SIGIR VE iSHALLI INSAN DISKILARI iLE BAZI GIDALARDA
ESCHERICHIA COLI O157:H7 VE stx1/ stx2 GEN VARLIGININ
ARASTIRILMASI

Uzm. Bio. Savas ASLAN

BESIN HiJYENi VE TEKNOLOJiSi ANABILIiM DALI
DOKTORA LiSANS TEZi
DANISMAN
Prof. Dr. Hilmi YAMAN
Prof. Dr. Mustafa ALTINDIS
Tez No: 2015-003
2015 - Afyonkarahisar



TURKIYE CUMHURIYETI
AFYON KOCATEPE UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

SIGIR VE iSHALLI iNSAN DISKILARI iLE BAZI GIDALARDA

ESCHERICHIA COLJI O157:H7 VE Stx1 / Stx2 GEN VARLIGININ ARASTIRILMASI

Uzm. Bio. Savas ASLAN

BESIN HIiJYENI VE TEKNOLOJIiSi ANABILIM DALI
DOKTORA TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. Hilmi YAMAN
Prof. Dr. Mustafa ALTINDIS

Bu Tez Afyon Kocatepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
Tarafindan 12.Sa3.Bil.02 Proje Numarasi ile Desteklenmistir.

Tez No: 2015-003

2015 — Afyonkarahisar



KABUL ONAY

Afyon Kocatepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Programi
cergevesinde yiiriitiilmiig bu ¢alisma, agagidaki jiiri tarafindan Doktora Tezi olarak
kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 30/01/2015

Prof. Dr. M
W Sakarya
Prof. Dr. Hilmi YAMAN Dog. Df, V¢l GOK
Adnan Menderes Universitesi Afyon Kocatgpe Universitesi

Dog. Dr*Meltem DILEK

Afyon Kocatepe Universitesi Afyon Kocatepe Universitesi
: )
,f\/\‘;" ——— éﬂ/é’// |
Yrd. Dog. Dr. Recep KARA Yrd. D r. Gokhan AKARCA
Afyon Kocatepe Universitesi Afyon Kocatepe Universitesi

Besin Hijyeni ve Teknolojisi Ana Bilim Dali Doktora Programi 6grencisi Savas
ASLAN’nin ‘Sigir ve Ishalli Insan Digkilari ile Bazi Gidalarda Escherichia coli
0157:H7 ve Six1 / Stx2 Gen Varligiin Aragtirilmast’ bagslikli tezi /§,02.20/5 giinii
saat 14:00’ da Lisansiisti Egitim — Ogretim ve Siav Yonetmeligi'nin ilgili

maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul edilmistir.

Prof. Dr. Abdullah ERYAVUZ
Enstitii Mudtirt



TESEKKUR

Egitim siirecim icerisinde bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, her konuda
desteklerini gordiigiim, hosgorii ortamu igerisinde genis tecriibeleriyle bizlere yon
veren, ¢aligmami gerceklestirmemde onderlik edip titizlikle kontrol eden, kendine
giivenen bireyler olarak yetismemizde biiylik rol oynayan basta danigman
hocalarim Prof. Dr. Mustafa ALTINDIS, Prof. Dr. Hilmi YAMAN ve anabilim
dali hocalarim Prof.Dr. Levent AKKAYA, Yrd. Do¢. Dr. Recep KARA, Yrd.
Dog. Dr. Zeki GURLER ’e icten tesekkiir ederim.

Yogun ¢alisma temposuna ragmen desteklerini esirgemeyen Uzm. Bio. Davut
CUFALI ve Lab. ibrahim GUNDUZ’e sabir, hosgorii ve iyi niyetleri igin tiim

kalbimle tesekkiir ederim.

Egitimimin her asamasinda birlikte oldugum, o6grencilifim boyunca birlikte
calismaktan mutluluk duydugum, hicbir konuda yardimlarin1i ve sevgilerini
esirgemeyen arkadaslarim Bio. Alparslan ARSLAN, Bio. Giil OZHELVACI,
Lab. Baris COT, Lab. Soner EGRI’ye ve laboratuvar ¢alisma arkadaslarima

sonsuz tesekkiir ederim.

Her zaman yanimda hissettigim, hayatimm her déneminde maddi — manevi
desteklerini ve sevgilerini esirgemeyen; basar1 ya da basarisizligimda hep
yanimda olan; kendileriyle gurur ve onur duydugum ¢ok degerli anneme, babama

ve kardesime ¢ok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Insanoglunun fiziksel bir ihtiyaci olan beslenme; biiyiime, yasamn siirdiiriilmesi ve
sagligmn korunmasi amaciyla c¢esitli gidalarin tiiketilmesi olarak tanimlanabilir.
Insanlarin sagliklarini koruyabilmeleri igin sadece yeterli ve dengeli beslenmeleri
yeterli olmamakta, alinan gidalarin insan saghgmi tehdit etmemesi ve giivenli olmasi
da gerekmektedir (Ozkaya ve Codmert, 2008).Insanlarin diinyada yasayabilmesi,
fiziksel ve mental gelisimlerini gergeklestirebilmesi i¢in yeterli miktarda ve saglk

yoniinden giivenli giday1 alabilmeleri insan temel haklarinin esasini olusturmaktadir.

Gidalarm neden oldugu saglik sorunlar1 arasinda en sik gida intoksikasyonlar1
akut sorunlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Giil ve Onal, 2008). Gida giivenligi,
insan saghgmin korunmasi yoOniinden belirlenen oncelikli konularn basinda
gelmektedir. Gidalarin neden oldugu saglik sorunlari i¢inde 6n sirayi, gidalardaki
mikrobiyolojik kontaminasyon almaktadir. Ikinci sirrada ise, gidalardaki kontrol
edilmeyen kimyasal kirlilikler (kontaminantlar) bulunmaktadir (Karakaya, 2012).
Niifusun hizla artmasi, plansiz sehirlesme ve buna baglh olarak, alt yap1
yetersizlikleri, ¢cevre kirliligi, toplumun degisen tiiketim aligkanliklari, toplu gida ve
yemek iiretiminde artis, egitim ve gelir diizeyinin diisiikliigli, yetersiz veya yeterince
uygulanmayan mevzuatlar, gidalarin saklama siiresinin artirilmasi, kontrol dis1 gida
iretimi, denetim uygulamalarmin yetersizligi veya geregince yapilmamasi, gida
iretiminde yeni teknolojilerin kullanimi gibi nedenlerle gida giivenligindeki
tehlikeler artmaktadir (Erkmen, 2010). Ingiltere’de her yil toplam niifusun %20’si,
Amerika Birlesik Devletinde (ABD) %28’1 gida kaynakli hastaliklarla
karsilagmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde ise ¢ok daha fazla kisinin bu
hastaliklarla karsilastigi tahmin edilmektedir (Agel, 2007). Gida giivenligi, halk
sagligmin korunabilmesi amaciyla basta Avrupa Birligi (AB) ilkeleri olmak {izere
bir¢ok lilkenin gida kontrol otoriteleri tarafindan ‘ciftlikten catala gida giivenligi’
olarak ifade edilmektedir (Erkmen, 2010). 1993 yilinda Gida ve Tarim Orgiitii (FAO,
Food and Agriculture Organization of United Nations) / Diinya Saglik Orgiitii
(WHO, World Health Organization) gida kodeksi komitesi tarafindan giivenli gida



saglamanin giivencesinin korunmasi i¢in en etkili sistem olarak Tehlike Analizi ve
Kritik Kontrol Noktalar1 Sistemi (HACCP, Hazard Analysis and Critical Control
Points) tavsiye edilmistir (Akin ve ark., 2014).

Bir gidada 6zel koruma onlemleri uygulanmamigsa tiim gida maddeleri veya
gidalar mikroorganizmalarla kontamine durumdadir. Cevre kosullar1 da izin verirse,
mikroorganizmalar kolayca geliserek gidalarda veya gida hammaddelerinde bazi
degisikliklere yol acarak; ya tat, koku ve bilesenlerini degistirip baska gidalara
donlismesine yardimci olurlar ya da tiimden bozulmalarma neden olabilirler (Sahin
ve Basoglu, 2011). Gidalarda bozulma, gidanin yapisinda bulunan protein,
karbohidrat ve yaglarla, cesitli organik asitler, alkoller, aldehitler, seliiloz ve pektin
gibi bilesiklerin yikilmasi sonucu gidada istenmeyen bir goriiniis, tat ve kokunun
ortaya c¢ikmasi olarak genel anlamda tanimlanabilir (Ozkaya ve Comert, 2008).
Gidalardaki mikroorganizmalar; patojen, bozulmaya neden olan, indikator ve yararl
mikroorganizmalar olmak tizere baslica dort gurupta toplanabilirler (Erol, 2007).
Insanlarda gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlarin en yaygm goriilenleri
bakteriyel kokenli olup cabuk ortaya c¢ikmakta ve hizli ilerlemektedir. Virisler,
parazitler, funguslar ile hayvansal ve bitkisel kokenli toksik maddeler de gida
zehirlenmelerine neden olan diger etkenler arasindadir (Ozkaya ve Comert, 2008).
Giiniimiizde ise gida endiistrisinde gida kaynakli enfeksiyonlarda 27 temel patojen
bakteri mevcuttur. Patojenik Escherichia coli (E. coli), Listeria monocytogenes,
Salmonella, Campylobacter, Clostridium tiirleri, Staphylococcus aureus (S. aureus)
ve Bacillus cereus (B. cereus) en fazla problem olusturan patojen bakterileri
olusturur. Bu patojen bakteriler, gida kaynakli enfeksiyonlarin toplam tahmini
sayisinin - sadece  %19’undan sorumlu tutulmustur. Bu durum ise heniiz
tanimlanmamis bircok gida kaynakli patojenin bulundugunu akla getirmektedir

(Saini, 2008; Kartal, 2006).

E. coli, Alman bakteriyolog ve pediyatrist olan Theodor Escherich tarafindan
ilk kez 1885 yilinda izole edilmistir (Levine, 1987). E. coli bakterisi gastrointestinal
sistemde yer alan ve normal barsak florasmnin iiyesi sayilan bir bakteridir. Bazi

suslar1 toksin iireterek ciddi enfeksiyonlara sebep olurken toksini iireten E. coli



tiirleri Shiga-toksin iireten E. coli (STEC) veya Vero—toksin iireten E. coli olarak
isimlendirilir (Kusoglu ve Yaman, 2011). E. coli O157:H7 ve diger enterohemorajik
E. coli (EHEC) suslari, Salmonella typhimurium [Definitive Type (DT)] DT 104,
Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis, Arcobacter butzleri ve
Helicobacter pylori’yi igeren yeni olarak ortaya ¢ikmasi ya da olma potansiyeline

sahip onemi giderek artan gida kaynakli patojenlerdir (Meng ve Doyle, 1998).

Shiga-toksin tiireten E. coli’nin temel rezervuari sigirlardir ve bulundugu
sigirda vaskiiler lezyonlara ve klinik hastaliga neden olmazlar (Hoey ve ark., 2002;
Gyles, 2007). Temel rezervuari sigir olan E. coli O157/0O157:H7 birgok iilkede
goriilmektedir (Akkaya ve ark., 2008a,b). Baslangigta sigir karkaslarinda patojen
bakteriler bulunmazken cevredeki hayvanlarda veya c¢evrede mevcut olan patojen
bakteriler karkas yiizeyini kontamine edebilmektedir. Yogun kontaminasyon ve kotii
hijyen sartlar1 patojenik bakterilerin gida maddelerinde gelisimini ve toksin

olusturma riskini artirmaktadir (Sofos ve ark., 1999).

Mikroorganizmalarm, gida maddelerine veya hayvanlara bulasmasmin ya da
hayvanlarda enfeksiyonlar meydana getirmesinin &nlenmesi olduk¢a Onemlidir.
Ciftliklerde saglikli olarak yetistirilen bu hayvanlarin kesim i¢in tasmirken, kesim
sirasinda veya sonrasinda da bu bakterilerle bulasmasimnin 6nlenmesi hayati derecede
onemlidir. Ciinkii bu asamada hayvanlar ya da karkaslar, kesimhane ortaminda
bulunan alet, ekipman veya personelden ileri gelen Kkirlenmelere maruz
kalabilmektedir (Atabay, 2011). Boylece mikroorganizmalar, eti kesimle birlikte
kontamine etmeye baslamaktadir. Kontaminasyon Kkesim, yiizme, pargalama ve
paketleme esnasinda bigak ve parcalama tahtasi gibi malzemelerle olmakta (Atabay,
2011) ve bu kontaminasyonda hayvanin kiirk, boynuz ve ayaklarinin tasidigi
mikroorganizmalarla bagirsak igerigindeki mikroorganizmalar rol oynamaktadir.
Bunun yaninda kesim esnasinda kullanilan bigaktaki mikroorganizmalar ile kesim
yerlerini kontamine etmis mikroorganizmalar, lenf sivist ve kan ile birlikte etin ig¢

kisimlarina kadar ulasmaktadir (Gokalp ve ark., 1997).



Et muayenesinde, hastalikli hayvan etlerinin gida =zincirine girmesinin
engellenmesinde oldukca etkili olmasma ragmen, bu yolla halk saghgmin karkas
yiizeyinde bulunan patojen bakterilerden korunmasi oldukga diisiik bir olasiliktir. Bu
durum, ABD’nde “Patojenlerin Azaltilmas1 ve HACCP” programi gida giivenligi
konusunda yeni uygulamalar1 glindeme getirmis olup, bu program cer¢evesinde
kesimhane ve et isleme tesislerinde fiziksel, kimyasal ve bakteriyolojik tehlikelerin

tanimlanarak, 6nlemlerin alinmasi saglanmistir (USDA/FSIS, 1996).

HACCP mikrobiyolojik yonden giivenli gida sunmak i¢in evrensel olarak
kabul gérmiis bir yonetim sistemidir (Brown, 2000). Sigir eti giivenligini gelistirmek
icin, Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi (USDA) Gida Giivenligi ve
Muayene Servisi (FSIS) 1990’11 yillarin ortalarindan itibaren yeni diizenleyici sartlar
getirmistir. Et ve et {rlinleri Ureticileri karkaslarda goriilebilen tiim kontaminant
maddeleri bicakla tiraslamak suretiyle uzaklastirmak, yazili hijyen standard: igletim
prosediirlerine (SSOP) uymali ve HACCP’1 uygulamak zorundadir. Ayrica HACCP
etkinliginin ve patojen indirgemesini dogrulamak i¢in E. coli ve Salmonella’nin
mikrobiyolojik performans kriterlerini ve standartlarmi karsilamasi gerekmektedir
(Belk, 2000). Bir baska deyisle, et muayenesinde gorsel temizlik yerini
mikrobiyolojik temizlik esaslarina brrakmistir (Calicioglu ve ark., 2005). Hayvan
karkaslarinin fekal kontaminasyonu, kontaminasyonun engellenmesi ve sonrasinda
dekontaminasyon uygulanmasi ya da her iki uygulamanin dahil edildigi HACCP
sistemi ile azaltilabilir (USDA/FSIS, 1996).

IIk olarak 1980’li yillarda bir patojen olarak tespit edildiginden giiniimiize
kadar diinya ¢apinda EHEC enfeksiyon salginlar1 bildirilirken (Riley ve ark., 1983;
Wells ve ark., 1983) ishal ile iligkili hastalik etkeni olarak son 25 yil igerisinde 6nemi
dikkate deger bir sekilde artmistir. Bunun nedeni olarak hangi tiiriiniin nasil bir
mekanizmayla ishale neden olduguna dair elde edilen bilgilerin giderek artmasidir

(Aydin Tutak, 2010).



Bulagic1 hastaliklarin  6zelikle de ishallerin goriilme sikliklar: iilkelerin
gelismislik diizeyinin en onemli gdstergelerinden biri olarak kabul edilir. Bu tip
hastaliklarda toplumun sosyal, kiiltiirel, ekonomik ve g¢evresel faktorleri ile birebir
iliskili hastaliklarm basinda gelmesi 6nemli rol oynar (Ongen, 2006). 2004 yilinda
EHEC O157:H7 nin yillik tahmini insidans1 Iskocya, ABD, Avustralya, Japonya ve
Kore Cumbhuriyeti’de her 100 000 niifusta 0,08’den 4,1 oraninda degismektedir.
CDC’nin raporuna géore EHEC O157:H7, yaklasik her yil ABD’de 73 000 kisinin
hastalanmasina, 2 000 kisinin hastaneye yatirilmasina ve 50 — 60 kisinin ¢liimiine
neden olmaktadir (CFSPH, 2009). Tirkiye’de 2001-2004 yillarinda goriilmeyen
EHEC olgular1 2005 yilinda 21, 2006 yilinda 46, 2008 yilinda 434, 2009 yilinda 393
ve 2010 yilinda ise 183 olgu meydana geldigi WHO raporunda bildirilmistir (WHO,
2012).

Geligmis iilkelerde EHEC gida kaynakli hastaliklarin 6nemli nedenlerindendir.
Bunlardan bazi EHEC serotiplerleri hastalik etkenidir. E. coli O157:H7 serotipi,
Japonya, Ingiltere ve Kuzey Amerika’da EHEC ile ilgili hastaliklarin en sik
nedenidir (Kaper ve ark., 2004). Ozellikle Almanya’daki EHEC’in son salgini
kamuoyunun bilicini tekrar 6n plana ¢ikarmistir (WHO, 2011).

Amerika'da 1984 yilinda bir bakimevinde meydana gelen salginda 101 kisiden
hospitalize edilen 4 hastanin o6limii ile sonug¢lanmig; bu salgmin hamburger
tilketiminden kaynaklandig1 ve E. coli O157:H7 izole edildigi bildirilmistir (Ryan ve
ark., 1986). Bunun disinda farkli bircok iilkede (Arjantin, Avustralya, Belgika,
Danimarka, Almanya, Isvigre, Israil, Giiney Afrika ve Italya), E. coli O157:H7 ile
kontamine olmus gidalarin tiiketilmesiyle ortaya ¢ikan ¢ok sayida gida zehirlenmesi
bildirilmistir. ABD’ de her y1l 16 000 kisinin hastalanmasina, 900 kisinin &liimiine
ve yaklasik 200 — 600milyon dolar ekonomik zarara neden olmaktadir. Ingiltere’ de
sadece 1996 yilinda 506 vakaya, Iskogya’ da 1990 — 1996 yillar1 arasinda 700 kisinin
hastalanmasina, Japonya’ da da 7 000 okul ¢cagindaki ¢ocugun zehirlenmesine neden

olmustur (Alisarli ve Akman, 2004).



1993 yilindan itibaren E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes gibi bakterilerin
neden oldugu gida kaynakli hastalik salgmlar tiiketicilerin et giivenligi konusundaki
duyarliliklarin1 artirmistir. Bu sebeple, kamu otoriteleri, arastirmacilar tarafindan et
endiistrisinin mikrobiyolojik kalitenin gelistirilmesi i¢in gida glivenligi yonetim

sistemlerinin ¢alismalar1 baslatilmistir (Belk, 2000).

Diinya niifusu giderek daha tiiketici bir hal almasi, gida tiikketim
aliskanliklarinin da degisik olmasinin yaninda iilkemizde de “fast — food” ve hazir
gida tiikketim aligkanlhigi artmaktadir. Bu nedenle etkenin neden oldugu
enfeksiyonlarla karsilasma olasiligi da giin gegtikge artmaktadir. Bu calisma bazi
gida numunelerinde ve ishal sikdyeti ile hastanemize basvuran hastalarda gaita
orneklerinden izole edilen EHEC, E. coli O157:H7 suslarinin dagilimi ve EHEC

toksin genlerinin varliginin arastirilmasi amaglanmstir.

1.1. Enterobacteriaceae

Bu ailedeki Gram negatif comaklarin ¢ogu insan ve hayvanlarin bagirsaklarmda
yaygmn sekilde bulunduklarindan Enterobacteriaceae ‘“bagirsak bakterileri ailesi”
olarak terciime edilir. Bagirsakta bulunan bakteriler yalniz bunlar degil hatta bunlar
bagirsakta bulunan bakterilerin kiigiik bir kismini olurstururlar. Bazi cinsleri normal
bagirsak florasinda (6r, Salmonella ve Shigella) bulunmazlar. Ancak bulastiklar1
kisilerin bagirsaklarinda bulunur ve patojen bagirsak bakterileri olarak anilirlar. E.
coli normal bagirsak florasi olmakla birlikte, baz1 serotipleri normalde bagirsakta
bulunmaz ve bu serotipler Salmonella ve Shigella gibi bulasarak hastalik
olustururlar. Bunlara bagirsak bakterileri denmesi bagirsak disinda enfeksiyon
olusturmayacaklar1 anlamina da gelmez. Viicudun hemen her bélgesinde enfeksiyon
olusturabilirler. Bu ailede laktozdan asit ve gaz olusturan E. coli, Citrobacter,
Enterobacter ve Klebsiella’ ya “koliform” bakteriler denilir. E. coli’nin sularda veya
besinlerde bulunmasi, bunlarin kesinlikle insan veya hayvan digkist ile kontamine
oldugunu gosterir. Bu bakteriler bir klinik mikrobiyoloji laboratuarinda etken olarak
izole edilen tiim Gram negatif ¢omaklarin yaklasik %80’ini, izole edilen tiim

bakterilerin de yaklasik yarismi olusturmaktadir (Kaygusuz ve Toreci, 2011). Bu



durum Enterobacteriaceae ailesine ait mikroorganizmalarm klinik mikrobiyoloji
laboratuvarma gelen klinik 6rneklerden en sik izole edilen Gram negatif bakteri

oldugunu gostermektedir.

Enterobacteriaceae ailesi ya da kisaca Enterobakteriler genis, karma gram
negatif basiller i¢inde tibben en 6nemli olanlaridir. Bu ailenin bazi {iyeleri insan
gastrointesitnal (GI) yoluna kolonize olurlar (6r. Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella). Bu kolonizasyon yatkinligi nedeniyle belirli tiyeler ayni zamanda
“enterik bakteri” olarak adlandirilr. Ancak bu deyim Pseudomonaceae ve
Vibrionaceae aileleri gibi, GI yolda siklikla bulunabilen, diger gram negatif
bakterileri de igermektedir (Erdem, 1999).

Enterobacteriaceae ailesi tibbi olarak onem tasiyan Gram negatif ¢omaklarin
en biiyiik, en heterojen toplulugudur. Kirktan fazla cins ve ylizlerce tiir ve alttiir
tanimlanmistir. Bu tiirler biyokimyasal ozelliklerine, antijenik yapilarina, DNA—
DNA hibridizasyonuna ve 16S rRNA dizilimlerine gore smiflandirilmistir (Zarakolu
Kosker, 2010).

Enterobakter ailesinin Ewing tarafindan yapilan siniflandirmada yer alan

tiirlerin ¢ogu klinik d6rneklerde nadiren bulunurlar (Tablo.1) (Erdem, 1999).

Enterobacteriaceae ailesindeki cinslerin ve tiirlerin gogu asagidaki 6zellikleri
paylasir. Gram negatif basil seklindedir; spor olusturmazlar; peritrisydz (tiim hiicre
yiizeyine yayilan) flajellalariyla hareketli veya hareketsizdir; pepton ya da et
ekstresinde diger suplementler veye sodyum kloriir eklenmeden tirerler; MacConkey
agarda iyi Urerler; hem aerobik hem de anaerobik olarak iirerler; D—glikozve diger
sekerleri, siklikla gaz olusturarak fermente (oksidasyon tercihan) ederler; katalaz
pozitif ve oksidaz negatiftirler; nitratlar1 nitritlere indirgerler; enterobakteriyel ortak
antijen icerirler ve DNA igeriginde guanin-sitozin (G+C) %39 — 59 oranindadir.
Evrimsel yakinlig1 6lgen teknikler kullanildikga, ailedeki cins ve tiirlerin diger
ailedeki tiirlere gore ailenin tip cinsinin tip tiirii olan E. coli ile ¢ok daha yakin iligkili

oldugu bulunmustur (Aktepe, 2009).



Tablo.1. Enterobacteriaceae ailesinin siniflandirmasi.

Familya Cins Tur
|.  Escherichieae I Escherichiea coli, blatae, vulneris, fergusonii, hermannii
Il.  Shigella dysenteriae, flexneri, boydii, sonnei
Il.  Edwardsiellae I.  Edwardsiella tarda, hoshina, ictaluri
lIl. Salmonelleae I.  Salmonella (serotipler), typhi, choleraesuis, paratyphi
A, enteritidis, gallinarum, pullorum
IV. Citrobactericeae l. Citrobacter freundii, diversus, amalonaticus
V. Klebsielleae I.  Klebsiella pneumoniae, ozanenae, oxytoca,
rhinoscleromatis,  planticola, terrigena,
Il.  Enterobacter ornithinolytica aerogenes, cloacae,
agglomerans, amnigenus, sakazakii,
Ill.  Hafnia gergoviae,  dissolvens,  nimipressuvalis,
IV. Serratia asburiae, taylorae, hormaechei alvei
marcescens, lique, liquefaciens, rubidaea,
fonticola, odorifera, plymuthica, ficaria
VI. Proteeae I.  Proteus mirabilis, vulgaris, pennei, myxofaciens
Il.  Morganella morganii alcalifaciens, stuartii, rettgeri,
Ill.  Providencia rustigianii
VII. Yersinieae l. Yersinia pseudotuberculosis, pestis, enterocolitica,
frederiksenii, kristensenii, intermedia,
ruckeri, aldovae
VIII. Erwinieae I Erwinia amylovora, carotovora
Herhangi bir aile icine Arsenophonus
yerlestiriimemis olan Budvicia
cinsler Buttiauexella
Cedecea
Kluyvera
Leclercia
Leminorella
Moellerella
Obesumbacterium
Pantoea
Pragia
Rahnella
Tatumella
Xenorhabdus
Yokonella




1.2. Escherichia coli ve Escherichia coli O157:H7

E. coli, genellikle insanlar ve sicakkanli hayvanlar ile kuslarin normal bagirsak
florasinda (ILSI, 2001), ¢evrede ve gidalarda bulunan patojen olmayan bir iiyesidir.
E. coli, bakterilerin genis ve farkli bir gurubudur. Fakat ¢ogu zararsiz olsa da bazilari
hastalikk yapabilmektedir. Bazi tiirleri ishale, iriner enfeksiyonlara, solunum
hastaliklarma ve pnomoni ve diger hastaliklara neden olabilmektedir (CDC, 2014).
E. coli insan yasaminin ilk saatlerinde yenidogan sindirim sisteminde kolonize olur,
daha sonra bakteri ve konak¢i mutual bir yasam siirerler. Immiin sistem
bozukluklarinda ya da sindirim sistemi savunma mekanizmalarimin bozuldugu
durumlarda nonpatojen E. coli’ler bile enfeksiyon etkeni olabilirler. Patojen E.
coli’lerin etken oldugu enfeksiyonlar mukozal yiizeylerle sinirli olabildikleri gibi tim
viicuda da yayilabilirler. Patojen suslarin diger kommensal mikroorganizmalardan
farklar1 her patojenik tip icin 6zel virulans faktorlerinin varligindan kaynaklanir ve
bunlar bakteriofaj, plazmid veya kromozom iizerindeki patojenite adaciklarinda

kodlanir (Findik, 2008).

Zorunlu anaerop bakterilerden 100 kat daha az bulunmasina ragmen rutin
diski kiiltiirlerinde en sik izole edilen bakteridir; barsak dis1 viicut bolgelerinde
onemli bir firsat¢1 bakteri (Soyletir ve Willke Topcu, 2002) olmasina ragmen
bagirsaklarin patojen mikroorganizmalar tarafindan kolonizasyonunu oOnlemeye
calisir (Erdem, 1999). Yapilan arastirmalarin artmasiyla, tirogenital enfeksiyonlar,
mastitis, enteritis, yara enfeksiyonlari, septisemi ve meningitis gibi hastaliklarin

patojenik etkenleri arasinda da oldugu rapor edilmistir (Wasteson, 2001).



Escherichia coli smiflandirilmasi

Alem : Bacteria

Sube : Proteobacteria

Smf : Gammaproteobacteria

Takimm : Enterobacteriales

Familya : Enterobacteriaceae

Cins : Escherichia

Tiir : Escherichia coli

Binominal ad1 : "Escherichia coli" (NCBI, 2015)

1.3. Tarihce

E. coli ilk olarak 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan ishalli bir ¢ocugun
diskisindan izole edilerek Bacterium coli commune olarak isimlendirilmis (Serpen,
2007) fakat 1919 yilinda Castellani ve Chalmer tarafindan arastiricinin admna
istinaden Escherichia cins ad1 6nerilene kadar Bacterium coli olarak adlandirilmistir
(Feng, 1995). 1930 yilinda serolojik karakterlerine gére Salmonella’lar1 gruplandiran
Kauffman tarafindan yapilan serotiplendirilmesinde, bulundurduklari ii¢ ¢esit ylizey
antijenine gore somatik [somatic (O) antigen], kapstiler [capsular (K) antigen] ve
flagellar [flagellar, fimbrial (H) antigen] antijenik Ozelliklerine gore lic gruba
ayrilmistir (Serpen, 2007). Farkli sayida olan bu antijenik yapilara gore E. coli’nin
700°den fazla serotipi tespit edilmistir (Nataro ve Kaper, 1998). 1945 yilinda bir
bakimevinde c¢ocuklarda meydana gelen ishal salgmina neden olan serogrup O11
susu etken olarak gosterilmesi ile bagirsak patojeni E. coli (EPEC, Enteropatojenik
E. coli) suslarmm tanimi yapilmaya baslannustir. 1969 yilinda Ortadogu’daki ingiliz
askerlerinde meydana gelen ishal vakalarinda ETEC suslari, yine aym yillarda
Japonya ve Brezilya’da basilli dizanteriden ayirt edilemeyen EIEC suslari izole
edilmistir (Riordan ve ark., 2000). 1960’lardan itibaren bazi E. coli kékenlerinin
bagirsakta da patojen olduklarma iligkin bilgilerimiz birikmeye baslamig (Soyletir ve
Willke Topgu, 2002), patojenik (Ongen, 2008a) ve enterovirulent (Serpen, 2007)

ozelliklerine gore en az bes diyarejenik E. coli kategoriye ayrilmistir. Bunlar STEC
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(ya da VTEC), EPEC, Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Enteroinvaziv E. coli
(EIEC), Enteroagregativ E. coli (EAggEC) ve Diffiiz aderan E. coli (DAEC)
patotipleridir. Ancak bu patotiplerden diffiiz aderan E. coli 'nin klinik 6nemi agik
degildir (Levent, 2009).

E. coli O157:H7 serotipi ilk olarak ABD’de 1982 yilinda 2 salginda 47 vaka ile
tespit edilmis, bunu takiben ¢esitli iilkelerde de benzer salgmlar goriilmiistiir. Onceki
hastaliklara benzemeyen, aniden ortaya ¢ikmasi ve cesitli tetkikler ile bu bakterinin
diger E. coli serotiplerinden farkli oldugu gosterilmesi O157:H7 serotipinin
“muhtemelen laboratuar kackini bir bakteri” oldugunu diisiindiirmektedir (Halkman

ve ark., 1998).

1.4. Etiyoloji

E.coli 1,0 — 1,5um eninde, 2 — 6um boyunda diiz, uglar1 yuvarlak bakteriyolojik
boyolarla iyi boyanan Gram negatif basildir. E. coli suslar1 ¢ogunlukla fimbria
olusturur. Cogu peritris kirpikleri ile hareketlidir (Ozkuyumcu ve ark., 2009).
Suslardan bazilar1 da hareketsizdir (Serpen, 2007). Bu enterik mikroorganizma P—

pilus ve Tip I flagellalar1 ile bagwrsak epitelinde kolonize olmaktadir (Kuntz ve

Kuntz, 1999).

Genel iiretim besiyerlerinde iireyebilir. Optimal iireme 1s1s1 37°C’de olmasina

ragmen 20°C — 44°C arasinda iireyebilmektedir (Ozkuyumcu ve ark., 2009).

Buyyonda homojen bulaniklik yaparlar. Jelozda hafif kabarik, yuvarlak,
diizgiin 1 — 2 mm capinda parlak S tipi koloniler yaparlar. Baz1 kdkenlerin kolonileri
hafif mukoid (M) koloniler seklindedir. R kolonileri de olusabilir (Bilgehan, 2000).
Kanli agarda bazi suslar1 p (Beta) — hemoliz olusturmaktadir (Ozkuyumcu ve ark.,
2009).
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E. coli, Enterobacteriaceae familyasinda Escherichia genusuna bagli gram
negatif, spor olusturmayan, fakiiltatif anaerob, katalaz pozitif, oksidaz negatif ve
glukozu fermente eder (Zarakolu Kosker, 2010). Birgogu laktozu fermente eder ve
MacConkey gibi laktoz igeren bir besiyerinde koyu pembe ya da kirmizi renkte, S
seklinde koloniler olusturur (Ongen, 2008b). Cogu sus, Eosine Methylene Blue
(EMB) besiyerinde metalik renkte refle veren yesil — siyah koloniler (Ozkuyumcu ve
ark., 2009) olusturarak bu familya da yer alan, laktoz negatif cinslerden (Salmonella,
Shigella gibi) basit bir sekilde ayrilirlar (Baron ve ark., 1994).

Glikoz, maltoz, mannitol, ksiloz, ramnoz, arabinoz, sorbitol, trehaloz ve
gliserolu asit ve gaz yaparak pargalarlar. Siikroz, salisin diilsitol ve rafinoz iizerine
etkileri degisken olup adonitol ve sellobiozu nadiren fermente ederler, nisastadan
asla gaz olusturmazlar (Bilgehan, 2000). Indol ve Metil Red (MR) testleri pozitiftir.
Ure, HS ve Voges Proskauer (VR) testlerinde genellikle negatif olan E. coli sitrattan
da yararlanamaz. Ayrica, nitratlar1 kullanarak nitritlere rediikte edebilme 6zelligine

sahiptir (Izgiir, 1999).

Bazi suslar1 kapsiillii, asidorezistans 6zellikte olan bir bakteri (Duffy ve ark.,
1999) olup insan ve c¢ogu sicakkanli hayvanlarin dogal bagirsak florasinda

bulunmaktadir (Erol 2007).

EHEC igerisinde yer alan E. coli O157:H7’nin ¢ogu biyokimyasal 6zellikleri E.
coli’ye 6zgiidiir. Ancak, sorbitol ve p—D-glucoronidase aktivitesi farklilik gosterir.
Ayrica diger bir patojenite faktorii olan enterohemolizin O157:H7 serotipi tarafindan
olusturulur. insan kaynakli izolatlarm yaklasik %93’ii sorbitolii 24 saat icinde
fermente etmelerine karsm, E. coli O157:H7 sorbitol negatif 6zellik gosterir (Erol,
2007). Giiniimiizde E. coli’nin gidalardaki varliginin saptanmasi ve sayilmasi
amaciyla en ¢ok kullanilan kromojenik ve florojenik substratlar p—D—glucoronidase
aktivitesini tespit etmeye yonelik olanlardir. Yapilan bir¢ok arastirmada E. coli
suslarinin % 96 ile % 97 oraninda B—D—glucoronidase aktivitesine sahip olduklari
rapor edilmistir (Dogan ve ark., 2002). Bununla birlikte E. coli’nin E. coli O157:H7

gibi bazi patojenik serotipleri de B—D—glucoronidase aktivitesine sahip degildirler
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(Frampton ve Restaino, 1993). Hidrolizasyon ile p—D—glucoronidase enzimi MUG’u
(4-methylumbelliferoneglucuronid) pargalar. Meydana gelen reaksiyon son
triinlerinden olan 4-—methlylumbelliferly (4-MU) 366 nm dalga boyunda UV 1s13a
maruz birakildiginda mavi floresans bir renk olusturur (Feng ve Hartman, 1982). B—
glikuronidaz enzimi E. coli O157:H7°de bulunmadigi i¢in etken MUG igeren besi
yerinde floresan vermez. Bazi arastiricilar ise sorbitol pozitif (>24 saat) ve P—
glikuronidaz olusturan E. coli O157:H7 izolatlar1 saptadiklarini bildirmislerdir (Erol,
2007).

E. coli O, H, K antijenleri vardir. O ve K antijenleri bazi bagirsak patojeni E.
coli’lerin belirlenmesi i¢in 6nemlidir. Cesitli K ve fibria antijenleri bakterinin
bagirsakta kolonize olmasi veya idrar yollarinda epitele yapisip yerlesebilmesini
saglayarak enfeksiyonlarda onemli rol oynarlar (Kaygusuz ve Toreci, 2011). E. coli
izolatlar1 arasinda somatik (O ve K) ve flajellar (H) antijenler 6nemli 6l¢lide farklilik
ve birgok kombinasyon gosterir. Patojenik tiirler arasinda birkag filogenetik gruplarin
ve bu antijenlerin bigimleri vardir. E. coli i¢in 150’den fazla 6zgiin O antijeni vardir
(Whitfield ve Valvano, 1993). E. coli O antijenlerine gore gruplara H ve K
antijenlerine gore serovarlara ayrilir. O antijenleri somatik 1siya dayanikli
lipopolisakkarit yapida antijenlerdir. Kaynatmaya ve alkole direncgli, formole
dayaniksizdir. E. coli’lerde 170’den fazla O serogrubu belirlenmistir. Hareketli
suslardaki H kirpik antijenleri protein yapida ve termolabildir, alkole dayaniksizdir.
60’a yakm H antijeni belirlenmistir. K kapsiil antijeni polisakkarit yapida olup 1siya
dayanikhidir. Yaklasik 80 ¢esidi saptanmistir (Findik, 2008).

1.5. Epidemiyoloji

E. coli normal barsak florasin1 olusturmasina ragmen barsakta sayisinin fazla
miktarda artmasiyla enfeksiyon meydana gelebilmektedir. Hijyen kosullarinin iyi
olmamasi, stres faktorleri, iklim degisiklikleri, beslenme bozukluklar1 hazirlayici
nedenleri olusturur. Kontamine yem, su gibi maddeler bulasmada 6nemli rol oynar

(CFSPH, 2009). Ishale neden olan tiim E. coli tiirleri fekal-oral yoldan bulasirlar,
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fakat birbirlerinden farkli epidemiyolojik 6zellikler gosterirler (Soyletir ve Willke
Topgu, 2002). E. coli bagirsaklarda hafif diyareden kolera benzeri agir sivi kayiplari
ile seyreden diyareye, ya da HUS gibi hayati tehdit eden kanli diyareye kadar agirligi
degisen farkli klinik tablolara neden olur. Gastrointestinal hastaliklara alt1 farkli E.

coli grubu neden olmaktadir (Ozkuyumcu ve ark., 2009).

1.5.1. Enteropatojenik Escherichia coli

E. coli suslarinda ishal olgular1 ile ilgisi ilk belirlenen EPEC suslaridir. Bu suslar
lekeler halinde bagirsak mukoza hiicrelerine yapisirlar. Hiicre ylizeyinde bakterinin
yapismadig1 bolgede mikrovililer uzar, yapistig1 bolgede ise tahrip olurlar (Kaygusuz
ve Toreci, 2011). Histopatolojik olarak en onemli 6zelligi “tutunma ve bozma”
(attaching and effacing effect) etkisidir. Bu etkinin olusmasi; bakterinin enterosite
lokal aderensi, bakterinin enterosit sinyal sistemini uyarmasi ve enterositle bakteri
arasinda siki bir baglanmanin ger¢eklesmesi basamaklar1 ile olur (Willke ve ark.,
2008). Birinci basamak; bakteri hiicresi ile konakg1 hiicrenin ilk iliskisini saglayan ve
uygun kosullarda demet olusturan pili yapisidir (“bundle forming™) pili (bfp). Bfp
demetler halinde bulunan 50 — 500nm eninde 14 — 20 mikron boyunda pililerdir.
Intimin adezini ve kisa yiizeyle iliskili filamanlar1 (EspA filamanlar1) barmndirirlar.
Bunlarm olusumu plazmid ve kromozomal genlerin kontroliindedir. Ikinci basamak;
bakterini konakg¢1 hiicresine tutunmasi ile bir sinyal olusur. EPEC hiicreleri Bfp ve
EspA filamanlar1 ile epitelyum hiicrelerine tutunurlar ve “translocated intimin” (Tir)
ve tanimlanmamis pek ¢ok etkili molekiilii konak¢1 hiicresine enjekte ederler. Bu
efektéor molekiiller sinyalizasyon yolunu aktive eder ve hiicrede aktinin
depolimerizasyonuna, mikrovilluslarin kaybina yol acarken tirozin kinaz aktivasyonu
ile hiicrede Ca"™" diizeyleri artar. Ugiincii basamak; EspA filamanlar1 bakteri hiicre
yiizeyinden kaybolmustur. Histolojik olarak 2. ve 3. basamakalarda mikrovilluslarda
kaylp ve deformasyon vardir. Dordiincii basamak; bakteri tutunma ylizeyinde
toplanan hiicre elemanlar1 karekterisitik EPEC siitununu olusturur. Aktarilan efektor
molekiiller hiicrenin fonksiyonunu bozar elektrolit kaybi ve hiicre 6liimiine neden

olur. Bfp, EPEC suslarmnin virulansindaki rolii tam anlasilmis degildir ancak Hep2
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hiicrelerine aderanstan sorumludurlar. EPEC suslar1 aderanstan sorumlu bir plazmid
tagirlar: EAF (EPEC aderans faktor) Bfp bir alt {initesini (BfpA) kodlayan gende bu
plazmid tlizerindedir. EPEC suslarinin konakg1 hiicrelerine yakin baglanmasi 94 kDA
agirhgmda intimin adi1 verilen bir dis membran proteini tarafindan yonetilir. intimin
genine eaeA adi verilmistir. Intimin icermeyen mutantlarm virulans1 diisiiktiir
(Findik, 2008). Tim diinyada fakir ve gelismekte olan iilkelerde oOzellikle alti
ayliktan kii¢iik ¢ocuklarda ishallere neden olmaktadir (Nataro ve Kaper, 1998).
Insanda asemptomatik kolonizasyon, kisa siireli sulu ishal veya kusma ile beraber
daha siddetli ishale de neden olabilir. Bu nedenle klinik olarak diger ishal
etkenlerinden ayirt edilemez. Diskida kan ve mukus pek goriilmez, ates genellikle az
veya yoktur. Ancak diger bakteriyel ishallerin aksine bulanti, oral rehidratasyon
terapisinde problem yaratacak kadar belirgin olabilir. Ciddi elektrolit ve sivi kaybi

nedeniyle konviilsiyon ve koma gelisebilir (Ongen, 2008b).

1.5.2. Enteroinvaziv Escherichia coli

Sigelloz benzeri dizanteriye sebep olan bu tiirlerin epidemiyolojisi ile ilgili bilgiler
heniiz sinirhdir. Ishalli ¢ocuklar iizerinde yapilan bir arastirmada sigelloz %23
oraninda saptanirken EIEC ile ilgili ishal %4 oraninda oldugu bildirilmistir (Joklik ve
ark., 1992). Dogu Avrupa, Glineydogu Asya ve Amerika’da ishale neden olan bu
bakteri gida kaynakl salgmlara da neden olmaktadir (Carpenter, 1989). Gelismekte
olan iilkelerde nadir goriiliir. Patojenik suslar1 az sayida O serotipi ile kisithdir:
0124, 0143 ve 0164 (Zarakolu Kosker, 2010). EIEC, Shigella ile ayni viriilans
genlerine sahip oldugundan basilli dizanteriye benzer (Nataro ve Kaper, 1998).
Shigella’larla ortak antijenlere ve biyokimyasal 6zelliklere sahip olmasina ragmen
shiga—toksin olusturmazlar (Kaygusuz ve Toreci, 2011). Shigella gibi EIEC suslar1
genellikle lizin dekarboksilaz negatif, hareketsiz ve laktoz negatiftirler (Brenner ve
ark., 1973). Bakteri kolon epitelyum hiicrelerine tutunarak endozom iginde hiicre
icine girer, fagositik vakuolii patlatarak sitoplazmaya gecer ve ¢ogalir. Daha sonra
hiicrenin aktin filamanlarin1 tekrar diizenleyerek komsu hiicreye geger. Meydana

getirdigi epitelyum hiicre hasar1 ve enflamasyon nedeniyle, kolonda iilserlerin
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olusmasma neden olur (Ozkuyumcu ve ark., 2009). EIEC’nin (ve Shigella nim)
patojenitesi hem kromozom hem de plazmidte kodlanan genlerle iligkilidir.
Invazyonda rolii olan dis membran proteinlerini kodlayan genler ve bu proteinlerin
hiicre membranma girisini saglayan genler 140 MDa’luk biiyiik bir plazmidte
kodlanir. Bakterinin endositik vakuolden kurtulmasi ve komsu hiicrelere yayilmasi
icin gerekli genler de bu plazmidte bulunur (Ongen, 2008b). Bulasma igin yiiksek
sayilara ulagsmasi gereklidir ¢iinkii erigkinde deneysel dizanteri olusturmak i¢in en az
10° bakteri gerekirken (Feng ve Weagant, 2011) Shigella suslar1 icin 10den az
bakteri yeterli olmaktadir (Kaplan ve Keusch, 2004). Bulas kontamine su ve
yiyeceklerin almmasi ile olur. Insandan insana gegis azdir (Ozkuyumcu, 2009). Diger
patojenlerle olusanlardan ayirt edilmeyen sulu ishallere neden olur. Mukuslu ve kanl

ishal, ates, karmn agris1 ve tenezm goriiliir (Findik, 2008).

1.5.3. Enterotoksijenik Escherichia coli

Istya duyarli E. coli enterotoksini (Labil Toksin, LT) ve / veya 1siya direngli E. coli
enterotoksini (Stabil Toksin, ST) iireten ETEC, gelismekte olan iilkelerde 6zellikle
kii¢iik cocuklar arasinda ishalin 6nemli bir sebebidir (Levent, 2009) ve ayn1 zamanda
endemik bdlgeleri ziyaret eden kisilerde 6nemli bir ishal etkenidir (seyahat edenlerin
ishali ya da turist ishali). ETEC endiistriyel lilkelerde daha nadir goriiliir ve boyle
iilkelerden gelen yabancilar endemik bolge halkindan daha duyarhidirlar. ETEC
enfeksiyonlar1 anne siitiinden kesilen bebeklerde sik goriiliir. Yas ilerledikge
hastaligin goriilme orami azalir; bu dogal bagisiklik olasilikla ETEC’in LT ve
kolonizasyon faktdr antijenlerine karsmn gelisen antikorlarla ilgilidir (Ongen, 2008b).
Bu mikroorganizmanm sik¢a goriildiigli Hindistan, Banglades gibi iilkelerde yetiskin
bireylerde kolera benzeri klinik tabloya neden olur; ancak bu iilkelerde yasayan
toplumun 6nemli bir kismi kismen de olsa bu bakteriye kars1 bagisiklik gelistirmistir.
Turist ishali olarak bilinen ETEC’e bagh ishaller genellikle turist ishallerinin %11 —
72’sine neden olmaktadir (Joklik ve ark., 1992). inkiibasyon periyodu 8 — 44 saat
olup, hastaligm seyri 24 — 30 saattir. Semptomlar1, kolerada oldugu gibi sulu diyare,

dehidrasyon, abdominal kramp, muhtemelen sok ve bazen kusmadir. Diyare kanli
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degildir ve 16kosit iermez. Hastalikta minimal enfeksiyon dozu 108 10" kob gibi
oldukea yiiksek diizeydedir (Erol, 2007). iki tip enterotoksinleri vardir. Bunlar biiyiik
molekiilli ve antijenik olan, 1siya duyarli labil toksin ve kii¢iikk molekiilli olup
antijenik olmayan, istya dayanikli stabil toksindir. Bagirsak mukoza hiicrelerinde
adenilat siklaz aktivitesini sitimiile ederek anyon sekresyonunun artmasimna, sodyum
absorbsiyonunun azalmasina ve sonug olarak bagirsaga fazla sivi salgilanarak ishal
olusmasma yol agar. ST ise guanilat siklazi aktive ederek kloriir ve sodyum
absorbsiyonunu azaltir. Onemli bir diger faktdr ise bakterilerin ince bagirsakta
kolonize olmalarin1 ve c¢ogalmalarin1 saglayan kolonizayon faktor antijenleri
(CFA)’dir. Insandan izole edilen ETEC suslari, hemen daima, CFA/I ve CFA/II
icerirler; bunlar fimbriya antijenleridir (Kaygusuz ve Toreci, 2011). Yani hastaligin
patojenitesi diger E. coli tiplerinden farkhidir. Bu etkenler ince bagirsak epitelyum
hiicreleri yiizeyinde kolonize olurlar, toksinleri birakirlar ve bunun sonucu hiicre ici
stvisinin disar1 ¢ikmasina neden olurlar. Etkenin insanlara bulagsmasinda kontamine

gida ve suyun en 6nemli ara¢ oldugunu ortaya koymustur (Erol, 2007).

1.5.4. Enteroagregatif Escherichia coli

Enteroagregative E. coli daha ¢ok gelismekte olan iilkelerde ¢ocuklarda persistan
ishal etkeni bir bakteridir (Ongen, 2008b). EAEC, AIDS (Edinsel Bagisiklik
Yetmezligi Sendromu) iligkili kronik ishal ve yolcu ishalinin etiyolojik ajanidir.
EAEC’nin tipik hastaligi hafif ates, kusma olmadan (veya nadir) sulu, mukuslu,
sekretuvar ishaldir. Hastalarin 1/3’tinde gros kanl ishal vardir. Sulu ishal haftalarca
devam edebilir. EAEC bebeklerde biiyiime geriligi ve gelismekte olan iilkelerde
malniitrisyona neden olabilir. EAEC barsak mukozasinda karakteristik bir miikoz
film olusturur ve villuslarda kisalma, hemorajik nekroz ve inflamatuvar cevap
olusturur (Arslan, 2008). Bu bakteri ‘“stacked — brick” (tugla yigmi) yapisinda
otoagliitinasyon yapmasi ile tanmir. Bu EPEC’in mikrokoloni olusturmasma
yardimct olan Bfp benzeri adhezinler “agregatif yapigsma fimbrias1 I (AAFI)
araciligiyla olur. Bagka agregatif yapisma fimbrialar1 (AAF/II, AAF/III) da

tanimlanmigtir. EAEC bagirsak yilizeyine yapistiktan sonra mukus sekresyonu
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artirtlir, bu kalm bir biyofilm tabakasi olusturur. Bu tabaka bakteriyi
antibiyotiklerden ve fagositik hiicrelerden korur. Ek olarak 2 grup toksin EAEC ile
ilskilidir: “enteroagregativ heat stable toksin (EAST)” ve “plazmid ile kodlanan
toksin (PET)”. EAST sivi sekresyonunu artirir ve ETEC’in sicaga direngli toksini ile
antijenik olarak benzerdir. PET de sivi sekresyonunu arttirir (Zarakolu Kosker,

2010).

1.5.5. Enterohemorajik Escherichia coli

EHEC gelismis tilkelerde hastalik yaptig1 sik goriilen suslardir. En sik sicak aylarda
goriilir ve en fazla insidans 5 yas alt1 cocuklardadir. Cogu enfeksiyon az pismis
biftek ya da diger et {iriinleri, su, pastorize olmayan siit veya meyve sulari, 1spanak
gibi pismemis sebzeler ve meyveler yoluyla bulasir. Kisiden kisiye bulas
miimkiindiir (Zarakolu Kosker, 2010). EHEC sero varyete O157:H7’nin 100’iin
altinda canli hiicrenin bulundugu durumda bile hastalia neden olabilmektedir. Cogu
diger E. coli suslarmnin tersine EHEC suslar1 ¢evre kosullarina asir1 dayaniklidir. Bu
grubun patojen etkisinden; ¢ok sayida fajca kodlanan doku =zararli sitotoksin,
bagirsak hiicresine tutunmayi saglayan kromozomca kodlanmis adherans faktorii ve
plazmidce kodlanmis EHEC hemolizini sorumludur (Sahin ve Basoglu, 2011). Yani
patojenitesinde hem shiga-toksinleri (1 ve 2) hem de tutunma ve bozma
mekanizmalar1 rol oynar. Shiga—toksini salgilayan E. coli’nin, yapisma ve bozma
mekanizmasini saglayan LEE (Locus of Enterocyte Effacement; enterositte hasar
yapan silinme lokusu) genleri de varsa bu suslara EHEC (6r, O157:H7) denir.
Dolayistyla EHEC olmayan sadece shiga—toksin salgilayan STEC suslar1 da vardir.
Shiga—toksini A-B toksinleri grubundadir, yani bir A alt birimi ve pentamer
yapisinda B alt birimi vardir. Duyarli hiicre reseptoriine baglanarak endositozle hiicre
icine alinir, A alt birimi aktive olarak hiicre ribozomunda protein sentezini
durdurarak hiicre 6liimiine yol acar. Sindirim kanali epitel hiicrelerinden gecerek
bagirsak, bobrek ve diger organlarm kilcal endotellerini tahrip eder ve bunun

sonucunda intravaskiiler  koagiilasyon ve sonunda da trombositopeni,
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mikroanjiyopatik hemolitik anemi ve bdbrek yetmezligine yani HUS’a yol agar
(Willke ve ark., 2008).

1.6. Virulans Faktorler

Bakteriyel enteropatojenler insanlarda hastalik olustururken etkilerini virulans
faktorler ile olustururlar. Ayrica, farkli virulans faktorleri ile farkli mekanizmalar
iizerinden etki gosterirler. Enterositlerde hasar yapar veya sinyal iletimi, sitokin
iretimi ve hiicre iskeleti yapisinda degisiklikler gibi fonksiyonlarinda degisiklige yol
acarlar. Bunun yani1 sira bakteriler, liimen igerisinde besin maddeleri ile birlikte
atilmamak icin mukozaya tutunmak zorundadir. Bakteriyel enteropatojenler degisik
ylizey yap1 elemanlar1 (adezyon faktorleri; pili veya fimbria) ile enterosite tutunurlar
ve burada kolonize olurlar. Ayrica bazilar1 virulans faktorleri ile invazyon
olusturabilmektedir. Bakterilerde virulansta bir diger Onemli faktor ise toksin

iiretebilmeleridir (Tiimgor, 2010).

Bugiine kadar E. coli’nin, stx iiretimi, yapigsma faktorii intimin sekillenmesi
[AE lezyonu (attaching—effacing; yapisma—bozma)], EHEC hemolizin {iretimi, serin
proteaz liretimi, EAST {iretimi ve 6zel bir katalaz sistemi mevcudiyetini iceren en az
alt1 virulans faktorii belirlenmistir. Bu virulans faktorleri arasindan Shiga toksin,

intimin ve hemolizin liretimi en 6nemli virulans faktorleri olarak goriilmektedir

(ILSI, 2001).

1.6.1. Verositotoksin

E. coli O157:H7, Shigella dysenteriae tip 1’in iirettigi “shiga toksin” ile homolog
yapida “‘shiga benzeri toksin 1 (Stx 1)” ve “shiga benzeri toksin 2 (Stx 2)” olarak
adlandirilan iki farkli toksin, HeLa ve Vero doku kiiltiirii hiicreleri iizerinde toksik
etki gostermektedir (Coia, 1998). Bu etkiden dolay1 verotoksin 1 ve 2 (VT-1 ve VT—
2) olarak da isimlendirilen iki ayri1 antijenik formu (Scotland ve ark., 1985)

verositotoksin ndtralizasyon ile tespit edilmis; VT—1, Shigella dysenteria serotype
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I’in shiga toksinine benzer en yakin formunu olusturmaktadir (O’Brien ve ark.,
1982; Chart, 2000). Buna ek olarak, VT-1’in 3, VT-2’nin ise 7 farkli formu
belirlenmistir. Bunlar swrasiyla VT-l1a, VT-1c, VT-1d ve VT-2a — VT-2g
olusturmaktadir (Scheutz ve ark., 2012). Verositotoksinler, insan, sigir ve domuz
VTEC ve EHEC tarafindan tretilir (Bolton, 2011). Ayrica, Stx—2, Stx-2c, Stx-2d,
Stx—2e, Stx—2f olmak tizere farkli alt tiirleri ya da allelleri vardir (Friedrich ve ark.,
2002). HUS’a daha ¢ok VT-2, VT-2c ve VT-2d iireten serotipler neden olmaktadir
(Oktem ve Kuybulu, 2011). Verositotoksinler ¢ogu faj’da bulunan gen tarafindan
kodlanmaktadir (Tothve ark., 2003). VT tarafindan, endotelyal hiicrelerde protein
sentezini inhibe edilir ve kan damarlar1 zarar goriir. Sonugta, trombotik
mikroanjiyopatiye neden olur, hemolize, trombositopeniye ve insanlarda bobrek

yetmezligine yol acar (Karmali ve ark., 2010).

1.6.2. intimin

Toksine ek olarak virulansla iligkili diger bir faktér, STEC tarafindan olusturulan bir
protein olan intimindir. Barsak mukozasinda AE lezyonuna sebep olur ve barsak
epitel hiicresine STEC’ in spesifik baglanmasindan sorumludur (Jerse ve ark., 1990).
Tir (translocated intimin receptor) LEE lokusunda yer alan eae kromozomal geni (78
kDa) tarafindan kodlanir (Kaper ve ark., 1998; Elliott ve ark.,1999). Baz1 diyare
(spesifik hemorajik colitis) ve HUS, eae geni tasiyan STEC tipleriyle yakindan
iliskilidir (Kaper ve ark., 1998; Paton ve Paton, 1998). Intimin’e &zgii PCR ile
yapilan calismada eae geninin 14 farklh alt tipi belirlenmistir. Bunlar, sirasiyla al,
o2, B1, B2, y1, y2/0, o/k, €, , M, 1, A, u, v olusmaktadr (Blanco ve ark., 2004a).
Ayrica, hemorajik kolit ve HUS’a sebep olan VT—2’nin alt serotipleri, intimin ve

hemolizini daha fazla iirettigi belirlenmistir (Oktem ve Kuybulu, 2011).
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1.6.3. Enterohemolizin

ehxA (hlyA) geni tarafindan kodlanan, STEC’in virulans faktorlerinden birisi
enterohemolizin’dir. Ayrica enterohemorajik E. coli hemolizin olarak da adlandirilir
(Schmidt ve ark., 1995). Yapilan ¢alismalarda E. coli hemolizin’ in en sik iki ana tipi
tespit edilmistir. Birinci form, bakterilerin gelisimi sirasinda sentezlenir ve hiicreden
aktif olarak diga verilen o—hemolizin’dir. Diger hemolizin ise, hiicre ile iliskisini

stirdiiren, bakteriyel 6liim ve hiicre yikimi sonucunda serbest kalan f—hemolizin’dir

(Chart, 2000).

1.7. Yaptig1 Hastalhklar

E. coli O157:H7 ve diger EHEC serotipleri hafif kansiz ishal, siddetli kanli ishal
(hemorajik kolit) ve HUS (hemolitik tiremik sendrom) gibi farkli klinik tablolara
neden olmaktadir (Rangel ve ark., 2005). Bu mikroorganizma, kontamine olmus ve
az pismis et tiikketimiyle iliskili hemorajik kolitli iki salginda insan patojeni olarak ilk
kez 1982 yilinda E. coli O157:H7 tanmlanmistir (Riley ve ark., 1983). E. coli
0157:H7, O111:NM (hareketsiz) ve STEC’in farkli serotipleri, Hemorajik kolit (HC)
ve HUS’a neden olan ¢ok sayida gida kaynakl salginlara neden olmustur (Buchanan
ve Doyle., 1997).

Hemorajik kolit, “radyolojik ve endoskobik olarak kolon mukozasinda 6dem,
erozyon ve hemorajinin tabloya eslik ettigi abdominal kramplar ve kanli ishalin
bulunmas1” seklinde tanimlanmaktadir (Yeniiz ve ark., 2009). HC aniden meydana
gelen krampli karin agrilar1 ile baglar ve 24 — 48 saat icinde sulu diyare ile devam eder.
Diyare devam ettigi silirece goriilen kan miktar1 artar ve disk1 zaman gectikce tiimiiyle
kan olur. Nadiren kusma goriilir. Hastaligin ortaya ¢ikmasi genellikle 3 — 9 giin
(ortalama 4 giin), hastalik siiresi ise 2 — 9 giin siireyle devam etmektedir.Bu hastalik
shigelloziste tammlanan dizanteri ve invasiv E.coli nin neden oldugu gastroenteritisden
ates olmamasi ve kanli digki ile farklilik gostermektedir (Halkman ve ark., 2001). Eger
hastalk 6 — 10 gilin igerisinde iyilesme goriilmezse enfeksiyon ekstra—intestinal
komplikasyonlardan “HUS”’a neden olur (Erol, 2007).
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Hemolitik iiremik sendrom, ciddi klinik tablolara neden olabilen nadir goriilen
bir hastaliktir. Klasik olarak mikroanjiyopatik hemolitik anemi, trombositopeni ve
akut bobrek yetmezligi ile karekterize {iglii sendromu igerir (Rangel ve ark., 2005;
Banerjee, 2009). HC zaman zaman HUS’a kadar ilerler ve ¢ocuklarda akut bobrek
yetmezliginin, yetigkinlerde morbidite ve mortalitenin 6nemli bir nedenini olusturur
(CFSPH, 2009). HUS’un fatalite hizi, son yillarda vaka tedavisindeki geligmelere
bagli olarak azalmistir (Levent, 2009). Diinya capinda, pediatrik HUS un en yaygin
sebebi, diyareye neden olan enterohemorajik E. coli’dir (Taylor, 2008). E. coli’nin
birkac¢ serotipi HUS’a sebep oldugu bilinir, en yaygin olan serotipi O157:H7’dir
(Scheiring ve ark., 2008). Ancak, HC’li hastalarin %16’sinda HUS meydana gelir
(Karch, 2001, CFSPH, 2009). Nadiren de olsa HUS, idrar yolu enfeksiyonu ile
meydana gelebilmektedir (Taylor, 2008). Gelismekte olan tilkelerde, HUS Shigella
dysenteria tip 1 enfeksiyonuyla iligkilidir; ancak, Hindistan’da goriilme sikhigi
Shigella dysenteria nin insidansindaki azalma ile birlikte dismiistiir (Ajjampur ve
ark., 2008). Bu enfeksiyon her yas grubu (6zellikle <5 yas ve 65>yas) insani1 cinsiyet
farklilig1  gbzetmeksizin etkiyebildigi bildirilmistir (Kuntz ve Kuntz, 1999).
Cocuklarda akut bobrek yetmezligi 6nlenebilen, en sik rastlanilan nedenidir, %75’e
kadar diyaliz gerektirebilir (Elliott ve Robins—Browne, 2005). Bobrek
fonksiyonlarinin kalict bir sekilde kaybma neden olabilir. Yashlarda ise, ates ve
Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP) olmak iizere iki ilave klinik semptom ile
birlikte goriiliir. Boylece yaslilarda 6liim orani ortalama %50 'ye ¢ikmaktadir (Halkman
ve ark., 2001).

1.8. Tedavi

Tim HUS gruplarinda klinik gidis ve prognoz farkli olsa da benzer temel destek
tedaviler uygulanir. Sivi, elektrolit, asit—baz dengesinin yakin izlem ve tedavisi,
hipertansiyonun kontrolii, beslenme desteginin saglanmasi ve erken donemde
diyalize baglanmasi son 10 yilda hastaligin mortalitesinin %40°’lardan %10’un altina
diigtirmiigtir. Kompleman iliskili atipik HUS olgularinda total plazma degisim
tedavisi 0n planda Onerilmektedir. Tipik HUS olgularinda ise plazma degisimi veya

infiizyonunun faydasi yoktur (Oktem ve Kuybulu, 2011). Antibiyotiklerin HUS
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riskini artirabilecegi nedeni ile tedavide antibiyotik kullanimi Onerilmemektedir
(Bodur ve Akmeci, 2012). Ciinkii antibiyotikler verotoksini (ya da Shiga benzeri
toksin) kodlayan bakteriyofaji uyararak toksin olusumunu ve dolayisiyla HUS
gelisme riskini arttirirlar (Ongen, 2008b). Bununla birlikte, halen Almanya’da devam
eden salginda Alman Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi, toksin iiretimini artirmayan
baz1 antibiyotiklerin kullanilabilecegini bildirmektedir. Bu nedenle, doktora bilgisi
disinda rastgele antibiyotik kullanimindan kagmilmalidir. Ayni sekilde, anti—
diyaretik ilaglarmm kullanilmasinin da zararli etkisi olabilmektedir. Cogunlukla
tyilestikten sonra (yaklasik 1 hafta) bakteri diskidan kaybolmaktadir. Ancak,
ozellikle cocuklarda, birka¢ hafta ya da birkag¢ ay digkida canli kalabilir ve tagiyicilik
olabilir (Bodur ve Akinci, 2012).

Genel olarak E. coli ishallerinin ¢ogu kisa siireli ve kendiliginden iyilesen
tarzda seyrettigi icin 6zgiil antibiyotik tedavisi gerekmez. Tedavide temel ilke siv1 ve
elektrolit kaybinin yerine konmasidir. Sivi replasmani ne kadar erken yapilirsa
prognoz o kadar iyi olur. HC ve HUS un eslik ettigi EHEC enfeksiyonlarinda ise
hemodiyaliz veya hemaferez gibi destekleyici uygulamalar gerekebilir (Ongen,

2008D).

1.8.1. Sivi Replasmam

Kaybedilen siv1 ve elektrolitlerin yerine konulmasi gerekmektedir. Ciinkii bobrekler

s1v1 ve atiklart normalde oldugu kadar etkin bi¢imde atamamaktadir (Karaca, 2013).

1.8.2. Kirmizi1 Kan Hiicresi Transfiizyonu

Eger kirmiz1 kan hiicresi seviyesi diigiikse, iislime, yorgunluk ya da nefes darligi
meydana gelmektedir. Kalp atiglar1 hizli, cild rengi sari, idrar koyu renkli
olabilmektedir. Bu durumda damardan (intravendz, IV) verilen kirmizi kan hiicresi

nakli bulgu ve belirtileri yatistirmaya yardimci olabilir (Karaca, 2013).
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1.8.3. Trombosit Transfiizyonu

Eger kolayca kanama ya da berelenmeler olusuyorsa, trombosit transflizyonu, kanin
pihtilasmasimnin  normale donmesine yardimeir olabilir. Kirmizi kan hiicresi
transflizyonu gibi, trombosit transflizyonu da damar yolu (IV) ile verilir (Karaca,
2013).

1.8.4. Bobrek Diyalizi:

Bazen viicuttan atiklarin siiziilmesi ve fazla sivilarin atilmasi i¢in diyaliz gerekir.
Diyaliz ¢ogunlukla bobrekler yeniden diizgiin bicimde calismaya baslayana kadar
uygulanan gegici bir tedavidir. Eger bobrek hasar1 ciddi ise, kalic1 bobrek yetmezligi
de olasidir, bu durum uzun siireli diyaliz ya da bobrek nakli gerektirir (Karaca,

2013).

Hastaligin siddetine ragmen, uygun tedaviyi almak hemolitik tiremik sendrom

olan ¢ogu kiside, 6zellikle de kiiciik cocuklarda tam iyilesme saglamaktadir (Karaca,
2013).

1.9. Gidalarda Bulunusu

Gida kaynakli enfeksiydz hastaliklar, tiim diinyada biiyiik 6neme sahiptirler (Haas ve
ark., 1998). E. coli O157:H7 susu son yillarda adindan siklikla bahsedilen gida
kaynakli bir patojen olarak ortaya c¢ikmaktadir. E. coli O157:H7’nin insanlara
bulagmasinda kontamine et yaninda siit ve siit iiriinlerinde (Ray ve Liu, 2001) de
oldukca 6nemli bir yere sahip iken iyi yikanmamis veya kontamine su ile yikanmis
sebzelerin ¢ig tliketimi, kontamine igme suyu i¢ilmesi salgmn hastaliklara neden
olabilmektedir (Banerjee, 2009; Kusoglu ve Yaman, 2011). Sporadik vakalarda,
diinyadaki STEC ile iliskili gida kaynakli salginlar, az pismis dana eti (Vogt ve
Dippold, 2005), salam (MacDonald ve ark., 2004), ¢ig siit (Denny ve ark., 2008),
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taze peynirler (Pradel ve ark., 2008), ¢ig sebzeler (Hyde, 2011), meyveler (Berger ve
ark., 2010) ve hatta pismemis kurabiye hamuru (CDC, 2009) ile
iliskilendirilmektedir. Bunlarm yaninda ayrica enfeksiyon kaynagi olarak insan

fekal—oral yolla bulagsma da gosterilmektedir (Ray ve Liu, 2001).
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2. MATERYAL METOD

2.1. Materyal

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne basvuran ishalli bireylerin
diskilar1 ile Afyonkarahisar Ili’nde yetistirilen siirlarin disk1 ve siit drnekleri, kasap
ve marketlerinden toplanan sucuk numuneleri ve lokantalardan toplanilan salata

numuneleri ¢alisma materyalini olusturmustur.

2.2. Orneklerin Alinmasi

2.2.1. Sigir Diski Numunesi

Bu calismada Afyonkarahisar ilinin 4 farkli bélgesinden (Suhut, Sinanpasa, Tatarli /
Haydarli, Bolvadin) toplam 237 sigir digkis1t numunesi toplanmis ve bu 6rneklerin
alindig1 hayvanlarin 162’sinden es zamanli ¢ig siit numunesi de alimmustir. Calismaya
herhangi bir tedavi uygulanan ya da hastaligi olan hayvanlar dahil edilmemistir.
Hayvanlarin rastgele se¢ilmis ve yaslar1 2 — 4 arasinda degismektedir. Ornekler
Subat—Agustos aylar1 arasinda alinmistir. Her bir diski numunesitaze diski seklinde
etilen oksit ile steril edilen plastik numune kaplarina aseptik sartlarda alinarak
(yaklasik 100 — 125g) soguk zincir altinda (ICE BOX, 32 I) laboratuvara getirilmis

ve ayn1 giin analize alinmastir.

2.2.2. Sigir Siit Numunesi

Bu ¢aligmada Afyonkarahisar ilinin 3 farkl bdlgesinden (Suhut, Sinanpasa, Tatarli /
Haydarli) toplam 162siit 6rnegi toplanmis ve siit ornekleri diski 6rnegi alman
hayvanlardan bir kismina ait olup es zamanli olarak alinmustir. Calismaya herhangi

bir tedavi uygulanan ya da hastalig1 olan hayvanlar dahil edilmemistir. Hayvanlar
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rastgele secilmis ve yaslar1 2 — 4 arasinda degismektedir. Ornekler Subat—Agustos
aylar1 arasinda alimmistir. Her bir siit numunesi, etilen oksit ile steril edilen plastik
numune kaplaria aseptik sartlarda alinarak (yaklagik 200 — 300ml) soguk zincir

altinda laboratuvara getirilmis ve ayni giin analize alinmustir.

2.2.3. Sucuk Numunesi

Bu calismada, Afyonkarahisar ilinin 4 farkli bdlgesinden (Suhut, Sinanpasa,
Bolvadin, Sandikli) toplam 106 tiiketime hazir sucuk numunesi alinmistir.
Numuneler bolgedeki market ve kasaplardan temin edilmistir. Tiikketime sunuldugu
ticari sekliyle etilen oksitle steril edilen posetlere aseptik sartlarda alinarak (yaklagik
200 — 300g) soguk zincir altinda laboratuvara getirilmis ve ayni giin analize

alinmustir.

2.2.4. Salata Numunesi

Bu calismada, Afyonkarahisar ilinin 4 farkli bdlgesinden (Suhut, Sinanpasa,
Bolvadin, Sandikli) toplam 103 tiiketime hazir salata numunesi toplanmustir.
Numuneler bolgede bulunan lokanta, pazaryeri esnafindan, “fast — food” satig yapan
biifelerden ve “caterring” firmalardan alinmistir. Tiiketime sunuldugu hazir sekliyle
(marul, domates, havug, roka, maydanoz, sogan, mor lahanay1 igerir.) etilen oksitle
steril edilen posetlere aseptik sartlarda alinarak (yaklasik 100 — 200g) soguk zincir

altinda laboratuvara getirilmis ve ayni giin analize almmustir.

2.2.5. Insan Diski Numunesi

Bu ¢alismada, Afyon Kocatepe Universitesi Hastanesi’ne basvuran 110 ishalli hasta
digk1 numunesi, Carry—Blair tasima besiyerine alinarak vakit ge¢irilmeden getirilmis
ve ayni giin analize alimmistir. Calismaya alinan hastalar onbes giinden kisa siireli,

giinde 3 veya daha fazla, sulu, yumusak kivamli diskilamasi olan hastalar akut ishalli
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olarak kabul edildi ve numuneler ¢aligmaya alindi. Kronik ishali olan gastrointestinal
patolojili hastalar, malign hastaligt veya malabsorbsiyonu bulunanlar dahil

edilmemistir.

2.3. Kullanilan Besiyerleri

2.3.1. Tryptic Soy Broth (Oxoid CM0129, England)

Selektif zenginlestirme besiyeri olarak kullanilan besiyerlerinden birisidir.
Besiyerinde bulunan safra tuzlar1 ve novobiocin gram pozitif bakterilerin

gelisimlerini engellerken EHEC ve E. coli O157:H7 izolatin1 belirlenmesini

saglamaktadir.
Formiil g/ litre
Kazein Pankreas 6zet 17.0

Soya fasulyesi enzimatik sindirimi (Papain igerir) 3.0

Sodyum kloriir 5.0
Dipotasyum hidrojen fosfat 2.5
Glikoz 2.5

Novobiocin (Oxoid SR181E, England)

Flakon icerigi Her Bir Flakon Litre Basina
Novobiocin 10.0mg 20.0mg

2.3.2. Sorbitollii MacConkey Agar (Oxoid CM0813, England)

Selektif bir besiyeri olarak i¢inde bulundurdugu kristal viyole ve safra tuzlari ile

gram pozitif bakterilerin gelisimlerini inhibe ederek ve icinde sorbitol
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bulundurmastyla sorbitolii fermente etmeyen E. coli O157:H7 izolatin1 belirlememizi
saglamaktadir. Ayrica Cefixime—Tellurite ilavesi ile gram pozitif bakteriyel floray1

baskilayarak E. coli O157:H7’nin iiremesine de katki saglar.

Formiil g/ litre
Pepton 20.0
Sorbitol 10,0
Safra tuzlari 15
Sodyum kloriir 5.0
Notr kirmizi 0.03
Kristal viyole 0.001
Agar 15,0

pH7.1+£02 25°C

Cefixime-Tellurite Supplement (Oxoid SR0172, England)

Flakon Icerigi Her Bir Flakon Litre Basina
Potasyum Telliirit 1.25 mg 2.5 mg
Sefiksim 0.025 mg 0.05 mg

2.3.3. Violet Red Bile Agar (MUG’Iu) (Oxoid CM0978, England)

Besiyeri iceriginde bulunan safra tuzlar1 ve kristal viyole mikrobiyel florayi
baskilamas1 ve E. coli izolatlar1 arasindan uzun dalga boylu UV 151k kaynaginda

floresan vermeyen E. coli izolatlarini tespitini saglamaktadir.
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Formiil g/ litre

Maya ekstrakti 3.0
Pepton 7.0
Sodyum kloriir 5.0
Safra tuzu 1.5
Laktoz 10.0
Notral kirmizist 0.03
Kristal violet 0.002
Agar 12.0

4-methylumbelliferyl b-D-glucuronide (MUG) 0.1
pH7.4+02 25°C

2.3.4. Nutrient Agar (Himedia M001, India)

Farkli amagclar i¢in kullanilabilen ve igeriginde herhangi indikatér madde igermeyen

genel bir besiyeri olarak izolatlarin cogaltilmasinda kullanilmaktadir.

Formiil g/ litre
Hayvan doku peptik 6zeti 5.0
Sodyum kloriir 5.0

Et ekstrakti 1.5
Maya ekstrakti 15
Agar 15.0

pH 7.4+0.2 25°C
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2.3.5. Tryptone Broth (SRL TMO015, India)

Biyokimyasal analiz yontemlerine giren indol testi, mikroorganizmlarin triptofan adi
verilen aminoasiti pargalayarak “indol” olusturabilme yetegini belirlemek amaci ile
kullanilmaktadir. Kovacs ayiract kullanilarak degerlendirilir. Deney tiipii icerisindeki
peptonlu siviya 1 — 2 damla kovacs ayiract damlatilarak tiip yiizeyinde kirmizi

halkanin varligi ile degerlendirilir. Kirmizi halkanin varhigir ise pozitif olarak

degerlendirilir.

Formiil g/ litre
Kazein Pankreas Ozeti 10.0
Sodyum Kloriir 5.0

pH 7.5+0.2

Kovac’s indole Ayirac1 (Himedia R008, India)

Formiil g/ litre
p-Dimethylaminobenzaldehyde 5.0
Hidroklorik Asit, Konsantre 25ml
Amil Alkol 75ml

2.3.6. MR-VP Medium (Glucose Phosphate Broth, Himedia M070, India)

Biyokimyasal analiz yOntemlerine giren Metil Red (Kirmizis1) Testi,
mikroorganizmalarin glikozu fermete etmesiyle organik asitlerin olusmasi ve
dolayisiyla ortam pH’ 1 belirlemek amaci ile kullanilir. Metil kirmizis1 damlatilarak
olusacak sari—kirmizi renge gore degerlendirilir. Ayrica, Voges—Proskauer testi,
mikroorganizmalarin glikozu fermente ederken “acetoin” ad1 verilen nétral bir liriinii

meydana getirebilme yetegini belirlemek amaci ile kullanilmaktadir.
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Formiil g/ litre

Pepton buffer 7.0
Dekstroz 5.0
Dipotasyum fosfat 5.0

pH 6.9+£0.2 25°C

Metil Red Ayiraci (Or-Bak OR-AYRO02A, Ankara)

Formiil

Metil red 0.1g
Etil alkol %96 300ml
Distile su 200ml

2.3.7. Simmons Sitrat Agar (Oxoid CM0155, England)

Biyokimyasal analiz yOntemlerine giren Sitrat Testi, mikroorganizmalarm,
besiyerinde bulunan sitrat1 karbon kaynagi ve amonyum tuzlari da nitrojen kaynagi

olarak kullanabilme yetegini belirlemektedir.

Formiil g/ litre
Magnezyum siilfat 0.2
Amonyum dihidrojen fosfat 0.2
Sodyum amonyum fosfat 0.8
Sodyum sitrat (tribasic) 2.0
Sodyum klortir 5.0
Bromtimol mavisi 0.08
Agar 15.0

pH7.0£0.2 25°C
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2.3.8. Ure Agar Base (Oxoid CM0053B, England)

Biyokimyasal analiz yontemlerine giren Ureaz Testi, mikroorganizmalarin iireyi

hidrolize eden ilireaz enziminin varligini belirlemek amaci ile yapilir.

Formiil g/ litre
Pepton 1.0
Glikoz 1.0
Sodyum kloriir 5.0
Disodyum fosfat 1.2
Potasyum dihidrojen fosfat 0.8
Fenol kirmizisi 0.012
Agar 15.0
pH 6.8 + 0.2

Ure (Oxoid SR0020K, England)

Flakon Icerigi Her Bir Flakon Litre Basina

Ure %40 Soliisyon 5ml 5ml

2.3.9. Kligler Iron Agar (Oxoid CM0033, England)

Biyokimyasal analiz  yontemlerine giren Kligler Iron Agar  Testi,
mikroorganizmalarin, laktoz ve glikozu fermente etme, H,S ve gaz olusturabilme

yetenegini belirlemektedir.
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Formiil g/ litre

Et ekstrakti (Lab—Lemcotozu) 3.0
Maya ekstrakti 3.0
Pepton 20.0
Sodyum kloriir 5.0
Laktoz 10.0
Glikoz 1.0
Ferrik Sitrat 0.3
Sodyum tiyosiilfat 0.3
Fenol kirmizisi 0.05
Agar 12.0

pH 7.440.2 25°C

2.4. Metot

2.4.1. izolasyon ve identifikasyon

Temel besi yerleri olarak ¢cogunlukla sorbitollii MacConkey agar, Tryptic Soy Broth
(TSB), E. coli broth, enterohemorajik E. coli broth, buffered peptone water (BPW)
ve brain heart infusion broth kullanilmaktadir (Hussein ve Bollinger, 2008).
Zenginlestirme besiyeri modifiye tryptic soy broth (mTSB), gram-negatif
mikroorganizmalarin  gelismesini azaltmak i¢in novobiocin veya acriflavin
antibiyotik suplamentlerini i¢cermektedir (Vernozy—Rozand, 1997). Arastirmamiz
icin almman Orneklerin bakteri zenginlestirilmesinde (mTSB) besiyeri kullanilmistir.
TSB besiyeri 30 g/l konsantrasyonda 1:1 distile suda eritilerek otoklavda 121°C’ de
15 dakika siire ile 1,5 atm’de sterilize edilmistir. Sterilizasyon islemi sonrasinda
Novobiocin igeren suplament TSB besiyerine ilave edilerek steril posetlere (Bag)

(225ml) ve steril tiiplere (9ml) dokiilmiistiir.
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Potasyum Telliirit ve Sefiksim igeren Sorbitollii MacConkey agar E. coli
O157:H7’nin klinik 6rneklerden izole edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu yontem bakterinin zenginlestirilmesini iceren ve gida kaynakli salginlarin
sonucunda gelistirilen yeni bir yontemdir (FDA, 2012). Sorbitollii MacConkey
besiyeri 51,5 g/l konsantrasyonda 1:1 distile suda eritilerek otoklavda 121 °C’ de 15
dakika silire ile 1,5 atm’de sterilize edilmistir. Sterilizasyon iglemi sonrasinda
Potasyum Telliirit ve Sefiksim igeren suplament Sorbitollii MacConkey besiyerine
ilave edilerek steril petrilere (10 — 15ml) dokiilmiistiir.

MUG ilave edilerek birgok sivi (Laurly sulfate broth, m-Endo broth, EC broth,
Brilla—broth, DEV-lactose peptone broth, LMX broth) ve kat1 (Violet red bile agar,
E. coli direct agar, MacConkey agar, m-FC agar) besiyeri identifikasyon igslemlerinde
kullanilmaktadir (Manafi, 2000). Herhangi bir sterilizasyon islemi uygulanmayan
Benmari i¢inde MUG ilave edilmis Violet Red Bile Agar (VRBA) 38.6 ¢/l

konsantrasyonda 1:1 distile suda eritilerek steril petrilere (10 — 15ml) dokiilmiistiir.

Hayvan diski numunesinde bakteriyel zenginlestirme amaciyla, analizi
yapilacak her bir digski 6rnegi, igerisinde 9 ml 20 mg/lt Novobiocin (Oxoid SR
0181E, England) katkili Tryptone Soy Broth (mTSB) (Oxoid, CM 0129, England)
bulunan steril tiipe Carry—Blair besiyerindeki diski 6rnegi (yaklasik 1 g) ilave
edilerek vorteks ile 1 dakika siireyle homojenize edilmistir. Hazirlanan homojenizat

37°C’de 18 — 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Gida numunelerinde bakteriyel zenginlestirme amaciyla, analizi yapilacak her
bir gida 6rnegi steril stomacher torbalara 25’er g tartilarak iizerine 225 ml mTSB
ilave edilip stomacherde 2 dakika siireyle homojenize edilmistir (Resim.l).

Hazirlanan homojenizat 37°C’de 18 — 24saat inkiibasyona birakilmistir.
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Resim.1. Modifiye Tryptic Soy Broth agarda gida 6rnegi.

Hasta disk1 numunesinde bakteriyel zenginlestirme amaciyla, analizi yapilacak
her bir digki 6rnegi, icerisinde 9 ml mTSB bulunan steril tiipe Carry—Blair
besiyerindeki disk1 6rnegi (yaklasik 1 g) ilave edilerek vorteks ile 1 dakika siireyle
homojenize edilmistir. Hazirlanan homojenizat 37°C’de 18 — 24saat inkiibasyona

brrakilmistir.

Bakteriyel zenginlestirmede insan, hayvan ve gida numunelerindeki
uygulamalar kismen farkli olup calismanin devamindaki izolasyon basamaklari
aynidir. Bakteriyel zenginlestirme amaci ile inkiibasyona birakilan homojenizatlar
inkubasyon sonrasit homojenizattan bir 6ze dolusu olmak iizere Cefixime—Tellurite
Selective Supplement (Oxoid, SR 0172E, England) igeren Sorbitol MacConkey Agar
(Oxoid CM 0813, England)’a ¢izme yontemi ile ekilerek 37°C’de 18 — 24saat inkiibe
edilmistir (Resim.2). Inkiibasyondan sonra sorbitol aktivitesi negatif (renksiz koloni)
olan kolonilerden 4-5 koloni segilerek indol testi (Tryptone Broth SRL MO015, India;
Kovac’s Indole Reagent Himedia R008, India) yapilmustir (Sekil.6). Indol testi
pozitif kolonilerin B—glukoronidaze aktivitesini belirlemek igin 4—methylumbelli—
pherylglucorunide ilave edilmis Violet Red Bile Agar (Oxoid, CM 0978)’a 6ze ile
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ekimleri yapildi ve 37°C’de 18 — 24 saat inkiibasyona birakilmistir (Resim.3,4,5).
Inkubasyon sonrasi iireyen UV testi (Herolab UVT-20 M, Germany) (366 nm)
negatif olan kolonilerden (renksiz koloni) 1 — 2 koloni alinarak beyaz zemin iizerinde
40 pl steril fizyolojik su igerisinde silispanse edilmistir. Siispansiyonun iizerine 40 ul
0157 lateks agliitinasyon test kiti (Wellcolex Escherichia coli O157:H7, Remel, UK)
anti serumu ile karistirilarak muamele edilmis ve 60 saniye igerisinde olusan
agliitinasyon pozitif olarak degerlendirilmistir (FDA, 2011). Indol, Metil-Red,
Kligler testleri pozitif, citrat, iire (Resim.6,7,8,9,10) sorbitol ve B—glukoronidaze
testleri negatif ve O157 lateks agliitinasyon test kiti ile agliitinasyon meydana getiren
koloniler E. coli O157 olarak degerlendirilmistir (Resim.11,12) (March ve Ratnam,
1989; Zadik ve ark., 1993; Welch, 2006).

Inkiibasyon sonras1 gelisen sorbitol ve B—glukoronidaze pozitif kolonilerden 5
adet secilerek saf kiiltiir kontrolii ve biyokimyasal testler (indol, laktoz, voges—
proskauer, sitrat) i¢in Nutrient Agar (Himedia M001, India)’a ¢izilmis ve 37°C’de 18
— 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kolonilerin morfolojisi ve gram
boyama &zellikleri kontrol edilerek Indol, Metil-Red, Laktoz fermentasyonu pozitif
(Kligler Testi), Sitrat ve Ure testi, Voges—Proskauer reaksiyonu negatif olan
koloniler E. coli olarak degerlendirilmistir (Welch, 2006).

Resim.2. CT-SMAC besiyerinde E. coli O157 izolati
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E.coli 0157

E.coli

E.coli 0157

Resim.3. VRBA (MUG’lu) besiyerinde UV 15181 (filtresiz) uygulanmus E. coli 0157 izolati.
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E.coli 0157

E.coli

Resim.4. VRBA (MUG’lu) besiyerinde UV 15181 (filtreli) uygulanmis E. coli O157 izolat1.
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Resim.5. VRBA (MUG’1u) besiyerinde E. coli O157 izolat1.

Resim.6. Sorbitol negatif E. coli izolatlarmin Indol testi (- / +).
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Resim.7. Sorbitol negatif E. coli izolatlarmin MR testi (- / +).

Resim.8. Sorbitol negatif E. coli izolatlarinin Kligler testi (- / +).
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Resim.9. Sorbitol negatif E. coli izolatlarinin Sitrat testi (- / +).

Resim.10. Sorbitol negatif E. coli izolatlarinin Ure testi (- / +).
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Resim. 11. Escherichia coli O157 Lateks Agliitinasyon Testi (+/ -).

Resim. 12. Escherichia coli O157: H7 Lateks Agliitinasyon Testi (+/ -).
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2.4.2. Real-Time PCR

2.4.2.1. DNA Ekstraksiyonu (GF-1Bacterial DNA Extraction, Ver.1.2, Vivantis, Malezya)

Santrifiigasyon: Nutrient agarda saf patojen sustan 1 — 3 koloni alinarak ependorf
tiip i¢inde bulunan 3 — 5ml su (Nucleases Free, Vivantis) i¢cinde homojenize (vorteks)
edilmistir. Homojenize edilen kiiltiir 2 dk oda 1sisinda 6 000 x g’de sanrifiij edilerek

supernatant kismi dikkatli bir sekilde bosaltilmistir.

Pelletin Re-Siispansiyonu: Tiipiin dibinde kalan peletin iizerine Buffer R1 ilave
edilmistir. Hiicreler tamamen pipetle re—siispanse edilerek homojen bir yap1 elde

edilmistir.

Lizozim Uygulamasi: Hiicre siispansiyonunun iizerine 10ul lizozim ilave edilerek

iyice kanistirildiktan sonra 37°C’de 20dk inkiibasyona birakilmistr.

Santrifiigasyon: Hiicre siispansiyonu 10 000 x g’de 3dk santrifiij edilerek
supernatant kismi dikkatli bir sekilde bosaltilmistir.

Protein Denatiirasyonu: Dipte kalan peletin iizerine 180ul Buffer R2 ilave
edildikten sonra re—siispanse edilmistir. Siispansiyonun iizerine 20ul Proteinaz K
ilave edilerek tamamen karistirilmistir. Proteinaz K ilave edilen hiicre siispansiyonu
65 °C’de 20dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasmda her 5dk’da bir siispansiyon

Karistirilmistir.

RNA’nin Uzaklastirllmasi: Hiicre siispansiyonuna 20pul RNase ilave edilerek.

Siispansiyon karistirilmustir ve 37 °C’de 5dk inkiibe edilmistir.

Homojenizasyon: 2 voliim (~440ul) Buffer BG ilave edilmistir. Tiip alt iist edilerek
tamamen homojen yapi kazanincaya kadar karistirilmis ve 65°C’de 10dk inkiibe

edilmistir.
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Ethanol Ilavesi: Saf etanolden 200ul ilave edilerek tamamen karistirilmustir.

Tiipe Aktarma (Loading to column): Omek ic ice gecmis 6zel temiz bir toplama
tiipiine aktarilmistir. Temiz bir toplam tiipii i¢inde kurulan ikinci bir tiipe Ornek

aktarilarak 10 000 x g’de 1dk santrifiij edilmis ve alt kisma siiziilen siv1 atilmistir.

Yikama (Column washing): 750u1 Wash Buffer tiipe ilave edilmis ve 10 000 x g’de

1dk santrifiij edilerek yikanmistir. Alt kisma gecen sivi atilmistir.

Kurutma (Column drying): Tiip bos halde 10 000 x g’de 1dk santrifiij edilerek arta

kalan etanol kurutulmustur.

DNA akitma (DNA elution): Igteki 6zel tiip (DNA’yr bulunduran tiip) yeni
mikrosantrifiij tiipline yerlestirilmis, lizerine 100ul Elution Buffer ilave edilerek 2dk
bekletilmistir. 10 000 x g’de 1dk santrifiij edilerek soliisyon halindeki DNA
ektraksiyonu elde edilmistir (Sekil.1). Soliisyon halindeki DNA ektraksiyonunun
optik yogunlugu 6l¢tilmiistiir (Sekil. 2).
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Sekil. 1. Bakteriyel DNA Ekstraksiyon Prosediirii

Resiispensiyon Lizozim o
peny 10ul lizozim Santrifiij
Hiicre q o q 10000 x g’'de
Buffer R1'de 37 C'de 20dk 3dk
inkibasyona
RNA

Homojenizasyo
Uzaklastirma

n
20ul RNaze q 2 volim q
37°C'de 5dk (~440u) Buffer

. - o
inklibasyona BG 65 C'de 20dk

1000x

- ) -, H -

Numune Santrifij

Yikama
Tiipe 10000 x g 750ul
Aktarma 1dk Whash
H
f00eg f00xg

w - - |

Santrifiij DNA Santrifiij
10000 x g Akitma 10000 x g
1dk 100pl 1dk

Ethanol ilavesi

Protein
Denatiirasyonu
180ul Buffer R2,
20ul Proteinaz K

65 C'de 20dk

-

-
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Sekil.2. Soliisyon halindeki DNA Ekstraksiyonu optik yogunlugu

# |Sample ID |User name | Date and Time  |Mucleic Acid Conc, Unit A260/A280 260,280 260,230 Sample Type |[Factor |
48 D11 Diagen Lab [23.01.2019 10:47:06 [326,4 ngdid 5,527 3,196 2,04 [1,70 [Em) [so00 ]

Mithod Tnformaton
Parameter | Yalue |
Wi bk Fle F:'\Uu:urcn& el Settngs\Admirsatod\Desk opiMenedanp r:lg,!.'llliull"\,al"l-’-__Jl__lLZ_l‘th; Aad.taak |

[Epphcatcn iz Acd
220nm Z50nm

Clata rangs
260 nm |

Enaysts warsength
e

60
S
50
15

4.0

20

10rmm Aozorbance

k]
z0
15
1.0
05
oo

T
221 230 240 250 260 R 280 20 L) Ll 320 33 0
‘wiaelength (am)

- L

2.4.2.2. PCR Prosediirii (Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) Real Time PCR Kit, Rev.No.
ZJ0008, Liferiver, Shanghai ZJ Bio-Tech Co., Shanghai, China)

Calismada ticari olarak hazir olarak bulunan Reaksiyon Mix A (stx1) (35 ul), Enzim
Mix (0,4 ul) ve internal kontrol (1 pl) her bir reaksiyon igin belirtilen miktarlarda
almarak Master Mix (36,4 pul) elde edilmistir. Herbir numune i¢in Master Mix’ten 36
ul ve bakteri DNA ekstraktindan 4 ul alinarak reaksiyon tiiplinde karistirilmig ve kisa
bir siire santrifiij edilmistir. Hazirlanan Mix ve pozitif kontrol PCR (ABI 7500 Fast,
England) cihazinda ¢alisilarak degerlendirilmistir. Reaksiyon Mix A’ ya uygulanan
test caligma prosediirii Reaksiyon Mix B’ye (stx2) de uygulanarak c¢alisilmistir
(Sekil.3). Calisma sonunda EHEC siipheli suslara ait olan stx1 ve stx2 genleri
belirlenmistir (Sekil.4,5,6).
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Sekil.3. Real-T

ime PCR Prosediiri

Reaksiyon Mix
35ul

Enzim Mix
0,4nl

Internal Kontrol
1pl

Master Mix
36.4ul

Master Mix
36ul

Reaksiyon
Plate/Tiin

PCR

Sekil.4. Real-Time PCR EHEC stx1 ve stx2 pozitif

Ekstraksiyon DNA
4ul

Ampification Plot Ampification Piot
1,500,000 | 1,500,000 {
1,400,000 1,400,000 {
1,300,000 | 1,300,000 {
1,200,000 | 1.200.000 {
1,100,000 { 1,100,000 {
1,000,000 { 1.000.000 {
< [
5 800,000 { ((r’ 800,000 {
700,000 1 700,000 1
200,000 { 200,000 {
100,000 { 100,000 {
[RIGES N
2 4 . » ] “ 4 w2V 2 N 22X 2 M ¥ ¥ @
Cycle
¢ Wl sreisne r- ic W srcrsme
Sample Target Reporter Ct Shiga Sample Target Reporter Cr Shiga
Name Name Toxin Name Name Toxin
MIXB-ST. IC VIC 4,313701153 MIXB-ST. IC VIC 31,86045265
MIXB-ST. STX1 FAM 10,90959644 MIXB-ST. STX2 FAM 9,625151634 +
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Sekil.5. Real-Time PCR EHEC stx1 pozitif ve stx2 negatif

Ampification Plot Ampiification Piot
1,500,000 1,500,000
1,400,000 1,400,000
1,300,000 1,300,000
1,200,000 1.200,000
1,100,000 1,100,000
1,000,000 1,000,000 |
e 800,000 e 800,000
& 700000 % 700000
600,000 600,000
600,000 £00,000 o) ek =
400,000 400,000 = ).
300,000 300,000 T
200,000 200,000 /_//
100,000 ( 100,000 = i i
e Qe
100,000 L : : +100,000 et — e
Cycle
Wic Wsmasne .Ié W smxisT2
Sample Target | Reporter Cr Shiga Sample Target | Reporter Cr Shiga
Name Name Toxin Name Name Toxin
MIXA- IC VIC 19,13759613 MIXB-118 IC VIC 7,257689476
118
MIXA- STX1 FAM 16,20286179 + MIXB-118 STX2 FAM Undetermined | Negative
118
Sekil.6. Real-Time PCR EHEC stx1 negatif ve stx2 pozitif
Ampiification Plot Ampiification Piot
1,500,000 1,500,000 {
1,400,000 1,400,000 {
1,300,000 { 1,300,000
1,200,000 { 1,200,000
1,100,000 { 1,100,000 |
1,000,000 { 1,000,000 {
c M o 800,000 {
% 700.000 % 700000 {
£00.000 €00,000
500,000 500,000
300,000 { ’/,,--f——“'- ems 200,000 |
200,000 g 200,000 {
100,000 b 100,000 { Ao
» RN , MSEAN
100,000 L — i googaoll L £ Lt L L ! " . .
(] “ " 2 2 2 2 0D 2 M »®»®» 0 2 4 8 2 N 12 % % B D 2 5 3 X Z % ¥» B «
Cycle Cycle
lué W smaisme ’[. ic [l smis™e
Sample Target | Reporter Ct Shiga Sample Target Reporter Cr Shiga
Name Name Toxin Name Name Toxin
MIXA-SU8 | IC VIC 4,352851868 MIXB-SU8 | IC VIC 34,61711502
MIXA-SU8 | STX1 FAM Undetermined | Negative | MIXB-SU8 | STX2 FAM 13,86779785 +
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3. BULGULAR

Afyonkarahisar Ili gevresinde bulunan 4 farkli bolgeden (Suhut, Sinanpasa, Tatarli /
Haydarli, Bolvadin) 237 hayvan diski numunesi, 3 farkli bdlgeden (Suhut,
Sinanpasa, Tatarli / Haydarli) 162 siit numunesi, 4 farkli bolgeden (Suhut, Merkez,
Sandikli, Bolvadin) 106 sucuk numunesi, 4 farkli bolgeden (Suhut, Merkez, Sandikl,
Bolvadin) 103 hazir salata numunesi ve ishalli bireylerden ise 110 diski numunesi

toplam 718 numune ¢alismaya almmustir (Tablo.2).

Tablo.2. Caligma Bolgesi ve Numune Sayisi

Bolgeler
Numune tipi Numune  Bdolge
Sayisi Sayisi l. 1. . V.

Hayvan Diskisi 237 4 Suhut  Sinanpasa Tatarl/Haydarli Bolvadin
Cig Siit 162 3 Suhut  Sinanpasa Tatarli/Haydarli -

Sucuk 106 4 Suhut  Sandikli  Merkez/Afyon  Bolvadin
Salata 103 4 Suhut  Sandikli  Merkez/Afyon  Bolvadin
Insan Diskisi 110 1 - - Merkez/Afyon -

Caligmamizda es zamanl yiiriitillen hayvan diski 6rnegi ve bu hayvanlara ait
baz1 ¢ig siit ornekleri 3 farkli bolgeden alinanarak toplam 162 6rnek calisilmistir

(Tablo.3).
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Tablo.3. Hayvan diski ve ¢ig siit numunelerinin bdlgelere gore dagilimi.

Numune Tipi L.Bolge IL. Bolge  III. Bolge Toplam
Hayvan Diskis1 80 57 25 162
Cig Siit 80 57 25 162
TOPLAM 160 114 50 324

Calismamizda elde edilen sorbitol negatif E. coli suglarinda O157 antijeni hayvan
diskisinda %25 (11/44) ve ¢ig siitte %12,5 (4/32) oraninda belirlenmistir (Tablo.4).

Tablo.4. Hayvan diski ve ¢ig siit 6rneklerinde sorbitol negatif Escherichia coli
izolatlarinda O157 antijeninin varlig1

Escherichia coli O157

Numune Sorbitol Lateks Test Agliitinasyon
Negatif E. coli Test Yontemi
Numune Tipi  Numune Sayis1  Sayi % Say1 %
Hayvan Diskisi 162 44 27,16 11 25
Hayvan Siitii 162 32 19,75 4 12.5
TOPLAM 324 76 23,45 15 21

Ug farkli bdlgeden alman 324 o6rnek konvansiyonel ydntem ile analiz
edilmistir. Sorbitol negatif E. coli izolati, analiz edilen 6rneklerde 1. Bolgede hayvan
diskismim %14,2’sinde (23/162), ¢ig siitiin %10’unda (17/162), I1. Bolgede hayvan
diskismim %39,8’inin (16/162), ¢ig siitiin %8’inde (13/162) ve III. Bolgede hayvan
diskismm %3’tinde (5/162), ¢ig siitiin %1’inde (2/162) oraninda tespit edilmistir.
Izole edilen sorbitolii fermente etmeyen E. coli izolatlarinda lateks agliitinasyon

yontemi ile I. Bolgede hayvan digkisinda %3 (5/162), ¢ig siitte %1,5 (2/162),
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I1.Bolgede hayvan digskisinda %2,4 (4/162), ¢ig siitte %1,5 (2/162) ve 1ll. Bolgede
hayvan digkisinda %2,4 (5/162), ¢ig siitte %0 (0/162) oraninda E. coli O157 tespit
edilmis fakat numunelerin tamaminda H7 antijenine rastlanilmamistir. Calisilan
testler sonucunda ¢aligmaya alman 162 hayvan digki numunesinin 44’{inde (%27,1)
ve ¢ig siit numunesinin 32’sinde (%19,7) sorbitol negatif E. coli tespit edilirken
(Konvansiyonel Yontem) hayvan digki numunesinin 11’inde (%6,8) ve ¢ig siit
orneginin 4’tinde (%2,4) E. coli O157 susu saptanmustir (Tablo.5). E. coli 0157

susunun digkidan ¢ig siite kontaminasyonu %2,46 olarak belirlenmistir.

Sorbitolii fermente etmeyen E. coli ve E. coli O157 suslarinda EHEC stx
varlig1 Real Time PCR ile ¢alisilmistir. Hayvan digk1 6rneginde sorbitol negatif E.
coli izolatinda 1. Bolgede %11,11, II. Bolgede %7.,4 ve III. Bolgede %1,85 oraninda
stx toksin gen varligi belirlenirken E. coli O157 izolatinda 1. Bolgede %3, 1. Bolgede
%2,46 ve III. Bolgede %0,61 oraninda Stx toksin gen varligi tespit edilmistir. Cig siit
orneginde 1. Bolgede %35,5, II. Bolgede %3,7 ve IlI. Bolgede %1,23 oraninda Stx
toksin gen varhigi belirlenirken E. coli O157 izolatinda 1. Bélgede %1,23, 11. Bolgede
%1,23 oraninda Stx toksin gen varligi tespit edilmistir fakat III. Bolgede stx geni
goriilmemistir (Tablo.6).
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Tablo.5. Hayvan digk1 ve ¢ig siit 6rneklerinin bdlgelere gore E. coli O157 dagilimi

Escherichia coli O157

Numune Sorbitol Negatif E. coli Lateks Test Agliitinasyon Test Yontemi
Bolge Bolge
Sayi % I 1. i Sayi % l. 1. .

Numune Tipi  Numune Sayisi

Sayi % Say1 % Say1 % Sayi % Say1 % Say1 %
Hayvan Diskisi 162 44 27,16 23 142 16 98 5 3 11 6,79 5 3 4 246 2 246
Hayvan Siitii 162 32 1975 17 10 13 8 2 1 4 2,46 2 15 2 15 0 0
TOPLAM 324 76 2345 40 123 29 89 7 21 15 128 7 216 6 18 2 061
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Tablo.6. Hayvan diski ve ¢ig siit drneklerinin bolgelere gore EHEC stx dagilimi

EHEC stx
Sorbitol Negatif E. coli E. coli O157
Numune
Bolge Bolge
l. 1. M. l. l. l.
— Say1 % Say1 %
Numune Tipi  Numune Sayisi Sayims. % Say1 % Sayt1 % Sayi % Say1 % Say1 %
Hayvan Diskisi 162 44 27,16 18 11,11 12 7,40 3 1,85 11 6,79 5 3 4 246 1 0,61
Hayvan Siitii 162 32 19,75 9 5,55 6 3,70 2 1,23 4 246 2 123 2 123 O 0
TOPLAM 324 76 2345 27 8,33 18 55 5 1,54 15 1285 7 216 6 185 1 0.3
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E. coli O157 yoniinden ¢aligilan numunelerde en yiiksek oranda hayvan disk1
numunesinde tespit edilirken, bunun yan1 sira ¢ig siitte ve sucukta da E. coli 0157

susu tespit edilmistir (Tablo.7).

Tablo.7. Aylara gore numune dagilimi ve Escherichia coli O157 varligi (%)

NUMUNe g pat  Mart Nisan Mayis Haziran Temmuz Agustos TOPLAM
Tipi/ Ay
Hayvan 0 250 714 125 312 5,88 6,25 5,48
Diskis  (0/25) (1/40) (3/42) (4/32) (1/32)  (2/34)  (2/32)  (13/237)
Cizsit O 0 238 58 476 5,55 0 2,46
(0/24) (0/40) (1/42) (U17) (21)  (1/18) (4/162)
Sucuk - i 29 26 357 23 0,04
(1/28) (1/106)
Salata 0 0 0 0 0 0 0 0
(0/14) (0/15) (0/13) (0/16) (0/16)  (0/15)  (0/14)  (0/103)
Insan 0 0 0 0 0 0 0 0

Diskast  (0/12) (0/15) (0/17) (0/19) (0/16)  (0/18)  (0/13)  (0/110)

Yaklasik yedi ay siiren laboratuvar ¢aligmasinda tespit edilen suslar ilkbahar
déneminde daha yogun tespit edilmistir (Grafik.1, Tablo.7). Hayvan diskilarinda
suslarin pozitifligi Mayis ayindaki pozitiflik Subat ve Mart aylarmma gore anlamli

yiiksek bulunmustur (p<0,05).

55



45,00 -

40,00
35,00
30,00
H Subat
25,00 B Mart
® Nisan
20,00
B Mayis
B Haziran
15,00
B Temmuz
m Agustos

10,00

5,00

Grafik.1. Escherichia coli 0157 izolatinin aylara gore dagilimi

Bu ¢alismada incelenen 237 hayvan digki numunesinin 63’iinde (%26,58), 162
adet ¢ig siit numunesinin 32’inde (%19,75), 106 sucuk numunesinin 13’linde
(%12,26), 103 salata numunesinin 17°sinde (%16,50) sorbitol negatif E. coli 0157
stipheli izolatlar tespit edilmistir (Tablo.8).
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Tablo.8. Hayvan diskisi ve ¢esitli gida numunelerinde EHEC ve 0157 varligi (%)

Escherichia coli 0157 EHEC stx
Numune Tipi Numune
P Sayisi Sorbitol Lateks
iiti tx1 tX2 tx1/2 t
Negatif E. coli “\glutinasyon S o o S
Yontemi
Hayvan Digkis1 237 26,5(63/237) 5,4(13/237) 1,2 (3/237) 2,9 (7/237) 16,4(39/237) 20,6(49/237)
Hayvan Siitii 162 19,7(32/162) 2,4(4/162) 1,2(2/162) 1,8(3/162) 7,4(12/162) 10,4 (17/162)
Sucuk 106 12,2(13/106) 0,9(1/106) 0 0,9 (1/106) 0,9(1/106)  1,8(2/106)
Salata 103 16,5(17/103) 0 1,9(2/103) 0,9(1/103) O 2,9 (3/103)
TOPLAM 608 20,5 (125/608) 2,9 (18/608) 1,1(7/608) 1,9(12/608) 8,7(53/608) 11,8 (72/608)

Elde edilen sorbitol negatif E. coli izolatlarina uygulanan latex agliitinasyon
testi sonucunda hayvan diski numunelerinin 13’tinde (%20,63), siit numunelerinin
4’tinde (%12,5) ve sucuk numunelerinin 1’inde (%7,69) E. coli O157 tespit edilirken
numunelerin tamaminda H7 antijenik yapisina rastlanilmamustir (Tablo.9). Ayrica
gidalarda H7 antijenik yapisina sahip olmayan pek c¢ok O157 serotipinin de

bulunabilecegi akilda tutulmalidir.

Tablo.9. Farkli numune tiplerinde sorbitol negatif Escherichia coli izolatlarinda
0157 antijeninin varligi

Escherichia coli O157

Numune Sorbitol Negatif Lateks Test Agliitinasyon
E. coli Test Yontemi
Numune Tipi Numune Sayis1  Sayi % Say1 %
Hayvan Diskis 237 63 26,58 13 20,63
Hayvan Siitii 162 32 19,75 4 12,5
Sucuk 106 13 12,26 1 7,69
Salata 103 17 16,5 0 0
TOPLAM 608 125 20,55 18 14,40
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Yapilan testler sonucunda 237 hayvan digki numunesinin 63’iinde (%26,58),
162 adet ¢ig siit numunesinin 32’sinde (%19,75), 106 sucuk numunesinin 13’{inde
(%12,26), 103 salata numunesinin 17’sinde (%16,5) toplam 125 (%20,5) sorbitol
negatif E. coli izolatlarinda Realtime PCR yontemi ile EHEC stx gen varligi
calisilmustir.

Hayvan digki numunesinde %4,7 (3/63) oraninda stx1 geni, %11,1 (7/63)
oraninda Stx2 ve %62 (39/63) oraninda her iki Stx1/stx2 geni; ¢ig siit numunesinde
%6,2 (2/32) oraninda stx1 geni, %9,3 (3/32) oraninda stx2 ve %37,5 (12/32) oraninda
her iki stx1/stx2 geni; parekende satilan sucuk numunesinde %7,7 (1/13) oraninda
stx2 geni, %7,7 (1/13) oraninda her iki stx1/stx2 geni, lokanta ve gida isletmelerinden
alinan salata numunesinde %11,7 (2/17) oraninda stx1 geni ve %5,8 (1/17) oraninda

stx2 gen varhigi belirlenmistir (Tablo.10).

Tablo.10. Farkli numune tiplerinde sorbitol negatif Escherichia coli izolatlarinda
EHEC stx varlig1

N Sorbitol EHEC
o Negatif E. coli stx1 stx2 stx1/stx2 stx
Numune Tipi n Sayi % Sayt1 % Say1 % Sayi1 % Say1 %
Hayvan Diskist 237 63 265 3 4,7 7 111 39 62 49 77,7
Hayvan Siitii 162 32 197 2 62 3 93 12 375 17 531
Sucuk 106 13 122 0 0 1 7,7 1 7,7 2 153
Salata 103 17 165 2 11,7 1 58 O 0 3 176
Insan Diskisi 110 15 150 1 66 O 0 0 0 1 6,6
TOPLAM 718 140 19,7 8 57 16 114 52 371 72 514
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Tespit edilen sorbitol negatif E. coli izolatlarinda hayvan digki numunesinde
%77,7 (49/63) oraninda, ¢ig siit numunesinde %53,1 (17/32) oraninda, sucuk
numunesinde %15,3 (2/13) oraninda ve salata numunesinde %17,6 (3/17) oraninda
stx tespit edilirken (Tablo.10) genel hayvan digki numunesinde %20,6 (49/237), ¢ig
sit numunesinde % 16,6 (27/162), sucuk numunesinde %1,8 (2/106) ve salata

numunesinde %2,9 (3/103) oraninda Stx toksin geni belirlenmistir (Tablo.8).

Genellikle gida kaynakli salginlarinda tespit edilen E. coli O157/0157:H7
susu, diyare, karin agrisi, kusma gibi gastrointestinal yakinmalar1 bulunan rutin hasta
grubu incelemeye alinmistir. Bu hastalarin %57,3’0 (63/110) erkek, %42,7’i
(44/110) kadin hasta olmak iizere toplam 110 hasta dahil edilmistir. Hastalarin
yaslar1 1 — 75 yas arasinda olusmaktadir. Hastalarda belirlenen klinik tablo 5 yas alt1
hastalarin 32’sinde karin agrisi, 22’sinde kanli diyare, 15’inde mide bulantisi,
30’mda kusma, 34’iinde ates ve 36’sinda gastrointestinal ve kolit, 6 — 15 yas
arasindaki hastalarin 43’tinde karm agrisi, 12°sinde kanh diyare, 16’sinda mide
bulantisi, 10’unda kusma, 6’sinda bas agrisi, 18’inde ates ve 6’sinda gastrointestinal
ve kolit belirlenirken 15 ve iistli hastalarin 6’sinde karin agrisi, 4’iinde kanl diyare,
2’sinde mide bulantisi, 1’inda kusma, 3’iinde bas agrisi, 2’sinde ates ve 1’inde

gastrointestinal ve kolit belirlenmistir (Tablo.11).

Tablo.11. Klinik semptomlar

Yas Arahig (Yil)
Semptomlar s 615 15
Karin Agnisi 32 43 6
Kanh Diyare 22 12 4
Mide Bulantisi 15 16 2
Kusma 30 10 1
Bas Agnisi -- 6 3
Ates 34 18 2
Gastrointestinal ve kolit 36 6 1
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Ayrica incelenen digki numunelerinin, %6,4’tinde Blastosis hominis, %1,8’inde
Entamoeba dispar, %4,5’inde Entemoeba coli, %0,9’unda Entemoeba hartmani,
%2,7’sinde Entemoeba histoltyca, %5,5’inde G. intestinalis, %2,7’sinde fodomoeba
butschei, %75,5’inde protozoal elemanlar ve helmint yumurtalar1 tespit edilemezken
%18,2’inde rotavirus antijeni, %0,9’unda adenovirus antijeni pozitifligi ve

%19,1’inde gizli kan pozitifligi goriilmiistiir (Tablo.13).

CT-SMAC agarda sorbtolii fermente etmeyen 15 (%13,63) E. coli sorbitol
fermente etmeyen E. coli izole edilmistir. Sorbitolii fermente etmeyen E. coli
izolatlar1, E. coli O157/0157:H7 latex agliitinasyon testi ve EHEC Realtime PCR
testi ¢alisilmistir. EHEC Realtime PCR ile sorbitolii fermente etmeyen E. coli 0157
stipheli izolatlarda %6,6 (1/15) oraninda stx1 geni tespit edilirken stx varligr %6,6
(1/15) oraninda belirlenmistir (Tablo.12). Digk1 6rneklerinin %0,90 (1/110)’inda stx
varligi tespit edilirken lateks agliitinasyon testi ile ¢alisildiginda E. coli
0157/0157:H7 antijenik yapisina rastlanilmamistir (Tablo.13).

Tablo.12. insan disk1 numunesinde sorbitol negatif Escherichia coli izolatlarmda
EHEC stx varlig1

EHEC
Sorbitol Negatif

Numune E coli
- coll stx1 stx2 stx1/stx2 Stx

Numune Tipi N  Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Sayn1 %

Insan Diskis1 110 15 13.6 1 66 O 0 0 0 1 6,6
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Tablo.13. insan disk1 numunesinin muayenesi (%)

Numune Numune Sorbitol Negatif Lateks EHEC stx Gizli Rota-  Adeno-
Tipi Sayist E_ coli Agliitinasyon Parazit Kan viriis viriis
Yontemi  stx1 = stx2 stx1/2
Insan 13,6 0,9 24,5 19,1 18,2 0,9
Digass 20 (15/110) 0 @iy @ O (27110 u110) (20/110) (1/110)

Calismamizda farkli numune tiplerinde belirlenen 18 E. coli O157 izolatinda
stx gen varlig1 arastirilmistir. Bu calismada ishalli hastalarin digki numunesinde ve
salata numunesinde E. coli O157:0157:H7 varhg tespit edilememistir. Hayvan digk1
numunesinde %15,4 oraninda stx1, %23,0 oraninda stx2 ve %46,1 oraninda stx1/stx2
geni varligi belirlenirken ¢ig siit numuneside %25 oraninda stx1, %50 oraninda Stx2
ve %25 oraninda stx1/stx2; sucuk numunesinde ise %100 oranda stx1/stx2 geni tespit
edilmigtir. Stx varligi, hemen hemen tim E. coli O157 izolatlarinda belirlenirken
sadece hayvan diski numunesinden elde edilen 2 izolatta negatif olarak tespit
edilmistir (Tablo.14). Ayrica hayvan digki numunesinde %4,6 oraninda, ¢ig siit
numunesinde %2,4 oraninda ve sucuk numunesinde %0,9 oraninda E. coli O157

izolatna ait stx varligina rastlanilmistir.

Tablo:14. Farkli numune tiplerinde E. coli 0157 EHEC stx varligi

Escherichia coli O157

Numune Lateks Agliitinasyon

Test Yontemi stx1 stx2 stx1/stx2
Numune Tipi n Say1 % Sayi % Say1 % Sayi1 %
Hayvan Diskis1 237 13 20,6 2 154 3 23 6 46,1
Hayvan Siitii 162 4 12,5 1 25 2 50 1 25
Sucuk 106 1 7,6 0 0 0 0 1 100
Salata 103 0 0 0 0 0 0 0 0
Insan Diskisi 110 0 0,0 0 0 0 © 0 0
TOPLAM 718 18 12,8 3 16,6 5 384 8 444
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4. TARTISMA

Oliimciil gida kaynakli salginlara neden olabilen STEC, diinyanin farkli bolgelerinde
ozellikle gelismis tiilkelerde meydana gelen gida kaynakli salginlarla giindemde
kalarak halen dikkat ¢ekmektedir. Gida kaynakli salginlara neden olan STEC’in
temel tasiyicisi ve kontaminasyon kaynagi sigirlar ve fekal bulagmadir. Bu sebepten
STEC ile ilgili diinyada ve {iilkemizin farkli bolgelerinde degisik bir¢cok calisma
yapilmaktadir.

Sigir digki numunelerinde yapilan farkh tlkelerdeki benzer c¢aligmalarda
Heuvelink ve arkadaslar1 (1998) Hollanda’da 1995-1996 yillar1 arasinda sigir diski
numunelerini E. coli O157 varligi yoniinden incelemis ve toplam 540 yetiskin sigir
disk1 numunesinde %10,6 (57/540), buzagi diski numunesinde ise %0,5 (2/397)
oraninda E. coli O157 serotipini tespit etmistir. Belirlenen serotipin 2 izolatinda VT
genini negatif belirlerken tamaminda her iki VT (VT1 ve VT2) geni pozitif olarak
saptadiklarini rapor etmistir. Amerika’da 878 buzagida yapilan bir ¢alismada %6,9
(61/878) oraninda E. coli O157:H7 varligin1 gostermistir (Laegreid ve ark., 1999).
Cizek ve arkadaslari (1999) Cek Cumhuriyeti’nde yapmis olduklar1 benzer bir
calismada, 29 farkli yetistirme ciftliginden alinan 163 dana ve 202 boga digki
numunesinde sirasiyla %5,5 (9/163) ve %31,2 (63/202) oraninda E. coli O157
susunu izole ederken toplam 365 diski numunesinde %19,7 (72/365) oraninda izole
etmistir. Tiim izolatlarda stx2 ve eaeA geni ve 10 izolatta stx] genini gostermistir.
Ortabat1 Amerika’da dort farkli isletmede toplam 327 hayvan digski numunesinde
%27,8 (91/327) oraninda E. coli O157 saptamis ve tiim serolojik O157:H7/NM
izolatlarinda ehxA, eaeA, rfbO157, stx1l/stx2 ya da her ikisinden birisinin pozitif
oldugunu tespit etmistir. Toplam 342 test edilen izolatta stx1 varligi %1.4, stx2
varligi %41.2 ve stxl/stx2 varligi %57.4 oraninda belirlenmistir (Elder ve ark.,
2000). Finlandiya’da saglikli sigir diskilarinda %1.31 (19/1448) oraninda IMS
yontemi ile E. coli O157, 1’inde H7 flagella antijeni, izolatlarin tamaminda eae geni,
16’sinda stx2 genini, birinde stx1 ve stx2 genini birlikte tasidigini ve 17 izolatta stx
genini gdstermistir (Lahti ve ark., 2001). Italya’da yapilan farkli bir calismada iki

farkl gruptan aliman digki numuneleri arastirilarak I. caligmada 341 disi buzaginin
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%3,8’inde (13/341), I1. galisgmada 1293 sigirin %10,7’sinde (138/1293) E. coli 0157
varligini belirlenmistir (Conedera ve ark., 2001). Danimarka siit ¢iftliklerinde yapilan
calismada Nielsen ve arkadaslar1 (2002) 10 bdlgeden toplanan 2419 diski 6rneginde
%3,6 oraninda, Ingiltere’de ise 589 diski numunesinde %7,5 (44/589) oraninda E.
coli 0157 izole ettiklerini, belirlenen izolatlarin tamaminda vt2 genini, 39’unda
(%89) eaeA genini ve 5’inde (%11) vtl genini tasidigini bildirmislerdir (Omisakin ve
ark., 2003). Farkli bir iilkede yaklasik oniki ay devam eden Irlanda’da yapilan
aragtirmada 250 sigir diski numunesinde %2,4 oraninda E. coli O157/0157:H7
belirlenmis ve tiimiinde eaeAO157 ve ehlyA geni, elde edilen izolatlarmn %95’
(19/20) verotoksin genlerinin birini ya da her ikisini birlikte, %44,5 oraninda vt1/vt2
geni, %44,5 oraninda vt2 genini, %5,5 oraninda vtl genini tasidigini rapor etmistir
(McEvoy ve ark., 2003). Cek Cumhuriyeti’nde bazi ¢ig gida numunelerinde yapilan
benzer bir ¢alismada 46 inek diski numunesinde E. coli O157/0157:H7 varligina
rastlamamiglardir (Lukdsova ve ark., 2004). Benzer bir ¢calismada Jo ve arkadaslar1
(2004) Giiney Kore’de 1854 sigir digkt numunesiyle yaptiklar1 arastirmada %4,36
(81/1854) oraninda E. coli 0157, %3,82 oraninda (71/1854) H7 antijeninin varligmi
gosterirken E. coli O157 izolatinin tiimiinde rfbE, hlyA, eaeA genlerini, 18 izolatta
stx1 ve stx2 genini, 8 izolatta stx1 genini ve 49 izolatta stx2 genini belirlemistir.
Dunn ve arkadaslar1 (2004) Amerika’da 408 siitten kesilmis sigir buzagilarindan
alinan digki numunesinde %2,5 (10/408) oraninda E. coli O157:H7 (E. coli O157)
varligimi gdstermislerdir. izolatlar1 daha ileri smiflandirma ile STEC O157:H7 olarak
smiflandirmis; stx1 veya stx2 ya da her ikisi birlikte PCR ile olumlu reaksiyon
verdigini saptamislardir. Yapilan farkli bir calismada Isvigre’de bulunan 60 organik
ve 60 entegre c¢iftlikten toplanan 481 ve 485 siit inegi digki numunesinde Stx1
ve/veya stx2 varligmi inceleyerek entegre ¢iftlikte %53,6 (260/485), organik ciftlikte
ise %52,8 (254/481) oraninda STEC izolatlarin1 belirlemis ve entegre giftlikte %3,3
(16/485), organik ¢iftlikte %5,2 (25/481) ve her iki ¢iftlikte %4,6 (41/966) oraninda
E. coli O157:H7 varhgmi rapor etmislerdir (Kuhnert ve ark. (2005). Kuzey
[rlanda’da besi sigirlarinda toplam 220 disk1 numunesinde %0,9 oraninda (2/220) E.
coli O157:H7 varhgm tespit etmislerdir (Madden ve ark., 2006). Alam ve Zurek
(2006) Kansas’ta besi sigirlar1 tizerinde yapmis olduklar1 ¢calismada toplam 891 digk:
orneginde %9,2 (82/891) oraninda E. coli O157:H7 izole ederken test edilen tiim
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izolatlarda stx2 ve eaeA genini, 14 izolatin (%12,8) ise stxl genini tasidigini
bildirmistir. iskogya’da 952 ciftlikten toplanan 14 856 sigir disk1 numunesi IMS
yontemi ile yaklagsik 30 ay kadar siiren ¢alismada %7,9 oraninda E. coli O157
susunun bulundugunu rapor etmislerdir (Gunn ve ark., 2007). Sami ve arkadaslar1
(2007) Giiney Iran’da 26 ciftlikten toplanan 975 inek disk1 numunesini E. coli
O157:H7 yoniinden arastirarak prevelansint %0,51, siiri prevelansmni %3,86
oraninda belirlemislerdir. Banglades’te 174 manda, 139 inek ve 110 keci digki
orneginde siga—toksin iireten E. coli’nin prevelansini belirlemeye yonelik yapilan
arastirmada Sirasiyla %37,9, %20,1 ve %10 oranlarinda STEC izole etmislerdir. Inek
diski1 numunelerinden izole edilen STEC’de, her iki stx1 ve stx2 varligini %45,3
belirlenirken yalniz stx1 geninin varhigimi %12,9 oraninda, yalniz stx2 geninin
varligm %14,4 oraninda tespit etmislerdir. Ayrica izole edilen STEC iginden ise
%7,2 oraninda E. coli O157 izole edildigini bildirmislerdir (Islam ve ark., 2008).
Sigir digkilari ile Sirbistan’da yapilan arastirmada 115 6rnekte %2,6 (3/115) oraninda
E. coli O157 varligin tespit etmislerdir (Nastasijavic ve ark., 2009). Ateba ve
Mbewe (2011) Giiney Afrika’da yaptiklari ¢esitli numunelerden olusan benzer bir
aragtirmada 40 sigir diski numunesinin 22’sinde (%55) E. coli O157:H7 izolatim
tespit ederken 10’unda stx1 geni, 5’inde Stx2 geni, 6’sinda eae geni ve 11’inde hlyA
genini saptamustir. Ekvator’da yapilan bir ¢calismada Trueba ve arkadaslar1 (2013)
600 sigir disk1 numunesinin 32’sinde (%5,3) E. coli O157:H7 ve bunlarin tamaminda
stx genini tespit etmistir. Osaili ve arkadaslar1 (2013) 180 sigir diski numunesi ile
Amman’da yaptiklar1 arastirmada kiiltiir yontemi ile 22 (%12,2) numunede E. coli
O157:H7, PCR ile dogrulama ¢alismasinda 18 numunede (%10) O157, 17 (%9,4)
numunede ise H7 antijenini tespit ederken stx1 genini 8 (%47) izolatta, stx2 genini 2
izolatta (%11,8), stx1/stx2 genini birlikte 5 izolatta (%29,4) gostermistir. Kuzey
Wales’ta 2010 — 2011 yillar1 arasmda 150 sigir diski numunesi ile yaptiklari
calismada E. coli O157 serotipini tespit edememislerdir (Alhelfi ve ark., 2013).
Yunanistan’da Pinaka ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan farkli bir ¢aligmada
140 sigir digk1 numunesi API, ELISA ve PCR yontemi ile arastirilmig ve 2 izolatta
0157 olmayan STEC tespit edilirken E. coli O157:H7 varligina rastlanilmamustur.
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Ulkemizde yapilan farkli bolgelerdeki benzer ¢alismalarda Yilmaz ve
arkadaslar1 (2002) 2001 — 2002 yillar1 arasinda Istanbul’da tamamen saglikli 330
sigirdan rektal svap ile alinan numunelerde %4,2 (14/330) oraninda E. coli 0157,
%3,93’iinde (13/330) oraninda H7 antijeninin aktif oldugunu tespit etmislerdir. Kars
yoresinde Eyliil 2001-Temmuz 2002 tarihleri arasinda toplanan neonatal ishalli ve
saglikli buzagi diski 6rneginde %3,1 (9/147) oraninda E. coli O157 varligmi
belirlemiglerdir (Giines ve ark., 2004). Antakya’da Aslantas ve arkadaslarinin (2006)
yapmis oldugu benzer bir ¢alismada 565 hayvan digki numunesinde %13,6 (77/565)
oraninda E. coli O157, tespit edilen suslarda ise rbfo;s7 %13,6 (77/565), EhlyA
%13,0 (74/565), eaeA %12,7 (72/565), vixl %0 (3/565), vix2 %10,9 (62/565)
oraninda tespit edilmistir. Kayseri’de 500 diski numunesinde Aydin ve arkadaslari
(2010) yapmis olduklar1 ¢alismada %4,6 (6/128) oraninda E. coli O157:NM izole
ederken herhangi bir H7 antijenine rastlamamistir. Ayrica digkidan izole edilen
O157:NM suslarinda mPCR ile yaptiklar1 ¢alismada 1 6rnekte (%16,6) EhlyA genine
rastlarken 1 (%16,6) 6rnekte yalnizca Stx2 genini tespit etmislerdir. Ege Bolgesi’'nde
farkli yas ve cinsiyetteki saglikli 150 sigir digki numunesinde yapilan benzer bir
aragtrmada %2 (3/150) oraninda E. coli O157, %1,3 (2/150) oraninda E. coli
O157:H7 varhigmm gostermislerdir (Cicek ve Savasan, 2010). Afyonkarahisar’da
Akkaya ve arkadaslar1 (2006) Mayis ve Haziran 2004 tarihleri arasinda mezbahada
kesilen sigirlar tizerinde yaptiklari g¢alismada E. coli O157:H7 varligin1 %1,33
(4/300) oraninda tespit ederken tiim suslarin vtl ve vi2 sentezleyebildigini
gostermiglerdir. Afyonkarahisar’da inek ve buzagi diski numunelerinde yapilan
benzer incelemede, ineklerde %2,3 (5/220), buzagilarda %3,8 (9/237) ve genel
ortalamada %3,1 (14/457) oraninda E. coli O157:H7 izole edilmis ve elde edilen 14
DNA 6rneginin 6’sinda (%42,8) stx1 ve stx2 varligini gostermislerdir (Kuyucuoglu
ve ark., 2011). Kalender (2013), Elazig’da sigwrlardan alman 540 rektal svap
orneklerinin PCR testinde 82 sorbitol negatif E. coli izolatin 34’4 E. coli 0157
yoniinden pozitif saptamig, E. coli O157 izolatlarmm 22’sinde (%64,7) H7 antijenini
ve rektal sivap orneklerinin 18’inde (%3,3) STEC O157 tespit ederken 14 STEC

izolatin birinde stx2 ve 4’tinde her iki stx1/stx2 varligi gostermistir.
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Gida kaynakli salginlara neden olan ve bu sebeple giindemde kalmay siirdiiren
temel rezervuari sigir digkisi olan E. coli O157/0157:H7 patojeni ile ilgili farkli
iilkelerin ve iilkemizin farkli bolgelerinde benzer caligmalar yapilmaktadir. Hayvan
diskisinda E. coli O157 ile ilgili yaptigimiz ¢alismada elde edilen sonuglar Heuvelink
ve arkadaslarmin (1998), Cizek ve arkadaslarinin (1999), Elder ve arkadaslarmin
(2000), Conedera ve arkadaglarinin (2001), Omisakin ve arkadaslarinin (2003) ve
Gunn ve arkadaslarmimn (2007), Islam ve arkadaslarinin (2008) ve Ateba ve Mbewe
(2011) yaptikar1 arastirmaya gore diisiik oranda belirlenirken Lahti ve arkadaglarinin
(2001), Nielsen ve arkadaslarinin (2002), LukaSova ve arkadaslarinin (2004), Jo ve
arkadaglarinin  (2004), Dunn ve arkadaglarinin (2004) ve Nastasijavic ve
arkadaglarinm (2009), Alhelfi ve arkadaslarmin (2013), Pinaka ve arkadaslarinin
(2013) yaptiklar: arastirmaya gore yiiksek oranda saptanmustir. Ancak Laegreid ve
arkadaslar1 (1999), McEvoy ve arkadaslar1 (2003), Kuhnert ve arkadaslar1 (2003), Jo
ve arkadaslar1 (2004), Madden ve arkadaslar1 (2006), Alam ve Zurek (2006), Sami ve
arkadaglar1 (2007), Ateba ve Mbewe (2011), Trueba ve arkadaslar1 (2013) ve Osaili
ve arkadaslar1 (2013) H7 antijenik yapisim1 tespit ederken calismamizda tespit
edilmemistir. Ulkemizde ise yapilan benzer ¢alismalara gore E. coli 0157 Yilmaz ve
arkadaglarinin (2002), Giines ve arkadaglarinin (2004), Aydin ve arkadaslarmin
(2010) ve Cicek ve Savasan (2010) arastirma sonuglarindan yiiksek; Aslantas ve
arkadaglarinin (2006) ve Kalender’in (2013) yapmis olduklar1 arastirmaya gore
diistik oranda tespit edilmistir. Yilmaz ve arkadaslar1 (2002), Akkaya ve arkadaslar1
(2006), Cicek ve Savasan (2010), Kuyucuoglu ve arkadaslar1 (2011) ve Kalender’in
(2013) yaptiklar1 calismada H7 antijenini saptarken Aydin ve arkadaglarinin (2010)

yaptiklar1 ¢alisma ile uyumlu olup H7 antijeni tespit edilmemistir.

Elde edilen izolatlarda stx varhigi Heuvellink ve arkadaslarmm (1998), Cizek
ve arkadaglarinin (1999), Elder ve arkadaslarmnin (2000), Omisakin ve arkadaglarinin
(2003), McEvoy ve arkadaslarmin (2003), Kuhnert ve arkadaslarinin (2005), Alam
ve Zurek’in (2006), Islam ve arkadaglarinm (2008), Ateba ve Mbewe (2011), Osaili
ve arkadaglarinin (2013) yaptiklar1 caligmadan diisiik oranda, Lahti ve arkadaslarmin
(2001), Dunn ve arkadaslarinin (2004), Pinaka ve arkadaslarinin (2013) yaptiklari
calismadan yiiksek, Jo ve arkadaslarinin (2004), Trueba ve arkadaslarmin (2013)
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yaptiklar1 calisma ile benzer sonuglar elde edilmistir. Ulkemizde ise Aslantas ve
arkadaslarinin (2006) yaptiklar1 ¢alismadan diisiik oranda, Aydin ve arkadaslarmin
(2010), Cicek ve Savasan’in (2010), Akkaya ve arkadaslarinin (2006), Kuyucuoglu
ve arkadaglarinin (2011) ve Kalender’in (2013) yaptiklar1 ¢alismadan yiiksek oranda
tespit edilmistir.

E. coli izolatinin asil kaynagi fekal kontaminasyondur. Temel hayvansal gida
iirlinlerinden birisi olan siit fekal kontaminasyona oldukga agik bir gida tirtiniidiir.
STEC, halk saghigi acgisindan Onemi giin gectikce artarken farkli iilkelerde ve
iilkemizde c¢alismalar devam etmektedir. Yunanistan’da pastorize edilmemis 100
sigir siit numunesinde Dontorou ve arkadaslar1 (2003) E. coli O157:H7 serotipini
tespit edememislerdir. Cek Cumbhuriyeti’nde bazi ¢ig gida numunelerinde yapilan
benzer bir ¢alismada 225 ¢ig siit numunesinde E. coli O157/0157:H7 varligin1 4/2
(%1,77) numunede belirlemis ve 4 numunede virulans faktorlerinden stx1, stx2, eae
ve ehxA genine rastlamislardir (Lukasova ve ark., 2004). Kuzeybat1 Meksika’da
yemek fabrikalarinda/parakende satilan bazi gidalardan ve sulardan alinan toplam
5162 numune incelenmis, PCR yontemi ile siit triinlerinde %21,3 (143/669)
oraninda E. coli, %2,84 (19/669) oraninda diyarejenik E. coli olustururken bu grubun
icinde %15,78 (3/19) oraninda STEC izole edilmistir (Canizalez-Roman ve ark.,
2013). Hindistanda yapilan bir ¢alismada 53 siit 6rneginde %16,98 (9/53) oraninda
STEC belirlenirken %9,43 (5/53) oraninda stx1 geni, %5,66 (3/53) oraninda Stx2
geni, %1,88 (1/53) oraninda stx1 ve stx2 geni, %3,77 (2/53) oraninda EHEC-hlyA
geni, %7,54 (4/53) oraninda ise EPEC (eaeA) geni tespit edilmistir (Rashid ve ark.,
2013). Hindistan’da yapilan benzer bir ¢alismada 50 ¢ig siit ve 200 siit {riini
incelenerek ¢ig siitte %32 oraninda E. coli, %8 (2 izolat) oraninda stx1, %16 (4
izolat) oraninda stx2 varligi saptanirken ¢ig siitte stx varligini %12 (6/50) olarak
rapor etmislerdir (Virpari ve ark., 2013a). italya’da 14 farkli siit ¢iftliginde almnan siit
numunelerinde Realtime PCR yontemi kullanilarak %3,5 oraninda, IMS yontemi
kullanilarak %1,2 oraninda E. coli O157 belirlemislerdir. Elde edilen 85 numunenin
8’inde (%9,4) stx1, 3’iinde (%3,5) stx2 ve 21’inde (%24,7) eae genini gostermislerdir
(Petruzzelli ve ark., 2013). Misir’da Ahmed ve Shimamoto’nun (2014) ¢ig siit

iirlinlerinde yaptig1 ¢alismada, 240 sigir siitii, 240 manda siitli ve 320 adet diger siit

67



iirlinlerinden olusan toplam 800 adet siit {iriiniinii inceleyerek sigir siitiinde %0,25
(2/800) oraninda stx1, %0,25 (2/800) oraninda stx1/stx2 toplam %0,5 (4/800)
oraninda Stx varligini belirlerken manda siitiiniin %0,6 (5/800) oraninda stx1, %0,25
(2/800) oraninda stx2, %1,1 (9/800) oraninda her iki stx1/stx2 toplam %2 (16/800)
oraninda E. coli O157:H7 ait genleri saptadiklarini rapor etmislerdir.

Ulkemizde yapilan arastirmalarda Noveir ve arkadaslar1 (2000a) yaptiklar:
caligmada 103 ¢ig siit numunesini inceleyerek E. coli O157 ve H7 antijen varligmi
belirleyememislerdir. Oksiiz ve arkadaslar1 (2004) Tekirdag’da 10 farkhi kdyden
topladigi 100 ¢ig siit numunesi ve 50 ¢ig siitten yapilmis salamura peynir
numunesinde yaptiklar1 arastirmada ¢ig siitte %1 ve peynirde %4 oraninda E. coli
O157 izolatin1 saptamiglardir. Mercanoglu ve Aytac (2006) Ankara’daki
marketlerden rastgele secilen siit ve siit Uriinleri, et ve et iiriinleri (salam, sosis ve
fermente sosis), kanath ve kanatl tiriinleri, sebze (maydanoz, marul, mantar ve soya
fasulyesi) ve mezelerden olusan 5 farkli grup ve 111 gida iirtiniinde E. coli O157:H7
(EHEC) varhigin1 tespit edememistir. Benzer bir arastirmada Akkaya ve arkadaslari
(2007) Afyonkarahisar’da 100 ¢ig siit ve 100 peynir numunesinde IMS yontemi ile
¢ig siit numunesinde %3 (3/100) oraninda, peynir numunesinde ise %1 (1/100)
oraninda E. coli O157:H7 varhigmi tespit etmislerdir. Kayseri’de 500 siit
numunesinde Aydin ve arkadaslar1 (2010) yapmis olduklar1 ¢calismada %2 (1/107)
oraninda E. coli O157:NM izole ederken herhangi bir H7 antijenini tespit
edememislerdir. Ege Bolgesi’'nde farkli yas ve cinsiyetteki saglikli 150 sigir siit
numunesinde yapilan benzer bir aragtirmada %2 (3/150) oraninda E. coli 0157, %1,3
(2/150) oraninda E. coli O157:H7 izolasyonu saglamis ve %0,6 oraninda (1/150) vtl
tirettigini gostermislerdir (Cigek ve Savasan, 2010). Kayseri ilinde kusbasi et, kiyma,
tavuk burger, et burger, ¢ig siit ve ¢ig siitten yapilmis peynirin bulundugu ¢esitli
numunelerden olusan toplam 500 hayvansal orjinli gida numunesi ¢alisilarak kusbas1
ette %2 oraninda, kiymada %1 oraninda ve ¢ig siitten yapilmis peynir numunesinde
%2 oraninda E. coli O157:H7 varligm1 saptarken ¢ig siit numunesinde

belirleyememislerdir (Ertas ve ark., 2013).
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Cig siitte E. coli O157/H7 varlhigmnin belirlenmesine yonelik farkli birgok
calisma devam ederken ¢alismamiz Petruzzelli ve arkadaslarmin (2013), Virpari ve
arkadaslarinin (2013a) yaptiklar1 ¢alismalara gore diisilk oranda, LukaSova ve
arkadaslarmm (2004) ve Dontorou ve arkadaglarinin (2003) yaptiklar1 ¢aligmalara
gore yiiksek oranda belirlenirken Rashid ve arkadaslarinin (2013) yaptiklari
caligmalarla benzer sonuglar elde edilmistir. Ayrica LukaSova ve arkadaglar1 (2004),
Ahmed ve Shimamoto (2014) yaptiklar1 ¢alisjmada H7 antijenini saptarlarken
Dontorou ve arkadaglarmin (2003) arastirmasi calismamizla uyumlu olup H7
antijenini tespit edememislerdir. Ulkemizde ise Noveir ve arkadaslarinin (2000a),
Oksiiz ve arkadaslarinin (2004) yaptiklar1 calismaya gore yiiksek oranda, Aydmn ve
arkadaslarini (2010), Cicek ve Savasan’in (2010) yaptiklar1 calismaya gore benzer
sonuglar goriilmiistiir. Bunun yanmi sira Akkaya ve arkadaglar1 (2007), Cigek ve
Savasan (2010) yaptiklar1 arastrmada H7 antijenini tespit ederken, Mercanoglu ve
Aytag (2006), Aydin ve arkadaslarinin (2010), Ertas ve arkadaglarinin (2013), Noveir
ve arkadaglarinin (2000a) incelemelerinde ¢alismamizla uyumlu olup H7 antijenini
tespit edememislerdir. Elde ettigimiz izolatlarda stx varlig1 Rashid ve arkadaslarinin
(2013), Virpari ve arkadaslarmin (2013a), Petruzzelli ve arkadaslarinin (2013)
yaptiklar1 ¢alismaya gore diisilk, LukaSova ve arkadaslarinin (2004), Ahmed ve
Shimamoto’nun (2014) yaptiklar1 ¢alismaya gére yiliksek oranda tespit edilmistir.
Ulkemizde ise calismamiz Aydmn ve arkadaslarmin (2010),Cicek ve Savasan’in

(2010) yapmis oldugu ¢alismaya gore yiiksek oranda belirlenmistir.

Bu c¢alisma ile iilkemizde ve diinyadaki sigirlardaki ve siitlerdeki E. coli
0157/0157:H7 ve EHEC toksin varligim belirlemeye yonelik yapilan aragtirmalar
karsilagtirildiginda  farkli  oranlarin bulunmasi, arastirmalarda  kullanilan
identifikasyon yontemlerdeki farklilik, hayvanlarin bulundugu ortam ve beslenmesi,
slit sagim esnasindaki hijyenik kosullarmin farkliligi, isletmelerdeki personel bilinci,
hijyen kurallarmin yeterince uygulanip uygulanmamasi ya da dikkat edilmemesi
diistiniilebilinir. Ayrica hayvanlarin farkli yaslarda olmasi bu farkliliga neden
olabilir. Caligmamizda, sigirda ve siitte E. coli O157 belirlenmis fakat H7 antijeni
tespit edilememesine ragmen toksin genlerinin yiiksek orandaki varligi halk sagligi

yoniinden potansiyel bir risk teskil etmektedir.
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Yunanistan’da et iriinleri ile yapilan bir caligmada 75 taze sosis numunesinde
Dontorou ve arkadaglar1 (2003) E. coli O157/0157:H7 varligin1 arastirmis ve
numunelerin 1’inde (%1,3) E. coli O157:H7 serotipini tespit ederken bu serotipin vtl
ve vt2 genlerini birlikte tagidigmi gostermistir. Cek Cumhuriyeti’nde gesitli ¢ig gida
numunelerinde yapilan benzer bir ¢alismada 15 sosis numunesi materyal olarak
kullanilmis ve E. coli O157/0157:H7 varligina rastlamamislardir (Lukasova ve ark.,
2004). Canada’da 1999 yilinda meydana gelen bir salginda 143 vakanin 140’mna
ulagilarak sorgulanmis ve vakalarm %83’liniin (116/140) salam tiikettigini tespit
ederek salgin1 E. coli O157:H7 ile iligskilendirmislerdir (MacDonald ve ark., 2004).
Magwira ve arkadaslari (2005) tarafindan Botswana’da E. coli 0157
seroprevelansini belirlemeye yonelik ¢alismasinda 133 adet taze Sosis numunesinin
3’tinde (%2,26) E. coli O157 tespit ettiklerini bildirmistir. Arjantin’de 2001-2002
yillar1 arasinda ydresel bir et iirlinii olan 100 morcilla (sosis) Orne§inde yapilan
incelemede numunelerin 3’tinde (%3) STEC’yi izole edilmis ve bunun 2’sinde (%2)
stx2+stx2vh-a, eae, EHEC-hlyA genlerini belirleyerek E. coli O157:H7’yi, 1’inde
(%1) stx1, eae, EHEC-hlyA genlerini belirleyerek E. coli O26:H11’in serotipini
belirlemistir (Oteiza ve ark., 2006). Giiney isve¢’te 2002 yilinda meydana gelen gida
kaynakli EHEC salginda enfekte kisilerin tiikettikleri sosis numuneleri ile vakalarin
diski1 numuneleri PFGE yontemi ile incelendiginde sosis numunesinden elde edilen
E. coli O157:H7 susu ile enfekte olan kisinin digki numunesinden elde edilen tiiriin
ayni oldugunu, mikrobiyolojik ve epidemiyolojik olarak 39 vakanin 30’nun sosis
tiikkettigi ve salgimla sosis tiikketiminin arasinda bir iligkinin varligini rapor etmislerdir
(Sartz ve ark., 2008). Swbistan’da yapilan benzer bir c¢alismada 48 sosis
numunesinde %70,8 (34/48) oraninda E. coli belirlenirken %2,1 (1/48) oraninda E.
coli 0157 varligi tespit edilmistir (Nastasijavic ve ark., 2009). Giiney Afrika’da
Abong'O ve Momba’nin (2009) yaptig1 calismada et ve et {iriinlerinden olusan
toplam 180 numuneyi E. coli O157:H7 yoniinden inceleyerek 2’si sosis (polony), 1’i
kiyma, 1’1 soguk et ve 1’i pastirma (biltong) numunesi olmak iizere toplam 5 (%2,8)
gida numunesinde tespit etmis ve izolatlarda rbfEoss, fliChy7 ve eaeA genini
saptamustir. Italya’nin Piedmont Bdlgesi’nde yapilan bir ¢alismada 51 fermente sosis
numunesinin 37’sinde (%72,5) STEC pozitif saptarken 37’sinde (%72,5) stx1,
3’tinde (%5,9) stx2 ve 6’sinda (%11,8) eae geni tasidigini rapor etmislerdir (Rantsiou
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ve ark., 2012). Benzer bir ¢alisma Giiney Afrika’da sosisler (boerewor) iizerinde
yapilarak VTEC %4,76 (1/21) oraninda belirlemislerdir (Charimba ve ark., 2012).

Noveir ve arkadaslar1 (2000a) yaptiklar1 ¢alismada 101 sucuk numunesini
inceleyerek %1 oraninda E. coli O157 izole ederken numunelerin tamaminda H7
antijeninin  varhigint rastlamamiglardir. Afyon bolgesinde parekende satis
noktalarindan ve marketlerden toplanilan 100 adet sucuk Orneginin %7’sinde
Salmonella spp., %7’sinde Listeria spp., %1’inde L. ivanovii ve %]1’inde L. innocua
belirlenirken E. coli O157:H7 serotipinin varhigi belirlenememistir (Siriken ve ark.,
2006). Mercanoglu ve Aytag (2006) Ankara’daki marketlerden rastgele segilen
salam, sosis ve fermente sosis gibi et iiriinleri tizerinde yaptiklari arastirmada E. coli
O157:H7 (EHEC) varligm tespit edememistir. Kahraman ve Aydm (2009)
tarafindan Marmara Bolgesi’nde alt1 farkli ilden alinan 691 ¢ig et ve et tiriinii (138
sosis) numunesi E. coli O157:H7 varligi yoniinden arastirilmis ve E. coli O157:H7
serotipi tespit edememistir. Konya ilinde yapilan benzer bir calismada parekende
satis noktalarindan sucuk, sosis, hamburger kofte, Inegdl kofte, pastirma, kiyma ve
kanath {irtinlerinden olusan g¢esitli 174 numune incelenerek kiymalarin 3’iinde
(%11,1) E. coli 0157, 2’sinde (%7,03) E. coli O157:H7 ve sogutulmus hamburger
koftelerinin birinde E. coli O157 ve E. coli O157:H7 (%4,25) oraninda tiremesi tespit
edilirken diger et triinlerinde rastlanmamustir (Balpetek ve Giirbiiz, 2010). Temelli
ve arkadaslari’nin (2012) Ankara’da yaptiklar1 ¢alismada toplam 106 kirmizi et ve et
triinlerinde (kiyma, kiyilmis, kofte, salam ve sosis) VIDAS ECPT ve Light Cycler
PCR ile kirmizi et numunesinde %35,55 oraninda E. coli O157 bulurken salam ve
sosis numunesinde rastlamamistir. Istanbul’da benzer bir ¢alismada 205 kiyma, 50
¢ig et ve 85 sosis numunesinden olugsan 340 gida numunesinde E. coli O157 ve

Listeria monocytogenes varligini tespit edememistir (Bingol ve ark., 2013).

Et iriinlerinde E. coli O157/0157:H7 ilgili g¢alisgmamiz MacDonald ve
arkadaslarinin  (2004), Magwira ve arkadaslarmin (2005), Nastasijavic ve
arkadaslarinin (2009) yaptiklar1 ¢alismadan diisiik oranda goriilmiistiir. Ayrica Sartz
ve arkadaglar1 (2008), Abong’O ve Momba (2009), Dontorou ve arkadaslar1 (2003)

H7 antijenini tespit ederken, LukaSova ve arkadaslarmin (2004) yapmis oldugu
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calisma ile uyumlu olup H7 antijeni belirlenememistir. Ulkemizde ise ¢alismamiz
Temelli ve arkadaslarinin (2012), Bingdl ve arkadaslarmin (2013) yaptiklari
calismadan yiiksek oranda, Noveir ve arkadaslarinin (2000a) arastirmalariyla uyumlu
olup E. coli O157 izolat1 belirlenmistir. Bunun yani sira Noveir ve arkadaslari
(2000a), Siriken ve arkadaslari (2006), Mercanoglu ve Aytac¢ (2006), Kahraman ve
Aydm (2009), Balpetek ve Giirbiiz’tin (2010) incelemeleri ile uyumlu olup H7
antijenine rastlanmamistir. Ayrica izolatlarda stx tasiyiciligi ile ilgili ¢alismamiz
Oteiza ve arkadaglarmin (2006), Rantsiou ve arkadaslarmin (2012), Charimba ve
arkadaslarinin  (2012) yaptiklar1 c¢aligmadan diisiik oranda, LukaSova ve
arkadaslarinin (2004), Dontorou ve arkadaslarinin (2003) yaptiklar1 ¢aligmadan

yiiksek oranda belirlenmistir.

Bu calisma ile iilkemizde ve diinyadaki et iriinlerindeki (sucuk) E. coli
0157/0157:H7 ve EHEC toksin varligin1 ortaya koymak i¢in yapilan inceleme
kiyaslandiginda farkli oranlarin bulunmasi, hayvanlarin kesim ortaminin hijyen
kosullarindaki farklili§i, personelin hijyen kurallarma uyumdaki farklihgi, et
iirlinliniin hazirlanmasindaki ve satisindaki saklama ve hijyen kosullarmin farklilig:
gosterilebilir. Calismamizda diisiik bir oranda izole edilen E. coli O157 izolatinin
yaninda Stx genini tastyan EHEC izolatlarmin varlhigi ¢ig olarak tiiketilebilen sucugun

iiretimde hijyen kurallarina dikkat edilmemesi halinde halk sagligmi etkileyebilir.

Norve¢ marketlerinden toplanan marul, Onceden kesilmis salata,
maydanoz/dereotu, mantar ve cilekten olusan toplam 890 taze sebze numunesi
Johannessen ve arkadaslar1 (2002) tarafindan arastirilmis ve herhangi bir E. coli
0157 izolatina rastlamadiklarini rapor etmistir. Yunanistan’da jambon veya hindi
iceren, marul ve mayonezli karigik sebze salatali 61 sandivi¢ numunesinde Dontorou
ve arkadaglar1 (2003) E. coli OI157:H7 serotipine rastlamamistir. Cek
Cumbhuriyeti’ndeki benzer bir ¢alismada 51 salata numunesinde E. coli
O157/0157:H7 varhig1 goriilmemistir (Lukasova ve ark., 2004). Mora ve arkadaslar1
(2007) Peru’da 102 kiyma, 102 sigir eti, 102 peynir ve 101 taze sebze 6rnegini E.
coli O157:H7 varlig1 yoniinden incelemis kiymanin 23’iinde, sigir etinin 15’inde,

peynirin 8’inde ve taze sebzenin 4’linde E. coli O157 varlig: tespit edilirken PCR ile
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35’inde E. coli O157:H7, rfbE, fliCh7, eae-yl ve ehxA geni, 33’linde Stx geni tespit
edilmis; bunlarin 5’inde (%14) stx1, stx2 genini ve 28’inde (%80) stx2 geni
saptanmistir. Gliney Afrika’da yaklagik bir yil siiren ¢alismada su, sebze ve
dogrulanmis ve dogrulanmamis HIV/AIDS hasta gruplarindan alinan 180’er adet
numunede E. coli O157:H7 varligin1 arastirmis; igme suyu numunelerinin 46’sinda
(%25,56), sebze numunelerinin 39’unda (%21,67) E. coli O157 varligmi tespit
ederken molekiiler yontemle yapilan ¢alismada igme suyu numunesinde %8,7 (4/46),
sebze numunesinde %10,26 (4/39) oraninda E. coli O157:H7 varligi rapor edilmistir
(Abong'O ve Momba, 2008). Ispanya’da satisa sunulan 4 farkli siipermarketten
alman 21 adet hazr meyve, 28 adet taze sebze, 15 lahana, 236 hazir salata
numunesinden olusan toplam 300 sebze numunesinde %14,8 oraninda E. coli izole
edilirken sebze numunesinin tamaminda E. coli O157:H7 izolat1 goériilmemistir
(Abadias ve ark., 2008). Grant ve arkadaglar1 (2008) Utah ve New Mexico’da
2006’da meydan gelen gida salgininda 23 hastanin 1spanak tiiketti§i ve salgmina
neden olan E. coli O157:H7 serotipinin 1 markaya ait 3 posette bulunan ispanaktan
izole edildigini rapor etmislerdir. Singapur’da taze sebze ve meyveler ilizerinde
yapilan benzer bir ¢alismada 4 farkli bolgeden alinan toplam 125 numune arastirilmis
ve numunelerin tamaminda E. coli O157:H7 serotipine rastlamamislardir (Seow ve
ark., 2012). Yunanistan’da Pinaka ve arkadaslar1 (2013) tarafindan 11 farkli 60 sebze
numunesinde API, ELISA ve PCR yontemi ile E. coli O157:H7 varhig1 arastirilarak
PCR yontemiyle sebze numunesinin %5’inde (3/60) rfbEois7 ve fliCh7 geni, Latex
Agliitinasyon test yontemi ile O157 antijeni pozitif olarak saptanmistir. Ayrica
belirlenen izolatlarda toxin genlerinin olmadigini rapor etmislerdir. Malezya’da
organik gida numunelerinden olusan toplam 230 adet numuneyi Chang ve
arkadasglar1 (2013) PCR yontemi ile E. coli O157:H7 varligin1 incelemis ve organik
gidalarm %35,2’sinde, manavdan alman organik gidalarin %8,8’inde E. coli O157:H7
varligin1 belirlemistir. E. coli O157:H7 izolatin1 organik gidalarda %8,8 tespit
ederken siipermarketlerdeki numunelerde %1,0 olarak gostermistir. Ingiltere’de
meydana gelen bir gida kaynakli salginda 19 vakada E. coli Ojs; PTastx2
enfeksiyonu belirlenmis ve bu vakalarin 13’1 ile goriisiildigiinde 10 vakanin bir

marketten aldiklar1 su teresi tiikettigi goriilmiistiir (Launders ve ark., 2013).
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Ulkemizde yapilan sebze/salatalardaki ¢alismalarda ise Mercanoglu ve Aytag
(2006) Ankara’daki marketlerden rastgele secilen sebze (maydanoz, marul, mantar
ve soya fasulyesi) numunelerinde E. coli O157:H7 (EHEC) varligin1 tespit
edememistir. Istanbul’da birka¢ bdlgedeki pazardan alman 180 sebze numunesinde
E. coli 109 (%60,5) numunede, STEC 13 numunede (%7,2) (6 maydonoz, 3 havug, 3
marul, 1 salatalik numunesi), O157 serotipi maydanozda 1 (%0,5), marulda 1 (%0,5)
ve havugta 1 (%0,5) numunede tespit edilirken 1 (%0,9) numunede stx1, stx2 ve eae
geni, 2 (%1,8) numunede stx2 ve eae geni, 10 (%9,2) numunede stx2 genini
belirlemistir (Ozpmar ve ark., 2013).

Sebze ve salatalarda yaptigimiz E. coli O157 ile ilgili arastrmamiz Mora ve
arkadaslar1 (2007), Abomg’O ve Momba (2008), Pinaka ve arkadaslar1 (2013),
Launders ve arkadaslar1 (2013) yaptilar1 calismadan diisiik oranda belirlenirken
Johannessen ve arkadaglar1 (2002), Dontorou ve arkadaglar1 (2003) ve LukaSova ve
arkadaglarinin (2004) arastirmalarina gore benzer olup E. coli O157 goriilmemistir.
Bunun yaninda Grant ve arkadaslar1 (2008), Abomg’O ve Momba (2008), Mora ve
arkadaglar1 (2007), Chang ve arkadaslar1 (2013) yaptiklar1 ¢alismada H7 antijenini
tespit ederken calismamizda rastlanilmamistir. Elde edilen izolatlardan arastirilan Stx
toksin gen varlig1 Pinaka ve arkadaslarinm (2013) yaptig1 ¢alismadan diisiik, Mora
ve arkadaslarmin (2007) yaptiklar1 calisma ile benzer sonuglar elde edilmistir.
Ulkemizde ise salata ve sebzlerde bu konu ile ilgili yeterli sayida inceleme
yapilmadig1 goriilmiistiir. Ozpmar ve arkadaslarmin (2013) yapmus oldugu
arastirmada E. coli O157 izole ederken ¢alismamizda rastlanmamistir. Mercanoglu
ve arkadaslarinin (2006) yapmis oldugu ¢alisma ile uyumlu olup E. coli O157:H7
tespit edilememistir. Calismamizda izole edilen izolatlarda stx varligi Ozpinar ve

arkadaslarinm (2013) yapmis oldugu incelemeden diisiik oranda tespit edilmistir.

Glinlimiize kadar sebze ile ilgili yapilan c¢alismalar ile ¢alismamiz
kiyaslandiginda patojenin varligindaki orantisal farklilik, sebzelerin yetistirilirken
kullanilan giibrenin farklilig1 ve kullanim sekli, cografik dagilimi, isletmenin hijyen
kosullar1 ve personelin hijyen kosullarma uymundaki degisiklerden kaynaklanabilir.

Bunun daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha fazla numune ile arastirmalarin devam
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etmesi gerekmektedir. Ulkemizde bu konu ile ilgili yeterli sayida calismaya
rastlanilmamistir. Yaptigimiz bu arastirmada her ne kadar E. coli O157/0157:H7
patojeni belirlenmesede EHEC toksin genlerinin varhigi halk saglhgi agisindan

enfeksiyon kaynagini olusturabilir.

Seattle’da Cornick ve arkadaslar1 (2002) tarafindan 68 enfekte cocuk (<10 yas)
hastani dahil edildigi incelemede komplikasyonsuz grupta 52, HUS Oncesi grupta
10 ve HUS grubunda 6 hastada E. coli O157:H7 belirlerken stx1 geni yalnizca HUS
grubunun 1’inde (%17), stx2 geni komplikasyonsuz grubun 17’sinde (%33), HUS
oncesi grubun 3’tinde (%30), HUS grubunun 3’iinde (%50) ve stx1/stx2 geni
komplikasyonsuz grubun 35’inde (%67), HUS oncesi grubun 7’sinde (%70), HUS
grubunun 2’sinde (%33) varhgm ortaya koymustur. Canada’da 1999 yilinda
meydana gelen bir salginda 143 vakanin 140’1na ulasilarak sorgulanmis ve %96’s1
(135/140) primer, %2’s1 (3/140) sekonder hasta grubu olustururken %1,4’1 (2/140)
smiflandirilamamis ve vakalarin %83 {iniin (116/140) salam tiikettigini tespit ederek
salgmi E. coli O157:H7 ile iliskilendirmislerdir (MacDonald ve ark., 2004).
Almanya’da 11 federal bolgede klinik ve cevresel orneklerde EHEC O157:H
varligma yonelik yaptiklar1 ¢aligmada 38 vaka belirlemis ve bu vakalarn %11°1
(4/38) hastaligmn akut faz doneminde 6ldiigiinii rapor etmislerdir (Alpers ve ark.,
2009). Blanco ve arkadaslar1 (2004b), Ispanya’da ishalli ve gastrointestinal
yakinmalar1 olan 5054 vakanmn %2,5’inde (126/5054) STEC pozitif bulunurken bu
durum 1992’de %0 iken 1999’da %4,4’e¢ ¢iktigini; ayrica hastalarin %0,5’inde
(24/5054) STEC O157:H7 izole edilirken %1,7’sinde (87/5054) O157 olmayan
STEC belirlemislerdir. Elde edilen izolatlarda %34 (43/126) oraninda stx1 geni, %36
(45/126) oraninda stx2 geni ve %30 oraninda (38/126) stx1/stx2 geni saptamislardir.
Tunus’ta, 2001-2004 yillar1 arasinda 214 akut ishalli bireylerden izole edilen 327 E.
coli izolatin %0,5’inde (1/214) E. coli O157:H7 serotipi, %5,1’inde (11/214) farkli
O:H serotipi belirlerken %5,1’inde (11/214) stx geninin varligini rapor etmislerdir
(Al-Gallas ve ark., 2006). Grant ve arkadaglar1 (2008) Utah ve New Mexico’da
2006°da meydan gelen 1spanakla iliskili gida salgininda 23 hastanin 1spanak tiikettigi
ve gida salginina neden olan E. coli O157:H7 serotipini 1 markaya ait 3 posette

bulunan 1spanaktan izole etmislerdir. Giiney Isve¢’te 2002 yilinda meydana gelen
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gida kaynakli EHEC salgininda enfekte kisilerin tiikettikleri sosis numuneleri ile
vakalarin digki numuneleri PFGE yontemi ile incelendiginde sosis numunesinden
elde edilen E. coli O157:H7 susu ile enfekte olan kisinin diski numunesinden elde
edilen tiirlin ayni oldugu, mikrobiyolojik ve epidemiyolojik olarak 39 wvakanin
30°’nun sosis tiikettigi ve salginla sosis tiikketiminin arasinda bir iliskinin varhigini
rapor etmistir (Sartz ve ark., 2008). Gliney Afrika’da yaklasik bir y1l siiren ¢alismada
dogrulanmis ve dogrulanmamis HIV/AIDS hasta grubundan alinan 180°er adet
numunede E. coli O157:H7 varligin1 arastrmiglar ve E. coli O157 varligi
dogrulanmis ve dogrulanmamis HIV/AIDS hastalarinda %56,5 (74/360) ve %43,5
(57/360) oraninda tespit ettiklerini bildirmistir. Molekiiler yontemle yapilan
calismada dogrulanmis ve dogrulanmamis HIV/AIDS hastalarinda %12,16 (9/74) ve
%8,77 (5/57) oraninda E. coli O157:H7 varhigini rapor etmistir (Abong'O ve Momba,
2008). Avusturya’da 2007 yilinda 438 gida kaynakli salginda 1715 bireyin
etkilendigi ve bunlarin 286’sinin hastaneye yatirildigi ve birinin 6liimiine neden
oldugu gida kaynakli salginlarin %1,3’tine (6/438) EHEC’in (EHEC O145:H-,
0157:H-, O157:H7, 0182:H49, 091:H7, ONT:H4) neden oldugu bildirilmistir
(Much ve ark., 2009). Ateba ve Mbewe (2011), Giiney Afrika’da yaptiklari
arastirmada insan, domuz, sigir, sigir eti ve su numunelerinden olugsan 220 numunede
rbfois7 ve fliCyy genlerini 130 izolatta dogrulamistir. E. coli O157:H7 izolatlarinin 1’
(%0,77) insan digskisinda belirlenirken stx2, eae ve hlyA genini de tespit etmislerdir.
Boston Cocuk Hastanesi’ne 20042009 tarihleri arasinda basvuran (Hastalik Kontrol
Merkezi) 5110 ¢ocuk hastanin %0,9’unda (50/5110) STEC enfeksiyonu belirlenirken
%98, 7’sinde (5044/5110) EHEC negatif, %0,6’sinda (33/5110) E. coli O157:H7
serotipi pozitif, %0,3’iinde (17/5110) E. coli O157:H7 negatif oldugu ve her iki
0157 ve 0157 olmayan STEC’de stx1ve stx2 genini gostermislerdir (Hermos ve ark.,
2011). Nijerya’da 3 farkli bolgede 20062011 yillar1 arasinda farkli yas gruplarinda
ishal ve/veya gastrointestinal yakinmasi bulunan ayrica saglikli gériinen toplam 1000
kiside %32,9 (316/960) oraninda E. coli tespit edilirken %2,7 (27/1000) oraninda E.
coli O157:H7 serotipinin varligin1 gostermislerdir (Isibor ve ark., 2013). Cook
Contry’de ¢ocuk bakim merkezinde meydana gelen bir salginda 166 ¢ocuk ve 44
personelin olusturdugu toplam 210 digk1 numunesinin 31’inde E. coli O157:H7 izole

edilirken bunlarm 30’unun gocuk ve 1’inin yetiskin oldugu belirtilmistir (Gallagher
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ve ark., 2013). ingiltere’de meydana gelen benzer bir gida kaynakli salgmda 19
vakada E. coli Ois7 PT,stx2 enfeksiyonu belirlenmis ve bu vakalarin 13’1 ile
goriisildiiginde onunun bir marketten aldiklar1 su teresi tiikettigi bildirilmistir
(Launders ve ark., 2013). Virpari ve arkadaslarmimn (2013b) Hindistan’da yaptiklari
farkli bir ¢alismada ¢ig siit tliketimi hikayesine sahip 100 ishal yakinmasi olan
hastanin digki numunesinde %59 oraninda (59/100) E. coli, %6 stx1, %9 stx2 ve %15
oraninda stx varligini belirlerken rfbO157 virulans genini tespit edemediklerini
bildirmislerdir. Yunanistan’da Pinaka ve arkadaslar1 (2013) tarafindan 667 insan
digki numunesi API, ELISA ve PCR yontemi ile E. coli O157:H7 varligini
aragtirmig; ELISA yontemi ile stx1 ve stx2 varligi %0,4 (3/667) oraninda diisiik titre
pozitiflik tespit edilirken PCR yontemi ile stx1, stx2, rfbEq;s7, fliCh; ve eae geni
negatif tespit edilmistir. Bu c¢alismalarda da gorildiigii gibi EHEC ve E. coli
O157/0157:H7 gida kaynakli salginlara, hatta 6liimlere neden olmaktadir.

Ulkemizde ise Arslantiirk ve arkadaslari (1997) Ankara’da yaslar1 0-15
arasinda degisen diyare sikayetinde bulunan 566 hasta diski numunesinin %10’unda
sorbitolii fermente etmeyen fekal flora bakterileri izole ederken %0,2’sinde (1/566)
E. coli O157:H7 izolatm1 belirlemislerdir. Benzer bir ¢alismada Ankara’da akut
gastroenteritli olgularda arastirilan E. coli O157:H7, 200 hasta ve 40 kontrol
grubunda %1 (2/200) oraninda saptadiklarini rapor etmistir (Tas ve Ardig, 2004).
Gaziantep ilinde bes yas alt1 91 akut ishalli bireyin digk1 6rneginde E. coli O157:H7
(Eksi ve ark., 2007); Malatya’da ishalli 104 hasta 6rneginde verotoksin tireten E. coli
ve 940 &rnekte E. coli O157:H7’yi yaptiklar1 incelemede belirleyememistir (iseri,
2009). Giilhane Askeri Tip Akademisi’nde (GATA) Haydarpasa Egitim Hastanesi’ne
ishal yakinmasi ile basvuran 429 akut ishalli hasta digki numunesinin 129’unda
(%30.1) sorbitol negatif koloni saptarken %21,2’sinde (5/429) E. coli O157 varligii
ve E. coli O157 izolatmin tamaminda H7 antijenini pozitif saptadiklarini rapor
etmistir (Yeniiz ve ark., 2009). Manisa’da Aralik 2005—Ocak 2006 tarihleri arasinda
50 g¢ocuk ve 250 yetigkin toplam 300 hastanin diski 6rneginde 18 hastada (%6)
sorbitol negatif E. coli izole edilirken 1 hastada (%0,33) E. coli O157:H7 antiserumu
ile agliitinasyon gozlediklerini bildirmislerdir (Gunduz ve ark., 2011). Erdogan ve
arkadaglarmnm (2011) Eyliil 20052008 tarihleri arasinda Alanya’da yaptiklar1 benzer
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bir caligmada gastroenterit sikayetiyle basvuran 1815 olguya (%50,5’1 erkek,
%49,3’1 <5 yas, %10.2’si turist) ait digki orneklerinde %0,8 (14/1815) oraninda
sorbitolii fermente etmeyen E. coli susu, %0,1 (2/1815) oraninda E. coli O157:H7
tanimlanmis ve hiicre kiiltiirlerinin birinde vt2, digerinin ise hem vtl hem de vt2
irettigini rapor etmistir. Dogu Anadolu’da Kalin ve arkadaslar1 (2012) insanlardan
alinan digki numunelerinin ~ %2,7’sinde (10/367) E. coli O157 belirlerken H7
antijeninin varhigin1 ve Stx1-2 / enterohemolizin genini tespit edememistir. Bir
izolatta ise intimin geninin varhigni gosterirken elde edilen izolatlar arasinda

herhangi bir genetik iligkiyi bulamamistir.

Fakli iilkelerdeki arastirmalarda Cornick ve arkadaslari (2002), Alpers ve
arkadaslar1 (2009), Launders ve arkadaslar1 (2013), Blanco ve arkadaslar1 (2004b),
MacDonald ve arkadaglar1 (2004), Al-Gallas ve arkadaslar1 (2006), Grant ve
arkadaslar1 (2008), Sartz ve arkadaslar1 (2008), Abong'O ve Momba (2008), Much ve
arkadaslar1 (2009), Ateba ve Mbewe (2011), Hermors ve arkadaglar1 (2011), Isibor
ve arkadaslar1 (2013), Gallagher ve arkadaslar1 (2013), Launders ve arkadaslari
(2013) ve Pinaka ve arkadaslar1 (2013)E. coli O157/0157:H7 susunu izole ederken
Virpari ve arkadaslarinmn (2013b) yaptigi arastirma ile uyumlu olup E. coli
0157/0157:H7 izolatma rastlanmamistir. Izole edilen suslarda shigatoksin (stx)
varlig1 Cornick ve arkadaslar1 (2002), Launders ve arkadaglar1 (2013) ve Blanco ve
arkadaslarinin (2004b), Virpari ve arkadaglarinin (2013b) calismasindan diistik,
Ateba ve Mbewe (2011), Hermors ve arkadaglarinin (2011) ve Pinaka ve
arkadaslarinin (2013) yapmis oldugu calismadan yiiksek oranda tespit edilmistir.
Ulkemizdeki incelemere gdre calismamizda elde edilen sorbitol negatif E. coli suslar1
Arslantiirk ve arkadaslar1 (1997), Erdogan ve arkadaslar1 (2011) ve Gunduz ve
arkadaslarinin (2011) tespitlerine gore yiiksek, Yeniiz ve arkadaslarinin (2009)
tespitlerine gore diisiik oranda belirlenmistir. Ayrica tespit edilen suslarda E. coli
O157/0157:H7 varlig1 Arslantiirk ve arkadaslarinin (1997), Tas ve Ardi¢c (2004),
Yenizi ve arkadaglarmin (2009), Erdogan ve arkadaslarmin (2011), Giindiiz ve
arkadaslarinin (2011), Kalin ve arkadaslarimin (2012) calismasindan diisiik oranda,
Eksi ve arkadaslarmin (2007) ve Iseri ve arkadaslarinin (2009) calismasiyla benzer

olup tespit edilememistir.
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Giliniimiize kadar iilkemizde yapilan benzer ¢aligmalarda E. coli
O157/0157:H7 serotipinin izole edilememesi ya da ¢ok az oranda izole edilmesinin
nedeni, yeteri kadar hasta sayis1 ve semptomatik hastalarin olmamasi gosterilebilir.
Bunun yami sira ¢ok az miktarda olsa bile toksin varligmin tespit edilmesi
aragtirmada yeterli hasta sayisma ulasildiginda E. coli O157/0157:H7 izolatinin
tespit edilebileceginin ipuglarini vermektedir. Bu sebeple saglikli veriler alabilmemiz
icin daha c¢ok olgu sayisin1 kapsayan oOzellikle HUS, TTP ve kanl ishalli

semptomatik hasta grubuna ve uzun siireli calismalara ihtiyacimiz vardir.
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5. SONUC

Insanlar, direkt temas yoluyla patojeni tasiyan hayvanlarmn diskilariyla, kontamine su
ve toprakla, az pigmis ya da ¢ig et ve et Uriinleri ya da diger hayvansal iirtinler ile
kontamine sebze ve meyvelerin tiiketimi ile enfekte olabilmektedir. E. coli
0157/0157:H7 minimal enfeksiyon dozu diisiikk ve ciddi enfeksiyon olusturabilme
yetenegine sahip patojen bir mikroorganizmadir. Diger serogruplari igeren (026,
091, 0103, 0104, 0111, 0113, 0117, 0118, 0121, 0128 ve 0145) EHEC’li
enfeksiyonlar, giderek hemorajik kolit ve HUS’un nedenlerini olusturmaktadir.
Calismamizda farkli oranlarda E. coli O157 varhg: saptanirken H7 antijeni tespit
edilememistir. Bunun yani1 sira EHEC toksin genlerinin ve E. coli O157 izolatinin
farkli oranlarda varlig1 potansiyel bir enfeksiyon kaynagmi olusturmaktadir. Bu
sebeple hayvanlardan veya ¢evresinden gida ve gida {iriinlerine gegisin dnlenmesinde
iyi hijyen, yemegin hazirlanmasinda ya da 6zellikle yemek yemeden 6nce siklikla
ellerin yikanmasina 6zen gosterilmelidir. Halk saghigi agisindan “giftlikten catala
kadar” giivenli gida temini i¢in hijyen yoniinden temiz bir isletmenin saglanmasinin
yaninda igletme ve devlet yonetimi arasinda multidisipliner bir anlayis1 olusturarak

disiplinler arasinda koordinasyonun saglanmas1 gerekmektedir.

Yaptigimiz arastirmada, iilkemizde ve diinyadaki farkl iilkelerde bulunan sigirlarda
ve bazi1 gidalardaki E. coliO157 ve EHEC stx oranlarminin belirlenmesine yonelik
arastirmalar karsilastirildiginda farkli oranlarin goriilmesi, hayvanlarm beslenmesi,
cografik dagilimi, slit sagim sirasinda uygulanan yontem ve kullanilan alet—
ekipmanin  hijyenik kosullarmin farkliligi, kullanilan bakteriyel izolasyon
yontemlerindeki farklilik ve isletmelerde calisan personelin hijyen kurallarina

yeterince dikkat etmemesi gosterilebilir.
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Oneriler:

1. Gida iiriinlerinde E. coli O157’nin belirlenmesi mikrobiyolojik kalitenin diisiik
seviyede oldugunu ve halk saghigi agisindan risk olusturabilmektedir. Bu sebeple

gida tiriinlerin mikrobiyolojik kalitesinin artirilmasi gerekmektedir.

2. Mikroorganizma ile kontamine olmas1 muhtemel ¢ig, az pismis et ve et iiriinleri ile

¢ig slit ya da pastorize edilmemis siit tiikketilmemelidir.

3. Mikroorganizma ile kontamine olmus su ile sulanmis ya da kontamine digki ile

giibrelenmis sebze ve meyvelertemiz su ile bol bol yikanarak tiiketilmelidir.

4. Kontaminasyona agik olan gida iiretim yerlerinde c¢alisan personel hijyen

kurallarina uymalidir.
5. Yemek yapilirken mutlaka hijyen kurallar1 ¢cer¢evesinde hareket edilmelidir.

6. Hayvanlari beslenmesinde kontamine yem ve su kullanilmamalidir.
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6. OZET

Gida kaynakli enfeksiyoz hastaliklar, insanlar ve toplum sagligi icin ciddi bir
tehdittir. Bu etkenlerden birisi olan E. coli’nin toksin iireten suslar1 (Shiga—toksin-
STEC veya Verotoksin—~VTEC) ciddi enfeksiyonlara hatta Olimlere sebep
olabilmektedir. STEC’nin temel rezervuari sigirlardir ve sigirlarda klinik hastaliga
neden olmazken insanlarda ciddi formda gida kaynakli enfeksiyonlar yapar. Insanlar,
direkt temas yoluyla tasiyict hayvanlarin diskilariyla, kontamine su ve toprakla, az
pismis kiyma ya da diger hayvansal iriinler ile kontamine sebze ve meyvelerin
tiiketimi ile enfekte olabilmektedir. E. coli 0157 minimal enfeksiyon dozu diisiik ve
ciddi enfeksiyon olusturabilme yetenegine sahiptir. Calismada, Afyonkarahisar ili ve
ilcelerinde bulunan yaglari 2—4 arasinda degisen hayvanlarin digki ve ayni
hayvanlarin siitlerinde, sucuk, salata gibi gidalarda ve ishal yakinmali hastalarin

diskilarinda E. coli O157:H7, EHEC ve toksin genlerinin belirlenmesi amaglanmuistir.

Bu amagla Afyon’un farkli bolgelerinden (Suhut, Sinanpasa, Tatarli /
Haydarli, Bolvadin) toplanan 237 hayvan diskis1 ve bu hayvanlardan bir kismina ait
162 siit 6rnegi, 106 sucuk ve 103 salata numunesinin yani sira Afyon Kocatepe
Universitesi Hastanesi polikliniklerine ishal yakinmasi ile basvuran 110 hastanin
diski numunesi olmak ftizere toplam 718 Ornek kiltiir amaciyla bakteri
zenginlestirilmesi i¢in, modifiye Tryptic Soy Broth (mTSB) besiyerinde yapilmustir.
Insan &rneklerinde parazitler ve diger sik karsilasilan bakteriler konvansiyonel tani
yontemleri ile ekarte edildikten sonra sirasiyla 6nce Cefixime—Tellurite Sorbitollii
MacConkey Agar (CT-SMAC) besiyerine, sonra burada iireyen sorbitolii fermente
etmeyen lger koloni segilerek 4-methylumbelliferyl b-D-glucuronide’li (MUG)
Violet Red Bile Agara (VRBA) pasaj yapilmus, plaklar 37°C de 18 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda iireyen kolonilere identifikasyon amaciyla UV
cihazinin 151k kaynagimin iizerine plaklar konularak UV testi (Herolab UVT — 20 M,
Germany) (366 nm) yapilmis ve floresan 1s1ma vermeyen koloniler segilerek Indol,
Methyl Red, Voges Proskauer, Kligler Agar, Citrat, Ure gibi biyokimyasal ayristirma

testlerine tabi tutulmustur.
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Testler sonucunda incelenen 237 hayvan diski numunesinin 63’{inde
(%26,58), 162 adet ¢ig siit numunesinin 32’inde (%19,75), 106 sucuk numunesinin
13’linde (%12,26), 103 salata numunesinin 17’nde (%16,5) ve 110 hasta diskisinin
15’inde (%13,63) sorbitolii fermente etmeyen E. coli izolat varligi belirlenmis, bu
izolatlara uygulanan lateks agliitinasyon testi (Wellcolex, Remel UK) sonucunda,
hayvan diskisinda %5,48 (13/237), ¢ig siitte %2,46 (4/162), sucukta %0,94 (1/106)
0157 antijeni belirlenirken numunelerin higbirinde H7 antijeni saptanmamuistir.
Ayrica Realtime PCR ile EHEC (ABI 7500 Fast, England) (Liferiver, China) testi ile
hayvan digkisinda %20,6 (49/237), ¢ig siitte % 16,6 (27/162), sucukta %1,8 (2/106),
salatada %3,8 (4/103) ve hasta digki 6rneginde %1,81 (2/110) oraninda stx toksin

geni belirlenmistir.

EHEC’li Enfeksiyonlarm ciddi morbidite ve mortalite ile seyretmesi,
hemolitik iiremik sendrom ve hemorajik kolit gibi komplikasyonlara yol agmas1 ve
epidemiyolojik onemi nedeniyle, en azindan kanli digkilama sikayeti ile basvuran
hastalarda E. coli O157:H7’nin arastirmasmin gerekliligi bir kere daha ortaya
konulmustur. Temas ile hayvanlardan ve g¢evresinden kontaminasyonun
onlenmesinde iyi hijyen, yemek hazirlanmasi ya da yemek yemeden once siklikla
ellerin yikanmasi1 gerekmektedir. Ciftlikten catala kadar giivenli gida temini igin
hijyenik bir isletmenin saglanmasinin yaninda isletme ve devlet yonetimi arasinda
multidisipliner bir anlayis1 olusturarak disiplinler arasinda koordinasyonun

saglanmas1 gerekmektedir.
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7. SUMMARY

Infectious diseases originating from foods constitute a serious threat for human and
public health. The toxin—producing strains of E. coli, which one of these causative
organisms, (Shiga—toxin-STEC or Verotoxin-VTEC) can cause serious infections,
and even death. The basic reservoir of STEC is the cattle, and although it does not
cause clinical disease in the cattle, it causes serious food-origin infections in
humans. Humans can be infected through direct contact with the stools of carrier
animals, contaminated water and soil, with consumption of half-done minced meat
other animal-origin products or contaminated vegetables or fruits. Minimal
infectious dose of E. coli O157 is low, and it has the capability of causing serious
infections. In this study, it was aimed at detecting E. coli O157:H7, EHEC and toxin
genes in stools of animals aged between 2 and 4 found in Afyonkarahisar Province
and districts and in milk, products including fermented sausage and salad, and in the

stools of patients with diarrhea.

With this purpose, 718 speciments consisting of stools of 237 animals
collected from different areas in Afyon (Suhut, Sinanpasa, Tatarli / Haydarlhiand
Bolvadin) and 162 milk specimens from some of these animals, 106 fermented
sausage specimens and 103 salad specimens as well as stool specimens of 110
patients who applied to outpatient clinics of Afyon Kocatepe University Hospital
with diarrhea were cultured in modified Tryptic Soy Broth (mTSB) medium for
bacterial enrichment. After eliminating the parasites and commonly seen bacteria in
the human specimens with conventional diagnostic methods, they were first passed
to MacConkey Agar (CT-SMAC) medium containing Cefixime—Tellurite Sorbitol,
after this three colonies that grew in this medium from each that did not ferment
sorbitol were selected and passed to Violet Red Bile Agar (VRBA) medium
containing 4—methylumbelliferyl b—D—glucuronide (MUG) and were plaques left to
incubate for 18 hours at 37°C. Colonies that grew during the incubation were
subjected to UV (Herolab UVT — 20 M, Germany) test (366 nm) by with
identification purposes by placing plaques on the light source of the UV device, and

those colonies that did not produce fluorescentradiation were selected and subjected
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to biochemical separation tests including Indole, Methyl Red, Voges Proskauer,

Kligler Agar, Citrateand Urea.

As a result of the tests, existence of E. coli that does not ferment sorbitol was
found in 63 specimens out of 237 animal stool specimens tested (26,58%), in 32 raw
milk specimens out of 162 specimens tested (19,75%), in 13 fermented sausage
specimens out of 106 specimens tested (12,26%), in 17 specimens out of 103
specimens tested (16,50%) and in 15 patient stool specimens out of 110 specimens
tested (13,63%); and with the latex agglutination tests carried out on these isolates
(Wellcolex, Remel UK) O157 antigen was detected 5,48% in animal stool (13/237),
2,46% in raw milk (4/162), and 0,94% in fermented sausage (1/106), H7 antigen was
found in none. Furthermore, stx toxin gene has been detected EHEC (ABI 7500 Fast,
England) (Liferiver, China) test using Real-time PCR in animal stool by 20,6%
(49/237), in raw milk by 16,6% (27/162), in fermented sausage by 1,8% (2/106), in
salads by 3,8% (4/103) and in patients’ stool specimens by 1,81% (2/110).

The serious morbidity and mortality of EHEC infections with complications
including hemolytic uremic syndrome and hemorrhagic colitis, and its epidemiologic
significance, show the requirement of investigating E. coli O157:H7 at least in
patients presenting with bloody stool. Good hygiene and hand washing before eating
and preparing food is required to prevent contamination from contact with animals
and their surroundings. Ensuring the safe supply of food requires hygienic operation
from the farms to table ware as well as interdisciplinary coordination through the
creation of a multidisciplinary understanding between the operations and the state

management.
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