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Amag: Shiga toksin treten E. coli (STEC) suslarini 6nemli bir gida kaynakli patojendir. Cografya,
zaman veya kaynak farkli olsa bile STEC suslari ile dnemli salginlarla karsilasilabilmektedir. Biz de
bu nedenle ¢calismamizda, diinyanin farkli bélgelerinde énemli salginlarda etken olarak saptanan
ve genomik verileri agik veri tabanlarinda bulunan EDL933 ve Sakai gibi STEC kékenlerini
karsilastirarak hangi virulans faktérlerini kullandiklarini ve bu kékenlerin birbirleri ile olan
benzerliklerini in silico olarak karsilastirmayr amagladik.

Yéntem: Calismamiza farkli zamanlarda, diinyanin farkli bélgelerinde 6nemli salginlar yapan yedi
farkli SYEC susu ve inek diskisindan elde edilen bir siiper bulastirici k6kene ait olmak izere toplam
sekiz susun genomik verileri dahil edildi. Kékenlere ait veriler NCBI veri tabanindan indirildi.
Filogeni analizi ve virulans gen analizleri sirasiyla CSl filogeni ve VFanalyzer online programlariyla
yapildi.

Bulgular: Filogeni analizine gére EDL933 susuna en benzer sus, %96.4 benzerlikle TW14588
susuydu. En az benzeyen kéken ise %79.15 benzerlikle Sakai kékeni olarak saptandi. Virulans
genleri analizine gére ise dokuz baslik altinda viriilans faktérlerini meydana getiren 333 gene
varhg belirlendi. ilk STEC susu EDL933’de, tiim viriilans genlerinden %45’inin aktif oldugu
saptandi. Stx genleri disinda tiim kékenlerde Ecp, Elf, Hcp gibi aderans genleri ve clyA gibi toksin
genleri aktifti oldugu gérildi.

Sonug: Calismamizda, salginlarla iliskili STEC k6kenlerinin karsilastirmali genomik analizlerinde,
stx geni disinda farkli viriilans genlerini de kullandigi in silico olarak saptandi. Ozellikle belli
viriilans genleri; kaynadi, zamani ve lokasyonu farkli olsa da kullanmasi gereken genler olarak 6n
plana ¢ikmakta ve patogenezde bu genleri kullanmaktadir.

Anahtar kelimeler: STEC, O157: H7, in silico analiz, viriilans genleri
ABSTRACT

Objective: Shiga toxin-producing E. coli (STEC) strains are important foodborne pathogens.
Significant outbreaks with STEC strains can be encountered, even if the geography, time or resources
were different. The aim of our in silico study was to compare the virulance factors and phylogeny of
STEC strains such as EDL933 and Sakai, which have been identified as an agent in important
outbreaks in different parts of the world and whole genomic data were in open databases.
Method: Genomic NCBI data of eight strains were included in our study, including seven different
STEC strains associated with significant epidemics in different parts of the world, and one super-
shedder strain obtained from cattle feces.

Results: According to phylogeny analysis, the most similar strain to EDL933 strain was TW14588,
with 96.4% similarity. The most distant similarity was Sakai strains with 79.2%. According to the
virulence genes analysis; the presence of 333 genes that constitute virulence factors under nine
headings were detected. In the first STEC origin, EDL933, 45% of all virulence genes were found
to be active. Adherence genes such as Ecp, Elf, Hcp and toxin genes such as clyA were active in all
strains except stx genes.

Conclusion: In our in silico study of comparative genomic analysis of STEC strains which are
associated with outbreaks, it was determined that STEC strains used different virulence genes
besides the stx gene. Indeed, they used certain virulence genes, even their sources, time and
locations were different, in the pathogenesis.

Keywords: STEC, 0157: H7, in silico analysis, virulence gene
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GiRiS

Escherichia coli, insanlar ve hayvanlarin normal flora-
sinda bulunan hem kommensal bir bakteri hem de
intra ve extra intestinal ciddi enfeksiyonlara da
neden olabilen 6nemli patojen bir bakteridir®.
Gastroenteritlere neden olabilen diyarejenik E. coli
(DEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteropatoje-
nik E. coli (EPEC), enteroagregatif E. coli (EAEC), ente-
rohemorajik E. coli (EHEC), enteroinvaziv E. coli
(EIEC) ve diffiz aderan E. coli (DAEC) olmak lzere 6
farkh patotipi vardir?. Enterohemorajik E. coli (EHEC)
0157:H7, siddetli-kanh ishallere neden olan gida
kaynakl patojenler arasinda ¢ok dnemli tiirdiir. Bu
kanli ishaller, Shiga toksin kaynakl oldugu igin EHEC
ayrica Shiga toksin Ureten E. coli (STEC) olarak da
adlandiriimaktadir®®, STEC, kromozomal genler tara-
findan kodlanan gok farkli virtilans faktorlerine sahip-
tir ve bunlar genellikle patojenite adalarinda (PAl’ler)
veya plazmidlerinde bulunur. stx geni aracili shiga
toksininin Gretimi, STEC suslarinin endotel hiicre
hasarina yol agan en 6nemli faktorlerden birisidir. stx
genlerinin farkh alt tipleri bulunmaktadir ve bu fark-
lilik hastaligin siddeti agisindan 6nemli bir belirteg
olmakla birlikte, stx’in tim patojeniteden tek basina
sorumlu oldugu anlamina gelmedigi, bircok virtilans
faktorintn isin icine dahil oldugu da bildirilmektedir®.
STEC suslari insanlar ve ¢ok farkh sicakkanli hayvan-
larda saptanabilmektedirler ama 6zellikle gevis geti-
ren hayvanlar, insanlarda goérilen enfeksiyonlar igin
ana rezervuardirlar ve bu nedenle STEC kaynakh
besin zehirlenmelerinin ana kaynagi
sayllmaktadirlar®. ilk defa 1983 yilinda Amerika’nin
Michigan sehrinde meydana gelen salginda dana
kiymalarindan elde edilmis olan Escherichia coli
(EHEC) 0157:H7 EDL933 susu ile bu suslar
taninmistir®,. Daha sonra 1996 yilinda Japonya’nin
Sakai sehrinde beyaz turp filizi tiiketimi sonucunda
oldugu saptanan ve 6zellikle okul ¢agindaki cocuklari
etkileyen E. coli 0157:H7 Sakai susu salginiyla kendi-
ni géstermistir”. Son yillarda tiim genom dizileme
(WGS) gibi yeni ve detayl molekiler tekniklerin
gelismesi, STEC suslarinin epidemiyolojik ozellikleri-
nin belirlenmesine katki saglamistir®. Ayrica bu yén-
temler, farkh virtilans faktorlerinin belirlenmesini
ozellikle  halk

saglayarak, saghgina  katki
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saglamaktadir®. Biz de bu nedenle calismamizda,
diinyanin farkh bolgelerinde 6nemli salginlar yapan
ve tim genom dizileme teknikleri ile dizilenerek
genomik verileri agik veri tabanlarinda bulunan
EDL933 ve Sakai gibi E. coli 0157:H7 suslari karsilas-
tirarak hangi virulans faktorlerini kullandiklarini ve
bu suslarin birbirleri ile olan benzerliklerini in silico
olarak karsilastirmayi amacladik.

GEREC ve YONTEM

Calismamiza, farkli zamanlarda dinyanin farkl bol-
gelerinde 6nemli salginlar yapan yedi farkli E. coli
0157:H7 susu genomik verileridahil edildi. Bususlarin
tiim genom analizlerine ait genomik verileri NCBI veri
tabanindan indirilerek ¢alismamizda kullanildi. Bu
suslarin virlilans 6zelliklerini karsilastirmak amaciyla
inek diskisinda saptanan ve silper yayicl karakter-
de oldugu bildirilen bir sus calismamiza dahil edil-
di. Ayrica calismamiza daahil edilen E. coli 0157
suslarinin segilmesinde bu susun tanimlanmasina
neden olan, salginlari ile siklikla makalelere konu
edilmis, bircok yayinda referans sus olarak kullanilan
ve WGS analizleri tiim olarak tamamlanarak ayrintih
olarak incelenmis suslar calismamizda secgerek ince-
lemeye alinmistir.

Bu suslara ait NCBI erisim numaralari ve sus bilgileri
Tablo 1’de verilmistir. Bu suslarin plazmidleri ¢calisma-
miza dahil edilmemistir. Suglarin birbirleri ile evrimsel
olarak yakinliklari CSI filogeni yazihmi ile (https://
www.genomicepidemiology.org/) gerceklestirildi. CSI
filogeni yazilimi, buylik fasta dosyalari Ustlinde tek
nokta polimorfizmlerini (SNP) otomatik olarak kontrol
ederek tim karsilastirilan dizilerde bunlari incelemek-
tedir ve yazilim genomlardaki SNP’leri filtreleyerek,
bélgelerin dogrulamasini yapmaktadir. Sistem tarafin-
dan olusturulan bu ylksek kaliteli SNP’lerin birlestiril-
mis hizalamalarina dayali otomatik bir filogeni analizi
cikartmaktadir®®, Suslarda bulunan virulans genleri-
nin karsilastirmali analizi VF analyzer programi (http://
www.mgc.ac.cn/VFs/) ile gergeklestirildi. VF analyzer
programi da virllans genlerinin belirlenmesi igin basit
blastlama algoritmasi yerine karsilastirilan referans
genomlara gore tasinan agik okuma bolgelerinin oto-
matik olarak karsilastirmasini saglamaktadir*?,
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Tablo 1. Gahismamiza dahil edilen suglara ait bilgiler ve benzerlik oranlari.

NCBI gen bankasi Salgin nedeni Sus Adi Saptama Benzerlik
erisim numarasi Tarihi orani
NC_002655 Kontamine hamburgerleri iceren bir salginla baglantili olarak Michigan EDL933 1983, Amerika 100
dana kiymalarindan izole edilmis izolat
NC_002695 Beyaz turp filizlerinin tiketimi ile iliskili salginda, ilkokul gocuklarinda Sakai 1996, Japonya 79.15
izole edilmis klinik izolat
CP015023 Elma sarabi gibi asitlenmis gidalarla iliskili salginda izole edilen izolat SRCC 1675 2002, Amerika 95.84
NC_013008 Ispanakla iligkili salginda bir hastadan elde edilen klinik izolat TW14359 2006, Amerika 93.30
NZ_CMO000662 Iceberg Marul ile baglantili Taco John’s restoranlarinda gelisen salginda TW14588 2006, Amerika 96.40
izole edilen klinik izolat
CP043015 iskembe gibi ¢ig tiriinlere temas sonrasi gelisen salginda izole edilen Escherichia coli 2017, ingiltere 93.84
klinik izolat 388808
CP043019 iskembe gibi ¢ig Giriinlere temas sonrasi gelisen salginda izole edilen Escherichia coli 2017, ingiltere 96.15
klinik izolat 397404
CP014314 Super bulastirici sus (inek diskisindan izole edilmis) JEONG-1266 2016, Amerika 93.40

1—CP014314/1-322

1 0.968

0.834-CP015023/1-322

~NC_013008/1-322

0.982;CP043015/1-322
lCP043019/1-322

NC_002695/1-322

Sekil 1. Suslarin tek nokta polimorfizm (SNP) temelli benzerligine gore filogeni agaci.

BULGULAR

Calismamiza dahil edilen suslara ait genomik veriler
analiz edildiginde, dana kiymalarindan 1982’deki
salginda elde edilen EDL933 susuna en benzer susun,
2006'da yine Amerika’da marul kaynakli salginda
hastalardan izole edilen TW14588 susunun oldugu
belirlendi. Benzerlik orani %96.4ti. ingiltere’de 2017
yilinda saptanan suglardan birisi %96.15 oraninda
benzerlik gosterirken, ayni salginda izole edilen diger
sus %93.84 benzerdi. En diisiik benzerligin 1996’da

Japonya’nin Sakai kentindeki salginda gocuklarda
belirlenen Sakai susu oldugu ve benzerligin %79.15
oldugu gorildi. Tum suslara ait benzerlik oranlar
Tablo 1’de verilmistir. 2016’da Amerika’da stiper bulas-
tirici karakterde oldugu saptanan ve inek diskilarindan
elde edilen JEONG-1266 susunun EDL933 susuna ben-
zerliginin %93.4 oldugu bulundu (Sekil 1).

Calismamiza dahil edilen suslara ait virulans genleri-
nin dagilhimi incelendiginde, viriilans genlerinin ade-

rans, (19 6ge - 89 gen), ototransporter (19 6ge - 20
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Tablo 2. Caligmamiza dahil edilen suslara ait virulans genlerinin dagilimi.
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CP014314
JEONG-1266

CP043015 CP043019 CP015023

NZ_CMO000662

TW14359

NC_013008

NC_002695

NC_002655

ilgili

genler

397404 SRCC 1675

388808

TW14588

Sakai

EDL933

24 24 24 25 25 25

26

89

Aderans, (19 6ge-89 gen)

20

Ototransporter (19 6ge-20 gen)

invazyon (2 6ge-4 gen)

33

Demir kullanimi (6 68e-33 gen)

LEE-encoded TTSS efektorleri (7 6ge-7 gen)

Non-LEE encoded TTSS efektorler (55 6ge-55 gen)

Dizenleyici (1 6ge-1 gen)

43 43

51 51 42 42

51

104
20

Sekresyon sistemi (5 6ge-104 gen)

Toksin (10 6ge-20 gen)

stx1A
stx1B

+

Stx2A
stx2B

128 129 131

38

127
38

129
39

143
43

147

44

150
45

333

Taginan virtlans gen (Orf Sayisi)

39

39

Tasinan virulans gen (Orf Sayisi) (%)
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gen), invazyon (2 6ge - 4 gen), demir kullanimi (6 6ge
- 33 gen), LEE-encoded TTSS efektorleri (7 6ge - 7
gen), non-LEE encoded TTSS efektorler (55 68e - 55
gen), dlizenleyici (1 6ge - 1 gen), sekresyon sistemi (5
O0ge - 104 gen) ve toksin (10 6ge - 20 gen) olmak
Uzere dokuz baslik altinda oldugu saptandi. Bu 9 bas-
lik altindaki virtlans faktorlerini meydana getiren
333 virllans genini liretebilen acik okuma gergevesi
(orf) varligi belirlendi. Toksin viriilans faktorlerinden
birisi olan Stx geni 6zellikleri incelendiginde, 4 susun
stxla, 1b, 2a ve 2b Uretimini yapabildikleri diger 4
susun ise yalnizca stx2a ve 2b Uretebilecek orf iger-
dikleri saptandi. Diger virllans faktorleri incelendi-
ginde, virlans genini tretebilen acik okuma cerceve-
si (orf) icermeleri agisindan en duslk seviyede
2017’de ingiltere’de salgin olusturan suslarin oldugu
belirlendi. Tim orf bolgelerinin ortalama %38’inin bu
suslarda bulundugu goriildi. EDL933 susunda ise
tim virtlans genleri olusturan orf bdlgelerinin
%45’inin bulundugu saptandi. Tim suslarda Aderans
ile ilgili olarak EaeH geni, genel pili geni (Ecp), lami-
nin baglayici fimbria geni (Elf) ve hemorrhagic E. coli
pilus (Hep) genleri tasiyordu. Bakteriyel membranla-
rindan direkt gecisle ilgili olan ototransporter genle-
rinden EhaA, AIDA-I type geni tim suslarda tasin-
maktaydi. Toksin virlilans faktorlerine stx disinda
bakildiginda, hemolysin/cytolysin A (hlyE/clyA) geni-
nin tim suslarda tasindigi saptandi.

TARTISMA

Escherichia coli 0157:H7 veya Shiga toksin lreten
E. coli (STEC) suslari, 6nemli bir gida kaynakl pato-
jendir ve 1983’te tanimlandigindan beri 6nemli bir
halk sagligi sorunu olusturmaktadir®?. E. coli
0157:H7 ile iliskili halk saghgi risklerini degerlen-
dirmek icin, suslar arasindaki fenotipik ve genoti-
pik farkhliklari anlamak ¢ok énemlidir*®), Son yil-
larda tim genom dizileme (WGS) gibi yeni ve
detayli molekiler tekniklerin gelismesi, STEC sus-
larinin epidemiyolojik ozelliklerinin belirlenebil-
mesine ciddi katki saglamistir®.

Wu ve ark.®? 2008 yilinda E. coli 0157:H7 suslar
Ustlinde mikroarray yontemi ile yaptiklari calismada,
%80 ve lizerindeki benzerlikleri baz almislardir ve bu
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suslari benzer kabul etmislerdir. Calismamizda, Sakai
susu disinda benzerliklerin %80 ve Ustiinde oldugunu
gorduk. Sakai EDL 933’e benzerligin bir miktar daha
distk saptanmasi benzerlik analizine plazmidlerin
dahil edilmemis olmasindan kaynaklanabilecegi
dustnuldi. Elhadidy ve ark.®, insan ve gida kaynak-
Il suslarda SNP benzerliklerini karsilastirdiklarinda,
insanlarda saptanan suslarin gida kaynakli suslara
%92 oraninda benzer oldugunu belirlemislerdir. Her
ne kadar karsilastirilan suslar ¢alismamiza timiyle
benzer olmamasina karsin, calismamizda da inceledi-
gimiz suglardaki benzerlik oranlarinin klinik izolatlar-
da %90 ve Uzerinde oldugu ve literatiirle uyumlu
oldugu gorilmektedir.

Escherichia coli 0157:H7 suslarinin viriilans genleri
Gzerine yapilan c¢alismalar incelendiginde, calismala-
rin oncelikle stx genlerine odaklandigi ve bu suslar-
daki stx geni ve alt gruplarinin tayin edilmeye calisti-
g1 gorulmektedir®®, Teng ve ark.“® 2016 yilinda
inek digskisinda saptadiklari stiiper bulastirict 0157:H7
susunun belirlenen ilk sus olan EDL933 susuna virl-
lans genleri agisindan %80 ve (lizeri benzerlik goster-
digini belirlemislerdir. Biz de calismamizda, inceledi-
gimiz calismalarin %80 ve Uzerinde benzer viriilans
genlerini tasidiklarini saptadik.

Rossez ve ark.t” 2014 yilinda yaptiklari ¢alismada,
E. coli genel pili (Ecp) suslarinin genlerinin oligosak-
karitlere baglanmasi icin gerekli oldugunu bildirmis-
lerdir. Ispanak gibi sebzelerde 6zellikle Ecp geni pro-
teinlerinin baglanabilecegi hedeflerinin daha fazla
eksprese oldugunu belirlemislerdir 7. Biz de galis-
mamizdaki tim suslarda bu pilusa ait genlerin tasin-
digini gordik. Samadder ve ark.®® 2009 yilinda,
E. coli laminin-baglayici fimbriae (EIlf) genlerinin
insan epitel hicrelerine, inek ve domuz dokularina
STEC suslarinin baglanabilmesi icin gerekli oldugunu
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da inceledigimiz
tim O157:H7 suslarinda Elf genlerinin tasindigini
gordik. Ledesma ve ark.*® 2010 yilinda yaptiklar
calismada, hemorajik E. coli pilus (HCP) genlerinin
ozellikle HcpA’nin; IL-8 ve TNF-alfa gibi proinflamatu-
var sitokinlerin salinimina neden oldugunu goster-
mislerdir. E. coli 0157:H7 suslarinin, kanli ishal
semptomlarina neden olabilmesi i¢in bu gen ve

proteinlerinin olmasi gerektigini bildirmislerdir.
Tam suslarimizda bu genlerin orf bolgelerine sahip
olmasi bu suslarin bu geni tasidiklari igin kullanabi-
lecek yetenekleri oldugunu bize disindirmustar.
Wells ve ark.?® 2008 yilinda yaptiklari calismada, E.
coli 0157:H7 suslarinin bakteriyel membranlarin-
dan direkt gecisle ilgili olan ototransporter genle-
rinden EhaA, AIDA-I type geninin bu suslarda ayrica
adezyon, kolonizasyon ve biyofilm olusumuna katki-
da sagladigini bildirmislerdir. Biz de g¢alismamizda,
tim suslarin da bu genin tasindigini ve ilgili orflarin
oldugunu gozlemledik.

Roderer ve ark.?? vyaptiklari calismada, Hemolysin/
cytolysin A (hlyE/clyA) geninin 6nemli bir por olusturan
toksin oldugunu bildirmislerdir. Hunt ve ark.?? da bu
toksinin ozellikle eritrosit ve memeli hiicrelerinde por
agmak icin kullandiklarini agiklamislardir. Bizim suslari-
mizin da bu toksini diger stx genleri yaninda tasiniyor
olmasi bu bilgilerle benzerlik gostermektedir.

Sonug olarak, calismamizda STEC (Escherichia coli
0157:H7) suslarinin karsilastirmali genomik analizle-
rinde, stx geni disinda farkli virGlans genlerini de
tasidiklari saptandi. Ozellikle belli viriilans genleri;
kaynagi, zamani ve lokasyonu farkli olsa da tasidiklari
genler olarak 6n plana ¢ikmakta ve patogenezde bu
genleri kullanabilecek sekilde genomlarinda tasimak-
tadirlar. Tim genom dizileme (WGS) gibi yeni mole-
kiler teknikler ©zelikle tim dinyada bu suslarin
surveyansi icin kullanilabilecek yéntemlerdir ve epi-
demiyolojisinin daha net anlasiimasini saglayacaktir.
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