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Ege Bolgesi’ndeki sigirlarin siit ve diski orneklerinden Escherichia coli
0157:H7 izolasyonu ve verotoksinlerinin belirlenmesi*
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Ozet: Escherichia coli O157:H7 serotipi; insan patojeni olarak ilk kez 1982 yilinda ABD’de meydana gelen iki ayr1
hemorajik kolitis salgini sonucu tanimlanmaya baglamistir ve en sik izole edilen enterik patojenlerden biridir. E. coli
0O157:H7 ile infekte olan kisiler asemptomatik olabilir veya kanli yada kansiz diare, hemorajik kolitis (HC), hemolitik
tremik sendrom (HUS) ve trombotik trombositopenik purpura (TTP) semptomlari gosterebilir. Shiga-benzeri toxin
iireten E. coli (STEC), Vero toxin-iireten E.coli (VTEC) olarak da adlandirilir. Infeksiyonu gida kaynaklidir ve sigirlar
STEC infeksiyonunun birincil rezervuart olarak kabul edilmektedir. STEC infeksiyonlariin patogenezinde rol alan
en 6nemli viriilens faktorleri, sigatoksinler, hemolizin, intimin yapigma faktorii, pO157 plazmidi ve tip III sekresyon
sistemi olarak belirtilmektedir. Bu ¢alismada, incelenen 150 siit ve 150 diski 6rneginden 2’si siit ve diger 2’si ise diski
orneklerinden olmak tizere 4 (%1.3) E. coli O157:H7 izole edildi. Siit 6rneklerinden izole edilen suslardan 1’inin VT1
rettigi belirlendi.

Anahtar sozciikler: E. coli O157:H7, izolasyon, sig1r, verotoksin.

Isolation of Escherichia coli O157:H7 in milk and feaces of cattle in Aegean Region and
determination of their verotoxin

Summary: Escherichia coli O157:H7 was first identified as a human pathogen following two geographically separate
outbreaks of hemorrhagic colitis in the United States in 1982. E. coli O157:H7 was one of the most frequently isolated
enteric pathogen. Persons infected with £. coli O157:H7 may be asymptomatic or symptoms such as diarrhea, bloody
diarrhea, hemorrhagic colitis (HC), hemolytic-uremic syndrome, and thrombotic thrombocytopenic purpura may be
observed. Infections caused by Shiga-like toxin-producing E. coli (STEC), also known as Vero toxin-producing E. coli
(VTEC), in humans is food-borne and infected cattle act as a primer reservoir for STEC infection. The most important
virulence factors which act role in the pathogenesis of STEC infections are reported as shiga toxins, hemolysin, intimin
adherence factor and type III secretion system. In this study, 4 (1.3%) E. coli O157:H7, two of them were from milk
samples and the other two from faeces samples were isolated from 150 milk samples and 150 faeces samples. We deter-
mined that one strain isolated from milk samples produced VT1.

Key words: Cattle, E. coli O157:H7, isolation, verotoxin.

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Escherichia coli, Enterobacteriaceae familyasia
ait Escherichia genusunun en dnemli tiirtidiir. Insan
ve ¢ogu sicakkanli hayvanin dogal bagirsak flo-
rasinda bulunmaktadir (1, 3, 4, 32). Toplam fekal
floranin kiigiik bir boliimiinii olusturmasina ragmen
insan bagirsaginda baskin fakiiltatif anaerob tlirdiir
ve normalde sembiyotik olarak bulunur. Bunun yani1
sira patojenik Ozellik gosteren bazi E. coli suslar
insanlarda ishale yol agan infeksiyonlar, idrar yol-
lar1 infeksiyonlari, menenjit, septisemi gibi ¢esitli
hastaliklara neden olabilmektedir (11, 22).

1982°de ABD’de Michigan ve Oregon eyalet-
lerinde ayni1 restorant zincirinden hamburger yiyen
47 kisinin benzer klinik belirtilerle (kramp, karin
agrisi, sulu ve hemorajik ishal sikayetleriyle) bas-
vurmast sonucu E. coli O157:H7 serotipi hemorajik
kolitis (HC) ve hemolitik tiremik sendrom (HUS)’a
neden olan bir patojen olarak tanimlanmistir (4, 9,
18, 26, 29).

E. coli O157:H7’yi diger E. coli suslarindan
ayiran Ug¢ temel Ozellik vardir. Sorbitolii fermen-
te edememesi (10, 21), 4-methylumbelliferone
glucuronide’i (MUG) hidrolize eden -glukuronidaz
enzim aktivitesine sahip olmamasi ve 44-45°C ve
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iizerindeki sicakliklarda gelisememesidir (5, 9, 19).
E. coli O157:H7’yi ayiran diger bir 6zellik ise 60
Md (pO157) plazmid tasimasidir (31, 33).

Elliden fazla serotipi bulunan Entero Hemo-
rajik E. coli (EHEC)’in en yaygin tipi olan E. coli
O157:H7; Shigella dysenteriae tip I tarafindan olus-
turulan toksine benzerliginden dolay1 sigatoksinler
olarak adlandirilan (Stx 1 ve Stx 2) toksinler tret-
mektedir. Bunlara Shiga-benzeri toxin lireten £. coli
(STEC) denilmektedir. Sigatoksinler Vero hiicre
kiiltiirlerine sitotoksik etkili oldugundan verotoksin-
ler (Vt 1 ve Vt 2) olarak da adlandirilmaktadir. Bu
toksinlerin EHEC suslarinin insanlardaki virulensi
acisindan 6nemli roller {istlendigi diistiniilmektedir
(1,8,9, 12,28, 31).

Stx’lerin patojenik mekanizmasi tam olarak an-
lasilamamustir. Fakat diare, HC, HUS ve trombotik
trombositopenik purpura (TTP) gelisimine katkida
bulunduklar diistiniilmektedir. HC’nin Stx’lerin in-
testinal sisteme birakildiktan sonra ortaya ¢iktigi ve
HUS/TTP’nin de yine Stx’lerin kana karismasindan
sonra ortaya c¢iktigi tahmin edilmektedir (9, 20).
HUS’lu hastalarinin kanlarinda da Stx’lere rastlan-
mustir. Stx 2 ve Stx 2¢’nin insan klinik izolatlarinda
en sik rastlanilan toksinler oldugu belirtilmektedir
(1). Stx 1 ve Stx 2’nin in vitro ve hayvanlarda degi-
sik patojeniteleri gortilmustiir (9, 13, 20).

STEC/EHEC E. coli patotipinde zoonotik ori-
jinli tek patojenik gruptur ve birgok hayvan tiri-
niin bagirsak florasinda bulunabilir. Bununla bir-
likte ruminantlar STEC’nin ve ozellikle E. coli
0O157:H7’nin birincil rezervuari olarak belirtilmek-
tedir. Yapilan son caligmalarda, insan i¢in yiiksek
derecede virulent olan bu tiiriin sadece kontamine
gida veya suyun tiiketilmesiyle degil, STEC pozitif
hayvanlar veya ortamlarla temas ile de infeksiyona
neden oldugu bildirilmektedir (6, 9).

Bu calismada, Ege Bolgesi’nde bulunan sigir-
lardan alinacak siit ve diski 6rneklerdeki E. coli
O157:H7 bakterisinin varlig1 ve verotoksin iiretip
iiretmediginin belirlenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot

Bu ¢aligmada Ege Bolgesi’nde bulunan ¢esitli ¢ift-
likler ve kdy evleri ziyaret edilerek farkli yas ve
cinsiyetteki saglikli sigirlardan 150 diski ve siit
ornegi toplandi. Calismada ilk 50 sigirdan hem siit
hem digkr 6rnegi alindi. Diger 100 siit ve digk1 6r-
negi farkli sigirlardan alinarak toplamda 250 farkli
sigirdan 6rnek toplandi. Digk:r 6rnekleri her hayvan
icin farkli rektal muayene eldiveni ve steril plastik
disk1 kab1 kullanilarak rektumdan, ¢ig siit 6rnekleri
ise hayvanlarin memelerinden enjektor ile 50 ml’lik
steril cam siseler icerisine alindi. Ornekler soguk
zincirde laboratuvara ulastirildi.

Orneklerden E. coli O157:H7 izolasyonu ama-
ctyla 6n zenginlestirme besiyeri olarak novobiocin
katkili modifiye Tryptic Soy Broth (mTSB, Oxoid)
kullanildi. Selektif-diferansiyel kati besiyeri olarak
Sefiksim-Telliirit (CT) (Oxoid) ilave edilmis Sor-
bitol MacConkey Agar (SMAC, Oxoid) kullanildi.
37°C’de aerobik kosullarda 24 saat inkiibe edildi.
CT-SMAC agarda iireyen sorbitol fermentasyonu
ve B-glukuronidaz negatif renksiz koloniler siipheli
olarak degerlendirildi (15). Gram boyama ve API
20E test kiti ile 6rneklerin E. coli olup olmadig in-
celendi. E. coli O157 siipheli olarak belirlenen izo-
latlara E. coli O157 Latex Test (Oxoid) uygulandi.
Aglutinasyon gosteren izolatlar, E. coli O157 olarak
belirlendi (9, 15). E. coli O157 olarak saptanan sus-
larin H antijen tipinin belirlenmesi amaciyla Esc-
herichia coli Antisera (Denka Seiken Co. Japonya)
kullanildi. Son olarak yapilan incelemelerle E. coli
O157:H7 oldugu tespit edilen suslarin toksin iiretip
iiretmediginin belirlenmesi amaciyla VTEC-RPLA
toksin belirleme kiti (Oxoid TD960) kullanildi.

Bulgular

Toplam 300 disk1 ve siit 6rneginden E. coli O157:H7
izolasyon orani ve verotoksin test sonucu Tablo 1°de
belirtilmistir.

Tablo 1. E. coli O157:H7 izolasyon oran1 ve verotoksin tireten suslarin yiizdesi.

Ornekler Ornek sayisi (n)  Izolasyon orani (%)  VT1 (%) VT2 (%)
Disk1 Ornekleri 150 2 (%1.3) - -
Siit Omnekleri 150 2 (%1.3) 1(%350) -
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Calismada 250 farkli sigirdan elde edilen 6rnekler-
denizole edilen E. coli O157:H7 suslarindan 3 {iniin
2 yas iizerindeki sigirlara, 1’inin ise 2 yas altindaki
sigirlara ait oldugu belirlendi. Izole edilen E. coli
O157:H7 suslarimin yasa gore dagilimi Tablo 2’de
belirtilmisgtir.

Tablo 2. Orneklerden izole edilen E. coli 0157:H7 susla-
riin yasa gore dagilimi.

Yas grubu Ornek sayisi (n)*  Tzolasyon orani (%)
2 yas altt 82 1 (%1.2)
2 yag ve lizeri 168 3 (%1.8)
Toplam 250 4 (%1.6)

* Caligmada ilk 50 sigirdan hem siit hem diski 6rnegi alindi. Diger 100
stit ve digki o6rnegi farkli sigirlardan alinarak toplamda 250 farkli sigir-
dan 6rnek toplandi.

Calismada kullanilan 150 sigira ait rektal dis-
k1 6rneginin 3’iinden (%2) E. coli O157 izole edi-
lirken, E. coli antiserum testi sonucunda 2 Ornek
(%1.3) E. coli O157:H7, 1 6rnek ise (%0.7) E. coli
O157:H- olarak belirlendi. Benzer sekilde 150 ¢ig
stit 6rneginin 3’tinden (%2) E. coli O157 izole edi-
lirken bunlardan 2’si (%1.3) E. coli O157:H7, 1’1
(%0.7) E. coli O157:H- olarak tespit edildi.

Tartisma ve Sonug¢

Elliden fazla serotipi bulunan EHEC’in en yaygin
tipi olan E. coli O157:H7, insanlarda kanli veya
kansiz diyare, hemorajik kolit, hemolitik {iremik
sendrom ve trombotik trombositopenik purpura ola-
rak tanimlanan ciddi ve genellikle letal etkili infek-
siyonlara neden olarak son yillarda adindan sik¢a
s0z ettirmektedir (1, 9, 30, 35). E. coli O157:H7 her
yil ABD’de yaklasik 73000 infeksiyona neden ol-
maktadir ve 1982-2002 yillar1 arasinda toplam 350
salgin ortaya ¢ikmistir. Bu salginlar her yil ortalama
50 6liime neden olmustur (13, 14, 26).

E. coli O157:H7’nin kontrolii birgok faktore
bagli olarak degismektedir. E. coli O157:H7 saglikli
sigirlarda kolonize olabilir, gida ve suda yasayabilir,
asitli ortamlara direnglidir ve en 6nemlisi infeksiyon
dozu ¢ok diigiiktiir. Bu yiizden her agamada kontrol
yapilmasi gerektigi belirtilmektedir (6, 13).

Sigirlar E. coli O157:H7 infeksiyonun en
onemli kaynagi olarak belirtilmektedir. Sigirlarin
normal bagirsak mikroflorasmin bir pargasi olan E.
coli O157:H7 varlig1 sigirlari yasiyla da degisim

gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda geng sigirlarin
diskilarinda 6zellikle siitten kesildikten sonra eris-
kinlerdekine gore ¢cok daha yogun olciide bu pato-
jene rastlanmistir. Ayrica yapilan bazi ¢aligmalarda
da yaz aylarinda E. coli O157:H7 sayisinin arttig1
tespit edilmistir (6, 9).

E. coli O157:H7’ye sigirlar disinda koyun, kegi,
domuz, kopek ve at gibi evcil hayvanlarin yani sira
geyik, kus gibi vahsi hayvanlarda da rastlanmistir.
Vahsi hayvanlarla temas eden evcil hayvanlara bu-
lasmanin olabilecegi belirtilmistir (6, 9).

E. coli O157:H7 infeksiyonlarinda ilk sirayi,
dogrudan veya dolayli olarak sigir diskistyla kon-
tamine olmus etlerin yeterince pisirilmeden tiiketil-
mesinin aldig1 diisiiniilmektedir. Diger bir bulagma
kaynag ise diskiyla kontamine olmus meyve, seb-
zelerin tiiketilmesidir. Siit ve iiriinleri de dnemli bir
bulagma kaynagidir. Ozellikle ¢ig siitiin veya ¢ig siit
ile yapilan peynir, tereyagi gibi {irlinlerin tiiketilme-
si infeksiyonlara neden olmaktadir. Son yillarda in-
sanlar arasinda bulagma ve su kaynakli salginlarin
sayisinda belirgin artislar gézlemlenmistir. Ozellik-
le kontamine olmus i¢gme sular1 ve halka acik ylizme
havuzlar1 biiyiik salginlara neden olmaktadir. Son
on yilda hayvanat bahgesi veya ciftlik ziyaretlerinde
hayvanlarla temas sonucu ortaya ¢ikan salginlarin
sayisinda da biiytik bir artis gortildiigti belirtilmek-
tedir (6, 26).

E. coli O157:H7 serotipinin ¢esitli gida, klinik
ve cevre Orneklerinde aranmasina yonelik olarak
klasik ve gelismis olmak iizere 2 ana grupta topla-
nabilecek cesitli yontemler bulunmaktadir. Klasik
yontemler biyokimyasal testler iizerine kurulmustur
ve biiylik ¢ogunlugu selektif zenginlestirme ve kati
besiyerlerine ekim asamalarini i¢eren var/yok test-
leridir. Gelismis testler ise genellikle serolojik yon-
temler lizerine dayandirilmistir ve genellikle arastir-
ma laboratuvarlarinda uygulanmaktadir (15).

STEC/EHEC E. coli grubu igerisinde zoonotik
orijinli tek patojenik gruptur. Sigir populasyonlarin-
da yapilan ¢alismalarda E. coli O157:H7 prevalan-
sinin ABD’de %1-5 (35), cesitli Avrupa iilkelerinde
%1-13 arasinda oldugu bildirilmektedir (3). Wells ve
ark. (32), 1266 saglikli sigirdan aldiklar siit 6rnek-
lerinin 18’inde (%1.4) E. coli O157:H7 izolasyonu
gercgeklestirdiklerini bildirmistir. ABD’nin Washin-
gton eyaletinde 3570 diski 6rnegi alinarak yapilan
bir calismada ise 10 adet (%0.28) E. coli O157:H7
izolasyonu gergeklestigi bildirilmistir (16).
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Ulkemizde de sigir ve siit ineklerinde E. coli
O157:H7 izolasyonuna yonelik calismalar yapil-
mustir. Van yoresinde yapilan bir ¢calismada, saglikli
siit sigirlarindan alinan 312 digk1 6rneginden 4’iinde
(%1.28) E. coli O157:H7 saptandig1 belirtilmistir
(7). Yilmaz ve ark. (34), Tiirkiye’deki sigirlarda E.
coli O157:H7’ye rastlanma sikligin1 arastirdiklar
bir ¢alismada, Istanbul’dan alinan 330 rektal svap
orneginin 88’inde (%26.7) SMAC agarda sorbitol-
negatif koloni gozlemlendigini, bunlardan 13’iinden
(%3.93) de E. coli O157:H7 izolasyonu gergeklesti-
gini bildirmislerdir.

Bu c¢alismadaki %1.3’liikk izolasyon orani
Tiirkiye’de ve diger llkelerde yapilan c¢aligmalarla
paralellik gostermektedir.

Cig siitlerden E. coli O157:H7 izolasyonuna
yonelik yapilan cesitli calismalarda, ¢ig siitlerde
prevalansin oldukea diisiik oldugu ve %0 ile %10
arasinda degistigi belirtilmektedir (24). Heuvelink
ve ark. (17), yaptiklar1 calismada, 1011 ¢ig siit 6rne-
ginden E. coli 0157 izole edemediklerini bildirmis-
lerdir. italya’da yapilan sorbitol-negatif E. coli sus-
larinin arastirildigt bir ¢aligmada ise, inek ve kegi-
lere ait toplam 144 ¢ig siit drneginin sadece 1’inden
E. coli O157:H- izole edildigi belirtilmistir (25).
Arjantin’de immunomanyetik separasyon yontemi
kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, 150 siit 6rnegi-
nin hi¢gbirinden STEC O157 izolasyonu yapilmadigi
belirtilmistir (27). Tiirkiye’de Oksiiz ve ark.’m (23)
cig siit ve ¢ig siitten yapilmis peynirlerde E. coli
0157 insidansina yonelik yaptiklart bir ¢alismada
100 ¢ig siit orneginden sadece 1’inde (%1) E. coli
0157 tespit edildigi bildirilmistir.

Bu calismada 150 ¢ig siit 6rneginin 2’sinden
(%1.3) E. coli O157:H7 tespit edildi. Bu sonug
Tiirkiye’de ve diger iilkelerde yapilan calismalarla
paralellik gostermektedir.

Wells ve ark. (32), farkli yaslardaki sigirlarda
E. coli O157:H7 prevalansim arastirdiklar bir ¢a-
lismada; 210 buzaginin 5’inde (%2.3), 394 diivenin
12’sinde, fakat 662 yetiskin sigirin sadece 1’inde
(%0.15) E. coli O157:H7 izolasyonu gerceklestir-
digini bildirmistir. Yilmaz ve ark. (34), sigirlarda
yaptiklari ¢alismada, izolasyonun genellikle iki ya-
sindaki hayvanlardan yapildigini bildirmistir. Ayri-
ca yapilan bazi ¢aligmalarda da yaz aylarinda E. coli
O157:H7 sayisinin arttig1 tespit edilmistir (6, 9).

Bu c¢alismada izole edilen suslarin 3’{iniin
(%1.8) 2 yas lizerindeki sigirlara, 1’inin (%1.2) ise
iki yas altindaki sigira ait oldugu belirlendi. Calis-
mada yetiskin sigirlardan gergeklesen izolasyon
oranin geng sigirlardakine gore yiiksek ¢ikmasi di-
ger caligmalarla farklilik gostermektedir. Bu farkli-
likta cografik ag¢idan degiskenlerin etkili olabilecegi
distinildii.

Wang ve ark. (31), 81 E. coli O157:H7 susunun
virulans faktorlerini arastirdiklari bir ¢aligmada, 32
(%39) susun VT1, 68 susunda VT2 (%83) tirettikle-
rini belirtmiglerdir.

Calismada izole edilen 4 E. coli O157:H7 su-
sundan 1’inin (%25) VTI drettigi tespit edildi.
Izole edilen suslardan hi¢ birinin VT2 iiretmedigi
belirlendi. Bu sonucun diger caligsmalarla farklilik
gostermesi izolatlarin sayisinin yeterli olmamasi ile
aciklanabilir.

Bu calisma ile Ege Bolgesi’nde bulunan sigir-
lardan kiiltiirel ve serolojik yontemler kullanilarak
E. coli O157:H7 izolasyonu ve identifikasyonu ger-
ceklestirildi ve Tiirkiye’de gerceklestirilen bir¢ok
caligmadan farkli olarak suslarin verotoksin iiretip
iretmedikleri belirlendi. Sunulan bu g¢alismanin,
Tirkiye’de gergeklestirilecek E. coli O157:H7 izo-
lasyonuna ve verotoksin arastirmalarina yonelik
diger ¢aligmalar i¢in yarar saglayabilecegi diisiiniil-
muistir.
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