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KAHRAMANMARAS ILINDEKI BiR KESIMHANEDE Escherichia coli
0157:H7 VARLIGININ IMS-PZR TEKNIiKLERI iLE ARASTIRILMASI

Sabri DATLI
Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal
Yiiksek Lisans, Mayzis, 2016
Danmisman: Do¢. Dr. Nurhan ERTAS ONMAZ

KISA OZET
Bu calisma; Kahramanmaras ilindeki bir si@ir kesimhanesinde, sigir karkas,

kesimhaneden alinan swap ornekleri (konveyor, bigak, 6nliik, kanca, testere ve eller) ve
kesilen hayvanlarin barsak igeriklerinden alinan &rneklerde Escherichia coli
O157:H7’nin varhigi ve etkenin virulans genleri (stxl and stx2, eaeA ve ehlyA)
arastirmak icin gergeklestirildi. Calismada, kesimhaneden alinan toplam 200 adet
ornekte E. coli O157:H7’nin varligi, 6n zenginlestime, immunomanyetik seperasyon
(IMS)’daki immunboncuklar sefimiksin telliiriti CHROM agara ekildi. Siipheli
koloniler O157 ve H7 antiserumlari ile incelendi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
ile bakteri tizerindeki rfbO;s7, fliCy7 stx1, stx2, eaeA ve ehylA iceren hedef gen bolgeleri
ile teyit edildi. Calismada, bir (% 2) barsak icerigi 6rneginden E. coli O157 izole edildi.
E. coli O157:H7 2 (% 4) barsak igerigi 6rnegi ve 2 (% 4) karkas 6rneginde tespit edildi.
Incelenen biitiin izolatlar stx1, stx2, eaeA ve ehylA genlerini igeriyordu. Sonug olarak,
sigirlarin E. coli O157:H7 igerdigi gozlemlendi. Karkaslarin da muhtemelen kesim
esnasinda diski ile kontamine oldugu diisiiniildii. Calismada elde edilen izolatlarin
tamaminin stx1, stx2, eaeA ve ehylA genlerini icermesinden dolay: insan sagligi i¢in

potansiyel bir risk olusturabilecegi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Capraz kontaminasyon, E. coli O157:H7 kesimhane, sigir, virulans
genler
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INVESTIGATION OF Escherichia coli 0157:H7 BY IMS-PZR TECNIQUES IN
SLAUGHTERED CATTLE IN KAHRAMANMARAS PROVINCE

Sabri DATLI

Erciyes University, Institue of Health Sciences
Department of Veterinary Food Hygiene and Technology
Master Thesis, Jun, 2016
Supervisor: Associate Prof. Dr. Nurhan ERTAS ONMAZ

ABSTRACT
This study was conducted to investigate the presence of Escherichia coli O157:H7 and

to detect its virulence genes,including; stx1, stx2, eaeA and ehlyA, on cattle carcasses,
intestinal contents and swabs from environmental samples (conveyors, knives, aprons,
saws, hooks, hands) in a beef slaughterhouse in Kahramanmaras, Turkey. A total of 200
samples, collected from commercial abattoirs, were examined for the presence of E. coli
0157:H7 by enrichment/immunomagnetic separation (IMS) with plating of recovered
immunobeads onto CHROM agar with cefixime and tellurite. Presumable E. coli
0157:H7 colonies were analysed with anti-O157 and H7 antisera and were confirmed
by (Polymerase Chain Reaction) PZR targeting a range of genes including; rfbOssz,
fliCy7 stx1, stx2, eaeA and ehylA region of bacteria. In the study, E. coli 0157 isolated
from 1(2 %) of intestinal content samples. E. coli O157:H7 was detected in 2 (4 %) and
2 (4 %) of intestinal content and carcass samples, respectively. All isolates contained
stx1, stx2, eaeA and ehylA genes. In conclusion, the result of this study suggested that
cattle are an important reservoir of E. coli O157. Carcasses might be contaminated with
feces during the slaughter of cattle. This constitutes a potential risk to human health. It
might lead to outbreaks of human infections due to containing stx1, stx2, eaeA and

ehylA genes.

Key words: Cattle, cross-contamination, E. coli O157:H7, slaughterhouse, virulence
genes.
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1.GIRIS VE AMAC

Teknolojinin  gelismesine ragmen, insan sagligt her giin yeni tehlikeler ile
karsilagsmaktadir. Gida orjinli hastaliklar bu risklerin en Onemlisidir. Niifusun hizla
arttig1 lilkemizde, saglikli ve dengeli beslenebilmek i¢in et ve et iirlinlerinin tiikketilmesi
onem kazanmistir. Kasaplik hayvanlar zoonoz enfeksiyonlari tasimasi sebebiyle 6nemli
bir enfeksiyon kaynagidir. Bu sebeple Veteriner Halk Sagligi organizasyonlar
zoonozlar1 engelleyebilmek icin yetistiricilik, iiretim ve tiiketim asamalarinda Veteriner
Hekimlerin kontroliinii esas almislardir (1, 2). Gida orjinli enfeksiyonlarin en onemli
nedenlerinden biri Escherichia coli (E.coli) dir. Enterobacteriaceae familyasinda yer
alan E. coli saglikli insan ve hayvanlarin dogal barsak biotasinda vardir. Fakat bu
bakterinin insanlarda hastaliklara neden olan patojen tiirleri de bulunmaktadir. Bu tiirler
icerisinde gida orjinli olan en 6nemli serotip, E. coli O157:H7’dir. Bu serotip abdominal
kramp ve ishal gibi hafif semptomlarla seyredebilecegi gibi hemorajik kolit (HC),
hemolitik tiremik sendrom (HUS) ve trombotik trombositopenik purpura (TTP) gibi
ciddi hastaliklara ve bazen de oliimlere sebep olabilir (3). E. coli O157:H7 serotipinin
baslica bulagma kaynagi sigirlar olmakla birlikte koyun, kedi, kopek gibi diger
sicakkanli hayvanlar da etkeni tasiyabilir. Bu serotip insanlara hasta hayvanla temas
sonucu veya kontamine gidanin tliketilmesi sonucu bulasir (4). Etken sigir digkist ile
diger hayvanlara ve cevreye yayilir. E. coli O157:H7 enfeksiyonlarmin ¢ogunlugu

hayvan diskis1 ile kontamine gida ve sularin tiiketilmesi ile olusur (5).



Mezbahalarda karkas, kesim sirasinda ve sonrasinda hayvanin kendisi ve mezbaha
ortamindan dolay1 ¢esitli mikroorganizmalar ile kontamine olabilir (6). Karkas, derinin
yiiziilmesi sirasinda veya i¢ organlarin ¢ikarilmasi sirasinda dogrudan veya kesim
asamalarinda, bigak, kirli dnliikler, personel araciligi ile E. coli O157: H7 ile bulasabilir
(7). Bu sekilde kontamine olan etlerin yeterince pisirilmeden tiiketilmesiyle
enfeksiyonlar meydana gelebilir (2,4). Etkene maruz kalindiktan sonra inkiibasyon
siiresi 3-8 giin siirmekte ve genellikle krampla seyreden abdominal agri, mide bulantisi,
kusma, mide-barsak yollarinin yangisi, ishal, kanli ishal ve hemorajik kolit gibi
semptomlara sebep olmaktadir. HC yaklasik 5-10 giin sonra ilerleyerek HUS’a
dontisebilmekte, siddetli anemi ve bobrek yetmezligi ile birlikte seyredebilmektedir (8).

Bu bilgiler 1s181inda, mezbahalarda karkaslarin 6zellikle kesim asamalarindaki hatali
uygulamalara bagli 6zellikle mikrobiyal kontaminasyonu halk sagligi agisindan yaygin
bir sorun olmaktadir. Bu nedenle, ¢alismada; Kahramanmaras ilindeki 1. smif bir
mezbahadaki sigir kesim hatti boyunca, karkastan, kesimde calisan personelden,
kesimde kullanilan alet ve ekipmanlarin yiizeyinden ve barsak igeriginden alinan
numunelerde E. coli O157:H7’nin varligin1 arastirmak amaglandi. Calisma sonucunda
elde dilecek bilgi, kesimhanelerde belirlenecek E. coli O157:H7’nin Kahramanmaras
bolgesinde toplum sagligi {izerinde oOnemli bir tehlike olarak degerlendirilip
degerlendirilemeyecegi hususunda bilgi vermesi bakimindan ve numunelerin alindigi
kritik kontrol noktalarinda diizeltici dnlemlerin alinmasina 151k tutmasi agisindan énem
tasimaktadir. Bununla birlikte benzer konuda yapilacak olan ¢aligmalar i¢in bilimsel bir

alt yapinin olugsmasina katkida bulunacagi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. E. coli’ NIN GENEL OZELLIKLERI

Escherichia coli, ilk kez 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan ishalli bir ¢ocugun
diskisindan izole edilmis ve “Bacterium coli commune” olarak adlandirilmistir (9).
Sonralar1 Castelli ve Calmer 1919 yilinda, Esherich’e ithafen E. coli adin1 vermislerdir
(10). E. coli, insan ve hayvanlarda normal barsak florasinda bulunmasina ragmen
hastaliklardan primer veya sekonder etken olarak izole edilebilmektedir. Bakteri,
sentezledigi kolisinler, enterotoksinler, sitotoksinler, hemolizinler ve aerobactin gibi
virulans faktorlerden dolayr hayvanlarda degisik klinik belirtilerle seyreden hastaliklara
neden olmaktadir (11-14).

E. coli, Enterobactericeae ailesi iginde yer alan Escherichia genusuna bagli, Gram
negatif, aerob ya da fakiiltatif anaerob, ¢ogunlukla hareketli, sporsuz 1.1-1.5 x 2.0-6.0

pum boyutlarinda, diizgiin gomak tarzinda (Resim 2.1) bir mikroorganizmadir (15-17).
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Resim 2.1. Bir E. coli bakteri kiimesinin elektron mikroskop goriintisii (18).

E. coli, sicakkanli hayvanlarda dogumdan hemen sonra sindirim sisteminde kolonize
olabilmekte ve sonra bu bdlgenin kalici flora iiyeleri olarak yasamina devam etmektedir
(19). Etken kontamine gidalardan veya hijyen kurallarina uymayan insanlardan direkt
olarak bulasabilmektedir (20). Bu bakteri, nutrient agar ve kanli agar gibi genel
besiyerleri ve MacConkey (MC) agar, Eosine Methylen Blue (EMB) agar gibi selektif
ve diferansiyel besiyerlerinde 37 °C’de 24 saat igerisinde gozle goriilebilir biiytikliikte,
diizgiin kenarly, S tipli koloniler meydana getirir (Resim?2.2). Eski kiiltiirlerde ise R tipli
kaba, diizensiz koloniler gozlenebilir. Kapsiillii suglar ise M tipi mukoid koloniler

meydana getirir (21).

Resim 2.2. E. coli’nin EMB agardaki koloni morfolojisi



Optimal tireme 1silart 37 °C olmasina ragmen 20-40 °C’de ve optimal pH’s1 7-7.2
olmasina ragmen pH 5-8’de de iireyebilmektedir (tablo 2.1) (12). E. coli, glikoz, laktoz,
maltoz, mannitol, ksiloz gibi sekerleri asit ve gaz olusturarak fermente ederler. Siikroz,
salisin, rafinoz gibi sekerlere etkisi degiskendir. Nisastadan gaz olusturmazlar, indol,
Metil Red testi pozitif, Vages-Proskauer testi ise negatiftir. Sitratli besiyerinde tirerler
ancak treyi kullanamadiklar1 ig¢in {iire besiyerlerinde tireyemezler. Potasyum
siyanid (KCN) testi negatiftir ve genellikle H,S olusturmazlar. Dezenfektanlara, malasit
yesili, fuksin gibi baz1 boya maddelerine, safra ve safra tuzlarina ve %7 NaCl’ ye karst

duyarl, fakat 1s1 ve soguga direnclidirler (15, 16, 22-26).

Tablo 2.1. E.coli’ nin tireme kosullar1 (12)

Minimum-Maximum Optimal
Sicaklik (°C) 7-45 37
pH 5-8 7-7,2
aw 0.95- 0.99

Giiniimiizde E. coli suslar1 arasindaki serolojik iliski Kauffmann’in modifiye edilmis
siniflandirma semasina goére degerlendirilmektedir. Bu semaya gore; E. coli, O
(somatik), H (flagella) ve K (kapsiil) ylizey antijenlerine baglh olarak
serotiplendirilmistir (Resim 2.3). O ve H antijenleri 6zel olarak birleserek izolatin
serotipini olusturur. Gilinlimiizde her biri bir serogrubu temsil eden 170 farkli O antijeni
tanimlanmustir (14). E. coli’de O1-O171 arasinda gosterilen 165 somatik O antijeni, K1-
K90 arasinda gosterilen 90 kapsiil K antijeni ve H1 - H56 arasinda gosterilen 56 flagella
H antijeni saptanmistir (27).




Kapsiil (K)

Flagella (H)
LPS (O)

Hicre membrani

Fimbria (F)

Toksin Uretimi o

Resim 2.3. E. coli’nin anatomik yapisi (28)

O Antijenleri: Somatik antijen olup, 1siya ve alkole dayanikli, formole dayaniksiz,

lipopolisakkarit yapisindaki yiizey antijenleridir (21).

H Antijenleri: Kirpik antijenleri olup hareketli suslarda bulunur. Protein yapisindadir

ve 1s1ya dayaniksiz alkol ve proteolitik fermentlere dayaniksiz, formole dayaniklidir(23,
26).

K Antijenleri: Kapsiil antijeni olup, polisakkarit yapisinda ve 1siya dayaniklidir.
Kapsiil tagiyan E. coli suslarinda “O” somatik antijenlerinin iizerinde bulunur. 100-200

derecede bir-iki saat kaynatmakla ortadan kaldirilabilir (16, 21, 22).

Fimbria Antijenleri: Onceleri “K” antijeninin L fraksiyonu olarak adlandirilan
fimbrial antijenler (pilus), protein yapisinda olup fimbriyada bulunur. Bu antijenler de
“K”antijenleri gibi bir susun “O” antijenine gore identifiye edilmesini dnler. Ozellikle

mannaz rezistant fimbrialar1 bulunan bakterilerde goriliir (16, 21-23, 26).
2.2. E. coli’nin ALT TiPLERI

E. coli serotipleri virulans Ozellikleri, patojenite mekanizmasi, klinik sendromlari,

epidemiyolojik farkliliklar ve O:H serogruplarina gore;
1. Enteropatojenik E. coli (EPEC)
2. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)
3. Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

4. Difuz-adhering E. coli (DAEC)



5. Entero-agregativ E. coli (EAQQEC)

6. Enterohemorajik E. coli (EHEC)

olmak tizere 6 ana grup altinda (Tablo 2.2) toplanmaktadir (29,30).
2.2.1. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

Enfeksiyon yeteneginin toksinlerle bir ilgisi yoktur. Iyi dezenfekte edilmis ortamlarda
yaygin degildir. Baslica rezervuari insanlardir. Kontaminasyon kaynaklar1 gida
sektoriinde c¢alisan insanlar ve kanalizasyon sularidir. Insanlar arasinda tasiyicilik
yiiksek olmasina karsin bagisiklik kazanildiginda hastalik ender goriiliir. Etken barsak
mukozasina tutunarak kolenize olur, baska invazyon olusturmadan mikrovilleri tahrip
eder. Buna bagl olarak sulu ve kanli ishale gelisir. Yetigkinlere oranla bebeklerde daha

¢ok goriilen hastalikta ates yiiksektir (31, 32).
2.2.2. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

Hijyen standartlar1 diisiik olan iilkelere gelen turistlerde goriiliir. Turist ishalinin en
yaygin sebeplerindendir. Enfekte kisiler ve atik sular gida kontominasyon kaynagidir.
Etken viicuda alindiktan sonra barsak mukozasindaki hiicrelere yerleserek yapisir.
Mikroorganizma bagirsaga tutunma ve kolonizasyon i¢in 6zel bir fimbria igerir. Etken
1s1ya direncli (ST) ve direngsiz (LT) iki endotoksin iiretir ( 32,33). Istya direngsiz toksin
(LT) protein yapisindadir ve 60 °C ‘de 30 dakika da inaktive olur. Biyolojik ve antijenik
olarak Vibrio cholerae toksiniyle yakindan iliskilidir (14). Hastalik olusabilmesi i¢in
¢ok sayida etkenin viicuda alinmasi gerekir. Inkubasyon siiresi 8-44 saat olup hastalik
24-30 saat stirmektedir ve piring suyu goriiniimiinde sulu diyare ve dehidrasyon

hastaligin tipik bulgularidir (13, 34, 35).
2.2.3. Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

EIEC suslar1 genelde laktoz negatif veya ge¢ pozitif ile hareketsiz olma gibi atipik
ozellikler tasirlar. Etken doku hiicrelerinin igine girip c¢ogalirlar ve olusturduklar
enfeksiyon Shigella bakterisinin sebep oldugu dizanteriye benzer (36). Inkubasyon
stiresi 8-44 saattir. Kalin barsaklarda epitelyum hiicrelerinde c¢ogalarak mukozanin
yangisina ve lilserlesmesine sebep olur. Hastalik 24-30 saat siirer. Klinik olarak iislime,
titreme, ates, abdominal kramplar, dizanteri goriiliir, disk1 kanli ve mukusludur ve ates
yiiksektir (29, 37). Cocuklarda hastaligin ilerlemesiyle HUS goriilebilir (13). Diger

enterovirulent tiplerden farki; invaziv 6zellik tasimasi ve labaratuar analizlerinde fekal



l16kositlere rastlanmasidir. Mukuslu ve kanli bir digki goriiliir. Ates ytliksektir. Enfektif
dozu diisiiktiir (29)

2.2.4. Difuz-adeziv E. coli (DAEC)

Bu gruptaki suslar hiicre ¢oziicii E. coli olarak bilinirler. Patogenezi ¢ok iyi
bilinmemektedir. DAEC suslar1; epitel hiicreler iizerinde yapisma sekilleri, a-hemolizin
tiretimi, sitotoksik nekroz faktor 1 ve diffuz adhesyon ile karakterizedir (38).
Cocuklarda siirekli diyareye sebep olabilirler (29). Bu mikroorganizmada iki ayr1 adezin

geninin varligl ve ayrica son olarak intimin varhigi saptanmstir (21, 29, 39).
2.2.5. Entero-agregativ E.coli (EAggEC / EAEC)

Ozellikle ¢ocuklarda goriilen akut ve uzun siireli ishalin en 6nemli sebebidir. EAEC
susunun barsak epitel hiicrelerine kiimeler halinde yapismasi karakteristiktir. EAEC
barsak mukozasina plazmid tarafindan kodlanan kiimeler halinde fimbria ile yapisir. Bu
yapigsma mukus olusumunu, inflamasyona bagl olarak mukozal toksisiteyi ve sitokin
salmimin arttirir (38). Virulans faktorii olarak 1siya direngli enterotoksin igerir (20, 21,
29).

2.2.6. Enterohemorajik E. coli (EHEC)

EHEC tim diinyay: etkileyen ciddi enfeksiyonlara sebep olan global bir sorundur.
Bunun en 6nemli sebebi hastalik olusturma dozunun ¢ok kii¢iik olmasidir (40). EHEC,;
HC, HUS ve TTP olmak iizere ii¢ temel hastaligi olusturmasi nedeniyle, E. coli’nin
diger tiplerinden daha tehlikelidir. Barsaklarda kan, ¢ok seyrek abdominal agri, bazen
kusma goriiliir. Bu durum shigellozise benzese de ates ender goriiliir. Hastalik 2-9 giin
stirer, ortalama 4 giindiir. Enfekte hastalar genellikle komplikasyon olusmadan 1yilesir.
Fakat cocuklarda bazen birkag giin icinde HUS gibi sistemik komplikasyonlar
olusabilir. Yaslilarda ise HUS’a ya da TTP’ye sebep olabilir. EHEC’le kontamine et
iirlinlerinin az pisirilmesi ve yine kontamine siit tirlinlerinin pastorize edilmemesi ile
insana bulasir (33, 41). EHEC, enterohemolizin ve sitotoksin (verotoksin veya
sigatoksin) iretirler. Bu sitotoksinler barsaktaki mikrovilliislarda tutunma ve bozulma

lezyonlarina neden olur (42, 43).



Tablo 2.2. E. coli alt gruplarinin virulans faktorleri, klinik tablo ve ishal tipleri (34)

E. coli Virulans faktorleri Klinik tablo Ishal tipi

ETEC Enterotoksinler: LT1a, | Sulu ishal(kolera Piring suyu
LT1b, LT2a, ST1a, benzeri), yolcu ishali | goriiniimiinde
ST2b, ST2, spesifik
adhezyon fimbria

EIEC Barsak epitelyum Shigellosis benzeri Kanli, mukuslu
hiicreleri tizerine niifuz | ishal

EPEC Barsak epitel Bir yasin altindaki Piring suyu
hiicrelerine lokolize ¢ocuklarda akut yada | gdriiniimiinde,
bazi suglarinda SLT1 kronik sulu ishal mukuslu
ve/veya SLT2

DAEC Yaygin aderenz Sulu ishal Piring suyu

goriiniimiinde

EHEC Shiga- benzeri Hemorajik Agrili ishal,
toksinler: SLT1 ve/veya | kolitis(HC), HUS(kanl1 ishal veya
SLT2 (VT1 velveya hemolitik tiremik yalnizca kan
VT2), kolonizasyon sendrom (HUS) seklinde)
faktorleri

2.3. E. coli O157:H7

E. coli O157:H7 zoonoz olmasindan dolay1 E.coli serotipleri i¢inde en dnemlisidir. E.
coli O157:H7'nin (Enterohemorajik E.coli, Verotoksijenik E.coli) ilk kez 1975'de
Kaliforniya'l kanli diyareli bir kadin hastadan izole edildigi bildirilmistir (44). 1982
yilinda Amerika ve Kanada’da bir fast food restoraninda tam pigsmemis hamburgerlerin
yenmesinden dolayr meydana gelen iki ishal salgim1 sonucu ortaya ¢ikmistir (45, 46,
47). Hastaligin ani ¢ikis1 ve birgok analizle bu bakterinin diger E. coli serotipleriden
farkli oldugunu gostermesi O157:H7 serotipinin laboratuar kagkini bakteri oldugunu
diigiindiirmiistiir (48). Griffin ve Tauxe’ye (1991) gore E. coli O157:H7 muhtemelen
enteropatojenik bir atadan genetik ¢alismalar sirasinda oldukca yakin bir dénemde

ortaya ¢ikmis ve bir kaza sonucu dogaya salinmistir (49).

E. coli O157:H7; Gram negatif zoonoz, besin hijyeni ve giivenligini tehdit eden,
bioterdrizm i¢in veya ihmal sonucu biyolojik terdre neden olabilen bir bakteridir.
Ozellikle Mayis-Ekim aylarinda ve kis aylarinda vakalarda artis oldugu gézlemlenmistir

(27, 29).
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2.4. E. coli 0157:H7’NIN BiYOKIMYASAL OZELLIKLERI

E. coli O157:H7, kendine ait 157 adet somatik (O) antijenine ve 7 adet flageller (H)
antijenine sahip olmasindan dolay1 bu ismi almistir (50). E. coli O157:H7 serotipi; 44.5
°C ve iizerinde gelisememesi, B-glukuronidaz enziminin olmayisi, sorbitolii fermente
edememesi, eaeA geninin olmasi, 60mDa plazmid tagimasi ve enterohemolizin {iretimi
ile diger E. coli’lerden ayrilir. E. coli O157:H7 sorbitolii 48 saat i¢inde fermente
edemezken, E. coli’lerin % 95’1 sorbitolii 24 saat i¢inde eder (24, 47, 51). Bu serotipin
patojenitesi sentezledigi toksinlerden kaynaklidir. Bu toksin Shigella dysenteriae tip 1
tarafindan sentezlenen toksine ¢ok benzediginden ilk basta shiga benzeri toksin (SLT)
diye adlandirilmistir. Giiniimiiz terminolojisinde ise shiga toksin (stx) olarak bilinir. Bu
toksinin iki tipi vardir, bunlar stx1 ve stx2’dir. Bu toksinler HeLLa ve Vero doku kiiltiiri
hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdikleri igin verotoksin 1 ve 2 olarak
adlandimlmuslardir (52). E.coli O157:H7 serotipi, optimum 37 "C’de tirerken, 44-45
"C’de yavas gelisir. Bu sebeple genel izolasyon prosediirlerinde E. coli” nin iiremesi i¢in
uygun olan 44-45 "C’lik inkiibasyonda O157:H7 bulunamaz (36). E. coli O157:H7
serotipi canliligin1 dondurulmus veya sogukta saklanan iiriinlerde, diisiik su aktivitesine
sahip triinlerde ve asidik besinlerde uzun stire korur. Bu ortamlara adapte olarak direng
kazanabilir (53). Ayrica bu serotip digkida 50 giin, toprakta 130 giin canli kalarak
enfeksiyon yapma yetenegini korudugu bildirilmistir (54).

E. coli O157:H7 serotipinin, E. coli’ler i¢in kullanilan biyokimyasal testlere benzeyen
tepkimeler verdigi bildirilmistir. Bu sebepten dolay1 E. coli O157:H7 serotipi indol ve
MR testi pozitif, VP, sitrat testleri ve lireaz aktivitesi negatif olarak degerlendirilir (17,
55, 56). Ayrica sukroz, arabinoz, trehaloz, mannitol, laktoz, maltoz, ramnoz, ksiloz,
rafinoz ve dulsitol fermentasyonlari, glikozdan gaz ve asit olusturma yetenegi ile lizin
dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz testleri pozitif; salisin, eskiilin, arjinin
dihidrolaz, adonitol, inositol, KCN ve sellobiyoz reaksiyonlar1 ise negatif (tablo 2.3)

olarak bildirilmektedir (57).
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Tablo 2.3. E.coli 0157:H7 serotipinin biyokimyasal dzellikleri (58)

Biyokimyasal testler E. coli O157:H7
Glikoz fermentasyonu Asit ve gaz
Laktoz fermentasyonu Asit ve gaz
Mannitol fermentasyonu Asit ve gaz
Sakkaroz fermentasyonu Asit ve gaz
Sorbitol fermentasyonu Negatif
Indol Pozitif

Ure Negatif
Hareket Pozitif
Hidrojen stlfiir Negatif
Lizin dekarboksilaz Pozitif
Metil Red Pozitif
Voges Proskaue Negatif

2.5. E. coli 0157:H7’NIN PATOJENITESI VE VIRULENS FAKTORLERI

E. coli O157:H7 serotipinin virulansi gesitli faktorlere baghidir. Bunlar; shiga toksin,
adezin, hemolizin, intimin, tip 11 sekresyon sistemi ve O157 lipopolisakkaritleri gibi
faktorlerdir (47). Stx’in genetik yapisi arastirildiginda, toksinler Verotoksin-1 (VT-1) ve
Verotoksin-2 (VT-2) olarak isimlendirilmistir (29).

E. coli O157:H7 serotipinin patojenitesi temelde sentezledigi toksinlerden kaynaklidir
(52). Verotoksinler, immunolojik ve yapisal olarak S. dysenteriae’nin olusturdugu shiga
toksinlere benzerlik gosterdikleri i¢in Shiga-like toksinler (SLT-1=VT-1; SLT-11=VT-2)
olarak da isimlendirilmektedir. SLT-1’in niikleotid dizilisi shiga toksine benzemektedir
(38, 59, 60). Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA), immundifiizyon vb.
yontemler kullanilarak bu verotoksinlerin shiga toksine benzerligi tespit edilmesine
ragmen izoelektrik noktasi ve molekiil agirlig1 gibi 6zelliklerden yararlanilarak E. coli
verotoksinleri shiga toksinlerinden ayirt edilebilmektedir (29, 61). Verotoksin 1’in
molekiiler agirligi 29.000-30.000 olan A ve molekiiler agirligi 5.000-6.000 arasinda
olan B alt {initelerinden olusmustur ve izoelektrik noktasi 7.03’tiir. Verotoksin

siiflandirilmis ve saflastirilmis olmasina karsin, patogenezi tam olarak bulunamamigtir
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(62). Buna ragmen, HC, HUS ve TTP sendromlar1 esnasinda olusan ishalden sorumlu
oldugu bulunmustur. HC’nin Stx barsak bosluguna salindiginda ortaya ¢iktigi ve
mukozal yiizeye apoptik hasar verdigi bulunmustur. HUS/TTP ise Stx’in kan
dolagimina karisip vaskiiler endoteliyal hiicrelere, 6zellikle bobrek hiicrelerine hasar

verdigi bilinmektedir (63).

ETEC suglarinin patojenitesinde ST ve direngsiz LT iki enterotoksin rol oynar. Bu
enterotoksinler sebebiyle, bagirsaga bol siv1 elektrolit salgilanmasi sonucu ishal gelisir
(64).Toksinlerin reseptorii glikolipid yapida olan globotriosylceramide (Gb3)’diir. Gb3
bobrek epitelyum hiicrelerinde bulunur. E. coli O157:H7 igerdigi spesifik demir
transport sistemi ile beta-hemoglobini demir kaynagi olarak kullanabilmektedir (36, 65).
SLT 2 toksini kan damarlarinin ¢eperlerindeki endotel hiicreleri etkiler. Kalin barsak
damarlarina da zarar vermesinden dolayr kanli ishale neden olur. Bobrek
glomerulusunun epiteli, tasidigi Gb3 reseptdrlerinden dolay1 6zellikle toksine duyarlidir
ve onun zarar gormesi bobregin filtreleme islevini ortadan kaldirir, sonug olarak HUS
goriiliir (66). Shiga toksinler, HC ve HUS ‘un nedenidir, barsak ve bobrekte, merkezi
sinir sistemi ve diger organlarin damar endotel hiicrelerine sitopatik etkili oldugu

sanilmaktadir (67).

E. coli O157:H7 serotipi enterik bir bakterideki gen degisimiyle olusmustur.
Kommensal E. coli’ler memeli barsaklarini tercih ederken, patojen olanlar barsak
epitellerini asarak dolasim sistemine ve buradan da uygun yerlere lokalize olabilirler
(68). E. coli O157:H7 suslar1 insan ve hayvanlarda gesitli hastaliklara sebep olma
yeteneklerine gore, intestinal epitel hiicrelerine baglanabilme ve barsakta kolonize
olabilme yetenekleri gibi virulans faktorlerine gore incelenirler. HC ve HUS
enfeksiyonlart patogenezinde rol oynarken, intimin intestinal kanala tutunmayi
kolaylastirir.  Enterohemolizinin bakteri fimbriasinin barsak epitel hiicrelerine
adezyonunu sagladig1 diisiiniilmektedir (69). Stx, intimin (EHEC ve EPEC’te diger
virulans faktorlerine baglanma proteini) ve enterohemolizinin primer virulans faktorler
oldugu belirtilmektedir. Diger hemolizinler, intestinal baglanma faktorleri ve O157

lipopolisakkaritleri de STEC’in patogenezinde es degerde dnemlidir (63).

E. coli O157:H7 serotipinin infeksiydz dozu 1-100 CFU’ dur ve bu deger ETEC ve
EPEC suslarindan daha disiiktiir (70). Bu kadar diisik dozlarda enfeksiyon

yapabilmeleri, mide asitine kars1 direngli olmalarindandir. E. coli O157:H7 serotipi
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diisiik pH’ 11 ortamda asit tolerans1 gelistirir ve hafif asidik yiyeceklerde boyle hayatta
kalir (68).

2.7. E. coli 0157:H7’NiN KAYNAGI VE EPIDEMIiYOLOJISi

E. coli O157:H7’nin en 6nemli kaynagi sigirlar olmak iizere, koyun, kopek, kedi ve
kuslar gibi sicakkanli hayvanlardir (53). Enfekte hayvanlarin diskilari, et, siit, sebze, su
vb. gidalar1 kontamine ederek yayilirlar (71). Bulagsma enfekte hayvanla direk temasla
olabilecegi gibi insandan insana da gegebilir (71, 72). Primer rezervuar olan sigirlar ve
diger hayvanlardan izole edilen E. coli O157:H7 serotipinin olusturdugu enfeksiyonlara
direncli olduklart ve bu hayvanlarda patojen olmadigi belirtilmektedir (73). Yine Dean-
Nystrom ve ark. (74) bu serotipin 3 haftaliktan biiyiik buzagilarda patojen olmadigini
bildirmistir.

[k defa Kuzey Amerika’da rastlanmistir. Giiniimiizde 6 kitada ve en az 16 iilkede artan
vakalar gozlemlenmistir. Genelde bahar aylarinda ve kisin vaka sayisinda artis oldugu
saptanmustir. 1982 ile 1992 yillar1 arasinda ABD’de 17 salgi gériilmiistiir. Iskogya’da
1996-97°da bu bakteri yiiziinden 21 kisi hayatin1 kaybetmistir (27, 29).

Bu patojenin bulagmasina neden olan gidalar; kontamine sigir eti ve driinleri ile
islenmemis ¢ig siit ve drinleridir. Salgmlarin nedenlerinin genelde az pisirilmis
hamburgerlerden kaynaklandigi bildirilmistir. Bunun yaninda soguk sandvigler, rosto,
kurutulmus kiirlenmis salam, kurutulmus fermente sucuk, ¢ig siitten yapilan peynirler,
yogurt, beyaz turp filizi, pastorize olmayan meyve sular1 (elma, portakal), ¢ig taze
meyve ve sebzeler marul, mayonez, elma sirasi, pismis misir, kanathi hayvan, domuz,
geyik, kuzu etleri de salginlarin diger kaynaklar1 olarak gosterilmektedir (29, 72).
Meyve ve sebzelerin kontaminasyonu, sigir ve diger ruminantlarin ekili alanlara
girmeleri, ¢iftgilerin giibrelerden uygunsuz bir sekilde yararlanmalar1 ve arazi sulamada
attk sularin kullanilmasi sonucunda sekillenmekte, bunlara uygulanan kesme ve
dilimleme islemleri sonucu salinan sular, bakterinin gelismesine olanak saglamaktadir
(8, 75) Diinyada ki E. coli O157:H7’ ye ait en biiyiik salgin, 1996’ da Japonya’ da beyaz
turp filizlerinden kaynaklanan 9451 adet enfeksiyon vakasinin gozlenmesiyle ortaya
cikmistir (6). 1991° in sonlarinda Giineydogu Massachusetts’ de, pastorize edilmemis
taze sikilmis elma suyunun tiiketilmesinden dolayr 18 kisinin etkilendigi salginda, 4
cocukta HUS gelismistir (1). Bu salgimnin sebebinin, elmalarin yerden fekal

kontaminasyona maruz kaldigi ve yikanmadan tiiketilmesi sonucu olustugu tespit
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edilmistir. 1980°de Kanada’ da yine bu tip bir salgin gézlenmistir (65). Mezbahalarda
karkasin yiiziilmesi ve i¢ organlarin uzaklastirilmasi esnasinda kontaminasyon
olusabilir. Etin islenmesi sirasinda yiizeyden i¢ kisimlara gecen etken, gerekli 1sil
islemlerin yapilmamasi halinde yasamini devam ettirerek halk saghigin1 tehdit

etmektedir (76).

E. coli O157:H7, gogmen kuslarin barsak florasinda yasayan, diisiik pH’lara, sogutma
ve dondurmaya kars1 direngli bir mikroorganizma oldugundan (75), uzun siireler toprak
ve dis ortamlarda yasamini siirdiirerek genis alanlara yayilabilir (8, 77). E. coli
O157:H7’nin yayilmasi; cografyaya, mevsime, hayvanin tiiriine, yasi ve cinsiyetine,
beslenme sekline gore etkilenir. Yaz aylarinda prevalanst yiikselir. Sigirlarin

kontaminasyon oranlari digerlerine gore daha yiiksektir (78).
2.8. E. coli 0157:H7’NiN INSANLARDA OLUSTURDUGU HASTALIKLAR

E. coli O157:H7, halk sagligini etkileyen 6nemli bir patojendir. Hastaligin olusabilmesi
icin en az 10 adet etkenin alinmasinin yeterli olacagi (79) ve minimal enfektif dozunun

(MID) 10-100 kob/g gibi ¢ok diisiik degerlerde oldugu bildirilmistir (80, 81).

Hastalikta septomlar siddetli ishal ve abdominal agriyla baglar ve daha sonra kanli
ishale dondsiir. E. coli O157:H7 enfeksiyonlari; etkenin alinmasindan itibaren 2-4 giin
icinde; abdominal kramp ve agri, mide bulantisi, kusma, gastroenteritis, kanli ishal gibi
semptomlara neden olurken bazen semptom gdstermeden veya orta siddetli ishallerle
seyredebilir (82). Bunlarin yani sira, septisemi, menenjit ve idrar yollar1 enfeksiyonlari
goriilebilir. E. coli O157:H7 serotipinin neden oldugu enfeksiyonlar1 gocuk ve
yaghilarda daha siddetli seyreder (83). Hemolitik anemi, trombositopeni ve akut
nefropati hastalikta goriilen diger 6nemli klinik bulgular arasinda yer alir (47, 65). E.
coli O157:H7 enfeksiyonu ilerlediginde, insanlarda HC, HUS ve TTP olarak

adlandirilan ve 6liimle sonuglanabilen hastaliklara neden olabilir (46, 84-86).

Hemorajik Kolit (HC): ilk belirtiler, E.coli O157:H7 ile kontamine gidalarin
tilketiminden sonra 1-2 giin (en fazla 3-5 giin) igerisinde sekillenmeye baslar (80). Ani
ortaya ¢ikan krampli abdominal agrilar ile baglar ve 24-48 saat iginde sulu ishalle
devam eder. Ishal sirasinda goriilen kan artar ve diski zamanla tamamen kan olur.
Hastalik siiresi 2-9 giin, ortalama 8 giindiir. Siddetli abdominal agrinin yani sira, sulu

ishalin az ya da hi¢ bulunmamasi kolonik mukoza 6demi ile karakterize bir hastaliktir
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(9, 20, 68). Bu hastalik shigellosiste tanimlanan dizanteri ve invaziv E. coli’nin neden

oldugu gastroenteritisden ates olmamasi ve kanli digki ile ayrilmaktadir (23, 68, 87-90).

Hemorajik Uremik Sendrom (HUS): ilk defa 1955 yilinda HUS en ¢ok &liime sebep
olan hastalik olarak saptanmustir (91). Ozellikle geng bireylerde bobrek yetmezligi,
mikroangiopatik hemolitik anemi ve trombositopeni olmak iizere ii¢lii sendrom seklinde
karakterize edilir. HC’de, HUS %0-15 arasinda gelisebilirken, ¢ocuklarda bu oran %10
civarindadir. Ayn1 zamanda HUS, kalic1 bobrek fonksiyon kaybina neden olmaktadir.
Yasl bireylerde ise HUS, bu semptomlara ek olarak ates ve TTP ile beraber goriiliir. Bu
durum bireylerde 6liim oranini iki katina ¢ikarir (23, 68). Genelde hastalara diyaliz ve
kan nakli gereklidir, nobet ve koma ile karakterize olan merkezi sinir sistemi hastaliklari
olusur ve olim gerceklesebilir (37). Sarilik, genellikle yiliksek tansiyon ve kalp
yetmezligi de hastalarda goriilebilen diger semptomlardir. S. dysenteriae serotip-1’in
sebep oldugu enfeksiyon HUS’a neden olurken, bazi mikroorganizmalar HUS gibi
hastaliklar yapabilmektedir (88). HUS genellikle HC olusumundan 7 giin sonra olusur
ve tan1 kondugunda gaita kiiltlirlerinde mikroorganizma olmayabilir. Bu sendrom,
sindirim sistemi ya da solunum sistemi hastaliklarindan birka¢ hafta sonra goriilen bir
durumdur (90).

Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP): Esas olarak yetiskinlerde goriilen bir
hastaliktir (47, 92). TTP’nin klinik ve patolojik oOzellikleri HUS ile benzerlik
gostermesine ragmen, bu hastalik merkezi sinir sisteminin bozulmasina neden olur. Bu
hastaligin  karakterize edildigi bulgular, mikroanjiyopatik hemolitik anemi,
trombositopeni ve atestir. Hastalikta beyinde kan pihtis1 olusturur ve genellikle 6lim
gortlir (9, 37, 47, 68, 92). E. coli O157:H7 serotipinin enfeksiyonlarinda TTP nadir
olarak goriildiigii bilinmektedir ( 23).

2.9. E. coli 0157:H7’NiN TESHIS YONTEMLERI

E. coli O157:H7 serotipinin diisiik dozlar1 dahi insanlarda enfeksiyon yapabilme
yetenegine sahip oldugundan, gidalarda bulunmamasi gerekir. Bu sebeple bu serotipin
miktarinin belirlenmesinden ziyade varlik/yokluk analizi dnemlidir (63). Bu amagla;
selektif zenginlestirme, selektif kat1 besi yerine siirme, biyokimyasal identifikasyon ve
serolojik yontemlerle dogrulama islemleri yapilir. E. coli O157:H7 serotipin standart
kiiltirel ~yontemlerle belirlenmesinde sorbitolii  kullanamamast  ve 4-methly-

umbelliferyl-D-glucuronide (MUG) reaksiyonunun negatif olmasi gibi iki temel
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reaksiyon baz alinarak, kati besiyerinde gelismis olan koloniler arasindan E. coli
O157:H7 serotipleri segilebilir. Gidada bulunan diger bakterilerin E. coli O157:H7’yi
maskeleyebilmesi ve dolayis1 ile sahte negatif sonucglar alinabilmesi nedeni ile bu
durumu Onlemek amaci ile daha duyarli olan enzimatik, serolojik ve molekiiler

yontemler kullanilmaktadir (29, 93, 94).
2.9.1. Kiiltiirel-Biyokimyasal Yontemler

E. coli O157:H7’nin gidalarda veya diski 6rneklerinde labaratuar tanisi igin uygun
sekilde alinmig oOrneklerden mikroroganizmanin kiiltiir ve izolasyonlar1 yapilarak
gerceklestirilir. Digk1 materyalinde bu serotipin varliginin gosterilmesi sirastyla; selektif
bir siv1 besi yerinde 6n zenginlestirme yapilip homojenize edildikten sonra 37 "C’de 24
saat inkiibe edilip, selektif-diferansiyel kati besi yerine ekilir (94). Daha sonra siipheli
kolonilerin biyokimyasal testleri ve O157 antiserumu ile lam ya da tiip agliitinasyon
testi yapilarak veya lateks agliitinasyon testi ile E. coli O157 olarak belirlenmesi ve son
olarak da izolat da H7 antijeninin varliginin belirlenmesi seklindedir (29, 68, 95). E. coli
O157:H7’nin kiiltiirel yontemlerle belirlenmesinde, 6n zenginlestirme besi yeri olarak
genelde modifiye tryptone soy broth (mTSB) ve modifiye E.coli broth (mECB)
kullanilmaktadir (29, 96).

Selektif-diferansiyel kati besiyeri olarak en yaygm kullanilan agar Sorbitollii
MacConkey (SMAC)’dir. Standart MacConkey (MC) agardan farki; laktoz yerine
sorbitol bulunmasidir. E. coli O157:H7 serotipi sorbitol negatif oldugundan bu
besiyerinde renksiz koloniler olusturur (19). Sorbitolii kullanan bakterilerin olusturdugu
asitlik, bir pH indikatorii yardimiyla kolonilerin kirmizi renkte goriilmesine sebep olur.
Bundan dolay1 E. coli O157:H7 serotipi sorbitol pozitif bakterilerden ayirt edilebilir.
Her sorbitol negatif E. coli susu O157:H7 serotipi olarak degerlendirilmemedir. MUG
testi ile izolatin E.coli tip 1 oldugu kontrol edilmelidir.(97).

Standart MC agar ve SMAC agarlar, sirasi ile laktoz ve sorbitol reaksiyonlarina dayali
yeterli diizeyde ayirt edici 6zellik gostermekle beraber her iki besiyeri de oldukga zayif
bir selektiviteye sahiptir ve E. coli O157:H7 yaninda pek ¢ok bakterinin de gelismesine
sebep olurlar. Bu yiizden SMAC agara ¢esitli selektif katkilar katilarak besiyerine daha
fazla selektivite kazandirilir. Bu amagla genelde sefiksim tellurit ve potasyum tellurit
kullanilir. Sefalosporin grubu bir antibiyotik olan sefiksim, 6zellikle, sorbitol negatif

olan Proteus spp. nin inhibisyonu i¢in onemlidir (98). Potasyum tellurite ise E. coli
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O157:H7 disinda kalan ve baskilanamayan E. coli’leri nemli derecede etkilemektedir.
Bu serotipin varliginin belirlenmesi, refakat¢i biotanin baskilanmasi ile ilgilidir (29).
Bunlarin disinda antiserum, 5-brom-4-klor-3-indoksil-B-D-glukuronik asit sikloheksil
amonyum tuzu; BCIG, sefiksim ve telliirit, ramnoz ve sefiksim ve MUG denenmistir
(29, 48, 94). SMAC disinda, fenol red sorbitol (PRS) + MUG agar, L-EMB agar, HC
agar, EHEC agar, BCM 0157 agar, CHROMagar O157, modifiye edilmis EMB
(mEMB) agar, Fluorocult E. coli O157 agar, standart enterik agar ve purple agar base +
%1 sorbitol besiyeri kombinasyonu besiyerleri de gesitli denemelerde kullanilmistir
(29). E. coli O157 disindaki sorbitol fermentasyonu negatif bir¢ok bakteri tarafindan
fermente edilen ramnozun ayirt edici Ozelliginden dolay1 sefiksim-ramnoz katkili
sorbitol MacConkey (CR-SMAC) agar gelistirilmistir. Digk1 6rneklerinden izolasyon
icin en duyarl selektif besiyeri olarak CT-SMAC agar 6nerilmektedir (94, 98, 99).

E.coli O157:H7 izolasyonunda kullanilan florojenik o6zellikteki Fluorocult E. coli
O157:H7 agar, bakterinin B-glukuronidaz 6zelliginin tespitinde kullanilir. Besiyerinin
icindeki florojenik substrat olan MUG, ultraviyole 151k altinda floresan parildama verir.
B-glukuronidaz 6zelligi bulunmayan E. coli O157:H7 serotipi parildama gostermez
(100). Noveir ve Halkman (48) yaptiklar1 bir ¢alismada SMAC agarin, Fluorocult E.coli
O157:H7 agara gore daha iyi sonug verdigi ve Fluorocult E. coli O157:H7 agarda hatali
pozitif sonuclar alinabilecegini bildirmistir. Yine B-glukuronidaz o6zelliginden
yararlanarak SMAC agara kromojenik bir substrat olan 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-
D-glucuronide (BCIG) eklenerek SMAC-BCIG adinda kromojenik agar gelistirilmistir
(96). Diger E. coli’ler bu BCIG ile reaksiyona girerek, mavi mor renkli koloniler
olustururken E. coli O157:H7 serotipi renksiz, seffaf goriinimlii koloniler olustururlar
(96, 100).

Bu asamadan sonra, selektif besi yerlerinden izole edilen siipheli kolonilerin

biyokimyasal testler ile tanimlanmasi gerekir (68, 101).

Immunomanyetik Separasyon (IMS) Teknigi: immunomanyetik Seperasyon teknigi
gida maddelerinde ve diger orneklerde mikroorganizmalarin aranmasi i¢in kullanilan
hizli, yliksek duyarlilia sahip ve uygulanmasi kolay bir yontemdir. Bu yontemin
prensibi spesifik immiinokimyasal ajanlar (monoklonal, poliklonal ve rekombinant

antikorlar) ile kaplanmis manyetize boncuklar kullanilarak istenen mikroorganizmalarin
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belirlenmesi temeline dayanir. Bu boncuklar karigik bir siispansiyon i¢inden dahi

spesifik olarak aranan mikroorganizmay1 yakalayabilir (102).

Bu yontem pek ¢ok arastirmaci tarafindan giivenilir ve duyarli bulunmus ve dogrulama
icin dogrudan izolasyon saglamasi sebebi ile diger gelismis analiz yontemlerine gore
daha avantajli olarak tanimlanmistir (101, 103, 104). IMS yontemi E. coli O157’ye
spesifik antikorlarla kaplanmig manyetik boncuklardan olusan selektif bir

zenginlestirme yontemi olarak kabul edilir (105).
2.9.2. Serolojik Yontemler

Klasik yontemler ¢ogu enfeksiyonu teshis edebilse bile bazen yetersiz kalabilir ve
ozellikle refakatgi floranin etkeni maskelemesi sebebiyle ¢ogu kez sahte negatif
sonuglar alinabilmektedir. Bu sebeple, gelisen analiz teknikleri i¢inde basta DNA esasli
testler ve immunoenzimatik yontemler olmak {lizere ¢esitli analiz yontemleri iizerinde
calistimaktadir. Bu yontemler; immunoassay, radioimmunoassay (RIA), floresan
immunoassay (FIA), enzim immunoassay (EIA), immun peroksidaz testleri vs. olup
bakterinin belirlenmesinde giivenli ve erken sonu¢ vermektedirler. Fakat bu testler
pahali oldugu gibi, donanimli bir laboratuvar ve yetismis personele ihtiya¢ duymaktadir
(29).

Lateks agliitinasyon dogrulama testi E. coli O157:H7 serotipinin hizli identifikasyonu
icin kullanilan ve yiiksek duyarliliga sahip bir testtir. Test kiti iki adet latex soliisyonu
icermektedir. Bunlardan test soliisyonu E. coli O157:H7 antijenine 6zel tavsan
antikorlar1 ile kaplanmis lateks partikiillerinden olusur, digeri ise kontrol soliisyonudur
ve pre-immun halde tavsan globinleri igerir. Izolasyon asamasinda elde edilen sorbitol
negatif koloniler lateks testi yapilarak bir dakika iginde belirlenebilir (29, 48). 0157
olarak belirlenen izolatin H7 olup olmadiginin saptanmasi i¢in H7 antiserumu kullanilir.
Bu amagla; H7 antiserumu cesitli besiyerlerine katilarak immobilizasyon testi uygulanir

(106-108).

E. coli O157:H7 tespitinde kullanilan serolojik ve biyokimyasal yontemler O, H antijeni
veya Stx belirlenmesi temeline dayanmaktadir ve bu sebeple spesifik monoklonal ve

poliklonal antiserumlar gelistirilmistir (63, 64).

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA): Oreklerde E. coli O157:H7 nin

varligin1 gostermek i¢in kullanilan hizli ve giivenilir bir testtir. ELISA yontemi O157 ve
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H7 antijenlerinin teshisi i¢in monoklonal antikorlarin (MADb) kullanilmastyla
gerceklestirilir. Ozellikle fekal 6rneklerde ELISA ve gida numunelerinde “sandwich”
ELISA yonteminin giivenilir ve hizli sonuglar verdigi bildirilmektedir (29, 78). Yiiksek
diizeydeki spesifikligi, duyarliligi ve hizli olmasinin yaninda, rutin mikrobiyolojik
kontroller i¢in kolay ve uygun bir yontemdir. Digki 6rneklerinde E. coli O157:H7’ nin
belirlenebilmesi i¢in gelistirilmis ve bir saatten daha az siirede sonu¢ veren hizli bir
ELISA yonteminde diger enterik patojenler ile ¢apraz reaksiyon almmamistir. Et ve
tavuk triinlerinden E. coli O157:H7 izolasyonu i¢in ticari olarak bulunan ve E. coli
0157 antijeni i¢in "reactive disc blot" ELISA sisteminin kullanildig1 bir tarama yontemi
de tasarlanmistir (29, 78, 109). ELISA’da, kullanilan monoklonal ya da poliklonal

antikorlar ile hatali pozitiflik oraninin diisiiriildiigii belirtilmistir(110).

E. coli O157’ nin hizh ve kolay olarak tespit edildigi diger enzim immunoassay sistemi
ise polymacron’ dur. Bu sistemin esas, test drneginin sodyum cholate ile 100 'C’ de 10
dakika 1sitilmast ile ekstrakte edilen E. coli O157 antijeninin immuno enzimatik

yontemle belirlenmesidir (29, 111).
2.9.3. Molekiiler Yontemler

Klasik tan1 yontemleri halen bircok patojen mikroorganizmanin saptanmasinda
kullanilmasina ragmen bazen yetersiz kalabilmektedir (112). Molekiiler tan1 yontemleri;,
tan1 yaninda cins veya tiir diizeyinde tanimlanmasi, epidemiyolojik tiplendirme, virulans
faktorlerinin belirlenmesi, diren¢ genlerinin arastirilmasi, mutasyon incelemeleri,

siiflandirma ve filogenetik analizlerde kullanilir (112, 113).

Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) yontemi, farkli sicakliklarin uygulandigr ii¢
basamagin (denaturasyon, baglanma, sentez) birbirini takip eden dongiiler seklinde
tekrarlanmas1 temeline dayanir. Boylece toplam 40-50 dongii yapilmasi sonucunda,
genom lizerinde secilmis olan hedef bolge milyarlarca kopya halinde ¢ogaltilmis olur.

Cogaltilan etken etidyum bromid ile boyanan jel analizi ile saptanir (114).

PZR teknigi E. coli O157:H7 belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. PZR, DNAnin
ortamda polimeraz enzimi ve DNA sentezi i¢in uygun maddeler bulunmasi halinde
karsit siralarimi  sentezleyebilme yeteneginden faydalanilarak olusturulan bir
reaksiyondur. DNA ve RNA dizilerinin sayisal olarak arttirilmasi temeline dayanan
PZR’in en onemli 6zelligi secilmis bir DNA dizisini ¢ogaltarak istenmeyen dizilerin

ortaya ¢ikmasini engellemesidir (115). Bu 6zellik dizinin taninmasini kolaylastirir ve
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DNA’nin analiz edilmesini de saglar. PZR ile virulans faktdr genleri teshis
edilebilmekte ve boylece, O veya H antijeni, Stx genleri, 60 Mda plazmid gibi viriilans
faktorleri tespit edilerek E. coli O157:H7 serotipi belirlenmektedir. PZR tekniginin de
E. coli O157:H7 serotipinin diger E. coli serotiplerinden ve diger Gram negatif
bakterilerden ayrilmasinda duyarli ve hizli bir yontem oldugu bildirilmistir (64). Bugiin
kullanilmakta olan ¢ok ¢esitli modifiye PZR teknikleri olmakla beraber bunlardan en
¢ok kullanilanlar RT-PZR (Reverse Transcriptase PZR), Multipleks PZR ve Real-time
PZR’dir (26, 139).

2.10. E. coli O157:H7 TEDAVISi

E. coli O157:H7 kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik kullaniminin
hastaligin seyrini kotiilestirebilecegi ve HUS/TTP riskini artabilecegi bildirildiginden
hastalikta antibiyotik ve antikoagulan kullanimi tartisilmaktadir. Bunun yerine E. coli
O157:H7 ile enfekte olmus insanlarda nonspesifik destekleyici tedavi uygulanmasi
tavsiye edilir (23, 116-119). E. coli O157:H7 serotipi antibiyotiklere her gecen giin
diren¢ kazanmaktadir. E. coli O157:H7 serotipinin sefalotin ve kolistin’e kars1 direngli
oldugu bildirilmistir. Bu nedenle konuyla ilgili olarak Iskogya’da mide asitligini
disiiriicii 1lag ve rastgele antibiyotik kullanan hastalarda HUS/TTP’ye yakalanma
riskinin artirdigt bildirilmistir (23, 29, 103, 117, 119-122). Japonya’da 1996’da goriilen
ve genelinin okul donemi g¢ocuklar olmak iizere 6000 kisinin etkilendigi salginda,
hastaligin yedinci giiniinde alinan antidiyaretik ilaglarin hastalik tablosunu agirlastirdig:
bildirilmistir (68). Bu enfeksiyonun komplikasyonu olan HUS hastanede bakim
gerektiren, hayati tehlike tasiyan bir durumdur ve siklikla kan nakli ve bobrek diyalizi

gereklidir (23, 29, 103, 117, 119-122).

2.11. E. coli O157:H7 ENFEKSIYONUNUN KONTROLU VE ONLEME
YOLLARI

Hastaligin sagaltiminda ila¢ kullaniminin enfeksiyonun seyrini kotiilestirebilecegi igin,
hastaliktan korunma yontemleri biiyiikk 6nem kazanmaktadir (23, 116-119). Hijyenik
kesim uygulamalar1 ile karkasin digki ile kontaminasyon riskinin azaltilmasi,
ciftliklerde, gida isletmelerinde ve calisan personelin, glivenli gida saglama teknikleri,
¢ig ve pismemis gidalardan kaynaklanabilen direkt ve indirekt ¢apraz kontaminasyonlar
ve personel hijyeni konularinda egitilmesi, E. coli O157:H7 susunun insanlara

bulagsmasini en aza indirgemede 6nem tagimaktadir (87, 122, 123). Etken yiiksek 1s1ya
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duyarli oldugundan, besinlerin etkenin denatiire olmasi i¢in 6nerilen 1sida pisirilmesi ile
E. coli O157:H7’nin inaktivasyonu saglanabilir. Kesimhanelerde derinin yiiziilmesi ve
i¢ organlarin ¢ikarilmasi sirasinda sigir eti kontamine olabilmektedir (123, 124). Etin
parcalanmasi ve kiyilmasi sirasinda etin ylizeyinden i¢ kisimlarina gegen bakteri yeterli
1s1l islem uygulanmadigi takdirde canliligini siirdiirmekte ve halk saglig1 agisindan risk
faktorii haline geldigi bildirilmektedir. Bu sebeple et ve et {iriinlerinde etkenin inaktive
olmasi i¢in, uygulanan 1s1l islemin iiriiniin her yerinde 70 °C ve iizerinde olmasi
gerekmektedir. E. coli O157:H7 1sinlamaya da duyarli oldugundan, dondurulmus, ¢ig et
ve et lrlinlerine iyonize i1sinlarinin uygulanmasi ile besin kaynakli enfeksiyonlarin
diizeyleri azaltilabilir. Isinlama besin maddelerinde bir hijyen gilivencesi
saglanmaktadir. Fakat etkenin aside diren¢ kazanmasi 1sinlamaya da diren¢ kazanmasini

saglamaktadir (125-128).

Hizla yayillan ve olimciil diizeylere ulasabilen bu salgin kaynagindan korunmak
amaciyla tiiketilen trlinlerin giivenilir tirlinler olmasina dikkat edilmelidir. Biitiin bu
bilgiler dogrultusunda basta kesimhaneler olmak {izere tiim gida iiretimi ve islenmesi ile
ilgili yerlerin, fekal kontaminasyon ve bir gidadan digerine g¢apraz kontaminasyon
riskinin azaltilmasit amaciyla iireticilerin ve saticilarin sanitasyon kurallarina uymalari
ve gida denetimlerinin siklagtirilmasi alinabilecek baglica onlemlerdendir. Bu noktada
gida isletmecilerine biiyiik bir gérev ve ayni zamanda vicdani bir sorumluluk da

diismektedir (43, 129).

Ayrica tiiketicilerin  satin  aldiklart gida  riinlerinin  hijyeni  konusunda
bilinglendirilmeleri gerekmektedir. Gida f{irlinlerini sanitasyon bakimindan giiven

duyulan isletmelerden temin etmeleri de bir diger koruyucu 6nlem olarak sayilabilir (43,
129, 130)



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Numuneler

Calismada, Ocak-Mayis 2014 tarihleri arasinda Kahramanmaras ilindeki 1. sinif
kombina olarak faaliyette bulunan isletmeye ikiser haftalik araliklarla 4 kez gidilerek
sigir kesim hattindan alinan 200 adet 6rnek materyal olarak kullanildi. Kesimhanede,
calisan personel, kullanilan alet ve ekipman ve barsak igeriginden alinan sivap 6rnekleri
icerisinde 20 mg/L novobiosin igeren tryptone soya broth igeren tiiplere konularak
soguk zincir altinda en kisa siire icerisinde laboratuvara getirildi ve analiz edildi.
Karkastan ise secilen her bir yarim sigir karkasinin but, kavram ve dos bdlgesinden
10x10 cm (100cm?) ebadinda, toplam 300 cm®’lik yiizeysel karkas kisimlarindan steril
poliiiretan siingerler kullanilarak 6rnekleme yapilmistir. 25 mL tamponlanmis peptonlu
su ile nemlendirilen siingerler steril plastik template (10X10'luk) kullanilarak, 10 adet
horizantal ve 10 adet vertikal siirtme hareketi ile esit basing uygulamaya dikkat ederek
ylizeye uygulanarak alinan steril stomacher posetlerine konularak, ve posetler soguk
zincirde laboratuara getirilerek 1 saat igerisinde analize alindi. Alinan 6rnek cesitleri ve

sayilar1 tablo 3.1."de belirtildi.
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Tablo 3.1. Calisma kapsaminda alinan 6rnek gesitleri ve sayilar

Ornek Say1
Karkas 50
I¢ organ 50
Barsak icerigi 50
Personel 25
Kesimde kullanilan aletlerin yiizeyinden alinan svab 25
Toplam 200

3.1.2.Besiyerleri

CHROM Agar 0157 (CHROM) ( CHROMagar, Fransa)

Bilesimi g/L
Agar 15,0
Peton ve yeast ekstrakt 13,0
CHROMogenic mix 1,2

Hazirlanisi: CHROMagar besiyerinden 5,84 g tartildi. Bir | distile su igerisinde

eritilerek 121 °C’ de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

Novobiosinli modifiye Tyriptose Soy Broth (mTSB Broth Oxoid, ingiltere) :

Bilesimi g/L
Peptone from Casein 17,0
Soya Peptonu 3,0
NaCl 5,0
Bile Salts No.3 1,5
D(+) Glucose 2,5
K2HPO4 4,0

Novobiosin 0,02
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Hazirlamisi: mTSB besiyerinden 33¢/l tartilarak distile su igerisinde eritildi. Hazirlanan
besiyeri 225 ml olacak sekilde vida Kapakli Siselere aktarilarak 121 °C’ye ayarlanmis

otoklavda 15 dk. sterilize edildi.

3.1.3. Besiyerlerinde Kullanilan Suplamentler
Cefixime Tellurite Selective Supplement (Fluka, Hindistan)

Bilesimi 500mL/mg
Potassium tellurite 1,25
Cefixime 0,025

Hazirlanisi: ki ml distile su icerisinde eritilmis bir vial Cefixime Tellurite Selective

Supplement 500 ml SMAC besiyerine ilave edildi.

3.1.4. Analizlerde Kullanilan Soliisyonlar ve Tampon Sivilar
Yikama Soliisyonu (PBS Tween)

Bilesimi g/L

NaCl 0.15M
Sodium-Phosphate buffer 0.01M
Tween-20 %0.05
pH 7.4

Bu karigim IMS’de 6rneklerin yikanmasinda kullanildi.

Dynabeads® anti-E. coli O157 (Invitrogen, Dynal Biotech, Oslo, Norveg): E.coli
O157 aranmasinda, Dynebeads anti E.coli O157 kitleri ticari firmanin belirttigi

kullanim prosediiriine uygun olarak hazirlandi.
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E. coli O157 Antisera (SSI, Danimarka): E. coli O157 antisera, ticari firmanin

belirttigi kullanim prosediiriine uygun olarak hazirlandi.

E. coli H7 Antisera (SSI, Danimarka): E. coli H7 antisera, ticari firmanin belirttigi

kullanim prosediiriine uygun olarak hazirlandi.

Referans sus: izolasyon ve identifikasyon c¢alismalarmin her asamasinda Erciyes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali
Labaratuarina ait kiiltiir kolleksiyonunda mevcut olan National Collection of Type
Cultures (NCTC 12900) kontrol susu kullanildi.

3.1.5. Molekiiler Analizlerde Kullanilan Sarf Malzemeler
10X PZR (Vivantis)

Tris-HCI 100Mm

KCI 500mM

pH 8.3

Taq DNA polimeraz ile beraber gelen ve enzimin g¢alismasi i¢in gerekli stabil pH
sartlarim1 saglamak amaci ile reaksiyonda son konsantrasyonu 1X olacak sekilde

kullanilda.

dNTP Miks (Vivantis, ABD): Esit konsantrasyondaki dATP, dGTP, dCTP ve dTTP
iceren 10mM olan ANTP mix (Vivantis) soliisyonu amplifikasyonu sirasinda denatiire

edilen zincirlerin tamamlanmasi i¢in PZR reaksiyonunda kullanildi.

Taq Polimeraz (Vivantis, ABD): Isiya dayanikli DNA enzimi (Vivantis, 500U)
molekiiler asamada PZR reaksiyonunda ¢ift zincirli DNA’nin 5°-3° yoOniinde

niikleotidlerine ayrilmasi ve tek iplik¢ikli hale gelmesini saglamak amaci ile kullanildi.

MgCl, (Vivantis, ABD) : Konsantrasyonu 50 mM olan MgCl, (Vivantis) PZR
reaksiyonunda Taq DNA polimeraz ile beraber gelen ve enzimin ¢aligmasi i¢in gerekli

kofaktor olarak kullanildi.

Primerler (Vivantis, ABD) : Calisma kapsaminda izole edilen ve serolojik testler ile

identifiye edilen E.coli O157:H7’nin molekiiler olarak dogrulugunun saptanmasinda ve
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sahip olduklar1 virulans genlerin molekiiler olarak tespitinde kullanilan primer dizileri

Tablo 3.2.”de belirtilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan virulans genleri ve primer dizilimleri

Cahismada Kullanilan Primerlerin Dizilimi Gen Virulans Amplikon
Bolgesi Genin Ad1 | Biiyiikliigii
(bp)
PF8 CGTGATGATGTTGAGTTG rfoO157 0157 420
PR8 AGATTGGTTGGCATTACTG
FLICH7-F GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC fliC H7 625
FLICH7-R
CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC
SLT1-F Stx1 Verocytotoxi 210
TGTAACTGGAAAGGTGGAGTATACA nl
SLT1-R
GCTATTCTGAGTCAACGAAAAATAAC
SLTH-FGTTTTTCTTCGGTATCCTATTCC Stx2 Verocytotoxi 484
n2
SLTIH-R GATGCATCTCTGGTCATTGTATTAC
AE22 ATTACCATCCACACAGACGGT eaeA Intimin 397
AE20-2 ACAGCGTGGTTGGATCAACCT
MFS1-F ACGATGTGGTTTATTCTGGA ehlyA Enterohemol 166
ysin

MFS1-R CTTCACGTCACCATACATAT

DNA Ladder (Vivantis, ABD): Konsantrasyonu 0,5ug/ul olan 100bp DNA ladder

(Vivantis) elektroforez sonucunda olusan bantlarin biiyiikliiklerini belirlemek igin

kullanildi.

6xLoading Dye (Vivantis, ABD):

6XLoading Dye’in (Vivantis) bilesiminde

Bromophenol blue ve xylene cyanol FF boyalari1 bulunmaktadir. Elektroforez boyunca

DNA gogiinlin izlenmesi amaci ile DNA ladderlerin ve orneklerin agaroz jele

yiiklenmesinde kullanildi.
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10xTBE Electrophoresis Buffer

Tris 89 mM
Borik asit 89 mM
EDTA 2 Mm

Hazirlamisi: 50 mL 10 X TBE Buffer (Vivantis) 950 mL distile su ile 1000’e
tamamlanarak 0.5 X TBE buffer hazirlandi. 0.5XTBE buffer agaroz jel hazirlanmasinda

ve elektroforez asamasinda kullanildi.

Agarose: Agaroz’dan (Sigma, ABD, 100gr ) 2 g tartilarak 100 mL 0.5XTBE ile
homojenize edildi. Mikrodalga firinda bir dk. 400W’ta bekletilerek eritildi. 50°C
civarina kadar sogutulan agaroza 3 pl ethidium bromid ilave edildi ve jel haline

getirilerek elektroforez asamasinda kullanildi.

Ethidium Bromide: Jelde DNA bantlarinin goriilebilmesi amaciyla kullanilan ethidium
bromid’ten 10 mg tartilarak 10 ml distile su ile sulandirilarak stok soliisyon hazirland:

ve agaroz jelde hazirlanmasinda kullanildu.
3.2. YONTEM

3.2.1. E. coli 0157:H7 izolasyonu

On Zenginlestirme

Calismada, karkas yiizeyinden 25mL tamponlanmis peptonlu su ile nemlendirilen
stingerlerde alinan numuneler igerisinde 225 mL, 20 mg/L novobiocin igeren Tryptone
Soy Broth’la ilave edilerek steril stomacher poseti i¢cinde 2 dakika silireyle homojenize
edildi. Aynm1 sekilde 20 mg/L novobiyosin igeren 10 mL Tryptone Soy Broth igine
alian sivap ornekleri 37°C’de 16-18 saat inkiibe edildi (93, 131).

Immunomanyetik Separasyon Yontemi

Tryptose Soy Broth’ta 6n zenginlestirme islemine tabi tutulan numuneler, Dynabeads
anti-E. coli O157 kullanilarak immunomanyetik separasyona tabii tutuldu. Bu amagla,

on zenginlestirme islemi yapilmig kiiltlirden 1 mL almarak steril ependorf igerisine
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aktarildi. Daha sonra anti-E. coli O157 Dynabeads‘ler pelet homojenize olana kadar
vortekslendi. Homojenize boncuklardan 20 pL alinarak ependorfa ilave edildi ve bir kag
saniye vortekslendi. Daha sonra eperdorflarin agz1 siki bir sekilde kapatilarak IMS
tizerine yerlestirildi. Cihaz 10 dakika diisiik bir devirde miknatis takili olmadan
calistirildi. Daha sonra cihazin miknatis iinitesi takilarak 5 dk’da daha calistird1 ve daha
sonar 3 dk beklendi. Bu islem esnasinda, ependorfun duvarinda kahverengi renkte
boncuklar toplanmis olarak gozlemlendi. Daha sonra ependorfun ¢eperine yapismis olan
boncugu atmadan ependorf igindeki sivi dikkatli bir sekilde dokiildiikten sonra
ependorfun igerisine 1 mL yikama soliisyonundan ilave edildi ve miknatis paneli takili
IMS’de 5 dk dondiiriildii. IMS durdurulduktan sonra eppendorflar cihazda tekrar 3 dk
bekletildi ve ependorftaki sivi kisim dikkatlice dokiildii. IMS isleminden sonra ependorf
icerisindeki boncuk 100 pL yikama soliisyonu ile sulandirildi. Bu sividan 50 pL
alinarak CT supplement iceren CHROM agara ekildi ve 37 °C de 18-24 saat
inkubasyona birakild1. Inkiibasyon siiresi sonunda agarda iireyen pembe renkli koloniler
E.coli O157:H7 olarak degerlendirildi ve bu kolonilere igin lateks agliitinasyon testleri

uygulandi (131).
Serolojik Identifikasyon

Calismada, CHROM agarda iireyen pembe renkli koloniler pozitif kontrol esliginde E.
coli O157 lateks ve E. coli H7 antiserumlar1 kullanilarak yapilan agliitinasyon testleri
yapildi. Bu amagla siipheli koloni, kontrol serumu ile test serumu karistirildi. Kontrol
serumunda herhangi bir degisiklik olmamasi beklenirken test serumu ile karigtirilan
kolonide aggliitinasyon (kumlanma goriintiisii) beklendi (93). Aggliitinasyon olusturan
koloniler pozitif olarak degerlendirilerek molekiiler diizeyde virulans faktorlerinin

belirlenmesi amaciyla gliserinli buyyon (%15) icerisinde -20 °C’de saklandi.
3.2.2. Molekiiler Analiz
3.2.2.1 DNA ekstraksiyonu

Bakteri DNA’sm1 elde etmek i¢in GF-1 (Vivantis, ABD)bakteri ekstraksiyon Kiti
kullanildi. Ekstraksiyon islemi kit protokoliiniin &ngordiigii sekilde gerceklestirildi.
Kisaca, siipheli bakterilere ait bir gecelik s1v1 kiiltiiriinden 1-3 mL alind1 ve 6000xg’de 5
dakika santrifiij edildi. Tiipiin iistiinde biriken supernatant atilarak altta kalan pelletin
tizerine 100 pl R1 buffer soliisyonundan ilave edilerek homojenize edildi. Elde edilen

stispansiyon tizerine 10 pL lizozim (50 mg/mL) eklenerek 37°C’de 20 dakika inkiibe
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edildi. Daha sonra siispansiyon 10000 x g’de 3 dakika santrifiij edildi. Ussteki sivi
atilarak altta kalan pellete 180 ul R2 solusyonu ve 20 ul proteinaz K (20 mg/mL) ilave
edilerek homojenizasyona tabi tutuldu. Siispansiyon 60°C’lik su banyosunda 20 dakika
inkiibasyon sonrasinda tizerine 20 pL RNase (20 mg/ml) konuldu. Siispansiyon 37°C’de
5 dk bekletilerek tizerine 440 uL BG buffer ilave edildi. Siispansiyon bir dakika oda
1sisinda dinlendirildikten sonra 200 pL absolut etanol ilave edilerek toplama tiipiiniin
kolon kismina aktarildi. 10000xg’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra kolonun
filtresinin altina gegen siv1 atilarak kolon yeni bir ependorfa yerlestirildi ve tizerine 750
uL yikama bufferindan konularak ve yeniden 10000xg’de 1 dakika santriflij edildi.
Tiipilin altinda toplanan siv1 atilarak kalan etanoliin tamamen uzaklagmasi i¢in bos olan
ependorf tekrar santrifiij edildi. Yeni eppendorflara spin kolon yerlestirerek 50-100
nLelution buffer ilave edildi. Iki dakika oda 1s1sinda beklendikten sonra 10000xg’de 1
dk santrifiij edildi. Ependorfta kalan sivi hedef DNA olarak kullanilmak iizere -20°C ‘de

saklandi
3.2.2.2. FIliC ve rfbO157 Geninin PZR ile Belirlenmesi

FIiC geninin belirlenmesi i¢in, PZR reaksiyon karisiminin final konsantrasyonu 50ul
olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon karisimi 5 pl DNA 6rnegi, 5 ul 10 X PZR buffer,
1,5 mM MgCl,, 400 uM dNTPs, 0,5 uM her bir fliC primerinden ve 1,5 U Taq
polymerase’dan olustu (132). DNA amplifikasyonu, PZR cihazinda (Techne TC-512)
94 °C’de 2 dk 6n denatiirasyon islemi uygulandiktan sonra 35 siklus olacak sekilde 94
°C’de 20 s, 54 °C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk bekletildi. En son asama olarak da 72°C’de 10
dk son uzatma islemi gergeklestirildi. rfbO157 geninin belirlenmesi ig¢in uygulanan
amplifikasyon igleminde ise; on denatiirasyon islemi 94 °C’de 5 dk uygulandiktan sonra
94 °C’de 1 dk, 53 °C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk 30 siklus olacak sekilde bekletildi ve
72°C’de 5 dk son uzatma islemi gergeklestirildi (132).

3.2.2.3. Multipleks PZR ile Virulans Faktorlerin Belirlenmesi

Calismada izole edilen E. coli O157:H7 serotipinde bulunabilecek virulans faktorlere ait
gen bolgeleri (stx1, stx2, eaeA and hlyA) spesifik primerler (Tablo 3.2) kullanilarak
analiz edildi (132). Bu amagla, PZR reaksiyon karigimi, final voliimii 50ul olacak
sekilde 5 ul DNA ornegi, 5 ul 10 X PZR buffer, 3mM MgCl,, 400 uM dNTPs, intimine
ait primerlerden 0,25 pM, diger primerlerin her birinden 0,5 pM ve 1,5 U Taq
polymeraz olacak sekilde hazirlandi. PZR, 94 °C’de 2 dk 6n denatiirasyondan sonra 36
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siklus olarak 94 °C de 20 s, 54 °C de 1 dk ve 72 °C’de 1dk olarak gerceklestirildi ve son
uzatma 72 °C’de 10 dakika olarak tamamlandi (133).

Calismada gerceklestirilen PZR islemleri sonucunda elde edilen amplikonlar % 1,5’ luk
agaroz jelde elektroforeze (EC250-90; Thermo, Pittsburgh, PA, ABD) tabi tutuldu ve
sonuglar bilgisayarli jel dokiimantasyon sisteminde (Vilber Lourmat, Marne La Vallee,

Fransa) analiz edildi (132, 133).



4. BULGULAR

Calismada, Ocak-Mayis 2014 tarihleri arasinda Kahraman Maras ilindeki 1. simif
kombina olarak faaliyette bulunan isletmenin sigir kesim hattina E. coli O157:H7
yoniinden incelenen toplam 200 adet (karkas, kesimde calisan personel, kesimde
kullanilan alet ve ekipmanlar ve barsak igerigi) o6rnegin mikrobiyolojik analizi
sonucunda elde edilen siipheli kolonilere, Gram boyama, hareket testi ve lateks

agliitinasyon testi uygulandi.
4.1. Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar:

Calismada, CT-SMAC agarda renksiz koloniler ve CHROM agarda iireyen pembe
renkli koloniler E. coli O157:H7 siipheli olarak degerlendirildi (Resim 4.1). Koloni
morfolojisi, rengi, siipheli kolonilere yapilan Gram boyama ve hareket testi sonucunda
incelenen numunelerin 21’1 (%10.5) E. coli O157:H7 pozitif olarak tespit edildi. Bu
calismada fenotipik testler ile izole edilen 21 adet E.coli O157:H7 izolatlarinin 6’s1 (%
12) karkas, 12’si (% 24) barsak igerigi, 3’1 (% 30) bicaktan elde edildi (Tablo 4.1).



Tablo 4.1. Fenotipik numunelerden izole edilen E. coli O157:H7

Numune Numune Fenotipik test sonucunda
PV E. coli H7:0157 pozitif (%0)

Karkas 50 6 (% 12)
Bigak 10 3 (% 30)

Konveyer 5 -

Cengel 10 -

I¢ organ 50 -

Barsak igerigi 50 12(% 24)
Personel 25 -
Toplam 200 21 (% 10.5)

Resim 4.1. CHROM agarda E.coli O157:H7 kiiltiirlerin goriinimi (Leylak renkli koloniler: pozitif
koloniler , Mavi renkli koloniler: Negatif koloniler
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4.2. Lateks Agliitiinasyon Test Sonuclar
4.2.1. O Antiserumu ile Lateks Agliitinasyon Testi

CHROM agarda iireyen 21 adet siipheli koloniye O antiserumu ile yapilan lateks
agliitinasyon testi sonucunda bu orneklerin 5’inde graniiler ¢okiintiiniin olustugu ve

O157 antijeni yoniinden pozitif oldugu saptandi (Resim 4. 2).
4.2.2. H Antiserumu ile Lateks Agliitinasyon Testi
CHROM agarda tireyen siipheli kolonilere H antiserumu ile yapilan lateks agliitinasyon

testi sonucunda bu 6rneklerden 4’iinde antijen belirlendi (Resim 4. 2).

Resim 4.2. O antiserumu ile yapilan lateks agliitinasyon testi sonuglari

4.3. Molekiiler Analiz Sonuclari

Calismada fenotipik ve serotipik testler ile pozitif olarak kabul edilen numunelerde H7
ve O157 identifikasyonu i¢in yapilan PZR islemi sonucunda; H7 i¢in 625 bp ve LPS
0157 igin 420 bp biiyiikliigiinde bant olusumu beklendi. Incelenen 21 izolatin 4’{inde
(%19) hem fliC geni hem de rfbO57 geni tespit edilirken 1 tanesinde (% 4.7) sadece
rfbO1s7 geni (Resim 4.3).

PZR ile H7 ve O157 geni igeren 5 izolata virulans faktorleri igin yapilan mPZR islemi
sonunda yapilan agaroz jel elektroforezinde; eaeA igin 840 bp, stxl igin 348 bp, stx2
icin 584 bp, ehlyA ig¢in 534 bp biyiikliigiinde bant olusumu beklendi. mPZR islemi
sonucunda incelenen 5 izolatin tamaminda da stx1l, stx2, eaeA ve ehlyA genleri
belirlendi (Resim 4.4).
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Resim 4.3. PZR islemi sonucunda fliCh7 ve rfbO157 genlerinin gosterilmesi; M: Marker
(100bp), P1: Pozitif kontrol (O157: 420 bp), P2: Pozitif kontrol (H7: 625 bp), 1 Nolu band: E.
coli 0157 (barsak igerik numunesi) 2-3 Nolu band: E. coli O157:H7 (Karkas numunesi) 3- Nolu
bandlar: E. coli 0157:H7 (barsak igerik numunesi).

Resim 4.4. PZR islemi sonucunda virulans genlerinin gosterilmesi; M: Marker (100bp), P:
Pozitif kontrol (ehlyA; 166 bp, stx1:210 bp, eaeA;397 bp stx2: 484), 1-5 Nolu bandlar: pozitif
ornekler (Stx1, stx2, eaeA ve ehlyA)
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Tablo 4.2. Calismada elde edilen izolatlarin molekiiler analiz sonucu

Numune PZR Virulans Faktorler
0157 H7 | intimin | Stx1 | Stx2 | enterohem
Karkas 1 + + + + + +
Karkas 2 + + + + + +
Barsak icerigi 1 + - + + n ¥
Barsak Igerigi 2 + + + + + +
Barsak icerigi 3 + + + + + +

4.4. Orneklerde E. coli 0157:H7 ve Virulans Genlerin Suslar Arasindaki Dagilimi

Calismada incelenen 200 adet numunenin 21’inde fenotipik testler ile E. coli O157:H7
olarak tespit edildi. PZR islemi ile izolatlarin sadece 1’i (% 4.7) E. coli O157 olarak
belirlenirken, 4 tanesinin (% 19) E. coli O157 hem de H7 yo6niinden pozitid bulundu. E.
coli O157:H7 olarak identifiye edilen 4 izolatin2’sinin barsak igerigine 2’sinin ise
karkasa ve E. coli 0157 olarak identifiye edilen bir izolatin da digkiya ait oldugu tespit
edildi. Incelenen 6rneklerden izole edilen E. coli O157:H7 serotipin dagilimi  Tablo
4.3’de belirtilmistir.

Tablo 4.3. Orneklerde E. coli 0157:H7 Dagilim

Numune Numune Izolasyon Oram
P E. coli 0157 (%) E. coli 0157:H7 (%)
Karkas 50 - 2 (% 4)
Barsak Icerigi 50 1(% 2) 2 (% 4)
Ekipman 25 - -
Personel 25 - -
I¢ organ 50 - -
Toplam 20 1(% 0.5) 4 (% 2)




5. TARTISMA VE SONUC

E. coli O157:H7 serotipinin, birincil rezervuari olarak kabul edilen sigir ve siit
ineklerinin diskilar ile ete, siite, topraga, suya ve dolayisi ile tiim ¢evreye bulastigi
bildirilmektedir (63, 72, 134). E. coli O157:H7, uygun olmayan g¢evre kosullari ve
sicakliklarda siirekli cogalabililir, ortam kosullarina kendilerini adapte edebilir ve ¢ok
sayida ve farkli serotip olusturabilir (134, 135). E. coli O157:H7 serotipi, neden oldugu
zehirlenme vakalarina bagli oliimlerin artmasi nedeniyle halk sagligi agisindan

Oonemlidir (8,135).

Bu ¢alismada, birinci sinif bir kesimhanede karkas ve karkasa ait barsak icerigi, kesim
esnasinda kullanilan ekipman ve kesim hattinda calisan personelden gida kaynakli bir
patojen olan E. coli O157 ve E. coli O157:H7 varligim1 arastirmak amaglandi. Bu
kapsamda, kesimhanede kesim siiresince alinan 200 adet numunenin 4’{inden (% 2) E.
coli O157:H7 ve bir tanesinden (% 0.5) E. coli 0157 izole edildi. E. coli O157:H7
izolatlarinin 2’si (% 4) barsak igerigine ve diger 2’si (% 4) karkasa, E. coli 0157
izolat1 ise (% 2) ise barsak igerigine aitti (Tablo 4.2).

Patojenik E. coli O157:H7 serotipleri insanlarda gesitli hastaliklara neden olan toksinler
(Shiga- like toksin; stx1 ve stx2 gibi) iiretirler ve ayrica hastaligin siddetini artiran
virulans faktorlerini igerirler. Bu faktorler eaeA ve ehlyA genleri tarafindan kodlanan

intimin ve enterohemolizindir (136).

Bu calismada, elde edilen biitiin izolatlarin shiga-like toksin genleri (stx1 ve stx2), eaeA
ve ehlyA genlerinin hepsini birlikte icerdigi belirlendi. Bu genlerin izolatlarda kombine
bir sekilde bulunmasi, genellikle hayli giiclii bir virulent genetik karisimi olarak kabul

edilir (137). Ayrica incelen izolatlarda stx2 geninin bulunmasi HUS acisindan
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onemlidir. Ciinkli Stx2 toksinini {ireten suslarin Stx1’lere gore HUS olsumunda daha

etkin rol aldig bildirilmistir (136, 138, 139).

Diinyanin bir¢ok yerinde ve Tiirkiye’de bulunan kesimhanelerde E. coli O157 ve E. coli
O157:H7’nin karkas, rektal sivap Orneklerinde varligr ile ilgili bircok calisma
bulunmaktadir. Meksika, Irlanda, Belcika, Fransa, Almanya, Amerika ve Turkiye’de %
0.39 ile % 17 arasinda degisen oranlar da E. coli O157 ve E. coli O157:H7
serotiplerinin izolasyon oranlar1 bildirilmistir. Sigir karkas ve rektal igerikten elde
edilen bu izolatlarin da virulans ile ilgili genlerinden (stx1, stx2, eaeA ve hylA ) en az
birini i¢erdigi gosterilmistir (46, 78, 94, 140-143).

Masana ve ark.(144), Arjantin’de bir kesimhanede sigirlardan alinan1622 6rnegin
54’tinde E. coli O157 izole edildigini, izolatlarin % 4.1’inin fekal igerikli, % 2.6’sinin
karkas kaynakli oldugunu bildirilmiglerdir.

Nastasijevic ve ark. (145), Sirbistan’da yaptiklart bir ¢calismada, sigir karkaslarinin %
2,8’inde ve sigir diski orneklerinin % 2.6’sinda E. coli O157 tespit etmislerdir. Benzer
sekilde, Rhoades ve ark. (146) mezbahada inceledikleri diski ve karkas 6rneklerinde E.
coli O157’ye rastlanma oranini sirasiyla % 6.2 ve % 0.3 olarak tespit etmislerdir.

Arastirmacilarin (145,146) bulgular1 bu calismadakiler ile benzerlik gostermektedir.

Yine bu ¢alismaya uyumlu olarak, Hindistanda bir mezbaha da incelenen 98 sigir digki
orneginin 2’sinde (% 2.04) E. coli O157 izole edilmistir. Calismada, biitiin izolatlarin
stx2 genini igerdigi bildirilmistir (147).

Banglades’te bir mezbahada ise, arafindan gergeklestirilen bir calismada, kesimden
sonra toplanan rektal igerigin % 7.2’°sinde E. coli O157 izole etmislerdir. Arastirmacilar,
E. coli O157 izolatlarin % 93’den fazlasinin stx2, eaeA ve ehlyA genlerini igerdigini
rapor etmislerdir (148). Arastirmacilarin izolasyon oranlari bu c¢aligma elde edilen
izolasyon oranlarondan nispeten daha yiiksektir. Fakat izolatlarin igerdikleri virulans

faktorler acisindan benzerdir.

Irlanda’da geleneksel bir mezbahada sigir rektal igerik, rumen icerigi ve yikanmus
karkasta E. coli O157:H7 varligin1 arastirdiklar1 bir ¢alismada, McEvoy ve ark. (149)
diski numunlerinin % 2.4’sinde ve karkas numunelerinin % 3.2’tinde E. coli O157:H7
belirlemiglerdir. Carney ve ark. (140) tarafindan Irlanda’da bir sigir kesimhanesinde

yapilan bir ¢alismada, 132 sigir karkas orneginin 4’tinde (% 3) E. coli O157 izole
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edilmistir. Arastirmacilar elde ettikleri karkas izolatlarinin hepsinin eaeA, ehylA ve
fliCh7 genini igerdigini fakat stx1 and stx2 genini belirleyemediklerini bildirmislerdir
(140).

Guyon ve ark. (141) tarafindan Fransa’da bir mezbahada yapilan bir ¢alismada, 255
sigir karkasinin sadece bir tanesinde (% 0.4) E. coli O157:H7 izole edilmis ve bu
izolatin eaeA ve ehlyA geni igerdigi fakat stxl ve stx2 icermedigi bildirilmistir. Bu
calisma sonuglarina gére Guyon ve ark. (141)’nin izolasyon oranlar1 oldukca diistiktiir
ve virulans genleri agisindan da ¢alismamizdan farkli olarak izolatlarin eaeA ve ehlyA
geni icerdigini, ancak yanlizca bir izolatin Stx1 ve Stx2 genini i¢ermedigi rapor

etmislerdir.

Chapman ve ark. (78), Ingiltere’deki bir mezbahada toplam 1500 sigir karkas 6rneginin
21’inden (% 1.4) ve 4800 sigir rektal igerigin 620’ indan (% 12.9) E. coli O157 izole
etmiglerdir. Calismada digki1 izolatlarinin 174 tintin (% 28.1), karkas izolatlarunin 8’inin
(% 38.1) stx1, stx2 ve eaeA genini icerdigi gosterilmistir. Chapman ve ark. (78)’nin

digk1 izolasyon oranlari bu ¢alismada elde edilen oranlardan yiiksektir.

Bu ¢alisma ile uyumlu olarak, Meksika’da kesim yerlerinde bir yil siiresince incelenen
258 sigir karkasininin ikisinde (% 0.8) STEC tespit edilmis, bunlardan birinin O157:H7

serotipini tagidig1 ve bu serotiplerin stx2 ve eaeA genlerini i¢erdigi rapor edilmistir (46).

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda, Yilmaz ve ark. (150), sigirlarda E. coli O157:H7’ye
rastlanma sikligini arastirdiklar1 bir calismada, Istanbul’dan alinan 330 rektal sivap
orneginin 88’inde (% 26.7) SMAC agarda sorbitol-negatif koloni gézlemlendigini,
bunlardan 13’tinden (% 3.93) de E. coli O157:H7 izolasyonu gergeklestigini

bildirmislerdir. Bu ¢alisma sonuglar1 arastirmacilar (150) ile uyumludur.

Giin ve ark.(151), Istanbul’daki bes mezbahada bir yil siiresince yaptiklar1 ¢aligmada,
330 karkasin 12’sinde (% 3.6) E. coli O157 izole etmislerdir. Bu izolatlarin 8’inin (%
2.4) H7 antijeni igerdigini bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada arastirmacilar, inceledikleri
cevresel orneklerin 6’sinin (2 bigak, 2 personel eli, bir 6nlilk ve bir adet zemine ait
ornek) E. coli O157:H7 ile kontamine oldugunu rapor etmislerdir. Giin ve ark. (151) bu
calisma sonuglar1 ile uyumlu izolasyon oranlarini bildirmelerine ragmen, bu ¢alismadan

fakli olarak c¢evresel drneklerde de etkeni izole etmislerdir.
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Cabalar ve ark. (152) Van ilinde inceledikleri 312 sigir digki 6rneginin 4’{intin (% 1.28)
E. coli O157:H7 igerdigini belirtmislerdir. Elaz1g ilindeki mezbahada gerceklestirilen
bir caligmada, Kalender ve ark.(5) 540 rektal sivap 6rneklerinin 34’{inii (% 6.29) E. coli
0157 yoniinden pozitif bulmuslardir. Bu izolatlarin 22’sini (% 64.7) E. coli O157:H7

olarak tiplendirmislerdir.

Inat ve Siriken (153) Samsun’da bulunan iki mezbahadan aldiklar1 100’er adet sigir
karkas ve rektal igerikten olugan 200 6rnegin 52’°sinde (% 26) E. coli O157 ve E. coli
O157:H7 izole etmislerdir. Bu izolatlarin 49’unun E. coli O157 ve {giinin E. coli
0O157:H7 oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, E. coli O157°1 24 karkas ve 25 rektal
igerikten, E. coli O157:H7’yi ise iki karkas ve bir rektal igerikten elde ettiklerini
belirtmislerdir. Arastirmacilar, 17 karkas ve 18 rektal icerikten elde edilen 35 E. coli
0157 izolatinda ve yalmzca bir karkas Orneginden elde edilen E. coli O157:H7
izolatinda stx1, stx2 genini birlikte igerdigini tespit etmiglerdir (153).

Yimaz ve ark. (143) Istanbul’daki lokal 5 mezbahadan izole ettikleri 26 E. coli
O157:H7 ve 6 E. coli O157 izolatlarinin 5’inin (18.5%) stx1, stx2 ve eaeA geni

icerdigini gostermislerdir .

Aslantag ve ark. (131), Hatay’daki kesimhanelerde kesim sonrast sigirlardan aldiklari
565 rektal sivap orneginin 77’sinde (% 13.6) E. coli O157 tespit etmislerdir. Bu
izolatlarin 66’s1 O157:H7 serotipi olarak belirlenmistir. Arastirmacilar, elde ettikleri
izolatlarin 72’sinin (% 93.5) eaeA i¢in, 62’sinin (% 80.5) stx i¢in ve 3’iiniin (% 3.9)

hem stx1 hem de stx2 igin pozitif oldugunu rapor etmislerdir.

Ongor ve ark. (154) saglikli hayvanlarm diskilarindan izole ettikleri 4 E. coli 0157
izolatinin 2’sinin eaeA, stxl ve stx2 genini birlikte i¢erdigini ve diger 2 izolatin bir

tanesinin eaeA geni, digerinin ise eaeA ve stx2 genini i¢erdigini rapor etmislerdir.

Bu caligmadaki izolasyon orani, Tirkiye’de yapilan diger bazi arastirmacilarin
caligmalarindan (5, 131, 143, 150, 153) daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu ¢alisma
ile ilkemizde ve diinya iilkelerindeki E.coli O157:H7 izolasyon oranlarininin
belirlenmesine yonelik diger calismalarla kiyaslandiginda farkli oranlar bulunmustur.
Bunun nedeninin, 6rnekleme metodundaki farkliliklar, izolasyon yontemlerindeki
farklilik, cografik ve mevsimsel farkliliklar vede hayvanlarin kesimi esnasindaki
hijyenik kosullar oldugu diisiiniilmektedir. Ruminantlar da E. coli O157:H7 serotipinin

prevalansinin sezonsal olarak degisiklik gdsterdigi ve Yaz aylarinda (Mart-Eyliil) arttig1
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bildirilmistir (46, 78, 136, 149, 155-157). E. coli O157:H7 serotipinin prevalansini
ornekleme metodu ve izolasyon tekniginin etkiledigi bildirilmistir (148, 158).
Calismada sivap ornegi direkt diskidan degil barsak mukozasinin etkenin primer olarak
yerlestigi bolge olan mukazaya temas edecerek almmustir (157, 159-161). E. coli
O157:H7 serotipinin gida, klinik ve ¢evre Orneklerinde aranmasinda kullanilan klasik
yontemlerde yogun olarak bulunan normal flora varligina baglh olarak siklikla yanlis
negatif sonuglar alinabilmektedir. Ozellikle sigir diskilarinda E. coli O157:H7 tespiti,
bakteri sayisinin ¢ok diisiik olmasindan dolay1 olduk¢a giigtiir (29, 94, 162). Hedef
bakterinin sivi ve kat1 besiyerlerinde gelisebilen diger flora i¢indeki oraninin en diisiik
% 1 olmast gerektigi belirtilmektedir (29, 94). Bu nedenle orneklere cesitli
zenginlestirme ve gelismis izolasyon metotlart uygulanmalidir (162). Bu metotlar
icerisinde en duyarli olanlardan birisi de IMS teknigidir (162-164). Bu c¢alismada

zenginlestirme ve IMS teknigi uygulanmigstir.

Bu calismada, kesimhanede incelenen numunelerden sadece karkas ve diskidan E. coli
O157:H7 izole edilmistir. Calisma sonugalarmma gore; karkasin en muhtemel
kontaminasyon sebebi kesim esnasinda deriden ya da barsaklarin ¢ikarilmasi sirasinda
barsak igerigi ile temasindan kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir (151, 165, 166).
Karkasin kontaminasyonu hususunda kesim esnasinda personelin yetersiz hijyen
bilgisine, temizlik ve dezenfeksiyona dikkat etmemesine bagli olabilecegi
disiiniilmektedir. E. coli O157:H7’nin mezbahalarda kesim esnasinda karkasa transferi
ile ilgili siiregleri anlamak ve azaltmak icin ek c¢aba gerekmektedir (149).
Kesimhanelerde etkili bir sekilde HACCP prensiplerinin uygulanmasi da E. coli
O157:H7 kontaminasyonunun azaltilmasinda etkili olacaktir (46, 149). Cassin ve ark.
(1998), E. coli 0O157:H7 kontaminasyonunu azaltmak igin bazi Onlemlerin
alinabilecegini bildirmislerdir.Bunlardan birinin postmortem muayene ile karkasa diski
bulagsmasinin engellenebilecegi ve son iirtiniin tiiketimden etkili pisirme sicakli§inin
uygulanmas1 kontaminasyon oranin tahmini olarak kontaminasyon seviyesinde %16

diisme olabilecegini bildirmislerdir (167).

Sonug olarak, bu ¢alismada Kahramanmaras ilinde birinci sinif bir kesimhanede % 2 E.
coli O157:H7 ve % 0.5 E. coli O157 oraninda kontaminasyon belirlenmistir. Bu
sonuglara gore sigir materyalleri kesimhanede E. coli O157:H7 serotipi i¢in 6nemli bir

rezervuardir. Dolayisiyla kesim esnasinda derinin yiizlilmesi, i¢ organlarin ¢ikarilmasi,
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karkasin yikanmasi sirasinda ¢apraz kontaminasyon ile kesilen diger hayvanlarin
karkaslar1 ve organlar1 ve kullanilan ekipman etken ile kontamine olabilir. Bu izolatlarin
hepsinde aeA ve ehlyA virulans faktor genleri ile stx1 ve stx2 toksin genlerini birlikte
icermeleri goz Oniine alindiginda bu ilde kesilen ve saglikli goriinen sigirlarin insanlarda
HUS, HC, TPP gibi siddetli enfekiyon ve bazen de Oliimlere neden olan oldukga
patojenik E. coli O157:H7 serotipi tasidigimi gostermektedir. Calismada muhtemelen
diski ile kontaminasyona bagli olarak karkasta da bu etkenin belirlenmesi, karkaslarin
hijyenik kalitesinin saglanmasi i¢in; mezbahalarda Hazard Analysis and Critical Control
Points (HACCP) programlari gergevesinde ¢alisan personelin egitimi, kesim esnasinda
0zofagus ve anusun baglanmasi, i¢ organlarin ve barsaklarin tek par¢a halinde
cikarilmasi ve bu organlarin ¢ikarilirken bigcak ile yaralanmamsina dikkate edilmesi,
karkas dekontaminasyonun saglanmasi, karkas govdeleri i¢in mikrobiyolojik kriterlerin
gelistirilmesi ve denetlenmesi i¢in yasal uygulamalar getirilmelidir. Ayrica,
mezbahadan elde edilen son iiriiniin tiiketimden once yeterli 1s1l isleme tabi tutulmasi ve

sogukta muhafaza edilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
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