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ONSOZ

Genellikle E. coli kisaltmasiyla veya koli basili olarak tanimlanan
Escherichia coli, memeli hayvanlarin kalin bagirsaginda yasamlarimi idame ettiren
bakterilerden bir tanesidir. Bu hayvanlarin bagirsaklarinda tiremeye adapte oldugu
icin viicut sicakliginda cogalmasi beklenir. Insan ve hayvanlarm bagirsak
floralarinda yagsamini siirdiiren ve normalde saprofitik 6zellikte olan bazi E. coli’ler,
baz1 kosullar altinda enterik veya septisemik enfeksiyonlara sebebiyet veren
bakteriyellerden birisidir. Bunlarm en bilineni E. coli O157:H7 olarak bilinen
serotipidir. Etken rezervuari olarak kabul edilen sigirlar; diski ile gevreye, yem ve
sulara dolayli olarak bulastirmakta ve diger canlilarin etkeni almasina sebep

olmaktadir.

Bu c¢alisma ile Edirne Yoresine ait isletmelerde Vetistirilen Sigirlarda
Escherichia coli O157:H7 yaygmliginin Real-Time PCR (Polymerase Chain
Reaction) ile arastirilmasi amaglanmistir. Edirne merkez, ilgeleri ve koylerinden
toplanan sigir taze diski ornekleri soguk zincir altindan ivedilikle laboratuvara
getirildi, 6n zenginlestirme yapildi, DNA izolasyonlar1 yapilarak Real-Time PCR ile
analiz edildi. Calisma sonuglari ile Edirne yoresinde sigirlarda E. coli O157:H7’nin
yaygmhigin bilinmesinin, etkenden ileri gelebilecek hastaliklarin teshisi, tedavisi,

korunma ve kontroliine faydali olacagi umulmaktadir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca yardim eden, deneyim ve bilgisini aktaran
tez danismanim degerli hocam Prof.Dr. Fatih BUYUK’e ve her tiirlii bilgi ve
destegini saglayan Vet.Hek. Ozan KARAKUS’a, Vet.Hek. Hasan Zafer SAFAK’a ve
Vet. Teknisyen Ersin TANGAL’a tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Edirne Yoresine Ait Isletmelerde Yetistirilen Sigirlarda Escherichia coli
0157:H7 Yayginhginin Real-Time PCR ile Arastirilmasi

Insan ve hayvanlarin bagirsak floralarinda yasayan ve oportunistik ozellikte
olan Escherichia coli bazi durumlarda enterik veya septisemik karakterde
enfeksiyonlara neden olarak buzagi ve sigir oOliimlerine yol agan en yaygin
etkenlerden biridir. En yaygin bilinen ve patojenik olan serotipi E. coli O157:H7"dir.
Bu serotipin rezervuart sigirlardir ve etken sigirlarin  bagirsak florasinda
yasayabilmektedir. E. coli O157:H7’yi tastyan hayvanlar diskilar1 ile etkeni sagtiklar1
icin meyve, sebze, et, siit vb. gidalar1 ve sular1 kontamine edebilmekte ve buna bagl
olarak sonraki olasi bulaglara aracilik edebilmektedir. Ayrica hayvanlarla direkt
temast sonucunda etken insanlara bulasabilmektedir. Hayvanlara bulasma sonucu E.
coli O157:H7, Hemorajik Kolitis (HC), Hemolitik Uremik Sendrom (HUS) ve
Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP) gibi ciddi hastaliklara sebep
olabilmektedir. Bu nedenle, sigirlarin etken tasiyiciliklarinin arastirilmasi olasi

bulaslarin 6nlenmesi agisindan 6nem arz etmektedir.

Bu c¢alismanin amaci; Edirne yoresinde yetistirilen sigirlarda E. coli
0157:H7’nin yaygmhgmnin Real-Time PCR ile arastirilmasidir. Calismanin
materyalini, Edirne il merkezi, ilce ve koylerine ait aile tipi veya Ozel isletmelerde
yetistirilen buzagi, diive ve sigirlardan alian taze diski 6rnekleri olusturdu. Digki
ornekleri 79 farkl yerlesim yerinden 120 adeti buzagi, 80 adeti diive ve 200 adeti
ergin s1gir olmak iizere 400 adet taze diski 6rnegi alinmis ve alinan diski 6rnekleri ait
140 adet semptomik, 260 adeti asemptomatik hayvandan alindi. Alinan digki
ornekleri Tamponlanmig Pepton ile On zenginlestirmesi (41,5 °C +16 saat)

yapildiktan sonra E. coli 0157:H7 yoniinden Real-Time PCR ile analiz edildi.

Toplam 120 adet buzagiya ait taze dis1 6rneginin; 70 adetinin semptomik
(ates, istahsizlik, ishal) belirti gésteren buzagiya ait oldugu ve 1 adet digk1 6rneginin
pozitif sonug tespit edildigi, 50 adet asemptomatik buzagidan alman taze diski

orneginden ise pozitif sonug tespit edilmedi.
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Toplam 80 adet diiveye ait taze digki 6rneginin; 20 adetinin semptomik, 60

adetinin asemptomatik hayvana ait oldugu ve pozitif sonug tespit edilmegi goriildii.

Toplam 200 adet ergin sigira ait taze diski 6rneginin; 50 tanesinin semptomik
(ates, istahsizlik, ishal) belirti gosteren ergin sigira ait oldugu ve pozitif sonug tespit
edilmedigi ve 150 adet asemptomatik ergin sigirdan alinan taze diski 6rneginden 1

adet taze digki 6rneginin pozitif sonug verdigi goriildii.

Sonug olarak Edirne yoresindeki isletmelerde yetistirilen her yas grubuna ait
sigirlardan alinan 400 adet taze diski 6rneginden 2 tanesinde Escherichia coli
0157:H7 bulundu ve yaygmlhiginin %0,5 (2/400) oldugu tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: Diski, Edirne, Escherichia coli O157:H7, Sigir, Real-Time
PCR



SUMMARY

Investigation of the Prevalence of Escherichia coli O157:H7 in Cattle
Raised in Enterprises in the Edirne Region with Real-Time PCR.

Escherichia coli, which lives in the intestinal flora of humans and animals
and has an opportunistic character, is one of the most common factors that lead to
calves and cattle deaths by causing enteric or septicemic infections in some cases.
The most known serotype is E. coli O157:H7. The reservoir area of this serotype is
cattle and it can survive in the intestinal flora. Animals carrying E. coli O157:H7 can
cause the agent to spread to the environment by contaminating foods and water such
as fruits, vegetables, meat, milk, etc. with their feces. Direct contact with animals can
cause the agent to be transmitted to humans. As a result of contamination, E. coli
O157:H7 serotype can cause serious diseases such as Hemorrhagic Colitis (HC),
Hemolytic Uremic Syndrome (HUS) and Thrombotic Thrombocytopenic Purpura
(TTP).

The purpose of this study; To investigate the prevalence of E. coli O157:H7
using Real-Time PCR in cattle raised in the Edirne region. The material of the study
consisted of fresh fecal samples taken from cattle raised in family type or private
farms in Edirne city center, districts and villages. Fecal samples were taken from 79
different settlements, and fecal samples of a total of 400 clinically healthy and
diarrheal cattle were used for the detection of E coli O157H:7; Buffered Peptone
Water (BWP) pre-enrichment (41.5 °C +16 hours) was performed and the samples
were analyzed by Real-Time PCR. In the study, E. coli O157H:7 was detected in two
(0.5%) of 400 stool samples.

Out of a total of 120 fresh fecal samples of calves, 70 of them belonged to
calves with symptomatic (fever, anorexia, diarrhea) symptoms and 1 fecal sample

was positive and 50 fresh fecal samples from asymptomatic calves were not positive.

Out of a total of 80 fresh fecal samples of heifers, 20 were symptomatic and

60 asymptomatic animals and no positive results were detected.



Out of a total of 200 fresh faecal samples of adult cattle, 50 of them belonged
to adult cattle with symptomatic (fever, loss of appetite, diarrhoea) symptoms and no
positive result was detected and out of 150 fresh faecal samples taken from
asymptomatic adult cattle, 1 fresh faecal sample was positive.

As a result, Escherichia coli O157:H7 was found in 2 of 400 fresh faecal
samples taken from cattle of all age groups raised in Edirne region and its prevalence
was 2/400 (0.5%).

Key Words: Edirne, Escherichia coli O157:H7, Feces, Cattle, Real-Time PCR



1. GIRIS ve AMAC

Escherichia coli, insanlarda ve hayvanlarda yasamini kalin bagirsak florasi
icinde yiiriiten ve sik sekilde karsimiza ¢ikabilen fakiiltatif anaerob bakterilerdendir
(Baysal ve ark. 2004).

Enterobacteriaceae familyasinda bulunan E. coli memeliler igin firsatg1
patojen olarak bilinir. E. coli hayata gelis ile baslayan ve kisa siire igerisinde
sicakkanli canlilarin gastrointestinal bolgesine yerlersir. E. coli suslarinin biiyiik
kismi bagirsagin ug yiizeyine tutunur (Erdem ve ark. 1999).

Saglikli sigir digkilarinda diizenli olarak bulunan E. coli O157 insanlara gida,
su ya da enfekte olmus hayvan ve insan diskilarindan kontaminasyon yoluyla
bulagsmaktadir. E. coli O157:H7 klinik olarak bakildiginda bir halk sagligi sorunudur.
Genellikle gida kaynakli bulasilarla halk sagligini tehdit eden ve gida giivenligi
konusunda karsimiza ¢ikan bu patojen sonuglar1 Oliime kadar varan saglik

sorunlarina yol agabilmektedir (Mead ve Griffin. 1998).

Bu bakterinin rezervuari sigirlar ile beraber koyun, ke¢i, geyik, tavuk, kopek,
domuz ve martilarda daha sik goriilmektedir. Digkilarda genellikle orani %0-10
bandinda olmakla beraber, yasi ileri olmayan hayvanlarda yiiksek siklikta oldugu,
sigir digkilarinda 70 giine kadar 5°C’de yasamlarini siirdiirebildigi ve verotoksin
sentezleme ozelligini yitirmedigi tespit edilmistir (Temelli, 2002). Baz1 arastirmalar
gosteriyor ki, bu bakterinin 6zellikle siitgiil inekler basta olmak tizere diger memeli
ve kanatli hayvanlarin rezervuar oldugu ve digskilama yoluyla et ve siit iirlinlerine,
topraga, suya ve diger hayvanlara bulasabilecek diger yiizeylere yayildigini
bildirilmistir (Halkman ve ark. 2001).

Enfeksiyon ve enfeksiyon olmayan nedenlerden dolay1 buzagi ishalleri,
yiksek Olim ve bulasma sebebiyle sigir yetistiriciliginde ciddi maddi kayiplara
sebep olan hastaliklardan birisidir. Ishal kaynakli kiigiik yasta 6liim oranlarmin
diistiriilmesi hayvancilikta en 6nemli basarilardan birisi olarak kabul edilir (Nuhay ve
Giilhan 2017). Bu hastaligin en yaygin goriilen bakterilerden birisi ise; ekonumik
kayiplara sebep veren, sulu kanli diyare ve dlimlere kadar uzanan O157:H7 olarak

bilinen serotiptir (Nataro ve Kaper 1998).



Hayvan sagligmi tehdit eden bu gibi hastaliklar ampirik veya genel tedavi
yontemleri ile degil de hizli teshis yontemlerinden birisi olan PCR tanisi ile dogru ve
hizli teshisinin yapilmasi, yasanilan cografyada sigir digskilarinda E. coli
O157:H7’nin yaygmhgmin belirlenmesi ve etkin sekilde miicadele etmeye katki
saglayacagi ve E. coli kaynakli ekonomik kayiplarin Oniine gegebilmeyi

amaglamaktadir.

Bu ¢alismanin amac1 Edirne yoresine ait isletmelerde sigirlarda Escherichia
coli O157:H7 yaygmliginin Real-Time PCR ile arastirilmasidir. Bu amagla yorede
yetistirilen klinik olarak saglikli veya ishalli olan buzagi, diive ve ergin tiim yas
gruplarindaki sigir diskilar1 toplanip 6n zenginlestirme ve inkiibasyon sonrasi Real-

Time PCR ile tespiti hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Escherichia coli
2.1.1.Tarihge ve Taksonomi

Tarihte ilkez 1885 yilinda Thedor Escherich adindaki bakteriyologun
arastirtlmasi ile diyareli bir hastanin diskisindan izole edilmis ve Bacterium coli
commune diye isimlendirilmistir. 1919 yilinda bagwrsak dis1 patojenitesi
tanimlandiktan sonra Costellani ve Chalmer tarafindan Dr. Thedor Escherich adina

ithafen Escherichia cinsi ad1 verilmistir (Russo ve Johnson, 2003).

E. coli Enterobacteriaceae familyasinda olan, koliform grubunun ve fekal
koliform grubunun alt {iyesi olarak kabul edilen, Escherichia cinsine ait 6enmi ve

yayginlhigi yiiksek olan mikroorganizmlardan birisidir (Flemming ve Strokbine
2005).

Eski tarihlerden beri E. coli, insanlar, sicakkanli hayvanlar ve kanatl
hayvanlarmm bagirsak florasinda yasayan zarar vermeyen, oksijenli ve oksijensiz
ortamda iireyebilen bir bakteri olarak kabul goriilmiistiir (Nataro ve Kaper 1998,
Wasteson 2002). Zaman gectikge 1920 yilinda iiriner sistem enfeksiyonlarma ve
1940’11 yillarinda ise kiiciik cocuklarda bagirsak yangilarma sebep verildigi
goriilmiistiir.  Sonraki siireclerde teknolojinin  gelismesi ve arastirmalarin
cogalmasiyla, enteritis, lirogenital hastaliklara, yara enfeksiyonlari, meme yangisi,
septisemi ve meningitis gibi hastaliklara sebep verebilecegi anlasilmistir (\Wasteson
2002).



Tablo 1: E. coli’nin Taksonomik Siiflandirmasi

Alan Ad1 Bakteri
Alem Eubacteria
Sube Proteobacteria
Smf Gammoproteobacteria
Takim Enterobakteriales
Aile Enterobacteriaceae
Cins Escherichia
Tiir Escherichia coli

(https://tr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli, Erigim tarihi: 27 Kasim 2023)

2.1.2.Genel Ozellikleri
2.1.2.1. Yapisal Ozellikleri

E. coli, sporsuz, comak seklinde ve gram negatif fakiiltatif anaerop 6zelligine
sahip bir mikroorganizmadir. Ortalama 2-6 pum boyutunda ve 1.0-1.5 um
genisliginde ugalr1 yuvarlak ve diiz sekilde ifade edilir. Bir kisim kiiltiirde koka
benzerlik gosteren kiigiik ve kisa, bazi kiiltiirlerde ise normal boyutundan daha uzun
ve ‘Y’ harfi goriiniimiinde uzanan, flamanli olarak rastlanabilinir. ki sekilin bir
arada goriilmesi diisiik ihtimal olarak bilinir. Siklikla kirpikleri araciligiyla hareket
edebilmektedir fakat genel itibariyle hizlar1 yavastir. Bagirsak disinda gozlenen

bakterilerin ¢ogunda kapsiil veya mikrokapsiil rastlanmaktadir (Bilgehan 2004).
2.1.2.2. Kiiltiirel Ozellikleri

E. coli, genel kullanim besiyerlerinde kolayca iiredigi gozlenmmistir. E.
coli’ler gesitli besiyerlerinde tespit edilip ve tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir. En
uygun iireme sicakliklar1 37 °C olarak goriilmiistiir. Daha yiiksek sicakliklarda
treyebildigi  gozlenmistir. Hususi olarak 44 °C’de iiremenin godzlenmesi
Enterobacter ve Serratia tiirerlinden ayirt eden 6zelliklerden birisidir. Bakterinin
tireyebildigi ideal pH 7,0-7,2’dir (Bilgehan 2004, Erol 2007).

MacConkey besiyerinde E. coli’ler kirmizi pembe tonlarinda iirmeler
belirirken, Eosin metilen blue (EMB) besiyerinde metalik renkte veya madeni

parlakligi andiran iremeler oldugu gozlenmistir. Salmonella Shigella (SS) agarda
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iiremeleri biraz daha zordur. Ksiloz Lizin Deoksilat (XLD) besiyerinde sar1, Hektoen
Enterik agarda (HE) sari-turuncu renkte koloniler olustururlar. Ug sekerli demirli
(TSI) besiyerinde dibinde gaz olusumu, dipte ve yatik kisimda sar1 renk tonlamda
asit {iredigi tespit edilmis. Lizin iron Agar (LIA) besiyerinde dip kiminda sar1 renkli
asit olusumu, yatik kisimda mor renk tonlarinda alkali olusumlar1 gézlenmistir

(Bilgehan 2004).
2.1.2.3. Genomik Ozellikleri

E. coli; enterotoksinler, norotoksinler, endotoksinler, sitotoksik nekrozan
faktor ve verotoksin gibi patogenezisinde Kritik toksinler salgilayabilmektedir
(Bilgehan 2004).

2.1.2.4.Biyokimyasal Ozellikleri

E. coli, mannitol, laktoz, glikoz, maltoz, ksiloz gibi benzeri sekerleri asit ve
gaz olusumu ile fermente ederek siikroz, salisin, rafinoz benzeri sekerler grubunu
ayni olusuma sebep vermemektedir. Adenitol ve inozitolii nasiren fermente ederler.
Nisastadan gaz olusturmaz ve indol testinde pozitif sonug verir. Metil Red testinde
pozitif olusum, Voges Proskauer testinde ise negatif sonu¢ verir. Sitrati karbon
kaynag1 olarak kullanmazlar (IMVIC: ++--). Karbon kaynagi olarak asetati
kullanirlar ve {reyi hidrolize etmezler. Dezenfektan tiirevi maddelere, boya
maddelerine, safra tuzlar1 ve safraya karsi duyarli, sicaga ve sofuk ortama

dayanikhidir (Bilgehan 2004).



Resim 1: E. coli’nin IMVIC Test Sonuglar1 (Microbeonline 2021).
(indol: Pozitif, Metil kirmizisi: Pozitif, Voges-Proskauer test: Negatif, Sitrat test: Negatif)

2.1.2.5.Antijenik Yapisi

E. coli’ler iyi bir antijenik 6zellige sahiptir fakat bazi durumlarda degisik
antijenlerinden dolay1 karmasik oldugu goriilmiistiir. Bu mikroorganizmalarin 181
somatik (O), 90 flagella (H) ve 56 kapsiil (K) antijenleri vardir. E. coli’nin serolojik
tiplendirmesi O antijeni ve H antijenin gore belirlenmektedir. O ve H antijenleri sik
degismeyen ve giivenilir sus 6zelliginde kabul edilir. Nadir de olsa K antijeni de
goriilmektedir. O ve H serotipleri 6zellikle ishallere sebep vermekte ve serotipin
belirlenmesi i¢in 6zellikle epidemiyolojik arastirmalarda faydalanilmaktadir (Murray
ve ark. 2009).

2.1.2.6. Virulans ve Patojenite Ozellikleri

E. coli’nin biyokimyasal ve patojenite 6zelliklerine gore alt1 farkli enterik alt
tiirii tanimlanmustir. Bunlar; Enteretoksijenik E. coli (ETEC), Enteropatojenik E. coli
(EPEC), Enteroinvazive E. coli (EIEC), Enteroagregatif E. coli (EAgQEC), Diffuz
adherent E. coli (DAEC) ve Enterohemorajik E. coli (EHEC)’dir. Diffiiz Adherens E.
coli (DAEC)’nin patogenezi tam olarak belirlenememistir. (Nataro ve Kaper 1998,
Ongen 2008). Patojen E. coli patojenitesi ve genel 6zellikleri Tablo 2°de sunuldu.



Tablo 2: Patojen E. coli Patotiplerinin Baz1 Onemli Ozellikleri (Eklund 2005).

E. coli
Patotipleri

Patojenite ve Genel Ozellikleri

Enteretoksijenik
(ETEC) E. coli

] Turist diyarelerinin biiyiik gogunlugunun sebeplerindendir.
) Bulagmasi fekal kontaminasyondan kaynaklanmaktadir.
1 Enfeksiyon dozul108-1010 kob/g’dir.
] Virulens faktorlerinden stabil toksin (ST)’ler isiya direngli olup, labil
toksin (LT)’ler ise 1s1ya duyarhidir.

Istya duyarli labil toksinleri Vibrio cholerae toksinine benzerlik
gostermektedir.

Piring suyu goriiniimiinde ishale neden olmaktadir.

Enteropatojenik
(EPEC) E. coli

| 0-1 yas araligindaki ¢ocuklarda akut ya da kronik ishal ile seyreder.
Mukuslu ve piring suyu goriiniimlii ishale neden olmaktadir.
Enfeksiyon dozu 106-1010 kob/g’dur.
ince bagirsak epiteline yerleserek mikrovilluslarda tahribe neden
olmaktadir.

Enteroinvazive
(EIEC) E. coli

| Bagirsak epitelyum hiicrelerine niifuz ederek apoptozise neden olur.

| Kanli, mukuslu Shigellozis benzeri ishale neden olmaktadir.
\ Shigellozis 104 kob/g’dan daha az bakteri enfeksiyon
olusturabilmekte iken Enteroinvazive E. coli’nin enfeksiyon dozu 106-
108 kob/g’dur.

Enteroagregatif

Tropikal iklimin yasandigi bolgelere seyahat eden kisilerde

(EAQQEC) cogunlukla goriilmektedir. Bagisikligi baskilanmis kisilerde (AIDS)
E. coli daha yaygin goriilmektedir.
Diffuz adherent Yaygin adhezyon ile karakterize olup g¢ocuklarda kronik olarak
(DAEC) E. coli | goriilen piring suyu goriiniimiinde ishale neden olmaktadir.

Enterohemorajik
(EHEC) E. coli

Baslica kaynak ruminantlar olmakla birlikte diger hayvanlarda da
bulunabilmektedir.

Bu patotip enterohemolizin (verotoksin) ve sitotoksin (shigatoksin)
iireterek mikrovilluslarda tutunma ve bozma lezyonlarina sebep olarak
etkinlik gostermektedir.

Enfeksiyon dozu oldukea ¢ok diisiik olup 101-102 kob/g’dir.

Bu patotip hemorajik kolit ile bagirsak kasilma-gevseme rtime
bozukluguna, akut renal yetmezlige kadar uzanan hemolitik tiremik
sendroma (HUS), kan yikimi ve kan pulcuklarinda azalma ile
karakterize olan trombotik trombositopenik purpura (TTP) gibi ciddi ii¢
hastalik tipine sebep olmaktadir.

Agrili, sadece kan veya kanli ishale neden olmaktadir.




2.1.2.6.1. Patojen E. coli patotipleri
2.1.2.6.1.1. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

Turistlerde goriilen ishallerin yaygin sebepleri arasinda yer alan ETEC’in
1960’11 yillarda ishalli hastaliklar ile baglantili oldugu anlasilmigtir. Genellikle
gelismekte olan iilkelerde enterotoksijenik E. coli kaynakli hastaliklarin yiiksek
oldugu, cocuk Oliimlerinde enfeksiyon etkenleri arasinda onemli bir yere sahip
oldugu gelismis tilkelerde ise salgina g¢ok rastlanilmadigi bildirilmistir (Eklund
2005).

Inkiibasyon siiresinin 8-44 saat gibi kisa siirmesi, gelismekte olan iilkelerde
hijyen kriterlerinin yetersiz olmasi, 6zellikle peynir gibi siit {irlinlerinin tiiketilmesi
gida sektoriinde calisan kisilerin insan digkisiyla kontamine olmusg sular ile temas1
etkenin yayilmasinda rol oynamaktadir (Nataro ve Kaper 1998). Piring suyuna
benzeyen ishale sebep olmakta ve rahatsizlik 24-30 saat devam etmektedir (Eklund
2005).

ETEC suslar1 sicakliga direncgli (ST) ve sicakliga duyarli (LT) toksin iiretir.
Stabil toksin (ST) enzimlere ve organik coziiciilere de direnglidir. Labil toksin
(LT)’in aminoasit dizilimi kolera toksin ile %75 oraninda benzerdir. Enterotoksijenik
E. coli suslarindan en ¢ok (%35) stabil toksin (ST) salgilanmaktadir (Eklund 2005,
Willke 2008).

2.1.2.6.1.2. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

Enteropatojenik E. coli enfeksiyonlar1 genellikle yilin sicak aylarinda artis
gostermektedir. Bebeklerde ve kiigiik ¢ocuklarda akut ya da kronik ishal ile seyreden
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Enteropatojenik E. coli’ye bagli enfeksiyonlar
capraz kontaminasyon el, bebek mamas1 ile fekal-oral yolla olmaktadir.
Enfeksiyonun yayilmasinda hastane ve bakim merkezleri de Onemli rol
oynamaktadir. Hayvan digkilariyla kontamine sularla sulanan sebzeler, pastorize
edilmemis meyve sulari, siit ve {irlinleri gibi vb. gida maddelerini tiiketen kisilerde

kanlt ishal ve karin agrisi meydana geldigi bildirilmistir. Enteropatojenik E. coli



(EPEC) kaynakli enfeksiyonlarda, sulu, kansiz ve mukuslu ishal goriilmektedir
(Arslan, 2008).

Tutunma ve bozma etkisi, histopatolojik olarak EPEC enfeksiyonunun en
onemli Ozelligidir. Bu etki enterositler arasindaki siki bagmn zayiflamasina sebep
olarak mikrovilluslarin kaybolmasma neden olmaktadir. Bunun sonucunda da

dogrudan sivi kaybi1 sekillenmesine bagl olarak ishal olusturmaktadir (Park ve ark.
1999, Willke 2008).

2.1.2.6.1.3. Enteroinvazif E. coli (EIEC)

Yetiskinler ve c¢ocuklarda Shigella ile benzer hastalik semptomlari
gostermektedir. Kontamine olmus gidalarmn tiiketilmesiyle alman EIEC, kolon epitel
hiicrelerine niifuz ederek M hiicreleri ve makrofajlar ile miicadele etmek suretiyle
hiicrelerin 6liimiine sebep olur. Enfektif dozu (106 -108 kob/g) yiiksek oldugu igin,
Shigella’dan (104 kob/g) farklidir (Bessesen ve ark. 1991, Nataro ve Kaper, 1998,
Arslan 2008).

Kontamine olmus gidalarin sindirilmesini takip eden 12-72 saat sonra
semptomlar goriilmeye baglar. Karm agrisi, ishal, kusma, ates, atese bagh listime ve
halsizlik goriilen en 6nemli semptomlardir. EIEC suslar1 enterositlere baglanarak
hiicrelerin yikimima sebep olmaktadirlar. Enteroinvazif E. coli patotipi Shigella
benzeri Tip 1l sekresyon sistemini (T3SS) kodlayan invazyon plazmidi de
bulundurur (Eklund, 2005). EIEC, epiteli istila ederek hiicrelerin sitoplazmasinda
hareketli aktin kamgilariyla diger hiicrelerin igerisine girer. Kolon epitel hiicrelerinin
nekrozuna neden olarak yiiksek atesli, mukoid ve kanli ishale sebep olmaktadir

(Nataro ve Kaper 1998).
2.1.2.6.1.4. Enteroagregatif E. coli (EAEC veya EAggEC)

Gelismemis tilkelerde kiiciik yastaki ¢ocuklarda belirli bir popiilasyonda
diyare, gelise asamasinda olan iilkelerde turist ishalleri, bagisikligi diisiik olan
insanlarda (AIDS gibi) gegmeyen ishallere neden olmaktadir. EAEC ishali hafif

inflamasyon karm bolgesi krampla seyreden agrilara ve ates gibi Septomlari
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gostermektedir ancak diskida biiyiikk ¢ogunlukta kan ve lokosit gézlenmez (Murray
ve ark. 2009).

2.1.2.6.1.5. Diffiiz adherent E. coli (DAEC)

Yaygin diffuz adhezyon ile karakterize olup ¢ocuklarda kronik olarak goriilen
piring suyu goriiniimiinde ishale neden olmaktadir. Hiicrelere adhezyon yoluyla
tutunduklar1 zaman diffiize olurlar. Iki farkli adhesin genine sahip olmasi yaninda
yapilan c¢alismalarda intimin varligi da belirlenmistir. Patogenezi tam olarak
aciklanamayan Diffuz adherent E. coli patotipinin, epitelel hiicrelerine yaygin olarak
tutunmalari, a-hemolizin iiretmeleri ve karakterize oldugu sitotoksik nekroz faktor 1

olarak bildirilmistir (Halkman ve ark. 2001, Eklund 2005).
2.1.2.6.1.6. Enterohemorajik E. coli (EHEC)

Enterohemorajik E. coli patotipi, enterohemolizin ve sitotoksin {iiretir ve
bunlar mikrovilluslarda tutunma ve bozma (A/E) lezyonlarina sebep olurlar (Caprioli
ve ark. 2005, Ongen, 2008). EHEC’in en Onemli patojen serotipi E. coli
O157:H7’dir. Bu grupta bulunan o6teki patojen serotipler O26:H11, O26:H32,
026:H-, 055:H7 O111:H8, O111:H-, O113:H21 ve O117:H14 ’dir (Nataro ve
Kaper 1998).

EHEC serotiplerinin patojenitesinde hem tutunma hem de bozma
mekanizmalarinda shiga toksinleri rol alir. Shiga toksin (verotoksin) iireten E.
coli’nin bozma ve yapisma 6zelligi olan enterosit bozma lokusu (locus of enterocyte
effacemenet: LEE) genleri de mevcutsa bu serotipe EHEC denir. EHEC serotipleri
ayni zamanda EHEC hemolizini de salgilamaktadir. EHEC serotipleri gevis getiren
hayvanlarin mide bagwrsak dogal florasinda bulundugundan bu hayvanlardan elde
edilen etlerin kontamine olma ihtimali ¢ok yiliksek olup bu kontamine etlerin
yeterince pisirilmeden tiiketilmesiyle insanlara bulasir. EHEC’in enfeksiyon dozu
oldukg¢a diisiik olup, 100 bakteriden azdir. Bu patotipin etkisi hem tutunma ve bozma
mekanizmasi hem de Shiga toksin 1 ve 2 ile ger¢eklesir. Shiga toksininin A ve B alt
birimi olmak {izere 2 birimi vardir. Bunlar hiicre reseptorlerine baglanmak suretiyle
hiicre igerisine aliirlar. Sindirim sistemindeki epitel hiicrelerinden gegerek bagirsak,

bobrek ve diger organlara sonra da onlarin kilcal endotellerine zarar verir.
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Intravaskiiler koagulasyon sekillenir ve trombositopeni, mikroangiopatik hemolitik
anemi ve bobrek yetmezligine gibi dnemli hastaliklara sebep olur (Bell 2002, Willke
2008).

EHEC’in alt grubunda bulunan diger serotipler bulasici 6zelliktedir.
Hayvanlarda hastalik sebebi olarak diigiik olrak tespit edilmistir. Gevis getiren
hayvanlar 6zellikle sigirlar EHEC serotiplerinin baslica kaynaklaridir. Salginlar,
gevig getiren hayvanlarin fekal materyalleri ile direk ve indirek olarak kontamine
olan et ve siit iirlinleri, meyve veya sebzelerin tiiketilmesi ve igme sulari ile
olusmaktadrr. Kanatali ve domuz gibi canlilarda EHEC rezervuar olarak

degerlendirilmektedir (Caprioli ve ark. 2005).
2.2. E. coli O157:H7
2.2.1. Genel Ozellikleri

E. coli O157:H7 ilk kez Kaliforniya'da kanli diyareli bayan hastadan 1975
yillarinda tespit edilmistir. E. coli O157:H7’nin gida patojeni oldugu ilk olarak 1982
senesinde ABD ve Kanada’da hazir yiyecek satan restoranlarinda az pisirilmis
hamburgerin yenmesi sonucunda 2 kisinin ishal olmasi ile tespit edilmistir (Park ve
ark. 1999, Dontorou ve ark. 2003, Varela-Hernandez ve ark. 2007).

Insanlarda hastalik etmeni olan Shiga toksini iireten birkag serotipten birisi
olan organizmanin evrimlesmesinin Shiga toksinleri ve diger viriilans faktorleri i¢in
genlerin yatay olarak edinilmesi seklinde oldugu tahmin edilmektedir. Saglikli sigir
diskilarinda diizenli olarak bulunan E. coli O157 insanlara gida, su ya da enfekte
olmus hayvan ve insan digkilarindan kontaminasyon yoluyla bulasmaktadir. E. coli
O157:H7 klinik olarak bakildiginda bir halk sagligi sorunudur. Genellikle gida
kaynakli bulasilarla halk sagligimi tehdit eden ve gida giivenligi konusunda karsimiza

cikan bu patojen sonuclar1 6liime kadar varan saglik sorunlarina yol acabilmektedir

(Mead ve Griffin 1998).

Bu bakterinin rezervuari sigirlar olmakla beraber koyun, kegi, geyik, marti,
domuz, kopek ve tavuk gibi hayvanlar oldugu goriilmiistiir. Genelde digkida goriilme

oranmt %0-10 arasinda ve gen¢ hayvanlarda goriilme sikligi daha fazladir. Sigir
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digkisinda 70 giine kadar 5°C’lik sicaklikta canliligini korumakta ve verotoksin

iretmeye devam ettigi goriilmistiir (Temelli 2002).

Bazi arastirmalar ile 6zellikle siit inekleri ve sicakkanli memeliler ve kanatli
hayvanlarin digkilarinin atilimiyla et ve siitiirinlerine, topraga, suya ve tiim ¢evreye
yayilabildigi ve bu yollarla diger hayvanlara bulastigi géstermistir (Halkman ve ark.
2001).

E. coli O157:H7 serotipi, Hemorajik Kolitis (HC), Hemolitik Uremik
Sendrom (HUS) ve Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP) gibi canlilarda iig
temel hastalifa neden olmaktadwr (Willke 2008). Verotoksin iiretme yetenekleri
nedeniyle  Enterohemorajik E. coli suslart  verotoksijenik olarak da
isimlendirilmektedir. S. dysenteria Tip | ile Enterohemorajik E. coli’nin
semptomlarmin ayni olmasi ve Shiga benzeri toksin olusturmasi sebebiyle E. coli

STEC diye de adlandirilmaktadir (Caprioli ve ark. 2005).

Shiga toksinler (Stx), EHEC’in viriilans faktorii olarak kabul edilir. Stx1 ve
Stx2 olmak iizere iki temel toksin tipi vardir. Bazi EHEC serotipleri yalnizca Stx1
bazilar1 yalnizca Stx2 iiretirken, serotiplerin ¢cogu her ikisini de iiretebilmektedir.
Stx1 esas olarak Shiga toksin ile benzerdir, buna ragmen Stx2 ve varyantlari

farkliliklar gostermektedir (Arslan 2008).
2.2.2. E. coli 0157:H7’nin Biyokimyasal Ozellikleri

E. coli O157:H7 serotipi 157 adet somatik (O) ve 7 adet flageller (H) antijeni
olmasi sebebiyle bu isimle adlandirilmistir (Karmali ve ark. 1983). B-glukoronidaz
enzim aktivitesinin bulunmamasi, sorbitolii 48 saatte fermente edememesi, 44,5
°C’nin lizerinde iireyememesi, enterohemolizin iiretmesi ve “eae” genine sahip
olmasi ile diger E. coli serotiplerinden ayrilmaktadir (Park ve ark. 1999, Dontorou ve
ark. 2003).

E. coli O157:H7, Gram negatif basil, fakiiltatif anaerobik, hareketli, %6,5
NaCl igerisinde iireyebilen, diisiik sicakliklara direngli, yiiksek 1siya direngsiz
mikroorganizmadir (Coia, 1998). E. coli O157:H7’nin en diisiik tireme sicakligi 6 °C
olup 30- 42 °C sicakliklarinda iyi tireyebilmektedir. Optimal iireme sicakhigi 37 °C

olup ve 44-45 °C’de ise iremesi yavaglar veya ilireyemez. Bu nedenle E. coli



13

0157:H7, E. coli’nin iireyebilesi igin belirlenen 44-45 °C’lik inkiibasyon araliginda

izole edilemez. E. coli O157:H7’nin optimal {ireme kosullar1 Tablo 3’de sunuldu.

Tablo 3: E. coli O157:H7'nin Ureme Kosullar1 (Erol 2007, Bekar 2019).

pH Sicakhk aw
Minimum-
) 4,4-9,0 6-42°C 0,95/-
Maksimum
Optimum 5,7-7,5 37°C 0,99

E. coli O157:H7 enfeksiyonlarindan korunmada en etkili yontem termal
inaktivasyondur. E. coli O157:H7 nin ideal pH degeri 7,2 olup pH 5,7-7,5 araliginda
etkin {irerken pH degeri 3,6 olan ve buzdolabinda muhafaza edilen gida
maddelerinde canliligini koruyabilmekte, pH degeri 4,0 olan sivi ortamlarda ise
ireyebilmektedir. E. coli O157:H7’nin asidik ortamlara direngli olmas1 onu diger

patojenlerden ayiran en 6nemli 6zelliklerinden birisidir (Coia 1998, Erol 2007).

E. coli O157:H7 serotipi diisiik sicaklikta korunan veya dondurulmus
maddelerde, asidik ve diisiik su aktivitesine sahip gida maddelerined canliligini uzun
siire koruyabilmekte ve negatif cevre sartlarma uyum saglayarak saglamlilik
kazanmaktadir. E. coli O157:H7’nin pH 4,5-5,5 degerlerindeki ortamlarda aside
uyum sagladigi ve direngli hale geldigi bildirilmistir (Leenanon ve Drake 2001,
Tosun ve Goniil 2003). E. coli O157:H7’nin biyokimyasal testleri ve test sonuglar1
Tablo 4’te sunuldu.
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Tablo 4: E. coli 0157:H7’nin Biyokimyasal Test Ozellikleri (Ratnam ve ark. 1988).

Testler E. coli O157:H7 test sonuglari
Laktoz, glikoz, sukroz fermantasyonundan Gaz ve asit olustururlar
Sitrat (citrate) Negatif
Sorbitol fermentasyonu Negatif
Indol testi Pozitif
Ure testi Negatif
B-glukoronidaz enzim aktivitesi (MUG) Negatif
Hareket testi Pozitif
Hidrojen Silfiir (H2S) testi Negatif
Lizin Dekarboksilaz (LIA) testi Pozitif
Metil Red (MR) testi Pozitif
Voges Proskauer (VP) testi Negatif

E. coli O157:H7, E. coli’den farkli olarak B-glukoronidaz enzim aktivitesine
sahip olmadig1 bildirilmistir. E. coli O157:H7, indol, Metil Red, hareket, Lizin
Dekarboksilaz testleri pozitif, VVoges Proskauer, Simmons Sitrat, Hidrojen Siilfiir,
Ure testi, Sorbitol fermentasyonu ve B-glukoronidaz enzim aktivitesi negatiftir.
Triple Sugar Iron (glikoz, laktoz ve sukroz) Agar ile yatik olarak hazirlanan tiipiin
dip kisminda glikozu kullanarak gaz ve sar1 renk, yiizey ve u¢ kisimda laktozu ve
sukrozu kullanarak sar1 renk olusturur (Ratnam ve ark. 1988, Karch ve Bielaszewska
2001).

2.2.3. E. coli 0157:H7’nin Patojenitesi ve Virulens Faktorleri

E. coli O157:H7’nin virulensi, adezin, hemolizin, intimin, 0157
lipopolisakkaritleri, shiga toksin ve tip III sekresyon sistemi gibi bircok faktore
baglidir. E. coli O157:H7, S. dysenteriae tip 1’in sentezledigi toksine benzer 6zellikte
“shiga benzeri toksin 1 (stx 1)” ve “shiga benzeri toksin 2 (stx 2)” olarak
isimlendirilen farkli iki toksin de iiretmektedir. E. coli O157:H7’nin patojenitesi
irettigi toksinlerin Vero ve HelLa doku Kkiiltiir hiicrelerine yapmis oldugu toksik
etkilerden kaynaklanmaktadir. Bu toksik etkileri nedeniyle verotoksin 1 ve

verotoksin 2 diye de isimlendirilmektedir. Verotoksin sentezleyen E. coli O157:H7
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zarar verme oran1 yiksek ve tehlikeli patojen bakterileri grubunda
degerlendirilmektedir. H7 antijeninden ayri olarak farkli H antijenleri de tanimlanmis
fakat verotoksijenik olarak degerlendirilmemistir (Coia 1998, Halkman ve ark.
2001).

Verotoksinler, yapi1 itibari ile S. dysenteriae’nin iirettigi toksinlere benzer
yapida olduklar1 i¢in Shiga-like toksinler (SLT-1= VT-1; SLT-1l= VT-2) seklinde
adlandirilmistir (Beutin ve ark. 2004, Eklund 2005, Kim ve ark. 2005, Jamshidi ve
ark. 2008). Verotoksinler ile shiga toksinlerin benzerligi immundifiizyon, ELISA vb.
yontemler kullanilarak tespit edilmis olmasina ragmen, molekiil agirhigr ve
izoelektrik noktasi gibi 6zellikler E. coli verotoksinlerinin shiga toksinlerinden ayirt
edilebildigini ortaya koymustur (Halkman ve ark. 2001, Eklund 2005).

HC, HUS ve TTP sendromlarinda olusan ishallerin de verotoksinlerden
kaynaklandig1 belirlenmistir. HC’nin shiga benzeri toksinin bagirsak bosluguna
salimmasiyla ortaya c¢iktigi, mukozal ylizeylerde apoptik hasarlara sebep oldugu
belirlenmistir. HUS ve TTP’nin ise shiga benzeri toksinin kan dolagimina karisarak
vaskiiler endoteliyal hiicrelerine daha sonra da bobrek hiicrelerine hasar verdigi

bilinmektedir (Dunn 2003).

Insan ve hayvanlarda bircok hastaliga sebep olan E. coli O157:H7, bagirsak
epitel hiicrelerine baglanabilme ve bagirsaklarda kolonize olma ozellikleri gibi
viriilans faktorleri bakimmdan da dikkatleri tizerine ¢ekmektedir. HC ve HUS
enfeksiyonlara sebep olurken, intiminde sindirim sistemine tutunmayi kolaylastirir

(Caprioli ve ark. 2005).

Enterohemorajik E. coli ve o6zellikle O157:H7 serotipi, gastrointestinal
bolgheyi etkileyerek isahale neden olan en iyi belgelenmis ve iyi bilinen E. coli
serotipidir. Enterohemorajik E. coli’nin 6nemi hastaligin siddetinde yatmaktadir.
Binlerce insanin enfekte oldugu salginlar, kanli ishal ve HUS seklinde ciddi hastalik
tablosuna neden olmakta ve hatta 6liimle sonug¢lanabilmektedir (Chattaway ve ark.
2011).

E. coli O157:H7’nin enfeksiyon dozu olduk¢a diisiik olup 1-100 kob/g’dur.

Miktar1 az olsa bile hastaliga sebep olabilmeleri, mide asidine dayanikli
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olmasindandir. E. coli O157:H7 pH’s1 diisiik ortamlarda asite tolerans gelistirerek
boylelikle canliligini korur (Park ve ark. 1999).

2.2.4. E. coli O157:H7'nin Bulasma ve Yayilmasi

E. coli O157:H7, sigirlar basta olmak {izere diger gevis getiren hayvanlar ile
kedi, kopek gibi enfekte sicakkanli hayvanlarin diskilarinda da bulunabilmektedir
(Tosun ve Goniil 2003). E. coli O157:H7’nin yaygmligini iklim, rezervuar canlinin
tiiri, yas orani ve cinsi, beslenmesi gibi etkenler etkilemektedir (Chapman ve ark.
1993). Bahar ve yaz aylarinda yayginlig1 daha yiiksek, kis aylarinda ise yayginligi
daha diisiiktiir. Bu patojene musir silajiyla beslenen hayvanlarin sindirim sisteminde
normal besleme yapilan hayvanlara oranla daha yiliksek miktarlarda goriilmiistiir
(Chapman ve ark. 2001). E. coli O157:H7’yi tastyan hayvanlar digkilar1 ile meyve,
sebzeler, et, silit vb. gidalar1 ve sular1 kontamine etmesine bagli olarak etkenin
cevreye yayllmasma sebep olabilmektedirler. Hayvanlarla direk temas da etkenin
insanlara bulagmalara neden olabilmektedir (Caprioli ve ark. 2005). insanlardaki E.
coli O157:H7 enfeksiyonlarinin bulasma sebebi hastalik almis sigirlardir. Sigirlar ve
diger sicak kanli hayvanlar semptom goOstermeden etkenini tasirlar ve bunlari
diskilariyla da gevreye bulastirirlar. E. coli O157:H7’nin toprakta 130 giin ve diskida
50 giin canli kalabildigi ve enfeksiyon yapma o6zelligini korudugu bildirilmistir
(Karmali ve ark. 1983). E. coli O157:H7’nin bulasma sekilleri ve rezervuar haritasi

Tablo 5’°te sunuldu.
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Tablo 5 : E. coli O157:H7’nin Bulasma Sekilleri ve Rezervuarlar1 (Armstrong ve
ark. 1996).

Kontaminasyon

Capraz

Direkt
Bulasma

Bulasma

Gida Kaynakh
Bulasma

Kisiler Arasi
Bulasma
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E. coli O157:H7’ye ilk olarak Kuzey Amerika’da rastlanmis olmakla birlikte
6 kitada ve bircok iilkede vakalar goriilmiistiir (Halkman ve ark., 2001; Esameili ve
ark. 2015). E. coli O157:H7 salgnlarmm bir¢ogunun et ve iriinlerinden
kaynaklandig: sigirlarm diskilariyla enfekte olan tiim gidalarin ve suyun en 6nemli
kaynak oldugu bildirilmistir (Doyle 1991, Park ve ark. 1999, Dontorou ve ark. 2003).
Diinyada E. coli O157:H7°den kaynaklanan biiyiik salginlar Tablo 6’da sunuldu.

Tablo 6 : Diinyada E. coli O157:H7’den Kaynaklanan Biiyiik Salginlar (Bekar
2019).

Vaka Sayisi
Uriin Olasi bulasma nedeni " / g Kaynak
Oliim Ulke
Sayisi
Sandvic Huzurevinde kisiden 73/13 1985 | Carter ve
kisiye Fransa | ark. 1987
Kontamine su ile 61/3 1996 | Hilborn ve
yikanmis sebzeler ve ABD | ark. 1999
Salata sebze yetistirilen
bahgelere hayvanlarin
girmesi
Beyaz turp Turp filizlerinin 12.000/12 1996 | Gutierrez
filizli okul kontamine su ile Japonya | 1997
yemegi yikanmasi
Kontamine etlerin 512/17 1996- | Cowden ve
kasaplarda hijyen 1997 | ark. 2001
Et ve iirtinleri | sartlarina uyulmayarak Iskogya
satisa sunulmasi ve
yetersiz pisirilme
Kontamine sigir eti ve 21.244/2 2007 CDC, 2007
Dondurulmus kiimes hayvanl arm@an ABD
pizza elde edllep tirtinlerin
donmus pizzalarda
kullanilmasi
Tarim alanlarinin 210/5 2018 CDC, 2018
kontamine su ile ABD
Romen
marulu yikanmasi1 ve hayvanlarin
tarlalara girmesi yetersiz
hijyen kosullar1
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Bu patojenin bulagmasina ve yayilmasina kaynak olarak kontamine sigir eti
kiirlenmis ve kurutulmus salam-sucuk gibi gidalar, ¢ig siitten iretilen peynirler,
kontamine sebze ve meyveler, beyaz turpun yesil kismi, meyve sular1 (pastorize
edilmemis) gosterilmektedir (Halkman ve ark. 2001, Bell 2002, Caprioli ve ark.
2005).

Enfeksiyonu tasiyan sigirlar ve diger sicak kanli hayvanlarmn ekili alanlara
girmeleri, ¢ift¢ilerin bu hayvanlarin giibrelerini tarlaya bahgeye dagitarak kullanmasi
ve arazi sulamada atik sularmm kullanilmasi sonucunda meyve ve sebzelerin
kontaminasyonunun sekillenmesine ve bakterinin yayilmasma olanak saglamaktadir

(Galli ve ark. 2016).

Kesimhanelerde gorevli personel, kesim asamalarinda derinin yiiziilmesi, i¢
organlarin c¢ikarilmasi ve etin parcalanmasi gibi tiim asamalarda kullanilan alet ve
ekipmanm hijyenik kosullar1 saglamadiginda etler kontamine olabilmektedir.
Kontamine etlerin yiizeyindeki E. coli O157:H7; etlerin par¢alamasi ve kiyilmasi
gibi ylizey hacimlerinin arttig1 tiim asamalarda etin i¢ kisimlarina kadar gecebilmekte
ve tlketilmeden Once yeterince 1sitma islemi uygulanmadiginda canliligmi
koruyabilmekte ve insan saghigmi tehdit eden onemli bir risk teskil etmektedir
(Doyle 1991, Scott ve ark. 2006). 2010-2022 yilar1 arasinda E. coli O157:H7

salgmlar1 Tablo 7°de sunuldu.
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Tablo 7 : 2010-2022 Yillar1 aras1 Diinya’da E. coli O157:H7 Salgmlar1 (Bekar 2019;
CDC 2019; CDC 2021).

Ulke ve Uriin Olasi bulasma Nedeni Kaynak
Yil
Tiirkiye 2010 | Taze et ve Kesim sirasinda fekal Cadirct ve ark.
hazir kofte kontaminasyon 2010
ABD 2010 Sigir karkasi Kesim sirasinda fekal CDC, 2010
kontaminasyon
Hollanda Gouda peyniri | Cig siit veya yeterince Mc Collum ve
2012 pastorize edilmemis siit ark. 2012
Fransa 2010 Kiyma Kesim sirasinda fekal King ve ark.
kontaminasyon 2014
Fransa 2011 Dondurulmus | Kontamine sigir karkasi King ve ark.
kiyma 2014
iirtinleri
ABD 2011 Marul Kontamine su Slayton ve ark.
2011
ABD 2014 Dana kiyma Kontamine si1gir karkasi CDC, 2014
Kanada 2014 | Domuz et Kesim sirasinda fekal Honish ve ark.
uriinleri kontaminasyon, kontamine 2017
domuz karkas1
ABD 2015 Tavuk eti Costco Rotisserie tavuk CDC, 2015
salatasi
ABD 2017 Yesil yaprakli | Kontamine su CDC, 2017
sebzeler
ABD 2018 Romania Kontamine su CDC, 2018
marulu
ABD 2019 Kiyma Kontamine s1g1r eti CDC, 2019
ABD 2021 Paketli salata | Kontamine su CDC, 2021
ve bebek
1spanak

2.2.5. Klinik Belirtiler

Grup olarak EHEC grubuna dahil olan E. coli O157:H7, asemptomatik
tastyicilik dahil olmak iizere; sulu diyare, kanli digkilama, hemorajik kolit ve

hemolitik tiremik sendrom (HUS)’a uzanan genis klinik tablolara sebep olur.
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E. coli O157:H7 serotipi halk sagligini etkileyen dnemli enterik patojenlerden
birisidir (Park ve ark. 1999). E. coli O157:H7 viicuda alindiktan sonra 2-4 giin
icerisinde karin bolgesinde, kramplar, bulanti, kusma, kanli diyare gibi belirtiler
goriilirken bazan da hi¢ belirti gostermemekte ya da orta siddette ishaller
goriilebilmektedir (Nataro ve Kaper 1998, Park ve ark. 1999).

Bu belirtilerden baska septisemi, menenjit ve tiriner sistem enfeksiyonlar: da
goriilebilmektedir. E. coli O157:H7’ nin sebep oldugu enfeksiyonlar bagisiklik
sistemi zayif olan veya zayiflamis kisilerde Ozellikle cocuk ve yashlarda daha
siddetli seyreder. E. coli O157:H7 enfeksiyonlar1 daha fazla etkisini gésterdiginde
HC, HUS ve TTP seklinde isimlendirilen, tedavi edilmezse 6liimle sonuglanabilen

hastaliklara da sebep olabilmektedir (Reitsma ve Henning 1996; Park ve ark. 1999).
2.2.5.1. Hemorajik Kolit

Hemorajik Kolit, 1982 yilinda Oregon ve Michigan’da sulu kanli ishale sebep
olmus ve iki olayda da benzer yerlerde hamburger tiiketimi ile meydana gelmistir.
Karin bolgesinde kramp, kanli diski ve ¢ok az ates gibi klinik belirtilere sebep
olabilmektedir. Bu vakalar arastirilmasi sonucunda yari1 oranda digkida E. coli
O157:H7 izole tespit edilmistir. Ileri zamanlarda ise bu serotipin Stx iirettigi
gorlilmiistiir. Arastirmalar sonucunda Stx sentezi hemorajik kolitin en 6nemli

sebeplerinden birisi olarak kabul edilmistir (Nataro ve Kaper 1998).

Hemorajik kolit ansizin ¢ikan abdominal kramplarla kendini gosterir. 24-48
saat igerisinde sulu diyare olarak devam eder. ilk baslarda gdzlenen diyaredeki kan
orani zamana ve etkene bagli olarak artarak devam eder. Hastaligin goriilmesi 3 ile 9
glin arasinda (ortalama 4 giin) olarak goriilmiis ve hastalik siiresi 2 ile 9 giin arasinda
degisiklik gostermistir. Genel olarak hastalik 8 giin siirdiigii, belirtilmistir. Kramp
agrilar1 apantist agrilarina benzetildigi ve kan oranmnin dogum yapan kisi ile
benzerlik gostermistir. Atesin ylikselmesi ve kanli digki goriilmesi bu hastaligin

dizanteri ve invaziv E. coli den ayiran 6zelligidir (Halkman ve ark. 2001).
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2.2.5.2. Hemolitik Uremik Sendrom

1955 yilinda tespit edilmis ve tanimlama yapilmistir. HUS ¢ocuklardaki akut
renal yetmezligin temel sebeplerinden birisidir. Siklikla havalarm 1smmasi ve yaz
aylarina yakin siirelerde sporadik vakalar ve kiiciik epidemiler halinde goriiliir.
Genelde kanli ishalle ilerleyen bu hastalik tablosu gastroenteritisi takip ederek
mikroanjiopatik hemolitik anemi, trombositopeni ve akut bobrek yetmezligi ile
bilinir. Hastaligin morbilitesi oldukca diisiitiir. Ozelikle genc¢ ve ileri yaslardaki
inanlar gozlenir (Arslantiirk 1996). Ileri yaslardaki insanlarda HUS; ates ve
Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP) gibi 2 06nemli hastalikla bereber
seyredebilir. Boyle durumlarda hastaligin mortalitesi %50 ulasabilmektedir
(Halkman ve ark. 2001). HUS belirtisi olan hastalarda sarilik ve tansion gibi
rahatsizliklar: tetiklemektediir. Ileri durumlarda kan nakline ve diyalize gereksinim
olabilecegi, kalp sorunlarinin olacagi (Kalp yetmezligi, kalp krizi), koma gibi
kardiovaskiiler ve merkezi sinir sistemi klinik tablolaraa sebep olabildigi goriilmiistiir
(Ozbas ve Aytac 1995). Yapilan bir arastirmada Kanada ve ABD’de HUS’lu
hastalarin %90 oraninda verotoksin iireten bakterinin E. coli oldugu tespit edilmistir
(Arslantiirk 1996).

2.2.5.3. Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP)

TTP, mikroanjiopatik hemolitik anemi, trombositopeni, sinirsel hastaliklar,
bobrek hastaliklar1 ve normalin iistiinde viicut 1s1s gibi ciddi rahatsizliklarla beraber
goriilir. TTP ile HUS hastaligr birbirine olduk¢a benzerdir. TTP 6zellikle ileri
yaglarda gozlenir ve diyare gibi belirtiler gozlenmez. Arastrmalar soncunda
hastalarin %14 oraninda abdominal agrilar oldugu bildirilmistir. (Arslantiirk 1996).
TTP’de merkezi sinir sistemi bozuklugu spesifik ozelligidir. TTP tespit edilen
hastalarda beyinde zamanla beyin bolgesinde kan pihtilar1 birikir ve 6lim

gerceklesebilir (Doyle ve ark. 1987).
2.2.6. Teshis

Klinik ve nekropsi bulgular1 dikkate alinmalidir. Laboratuvar muayenelerinde

yeni 0lmiis veya agoni halinde hayvana ait organlar getirilmelidir. Bakteriyoskopi;
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yapilan preparatlarda Gram negatif ¢omaklarin goriilmesi E. coli enfeksiyonlarini
akla getirilir. Kiiltiir; kanli agar, MacConkey ve EMB agar ile teshisi
yapilabilmektedir.

Asilanan sigirlarda ve bu sigirlardan beslenen buzagilarin kan serum/plazma
orneklerinde IgG seviyesinin tespit edilmesi i¢in SRID ve ELISA testleri gibi buna
benzer immiinoglobulinlerin tespitinde kullanilan bicok test mevcuttur

kullanilabilmektedir (Gelsinger ve ark. 2015).

Single Radial immunodiffiizyon (SRID) Testi; Bu test immunoglobulinlerin
tespit edilmesi ve smiflandirilmasina bagh olarak hastaligin tespitinde kullanilan

testlerden Dbirisidir. Bu test hizli, giivenilir, tekrarlanabilirolmasi 6nemli
ozelliklerindendir (Selim ve ark. 1995).

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Testi; Ilerleyen zaman
diliminde buzagilarda serum lg seviyesinin Gl¢lilmesiyle tespit yapilir. SRID gibi
dogruluk orami yiiksek olan ELISA teshis yontemlerinden birisidir. Immunoglobulin
oraninin 6rneklerde tam olarak saptanmasi, yontemin 6nemli bir avantaji olmasina
karsi, pahali olmasi ve laboratuvar ortami gerekliligi gibi dezavantajlar1 vardir

(Giingér ve Ozyurtlu 2005).

Hayvan deneyi; 6zellikle ETEC suslarini belirlemek amaciyla yapilir. Farkli
hayvanlarda bagirsak ligatiir (lup) testleri ve fare testi ile ST-I saptanabilir. Bakteri
kiiltlir siipernataninin fareye perkutan enjeksiyonundan sonra bagirsak sivisinin
Olglilmesi esasina dayanir. A/E lezyonu olusturan sus, doku kiiltiirii ile veya eae
genine (ya da LEE patojenite adasma) yonelik DNA probu veya PCR ile
saptanabilmektedir (Nataro 1998).

Serolojik testler; Virulent olanlar1 (K88, K99, F41 vb.) aviriilentlerden
ayirma, Lam-lateks agliitinasyon, HA, Elisa assay kit (EIA) ve PCR yontemleridir.

2.2.6.1. Real-Time PCR

Molekiiler tanimlama igerisinde yer alan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR),
klonlamaya ihtiya¢ duyulmadan niikleik asitlerin bir tiip i¢erisinde (in vitro) enzim
vasitastyla hizli ve kolay bir sekilde amplifiye edilmesi islemine dayanmaktadir. Ilk

defa 1985 tarihinde orak hiicre anemisi tanisinin konulabilmesi amaciyla, R. Saiki,
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K. Mullis ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis, 1993 yilinda da Nobel Kimya
Odiiliine layik goriilmiis bir tekniktir. Ayrica 1988 yilinda yiiksek sicakliklarda
yagayabilen Thermus aquaticus bakterisinde bulunan Taq DNA polimeraz enziminin
izolasyonu ile laboratuvar sartlarinda DNA sentezi gergeklestirilmis, boylece
PCR’nin kullanilabilirligi artmistir (Adigiizel 2006).

PCR; Denatiirasyon, Hibridizasyon (annealing) ve Amplifikasyon
(extensiyon) olmak lizere 3 temel basamaktan olusmaktadir. Bu basamaklar ise
toplamda 35 kez tekrarlanmaktadir. Birgok alanda kullanilan PCR yontemi ile, gida
kaynakli hastaliklara sebep olan patojen mikroorganizmalar saf kiiltlirlerde veya
secici besiyerlerinde biiyiitiilerek incelendigi gibi direkt olarak gida maddesinden,
ilgili patojenin DNA’sinin spesifik DNA ekstraksiyon kiti ile izolasyonu seklinde de
gergeklestirilmektedir (Aydin ve Sudagidan 2016).

PCR i¢in 1993 yilinda kullanilan thermal cycler cihazlarma bazi seckin
ozellikler eklenmis ve tek bir asamada DNA’lara 6zgii florasan boyalarin ya da DNA
problarmmn kullanildigi, ikincil nesil olan ve Real-Time PCR (gPCR) olarak
isimlendirilen yeni bir teknoloji, Higuchi ve arkadaslar1 tarafindan literatiire
kazandmrilmistir. Geleneksel PCR yonteminden farkli olarak, gergeklestirilen tiim
asamalar kapali bir tiip igerisinde, kontaminasyon riskinden uzak bir sekilde
uygulandigindan hata orani oldukca diistiktiir. Ayrica iiriinlerin analizi reaksiyonla
eszamanli olarak alinmakta olup, hedef bolgenin varligina ilaveten 6rnegin miktarida
Olgtilebilmektedir. Real-Time PCR yontemi, gen eckspresyon c¢alismalarinda
kullanilmasinin yani sira mikroorganizmalarin tanimlanmasinda,
genotiplendirilmesinde, tespit edilmesinde, gidalarn kalite kontrolii ve giivenliginin

belirlenmesinde de kullanilmaktadir (Harshitha ve Arunraj 2021).

Homojen PCR, Kinetik PCR, Kantitatif Real-Time PCR (RT-gPCR) gibi
isimlerle isimlendirilen bu teknolojide, gen ekspresyonu bir bilgisayar yardimi ile es
zamanli olarak gorsellestirilir ve DNA’nin hedef bolgesi ile interkalasyon yapan,
DNA amplifikasyonunu belirleyen bir raportor boya yontemi kullanilir. Real-Time
PCR’da amplifikasyon sonrasi elde edilen iiriiniin varligini ispatlamak i¢in DNA’y1
baglayan boyalar (SYBR Green I ve EtBr) ve hedef DNA’ya 0zgii problar
kullanilmaktadir (Tajadini 2014).



25

Varlig1 saptanmak istenilen DNA bolgesi, spesifik bir bdlge ise, saptamak
icin floresan isaretli problar kullanilmaktadir ki, bu yontemlerden biri, hidroliz
problar igerisinde yer alan TagMan Prob Yontemi olup, burada arttirilmak istenilen
hedef DNA bdolgesine komplementer olan ve floresan adaptorle saptanmig tek zincirli

problar yer almaktadir (Watson ve Li 2005).

Elde edilen iiriiniin varligin1 saptamak icin kullanilan yontemlerden biri de
spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA boyalarinin kulanilmasi islemidir. Bu baglamda
da en sik kullanilan boya SYBR Green I boyasidir. SYBR Green I, ¢ift zincirli
deoksiriiboniikleik aside (dsDNA) baglanir ve reaksiyon tiipiindeki dsSDNA miktarina
bagl olarak boyanin baglanma orami da artar. Boylece florasan boyanin verdigi
sinyalde baglanmayla dogru orantida artmaya baslar (Wang 2006). Bu yontem,
kullanim kolaylig1 ve diger yontemlere nazaran diisiik maliyetli olmasi sebebi ile

daha ¢ok tercih edilmektedir.

Floresan yogunlugu, Real Time PCR reaksiyonunda PCR iiriinlerinin
miktariyla dogru orantili olarak artar. Dongii esigi (Cycle treshold - Ct), bir floresan
sinyalinin belirli bir esigi gegmesi i¢in gereken dongii sayisi olarak tanimlanir. Ct,
numunelerde bulunan hedef DNA konsantrasyonunun bir belirtecidir. Baslangi¢
konsantrasyonu ne kadar yiiksek olursa Ct degeri o kadar kiigiik olur. Floresansin
dongii sayisia gore ¢izilmesi, reaksiyon sirasinda PCR iirlinlerinin birikimini temsil
eden bir egri olusturur. Kopya sayis1 bilinen DNA konsantrasyonlarina karsilik gelen
Ct degerlerine gore yapilacak c¢izimle standart bir egri olusturulabilir. Boylece,
incelenen numunelerdeki hedef DNA miktar1 Ct degerlerinin standart egri ile

kiyaslanmasi suretiyle hesaplanabilir (Gorski ve Csordas 2009).
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Resim 3: RT-PCR’1in Calisma Sistemi.
2.2.7. Tedavi, Koruma ve Kontrol

Hayvan yemlerinin temiz olmasi, hayvan miktarinin az olmasi ve diskilarin
ortamda c¢ok Dbekletilmeden wuzaklastirilmas: isletmelerde O©Onemli korunma
yontemlerinden bashicasidir. Kesimden sora etin kirlenmesinin engellenmesi ve
capraz kontaminasyona sebep olacak seylerden kagmilmasi gerekmektedir. Buna
paralel olarak sagim makinasi, materyallerin temizligi hastaliktan korunmanimn bag1

olarak kabul edilir. Etkenin klora karst duyarli olmasi su ve g¢evre temizliginde
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hastaliga korunma amaciyla kullanilmasi bilidirlmistir (Caprioli ve ark. 2005, Cigcek

2008).

Hayvanlara temas sonucunda el temizligi ve diger ortamlara bulagin
engellenmesi 6nemlidir (Caprioli ve ark. 2005, Cigek 2008). Mead ve Griffin (1998),
yapilan arastrmada gida sektoriinde hizmet eden personelin el temizligini etkin
sekilde yapmalari, E. coli O157:H7 enfeksiyonlarinin %34 oranmna kadar onledigi
goriilmiistiir. Ham maddeden son iiriine kadar genel hijyenik kurallarina uyulmasi ve
genel ¢apraz bulasmalara sebep verilmemesi hastaligi biiyiik Ol¢iide engellemistir

(Caprioli ve ark. 2005, Cigcek 2008).

Oncelik isahalli vakalarda kaybedilen sivinmn gerialinmasi saglanmali
(Altindis 2010). Buna gore agiz veya damar yolu ile tedavi uygulanmalidir. Etkenin
hizli atilm1 i¢in; bagirsak hareketlerini kisitlayan veya durduran ilaglarin

kullanilmamasina dikkat edilmelidir (Altindis 2010).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Cahisma Yasal izni

Calismanimn etik kurul izni, Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 29.08.2022 tarihli ve KAU- HADYEK/2022-133 numarali karar1 ile

onaylanmistir.
3.2. Cahsma Alam

Bu calisma, Eyliil- Aralik 2022 tarihleri arasinda Edirne merkez, ilge ve
koylerinden alinan Orneklerle gerceklestirildi. Calisma saha oOrneklemesi bu
lokasyonlara ait 79 adet ekstantif, yar1 ekstantif ve entansif tipli aile ve Ozel

isletmeler olusturdu.
3.3. Materyal

Calisma materyalini, Edirne merkez, ilge ve kdylerinde yer alan isletmelerde
yetistirilen 120 adeti buzagi, 80 adeti diive ve 200 adeti ergin sigir olmak tizere 400
hayvandan almmis taze digski 6rnekleri olusturdu. Diski 6rnegi alinan hayvanlarin

140’1 semptomik (ates, ishal veya halsizlik) ve 260°s1 asemptomatik olarak
kaydedildi.

3.1.1. Kullanilan Besiyeri
3.1.1.1. Modifiye Tryptone Soya Broth (mTSB)

Modifiye Tryptone Soya broth (mTSB), E. coli'nin patojenik serotiplerinden
olan o6zellikle E. coli O157:H7 serotipinin, gida iirinlerinde ve hayvan kaynakl
kontamine Orneklerde saptanmasi i¢in gelistirilmis bir zenginlestirme besiyeridir

(Merck Mikrobiyoloji El Kitab1 2011).

Modifiye Tryptone Soya broth (mTSB) ticari bir besiyeri olup (Ocumeda LAB M
LABI165 O157 Broth), igerigi Tablo 8’de verilmistir. Bu calismada mTSB, diskida
bulunabilecek E. coli O157:H7nin zenginlestirilmesi igin kullamlmistir. On

zenginlestirme i¢in kullanilan besiyeri igerigi Tablo 8’de sunuldu.
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Tablo 8: On Zenginlestirme i¢in Kullanilan Besiyeri Icerigi

Formiil g/L

Kazein 17,0

Peptone from soymeal 3,0
NaCl 5,0

Safra Tuzu 1,5

D (+) Glikoz 2,5
di-Potassium hydrogen phosphate 4,0
Novobiocin 0,02

Dehidre besiyeri, 33,0 g/L olacak sekilde damitik su icinde eritilmistir ve
uygun kaplara 225’er mL dagitilip otoklavda 121°C’da 15 dakika sterilize edilmistir.
Sterilizasyon sonrasinda 25°C’da pH’s1 7,3+0,2’ayarlanmistir (Merck Mikrobiyoloji

El Kitab1 2011).

3.3.2. On Zenginlestirme i¢in Kullanilan Alet-Ekipman ve Cihazlar

Tablo 9: On Zenginlestirme I¢in Kullanilan Alet-Ekipman ve Cihazlar

Kullanilan Alet-
Ekipman ve Markasi Kullanim Amaci
Cihazlar
Otoklav Niive Haz‘1r‘1anan bes‘iy‘eri ve kullanilan aletlerin
sterilizasyonu i¢in kullanilmstir.
Zenginlestirme yapilanan 6rneklerdeki
Inkiibator Memmert | bakterilerin optimum sicaklikta iiremesi i¢in
kullanilmustir.
Manyetik Distile su i¢ine aktarilan Toz besiyeri (mTSB)
IKA-RH-2 . g ..
karistiric 1sitmali ¢Ozdiirmek i¢in kullanilmastir.
Hassas Terazi Radway Toz besiyeri tartiminda ve Digk1 Orneklerinin

Zenginlestirme Oncesi tartiminda kullanilmistir.

Schott sise

mTSB zenginlestirme sivist 225 mL’lik bu
siselere aktarilmistir.

Erlen, beher, e

. . Muhafaza ve 6l¢iim islerinde kullanilmistir.
pipet, Meziir
Gamma steril Digki 6rneklerinin tasinmasi, saklanmasi ve

numune poseti

zenginlestirmesinde kullanilmistir.

Distile su cihazi Niive Nd-8

Kullanilacan saf su temini i¢in kullanilmistir.
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3.3.3. DNA Ekstrasyonu icin Kullanilan Alet-Ekipman- Kimyasallar

Ornek tiipii (Eppendorf 1,5 ml)

Otomatik pipet (0,5-10-100-1000 ul) Axypet, Eppendorf

Mikro pipet ucu (0,5-10-100-1000 pl)

RINA M14 Niikleik Asit Ekstraksiyon Robotu

Eliisyon tiipii (RINA M14 Niikleik Asit Izolasyon Kiti)

On islem tiipii (RINA M14 Niikleik Asit Izolasyon Kiti)

Pipet ucu (RINA M14 Niikleik Asit [zolasyon Kiti)

Pipet ucu kilifi (RINA M14 Niikleik Asit Izolasyon Kiti)
Kartus delici (RINA M14 Niikleik Asit Izolasyon Kiti)

Kartus delici kilifi (RINA M14 Niikleik Asit Izolasyon Kiti)
Manyetik alan tiipii (RINA M14 Niikleik Asit Izolasyon Kiti)
Kartus (RINA M14 Niikleik Asit Izolasyon Kiti)

Santrifiij (Onilab D1008, ScanSpeed mini, Fuge One)
VORTEX (Velp)

STLB (Stool Lysis Buffer): Bakteri hiicre zar1 par¢alamak i¢in kullanilir
PEGN (Polietlilen Glikol): Hiicre igerigi bozmak i¢in kullanilir.

OHT (Olii Hiicre Tamponu): Ortamda bulunan 6lii hiicreleri tamponlar.
3.3.4. RT-PCR I¢in Kullanilan Alet-Ekipmanlar

Soguk blok (-20 °C)

PCR giivenlik kabini (Biotek, Mikrotest)

Strip ve kapagi (Nest Biotechnology)

Real Time PCR Cihazi (Agilent Technologies)

-90 °C derin dondurucu (NUVE DF290)
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Otomatik pipet (0,5-10-100- ul) (Axypet, Eppendorf)

Mikro pipet ucu (0,5-10-100- ul) (NEST)

Tablo 10: PCR’da Kullanilan Kit Icerigi Cizelgesi

Kimyasal Icerigi LOT
2x Prime Script Mix Dna Polimeraz Enzimi, Bio-Speedy
dNTP Mg+2 2B2120206TK
E. coli O157:H7 Oligo | Forward primer Revers Bio-Speedy
Mix primer Florence Prob 2B212010157:H7
Inhibisyon ve Reaktif | Niikleik Asit Inhibisyonu ve | Bio-Speedy
Kontrol Reaktif ¢alismasi kontrolii 2B11109CF5
E. coli O157:H7 E. coli O157:H7 Spesifik Bio-Speedy
pozitif kontrol Dna Dizisi i¢eren kontrol 2B21202-0157:H7
E. coli O157:H7 Herhangi Bir Niikleik Asit | Bio-Speedy
negatif kontrol icermeyen kontrol 2B2090683A
3.4. Metot

3.4.1. Orneklerin Alinmasi

Digkr 6rnekleri steril edilen plastik numune kaplarina aseptik sartlarda en az
100 gr olacak sekilde tek kullannmlik svaplarla alinarak soguk zincir altinda (ICE

BOX) laboratuvara getirildi ve ayni giin analizi yapild.
3.4.2. On Zenginlestirme

Analize edilecek orneklerin her birinden ayr1 ayr1 aseptik kosullarda 25’er gr
alind1 ve steril stomacher torbalarmna tartildi. Orneklerin {izerine 225 mL mTSB
eklendikten sonra 2 dakika stoamacher cihazinda homojenize edildi. Homojen hale

gelen ornekler 41,5 °C’de 12-18 saat inkiibatorde inkiibasyon i¢in birakildi.
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3.4.3. E. coli O157:H7’nin Molekiiler Analizi
3.4.3.1. DNA Ekstraksiyon

mTSB’de zenginlestirilen Orneklerden eppendorf tiiptine 100 pl alindi,
tizerine 365 pl STLB (Hiicre duvarindan itibaren hiicre igerigini bozan deterjan), 35
ul PEGN (Polietlienglikol; DNA’y1 ortaya ¢ikartmak i¢in ¢ekirdek zarini pargalar) ve
10 ul OHT (Olii hiicre tamponu: Ortamdaki 6lii hiicreleri tamponlar) eklendi.
Ornekler 2 dakika vortekslendikten sonra 1 dakika siireyle santrifiij edildi.
Orneklerden total DNA eldesi RINA M14 niikleik aist ekstraksiyon robotu aracilig
ile yapildi. Bu amagla, RINA M14 DNA izalasyon cihazi agilarak cihazda bulunan 5

kuyucuga sirasiyla;

Kuyucuga i¢inde manyetik boncukkartus yerlestirildi.
Kuyucuga manyetik alan tiipti yerlestirildi.

Kuyucuga hazirladigimiz 6rnek tiipii yerlestirildi.
Kartus delici kilifi ve kartus delici yerlestirildi.

Pipet ucu kilifi ve pipet ucu yerlestirildi.

SR oA

Eliisyon tiipii yerlestirildi.

Cihaz ayarlarindan “hazirladigimiz 6rnek tiip hacmi 510 pl” ve istedigimiz
“Eltisyon hacmi 100 ul” olacak sekilde ayarlandi. Bu islemler RINA M14 DNA
Izolasyon cihazinm DNA ekstraksiyonu prosediiriine gore yapildi. Ekstrakte

DNA’lar analiz edilinceye kadar -20 °C’de saklandu.
3.4.3.2. Real-Time PCR Analizi

Zenginlestirilmis diski 6rneklerinden E. coli O157:H7’nin identifikasyonu
icin bakteri spesifik E. coli O157:H7 gen bolgesinin amplifikasyonunu saglayan
primer ve problarin kullanildigi Real-Time PCR analizi kullanildi. Bu analizde
etkene Ozgii Biospeedy Real-Time PCR Kitinin Primer F (Forward), Primer R

(Reverse) ve probu kullanilda.
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3.4.4.. Real-Time PCR’nin Asamalari

Orneklerden E. coli O157:H7 identifikasyonu igin basvurulan Real-Time PCR
analizi Tablo 11°deki bilesenler esliginde gergeklestirildi.

Tablo 11: Real-Time PCR Kurulum Cizelgesi.

Real Time - gPCR Kurulumu
RT
icerik gPCR/inhibisyon RT gPCR Negatif | RT gPCR Pozitif
¢ ve Reaktif Kontrol Kontrol (NTC) Kontrol (PC)
NA
2x Prime Script Mix SuL Sul S5ulL
E. coli O157-Oligo
: L L L
Mix 3u 3p 3p
NTC - 2 uL -
Inhibisyon ve
Reaktif Kontrol_NA InL P tuk
Niikleik Asit izolati 2uLl - -
PC-E. coli 0157 - - 2 uL
Toplam Reaksiyon
. 11 uL 11 uL 11 uL
Hacmi 7 N a

Dipnot: RT (Real Time), NTC (Negatif kontrol), PC (Pozitif kontrol)
Real-Time PCR analizi Tablo 12°deki termal dongiiler esliginde gergeklestirildi.

Tablo 12: Real-Time PCR Sicaklik Programi

RT ¢PCR Sicakhik Program
Basamak Dondii sayisi Sicakhik Siire
rers | Dongii 52 °C 3 dakika
Trasnkripsiyon
On Denetiirasyon 1 Déngii 95 °C 10 saniye
Denatiirasyon 95 °C 10 saniye
Baglanma ve 40 Dongii 55°C 30 saniye
Uzama
Tespit (Okuma) FAM / HEX
FAM kanalinda hedef E. coli O157:H7 okumas1 yapildi.
HEX kanalinda Inhibisyon ve Internal kontrol okumas1 yapildi.

Real-Time PCR analizine ait sonuglar Tablo 13’deki bilgiler esliginde yorumland.
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Tablo 13: Numuneler i¢in Kit Kontrollerinin Beklenen Performansi Cizelgesi

Beklenen Sonuclar ve Cq
Kontroliin Tiirii Kontroliin Amac¢ . Degerlert
Adi Internal Hedef
Kontrol
Negatif Kontrol NTC gPCR sirasinda Tespit Tespit
kontaminasyon Edilemedi Edilemedi
kontrolii (Cq yok) (Cq yok)
Templatesiz NRC Reaktif Tespit Tespit
Kontaminasyon Edilemedi Edilemedi
Kontrolii (Cq yok) (Cq yok)
Ekstraksiyon ENC Ekstraksiyon Tespit edild | Tespit
Negatif Kontrolii sirasinda (Cg=27) Edilemedi
kontaminasyon (Cq yok)
kontrolii
Pozitif Kontrol PC Reaktif stabile Tespit Edildi | Tespit
kontrolii (Cg=27) Edildi
(Cq=27)
Hedef Engelleme | IC Orneklerde Tespit Edildi | Hedef Cq
ve Reaktif niikleik asit (Cg=<27) IC | <27 ise,
Kontrolii ekstraksiyonu ve Cq>27ise | analiz
gPCR'm Hedef Cq’yi | gegerlidir.
kontroliinii Kontrol Edin
izlemek icin

Herhangi bir kontrol yukarida agiklanan sekilde geceklesmezse, ¢alisma gegersiz
sayilir ve test tekrarlanir.

e Gegersiz PC (Herhangi bir kanalda Cq>27 ise): Uretici ile iletisime
gecilmesi, reaktiflerin yenilenmesi ve reaksiyonun tekrarlanmasi onerilir.

e Gegersiz NTC (Herhangi bir kanalda Cq yok): Uyarilar boliimiinde dikkat
edilerek analiz tekrarlanir.

e Gegersiz NRC (Herhangi bir kanalda Cq yok): Uretici ile iletisime
gecilmesi, reaktiflerin yenilenmesi ve reaksiyonun tekrarlanmasi onerilir.

e Gegersiz Inh. ve Reak. Kontrol NA (HEX kanalinda Cq>27 ve diger
kanalda yok): Numuneyi Test edin. Sonug hala gecersizse, yeni bir numune
talep edin ve testi tekrarlayn.

Tiim kontroller gegerliyse sonuglarin yorumlamasina gegin.

Real-Time PCR analizinin sonuglar1 Tablo 14’deki veriler esliginde yorumland.
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Tablo 14: Real-Time PCR Sonuglarmin Yorumlanmasi

. Sonuglarin
Hedef Internal Kontrol ¢ Sonu¢
Yorumlanmasi
Sonuglar Gegerli, Hedef )
. - . ' . E. coli O157:H7
Pozitif (+) Pozitif (+) Niikleik Asit Tespit .
o Pozitif
Edildi
Sonuglar Gegerli, Hedef )
. ) E. coli O157:H7
Pozitif (+) Negatif (-) Niikleik Asit Tespit o
o Pozitif
Edildi
Sonuglar Gegerli, Hedef )
] - E. coli O157:H7
Negatif (-) Pozitif (+) Niikleik Asit Tespit )
) 4 Negatif
Edilemedi

3.4.5. Istatistiksel Analiz

Calismada sigirlardan alinan disk1 6rneklerinin E. coli O157:H7’nin PCR ile

analizi sonucu elde edilen verilerin istatiksel analizi Statistical Package Social

Science (SPSS) 26 programinda Chi-Square (x2) testi ile yapildi.




4. BULGULAR

lokasyonuna gore dagilimi Tablo 15°te sunuldu.
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Toplanan 6rneklere ait hayvanlarin yas, klinik belirti, isletme sayisinin Edirne

Tablo 15: Toplanan Orneklere Ait Hayvanlarm Yas, Klinik Belirti, Isletme Sayismnin

Edirne Lokasyonuna Goére Dagilimi

s Buzag Diive Ergin Toplam I;Let:lslle
N.u il/ilg:e Eks 7Yar1
AS. S. AS. S. AS. S. AS. S. Eks /ENt.
Edirne
1 Merkez 6 4 5 2 17 3 28 9 6
o | Emezve |l 6l 6| 2 10| 5| 2| 13 5
koyleri
g | Resanve | ol sl 0l 5 | 21| 9| 38| 27 13
koyleri
g | Tpsalave g ol as | 2 | 25 [ 10 | 46 | 24 18
koyleri
g | Vzankoprd 1o g | 3 | 28 | 7 | 43 | 24 12
ve ilgeleri
Merig ve
6 B ) 6 9 6 2 19 6 31 17 9
koyleri
7| Havsave oo o bl 17| 3 | 24 | 6 5
koyleri
g |Lalapasave |, ol gl o 7 3| 140 6
koyleri
Siiloglu ve
9 B ) 6 4 4 1 6 4 16 9 5
koyleri
Toplam 50 70 60 20 | 150 | 50 | 260 | 140 79
Genel Toplam 120 80 200 400

Not: As: (Asemptomatik), S: (Semptomatik), Eks: (Ekstansif), Yar1 Eks: (Yarin
Ekstansif), Ent: (Entansif)

4.1. Real-Time PCR Analiz Bulgular

Real-Time PCR analizi sonucu, CFX96 Touch/CFX96 Dx/CFX Opus
96/CFX Opus 96 (Bio-Rad) ve Manyetik Indiikasyon Dengeleyici (Mic) (Bio

Moleculer System-BMS) cihazlarinin esik seviyesi, Cq degerlerinin hesaplamak igin
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200 RFU’ya ayarlandi. Biiylime egrilerinin sekli incelendi. Sigmoidal olmayan
egriler negatif olarak kabul edildi. HEX kanalinda IC (Inhibisyon ve Reaktif
Kontrolii) ve FAM kanalinda hedef reaksiyonlar Cq degerleri hesaplandi. 27<Cq
degere sahip ornekler E. coli O157:H7 yoniinden negatif, 27>Cg>25 degere sahip
ornekler E. coli O157:H7 yoniinden siipheli ve Cq<25 degere sahip 6rnekler E. coli
O157:H7 yoniinden pozitif olarak kaydedildi.

Pozitif

Resim 4: Pozitif Sonu¢ Veren 65 Numarali Ornek

Real-Time PCR analizi sonucu, incelenen 400 sigwr digki Orneginin 2
(%0,5)’sinde E. coli O157:H7 pozitifligi tespit edildi.

4.2. E. coli O157:H7 Pozitifliginin Dagihim

Bu caliymada, mTSB’de Onzengilestirmesi yapilan sigir digki drneklerinden
E. coli O157:H7 pozitifligi Real-Time PCR analizi ile belirlendi.

Calismada toplam 400 digki O6rnegi analiz edilmis olup, mTSB’de o6n
zengilestirmesi yapilan sigir digki 6rneklerinden E. coli O157:H7 toplam pozitifligi
%0,5 olarak saptandi.
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Calismada toplam 79 adet ekstantif, yar1 ekstantif ve entansif tipli aile ve 6zel
isletmelerden alinan diski 6rnegi analiz edilmis olup, mTSB’de Onzengilestirmesi
yapilan sigir disk1 6rneklerinden E. coli O157:H7 pozitifligi 79 isletmenin 2’sinde (1
yar1 ekstansif ve 1 entansif ) belirlendi.

E. coli O157:H7’nin pozitifligi ile isletmeler arasinda istatistiksel agidan bir

anlamlilik saptanmamistir (P> 0,05).

Calismada 120 adet buzagi, 80 adet diive ve 200 adet ergin sigir diski 6rnegi
analiz edilmis olup, mTSB’de Onzengilestirmesi yapilan Orneklerden E. coli
O157:H7 pozitifligi buzagilarda %1,43, diivelerde %0 ve ergin sigirlarda %0,5

olarak belirlendi.

E. coli O157:H7’nin pozitifligi ile hayvanlarin yas1 arasinda istatistiksel

acidan bir anlamlilik saptanmamistir (P>0,05).

Calismada 140’1 semptomatik (ates, ishal veya halsizlik) (bunlar1 da buzag:
diive ve ergin diye sinifla ve Ornek sayis1 ve pozitiflik sayis1 ver) ve 260’1
asemptomatik hayvana (bunlar1 da diive buzagi ve ergin diye smifla) ait digk1 6rnegi
analiz edilmis olup, mTSB’de Onzengilestirmesi yapilan Orneklerden E. coli
O157:H7 pozitifligi semptomatik olanlarda %0,72 ve asemptomatik olanlarda %0,39

olarak belirlendi.

E. coli O157:H7’nin pozitifligi ile klinik durum arasinda istatistiksel a¢idan

bir anlamlilik saptanmamustir (P>0,05).

Digki 6rneklerinin yas, genel durum ve E. coli O157:H7 pozitifligi yoniinden
dagilimi Tablo 16°da sunuldu.
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Tablo 16: Diski Orneklerinin Yas, Genel Durum Dagilimi ve E. coli O157:H7

Pozitifligi Yoniinden Dagilimi

Buzag Diive Ergin Sigir Toplam
Pozitiflik Pozitiflik Pozitiflik Pozitiflik
n % n % n % n %
Semptomatik | 1/70 | %1,43 | 0/20 | %0 | 0/50 %0 | 1/140 | %0,72
Asemptomatik | 0/50 %0 0/60 | %0 | 1/150 | %0,67 | 1/260 | %0,39
Toplam 1/120 | %0,84 | 0/80 | %0 | 1/200 | %0,5 | 2/400 | %0,5
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5. TARTISMA ve SONUC
5.1. Tartisma

Escherichia coli O157:H7 enfeksiyonu insanlarda kanli diyare, Hemorajik
Kolit, HUS, TTP gibi klinik belirtilere yol agarken, bazen 6liime sebep olmaktadir.
Insanlarda bu enfeksiyondan kaynaklanan salginlarda enfeksiyon kaynagi olarak
sigirlara ait et ve c¢esitli et drlinleriyle, ¢ig siit ve siit driinlerinin oldugu
kanitlanmistir. E. coli O157:H7, enfekte veya saglikli hayvan ve insan digkilartyla
atilmi sonucu toprak ve suyu kontamine etmekte ve sonrasinda diger canlilara
bulagsmaktadir. Bircok memeli ve kanath tiiri E. coli O157:H7 i¢in rezervuarlik
yapmaktadir (Caprioli ve ark. 2005). Bunlar arasinda sigirlar, etkenin birincil
rezervuari olarak bilinmektedir (Zhao ve ark. 1995, Dunn 2003, Caprioli ve ark.
2005). Sigir yetistiriciliginin yapildigi isletmelerde hem sigirlara ait ¢esitli
orneklerden hem de bu hayvanlarin ekstret ve sekretlerinin bulagini takiben c¢evresel
orneklerden E. coli O157:H7 pozitifligi belirlenmistir. Boylelikle sigirlar etkenin
cevreye yayilimi ve olasi bir zoonotik bulasi kolaylastirabilmektedir (Zhao ve ark.

1995, Dunn 2003, Caprioli ve ark. 2005).

Sigir disk1 6rneklerinde yapilan galismalarda E. coli O157:H7’nin yaygmnligi
farkli oranlarda bildirilmistir. ABD’de %1-5 arasinda bildirilen bu oran (Hancock ve
ark. 1994, Zhao ve ark. 1995, Sargeant ve ark. 2000), Avrupa’da %1-15,7 arasinda
bildirilmistir (Chapman ve ark. 1993, Blanco ve ark. 2004). Avrupa’da en yiiksek
oran Ingiltere'de rastlanmis olup, 1995-1996 yili i¢in %15,7 ve 2001 yili i¢in %12,9
pozitiflik bildirilmistir. E. coli O157:H7 varhig1 sigirlarda ¢ig siit ve siit iirlinlerinde
de rapor edilmistir. Ornegin, ABD’de klinik belirti gdstermeyen 1266 adet sigirdan
alman siit 6rneklerinin %]1,4’inden (Wells ve ark. 1991), Italya’da inek ve kegilere
ait 144 ¢ig siit 6rneginin %0,7’sinden E. coli O157:H7 izolasyonu gergeklestirilmistir
(Picozzi ve ark. 2005). Ulkemizde ise Van ydresinde yapilan bir arastirmada, klinik
belirtisi bulunmayan siit sigirlarindan elde edilen 312 diski 6rneginin %1,28’sinden
E. coli O157:H7 pozitifligi tespit edilmistir (Cabalar ve ark. 2001). Ege Bolgesinde
yetistirilen sigirlarin digki ve siit 6rnekleri ile yapilan bir baska ¢aligmada Lam-
Lateks Agulinitasyon testi ile her iki 6rnekte de %1,3 oraninda E. coli O157:H7
pozitifligi rapor edilmistir (Cigek 2008). Afyonkarahisar’da yapilan bir ¢aligmada,
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500 adet sigir siit 6rneginin 1’inde (%0,2) ve 500 adet sigir diski 6rneginin 6’sinda
(%1,2) E. coli 0157 tespit edilirken, 6rneklerde H7 antijenine rastlanilmamistir
(Kuyucuoglu ve ark. 2011). Istanbul bolgesinde yetistirilen sigirlarda E. coli
O157:H7 yayginligmin arastirilmasi i¢in 330 rektal svap 6rnegi toplanmis, 6rneklerin
88’inde (%26,7) SMAC agarda sorbitol-negatif koloni g6zlemlenmis ve bu
orneklerin biyokimyasal ve antijen testleriyle 13’tinde (%3,93) E. coli O157:H7
tespit edilmistir (Yilmaz ve ark. 2002). Erzurum bolgesinde yapilan bir ¢alismada,
cesitli sayilarda kanath etlerinden elde edilen E. coli O157:H7 pozitifliginin yani
sira, 120 s1g1ir eti 6rneginin 2 (%1,67)’sinde kiiltiirel analiz sonucu E. coli O157:H7
pozitifligi saptanmustir (Unsal 2007). Aslantas ve ark. (2006) tarafindan
gerceklestirilen bir calismada, 565 adet sigir disk1 6rneginin 77 (%13,6)’sinde E. coli
0157 pozitifligi bildirilmistir. Istanbul’da Yilmaz ve ark. (2004) tarafindan yaplan
bir ¢alismada 330 sigirda %53,9 oraninda E. coli O157:H7 pozitifligi rapor
edilmistir. Kirikkale ilindeki sigirlardan toplanan 502 adet digki Orneginin 13
(%2,5)’tinde E. coli 0157 ve 9 (%1,7)’unda O157:H7 pozitifligi bildirilmistir. Aksoy
ve ark. (2007) tarafindan gergeklestirilen bir baska calismada, 406 sigir rektum
mukozasindan alman svap 6rneginin 7 (%1,7)’sinden E. coli O157:H7 ve 3’iinden
(%0,7) ise E. coli 0157 saptanmustir (Aksoy ve ark. 2007). Ayrica arastirmacilar,
erkek ve 3 yasin altindaki hayvanlardan izolasyon oranmin daha yiiksek oldugunu
bildirilmislerdir. Oksiiz ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 457 buzag:
ve sigir digsk1 6rneginde (237 buzagi ve 220 sigir) 14 adet E. coli O157:H7 izole
edilmis ve prevalansi %3,06 olarak bildirmistir. Bu arastirmacilar, 100 adet ¢ig inek
stitii 6rneginde ise 1 (%1) oraninda E. coli O157 saptamislardir. Marmara Bolgesinde
yetistirilen siit ineklerinden toplanan 576 diski, siit ve ¢evre 6rneginin kiiltiirel analizi
sonucu 11’inde E. coli 0157 izole edilmis ve prevalansi (%1,91) olarak bildirilmistir
(Birdal 2013).

Bu calismada, Edirne ili, ilgeleri ve koylerinden sigir yetistiriciliginin
yapildig1 ekstansif/yar1 ekstansif/entansif olarak beslenen, aile ve 6zel isletmelere ait
120 adet buzagi, 80 adet diive ve 200 adet ergin sigir olmak tizere toplam 400 adet
hayvandan diski1 numuneleri toplandi. Analiz sonucundan toplanan 400 adet 6rnekten
2’sinde (%0,5) E. coli O157:H7 tespit edildi. Bu ¢alisma ile ulusal ve uluslararasi
yapilan arastrmalar dikkate alindiginda bdlgedeki sigirlarda E. coli O157:H7
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prevalansmin diger arastirmalara kiyasla farkli oranlarda saptanmustir. Bu farkliligin
ortaya ¢ikmasinda, kullanilan izolasyon yoOntemlerindeki farkliliklar, cografik
ozelliklerin, hayvanlarin beslenme sekillerinin, besin tiirlerinin, hayvanlarin yasmin
ve isletmeler arasinda hijyen kurallarinin degiskenliginin etkili olabilicegi

diistiniilmiigtiir.

Sigirlarda bagirsak mikroflorasinin bir iiyesi olan E. coli O157:H7’nin
yaygmhgi sigirlarin yasiyla degisim gosterebilmektedir. ABD’de yapilan bir
arastrmada Ozellikle siitten kesildikten sonra buzagilarda ve genc¢ hayvanlarin
digkilarinda bu etkenin bulunma oraninin erigkinlere kiyasla daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Dunn 2003, Caprioli ve ark. 2005). ABD’de yapilan bir bagka
caligmada farkli yastaki sigirlarda E. coli O157:H7 prevalansi arastirilmis, 210
buzagmin 5 (%0,23)’inde, 394 diivenin 12 (%3,04)’sinde, 662 yetiskin sigirin sadece
1 (%0,15)’inde E. coli O157:H7 tespit edilmistir (Wells ve ark. 1991). Yilmaz
(2002), sigirlarda tizerine yapilan bir galismada E. coli O157:H7 izolasyonunun
genellikle 2 yasindaki hayvanlardan gergeklestirebilmistir. Cigek (2008), sigirlarin
bagirsak mikroflorasinin bir pargasi olan E. coli O157:H7 miktarinin hayvanlarin
yasiyla degisim gosterdigini vurgulamistir. Geng yaslardaki hayvanlarda ozellikle
stitten kesildikten sonra hastalik oranmin arttigi diger bir¢ok c¢alismada da
bildirilmistir (Dunn 2003, Caprioli ve ark. 2005). Siit isletmesinde E. coli
O157:H7’nin ¢evreye yayilmasinda isletmede ¢alisanlarinin da rol oynayabilecegi
bildirilmistir. Ozellikle su kaynaklarmin E. coli O157 rezervuar olabilecegi ve
kontamine sularin tiiketilmesi sonucu etkenin diger canlilara bulasabilecegi
goriilmiistiir (Faith ve ark. 1996, Schouten ve ark. 2005). Hollanda’da siit sigir1
yetistiriciligi yapilan bir ciftlikte gerceklestirilen ¢alismada 594 ¢evre 6rneginin 9
(%1,51)’undan (1 ¢iftlik arazisindeki goletten, 2 diski toplayicisindan, 1 yemlikten
ve 5 sunta kapli zeminden) CT-SMAC agara ekim yapilarak E. coli 0157 pozitfiligi
tespit edilmistir (Schouten ve ark. 2005). Findanliya’da yapilan bir arastirmada ise
stit sigir1 isletmelerinde suluk, yer ve yemlik kaplarimdan 6rnekler alinmis ve 74 su
kabmin 18 (%24,3)’inden, 10 zemin 6rneginin 8 (%80)’inden ve 65 yemligin 24
(%36,9)tinden E. coli O157 izolasyonu gergeklestirilmstir (Lahti ve ark. 2003). Baz1
arastirmalarda digki ve siitte E. coli O157:H7 izole edilmesine ragmen siit tanki,

vakum makinesi ve sagim makinesi gibi ekipmanlardan etken tespit edilememistir
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(Mechie ve ark. 1997, Rahn ve ark. 1997). Aslantas ve ark. (2006), sigirlardan yilin
her ay1 6rnek alinarak yapilan bir ¢alismada, E. coli O157:H7 pozitfiligini Temmuz
ve Ekim’de daha yiiksek, Subat’da ise en diisiik oranda saptamiglardir. Diger bazi
caligmalarda E. coli O157:H7 pozitifligi yaz aylarmda daha yiiksek oranda rapor
edilmistir (Dunn 2003, Caprioli ve ark. 2005, Cicek 2008).

Bu c¢alismada, entansif/yar1 entansif/ekstansif beslenen, aile ve 0Ozel
isletmelerden toplanan digki numuneleri; 140 adeti semptomatik (halsizlik,
istahsizlik, hafif kanl sulu ishal) ve 260 adeti asemptomatik hayvandan olmak iizere
toplam 400 adet taze digk1 6rnegi toplanmis ve 2 (%0,5)’sinde E. coli O157:H7 tespit
edilmistir. Pozitiflik tespit edilen 6rneklerin 1’1 halsizlik, istahsizlik ve hafif kanl
sulu ishal gibi klinik belirti gosteren bir buzagiya ait olup, bu hayvanin entansif
beslendigi, semptomlar nedeniyle karantinaya alindig1 ve genel tedaviye baslandigz;
diger pozitif sonug veren taze digk1 drneginin ise klinik bulgu gostermeyen ergin bir
sigira ait oldugu ve bu hayvanin yar1 ekstansif olarak beslendigi, mevsime bagh
olarak meraya siklikla ¢ikmadig: bildirilmistir. Bu ¢alismada, 400 adet disk1 6rnegi
incelenmis olup, hayvanlarin yasina gore E. coli O157:H7 pozitifligine bakildiginda;
buzagilarda 1/120 (%0,84), diivelerde 0/80 (%0) ve ergin sigirlarda 1/200 (%0,5) E.
coli O157:H7 pozitifligi belirlenmistir. Analiz edilen 6rnekler sayisal olarak
degerlendirildiginde ergin sigirlara ait 6rnek sayisinin fazla oldugu fakat etken
yaygmligr bakimmdan buzagilarda daha yiiksek oranda pozitiflik edildigi
goriilmektedir. Calismada, semptomatik olan ancak E. coli O157:H7 tespit
edilmeyen diger Orneklerin baska ctkenlere bagli olarak klinik belirti gostermis
olabilecegi diistiniilmektedir. Calismada, semptom goriilmemesine ragmen E. coli
O157:H7 tespit edilen ergin sigirin ise diger arastwrmalarda da goriildigi lzere,
klinik belirti olmaksizin sigirlarm E. coli O157:H7 etkeni igin rezervuralik
yapabildigi gergegi ile uyusmaktadir. Etken pozitifliginin yas araliklarina goére
dagilimi degerlendirildiginde, mevcut ¢alismada buzagilarda goriilme oranmin daha
fazla olmas1 diger ulusal ve uluslararasi ¢aligmalara benzerlik gostermektedir. Bu
durumun, geng hayvanlarin bagisikliklarinin yetersiz olusu, diive ve ergin sigirlarin
ise etkene karsi bagislik kazanmis olabilecegine yorumlanmistir. Bunun yani sira
bolgede etkenin goriilme oranin diisiik olmasi, isletme sahiplerinin klinik belirtisi

olan hayvanlar1 karantinaya almasi, isletme dezenfeksiyonuna ve Kkoruyucu
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hekimlige dikkat etmeleri total pozitiflikteki bu diisiik oranin bir gerekgesi olarak

distiniilmektedir.

Ulusal ve uluslararas1 ¢aligmalarda da belirtildigi gibi etkenin mevsimlere
gore degisiklik gosterebilecegi ve sicak aylarda goriilme oraninin daha fazla oldugu
bildirilmistir (Hancock ve ark., 2001, Birdal ve Ak 2018). Mevcut ¢alismada, saha
orneklerinin Eyliil-Aralik aylar1 arasinda toplandigi, aylara bagli olarak hayvanlarin
meraya daha az ¢ikti§1 ve buna bagli olarak etkenin ¢evreye bulasmasi ve hayvanlar
arasinda etkilesimin daha az olabilecegi, mevsimin kisa yaklagmasi ve bu durumunda

etkenin goriilme oranim etkiledigi seklinde yorumlanmastir.

Gidalarda, klinik orneklerde ve g¢evresel orneklerden bakterilerin teshisinde
konvansiyonel kiiltiir yontemleri siklikla kullanilmaktadir. Bir gold standart olarak
kabul edilen bu yontemin, zahmetli, zaman alic1 ve maliyetinin yiiksek olmasi,
sonucglarm elde edilmesinin 5-7 gilinii bulmasi, identifikasyon i¢in bircok
biyokimyasal ve serolojik testlere ihtiya¢ duyulmasi gibi dezavantajlar1 ile birlikte
bircok bakteri tiiriinin VNBC (Viable But Nonculturable (Canli fakat kiiltiirii
yapilamayan durum) formuna girebilmesi ve Kkiiltlir ortaminda iiretilememesi
nedeniyle canli bakterilerin tespiti i¢in hassas, hizli ve uygulanmasi kolay analiz
metotlara ihtiya¢ duyulmasma neden olmustur (Hugenholtz ve ark. 1998, FDA
2020, Taskin 2017, Yelboga ve Karagiiler 2012). Birgok c¢alismada patojen
bakterileri tespit etmek amaciyla molekiiler temelli tekniklerin gilincel olarak
kullanildiklar1 ve bu yontemlerin hizli, giivenilir ve dogru sonuglar verdikleri
bildirilmistir (Nitecki ve ark. 2015). Bazi ¢aligmalarda, molekiiler temelli tekniklerin,
konvansiyonel kiiltiir temelli tekniklerinden daha hassas ve hizli sonuglar verdigi de
ortaya konulmustur. Bunlardan, Real-Time PCR ydnteminin, E. coli O157:H7’nin
sigir diskilarinda belirlenmesinde oldukga etkin oldugu belirlenmistir (Nitecki ve ark.
2015). Bursa yoresinde yapilan bir bagka c¢alismada hayvan kaynakli E. coli
genlerinin taranmasinda molekiiler tan1 yontemlerinden biri olan PCR’nin birgok
geni bir arada ve ayni anda taranmasi yoniiyle patojenik E. coli’nin tanimlanmasinda
hizli ve yararli bir tan1 yontemi oldugu bildirilmistir. Molekiiler tan1 teknikler ile
gerek toplum sagligi, endiistriyel ve bilimsel acisindan dnemli olacak gelismeler
saglanmaktadir. Halk sagligi agisindan 6nemli bir risk olusturan E. coli O157:H7’nin
EMA + gPCR veya PMA + PCR teknikleri ile kantitatif analizlerinde daha
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giivenilir sonuglarin alinmasi ve optimizasyonu i¢in yeni kimyasallarin gelistirilmesi
ve ileri diizey ¢aligmalari devam etmesi gerekliligi vurgulanmistir (Ekin 2022). Bu
calismada, Edirne ili, ilgeleri ve koylerinden Eyliil-Aralik 2022 tarihleri arasinda
sigir yetistiriciliginin yapildig1 ekstansif/yar1 ekstansif/entansif olarak beslenen, aile
ve Ozel isletmelere ait toplamda 400 adet diski 6rnegi On zenginlestirmesinin
ardindan Real-Time PCR ydntemiyle hedef patojenin arastirilmis. Molekiiler tani
yontemlerinden birisi olan Real-Time PCR yontemi bu etkene ydnelik
gerceklestirilen ulusal ve uluslararasi arastirmalar ile paralel olarak hedeflenen

patojenlerin hizl, giivenilir ve zahmetsiz bir sekilde tespitini saglamustir.
5.2. Sonug¢

Edirne yoresine ait isletmelerde yetistirilen sigirlarda E. coli O157:H7’nin
yayginlhigr Real-Time PCR ile arastirilmistir. Edirne merkez, ilgeleri ve kdylerinde
bulunan aile ve 06zel isletmelerde yetistirilen buzagi, diive ve ergin tiim yas
gruplarindaki sigirlardan 400 adet taze digki 6rnegi alinmistir. Alinan 400 adet taze
diski 6rneginin 140 tanesi semptomik, 260 adet taze diski 6rnegi asemptomatik
hayvanda olmak tizere 120 adeti buzagi, 80 adeti diive ve 200 adeti ergin sigirdan
olusmaktadir. Analiz edilen Orneklerden; halsizlik, istahsizlik ve hafif kanli sulu
ishalli buzagiya ait bir disk1 6rnegi ve klinik olarak saglikli ergin bir sigir ait disk1

Ornegi olmak tizere toplam 2’sinde E. coli O157:H7 pozitifligi saptanmustir.

Sonug olarak, Edirne yoresine ait isletmelerde yetistirilen sigirlardan alman
400 adet taze diski 6rneginden 2’sinde E. coli O157:H7 pozitifligi saptanmis olup,
yaygmliginin 2/400 (%0,5) olarak tespit edilmistir. Real-Time PCR ydntemide kiiltiir
zorunlulugunu ortadan kaldwran, hizli ve giivenilir bir tan1 yontemi olarak O6ne
cikmustir. E. coli O157:H7 pozitifligi ile yetistiricilik sekli, hayvanlarm klinik
durumlar1 ve yas skalalar1 arasinda istatistiksel bir anlamlilik saptanmazken,
buzagilarda ve semptomlu hayvanlarda oransal olarak daha yiliksek pozitiflik
belirlenmistir. Bu konuda gerceklestirilmis ulusal ve uluslararasi arastirmalar dikkate
alindiginda, E. coli O157:H7’nin prevalansinin sigir digkilarinda genel olarak diisiik
oldugu, fakat yine de gesitli yetistiricilik sekli, yas veya klinik bulgulara haiz
sigirlarm E. coli O157:H7’ye rezervuarlik yaparak hastaligin ekolojisinde ve

bulasinda rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.
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Smirli bir lokasyonu temsil eden bu calismaya ait verilerin, E. coli
O157:H7’nin  eko-epidemiyolojisinin aydinlatilmasmma yonelik katki sunacagi

distiniilmektedir.
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