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SUMMARY Escherichia coli 0157:H7 is one of the most important zoonotic agents worldwide. Humans can be infected by
consumption of food and water contaminated with agent. Cattle areespecially considered to be the main
reservoir of E. coli 0157:H7.The aims of this study were to investigate the presence of E. coli 0157:H7 in dairy
cattle in Elazig, and to determine virulence genes in E. coli 0157:H7 isolates. A total of 300 rectal swab
samples were collected from dairy cattle.E. coli 0157:H7 was isolated from 11 (3.6 %) of rectal swab
samples.The presence of shiga toxin (stxI and stx2), intimin (eae) and haemolysin (hlyA) geneswas detected
by polymerase chain reaction (PCR). Of the 11E. coli 0157:H7 strains, 9 had stx2, hlyAand eae genes. Two
strains were positive for stx1, stx2, hlyA and eae genes. The results of this study show that dairy cattle are

asymptomatic carriers of E. coli 0157:H7 that is pathogenic for humans.
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OZET Siit¢ii Sigirlardan izole Edilen Escherichia coli 0157:H7 Suslarinda Virulans
Genlerinin Varhiginin Arastirilmasi

Escherichia coli 0157:H7 tim diinyada 6nemli zoonotik etkenlerden biridir. Bu etken ile kontamine olmus
hayvansal gidalar ve sular insanlar i¢in enfeksiyon kaynagimi olusturmaktadir. Hayvan tiirleri icerisinde
ozellikle sigirlar E. coli 0157:H7'nin esas tasiyicisidir. Bu calisma, Elazig’da siit¢i sigirlardan E. coli
0157:H7’nin izolasyonu ve izolatlarda énemli virulens genlerin varlifinin arastirilmasi amaciyla yapilmistir.
Calismada, toplam 300 siit¢ii sigirdan rektal sivap 6rnegi alinmistir. Bu 6rneklerin 11(% 3.6)’'inden E. coli
0157:H7 izole edilmistir. izole edilen suslarda Siga toksin (stxI ve stx2), intimin (eae) ve enterohemolizin
(hlyA) genlerinin varlig1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile arastirilmistir. Suslarin 9'unda stx2, hlyA ve
eae genleri, 2’sinde isestx1, stx2, hlyA ve eae genleri saptanmistir. Bu ¢alismanin sonuglar siit¢ii sigirlarin,
insanlar i¢in patojenik karakter tasiyan E. coli 0157:H7’nin tasiyicisi oldugunu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: E. coli 0157:H7, Izolasyon, Virulans genleri, Siitgii sigir

GIRiS 2015). Yash kisilerde ve g¢ocuklarda éliimlere yol agabilir
(Money et al. 2010; Hiroi ve ark. 2012). Etkenin
patojenitesinde, Siga toksinler (Siga toksin 1 ve 2) yaninda,
intimin ve enterohemolizin gibi virulens faktérlerinin de
rolii vardir. Stx1 ve stx2 genleri tarafindan kodlanan Siga
toksinler en énemli virulens faktorlerdir. $iga toksinlerin,
hemorajik kolitis ve hemolitik tremik sendromlu
hastalarda vaskiiler endotelial hasara neden oldugu
diisiiniilmektedir. intimin, eae geni tarafindan kodlanir ve

E. coli 0157:H7 gida kaynakli enfeksiyonlara neden olan
onemli bir patojendir (Mora ve ark. 2010;Kawano ve ark.
2012). Hayvanlar bagirsaklarinda bu etkeni herhangi bir
klinik belirti gostermeden tasiyabilirler (Hussein ve
Bollinger 2005). Hayvan digkisi ile kontamine et, siit, su ve
¢ig sebzeler insanlar icin enfeksiyon kaynagidir. insanlarda
gorilen E. coli 0157:H7 enfeksiyonlarinin, yeterince

pismemis ve cig olarak tiiketilen gidalardan kaynaklandig: bakterinin bagirsak  hiicrelerine tutunmasidan
bildirilmistir (Bidet ve ark. 2005; Ferreira ve ark 2014). sorumludur. HlyA geni tarafindan kodlanan
Evcil hayvan tiirleri icerisinde o6zellikle sigirlar E. coli enterohemolizin ise kirmuzi  kan  hiicrelerinden

0157:H7’nin ana tasiyicis1 olarak kabul edilmektedir

i h St hemoglobinin uzaklastirilmasina ve enterositlerin lizisine
(Hussein veSakuma 2005). Siga toksin iireten (STEC)

neden olur (Paton ve Paton 1998; Sanchez ve ark. 2010;

0157:H7 insanlarda ishal, hemorajik kolitis, hemolitik
iremik sendrom ve trombotik trombositopenik
purpura’ya neden olur (D’Astek ve ark. 2012; Chui ve ark.

Kawano ve ark. 2012; Amezquite-Lopez ve ark. 2012).
Tiirkiye’'de siitcii sigirlarda E. coli 0157:H7'nin prevalansi
ile ilgi olduk¢a az c¢alisma bulunmaktadir. Tiirkiye'de
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yapilan ¢alismalarda, sigir fekal érneklerinden(Yilmaz ve
ark. 2002; Aslantas ve ark. 2006; Ongt')r ve ark. 2007;
Kuyucuoglu ve ark. 2011), kiymalardan (Sarimehmetoglu
ve ark. 2009), ¢ig siit ve peynirlerden (Akkaya ve ark.
2007) ve insanlardan (Erdogan ve ark. 2008; Erdogan ve
ark. 2011 )E. coli 0157:H7’nin izole edildigi bildirilmistir.
Bu calisma, Elazig Ilinde siit¢ii sigirlarda E.  coli
0157:H7’nin varligin1 arastirmak ve izolatlardaki virulans
genleri tespit etmek amaciyla yapilmistir.

MATERYAL ve METOT

Rektal Sivap Ornekleri

Ocak 2012 ve Haziran 2012 arasinda Elazig ilinde, stiri
biiytikliikleri 10 ile 100 hayvan arasinda degisen 30 siitc¢ii
sigir isletmesinde bulunan 3 yas ve iizerindeki toplam 300
sigirdan rektal sivap ornekleri toplandi. Ornek alinan
hayvanlar rastgele secildi. Sivaplar novobiosin igeren
modified tryptone soya broth (mTSB) (LAB165; Lab M)
besiyerine konuldu ve soguk ortamda kisa siirede
laboratuvara getirildi.

E. coli 0157:H7 izolasyonu ve identifikasyonu

Laboratuvara getirilen rektal sivap oOrneklerini iceren
mTSB besiyeri 41.5°C'de 24 saat inkube edildi. Bu
besiyerinde gelisen mikroorganizmalar icin
immunomanyetik seperasyon kiti (Captivate 0157; LAB M,
UK) kullanilarak dretici firmanin talimatlarina goére
immunomanyetik seperasyon (IMS) islemi uygulandi.
Kisaca E .coli 0157 antikorlar ile kaplh Captivate 0157
partikiillerini iceren karisimdan 20 pl alindi ve 1.5 ml'lik
tiipe kondu. Uzerine mTSB besiyerinde iireyen kiiltiirden 1

Tablo 1. PZR’da kullanilan primerler
Table 1. Primers used in PCR

ml eklendi ve karistirildi. Karisim oda 1sisinda 30 dakika
isleminden sonra silipernatant
uzaklastirild1 ve partikiiller yikama soliisyonu ile birkag
kez yikandi. Partikiillerden, 100 pl yikama soliisyonu

bekletildi. Separasyon

icerisinde siislipansiyon hazirlandi. Daha sonra

orneklerinden, sefiksim ve telliirit suplementi igeren
Sorbitol MacConkey Agar’a (CT-SMAC Agar) (LAB161; LAB
M) ekim yapild1 ve petriler 37°C'de24 saat inkubasyona
birakildi. CT-SMAC Agar’da renksiz koloni olusturan E. coli
0157 siipheli bakteriler, somatik 0157 antijen geni (rfbE)
ve H7 flagella (fliCh7) geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu

ile cogaltilmasiyla identifiye edildi (Oporto ve ark. 2008).
Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu, identifikasyon genleri olan
0157 somatik antijen geni (rfbE) ve H7 flagella (fliCh7)
stx2, hlyA ve eae)
saptanmasi amaciyla uygulandi. Nutrient agarda 37°C’de
bir gece inkube edilen kiiltiirlerden 6ze ile alinarak 200 pl
distile su ile eppendorf tip icerisinde slispansiyon
hazirlandi ve kuru blok 1siticida 99°C’de 15 dakika tutuldu.
Daha sonra eppendorf tiip 12.000 x g'de 2 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant, PZR testi i¢cin template DNA olarak
kullanildi. RfBE, fliCh7, stx1 ve stx2 hlyAve eae genlerinin
belirlenmesi icin diger arastiricilar tarafindan bildirilen
primer setleri kullanilarak PZR islemi uygulandi (Tablo 1).
stx] ve stx2 genleri multipleks PZR yontemiyle, rfbE,
fliCh7, hlyA ve eae genleri ise tekli PZR ydntemiyle
1'lik agaroz jel
icerisinde 200 voltta 30 dakika elektroforez islemine tabi
tutuldu. Jel, etidium bromid ile boyandi ve ultraviole 15181

geni ile virulans genlerin(stxI,

saptandl. Amplifikasyon friinleri %

altinda goriintiilendi.

Hedef gen Primer dizisi (5’-3") Amplikon Uzunlugu (bp) Kaynak
o | MGG TN TTAC
picwy  FiTACCACCAAATCTACTGCTG s60 Nagano ve ark. 1996
stx1 ;:: 2%2 g};‘% %ég Sé\,;r CC'CIX ?’I(‘}/'%T ’I(‘}g 582 Paton ve Paton 1998
hlyA ;:: égg g(ég 1,?,2& Iég(l; ’(1;2’(1}‘ 22((:}ATG 525 Fratamicove ark. 2009
Tablo 2. 11 E. coli 0157H7 izolatinin Virulans Genleri
BULGULAR

Toplam 300 rektal sivap 6rneginin 11’inden (% 3.6) E. coli
0157:H7 izole edildi. Tiim izolatlarda siga toksin 2 (stx2)
geni tespit edildi. izolatlarin herbiri farkli bir isletmeden
elde edildi. izole edilen 11 susun 9'unda stx2, hlyAve
eaegenleri birlikte, 2’sindeisestx1, stx2, hlyAveeae genleri
birlikte tespit edildi (Tablo 2). Siga toksin genleri i¢in
yapilan multipleks PZR iiriinlerinin elektroforez sonuglari
Sekil 1’de gosterilmistir.
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Table 2. Virulence genes of 11 E. coli 0157:H7 isolates

isletme izolat Virulans Genler
No. No. stx1 stx2 hlyA eaeA
3 1 - + + +
6 2 - + + +
8 3 - + + +
11 4 - + + +
11 5 - + + +
15 6 - + + +
16 7 + + + +
16 8 - + + .
16 9 + + + +
20 10 - + + +
27 11 - + + .
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Sekil 1. Multiplex PZR sonrasi Stx1 ve stx2 genlerinin
agaroz jel elektroforez gortntiisii M: Marker (50, 150, 300,
500, 750, 1000 bp) 1: Pozitif kontrol, 2: Negatif kontrol, 3,
4, 5: Negatif 6rnekler, 6, 11: Stx1 ve stx2 pozitif 6rnekler, 7,
8,9,10, 12,13, 14, 15,16: Stx2 pozitif 6rnekler

Figure 1. Agarose gel electrophoresis of stx1 and stx2
genes amplified by multiplex PCR M: Marker (50, 150, 300,
500, 750, 1000 bp) Lane 1: Positive control, Lane 2:
Negative control, Lane 3, 4, 5: Negative samples, Lane 6,
11: Positive samples for stx1 and stx2, Lane 7, 8, 9, 10, 12,
13, 14, 15, 16: Positive samples for stx2

TARTISMA ve SONUC

Diinya’da 0157:H7 prevalansinin et¢i sigirlarda %0.3 ile
%27.3 ve siit¢ii sigirlarda %0.2 ile %48 arasinda degistigi
rapor edilmistir (Hussein ve Bollinger 2005; Hussein ve
Sakuma 2005). Siit¢ii sigirlar hem siitleri hem de etleriyle
insan STEC O0157:H7 enfeksiyonlarinin olusmasinda
o6nemli bir rol oynamaktadir. Yapilan ¢alismalarda bir¢ok
ilkede sigirlarda farkli prevalans oranlari bildirilmistir.
Sasaki ve ark. (2011), Japonya’da sigir rektal sivap
orneklerinin %8.9'undan, Zhou ve ark. (2002), Cin’de sigir
diski 6rneklerinin %1.7’sinden, Islam ve ark. (2008),
Banglades’de mezbahada kesilen sigirlarin %?7.2’sinden,
Amezquita-Lopez ve ark.(2012), Meksika’da sigir diski
orneklerinin %3.3’linden STEC E. coli 0157 izole
etmislerdir. Aspan ve Eriksson (2010), isve¢’te mezbahada
kesilen sigirlarin  %1.2’sinde, Keen ve ark. (2006),
Amerika’da s18ir diski 6rneklerinin %13’tinde STEC E. coli
0157:H7 tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Tirkiye'de son yillarda farkli bolgelerde yapilan
calismalarda hem et¢i hem de siit¢li sifirlardan E. coli
0157:H7 izole edildigi bildirilmistir. Yilmaz ve ark. (2002)
istanbul’da yaptiklar1 bir calismada, mezbalarda kesilen
330 si181r rektal sivap 6rneklerinin 13(%3.93)’linden E. coli
0157:H7 izole etmislerdir. Aslantas ve ark. (2006)
Hatay’da yaptiklar bir ¢alismada, 565 sig1ir diski 6rneginin
77 (%13.6)’sinden E. coli 0157 izole ettiklerini, izolatlarin
66’sinin 0157:H7 ve 11’'inin 0157:NM serotipine ait
oldugunu bildirmislerdir. Kuyucuoglu ve ark. (2011),
Afyonkarahisar’da inek ve buzagilardan alinan 457diski
orneginin 14 (%3.1)’linde E. coli 0157:H7 saptamislardir.
Ongér ve ark. (2007), Elazig’da bir mezbaha'da kesilen
klinik olarak saglikli 251 sigirdan alinan rektal sivap
orneginin 3 (%1.2)'inden E. coli 0157:H7 izole
etmislerdir. Cabalar ve ark. (2001), Van yoéresinde 312
siiteli sigir diski 6rneginin 4(%1.2 )tinde E. coli 0157:H7
tespit etmislerdir. Aydin ve ark. (2010), Kayseri'de 500
siitgli sigir digki 6rneginin 6 (%4.6) ‘sindan E. coli 0157
izole ettiklerini ancak orneklerin hi¢birinde E. coli
0157:H7 serotipi tespit edilemedigini bildirmislerdir.
Yapilan bu calismada tespit edilen E. coli 0157:H7

izolasyon orant (%3.6), Tirkiye’de yapilan bazi
calismalarda bildirilen oranlara yakin bulunmustur
(Yilmaz ve ark. 2002; Kuyucuoglu ve ark. 2011). Bununla
birlikte yukarida belirtilen ¢alismalarin bazilarinda daha
yliksek bazilarinda ise daha diisiik oranlar tespit
edilmistir. Izolasyon oranlarindaki bu farkhliklar,
ornekleme metodu, mikroorganizma izolasyon yontemi,
cografik farkliliklar, mevsimler, hayvanlarin yas1 ve
yetistirme yontemlerinin farklilifindan kaynaklanabilir.
Ruminantlarda STEC 0157:H7 prevalansinin yazin daha
ylksek kisin ise daha diisiik oldugu bildirilmistir (Hussein
ve Bollinger 2005). Yetiskin sigirlarla karsilastirildiginda,
buzagilar E. coli 0157:H7’ye daha duyarhdir (Kuyucuoglu
ve ark. 2011). Diski orneklerinde bir¢ok bakteri tiiri
bulunmaktadir. Bu nedenle diski 6rneklerinden
mikroorganizmalar1 saf olarak izole etmek i¢in duyarlilig
yliksek testlerin kullanilmasi 6nem tasimaktadir. Bu
calismada digki drneklerinden E. coli 0157:H7 izolasyonu
icin duyarl bir yéntem oldugu bildirilen (Ongor ve ark.
2007; Inat ve Siriken 2010) immunomanyetik seperasyon
metodu (IMS) kullanilmistir.

STEC 0157:H7 izolatlarinda siga toksin (stxI1 ve stx2),
intimin (eae) ve enterohemolizin (hlyA) gibi virulans
genlerin varligl insan enfeksiyonlarinin olusmasinda etkin
bir rol oynamaktadir. Japonya’da insanlardan izole edilen
STEC 0157 izolatlarinin %82’sinde stx2 geni saptanmistir
(Sasaki veark. 2011). Giiney Kore’de yapilan bir ¢alismada
sigirlardan izole edilen E. coli 0157 izolatlarinin
%15.9’'unda stx2, %11’inde hlyA, %8.3’iinde stxI ve
%5.2’sinde eae genleri tespit edilmistir (Shin ve ark.
2014). Kanada'da insan E. coli 0157:H7 izolatlarinin
%75’'inde hem stxI hem de stx2 genleri, %19’unda ise
sadece stx2 geni saptanmistir (Chui ve ark. 2015).
Amerika’da sigir diski 6rneklerinden izole edilen E. coli
0157:H7 izolatlarinin %94’liniin stx2 geni tasidigl
bildirilmistir (Keen et al. 2006). Tiirkiye’de yapilan
calismalarda; Yilmaz ve ark. (2002), sigirlardan izole
ettikleri E. coli 0157 izolatlarinin %80’inde stx2 ve eae
genleri saptanmiglardir (Yilmaz ve ark. 2002). Aslantas ve
ark. (2006), sigir orijinli 77 E. coli 0157 izolatinin 74
(%96) "tinde hlyA, 72 (%93)’sinde eae, 62 (%80)’sinde stx2
ve 3 (%3.9)lnde stxI genlerini tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Kuyucuoglu ve ark. (2011), sigir diski
orneklerinden izole edilen 14 E. coli 0157:H7 izolatinin 6
(%42.8)'sinda stxI ve stx2 genleri tespit etmislerdir.
Yapilan bu ¢alismada izolatlarin 11 E. coli 0157:H7
izolatinin 9'unda stx2, eae ve hlyA genleri, 2’sinde ise stx1,
stx2,eae ve hlyA genleri saptanmistir. Sigatoksin genleri
icerisinde en fazla stx2 geninin saptanmasi diger
arastiricilarin bulgulariyla da benzerlik gostermektedir
(Scott ve ark. 2006; Aslantas ve ark. 2006; Aspan ve
Eriksson 2010). Yapilan bu c¢alismada elde edilen
bulgularin aksine, Ferreira ve ark (2014), siit¢ii sigirlardan
izole edilen STEC 0157 izolatlarinin %90'inda stxI geni
saptamiglardir. Insanlarda hemorajik iiremik sendrom
enfeksiyonunun olusmasinda stx2’nin stx1’den daha etkili
oldugu bildirilmistir (Bidet ve ark. 2005; Chui ve ark.
2015). intimin, enterohemolizin ve sigatoksin 2 genlerinin
tlimiline sahip olan suslarin, insanlar i¢in yiiksek patojen
suslar oldugu rapor edilmistir (Posse ve ark. 2007).

Sonu¢ olarak, bu calisma klinik olarak saghkh siit
sigirlarinin - STEC 0157:H7'nin  6nemli bir tasiyicisi
oldugunu gostermektedir. Hayvanlarin sagimi esnasinda
siitler ve siitcli sigirlarin kesimi esnasinda karkaslar
kontamine olabilir. Bu durum halk saghg i¢in potansiyel
bir tehlike olusturmaktadir. Bu nedenle ciftliklerde,
mezbahalarda ve gida endiistrisinde hijyenik 6nlemler
alimmali ve tiiketiciler egitilmelidir. Ayrica insan, gida ve
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hayvan E. coliO157:H7 izolatlarini karsilastirmak icin genis
kapsamli calismalar yapilmalidir.
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