Plasmid HemaglUtinasyon igin eritrosit lizisi
(Law and Kelly 1995)
Enteroagregatif 1si1-stabil Kromozom Sodyum klorir absorpsiyonunu
toksin uyariryada inhibe eder
(astA) (Savarino ve ark. 1991)
Katalaz/peroksidaz (katP) Plasmid Makrofaj ve notrofiller tarafindan
uretilen
sitotoksik oksidanlari detoksifiyeed
(Brunder ve ark. 1996)
Ekstraseluler serin proteaz | Plasmid Insan koagulasyon faktor V' in
(espP) bolinmesi
(Brunder ve ark. 1997)
Clostridium difficildoenzeri Plasmid Hucre mimarisi ile ilgili proteinleri
toksin degistirir
(Burland ve ark. 1998)
Adhezyon igin EHEC faktor | Kromozom Adhezyon
(efal) (Nicholls ve ark. 2000)
STEC oto-aglitinasyon Kromozom Adhezyon
adhezinleri (saa) (Paton ve ark. 2001)
Ureaz (ure) Kromozom Asidik pH notralizasyonu
(Heimer ve ark. 2002)
Tip IV pilus (pil) Plasmid Adhezyon ve bakteriyel konjugasyo

( Srimanote ve ark. 2002)

STEC 0157 sglarinin sahip oldgu faktorler, dger non-O157 STEC slarinda

mevcut faktorlere gore daha virulentr.coli O157 genomu 1 Mb boyutundadir (Kaper ve

ark. 1998b).E. coli 0157 genomunda stx faj genleri, enterosit yikirmafajokus ve pO157

plasmid varlgl nedeniyleE. coli K-12 genomundan daha buyuktir. E.coli O157:Hsusda



bulunan pO157 plasmidi; tip 2 protein sekresyoresis, enterohemolizin olarak bilinen bir
hemolizin, Clostridium difficilebenzeri toksin ve katalaz/ peroksidaz iceren gwkli100
genden olgmaktadir gekil 1.3). Patogeneziste pO157 faktbrinin o6nemi talarak
bilinmemektedir. Hastalikla #kili suslarda pO157 plasmidin yiksek prevalansi, bu
plasmidin patojenik STEC skarinda bir marker olarak kullaniglni géstermektedir (Beutin
ve ark. 1994). Ayrica O157 genomunda identifiydemdeyen genlerde, hast@in virulansi

ve siddeti ile iligkilidir. Bu virulans faktérler, STEC 0157 virulamsiarttirmaktadirSekil
1.3 de tipik O157:H7 STEC’ in karakteristik viruda iliskili markerlari sematik olarak

gosterilmektedir.
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Sekil 1.3. Tipik Shiga toksin uretei. coli’ nin karakteristik virulans faktorlerinigematik
hali (Robins-Browne 2000).
Non-O157 STEC serotipleri, STEC O157:H7' ye goOrehalayliksek oranda

enterohemolizin Uretimini géayan pO157 plazmidine sahiptir (Karch ve ark. 1998on-
0157 STEC sgarinda bu plazmidin  vaglini argtirmak ve non-O157 STEC
patogenezisindeki rolint belirlemedegali plazmid ve kromozom tarafindan kodlanan

virulans markerlarin prevalansini  gaéelendirmek icin daha ileri ¢camalar yapilimasi



gerekmektedir. Ozellikle Stx ve intimin gibi virula faktorler, STEC serotiplerinde
bulunmaktadir. Virulans faktorlerin karakterizasyprinsan enfeksiyonlarinin bu sarla
ili skisini belirlemede dnemli bilgi vermektedir.

insan enfeksiyonunda,potansiyel virulans faktorleia STEC mekanizmasinin
rolinin dgrulanmasinda 6nemli zorluklar bulunmaktadir. Uyghayvan modellerinin
eksikligi, patogenezisin anjdmasini sglayan calgmalarin yapilmamasi, enfeksiyonda
gorevli virulans faktorler hakkinda yeterli bilgmiolmamasi ve STEC O157:H7sphdaki
STEC suglarinin zayif karakterizasyonu bustarla iliskili virulans 6zelliklerin anlailmasini
zorlastirmaktadir (Law 2000).

Suojala ve arkagtarinin yaptiklari cagmada (2010), spesifik filojenik gruplari,
virulans genlerini ve antibiyotik direnclilik durdarini sgirlarda klinik mastitise yol acaB.
coli izolatlarinda identifiye edilngtir. Toplam 154E. coliizolatindan 144 adedi akut hastalik
durumunda, 10 adedi ise 3 haftalik olgulardan izalémistir. izolatlarin filogenik gruplari ve
virulans genleri PCR kullanilarak, antimikrobiyelyarliliklari ise VetMIC mikrodiliisyon
metod kullanilarak belirlenrgtir. 10 adet hayvanda (% 11.8) enfeksiyon kendini
tekrarlamgtir. Bu durum da pulsed-field jel elektroforezi itedaviden 3 hafta sonraki
kontrolde d@rulanmstir. izolatlarin119 (% 82.6)'1 esas kommenssglsdanolgan filogeni
grupA icinde yer almaktadir. 56(% 38.9) izolatim&minda en az bir virulans geni tespit
edilmistir. irp2, iucD, papCiss en yaygin virulans genlgarak saptanirken; svg, stx1, stx2,
cnflve hlyA genleri ise bulunmasgtir. Virulansgenlerin kombinasyonlari blytk o6lctude
desisiklik gostermitir. 144 E. coliizolatinin 40 (% 27.8)’ In en az bir antimikrobligalireng
goOsterdgi test edilmitir. incelenen filogeni gruplari, virulans faktorleri egntimikrobiyel
diren¢ Ozelliklerin higbirisinde klinik belirtiler,meme i¢i enfeksiyonun persistensiyada
mastitisin Klinik iyilesmesiile iligkili bulunmamstir. Sonuclar ise, mastitis kaynald. colf

nin tipik kommensal oldgunu desteklemektedir.

Kaipainen ve arkagéarinin 2002 yilinda yaptiklari cginadakE. coli suslarinda 9 adet
virulans faktori geni polimeraz zincir reaksiyonke iargtiriimistir. K1 ve K5 kapsul
antijenleri spesifik bakteriyofajlar kullanilaralaganmgtir.160 adet Fin izolatindan % 37
oraninda traT, % 14 oraninda @8 oraninda cnfl, %11oraninda,@%® oraninda fl7,%8
oraninda sfa,% 7 oraninda pap,% 1 oraninda afa8Ztaharaninda afa 8E saptagtm 113
adetisrail izolatindan % 41 oraninda t;&4 oraninda aer,%3 oranindaf% 1 oraninda



cnf 1, %1 oraninda sfa and %1 oraninda fl7 genleri saptam. Serum direnclii Fin
izolatlarinda 94/160 oranindksrail izolatlarinda 19/113 oraninda bulungtow. Ayrica K1 ve
K5 kapsullerine rastlanmagtir.

Osek ve arkaddarinin 2001 yilinda yaptiklari catnada ise, STEC ve non-STEC
sularinin differansiyasyonu yapilgtir. Multiplex PCR gaamasinda uspA (uspa-PCR) geni
kullaniimistir. Birinci asamada rfb, enterohemolizin (ehly) ve shiga tokssix)( genleri
sirasiyla 420, 534 ve 230 bp’de belirlestini ikinci asamada ise rfb, eaeA, Stx1 ve Stx2
genleri sirasiyla 420, 840, 348 ve 584 bp’de arginm202 izolatin hepsinde incelenen genler
saptanmy.

Kobori ve arkadglarini 2004 yilinda yaptiklari ¢caimada ise 528 adet mastitisli inek
sutlerinden 31 adeE. coli swu identifiye edilmgtir. Bu sular Stx1, Stx2 ve eae genleri
acisindan incelenginde 13 adedinden Stx1 geni, 3 adedinden Stx2 demdedinden ise hem
Stx1 hemde Stx2 geni saptagtim 3 adet syise eae geni §amasi acgisindan pozitif olarak

saptanmtir.

Giiler ve arkadaslarmin 2006 yilinda yapti cahsmada; INEKIEriN Klinik mastitis vakalarindan izole edilen
E. coli suslannda bazi virulans faktér genlerinin giralmistir. Her biri farkh sdrtlere ait,
2000-2005 yillari arasinda izole edilen toplam E)@oli susu incelenmgtir. Shiga toxin 1 ve
2 (stxl ve stx2), intimin (eaeA), heat-stable enterotoxin $aj, F5 (K99), F41 ve F17
fimbria’larini kodlayan genlerin tespiti amaciyla ayri multipleks PCR uygulangtir. PCR
testleri sonucu 9 sUF17 fimbria geni ve sadece 1s®aeAgeni pozitif bulunmstur. Sonuclar
klinik inek mastitislerinden izole edileik. coli swlarinda arstirilan potansiyel virulans
faktorlerinin hi¢ birinin yaygin olarak bulunmagini gostermektedirineklerde mastitis
vakalarindan izole edilere. coli sular arasinda PCR yontemi ile insanlarda hastalik
olusturma ihtimaline sahip Shiga toksin uretercoli (STEC) tespit edilmersyiir.

Guler ve arkadgdarinin 2008 yilinda yagtl ¢calsmada ise; buzalardan izole edilen
Escherichia coliizolatlarinda K99, F41, F17 ile ilgili fimbria, tstabil enterotoksin a (STa),
intimin (eae) ve Shiga toksinleri (Stx1 and Stx23rhg multipleks PCR aracgiyla
saptanmytir. Toplam 120 adeEscherichia coliizolatinin, 75 adeti diyare yada septisemik
buzgilardan ve geri kalan 45 adeti ise 1 gunluk ila yikaarasinda dasen s&likh
buzagilardan elde edilmgtir. Her bir izolat farkli surilerdeki farkli bugdardan izole
edilmistir. Hastalikli hayvanlardan izole edilen izolatlarasinda, 1 ila 7 gunluk ishalli

buzailardan izole edilen 12 izolat K99, F41 ve STa kamabyonuna sahip enterotoksijenik



E. coli olarak tespit edilmgi 33 izolat ise F17 ile ilgili fimbria genleri sawtmstir. Bu
izolatlarda K99+F41+STa kombinasyonu bulugton 120 sgun 16’ si eae, 8'i Stx1 ve 5'i
ise Stx2 genlerini tek kma yada kombine olarakstenaktadir.eaepozitif yada Stx-pozitif
swlarin hicbirinde O157:H7 tespit edilmegtit. Ancak sonuglar, buzadarin insan patojeni
potansiyeline sahip Shiga toksini Uret&n coli tasiyicisi olabilecgini gostermektedir.
Hastalikli buzgilardan izole edilen 75 izolatin antimikrobiyel @ulligi, 14 antimikrobiyel
ajanin kullanildg agar disk difiizyon yontemi ile belirlengtir. izolatlarin %77.3 oraninda
ise multirezistans tespit edilgtir. YUksek diren¢ oranlarl sirasiyla; sefaloting7@),
tetrasiklin  (%69.3), kanamisin (%69.3), ampisilif0g5.3), nalidiksik asit (%53.3),
trimethoprim-sulfametoksazol (%52) ve enroflokeg8o41.3) icin tespit edilmgtir. Seftiofur
ve sefoksitin i¢in hicbir direng saptanmatm

1.5.1. Shiga Toksinler

Shiga toksin (Stx), sadece STEGslauni diger diyarojenikE. coli gruplarindan
ayirmaz, ayni zamanda insan hastaliklarinda 6ngmibl oynar. STEC sgari, non-invaziv
olup intestinal epitelyal dokulara gecememekte8iagirsak limeninde stx salgilandiktan
sonra HC ve HUS gibi sistemik komplikasyonlara medenaktadir (Paton ve Paton 1998).

1.5.1.1. Stx Yapisi

ToksinlerinE. coli Stx ailesi, Stx1 ve Stx2 olarak adlandirilan 2 lddgntijenik gruba
ayrilmaktadir. Stx1, yapisal olaraRhigella dysenteriagip 1 tarafindan Uretilen Shiga
toksinine benzemektedir. Stx2 ise yakka%60 DNA ve amino asit homolojisine sahiptir
(O’Brien ve Holmes 1987). Temel A ve B altbirim yap Stx familyasinin tim Gyelerinde
mevcuttur. Holotoksin, 1 A altbirim ve 5 B altbirdan olgur. Bu toksin; yapisal olarak
toksijenik Vibrio choleraetarafindan ifade edilen kolera toksini, enterotigksk E. coli
(ETEC)’ nin 1siya duyarli toksini vebitki toksinisingibi toksinlere benzemektedir (O’Brien
ve ark. 1992). A altbirimi (32 kDa); toksinin aktdomponenti olup, disulfid k@ ile basli
Al1(28 kDa) ve A2(4 kDa) fragmentlerinden ghoaktadir. Bu 2 peptidin disulfid BEari,
endoplazmik retikulum ve sitosolde proteolitik @larparcalanmaktadir (Garred ve ark.
1995). Al peptid enzim aktivitesini @arken, A2 peptid ise non-kovalentdhapentamerik B
altbirimin olusmasini sglamaktadir (7.7 kDa boyutundaki monomerler) (Austi@ ark.
1994). B altbirim, toksinin hedef hiicre ylUzeyindegpesifik glikolipid reseptorlerine
baglanmasini gercek§irmektedir (O’'Brien ve Tesh 1992). B altbirinfl, sheets vex helix



antiparalellerinden meydana gelmektedir. Molekiiferdellemede, B altbirimin mutagenezi
ve X-isin kristalografik analizi, her bir B altbiriminin potansiyel karbonhidrat Biayici
bolgesini gostermektedir (Nyholm ve ark. 1995, Nynave ark. 1996, Ling 1998, Bast ve
ark. 1999). Ayrica B altbirimleri halkgeklinde pentamer ofturmaktadir (Richardson ve ark.
1997).

1.5.1.2. Stx reseptorleri

Globotriosil seramid (Gb3), globotetraosil seranfigbh4) ve P1 (kirmizi kan htcre
membraninda bulunan glikolipid antijenini icererr kan grubu) olarak bilinen membran
glikolipidleri, Stx toksinini taniyan reseptorletarak tespit edilngtir (Jacewicz ve ark. 1986,
Lindberg ve ark. 1987, Lingwood ve ark. 1987, Bitzze ark. 1994). Gb3 iceren P kan
glikolipidlerinin yiksek ekspresyonu gorilen biregde dgik oranda HUS sendromu
ardindan da STEC enfeksiyonu gozlgndbilinmektedir (Taylor ve ark. 1990). Gidi
glikolipid reseptorleri, d@sken uzunluktaki ya asitlerini tgiyan bir seramid omurgasina
bagli kisa karbonhidrat zincirlerinden glur. Gb3 y& asidi zinciri ve fosfolipid bilayer
zincirinin uzunlgu, Gb3 iginde globotriozoligosakkaritbenzer pargalatoksin bglayici
etkilerini gostermektedir (Boyd ve ark. 1994, Kisthave ark. 1994, Arab ve Lingwood 1996).

Cssitli hucre tipleri arasinda Stx reseptorleriningdani, hastalik patogenezisinde
onemli bir role sahiptir (Lingwood 1996). Endotdlyaicreler, Stx'in ilk hedefidir (Paton ve
Paton 1998). Mikrovaskiler endotelyal hicreler gmsbobrgi) ve intestinal endotelyal
hicreler Stx toksinine karroldukga duyarlidir (Tesh ve ark. 1991, Obrig vie 4993, Louise
ve Obrig 1995, Jacewicz ve ark. 1999). Stx resépidm farkli dizeylerdeki ekspresyonu,
toksinin daha diiik sensitivitesine neden olabilmektedir (Obrig vie. 4993). Gb3, intestinal
ve renal epitelyal hicrelerinde yer almaktadir. ¥élk dizeyde Gb3 ekspresyonu, insan

bobrek dokularinda gézlenmektedir (Boyd ve Lingwd®&9).

Son zamanlarda Vero hucrelerinde Gb3 ekgiikle ilgili calismalarda, Stx toksininin
baglandigl bir pattern olgturulmus ve bir membran proteini reseptori tespit editmi
Platelet (trombosit) ve lipoproteinler; Stx toksim bglanmasi ve transportu icingir olasi
adaylardir (Chatterjee ve Kwiterovich 1984, Coolwg ark. 1998). Son zamanlarda, insan
polimorfonikleer I6kositlerine stx BeEnmasinin ve kganmadan sorumlu reseptérin,

endotelyal hicrelerinde bulunan Gb3’ den farkliugld gorilmektedir.



1.5.1.3. Virulansin Regulasyonu

Virulans genlerin regulasyonu, bakterileringdo yerde, dgru zamanda ve uygun
kosullar altinda cgitli virulans faktorlerinin yerlgimini saglamak igin oldukga 6nemlidir.

LEE ve Shiga toksini gibi 2 6nemli virulans faktdrdkkinda argirmalar yapiimaktadir.

LEE genlerin regulasyonu, birgcok nonLEE ve LEE ly@din regulatorleri iceren
oldukca karmgik bir yapiya sahiptir. NonLEE-kodlayan regulatdyleir reseptér olan H-NS
ve aktivator glevi goren IHF' vyi icermektedir (Barba ve ark. 200%uorum-sensinge.
coliregulator A, quorumsensing ile LEE genlerini aksiyanunu sglar (Clarke ve Sperandio
2005). LEE tarafindan kodlanan regulatorler, H-N&h#eri transkripsiyonel regulatder
(LEE-encoded regulator) ve GrlA (global regulatbtBE activator)’ dir. Ler ve GrlA pozitif
regulasyonu sfamaktadir. Ler regulatort, GrlA'nin ifadesi icindakca gereklidir. Ler ve

GrlA ise H-NS aracil represyona neden olmakta8aria ve ark. 2005).

Quorum-sensing regulasyonu, son zamanlarda birgeftiranaya konu olmgtur
(Clarke ve Sperandio 2005). Enterohemorakik coli, bairsak ortamini tanimak ve
kolonizasyon icin gerekli genleri aktive etmede umo-sensing regulator sistemini
kullanmaktadir (Sperandio ve ark. 2003, Walters Sgerandio 2006). Bu agtarmacilar
kalinbairsakta Al-3 molekiliniin otoindikleyici olarak egirin ve norepinefrin ile birlikte
salgilandgini ve kolonizasyona sebep ofgunu bildirmglerdir. Kolona girgi gergeklgtirmek
icin EHEC bakterilerinin ¢gu Al-3 kullanmaktadir (Kaper ve Sperandio 2009pgélla
kodlayan genler Al-3/epinefrin sistem tarafindarzelilenmekte ve bakterilerin epitelyum

hlcrelere hareketini gamaktadir.

Stx genleri, farkli lizojenik lambdoid fajlarin gdsblgelerinde lokalize olmaktadir ve
litik faj aktif hale geldginde ifade edilmektedir (Herold ve ark. 2004, Tylee ark.
2004,Wagner ve ark. 1999, 2001b, 2002). Fajlar;kggaya sayilarinin amplifikasyonu ile Stx
Uretimini, faj gen promotorlarinin aktivitesini \&ix salinimini dizenlemektedir. Stx fajlarin
induksiyonu sglayan faktorler hakkinda cok az bilgiye sahip ol@sma r@men insan
notrofillerin EHEC bakterileri tarafindan Stx Ureii ile meydana geldi bilinmektedir
(Wagner ve ark. 2001a). Stx1 genleri demir konsaywnu tarafindan dizenlenmektedir.
Toksin sentezi ise yiuksek demir konsantrasyonditalan baskilanmaktadir. In vitro olarak
toksin dretimi, O157:H7 STEC enfeksiyonunglb&astalik belirtileriningiddeti ile iliskilidir



(Muniesa ve ark. 2003). Toksin Uretimi ve adhezyamasinda karmgek bir etkilesim
gorulmektedir. Son zamanlarda doku kilturtspaalarinda O157:H7 EHEC adhezyonunun

artisi, stx Uretiminde de aga neden olmaktadir.
1.5.1.4. Stx internalizasyonu
1.5.1.4.1. STEC’ inIntestinal Kolonizasyonu

Tum enterikE. coli enfeksiyonlarinda surecg, giessak kolonizasyonuna ve toksin
hasarina dayanmaktadir. EHEC icinhastalik sirekkihda genel bir bakiSekil 1.4 de
verilmistir. Kolonizasyon, STEC slarinin konak savunma mekanizmasini yenerekrsak
yapisina yerlgmesi glemidir. Gastrik asit, gastrointestinal sistemdeerdh bir konak
savunma mekanizmasidir. Fakat asit diréhccoli (Fukushima ve ark. 2000, Large ve ark.
2005),E. coliO157 (Murinda ve ark. 2004) vegeér STEC serotiplerinin (Large ve ark. 2005)
genel bir 6zellidir. O157:H7 STEC serotipi; elma suyu ve salami @gbidik gidalarda
canlilgini surdirmekte ve insanlarda hagialneden olmaktadir (Bell ve ark. 1994, Tilden ve
ark. 1996). Fakat bu serotip icindegtgklikler gozlenmektedir. Zayif asidik ortamlara mar
kalan sglarda asit tolerans yaniti azalirken, daha asidikige direnci arttirmaktadir (de

Jonge ve ark. 2003).
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Sekil 1.4. EnterohemorajikE. colinin insanlarda olgturdugu hastakka genel bir baki (Gyles
2007).

Intestinal epitelyum hiicrelerine tutunma STEC erif@ksinun en 6nemli 6zedidir.
STEC ve epitel hicreleri arasindaki etkiiie eae pozitif ve eae negatif STEGlsm arasinda
farklihk gostermektedir. Eae-pozitif STEC stari, bairsak epitelyum hicrelerindeki
karakteristik AE lezyonlar1 Gzerinde bulunmaktathataro ve Kaper 1998, Kaper ve ark.
2004). AE lezyonlari insanlarda gortlen kanl islkaHUS icin 6nemli bir faktér olmamasina
ragmen bu sendromlardan sorumlulamn biyik ¢gunlugu eae genine sahip olmaktadir.
Bdylece EHEC sglarinin ¢@u eae-pozitif olarak tanimlanmaktadir ve eae gemdilitik
dremik sendrom vakalarinda énemli bir risk faktdtérak ifade edilmektedir (Ethelberg ve
ark. 2004).

Eae-pozitif STEC sgari, AE lezyonun olgumu igin gerekli bakteriyel proteinleri
kodlayan enterosit Igayici lokus (LEE) olarak adlandirilan bir patojenadasina sahiptir.
EnteropatojenikE. coli (EPEC) LEE olarak adlandirilan patojenite adasi VEPEC
enfeksiyonuna yanit olarak AE lezyonlarinin gieli arasindaki benzerlikler STEC ile ilgili
benzer olaylarin argdmasini sglamaktadir (Finlay ve ark. 1996, Barba ve ark. 208%ears
ve ark. 2006). LEE; LEE1,LEE2, LEE3, LEE4 ve LEBfarak adlandirilan 5 temel
polisistronik operonlardan meydana gelmektedir. ldperonlarinin dGrtnleri tip Il sekresyon
aparatlan (LEE1, LEE2 ve LEE3), protein translokas sistemi (LEE4), adhezyon
sisteminden olgan ve intimin yada eae adi verilen s anembran proteini ve reseptord,
yerlesik intimin reseptori(TIR), bu reseptoérleri kodlaydfcES ve sekresyon sisteminde
yerlesen efektor proteinlerdir. Salgilama aparati, balgoplazmasi icinde Bhayip ic ve dg
membrana yayilarak konak hiicre membranina geceBilenga benzeri molekiler bir
yapidir. Salgilanan proteinler bakteriyel sitoplazian konak hicreye iletilimektedir. LEE
tarafindan kodlanan salgi proteinlerini Tir, mitokiiyon-b&imli protein, EspF E. coli
secreted protein F), EspG, EspH ve EspZ icermeaktBdinLEE kodlayan proteinlerin ga
LEE salgilama aparati tarafindan ystildmektedir (Barba ve ark. 2005). TIR proteingrkak
hicre zarinin igine yenemekte ve bakteriyel ylzeyde intimin geni icin raéepolarak
davranmaktadir. TIR ve gier salgilanan proteinler belirli sayida uyaraninaekietmekte ve
hicre fizyolojisindeki intestinal epitelyum hicrefe yeniden yapilanmasinda rol

oynamaktadir.



NonLEE tarafindan kodlanan salgi proteini olan Edpd antivirulant faktor olarak
ifade edilmektedir. Bu proteinin silinmesi, kuzu fazelerde deneysel olarak daha uzun sure
hayatta kalindiini gostermgtir ve patojen gesi ile konakgl hayati agisindanski bulundysu
saptanmytir (Dahan ve ark. 2005).

Tir baglantih molekuliin C-terminal bélgesinde heterojenie iligkili en az 17 intimin
tipi (o1, a2, 1, B2,v1,v2/0, d/k, €, {,n, M2, 1, A, v, &, 0; Garrido ve ark. 2006) vardir (Blanco
ve ark. 2004b, Krause ve ark. 2005). Bu intimiretderi, insan ve hayvan koékenli STEC ve
EPEC syglarn arasinda dalmaktadir. y1 intimin, O157:H7 ve O145:H- gibi patojenik STEC
serotipleri ile ilgkilidir (Blanco ve ark. 2005, Rivas ve ark. 200@aeO157'nin EPEC
swlarinda yer dgistirmesi, O157:H7'nin modifiye olmasina ve gnotolikodomuzlarda
deneysel enfeksiyonlarigekillenmesine yol acngtir (Tzipori ve ark. 1995). Buna kaik
0157:H7 STEC siar kolonda kolonize olmaktadir. Bu gahada Tir reseptoriniin bazi
konak hucre yapilarina pandgi ileri sirtlmektedir. Frankel ve ark.(1996) EPE§Glarinda
bulunan intimin geninin beta-1 integrinlereghaoldugunu goéstermektedir. Son zamanlarda
Sinclair ve O’Brien (2002, 2004) EHEC 0157:H7 sgyode bulunan Tir reseptérinin
HEp-2 hicrelerindeki nukleoline pandigint ve nikleolin ile Tir arasinda bir gki
oldugunu bildirmgtir. Daha yakin zamanlarda ise Sinclair ve arkO@0nukleolin ve beta-1
integrin’ in domuz ile buzalarda enfeksiyona neden olan EHEC O157:H7 ile ryalkskili

oldugunu saptanstir.

AE lezyonu, konak hiicre yuzeyindeki bakterilerinh@gyonunu ve epitelyum
hicrelerdeki yapisal desiklikleri icermektedir. Bu yapisal dgsiklikler; mikrovilluslarin
kaybini, formasyon bozukiunu ve hicreye tutunan bakterilerin altinda sittetké

proteinlerin birikimini icermektedir.

Eae-negatif STEC slarinin adhezyonu hakkinda olduk¢a az bilgi bulukiaar.
Dytoc ve ark. (1994) epitel hiicrelerde (HEp-2gaan ve tayan b&irsaginda in vivo olarak
canhligini surdiren eae-negatif STECslemnin O113:H21 serotipini incelegtir. Sonucta,
mikrovilluslarin etkilendgi, fakat enterik lezyonlarin sitoskeletal formasydzacalekilde

gelismedigi ortaya ¢ikmgtir.

STEC sylarl, enterositlerin invazyonunu @amaktadir. Fakat enfeksiyonun
lokalizasyonunda septiseminin etkisi gorilmemektedistemik etkiler 6ncelikle toksin

varligi ile iligskilendirilmektedir.



Paton ve ark. 1997 yilinda yagtbir calsmada, STEC sgarinin in vitro kgullardaki
adhezyon derecesinin hastalik gluwma yeteng ile ili skili olabilecesi fikrini desteklemstir.
Mettwust sosisi nedeniyle hasta olan veliga olan bireylerde STEC slarinin Henle 407
hicrelerindeki bglanma orani karlastirilmis ve Henle 407 hucrelerine olan glenma
oraninin, STEC salginindan kurtulan hastalarda lgdrtiUS olgularina gore daha yuksek
oldugu ortaya konulmgtur. Sporadik HUS hastalarindan izole edilen STHGlas ile
enfeksiyonlu hastalardan izole edilen STEGlau kasgilastirildiginda adhezyon dereceleri
arasinda bir farklilk bulunmamaktadir. Fakat HUS&sthlarindan izole edilen garin
adhezyonu insan gindaki kaynaklardan izole edilenlere gére dahaafahinaktadir.

Enfeksiyon, bakterinin su ve gida yoluyla alinmbsiyalar. EHEC'’in aside direncli
olmasi dguk pH seviyelerinde yamasina olanak gamaktadir. Bakteri ince Basaklarda
bulunurken, virulans genleri ¢evresel sinyallerlielikie kolonda aktif hale gelmektedir.
EHEC, kolon enterositlerine sikicagbanir. Mikrovilluslarda hasara ve diyareye yol acar
Eger yeterli shiga-toksini Uretilirse kan damarlaakd lokal hasarla birlikte kanl ishal
gorultr. Eser kan dolamina toksin katilirsa vaskiler endothelyal bolgddéi reseptorler
zarar gorir, fonksiyon bozukluklari ortaya ¢ik&obrekler ve merkezi sinir sistemi bolgeleri

siklikla etkilenir. Bunun sonucunda hemolitik Gr&sendrom (HUS) gedebilir.
1.5.1.5. Stx vdmmun Yanit
1.5.1.5.1inflamasyon = Yangi

Inflamasyon, STEC 0157:H7 ileskili bagirsak enfeksiyonlarinin belirgin 6zefidlir.
H7 flagellin, inflamasyonun meydana gelmesinglagan 6nemli bir etkendir (Berin ve ark.
2002, Miyamoto ve ark. 2006). Berin ve arkgda (2002); 2 insanda kolon epitelyal
hicrelerde EHEC tespit etsnve p38 ile ERK MAP kinaz aktivasyonu, ayrica N&pka
hicrelerinin yer dgistirmesi sonucu ofmRNA ve interlokin 8(IL8) miktarm arttgini
bildirmislerdir. Benzer sonugclar, izogenik eae ve stx-mildafie EHEC bakterisinde bulunan
H7 flagellin ile ilgili calismalardan elde edilrgtir. Arastirmacilar tarafindan H7 flagellin
faktoriinun insan kolon epitel hiicrelerinin proimflatuvarsinyallerinin aktivasyonunda 6nemili
rol oynadgl bildirilmistir. Miyamoto ve arkaddari (2006) tarafindan proinflamatuvar
sitokinlerin regulasyonu rapor edilgtir ve subepitelyal notrofillerin vagh, insan kolon

ksenograf lumenindeki O157:H7 flagellinde gb6zlentedk. Flagellin, NF-kappaB



aktivasyonunu gdayan Toll-benzeri reseptor 5’ e@anir ve IL-8 sekresyonunu gerceftiar.
Ayni zamanda shiga toksini, insan kolon epitelytmncreleri tarafindan IL-8 Uretimini
gerceklgtirmektedir (Thorpe ve ark. 1999, Yamasaki ve d@®99). inflamasyon, intestinal
epitelyal bariyer fonksiyonunu bozmakta ve béylkseenden submukozal alana stx toksininin

geckini kolaylastirmaktadir (Hurley ve ark. 2001).

Inflamatuvar yanit, barsak boyunca etkili olmakta ve HUS sendromlu &lasin
idrarlarinda yiksek miktarda IL-8 ve monositkemnaktianproteinl bulunmaktadir (van Setten
ve ark. 1998). Guessous ve ark. (2005) insan mdskiler endotel hiicrelerini istila eden Stx2
varligini ve 1L-8 iceren kemokinlerin LPS igindeki serbksnumunu bildirmgtir. Guessous ve
arkadalarinin bulgulari trombosit aktivasyonunun Hus Jakada bébrek tromboza neden
oldugu gorsuni desteklemektedir. Daha yakin bir zamanda Stghlark. (2006) O157
LPS’lerin HUS sendromu gelneyen hastalarda ytizey proteinlerinden platelevasyonu ile
saptanabildiini bildirmislerdir. 0157 EHEC enfeksiyonunun erken evresindeS LP
absorbsiyonu, dgrudan trombositlerin aktivasyonuna yada endotedrélére ardindan da
trombositlere bglanarak trombosit tiketimine neden olabilmekted8tx ve dger bilesikler
yardimiyla trombosit aktivasyonu yada endotehiatre hasari, HUS sendromunda gdzlenen
trombositopeni ve trombotik olaylara katkgksyabilmektedir. Ancak inflamatuvar yanit ger
EHEC urunleri tarafindan yonetilmektedir. HeLa halerinde NF-kappaB’ nin DNA’ ya aktif
baglanmasi STEC slarinin varlgl ile engellenmektedir (Hauf ve Chakraborty 2008})--
kappaB aktivasyonunun bastirilmasi icin STE@autarafindan salgilanan EspB’ ye gerek
duyulmaktadir. Argtirmacilar, basal ve signal-induced NF-kappaB DNAnNdmng
baskilanmasinin, attaching—effacing indukleyicktbdlerin bir 6zellgi oldugu sonucuna

varmslardir.

Saflastiriimis stx, in-vitro kaullarda makrofajlar yardimiyla timér nekrozis faksifa
(TNF-a) ve interlokin (IL)-13 gibi proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunadee
olmaktadir (van Setten ve ark. 1996, Ramegowdaeah 1996). Radyoaktif toksin gayici
calismalari ve ince tabaka kromatografi teknikleri kna van de Kar ve arkadari(1992); bu
inflamatuvar faktorlerin, stx toksisitesine kayiksek duyarlilikta vaskiler endotelyal hiicreler
tarafindan Gb3 ekspresyonunu diuzergidibildirmistir. TNF-B ve bakteriyel lipopolisakkarit
(LPS), Gb3 ekspresyonuna ve insan endotelyal hérerelStx toksininin bdanmasini
gerceklgtirmektedir (van der Kar ve ark. 1992). Bu veriléoksine kagi konakta olgan
sitokin yanitinin HUS patogenezinde 6nemli rol ayieni gostermektedir. Stx, epitelyum



hicrelerinde kemokin ekspresyonunu gergglkkn gicla bir indukleyicidir ve lamina propria
ve bobreklerde PMN infiltrasyonunu tetikleyebiliFHorpe ve ark. 1999)nterlokin-8 (IL-8),
gucll bir secici aktivator ve PMN’ nin bir kemodttant'dir (Walter ve ark. 1989). Polarize
intestinal epitelyal hicrelere (IEC) notrofil gogim in vitro kaullardaki IEC bariyer
fonksiyonu ile azaltildy goérilmektedir (Nash ve ark. 1987).

Hurley ve arkadgdari 2001 yilinda yaptiklari bir camada polarize IEC hicreleri
boyunca notrofil gocunin bazolateral bolgeden dpldlgeye d@ru olmasi paraselliler
bdlgede stx translokasyonunu arttgdgortulmektedir §ekil 1.5). Ba&irsakta inflamasyon
derecesi, temeldokuya Stx kazanimina katkida labilin Bagirsakta T-hiicre aktivasyonu,
ishal gamasindan HUS sendromuna kadar hastalikigefide dnemli bir olaydir (Heyderman
ve ark. 2001). Bu hipotez, aktive T hucrelerinirgipsaklardan lenfatik sisteme goc¢l olayina
dayanmaktadir (Heyderman ve ark. 2001nsan serebral endotelyal hiicrelerde Stx’ in
sitotoksik etkisi, TNFa ve IL-1B gibi inflamatuvar mediatorler yardimiyla artmaktadge
boylece merkezi sinir sisteminde hasara yol acniaktgRamegowda ve ark. 1999). Genel
olarak  Stx toksisitesi, toksin indukleyen inflanmedr mediatérlerin = salinimi ile agti

gostermektedir§ekil 1.5).
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Sekil 1.5. Shiga toksin kaynakli inflamatuvar yanigematik hali (Yangi olgumu) (STEC’ in

vicut icine alindiktan sonra @asaklarda Stx toksininin salinimi. Stx polarize
epitelyum hucreleri arasinda dgla Dolasimda olan Stx, submukozal immunositlerde
yangisal mediatorlerin dokularda amia yol acar. Ayrica Stx, epitelyal hicrelerin
reseptorlerine kganir ve platelet hicreleri mikrovaskiler trombozal acar.
Notrofillerde bazal membrandan apikal membranaeagtarler. Stx, epitelyal hiicrelerde
interlokin 8(IL8) uretiminde arga yol acip yangisal sitokinler (proinflamatuvar) ve
makrofajlarin artina yol acar). Bu yangisal mediatérler; Gb 3=gtabosil seramid,
interlokin=IL, makrofaj=Mp, polimorfnikleer Iokosit=PMN, timor nekrozis
faktor=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 ve2S3tubtiplerinin ntkleotid ve amino
asit sekanslarindaki farkliliklari ortaya koymaktadstx1, Shigella dysenteria¢arafindan
Uretilen sht toksini ile yakin gkilidir. Stx1 ile sht arasindaki tek farkllik niddtid
sekansinda gozlenmektedir (Strockbine ve ark. 198&lov ve ark. 1988). Paton ve
arkadalan (1993-1995); insan ve hayvanlardan izole e@dileSTEC sglarinin
0O48:H21(StXoag, O111:H-(Stxce, Stxpr) Ve OX3:H8(stxoxs) serotiplerinde yer alan stx
geninin 4 varyantini belirlestir. Bu varyantlar, E.coli faj-kodlayan sbgeni StXgss.;ile

karsilastirildiginda sht genine daha yakindir (Paton ve ark. 1B8&n ve ark. 1995).
1.5.1.6.2. Stx2

Stx'in aksine, Stx¥de dnemli sekans varyasyonlari bulunmaktadir. vBryasyonlar
sekanslarin homolog olmasi ve immunolojik kros sgahnlarina bgl olmaktadir. HUS
sendromu, kramp, ani 6lum ve diyare gozlenen hestah izole edilen STEC darinda 14
farkl stx, varyanti belirlenmtir (Cizelgel.5). En yaygin Stx2 varyantlari; SbStedve
Stxe dir (Pierard ve ark. 1998, Schmitt ve ark. 199%/ginstein ve ark. 1988). Six
domuzlarda gorilen 6dem hasgalie iliskili bulunmus ilk Stxovaryantidir (Weinstein ve ark.
1988).

Cizelge 1.5. Stx; gen ailesinin varyantlari, orijini ve gkili hastalgl (Ramachandran 2002).

Varyant Serotip/Serogrup Tliskili sendrom| Referans

yada orijin
Stx2 0O157:H7 HUS Datz ve ark. 1996
Stx2c 0157:H- HUS Schmitt ve ark. 1991
Stx2-0113 0O113:H21 HUS Paton ve ark. 1999
Stx2-048 048:H21 HUS Paton ve ark. 1995




Stx2vh-a 091:H21 HUS Ito ve ark. 1990
Stx2vhb 091:H21 HUS Ito ve ark. 1990
Stx2dOX3a OX3:H21 Ani bebek 6limu Paton ve ark. 1992
Stx2d-OX3b OX3:H21 Ani bebek 6limu Paton ve ark. 1993
Stx2d-0111 O111:H- HUS Paton ve ark. 1993
Stx2d-Ount Ount:H21 Karin kramplari Pierard ve ark. 1998
Stx2e 0139:H1 Domuz 0dem Weinstein ve ark
hastalgi 1988
Stx2ev 0128:B12 Ishal Gannon ve ark. 1990
Stx2f 0128:H2 Yabani glvercin Schmidt ve ark
2000
Stx2-NV206 06:H10 Salikli sigir Bertin ve ark. 2001

1.5.1.7. Stx1 ve Stx2’ nin toksisitesi

Yapisal olarak birbirine benzeyen Stx1 ve Stx2’ tksisite olgumunda farkliliklar
vardir. Epidemiyolojik cadmalar, Stx2 Ureten STEC garinin HUS sendromu gibi ciddi
insan hastaliklarina neden ofanu goéstermektedir (Ostroff ve ark. 1989, Kleanthue ark.
1990, Boerlin ve ark. 1999).

Insan-bobrek mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerix2Shin sitotoksik etkisine kar
duyarlihlgi Stx1’ in etkisine gbére daha fazladir (Louise véori@ 1995). Jacewicz ve
arkadalari(1999); insan intestinal mikrovaskuler endaodéélfaiicreler icin Stx2' nin Stx1’ e
gore daha toksik oldwnu bildirmgtir. Bazi Stx2 varyantlar (St¥, proteolitik enzim
yardimiyla aktif hale gelebilmektedir (Melton-Celga ark. 1996). Sadece Stx1 Ureten STEC
swlarl, HUS sendromlu hastalarda bulunmaktadir (\Wéis ve ark. 1992, Gyles ve ark.
1998).

Bazi STEC sglari birden fazla Stx2 varyanti sigabilmektedir (Ito ve ark. 1990,
Schmitt ve ark. 1991). Bu yuzden dolay!r her varyagmh relatif virulans dailiminin
belirlenmesi zor olmaktadir.Birgok Stx2 varyantasinda A yada B subbirimindeki amino
asit deisiklikleri bakimindan farkhliklar gozlenmektedir #bn ve Paton 1998). Bu

farkliliklar, enzimatik aktivitesi yada reseptdraslanma kapasitesi tizerinde etkilidir.

1.5.1.8. Stx-dongen bakteriyofaj



Shiga toksinlerini (Stx1 ve Stx2) kodlayan yapisgénler, lambdoid fajlarin
genomunda lokalize olmaktadir (Schmidt 20@bigella dysenteriaeda bulunan Sht geni ise
kromozomda kodlanmaktadig. dysenteriadip 1’ in shtA geninde insersiyon elementleri
saptanmygtir (Unkmeir ve Schmidt 2000). Stx1-dgmin faj H-19B (STEC O26:H11’ den
izole edilen), Stx2-dorygn faj 933W (STEC O157:H7’ den izole edilen), faj2/Sakai
(STEC 0O157:H7' den izole edilen), faj VT1l-sakai 8T O157:H7' den izole edilen)
(Makino ve ark. 1999) ve Stx2e-d&ein fajpP27 (STEC Ont:H-)(Recktenwald ve Schmidt
2002) tespit edilmstir. Hekzagonal ba ve kuyruktan olgan bakteriyofajlar, benzer
morfolojiye sahiptir.

Stx genlerini tatyan bakteriyofajlarE. coli populasyonu ile ifkili virulans genlerin
transferi horizontal olarak gercekieektedir (Cheetham ve Katz 1995). Muniesa ve
Jofre(1998) tarafindan yapilan gahada Stx2 tayan bakteriyofajlarin kanalizasyon
sularinda izole edildi bildirilmistir. Stx kodlayan bakteriyofajlar, gdi STEC
populasyonlarindaki Stx genlerinden meydana geled#ktSon zamanlarda tip IV pilus (pil),
HUS salginina neden olan STEC 0O113:H23usun buyuk plazmidinde saptanirken, pilin
homologlari ise bircok STEC gdarinda bulunmaktadir (Srimanote ve ark. 2002). Pil
lokusunun var§il, Stx-dongen fajlar yardimiyla lizojengansini artirmaktadir ve Stx genlerini
tastyan E. coli swlarinin c¢aitlili ginde onemli rol oynamaktadir. Ayrica bakteriyofajla
arasindaki interaksiyonlar, Stx ile birliktegdr virulans genlerin kazaniminigsaamaktadirE.
coli sularinda virulans genlerin horizontal transferiyldiksek oranda virulent patojenik

swlar olusmaktadir.

Stx genleri igin vektor olarak bilinen bakteriyd&aj Stx ekspresyonunda 6nemli rol
oynamaktadir (Neely ve Friedman 1998, Wagner ve2081). Stx genleri, Q homologu ile
ayni transkripsiyonel siralamada bulunmaktadir ex daz genleri icin aktivator rol
ustlenmektedir (Neely and Friedman 1998, Plunketark. 1999) §ekil 1.6). Fonksiyonel
calismalarda Q kaynakl transkripsiyor Rlen terminator % bdlgesine oradan da lizis S geni
bolgesine gecerek toksin sentezlenmesi ve salimekanizmasinin tamamlargnoldugu
bildirilmi stir (Sekil 1.6)(Neely ve Friedman 1998, Wagner ve arkd1)0Bu bulgular Stx-
kodlayan fajlarin, Stx ekspresyonunun regulasydaureE. coli’ nin Shiga toksin genlerinin

dagiliminda rol oynadiini gostermektedir.



S '
Sekil 1.6.Faji (A) ve faj H-19B (B)’ nin DNA sekansi(Waldor 1998

1.5.2.intimin

STEC patojenitesinde stxsthda dier virulans faktorlerde etkili olmaktadir (Cizelge
1.5). Bu virulans faktorlerden biri ise 94-97 kBarliginda bir d¢ membran proteini (OMP)
olan intimindir (McDaniel ve ark. 1995)ntimin, insan ve hayvan modellerinde virulans
olusumunda 6nemli bir faktordir (Donnenberg ve ark93,9Schauer ve Falkow 1993,
McKee ve ark. 1995, Dean-Nystorm ve ark. 1998). Hig8dromlu insanlardan izole edilen
STEC sglarinin ¢gunda intimin toksinine sahiptir. Ayrica iyiis hayvanlardan izole
edilen non-O157 STEC darinda insan STEC izolatlarina gére daha az imtivairlig tespit
edilmektedir (Barrett ve ark. 1992, Beutin ve d@®95, Johnson ve ark. 1996).

Eae geni tarafindan kodlanan intimin, karakterisitaching ve effacing(A/E)
lezyonlarinin olgumuna yol acan konak epitelyal membranda STE@ate adhezyonunda
gorevlidir (Paton ve Paton 1998). Bughsyici ve yikimlatici A/E lezyonlari bakterinin
konakgl hicre membranina ysaife intestinal epitelyal hicreleri dejenere etmesnigu
olusur. Ayni zamandasaretli hiicre iskeleti organizasyonu aktin filamentlile birlikte a-
aktin, ezrin, cortactin, talin, fimbrin ve villinlarak gelsirken bakteriyel Gremede ayni
zamanda devam etmektedir (Finlay ve ark. 1992, ténute ark. 1992, Kalman ve ark. 1999,
Cantarelli ve ark. 2000, Goosney ve ark. 2000).eBed hiicre uzunfin 10 um boyutlarina
ulasabilmektedir ve hucreler gjumlarina devam ederken bakterilerde hicrelerinrungave

yuzeylerine siki bigekilde bglanmaktadir §ekil 1.7)(Rosenshine ve ark. 1996, Kalman ve



ark. 1999). Ancak STEC glarinin  kortaktin, a-aktin ve aktin gibi hlcre iskeleti
komponentleri hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadsmaili ve ark. 1995, Cantarelli ve
Akeda 2000). STEC slari dsinda EPEC (Jerse ve Yu 1990Fitrobacter
rodentiun{Schauer ve Falkow 1993) Wafnia alvei(Albert ve ark. 1992) gibi patojenlerde
enfeksiyon esnasinda gtzlenen A/E lezyonswtwna neden oldw bilinmektedir. Fakat
EPEC sglar tarafindan uretilen A/E lezyonlaridaauli bir sekilde calgiimakta ve bu proseste
paradigma olarak hizmet etmektedir.




Sekil 1.7. Enteropatojenikescherichia coli(EPEC)’ nin pedestal formasyonu (Anonim 2).
A=Epitel htcrelerdeki EPEC’ in pedestal formasyamun scanning elektron
mikroskoptaki gorinimi. B=Pedestal yapidaki sittetké komponentlerinsematik
gorandma. Tir: Transloke olan intimin reseptorleri

1.5.2.1. Enterosit yikimlayici lokus (LEE)

Eae geni 35 kb boyutunda olan ve enterosit yikilimapkus tarafindan kodlanan
patojenite adaginin bir bolumudur(Jerse ve ark. 1990, McDanielark. 1995). LEE ile
iliskili genler; LEE1, LEE2, LEES3, tir ve LEE4 olaralbilinen 5 polisistronik operonda
kodlanmaktadir (Mellies ve ark. 1999). LEE1, LE®2LEES, tip Ill sekresyon sisteminin
komponentlerini kodlamaktadir( Esc ve Sep). Tirrope; intimin, transloke olan intimin
reseptori(Tir) ve Tisaperon CesT'i kodlamaktadir. LEE4 ise; tip |1l sekyon sistemi(Esp)
tarafindan salgilanan proteinleri kodlamaktaflekil 1.8). Ayrica LEE, belirli bir fonksiyonu
olmayan ve aminoasitleri kodlayanprotein triplatiecerir (Perna ve ark. 1998). LEE4
tarafindan salgilanan EspA, EspB ve EspD olaraikdnl proteinler konak hiicrede sinyal
transdiksiyonu ve A/E lezyon glumunu sglamaktadir (Frankel ve ark. 1998a, Elliot ve ark.
1998). EspA translokasyon aygitinin énemli unsurofugtururken (Knutton ve ark. 1998,
Ebel ve ark. 1998), Tir (Kenny ve ark. 1997) ve EgKnutton ve ark. 1998) ise konak
hicrede transloke olmaktadir. EPECslaunda LEE genlerin regulasyonunu plazmid
kodlayan regulatér (Per) ve LEE kodlayan regulgider) gerceklgtirmektedir. Plazmid-
kodlayan regulator (Per), LEE geninin transkripsyou etkinlgtirir. LEE-kodlayan
regulator (Ler) ise multiple LEE-kodlayan genleifadesini dizenler (Elliott ve ark. 2000).
STEC LEE genler sadece LEE-kodlayan regulator (Ltarpfindan etkinkgiriimektedir
(Elliott ve ark. 2000). Fakat STEC garinda LEE genlerin ifadesini dizenleyen Ler

mekanizmasi heniiz belirlenmei. Intimin ve LEE kokeni tam olarak bilinmemektedir.

LEE1 LEE2 LEE3 tir LEE4
tir cesT eae esclD
Tip Il Salgilama Sistemi Intimin Salgilanan protein

(Esc ve Sep) (Esp)



Sekil 1.8. STEC’ in LEE lokusunun LEE1’ den LEE4’e kadar olga tir operon yapisi
(Ramachandran 2002).

LEE genlerin G+C orani (%38.4E,. coli genomunun G+C oranindan (%50.8) daha
dUsuktar (Elliot ve ark. 1998, Blattner ve ark. 199Ayrica LEE, dgisik bolgelerdeki farkl
klonal gruplardan okmaktadir ve birbirine yatay Bnan geri DNA bloklari ile farkli E.
coli swlarina transfer olabilmektedir (Wieler ve ark. 19¢PEC E2348/69 su ile STEC
0157:H7 EDL933 stundaki LEE genleri karlastirnildiginda STEC sgarindaki 43,359 bp
boyutundaki LEE genlerinin, EPEC garindaki 35,624 bp boyutundaki LEE genlerinden
daha buyuk oldgu gorulmektedir (Elliot ve ark. 1998). Bu farkll@TEC LEE genlerine
eklenen, 933L swnda dizayn edilen 7.5 kb boyutundagigken profaj varlgindan
kaynaklanmaktadir (Elliot ve ark. 1998). Geriyedtalgenler ise her iki LEE grubunda ayni
dizi ve ayni sayida kalmaktadir. EPEC E2348/69 TEG O157:H7 sglarinin LEE genleri,
E. coli kromozomundaki selenosistein (selC) icin tRNA lagdn bolgeye 82 dakikada
eklenir (McDaniel ve ark. 1995). Sperandio ve agkk (1998) EPEC ve STEC garinin
LEE genlerinin selC yada pheU bolgelerine eklgmdibildirmislerdir. Fakat EPEC sunun
Ol1lab:H25 serotipinin LEE genleri icin Gclncl romozomal bglanma boélgesi
onerilmektedir (Sperandio ve ark. 1998). Son zaardalE. coli K-12 syunda LEE bdlgesi
iceren STEC O157:H7 klonlarinin g@ayici ve yikimlatici lezyonlara yol agmgdive Esp
salgilamadii bildirilmistir. Ayni zamanda da EPEC LEE aktivitesinin de AéEyonlarinaE.
coli K-12 swu ile birlestigi zaman yol acgil ve kompleks fonksiyonel ve dizenleyici farklarin
EPEC ve STEC LEE bdélgelerinde saptandildirilmistir. (Elliot ve ark. 1999).

1.5.2.2.Intimin varyantlan

intimin geni, reseptor kanma aktivitesi agisindan amino-terminal bakteriye
membran bganma noktasina ve karboksi-terminal boélgeye ilgtigaymaktadir (Luo ve ark.
2000). Intiminin reseptér bdanma aktivitesi, intiminin reseptér #lama aktivitesi,
polipeptidlerin 280 aminoasitlik karboksi termir@blgesinde gerceldeektedir (Frankel ve
ark. 1994). Farkh intiminlerin amino asit sekamsien analizi sonucunda N-terminal
bdlgelerinin  korundgunu fakat C-terminal bdolgelerinde 6nemli sekans nsaprini
gostermektedir. DOgsken Inbgy bolgesine goéren,p, v, 8, € ve 6 olarak tanimlanan 6
farkliintimin ¢esidi tespit edilmstir (Adu-Bobie ve ark. 1998, Oswald ve ark. 200@yrTve
Whittam 2002). Oswald ve arkatk1 2000 yilinda yapti calsmada, kullanilan starin
farkll RFLP profillerine sahip olmasi sebebiyle-tity1, al ve a2 olarak bilinen 2 subgruba



ayirmstir. Ayrica Int£ (katilim no. AJ298279) (J. Jores, K. Zehmke, LuRer ve L. Wieler,
bildirilmeyen veriler), Inte (katilim no. AJ308551)(W. L. Zhang, H. Karch ve &chmidt,
bildirilmeyen veriler), Intk (katilim no. AF439538)(J. Pan, bildiriimeyen ver)| Intq
(katilm no. AJ271407)(H. Schmidt, H. Karch ve Esw@ld, bildiriimeyen veriler) ve Int-
(katilim no. AJ308552) (W. L. Zhang, H. Karch ve $thmidt, bildiriimeyen veriler) olarak

tanimlanan 5 intimin g&di GenBank veritabaninda sunulmaktadir.

Multilokus enzim elektroforezi ile birlikte 20 adetorunan genden 23 farkli
diyarojenik E. coli klonunun identifikasyonu yapilgtir (Whittam ve ark. 1993). Farkli
multilokus enzim genotipleri ve flagellar antijenh korunmasi, EPEC ve ETECskrinin
EPEC 1 ve EPEC 2, ETEC 1 ve ETEC 2 olarak farkligikiba ayrilmalarina yol acgtir
(Whittam ve ark. 1993). Farkh serotipler ve intimsubtipleri ilk bata bu grup icinde
ili skilendirilmistir. Serotip O55:H6 ve 0127:H6 (Inf: ve O111:H2/H-, O128:H2 ve O45:H2
(Int-B), EPEC 1 ve EPEC 2 gruplari icinde temsil editie bu klonal bélgelerdeki LEE
gruplari, selC geni olwmunu kromozomal dizeyde engellemektedir (Wieleaske 1997).
Ayni sekilde EHEC1 sgunun O157:H7 (Int) serotipi ve EHEC2 sunun O111:H8/H11/H-
ve 026:H11/H- (In3) serotiplerinin LEE genleri PheU bdlgesingslaamaktadir (Whittam
ve ark. 1993, Wieler ve ark. 1997, Sperandio ve 4%98). Ints, genellikle O86:H34
serotipini iceren EPEC slarinda ifade edilmektedir (Adu-Bobie ve ark. 1998Bjt-¢ ise,
insan-kaynakli STEC serotiplerinde bulunmaktadisw@d ve ark. 2000). EHEC 0111
serogrubunu iceren bazistarda Inty ifade edilirken (Oswald ve ark. 2000) gdr sylarda
ise IntP varlig! bildiriimektedir (Abu-Bobie ve ark. 1998). Tare Whittam (2002) tarafindan
yapilan cafmalarda O111:H8 serotipinin farkli segmentlerinimlunduyzu ve intimin
subtipleri acisindan ayri 6zellikleri olgu o, B ve y tlrlerinin Int® olarak belirtilen yeni
intimin subtipleri olgmasi agisindan farkli segmentlerin meydana gelraegaot actiklar
bildirilmi stir. Ayrica serotip O111:H8'den izole edilen eamlgeinde Int§ (GenBank katilim
no. AJ298279.1) geni ile gkili oldugu tespit edilmytir. Int-6 icin olan sekanslar, insanlardan
izole edilen O111:H su95NR1 EHEC turinden izole edilen eae geni sekd@sbenzer
oldugu bildirilmistir, bu gen Oswald ve arkadari (2000) tarafindan Int2 olarak

isimlendirilmistir.

Intimin caitleri, konaktaki kolonizasyon ve doku tropizminatkida bulunmaktadir
(Tzipori ve ark. 1995, Phillips ve Frankel 2000.eRe ve ark. 2001). Son zamanlarda enfekte
in-vitro organ kultarleri (IVOC) kullanilarak yaln calsmalarda, ince Qarsak pediatrik



mukozasinin ggu bélgesinde EPEC kolonizasyonu ve A/E lezyoniadiiklenirken; Peyer’s
patch’ in folikul-iliskili epitelyum (FAE)' unda EHEC adhezyonu ve A/Ezyen olgumu
sinirlandiriimaktadir (Phillips ve ark. 2000). Baz¢emler, atipik intimin turlerini ifade eden
E. coli swlarini olusturmak icin cagmalara yol agnstir. Intimin yerlgtirme calsmalarinda
EPEC bakterisine Int-ile Int-y konmasi durumunda etkilenen dokularda EPEC bakbani
tropizma gercekigirmesi saptanmgtir. Bakterinin de insan hucrelerinde yagitken Intsy
kodladg! bildirilmistir.  Ayni sekilde Inta ile Int-y EHEC bakterisi icine yer@rildi ginde
swta Int-o kodlanmasi ve g barsak hiicrelerine yeglme goruldga bildirilmistir ( Phillips
ve Frankel 2000, Phillips ve ark. 2000).

Deibel ve arkaddarinin 2001 yilinda yagh bir calsmada, intimin N-terminal
bdlgesinin C-terminal bélgesinin  glanma kapasitesini kontrol etmede 6nemli bir rol
oynadgini rapor etmgtir. Bu calsma, Frankel ve arkaglarinin (1995), maltoz lgayici
protein olan Inte'nin Hep-2 hicreleri ile flizyonu sonucu ortaya aikkalsmanin verileri, Int
a 280 tard ile kaplastinimistir.  Baglanma aktivitesinin kontrolli, EPEC/STECskuinda

intiminin verimsiz b&lanmasini 6nlemek agisindan énemlidir.

Son zamanlarda Tir ile kompleks Jgt‘nin yapisi, ¢ok boyutlu nikleer manyetik
rezonans (NMR) veXsini kristalografisi cakimalari ile tespit edildi (Batchelor ve ark. 2000,
Luo ve ark. 2000). Bu ¢amalar, intiminin bakteriyel ytzey cikintisi olanrkaksi-terminus
icinde 4 farkh domaini (D1, D2, D3 ve D4) icegthi gostermektedir. D1, D2 ve D3
immunoglobulin benzeri bir yapiya sahipken, D4 damise C-tip-lektin benzeridir. C-tip
lektinler, hicre yilizeyinde bulunan karbohidrat t@ela gorevli protein ailesidir (Weis ve
Drickamer 1996). D4 ise, Tir'in intimin-igayici domaini ve intiminin karboksi terminus
arasindaki interaksiyonu icermektedir

Intimin tipi, STEC sslarinin dokularda hedef spesifitesini etkilgidgin STEC sylar
tarafindan ifade edilen intimin tipinin belirlenmé&memlidir (Phillips ve Frankel 2000). g
ve koyun gibi iki 6nemli hayvan rezervuarind& coli swlarindan intimin tiplerinin

belirlenmesinde ise yetersiz bilgi bulunmaktadir.
1.5.2.3. Intimin Reseptorleri

Epitel hucrelerinde gorilen EPEC enfeksiyonu smdess 90-kDa boyutundaki
tirozinle fosforile edilen Okaryotik membran pratei(Hp90) intimin icin reseptor olarak



gorev yapmaktadir (Rosenshine ve ark. 1996). Fa&ha sonra Hp90’ nin bir konak hicre
proteini olmadgl, bakteriyel tip Ill sekresyon sistemi tarafindkonak htcrenin plazma
membranina transloke olan ve intimin igin resepmif@rak algilanan bir bakteriyel protein
olarak gosterilmektedir (Kenny ve ark. 1997). Sterak Hp90, transloke intimin reseptéri
(Tir) olarak deistirilmistir. Tir ve tir saperonu CesT ( Abe ve ark. 1999, Elliot ve ark.999
eae genini barindiran tir operonu icinde lokalimmaktadir (McDaniel ve ark. 1995). Tir, 78
kDa boyutunda unfosforile protein olarak bakterict@sinde uretilmektedir. Transloke
olduktan sonra konak hicrede fosforile proteinfealddongir ve molekul girligi 90 kDa
boyutuna ulair (Kenny ve ark. 1997). Tir reseptérinin tirozosforilasyonu, insan ve tgan
kaynakli EPEC sgarinda go6zlenirkenE. coli O157:H7 sglarinda gorilmemektedir. Deibel
ve arkadgari (1998), STEC 026:H- serotipinin enfekte konalcrede translokasyon
sirasinda fosforile edilen, Tir reseptoriinin hagal olan EspE proteinini Gretini
bildirmektedir. Tir fosforilasyonu in-vitro kmllarda intimin bglanmasinda gerekli gédir.
EHEC ve EPEC intiminleri, EHEC ve EPEC Tir reseptim fosforile olmayan formlarina
baglanabilmektedir (DeVinney ve ark. 1999). EPEGIlaunda tirozin fosforilasyon olayinin
gerceklgip EHEC suglarinda ise gercelkdenemesi, EHEC slarinda bazi dizenleyici
faktorlerin eksiklgi ile ili skilendirilmektedir. Bu patojen slarda Tir reseptorinin sentez ve
sekresyonu farklisekilde dizenlenmektedir. Ayrica tek bir tiroziniseryerdesistirmesi
durumunda EPEC ve EHEC Tir molekilleri 474 pozisywta bulunmaktadir ve
fosforilasyon bdlgelerinin gdlili gi ile ili skilendiriimektedir (Kenny 1999). Bu yiizden EPEC
ve EHEC ssglar arasindaTir proteinin sentez ve sekresyonundakliliklar, adhezyon

mekanizmalari ve kaide alumlarindaki farkliliklari yansitiyor olabilir.

Tir, en az Uc¢ fonksiyonel bolgelerin ghnaktadir. intimin ile interaksiyona giren
ekstraselliler bdlgede, pedestal bakteri-hiicre @&syanunun olgmasi acgisindan
transmembran bolge ve sitoplazmik bdlgenin rol aoyga bildirilmistir.  Membran
formasyonu cagjmalarinda Tir geni, konakcl hicresine ygitdmis ve ekstraselltler
bolgedeki hiicre ylzeyinde bulunan interaksiyonlar intimin olusumu agisindan
deserlendirilmistir  (de Grado ve ark. 1999, Hartland ve ark. 1998) geninin intimine
baglanan bolgesinde merkezi olarak hem ekstrasellbtdgede, hem de aminokarboksil
terminal bolgesinde 107 adet aminoasitin ygige saptanmytir. (Hartland ve ark. 1999). Tir-
M bolgesi ise iki helikal yapidan olan beta bglariyla ba&lanms intimin D4 ile iligkili
analog intimin-Tir kompleksi tarafindan meydanargetektedir. (Luo ve ark. 2000).



Hartland ve arkaddari (1999) intimin icinde disulfid garin olisumunun, Tir ile
etkilesimde ©6nem tamadgini bildirmistir (Hicks ve ark. 1998, Frankel ve ark. 1998b).
Hartland et al. (1999), immunogold mikroskobikaretleme tekgini kullandiklar
calismalarinda intiminin konak hucrelerine lektin-benZzevmponent olan ve C-terminalini
sindiren Tir molekulinden yoksun olsa bileglzadgini bildirmislerdir.Sekil 1.9' da Tir-
intimin etkilesimi ve konak htcre intimin resept6ru (Hir)-intimatkilesimini gostermektedir.

Periplazma

EPEC

dis membran

.-"-J'-.r' r o

Konak hiicre
membram

Sitozol

Sekil 1.9. EPEC’ in konak hicrelerine adhezyon mekanizmasgamatik hali (Frankel ve
ark. 2001).

Intiminin purifiye hiicre bganma bolgespl integrinleri (Frankel ve ark. 1996) ile
birlikte in-vitro baglanma aktivitesi gostergii bildirilmistir ve bu durumun intiminin
Yersiniaturlerinin epitelyal hiicrelere BEnmasi sonucu salgilanan invazin proteini ile olan
benzerlginden kaynaklangi saptanmtir (Isberg ve ark. 1987). 78 adet amino asit [fsU
bagi, bu etkilgim icin gereklilik arz etmektedir (Frankel ve ark996). Fakat polarize
intestinal epitelyum hcrelerinin apikal yuzeyin@& integrinlerin bulunmag ve p1
integrinlerin A/E lezyonlarinin okwmunda etkili olmag bildirilmistir (Liu ve ark. 1999).

Etkilesim ve kolonizasyona yonelik bu model tam olaralegithamaktadir.



A/E patojenlerinin konak htcre ile olan interaksilarinin 2 muhtemel mekanizmasi.
A) Baslangic bg&lanmasi intimin ve konak hicre intimin reseptoriifHie balar ve Tir'in
konak hiicre membranina translokasyonu ile devam. &tha sonra intimin terminal D4
bdlgesine (C-tip loktin hiicresi pemnma yeri) bglanir. Sonrada TirM (transloke intimin
reseptori bglanma yeri)’ ye yerlgr. Bu interaksiyon karakteristik A/E lezyon glumuna
yol acar. Bu modelde monomerik intimin-Tir reaksiyo gosterilmgtir. Fakat X-ray
kristalografisi sonucu muhtemel dimerik interaksilay saptanmstir.
B) Bu mekanizma intimin, Hir ve Tir arasindakigb interaksiyonu gostermektedir.
(Frankel ve ark. 2001)

1.5.3. Potansiyel Aksesor Virulans Faktorleri
1.5.3.1. EHEC-hemolizin

Insan kaynakli STEC sarinin O157:H7 ve non-O157 serotipleri, EHEC-
hemolizin(EhxA) olarak isimlendirilen bir plazmiddlayan hemolizin  Gretmektedir
(Beutin ve ark. 1989, Bettelheim 1995). Genellikle sitotoksin olarak bilinen EhxA, RTX
toksin ailesinin bir Gyesidir (Bauer ve Welch 1998) tUropatojenilE. colitarafindan Uretilen
a-hemolizin ile %60 oraninda skilidir (Bauer ve Welch 1996, Schmidt ve ark. 1995)
EHEC-hemolizin’ in fonksiyonu ve patogenezindekiedm tam olarak bilinmemektedir.
STEC sglari demir taima sistemine sahiptir ve demir kagnaolarakta hemoglobini
kullanmaktadir (Mills ve Payne 1995, Law ve Kell99b, Torres ve Payne 1997). EhxA
toksininin temel fonksiyonu; in-vivo kaollarda eritrositleri lize etmek, hemoglobinisdrnya
salmak ve bdylece Basakta STEC siarinin varlgini arttirmaktir (Law ve Kelly 1995). Bir
calismada EhxA ifadesi ileStx dretimi arasinda gugclia ibiski bulundyu saptanngtir
(Beutin ve ark. 1989, Bettelheim 1995, Boerlin v&.d999). Son zamanlarda Gyles ve
arkadalari (1998), insanlarla gkili olan hastaliklarda EhxA ekspresyonu bulunan
serotiplerin, bu genin ekspresyonunun bulun@aderotiplerden daha fazla oranla izole

edildigini bildirmiglerdir.

1.5.3.2. Enteroagregatif 1si-stabil toksin (EAST1)



astA geni tarafindan kodlanan Enteroagregatifstabil toksin (EAST1), ilk kez
EnteroagregatifE. coli (EAEC) bakterisinde tespit edilen bir enterotokisi (Savarino ve
ark. 1991). Savarino ve arkatlrinin 1996 yilinda yagt bir calsmada 75 adet O157:H7
STEC sgunun timuinde, 9 adet 026:H11ssnun 8 adedinde ve 23 adet non-0157/026
swun 12 adedinde astA geni incelegtini STEC patogenezisinde EASTL1 toksininin dnemi
tam olarak bilinmemesine gmen STEC O157:H7 sunda bulunan astA geninin yuksek
prevalansi, STEC O157:H7 virulansinggdalan katki sgladigi 6ne surilmektedir. EAST1
toksini, ba&irsakta sivi salgilanmasi sonucu sodyum Kklorlr ienml hizlandiran yada
engelleyen isi-stabil toksinleri ile yiksek oramdszerlik gostermesi sebebiyle STEGlau
ile enfekte hastalarda gozlenen sulu diyare semlaiinda énemli rol oynamaktadir (Crane
ve ark. 1992, Sears ve Kaper 1996).

1.5.3.3. Katalaz/Peroksidaz (katP tarafindan kodlanan)

Hem katalaz hemde peroksidaz aktivitesine sahip ppatein, STEC O157:H7
swunun virulans plazmidinden identifiye edilmekte(@runder ve ark. 1996). Bu protein,
Bacillus stearothermophilusin PerA, Mycobacterium intracellularain M185 ve E. colf
nin HPI katalaz KatG gibi bircok bakteriyel &ktz/peroksidaz ile benzerlik
gostermektedir (Brunder ve ark. 1996). KatP, t&MEC plazmidlerinde go6zlenmez.
Brunder ve arkadgari (1999), STEC O157:H7 izolatlarinin %66 sI men-0157 STEC
izolatlarinin ise %38’ inin katP genine sahip @dou bildirmglerdir.  KatP geninin
patogenezisteki rolii tam olarak bilinmemektedird&a bu genin makrofajlar ve nétrofiller
gibi l6kositler tarafindan Uretilen detoksifiyetatbksik oksidantlarin yardimiyla konak

savunma mekanizmalarinda gorevlidir (Brunder ve 2996).

1.5.3.4. Ekstraselliler serin proteaz (EspP)

Bir diger virulans faktor ise, ekstraselliler serin prateslarak bilinenE. coli
0157:H7 tarafindan salgilanan bir proteindir (Bfar ve ark. 1997). EspP, EPEC
tarafindan salgilanan EspC \&higella flexneri tarafindan salgilanan SepA ile ayni
homolojiye sahiptir (Brunder ve ark. 1997). STE@Q6MH- serotipinin ise EspP proteinine
benzer bir protein salgilagl bilinmektedir (Djafari ve ark. 1997). EspP piate insan
koagulasyon faktér V' e kar proteolitik aktivite sergiler (Brunder ve ark947). Faktor V
bolinmesi pihtilgma reaksiyonlarinin azalmasi nedeniyle uzun sitkahamaya yol acabilir.

Bdylece hemorajik hastalik almnaktadir (Karch ve ark. 1998). EspP proteinin, over



hicrelerine kan sitotoksik oldgu bilinmektedir (Djafari ve ark. 1997). STEC erdgglonu
gorulen cocuklarda EspP toksinine faantikorlarin saptanmasi, in-vivgartlarda protein
ifadesini ve patogenezdeki rolund agiklamaktadrugder ve ark. 1997). Fakat Schmidt ve
arkadalarinin ( 1999) yap#n gozlemlerde, pO157 plazmidini barindiran tim STEC
swlarinda EspP proteininin ifade edilm@hi ortaya koymugtur. Hastaliklarda EspP

proteinin 6nemi tam olarak belirlenemaini

1.5.3.5Clostridium difficile-benzeri toksinve Efal

pO157 plazmidi, aminoasit proteinlerini kodlyafplet icermektedir ve bu genler
Clostridium difficilé nin ToxA ve ToxB sitotoksinlerine benzemektedBufland ve ark.
1998). Bu toksinler C-terminal ve N-terminal olmékere 2 boélgeden almaktadir. C-
terminal, toksinin hicre igcine ggri sgslarken, N-terminal ise hicre yapisini diizenleyen
proteinleri modifiye eden glukosil-transferaz enne sahiptir. Efal olarak isimlendirilen
bu protein, A/E lezyon olumu gozlenen STEC ve EPECskuinda tespit edilmektedir
(Nicholls ve ark. 2000). Efal geni, adhezyongrddan katki sglamaktadir (Nicholl ve ark.
2000). Son zamanlarda Tatsuno ve arkiadg?2001), EHEC bakterisinin pO157 plazmidi
Uzerindeki toxBgeninin adhezyona Kkatki glsaigini bildirmistir. Bu calsma pO157
plazmidinin ToxB ve EHEC O157:H7’ den elde edilem lmdlgesinin birlgtiriimesi sonucu
ortaya cikmgtir. pO157’ nin onarilmy tam kapasiteli hanma 6zellgi Tip Il proteinlerin
sekresyonunu arttirgh bildirilmi stir (Tatsuno ve ark. 2001).

1.5.3.6. STEC oto agliutine adhezinler (Saa)

Bir dis membran olarak ifade edilen Saa, Gluney Avustraff|aHUS salginlarindan
sorumlu olan LEE-negatif STEC 0113:H21 serotipintespit edilmektedir (Paton ve ark.
2001). Saa proteini, sadece LEE negatif STE@asmin geng plazmidlerinde bulunmaktadir.
Bu oto aglutine adhezinleri icerda. coli swlarinin Hep-2 hicrelerine 9.7kat daha fazla
baglandigl tespit edilmgtir. Saa proteinin homologlari ise HUS sendromdisthlardan izole
edilen LEE-negatif STEC slarinin O48:H21 ve 091:H21 serotiplerinden ideg#fi
edilmektedir (Paton ve ark. 2001). Saa adhezirkidvanin kendisine bélge ofturmasi igin
kihfli yapilari icermektedir.  Bu gibi kilifli yapar proteinlerin birbirleri ile olan
interaksiyonlarinda rol oynamaktadir. LEE- neg&ffEC sglari icin insan enfeksiyonlarina

yol agmasi acgisindan saa adhezini muhtemel betirlely faktordir (Paton ve ark. 2001).



1.5.3.7. Ureaz

iki reaz gen kiimesi, STEC 0157:H7 strain EDL93gisun kromozomunda tespit
edilmektedir (Perna ve ark. 2001). Bu gen kiumeletireaz montaji icin gerekli yapisal
proteinleri ve aksesuar polipeptidleri kodlamaktadiUreaz; amonyak ve karbondioksit
icindeki drenin hidrolizini katalizleyen, karmhk bir nikel metalloenzimdir (Mobley ve ark.
1995). Ureaz, insan pasagindaki STEC 0157:H7 slarinin asidik cevreye karsergiledgi
toleransa katkida bulunabilmektedir (Heimer ve @®02). Bu durum, bakterinin proksimal
bdlgesinde bulunan amonyum iyonlarinin anyon kotngayonlarinin modifiye edilmesi ile
basarilabilir. (Mobley ve ark. 1995).Heimer ve arkgidar (2005), STEC O157:H7 strain
EDL933 syunun fonksiyonel Ureaz genlerint.(coli K-12 bakterisinde ifade edilebilen)
tasidigint bildirmistir. Ureaz aktivitesi normal slarda tespit edilmengiir. Bazi demir
regulatorleri, Gre kayrga olarak identifiye edilmy, ve klon EHEC sglarinda mutang. coli
MC3100 ic¢in ure parcalayici 0zellik gostegtardir. Ayrica belirlenemeyen sekonder faktor
de klon drenin regulasyonunda rol oynamaktadir.irttée ve ark. 2002. Son zamanlarda,
Ureaz operonu STEC garinin 026 ve O111 serogruplarinda tespit edilmaikt(Nakano ve
ark. 2001). Ancak daha ileri cghalar, dger non-O157 STEC slarinda bu genin
patogenezi ve prevalansinda Ureaz aktivitesinimiobelirlemek icin yapiimaktadir.

1.5.3.8. Tip IV pilus

Son zamanlarda uzun-ince- pili proteininin ifadeseglayan Tip IV pilus lokusu(pil),
LEE-negatif 0113:H21 STEC (98NK2) garinin mega plazmidi (pO113) tzerinde identifiye
edilmektedir (Srimanote ve ark. 2002).gPr bircok LEE-negatif STEC slan ise, pil
lokusun homologunu barindirmaktadinsanlarda ciddi hastaliklara neden @abilinen,
026-0111-0157 iceren LEE-pozitif serogruplari pklisuna sahip @ddir. Bu tip IV pilus
biyosentez lokusu, 11 adet yakin genin ka&ynalmaktadir (pilL ve pilV) ve bu genler,

birbirinden b& msiz olarak olgmaktadir.

Tip IV pilus; EPEC (Bieber ve ark. 1998, Stone ask. 1996)Yibrio cholerae
(Manning 1997) veSalmonella entericgerovatyphi (Zhang ve ark. 2000) gibi patojenik
bakterilerin konak epithelyal hiicrelere adhezyonsagilamaktadir. Fakat 98NK2 tarafindan
eksprese edilen tip IV pili geni, in vitro ortamddep-2 ya da Hct-8 hlcrelerine olan
baglanmayi regule etmegii ortaya cikmgtir. Arastirmacilar pO113 plazmidin konjugal

transferine dginmis ve pil lokusunun konjugasyona yardimci @dou bildirmglerdir.



Ayrica argtirmacilarin hipotezine goére, pil lokusunun varktx-dénitirtcua fajlarin lizojeni
sansini artirabilmektedir. Adhezyon, konjugasyon wrilans olgularinda pil lokusunun
rolinl saptamak icin daha fazla galalarin yapiimasi gerekmektedir.

1.6. STEC Patogenezi
1.6.1.insanlarda STECIliskili Hastaliklar

Insanlarda STEC enfeksiyonu; sulu diyare, kanl miyaHUS, trombotik
trombositopenik purpura (TTP) ve 6lum gibisitee klinik olaylara neden olmaktadir (Griffin
ve ark. 1988). Diyareye neden olan STEGlaunin inklibasyon periyodu 3-4 guin arasinda
desismektedir. Bu sire icinde hastalardakarin kramplariybirlikte sulu diyare
gozlenmektedir (Riley 1987, Griffin ve ark. 198®)iyareli hastalarin %25-75’ inde ciddi
hastalik geimezken, bazi hastalarda sulu diyare 1-2 gin ickadel diyare ve hemorajik
kolitise(HC) dongmektedir (Riley ve ark. 1983, Riley 1987, Griffie \ark. 1988). Hastalik
bir hafta icerisinde belirgin semptomlar gosternmedsnlanabilir, fakat cocuklarda ve
yaslilarda gorulen olgularin %5-10" unda hastalik Hlg&kline donigebilmektedir. HUS
sendromu; hemolitik anemi, trombositopeni ve alkewmat bozuklgu olarak tanimlanmaktadir.
Hastalarin ¢gunda tedavi sonucunda iylae gozlenirken, HUS sendromlu ¢ocuklarin %3-
5'inde O&lumle sonuclanmaktadir. Yaklk olarak siddetli bobrek bozukluklarinin,
hipertansiyon ve merkezi sinir sistemi bulgulariniletarji, kasilma, koma ve parezi)
goruldigu olgularin %12-30" unda uzun dénem tedavinin gegekaptanmytir (Pickering ve
ark. 1994).STEC enfeksiyonu, TTP olarak adlandirtlUS sendromunun gdi formlarina
neden olabilmektedir. TTP, histopatolojik ve klitkJS sendromuna benzemektedir. Fakat
bu durum genellikle yegkinlerde prodromal diyarenin yokdu ile karakterizedir (Morrison
ve ark. 1985). TTP’ de sinirsel bulgular daha aditii ve bobrek hasari fazla gghemstir
(Morrison ve ark. 1986%u anda HUS tedavisi destekleyici terapiolarak yapHKtadir.

1.6.2. Hayvanlarda hastalik nedeni olarak STEC

1.6.2.1. Sgirlarda STEC

Insanlar ile kawnlastinldiginda, E. coli O157:H7 hastalik okturmadan $r
bagirsgginda kolonize olabilmektedir (Cray ve Moon 199508n ve ark. 1997). STEC
0157:H7 ve girlarda bulunan gier STEC sglan ise geng buzalarda patojenite



olusturmaktadir (Dean-Nystrom ve ark. 1997). STEC OHF7suu ile inokllasyondan sonra
neonatal buzalarda diyare gedir. Diyareli buz&ilarin ince ve kalin barsaklarinda A/E
lezyonlarina neden olan O157:H7slsm bulunmaktadir (Dean-Nystrom ve ark. 1997).
Neonatal buzalarla kagilastinldiginda ise, STEC O157:H7 ile enfekte 3 haftadan buylk
sigirlarda histolojik lezyonlar ve hastalik glumu g6zlenmez (Cray ve Moon 1995, Brown ve
ark. 1997).infeksiyonunsiddetli durumlar duyarli bugalarda virulant STEC’ in villus
atrofisi, epitelyal htcre hasari, notrofillerin emsitisiyel l[Umene infiltrasyonu ve kanda
pseudomembranlarin ve fibrinlerin birikimine yolnagktadir (Hall ve ark. 1985, Pearson ve
ark. 1999). Neonatal kolostrum almayan hayvanlagdacoli O157:H7 insanlardaki gibi
enterokolitise yol agmaktadir (Dean-Nystrom ve 4897).

Intimin varligl, E. coli O157:H7 sslari ile enfekte neonatal buznéarda diyarenin
baslamasini ve gastro-intestinal sistemde kolonizasysatlamaktadir. infekte yeni dgan
buzagilarda intimin-pozitif yada intimin-negatif STEC ©1:H7 sglari mevcuttur (Dean-
Nystorm ve ark. 1998). &rlarda Stx’in roll ve intestinal mukozadaki etkiléam olarak
anlgilmamaktadir. Son zamanlarda yapilan birspaida Stx reseptort olan Gb3 varhin
gastro-intestinal sistemde bulunmadisadece bobrek ve beyin dokularinda sapgandi
bildirilmi stir (Pruimboom-Brees ve ark. 2000). Bu galada 6 adet gastro-intestinal ve 5 adet
ekstraintestinal organ incelemgtii. Bu organlarin higbirinin  kan dokularina stx
baglanmamaktadir (Pruimboom-Brees ve ark. 2000). ®txlagi icin vaskiler reseptdrlerin
yoklugu sgirlarin stx toksinine kar diren¢ geltirmesine neden olmaktadir. Ayric&gslar;
STEC O157:H7 ve géli non-O157 STEC sglari icin asemptomatik rezervuarlar olarak
kabul edilmektedir. Hoey ve arkad@rinin (2002) yap@ bir calsmada ise grlarin
intestinal sisteminde Stx reseptorlerinin ekspresysaptanmtir. Bu calgmanin sonuglari
ile Pruimboom-Brees ve arkad@inin(2000) yayinlagh sonuglar arasinda cgliler
bulunmaktadir. Stx @anmasi jejenum, ileum, sekum ve kolon submukoziasepitelyal
hicrelerde gorulmektedir (Hoey ve ark. 2002). dtaglejenum, ileum, sekum, kolon ve
bobrek kapillarlarina stx1 Benmasi Pruimboom-Brees ve arkglda (2000)’ nin yaptiklari
calismada oldgu gibi gorulmitur (Hoey ve ark. 2002). Daha da fazlasi stx1 pmyesh bir
hedef olarak submukozal lenfoit dokulargslammaktadir (Hoey ve ark. 2002). Reseptdrlerin
yoklugu kan damarlari ve bobreklerde stx toksisitesi VEEGS patojenitesi agisindan

hayvanlarin direncli olmasini@amaktadir (Hoey ve ark. 2002).

1.7. STEC Enfeksiyonunun Tanisi



Sigir, koyun gibi et dretiminde kullanilan hayvanlaemel STEC rezervuarlarini
olusturmaktadir. Dgki ile kontamine olmg gidalar, insan enfeksiyonlarinin @lumunu
sgilamaktadir. Kesim sirasinda karkaslara saaruminant dkilarinda STEC’ in virulans
faktorleri, STEC varkiini belirlemeye yardimci olmaktadir. Ayrica ishaliastalarin
digkilarinda STEC sdarinin izolasyonu ve Kkarakterizasyonu, busl&un virulans

potansiyelini belirleyerek enfeksiyonun erkeshisini kolaylagtirmaktadir.
1.7.1. Kiltare-dayal tespit

STEC 0157:H7 izolasyonu ic¢in kullanilan en yayggamsorbitol-MacConkey-agar
(SMAC)’ dir (Farmer ve Davis 1985, March ve Ratna@86). Bu ortam, fekal kaynaki.
coli serotipleri arasinda sorbitolii fermente edemeyBECGSO157 sglarinin gézlemlenmesi
icin kullaniimaktadir (March ve Ratnam 1986). SMAdgarin ceitli modifikasyonlari
bulunmaktadir. SMAC agar icin bazi modifikasyonlardir. Bu modifikasyonlar agarda
STEC 0157’ nin dier organizmalardan selektif ve duyarli olarak agdtlebilmesini sglar.
CT-SMAC agar (sefiksim ve potasyum telluriti iceyafiger E. coli sularinin gelsmesini
engellemektedir (Zadik ve ark. 1993). CR-SMAC (s&fn ve ramnoz iceren) agar ise,
sorbitolu fermente etmeyen sgar icinden STEC O157:H7 ayirimini @amaktadir. STEC
0157:H7 sglari CR-SMAC agardaki ramnozu fermente edemez (Glaapve ark. 1991).
STEC 0157:H7, sorbitoli fermente edemeyen kolomilarak bilinmektedir ve aglitinasyon
testleri yardimiyla O157 antijeni saptanmaktadiviA&® agardap-D-glukuronidaz varfi,
STEC 0157 saptanmasini amaclamaktadir (Okrendkvel880). Sorbitolt fermente ed@n
D-glukuronidaz pozitif STEC 0O157:H7 ve O157:Hslsun Avrupa ve Avustralya’ da tespit
edilmistir (Feng ve ark. 1998, Gunzer ve ark. 1992, Kaehieesemann 1993, Bettelheim ve
ark. 2000).

Yukarida bahsedilen tespit yontemi, non-O157 STEsCotplerinin tespiti icin
uygulanmaz. Bu serotiplerin @r fekal E. coli swlarindan ayrimi icin kullanilan farkl
biyokimyasal 6zellikleri bulunmamaktadir. Neredeygm O157 ve non-O157 STEC stari
enterohemolizin Uretmekte ve kalsiyum iceren kagar (WSBA)' dan-hemolitik silar ayirt
edilebilmektedir (Beutin ve ark. 1989Alfa- hemoliz, kanli agarda 8 de 4 saat
inkiilbasyondan sonra kolonilerin ¢evresinde gozlegens hemoliz zonu ile karakterize

edilirken, enterohemolitik fenotip ise kanl aga®&C’de 18-24 saat inkibasyondan sonra



gozlenen bulanik hemoliz zonu ile karakterize edkiadir (Beutin ve ark. 1989). STEC’ in
sadece birka¢ su a-hemolizin tretmektedir (Beutin ve ark. 1989, Bittem 1995).

Son zamanlardaki bir camada, Lehmacher ve arkatla (1998) vankomisin,
sefiksim ve sefsulodin iceren kanli agar (BVCCAH 8TEC identifikasyonunun kalsiyum-
kanli agar (WSBA)' a goére daha kolay ofgunu bildirmitir. identifikasyon icin BVCCA
agar kullanimi,E. coli hicrelerinde vankomisin permeabilitesinin artmiasifiemolizin
sekresyonunu  kolayarmaktadir. BVCCA-STEC kolonileri  tarafindan  Gfeti
enterohemolitik fenotiplerin gorinimi WSBA-STEC dwailerinin gérinimu ile aynidir
Fakat BVCCA-pozitif kolonilerde, diilk a-hemolizin ekspresyonu yada zengin vankomisin
ekspresyonu dolayisiyla ehxA geninin bulunngadildirilmi stir (Hornitzky ve ark. 2001). Bu
anomaliler, ruminantlarda bulunan STEGslaunin izolasyonu icin BVCCA agarin tercih

edilmesini engellememektedir (Hornitzky ve ark. 20Djordjevic ve ark. 2001).

1.7.2. PCR-dayali tespit

Cssiti PCR amplifikasyon metodlarl, STEC virulans b&@min tespiti ve
karakterizasyonu icin gehistir. PCR tekngi, en guvenli ve en hizli metodlardan biridir.
PCR testleri, shiga toksin genlerin (Stx1 ve Stx&)igini yada dyki ve gida kultirlerinde
Stx1, Stx2, eae ve ehxA genlerinin simultane idiaisyonunu (multipleks PCR) saptamak
icin gelistirilmistir (Gannon ve ark. 1992, Begum ve ark. 1993, Cabeg ark. 1995,
Fratamico ve ark. 1995, Paton ve Paton 1998, Fagamk. 1999).Fakat fekal sivi kiltirlerde
STEC virulans faktérleri saptanirsk. colinin izolasyonuve bu serotiplerin virulans

faktorlerinin d@rulanmasi i¢in kilttrslemine bavurulmalidir.

China ve arkadgari 1996 yilinda yaptiklari ¢camada; diyareli buzalardan izole
edilen 30 adek. coli siunda intimin (eaeA), shiga toksin 1 ve 2 (stx1 w2}k genleri
arastiriimistir. Intimin (eaeA) ve shiga toksin(stx1 ve stx2) kodkagenlerin tespiti amaciyla
multipleks PCR uygulanmstir. intimin (eaeA), stx1 ve stx2 genleri sirasiyla 5388 ve
807bp’de aranmtir. PCR testleri sonucunda 14sssadece eaeA geni pozitif bulunurken, 15
swta eaeA ve stxl geni, 1 ga eaeA ve stx2 geni, garin birinde ise aranilan 3 gende
(eaeA, stx1 ve stx2) saptarytm. Sonuclar test edileB. coli suslarinda arstirilan potansiyel
virulans faktorlerinin yaygin olarak bulunglunu géstermektedir.



China ve arkadgarinin (1996) kullangn baz sekanslarindan yararlagichiz
calismamizda isegirlarin klinik mastitis vakalarindan izole edil&n coli sslannda intimin,
stx1 ve stx2 genleri agarilmistir. Her biri farkli sdrtlere ait, 2011 Haziran-Byltarihleri
arasinda izole edilen toplam 1&0 coli sisu incelenmgtir. Shiga toxin 1 ve 2 (stx{e stx2),
intimin (eaeA) kodlayan genlerin tespiti amaciylaltipleks PCR uygulanngtir. PCR testleri
sonucu 5 syieaeAgeni ve sadece 1 gix1 geni pozitif bulunmstur. Sonuglar klinik ir
mastitislerinden izole edile&. coli suslarinda arstirilan potansiyel virulans faktdrlerinden
eaeA geninin yaygin olarak bulurglinu gosterirken, stx2 geninin  saptanngadi
gostermektedir. Sirlarda mastitis vakalarindan izole edilén coli suslar arasinda PCR
yontemi ile insanlarda hastalik eturma ihtimaline sahip Shiga toksin tretencoli (STEC)
tespit edilmgtir.

Son zamanlarda Paton ve Paton (2002); stx1, s&,ekxA ve saa genlerinin tespiti
icin pentavalent bir PCR tekni gelistirmistir. Cesitli virulans markerlerin tespiti icin
kullanilan primerler, korunmyugen bdlgelerinden tasarlamgtm. PCR tekngi, stx2 (Bastian
ve ark. 1998, Johnson ve ark. 1990, Tyler ve @R1) ve eae (Adu-Bobie ve ark. 1998, Reid
ve ark. 1999, Oswald ve ark. 2000) genleri arakindgrimi belirlemek icin gedtirilmi stir.
PCR yontemlerinin; dki, gida ve cansiz bakteri iceren 6rneklerde STIEIli virulans

genlerinin tespitinde son derece yararl @akanitianmgtir.

2.  GEREC VE YONTEM
2.1. Gereg
2.1.1.1zolasyon Ornekleri

Arastirma icin 2011 Haziran-Eylul tarihleri arasindaydi ili ve ¢cevresinde bulunan,

bayuk olcekli (50 ve Uzeri gaal inek) 3 farkl giir isletmesi ziyaret edilerek



gerceklatirildi. Bu ziyaretlerde hepsi laktasyon donemindi@an, son bir ayda antibiyotik
tedavisi almang, en az bir dgum yapmg, 3-9 yalar arasinda Hetayn irki 250 inek
Kalifornia Mastitis Testi (CMT) ile incelendi. CMTle subklinik mastitisli olarak belirlenen
160 ingin sut ornekleri toplandi. Ornekler, hayvanlariemelerinden tekgine uygun bir
sekilde 10 mllik steril enjektdrlere alindi ve @ik zincir uygulanarak aseptikartlarda
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi fdikyoloji Anabilim Dali Rutin Teghis
Laboratuarina ukdurildi. Bu ornekler,E. coli varligi ve shiga toksin icerip icermeli

yonunden ardirildr.

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Ayiraclar, Solusyotar ve Antiserumlar
2.1.2.1. Besiyerleri

2.1.2.1.1.izolasyon besiyeri

2.1.2.1.1.1. ModifiyeTryptic Soy Broth (Merck1.0926)

Pepton(kazein) 17 g
Pepton(soya unu) 39

NaCl 59
Safra tuzlari No. 3 15¢
D(+)-glukoz 25¢g
Di-potasyumhidrojenfosfat 49
Novobiocin 0.02g
Distile su 1000 ml

STEC zenginlgtiriimesi icin temel besi yerleri olarak gonlukla sorbitol MacConkey
agar, tryptic soy broth (TSBE. coli broth, enterohemorajik. coli broth, buffered peptone
water (BPW) ve brain heart infusion broth kullaraktadir (Hussein ve Bollinger 2008).
Arastirmamiz icin alinan st orneklerinde bulunan bakie zenginlgtiriimesinde modifiye
tryptic soy broth (mTSB) kullanilmgtir. Zenginlgtirme besiyeri mTSB’de gram-negatif
mikroorganizmalarin gealmesini azaltmak icin novobiocin veya acriflavin oumaktadir
(Vernozy-Rozand 1997). mTSB besiyeri 33 g/l konsssyionda distile suda eritilerek
hazirlanmg ve erlenlere 225 ml olacajekilde daitiimistir. Daha sonra erlenlerdeki besi
yerleri otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilizeleditir (FDA 1995).



2.1.2.1.2.1dentifikasyon besiyerleri

2.1.2.1.2.1. SorbitoIMacConkey (SMAC) Agar (Difco 29100) ve CT SMACAgar Katkisi
(Merck1.09202)

Pepton 209
NaCl 59
Safra tuzlari No. 3 15¢g
Sorbitol 10 g
Kristal violet 0.001 ¢
Notralred 0.03 g
Agar-agar 15¢g
Distile su 1000 ml

E. coli O157:H7 serotipi sorbitol fermente etmez ikegediE. coli serotipleri
sorbitoll  fermente ettikleri icinE. coli O157:H7 izolasyonunda gonlukla sorbitol
MacConkey agar (SMAC) kullaniimaktadir (Vernozy-Rod 1997). Bazi STEC garinin
tellirite kagl duyarli olmalari vel/veya sorbitol fermente etmeysglarin izolasyonu icin
daha c¢ok sefiksim ve tellurit katkili sorbitol Maaxkey agar (CT-SMAC) kullaniimaktadir
(De Boer ve Heuvelink 2000). Bu nedenle sarsmamizda SMAC agara daha selektif
olmasini sglamak amaciyla sefiksim ve tellurit (CT) katkisi lexkmistir.
SorbitoIMacConkeyagardan(Difco 279100) 51,6 g/Inorde 25,8 gagar 500 ml distile su
icinde 1sitilarak eritilmi ve otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edgfini CT-SMAC
Agar Katkisi (Merck 1.09202) agara ilave edilmedane birsise katki Gizerine 1 ml distile su
eklenip kargtirilmistir. Otoklav sonrasinda 45 °C’ye kadargstulan 500 ml agara aseptik
sartlarda CT katkisi eklenerek kgmlimis ve petri kaplarina 12,5 ml/petri olacakkilde
dokulmistr (FDA 1995, Weagant ve ark 1995).

2.1.2.1.2.2. Eozin - Metilen Blue (EMB) Agar

Pepton...........cooiiiiiis 109
Laktoz..........................B @
SUKIOZ....ovvvvviviie e, 5¢

Dipotasyum fosfat.......... 29



EozinY.......coovivinnin 04g¢g

Metilen mauvisi........0.065 g
Agar........................13.5¢9
Distile su.................. 1000 ml

Karisimin pH’'s1 7.2'ya ayarlandive 121 °C’de 15 dk otokledilmek suretiyle steril
edildi.

2.1.2.1.2.3. Kanli Agar Base (Merck1.10886)

Blood agar........ccccceeun. 40 g.
Distile su........c.ccccuu..e. 100 ml

Karisimin pH’s1 7,2 — 7,4’e ayarlanip, 15 dakika otokkdildikten sonra, 50C’ye
kadar s@utulup, icine %7 oraninda sterildefibrine koyun kaave edildi (Mutter ve ark
1989).

2.1.2.1.2.4. Lassen’in 3’lu tipbesiyerleri

Tap |
Peptone 209
Lactose 10g
Glucose 19
Sodium thiosulphate 0.2¢g

Ferric ammonium sulphate0.3 g
NacCl 60



Agar 179
Phenol red (0.2'lik) 12.5 mi
Distile su 1000 ml

Karisimin pH’'s1 7.6’ya ayarlandive 121 °C’de 15 dk otokkedilmek suretiyle steril
edildi.

Tup Il
Peptone 59
Neopeptone 59
Mannitol 29
Agar 25¢g
Potassiumnitrate 179
Phenol red ( % 0.2'lik ) 20 ml
Distile su 0aD ml

Karisimin pH’si 7.6’ya ayarlandi ve 121 °C’de 15 dk déekedilmek suretiyle steril
edildi.

Tup NI

L- Tryptophan 0.3g
PotassiumDihydrogenphosphate0.1 g
PotassiumHydrognephosphate 0.1 g

Ure 29
Ethanol ( % 95’lik ) 19
Phenol red ( % 0.2'lik) 20 ml

NacCl 05¢g



Distile su 1000 ml

Besiyerinin sterilizasyonu milipore (0.2 p) filtrex stizilerek yapildi (Koneman ve
ark 1997).

2.1.2.2. Ayiraclar

2.1.2.2.1indol ayiraci

P-Dimethylaminobenzaldehyde 10 g
Isoamylalcohol 150 ml
HCI (konsantre) 50 ml

2.1.2.3. Solusyonlar
2.1.2.3.1. EDTA (0,5 M)

Disodium EDTA-2 H20......coeiie e e 0. 186,1 @
EDTA 800 ml distile suda manyetik kgtiricida calkalanarak eritilip, NaOH ile pH
8,0’e ayarlandiktan sonra 1000 ml'ye tamamlanip 2tle 15 dk otoklav edildi.

2.1.2.3.2. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Bufer

10X TBE Stok Solusyonu

LIS = = L= 121,19
B K ASIE. .. 61,83 g
E D T A e e s 5,84 g

Distile su ile hacim 1000 ml'ye tamamlanarak 121d¥C15 dk otoklav edilip, pH 8,0
ayarlanarak buzdolabinda saklanir.

0,5X TBE Kullanma Solusyonu

DSt SU. .. 950 M

Karistirilarak solusyon hazirlanir.

2.1.2.3.3. Gel LoadingBuffer (6X)



Bromfenol MaViSi.........oouiii i 25 mg
Y1 74 49
Karistirilarak solusyon hazirlanir.

2.1.2.3.4. Tris (1M)

LIS = = L= 1219
Tris Base 800 ml distile suda eritilip, yakla olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek
pH: 7,6’'ya ayarlanarak karm 1000 ml'ye tamamlanir. 121 °C’de 15 dk otoklaiie

2.1.2.3.5.1M NacCl

V- T PN o 1 I 72 o
ISt SU.. . e e 800 ml
NacCl distile suda ¢ozuldikten sonra son hazim 1D§e tamamlanir.

2.1.2.3.6. TE Buffer (10mM tris+ 1mM EDTA)

EDTA(D,D M) it e e e e e e e 2ml
Karistirildiktan sonra kagim 1000 ml distile su ile tamamlanir.

2.1.2.4. Boyalar

Gram boyama (Merck-111885) yapikinr.

2.1.2.5. Antiserum Test Kitleri
2.1.2.5.1E. coli Lam Aglutinasyon Testi (DENKA SEIKEN-295347)

E. coli olarak belirlenen kolonilerde O antijeninin vgrhin aratirilmasi amaciyla O
antijen lam aglutinasyon testi uygulagtm E. coli Lam AglutinasyonTesti somatik (O)
antijenine kag1 hazirlanmy spesifik somatik (O) antikorlari (polivalan: domumonovalan:
tawan) ihtiva eden ve koruyucu olarak 0.08 w/%v sodwamnid eklenmy sivi Grin igceren, tip

icinde antijen ve antikor aglutinasyonuna dayanaieittir.



Grup O Antiserumlar (alternatif)

Polivalan Il- icerdgi tipler: 026, 055,0111, 0119, 0126
Polivalan 1l1- icerdgi tipler: 086, 0114, 0125, 0127, 0128
Polivalan IV- icerdgi tipler: O44, 0112, 0124, 0142

Test kiti icerginde olmayan bgka materyaller de kullanilgtir. Bu materyaller kiiguk
test tupleri, fizyolojik tuzlu su, pipetler, mikrggetler, florasan lamba, nutrient agar, brain

heart infuzyon agar, otoklav veya su banyosu, gaptiam ve asetat kalemidir.
Numune

Saf kulturlerden biyokimyasal testler yardimifdacoli olarak saptanan organizmalar
serotiplendiriimektedir. Kiltir kagik swlardanolguyorsa, serotip dgu bir sekilde tespit
edilemez.

Prosedurler
O-Grup Belirlenmesi

O-antijen belirlenmesi Isiyla inaktive edifnbakterilere lam aglutinasyon metodu
uygulanarak gercelderilir.
1) Belli bir miktar bakteriyel kiltir 3 ml fizyolojiktuzlu su ile sispanse edilir. Elde
edilen siispansiyon 121 °C’de 15 dk ve 100 °C’dadl stoklavlanarak antijen inaktivasyonu
sagzlanir. inaktive antijen git miktarlarda distile su ile yikanarak 20 dakikaybnca 900 rpm’
de santriftje edilir. Tuplerdeki stipernatant uzgtktdip ¢cokelti 0.5 ml fizyolojik tuzlu su ile
suispanse edilerek antijenik sollsyon olarak kdikani
2) Sonraki gamada her polivalan antiserumdan bir damla ve 3fizpdlojik tuzlu su asetat
kalemi ile bélimlere ayrilngitemiz lamlar tGzerine damlatilir.
3) Lam dzerindeki her antiserum-fizyolojik tuzlu skarsiminin Uzerine antijenik
suispansiyondan 5-10 pl damlatilir.
4) Lamlar sga sola 1 dk boyuncagierek silispansiyonlarin kamasi sglandiktan sonra O
pozitif olan kargimlarda aglutinasyon desegekillenir. Aglutinasyon florasansigl altinda

lamlara bakildiinda ¢ok net olarak gozlenir. Aglutinasyon ilk 1 sttnundasekillendigi icin



aglutinasyon olgmayan veya hafif okan ornekler negatif olarak gerlendirilirken tam

aglutinasyorgekillenenler pozitif olarak degerlendirilir.
Sonuglarin Yorumlanmasi
O Grup Testin Yorumlanmasi

Aglutinasyon fléresansigl altinda lamlara bakil@inda c¢ok net olarak gozlenir.
Aglutinasyon ilk 1 dk sonundgekillendigi icin aglutinasyon olgmayan veya hafif okan
ornekler negatif olarak dgerlendirilirken, tam aglutinasyonekillenenler pozitif olarak
deserlendirilir. Her serum ile 1 dakika icinde reaksiy veren gucli aglutinasyon pozitif
olarak kabul edilirken, 1 dakika i¢cinde aglutingpyari gorilmeyen veya zayif aglitinasyon

negatif olarak kabul edilir.

Polivalanantiserumlar icin | Belirlenmesi

sonuclar

Herhangi bir polivalan antiserumO-Grup belirlenmesi  pozitif  derlendirilen
pozitif degerlendirilirse, polivalan antiserumlardan clan

monovalanantiserumlar kullanilarak yapilir.

Tum polivalan antiserumlar negatifOrnekte Escherichia coli Antiserumlari igeren

degerlendirilirse, serotiplerin bulunmag belirlenir.

Performans/Basari

1. Duyarlilik Testi
1) O-Antiserumlar: Temiz lam Uzerine serotipi bilinesferans sy ile bir damla Grin
damlatildginda reaksiyon verirse granuler aglitinasyon gozlen
2) H-Antiserumlar: Kicuk bir test tipu icerisinde sgobbilinen referans suile 3 damla

reajan reaksiyona sokulgunda pamuk ipfii benzeri aglutinasyon gozlenir.

2. Spesifiklik Testi
Duyarlilik testi ile benzerlik gbsteren bu testigiserum ile aglitinasyon referansstki
serotip varlgina goére belirlenir. Antiserum ile serotipe §lk gelen referans sueaksiyona
girdiginde aglutinasyon go6zlenirken, serotipi bulunmayasierans s ile reaksiyona

girdiginde aglutinasyon gozlenmez.



2.1.3. PCR
2.1.3.1. Kullanilan cihazlar

PCR 25 ornek kapasiteli Eppendorf Master Cyclerekaeli termal dongileme
cihazinda gercekgérilmi stir.

2.1.3.2. MgC}, Taq DNA Polimeraz, 10XTaq Buffer, ANTP Set

25mM MgCh, Taq DNA polimeraz (5U), 10X TagBuffer (100 mM {§4HCI, pH8.3,
500mM KCI), 100mM deoksintkleotidtrifosfat (ANTP¥ts(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
(Fermentas) kullanilngtir.

2.1.3.3. Primerler

STECsuwlarinda stx 1, stx 2 ve intimin(eae) genlerininitie@hmesinde kullanilan

primerler Cizelge 2.1’de verilrytir.

Cizelge 2.1MultipleksPCR’da kullanilacak oligonukleotid dizil€China ve ark. 1996)

Primer Oligonukleotiddizisi ( 5’-3’) Buyukluk (bp)
Eae B52 AGGCTTCGTCACAGTTG

Eae B53 CCATCGTCACCAGAGGA >70

Stx 1 B54 AGAGCGATGTTACGGTTTG

Stx 1 B55 TTGCCCCCAGAGTGGATG 388

Stx 2 B56 TGGGTTTTTCTTCGGTATC

Stx 2 B57 GACATTCTGGTTGACTCTCTT 807

2.1.4. Elektroforez Cihazi

Elektroforez glemi Thermo marka, elektroforez tankinda, goruntide glemi
VilberLourmat marka gorunttleme cihazinda gercgkitli.

2.1.4.1. Agarose Jel Hazirlagi

AQAroSe (SIGMA) ... cuuieieie it e e et LD VEYA 2 Q
TBE (0,5X) ... ettt e e e e e 100 ml



Buffer, sise icerisindeki agarozun Uzerine ilave edilip, &amldi ve mikrodalga
firnda yaklaik 3-5 dk kaynatilan kagim, 40-50 °C’ye kadar goituldu. Halen sivi halde
olan kargim, jel kalibinin icerisine yagaa, kabarcik birakmayacajekilde dokuldia ve
icerisine yukleme kuyucuklarini afiwracak olan taraklar yegrilerek, 15-20 dakika oda
Isisinda sgumaya birakildi. Sgutulan jel, kaliptan cikarilarak, elektroforez tarkdikkatlice
yerlestirildi.

2.1.4.2. Marker
Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder(Fermentas) lamildi.
2.1.4.3. Etidium Bromdar

Elektroforez gleminden sonra goéruntileme icin jelin boyanmasiSdaana marka %
1’ lik Ethidium Bromar 500 ml 0,5X TBE ile hazirlan %2’ likagaroz jelin icerisine b
miktarinda eklenerek kullanildi.

2.1.4.4. Standart S

izolasyon ve identifikasyon catnalarinin  her samasinda kullanilanE. coli
0157:H7 (RHFS 232) kontrol swRefik Saydam Hifzisihha Entitisi’'nden temin editm

2.2. YOntem
2.2.1. Orneklerin Alinmasi

Arastirma icin 2011 Haziran-Eylul tarihleri arasindaydin ili ve ¢evresinde bulunan,
blyuk olgekli (50 ve uzeri ganal inek) 3 farkh giir isletmesi ziyaret edilerek, hepsi
laktasyon doneminde olan, son bir ayda antibiyaéllavisi almang, en az bir dgum
yapms, 3-9 yalar arasinda Hetayn irki, 250 inek Kalifornia Mastitis Testi (CMTi)e
incelendi. CMT ile subklinik mastitisli olarak bdénen 160 ingn st 6rnekleri toplandi.

Ornekler, hayvanlarin memelerinden tekné uygun birsekilde 10 ml'lik steril enjektorlere



alindi ve sguk zincir uygulanarak aseptiartlarda Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Tghis Laboratuarina ugarildi.

2.2.2. E. coli izolasyonu

Laboratuvara getirilen orneklerdelascherichia colihin saf olarak elde edilmesi
amagclandi. Bunun icin, sut ornekleri mTSB'de zetwgiirilerek ve 42 °C'de 24 saat
calkalanarak inkube edildi (Halkman ve ark 200134 2aat sonunda Ureme go6zlenen
suslarinfenotipik  6zelliklerinin incelenebilmesi icinkanli agara, CT SMAC, EMB,
MacConkey agara pasajlandi. 24 saat inkiibasyonns@niremesekillenen besiyerlerinden
preparatlar hazirlanarak Gram boyama yagtimi Boyama sonucunda belirlenen gram-

negatif basillerin ait oldgu kolonilere biyokimyasal testler uygulartmn.
2.2.2.1. Fenotipik identifikasyonu

izole edilen sglarin koloni morfolojileri, biyokimyasal test sonlag ve identifikasyon

besiyerleri dgerlendirilerekE. coliidentifikasyonuna gidilnstir.
2.2.2.1.1. Sefiksim-TellUrit Katkili Sorbitol MacConkey Agarda Ureme

MTSB besiyerinde Ureyen gram-negatif ve biyokimygestler acisindag. colistpheli
kolonilerden CT-SMAC agarlara 6ze ile ekim yapitdrksonra petri kutulari 37 °C'de 24 saat
inkubasyona birakilmgtir. inkubasyon sonunda renksiz olan koloniler sorbiegjatif, pembe-
kirmizi koloniler ise sorbitol pozitif olarak gerlendirilmistir (Doyle ve Schoeni 1987).
2.2.2.1.2. Eozin - Metilen Blue (EMB) Agarda Ureme

mTSBbesiyerinde Ureyen gram-negatif ve biyokimyasgtler acisindark. coli
stipheli kolonilerden EMB agarlara 6ze ile ekim ydgktan sonra petri kutulari 37 °C’de 24
saat inkubasyona birakilghr. inkubasyon sonunda laktozu kullanamayan bakterdeksiz
koloniler, laktozu kullanabilerkE. coli icin tipik koloniler ise ygilimsi ve parlak metalik

renkte koloniler olarak dgerlendirilmistir (Doyle ve Schoeni 1987).
2.2.2.1.3. Biyokimyasal testler

Supheli kolonilerin kanh agarlara pasajlari yapakarsaf kiltirleri elde edildi. Saf
kultirlere gram boyama yapildi. Gram negatif kdlemien Lassen’in Ggla tip besiyerlerine

ekimleri yapildi. Lassen tcli tiip besiyerleri 37cRC24 saat inkube edildinkubasyondan



sonra tupler deerlendirildi ve Escherichia coliswlarinin identifikasyonlari gercekderildi.
(Holt ve ark 1994, Koneman ve ark 1997).

2.2.2.1.3.1. Oksidaz testi

Izolasyonu yapilan mikroorganizmalarin oksidaz aiieri, oksidaz diski (Bacto) ile
Olculdu. Supheli bakterilerin 24 saatlik saf kultirinden plabze ile alinan birka¢ koloni
oksidaz diskine yayilarak suruldi. 25-30 saniyadei diskin pembe mor bir renk almasi
pozitif, renk degisikli ginin olmamasi negatif olarak gerlendirildi (Koneman ve ark 1997).

2.2.2.1.3.2. Nitrat testi

Icinde nitrath buyyon bulunan tuplergijpheli mikroorganizmalarin saf kiltiriinden
birka¢ koloni ekildi ve 37 °C’de 5 gun inkube edil®aha sonra buyyonun Uzerine nitrat
ayiraglarindan (Solusyon A, Solusyon B), 1’er mkidlérek besiyerinin renginin kirmizi veya
kiremit kirmizisi olmasi pozitif, renk @sikli ginin olmamasi negatif olarak kabul edildi

(Koneman ve ark 1997).
2.2.2.1.4E. coli Lam Aglutinasyon Testi

E. coli olarak belirlenen kolonilere O antijeninin vgrhin argtirilmasi amaciyla O

antijen lam aglutinasyon testi uygulagtm (Sakazaki 1992).

E. coli olarak belirlenen kolonilerden 3Qu alinarak Nutrient broth iceren
mikrosantrif(ij tlplerine inokule ediltir. Elde edilen suspansiyon 37 °C'de 24 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra 121 °C’de 15 dkLO6 °C’de 1 saat otoklavlanarak antijen
inaktivasyonu sglanmstir. Inaktive antijen sit miktarlarda distile su ile yikanarak 20 dakika
boyunca 900 rpm’ de santrifije edikti. Yikama ve santrifijesiemi 3 kez tekrarlanngtir.
Tlplerdeki stupernatant uzakiaeulip ¢okelti 0.5 ml fizyolojik tuzlu su ile suspse edilerek

antijenik soltsyon olarak kullanilgtir.

Sonraki gamada her polivalan antiserumdan bir damla ve 3@zyblojik tuzlu su
asetat kalemi ile bolumlere ayrilgniemiz lamlar Gzerine damlatilgtir. Lam Gzerindeki her
antiserum-fizyolojik tuzlu su kagiminin Gzerine antijenik stspansiyondan 5-10 pl
damlatilmgtir. Lamlar s@a sola 1 dk boyunca gierek sispansiyonlarin kamasi

sglandiktan sonra O pozitif olan kamlarda aglutinasyon desengekillenmistir.



Aglutinasyonflorasan sigl altinda lamlara bakildinda cok net olarak gozlengtir.
Aglutinasyon ilk 1 dk sonundgekillendigi icin aglutinasyon olgmayan veya hafif okan
ornekler negatif olarak gerlendirilirken tam aglutinasyorsekillenenler pozitif olarak
deserlendirilmistir.

Polivalan serum ile pozitif sonu¢ veren numunelgglunasyon pozitif O
antiserumlar, polivalan serum ile negatif sonugemenumuneler ise aglutinasyon negatif O

antiserumlar olarak belirlengtir.
2.2.2.2. Genotipik identifikasyon

Oncelikle E. coli suslarindan PCR’da kullaniimak uzere izolatlardan ItdBNA
ekstraksiyonu ggidaki gibi gerceklgtirildi:

*Supheli koloniler % 5 koyun kanli agarda 37° C’'de4Blsaat inktibe edildi.

* Koloniler 6ze yardimi ile toplanarak 250 FTS icinde suispansiyonunun ardindan
100 °C’de 10 dk kaynatilarak bakteri DNA’sI eksteakdildi.

* Daha sonra 14.000 rpm’de 10 dakika santrifij ek Ustteki sivi PCR’da hedef

DNA olarak kullanilmak tzere saklandi.

2.2.2.2.1. PCR

Master Mikslerin Hazirlargni: Tum PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek icin PCR
amplifikasyonu 50 ul toplam hacimde, son konsagtraslOX Taq enzimi tampon ¢ozeltisi
1X, magnesium klortr (Mg@J 1,5 mM, dNTP 0,5 mM, primer (her biri i¢cin) 0,4npl, Taq
DNA polymerase 2 U olacakekilde gerceklgtirildi. Kullanilan malzemeler ve volimleri
Cizelge 2.2.’de belirtilmitir.

Cizelge 2.2 Mastermiksin hazirlanma oranlari (China ve ark.6)99

Malzeme (Ticari) Istenen Son Konsantrasyon
Tag Buffer (10X) 5l

MgCl, 15 mM

dNTP (2mM) 5pl

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) 2U
ddH,0 Son Volime Tamamlanir
Template DNA (200 nM) 5 ul
TOPLAM

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL'lik tapledrnek adedi kadar
numaralandirilip, iclerine 45’er pl hazirlanilan steamiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA'dan gr pl alinip, ilgili tiplerin icerine eklenmive a&izlari
sikica kapatildi. Hazirlanan tipler daha sonra aeroibngileme cihazlarina yiklenip,
programlandistx1, stx2 ve eaanalizlerinde kullanilan PCRIémine ait 1sil déngu ve sire
diyagrami Cizelge 2. 3'de gosterilgtir.

Cizelge 2. 3Multipleks PCR glemine ait isil dongu ve sire diyagrami

Basamak Dongl Sayisi Sicakhk Siresi
Baslangic Denatlirasyon 1 94°C 5 dk
Denatirasyon 94°C
Baglanma 35 50°C 30 sn
Uzama 72°C
Son Uzama 1 72°C 10 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

2.2.2.2.2. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yuklenmesi

0,2 mL tuplerde olgturulan 50ul’ lik PCR drinlerinden 10" apl pipet yardimiyla
alinip, 3ul6x loadingdyeile kastirildi. Olusturulan kargimin tamami alinarak, jeldeki uygun

pozisyondaki kuyucga yiklendi.
2.2.2.2.3. Jelde Yurlutme

Hazirlanmg olan jele, istenilen drnekler ve markerlarin yikési yapildiktan sonra,
elektroforez tankinin kagakapatilip, elektrotlar uygun pozisyondaglaandiktan sonra 80V
500A akimda 40 dakika yurataldu.

2.2.2.2.4. Goruntileme ve Ogerlendirme

Elektroforez §leminin ardindan elde edilen jel, dikkatli bgekilde elektroforez

tankindan cikarildi. Stre sonunda yuratilen jegigayara bgh durumdaki transilluminator



cihazindaki odaga yerlatirildi. UV 15181 altinda fot@raflandiktan sonra, bant uzunluklari
her PCR igin ayri desrlendirildi.

Degerlendirme daha 6nce bildirilesekilde yapildi. PCR analizindsix1 primeri icin
388bp, stx2 primeri i¢cin 807bp, eae primeri icin 570bp uzunkunda bant olgumu
g6zlemlendi.

3. BULGULAR

3.1.izolasyon Bulgulari

Arastirma icin 2011 Haziran-Eylul tarihleri arasindaydi ili ve ¢cevresinde bulunan,
blayuk olcekli (50 ve uzeri gaal inek) 3 farkl giir isletmesi (A,B,C) ziyaret edilerek
gerceklatirildi. Bu ziyaretlerde hepsi laktasyon donemindian, son bir ayda antibiyotik
tedavisi almang, en az bir dgum yapmg, 3-9 yalar arasinda Hetayn irki 250 inek
Kalifornia Mastitis Testi (CMT) ile incelendi. CMTle subklinik mastitisli olarak belirlenen
160 ingin sut ornekleri toplandi. 160 materyaliBscherichia coli varligi yoninden

incelenmesi sonucunda toplam B4cherichia colizole edildi.

laganss

i P = : (L gy ]
ikl B

Alpctiise
pesitive)

Resim 3.1 .Escherichia colsuwsunun kanl (solda) ve EMB (8da) agardaki goruntisu.



Resim 3.2 Escherichia colmikroskobik géruntusa.

3.2. PCR Bulgulari

izolasyon ve identifikasyon sonucunda elde edilgmata 31E. coliizolatinda stx1,
stx2 ve intimin(eae) genlerini saptamak icin mudtks PCR uygulanngtir. Multipleks PCR
sonucunda elde edilen elektroforez goruntgeskil 3.3’ de gosterilmektedir

MPN 1 2345 6 78

Resim 3.3Shiga toksin UreteR. coliicin yapilan multipleksPCRsonuclaM.: 100 bp DNA
ladder,P:Pozitif kontrol (E. coli RHFS 232)N:Negatif Kontrol,1-4:eae geni pozitif
ornekler,5: Negatif 6rnek6:eae geni pozitif drneklei: Negatif 6rnek8:stx1 geni
pozitif 6rnek.

Spesifik primerler kullanilarak gercekteilen multipleks PCR sonrasinda incelenen
toplam 31E. colisisunun 6 (%19.3)'sinin 5 (% 83.3)’indmegeni mevcut iken, 1’ inde (%

16.6) sadecstx1geni bulundgu tespit edilmgtir.



3.3. O somatik antijen Bulgulari

3.3.1. Grup O AntiserumlarileSerogruplandirma

Polivalan 1l (alternatif)- icerdgi tipler: 026, 055,0111, 0119, 0126
Polivalan 11l (alternatif)- icerdii tipler: 086, 0114, 0125, 0127, 0128
Polivalan 1V (alternatif)- icerdii tipler: O44, 0112, 0124, 0142

E. coli olarak belirlenen 31 sun serogruplarini saptamak amaciyla O antijeninin
varhgl argtirildi. Polivalan II, Polivalan 1ll ve PolivalanVl antiserumlari ile 31E. coli
izolatina lam aglutinasyon testi uygulandi. Yapilam aglitinasyon testi sonucunda 31
Escherichia colisisunun serogruplari tespit edildi. Bugdlendirmeye gore 31 sun 8 (%
25.8)" inde polivalan antiserum 1, 14 (% 45.2)'i@dolivalan antiserum Ill, 9 (%

29.03)’'unda ise polivalan antiserum IV pozitif @krsaptandi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Aydin ili cevresinde mastitisli sutlerden izole ledi E. coli sularinin
serogruplandiriimasi

Polivalanll Polivalan 11l Polivalan IV
(026, 055, 0111, 0119, (086, 0114, 0125, 0127 (044, 0112, 0124,
0126) 0128) 0142)
1. - + -
2. + - -
3. + - -
4. + - -
S - + -
6. - + -
7. - - +
8. - + -
9. - - +
10. - + -
11. - + -
12. - - +
13. + - -




14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

gl

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.




Cizelge 3.2.Aydin ili gcevresinde mastitisli sutlerden izole ledi STEC sglarinin virulans

gen profili.
Genotip
Izolatno | isletme no Serogrup Stx1 Stx2 eae

1. 9 C Polivalan lll | - - +
2. 10 C Polivalan Il - - -
3. 2 C Polivalan Il - - -
4, 36 C Polivalan Il - - +
5. 58 C Polivalan lll | - - -
6. 38 C Polivalan 1ll | - - +
7. 62 C Polivalan IV | - - +
8. 63 C Polivalan lll | - - -
9. 43 C Polivalan IV | - - -
10. 45 C Polivalan lll | - - -
11. 63 C Polivalan lll | - - -
12. 64 C Polivalan IV | + - -
13. 66 C Polivalan Il - - -
14. 68 C Polivalan Il - - -
15. 48 C Polivalan 11l | - - +
16. 12 C Polivalan Il - - -
17. 51 C Polivalan Il - - -
18. 18 C Polivalan IV | - - -
19. 19 C Polivalan IV | - - -
20. 53 C Polivalan lll | - - -




21. 71 C Polivalan Ill | - - -
22. 32 C Polivalan 1l - - -
23. 14 C Polivalan IV | - - -
24, 56 C Polivalan Ill | - - -
25. 57 C Polivalan 11l | - - -
27. 33 C Polivalan Ill | - - -
28. 61 C Polivalan Ill | - - -
29. 35 C Polivalan IV | - - -
30. 32 C Polivalan IV | - - -
31. 105 C Polivalan IV | - - -
Kontrol sy E. coli RHFS 232 + + +
4. TARTISMA

1945 yilinda serogrup O1l1garinin bir bakim evindeki cocuklarda ishal salgima
yol actginin gosteriimesi ile Barsak patojeni olarak tanimlanmayaslbaan E. coli,
gunumuzde bircok infeksiyona yol acanslan ile en zararli patojenler arasinda
gosterilmektedir (Topgu ve ark. 2002, Bidet vie. 2005).

E. colinin O157:H7 serotipi ilk kez 1975 yilinda kanlhai bulunan bir hastadan
izole edilmgtir. Bu vaka sporadik bir hemorajik kolitis vakaslarak kaydedilmgtir. Bu
vakadan sonra 1982 yilina kadar hicbir vakadan @i5b8erotipi izole edilmengiir. E. coli
0157:H7'nin bir insan patojeni oldu ilk kez 1982 yilinda ang@mistir. ABD’nin Oregon ve
Michigan eyaletlerinde 1982 yilindagsi etinden hazirlanmgi kofteli hamburger yiyen
insanlar arasinda 47 skile siddetli karin &risi ve sulu ishalle Byan ve kanli ishale
donisen atgsiz veya ¢ok az agke seyreden iki hastalik salgini ehoustur. insanlardaiddetli
kanli ishalle seyreden bu iki salginin @gnalmasi sonucunda, bu salginlara ayni hizli yemek
lokanta zincirinden elde edilerek iyi spilmeden tuketilen hamburger koftelerinden
kaynaklanan ve daha dnce patojen olarak tanimlaam@yantijen 157 ve H antijen 7 olarak
ifade edilen birE. coli susunun neden oldiu belirlenmigtir (Riley ve ark 1983, Wells ve ark
1983, Rocchi ve Capozzi 1999, FSIS 2001, Federrke2@03).E. coli O157:H7 olarak
tanimlanan bu sun, antijenik, fizikokimyasal ve immunolojik olarake biyolojik etkileri

yonunden birbirlerinden farkli Stx’e benzer toksinlireten ve HC ve HUS’a neden olan



EHEC kategorisine ait olgu tespit edilmgtir (Chinyu ve Brandt 1995, Armstrong ve ark
1996, Reilly1998, Schlundt ve ark 2004, Karch ue2005, Yoon ve Hovde 2008).

Enterohemorajile. coli (EHEC) adiyla da anilan STEC’lere son yillardaagtdynakl
infeksiyonlarda siklikla rastlanmaktadir. STEC'leerisinde en Onemli serotip, zoonoz
olmasi acgisindai coliO157:H7 dir. Bu serotip, etken ile kontamine yeysal urtnlerin
tuketilmesine bgll olarak insanlarda hemolitik Gremik sendroUS), trombotik
trombositopenik purpura (TTP) ve hemorojik koli{idC) gibi Kklinik tablolar olgturmasi
sebebiyle 6nemli bir halk ghg! sorunu olarak kabul edilmektedir (Chapman ve a807).
Ayrica batin dunyada sit ineklerinde gorilen migstiten 6nemli nedeni olmaktadir.
Ruminantlar 6zellikle girlar ve genc sut inekleri, STEC’nin ve 6Zd#i E. coli
0157:H7'nin birincil rezervuari olarak kabul edilkiedir (Zhao ve ark. 1995, Dunn 2003,
Caprioli ve ark. 2005).

Sigir ve st ineklerinde enterohemoralik coli prevalansina yonelik diinyada ve
Turkiye'de pek cok cadma yapilmgtir. E. coli O157 izolasyon oranlarinin Glkeler arasinda
farkliliklar gosterdgi belirtilmistir. Sigir  populasyonlarinda yapilan gahalardaE. coli
0157:H7 prevalansinin A.B.D.'’nde % 1- 5 (Zhao ve 4995), ceitli avrupa ulkelerinde %
1-13 (Blanco ve ark. 2001) arasinda @dubildiriimektedir. Yapilan ¢cagmalarda dikida
bulunan etkenlerle sitte bulunan etkenlerin berkzgdsterdgi bildirilmektedir. Bu benzerlik
E. col’ nin gevresel bir patojen oldunun ve sutteki etkenin ghidan kaynaklanginin
kanitidir.

Wells ve ark. (1991) 1266 @&l sigirdan aldiklart sit 6rneklerinin @ 18’'inde
(1.4%) E. coli O157:H7 izolasyonu gercakigliklerini bildirmistir. Ayrica yapilan bazi
calismalarda da yaz aylarinda coli O157:H7 sayisinin argli tespit edilmjtir (Dunn
2003, Caprioli ve ark. 2005). Aslagtae ark. (2006), girlarda her ay ornek alarak
yaptiklari bir ¢cahmadaE. coli O157:H7 izolasyonunun Temmuz ve Kasim aylaringard
aylara gore daha yiksekubat ayinda ise en glik gerceklstigini bildirmislerdir. Bu
calismada ise tim oOrnekler Haziran, Temmuzustos ve Eylil aylarinda toplagdicin

mevsimsel bir katlastirma yapilamanstir.

Cig sutlerdenkE. coli O157:H7 izolasyonuna yonelik yapilansite calismalarda,
cig sutlerde prevalansin oldukca sdiki oldyu ve % 0 ile % 10 arasinda gidigi
belirtiimektedir (Padhye ve Doyle 1991). Heuveling& ark. (1998), yaptiklari ¢amada,



1011 ¢g sut ornginden hic E. coli O157 izolasyonu gercgkiedisini bildirmislerdir.
Italya’da yapilan sorbitol-negaff. coli suslarinin aratirildigi bir calsmada ise, inek ve
kecilere ait toplam 144 gisut ornginden sadece l'indda. coliO157:H izole edildgi
belirtiimistir (Picozzi ve ark. 2005). Arjantin’”de immamanyetik separasyon yontemi
kullanilarak yapilan bir caimada, 150 st 6r@ein hic birinden STEC 0157 izolasyonu
yapiimadg belirtiimistir (Roldan ve ark. 2007). Coia ve ark. (1998) eieclikleri 500 g& sut
ornegzinde E. coli O157 varlgina rastlamadiklarini  bildirglerdir. Massa ve ark.’nin
(1999) 100 ¢i sut ornginde E. coli O157:H7 izolasyonunun gercakidemedigi
bildirilmi stir. Benzersekilde, Picozzi ve ark. (2005) tarafindan 1013 it 6rnginin hi¢
birinden VTEC 0157 izolasyonu yapilamgdoelirtilmistir. Abdul-Raouf ve ark.’nin (1996)
50 inek sutindn 3'unde (%6) izolasyonun gerggikiiei gi belirtilmistir.

Turkiye’de Okstiiz ve ark.’nin (2004)gcsit ve ¢ sitten yapilngi peynirlerde E.
coli O157 insidansina yoOnelik yaptiklari bir gadada 100 ¢ sit ornginden sadece
l'inde (%1) E. coli O157 tespit edigdibildirilmistir. Bunun sebebini etkenin izole
edildigi hayvanin meme Bmin etken ile kontamine olmasinagtayabiliriz. Cig sut ve
peynir 6rneklerinde enterohemoralk coli'ye rastlanma sikinin aratirildigi bir baka
calismada, incelenen 20 ggisut Ornginin higbirinde E. coliO157:H7'nin saptanamagl
belirtiimistir  (Gondl ve ark. 1994). Turugtu ve ark. (2002) @ sutte E. coli O157:H7
varhginin sgir mastitis etkeni olup olmagini argtirdiklari bir ¢calsmada 382 mastitisli sit
ornezinin hi¢birindeE. coli O157:H7 serotipine rastlamaghr. Aydin ve arkadgdarinin 2010
yilinda yaptgl calsmada ise Kayseri yoresinde incelenen 500 agesigi Ornginin sadece 1
tanesinden (%0. 2) E. coli 0157 tespit ettikletldirmistir. Stt drneklerinden elde edilen
sonuclar kiyaslanginda Coia ve ark. (1998), Massa ve ark. (19983eierlerinden
yuksek, Picozzi ve ark. (2005) ghzleri ile paralel iken Abdul-Raouf ve ark.’nin9@6)
bulduzu deserlerden daha @ik oranda oldgu gortulmektedir.

Bu calsmada ise incelenen 160 mastitisli stt @nm 31 adedinde (%19.3B. coli
tespit edildi. G§ sdtlerdenE. coli O157:H7 izolasyonuna yoOnelik yapilan sige
calismalarda, g sitlerde prevalansin oldukcasidk oldygu ve % 0 ile % 10 arasinda
desistigi belirtiimektedir (Padhye ve Doyle, 1991). Yapiniz calgmada ise izolasyon
oraninin Turkiye’ de ve dinyada bulunangederden daha yiksek oranda didu
gorulmektedir. Burada 6rneklemenin subklinik mastistt sgirlarindan yapiimasi da 6nemili
bir yer turmaktadir.



Incelenen siit numunelerinin bulgulari, Turkiye'de diger Ulkelerde yapilan
calismalarla farklilik gostermektedir. Ulkemizde ve nga lkelerindeki @irlarda ve
sutlerdeE. coli izolasyon oranlarininin belirlenmesine yodnelikesarmalar kiyaslanginda
farkli oranlarin bulunmasi, kullanilan izolasyoryontemlerindeki farklihk, cgrafik,
hayvanlarin beslenmesi ve sutgisa esnasindaki hijyenik kollarinin farkhligi yada
isletmelerdeki  personelin  hijyene yeterince diklke&memesi gosterilebilir. Yine bu
bulgulardan farkli olarak incelenen hayvanlalyas gruplari ve cinsiyetleri de oransal
desisimde etkili olabilir. Ayni zamanda mevsimsel falidlarda oOnemli bir etken
sayllabilmektedir.

23 yil boyunca Kuzey Amerika’ da yapilan gatalarda,E. coli O157:H7’nin insan
hastaliklarinin temelini okiurdusu bildirilmistir (Riley ve ark. 1983). NonO157 STEC
sularinin %50 den fazlasinin patojenitesi bilinmektgdVHO 1998). Bu sglarin bazilar
dinya c¢apinda insan hastaliklarinin kayna olusturmaktadir (Mariani-Kurkdjian ve ark.
1993, Karch ve ark. 1997, Morabito ve ark. 1998).coli 0O26:H11, O26:H O91:H10,
091:H21, 0103:H2, O103:H O111:H2, O111:H8 ve 0O111:Hbu sylara 6rnek olarak
verilmektedir (WHO 1998, Blanco ve ark. 2003, Bigem 2006). Tum STEC slan
insanlar icin zararh olmamakla beraber, STEC matiogsi Oonemli virulans faktdrlerin
dretimine bglidir. Patojenik STEC slari genellikleShigella dysenteriabenzeyen, 1 veya 2
toksin Urettgi bilinen Enterohemorajile. coli (EHEC) olarak adlandiriimaktadir (O'Brien ve
Holmes 1987). Bu toksinler Shiga Toksin $tX) ve Shiga Toksin 2 StxJ olarak
bilinmektedir.

Stx1 ve Stx2 farkl genler (stx1 ve stx2, siragyarafindan kodlanan farkl proteinler
olmasina rgmen bu genlerin biyolojik aktiviteleri aynidir (Aebon ve Keusch 1996, Neill
1997). Bu aktiviteler; konak hicre ribozomunun dzaintilarinin depurinasyonu (purin bazi
kaybi), ribozomlarin aminoacil tRNA’ ya panmasinin engellenmesi ve protein sentezinin
inhibe olmasini icermektedir (Saxena ve ark. 198%). toksinler bairsak, bobrek ve
beyindeki endothelial hiicrelere gdanarak zarar vermektedir (Acheson ve Keusch, 1996)
Bunun sonucunda kicuk pihtt elumu ve bdbrek icindeki kapillerin hasaragramasi
gozlenmektedir (Acheson ve Keusch, 1996%ie&STEC suylarin insan hastaliklarina neden
olan farkh toksinler Uret§i bilinmektedir (Bettelheim, 2003; Blanco ve arld(8) (Karmali
ve ark. 1985, Jacewicz ve ark. 2000). Ancak insastaliklarinaStx1, Stx2yada her iki



toksini de iceren STEC slari neden olmaktadir (Lior 1994, Willshaw ve at97, Bonnet
ve ark. 1998).

Patojenik STEC siari Shiga toksinlerinin yani sira ciddi insan laagtarina neden
olan dger virulans faktorleri de tretmektedir (Paton véolRa2000). Bu faktorler; intimin ve
enterohemolizini kapsamaktadir (Saunders ve arR919Donnenberg 2002). Bu virulans
faktorleri (6rn: intimin ve enterohemolizirdae ve ehxAgenleri tarafindan kodlanmaktadir.
Bu genler hemen hemen til coli 0157 sglarinda bulunmaktadir (Neill 1997). Ayni
zamanda bu genlerin patojenik non 0157 STE{asmda daha yaygin olgu gorulmektedir
(Beutin ve ark. 1994EhxAve eaeyoksun bazi STEC slarininda insan hastaliklarina neden
olmasi, bu genlerin patojenitede etkili olmadi gostermektedir (Neill 1997). Her bir STEC
swu potansiyel bir EHEC olarak kabul edilmektedir (Birte ark. 2002). Ancak bircok STEC

swsunun hala insan hastaliklari ilesktisi bulunmamaktadir.

STEC syglari ¢ok sayida potansiyel virulans determinamiarisahiptir. STEC
virulansi tek bir gene yada gen Uriinleringibdi degildir. STEC virulansininmulti-faktoriyel
bir sire¢ oldgu bilinmektedir (Law 2000). Bu patojenler asidikdglar ve kirli sularda
varhgini sturdirmektedir. iz yoluyla alinan patojenlerin, midenin asidik ontayardimiyla
bagirsasa gecji saslanmaktadir. intimin iceren adhezinler yardimiyla gesak
kolonizasyonu, Shiga toksin uretimi ile STEC pa&togzisi splanmaktadir (Boerlin ve ark.
1999). Fakat intimin negatif STEC gari, insanlarda hastalik kay#iaolarak bilinmektedir
(Paton ve ark. 1999). STEC O157:H¥iddaki stx Ureten ve intimin ekspresyonunglagan
STEC serogruplarinin  dilk skalada hastalik etkeni olarak gorilmemesinirdene

anlgiimamaktadir.

Shiga toksin ¢tX), sadece STEC darini diger diyarojenikE. coli gruplarindan
ayirmaz, ayni zamanda insan hastaliklarinda onéinlirol oynar. intestinal epitelyum
hicrelerine tutunma STEC enfeksiyonunun en onem#iligidir. STEC ve epitel hicreleri
arasindaki etkilgm eae pozitif ve eae negatif STEGlsm arasinda farklilik géstermektedir.
eae-pozitif STEC siari, bairsak epitelyum htcrelerindeki karakteristik AE yenlari
Uzerinde bulunmaktadir (Nataro ve Kaper 1998, Kaper ark. 2004). AE lezyonlar
insanlarda gorulen kanh ishal ve HUS igin dnemir fakt6ér olmamasina fgmen bu
sendromlardan sorumlu garin buyidk cgunlugu eae genine sahip olmaktadir. Boylece

EHEC sglarinin ¢gu eae-pozitif olarak tanimlanmaktadir ve eae geamdlitik Uremik



sendrom vakalarinda 6nemli bir risk faktori olaitdde edilmektedir (Ethelberg ve ark.
2004).

Yapisal olarak birbirine benzeyen Stx1 ve Stx2’ tuksisite olgumunda farkliliklar
vardir. Epidemiyolojik cagmalar, Stx2 Ureten STEC garinin HUS sendromu gibi ciddi
insan hastaliklarina neden ofguu gostermektedir (Ostroff ve ark. 1989, Kleanthwue ark.
1990, Boerlin ve ark. 1999)insan-bobrek mikrovaskiler endotelyal hiicrele@w2nin
sitotoksik etkisine kar duyarhligi StxI in etkisine gore daha fazladir (Louise ve Obrig
1995). Jacewicz ve arkagdiar (1999); insan intestinal mikrovaskuler endgaéhicreler icin
Stx2 nin StxI e gore daha toksik olgunu bildirmstir. Bazi Stx2 varyantlar s(xc),
proteolitik enzim yardimiyla aktif hale gelebilmekir (Melton-Celsa ve ark. 1996). Sadece
Stx1 Ureten STEC slari, HUS sendromlu hastalarda bulunmaktadir (\Wéls ve ark. 1992,
Gyles ve ark. 1998).

EhxA toksininin temel fonksiyonu; in-vivo kallarda eritrositleri lize etmek,
hemoglobini dyariya salmak ve bdylece gasakta STEC sgarinin varlgini arttirmaktir
(Law ve Kelly 1995). Bir catmada ehxA ifadesi ile stx uretimi arasinda gUgiiili ski
bulundigu saptanngtir (Beutin ve ark. 1989, Bettelheim 1995, Boewim ark. 1999). Son
zamanlarda Gyles ve arkath (1998), insanlarla gkili olan hastaliklarda EhxA
ekspresyonu bulunan serotiplerin ,bu genin ekgpresmun bulunmagh serotiplerden daha
fazla oranla izole edildini bildirmislerdir.

Son 25 yilda Diinya $ak Orgitii (WHO)' niin, giirdaki STEC dailimi ile ilgili
yayinlanan raporlarinda 121 O serogrubu, 4 yesei6grubu ve 373 serotipi icererslaun
varhg! bildirilmistir. Bu STEC serotiplerinin 65 adedi HUS hastaldam izole edilirken, 62
adedinin ise orta ya da kanl ishal, karin krampla HC gibi insan hastaliklarinin nedeni
oldugu bilinmektedir (WHO 1998, Blanco ve ark. 2003, tB#teim 2006). STEC
kontaminasyonlu girlar ile ilgili yayinlanan raporlarin gerlendirilmesi sonucunda 98 O

serogrubu, 2 yeni gecici O serogrubu ve 162 sdepéait sglarin izolasyonu sganmstir

STEC sglarinin virulans genleri ve serogruplarinin behrigesinin amaclangh
calismamizda ise, girlardan alinan 160 mastitisli sut opmeden toplam 31E. coli izole
edildi. Arastirmamizin serogruplandirma sonuclargeidendirildiginde 31 sgun 8 (% 25.8)
inde polivalan antiserum II, 14 (% 45.2)'GUnde palan antiserum Ill, 9 (% 29.03)’'unda ise

polivalan antiserum IV pozitif olarak saptandi. coli izolatlarinda 026, 044, O55, 086,



0111, 0112, 0114, 0119, 0124, 0125, 0126, O12780¥2 0142 serogruplari tespit
edildi.

Wang ve ark. (2002) , 8&. coliO157:H7 ssunun virulans faktérlerini agardiklari
bir calsmada, 32 (%39) sun VT1, 68 sgunda VT2 (%83) Urettiklerini belirtrglerdir.
Momtaz’'in 2010 yilinda yagt bir calsmasinda, 400 mastitisli sitten izole edilen 42 (%10
E. coli s,sunun virulans faktorleri agarilmis ve sonuc¢ olarak 14 (%33) sun eaeA 10
(%23) syun isestx1ve stx2 genlerine sahip oldiw bildirilmistir. Lira ve ark. 2004 yilinda
Brezilya'da yaptgl calsmasinda, 2144 mastitisli stitten izole edilen 188)(& coli susunun
virulans faktdrlerini argtirmistir. Bu ¢alsma sonucunda 22 STEC (%12.083tssaptanirken,
22 STEC sgunun 11'inde (%50gae 5’ inde (%22.7ktx], 10’ unda (%45.5%tx2ve 7 syda
(%31.8) isestxlile stx2genini birlikte tgidigi bildirilmi stir.

Guler ve ark.(2006) , Klinik inek mastitislerindemole edilenE. coli swlarinda
potansiyel virulans faktorlerini agtardiklari calsmasinda ise 10&. coli susunun sadece 1
(%1) adedinde eae A geni tespit editini Wenz ve ark.(2006) * da 123 mastitis izolatini
sadece birindeaeAgenini saptangtir. Bazi ¢algmalarda déeE. coli swlarinin Shiga toksin
genlerine sahip olmagh bildirilmistir (Lipman ve ark. 1995, Murinda ve ark. 2004).nu
karsilik Barrow ve Hill(1989) inceledikleri 23E. coli sssunun sadece 1’ inin Stx Ureditni
bildirmistir. Stephan ve Kuhn yaptiklari bir gahada (1999), inceledikleri 145 Oggie 4
tnde ehly geni ile birlikte stx (%2.7) varlgini saptangtir. Bean ve ark.(2004) ise yaft
calismada, incelegi 80 sut numunesinin %31’ indgxl, %3.5’ unda iseeaeAvarligl tespit

edilmistir.

Farkli Ulkelerde yapilan camalar, sgirlarin % 10-80 oraninda STECstdigini
bildirmistir (Wells ve ark. 1991, Beutin ve ark. 1993, Blanee ark.1996, Cobbold ve
Desmarchelier 2000, Lira ve ark. 2004). Bugmnada multipleks PCR yontemi ile EL coli
swsunun 6 ‘sinin (%19.3%tx1,stx2 ve eaegenlerini taiyan STEC sglari olduzu saptandi. 6
STEC sgunun 5 adedinde (%83.8ae geni mevcut iken; sadece 1’ inde(%16s81 geni
tespit edildi. Sglarimizin hicbirinde stx2 geninin varlgl saptanmadi. Camamizdaki
bulgular, Turkiye'de ve gier Ulkelerde yapilan camalardaki STEC orani ile paralellik
gOstermektedir.

Arastirmamizda STEC slarinin virulans genleri yoninden izole edilen Bl coli

swu incelendi. Sut 6rneklerinden izole edilEncoli’ lerden 6 tanesi STEC olarak saptandi.



31E. coliswunun 6 adet STEC sunun (%19.3) 5 (% 83.3)’indeaegeni mevcut iken, 1’
inde (% 16.6) sades#x1geni bulundgu tespit edilmgtir.

Mastitisli sitten izole edilenE. coli serotipleri fekal izolatlar ile benzerlik
gostermektedir. Bu durumgsut drneklerinden izole edildh coli O157:H7 serotipinin fekal
kokenli oldygunun bir gostergesidir (Padhye ve Doyle 1991, Runark. 1999, Garber ve
ark. 1999, Harmon ve ark. 1990).gB8larda mastitise neden olan fekal kdkehli coli
serotipi, ayni zamanda hemolitik Gremik sendrom $ie hemorajik kolitis (HC) gibi ciddi

insan hastaliklarinin kaypani olusturmaktadir (Karmali ve ark. 1985, Salmon ve a889).

Eae geni, EnteropatojenikE. coli (EPEC) patotipine ait A/E lezyonlarinin
olusumundan sorumlu 6nemli bir virulans faktérdir. Rakson zamanlarda yapilan
calismalarda insanlarda ciddi hastaliklara neden olarEGTsylarinda bulunmadgh
gorulmektedir (Dytoc ve ark. 1994).Hemolitik Urenskndrom (HUS) gibi birgcok sporadik
vakada eae-negatif non-O157 STEGlaunin etken olmasi, hast@in patogenezisinde
intiminin  6nemli olmadiini gostermektedir. Bazi cainalarda ise ciddi hastaliklara neden
olan eae-pozitif STEC slarinda, enterohemolizin(hly geni) varlgl saptanmstir.
Bakterilerin demir ihtiyacini karamak icin ferro salinimini gercektgen hemolizin,
intestinal ve ekstraintestinal hastaliklarinsolonuna katki samaktadir ( Yamamoto ve ark.
1995, Rey ve ark. 2003). Epidemiyolojik gatialar ise, Uropatojenik enfeksiyon ve sepsise
neden olark. coli swlarinin a-hemolizin ile ilgkili oldugunu goéstermektedir (Yamamoto ve
ark. 1995). Non-O157 STECdarinda enterohemolizi(hly geni) insidansi, CVD419 probu

hibridizasyonu ile ortaya konulmaktadir.

Gunumuzdee. coliO157:H7 ve spesifik virulans genlerin belirlenmegnmultipleks
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) te&ini siklikla kullaniimaktadir. PCR, DNA’nin
ortamda polimeraz enzimi ve DNA sentezi icin wygmaddeler bulunmasi halinde sar
siralarini sentezleyebilme yetgnelen faydalanilarak ofturulan bir reaksiyondur. DNA ve
RNA dizilerinin sayisal olarak arttiriimasi eses dayanan PCR’'In  en 6nemli 6zglli
secilmi bir DNA dizisini ¢gzaltarak istenmeyen dizilerin ortaya c¢ikmasemgellemesidir.
Bu 0Ozellik sadece dizinin taninmasini kolaylamakla kalmaz, ayrica DNA’nin analiz
edilmesini de sdamaktadir. (Kong ve ark. 2002). PCR ile vinddaktor genleri tgis
edilebilmekte ve boylece serotip tanimlanabilmdkteO veya H antijeniStx genleri, 60
Mda plazmid gibi virulans faktorleri tespit ikdek E. coli O157:H7 serotipi



belirlenmektedir. PCR tekginin de E. coli O157:H7 ‘nin dger E. coli serotiplerinden ve
diger gram negatif bakterilerden ayrilmasinda aduyve hizli bir yontem oldw
belirtiimektedir (Dunn 2003, Kim ve ark. 2005, 3@ ark. 2005).

5. SONUC

Aydin yoresindeki @ir isletmelerinden alinan mastitisli st 6rneklerinih coli
acisindan kontrol edilmesi ve serogruplandirmaiitikte toksin saptanmasinin hedeflegdi
bu calsmada, gsiirlardan alinan 160 mastitisli stt 6gneden toplam 3Escherichia colizole
edildi. Sut 6rneklerinden izole edilén coli’ lerden 6 adedi STEC pozitif olarak saptandi. 6
(%19.3) STEC pozitif ssun 5 (% 83.3)'indesaegeni mevcut iken, 1’ inde (% 16.6) sadece
stx1geni bulundgu tespit edilmgtir. STEC pozitif sglarinin higbirindestx2geni bulunmadi.
Multipleks PCR; tek bir reaksiyon ile kisa sirendg birden fazla hedef tespitinigsayan
hizli bir ydntemdir. Kullandiimiz multipleks PCR yontemi ile enterohemordjikcoli olarak
bilinen 6 syun% 16.6 ‘sininstx1genini, % 83.3" Unlun iseaegenini tgidigl ortaya konuldu.
Boylece Aydin ili ve cevresindeki @rlarda E. coli varligi ve shiga toksin 1 drettikleri
gosterilmi oldu. Ayni zamanda Polivalan Il, Polivalan Il #elivalan IV seralari ileE. coli
izolatlarina uygulanan lam aglutinasyon testi smmga Escherichia coli swusunun
serogruplan belirlendi. Bu gerlendirmeye gére 31 izolatin 8 i polivalan antiga 11, 14'G
polivalan antiserum Il ve 9'u ise polivalan antige IV pozitif olarak saptandi. Buna gore
calismamizdaki izolatlarin serogruplari; 026, 055, 084,11, 0114, 0119, 0125, 0126,
0127, 0128, 0142 ve 0158 olarak belirlendi.

EPEC bakterisinin bir su olarak bilinenE. coli O157:H7’ nin Shiga toksin genlerini
kazanmasiyla daha virulent bir organizma olaraksgedkte ve STEC adiyla aniimaktadir.
Ayni zamanda kanl ishal (HC) ve hemolitik Greméndrom (HUS) gibi bir¢cok ciddi insan
hastaliklarina da neden olan STEGlaunin buyik ¢gunlugunda stx2 saptannstir. Bu
durumstx2 nin insan sgh gl icin patojen bir etken oldiwnun,stx1genin ise normal florada
da bulundgunun gostergesi olmaktadir. Genellikle enteropaikj&. coli suslarinda bulunan
intimin  (eag geni ise, A/E lezyonlarinin ajumunda gorevlidir. Fakat bu gen

enterohemorajik serotiplere sahip STEGlaunin ¢gunda da varfiini surdirmektedireae



onemli bir virulans faktér olmasinagmen insanlarda ciddi hastaliklara neden olan STEC
swlarinda bulunmamaktadir. Cghamizda ise STEC gdarinin hicbirinde stx2 genine
rastlanmazken, %83.3 ‘Un@aevarligl dikkat cekmektedir.

Bu calsma ile Aydin ili ¢cevresinde bulunan gslardanE. coli izolasyonu, izole
edilen sglarin serogruplandiriimasi gercedtieldi ve izole edilenE. coli swlarinin shiga
toksin ve intimin Uretip Uretmedikleri belirlendElde edilen bulgular siginda, sgir
mastitislerinde Shiga toksin Uret@&n coli lerin etiyolojide énemli bir rol oynag ortaya

cikariimstir.

Bu calsma ile; E. coli’ nin insanlar icin patojen ol@gu ve dinyada letal etkili bir cok
salgina yol ac goz 6ntine alinirsa,@r isletmelerinden bdayarak gida Uretim yerlerinde,
hammaddeden son drine kadar genel hijyenik kunallarygulanmasinin ve  kros-

kontaminasyonu engelleyici 6nlemlerin alinmasigerekliligi ortaya konulmstur.



OZET

Mastitisli sigirlardan izole edilen shiga toksini UretenEscherichia coli suslarinin virulans

faktorlerinin saptanmasi

Shiga toksini UretenEscherichia coli (STEQ kanli ishal, hemorajik kolitis ve
hemolitik Gremik sendromu gibi ciddi insan hastirkna neden olan énemli bir patojendir.
STEC, gekmis Ulkelerin olduk¢ca o6nemli bir sorunudur. STECslaunin genel habitati,
Ozellikle sgir ve koyun gibi ruminantlarin intestinal sistenndiér. Sigir ve koyun gibi
ruminantlarin dskilar ile kontamine gidalar, insanlarda enfeksigom temel kaynani

olusturmaktadir.

Bu calsmada, Aydin ilindeki girlarda mastitisli sitlerden izole edilen shigasiok
UretenEscherichia coli(STEC) sglarinda intimin €aeA, stx1 ve stx2 genlerinin varlginin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile belirlenmely izolatlarin serogruplandiriimasi
amaclanmgtir. Calsmamizda subklinik mastitisli olarak belirlenen 18@irdan 160 sit
ornesi materyal olarak kullanildi. Fenotipik identifikgan ile E. coli olarak belirlenen 31
izolatin, genotipik olarak intimifeaeA)ve shiga toksingix1vestx?d genlerinin incelenmesi
ile 6 izolatin STEC oldgu saptandiizolatlarda intimin ¢aeA ve shiga toksinstx1ve stx29
genlerinin varlgl, PCR ile spesifik primerler kullanilarak gercedieldi. E. coli izolatlari;
026, O55, 086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0OIQT28, 0142 ve 0158
serogruplarina kar polivalan (Il, 1ll ve 1IV) sera kullanarak lam dginasyon testi ile tespit
edildi. Polivalanll, Polivalanlll ve Polivalan IVsaari ilebuizolatlara lam aglutinasyon testi
uygulandi. Yapilan lam aglitinasyon testi sonucuBdeherichia colisusunun serogruplari
belirlendi. Bu dgerlendirmeye goére 31 izolatin 8’ i polivalan antisa I, 14’0 polivalan
antiserum Il ve 9'u ise polivalan antiserum IV gdzolarak saptandi. §irlarda, intimin
(eaeA) pozitif STEC sglarinin neden olduklar infeksiyonlarin durumunu ikbga
kavuwsturulabilmesi icin, bu konuda daha genkapsamli epidemiyolojik c¢aimalarin

yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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SUMMARY

Determining virulence factors of Shiga toxin-produéng Escherichia coli in cattle with

mastitis

Shiga toxin producindescherichia coli $TEC) is a major pathogen causing severe
diseases in humans, like diarrhoea, haemorrhagjicscand haemolytic-uraemic syndrome.
The usual habitat of STEC is the intestinal tractuminants, especially cattle. STEC is an
important problem in development countries. Fodu® become contaminated with faeces

from these animals serve as the primary sourceiwiam infection.

The aim of this study is to determine the preseasfcghiga toxin $tx1andstx? and
intimin (eaeA genes in shiga toxin producirigscherichia coli(STEC) strains that isolated
from bovine milk in Aydin with Polimerase Chain Raan (PCR) and serotyping of these
isolates. The material of our study were consigted60 milk samples taken from 160
subclinic mastitic dairy cow®y phenotypical identification, 31 isolates thatrevdetermined
as Escherichia coliwere also performed genetically identification.eTpresence of shiga
toxin (stxl andstx? and intimin eaeA)genes in this isolates was revealed with multiplex
PCR using spesific primer&. coli isolates were identified to determine 026, 055608
0111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 @i®8 serotypes by slide
agglutination method with polyvalent (II, Ill and/) sera. These isolates was carried out
using the slide agglutination method with polyvalgnpolyvalent 11l and polyvalent IV sera.
E. coli serotypes were determined using the slide aggiidin method. According to this
assessment, a total of 8 of 31 isolates were iieshtas polyvalent Il, 14 of 31 isolates were
identified as polyvalent Ill and 9 of 31 isolateere identified as polyvalent IV. For
investigation of the precise status of the infawticaused bgaeApositive STEC strains in

dairy cows further epidemiologic studies shouldibsigned.



Key words: Escherichia coli STEC, Mastitis, Shiga toxirsix1andtx2), Intimin
(eaeA, Serogrouping, PCR
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