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OZET

STAPHYLOCOCCUS AUREUS VE ESCHERICHIA COLI BESIN ZEHIRLENMESI
MODELLERINDE ZAMANA BAGLI HISTOLOJIK ETKILER ILE NITRIK
OKSIT VE TOTAL ANTIOKSIDAN KAPASITE SEVIYELERININ
BELIRLENMESI
Sare ULUBAY
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Adli Bilimler Ana Bilim Dali
Adli Bilimler
Yiiksek Lisans, Eyliil/2023
Danisman: Dog. Dr. Mehtap UNLU SOGUT

S. aureus ve E. colinin sebep oldugu besin zehirlenmeleri sonucunda
gastrointestinal rahatsizliklar, ates, norolojik bulgularin yanisira bazi vakalarda 6lim
de goriilebilmektedir.

Calismada E.coli O157:H7 ve S. aureus'un oral yolla alimindan sonra rat
dokular lizerindeki olasi histopatolojik etkileri ile total antioksidan kapasite ve nitrik
oksit diizeylerini degerlendirmek amaciyla toplam 25 adet rat; Kontrol, EC1, EC2,
SAl ve SA2 %ruplarl olmak tizere 5 gruba ayrilmistir. Hazirlanan E. coli
siispansiyonu 10° cfu/ml ve S. aureus siispansiyonu 2x10° cfu/ml olarak ratlara
gaval yoluyla verilmistir. EA1 ve SAl gruplarindaki ratlar uygulamadan 12 saat
sonra ve EA2 ve SA2 gruplarindaki ratlar ise 24 saat sonra genel anestezi altinda
sakrifiye edilmistir. Elde edilen serum orneklerinden nitrik oksit (NO) ve total
antioksidan kapasite (TAK) seviyelerinin belirlenmesi igin ELISA teknigi
kullanmilmistir. Histopatolojik inceleme sonucu karacigerde infiltrasyon agisindan
kontrol grubu ile tiim enfeksiyon gruplar1 arasinda anlamli fark saptanirken (p<0,05),
sinuzoidlerde genisleme ve vakuolizasyon acisindan sadece EC2 ve SA2 gruplar ile
kontrol arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Bagirsakta infiltasyon, goblet
hiicre sayisi, villus epiteli hasar1 agisindan tiim gruplar ile kontrol grubu arasinda
anlaml fark saptanmis ancak sadece SA1l grubunda goblet hiicre sayisindaki artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). TAK ve NO seviyeleri agisindan
kontrol ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmasa da, artiglar
oldugu goriilmiistiir (p>0,05).

Tiim bu sonuglarin besin zehirlenmelerinde tani i¢in ek bilgi olusturacagi
kanisindayiz. Ayrica zehirlenme sonrast 12 ve 24. saatte histopatolojik hasar tespit
edilmesi ile TAK ve NO seviyelerindeki artiglar kisa siirede tedavinin planlanmasi
agisindan oldukga 6nemlidir.

Anahtar Sozciikler: Besin zehirlenmesi, S. aureus, E. coli, Histoloji



ABSTRACT

DETERMINATION OF NITRIC OXCIDE AND TOTAL ANTIOXIDAN
CAPACITY LEVELS WITH TIME-DEPENDABLE HISTOLOGICAL EFFECTS
IN STAPHYLOCOCCUS AUREUS AND ESCHERICHIA COLI FOOD
POISONING MODELS
Sare Ulubay
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Forensic Sciences Programme
Master, September/2023
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Mehtap UNLU SOGUT

As a result of food poisoning caused by E. coli and S. aureus, gastrointestinal
disorders, fever, and neurological findings can be seen, as well as death in some
cases.

In the study, a total of 25 rats were divided into 5 groups as Control, EC1, EC2,
SAL and SA2 groups to evaluate the possible histopathological effects on rat tissues
with total antioxidant capacity (TAC) and nitric oxide (NO) levels after oral
ingestionation of bacteries. The prepared E. coli suspension was given 10° cfu/ml
and the S. aureus was 2x10® cfu/ml to the rats by gavage. The rats in the EA1 and
SAL groups were sacrificed 12 hours after of the application, and the rats in the EA2
and SA2 groups 24 hours later under general anesthesia. ELISA technique was used
to determine nitric oxide and total antioxidant levels from serum samples. In the
histopathological examination, there was a significant difference between the control
and all infection groups in terms of liver infiltration (p<0.05), while there was a
significant difference between the EC2 and SA2 with the control in terms of
enlargement in the sinusoids and vacuolization (p<0,05). There was a significant
difference between all groups and the control group in terms of intestinal infiltration,
goblet cells, and epithelial damage (p<0,05), but the increase in the number of goblet
cells was not statistically significant only in the SALl. Although there was no
statistically significant difference between the control and other groups in terms of
TAC and NO levels, there were increases.

We believe that all these results will provide additional information for the
diagnosis of food poisoning. In addition, detection of histopathological damage at 12
and 24 hours after poisoning and increases in TAC and NO levels are very important
in terms of planning the treatment in a short time.

Keywords: Food poisoning, S. aureus, E. coli, Histology
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1. GIRIS

Besin zehirlenmelerine sebep olan ¢ok sayida etken bulunmakta olup
mikrobiyal etkenler bunlardan biridir. Gida maddelerinde mikroorganizmalarin kesfi
tam olarak bilinmemekte, ancak gida iiretimi 8-10 bin yil Onceye dayanmakta

oldugundan gidalarin bozulmasi ve zehirlenmeler bu doneme rastlamaktadir.

Giliniimiizde 200’den fazla hastalik gida araciligiyla bulagsmakta, bunlardan en
eskisi M.S. 943 yilinda Fransa’da kaydedilmistir. Claviceps purpura (mantar) ile
enfekte olan ¢avdarlarin tiikketilmesiyle 40.000 kisinin 6ldigl belirlenmis, sonraki
yillarda mikroorganizma patojenlerinin insan sagligi i¢in 6nemli bir tehdit oldugu
cesitli calismalarda gosterilmistir. Bu zehirlenmeler sosyo-ekonomik durum, kiiltiirel
yapt ve besleme farkliligima gore degisiklik gostermektedir (Cakan ve Sinekbasan,

2020).

Diinya Saglik Orgiiti (DSO)’ne gore; gida kaynakli hastaliklar, ‘zehirli
maddelerin sebep oldugu veya dogrudan besin ya da sudan kaynaklanan herhangi bir

enfeksiyon ya da hastalik’ olarak tanimlanmaktadir.

Besin zehirlenmesi sebeplerinin basinda; gida gesidindeki artis ve uzun gida
zinciri, mikroorganizma virulansinin ve patojenlerinin zamanla degismesi, yeni gida
iriinleri ve yeni iretim siirecleri, katki maddelerinin kullaniminin artmast,
yoksullugun artis1 ve beslenme aliskanliklarindaki farkliliklar, yem ticaretinin artist

gibi cesitli faktorler yer alir.

Salgina sebep olan patojenlerin tespiti 6nemli bir adimdir. Ciinkii adli olgu
grubuna giren vakalarin ¢oziimlenebilmesi, salginlarin kontrol altina alinmasi ve
tedaviye hizla baslanabilmesi gerekmektedir. Tespit i¢in, hasta ve kontrol
gruplarindan ve yenilen gidalardan, kullanilan ekipmanlardan 6rnekler alinip

incelenmelidir (Cakan ve Sinekbasan, 2020).

Escherichia coli, gram negatif, kisa gomak sekilli, fakiiltatif anaerofilik bakteri
olup, sicakkanli hayvanlarin ve insanlarin dogal bagirsak florasinda bulunan bir
bakteridir. baz1 suslar1 peritrik flagellar ile hareketlidir. Ciddi hastaliklara neden
olmasi ve enfeksiyon i¢in ¢ok diisiik bir dozun yeterli olmasi nedeniyle gida kaynakli

patojenler arasinda 6nemli bir yeri vardir (Gordillo et al., 2011).



Staphylococcal gida zehirlenmeleri ise enterotoksijenik stafilokok tiirlerinin
gidalarda tiremeleri sirasinda sentezledikleri, gastrointestinal sistem {iizerine etkili
olan enterotoksinlerin meydana getirdigi gida kaynakli intoksikasyonlardir. Patojen
Ozellikteki cinsin en 6nemli iiyesi olan S. aureus'un, optimum iireme sicakligi 37 °C,
toksin olusturabilme optimum araligi ise 40-45 °C olarak tespit edilmistir. S.
aureus'un pek ¢ok toksini bulunmakla birlikte 6zellikle Stahylococcal Enterotoksin A

gida zehirlenmelerinde oldukca sik karsilasilan tiirdiir (Giinday, 2017).

Stafilokokal gida zehirlenmesi kontamine besinlerin  sebep oldugu
zehirlenmelerin %14-20’sini olusturur, bu oranla akut besin zehirlenmelerinin
ikincisi olmaktadir. Amerika’da rapor edilmeyen besin zehirlenmelerinde 185.000
kisinin S. aureus’dan etkilendigi tahmin edilmektedir (Jones et al., 2002). DSO‘e
gore 1993-1998 yillar1 arasinda 42 iilkeyi dahil oldugu arastirmada 23.538 gida
zehirlenmesi vakasindan Salmonella %77 ile en basta gelen etken olarak yer almakta,

Staphylococcus aureus ise ikinci patojen olarak belirlenmistir.

Literatiirde besin zehirlenmesi etkeni olan bakterilerin farkli toksinlerinin
olusturdugu enfeksiyonlari incelemek igin c¢esitli hayvan modelleri kullanildig:
calismalar gosterilmistir (Rajkovic et al., 2020). Vaka ve deneysel calismalari
kapsayan ¢esitli arastirmalarda bakteriyal besin zehirlenmelerinde histolojik
degerlendirmeler yapilmis ve bakteriyal etkenler tespit edilmistir (Lagana et al.,
2017; Yamaguchi et al., 2015; Ogata et al., 2009; Caserta et al., 2011). Otopsi
caligmalarinda Salmonella'nin neden oldugu endokardit, enterit vakalarinin histolojik
degerlendirmesi mevcuttur. S. aureus'un tavsan bagirsagi iizerinde, E.coli'nin ise fare
bobregindeki etkileri incelenmistir. Ancak Staphylococcus aureus ve E. coli'ye bagh
besin zehirlenmeleriyle ilgili yapilan calismalar siirhidir (Ezurike et al.,2007;

Mohawk et al., 2010; Ali ve dig., 2018; Hamza ve dig., 2020).

Adli vaka olarak degerlendirilen bakteriyal gida zehirlenmeleri sonucunda
gastrointestinal rahatsizliklar, ates, norolojik bulgularin yanisira bazi vakalarda 6liim
de goriilebilmektedir. Bu amacla zamana bagli olarak histolojik hasarin bilinmesi ve
degerlendirmeye alacagimiz nitrik oksit ve total antioksidan kapasite (TAK)
Olctimlerinin bu hasarlarla olan baglantisinin zehirlenme vakalarinda tedavinin kisa
siirede planlanmas1 i¢in etkili olacagmi diistinmekteyiz. Nitrik oksit seviyesi
oksidatif stres belirteci olarak, total antioksidan kapasite (TAK) ise oksidatif stres ile

miicadele eden antioksidan savunma sisteminin gostergesi olarak degerlendirilmistir.
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Nitrik oksit, dokuda hasara yol agan baslica serbest radikal olan peroksinitritin

uretimini artirmaktadir.

Buradan yola ¢ikarak yapacagimiz arastirma ile E. coli O157:H7 ve
Staphylococcus aureus kaynakli besin zehirlenmeleri sonucu olusabilecek doku
hasart ile total antioksidan kapasite ve nitrik oksit seviyelerini iki farkli zaman dilimi
icin kiyaslayarak, bu konuda yapilan c¢aligmalara katki saglamak ve oliimlere sebep
olabilen bakteriyal etkenlerin 6nemini vurgulamay1 amaglamaktayiz.

Hipotezler;

HO: S. aureus ve E. coli O157:H7 ile olusturulan besin zehirlenmesi, siganlarda
karaciger ve bagirsak doku histolojisini olumsuz yonde etkiler.

H1: S. aureus ve E. coli 0157:H7 ile olusturulan besin zehirlenmesi, siganlarda

serum total antioksidan kapasite ve nitrik oksit seviyelerini degistirir.



2. BESIN ZEHIRLENMELERI

2.1 Bakteriyal Besin Zehirlenmeleri

Besin zehirlenmesi “’herhangi bir kati ya da sivi gidanin tiiketilmesinin
ardindan ortaya c¢ikan enfeksiyon veya intoksikasyon olusumu’’ olarak
tanimlanabilir. Genellikle sindirim ve sinir sisteminde belirtilere yol agar.
Intoksikasyonda ise gida ile tasinan mikroorganizmanim salgiladigi toksin insani
etkilemektedir. Burada 6nemli olan bakterilerin olusturdugu toksinleri igeren gidanin
yutulmasidir  yani canli mikroorganizmanin tiiketilmesi gerekmemektedir.
Mikrobiyal patojenlerde bas sirayr koruyan bakteriyal etkenler arasinda gida
intoksikasyonuna sebep olanlarin  en Onemlileri Clostridium perfringens,
Staphylococcus aureus, Bacillus spp., Salmonella spp., patojenik olan E. coli,
Campylobacter spp., Yersinia enterocolitica gibi mikroorganizmalardir. Bunlarin
neden oldugu gida zehirlenmeleri sonucunda gastrointestinal rahatsizliklar, ates,
norolojik bulgularin yanisira bazi vakalarda 6liim de goriilebilmektedir (Cakan ve
Sinekbasan, 2020).

Bakteriyel toksinler protein igerikli biiylik molekiillerdir. Genel olarak
endotoksin ve ekzotoksin olarak ayrilirlar. Endotoksinler (lipopolisakkaritler); gram
negatif bakterinin dig membranindaki 6nemli bilesikler olan antijenlerdir. Lizis ve
hiicre yikimi gibi 6nemli olaylarda ortama salinirlar. Doku hasar1 ve toksik soka
neden olabilirler. Endotoksin lipit A, c¢ekirdek ve O zinciri kismi olmak iizere ii¢
boliimden olusur. Ekzotoksinler ise yine protein orjinli makromolekiillerdir ve
mikroorganizma tarafindan ortama salinirlar. Ekzotoksinler hareket mekanizmasina
bagli olarak Tip I, Tip II ve Tip III toksinler olarak ayrilirlar; Tip I toksinler, konak¢1
hiicresini degistiriler, S. aureus tarafindan iretilen siiperantijenler buna 6rnektir. Tip
IIT toksinler ise hiicre reseptorne baglanarak enzimatik aktivite ile hiicre hasari
olustururlar, E. coli 0157 H7 tarafindan iretilen Shiga toksin buna Ornektir
(Hernandes Cortes et al., 2017: 34).

2.1.1. Staphylococcus aureus’un Genel Ozellikleri

Ik kez 1882’de Sir Alexander Ogston tarafindan mikroskop incelemelerinde
iziim salkimi goriintiisii ile kesfedilmis ve bu anlama gelen Staphylococcus ismiyle
adlandirilmustir. Ilerleyen zamanda Rosenbach tarafinda bakterinin altin sarisi rengi

sebebiyle Staphylococcus aureus olarak adlandirmistir. S. Aureus, katalaz ve



koagiilaz pozitif, hareketsiz, , gram pozitif, fakiiltatif anaerobik bir bakteridir (Tutus
ve ark., 2015).

S. aureus koloni morfolojisine bakildiginda sari-portakal renkte, diizgiin, hafif
kabarik goriinlimdedir ve c¢ogunlukla kanli agarda beta hemoliz olusturur.
Stafilokoklar gram pozitif ve sporsuz olup jelatini eritir ve nitrat1 nitrit ve amonyaga
doniistiirtirler. S. aureus suslar1 koagiilaz pozitif 6zellik gostermektedir. Koagiilaz
testi S.aureus'un geleneksel bir ayiraci olarak kullanilmakta olup bakteri bu enzim
sayesinde, kendine 0Ozgii bir piht1 olusturur. Bu sayede konak¢imin immiin
savunmasindan ve fagositik etkilerinden korunma 6zelligi gosterir. Ayrica S. aureus
suslarmin tiimii lipaz enzimi tretirler. Lipaz, yaglari hidrolize ederek stafilokoklarin
viicut igerisindeki yagli bolgelerde yasamasina olanak saglar. Stafilokoklar, bu enzim

sayesinde, fronkiil ve karbonkiil gibi infeksiyonlara neden olmaktadirlar (Bilgehan,

2002; Washington et al., 2006).

S. aureus’un sahip oldugu termoniikleaz enzimi ise yiliksek derecedeki 1siya
dayaniklilig1 nedeniyle 1s1l islemi uygulanan gida maddelerinde karsimiza ¢ikar ve

DNA, RNA'y1 parcalama 6zelligi gosterir. Bu enzim S. aureus'larin tanimlanmasinda

dogrulayicidir (Gemmell and Lang, 2002).

Tablo 2.1. S. aureus i¢in tamimlayici 6zellikler (Giinday, 2017)
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S. aureus’larn % 90’dan fazlasi hiyaliironidaz enzimi {iretir. Bu enzim
sayesinde S. aureus’un dokulara yayilimi kolaylasir. Bag dokusunun aseluler
matriksindeki asit mukopolisakkaridler olan hiyaluronik asidi hidrolize eden
enzimlerdir (Akan ve dig., 2013).

Oksijen tercihlerine gore fakiiltatiftirler ancak aerobik ortamda daha iyi gelisim
gosterirler. Gelismeleri i¢in gereken PH degerleri anaerobik ve aerobik ortamda
degisiklik gostermekte, aerobik ortamda minimun PH 4.8 iken anaerobik ortamda bu

deger 5.5 diizeylerindedir. %15-20 NACI %50-60 sakkaroz iceren ortamlarda bile
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tireyebildikleri bildirilmistir. Ayrica stafilokoklarin fermantatif 6zellik gostermekte

oldugu ancak gidalarda herhangi bir koti koku veya goriintii olusturmadiklari

gbzlenmistir (Sert, 2010).

Tablo 2.2. S. aureus bilyiimesini ve enterotoksin tiretimini etkileyen faktorler (Tatini, 1993)

Organizmann biiyiimesi | Staphylococcal enterotoksin
tiretimi

FAKTOR Optimum  Aralik Optimum Aralik
Sicaklik 37 7-48 37-45 40-45
PH 6-7 4-10 7-8 4-9.5
Su aktivitesi 0.98 | 0.83—0.99 0.98 0.85-0.99
NaCl (%) 0 0-20 0 0-10
Redoks* potansiyeli | <-200 mV >+200mV <-100mV
>+200mV >+200mV >+200mV
Ortam Anaerobik- Aerobik Anaerobik-
aerobik aerobik aerobik

S. aureus 'un 6 farkli toksin tipi lrettigi bilinmektedir ancak bunlardan en sik
gida zehirlenmesi olusturant Tip A’dir. Stafilokoklardan salinan toksin sindirim

sistemine etki ettigi igin enterotoksin ismini almistir (Sert, 2010).

Stafilokokkal toksinler ¢ok sayida enzim ve sitokin iiretirler. Salgilanan bu
enzim ve sitokinler [hemolizinler (alfa, beta, gamma, delta)], niikleazlar, proteazlar,
lipazlar, hiyaluronidaz ve kollagenaz bulundurmaktadir. Bu proteinler konake1
tizerindeki dokular1, bakterinin gelisimine uygun hale getirmektedirler (Dinges et al.,
2000).

Stafilokokkal enterotoksinlerin (SEs) ¢ogu tek zincirli basit proteinlerden
olusur. Hidroliz yoluyla 18 aminoasit iiretmekte ve lizin, aspartik asit, glutamik asit
ile tirozin igerirler. Molekiil agirligt 28000-35000 Da arasindadir ve su ile tuzlu
soliisyonlarda ¢oziinebilirler. pH<2’de insan bagirsak sistemindeki enzimlere karsi
direng gelistirmislerdir. SEs’lerin 100°C’de 1 saat aktif kalabildikleri bilinmektedir.
Boyle bir termal dayanikligi toksinin safligi, serolojik tipi, toksin miktari, 1s1 islemi
uygulanan ortam ve pH degeri gibi kriterler etkiler. Besinlerdeki enterotoksinlerin
pisirme, pastorizasyon gibi uygulamalarla tamamen inaktive edilemedikleri
gosterilmistir (Erol, 2004). Enterotoksin—-A, kusmanin belirgin oldugu bir besin
zehirlenmesi tablosuna yol agar. Merkezi sinir sistemi irritasyonuna sebep
olmaktadir. Enterotoksin—B stafilokoksik enterokolite yol agar. Enterotoksin-C ve
Enterotoksin-D siit iirinleriyle ilgili zehirlenmelerde 6ne ¢ikmaktadir (Dinges et al.,

2000).



2.1.2. Staphylococcus aureus Enfeksiyonu

Staphylococcus aureus ortak bir bakteridir ancak bunun yaninda énemli insan
patojenidir. S. aureus oOzellikle nisasta ile protein bakimmdan zengin gidalarda
bulunurlar. Bu besinler arasinda et/siit iiriinleri, patates ve balik 6rnek gosterilebilir

(Tiikel ve Dogan, 2000).

Stafilokokkal gida zehirlenmeleri gastrointestinal sistem {izerine etkili olan
enterotoksinlerin meydana getirdigi gida kaynakli intoksikasyonlardir. Bu toksinler
enterotoksijenik stafilokok tiirlerinin gidalarda iiremeleri sirasinda sentezlenirler.
Stafilokoklar arasinda patojenitesi a¢isindan en Onemli {liyesi olan S. aureus'un,
optimum tireme sicakligt 37 °C, toksin olusturabilme optimum araligi ise 40-45 °C
olarak belirlenmistir. Ancak baz tiirler 60 °C sicakliga 30 dk dayanabilmektedir. S.
aureus'un pek cok toksini olup gida zehirlenmelerinde en sik karsilasilan tiirii

Stafilokokkal Enterotoksin A’dir (Giinday, 2017).

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority-EFSA) ve
Avrupa Hastaliklardan Korunma ve Kontrol Merkezi (European Centre for Disease
Prevention and Control-ECDC) tarafindan 2012 mayis raporlarinda Amerika'da
goriilen zehirlenme vakalarinin 274’tinde stafilokoklarin varligi bildirilmigtir
(Podkowik et al., 2013). Bunun disinda EFSA'nin raporlarina gore; Avrupa
Birligi'nin 2012 yilima ait gida kaynakli salginlarinin %6,4'liniin stafilokok
enterotoksinlerinden kaynaklandig1 vurgulanmistir (EFSA, 2014).

S. aureus’un da dahil oldugu pek c¢ok stafilokok tiirii insanlarin deri, bogaz ve
burun florasinda baskin olarak bulundugu ic¢in gida zehirlenmeleri agisindan biiyiik
bir risk olusturur. Bu bakterinin gidalara bulagsmasi ¢ogunlukla insanlar, hayvanlar ve
mutfak aletleri araciligiyla olmaktadir ancak iltihaba da sebep olan bu bakterinin
tastyiciliginda en &nemli etkenin insanlar oldugu belirtilmistir (Unliitiirk ve Turantas,

1998).

En az 20 ng enterotoksinin alinmasindan 1-8 saat sonra bulanti, kusma,
gastrointestinal kaslarinda agrili kasilmalar goriiliir ve hastalik 24 saat icinde
gerilemeye baslar. Stafilokokal gida zehirlenmeleri, birgok iilkede gida
zehirlenmelerinin - 6nemli  bir boliimiinii  olusturmaktadir. Pisirme islemi ile
stafilokoklar 6lse bile, 1s1ya direngli enterotoksinin etkisi devam edebilir (Podkowik
etal., 2013).



En sik goriilen belirti ishaldir. Stafilokokkal enterotoksinlerin intestinal
hiicreler tizerine direkt etkisi, E.coli enterotoksinleri ile kiyaslandiginda daha
belirsizdir. S. aureus kaynakli intoksikasyonlarin ABD’de yillik yaklasik 1.5 milyar
dolarlik maddi kayba neden oldugu bilinmektedir (Todd, 1989). Stafilokokkal
intoksikasyon riski, koloni popiilasyonu 10° kob/g degerine ulastiginda baslar
(Bergdoll, 1991).

2.1.3. Escherichia coli’nin Genel Ozellikleri

E. coli ilk kez 1885 de Theodore Esherich tarafindan tanimlanmis olup,
Enterobacteriaceae familyas: igerisinde Escherichia genusuna bagli gram negatif
bakteridir. Endospor olusturmadigindan pastorizasyon ya da kaynatma islemi ile
Olmektedir. E. coli, 2-6 um boyunda ve 1-1,5 um eninde, diiz ¢omak seklinde,
yuvarlak uglu bir mikroorganizmadir (Baysal, 2004). E. coli; aerop ve fakiiltatif
anaerob bir bakteridir. Ureme 1s1s1 1545 °C arasinda ancak optimal 37 °C’de
tiremektedir. Standart besiyerlerinde pH 7-7,2’de kolayca iirerler. Buyyon ve pepton
iceren suda sik iireyerek bulaniklik olustururlar. Agarda genellikle gri-beyaz renkte,
diizgiin kenarli, S tipi koloniler olustururlar ancak tekrarlanan pasajlarda kaba-mat ve
graniiler R tipi koloni goriiniimii mevcuttur. Hidrojen siilflir olusturamazlar. Laktoz
ve glikozu fermente ederek gaz olustururlar. Indol, Metil red ve lizin dekarboksilaz
pozitiftir (Wells et al., 1983; March and Ratnam, 1986; Terada, 1995; Easton, 1997;
Desmarchelier et al., 1998; Park et al., 2010).

Escherichia coli 0157, 1982’de insan patojeni olarak tanimlanan bir
mikroorganizmadir (Mead and Griffin, 1998). Insanlarda hastalik etmeni olan Shiga
toksini iireten birkag serotipten birisi oldugu bilinmektedir ve gida, su ya da enfekte
olmus hayvan ve insan digkilarindan kontaminasyon yoluyla bulasmaktadir. E. coli
O157:H7 genellikle gida kaynakli bulasilarla halk sagligini tehdit etmektedir ve bu
patojen sonuclar1 6liime kadar varan saglik sorunlarina yol agcabilmektedir (Mead and

Griffin, 1998).

Klinik 6zelliklerine gore E. coli, diyarejenik (ishal etkeni) E. coli, tiropatojenik
E. coli, menenjit ve sepsisle iliskili E. coli, kanatli patojeni E. coli olmak tizere 3 tipe
ayrilir. diyarejenik (ishal etkeni) E. coli virulans 0Ozelliklerine, patojenik
mekanizmalarina ve klinik sendromlarina dayanarak tanimlanmis 6 patotipi bulunur.
Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Enteropatojenik E. coli (EPEC), Enterohemorajik
E. coli (EHEC), Enteroagregatif E. coli (EAEC), Enteroinvasif E. coli (EIEC),

8



Diffusely Adherent E. coli (DAEC). E. coli’nin bu paratipleri O ve H antijenini
paylasan klonal gruplar gibi goriiliir.

ETEC; mikroorganizma, bir veya daha fazla adeziv fimbria kullanan ince
bagirsagin yiizeyini kolonize eder ve 1siya duyarli enterotoksin (LT) ve/veya i1siya

dayanikli enterotoksin (ST) iiretir (Nataro and Kaper, 1998).

EPEC: bu mikroorganizma yapisan ve silinen lezyonlar olarak adlandirilan
karakteristik bir ince bagirsak histopatolojisi olusturur, oncelikli olarak bagirsak
epitel hiicrelerine baglanir ve hiicre iskeletindeki aktini yeniden diizenler (Yoon and

Hovde, 2008).

EAEC; diinya c¢apinda ¢ocuk ve yetigskinlerde uzun siireli ishale sebep olur.
Hastalik sebebi gida orijinli olabildigi ancak bunun kanitlanmadigi belirtilmistir

(Yoon and Hovde, 2008).

EIEC: Shigella spp.’ye benzer sekilde kansiz ishal ve dizanteriye sebep oldugu
ve kolon epitel hiicrelerini istila edip burada ¢ogalabildigi belirtilmistir ki bu 6zelligi
biyokimyasal, genetik ve patofizyolojik olarak Shigella spp ile iliskili olabildigi
bildirilmistir. Ayrica salginlarin ¢ogunun besin ve kirli su ile iligkili oldugu

belirtilmistir (Nataro and Kaper, 1998).

DAEC: 1-5 yas arasi gen¢ c¢ocuklarda ishale sebep olmakta olup daireyle
patolojik iliskisi ¢ok az bilinir.

EHEC: Enterohemorajik Escherichia coli ise insan ve hayvanlarda hastaga
sebep olan E. coli patotiplerindendir. Bilinen E. coli tipleri igerisinde O6liimle
sonuglanabilecek gida kaynakli enfeksiyonlardan sorumlu tutulan O157:H7 serotipi,
insanlarda kolon mukoza hiicrelerinin sitolizine (hemorajik kolitis (HC), hemolitik
tiremik sendroma (HUS) ve trombotik trombositopenik purpuraya (TTP) neden
olarak toplum sagligin1 tehdit etmektedir (Levinson, 2008). E. coli O157:H7’nin
soguk ya da dondurulmus gidalarda; su aktivitesinin diisiik ya da asiditenin yiiksek
oldugu gidalarda iireyebildigi ve bulundugu sartlara kolaylikla adapte olarak direng
gelistirdigi belirtilmektedir (Bekar, 2019)

2.1.4. Escherichia coli 0157 H7 Enfeksiyonu
Gegtigimiz 20 yilda ABD’de E. coli O157 H7 kaynakli yaklasik 73.000 vaka

bildirilmis ve bunlarin ortalama 60’1 &liimle sonuglanmistir. Insanlar arasinda

bulagmalar rapor ediliyor olsa da vakalarin ¢ogu kontamine gidalar veya sularla,
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ozellikle de sigir eti kaynakli iyi pisirilmemis/¢ig gidalarin tiikketilmesiyle meydana

gelmektedir (Bryne et al., 2003).
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Sekil 2.1. E. coli bulas yollar1 (Cakan, 2019)
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EHEC suslar1 tarafindan ortak paylasilan ayirt edici biyokimyasal ozellik
yoktur ancak E. coli O157 H7’nin klinik 6rneklerden izolasyonu ve tanimlanmasini
saglayan bazi biyokimyasal Ozellikleri vardir. Bunlardan en onemlisi D-sorbitol
fermantasyonunu geciktirmesidir (>24 h). Diger E. coli suslarinin %75-%94’ D-
sorbitolii 24 saatten kisa siirede fermente eder (March and Ratnam, 1986; Nataro and
Kaper, 1988). Ayrica bu serotip B-glukuronidaz iiretememekte, laboratuar ortaminda
sentetik molekiillerle iiretilebilmektedir. Bu durum test edilen E. coli O157 H7’nin
%90’1ndan daha fazlasinin diger D-sorbitol negatif suslarinda tespit edilemeyen iki
onemli biyokimyasal profilden birine sahip oldugu Gram negatif tanimlama sistemi
ile gosterilmistir (Abbott et al., 1994).

E. coli O157:H7’nin kaynag1 genellikle geng sigirlar, geyik, kuzu, koyun, kegi,
tavuk, domuz, kedi, kopek ve mart1 olarak verilebilir (Temelli, 2002). Patojenin
diskidaki yayginlig1 %0-10 arasinda degismekte ve 6zellikle sigir digkilarinda 70 giin
kadar siirede 5°C’de canliligii koruyabildigi belirlenmistir (Temelli, 2002).
Insanlara fekal kontaminasyon sonucu salgmn seklinde insanlara bulasabilmekte
(Caliskan, 2019), asemptomatik tasiyict Ozelligi gosteren enfekte bireyler ile de
yayilma gosterebilmektedir (Temelli, 2002).

E. coli O157:H7 serotipi, STEC (shigatoksin iireten E. coli) grubunda yer alir

ve son yillarda gida patojeni olarak diinyada one ¢ikan, insanlarda oldiiriicii etkili
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enfeksiyona neden olan sustur. Gida kaynakli enfeksiyonlara sebep olan bu patojene

ait bildirilen ilk salgin 1982°de ABD’de ortaya ¢ikan 2 farkli vakadir.

Patojen E. coli suslar1 ishal, idrar yollar1 enfeksiyonlari, menenjit, septisemi
gibi saglik sorunlarina neden olmakta ve o6liimciil olabilmektedir. E. coli O157:H7
vakalarinin ishale yol agtig1 diistiniildiigiinde 6zellikle ¢ocuklarda patojen etkisi daha
yogun gozlenmektedir (Cicek, 2008). Hastalikla ilgili septomlar siddetli karin
agristyla baslayarak kanli ishale doniismektedir. E. coli O157:H7 genellikle 2-4 giin
siireyle krampli karin belirtilerle ortaya c¢ikarken bazen herhangi bir belirti
gostermeden sekinde varhigimi siirdiirebilmektedir (Pedritis et al., 2002). E. coli
0157:H7 serotipi diyare haricinde insanlarda 3 ¢esit semptom gosterir (Unliitiirk ve

Turantag, 1998).

Hemorajik Kolitis (HC): Enfeksiyonun basinda kuvvetli karin agris1 ve sulu
ishal goriilmektei sonrasinda kanli ishale doniismektedir. Enfeksiyon siiresi yaklagik

2-9 giindiir (Unliitiirk ve Turantas, 1998; Dunn, 2003; Boerlin et al., 1999).

Hemolitik Uremik Sendrom (HUS): HUS belirtisi gdsteren hastalarda akut
renal yetmezlik, trombositopeni ve mikroanjipatik hemolitik aneminin ardindan
diyare meydana gelir ve % 5-10 oraninda Oliimle sonuglanan olaylar
gozlenebilmektedir (Dunn, 2003).

Trombotik Trombositopenik purpura (TTP) : Norolojik belirtiler daha
yiiksektir, beyinde olusan kan pihtilar1 sebebiyle 6liim oranmi yiliksek olmaktadir
(Unliitiirk ve Turantas, 1998).

2.2. Antioksidan Savunma Sistemi ve Oksidatif Stres

Organizmada oksijen radikallerin olusmasin1 ve oksidatif stresin meydana
getirdigi hasar1 Onlemek iizere Ozellesmis savunma sisteminin elemanlar
antioksidanlar olarak adlandirilmaktadir (Chapman et al., 1992). Organizmada hassas
dengede olan oksidan/antioksidan sistemin bozulmamasi i¢in antioksidanlarin gérevi
bliyiiktiir. Dengenin bozulmasiyla doku hasarina neden olan oksidatif stres olugsmaya
baslar (Koca ve dig., 2008). Bununla birlikte antioksidan savunma sistemi serbest

radikallerin etkisini tamamen onleyemediginde de oksidatif stres olusur.

Serbest radikaller kisa Omiirlii ve kararsiz bilesikler olup kararli yapiya

ulagsmak ve dis orbitalindeki paylasilmamis elektronu dengeli bigime doniistiirmek
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icin ¢evrelerindeki molekiillerle etkilesime girmeye meyillidirler. Serbest radikallerin
olusumu g¢esitli i¢i ve dis faktorlere baghdir. Organizmada hidroksil, hidrojen
peroksit, alkoksil, ozon, sliper oksit, nitrik oksit, hipoklorit asit gibi oksijen ve azot
cesitli reaktif bilesik bulunmaktadir. Serbest radikaller reaktif yapilarindan dolay:
lipit, protein ve niikleik asitlere zarar verirler ve bu sekilde hiicre yapisini bozarlar.
Serbest radikal artis1 sonucunda hiicre i¢inde reaktif oksijen tiirleri de artar. Bu
durumu etkileyen endojen faktorler igerisinde diizensiz agir egzersiz, sedanter yasam,
agir stres, yaslanma, doku hasari, besin alimi ile ilgili patolojik durumlar
bulunmaktadir. Besinlerin igerigi ve yanlis beslenme sonucu serbest radikal artisiyla
hiicre ig¢inde reaktif oksijen tiirlerini olusumu tetiklenir, serbest radikaller lipit
peroksidasyonuna yol acarak hiicre membranimi bozar, mitokondride ATP sentezini

inhibe ederek, DNA ve proteinlere oksidatif hasar verirler.

Oksidatif stresin artig1 antioksidan sistem tarafindan kontrol edilemezse boyle
bir durum ¢ok sayida hastaligin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlar. Bunun sonucunda

da o6liimciil etkiler ortaya ¢ikabilir.

Patojen saldirisindan sonra ve enfeksiyonun erken asamalarinda, nétrofiller ve
makrofajlar dahil olmak iizere fagosit hiicreleri enfeksiyon bdlgesine go¢ eder ve
nitrik oksit gibi siiperoksit anyonlari {iretir. Bu anyonlar ayrica diger molekiillerle
reaksiyona girerek viicutta oksidatif stres indiiksiyonuna neden olan hidrojen
peroksit, proxynitrit ve hipoklorit gibi ¢esitli reaktif oksijen tiirlerini (ROS) olusturur
(Wakabayashi and Cheng, 2012). Bagisiklik hiicrelerinin viicuda giren patojenlere
karsi temel mekanizmasi, H202, NO gibi aktif oksijen ara maddelerinin yiikselmesi
ve viicuttaki oksidatif stresin artmasidir. Bu durumda viicudun antioksidan savunma
sistemi etkileri telafi etmeye calisir, ancak bazen oksidan / antioksidan durumunu
dengeleyemez ve dolayisiyla antioksidan faktorlerin seviyesi diiser (Wang et al.,
2015).

NO ol¢limii seviyeleri oksidatif stres durumunu degerlendirmek ve
hastaliklarin tan1 ve tedavisi i¢in bir parametre olabilir. Serbest radikallerin ve reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) ¢esitli patolojik siireclerde doku hasarinda 6nemli bir rol

oynadig1 6ne siiriilmiistiir (Nohl et al., 1996).

Oksidatif stres ve antioksidan durum gostergesi olan ¢ok sayida parametre
sayilabilir. Bunlar; Superoksit dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX),
Glutatyon Transferaz (GST), Katalaz (CAT) gibi parametrelerdir. Biitiin
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parametreleri ayni anda 6lgmek ve degerlendirmenin olusturdugu zorluk genel durum
gostergesi olabilecek laboratuvar parametresi arayisini olusturmustur. Gelistirilen
metotlarla; Total Antioksidan Kapasite (TAK; TAS) ve Total Oksidan Kapasite
(TOK; TOS) 6l¢iimii yapilmaya baglanmistir (Santiago et al., 2000).

2.2.1. Nitrik Oksit (NO)

NO 1772 yilinda tanimlanmistir. 1928 yilinda ise klinik vazodilatator olarak
kullanilmaya baslanmistir. Endojen NO, yapisal olarak eksprese edilen bir enzim
olan endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS, tip Ill NOS) tarafindan vaskiiler endotel
hiicrelerinde tretilir (Gaston et al., 1994). NO, organizmada bir¢ok fizyolojik ve
patolojik siiregte rol oynamaktadir; noéronal iletimde, immiin yanitin verilmesinde,
gastrointestinal mukoza biitiinliginin  korunmasinda, solunum yollar: siliyer
aktivitesinde, bobrek aktivitesinde ve kavern6z kan akiminin dizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Etkileri en fazla kardiyovaskiiler sistemde goriiliir. Endotel
hiicreleri tarafindan NO diretilme hizi 1.1 x 10-18 m/hiicre/dk olarak belirlenmistir
(Coburn, 1970).

Nitrik oksit sentezlenince hiicreden disina ¢ikip komsu hiicreleri etkileyebilir,
hiicredeki asil hedefi guanilaz siklazdir. Nitrik oksit radikali normal fizyolojik
kosullar altinda olumlu etkiye sahiptir ancak fizyolojik sartlar bozuldugunda,
fagositik 16kositler aktive olur, nitrit (NO2-) ve nitrat (NO3-) iiretimi hizla artarak
reaktif nitrojen tiirlerine (RNS) doniismeye baslar. Nitrik oksidin, oksijen radikali ile
reaksiyon hizi, oksijen radikali yakalayicis1 olan siiperoksit dismutazin reaksiyon
hizindan fazla oldugu i¢in antioksidan mekanizmanin yetersiz kalir ve sonucunda
nitrik oksit radikali oksijen radikali ile daha hizli tepkimeye girerek, RNS kaynakl
doku hasarlarina sebep olan, sitotoksik bir oksidan olan peroksinitritin tiretimini

artirir (Onat ve dig., 2002).

NO, ¢ok sayida diizenleyici gorevlerinin yanisira, ciddi toksik etkiler de
gostermektedir ki bunlar; antioksidanlarin tiiketilmesi, akonitaz, katalaz gibi bazi
enzimlerin inhibisyonu, DNA hasari, lipid peroksidasyonu olarak siralanabilir.

2.2.2. Total Antioksidan Kapasite

Dokularin farkli oranlarda oksijen tiiketimi ve metabolik aktivitesi oldugundan;

antioksidan kapasiteleri de farklilik gosterir.
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Tablo 2.3. Antioksidan tipleri (Basmaci, 2017)

Enzimatik Antioksidanlar
Primer enzimatik antioksidanlar;
Glutatyon transferaz

Katalaz

Glutatyon peroksidaz

Siireroksid dismutaz

Sekonder enzimatik antioksidanlar;

Glutatyon S-transferaz
NADPH-Kinon oksidorediiktaz
Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
Sulfonil transferaz

Glukronil transferaz

Glutatyon rediiktaz

Izositrat dehidrogenaz

6-fosfoglukonat dehidrogenaz

Non-enzimatik Antioksidanlar
Vitamin E
Flavonoidler
Melatonin
Albumin
Vitamin C
Bilirubin
Deferoksamin
Likopen
Transferrin
Seruloplazmin
P-karoten
Ubikinon
Urat
Haptoglobin

Organizmanin sahip oldugu karmasik antioksidan savunma sistemi, eksojen ve
endojen tipteki serbest radikallerin meydana getirdigi oksidatif stres ile miicadele
eder. Antioksidan molekiiller stres sonucu ortaya ¢ikan bu zararli reaksiyonlari
engeller veya yok eder. Cesitli tipteki bu antioksidanlar Tablo 2.3’de gésterilmistir.
Antioksidan bilesikler plazma igerisinde siirekli bir etkilesim halindedir birbirini
dengeleyecek sekilde sinerji i¢indedir, bir antioksidanin seviyesinde diisiis diger bir
antioksidanin seviyesinde yiikselme ile dengelenebilmektedir. Bu sinerjik hareketten
sebebiyle daha etkili bir tepki ortaya ¢ikarmis ve bunun sonucu da total antioksidan

kapasite kavramini olusturmustur (Erel, 2004).

Her antioksidanin serum veya plazmadaki seviyeleri tek tek ol¢iilebilir, ancak
Olgimlerin zaman almasi, karmagik ve masrafli teknikler gerektirmesi yoniinden
dezavantajlidir. Total antioksidan kapasitenin Ol¢limii, antioksidanlarin ayr1 ayri
Olglimiinden daha kiymetlidir. Bu nedenle kanda antioksidan seviyesinin

saptanmasinda toplam antioksidan kapasite 6l¢iimii yayginlagmaktadir.
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2.3. Besin Zehirlenmelerinin Adli A¢idan Degerlendirilmesi

Besin zehirlenmeleri sonucu c¢ok az etkili klinik belirtilere ousabilecegi gibi,
olumciil ekiler de dogurabilir. Besin zehirlenmeleri diger tiim zehirlenme vakalar1 gibi
adli vaka kapsaminda degerlendirilmelidir Besin zehirlenme vakalar1 i¢in TCK (Tiirk
Ceza Kanunu) kapsaminda adli raporlar hazirlanir.

Tiirk Ceza Kanunu’nun (TCK) 280. maddesinde “Gorevini yaptigt sirada bir
sucun islendigi yoniinde bir belirti ile karsilagsmasina ragmen, durumu yetkili
makamlara bildirmeyen veya bu hususta gecikme gosteren saglik meslegi mensubu
cezalandirilir.” ifadesi bulunmaktadir. Bu nedenle, gida zehirlenmelerinde oncelikli
olarak adli olgu bildiriminin yapilmasi, tim saghk ¢alisanlarinin yasal
yiikiimliigiindedir. Ulkemizde 2007 yili itibariyle uygulamadan kaldirilan “Gida
Zehirlenmeleri Formu” yeniden diizenlenerek, zehirlenmelerle ilgili istatistiklerin
toplanmast amaciyla “Zehirlenme Vaka Bildirim Formu” olusturulmustur.
Genelgeye gore, doldurulan form tiim saglik kurum ve kuruluslar tarafindan 24 saat
icinde Halk Sagligi Miidiirliikleri’ne yapilmaktadir. Bildirim yapilirken, bildirimi
yapan personel ve miidahaleyi yapan kurum bilgileri, formun diizenlenme tarihi,
hastanin kimlik ve adres bilgileri ile zehirlenme bilgileri (basvuru zaman,
zehirlenmeye neden olan etken, zehirlenme yeri, zamani, sikayetler, sikayetlerin
baslama zamani, Oliim ger¢eklesmis ise Olim zamam gibi) eksiksiz sekilde
yazilmalidir. Acil tedavi birimi hekimi, adli bir olayda oOncelikle hastanin dogru
tedavi edilmesine yonelik uygulama yapmalidir. Ayrica magdur ya da siipheliye ait
delil niteligi tasiyabilecek materyalin alinmasi, korunmasi, saklanmasi ve uygun
sekilde gonderilmesinden de yine acil tedavi hekimi sorumludur (Oz ve dig., 2014).

Acil tedavi biriminde gorevli olan hekimin gida zehirlenmesine sebep olan
bakteriler hakkinda bilgi sahibi olmasiyla tedavi siirecini dogru yonetebilir ve delil
niteligi tasiyan biyolojik ya da fiziksel materyalin kaybolmasin1 engelleyebilir.

Gida kaynakli hastaliklar ve Oliimlerle 1ilgili wverilerin diizenli olarak
toplanmasi, sorunun ¢oziimiine katki saglayan onemli faktorlerden olmasina ragmen,
Tiirkiye’de rapor edilen gida zehirlenmesi sayist doguyu yansitmamaktadir. Cilinkii
bu durum basite indirgenmekte ve goz ardi edigsmektedir. Halbuki sagligi olumsuz
yonde tehtid eden hatta O6liimciil olabilen gida zehirlenmelerinin adlimakamlara
bildirilmesi ve zehirlenme nedeninin dogru olarak ortaya konmasi, bu zehirlenme
olaylarinin tekrar etmemesi ve gereken Onlemlerin alinmasi agisindan oldugta

Onemlidir.
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Ulkemizde, zehirlenmelerin icerisinde, hastanelerde acil servi hizmetlerine
yapilan bagvurular igerisinde ilk siradaki zehirlenme vakalari ilag kullanimu ile ilgili
olan vakalardir, ikinci sirada ise besin zehirlenmeleri yer alir. Besin zehirlenmeleri
basit miidahalelerle giderilebilir ancak bazen yasamsal tehlikelere de sebep olabilir.
Hastalik Kontrol ve Engelleme Merkezi besin kaynakli hastaliklardan Amerika
Birlesik Devletleri'nde yilda 76 milyon kisininetkilendigini, bunlardan 5000’inin
yasamini yitirdigini bildirmistir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore
ise, 1993-2005 yillar1 arasinda gida kaynakli olarak 108.246 kisi hastaneye yatmis ve
1993-2002 yillar1 arasinda 1702 &liim vakasi tespit edilmistir (Oz ve dig., 2014).
Gida zehirlenmesi olgulari, acil tedavi birimlerinde karsilagilan hastalar iginde
o6nemli bir grubu olusturmaktadir.

Besin zehirlenmeleri diger 6lim sebepleri gibi cinayet, intihar ve kaza orijinli
olabildigi i¢in “’adli vaka’’olarak kabul edilir. Yani zehirlenme siliphesi oldugunda
hem cezai hem hukuki yonden yaptirimi vardir. Tirk Ceza Kanunu’nun 186.
maddesine gore, gidayi kisilerin hayatin1 ve sagligini tehlikeye sokacak sekilde temin
eden kisi veya kisilere 5 yila kadar hapis ve adli para cezasi verilmektedir (EK 3). Bu
nedenle bu tlir olgularin adli olgular oldugu ve bildirim zorunlulugu gdézden
kagirilmamalidir. Gida zehirlenmesi vakalarinin adli olgu olarak takip edilebilmesi
i¢in ve istatistiki verilere katki saglamak amaciyla saglik kurumlarindan temin edilen
‘Gida Zehirlenmeleri Vaka Bildirim Fisi’ hazirlanmasi ve i Saghik Miidiirliigii’ne

iletilmesi beklenmektedir (Ek 2).
2.4. Oliim Sonras: Histolojik Degerlendirme ve Histopatoloji

Gilinlimiiz adli tip uygulamalarinda histopatolojik incelemenin gerekliligi ile
ilgili gortsler farklidir. Baz1 yazarlar mikroskopik incelemenin sadece gerektiginde
yapilmasini, rutin bir uygulama olmamasini savunurkenm bazilar1 adli otopsilerde
makroskopik ve mikroskopik tanilar arasinda belirgin farkliliklar olabildigi igin,
histopatolojik incelemenin otopsi kalitesini etkiledigini, makroskopik bulgularin
dogrulanmasi veya diglanmasi i¢in 6nemli oldugunu savunmaktadirlar (Grandmaison

etal., 2010).

Oliim sonras1 otopsi uygulamalarinda &liim sebebinin tespiti igin toplanan
biyolojik numunelerin bakteriyel, viral, mantar kaynakli ve paraziter olup

olmadiginin incelenmesi gerekir. Ozellikle ani 6liimlerde ve diger otopsi bulgularmin
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yetersiz kaldigir vakalarda ve biyolojik suclarda mikroorganizmalarin tespiti 6lim

nedeninin saptanmasinda belirleyici olabilmektedir.

Mikrobiyal etkenin tanimlanmasi icin klasik tani1 ydntemleri, molekiiler
yontemler, histolojik yontemler kullanilmaktadir. Klasik tan1 yontemleri numunenin
uygun besiyerinde c¢ogaltilmasiyla baglar, fenotipik incelemelerin yapilmasi,
makroskobik koloni morfolojilerinin incelenmesi, biyokimyasal analizler gibi
olduk¢a yogun asamalarla devam eder. Ileri tamda kullanilabilecek yontemler
arasinda ise polimeraz zincir racaksiyonu (PCR) tabanli yontemler ve DNA dizi
analizleri o6rnek verilebilir. Ayrica olarak g¢esitli spektroskobik teknikler de
kullanilmaktadir (Ziyade, 2012).

Adli histopatoloji, adli tibbin baslangicindan bu yana tanida énemli bir yere
sahiptir. Adli otopsilerde ilk olarak rutin histopatolojik incelemeler yapilmali, bu
asama diger degerlendirmeleri yapabilmek ic¢in bir 6n inceleme yontemi olarak
kullanilmalidir. Bunun i¢in 0&ncelikle histolojik incelemeye bakacak olursak,
dokularin mikroskobik incelemesine dayanan bu asamada c¢esitli boyalar
kullanilmaktadir. Temel olarak bakterilerin dokuda gosterilmesi gerektiginde rutin
bir Gram boyama kullanilmakta, genel histopatoloji iginse hematoksilen-eozin boyasi
tercih edilmektedir.

Histopatoloji 6lim nedeninin saptanmasinin diginda bazi yasal sorulara da
cevap olmaktadir. Bunlar: hastaliklarin  histomorfolojik kronolojisi; canlilik
bulgulariin gosterilmesi; yara yasinin saptanmasi (myokard infarktiisii, cilt yaralari,
subdural hematom gibi olgularda); mikroskopik bulgularin hastanin hikayesi,
postmortem biyokimya, toksikolojik bulgular, sucla iligkili incelemelerle
siiflandirilmasi, doku fragmanlarinin mikroskobik tanimlanmasi; hiicrelerin
histolojik olarak saptanmasi (Cinsel saldirilarda spermatozoalarin gosterilmesi gibi)

(Dettmeyer, 2011).

Inceleme asamasinda farkli drnekleme alanlarindan alman kiiltiir sonuglari
otopsi bulgular ve histolojik sonuglarla dikkatli bir sekilde kiyaslanmalidir. Ciinkii
bu, hayattayken olusmus bir enfeksiyon ve Sliim sonrasi kontaminasyon arasindaki
ayrim i¢in gereklidir. Yani ortaya c¢ikan enfeksiyon, 6liim sonrasi bakteriyolojik
kiltirlerle kanitlanabilir ve enfeksiyondan etkilenen dokuda hiicresel yanit,

histopatolojik olarak tespit edilebilir (Parai and Milroy, 2018).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Mikrobiyolojik Etkenlerin Elde Edilmesi

80 °C’de uygun stok soliisyonunda saklanan suslardan, uygulama oncesi
pasajlar alinarak MacConkey, MuellerHinton ve Kanli agarda uygun siirelerde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda uygun yogunlukta bakteri
stispansiyonu McFarland bulaniklik sistemine gore hazirlanmistir. Deiyonize su ile
hazirlanan siispansiyonlar steril kosullar altinda uygulamaya hazir hale getirilerek
uygulama dncesi, +4’de muhafaza edilmistir (Ustiinova, 2012).

3.2. Hayvan Gruplarinin Olusturulmasi ve Etken Bakterilerin Verilmesi

E-68489742-604.02.03-269125 nolu etik kurul onayi alinan caligmada ayni
jenerasyondan olmalarina dzen gosterilerek secilen Wistar albino ratlar (200-240 g)
kullanilmistir (Ustiinova, 2012). Calisma kapsaminda degerlendirilecek olan ratlar
standart yem ile ad-libitum beslenmis olup ve oda sicakliginda 12 saat aydinlik 12
saat karanlik kosullar saglannmstir. Ratlar Ondokuz Mayis Universitesi Deney
Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmis, deneysel
arastirmanin hayvanlarla ilgili kismi1 burada gergeklestirilmistir.

Calismada gida zehirlenmelerinde bakteriyal etkenlerden olan E.coli O157:H7
ve Staphylococcus aureus' un oral yolla alimindan sonra rat dokulari tizerindeki olasi
histotoksik sonuclar1 ile total antioksidan kapasite ve nitrik oksit diizeylerini
birbiriyle degerlendirmek amaciyla toplam 25 adet erigkin rat; kontrol (n=5), EC 1
(n=5), EC 2 (n=5), SA 1 (n=5) ve SA 2 (n=5) gruplar1 olmak {izere 5 ana gruba
ayrimustir (Sekil 3.1). Bu dogrultuda ratlara daha 6nceden pasajlanarak hazirlanan E.
coli siispansiyonu 10° cfu/ml olarak (Evirgen ve dig., 2011), benzer sekilde
Staphylococcus aureus ratlara 2x10° cfu/ml olarak oral yoldan uygulanmistir (Liao
et al., 2021). Uygulamayi takiben; EC1 ve SA1 gruplarindaki ratlar uygulamadan 12
saat sonra ve EC2 ve SA2 gruplarindaki ratlar ise 24 saat sonra genel anestezi altinda
sakrifiye edilmislerdir.

1. Kontrol grubu: Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir uygulama yapilmamig

olup son bakteri grubuyla birlikte sakrifiye edilmislerdir.

2. EC1 grubu: Bu gruba ait ratlara deiyonize su ile 10° cfu/ml olarak

hazilanan E. coli siispansiyonu oral olarak verilmistir. Uygulamadan 12

saat sonra kan Ornekleri alinmasinin ardindan sakrifiye edilmistir.
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3. EC2 grubu: Bu gruba ait ratlara deiyonize su ile 10° cfu/ml olarak
hazilanan E. coli siispansiyonu oral olarak verilmistir. Uygulamadan 24
saat sonra kan Ornekleri alinmasinin ardindan sakrifiye edilmislerdir.

4. SA1 grubu: Bu gruba ait ratlara deiyonize su ile 2x10°® cfu/ml olarak
hazilanan S. aureus siispansiyonu oral olarak verilmistir. Uygulamadan 12
saat sonra kan ornekleri alinmasinin ardindan sakrifiye edilmiglerdir.

5. SA2 grubu: Bu gruba ait ratlar da deiyonize su ile 2x10® cfu/ml olarak
hazilanan S. aureus siispansiyonu oral olarak verilmistir. Uygulamadan 24

saat sonra kan ornekleri alinmasinin ardindan sakrifiye edilmiglerdir.

Sekil 3.1. Deney gruplariin olusturulmasi

3.3. Deneyin Sonlandiriimasi ve Serum Orneklerinin Elde Edilmesi

Hayvanlar uygulama sonras1 12. ve 24. Saatte 75 mg/kg Ketamin HCI+10 mg/kg
Ksilazin anestezisi altinda Kan ornekleri alindiktan sonra sakrifiye edilmislerdir (Sekil
3.2). Kan oOrnekleri antikoagulant igermeyen biyokimya tiiplerine almmis ve
3000xg’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen serumlar yedekli bir

sekilde eppendorf tliplere transfer edilerek calisilmak tizere —80 °C’de depolanmustir.
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Sekil 3.2. Deneyin sonlandirilmasi ve kan 6rneklerinin alinmasi

3.3.1. Total Antioksidan Kapasite ve Nitrik OKksit Seviyelerinin

Belirlenmesi

Hayvanlardan 12. ve 24. saatte alinan kan 6rnekleri (5-8 ml/rat) 3000g’de 10
dakika santrifiijlenerek serum Ornekleri elde edilmistir. Nitrik oksit ve total
antioksidan seviyeleri ticari ELISA kitleri kullamilarak, kitlerin prospektiislerine
uygun olarak absorbans degerleri okunarak, spektrofotometrik teknikle belirlenmistir
(Yazici, 2019). Biyokimyasal analiz i¢in tiim reaktifler, standart soliisyonlar ve
ornekler talimatlara gore hazirlanmistir. Kullanmadan once tiim reaktifleri oda
sicakligina getirilmis ve ¢alisma oda sicakliginda gerceklestirilmistir.

NO tayini:

Oncelikle farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 5 standart soliisyonu (200-100-
50-25- 12,5 umol/lt) kuyucuklara 50 upl olacak sekilde ve ardindan 50 pl
Streptavidin-HRP eklenmistir. Deney grubuna ait numuneler ise 40 pl numunet+ 10
ul Biotin antikor+ 50 pl Streptavidin-HRP olacak sekilde belirlenen kuyucuklara
eklenmistir. Bir kuyucuk negatif kontrol olarak c¢alisildi, numune eklenmememis,
total hacim 100 pl distile su ile tamamlanmistir. 37°C’de 60 dakikalik
inkiibasyondan sonra yapilan yikama islemi sirasinda antikora baglanmamis serbest
haldeki Streptavidin-HRP deney ortamindan uzaklastirilmistir. Daha sonra tiim
kuyucuklara Chromogen A ve Chromogen B soliisyonlart 50’ser ul olacak sekilde
eklenmistir. Kuyucuklarda NO konsantrasyonu ile dogru orantili olacak sekilde renk

degisimi gerceklesmistir. 37°C’de 10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda asidik
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karakterli ¢ozeltinin eklenmesi (stop soliisyonu) ile reaksiyon durdurulmus ve 450
nm’de absorbans dl¢iimii gerceklestirilmistir.

TAK tayini:

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 5 standart soliisyonu (32-16-8-4-2 U/ml)
kuyucuklara 50 pl olacak sekilde ve ardindan 50 pl Streptavidin-HRP eklenmistir.
Deney grubuna ait numuneler ise 40 pl numune+ 10 pl Biotin antikor+ 50 pl
Streptavidin-HRP olacak sekilde belirlenen kuyucuklara eklenmistir. Bir kuyucuk
negatif kontrol olarak ¢alisilmig, numune eklenmemis, total hacim 100 pl distile su
ile tamamlanmistir. 37°C’de 60 dakikalik inkiibasyondan sonra yapilan yikama
islemi yapilmistir (5 kez). Daha sonra tiim kuyucuklara Chromogen A ve Chromogen
B soliisyonlart 50’ser ul olacak sekilde eklenmistir. Kuyucuklarda ~ NO
konsantrasyonu ile dogru orantili olacak sekilde renk degisimi ger¢eklesmistir (Sekil
3.3)) (Sekil 3.4). 37°C’de 10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda asidik karakterli
¢ozeltinin eklenmesi (stop soliisyonu) ile reaksiyon durdurulmus ve 450 nm’de

absorbans 6l¢iimii gergeklestirilmistir.

: .fi:‘:‘g
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Sekil 3.3.  ELISA isleminde kuyucuklara chromogen A ve Chromogen B soliisyonu eklendikten sonra olusan
renk degisimi

Sekil 3.4. ELISA isleminde kuyucuklara stop soliisyonunun eklenmesi sonucu sar1 renk olusumu
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3.3.2. Histopatolojik Islemler

Sakrifikasyon igslemi sonrasi incelenmek istenen bagirsak, karaciger dokular
ratlardan uygun sekilde alinarak 1s1k mikroskobik inceleme i¢in % 10’luk
formaldehite koyularak ayr1 ayri etiketlenmistir. Dokularin fiksasyonu saglandiktan
sonra rutin takip islemi gerceklestirilmis ve dokular parafine gomiilmiistiir. Parafin
bloklardan 6p kesitler alinarak histolojik inceleme i¢in Hematoksilen-Eozin ile
boyanmistir. Histopatolojik degisiklikler genel olarak hiicresel vakuol olusumu,
cekirdek dejenerasyonu, epitel hasari, infiltrasyon g6z Oniine alinarak
degerlendirilmis ve bu hasarlar 0 ile 3 arasi skorlanmistir. '0: yok; 1:hafif; 2: orta;
3:ciddi' olarak degerlendirilmistir (Aydin ve dig.; 2020; Eren ve dig.; 2020). Deneyin
bu asamalar1 Ondokuz Mayis Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii

Histoloji Laboratuvar’inda gerceklestirilmistir.

3.3.2.1. Parafin Doku Bloklarinin Hazirlanmasi
Histolojik doku takibi
%10’luk nétral tamponlanmig formalin soliisyonunda yeterli siire bekletilen
dokular i¢in 151k mikroskobik inceleme yapilmak {izere fiksasyon isleminin ardindan
su islemlerden gegirilmistir;
1- Akarsuda yikama: Kasetlere yerlestirilen dokular, fiksatifin uzaklagmasi igin giin
boyu yikanmustir.
2- Suyun uzaklastirilmast i¢in hazirlanan alkollerden gegirilmistir. Buna gore;
- %70 oranindaki alkolde 1 gece bekletilmistir.
- Ertesi giin kasetler %80’lik alkole alinarak 1 saat bekletilmis,
- Daha sonra %90 olarak hazirlanan alkolde 60 dakika,
- %9611k alkolde 60 dakika,
- Absolut alkolde 60 dakika,
- Ikinci bir absolut alkolde 1 saat bekletilmistir.
3- Seffaflagtirma islemi i¢in ksilen serisi kullanilmistir. Bunun igin;
- 1. Ksilende 30 dk,
- 2. Ksilende 30 dk,
- Ksilen+parafinde 30 dakika bekletilmistir (60 °C’de).
4- 1. Parafinde oda 1sisinda bir gece, (60 °C’lik etiivde erimis haldeki parafinin
igerisine alinarak oda 1sisina birakilmistir).

5. Kati haldeki parafinin yumusamasi/erimesi igin 60 °C’deki etiivde bekletilmistir.
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6- Eriyen parafinden dikkatli bir sekilde ¢ikarilan doku kasetleri 2. parafinde 60
°C’lik etiivde 1 saat bekletilmistir,.

7- 3. Parafinde 60 °C’lik etiivde 2 saat bekletilmistir

8- Dokular L demire dokiilen parafinlere gomiilmiistiir.

Hazirlanan parafin bloklar, Reichert-Jung 2030 Rotary mikrotom cihazi araciligiyla 6

pum kesit alinmak tizere oda 1sisinda kapali alanda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.5. Doku takibi ve parafine gomiilen dokulara ait goriintiiler

3.3.2.2. Doku Kesitlerinin Alinmasi ve Histokimyasal Boyanmasi

Hazirlanan parafin bloklardan Reichert-Jung 2030 Rotary mikrotom cihazi
kullanilarak 6 pum kesitler alinmistir. Karaciger ve bagirsak dokularinin genel
histolojik degerlendirmesi i¢in Hematoksilen-Eozin buyasi kullanilmistir. Bu
boyamada hiicre ¢ekirdekleri mavi-mor, sitoplazmalar1 ve diger doku bdliimleri
pembe boyanmaktadir.

Kesitlerin H&E ile boyanmasi

H&E boyamasina baslanmadan 6nce kesiti alinan dokular etiivde yarim saat
bekletilerek parafin kalintilarinin yumusamasi saglamistir. Daha sonra kesitler;

1. Deparafinizasyon iglemi i¢in 1. Ksilen ve 2. Ksilen olarak hazirlanan seride 15’er

dk bekletilmistir.
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2. Kurutma islemi yapilmistir (3-5 dK) .

3. %100, %96, %90, %80, %70’lik olarak hazirlanan alkol serilerinden gegirilmis,
her birinde 3 dakika bekletilmistir.

4. 5 dakika akar suda cam kap igerisinde yikama islemi yapilmistir.

5. Hematoksilen soliisyonunda 3 dakika bekletilmistir.

6. Akar suda (yaklasik 45 sn) yikama yapilmistir.

7. %75 konsantrasyonda hazirlanan alkolde 2—3 saniye bekletildikden sonra,

8. Eosin soliisyonunda 5-6 saniye tutulmustur.

9. ikinci bir alkol serisi hazirlanmis, kesitler %70’lik, %80°lik, %9011k, %96°lik,
%100’liik olarak hazirlanan bu alkollerden her birine daldirip ¢ikarilmaistir.

10. Kurutma yapilmistir (3-5 dk).

11. 3. Ksilende 1 saat bekletilmistir.

12. Lamlar entallanla kapatilarak mikroskobik inceleme igin hazir hale getirilmistir
(AFIP, 1992).

Sekil 3.7. Lamel ile kapatilarak 151k mikroskobik inceleme i¢in hazirlanmis doku preparati 6rnekleri
3.3.2.3. Kesitlerin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

Karaciger ve bagirsak dokularinin, x4 liik objektifte genel goriiniimleri
incelendikten sonra x20 ve x40 lik biiylitmede 5 kesit alaninda (degerlendirmeye

alman her kesit ic¢in) hasar degerlendirmesi yapilarak, karaciger igin hiicre
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infiltrasyonu,  vakuolisazyon (hiicresel-siinozoidal), siinozoidal genisleme,
hepatositler incelenmis, bagirsak dokusu icin ise goblet hiicre sayisi, epitel hasari,
infiltrasyon diizeyi incelenmis ve her iki dokuya ait goriintiiler Leica DM 100 151k

mikroskobu kullanilarak fotograflanmistir.
3.4. istatistiksel Analizler

Deneysel verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS 23 Paket Istatistik Programi
kullanilmustir. Istatistiksel testler, "parametrik testler" ve "parametrik olmayan
testler" olmak tiizere ikiye ayrilir. Bu testlerden hangisinin yapilacagina karar
vermek amaciyla belirlemek i¢in ilk olarak normallik testi yapilmakta ve normal
dagilim gosterdiginde bahsedilen testlerden parametrik testler, veriler normal
dagilmadiginda parametrik olmayan testler uygulanmaktadir. Calismamizda verilerin
normal dagilim gosterip gostermedigini  test etmek i¢in  ‘Shapiro-Wilk’
uygulanmigtir. "Shapiro-Wilk" testinin p >0.05'den biiylik oldugunda tiim gruplar
icin verilerin normal dagilim gosterdigi, p<0.05 ise normal dagilim gostermedigi
kabul edilmektedir. Buna gore gruplarin normal dagilim géstermedigi tespit edilmis
ve bu dogrultuda karacigerde sinuzoidal genisleme, vakuolizasyon ve infiltrasyon
verileri ile bagirsakta goblet hiicre sayirindaki artig, villus epitel hasar1 ve
infiltrasyon verileri bakimindan gruplarin karsilastirilmast i¢cin ’Kruskall Wallis™’
testi yapilmistir. Gruplar arasinda fark bulundugu durumda ‘hangi gruplar arasinda
fark var?’ sorusunun yanit1 i¢in her bir grubun kontrol ile karsilagtirilmasi amaciyla
“’Mann-Whitney’” testi uygulanmigtir. Buna ek olarak TAK ve NO seviyeleri i¢in ise
gruplarin normal dagilim gosterdigi tespit edilerek Tek Yonlii Varyans Analizi’ (One

Way ANOVA) uygulanmastir.
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4. BULGULAR

4.1. Morfolojik Bulgular
4.1.1. Karaciger Doku Kesitlerine Ait H&E Boyama Sonuclari

Kontrol grubuna ait karaciger kesitleri incelendiginde santral veni ¢evreleleyen
karaciger hiicreleri ile doseli oldugu, normal siinozoidal yapiin goriindigi
gozlenmistir. Genel olarak sirali hiicrelerin merkezinde hepatosit denilen hiicre
cekirdekleri ile bazal kenarlarda kuppfer hiicreleri ile endotelyal hiicrelerin

bulundugu, normal histolojik goriiniimiin hakim oldugu izlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait karaciger goriintiileri. a.x10, b.x20 biiyiitme. Yildiz; sentral
ven, siyah ok; hepatositler, sar1 ok kupffer hiicresi, kirmizi ok; endotelyal hiicre.
H&E boyamasi.

Enfeksiyon gruplarinda karaciger dokusuna ait bazi kesitlerde
sinuzoidlerde belirgin genisleme oldugu izlenmistir. Ayrica sitoplazmik sismeyi
gosteren vakuollerin diginda hiicrelerarasi alanlarda yer yer vakuolizasyon

dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.2). Tiim gruplarda neredeyse incelenen tiim kesitlerde
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yogun infiltrasyon alanlart (Sekil 4.3) ile birlikte santral vende inflamasyon
hiicrelerinin varlig1 ile tikanmalar, hiicresel dejenerasyon ile c¢ekirdeklerini

kaybetmis hiicrelerin oldugu gézlenmistir (Sekil 4.4) (Sekil 4.5).

Sekil 4.2.  EC1 grubuna ait karaciger kesit goriintiileri. a. x20 biiylitme karacigerde ciddi
dejenerasyonla birlikte bazi alanlarda hiicre infiltrasyonu (kirmizi ok), dejeneratif
hiicreler (daire), genel goriintiide sinuzoidlerde genisleme (siyah ok). b. x40 biiylitme,
sanral ven ve hiicresel alanda yogun infiltrasyon.c. x40 biiyiitme, sinozoidlerde
genigleme sonucu santral vende dejenerasyon. d.x100 biiyiitme, hiicresel vakuolisazyon
(mavi ok). H&E boyamasi.
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EC2 grubuna ait karaciger kesit goriintiileri.a. x40 biiylitme, vakuolizasyon (siyah ok)
ve konjesyon (yildiz), b.c., x40 biiylitme, inflamator hiicrelerin yogun infiltrasyonu, d.

x40 biiylitme, ileri diizeyde vakuolzasyon. H&E boyamast.

Sekil 4.3.
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Sekil 4.4. SA1 grubuna ait karaciger kesit goriintiileri.a.,c. x40 biiyiitme, b. x10 biiyiitme,sar1
ok; hepatositler, kirmizi ok; hiicrelerarasi vakuoller, siyah ok; inflamatuvar
hiicrelerin infiltrasyonu. H&E boyamasi.
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Sekil 4.5.

SA2 grubuna ait karaciger kesit goriintiileri. a. x20 biiylitme, S; sinuzoidler b. x40
biiyiitme, siyah oklar infiltrasyon alanlari, c. x100 biiylitme, mavi halka
kiimelesmis mononiikleer hiicreler (inflamasyon), mavi ok; kupffer hiicresi, sari
ok; endotelyal hiicre, kirmizi ok; hepatosit, yildiz; ¢ekirdeklerini kaybetmis
hiicreler. H&E boyamasi.
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4.1.2. Bagirsak Doku Kesitlerine Ait H&E Boyama Sonuglari

Bagirsak doku kesitleri incelendiginde normal histolojik goriiniime sahip
oldugu, bu kapsamda liimeni uzanan villuslar, silindirik hiicrelerden olusan diizenli
villus epiteli oldugu goézlenmistir. Epitel doku hiicreleri orta konumlu ve silindirik

sekilde, yer yer goblet hiicrelerinin varligi izlenmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Kontrol grubuna ait ince bagirsak kesit goriintiileri. a.x20, b. x40 biiyiitme. Siyah ok;
goblet hiicresi, kirmizi ok; lamina propria, turuncu ok; epitel hiicre g¢ekirdegi. H&E
boyamasi.

E. coli ve S. aureus enfeksiyon gruplarina ait bagirsak dokusu kesitleri
incelendiginde bagirsak villus epitelinde dejenerasyon (Sekil 4.7) (Sekil 4.8) ve
dokiilmeler saptanmis (Sekil 4.9) ve hasarin kademeli sekilde ilerledigi yani
maruziyet siiresi arttikca bu hasarin morfolojik olarak arttig1 gézlenmistir. Ayrica
goblet hiicrelerinde yer yer genisleme olmasina ragmen o6zellikle sayisinda artig

oldugu dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.7) (Sekil 4.8). Tiim gruplarda infiltrasyon olusumu
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saptanmig ancak bu hasarin Ozellikle lamina propria alaninda yogunlastig

gorilmiistiir.

Sekil 4.7. EC1 grubuna ait bagirsak kesiti goriintiileri. a. x20 bilyiitme, goblet sayisinda dikkat
ceken artis ve epitel dejenerasyonu, b. x40 biiylitme, villus epitelinde dejenerasyon,
¢.x40 biiylitme, y1ldiz; inflamasyon hiicrelerin infiltrasyonu. H&E boyamasi.
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Sekil 4.8. EC2 grubuna ait bagirsak dokusu kesit goriintiileri. a. x20 biiyiitme, goblet hiicrelerin
sayisinda farkedilir artig, b.c. x20 biiyiitme, inflamasyon hiicrelerin olusturdugu
infiltrasyon alanlari, d.x40 biiyiitme, villus epitelinde dejenerasyon goriintiisii. H&E

boyamasi.
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Sekil 4.9. SA1 grubuna ait bagirsak kesiti goriintiileri.a. x20 bilyiitme,yildiz; villus epitelinde

dejenerasyon, ok; lamina propria dejenerasyonu. H&E boyamasi.

Sekil 4.10. SA2 grubuna ait bagirsak kesit goriintiileri. a. x20 biiyiitme. Villus epitelinde ileri
diizeyde bozulma, goblet sayisinda artig goriiniimii. b. x40 biiyiitme c. x20 biiyiitme.

Kirmizi ok; epitelde dokiilme, siyah ok; infiltrasyon alani, yildiz; yogun epitel
dejenerasyonu. H&E boyamasi.
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4.2. istatistiksel Analiz Sonuclar
4.2.1. Histolojik Verilerin Analizi

Tablo 4.1. Deney gruplarinin karaciger dokusuna ait hasar skorlar

Ortalamazstandart sapma

Hiicresel/Siniizoidal
Grup Hiicre infiltrasyonu Sinuzoidal genisleme vakuolizasyon
Kontrol 0,20+0,44 0,60+0,54 0,60+0,54
EC1 2,00+0,00 1,40+0,54 1,40+0,54
EC2 3,00+0,00 2,60+0,54 2,40+0,54
SAl 1,20+0,44 1,00+0,00 1,20+0,44
SA2 3,00:£0,00 2,20+0,44 2,00£0,00
Tablo 4.2. Deney gruplarinin bagirsak dokusuna ait hasar skorlar
Ortalamatstandart sapma
Hiicre Goblet hiicresi sayisinda
Grup infiltrasyonu artis Villus epiteli dejenerayonu
Kontrol 0,00+0,00 0,40+0,54 0,40+0,54
EC1 1,20+0,44 1,20+0,44 1,80+0,44
EC2 2,60+0,54 1,80+1,09 2,60+0,54
SAl 1,40+0,54 1,00£0,70 2,00+0,00
SA2 3,00+0,00 1,80+0,44 2,60+0,54

4.2.1.1. Verilerin Kruskal Wallis Test Sonuclarina Gore Degerlendirilmesi

Gruplar arasinda anlamli fark olup olmadigini gdstermek amaciyla Kruskal
Wallis Testi yapilmistir. Karaciger dokusu i¢in infiltrasyon, sinuzoidlerde genisleme
ve vakuolizasyon kriterleri agisindan Kontrol, EC1, EC2, SA1 vew SA2 gruplari
arasinda 6nemli farklilik gozlendigi tespit edilmistir (p<0,05). Bagirsak dokusu icin
infiltrasyon, goblet hiicre sayist artis1 ve epitel dejenerasyonu degerlendirilmis ve
yine gruplar arasi karsilastirma yapildiginda Kontrol, EC1, EC2, SA1 ve SA2
gruplar1 arasinda anlaml fark oldugu gézlenmistir (p<0,05) (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Karaciger ve bagirsak doku hasari i¢in gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis
Test sonuglari (p<0,05; anlamli fark)

N . Sinuzoidal Hiicresel/Siniizoidal

KARACIGER Infiltrasyon genigleme vakuolizasyon
Kruskal Wallis Test 23,182 19,147 17,181
df 4 4 4
p ,000 ,001 ,002

Hiicre Goblet hiicresi

BAGIRSAK infiltrasyonu sayisinda artis  Villus epiteli dejenerayonu
Kruskal Wallis Test 21,566 10,556 17,902
df 4 4 4
p ,000 ,032 ,001

4.2.1.2. Karacigerde Hasar Sonuclarimin Mann-Whitney Test Sonuc¢larina
Gore Degerlendirilmesi

Mann-Whitney Test’ine gore yapilan degerlendirilmede kontrol ile diger

gruplarin karsilastirilmasi ele alinmastir.

Kontrol grubuna ait karaciger dokusun histolojik olarak normal diizende
oldugu gozlenmistir. Kontrol grubuna ait karaciger Kesitlerinde infiltrasyon
degerlendirilmesi yapildiginda skor ortalamasi 0,20+0,44 olarak saptanmistir (Tablo
4.1). E. coli ile enfekte olan gruplar incelendiginde EC1 grubuna ait doku
orneklerinde infiltrasyon degerlendirilmesi yapildiginda skor ortalamasi 2,00+0,00
olarak saptanmistir (Tablo 4.1). Buna gore Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
infiltrasyon agisindan anlamli fark oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Tablo 4.4). EC2
grubunda infiltrasyon skor ortalamasi 3,00+0,00 olarak saptanmis ve yine Kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda anlamli fark saptanmustir (p<0.05) (Tablo 4.5). S.
aureus ile enfekte olan deney gruplarina bakildiginda SA1 grubuna ait infiltrasyon
skor ortalamasi 1,2040,44 olarak, SA2 grubuna ait skor ortalamasi 3,00+0,00 olarak
bulunmus olup her iki grup da Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlaml fark oldugu

saptanmustir (p<0,05) (Tablo 4.6) (Tablo 4.7).

Kontrol grubuna ait doku 6rneklerinde sinuzoidal genisleme degerlendirilmesi
yapildiginda skor ortalamasi 0,60+0,54 olarak saptanmistir (Tablo 4.1). E. coli ile
enfekte olan gruplara incelendiginde EC1 grubuna ait doku orneklerinde sinuzoidal
genisleme degerlendirilmesi yapildiginda skor ortalamast 1,40+0,54 olarak
bulunmustur (Tablo 4.1). Buna gore Kontrol grubu EC1 grubu kiyaslandiginda
sinuzoidal genisleme acisindan anlamli fark olmadig: belirlenmistir (p>0.05) (Tablo

4.4). EC2 grubunda sinuzoidal genisleme skor ortalamasi 2,60+0,54 olarak saptanmis
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ve Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark oldugu bulunmustur (p<0.05)
(Tablo 4.5). S. aureus ile enfekte olan deney gruplarina bakildiginda SA1 grubuna ait
sinuzoidal genisleme skor ortalamasi 1,00£0,00 olarak, SA2 grubuna ait skor
ortalamasi 2,20+0,44 olarak bulunmus olup SAL1 grubu Kontrol ile kiyaslandiginda
anlamli fark olmadigr gozlenirken (p>0,05) (Tablo 4.6), SA2 grubu ile Kontrol
arasinda bir fark saptanmaistir (p<0,05) (Tablo 4.7).

Kontrol grubuna ait doku oOrneklerinde vakuolizasyon degerlendirilmesi
yapildiginda skor ortalamasi 0,60+0,54 olarak saptanmistir (Tablo 4.1). E. coli ile
enfekte olan gruplar incelendiginde EC1 grubuna ait doku Orneklerinde
vakuolizasyon degerlendirilmesi yapildiginda skor ortalamasi 1,40+0,54 olarak
saptanmugtir (Tablo 4.1). Buna gore Kontrol grubu ile kiyaslandiginda vakuolizasyon
acisindan anlamli fark olmadig belirlenmistir (p>0.05) (Tablo 4.4). Buna karsin EC2
grubunda vakuolizasyon skor ortalamasi 2,40+0,54 olarak saptanmis ve Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark saptanmustir (p<0.05) (Tablo 4.5). S.
aureus ile enfekte olan deney gruplarina bakildiginda SA1 grubuna ait vakuolizasyon
skor ortalamasi 1,20+0,44 olarak, SA2 grubuna ait skor ortalamas1 2,00+0,00 olarak
bulunmus olup, SA1 grubu Kontrol ile kiyaslandiginda anlamli fark olmadigi
gozlenirken (p>0,05) (Tablo 4.6), SA2 grubu ile Kontrol arasinda bir fark
saptanmistir (p<0,05) (Tablo 4.7).

Tablo 4.4. Kontrol grubu ile EC1 grubunun karsilastirilmasi icin Mann-Whitney U test sonuglari

Hiicre Sinuzoidal Hiicresel/Sintizoid

infiltrasyonu genigleme al vakuolizasyon
Mann-Whitney U ,000 4,500 4,500
Wilcoxon W 15,000 19,500 19,500
Z -2,887 -2,694 -1,897
p ,004 ,058 ,058

Tablo 4.5. Kontrol grubu ile EC2 grubunun karsilastirilmasi i¢gin Mann-Whitney U test sonuglari

Hiicre Sinuzoidal Hiicresel/Siniizoidal
infiltrasyonu genisleme vakuolizasyon
Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 15,000 15,000 15,000
z -2,887 -2,694 -2,694
p ,004 ,007 ,007
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Tablo 4.6. Kontrol grubu ile SA1 grubunun karsilastirilmasi icin Mann-Whitney U test sonuglart

Hiicre Sinuzoidal Hiicresel/Siniizoidal

infiltrasyonu genigleme vakuolizasyon
Mann-Whitney U 2,000 7,500 6,000
Wilcoxon W 17,000 22,500 21,000
Z -2,425 -1,500 -1,678
p ,015 ,134 ,093

Tablo 4.7. Kontrol grubu ile SA2 grubunun karsilastirilmasi icin Mann-Whitney U test sonuglart

Hiicre Sinuzoidal Hiicresel/Siniizoidal

infiltrasyonu genigleme vakuolizasyon
Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 15,000 15,000 15,000
Z -2,887 -2,739 -2,835
p ,004 ,006 ,005

4.2.1.3. Bagirsak Dokusuna Ait Hasar Sonuclarimin Mann-Whitney Test

Sonuc¢larina Gore Degerlendirilmesi

Kontrol grubuna ait bagirsak dokusu normal histolojik goriiniimdeydi. Kontrol
grubuna ait doku orneklerinde infiltrasyon degerlendirilmesi yapildiginda skor
ortalamasi 0,00+0,00 olarak saptanmistir (Tablo 4.1). E. coli ile enfekte olan gruplar
incelendiginde EC1 grubuna ait doku oOrneklerinde infiltrasyon degerlendirilmesi
yapildiginda skor ortalamasi 1,20+0,44 olarak saptanmistir (Tablo 4.1). Buna gore
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda infiltrasyon acisindan anlamli farklilik
bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.8). EC2 grubunda infiltrasyon skor ortalamasi
2,60+0,54 olarak saptanmis ve yine Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlaml
fark bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.9). S. aureus ile enfekte olan deney gruplarina
bakildiginda SA1 grubuna ait infiltrasyon skor ortalamasi 1,4040,54 olarak, SA2
grubuna ait skor ortalamasit 3,00+0,00 olarak bulunmus olup her iki grup da kontrol
grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark oldugu saptanmistir (p<0,05) (Tablo 4.10)
(Tablo 4.11).

Kontrol grubuna ait doku orneklerinde goblet hiicrelerinin sayisindaki artis
igin skor ortalamasi 0,40+0,54 olarak belirlenmistir (Tablo 4.1). E. coli ile enfekte
olan gruplar incelendiginde EC1 grubuna ait doku 6rneklerinde goblet hiicre sayisi

nispeten artis gosterdigi goriilmiis ve skor ortalamasi 1,20+0,44 olarak bulunmustur
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(Tablo 4.1). Buna gore Kontrol grubu ile kiyaslandiginda goblet hiicre sayisindaki
artis acisindan anlamli farklilik oldugu saptanmustir (p<0.05) (Tablo 4.8). EC2
grubunda goblet hiicre sayisindaki artisin skor ortalamasi 1,80+1,09 olarak
belirlenmis ve yine Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamh fark oldugu
saptanmistir (p<0.05) (Tablo 4.9). S. aureus ile enfekte olan deney gruplarina
bakildiginda SA1 grubuna ait goblet hiicre sayis1 skor ortalamasi 1,00+0,70 olarak,
SA2 grubuna ait skor ortalamasi 1,80+0,44 olarak bulunmus olup, SA1 ile Kontrol
grubu arasinda anlamli fark olmamakla birlikte (Tablo 4.10), SA2 grubu ve Kontrol
arasinda anlamli fark oldugu saptanmistir (p<0,05) (Tablo 4.11).

Kontrol grubuna ait doku &rneklerinde villus epitelindeki dejenerasyon igin
hasar skor ortalamasi 0,40+0,54 olarak belirlenmistir (Tablo 4.1). E. coli ile enfekte
olan gruplar incelendiginde EC1 grubuna ait doku 6rneklerinde dejenerasyon skor
ortalamasi 1,80+0,44 olarak saptanmustir (Tablo 4.1). Buna gore Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda epitel dejenerasyonu agisindan anlamli farklilik goérilmistir
(p<0.05) (Tablo 4.8). EC2 grubunda dejenerasyon skor ortalamasi 2,60+0,54 olarak
saptand1 ve yine Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark saptanmistir
(p<0.05) (Tablo 4.9). S. aureus ile enfekte olan deney gruplarina bakildiginda SA1
grubuna ait epitel dejenerasyonu skor ortalamasi 2,00+0,00 olarak, SA2 grubuna ait
skor ortalamasi 2,60+0,54 olarak bulunmus olup her iki grubunda Kontrol grubu ile
arasinda anlamli fark oldugu saptanmustir (p<0,05) (Tablo 4.10) (Tablo 4.11).

Tablo 4.8. Bagirsak dokusu i¢in Kontrol grubu ile EC1 grubunun karsilagtiritlmasinda Mann-
Whitney U test sonuglari

Hiicre Goblet hiicresi Villus epiteli
infiltrasyonu sayisinda artig dejenerayonu
Mann-Whitney U ,000 4,000 1,000
Wilcoxon W 15,000 19,000 16,000
z -2,887 -2,032 -2,545
p degeri ,004 ,042 ,011
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Tablo 4.9. Bagirsak dokusu i¢in Kontrol grubu ile EC2 grubunun karsilastirilmasinda Mann-
Whitney U test sonuglari

Hiicre Goblet hiicresi Villus epiteli
infiltrasyonu sayisinda artig dejenerayonu
Mann-Whitney U ,000 3,500 ,000
Wilcoxon W 15,000 18,500 15,000
z -2,835 -1,972 -2,694
p degeri ,005 ,049 ,007

Tablo 4.10. Bagirsak dokusu igin Kontrol grubu ile SA1 grubunun Kkarsilastirilmasinda Mann-
Whitney U test sonuglari

Hiicre Goblet hiicresi Villus epiteli
infiltrasyonu sayisinda artig dejenerayonu
Mann-Whitney U ,000 6,500 ,000
Wilcoxon W 15,000 21,500 15,000
z -2,835 -1,386 -2,835
p degeri ,005 ,166 ,005

Tablo 4.11. Bagirsak dokusu i¢in Kontrol grubu ile SA2 grubunun karsilastirilmasinda Mann-
Whitney U test sonuglari

Hiicre Goblet hiicresi Villus epiteli
infiltrasyonu sayisinda artig dejenerayonu
Mann-Whitney U ,000 1,000 ,000
Wilcoxon W 15,000 16,000 15,000
z -3,000 -2,545 -2,694
p degeri ,003 ,011 ,007

4.2.2. Total Antioksidan Kapasite ve Nitrik Oksit Verilerinin Istatistiksel
Analizi

Verilerin  ANOVA testi (tek yonlii varyans analizi) sonuglarmma gore
degerlendirilmesinde Kontrol ile EC1, EC2, SA1 ve SA2 gruplar karsilastirildiginda
TAK ve NO seviyeleri agisindan kontrol ile diger gruplar arasinda anlamli farklilik

saptanmamasina ragmen her iki parametrede de artislar oldugu gozlenmistir (Tablo
4.12).
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Tablo 4.12. Gruplarin TAK ve NO agisindan karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) sonuglar1 (* p<0.05 olarak kabul edildi)

Kareler Kareler
Toplami df Ortalamasi p
Total Antioksidan Gruplar arasi 6,432 4 1,608 ,166
Kapasite Grup igi 17,765 20 888
Toplam 24,197 24
Nitrik Oksit Seviyesi  Gruplar arasi 92,945 4 23,236 ,753
Grup i¢i 977,573 20 48,879
Toplam 1070,518 24

Arastirmaya dahil edilen kontrol grubundaki ratlara ait serum Ornekleri
calisildiginda total antioksidan kapasite ortalamasi 4,83+1,09 olarak bulunmustur. E
coli ve S. aureus uygulanan ve iki farkli zamanda sakrifiye edilen enfeksiyon
gruplarinda ise TAK degerleri kismu bir artis gostermistir. SA1 ve SA2 grublarina ait
ortalama TAK seviyeleri sirasiyla 5,16+0,62 ile 5,65+0,89 seklinde bulunmustur. Bu
degerler Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, S. aureus ile enfeksiyondan 12 ve 24 saat
sonra istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermemesine ragmen TAK degerlerinde
artis oldugu gozlenmistir (Sekil 4.11) Ayn sekilde EC1 ve EC2 grubuna ait ratlarda
calisilan serum Orneklerinde TAK seviyeleri belirlenmis ve sirasiyla 5,72+0,76 ve
6,31£1,20 olarak bulunmustur (Tablo 4.13). E. coli gruplarindaki TAK
degerlendirmesi Kontrol ile kiyaslandiginda anlamli bir artis olmadigi goriilmiis
ancak artiglar oldugu ve bu artiglarin da S. aureus grubuna kiyasla fazla oldugu
belirlenmistir (Sekil. 4.11).

Tablo 4.13. Gruplarin ortalama Total Antioksidan Kapasite (TAK) degerleri (U/ml)

Grup Ort. deger+standart sapma n
Kontrol 4,83+1,09 5
SAl 5,16+0,62 5
SA2 5,65+0,89 5
EC1 5,724+0,76 5
EC2 6,31+1,20 5
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TAK Seviyesi

W TAK Seviyesi

O N M O
I

SA1 SA2 EC1 EC2 K

Sekil 4.11. Gruplarin TAK seviyelerinin karsilastirilmasi (U/ml)

Calismada kontrol grubundaki ratlara ait serum orneklerinde NO seviyeleri
24,25+7,45 olarak bulunmustur. E coli ve S. aureus uygulanan ve iki farkli zamanda
sakrifiye edilen enfeksiyon gruplarinda ise NO degerleri kismi bir artig gostermistir.
SAl ve SA2 gruplarina ait ortalama NO seviyeleri sirasiyla 24,88+7,26 ile
26,63£5,82 olarak bulunmustur. Bu degerler Kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen, NO degerlerinde artislar oldugu
belirlenmistir. Ayni1 sekilde EC1 ve EC2 grubuna ait ratlarda calisilan serum
orneklerinde NO seviyeleri belirlenmis ve sirastyla 29,59+7,26 ve 27,68+7,01 olarak
bulunmustur. E. coli gruplarindaki NO degerlendirmesi Kontrol ile kiyaslandiginda
anlamli bir artis olmadig1 belirlenmis (Tablo 4.12) ancak S. aureus grubuna kiyasla

NO seviyelerinin yiiksek oldugu izlenmistir (Sekil 4.12).

Tablo 4.14. Gruplarin ortalama Nitrik Oksit (NO) degerleri (umol/lt)

Grup Ort. degertstandart sapma n
Kontrol 24.25+7 .45 5
SAl 24,88+7,26 5
SA2 26,63+5,32 5
EC1 29,59+7,26 5
EC2 27,68+7,01 5
NO Seviyesi
40
30
ZES B BN B BN B -
ol N B N BN NO Seviyesi
0 T T T T )
K SA1 SA2 EC1 EC2

Sekil 4.12. Gruplarin NO degerlerinin kiyaslanmasi
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5. TARTISMA ve SONUC

Besin zehirlenmeleri hafif klinik etkiler olusturabilecegi gibi, 6limciil etkilere de
sebep olabilirr. Besin zehirlenmeleri diger zehirlenme vakalarii gibi adli vaka olarak
degerlendirilmelidir. Mikrobiyal patojenlerden gida intoksikasyonuna sebep olan
bakteriler arasinda Staphylococcus aureus, patojenik olan E. coli, Clostridium
perfringens, Campylobacter spp., Yersinia enterocolitica gibi mikroorganizmalar
bulunmaktadir. Bunlarin neden oldugu gida zehirlenmeleri sonucunda
gastrointestinal rahatsizliklar, ates, norolojik bulgular ve ayrica bazi vakalarda 6lim

de goriilebilmektedir.

Escherichia coli, kisa ¢omak sekilli, gram (-), fakiiltatif anaerofilik bakteri
olup, insanlar ve sicakkanli canlilarin dogal bagirsak florasinda yer alan bir
mikroorganzimadir. Bazi suslari peritrik flagellar ile hareketlidir. Ciddi hastaliklara
sebep olmasi ve enfeksiyon olusturmasi i¢in ¢ok kiiglik bir dozun etkili olmasi
nedeniyle besin kaynakli patojenler arasinda 6nemli bir yeri vardir (Gordillo et al.,
2011). Kaynagi genellikle geng sigirlar, geyik, kuzu, koyun, kegi, tavuk, domuz,
kedi, kopek ve marti olarak verilebilir (Temelli, 2002). Patojenin digkidaki yayginlig
%0-10 arasinda degismekte ve oOzellikle sigir diskilarinda 70 giin kadar siirede
5°C’de canliligin1 koruyabildigi belirlenmistir (Temelli, 2002)

Staphylococcal gida zehirlenmeleri ise enterotoksijenik stafilokok tiirlerinin
gidalarda tiremeleri sirasinda sentezledikleri, gastrointestinal sistem iizerine etkili
olan enterotoksinlerin meydana getirdigi gida kaynakli intoksikasyonlardir. Patojen
ozellikteki cinsin en 6nemli {iyesi olan S. aureus'un, optimum tireme sicakligi 37 °C,
toksin olusturabilme optimum araligi ise 40-45 °C olarak tespit edilmistir. S.
aureus'un pek ¢ok toksini bulunmakla birlikte 6zellikle Stahylococcal Enterotoksin

A gida zehirlenmelerinde oldukga sik karsilasilan tiirdiir (Giinday, 2017).

E. coli O157:H7 kullanilarak enfekte edilen ratlarda hepatorenal etkilerin
gosterildigi bir ¢calismada ratlara 1.0 X 10° cfu/mL dozunda hazirlanan soliisyon oral
yolla verilmis ve deney sonunda karacigerde hepatositler dejenerasyon ve buna bagl
olarak yaglanma oldugu gdzlenmistir (Ismail, 2022). Tiim bu histopatolojik sonuglar
biyokimyasal verilerle birlikte degerlendirilmistir. Bizim c¢alismamizda da ayni
dozda etken gavaj yoluyla uygulanmis ve karacigerde ileri diizeyde dejenerasyon

tespit edilmistir. Ayrica yer yer vakuol olusumu belirlenmis ve literatiirde bu
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olusumun yaglanma ile karstirilabilecegi yer aldigr i¢in degerlendirme sinirh
tutulmustur.

Calismamizla uyumlu olarak 2018’de yapilan bir arastirmada E. coli
uygulamasinin ardindan ratlarda zamana bagli degisimlerin histopatolojik etkisi 21
giine kadar farkli zaman araliklarinda degerlendirilmistir. Giin gectik¢e bakterinin
dokudaki varliginin azaldig1 goriilmiis, karacigerde konjesyon olusumundan, nétrofil
infiltrasyonu ve sentral vende nekroz olusumuna kadar hasarin ilerledigi gdzlenmistir
(Ali ve dig., 2018). Sonuglarin bizim verilerimizle benzer oldugu goriilmiis olup
calisgmamizda tim enfeksiyon gruplarinda o6zellikle karaciger infiltrasyon
diizeyindeki degerlendirmede hasar boyutunun zamana bagli olarak arttig1 tespit
edildi.

Calismamizda karaciger ve bagirsak dokusunda iki zaman diliminde meydana
gelen histopatolojik hasarlar degerlendirilmis ve ayrica total antioksidan kapasite
nitrik oksit diizeyleri tespit edilmistir. Nitrik oksit seviyesi oksidatif stres belirteci
olarak, total antioksidan kapasite (TAK) ise oksidatif stres ile miicadele eden
antioksidan savunma sisteminin gostergesi olarak degerlendirilmistir. Nitrik oksit,
dokuda hasara yol agan baslica serbest radikal olan peroksinitritin {iretimini
artirmaktadir. Histopatolojik degerlendirmede karaciger ve bagirsakta 24 saatlik
gruba (EC2-SA2) ait hasarlar 12 saat (EC1-SA1) grubuna kiyasla nispeten artmis
durumdaydi. Caligmamizda kisa siireli uygulama olsa da bu siirede hiicre
diizeyindeki hasarlar saptanmistir. Ayrica deney gruplarina ait serum Orneklerinde
belirlenen total antioksidan kapasite ve nitrik oksit seviyeleri istatistiksel olarak
anlamli bulunmamasina ragmen tiim gruplarda kontrole gore artiglar saptanmustir.

Evirgen ve arkadaslarimin yaptigi ¢alismada c¢aligmamiza benzer sekilde 1.0
x10° cfu/mL E. coli ile enfekte edilen ratlarda oksidatif DNA hasarimi gdsteren
parametre olan MDA degeri ile bobrek histopatolojisi i zaman diliminde (24,48,72
sa) degerlendirilmis, MDA degerinde diisiisle birlikte ileri diizeyde renal
dejenerasyon oldugu gosterilmistir (Evirgen ve dig., 2011). Bu ¢alisma histopatolojik
hasarla oksidatif stres parametresinin zamanla kiyaslanmasi agisindan ¢aligmamizla
benzerlik olusturmaktadir.

Asahara ve arkadagslarinin 2004’ deki ¢alismasinda da E. coli 0157:H7 susunun
5x10° cfu miktar1 oral olarak uygulandiginda (12-18-24 sa) bobrek dokusunun

tiibiiler endotelyal hiicrelerinde negrotik alanlar gosterilmistir (Asahara et al., 2004).
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Diisiik doz uygulamada bile ileri diizey doku hasarinin gosterilmesi bizim
calismamizi destekler niteliktedir. Bu ¢alismadan farkli olarak karaciger ve bagirsak
histopatolojisinin gosterildigi ¢alismamizda 12 ve 24 saat sonra doku hasarlar1 tespit
edildi ve her iki dokuda da dejenerasyona bagli negrotik alanlar tespit edilmistir.
Kaymak ve arkadaslarinin 2008’ de yaptiklari bir ¢aligmada E. coli ile deneysel
sepsis modeli olusturulan ratlarda 6.,12. ve 24. saatlerde total antioksidan seviyeleri
degerlendirilmis, gruplar arasi kiyaslamada 24. saat sonuglar1 diger gruplara gore
anlaml sekilde diisiis gostermistir. Ayrica karacigerde bakteriyolojik degerlendirme
sonucu da pozitiftir (Kaymak ve dig., 2008). Bu ¢alisma bizim ¢alismamizla siire ve
calisilan parametre agisindan benzerlik gostermektedir. Calismamizda E.coli
uygulamasimi takiben 12 ve 24 saat sonra TAK seviyeleri degerlendirilmis

enfeksiyon gruplarina ait sonuclar bu ¢alismanin aksine artig géstermistir.

Literatiirde besin zehirlenmesi etkeni olan bakterilerin farkli toksinlerinin
olusturdugu enfeksiyonlar1 incelemek igin c¢esitli hayvan modelleri kullanildig:
calismalar gosterilmistir (Rajkovic et al., 2020). Vaka ve deneysel calismalar
kapsayan ¢esitli arastirmalarda bakteriyal besin zehirlenmelerinde histolojik
degerlendirmeler yapilmistir (Lagana et al., 2017; Yamaguchi et al., 2015; Ogata et
al., 2009; Caserta et al., 2011). Ancak Staphylococcus aureus ve E. coli'ye bagh
besin zehirlenmeleriyle ilgili yapilan ¢alismalar smirhdir (Ezurike et al., 2007;

Mohawk et al., 2010; Ali ve dig., 2018; Hamza ve dig., 2020).

Adli histopatoloji, adli tibbin baslangicindan bu yana tanida énemli bir yere
sahiptir. Adli otopsilerde ilk olarak rutin histopatolojik incelemeler yapilmali, bu
asama diger degerlendirmeleri yapabilmek ic¢in bir 6n inceleme yontemi olarak
kullanilmalidir. Temel olarak bakterilerin dokuda gosterilmesi gerektiginde rutin bir
Gram boyama kullanilmakta, genel histopatoloji i¢inse hematoksilen-eozin boyasi
tercih edilmektedir. Bu ¢alismada histopatolojik hasar degerlendirmesi Hematoksilen
—Eosin boyast kullanilarak yapilmistir. Karaciger ve bagirsak dokusunda olusan
genel hasarlar skorlama yontemiyle tespit edilmstir.

Histopatoloji 6liim nedeninin saptanmasinin diginda bazi yasal sorulara da
cevap olmaktadir. Bunlar; hastaliklarin histomorfolojik kronolojisi; canlilik
bulgularin gosterilmesi; yara yasinin saptanmasi (myokard infarktiisii, cilt yaralari,
subdural hematom gibi olgularda); mikroskopik bulgularin hastanin hikayesi,

postmortem biyokimya, toksikolojik bulgular, sucla iligkili incelemelerle

45



siiflandirilmasi, doku fragmanlarinin mikroskobik tanimlanmasi; hiicrelerin
histolojik olarak saptanmasi (Cinsel saldirilarda spermatozoalarin gosterilmesi gibi)
(Dettmeyer, 2011). Biz de ¢alismamizin besin zehirlenmesi modeli olusturarak kisa
siirede bile doku hasar1 olustugunu ve zehirlenme siiphesi olan hastalarda uygun

tedavinin kisa zamanda planlanmasi i¢in bir belirte¢ olabilecegini diisiinmekteyiz.

2018’de yapilan bir arastirmada S. aureus enfeksiyonu sonucu rat
karacigerindeki histopatolojik degisikliklikler biyokimyasal parametrelerle birlikte
degerlendirilmis, sentral vende tikaniklik ve konjesyon, hepatositlerde vakuol
olusumu, hepatosit dejenerasyonu, damarlar arasi infiltrasyon gibi gesitli patolojik
hasarlar  belirlenmistir. ~ Calismalarimizla ~ Elkomy’nin  sonucu  parelellik

olusturmaktadir (Elkomy et al.,2018).

S. aureus’un neden oldugu organ histopatolojisinin arastirildigi baska bir
calismada akciger hasarina ek olarak yine ileri diizey karaciger hasarinin olustugu
saptanmustir (Fauzi et al., 2012). Bu calismada 1x10% dozunda intraperitonel olarak
uygulamadan sonra karacigerde nekroz ile mononiikleer hiicre infiltrasyonu olustugu
gbézlenmistir. Bizim ¢alismamizda da en belirgin hasarlardan birisi hiicre
infiltrasyonu olarak saptanmistir. Bu anlamda bu arastirma da ¢alismamiza katki
saglamaktadir. Ancak bu arastirmadan farkli olarak bizim arastirmamiz, besin
zehirlenmesini taklit edecek sekilde oral yolla bakteri uygulamasi yapilmasi

yoniinden daha etkin bir model olusturmaktadir.

Nassar ve arkadaslarinin 2018’de yaptiklar1 bir arastirmada ratlara 10%cfu/rat
dozunda S. aureus, hem oral hem de intraperitonel olarak uygulanmig ve
biyokimyasal parametlerle birlikte histolojik degerlendirme yapilmistir. Uygulama
sekline bagli olarak histolojik hasar diizeyinde ve bazi parametrelerde farklilik
gozlenmistir (Nassar et al.,, 2018). Bu da etkenin uygulanma seklinin 6nemini
gostermektedir. Yaptigimiz arastirma, bu acidan bakildiginda oral uygulamanin

gercekei bir yaklasim oldugunu desteklemektedir.

2021’de yapilan bir arastirmada 2 doz intraperitonel S. aureus uygulamasini
takiben karaciger, dalak, akciger ve bobrekler histolojik olarak incelenmis ve
karaciger doku Orneklerinde bizim calismamiza benzer histopatolojik bulgular
saptanmis ve hasar diizeyleri skorlama yontemiyle belirlenmistir (Hassanen and

Ragab, 2021).
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Arastirmamiza temel olacak sekilde yaptigimiz literatiir taramasinda besin
zehirlenmesi etkenleri olan patojenik E. coli ve S. aureus ile olusturulan deneysel
modellerde histopatolojik hasarlar ile ¢esitli biyokimyasal, inflamatuvar belirteclerin
kiyaslandig1 goriilmiistiir (Li et al., 2021; Prasad et al., 2011; Bette et al., 2003;
Radwan et al., 2021; Widianingrum and Salasia, 2021). Ancak histopatolojik hasara
ek olarak NO ve TAK seviyelerinin birlikte degerlendirildigi literatiirlere az
rastlanmistir (Bali ve dig., 2016; Elbaz ve dig., 2020). Calismamizda bu verilerden
yola ¢ikarak onemli gida zehirlenmesi patojeni olan ve adli vakalara konu olan E.
coli ve S. aureus i¢in ozellikle oral olarak alimindan sonra 12 sa ve 24 sa gibi kisa
siirelerde ne derece patolojik sonuglar doguruyor?’ ve ‘NO ile TAK seviyesi bu
zehirlenmeler i¢in ilk 24 saatte ne derece degisiyor?’ sorularina yanit aramak i¢in bu
tez konusunu belirlenmistir. Nitrik oksit seviyesi oksidatif stres belirteci olarak, total
antioksidan kapasite (TAK) ise oksidatif stres ile miicadele eden antioksidan

savunma sisteminin gostergesi olarak degerlendirilmistir.

E coli’nin deneysel enfeksiyonunda akciger hasari incelenmis ve ek olarak
icerisinde total antioksidan kapasitenin de yer aldigi cesitli oksidatif stres
parametreleri degerlendirilmistir. Bu c¢alismada enfeksiyondan 24 saat sonra elde
edilen serum orneklerinde TAK seviyesinin kontrole kiyasla nispeten diistiigl
goriilmiistiir (Bali ve dig., 2016). Bizim c¢alismamizda da TAK seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamistir. Bunun disinda 2020°deki bir
calismada da E. coli enfeksiyonunun karacigerde olusturdugu hasara ek olarak nitrik
oksit seviyesi degerlendirilmis ve bizim ¢aligmamizla uyumlu olarak NO seviyesinde
artts oldugu bulunmustur (Elbaz ve dig., 2020). Calismamizda E. coli O157-H7
olusturulan modelde karacigerde 12. ve 24. saatte olusan cesitli hasarlar gosterilmis
ve kontrolle kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli fark bulunmustur (Sekil 4.2.)
(Sekil 4.3) (Tablo 4.4) (Tablo 4.5). Ayrica NO seviyesindeki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmamis olmasina ragmen Kontrol grubuyla kiyaslandiginda

uygulama siiresine bagli olarak artis oldugu gozlenmistir.

Arastirmamizda elde edilen sonuglar tiim diinyada biiyiik bir saglik sorunu olan
besin zehirlenmelerinde tedavinin kisa siirede dogru sekilde planlanabilmesi ve 6liim
sonrast aragtirmalarda Oliim sebebinin arastirilmasinda ek bilgi saglanabilmesi

agisindan 6nem tasimaktadir.
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Besin zehirlenmesini takiben 24 saat igerisinde ciddi doku hasarinin ortaya

¢ikmasi bu konunun 6nemini vurgulamaktadir.

Calismamizda bu siirede serum TAK ve NO diizeylerinde hafif artisin
gbzlenmesi, olusan oksidatif stresin 24 saatte olusmaya basladigini ve buna bagli olarak

viicudun toplam antioksidan kapasitesinin artmis olabilecegini gosterebilir.

Ayrica aragtirmamizda besin zehirlenmesi etkenleri olan S. aureus ve E. coli
O157H7’nin gavaj yoluyla uygulanmis olmas1 ve 12 ile 24 saat siirede sonuglarin

degerlendirilmesi yoniinden etkin bir besin zehirlenmesi modeli olusturulmustur.

Belirledigimiz bu iki zaman dilimi, zehirlenmedeki ilk 24 saatte etkilerin
goriilmesi ile hastaneye bagvuru sonrasi yapilacak miidahale i¢in dokularin ne
diizeyde etkilendiginin bilinmesi agisindan da 6nem tasimaktadir. Bu nedenle daha
uzun zaman dilimlerinde degerlendirilmek iizere konunun daha detayli bir sekilde

arastirilmasina ihtiya¢ oldugu diistiniilmektedir.
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