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OZET

KOYUNLARDAN iZOLE EDILEN SHIGA TOKSIN URETEN ESCHERICHIA
COLI SUSLARININ VIRULENS FAKTORLERININ ARASTIRILMASI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Mikrobiyolojisi Anabilim Dali, Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Murat YILDIRIM
Agustos 2023, 58 sayfa

Tim dinyada, Shiga toksin (Stx) tireten Escherichia coli (STEC), 6nemli zoonotik patojen
olarak kabul edilmektedir. Basta sigirlar olmak iizere gevis getiren hayvanlar, hastaligin ana
rezervuarlaridir, ancak kii¢iikbas hayvanlardan bulasan hastaliklarin, insanlarda meydana
gelen enfeksiyonlarm epidemiyolojisindeki rolii pek ¢ok iilkede kapsamli bir sekilde
degerlendirilmemistir. Bu ¢alismada koyunlarda E. coli suslar1 igerisinde Stx iireten izolatlarda
Stx1, Stx2, eae ve ehxA genlerinin ve Stx alt tiplerinin belirlenmesi ayrica bunlara ik ve
cinsiyet gibi degiskenlerin etkisini belirlemek amaglanmustir.

Bu c¢alismada, Ankara ili ve gevresindeki 12 farkli koyun siiriisiinden alindan 272 rektal
sivaptan izole edilen 215 E. coli izolatlarinda STEC suslarmm virulens genleri ile Stx alt
tipleri tanimlandi. Izolatlardan 19 (%8,84)’unda Stx1, 3 (%1,4)’iinde Stx2, 5 (%2,33)’inde eae
ve 9 (%4,19)’unda ehxA geni tek basima tespit edildi. Izolatlarin 13 (%6,05)’iinde Stx1-Stx2-
ehxA, 5(%2,33)’inde Stxl-eae -ehxA, 3 (%1,4)’tinde Stx2-eae-ehxA genleri birlikte tespit
edildi. Ayn1 sekilde 1(% 0,47) Stx1- eae, 30 (%13,95) adet Stx1- ehxA, 1(%0,47) Stx2- eae,
15 (%6,98) Stx2-ehxA ve 10 (%4,65) adet eae — ehxA birlikte tespit edildi. Izolatlarin 101(%46,
98)’inde Stx1, Stx2, eae ve ehxA genlerinden her hangi biri tespit edilmedi. Stx1 geni tespit
edilen 68 izolattan 56 (%82, 35)’sinda sadece stx1c ve 3 (%4, 41)inde Stxla-Stx1c birlikte,
2 (%2, 94)’sinde Stxlc-Stxle birlikte ve 1(%1, 47)’inde Stxla-Stx1lc-Stxle birlikte tespit
edilmis olup, 6 izolatta ise higbir gen tespit edilemedi. Stx2 geni tespit edilen 35 izolattan 21
(%60) Stx2f, 19 (%54,29) Stx2c, 16 (%45,71) Stx2b, 8 (%22,86) Stx2d, 7 (%20) Stx2h, 3
(%8,57) Stx2l, 2 (%5,71) Stx2a, 2 (%5,71) Stx2e, 2 (5,71) Stx2j tespit edilmis olup, Stx2 tespit
edilen 8 izolatta ise hicbir gen tespit edilemedi. Bu veriler koyunlarda STEC varligin1 ortaya
koyarak insanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olma potansiyeli bulundugunu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Alt tip, Koyun, Shiga Toksin Ureten Escherichia coli (STEC), Stx1, Stx2



ABSTRACT

INVESTIGATION OF VIRULENCE FACTORS OF SHIGA TOXIN-
PRODUCING ESCHERICHIA COLI STRAINS ISOLATED FROM SHEEP

Kirikkale University
Graduate School of Health Sciences
Department of Veterinary Microbiology, Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Murat YILDIRIM
August 2023, 58 page

All over the world, Escherichia coli (STEC), which produces Shiga toxin, is
recognized as an important zoonotic pathogen. Ruminants, particularly cattle, are the
main reservoirs of the disease, but the role of ovine-borne diseases in the epidemiology
of human infections has not been extensively evaluated in many countries. In this
study, it was aimed to determine the Stx1, Stx2, eae and ehxA genes and Stx subtypes
in isolates producing Stx within E. coli strains in sheep and to determine the effects of
variables such as race and gender.

In this study, virulence genes of STEC strains and shiga toxin subtypes were identified
in 215 E. coli isolates isolated from 272 rectal swab from 12 different sheep herds in
and around Ankara. Of the 215 isolates, only 19 (8.84%) Stx1, 3 (1.4%) Stx2, 5 (2.33%)
eae and 9 (4.19%) ehxA genes were detected. Of the isolates, 13 (6.05%) Stx1-Stx2-
ehxA, 5 (2.33%) Stx1-eae -ehxA, 3 (1.4%) Stx2-eae-ehxA were detected together. 1
(0.47%) Stx1- eae, 30 (13.95%) Stx1- ehxA, 1 (0.47%) Stx2- eae, 15 (6.98%) Stx2-
ehxA and 10 (4.65%) eae — ehxA were detected together. Of 68 isolates with the Stx1
gene detected, 56 (percentage82, 35) only stx1c and 3 (4.41%) Stx1a-Stx1c together, 2
(2.94%) Stx1c together with Stxle and 1 (1.47%) were detected together with Stxla-
Stx1c-Stx1e, and none of the genes could be detected in 6 isolates. Of 35 isolates with
the Stx2 gene detected, 22 (62.86%) Stx2f, 19 (54.29%) Stx2c, 16 (45.71%) Stx2b, 8
(22.86%) Stx2d, 8 (22.86%) Stx2h, 3 (8.57%) Stx21, 2 (5.71%) Stx2a, 2 (5.71%) Stx2e,
2 (5.71) Stx2j were detected, and none of the genes were detected in 8 isolates. These
data suggest the presence of STEC in sheep, indicating the potential to cause serious
infections in humans.

Keywords: Sheep, Shiga Toxin Producing E. coli, Subtype, Stx1, Stx2.
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1. GIRIS

Japon mikrobiyolog Dr. Kiyoshi Shiga tarafindan 19. yiizyilda Shigella
dysenteriae’nin virtilans faktorii olarak karakterize edilmis olan Shiga toksinin (Stx);
Escherichia coli (E. coli) izolatlar tarafindan da iretildigi tespit edilmistir. (Trofa,
Ueno-Olsen, Oiwa ve Yoshikawa, 1999). Shiga toksin iireten E. coli (STEC) olarak
adlandirilan, hemorajik kolit (HK) ve hemolitik {iremik sendroma (HUS) neden olan
E. coli’ ler 1980’lerden beri kiiresel bir halk saglig1 sorunudur. Shiga toksin tireten E.
coli suslar1 diinya capinda gida kaynakli onemli bir halk sagligi tehdidi olarak
tanimlanmistir (Jajarmi, Imani Fooladi, Badouei ve Ahmadi, 2017). Shiga toksin
tireten E. coli enfeksiyonlari, tiim diinyada g¢ocuklarda ve yaslilarda siddetli diyare
salginlarina neden olmaktadir. Toksin {iretimi ve salimi; kanli ishal ve HK’den HUS’a,
bobrek yetmezligi ve norolojik sorunlarla seyreden ciddi komplikasyonlara neden
olmaktadir. (Miihlen ve Dersch, 2020). Shiga toksin iireten E. coli ozellikle
sanayilesmis iilkelerde ciddi gastrointestinal hastaliklara neden olmaktadir (Kaper ve
O'Brien, 2014). Bakteriler genellikle az pismis et, 6zellikle sigir eti riinleri, ¢capraz
kontamine ¢ig sebzeler, filizler ve tohumlar gibi kontamine yiyeceklerin tiikketilmesi

yoluyla bulagsmaktadir (Caprioli, Scavia ve Morabito, 2014).

Yiizyillardir insanlarin birgok ihtiyacim1 karsilayan koyunlar, tiim diinyada
yaygin olarak yetistirildigi gibi {ilkemizin de hemen hemen her bolgesinde
yetistirilmektedir. Koyun yetistiriciligi Tiirkiye ekonomisinde 6nemli bir yere sahip
olmasina karsin halen istenilen diizeye getirilememistir. iklim degisikligi ve artan
niifus dikkate alindiginda insanlarin kimizi et ihtiyaglarinin karsilanmasinda; verimsiz
meralari, tarima el verisli olmayan alanlar1 degerlendirebilen koyunlarin
yetistiriciliginin artacag: diisiiniilmektedir. TUIK verilerine gore Tiirkiye’de 2019
yilinda 45,1 milyon kiigiikbag hayvanin %75’1 koyun, %25’i keciden olugmaktadir.
Tiirkiye’deki kiiglikbas hayvan varhigimin %22’sini bulunduran ve kiigiikbas hayvan
sayist en fazla olan 5 il sirasiyla Van, Konya, Sanlurfa, Diyarbakir ve Ankara’dir.
Tiirkiye’de kirmiz et tiretimi yiiksek maliyetli olmasindan dolay1, kisi basina kirmizi

et tilketimi gelismis tilkelere kiyasla daha diisiik seviyelerdedir. Tiirkiye’de kisi basina



diisen 14,8 kg’1n 13,3 kg’1 biiylikbas, 1,5 kg’1 kiigiikbas eti olusturmaktadir. Diinyada
kiiciikbas et tiiketimi ortalama 1,7 kg olup iilkemiz ortalamasinin tizerindedir. Ayrica
giiney yarim kiiredeki bazi tilkelerde tiiketim miktarlar1 daha fazladir. Avusturalya’da
8,5 kg ve Uruguay’da ise 6,6 kg ortalamalarindadir (TEPGE, 2021). Bu ¢alismada,
geneksel yontemler ile yapilan koyun yetistiriciliginin ‘Tek Tip Tek Saglk’ kavrami
ile 1iligkisini belirlemek ve molekiiller metotlarin etkin olarak uygulanmasi

amaglanmstir.

Shiga toksin iireten E. coli birgok hayvanin bagirsak florasinda oportiinist olarak
bulunur ve bu hayvanlarin diskilari ile etrafa sagilmaktadir. Sigirlar STEC ve EPEC
suslar1 i¢in temel rezervuart kabul edilse de (Ferhat, Chahed, Hamrouche, Korichi-
Ouar ve Hamdi, 2019) koyunlarda digk1 kaynakli enfeksiyonlarin prevalansi %40’lara
varmaktir. (Blanco vd. 2003b; Chapman, Siddons, Gerdan, Malo ve Harkin, 1997;
Kudva, Hatfield ve Hovde, 1996; Kudva, Hatfield ve Hovde, 1997; Ogden, MacRae
ve Strachan, 2005). Bazi ¢alismalarda ise sigir digkisi ile karsilastirildiginda koyun
diskisinda daha yiiksek prevalansta STEC tespit edilmistir (Mora, Herrrera, Lopez,
Dahbi ve Mamani, 2011; Amézquita-Lopez vd., 2012; Momtaz, Safarpoor Dehkordi,
Rahimi, Ezadi ve Arab, 2013). Tiirkiye’de koyunlarda E. coli prevalansini arastiran az
sayida calisma bulunmaktadir (Tiriitoglu, Oztiirk, Giiler ve Pehlivanoglu, 2007,
Giilhan, ilhan, Aksakal, Solmaz ve Ekin, 2009; Goncuoglu, Bilir Ormanci, Ayaz ve
Erol, 2010; Gokge, Unver ve Erdogan 2010). Koyunlarda STEC izolatlarinin baslica
viriilans ~ Ozelliklerinin  analiz  edilmesi, insanlarda gida kaynakli STEC

enfeksiyonlarinin epidemiyolojisini ve patojenitesini aydinlatabilir.

Sigirlar, STEC’in ana rezervuarlari olmakla birlikte koyunlarin da rezervuar
olarak insanlarda kanli ishal, HK ve HUS gibi enfeksiyonlara neden oldugunu bildiren
epidemiyolojik galismalar bulunmaktadir (Belanger vd., 2011; Brandal vd., 2012;
Ferhat vd., 2019). Siirii saglig1 ve yonetimi kapsaminda, mastitis, ayak hastaliklari ve
neonatal septisemiler dikkate alinmasi gereken hastaliklar olmakla birlikte, bu
hastaliklara yonelik koruma ve miicadele uygulamalarinin hayata gegirilmesinden
once hastaliklarin etiyolojisinde rol oynayan patojenlerin viriilans faktorlerinin
belirlenmesi ilk adimdir. Bu tez ¢alismasinda koyunlarda siirii sagligin1 olumsuz
etkileyebilecek ve dolayli olarak ekonomik kayba neden olabilecek E. coli suslari

igerisinde Stx iireten izolatlarinin virulans faktorlerinin saptanmasi amaglanmastir.



1. 1. Tarih¢e ve Tanim

E. coli, ilk kez 1885 yilinda, Alman mikrobiyolog ve pediatrist Theoder
Escherich tarafindan bebek diskilarindan izole edilmis ve Bacterium coli commune
olarak adlandirilmistir (Blount, 2015). Theodor Escherich’in 1911°de o6liimiinden
sonra adina atfen Castellani ve Chalmers tarafindan 1919 yilinda B. coli commune ismi
“Escherichia coli” olarak degistirilmistir (Scheutz ve Strockbine 2015; Méric,
Hitchings, Pascoe ve Sheppard, 2016). E. coli uzun siire tiim sicakkanli hayvanlarin
normal bagirsak florasimin bir pargasit kabul edilse de (Nataro ve Kaper 1998;
Wasteson, 2002; Fairbrother ve Nadeau, 2006; Walker, 2008) 1920°1i yillarda iiriner
sistem enfeksiyonlarina ve 1940’11 yillarda da g¢ocuklarda gastroenteritise neden
oldugu anlasilmistir (Fratamico ve Smith, 2005). Zamanla E. coli’nin yara
enfeksiyonlari, mastitis, enteritis, iirogenital enfeksiyonlar, septisemi ve meningitis

gibi hastaliklara neden olabilecegi anlagilmistir (Wasteson, 2002).

Escherichia cinsi bakteriler, Proteobacteria filumuna, Gammoproteobacteria
sinifina, Enterobacteriales takimina, Enterobacteriaceae ailesine aittir. E. coli, 1,1-
1,5%2,0-6,0 um boyutunda, sporsuz Gram negatif, uglar1 yuvarlak ¢omak seklinde,
cogunlukla hareketli, asidorezistans 6zelligi olmayan, sporsuz, laktozu fermente eden,
katalaz pozitif, oksidaz negatif, optimum gelisme sicakligi 37°C, optimum gelisme
pH’s1 7,2 olan bir bakteridir (Bergey, Sneath ve Holt, 1986). E. coli, insan ve bazi
memelilerin bagirsak florasinda bulunmasi nedeniyle zararsiz olarak kabul edilse de
bazi tipleri insanlarda ve hayvanlarda hastaliklara sebep olabilmektedir (Kaper, Nataro
ve Mobley, 2004).

1. 2. Taksonomi

Escherichia cinsi, Bergey’s “Manual of Systematic Bacteriology’”’nin ikinci
baskisinda, 2. ciltte, “Proteobakteriler” bolimiinde, “Gammaproteobakteriler”
smifinda yer almistir (Garrity, Bell ve Lilburn, 2004). Proteobakteriler, en genis
kapsaml1 bakteri grubu olup, 1000'den fazla tiir igerir ve 16S ribozomal niikleik asit
(rRNA) gen dizilerinin karsilastirilmast sonucunda; Alfa, Beta, Gamma, Delta,
Epsilon, Zetaproteobacteria, Oligoflexia, Acidithiobacillia ve Hydrogenophilalia
olmak tizere 9 farkli sinifa ayrilmistir (Williams ve Kelly, 2013; Nakai vd., 2014;
Boden, Hutt ve Rae, 2017). Gammaproteobakteriler, ¢esitli fizyolojik tipleri ile



proteobakterilerin en biiyiik alt grubunu teskil ederler ve Enterobacteriaceae familyasi
bu sinif i¢erisinde yer alir (Prescott, Harley ve Klein, 2002; Garrity, Bell ve Lilburn,
2004).

Enterobacteriaceae familyas: igerisinde, giiniimiizde 37 genus (Biostraticola,
Buttiauxella,  Calymmatobacterium, Cedecea, Citrobacter,  Cronobacter,
Enterobacillus,  Enterobacter,  Escherichia, = Franconibacter,  Gibbsiella,
Intestinirhabdus, Izhakiella, Klebsiella, Kluyvera, Kosakonia, Koserella, Leclercia,
Lelliottia, Levinea, Limnobaculum, Mangrovibacter, Metakosakonia, Phytobacter,
Pluralibacter, Pseudescherichia, Pseudocitrobacter, Raoultella, Rosenbergiella,
Saccharobacter, Salmonella, Scandinavium, Shigella, Shimwellia, Siccibacter,
Trabulsiella ve Yokenella) yer almaktadir (Castellani ve Chalmers, 1919). Escherichia
genusu giiniimiizde toplam bes tiirden olusmaktadir. E. coli, 1980 yilina kadar
Esherichia genusu igindeki tek tiir olmakla birlikte, 1980’ de Escherichia
adecarboxylata ve Escherichia blattae, 1983°te Escherichia hermannii ve Escherichia
vulneris, 1985°de Escherichia fergusonii, 2003°de Escherichia albertii, 2015°de ise
Escherichia marmotae tiirleri bu genusa dahil edilmistir. E. adecarboxylata 1987’de
Leclercia adecarboxylata, E. blattae 2010°da Shimwellia blattae ve E. vulneris
2017°de Pseudescherichia vulneris olarak yeniden klasifiye edilmis ve Escherichia
genusundan ¢ikartilmiglardir (Castellani ve Chalmers, 1919). E. coli’nin taksonomisi

Tablo 2.1°de verilmistir.

Cizelge 1. 1. Escherichia coli’nin taksonomisi

Alem Bacteria
Boliim Proteobacteria
Sinif Gamma Proteobacteria
Takim Enterobacteriales
Aile Enterobacteriaceae
Genus Escherichia
Tiir Escherichia coli




1. 3. Escherichia coli Tiiriiniin Genel Ozellikleri ve Patotipleri

E. coli, silindirik basil yapili, 1,1-1,5x2,0-6,0 um boyutunda, Gram negatif,
cogunlukla hareketli, sporsuz, laktozu fermente eden, katalaz pozitif, oksidaz negatif

bir bakteridir (Sneat, Mair, Sharpe ve Holt, 1986).

E. coli, insan ve bazit memelilerin bagirsak florasinda bulunmasi nedeniyle
zararsiz olarak kabul edilse de baz1 tipleri insanlarda ve hayvanlarda hastaliklara sebep
olabilmektedir (Kaper vd., 2004). Bununla birlikte, belirli serotipler veya klonlar hem
bagirsak hem de bagirsak disi hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir. Bu bakterinin
saglikli bireylerdeki patogenezi, biiyiik dlglide ¢esitli spesifik viriilans faktorlerine
sahip olmasina baglhidir. Immun sistemi zay1f olan konaklarda, E. coli firsatc1 patojen
olabilmektedir. (Kaper vd., 2004; Scheutz ve Strockbine, 2015). Patojen E. coli suslari,
meydana getirdikleri hastalik tiiriine ve sahip olduklar1 viriilans faktorlerine gore
smiflandirilmaktadir. E. coli’ler intestinal ve ekstraintestinal enfeksiyon sebepleri
olarak ikiye ayrilmaktadir (Omerovic, Miistak ve Kaya, 2017). Intestinal patojenik E.
coli siddetli kolitis, dizanteri ve diyareye neden olabilirken, ekstraintestinal patojenik
E. coli ise septisemilere, iiriner sistem enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Intestinal
hastaliklardan izole edilen E. coli suslari, epidemiyolojik ve fenotipik 6zelliklerine,
klinik semptomlarina, spesifik viriilans faktorlerine gore Shiga toksin iireten E. coli
(VTEC veya STEC), Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Vero- veya Enteroagregatif E.
coli (EAEC), Enteroinvaziv E. coli (EIEC), Diffuz Aderent E. coli (DAEC),
Enteropatojenik E. coli (EPEC) seklinde 6 farkli sinifa ayrilmistir (Scheutz ve
Strockbine, 2015). Ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC), saglikli hayvanlarin
bagirsak florasinda kommensal olarak bulunur ve fakiiltatif patojen 6zelligindedir.
EXPEC grubunda yer alan patotipler: Septisemik Patojenik E. coli (SEPEC), Neonatal
Meningitis E. coli (NMEC), Uropatojenik E. coli (UPEC), Avian Patojenik E. coli
(APEC) ve diger potansiyel E. coli patotipleri seklinde 5 farkli sinifa ayrilmaktadir
(Kaper vd.,2004; Omerovic vd., 2017).



1. 3. 1. Intestinal E. coli Patotipleri

1. 3. 1. 1. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

Enterotoksijenik E. coli suslar1 hem insanlarda hem de evcil hayvanlarda
diyarenin énemli nedenlerindendir (Scheutz ve Strockbine, 2015). Enterotoksijenik E.
coli hafif, kendini sinirlayan diyareden, siddetli diyareye kadar degisebilen klinik
semptomlarla seyreden diyare etkenidir. Bu mikroorganizma gelismekte olan
tilkelerde cocuk ishallerinin ve bu iilkelere seyahat giden turist diyaresinin ana
sebebidir (Nataro ve Kaper, 1998). Enterotoksijenik E. coli, insan veya hayvan digkisi
ile kontamine olmus siit, su ve gidalarla bulasmakdir. Sulu diyare, dehidrasyon ve
bagirsak emiliminde azalmaya neden olmaktadir (Nagy ve Fekete, 1999; Scheutz ve
Strockbine, 2015; Lupindu, 2017). Enterotoksijenik E. coli suslari, bagirsak epitel
hiicrelerine zarar vermez, ancak kolera toksini ile yakindan iliskili olan termolabil
enterotoksin (LT) ya da termostabil enterotoksin (ST) tiretir (Nataro vd., 1987a).
Enterotoksijenik E. coli enfeksiyonlariin patogenezinde rol oynayan diger viriilans
faktorii de konak bagirsak epiteline kolonizasyonu saglayan fimbrial ve afimbrial
adezinlerdir. Hayvanlarda en yaygin goriilen fimbrial adezinler; K88 (F4), K99 (F5),
987P (F6), F17, FA41, F42, CS31A, F141 ve F165'tir (Scheutz ve Strockbine, 2015;
Omerovic vd., 2017).

1. 3. 1. 2. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

Enteropatojenik E. coli, Neter tarafindan 1955 yilinda E. coli’nin ilk tanimlanan
patotipidir. Enteropatojenik E. coli suslari, hayvanlarda ve insanlarda diyareye neden
olmaktadir (Kaper vd., 2004). Gelismekte olan iilkelerde bebeklerde, sulu ve kanli
diyareye neden olan en 6nemli etkenlerden biridir (Fard, Dallal, Moradi ve Rajabi,
2019). Enteropatojenik E. coli suslar1 hiicre i¢i sinyalizasyonu bozarak diyare
olusturmaktadir (Milon, Oswald ve De Rycke, 1999). Enteropatojenik E. coli suslari,
bagirsak epitel hiicrelerindeki  mikrovilluslara kolonize olarak membran
mikrovilluslarinda cesitli lezyonlara ve bozukluklara yol acarak bagisak enterositlerini
etkilemektedir. Buzagi, kuzu ve domuz yavrularinda neonatal diyare ve ileitis;

bebeklerde de diyareye neden olmaktadir (Padhye ve Doyle, 1992; Milon vd., 1999).



1. 3. 1. 3. Enteroagregatif E. coli (EAEC)

Enteroagregatif E. coli tiim diinyada ¢ocuk ve yetiskinlerde persistan diyarenin
nedeni olarak giderek daha fazla taninmakta ve diinya genelinde ¢esitli salginlarin
nedeni olarak bilinmektedir. Enteroagregatif E. coli, stabil ve labil toksin
salgilamamas1 ve HEP-2 hiicrelerine otoagreatif olarak baglanip, ‘tugla y1gin1” benzeri
adezyon paterni gostermesi ile bilinmektedir. (Nataro vd.,1987b). Enteroagregatif E.
coli enfeksiyonlarinda temel strateji intestinal mukozanya kolonizasyon, enterotoksin
ve sitotoksinlerin salinimidir. Enteroagregatif E. coli nin viriilansi sahip oldugu ¢esitli
toksinler ve agregasyonu saglayan fimbria tarafindan saglanmaktadir (Nataro vd.,
1987b). Enteroagregatif E. coli suslarinin salgiladiklar1 toksinler yardimuyla,
insanlarda akut veya kronik diyareye, abdominal sanciya yol agtiklar1 belirtilmektedir
(Scheutz ve Strockbine, 2015).

1. 3. 1. 4. Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

Enteroinvaziv E. coli suslari, Shigella tiirleri ile yakin iliskilidirler (Omerovic
vd., 2017). Bu patojen suslar, Shigella tiirleri gibi, insanlarda distal kalin bagirsagin
epitel hiicrelerine kolonize olup g¢ogalabilmektedir (Scheutz ve Strockbine, 2015).
Kolon epitel hiicrelerini yikimlayarak, nekroza ve sulu, kanli, mukoz karakterde

ishallere neden olmaktadir (Nataro ve Kaper, 1998).

1. 3. 1. 5. Diffiiz aderan E. coli (DAEC)

Diffliz aderan E. coli suslari Hep-2 hiicre tabakalarina diffiiz adezyon 6zelliginin
saptanmasi ile tanimlanmaktadir. Bu suslar, Hep-2 hiicrelerinin ylizeyinden uzanan
parmak seklindeki uzantilara kolonize olabilmektedir. Suslarin bircogu, F1845 olarak
adlandirilan bir fimbrial adezin salgilamaktadir. Diffiiz aderan E. coli suslari,
cocuklarda siireklilik gdsteren ishale neden olmaktadir (Kaper vd., 2004,
Omerovicvd., 2017).

1. 3. 1. 6. Vero- veya Shiga toksin iireten E. coli (VTEC/STEC)

Shiga toksin tireten E. coli, ilk olarak 1977’de tanimlanmistir. Shiga toksin
ireten E. coli suslarmin bu isimle tanimlanmasinin nedeni, {iretmis olduklar
sitotoksinin Shigella dysenteriae toksini ile genetik ve protein yapisi olarak benzer
olmasindan ileri gelmektedir (Omerovic vd., 2017). E. coli sitotoksinleri, canlilarda

semptomlarin ve O0liimiin meydana gelmesinde rol oynayan temel faktorlerdendir.



(Clermont, Christenson, Denamur ve Gordon, 2013). Shiga toksin iireten E. coli
suslarinin bagirsak hiicrelerine kolonizasyonunu saglayan viriilans faktorii ise
intimindir. Bagirsak mukozasina yapisma ve bunun sonucunda mukozada meydana
gelen dejenerasyona bagli olarak cesitli lezyonlar goriilmektedir (Kariyawasam,
Johnson ve Nolan, 2006). Shiga toksin iireten E. coli’in patogenezinde rol oynayan
diger bir virillans faktorii ise, plazmit ile kodlanan Enterohemolizin (Ehly)’dir
(Omerovic vd., 2017). Enterohemorajik E. coli suslari, enterohemolizin ve sitotoksin
(Stx/VT) olustururlar. Bir E. coli susunda sitotoksin iiretiminin yanisira, bagirsak
epitellerine yapisma ve bozukluklara yol agma mekanizmasini saglayan locus
enterocyte effacement (LEE) patojenite adas1 mevcut ise, bu suslara EHEC (6rnegin,
O157: H7) adi verilir. Enterohemorajik E. coli suslari, insanlarda hemorajik Kolitis,
ishal ve HUS’e neden olur. Enterohemorajik E. coli suslarmin ana rezervuari
ruminantlar olup, insanlarda goriilen ilk vakalar, az pismis hamburger tiikketimiyle
iliskilendirilmistir. Daha sonra, sosis, pastorize edilmemis siit, elma suyu, marul,
kavun, turp ve briiksel lahanasi gibi ¢esitli gida maddeleri enfeksiyon kaynagi olarak
bildirilmistir (Kaper vd., 2004). Tiim diinyada, gida kaynakli enfeksiyonlara yol agan
en 6nemli EHEC serotipleri, O157:H7 ve O157: NM olarak bilinmektedir (Padhye ve
Doyle, 1991).

1. 3. 2. Ekstraintestinal E. coli Patotipleri

1. 3. 2. 1. Septisemik Patojenik E. coli (SEPEC)

Septisemik Patojenik E. coli suslari, kolonize olduklar1 konaklarda septisemiye
neden olmaktadir. Bu suslar tarafindan meydana gelen enfeksiyon siirecinin her
adiminda c¢esitli virlilans faktorlerinin oldugu ve invaziv suslarin bu viriilans
faktorlerinin kombinasyonlarini kullandiklari bilinmektedir. Invazyon siirecindeki ilk
basamak adezinler aracilig1 ile bagirsak yiizeyine tutunmadir. Septisemik Patojenik E.
coli suslarinda, Colicin V’yi kodlayan bir Col V plazmiti bulunmaktadir. Bu Col V
plazmiti, ayrica invazyon ve tutunmay1 saglayan tip IV pilusunu kodlamaktadir. Bu
plazmit E. coli suslarinin canliligini siirdiirmesine yardimci olan serum direnci ve
aerobaktin demir alim sistemilerini de regiile etmektedir (Concei¢do, Ludovico,
Andrade ve Yano 2012).



1. 3. 2. 2. Neonatal Meningitis E. coli (NMEC)

E. coli’nin bu patotipi, %15-40 6liim oran1 ve ciddi norolojik bozukluklara yol
acan, Gram negatif neonatal menengitisinin en yaygin nedenidir (Kaper vd., 2004).
Neonatal Meningitis E. coli suslari, genellikle, Neisseria meningitidis tip B kapsiilii ile
0zdes K1 antijenine sahip olan O7, O18ac, O1 ve O6 gruplariyla iliskilidir. En yaygin
olarak izole edilen tiplerden biri ise, O18ac: K1:H7 serotipinin S fimbrial1 klonudur

(Scheutz ve Strockbine, 2015).

1. 3. 2. 3. Uropatojenik E. coli (UPEC)

Uropatojenik E. coli suslari, bazi hayvanlar (kedi, kopek vb.) ve insanlarda
tiriner sistem enfeksiyonlarina sebep olurlar. Enfeksiyon kopeklerde daha yaygin
olmakla birlikte cogunlukla sistit, iiretrit, piyelonefrit ve prostatit olarak goriilmektedir
(Vanessa ve Carlyn, 2015). Uropatojenik E. coli suslar1, PAI-1 (70 kb) ve PAI-11 (190
kb) olmak iizere iki patojenite adasi igermektedirler (Omerovic vd., 2017).
Uropatojenik E. coli suslarinda, enfeksiyon patogenezinde rol oynayan cesitli
adezinler (fimbrialar), hemolizin, aerobaktin ve sitotoksik nekrotizan faktor 1 (CNF-

1) gibi bir dizi viriilans faktorii bulunmaktadir (Scheutz ve Strockbine, 2015).

1. 3. 2. 4. Avian Patojenik E. coli (APEC)

Avian Patojenik E. coli suslar1 kanatlilarda ¢esitli ekstraintestinal enfeksiyonlara
(koli septisemi, kolibasillozis, poliserozit, ovaritis, yumurta kesesi yangisi, artritis,
sinovitis vb.) neden olmaktadir. Broyler irki tavuklarda goriilen seliilitis ile iliskili
lezyonlar karkas kalitesinde bozulmaya neden olarak ekonomik kayiplara yol
agmaktadir. Avian Patojenik E. coli suslari, saglikli kanatlilarin bagirsak florasinda
bulunmaktadir. APEC suslarinda tanimlanan viriilans faktorleri; adezinler (F1, P ve
kivrik fimbrialar), aerobaktin demir kazanim sistemi, K1 kapsiilii, sicakliga duyarh
hemaglutinin, serum direnci ve gesitli toksinlerdir (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999;
Omerovic vd., 2017).

1. 3. 2. 5. Diger Potansiyel E. coli Patotipleri

Potansiyel patojenler arasinda yer alan ilk patotip, adherent-invazif E. coli
(AIEC) olarak bilinen ve Crohn Hastalig1 ile iligkili olan E. coli suslaridir. Ancak,
AIEC suglar igin heniiz tek bir genetik sekans tanimlanmamistir (Kaper vd., 2004).
Son yillarda, EXPEC iki yeni hayvansal orijinli patotip daha eklenmistir. Bunlar;



hayvanlarda uterus enfeksiyona neden olan endometriyal patojenik E. coli ve mastitis

nedeni olan meme patojenik E. coli’ dir (Omerovic vd., 2017).

1. 4. Viriilans Faktorleri

E. coli nin patojenitesi, suslarin patotipine gore degiskenlik gdsteren ve gesitli
virtilans faktorlerini igeren genis bir mekanizmaya sahiptir. Patojen E. coli suslarinin,
canlilarda yol agtiklar1 enfeksiyon tipi ve konak tiirii spesifik olup, enfeksiyonlarin
patogenezinde bu suslarin viriilans faktorleri 6nemli yer tutmaktadir (China ve
Goffaux, 1999; Omerovic vd., 2017). E. coli viriilans faktorleri, bakteri genomu ya da
plazmitlerde yer alan gesitli genler tarafindan kodlanmaktadir. Patojen E. coli
suslarinin  kommensal suslardan ayirt edilmesi g¢esitli viriilans faktorlerinin
saptanmastyla olmaktadir. Viriilans faktorler, patojen E. coli suslarinin konagi enfekte
etmesinde, kolonizasyonunda ve konagm immun sistemi ile miicadele etmesinde
onemli rol oynamaktadir (Kaper vd., 2004). Ozellikle ekstraintestinal enfeksiyonlarin
olusmasinda, mukozaya tutunma, bagirsak duvarini gegme, komplementlere direng
gosterip fagositozdan kagabilme ve canli kalarak ¢ogalma yetenegini siirdiirmede
viriilans faktorleri 6nemli yer tutmaktadir. Bununla birlikte, viriilans faktorlerinin
sentezlenmesi siirekli degildir ve bakteriler, sadece ¢evreden veya konaktan gesitli
sinyalleri aldiklar1 zaman viriilans faktorii sentezlerler (Harel ve Martin, 1999;
Lupindu, 2017). E. coli suslariin sahip olduklar1 viriilans faktorleri; toksinler,
adezinler, konak hiicre odakli proteinler, aerobaktin sideroforlari, komplement direnci

ve polisakkarit kapsiil seklinde siniflandirilmaktadir (Omerovic vd., 2017).

1.4.1. Adezinler

Fimbrialar, bakteri hiicrelerinin yiizeyinde bulunan ve konak hiicreye tutunmay1
saglayan yapilardir. Fimbrianin distalinde bulunan ve adezin olarak isimlendirilen
protein yapi, konak hiicrenin reseptorlerine tutunarak adezyon islemini
gerceklestirmektedir. Adezinler, fimbria iizerinde lokalize olabildigi gibi, direkt
mikroorganizma iizerine lokalize olan afimbrial adezinler de tanimlanmistir (Moxley,
2013). E. coli suslarinda bulunan 6nemli fimbrialari; Tip | (F1) Fimbria, Tip Il
Fimbria, Bundle-Forming Pilus (bfp), Afimbrial adezinler (AFA), Intimin, seklinde
siralayabiliriz (Scheutz ve Strockbine, 2015).
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1. 4. 2. Aerobaktin sideroforlari

E. coli’nin konak hiicrelerde tiremesi i¢in gerekli olan 6nemli esansiyel faktorler
arasinda demir yer almaktadir (Erdem, 1999). Sideroforlar, bir demir ayirma ve
transport sistemidir. Konak doku ve mukozalarinda serbest demir (Fe) miktar1 az
oldugu i¢in, E. coli, kendi yapisinda mevcut olan sidereforlar araciligiyla, transferrin
veya laktoferrin gibi molekiillerden serbest demiri elde etmektedir (izgiir, 2006).
Aerobaktin sideroforlari, plasmid tarafindan kodlanir ve EIEC, APEC patotiplerinde

bulunurlar (Omerovic vd., 2017).

1. 4. 3. Serum Direnci

Serumun bakterisidal etkisine karsi, E. coli’lerin gosterdikleri direngtir. Serum
direncinden bakteri yiizeyinde bulunan K1 kapsiilii veya dis membran proteinleri
(OmpA, TraT ve iss proteinleri) sorumludur. Komplement komponentleri ve membran
atak kompleksine karsi savunmada Onemli rol oynayarak, bakterisidal etkiyi
onlemektedir (Kaper vd., 2004; Moxley, 2013).

1. 4. 4. Kolisin Aktivitesi

E. coli suslari, kolisin olarak adlandirilan gesitli bakteriyosinleri tiretmektedir.
A’dan V’ye kadar siralanan yirmiden fazla kolisin tipi bulunmaktadir. Kolisinler,
plazmitte (Col plazmiti) bulunan cesitli genler tarafindan kodlanir ve kolisin
tiretmeyen E. coli suslar1 ile diger bazi bakteri tiirleri lizerinde bakterisidal etkiye
sahiptir (Omerovic vd., 2017). Kolisinler bakteriyel hiicre lezyon olusumunu saglayan
ve bakteriyi kendi kolisinlerine karst koruyan iki alt birimden olusmaktadir.
Kolisinlerin etki mekanizmasi; DNA/RNA hasari, glikojen sentezinin inhibisyonu ve

aktif transportun engellenmesi seklinde siralanabilir (Cascales vd.,2007).
1.4.5. Toksinler

1.4.5. 1. Termolabil Enterotoksin

Labil Toksin (LT), yaklasik olarak 86000 dalton molekiil agirliginda, 60°C’de,
30 dakikada inaktive olmaktadir. Bu toksin, yapi, fonksiyon ve antijenik karakter
bakimindan kolera toksinine benzerlik gostermektedir (Moxley, 2013; Omerovic vd.,
2017). Labil toksin, LT-I ve LT-II olarak simiflandirilan ve aralarinda immiinolojik

capraz reaksiyon olmayan 2 ana gruba ayrilmaktadir. LT-1 plazmit, LT-2 ise
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kromozom tarafindan kodlanmaktadir. LT-I hem insan hem de hayvan enfeksiyonlari
ile iligkilendirilmesine ragmen, LT-1I’nin enfeksiyonlarla ¢ok 6zel bir iliskisi yoktur
ve LT-II ozellikle hayvansal orijinli E. coli suslar1 tarafindan salgilanmaktadir
(Scheutz ve Strockbine, 2015).

1. 4.5. 2. Termostabil Enterotoksin

Stabil Toksin (ST), diisiik molekiil agirligina sahip ve immiinolojik 6zellik
gostermeyen bir toksin olup, 100°C’de, 15 dakikada inaktive olmaktadir. Bu toksin,
bagirsak epitelindeki quanil siklazi aktive edip, siklik guanozin monofosfat (cCGMP)
birikimine yol agarak intestinal sekresyon ile ishal meydana getirmektedir (Erdem,
1999; Moxley, 2013). Stabil toksin, ST-1 ve ST-1I olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir.
ST-I toksini, ETEC suslar1 ve diger Gram negatif bakteriler (Yersinia enterocolitica,
non-O1 Vibrio cholerae gibi) tarafindan salgilanmaktadir. ST-1 grubu da iki alt gruba
ayrilmaktadir. Bu alt gruplar; domuzdan izole edilen ST-la (STp) ve insanlardan izole
edilen STIb (STh)’dir. ST-II toksini, ¢ogunlukla domuz orijinli ETEC suslar
tarafindan tretilir ve bagirsak epitelinde histolojik hasara neden olmaktadir (Omerovic
vd., 2017).

1. 4.5. 3. Endotoksin

Endotoksin veya lipopolisakkarit, tim E. coli suslarinda bulunmakta
patojenitede de 6nemli rol oynamaktadir (Mainil, 2013). Lipid A toksijeniteden
sorumlu ve polisakkarit tinite antijeniteden sorumludur (Burvenich, Van Merris,
Mehrzad, Diez-Fraile ve Duchateau, 2003). Endotoksinler, konakta ¢esitli hasarlara
neden olan onemli viriilans faktorlerindendir. Bu toksinler, bakteri hiicresinin
biitiinligli bozuldugunda agiga ¢ikmakta ve inflamatuar yanita neden olmaktadir.
Konak immun sistemini ve pihtilasma sistemini etkileyerek, canlilarda siddetli toksik
reaksiyonlara yol agmaktadir. Viicutta ates, septik sok, 1okopeni, kan pihtilasmasi ve
hemorajiye neden olmaktadir (Izgiir, 2006; Moxley, 2013).

1. 4. 5. 4. Norotoksin

Norotoksinler lipoprotein yapisinda ve 1siya duyarli toksinlerdir. Bu toksinler;
genellikle ¢esitli E. coli serotipleri (O139:K82 gibi) ve hemolitik E. coli suslar
tarafindan tretilmektedir. Ayrica, domuzlarda enterotoksemiye ve farelerde merkezi

sinir sistemi bozukluklarina yol agmaktadir (izgiir, 2006).
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1. 4. 5. 5. Sitotoksik Nekrotizan Faktor

Bazi patojenik E. coli suslari, hiicrelerde nekroza yol acan, sitotoksik nekrotizan
faktor lretmektedir. Sitotoksik Nekrotizan Faktdr (CNF), 110-115 kDa molekiil
agirhikli bir monomerik proteindir. CNF1 direten E. coli suslar, genellikle
ekstraintestinal enfeksiyonlardan (insanlarda meningitis ve septisemi; bogalarda
septisemi, kedi ve kopeklerde iiriner sistem enfeksiyonlari) izole edilmistir. Bu toksin,
UPEC patotiplerinin en énemli viriilans faktorlerinden biridir. CNF1 toksin {iretimi,
iriner sistem enfeksiyonunu tetiklemekle birlikte, konak hiicre yapisinda bozukluklara
ve hiicre lizisine yol agmaktadir. CNF2 iireten E. coli suslari ise, kuzu ve buzagilarda

septisemi ve enteritlere neden olmaktadir (Moxley, 2013; Omerovic vd., 2017).

1. 4.5. 6. Hemolizin

Hemolitik E. coli suslar1 tarafindan salgilanan sitolitik protein yapili toksin, a-
hemolizin (hlyA), enterohemolizin (Ehly) ve silotizin A (clyA) olmak iizere ti¢ toksin
tretmektedir. hlyA, tip I sekresyon sistemi tarafindan salgilanan, protein yapilt bir
ekzotoksin olup, kromozom tarafindan kodlanmaktadir (Kaper vd., 2004; Moxley,
2013). HIyA, genellikle ekstraintestinal E. coli suslart tarafindan iretilerek
eritrositlerin ve lenfositlerin lizisine neden olmaktadir. Lizis sonucunda ortaya ¢ikan
demir, bakterilerde siderofor sisteminde kullanilmaktadir (Scheutz ve Strockbine,
2015). Enterohemolizin, Repeats-in-toxin toksindir ve birgok STEC patotipi
tarafindan tretilmektedir. (Moxley, 2013; Omerovic vd., 2017). Sitolizin A, 34 kDa
molekiil agirliginda hemolitik 6zellik gosteren proteindir. Sitolizin A, tiim E. coli
suslarininda bulunmaktadir. Bu protein, memeli hiicrelerine karsi sitotoksik etki
gosterir ve makrofaj apoptozuna neden olmaktadir (Ludwig, von Rhein, Bauer,
Hiittinger ve Goebel, 2004).

1.4.5.7. Shiga/ Vero Toksin (Stx / VT)

Shiga toksin tireten E. coli ilk kez 1977’de kesfedilmistir. Sitotoksik etki
gosteren toksin insan ve hayvanlarda hastalik olusturur. Bu toksinler, Shigella
spp.’lerin iirettigi Shigatoksine ¢ok benzer ve Shiga benzeri (Shiga like) toksin olarak
adlandirilmaktadir. Verotoksin ya da verositotoksin olarak da bilinen toksinler ishal,
HK ve HUS a neden olmaktadirlar (Erdem, 1999; Melton-Celsa, 2014).
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1.5. STEC GENEL OZELLIiKLERI

Shiga toksin tireten E. coli, sanayilesmis iilkelerde ciddi gastrointestinal
hastaliklarin baslica nedenidir (Kaper ve O'Brien, 2014). Bakteriler genellikle az
pismis et, Ozellikle sigir eti Uriinleri, ¢apraz kontamine ¢ig sebzeler, filizler ve

tohumlar gibi kontamine yiyeceklerin yenmesi yoluyla bulasir (Caprioli vd., 2014).

Shiga toksin iireten E. coli 'n en 6nemli viriilans faktord, risin (bitkisel bir toksin)
ile benzer etkinlikteki toksindir. Stx1 ve Stx2 olmak iizere benzer 6zellikleri olan fakat
farkli antijenik yapida alt tipi tanimlanmistir (Strockbine, Jackson, Sung, Holmes ve
O'Brien 1988). Bu toksinler konak hiicrelerinde protein sentezinin inhibisyonundan
sorumludur (Baliére, Rincé, Delannoy, Fach ve Gourmelon, 2016). Stx1; Stx1a, Stx1c,
Stx1d olmak tizere 4 alt tipe, Stx2 ise Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g,
Stx2h, Stx2i, Stx2j, Stx2k ve Stx2| 'yi igeren 12 Stx alt tipine ayrilmistir
(Koutsoumanis vd., 2020). Ozellikle Stx1a olmak iizere Stx1c ve Stx1d alt tipleriyle
HUS arasinda 6nemli bir iliski tanimlanmaktadir (Skinner, Patfield, Stanker,
Fratamico ve He, 2014). Shiga toksin iireten E. coli suslarindan Stx2a, Stx2c ve Stx2d
tipleri daha stk HK ve HUS ile iliskilendirilmektedir (Melton-Celsa, 2014).

1. 6. STEC’in Viriilans Faktorleri

1. 6. 1. Shiga Toksin (Stx)

Shiga toksin; 19. yiizyilda S. dysenteriae'nin neden oldugu dizanteriyi ilk tespit
eden Kiyoshi Shiga’nin ismiyle adlandirilmistir. Fakat 80 yil sonra shiga toksini E.
coli suslar tarafindan da sentezlendigi tespit edilmistir. Shiga toksin ise benzer etkiye
sahip fakat antijenik agidan farkli olan Stx1 ve Stx2 ayrildig: bulunmustur. Okaryotik
hiicrelerde protein sentezini inhibe edebilen ve yaklasik 70 kDa agirliginda
proteinlerdir. 60S ribozomun 28S rRNA biriminden adenini ¢ikartarak protein
sentezini inhibe etmektedir. Stx bir AB5 protein toksinidir. A alt {initesi enzimatik aktif
kismu1 olup, B alt tinitesi reseptore tutunmaktadir. Toksinin N-glikozidaz aktivitesi A
alt initesi tarafindan gerceklestirilirken, B alt {initesi ise toksinin
globotriaosylceramide (Gb3) reseptorlerine baglanmasinda gorev almaktadir (Melton-
Celsa, 2014). Gb3 reseptorii yogun olarak bobrek glomertillerinde, proximal tiibiilde,
beyin, karaciger ve pankreasta bulunmaktadir. Toksin primer olarak bobregi

etkilemektedir. Ayrica, yapilan son ¢aligmalarda bagirsak epitelinde Stx’lerin
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baglanmasini saglayan Gb4 ve daha az sayida Gb3 reseptorii bulundugu bildirimistir.
(Zumbrun vd., 2010; Etcheverria ve Padola, 2013; Pakbin, Akhondzadeh Basti,
Khanjari, Azimi ve Karimi, 2020). Stx1 ve Stx2 kromozoma yerlesmis lambdoid
fajlardir. Fajlar; faj gen promotorlarinin aktivitesini, gen kopya sayilarinin
amplifikasyonu ile Stx tretimini ve Stx salmimini diizenlemektedir. Bu genler
dogrudan kalitimla aktarilabildigi gibi, faj yoluyla horizontal olarak da
aktarilabilmektedir (Smith ve Huggins, 1983) Stx1, S. dysenteriae toksiniyle tek bir
amino asitle farklilig ile ayrilmaktadir (Strockbine vd., 1988). Shiga toksin iireten E.
coli suslar1 Stx1 ve/veya Stx2 genlerine sahip olabilir ve bu genler kendi igerisinde
cesitli alt tiplere ayrilmaktadir. Stx1’in in alt tipleri Stx1a, Stx1c, Stx1d ve Stx1e iken,
Stx2’nin alt tipleri Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g, Stx2h, Stx2i, Stx2j,
Stx2k ve Stx21’dir. (Koutsoumanis vd., 2020). Stx2'nin Stx1’e gore daha agir klinik
semptomlara neden oldugu bilinmektedir. Stx2a, Stx2c ve Stx2d HUS gibi agir klinik
durumlarla iliskili iken, Stx1 varyantlari, Stx2b ve Stx2e ishal ve benzeri hafif klinik
durumlar veya fekal tasiyicilikla iliskilidir (Fuller, Pellino, Flagler, Strasser ve Weiss,
2011).

1. 6. 1. 1. Shiga Toksin (Stx) Yapisi

Bilinen en giiglii bakteriyel toksinlerden bir olan Stx, temel olarak alt birim A ve
5 6zdes B alt birimi olmak iizere 2 ana alt birimden olugmaktadir. Shiga toksinin A alt
birimi Okaryotik hiicre ribozomuna zarar verip hedef hiicrenin protein sentezini
durdurmaktadir. B pentamerik alt birimi, endotelyal hiicrelerde bulunan hiicresel
reseptor Gb3 baglanmaktir (Melton-Celsa, 2014). Resim 1.1°de gorildiigii gibi A alt
birim {initesi birbirine disiilfid bag1 ile bagli A1 alt iinitesi ve A2 alt iinitesinden olusur.
Al toksinin enzimatik aktivitesinden sorumlu iken A2 alt tinitesi, Al alt linitesini B
alt birimine baglamaktadir (Fraser vd., 2004). B alt birimi toksinin Gb3 yiizeyinden
eksprese eden hedef hiicreleri baglanmasini saglamaktadir (Stein, Boodhoo, Tyrrell,
Brunton ve Read, 1992).
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Resim 1. 1. Stx yapist: Glutamik asit (mavi), ribozom etkilesim boélgesi (mor),
proteaza (furin) duyarli bolge (yesil) ve B pentameri (turuncu) bir blok olarak
gosterilmektedir. A1 alt birimini ve A2 alt birimini baglayan disiilfid kopriisii, proteaza
duyarli bolgenin tizerinde gosterilmektedir. ER'den sitozole translokasyon i¢in dnemli
olan bir bolge, bir parantez ile gosterilmektedir (Melton-Celsa, 2014).

1. 6. 1. 2. Shiga Toksin (Stx) Reseptorleri

Dokulardaki Stx reseptorlerinin  varligi hiicre ¢esidine gore farklilik
gostermektedir. Bir dokuda Stx reseptorlerinin fazla olmasi Stx’in aktivitesini
artirmaktadir. Shiga toksin reseptorlerinin hiicrelerdeki farkli dagilimi hastalik
patogenezinde ve seyrinde onemlidir (Lingwood, 1996). Shiga toksinin ilk hedefi
endotelyal hiicrelerdir. (Paton ve Paton, 1998). Shiga toksin reseptorlerinin fazla
miktarda bulundugu intestinal ve renal epitelyum hiicreleri toksin hasarindan daha
fazla etkilenmektedir (Weinstein, Jackson, Perera, Holmes ve O'Brien, 1989; Obrig,
2010). Shiga toksin tanimlayan reseptorler olarak Gb3, Gb4 ve P1 membran glikolipid
tespit edilmistir (Jacewicz, Clausen, Nudelman, Donohue-Rolfe ve Keusch, 1986;
Lindberg vd., 1987; Lingwood vd., 1987; Bitzan vd., 1994). Gb3, bircok memelideki
Stx’lerin fonksiyonel reseptorii olarak kabul edilmis ve intestinal ve renal epitelyal

hiicrelerinde yiiksek diizeyde bulunmaktadir (Boyd ve Lingwood, 1989).

1. 6. 1. 3. Shiga Toksin (Stx) Patogenezi

Shiga toksin tireten E. coli etkenleri ruminantlar ile direkt temasla ya da enfekte
hayvanlarin diskisiyla kontamine gidalarla alinmaktadir (Doyle, Archer, Kaspar ve
Weiss, 2006). Shiga toksin iireten E. coli enfeksiyonlarinda doz oldukga diisiik olup
ortalama 100 bakteri yeterli olmaktadir (Gyles, 2007). Midenin diisiik pH’sina

dayanikli olan STEC’ler kolona ulasip mikrovilluslara baglanarak mikrokoloniler
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olustururlar (Elliott vd., 2000). Shiga toksin iireten E. coli’lerin patojenitesinin
temelinde LEE-1"den LEE-5’¢ kadar 5 kiimeye boliinmiis LEE isimli patojenite adasi
bulunmaktadir. LEE 1, 2 ve 3 bdlgelerinde bakteriyel proteinlerin enterosit igine
girisini saglayan Tip 3 sekresyon sistemini kodlanirken, LEE-4 bolgesinde EspADB
gibi tutunma ile ilgili, LEE-5 bolgesinde ise eae gibi yapigma/baglanma ile ilgili gen
bolgeleri kodlanmaktadir. Toksinin enterositlere baglanmasi ile enterositlerin
yiizeyindeki mikrovillusler histopatolojik degisiklikler meydana gelir (Elliott vd.,
2000). Enterositlerde Tip 3 sekresyon sisteminin devreye girmesiyle bakteri ve konak
hiicre arasinda bir kdprii olusur ve birgok sitotoksik protein enterosite gecer. Intimin
ve translocated intimin receptor arasindaki kalict baglanma hiicre iskeletinde
degisikliklere neden olmaktadir (Cornick, Booher ve Moon, 2002). LEE agisindan
negatif olan STEC suslar ise baglanmada saa geni ile kodlanan adezyon proteinini
kullanmaktadir (Paton, Srimanote, Woodrow ve Paton, 2001). Shiga toksin iireten E.
coli’lerin enterositelere baglanmasiyla birlikte Stx1 ve/veya Stx2 salinimi baslar.
Toksinin B iinitesi Gb3 reseptorlerine baglanirken, A tinitesi protein sentezini inhibe
eder (Karmali, Gannon ve Sargeant, 2010; Castro, Carvalho, Conte-Junior ve
Figuiredo, 2017). Kanda serbest halde bulunmayan Stx nétrofillere bagl olarak
bobrek, merkezi sinir sistemi gibi organlara ulagmaktadir. Shiga toksinin
enterositlerden kana gegisinde birkag olasi yol tespit edilmistir. Bunlar; enfeksiyonun
indiikledigi Gb3 bagimsiz transitoz, ndtrofil transmigrasyonu sirasinda paraseliiler
transport, enfeksiyonun Gb3 reseptor olusumunu indiiklemesiyle retrograd transport,
hiicre 6liimii ile Stx salinimi, Paneth hiicrelerinden Gb3 bagimli translokasyon ve M

hiicreleriyle transitozdur (Schiiller, 2011).

Toksinin olusturdugu endotel hasar1 hiicrede sismeye ve trombiis olusumuna,
bazal membran hasarma ve kapiller kan akiminda azalmaya neden olmaktadir. Gb3
reseptérii bulunan bobrek glomeriilleri ve merkezi sinir sistemi bu durumdan
etkilenmektedir (Schiiller, 2011). Shiga toksin ile endotel hasari1 sonucu bir¢ok sitokin
salinmasiyla, koagiilasyon ve trombositopeni goriilir ve bunun sonucunda
kapillerlerde tromboz ve sistemik bulgular olusmaktadir. Kapillerden gegen
eritrositlerin pargalanmasiyla hemolitik anemi tablosu olusmaktadir. Bobrek hasari ile
proteiniiri olusmaktadir. Hem glomeriillerde hem tubiillerdeki hiicre hasar1 sonucu
bobrek yetmezligi olugmaktadir. Sonu¢ olarak anemi, trombositopeni ve bdbrek

yetmezligi ile karakterize HUS meydana gelir (Obrig ve Karpman, 2012)
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1. 6. 1. 4. insanlardaki STEC Enfeksiyonlarinda Hastahk Tablosu

Shiga toksin tireten E. coli suslar1 diinya ¢apinda gida kaynakli nemli bir halk
sagligi tehdidi olarak tanimlanmistir (Newellin vd., 2018). Shiga toksin iireten E. coli
enfeksiyonlarinin temel bulagsma yolu az pismis etlerin tiikketilmesidir. Shiga toksin
tireten E. coli tasiyan hayvanlarin direkt diskisiyla kontamine olan gidalarin ya da
capraz komtamine gidalarin tiiketilmesi insanlarda enfeksiyona neden olmaktadir.
Enfeksiyonlar ¢ogunlukla sporadik vakalar halinde goriilse de Stx’e bagli salginlarda
goriilmektedir. Enfeksiyonun inkiibasyon siiresi, genel olarak 3-4 giin arasinda
olmakla birlikte bazi durumlarda 1-8 giin arasinda degismektedir (Erol, 2007).
Hemorajik kolit, ilk belirtilerin abdominal agr1 ve diyare oldugu devaminda yiiksek
atesin olmadigl bagirsak kanamasini andiran hemorajinin de katildigi bir hastalik
tablosudur (Karmali, 1989). Shiga toksin iireten E. coli enfeksiyonu sonucu gelisen
HUS; trombositopeni, akut bdbrek hasar1 ve mikroanjiyopatik hemolitik anemi ile
karakterizedir. Bes yasindan kii¢iik ¢ocuklar hastaliga duyarali olmakla birlikte
cocuklarda HUS vakalarinin %85-90’1 STEC iliskilidir (Mody vd., 2015).

1. 6. 1. 5. STEC Epidemiyolojisi

Shiga toksin iireten E. coli 1980’lerde gida kaynakli kiiresel bir halk saghigi
sorunu olarak ortaya c¢ikmistir (Castro vd., 2017). Shiga toksin iireten E. coli
enfeksiyonlar1 basit ishalden HK, HUS ve hastaligin ilerleyen donemlerinde bdbrek
yetmezligi ve 6liime kadar varabilen ciddi hastalik tablosu olusturmasi sebebiyle gida
kaynakli enfeksiyonlar arasinda énem tagimaktadir (Gould vd., 2009). Diinya Saglik
Orgiitiiniin verilerine gére STEC enfeksiyonlarmin yillik insidansi 2,8 milyondur.
(Majowicz vd., 2014). Shiga toksin iireten E. coli enfeksiyonu her yas grubunda
goriilebilmektedir. Enfeksiyonlarin {igte biri 20-59 yas aras1 yetiskinlerde goriiliirken,
bliyiik kismi1 5 yasindan kiiciik ¢ocuklar ve 60 yas tizerindeki bireylerde goriilmektedir
(Tarr, Oltean, Phipps, Rabinowitz ve Tarr, 2018). Ruminantlar STEC’in primer
rezervuaridir ve digki ile bakteriyi ¢evreye yayabilmektedir (Doyle ve Padhye, 1989;
Gyles, 2007). Bakteriler genellikle az pismis et ve ¢apraz kontamine yiyeceklerin
yenmesi yoluyla bulasir (Caprioli vd., 2014). Resim 1.2’de de goriildigii gibi STEC
direkt ya da indirekt yollarla hayvanlardan insanlara bulagmaktadir (Hwang, vd.,
2021). Shiga toksin iireten E. coli, sanayilesmis iilkelerde ciddi gastrointestinal
hastaliklarin baslica nedenidir (Kaper ve O'Brien, 2014).
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Resim 1.2. Shiga toksini tireten E. coli enfeksiyonunun bulagsmasinin sematik
gosterimi (Hwang, vd., 2021).

1.6.1. 6. Ruminantlarda STEC

Shiga toksin lireten E. coli suslar1 6zellikle sigir ve koyun gibi ruminantlarin
intestinal sistemin florasinda dogal olarak bulunur (Beutin, Geier, Steinriick,
Zimmermann ve Scheutz, 1993; Kudva vd., 1996; Beutin vd., 1997; Kudva vd., 1997).
Insan enfeksiyonlarmin temel kaynagini ruminantlarin digkilari ile kontamine gidalar
olusturmaktadir (Doyle ve Padhye, 1989). Mezbahalarda diski ve bagirsak igerikleri
ile kotamine olan etlerin iyi pisirilmeden tiiketilmesiyle insanlarda hastaliklar
olusmaktadir (Brooks vd., 2001).

1.6. 1. 7. Stx1 ve Stx2’nin alt tipleri

Shiga toksinin Stx1 ve Stx2 olmak iizere benzer 6zellikleri olan fakat farkli
antijenik yapida iki alt tipi tanimlanmaktadir (Strockbine vd., 1988). Bu toksinler
konak hiicrelerinde protein sentezinin inhibisyonundan sorumludur (Baliér vd., 2016).
Stx1’in in alt tipleri Stx1a, Stx1c, Stx1d ve Stx1e iken, Stx2’nin alt tipleri Stx2a, Stx2b,
Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g, Stx2h, Stx2i, Stx2j, Stx2k ve Stx2I’dir. (Capps vd.,
2021).
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1.6. 2. Intimin (eae)

Shiga toksin iireten E. coli suslar1 LEE olarak adlandirilan patojenite adasina
sahiptir (Garmendia, Frankel ve Crepin, 2005). Locus of enterocyte effacement, konak
hiicreye efektor molekiilleri ileten ve konak hiicrenin iskelet yapisini bozan Tip III
salgilama sistemini kodlar ve bu sistemle bagirsak mukozasinin hasaria neden olarak
hastalik siirecine katkida bulunur. Locus of enterocyte effacement ayrica epitelyal
hiicrelere baglanmay1 saglayan intimin (eae) proteinini kodlar. Intimin, LEE pozitif
STEC suslarinda diagnostik bir marker olarak kullanilan 6nemli bir virulans
faktoridiir ve bagirsak epiteline adezyonda gérev almaktadir (Elliott vd., 1998).
Intimin, tir reseptorleri aracilig ile bakterinin konak epitelyumuna adezyonunu saglar.
Tir protein, konak hiicre sitoplazmasinda bulunan N- ve C-terminal alanlarini
kullanarak konak hiicre iskeleti ve sinyal bilesenleri ile etkilesime girebilir (Torres,
Zhou ve Kaper, 2005). HUS, HK gibi durumlar ile intimin varlig1 iliskilidir (Blanco
vd., 2004).

1.6. 3. Enterohemolizin (ehxA, e-hlyA)

Biiytik bir virtilans plazmiti iizerinde yer alan ve yaklasik 3000 baz ¢iftine sahip
enterohemolizin (ehxA) geninin, HUS ve ciddi ishallerle iliskili oldugu ortaya
konulmustur  (Cookson, Bennett, Thomson-Carter ve Attwood, 2007).
Enterohemolizin varligi, STEC suslarinin hizli karakterizasyonu i¢in epidemiyolojik
bir belirte¢ olarak onerilmektedir (Beutin, vd.,1989). Yapilan bir¢ok ¢alismada e-
hlyA’nin direkt bir hemolizin salgilamayip, bakteri hiicrelerinin erimesine sebep
olarak sessiz bir hemolizin salinimina neden oldugu bildirilmistir. Cytolysin-A olarak
bilinen bu sessiz hemolizin eritrositlerde por olusturur (Oscarsson, Westermark,
Beutin ve Uhlin, 2002). Bu toksin E. coli O157:H7 ve EPEC suslarinda tespit
edilmistir (Karmali, Steele, Petric ve Lim, 1983).

1. 6. 4. STEC Agglutine Edici Adezyon Proteini (Saa)

Bazi1 STEC suslarin dis membraninda bulunmakta olup otoaglutinasyon adezin
Ozelligi tasimaktadirlar. LEE negatif STEC suslarda Saa varlig1 bilinmektedir (Paton
vd., 2001). LEE negatif STEC suslarin insanlarda enfeksiyona neden olmasinda Saa
adezini muhtemel belirleyici bir faktordiir (Paton vd., 2001).
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1. 6. 5. Cytolethal Distending Toksin-V (CDT- V)

Cytolethal distending toxin; hiicre boliinmesinin G2 fazin1 geri doniisiimsiiz
olarak bloke ederek ve eae geni olmayan suslarda endotel hasarina neden olmaktadir
(Pickett ve Whitehouse, 1999). Endotelde proliferasyonun inhibisyonuna ve hiicre
oliimiine neden oldugu tespit edilmistir (Bielaszewska, Sinha, Kuczius ve Karch,
2005).

1. 6. 6. Katalaz Peroksidaz (KatP)

Tim STEC plazmitlerinde bulunmayan hem katalaz hem de peroksidaz
aktivitesine sahip olan proteini, KatP gen bolgesi plazmit {izerinden kodlanmaktadir.
Yapilan bazi ¢aligmalar bakteriyi peroksidaz aracili oksidatif hasardan koruyan KatP
gen bolgesinin STEC O157:H7 suslarinin %66’sinda ve non-O157 STEC suslarinin
ise %38’ inde KatP bulundugunu gostermistir (Brunder, Schmidt ve Karch, 1996).

1. 6. 7. Uzun Polar Fimbria (Lpf)

Peyer plaklarina adezyonu saglayan uzun polar fimbrialar ilk kez Salmonella
enterica serovar Typhimurium ‘da kesfedilmistir (Baumler ve Heffron, 1995). Shiga
toksini tireten E. coli serotipleri, 6zellikle E. coli O157:H7, bagirsak kolonizasyonunda
onemli katkida bulunmaktadir (Lloyd, Ritchie ve Torres,2012). Yapilan ¢alismalarda
Lpf proteininin bagirsak mukozasina adezyon ve kolonizasyonda rol aldigi

bildirilmistir (Ross, Rojas-Lopez, Cieza, McWilliams ve Torres, 2015).

1. 6. 8. Ekstraseliiler Serin Proteaz (EspP)

Plazmit iizerinden kodlanan EspP hem O157 hem de non-O157 STEC
serotiplerinde bulunan tip-V sekresyonla insan koagiilasyon faktorii V ve pepsin A’y1
pargalayarak STEC’e bagli kanli ishale neden oldugu disiiniilmektedir (Brunder,
Schmidt ve Karch, 1997). Kanin pihtilagsma reaksiyonlarinin bozulmasina neden olan
faktor V’nin pargalanmasi kanama siiresinin uzamasina ve hemorajiye neden
olmaktadir (Karch, Schmidt ve Brunder, 1998). EspP protein vero hiicrelerine tizerinde
sitotoksik etki gostermektedir (Djafari vd., 1997). Cocuk enfeksiyonlarinda EspP
toksinine karsi antikorlarin olugmasi, in-vivo sartlarda protein ifadesini ve hastaligin

patogenezdeki roliinii agiklamaktadir (Brunder vd., 1997).
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1. 6. 9. Subtilaz Toksin (SubAB)

Subtilaz sitotoksin (SubAB), bazit STEC suslar1 tarafindan salgilanir ve
enzimatik olarak aktif alt birim SubA ve pentamerik baglama alt birimi SubB'den
olusur (Sessler vd., 2021). Subtilaz toksin 35 kD agirliginda ve plazmit {izerinde
kodlanan bir ABS5 toksindir. Shiga toksin tireten E. coli suslarinda nadir tespit edilen
virulans faktorlerinden biridir. Insanlardaki ciddi STEC enfeksiyonlarinda izole
edilmis olup vaskiiler hasar, tromboz ve nekroz ile iliskili oldugu bildirilmistir (Paton,
Srimanote, Talbot, Wang ve Paton, 2004)
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. MATERYAL

2.1. 1. Ornekler

Calismada Ankara ili ve ¢evresindeki isletmelerden 12 farkli koyun siiriisiinden
272 adet koyundan alinan rektal sivaplar materyal olarak kullanildi. Rektal sivap
ornekleri; sivap ile aniisten 3-5 cm igeri girilerek, dairesel hareketler ile rektal
mukozaya siiriilerek elde edildi. Sivaplar Cary-Blair transport medium tiiplerde soguk

ortamda kisa siirede laboratuvara ulastirildi.
2. 1. 2. Kullanilan Cihazlar

Isiticilt blok

Nano-Drop Spektrofotometre (Inovia, Turkiye)
Thermal Cycler (BioRad T100 PCR)
Elektroforez cihazi1 (BioRad, PowerPac, ABD)

YV V. V V V

Quantum ST4 jel goriintiileme sistemi
2. 1. 3. izolasyon ve Idenfikasyonda Kullamilan Kimyasallar

2. 1. 3. 1. Mac Conkey Agar

Selektif ve ayiric1 besiyeri olan MacConkey Agar (Conda/1052)’dan 50 gram
tartilarak 1litre distile suda kaynatilarak ¢ozdiiriildii. Otoklavda 121°C’de 15 dakikada
sterilize edildi. Cap1 90 mm olan petrilere dokiilen agarin 37°C’de 24 saat sterilite

kontrolii yapildiktan sonra 4°C’de kullanilmak iizere saklandi.

2. 1. 3. 2. Nutrient Broth

Izole edilen bakterilerin pasaj ve -20°C’de saklanmasi1 amaciyla Nutrient Broth
(Ox01d/CMO0001) kullanildi. Toz besiyerinden 13 gram tartilarak 1 litre distile suda
cozdiiriilerek 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Steril tiiplerde 4°C’de

kullanilmak tizere saklandi.
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2. 1. 3. 3. Nutrient Agar

Besiyerinden (MERCK/105450) 20 gram tartilarak 1 litre distile suda
cozdiiriilerek 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Petrilere dokiilen
besiyerlerinin 37°C’de 24 saat sterilite kontrolii yapilip besiyerleri 4°C’de kullanilmak

uzere saklandi.

2. 1. 3. 4. Triple Sugar Iron Agar

Idenfikasyon asamasinda kullanilmak iizere, 65 gram toz besiyeri
(MERCK/1039150500) tartilarak 1 litre distile suda ¢ozdiiriildii. Hazirlanan ¢o6zelti
vida kapakli cam tiiplere 4 er ml aktarilarak 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize
edildi. Cam tiiplere 45° egim verilerek agarin katilasmasi beklendi. Besiyerleri 4°C’de

kullanilmak tizere saklandi.

2.1.3.5. Urea Agar

Idenfikasyon asamasinda kullanilmak iizere toz besiyerinden (Mast/DM228) 4,6
gram tartilarak 190 ml distile suda ¢ozdiiriilerek 121 © C’de 15 dakika otoklavda
sterilize edildi. Sterilize agar 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra iizerine 10 ml
%40’lik {ire soliisyonu eklendi. Kapakli cam tiiplere 4 er ml aktarildi. Hazirlanan

besiyerleri 4°C’de kullanilmak iizere sakland.

2. 1. 3. 6. Oksidaz Ayiraci

Idenfikasyonda bakterinin oksidaz aktivitelerinin belirlenebilmesi amaci ile
kullanilan Oksidaz ayraci (Sigma/G134-25G) %1 ’lik olacak sekilde hazirlandi.
2. 1. 3. 7. Kovaks Indol Ayiraci

Idenfikasyonda bakterinin indol aktivitesini belirmek amaciyla kullanildi.
Kullanima hazir olarak temin edilen Kovaks Indol Ayiract (MERCK/UN2920)
buzdolabinda saklandi.

2. 1. 3. 8. BBL Crystal Hizh identifikasyon Kiti

Konvansiyonel yontemler ile identifikasyona tabi tutulan kolonilerden siipheli
olanlart BBL Crystal (BD BBLCrystal) Hizli Identifikasyon kitinde 37°C’de 18-22

saat inkiibasyona birakilarak dogrulanda.
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2.1.3.9. Agaroz jel

Elektroforez asamasinda kullanilmak tizere 2 gram toz agar (BioShop, AGA001,
Canada) tartilarak tizerine 100 ml 1XxTAE ilave edilerek %2’lik agaroz jel hazirlandi.
Mikrodalga firinda homojenize edildi. Karisim jel kabina igerisinde kabarcik
olusturmayacak sekilde dokiildii. Jel kalib1 igine yiikleme kuyucuklarint olusturan
taraklar yerlestirilerek 15-20 dk oda 1sisinda sogumaya birakildi. Sogutulan jel

elektroforez tankinda kullanildi.

2. 1. 3. 10. Ethidium Bromide Soliisyonu

Elektroforez islemi bitmis agaroz jellerin boyanmasinda 100 ml 1XTAE igerisine
15 ul ethidium bromide soliisyonu (BioShop, ETB333, Canada) ilave edilerek
kullanildi.
2.1.3.11. Tris Acetate EDTA Buffer

Hazir 10x TAE Buffer (ThermoFisher, 15558042) 1x TAE olacak sekilde distile
su ile sulandirilarak elektroforez ve agaroz jelin hazirlanmasinda kullanildi.
2.1.3.12. Nuclease-Free Water

Nuclease-Free Water (NEB, B1500S), primer sulandirilmasinda ve PCR
analizleri i¢in kullanildi.
2.1.3.13. Marker

Marker (Solis Bio Dyne 07-11-0000S / Ampligon, A0610341) olarak 100 bp’lik
DNA ladder kullanildi.
2.1. 3. 14. Master Mix

Hazir Taq DNA 5x Master Mix (Solis Bio Dyne, 04-12-00S25) kullanildi.

2. 1.3.15. Primerler

Bu ¢alismada kullanilan primerlerden Stx1, Stx2, eae, ehxA Paton’nin (2002)
caligmasi, Stxla, Stxlc, Stxld i¢in Scheutz vd. (2012) c¢alismasi ve Stxle igin ise
Probert vd. (2014) calismasi referans alinmigtir. Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e,
Stx2f, Stx2g gen bolgeleri i¢in Scheutz vd. (2012) ¢alismasi, Stx2h i¢in Bai vd. (2018)
caligmasi, Stx2K i¢in ise Yang vd. (2020) ¢alismasi referans alinmistir (Cizelge 2.1.).
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Stx2i i¢in FN252457, Stx2j i¢in MZ571121 ve Stx2l igin ise AM904726 erisim
numaralar1 kullanilarak NCBI PRIMER-BLAST programinda primerler tasarlandu.

Oligonucleotide Properties Calculator programi kullanilarak kendine esleme oranlari

kontrol edildi. HPLC saflikta sentezlenen hazir liyofilize primerler, temin edilen

firmanin (Sentobiolab, Tiirkiye) sentez raporunda onerildigi sekilde 100 pmol/ul

olacak sekilde Nuclease-Free Water ile sulandirildiktan sonra dondurularak saklandi.

PCR analizleri

icin primerler 10 pmol/ul’lik konsantrasyonlarda hazirlanarak

kullanildi.
Cizelge 2.1. Kulanilan Primerler
Gen Sira (5'-3 ) Hedef gen (bp) Referans
Stxl-F ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC
StX1-R AGAACGCCCACTGAGATCATC Stx1 (180)
St-F GGCACTGTCTCTCTGAAACTGCTCC
Stx2-R TCGCCAGTTATCTGACATTCTG SIx2 (255) Paton vd.,
Eae-F GACCCGGCACAAGCATAAGC el 2002
Eae-R CCACCTGCAGCAACAAGAGG
EhxA-F GCATCATCAAGCGTACGTTCC
EhxA-R AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT >
Stxla-F1 CCTTTCCAGGTACAACAGCGGTT ol Ty
Stxla-R2 GGAAACTCATCAGATGCCATTCTGG
Stxlc-F1 CCTTTCCTGGTACAACTGCGGTT e (252) Scheutz vd.,
Stxlc-R1 CAAGTGTTGTACGAAATCCCCTCTGA 2012
Stxld-F1 CAGTTAATGCGATTGCTAAGGAGTTTACC
Stx1d-R2 CTCTTCCTCTGGTTCTAACCCCATGATA Socldig
Stxle-seq-F3 TTTGTTACGGTGACAGCCGA Stxde (141) Probert vd.,
Stxle-seq-R3 CTCAGCCTTCCCCAGTTCAG 2014
St2a-F2 GCGATACTGRGBACTGTGGCC St2a
Stx2a-R3 CCGKCAACCTTCACTGTAAATGTG (349)
Stx2a-R2 GCCACCTTCACTGTGAATGTG (347)
Stx2b-F1 AAATATGAAGAAGATATTTGTAGCGGC S0x2h (250)
Stx2b-R1 CAGCAAATCCTGAACCTGACG
Stx2c-F1 GAAAGTCACAGTTTTTATATACAACGGGTA
Stx2c-R2 CCGGCCACYTTTACTGTGAATGTA Stzc (177)
St2d-F1 AAARTCACAGTCTTTATATACAACGGGTG Stxad
Stx2d-R1 TTYCCGGCCACTTTTACTGTG (179) SChggtlzz"d"
Stx2d-055-R TCAACCGAGCACTTTGCAGTAG (235)
Stx2d-R2 GCCTGATGCACAGGTACTGGAC (280)
Stx2e-F1 CGGAGTATCGGGGAGAGGC Sbx2e (411)
Stx2e-R2 CTTCCTGACACCTTCACAGTAAAGGT
Stx2g-F1 CACCGGGTAGTTATATTTCTGTGGATATC s02g 573)
Stx2g-R1 GATGGCAATTCAGAATAACCGCT
Stf-F1 TGGGCGTCATTCACTGGTTG
stx2f-R1 TAATGGCCGCCCTGTCTCC Staf (424)
Sth-F1 AGATCTCATTCTTTATATG s0c2h (146) Bai vd.,
Stx2h-R1 TCCCCATTATATTTAGAG 2018
Stx2j-F1 GAGAGGATGGCGTCAGAGTG .
Stx2j-R1 GTCCCTGATGATGGCAGTT Stx2j (97) Mz571121
Stx2k-F1 GCGTTCTGTTCGCGCT Sbx2k (387) Yang vd.,
Stx2k-R1 ACTGGACTTGATTGTGACT 2020
St2I-F1 TGGTGTCAGAGTGGGGAGAA
stx2l-R1 GCGTCCCCTGATGATGACAA Stxal (92) AMB304726
Stx2i-F1 TTTGTAACCGTCACAGCCGA .
Stx2i-R1 TTCTCCCCACTCTGACACCA Stx2i (187) FN252457
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2.2. YONTEM

2. 2. 1. izolasyon ve identifikasyon

2.2.1. 1. izolasyon

Cary-Blair transport mediumu iginde laboratuvara getirilen sivaplar MacConkey
agara ekildi ve 37°C'de 18-24 saat inkiibasyona birakildi. (Martins vd., 2015). Saf
kiiltiir elde etmek amaciyla inkiibasyondan sonra biiyiik, kirmizi kolonilerden bir adet
secilerek Nutrient broth besiyerine pasajlandi. Nutrient Broth’ta 37°C'de 24 saat
tireyen bakteriler Nutrient agara ekilip tekrar 37 °C'de 24 saat inkiibasyona birakild1.

2. 2. 1. 2. identifikasyon

Nutrient agarda sekillenen kolonilerden Triple Sugar Iron agar (TSI) ve Urea
agar’ a eckimler yapilarak 37°C'de 24 saat inkiibasyona birakildi. TSI agarda
bakterilerin laktoz fermantasyonu, hareket ve gaz olusturmalar1 kontrol edildi. Urea

agarda ise bakterilerin tireyi kullanip kullanmadigi kontrol edildi.
» Oksidaz Testi

Tetrametil-p-fenilendiamin’den bir miktar alinarak 1 ml serum fizyolojikte
erittikten sonra kiigiik bir miktar filtre kdgidin {lizerine dokiiliip emmesi saglandiktan
sonra plastik 6ze yardimi ile Nutrient agardan bir 6ze dolusu bakteri alinip filitre kagidi
tizerine konarak kirmizi-mavi renkte reaksiyon verenler oksidaz pozitif olarak

degerlendirilirken renk olusturmayanlar negatif olarak degerlendirildi.
> Indol Testi

Nutrient brotht besiyerinden Nutrient agara ekim yapildiktan sonra bakterinin

iiredigi brothlarin tizerine Kovaks ayraci damlatilarak indol pozitif olanlar belirlendi.
Yapilan testler bir test klavuzu olusturularak degerlendirildi (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2. 2. identifikasyonda kullanilan konvansiyonel test kilavuzu

OKSIDA

7 INDOL LAKTOZ HAREKET GAZ URE

E. coli
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> BBL Crystal Hizh identifikasyon Sistemi

Saf olarak sekillenen siipheli koloniler ise hizli tanmi kiti ile (BBL Crystal)
identifikasyona tabi tutuldu. Siipheli koloniler 37°C’ de 18-22 saat inkiibe edildi.
Enterik-Non fermentatif bakterilere uygun kit ile identifikasyon yapildi.

2. 2. 2. DNA lzolasyonu

Nutrient agarda sekillenen pozitif kolonilerden bir 6ze dolusu alinarak,
icerisinde 100 pl steril distile su bulunan ependorf tiiplerde siispanse edildi.
Vorteksleme yapilip, 95°C termal blokta 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 10.000
rpm devirde 2 dakika santrifiij edildi. Stipernatantlar steril ependorflara otomatik pipet
yardimuiyla aktarilarak izole DNA olarak kullanildi. PCR agamasina gegmeden hemen
once nano-drop spektrofotometre ile DNA’larin miktarlart ng/mL olarak ol¢iildii
(Dallenne vd., 2010). PCR’da kullanilan DNA’larin yogunlugu 100 ng/ml olacak
sekilde seyreltildi.

2. 2. 3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Identifiye edilen ve muhafazaya alman E. coli izolatlarinin, viriilans genlerinin
varliginin arastirtlmasi i¢in PCR teknigi kullanildi. Genlerin analizi i¢in hazirlanan
multipleks PCR karisimlar: ile kullanilacak PCR kosullar1 asagida tablolarda verilen

siralamayla uygulanda.

2. 2. 3. 1. Viriilans Genleri (Stx1, Stx2, eae ve ehxA) Profilleme

Paton ve Paton (2002), yontemine gore multipleks PCR ile Stx1, Stx2, eae ve
ehxA genlerini saptamak i¢in kullanildi. PCR reaksiyonlarinda PCR amplifikasyonu
20 pl toplam hacimde olacak sekilde asagida verilen tablodaki protokol kullanildi.
PCR iiriinlerine, %2 agaroz jel iizerinde elektroforez islemi uygulandiktan sonra,

etidyum bromdir ile boyanmastir.
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Cizelge 2. 3. Viriilans genleri (Stx1, Stx2, eae ve ehxA) profillemede kullanilan
PCR kosullar1

KARISIM PCR KOSULLARI
Mastermix 4.ul Basamak Dongii Sayist Sicaklik Stiresi
DNA Sablonu 2ul Baglangig 1 95 °C 3dk

Denatiirasyon

Primer 1ul Denatiirasyon 95°C 20sn
Ultra Saf Su 6 ul Baglanma 25 64°C 30sn
TOPLAM 20 ul Uzama 72°C 45 sn
Son Uzama 1 72°C 5dk

Reaksiyon dongiileri Paton ve Paton (2002) nin ¢alismasindan optimize edilerek
belirlenmistir. PCR, Cizelge 2.3.’de belirtilen kosullarda iCycler (BioRad, T100,
ABD) marka thermal cycler’da gerceklestirilmistir.

2. 2. 3. 1. Stx Alt Tiplendirmesi icin PCR

Stx1 ve Stx2 genlerinin alt tiplemesi, Scheutz vd. (2012) ve Probert vd. (2014)
caligmalarinda kullanilan primerlerle gergeklestirildi. Stx1 ve Stx2 genlerinin her biri

i¢in ayr1 ayr1 yapildi.

2. 2. 3. 1. Stx1 Alt Tiplendirmesi icin PCR

Scheutz vd. (2012) ve arkadaglarinin yontemine gére multipleks-PCR ile Stx1a,
Stxlc, Stx1ld ve Stxle genleri saptamak igin kullanilmistir. PCR reaksiyonlarinda bir
ornek i¢in PCR amplifikasyonu 20 pl toplam hacimde olacak sekilde Cizelge 2,4.’de

bulunan protokol kullanildi.
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Cizelge 2. 4. Stx1 alt tiplendirilmesi i¢in PCR kosullar1

KARISIM PCR KOSULLARI
Mastermix 4 ul Basamak Dongu Sicaklik Stiresi
Sayisi
DNA Sablonu 2ul Baslangic 1 95°C 3dk
Denatiirasyon

Primer 1ul Denatiirasyon 95°C 20sn
Ultra Saf Su 6 ul Baglanma 25 64°C 30sn
TOPLAM 20 ul Uzama 72°C 45 sn
Son Uzama 1 72°C 5 dk

2.2.3. 2. Stx2 Alt Tiplendirilmesi icin PCR

Stx2 alt tiplendirmesinde primerlerin baz uzunluklarinin birbirine yakin olmasi
ve erime sicakliklarinin ¢ok farkli olmasi nedeniyle ii¢ farkli PCR protokoli kuruldu.
» Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2g alt tipleri i¢in PCR

Cizelge 2. 5. Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2g alt tipleri i¢in PCR
Karigimi ve PCR Kosullari

KARISIM PCR KOSULLARI
Mastermix 4 ul Basamak 22;1%111 Sicaklik Siiresi
DNA Sablonu 2ul Baslangic 1 95°C 3dk
Denatiirasyon
Primer 0,5 ul Denatiirasyon 95°C 20 sn

Ultra Saf Su 6 ul Baglanma 25 60°C 30sn
TOPLAM 20 ul Uzama 72°C 45 sn

Son Uzama 1 72°C 5dk
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> Stx2f, Stx2h, Stx2j alt tipleri i¢in PCR

Cizelge 2. 6. Stx2f, Stx2h, Stx2j alt tipleri icin PCR kosullar1

KARISIM PCR KOSULLARI
Mastermix 4ul Basamak Dngti Sicaklik Siiresi
Sayist
DNA Sablonu 2ul Baslangic 1 95°C 3dk
Denatiirasyon
Primer 0,5ul Denatiirasyon 95°C 20 sn
Ultra Saf Su 11 ul Baglanma 25 52°C 30sn
TOPLAM 20 ul Uzama 72°C 45 sn
Son Uzama 1 72°C 5 dk
> Stx2k, Stx2l, Stx2i alt tipleri icin PCR
Cizelge 2. 7. Stx2k, Stx2l, Stx2i alt tipleri i¢cin PCR Kkosullar1
KARISIM PCR KOSULLARI
Mastermix 4ul Basamak Dongu Sicaklik Siiresi
Sayist
DNA Sablonu 2l Baslangi¢ 1 95°C 3dk
Denatiirasyon

Primer 0,5 ul Denatiirasyon 95°C 20 sn

Ultra Saf Su 11 ul Baglanma 25 55°C 30 sn

TOPLAM 20 ul Uzama 72°C 45 sn

Son Uzama 1 72°C 5 dk

2. 5. Elektroforez

Agaroz jel, kalibindan ¢ikarilarak elektroforez tankina aktarildi. Elektroforez

tanki jellerin tizerini gececek sekilde 1XTAE ile doldurulup PCR fiirtinlerinden her

kuyucuga 5 pl otomatik pipetle yerlestirildi. Agaroz jel iizerindeki kuyucuklara belli

araliklarda 3 pl Marker yerlestirilip 100Volt’ta 90 dakika elektroforez (BioRad,

PowerPac, ABD) islemine tabi tutuldu. Agaroz jeller ethidium bromide ve 1XTAE ile

hazirlanmis soliisyonda 15 dakika bekletildikten sonra UV 1s1k altinda Quantum ST4

jel goriintiileme sistemi kullanilarak degerlendirildi.
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2. 6. istatistik Analizi

Istatistik analizinde Rstudio programi kullanilarak ‘pearson ki kare’ testi

yapildi. Gruplar arasindaki 6nem farki 0,05 giiven araliginda degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3. 1. Bakteri izolasyon ve identifikasyon Test Sonuclar

Bu ¢alismada 272 koyundan elde edilen rektal sivap drneklerinden 215 adet E.

coli izole edilmistir. Elde edilen E. coli izolasyon orani Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3. 1. E. coli izolasyon orani

E.coli izolasyon orani

EE.coli pozitif  1E.coli negatif

3. 2. PCR Sonuglan

3. 2. 1. PCRile Viriilans Genleri (Stx1, Stx2, eae ve ehxA) Profillenmesi

Izolatlarm 19 (%8,84) unda Stx1, 3 (%1,4)’{inde Stx2, 5 (%2, 33)’inde eae ve 9
(%4, 19)’unda ehxA geni tek basina tespit edildi. Izolatlardan 13 (%6, 05) Stx1-Stx2-
ehxA, 5(%2,33) Stxl-eae -ehxA, 3 (%1, 4) Stx2-eae-ehxA birlikte tespit edildi.
Genlerden 1 (% 0,47) Stx1- eae, 30 (%13,95) Stx1- ehxA, 1 (%0,47) Stx2- eae, 15
(%6,98) Stx2-ehxA ve 10 (%4,65) eae — ehxA birlikte tespit edildi. izolatlarin 101(%46,
98)’inde ise Stx1, Stx2, eae ve ehxA genlerinden herhangi biri tespit edilemedi (Resim
3.1).
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Ladder Ladder
-w ..OQCGOGO“.G..........

EhxA(534bp) tj
- - - ”_- - e ” Stx1(180bp)

i e

Stx2(255bp) Eae(384bp)

Resim 3. 1. Stx1, Stx2, Eae, EhxA genlerinin jel goriintiisii
3. 2. 2. Stx1 Alt Tiplendirilmesi Sonuclar:

Stx1 geni tespit edilen 68 izolattan 56 (%82, 35)’sinda sadece Stx1c geni tespit
edildi. 3 (%4, 41) Stxla-Stxlc, 2 (%2, 94) Stxlc-Stxle ve 1 (%1, 47) izolatta Stxla-
Stx1c-Stxle genleri birlikte tespit edildi. Izolatlarin 6’sinda ise Stxla, Stxlc, Stxld,
Stx1e genlerinden higbiri tespit edilemedi (Resim3.2.).

S@GO.....‘....W.O
Stx1a(478bp)

.—.
— —

- StXl%Spr) g

Resim 3 2. Stx1 alt tiplendirmesinin jel goriintiisi
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3. 2. 3. Stx2 Alt Tiplendirilmesi Sonugclari

Stx2 tespit edilen 35 izolattan 2 (%5,71) Stx2a, 16 (%45,71) Stx2b, 19 (%54,29)
Stx2c, 8 (%22,86) Stx2d, 2 (%5,71) Stx2e, 22 (%62,86) Stx2f, 8 (%22,86) Stx2h, 2
(%5,71) Stx2j, 3 (%8,57) Stx2l tespit edildi (Cizelge3.2.). izolatlarin 8’inde ise
aragtirtlan alt tiplerden higbiri tespit edilemedi (Resim 3.3. ve Resim 3. 4.). Stx1-stx2-
ehxA genlerinin birlikte tespit edildigi izolatlarda yapilan alt tiplendirmede ise Stx1c-
stx2b-stx2c-stx2f-stx2h-ehxA genleri birlikte daha siklikla belirlendi (Cizelge3.3.).

] 196 205 210 Ladder;,; 130 238 243 26 Ladder,, 2= |
demeeediieeemoerbderPReEdens

Stx2b(251bp)
\ Stx2c(177bp)

Resim 3. 3. Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2g alt tiplendirmesi i¢in jel
goruntust.

Ladder LLadder

- =
—
Stx21(92bp)

Resim 3. 4. Stx2k, Stx2l, Stx2i alt tipleri i¢in jel goriintiisi.
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21
35
37
47
85
101
116
122
124
137
138
141
154
156
158
160
161
168
172
180
187
188
192
196
201
205
207
209
210
234
250
251
253
266
275
Total

Cizelge 3. 2. Stx2 alt tiplendirmesi sonuglari

Stx2b
+

16

Stx2c

+

19

Stx2d

+

Stx2e

36

Stx2f

+

21

Stx2g

Stx2h

Stx2i

Stx2j

+

Stx2k

Stx2l
+



Cizelge 3. 3. Birlikte saptanan Stx1-Stx2-exhA genlerinin dagilimi

LE

Ornek No 101 116 137 138 187 188 192 201 205 209 210 234 275
Stxlc Stxlc Stxlc Stxlc Stx1c Stxla Stxlc Stxlc Stxlc Stx1c Stxlc Stxlc Stxlc
Stx2b Stx2b Stx2b Stx2c Stx2b Stx1c Stx2¢ Stx2¢ Stx2b EhxA Stx2a Stx2f Stx2f
g Stx2f Stx2c Stx2c EhxA Stx2c Stx2b EhxA EhxA Stx2c Stx2b EhxA EhxA
’E"
'2 EhxA Stx2f Stx2d Stx2d Stx2¢ Stx2f Stx2c
)
<
2 EhxA Stx2f Stx2f Stx2d Stx2h Stx2f
w
S
& EhxA Stx2h Stxaf EhxA Stx2h
X
wn
EhxA Stx2h EhxA

EhxA




3. 3. Istatistik

Bu c¢alismada koyunlarda STEC prevalansina 1k ve cinsiyetin etkisini
degerlendirmek amaciyla Rstudio programi kullanilarak ‘pearson ki kare’ testi yapildi.
Izole edilen STEC’lere iki ayr1 hipotez kurularak irk ve cinsiyet {izerine arastirma

yapildu.

Birinci hipotezimiz Stx1, Stx2, eae ve ehxA genlerinin cinsiyet iizerindeki
etkisini tespit etmek amaciyla olusturuldu. Disi koyunlardan alinan 135 rektal sivaptan
107’sinden E. coli izole edildi. E. coli tespit edilen 107 izolattan 53’tinde Stx1, Stx2,
eae ve ehxA genleri pozitif tespit edildi. Pozitif izolatlarin ise 31 (%58.49)’inde Stx1,
17 (%32.08)’sinde Stx2, 9 (%16.98) unda eae, 34 (%64.14)’de ehxA gen bolgesi tespit
edildi. Erkek koyundan alinan 137 rektal sivaptan ise 107 E. coli izole edildi. Bu
izolatlardan dort gen bolgesi i¢in pozitif olan 6rnek sayisi 61 olarak bulundu. Pozitif
olan 61 izolattan ise 37 (%60.66)’sinde Stxl, 20 (%32.79)'sinde Stx2, 16
(%26.23)’sinda eae, 50 (%81.97)’sinde ise ehxA tespit edildi. Izolatlarin 46’sinda ise
bu dort gen bolgesinden higbiri tespit edilmedi (Cizelge 3.4.). Bu calismada erkek
hayvanlarda STEC tasiyicilig1 istatistiki olarak onemli olmamakla birlikte disi
hayvanlardan daha fazladir. Elde edilen bulgular neticesinde 0,05 giiven araligiyla

virulans genlerini cinsiyet tizerinde bir etkisi olmadig1 yani bagimsiz oldugu sonucuna

ulasildi.
Cizelge 3. 4. Virulans genlerinin cinsiyete gore dagilimi
Cinsiyet/ Stx1 Stx2 Eae EhxA Gen
Viulans Genler Bulunmayan
Disi 31 (%22.96) 17 (%12.59) 9 (%6.66) 34 (%25.18) 54 (%40)
Erkek 8 (%27.73) 18 (%13.13) 16 (%11.37) 50 (%36.49) 46 (%33.57)

*Bu caligmada 135 disi ve 137 erkek koyun kullanildi.

STEC’in 1rk ile olan iliskisini degerlendirmek i¢in ise 143 adet akkaraman
koyundan ve 129 adet merinos koyundan rektal sivap alindi. Akkaraman koyundan
alinan 143 rektal sivaptan 109 E. coli izole edildi. E. coli izolatlarin 47’sinde bu dort
gen bolgesinin higbiri bulunmamakla beraber 62’si bu dort gen icin pozitif tespit
edildi. Stx1, Stx2, eae ve ehxA genleri pozitif tespit edilenler 62 izolat i¢inde ise 39
(962.90) adet Stx1, 12 (%19.32) Stx2, 19 (%30.65) eae, 40 (%64.52) ehxA gen bolgesi
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tespit edildi. Merinos koyunlardan alinan 129 rektal sivaptan ise 105’inden E. coli
izole edildi. E. coli izolatlarinin 51°1 bu dort gen bolgesi i¢in pozitif olarak tespit edildi.
Bunlardan 29 (%56.86) Stx1, 23 (%45.10) Stx2, 6 (%11.76) eae, 44 (%86.27) ise ehxA
gen bolgesi tespit edildi (Cizelge 3.5.). Bu calismada istatistiki olarak Onemli
olmamakla birlikte akkaraman koyunlarda STEC tasiyiciligi daha fazladir.

Ikinci hipotezimizde ise Stx1, Stx2, eae ve ehxA genlerinin irklar (akkaraman,
merinos) iizerinde etkisi olup olmadig1 analiz edildi. Bagimlik iliskisi tespit edildi. Bu
cergevede yeni bir hipotez olusturularak hangi irklar arasinda bagimlilik iliskisi oldugu
tespit edilmeye ¢alisildi. Elde edilen veriler neticesinde her iki irkinda (akkaraman,
merinos) 0,05 giiven araliginda bagimli oldugu tespit edilerek irklar arasinda bir

farkliligin olmadig1 sonucuna varildi.

Cizelge 3. 5. Virulans genlerinin tiirlere gore dagilimi

Irk Stx1 Stx2 Eae EhxA Gen
Bulunmayan
Akkaraman 39(%27.27) 12(%8.39) 19(%14.17) 40(%27.97) 47(%32.86)
Merinos 29(%22.48) 23(%17.82) 6(%4.65) 44(%34.10) 54(%41.86)

*Bu ¢aligmada 143 Akkaraman ve 129 Merinos irki koyun kullanildi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Gastrointestinal sistemde yaygin olarak bulunan E. coli’nin STEC patotipi tim
diinyada 1980’lerden beri halk saglig1 sorunlarina neden olan 6nemli bir gida kaynakli
patojendir. Shiga toksin iireten E. coli basit ishaldlen HK, HUS ve O6liime
sonuglanabilen ciddi hastaliklara neden olma potansiyelinin bulunmasi nedeniyle
onemli bir gida kaynakli patojendir (Cody ve Dixon, 2019). Sigirlar STEC ve EPEC
suslar1 i¢in temel rezervuari kabul edilse de (Ferhat vd., 2019; Hu, vd., 2022)
koyunlarda STEC ve EPEC suslarinin varlig1 goz ardi edilmeyecek orandadir. Shiga
toksin iireten E. coli suslarinin asemptomatik tasiyicilarindan olan koyunlardaki
baslica viriilans faktorlerinin belirlenmesi, insanlarda gida kaynakli STEC

enfeksiyonlarinin epidemiyolojisini ve patolojisini aydinlatabilir.

Bu ¢alismada Ankara ilindeki 12 farkli koyun siiriisiinden alinan 272 6rnekten
215’ninde (%79) E. coli tespit edildi. Multipleks-PCR ile Stx1, Stx2, eae ve ehxA
genleri igin yapilan taramada pozitif PCR sayis1 114 (%53.02) idi. Koyunlarda STEC
prevalanst %36.74 ve EPEC prevalansi %11.62 olarak kaydedildi. Beutin vd. (1993)
yaptiklar1 ¢alismada koyunlarda %66.6 oraninda ve Martins vd. (2015) Brezilya’da
yuriittiikleri ¢alismada %50 gibi yiiksek prevalansta STEC rapor etmislerdir. Bu
veriler ¢alismadaki yiiksek STEC prevalansi ile uyumludur. Enterotoksijenik E. coli
suslart HK ve HUS tan sorumlu birincil patotipidir. Hemolitik Uremik Sendromun
gelisiminde intimin 6nemli rol oynar (Caprioli, Morabito, Brugére ve Oswald, 2005).
Bu ¢alisma ETEC viriilans gen konbinasyonlarindan Stx1 ve eae birlikte oldugu 6 adet
adet izolat, Stx2 ve eae birlikte oldugu 4 adet izolat tespit edilmis olup Stx1l-eae
kombinasyonuna daha sik rastlanmistir. Bu da Brezilya’da yapilan calisma ile

uyumludur (Gonzalez vd., 2016).

Martins vd. (2015) Giiney Brezilya’da 130 saglikli koyunda STEC prevalansini
arastirdiklar1 calismada %52.8 Stx1 ve %14.3 Stx2 kaydetmislerdir. Bu ¢alismada ise
215 adet izolattan 68 (%25) Stx1, 35 (%12.86) Stx2 geni tespit edildi. Caligmalar
arasinda oransal olarak benzerlik olsada Stx1 ve Stx2 genleri daha diisiik ytlizdelerde

tespit edilmistir.
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Djordjevic (2001) tarafindan yapilan ¢alismada ana¢ koyunlarda %1.53 Stx1-
Stx2-ehxA, %3.94 Stx1-eae-ehxA, % 0 Stx2-eae-ehxA, %3.87 Stx1-eae, %24.23 Stx1-
ehxA, % 0.22 Stx2-eae, % 0,11 Stx2-ehxA, %0.44 eae—ehxA genleri tespit edilmistir.

Fakat bu ¢alismada ayn1 gen kombinasyonlari farkli oranlarda tespit edilmistir.

Cin’in Jiangsu kentinde Han (2022) tarafindan yiiriitilen g¢aligmada ise
koyundan elde edilen STEC izolatlarindan Stx1 %69.1, Stx2 %29,4 ve Stx1-Stx2 %1,47
olarak tespit edilmis olup bu tez ¢alismasinda kaydedilen sadece Stx1 %8,84 ve Stx2
%1,4 oranindan daha yiiksektir. Fakat bu tez ¢alismasindaki 114 pozitif izolatta Stx1
%59,64 ve Stx2 %30,70 olarak bulundu. Bu ¢alismada Stx1 ve Stx2 genlerinin tek
basina tespit edilme orani diisiik olup diger genler ile birlikte goriilmesi yapilan diger
calismalardan daha fazladir. Hem eae hem de Stx2 tastyan STEC’ler siddetli HUS
vakalari ile %91.07 oraninda iliskilendirilmis (Hua vd., 2020) olup bu calismada 4 adet
izolatta bu iki gen bolgesi birlikte tespit edildi. Yukarida bahsedilen tiim ¢alismalar
Stx1’in koyunlardan izole edilen STEC’lerde baskin gen oldugunu diisiindiirmektedir.
Izolatlarin 101 (%46,98)’inde ise Stx1, Stx2, eae ve ehxA genlerinden herhangi biri

tespit edilmemistir.

Koyunlar arasinda Stx1c alt tipin siklikla izole edildigi bilinmektedir (Blanco,
2003b; Vettorato, Leomil, Guth, Irino ve Pestana de, 2003; Brett, 2003; Martin, 2011).
Liu vd. (2022) Cin’de yiiriittiikleri bir calismada, sigir ve koyun giftliklerinden izole
edilen 56 STEC susu iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada %55.4 Stx1, %3 Stx2 ve %39.3
Stx1+Stx2 tespit etmislerdir.koyunlardan izole edilen Stx1 geni igeren izolatin
%64.3’s1 Stx1c, %35,7’si Stxla olarak bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda Stx1 geni
tespit edilen 68 izolatta %82.35 Stx1c yiiksek oranda kaydedilmistir. Ayn1 ¢alismada
Stxla %35,7 olarak bulunmus fakat bu ¢alismada ise Stx1a, Stxla-Stx1c, Stxla-Stxlc-
Stxle genleri ile birlikte diisiik oranda kaydedilmistir. Yue vd. (2022) calismasinda
Stx1c’nin %41,2 tespit edilmis olmasi koyunlardaki baskin alt tipinin Stx1c oldugunu
destekler niteliktedir. Diger ¢aligmalarda koyunlarin Stx1c alt tipinin ana rezervuari
oldugu fikrini desteklemektedir (Zweifel vd., 2004; Brett vd., 2003; Liu vd., 2022).
Stxlc HK veya HUS ile iliskili olmasa da asemptomatik enfeksiyonu veya hafif
diyareyi tetikleme egilimindedir (Brandal vd., 2015).

Bu ¢alismada Stx2 alt tiplendirmesi koyunlarda sirasiyla Stx2f, Stx2c, Stx2b,
Stx2d, Stx2h alt tiplerinin daha yiiksek oranda ve insanlar i¢in en oldiriict
kombinasyon olarak kabul edilen (Friedrich, vd., 2002) Stx2a-Stx2c¢’den 2 ve Stx2c-
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Stx2d’den ise 8 adet tespit edildi. Han vd. (2022) Cin’nin Jiangsu kentide 231 koyun,
70 sigirdan izole edilen STEC ve EPEC izolatlarindan virulans genlerinin
karekterizasyonunu amaglayan ¢alismalarinda koyunlarda %14,7 Stx2b, %14,7 Stx2k
ve %1,5 Stx1c-Stx2b tespit edilmis olup bu ¢alismada ise farkli olarak Stx2a’ dan
diisiik oranda, Stx2f’den diger genler ile farkli konbinasyonlarda daha yiiksek oranda
tespit edildi. Stx2k ise hi¢ bulunamamustir. Sporadik HUS vakalart ile iliskilendirilmis
(De Boer vd., 2015) Stx2b alt tipiden ise bu tez ¢alismasinda %45. 71 oranla Han vd.
(2022) belirtigi %14,7’ye gore ylisksek oranda saptanmustir.

Domuzlarin 6dem hastaligi (Gyles, 2007) ve insanlarda semptomsuz, hafif
hastalik ile iliskilendirilen (Orth vd., 2007) nadiren de insanlardan izole edilen (Beutin
vd., 2008) Stx2e gen bolgesine 2 izolatta rastlandi. Bu da koyunlarindan izole edilen

E. coli’lerde Stx2e gen bdlgesinin bulunabilecegini gostermistir.

Shiga toksinin Stx2a, Stx2c ve Stx2d alt tipleri insanlarda ciddi hastalik tablosu
ile iliskilendirilmektedir (Shen vd. 2022). Bu tez ¢alismasinda; Stx2a diisiik, Stx2c ve
Stx2d genleri yiiksek prevalansta tespit edilmistir. Bu veriler, koyunlarda bulunan
STEC suslariin, insanlarda hastalik tablosu olusturma potansiyeli olabilecegini
diistindtirmiistiir. Bai vd. (2018) dag siganlarindan yeni bir Stx2 alt tipi belirlemislerdir.
Dag sicanlarinda % 66.7 tespit edilen Stx2h alt tipinden bu calismada da %21.62
oraninda tespit edilmistir. Bu sonu¢ Stx2h alt tipinin diger hayvan tiirlerinde de
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Isil isleme ve diisiik pH’a dayanikli oldugu bildirilen
Stx2f’nin, Stx2a’dan daha diisiik toksitesin oldugu bildirilmistir (SKinner, McMahon,
Rasooly, Carter ve He 2013). Stx2f’nin bu kararli yapis1 gida kontaminasyonlart ile
olan enfeksiyon riskini arttirmaktadir. Bu calismada ise Stx2f %60 prevalansta
bulunmasi koyunlarin Stx2f i¢in 6énemli bir rezervuari oldugunu diisiindiirmektedir.
Stx2f’ye benzer yapida oldugu tespit edilen (Gill vd., 2022) Stx2j’ den bu ¢aligmada 2
(%5.40) adet tespit edildi. Stx2l STEC ile yakin zamanda iliskilendirilen yeni bir alt
tiptir (McCarthy vd., 2021). Yang vd. (2022) Cin’ de yaptiklar1 calismada ¢ig koyun
ve sigir etinde 5 adet Stx21 tespit etmis (Yang vd., 2022) olmalari bu g¢alismada

bulunan %8.57 Stx2l sonucunu desteklemektedir.

Cin’in Jiangsu kentinde Han (2022) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada koyunlarda
STEC prevalanst %61.5 ve sigirlarda ise %12.9 prevalansta kayit edilmistir. Ayni
sekilde Amézquita-Lopez (2012) 240 ¢iftlik hayvaninda yaptiklar1 c¢alismada
sigirlarda %4.58 koyunlarda ise %5.41 STEC izole etmistir. Tim bu ¢aligmalar
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koyunlarda STEC prevalansinin sigirlardan daha yiiksek oranda olabilecegini

distindlirmiistiir.

Sonug olarak; STEC’ler gida kaynakli, dnemli halk saglig1 sorunu olan zoonotik
patojenlerdir. Ozellikle 5 yas alt1 gocuklarda 6liimle sonuclanabilen HUS vakalarina
neden olan STEC izolatlarimin baslica virulens oOzelliklerinin analiz edilmesi,
insanlarda gida kaynakli STEC enfeksiyonlarnin epidemiyolojisi ve patojenitesini
aydinlatilmast agisindan onemlidir. Bu c¢alisma koyunlarin da 6nemli bir STEC

rezervuari oldugu gostermektedir.
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