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ONSOZ

Tiirkiye'de geleneksel bir {iriin olan ve 6zellikle Afyonkarahisar'da Afyon kaymagi olarak da
bilinen, asil orijinini manda siitiinden alan kaymak, hem tiretildigi bolge hem de iilke bazinda
Oonemli bir pazar payma sahiptir. Bu nedenle de, kaymagin mikrobiyolojik ve kimyasal
kalitesine yonelik ¢esitli aragtirmalar yapildigi, ancak, bu arastirmalarin genellikle belirli
bakteriler ya da sadece kimyasal parametreler iizerinde yogunlastig1 goriilmektedir.

Escherichia coli O157:H7/H" serotipi i¢in saglikli ruminantlar primer rezervuarlar
olarak kabul edilmekte ve bu hayvanlara ait serotiple kontamine her tiirlii gida maddesi halk
saglig1 agisindan potansiyel bir tehlike olarak goriilmektedir. Giiniimiizde tiim diinyada en
onemli gida kaynakli ve zoonotik 6neme sahip bakteriyel patojenlerden biri olarak kabul
edilen E. coli O157:H7/H" serotipinin, gerek diinyada gerekse Tirkiye'de gesitli ¢ig ve
pastorize siitler ya da siit iirlinlerinden izolasyonuna yodnelik c¢ok sayida arastirma
bulunmakla birlikte, yapilan kapsamli literatiir taramalarinda bu serotipin kaymaklarda
varligimmn arastirilmasina yonelik bir adet ¢alisma oldugu, bu calismada da E. coli
O157:H7/H" izolasyonu yapilamadigi dikkati ¢ekmistir. Bu nedenle, sunulan g¢aligmanin
temel amaci, Afyonkarahisar'da satisa sunulan Afyon kaymaklarindan toplum sagligi
acisindan biiyiik 6neme sahip E. coli O157:H7/H" serotipinin izolasyonu ve izole edilen
tiirlerde infeksiyonlarin patogenezinde dnemli rol oynayan Siga toksin, enterohemolizin ve
intimin virulens genlerinin varliginin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile arastirilmasidir.
Ayrica, izole edilen suslarin, lilkemizde tedavi ya da koruma amagli yaygin olarak kullanilan
cesitli antibiyotiklere karsi direnglilik durumlari da incelenecektir. Tirkiye'de kaymak
orneklerinde ilk kez molekiiler yontemler kullanilarak gerceklestirilecek bu ¢alismada, hem
bolge hayvanciligina hem de kaymak tiretimi ve tiiketimi noktasinda insan sagligina etkisi
acisindan katki saglanmasi da ¢alismanin alt hedefleri olarak seg¢ilmistir.

"Afyonkarahisar’da satisa sunulan Afyon kaymaginda Escherichia coli O157:H7
varligimin arastirilmasi” konulu Yiiksek Lisans tez calismamda, degerli destekleriyle her
zaman yanimda olan damgmamim Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Do¢. Dr. Esra SEKER basta olmak iizere, bu
giine gelmemde katkida bulunarak, yiiksek lisans egitimimde degerli bilgilerini benimle
paylasan Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Baskani Prof. Dr. Yahya KUYUCUOGLU’na ve Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim liyesi Dog. Dr. Beytullah KENAR’a tesekkiir
ederim. Ayrica, tezimin her asamasinda bana yardimci olan Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans 6grencisi Veteriner Hekim Miiesser YILMAZ’a tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Tirkiye, cografi konumu itibariyle tarim ve hayvanciliga ¢ok elverisli bir {ilke olup,
Afyonkarahisar’da da toplumun ge¢im kaynaklari arasinda hayvancilik énemli bir
yere sahiptir. Yorede basta manda olmak iizere sigir, koyun ve kegi yetistiriciligi
yapilmakta, Tiirkiye’de iyi bir {ine sahip olan kaymak, genellikle yore mandalarinin

sutiinden imal edilmektedir.

Manda siitii yiiksek yag iceriginden dolayr kaymak yapiminda siklikla tercih
edilmekte (Yilsay ve Bayizit, 2002; Soysal ve ark., 2005), kullanildig1 peynir, yogurt
ve kaymak gibi iriinlere ayri bir kivam ve tat vermektedir (Sariozkan, 2011).
Kaymak, Tirkiye'de genellikle kiigiik aile isletmelerince, 6zellikle Afyon, Edirne,
Kocaeli, Istanbul, Bursa ve Ankara gibi illerde iiretilen ve "Liile Kaymag" adiyla
satisa sunulan bir siit tiriiniidiir. Tirkiye'ye 6zgii geleneksel bir {iriin olan kaymak
yapiminda, yag orani yiiksek, kuru madde igerigi acisindan zengin, kaymak baglama
yetenegi fazla ve siit rengi daha beyaz olan manda siitii ilk siray1 almaktadir. Manda
sitlinlin yeterli olmamasi durumunda ve genellikle paketlenmis olarak piyasaya
sunulan kaymaklarda, belirli miktarda krema ilavesiyle zenginlestirilmis inek
stitinden de yararlanilmaktadir (Yilsay ve Bayizit, 2002; Akalin ve ark., 2006).
Tiirkiye'de kaymak denildiginde akla ilk gelen ve Afyonkarahisar'da “Afyon
Kaymag1” adiyla bilinen kaymak, bu bodlgede geleneksel olarak manda siitiinden

tiretilen bir siit {iriinii olup, {iretici i¢in de 6nemli bir is koludur.

Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC) grubunda yer alan Escherichia coli
O157:H7/H" serotipi; insanlarda hemorajik kolitis (HC), kanli veya kansiz diyare,
hemolitik tiremik sendrom (HUS) ve trombotik trombositopenik purpura (TTP)
olarak tanimlanan ciddi ve ¢ogu kez letal etkili infeksiyonlara neden olmakta, son
yillarda tiim diinyada gidalar ile bulasan patojenler arasinda en dnemlilerinden birisi
olarak kabul edilmekte ve halk sagligi agisindan biiytlik bir tehlike olugturmaktadir
(Karch ve ark., 1999; Law, 2000; Bidet ve ark., 2005; Karmali ve ark., 2010; Bugarel
ve ark., 2011; Ko ve ark., 2016).



Saglikli ruminantlar, o&zellikle de sigirlar, herhangi bir klinik belirti
gostermeksizin etkeni digkilarinda yogun 6lgiide bulundurmalarindan dolayi, E. coli
O157:H7/H" infeksiyonlar1 ig¢in primer rezervuarlar olarak kabul edilmektedir
(Chapman ve ark., 1993b; Steinmuller ve ark., 2006; Karmali ve ark., 2010; Bugarel
ve ark., 2011; Persad ve LeJeune, 2014). Bu nedenle de, dogrudan veya dolayli
olarak sigir diskisi ile kontamine olmus her tiirlii gida maddesi, E. coli O157:H7/H
infeksiyonlar1 agisindan potansiyel bir tehlike olarak kabul gormektedir (Steinmuller
ve ark., 2006; Karmali ve ark., 2010; Farrokh ve ark., 2013). infeksiyonlarin
epidemiyolojileri incelendiginde, salginlar ya da bireysel vakalarin biiylik bir
cogunlugunun yetersiz pisirilmis etler ve pastorize edilmemis ¢ig siitler olmak iizere
hayvan orijinli gidalar araciligi ile olustugu goriilmektedir (Chapman ve ark., 1993a;
Dean-Nystrom ve ark., 1999; Karmali ve ark., 2010; Farrokh ve ark., 2013).

E. coli O157:H7/H" serotipi insanlarda infeksiyonlarin gelismesinde anahtar
rol oynadig: bilinen Siga toksinler (Stx1 ve Stx2), intimin ve enterohemolizin gibi
virulens faktorlerine sahiptir (Law, 2000; Bugarel ve ark., 2011; Bergan ve ark.,
2012). Insan ve hayvan orijinli izolatlar ile hayvansal orijinli gidalardan elde edilen
izolatlarda, bu virulens faktorlerini kodlayan genlerin tek baslarmma ya da kombine
olarak bulunabildigi gosterilmistir (Gyles ve ark., 1998; Law, 2000; Bidet ve ark.,
2005; Seker ve ark., 2010; Rantsiou ve ark., 2012; Akiyama ve ark., 2016) .

Giintimiizde E. coli O157:H7/H" infeksiyonlarinin sagaltiminda antibiyotik
kullanimi tartismali bir konudur. Bazi arastiricilar, antibiyotik kullaniminin Siga
toksin genlerinin in vivo ekspresyonunu artirarak, HC ve HUS'un gelisimini
siddetlendirdigini, bu nedenle infeksiyonlarin sagaltiminda antibiyotiklerin
kullanilmamasi gerektigini belirtmektedirler (Wong ve ark., 2000; Zhang ve ark.,
2000). Buna karsin bazi arastiricilar ise, infeksiyonun erken dénemlerinde kullanilan

ve etkenlerin heniiz direngli olmadiklar1 bazi antibiyotiklerin HUS'un ilerlemesini

onledigini bildirmektedir (Ikeda ve ark., 1999; Shiomi ve ark., 1999).

Afyonkarahisar'da manda diski ve siitlerinden E. coli O157:H7 izolasyonu ile

izolatlarda 6nemli virulens genlerini gosteren sinirh sayida arastirma bulunmaktadir



(Seker ve Yardimei, 2008; Seker ve ark., 2010). Bununla birlikte, 6zellikle, Afyon
kaymaginda bu serotipin varliginin ve virulens genlerinin molekiiler yontemler
kullanilarak gosterildigi bir ¢calismaya ise rastlanmamistir. Sunulan ¢alismanin temel
amaci, Afyonkarahisar'da satisa sunulan Afyon kaymaklarindan toplum saglig
acisindan biiyiik 6neme sahip E. coli O157:H7/H" serotipinin izolasyonu ve izole
edilen tiirlerde infeksiyonlarin patogenezinde 6nemli rol oynayan Siga toksin,
enterohemolizin ve intimin virulens genlerinin  varhiginin Polimeraz  Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile arastirilmasidir. Ayrica, izole edilen suslarin, tilkemizde tedavi
ya da koruma amagli yaygin olarak kullanilan ¢esitli antibiyotiklere karsi direnglilik
durumlart da incelenecektir. Afyonkarahisar'da kaymak Orneklerinde ilk kez
molekiiler yontemler kullanilarak gerceklestirilecek bu c¢alismada, hem bdlge
hayvanciligina hem de kaymak iiretimi ve tiiketimi noktasinda insan sagligina etkisi

acisindan katki saglanmasi da calismanin alt hedefleri olarak secilmistir.

1.1. Afyon Kaymag ve Uretimi

Tirk Gida Kodeksi Krema ve Kaymak Tebligi'nde kaymak, agirlikga en az %60
oraninda siit yagi igeren krema olarak ifade edilirken, Afyon kaymag ise manda
stitlinlin teknigine uygun kaynatilarak 92 °C'de en az 2 dakika tutulmasi ve teknigine

uygun sogutulmasi ile elde edilen {iriin olarak tanimlanmaktadir (TGK, 2003).

Kaymak, siitiin yagdan zengin olan kismidir. Kiirecikler halinde bulunan siit
yaginin 6zgil agirlig1 0,931 g/ml iken, siitiin plazma kisminin 6zgiil agirhig ise 1,034
g/ml olarak bilinmektedir. Siit, uzun siire bekletildiginde 6zgiil agirlig1 daha diisiik
olan yag kismi yukarn ¢ikarak, yag kiirecikleri biiyiik kitleler halinde siit yilizeyinde
toplanir. Giderek yagca zenginlesen bu tabaka, biiylik bolimi siit yagi igeren

kaymak tabakasini olusturur (inal, 1990).

Cig siitiin kalitesinin iiriin kalitesini de direkt etkilemesi nedeniyle, iyi
kalitede bir kaymak elde etmek i¢cin hammaddenin de kaliteli olmas1 gerekmektedir.
Bu nedenle kaymak yapilacak siitiin hilesiz, asitliginin yiikselmemis, bakteriyolojik

kalitesinin iyi, tat ve kokusunun kusursuz olmasi, kimyasal koruyucu maddeleri



icermemesi istenmektedir (Demirci ve ark., 1992; Kogak, 1995; Uysal ve ark., 1995).
Ayrica, asitligi yiikselmis siitlerin 1sitildiklarinda kesilmeleri nedeniyle siitiin taze
olmasi da iyi kalitede bir kaymak elde etmek igin 6nemli bir unsurdur (Kogak, 1995;

Tekingen, 2000; Demirci ve Simsek, 1997).

Bir gesit konsantre krema olan kaymak iiretiminde, taze manda siitii ya da
manda siitliniin yetersiz olmasi durumunda yag orani krema ilave edilerek artirilan
inek sitii kullanilmaktadir. Geleneksel yontemlerle kaymak iiretiminde, sagimi
takiben c¢ift katli tiilbent bezinden siiziilen manda siitii, aliminyum veya kalayl
bakirdan yapilmis kaymak tavalarina alinarak, siite 6nce 70-75 °C’ye kadar 6n 1sitma
islemi uygulanir. Uretim inek siitii kullanilarak yapilacak ise, siite %10 oraninda taze
krema ilave edilir. On 1s1tmay1 takiben, tavalarda bulunan siit 4-5 saat siireyle siirekli
karistirtlarak  90-95 °C’ye kadar 1sitilir. Bu siirenin sonunda siit 8-10 cm
derinligindeki tavalara belirli bir yiikseklikten aktarilarak kopik olusumu ve
kaymaga Ozgli gozenekli yapinin olusmasi saglanir. Tavalar, kendi halinde
bekletilerek 40-45 °C’ye kadar sogumalari saglanir. Ardindan, kisa siireli olarak 70-
75 °C’ye kadar tekrar 1sitilan tavalar, soguk bir odada 24 saat bekletilir ve kaymak
tabakasinin iyice sekillenmesi saglanir. Tava ylizeyine kii¢iik buz pargaciklar
serpilerek kaymak keskin bigakla dilimlenip lile haline getirilerek paketlenir ve

tilketiciye sunulur (Yilsay ve Bayizit, 2002).

Modern yontemler ile kaymak iiretiminde ise, ilk olarak gerekli fiziksel ve
kimyasal kontrolleri yapilan siit, disk filtrelerden gecirilerek kaba fiziksel kirlilik
unsurlarindan, seperatorlerden gegirilerek ise daha kiigiik kirlilik unsurlarindan
armdirthir. Sonrasinda, 60 °C' ye kadar isitilan siitin kaymak kismi kaymak
seperatorii yardimiyla siitten ayrilir. Elde edilen kaymak %60 siit yagi igerecek
sekilde standardize edilir. Once 90-95°C' de 3-5 dakikalik 1sitmay1 takiben, 25-30
°C' ye kadar sogutularak pastorize edilir. Ardindan uygun kaplara dolumu yapilarak
4-6 °C' ye kadar sogutulur ve 12 saat siireyle ayn sicaklikta dinlendirilip tiiketici igin
satisa hazir hale getirilir (Batu ve ark., 2008 ).



Manda siitiinden yapilan kaymak kahvaltilik olarak tiiketilebildigi gibi,
geleneksel tatlilarin  yaninda ikram edilmekte, ayrica, lokum yapiminda da

kullanilmaktadir (Ipek ve Zorba, 2008).

1.2. Escherichia coli

Ik kez Alman bakteriyolog Teodor Escherich tarafindan 1885'de diyareli bir
cocugun digkisindan izole edilerek tanimlanmig ve Bacterium coli commune olarak
adlandirilmis olan etkenin (Levine, 1987; Anon., 2014), Escherichia coli olarak
isimlendirilmesi 1919'da Castelani ve Chalmers tarafindan yapilmistir (@rskov,
1984).

Insan ve sicakkanli hayvanlarin gastrointestinal sisteminin kommensal
bakterileri olan E. coli'ler digk: kiiltiirlerinden en ¢ok izole edilen bakterilerdir (Holt
ve ark., 1994; Willke, 2008). Kommensal flora bakterisi E. coli'lerin memelilerin
bagirsaklarini tercih ederken, patojen E. coli’lerin ise bagirsak mukozasina penetre
olup bagirsak epitelini asarak dolasim sistemine karistigi, buradan da uygun doku ve
organlara lokalize olduklari bilinmektedir (Holt ve ark., 1994; Quinn ve ark., 2004).
Besin hijyeninde de indikator mikroorganizma olarak kabul edilen ve gidalarda
bulunmasi fekal kontaminasyonun gostergesi olarak degerlendirilen E. coli'ler, bazi
serotiplerinin insan ve hayvanlarda 6liimciil infeksiyonlara neden oldugunun ortaya

cikmasiyla potansiyel patojenler olarak kabul edilmistir (Nataro ve Kaper, 1998).

E. coli’ler, Bacteria aleminin, Proteobacteria boliimii, Gamma proteobacteria
smifi, Enterobacteriales takimi, Enterobacteriaceae ailesi, Escherichia cinsi
icerisinde yer alirlar (Anon., 2014). Etkenler, Gram negatif, diizgiin comak seklinde,
aerofilik ya da fakiiltatif anaerofilik ozellikte, cogunlukla hareketli ve sporsuz
bakterilerdir (Holt ve ark., 1994; Quinn ve ark., 2004). E. coli; genel besiyerleri ile
selektif ve diferansiyel besiyerlerinde 37 °C’de 24 saat igerisinde genellikle gozle
goriilebilir biiylikliikte, diizgiin kenarli, S- tipli koloniler olustururken, bazi suslarin
ise kiigiik ve kuru goriiniimlii R- tipli koloniler ile mukoid ozellikteki koloniler

meydana getirdigi de goriiliir. Genellikle, patojen olan bazi suslari kanli agarda



hemoliz olusturma yetenegindedir. Etkenler, buyyonda 37 °C’de 18-24 saat
icerisinde hafif bir bulaniklik olusturarak tirer (Holt ve ark., 1994; Quinn ve ark.,
2004; Izgiir, 2006). Etkenlerin optimal iireme 1s1s1 37 °C olmasima ragmen 20-40
°C’de, optimal pH’s1 7-7,2 olmasina ragmen pH 5-8’de de iireyebilmektedirler
(Izgiir, 2006).

E. coli, genellikle glukoz, sukroz, laktoz, mannitol gibi bazi karbonhidratlari
asit ve gaz olusturarak fermente etme 6zelligine sahiptir. Indol ve Metil Red (MR)
testleri pozitif, Voges Proskauer (VP), sitrat, lireaz ve hidrojen siilfiir (H,S) testleri
ise negatif olan E. coli, sitratlar1 da kullanamaz. Ayrica oksidaz negatif olan E. coli,
nitratlar1 nitritlere indirgeme yetenegine de sahiptir (Holt ve ark., 1994; Quinn ve
ark., 2004; Izgiir, 2006).

E. coli'nin antijenik yapisi olduk¢a komplike olup, bu yapilar &zellikle
patojen suslarda onem tasimaktadir (Izgiir, 2006). Ilk kez 1921'de Dodgeon
tarafindan E. coli suslar1 arasindaki serolojik iliskiler ortaya konmus, daha sonra
Lowel E.coli’nin kapsiil antijeni ve somatik antijen olmak tizere iki ¢esit antijeni
oldugunu belirtmis, 1943'de ise Kauffmann tarafindan etkenin flagella antijeninin de
oldugu gosterilmistir. Kauffmann tarafindan 1944°te, E. coli’lerin serolojik
klasifikasyonu icin giiniimiizde modifiye edilerek kullanilmakta olan Kauffman
semast olusturulmustur. Bu semaya gore, E. coli’ler somatik “O” antijenlerine,
flagellar “H” antijenlerine ve kapsiiler “K” antijenlerine gore serotiplendirilmektedir
(Nataro ve Kaper, 1998). Somatik “O” antijenine gore yaklasik 160’dan fazla,
kapsiiler “K” antijenine gore 100'e yakin ve flagellar “H” antijenine gore de 60’a

yakin serogrup oldugu tespit edilmistir (Kuntz ve Kuntz, 1999; izgiir, 2006).

Giintimiizde insan ve hayvanlarda, 6zellikle diyare iliskili infeksiyonlara
neden olan patojen E. coli suslari; biyokimyasal ve molekiiler karakterleri, virulens
ozellikleri, patojenite mekanizmalari, iirettikleri toksin tipleri, neden olduklari klinik
semptomlar, epidemiyolojik farkliliklar1 ve sahip olduklar1 O ve H antijenlerine gore;
enteropatojenik  (EPEC), enterotoksijenik (ETEC), enteroinvaziv (EIEC),
enteroagregatif (EAgQEC), diffuz adherent (DAEC) ve enterohemorajik (EHEC)



olmak tizere alti grupta siniflandirilmaktadir (Padhye ve Doyle, 1992; Nataro ve
Kaper, 1998; Karmali ve ark., 2010; Kiranmayi ve ark., 2010). Ancak, tanimlanmig
bu alt1 gruba ilave olarak bazi arastirmacilar tarafindan Verotoksijenik (VTEC)
ve/veya Sigatoksijenik (STEC) olarak da tanimlanan E. coli suslarinin, baska gruplar
ile de ifade edilebilmesi, bu konudaki terminolojiyi karisik bir hale getirmektedir
(Mainil, 1999). Patojen E. coli gruplart ve bazi temel Ozellikleri Tablo 1.1.'de

gosterilmistir.



Tablo 1.1. Patojen E. coli gruplar1 ve bazi dnemli 6zellikleri (Mainil, 1999)

Patojen Grup

Ozellikleri

Enteretoksijenik E.coli (ETEC)

Turist diyarelerin %350’sinden fazlasindan
sorumludur.

En ¢ok fekal materyalle bulagsmis sular, bu sularla
temas eden ¢ig sebzeler, ¢ig siit ve peynirlerde
bulunur.

Infeksiyon dozu 102-10""dur.

Istya direngli (heat stabil; HS) ve duyarli (heat labil;
HL) iki enteretoksini vardir.

Istya duyarl enterotoksini Vibrio cholerae toksinine
benzer.

Enteropatojenik E.coli (EPEC)

Cocuklarda ishalin en 6nemli nedenlerindendir.
infeksiyon dozu 10°-10'*dur.

Ince bagirsak epiteline yapigarak mikrovilluslarin
tahribine neden olur. Bundan sorumlu olan yap1
‘EPEC-adhezyon faktorii’ olarak adlandirilir.

Enteroinvazive E.coli (EIEC)

Shigella dizanterisine benzer kanli ishale neden olur.
Kontamine gidanin tiiketilmesiyle M hiicreleri ve
makrofajlar ile miicadele ederek kolon epitelini
etkiler ve hiicrelerin apoptozisine neden olur.
infeksiyon dozu 10°-10° arasindadir. Bu nedenle
Shigellozisden farklidir. Ciinkii Shigella'lar 10*ten
az bakteri ile infeksiyon olusturur.

Enteroagregatif E.coli (EAggEC)

Tropikal ve subtropikal bolgelere seyahat eden
kisilerde ve immun sistemi baskilanmis ozellikle
AIDS ile ilgili diyarelerde izole edilmektedir.

Diffuz adherent E.coli (DAEC)

Daha onceleri EPEC grubunda yer almaktaydi.

Diffuz adhezyon ile karakterize olup ¢ocuklarda
stireklilik gosteren diyarelere neden olmaktadir.
Patogenezi tam olarak agiklanamamustir.

Enterohemorajik E.coli (EHEC)

Baslica kaynak sigir olmakla birlikte diger sicakkanli
hayvanlarda da bulunabilir.

Shiga toksine benzer Verotoksin tiretirler.

Enfeksiyon dozu 10*? kob/g gibi ¢ok diisiik bir
degerdir.

Hemorajik  kolitis, hemolitik {iremik sendrom,
trombotik trombositopenik purpura olmak iizere ii¢
temel sendroma neden olur.




1.2.1. Enterohemorayjik E. coli O157:H7/H

Enterohemorajik E. coli'ler; alfa ve beta hemolizinlerden farkli yapida ve
enterohemolizin olarak isimlendirilmis bir hemolizin {iretebilen, bir kism
tanimlanabilmis ¢esitli sitotoksinler (verositotoksin ya da Siga toksin) sentezleyen ve
bu sitotoksinlerle mikrovilluslarda baglanma ve silinme (attaching/effacing-A/E)
lezyonlar1 olarak adlandirilan lezyonlara sebep olan suslardir (Milon ve ark., 1999).
EHEC grubu ¢ok sayida serotip i¢cermekle birlikte, aralarinda en 6nemlisi E. coli
O157:H7/H" serotipidir (Nataro ve Kaper, 1998; Karmali ve ark., 2010; Kiranmayi
ve ark., 2010). Bu serotip, son yillarda tiim diinyada gida kaynakli infeksiyonlara
neden olan patojenler arasinda en 6nemlilerinden birisi olarak kabul edilmekte ve
halk saglig1 agisindan potansiyel bir tehlike olarak goriilmektedir (Armstrong ve
ark., 1996; Park ve ark., 1999; Bidet ve ark., 2005; Karmali ve ark., 2010; Ko ve
ark., 2016).

Ik olarak 1975 yilinda California’da kanli diyare semptomu gdsteren bir
kadin hastadan izole edilen E. coli O157:H7 serotipinin (Watt, 1988; Padhye ve
Doyle, 1992) 6nemli bir insan patojeni olarak kesin identifikasyonu, 1982 yilinda
Oregon (26 vaka) ve Michigan’da (21 vaka) yetersiz 1s1l islem gérmiis kontamine
hamburgerlerin  tiiketilmesinden  kaynaklanan  gastroenteritis  salginlarinda
gerceklestirilmistir (Armstrong ve ark., 1999; Park ve ark., 1999; Karmali ve ark.,
2010). O’Brien ve Laveck (1983) tarafindan 1983 yilinda Kuzey Amerika’da goriilen
bir HC salgminda Siga toksin iireten E. coli O157:H7 salgindan sorumlu primer
etken olarak tanimlanmig, 1985’de Karmali ve ark. (1985) Siga toksin iireten E.
coli'lerin HUS ile iliskili oldugunu ileri siirmiis, Scotland ve ark. (1983) tarafindan
ise E. coli’lerdeki Siga toksin 1 (Stx1) ve Siga toksin 2 (Stx2) sentezini kontrol eden
genlerin varligi gosterilmistir. Salginlarda izole edilen suslarin, EIEC'ler gibi invazif
ozellikte olmadiklari, ETEC'ler gibi enterotoksinler sentezlemedikleri ve EPEC'lerin
neden oldugu klinik belirtilerle benzerlik gostermediklerinin belirlenmesi {izerine
(Sack, 1987), Levine (1987) tarafindan bu yeni gastrointestinal E. coli grubunun

EHEC olarak isimlendirilmesi 6nerilmis ve kabul edilmistir.
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Serotipin kesin identifikasyonunun yapildig1 tarihten gilinlimiize, diinyanin
pek cok iilkesinde, basta hayvansal gida kaynakli infeksiyonlar olmak iizere, ¢ok
sayida 6liimle sonuglanan salgin ve bireysel vakalardan primer patojen olarak E. coli
O157:H7/H izolasyonu gergeklestirilmis ve E. coli O157:H7/H" serotipi giderek
onem kazanmustir (Wall ve ark., 1996; Michel ve ark., 1999; Jo ve ark., 2004; Ko ve
ark., 2016) .

E. coli O157:H7/H" serotipi diger E. coli'lerin kiiltiirel identifikasyonunda
kullanilan pek ¢ok biyokimyasal teste benzer reaksiyon vermekle birlikte; sorbitolii
fermente edememesi, B-glukuronidaz enzim aktivitesine sahip olmamasi, 44,5 °C ve
tizerindeki sicakliklarda iyi tireyememesi, enterohemolizin tiretimi ve 60 MDa'luk
pO157 plazmidi tagimasi gibi 6zellikleri ile diger E. coli'lerden ayrilmaktadir (Smith
ve Scotland, 1993; Halkman ve ark., 2001, Kehl, 2002; Karmali ve ark., 2010).
Ancak, son yillarda yapilan arastirmalarda atipik E. coli O157:H7/H  olarak
tanimlanan baz1 suslarin, 6zellikle sorbitolii fermente edebildigi de gosterilmistir

(Karch ve Bieleszewska, 2001; Bettelheim ve ark., 2002).

Optimum tireme pH'st 7,2 ve optimum iireme 1s1 37 °C olan E. coli
O157:H7'nin, dondurulmus ya da sogukta muhafaza edilen iiriinler, diisik su
aktivitesine sahip Urlinler ve asidik Ozellikteki gidalarda uzun siire canliligim
stirdiirebildigi, pH's1 4,5-5,5 araligindaki bir ortamda aside adapte olarak direng
kazandig1 belirtilmektedir (Doyle, 1991; Russell ve ark., 2000; Kehl, 2002; Tosun ve
Goniil, 2003). Etkenin asidik ortama gosterdigi direncin, midenin kuvvetli asit
ortamindan rahatlikla gegmesinde rol oynadig: diistiniilmekte, pH’s1 1-2 olan insan
midesinde yaklasik ii¢ saat siiren sindirim sirasinda canli kalip, buradan bagirsaklara
gecmesi de bu goriisii desteklemektedir (Park ve ark., 1999; Russell ve ark., 2000;
Kehl, 2002). Ayrica, aside direng, etkenin infektif dozunun ¢ok diisiik olmasina (100-
101) neden olan bir faktor olarak degerlendirilmektedir (Griffin ve Tauxe, 1991; Park
ve ark., 1999; Tosun ve Goniil, 2003).
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E. coli O157:H7/H’nin epidemiyolojisine yonelik yapilan g¢alismalarda,
etkenin baglica kaynaginin saglikli ruminantlar, 6zellikle de sigirlar, oldugu, bu
hayvanlarin digkilarinda yogun oranda etkeni bulundurmalarindan dolay1 etkenin
etrafa yayilmasinda primer rezervuarlar gorevi gordiikleri kabul edilmektedir
(Chapman ve ark., 1993b; Caprioli ve ark. 2005; Kiranmayi ve ark., 2010; Ko ve
ark., 2016). Bununla birlikte, siit ineklerinin diger ruminantlarla kiyaslandiginda
serotipi daha yiiksek oranda tagidigini bildiren goriisler de bulunmakta, ancak, siit
ineklerinin bu patojenin ana kaynagi olup olmadigi, siitiin sagim ya da nakliye
sirasinda kontamine olup olmadigi netlik tasimamaktadir (Wells ve ark., 1991;
Garber ve ark., 1999). Etken sigir ve siit inekleri disinda saglikli koyun, ke¢i, manda,
domuz, kedi, kopek, kanatli hayvanlar, bizon, rengeyigi, ayi, yavru foklar ve
penguenler gibi ¢ok ¢esitli hayvan tiirlerinden de izole edilebilmis ve bu hayvanlarin
da infeksiyonlar igin rezervuar olabilecekleri belirtilmistir (Beutin, 1999; Mainil,
1999; Wasteson ve ark., 1999; Li ve ark., 2004; Wales ve ark., 2005; Seker ve ark.,
2010; Persad ve LeJeune, 2014).

Direkt ya da dolayli olarak etkeni tasiyan hayvanlarin digkilar ile kontamine
olmus her tiirli gida maddesi ve sular, E. coli O157:H7/H" infeksiyonlar1 igin
potansiyel bir tehlike teskil etmektedir (Samadpour ve ark., 1994; Rickert ve ark.,
2000; Meyer-Broseta ve ark., 2001; Caprioli ve ark 2005). Epidemiyolojik veriler
infeksiyonlarin biyiik bir kisminin digki ile kontamine olmus etlerin yeterince
pisirilmeden tiiketilmesi ve pastorize edilmemis ¢ig siitlerin tliketilmesi ile iliskili
olarak sigir ve siit inegi orijinli gidalar araciligi ile olustugunu gostermektedir (Riley
ve ark., 1983; Chapman ve ark., 1993a; Park ve ark., 1999; Karmali ve ark., 2010).
E. coli O157:H7/H" serotipi ile siit inekleri ve ¢ig ya da pastorize siit tiiketimine bagl
salginlar arasindaki iliski, siit endiistrisi a¢isindan 6nem tagimaktadir (Upton ve Coia,
1994). Etkenin insanlara bulagsmasinda ¢ig siitiin bir araci olabilecegi, ilk kez 1986'da
Wisconsin’deki bir siit ciftliginde ¢ig siit tiiketen ¢ocuklarda HC ve HUS’un
belirlenmesiyle gosterilmistir (Massa ve ark., 1999). Infekte hayvanlar veya bunlarin
digkilar ile direkt temas (Griffin ve Tauxe, 1991; Locking ve ark., 2001) ile infekte
insanlarla direkt temas da diger bulagsma kaynaklar1 olarak bilinmektedir (Dorn,

1995; Mead ve Griffin, 1998).



12

EHEC O157:H7/H suslarinin neden oldugu infeksiyonlarin patogenezinde
rol alan en 6nemli viriilans faktorleri:
Siga toksin 1 ve 2 (Stx 1 ve Stx 2),
Yeni tip hemolizin olarak tanimlanan enterohemolizin,
Konak hiicreye baglanmadan sorumlu, dis membran proteini intimin,
Enterohemolizinin kodlanmasindan sorumlu pO157 plazmidi,
Tip I sekresyon sistemi tarafindan salinan proteinler,
Hiicre duvari lipopolisakkariti olarak bilinmektedir (Mainil, 1999; Park ve ark.,
1999; Donnenberg ve Whittam, 2001; Eklund, 2005; Mora ve ark., 2005; Karmali ve
ark., 2010).

E. coli O157:H7/H" serotipi Shigella dysenteriae tip-1 tarafindan sentezlenen
Siga toksinlere benzerligi nedeniyle, ilk olarak 1977°de literatiire gecmis ve Siga
benzeri toksin (SLT) olarak isimlendirilmis sitotoksinler (SLT-1, SLT-2) sentezler.
Giiniimiizde SLT isimlendirmesi yerini, Siga toksinler (Stx1, Stx2) ya da Vero
hiicreleri (Afrika yesil maymun bobrek hiicreleri) igin sitotoksik etkisinden dolayi
Verotoksinler/Verositotoksinler (VT1, VT2) terimlerine birakmistir (Mainil, 1999;
Donnenberg ve Whittam, 2001; Karmali ve ark., 2010; Bergan ve ark., 2012).
Biyokimyasal 6zellikleri bakimindan benzerlik, serolojik olaraksa farklilik gosteren
bu Siga toksinler (Stx1, Stx2), 33 kDa'luk bir A alt birimi ve her biri yaklasik 7,7
kDa olan pentamer yapida bir B alt biriminden olugmaktadir. Biyolojik aktiviteden
sorumlu molekiil olan A alt birimi, 28S ribozomal RNA’daki (rRNA) protein
sentezini inhibe eden bir aminoglikosidazdir ve proteoliz sonucunda biiyiik N-
terminal A1l (enzimatik aktiviteyi gergeklestiren) ve C-terminal A2 fragmentlerine
ayrilir. B alt birimi ise, konak¢1 bobrek korteksinde bolca bulunan ve Siga toksin
reseptoric olan glikolipid globotriyoskleramide (Gbs), toksinin baglanmasindan
sorumludur. Toksinin B alt biriminin hiicrelerdeki bu reseptore baglanarak igeri
girdikten sonra, A alt biriminin enzimatik olarak Al fragmentine indirgendigi, bu
fragmentin de daha sonra 28S rRNA’daki protein sentezini inhibe ettigi ve apoptozis
yoluyla hiicre dliimiine yol agtigi diisiiniilmektedir (Paton ve Paton, 1998; Park ve
ark., 1999; Donnenberg ve Whittam, 2001; Bergan ve ark., 2012). Kolonda aktif olan

bu toksinlerin, insanlarda diyarenin sekillenmesinde primer faktér olmadiklari,
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ancak, endotelial hiicrelere baglanarak 6zellikle HC durumunda kanamanin
sekillenmesi ve HUS un gelismesinde etkin olduklar1 kabul edilmektedir (Mainil,
1999; Bergan ve ark., 2012). insan ve hayvan orijinli klinik izolatlarda farkli Siga
toksin tipleri ve varyantlarinin varhig: bildirilmistir (Mohammad ve ark., 1985; Wall
ve ark.,1996; Bidet ve ark., 2005; Seker ve ark., 2010; Bergan ve ark., 2012;
Akiyama ve ark., 2016).

Beutin ve ark. (1988) tarafindan 1988'de tespit edilen ve yeni tip hemolizin
olarak kabul edilen enterohemolizinin, diger E. coli’lerden farkli olarak Siga toksin
tireten E. coli O157:H7/H serotipleri tarafindan olusturuldugu bildirilmektedir.
Yapilan galigmalarda Siga toksin ve enterohemolizin {iretimi arasinda siki bir iligki
olduguna dikkat ¢ekilmekte ve bunun, Siga toksin iireten E. coli suslarmin hizl
saptanmasinda bir gosterge olabilecegi bildirilmektedir (Beutin ve ark., 1989;
Cookson ve ark., 2007; Karmali ve ark., 2010). Enterohemolizinin infeksiyonlarin
patogenezindeki rolii hala agiklik kazanmamasina ragmen, enterositlerin ve 6zellikle
sigir 16kositlerinin lizisine yol a¢tig1 diistiniilmektedir (Schmidt ve ark., 1995; Bauer
ve Welch, 1996; Zhang ve ark., 2012).

Enterosit silinme lokusu (LEE) olarak adlandirilan 43-kb’lik patojenite
adasinda yer alan eae (E. coli baglanma ve silinme) geni tarafindan kodlanan, 94-97
kDa’luk bir dig membran proteini olan intimin, E. coli O157:H7/H" infeksiyonlarmin
patogenezinde 6nemli role sahip bir diger virulens faktoriidiir (Kaper ve ark., 1998;
Park ve ark., 1999; Judge ve ark., 2004). Etken; konak¢1 bagirsaginda enterositlerin
membranlarina yapismakta ve mikrovilluslar ile stoplazma kayiplarina neden
olmaktadir. E. coli O157:H7/H" ile infekte hastalarda goriilen bu lezyonlar
“baglanma ve silinme (A/E) lezyonlari” olarak adlandirilmaktadir. Intestinal
kolonizasyon ve bu lezyonlarin sekillenmesinde intiminin 6nemli bir rol oynadigi
belirtilmektedir (Kaper ve ark., 1998; Mainil, 1999; Judge ve ark., 2004).
Gnotobiyotik domuz yavrulari, infant tavsanlar, neonatal buzagilar ve bir giinliikk
civcivler gibi bircok hayvanda ve ayrica in vitro memeli hiicre kiiltiirii modellerinde
EHEC suslarmin A/E aktivitesi gosterilmistir. Ince barsagin proksimal kismi1 ve kalin

barsaga kolonize olan EPEC suslarinin aksine EHEC suslari, kolon ve terminal
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ileumdaki yiizey ve glandiiler epitel hiicrelerinde tipik lezyonlar olustururlar (Whipp
ve ark., 1994; Dean-Nystrom ve ark., 1997; Judge ve ark., 2004) .

EHEC O157:H7/H" suslarinin biiyiik bir kisminda, varligi ilk olarak 1990
yilinda gosterilen 60 MDa'luk pO157 plazmidi bulunmaktadir. Enterohemolizinin de
icinde oldugu, katalaz peroksidaz, serin proteaz ve bir Tip Il sekresyon sistemi gibi
cesitli potansiyel virulens faktorleri bu plazmid tarafindan kodlanmaktadir (Schmidt
ve ark., 1995; Park ve ark., 1999). pO157 plazmidinin EHEC infeksiyonlarinin
patogenezindeki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte, yapilan caligmalarda
fimbrianin epitel hiicrelerine adhezyonu i¢in gerekli oldugu bildirilmistir (Schmidt ve
ark., 1995; Nataro ve Kaper, 1998; Law, 2000).

Pek ¢ok Gram negatif bakteride bulunan Tip III sekresyon sistemi araciligiyla
salinan Esps (E. coli-secreted proteins) gibi bazi immunreaktif proteinlerin E. coli
O157:H7/H" tarafindan da salindig1 bildirilmistir. Bu immunreaktif proteinlerin tipik
A/E lezyonlarinin sekillenmesi igin gerekli sinyal transdiiksiyonunda rol aldigi
belirtilmektedir. Tip 111 sekresyon sistemi bu proteinlerin sitoplazmadan direkt olarak

hiicre ylizeyine tasinmasinda gorev almaktadir (Park ve ark., 1999; Law, 2000).

E. coli O157:H7/H" serotipi de, tim diger Gram negatif bakterilerde de
bulunan tipik lipopolisakkarit yiizey yapisina sahiptir. Somatik antijen ya da “O”
antijeni olarak bilinen lipopolisakkarit, lipid A ve O polisakkaritinden olusmaktadir.
Serotipin antijenik determinanti olarak kabul edilen O polisakkaritinin, E. coli
0157:H7/H”nin konak epitel hiicrelerine adezyonunda 6nemli bir role sahip oldugu

bilinmektedir (Park ve ark., 1999; Law, 2000).

E. coli O157:H7/H" serotipiyle dogal veya deneysel yolla infekte hayvanlarin
biiyiikk ¢ogunlugunda tipik Kklinik bulgulara rastlanilmadigi, ¢ok azinda gegici ve
hafif bir ishal gozlenebildigi belirtilmekte, bu nedenle de primer rezervuarlar olarak
kabul edilen sigirlar ve bu serotipin izole edildigi diger hayvanlarin, E. coli
O157:H7/H" infeksiyonlarma direngli olduklari, etkenin bu hayvanlar i¢in, genellikle,
patojenik olmadigi bildirilmektedir (Cody ve ark., 1999; Mainil, 1999; Synge, 2000;
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Wray ve ark., 2000). Dean-Nystrom ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada
da, E. coli O157:H7’nin ii¢ haftaliktan biiyiik buzagilar i¢in patojenik olmadigi
vurgulanmistir. Cray ve Moon (1995), saglikl yetiskin sigirlar i¢in infeksiyoz dozun
oldukg¢a yiiksek oldugunu, E. coli O157:H7’nin fekal sa¢iliminin, buzagilarda
yetiskin sigirlara gore daha uzun siire devam ettigi ve serotiple infekte pek cok

yetiskin sigirin klinik belirti gostermedigini belirtmistir.

Gida kaynakli en Onemli bakteriyel zoonotik ajanlardan olan E. coli
O157:H7/H" serotipi; insanlarda HC, kanli veya kansiz diyare, HUS ve TTP olarak
tanimlanan ciddi ve ¢ogu kez letal etkili infeksiyonlara neden olmaktadir (Padhye ve
Doyle, 1992; Coia, 1998; Nataro ve Kaper, 1998; Park ve ark., 1999). HC; her
yastaki bireylerde ani olarak ortaya ¢ikan krampli karin agrilart ve bunu izleyen 24-
48 saat igerisinde gelisen sulu diyare ile karakterizedir. Diyarenin siddeti arttikca
diskidaki kan miktar1 artmakta ve diski zamanla tiimiiyle kanli hale gelmektedir. HC,
etkilenen insanlarda atesin goriilmemesi ve digkida fazla miktarda kan bulunmasi ile,
Sigelloziste ve EIEC’lerin neden oldugu gastroenteritislerde tanimlanan tipik
belirtilerden ayrilmaktadir (Padhye ve Doyle, 1992; Coia, 1998; Park ve ark., 1999).
HUS; ozellikle kiiglik yastaki cocuklarda ve genclerde akut renal yetmezlik,
mikroanjiyopatik hemolitik anemi ve trombositopeni ile karakterize edilen {iglii bir
sendrom olarak ortaya ¢ikar (Coia, 1998; Nataro ve Kaper 1998). Ayrica hastalarda
olimle sonuglanabilen kalp yetmezligi, koma, hipertansif ensefalopati gibi
kardiyovaskuler ve merkezi sinir sistemi bozukluklart gelisebilir. E. coli O157:H7/H
"nin Siga toksinlerinin endotel hiicrelerine zarar vererek bobrek ve diger organlardaki
kapillarlarda mikrotrombuslara yol ac¢tig1 ve bu sekilde HUS un patogenezinde rol
aldig1 disiintilmektedir. (Padhye ve Doyle, 1992; Coia, 1998; Park ve ark., 1999).
Klinik bulgular1 agisindan HUS’a benzerlik gosteren ve genellikle yetiskinlerde
goriilen TTP'da ise; merkezi sinir sistemi bozukluklar1 daha temel bir 6zellik olup,
mikroanjiyopatik hemolitik anemi, trombositopeni, ates ve azotemi gibi bulgularla
karakterizedir. Ayrica beyin kanamasi sonucu ¢ogunlukla 6liim goriiliir (Padhye ve
Doyle, 1992; Nataro ve Kaper 1998; Park ve ark., 1999).
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E. coli O157:H7 serotipinin ¢esitli gidalar, fekal numuneler ve diger klinik ve
cevresel orneklerde aranmasi ve teshisine yonelik farkli yontemler kullanilmakta,
teshisde Onerilen standart bir prosediir bulunmamaktadirdir. Teshis amagli kullanilan
yontemler genellikle, serotipin biyokimyasal Ozelliklerine dayanan Kkiiltiirel
yontemler ve Siga toksinlerin neden oldugu sitotoksik etkilerin gosterilmesine
dayanan biyolojik testler, Siga toksinlere, O157 ve H7 antijenlerine kars1 monoklonal
ve poliklonal antikorlarin kullanildigi immunokimyasal yontemler ve virulens
genlerinin tespitine dayanan molekiiler yontemleri kapsamaktadir (Karch ve ark.,
1999; Tutenel ve ark., 2003; Karmali ve ark., 2010; Rantsiou ve ark., 2012; Farrokh
ve ark., 2013).

E. coli O157:H7/H infeksiyonlarinda sagaltim amach antibiyotiklerin
kullanim1 konusunda farkli goriisler bulunmaktadir. Bazi arastiricilar tarafindan
infeksiyonda antibiyotik kullaniminin Siga toksin genlerinin in vivo ekspresyonunu
artirarak HC ve HUS'un gelisimini siddetlendirdigi vurgulanmaktadir (Wong ve ark.,
2000; Zhang ve ark., 2000). Buna ilave olarak, CDC'nin (Centers for Disease Control
and Prevention, Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri) 2002 raporuna gore farkli
kaynaklardan izole edilmis E. coli O157 suslarinin %10’unun bir ya da daha fazla
antibiyotige direngli oldugu, %7’sinin ise ¢oklu antibiyotik direnci gosterdigi
bildirilmistir (Schroeder ve ark., 2002). Buna kasin bazi arastiricilarsa, infeksiyonun
erken donemlerinde kullanilan ve etkenlerin heniiz direngli olmadiklart bazi
antibiyotiklerin HUS'un ilerlemesini 6nledigini bildirmektedir (Ikeda ve ark., 1999;
Shiomi ve ark., 1999).

E. coli O157:H7 infeksiyonlarindan korunma amaglh etkenin inhibisyonu
icin ¢esitli kimyasallar kullanilmakta, bunlardan klor, 6zellikle igme ve kullanma
sular1 i¢in uygun bulunurken, ¢esitli dezenfektanlarin da organik asitlere gore daha
etkili oldugu belirtilmektedir (Mead ve Griffin, 1998; Gannon, 1999; Karmali ve
ark., 2010). Genel hijyenik kurallara uyulmasi da infeksiyonlardan korunmada énem
tasimaktadir. Bu amacla basta kesimhane ve mezbahalar olmak iizere tim gida
tretimi ve islenmesi ile ilgili yerlerin, fekal kontaminasyon ve bir gidadan digerine

kros kontaminasyon riskinin azaltilmas1 amaciyla sanitize edilmeleri onerilmektedir.
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Karkaslarin su veya uygun soliisyonlarla yikanmasinin da fekal materyallerin
uzaklagtirilmasinda bir dereceye kadar da olsa etkili oldugu belirtilmektedir. Ayrica,
ozellikle, ciftlik hayvanlar yetistiriciligi yapilan yerlerde periyodik olarak
hayvanlardan diski1 6rnegi alinarak, E. coli O157:H7/Hye yonelik izolasyon ve fekal

sacilim taramalar1 yapilmasi dnerilmektedir (Gannon, 1999).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Calisma, Afyonkarahisar'a bagli ¢esitli merkez ve ¢evre ilge ve koy halk pazarlarinda
ev yapimi ve ticari firmalar tarafindan paketlenmis olarak satisa sunulan Afyon
kaymaklar1 6rneklenerek yiiriitiildii. Bu amagcla, Subat-Nisan 2016 tarihleri arasinda
aseptik kosullarda her hafta 10 adet olacak sekilde toplam 100 adet kaymak
numunesi toplanarak soguk zincirde Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuarina
ulastirildi. Orneklenen kaymak numunelerinin 32'si inek ve manda siitii (karisik),
57'st inek siitii, 11'1 ise manda siitli orijinliydi. Yiiz adet kaymak numunesinin 69'unu
ev yapimi kaymaklar olustururken, 31'ini ticari firmalar tarafindan paketlenmis halde
satisga sunulan kaymaklar olusturdu. Kaymak Orneklerinin toplandig1 yerler,

orneklerin orijini ve liretim tipi Tablo 2.1'de gdsterilmistir.
2.1.2. Standart suslar

E. coli O157:H7 EDL931 pozitif kontrol susu, E. coli ATCC 25922 ise negatif

kontrol susu olarak kullanildi.



19

Tablo 2.1. Kaymak 6rneklerinin toplandigi yerler, drneklerin orijini ve liretim tipi

ORNEK NO ORNEKLERIN ORNEKLERININ URETIM TiPi
TOPLANDIGI YER ORIJINi (TICARI/EV)
1 ESREFPASA KARISIK TICARI
2 BEYYAZI KARISIK TICARI
3 susuz INEK TICARI
4 BEYYAZI INEK EV
5 KUCUKCOBANLAR KARISIK EV
6 KUCUKCOBANLAR MANDA EV
7 BEYYAZI KARISIK EV
8 AKCIN MANDA EV
9 BEYYAZI INEK EV
10 BEYYAZI KARISIK TICARI
11 SUHUT-CAKIROZU INEK EV
12 AKOREN INEK EV
13 AKOREN INEK EV
14 KUCUKCOBANLAR INEK EV
15 AKOREN INEK EV
16 BEYYAZI INEK EV
17 KUCUKCOBANLAR KARISIK EV
18 AKOREN INEK EV
19 AKOREN INEK EV
20 AKOREN INEK EV
21 AKOREN INEK EV
22 AKOREN INEK EV
23 KUCUKCOBANLAR KARISIK EV
24 KUCUKCOBANLAR INEK EV
25 SEYDILER INEK EV
26 KUCUKCOBANLAR MANDA EV
27 BEYYAZI INEK EV
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28 SUsuz KARISIK TICARI
29 BEYYAZI INEK TICARI
30 COBANLAR INEK EV
31 susuz INEK EV
32 SULUN INEK EV
33 SULUN KARISIK TICARI
34 SULUN KARISIK TICARI
35 SULUN KARISIK TICARI
36 SULUN INEK TICARI
37 AKCIN KARISIK TICARI
38 AKCIN MANDA EV
39 AKCIN MANDA EV
40 AKCIN MANDA EV
41 AKCIN MANDA EV
42 AKCIN INEK EV
43 ERKMEN INEK EV
44 ERKMEN INEK EV
45 ERKMEN INEK EV
46 ERKMEN INEK EV
47 ERENLER INEK EV
48 ERENLER INEK EV
49 ERENLER INEK EV
50 ERENLER INEK EV
51 AKOREN INEK EV
52 COBANLAR INEK EV
53 BEYYAZI KARISIK TICARI
54 BEYYAZI KARISIK TICARI
55 BEYYAZI KARISIK TICARI
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56 BEYYAZI KARISIK TICARI
57 BEYYAZI KARISIK TICARI
58 BEYYAZI KARISIK TICARI
59 BEYYAZI KARISIK TICARI
60 BEYYAZI KARISIK TICARI
61 CAYIRBAG INEK EV
62 CAYIRBAG INEK EV
63 CAYIRBAG INEK EV
64 CAYIRBAG KARISIK TICARI
65 BALMAHMUT KARISIK EV
66 BALMAHMUT KARISIK EV
67 BALMAHMUT INEK TICARI
68 AKCIN INEK EV
69 SALAR INEK EV
70 AKCIN INEK EV
71 AKCIN INEK EV
72 susuz INEK EV
73 YAYLABAGI INEK EV
74 YAYLABAGI INEK EV
75 YAYLABAGI INEK EV
76 GAZLIGOL MANDA TICARI
77 GAZLIGOL KARISIK TICARI
78 GAZLIGOL KARISIK TICARI
79 GAZLIGOL KARISIK TICARI
80 ISMAILKOYU INEK EV
81 ISMAILKOYU INEK EV
82 ISMAILKOYU INEK EV
83 ISMAILKOYU INEK EV
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Tablo 2.1. Devam.

84 ISMAILKOYU INEK EV
85 ISIKLAR INEK EV
86 ISIKLAR MANDA EV
87 GEBECELER INEK EV
88 GEBECELER MANDA EV
89 MURATLAR KOYU MANDA EV
20 MURATLAR KOYU INEK EV
91 MURATLAR KOYU INEK EV
92 ESREFPASA KARISIK TICARI
93 SUsuUz KARISIK TICARI
94 AKCIN KARISIK TICARI
95 BEYYAZI INEK EV
96 BEYYAZI INEK EV
97 KUCUKCOBANLAR INEK EV
98 AKCIN KARISIK TICARI
99 AKCIN KARISIK TICARI
100 BEYYAZI KARISIK TICARI

2.1.3. Besiyerleri, Soliisyonlar, identifikasyon Kitleri ve Antibiyotik Diskleri:

Modifiye Tryptone Soy Broth (mTSB) (Oxoid, Ingiltere)
Novobiocin supplement (Oxoid, Ingiltere)

Sorbitol MacConkey agar (SMAC) (Oxoid, ingiltere)
Cefixime-Tellurite supplement (Oxoid, Ingiltere)

Trypticase Soy agar (TSA) (Oxoid, Ingiltere)

Gram boyama soliisyonlari

Oksidaz test kiti (Oxoid, Ingiltere)

Kovaks ayiraci (Sigma-Aldrich, ABD)

Metil red (MR)-Voges Prouskauer (VP) broth (Merck, Almanya)
Metil red ayiraci (Sigma-Aldrich, ABD)
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Potasyum hidroksit (%40) (Remel, ABD)

Alfa naftol (%5) (Remel, ABD)

Simmon Sitrat agar (Oxoid, Ingiltere)

Triple Sugar Iron agar (TSI, Oxoid, Ingiltere)
Sellobiyoz (Sigma-Aldrich, ABD)

Urea broth base (Oxoid, Ingiltere)

Trypticase Soy Broth (TSB, Oxoid, Ingiltere)
E. coli O157 lateks test kit (Oxoid, Ingiltere)

E. coli H7 antiserumu (Denka Seiken, Japonya)
Mueller Hinton agar (MHA, Oxoid, Ingiltere)
Steril gliserin

Amoksisilint+klavulanik asit (30pg) (Oxoid, Ingiltere)
Ampisilin (10pg) (Oxoid, ingiltere)

Sefalothin (30pg) (Oxoid, Ingiltere)

Sefazolin (30ug) (Oxoid, ingiltere)

Sefoksitin (30ng) (Oxoid, Ingiltere)

Seftiofur (30ng) (Oxoid, ingiltere)

Seftriakson (30pg) (Oxoid, Ingiltere)
Enrofloksasin (5ug) (Oxoid, Ingiltere)
Gentamisin (10pg) (Oxoid, Ingiltere)
Kanamisin (10pg) (Oxoid, ingiltere)
Streptomisin (10pg) (Oxoid, ingiltere)
Siprofloksasin (5pug) (Oxoid, Ingiltere)
Nalidiksik asit (30pg) (Oxoid, ingiltere)
Tetrasiklin (30pg) (Oxoid, ingiltere)

Imipenem (10pg) (Oxoid, Ingiltere)
Trimetoprim+sulfametoksazol (25ug) (Oxoid, ingiltere)

2.14. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda (PZR) Kullamilan Buffer, Soliisyon,

Ekipman ve Cihazlar

Tris-Borate-EDTA Buffer 10X (10X TBE Buffer) (Fermentas, Litvanya)



24

Ethidium bromid soliisyonu (AppliChem, Almanya)
Agaroz (Basica Le Agarose, Prona, Fransa)
Primerler (ThermoFisher Scientific, Almanya)

10X PCR buffer (Fermentas, Litvanya)

dNTP mix (Fermentas, Litvanya)

MgCl, (Fermentas, Litvanya)

Tagq DNA Polymerase (Fermentas, Litvanya)

DNA ladder (GeneRulerTM 100 bp DNA ladder, Fermentas, Litvanya)
6XLoading dye (Fermentas, Litvanya)

Vorteks (Ika, Almanya)

Sogutmali santrijiij (Sigma, Almanya)

Hassas terazi (Ohaus-Pioneer, Isvicre)

Thermal cycler (Techne TC-Plus, Ingiltere)
Elektroforez gii¢ kaynagi (Thermo Scientific, ABD)
Jel elektroforez cihazi (Thermo Scientific, ABD)

UV-transilluminator (Vilber Lourmat, Avustralya)

2.2. Yontem

2.2.1. Kaymak Orneklerinden E. coli 0157:H7 izolasyon ve identifikasyonu

Soguk zincirde laboratuvara ulastirilan her bir kaymak numunesi 6ncelikle kendi
kabn igerisinde karistirilarak homojenize edildi. On zenginlestirme amaciyla her bir
numuneden 10 gram alinarak, icerisinde 20mg/l novobiocin (Oxoid, Ingiltere) iceren
90 ml modifiye Tryptone Soy Broth (mTSB, Oxoid, ingiltere) igerisine aktarildi.
Ornekler vortekslenerek 37 °C'de aerobik kosullarda 24 saat inkiibe edildi. Siire
sonunda her bir 6n zenginlestirme sivisindan bir 6ze dolusu alinarak, Cefixime-
Tellurite (C-T, Oxoid, Ingiltere) ilave edilmis 5-bromo-4-chloro-3-indoxyl-p-D-
glucuronic acid (BCIG) igeren Sorbitol MacConkey agara (SMAC, Oxoid, Ingiltere)
ekim yapildi. Petrilerin, 37 °C'de aerobik kosullarda 24 saat inkiibasyonunu takiben,

sorbitol fermentasyonu ve B-glukuronidaz enzim aktivitesi negatif renksiz koloniler
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siipheli olarak degerlendirildi ve Trypticase Soy agarda (TSA, Oxoid, Ingiltere)
pasajlar1 yapildi. Siipheli olarak kabul edilen izolatlarin Gram boyamasi yapilarak,
Gram negatif ¢omak seklindeki izolatlara hareket muayanesi, oksidaz, indol, metil
red (MR), Voges Prouskauer (VP), sitrat, lireaz, triple sugar iron (TSI) agarda
glukoz, sukroz, laktoz fermentasyonu ile serotipin Escherichia hermannii'den
ayriminda kullanilan sellobiyoz fermentasyon testleri uygulandi (Seker ve Yardimci,
2008). Oksidaz, VP, sitrat, lireaz ve sellobiyoz negatif, indol, MR, TSI agarda
glukoz, sukroz, laktoz fermentasyonlar1 pozitif izolatlarin serolojik dogrulamasi
amaciyla ise, izolatlara O157 ve H7 antiserumlar ile aglutinasyon testleri yapildi.
Somatik O157 antijenin belirlenmesinde O157 Lateks Test kiti (Oxoid, Ingiltere)
kullanildi ve ticari firmanin 6nerdigi sekilde uygulandi. Flagellar H7 antijeninin
belirlenmesinde ise E. coli H7 antiserumu (Denka Seiken, Japonya) ile lam
aglutinasyon testi yapildi. Tiim uygulamalarda E. coli O157:H7 EDL931 susu pozitif
kontrol susu, E. coli ATCC 25922 negatif kontrol susu olarak kullanildi. E. coli
O157:H7/H" olarak izole ve identifiye edilen suslar, daha sonra DNA
ekstraksiyonunda kullanilmak iizere, %15 oraninda gliserin igeren Trypticase soy

broth (TSB, Oxoid, Ingiltere) igerisinde -20 °C’de muhafaza edildi.

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

2.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Pozitif (E. coli O157:H7 EDL931) ve negatif (E. coli ATCC 25922) kontrol suslari
ile birlikte, bu calismada elde edilen tiim test izolatlarindan DNA ekstraksiyonu
kaynatma yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Bu amacla, kontrol suslar1 ve
izolatlarn TSA'da (Oxoid, Ingiltere) iiremis taze ve saf kolonilerinden birer adet
secilerek, koloniler 500 pl steril distile su i¢eren ependorflar (DNase-RNase free)
igerisinde siispanse edildi. Siispansiyon, 100 °C’lik su banyosunda 10 dakika
bekletildikten sonra 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Bakteriyel DNA iceren

siipernatant alinarak, PZR karisiminda kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.
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2.2.2.2. Stx1, Stx2, ehlyA ve eaeA Genleri icin Amplifikasyon Kosullari

Calismada, Stx1 ve Stx2 genleri igin Otawa ve ark. (2004), ehlyA ve eaeA genleri igin
ise Osek (2003) tarafindan 6nerilen oligoniikleotid primerleri kullanildi. Stx1, Stx2 ve
ehlyA genlerinin belirlenmesinde multipleks PZR, eaeA geninin belirlenmesinde ise
tekli PZR protokolleri kullanildi. Kullanilan primerlere ait niikleotid sekanslart Tablo

2.2°de gosterilmistir.

Tablo 2.2. Kullanilan primerlere ait oligoniikleotid sekanslar1 ve bant biiyiikliikleri

Hedef Oligoniikleotid sekanslari Bant biiyiikligii
genler
(5'-3") (be)
Stx1 Forward TGTAACTGGAAAGGTGGAGTATACA 210
GCTATTCTGAGTCAACGAAAAATAAC
Reverse
Stx2 Forward GTTTTTCTTCGGTATCCTATTCC 484
GATGCATCTCTGGTCATTGTATTAC
Reverse
ehlyA Forward GCATCATCAAGCGTACGTTCC 534
AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT
Reverse
eaeA Forward GGGATCGATTACCGTCAT 837
TTTATCAGCCTTAATCTC
Reverse

Final hacmi 50 pl olacak sekilde; 2 U Tag DNA polimeraz enzimi (MBI
Fermentas, Vilnius, Lithuania), 5 ul 10X PCR buffer, 2,5 mmol/l MgCl;, 0,2 mmol/I
her bir ANTP, 0,25 umol/l her bir primer ve deiyonize su igeren PZR karigimi
hazirlandi. Calisilacak izolat sayisina gore hazirlanan PZR karigimindan, mini PZR
tiiplerine (DNase-RNase free) 48'er ul dagitilarak, her birinin iizerine 2 pl hedef
DNA ilave edildi. Tamamlanan reaksiyon karigimlari i¢in uygulanan amplifikasyon
kosullar1 Tablo 2.3'te gosterilmistir. Elde edilen amplifikasyon iiriinleri (Stx1 210 bg,
Stx2 484 bg, ehlyA 534 bg ve eaeA 837 bg), ethidium bromidle (5 pg/ml) boyanmis
% 1,5’luk agaroz jelde, sabit akimda 100 voltta 70 dakika elektroforeze tabi tutuldu

ve UV-transilluminatorde goriintiilendi.
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Tablo 2.3. Stx1, Stx2, ehlyA ve eaeA genleri i¢in uygulanan amplifikasyon kosullari

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siire

Stx1, Stx2, eaeA Stx1, Stx2, eaeA
ehlyA ehlyA
On 1 95 °C 95 °C 4 dk 4 dk
Denaturasyon
Denaturasyon 95 °C 95 °C 30 sn 30sn
Baglanma 57 °C 45°C 30sn 1dk
30

Uzama 72 °C 72 °C 30 sn 1dk
Son uzama 1 72 °C 72 °C 7 dk 7 dk

2.2.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Pozitif ve negatif kontrol suglari ile tiim test suslarmin antibiyotik direnglilikleri
Mueller Hinton agarda (Oxoid, Ingiltere) Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi
kullanilarak belirlendi (CLSI, 2013). Bu amagla, amoksisilin+klavulanik asit (30ug),
ampisilin (10pg), sefalothin (30ug), sefazolin (30ug), sefoksitin (30pg), seftiofur
(30png), seftriakson (30ug), enrofloksasin (5ug), gentamisin (10ug), kanamisin
(30pg), streptomisin (10ug), siprofloksasin (5ug), nalidiksik asit (30pg), tetrasiklin
(30pg), imipenem (10pg) ve trimetoprim+sulfametoksazol (25ug) antibiyotik
diskleri (Oxoid, Ingiltere) kullanildi.

Taze buyyon Kkiiltiirlerinin yogunluklar1 McFarland No. 0,5’e gore
ayarlandiktan sonra, kiiltiirler steril cam bagetler yardimiyla Mueller Hinton agara
(Oxoid, Ingiltere) yayma yontemi ile inokule edildi. Antibiyotik diskleri agar
yiizeyine yerlestirildikten sonra, petriler 37 °C’de aerobik kosullarda 18-24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben, elde edilen zon gaplarmin degerlendirilmesi
Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitlisii (Clinical and Laboratory Standards
Institute) (CLSI, 2013) standartlarina gore yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgular

Calismada, Afyonkarahisar'a bagli cesitli merkez ve ¢evre ilge ve kdy halk
pazarlarinda ev yapimi ve ticari firmalar tarafindan paketlenmis olarak satisa sunulan
toplam 100 adet kaymak 6rnegi toplandi. On zenginlestirmeyi takiben, drneklerden
E. coli O157 izolasyonu amaciyla kullanilan C-T ilaveli BCIG igeren SMAC
agardaki sorbitol fermentasyonu ve B-glukuronidaz enzim aktivitesi negatif, renksiz,
siipheli kolonilere uygulanan biyokimyasal testler ve serolojik dogrulama amaciyla
kullanilan E. coli O157 lateks testi sonuglarna gore, 100 kaymak numunesinin
3'inden (%3.,0) E. coli O157 identifiye edildi. H7 antiserumu ile yapilan
aglutinasyon testinde ise, 3 izolatin hi¢birinin H7 antijeni tasimadigi belirlendi. E.
coli O157 siipheli kolonilerin BCIG igeren CT-SMAC agardaki makroskobik
morfolojisi Sekil 3.1'de gosterilmistir. Siipheli olarak degerlendirilen 3 izolata ait
biyokimyasal 6zellikler Tablo 3.1'de, lateks aglutinasyon test sonuglart ise Sekil

3.2'de verilmistir.

Tablo 3.1. E. coli O157 izolatlarinin biyokimyasal 6zellikleri

Test Sonuc¢

Oksidaz -
Hareket -
Indol +
MR +
VP -
Sitrat -
Ureaz -

Glukoz +
TSI Sukroz +
agarda Laktoz +

H.S -
Sellobiyoz
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Kaymak orneklerinden izole edilen 3 sustan 1'inin ev tipi iiretime ait ve inek

stitli orijinli oldugu, 2'sinin ise ticari tipte iiretime ait ve inek ile manda siitlinden

yapilmis (karisik) oldugu belirlendi.

Sekil 3.1. BCIG igeren CT-SMAC agarda sorbitol fermentasyonu ve B-glukuronidaz enzim
aktivitesi negatif E. coli 0157 kolonileri

Sekil 3.2. E. coli O157 Lateks testi ve degerlendirilmesi. 1, 3, 6: pozitif reaksiyon; 2, 4, 5:
negatif reaksiyon
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3.2. PZR Bulgulan

Kaymak orneklerinden kiiltiirel yontemler kullanilarak identifiye edilen 3 E. coli
0157 susunun tamami Stx1 ve ehlyA genleri yoniinden pozitif bulunurken, suslarin
Stx2 ve eaeA genlerini ise tasimadigr belirlendi. Stx1 (210 bg) ve ehlyA (534 bg)

genlerine ait jel goriintiisti Sekil 3.3'de gosterilmistir.

Sekil 3.3. E. coli O157 suslarinda Stx1 ve ehlyA genlerine ait PZR bulgulari. M: DNA ladder
(100 bg); 1-3: Stx1 (210 be) ve ehlyA (534 bg) genleri pozitif test suslari; -: negatif kontrol
(E. coli ATCC 25922); +: pozitif kontrol (E. coli 0O157:H7 EDL931).

3.3. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Kaymak orneklerinden izole edilen 3 E. coli O157 izolat1 16 farkli antibiyotige kars1
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilarak test edildi. Ug izolatin tamami
sefazolin, sefoksitin ve seftiofura direngli iken; izolatlarda ampisilin ve sefalothine
kars1 %66,7 oranlarinda, seftriakson, nalidiksik asit ve
trimetoprim+sulfametoksazole karsi ise %33,3 oranlarinda direng tespit edildi.
[zolatlarin tiimiiniin enrofloksasin, gentamisin, siprofloksasin, tetrasiklin ve
imipeneme karst duyarli olduklar1 belirlendi. Kaymak 6rneklerinden izole edilen E.

coli O157 suslarinin antibiyotik direnglilikleri Tablo 3.2'de gosterilmistir.
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Tablo 3.2. E. coli O157 izolatlarinda antibiyotik direngliligi

E. coli O157 izolatlar1 (n=3)

Antibiyotikler |

n % n % n %
Amoksisilintklavulanik asit (30pg) 2 66,7 1 33,3 0
Ampisilin (10ug) 1 333 - 0 2 66,7
Sefalothin (30pg) - 0 1 33,3 2 66,7
Sefazolin (30ug) - 0 - 0 3 100
Sefoksitin (30ug) - 0 - 0 3 100
Seftiofur (30pg) - 0 - 0 3 100
Seftriakson (30ug) 2 66,7 - 0 1 33,3
Enrofloksasin (5ug) 3 100 - 0 - 0
Gentamisin (10pg) 3 100 - 0 - 0
Kanamisin (30pg) 2 66,7 1 33,3 - 0
Streptomisin (10ug) 1 33,3 2 66,7 - 0
Siprofloksasin (5pg) 3 100 - 0 - 0
Nalidiksik asit (30pg) 2 66,7 - 0 1 33,3
Tetrasiklin (30ug) 3 100 - 0 - 0
Imipenem (10pg) 3 100 - 0 - 0
Trimetoprim+Sulfametoksazol (25pg) 2 66,7 - 0 1 33,3

S: duyarls; I: orta derecede duyarls; R: direngli
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4. TARTISMA

Tiirkiye'de geleneksel bir {irlin olan ve 6zellikle Afyonkarahisar'da Afyon kaymagi
olarak da bilinen, asil orijinini manda siitiinden alan kaymak, hem {iretildigi bolge
hem de iilke bazinda 6nemli bir pazar paymna sahiptir. Bu nedenle de, kaymagin
mikrobiyolojik ve kimyasal kalitesine yonelik ¢esitli aragtirmalar yapildig1 (Yilsay ve
Bayizit, 2002; Akalin ve ark., 2006; Siriken ve Erol, 2009, Oncii ve Arin, 2013),
ancak, bu arastirmalarin genellikle belirli bakteriler ya da sadece kimyasal

parametreler lizerinde yogunlastig1 gortiilmektedir.

E. coli O157:H7/H" serotipi igin saglikli ruminantlar primer rezervuarlar
olarak kabul edilmekte ve bu hayvanlara ait serotiple kontamine her tiirlii gida
maddesi halk saglig1 agisindan potansiyel bir tehlike olusturmaktadir (Chapman ve
ark, 1993b; Kiranmayi ve ark., 2010; Farrokh ve ark., 2013; Ko ve ark., 2016).
Gliniimiizde tiim diinyada en onemli gida kaynakli ve zoonotik 6neme sahip
bakteriyel patojenlerden biri olarak kabul edilen E. coli O157:H7/H" serotipinin,
gerek diinyada gerekse Tiirkiye'de ¢esitli ¢i§ ve pastorize siitler ya da siit
tirtinlerinden izolasyonuna yonelik ¢ok sayida arastirma bulunmakla birlikte (Upton
ve Coia, 1994; Wang ve ark., 1997; Oksiiz ve ark., 2004; Seker ve Yardimci, 2008;
Rantsiou ve ark., 2012; Douéllou ve ark., 2016), yapilan kapsamli literatiir
taramalarinda bu serotipin kaymaklarda varliginin arastirilmasina yonelik sinirh
sayida calisma (Ipekcioglu, 2009) oldugu dikkati ¢ekmistir. Ipekcioglu (2009)
tarafindan  gercgeklestirilen ve Afyonkarahisar'da tiiketime sunulan Afyon
kaymaklarinda E. coli, E. coli O157:H7 ve Listeria monocytogenes varliginin
arastirildigr tek caligmada, analiz edilen 100 kaymak 6rneginin hi¢ birinden E. coli

O157:H7 izolasyonu gercgeklestirilemedigi bildirilmistir.

Sunulan ¢calismada Afyonkarahisar'a bagl cesitli merkez ve cevre ilge ve kdy
halk pazarlarinda ev yapimi (n=69) ve ticari firmalar tarafindan paketlenmis (n=31)
olarak satiga sunulan toplam 100 adet kaymak &rnegi E. coli O157:H7/H" varligi

yoniinden analiz edildi. Orneklenen kaymak numunelerinin 32'si inek ve manda siitii
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(karisik), 57'si inek siitii, 11'i ise manda siitii orijinliydi. Analiz edilen 100 adet
kaymak Orneginin 3'inden (%3) E. coli O157 izolasyon ve identifikasyonu
gergeklestirildi. Kaymak 6rneklerinden izole edilen 3 sustan 1'inin ev tipi iiretime ait
ve inek siitii orijinli oldugu, 2'sinin ise ticari tipte iiretime ait ve inek ile manda
stitinden yapilmis (karisik) oldugu belirlendi. E. coli O157:H7/H™nin ¢ig inek ve
manda siitlerindeki prevalansina yonelik calismalarda farkli izolasyon oranlar
bildirilmis ve serotipin bu siitler ve siitlerden yapilmis iirtinlerdeki varliginin halk
saglig1 agisindan risk olusturabilecegi vurgulanmistir (Chapman ve ark., 1993a;
Wang ve ark., 1997; Oksiiz ve ark., 2004; Martucciello ve ark., 2008; Seker ve
Yardimci, 2008; Rantsiou ve ark., 2012; Farrokh ve ark. 2013; Tanzifi ve ark., 2015).
Ozellikle siit ve siit iiriinlerinden kaynaklanan salgin ya da bireysel vakalardan elde
edilen epidemiyolojik veriler, siit ve siit tirtinlerinin E. coli O157:H7/H" serotipi ile
kontaminasyonunun meme basi kaynakli, sagim hijyeni yetersizligi, pastorizasyon
yetersizligi ya da pastorizasyon sonrast kontaminasyon kaynakli olabilecegini
gostermistir (Morgan ve ark., 1993; Wang ve ark., 1997; Seker ve Yardimei, 2008;
Nobili ve ark., 2016). E. coli O157:H7/H"nin farkli ortamlarda gelisimi {izerine
yapilan g¢alismalarda etkenin asitlige, yiiksek tuz konsantrasyonlarina ve donma
sicakliklarina 6nemli oranda diregli, yiiksek sicakliklara ise Salmonella tiirlerinden
¢ok daha duyarli oldugu belirtilmistir (Glass ve ark., 1992; Padhye ve Doyle, 1992;
Berry ve Cutter, 2000; Law, 2000). Geleneksel yontemlerle kaymak yapiminda siite
70-75 °C’ye kadar On 1sitma islemi uygulandigi ve sonrasinda siitiin 90-95 °C’ye
kadar 1sitildig1 dikkate alindiginda, bu ¢alismada elde edilen 3 izolatin kaynaginin
iiretim asamasindan sonra, iirliniin digki ile kontaminasyonu ya da iiretim sonrasi
hijyen yetersizliginden kaynaklanabilecek spontan bir bulagsma olabilecegi

diistinildii.

E. coli O157:H7/H" serotipi, insanlardaki infeksiyonlarin patogenezinde
onemli role sahip Siga toksinler, enterohemolizin ve intimin gibi ¢esitli virules
faktdrlerine sahiptir (Law, 2000; Bugarel ve ark., 2011; Bergan ve ark., 2012). inek
ve manda orijinli siit ve siit tirinlerinden izole edilen E. coli O157:H7/H" suslarinda
bu virulens faktorlerini kodlayan genlerin tek baslarina ya da birlikte bulunabildikleri
gosterilmistir (Rahimi ve ark., 2012; Rantsiou ve ark., 2012; Trevisani ve ark., 2014;
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Douéllou ve ark., 2016; Nobili ve ark., 2016). Siga toksinlerin in vivo kosullarda
mikrovaskiiler degisiklilere neden olurken, in vitro ortamlarda ise hiicreler lizerinde
sitotoksik etki olusturduklar1 bilinmekte ve bu toksinler HC ve HUS ile
iliskilendirilmektedir (Law, 2000; Bergan ve ark.,, 2012). Siit iriinlerinden
Sigatoksijenik E. coli O157:H7/H izolasyonuna yonelik yapilan ¢aligmalarda, izole
edilen suslarda Siga toksin genlerinin dagilimi ve prevalanst degiskenlik
gostermektedir. Konu ile ilgili bu arastirmalarda, 6zellikle izolat sayisinin fazla
oldugu calismalarda, genellikle Stx2 geninin prevalansinin Stxl'e gore daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (Momtaz ve ark., 2012; Rahimi ve ark., 2012; Rantsiou ve ark.,
2012; Douéllou ve ark., 2016; Nobili ve ark., 2016). Genellikle, E. coli O157:H7/H’
suslarindaki Stx2 genlerinin varligimin HUS'un gelismesinde daha etkin rol
oynayabilecegi belirtilmekle birlikte, Stx1 olusturan suslarin da infeksiyonlar
acisindan potansitel bir tehlike yaratabilecegi vurgulanmaktadir (Griffin ve Tauxe,
1991; Friedrich ve ark., 2002; Ko ve ark., 2016). Bu ¢alismada kaymaklardan izole
edilen 3 E. coli O157 susunun tamamimin sadece Stx1 genine sahip oldugu, Stx2
genini ise tasimadigi belirlendi. Diger arastirmalarin bulgulari ile karsilastirildiginda
elde edilen bu sonucun, ¢alisma materyalinin farkliligi, elde edilen sus sayisinin

azlig1 ve bolgesel farkliliklar ile iligkili olabilecegi diisiiniildii.

Enterohemorajik E. coli O157:H7/H" suslarinda plazmid tarafindan kodlanan
bir virulens faktorii olan enterohemolizin, patogenezdeki rolii tam olarak agiklik
kazanmamakla birlikte insanlarda ciddi klinik hastaliklarla iliskilendirilmekte ve bu
virulens faktoriiniin Siga toksin olusturan patojen E. coli suslari i¢in epidemiyolojik
bir marker olarak kullanilanilecegi diistiniilmektedir (Cookson ve ark., 2007; Law,
2000; Karmali ve ark., 2010; Farrokh ve ark., 2013). Siit iriinlerinden E. coli
O157:H7/H" serotipi ve serotipin virulens faktdrlerinin izolasyonuna yonelik yapilan
calismalarda, ehlyA geninin suslarda genellikle en yaygin virulens geni oldugu ve
cogunlukla Stx1 ve/veya Stx2 genleri ile birlikte bulundugu bildirilmistir (Law, 2000;
Momtaz ve ark., 2012; Rantsiou ve ark., 2012; Douéllou ve ark., 2016). Bu verilerin
aksine, Rahimi ve ark. (2011) farkli siit Girinlerinden izole ettikleri 9 E. coli 0157
susunun hicbirinde ehlyA genine rastlamadiklarimi bildirmislerdir. Sunulan

calismada, konu ile ilgili diger arastima verilerine benzer sekilde, kaymak
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orneklerinden izole edilen 3 susun tamami Stx1 geni ile birlikte ehlyA geni yoniinden

pozitif olarak bulundu.

E. coli O157:H7/H suslarinda bir diger énemli virulens faktorii, intestinal
epitel hiicrelerinde baglanma ve silinme lezyonlarinin olusumundan sorumlu tutulan
dis membran proteini intimindir. Yapilan ¢alismalarda inek orijinli siit {irlinlerinden
izole edilen E. coli O157:H7/H" suslarinda bu proteini kodlayan eaeA geni prevalansi
farklilik  gostermektedir. Izolat sayisinin  fazla oldugu arastirmalarda gen
prevalansinin yiiksek oldugu, izolat sayisinin az oldugu ¢aligmalarda ise ya eaeA gen
prevalansmin diisiikliigii ya da suslarda genin yoklugu dikkati ¢ekmektedir (Law,
2000; Rahimi ve ark., 2011; Momtaz ve ark., 2012; Rantsiou ve ark., 2012;
Douéllou ve ark., 2016). Bu galismada, kaymak o6rneklerinden izole edilen E. coli
0157 suslarinin hi¢ birinde eaeA genine rastlanmadi. Diger arastiricilarin bulgulari
ile karsilastirildiginda ortaya g¢ikan bu sonucun, ¢alisma materyalinin farkliligs,
orneklerden izole edilen sus sayisinin azligi ve suslarin orijinindeki bolgesel
farkliliklar ile iliskili olabilecegi diisiiniildii. Insan ve hayvan orijinli E. coli
O157:H7/H" suslarma yonelik yapilan farkli ¢alismalarda, bazi arastiricilar eaeA geni
varligi ve Siga toksin olusturan E. coli O157:H7/H" suslarinin patojenitesi arasinda
sik1 bir korelasyon olduguna dikkat ¢ekerken (Beutin ve ark., 2004) bazi arastiricilar
da eaeA geni tagimayan bazi suslarin da patojen olabilecegini belirtmektedir (Karch
ve ark., 2005). Ayrica, E. coli O157:H7/H suslarinda eaeA geninin genellikle ehlyA
geni ile birlikte bulundugu, ancak bunun, daha siklikla insan izolatlarinda goériildiigi

vurgulanmaktadir (Law, 2000).

Giliniimiizde pek ¢ok hastalikta sagaltim ya da koruma amacl kullanilan
antibiyotiklerin, E. coli O157:H7/H" infeksiyonlarin tedavisinde kullanimu, etkilerine
bagh farkli goriislerin bulunmasi nedeniyle tartismali bir konudur. Antibiyotiklerin
Siga toksin genlerinin in vivo ekspresyonunu artirarak HC ve HUS'un gelisimini
siddetlendirdigini belirten arastiricilarin yani sira (Wong ve ark., 2000; Zhang ve
ark., 2000), suslarin heniiz direng gostermedikleri bazi antibiyotiklerin
infeksiyonlarin erken donemlerinde kullaniminin HUS'un ilerlemesini Onledigini

vurgulayan arastiricilar da bulunmaktadir (lkeda ve ark., 1999; Shiomi ve ark.,
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1999). Antibiyotiklere karsi gelisen direng, giliniimiiziin en Onemli saglik
sorunlarindan birisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Cesitli arastirmalar, infekte
hayvanlarin = siitlerinde bulunan antibiyotiklere direngli bakterilerin ve bu
bakterilerdeki diren¢ genlerinin, pastorize edilmemis siit ve/veya peynir, yogurt,
krema, tereyagi, dondurma gibi siit iriinlerinin tliketilmesi sonucu insanlara
aktarilabilecegini gostermektedir (Adeleke ve ark., 2000; Fluit ve Schmitz, 2004).
Siit ve siit triinlerinden izole edilen E. coli O157:H7/H" suslarinin antibiyotik
direngliliklerinin belirlenmesine yonelik yapilan cesitli ¢alismalarda, genellikle
etkenlerin yiiksek diren¢ oranina sahip olduklar1 ya da c¢oklu antibiyotik direnci
gosterdikleri bildirilmistir (Rahimi ve ark., 2011; Momtaz ve ark., 2012; Reuben ve
ark., 2013). Rahimi ve ark. (2011) tarafindan Iran'da yapilan bir calismada, siit
tirtinlerinden izole edilen 9 E. coli O157 susunda ampisilin (%44,4), gentamisin
(%44,4) ve eritromisine (%33,3) kars1 yiiksek direng oranlar1 bildirilmistir. Bir bagka
aragtirmada siit ve siit triinlerinden izole edilen 14 E. coli O157:H7/H" susunun
florokinolonlar (%2100), trimetoprim (%85,7) ve ampisiline (%71,4) kars1 yiiksek
diren¢ oranlarina sahip oldugu belirtilmistir (Momtaz ve ark., 2012). Reuben ve ark.
(2013), marketlerde satilan 420 yoresel fermente siit 6rneginden izole ettikleri 19 E.
coli O157:H7 susunda 9 farkli direng paterni belirlediklerini; suslardaki en yiiksek
direng oranlarinin ise penisilin G (%100), tetrasiklin (%100), eritromisin (%94,7),
amoksisilin (%84,2), oksasilin (%84,2), trimetoprim/sulfametoksazol (%84,2) ve
kloramfenikole (%68,4) kars1 bulundugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada, kaymak
orneklerinden izole edilen 3 E. coli O157 susunun Tirkiye'de yaygin olarak
kullanilan ¢esitli antibiyotiklere direnclilikleri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi
kullanilarak arastirildi. Suslarin tamami sefazolin, sefoksitin ve seftiofura karsi
direncli iken, suslarda ampisilin (%66,7), sefalothin (%66,7), seftriakson (%33.3),
nalidiksik asit (%33,3) ve trimetoprim/sulfametoksazola (%33,3) kars1 da direng
belirlendi. Ayrica suslardan 2'si streptomisine (%66,7), 1'i amoksisilintklavulanik
asite (%33,3), 1'i sefalothine (%33,3) ve 1'i de kanamisine (%33,3) orta derecede
duyarli bulundu. Elde edilen diren¢ oranlarinin ve profillerinin diger arastiricilarin
bildirdigi sonucglardan farklilik gdstermesinin nedeninin, O6rneklenen materyalin
farklihigi, bu ¢alismada izole edilen sus sayisinin sinirli olmasi ve iilke bazinda

kullanilan antibiyotiklerin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diislintildii.
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5. SONUC VE ONERILER

Afyonkarahisar merkez ve merkeze bagh cesitli ilge ve kdy halk pazarlarinda ev
yapimi ve ticari firmalar tarafindan paketlenmis olarak satisa sunulan Afyon
kaymaklarindan E. coli O157:H7 serotipinin izolasyonu, izole edilen suslarda 6nemli
virulens genlerinin belirlenmesi ve suslarin Tiirkiye'de yaygin olarak kullanilan
cesitli antibiyotiklere direngliliklerinin arastiritlmasi amaciyla yapilan bu ¢alismada,
toplam 100 Afyon kaymagi 6rneginden 3 E. coli O157 susu izole edildi. Geleneksel
yontemlerle kaymak yapiminda siite 70-75 °C’ye kadar 6n 1sitma islemi uygulandigi
ve sonrasinda siitin 90-95 °C’ye kadar 1sitildigr dikkate alindiginda, kaymak
orneklerine bulagsmanin iiretim asamasindan sonra fekal kontaminasyon ya da iiretim

sonrast hijyen yetersizligi ile iliskili olabilecegi diistiniildii.

PZR ile virulens genlerini arastirdigimiz 3 susta Stx1 ve ehlyA virulens
genlerinin birlikte bulundugu, buna karsin incelen suslarin Stx2 ve eaeA genlerine ise
sahip olmadig1 belirlendi. Elde edilen bu sonugta, ¢alisilan sus sayisinin azliginin
etkili olabilecegi diisliniildii. Genellikle insan infeksiyonlarinin patogenezinde Stx2
ve eaeA genlerinin 6nemi vurgulanmakla birlikte, bu genlere sahip olmayan E. coli
O157:H7/H" suslarinin da patojen karakterde oldugu bilinmektedir. Bu nedenle bu
calismada elde edilen Stx1 ve ehlyA virulens genleri yoniinden pozitif E. coli 0157
suslarinin ve bu suslarin izole edildigi kaymaklarin da halk saghigi acisindan

potansiyel bir risk teskil edebilecegi diisiiniildii.

Calismada izole edilen 3 susta en yiiksek diren¢ oranlarinin sefazolin (%100),
sefoksitin (%100) ve seftiofura (%100) karsi oldugu, suslarin ayrica ampisilin
(%66,7), sefalothin (%66,7), seftriakson (%33,3), nalidiksik asit (%33,3) ve
trimetoprim/sulfametoksazola (%33,3) karst da direngli olduklari belirlendi.
Incelenen sus sayismin az olmasi nedeniyle, elde edilen bu diren¢ oranlarmin
suslarin direng profillerini yorumlamak agisindan yeterli olamayabilecegi diisiiniildii.
Bununla birlikte, 6zellikle antibiyotik diren¢ genlerini tasiyan patojen bakterilerle
kontamine hayvansal gidalarin tiikketilmesi sonucu, bu direng genlerinin insanlara

aktarilabildiginin de g6z ardi edilmemesi gerekmektedir.
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Sonug olarak, sunulan ¢alisma Tiirkiye'de kaymak 6rneklerinde E. coli O157
serotipinin ve infeksiyonlarin patogenezinde onemli role sahip virulens genlerinin
varhigimi gosteren ilk calismadir. Geleneksel bir iiriin olan Afyon kaymagi, hem
iiretildigi bolge hem de iilke bazinda 6nemli bir pazar ve tiiketici payina sahiptir.
Uretim asamasinda yetersiz ya da uygun olmayan 1s1 veya iiretim sonrasinda hijyen
yetersizligine bagli kaynaklanabilecek fekal bir kontaminasyon, bu iiriinlerin halk
saglig acisindan risk teskil etmesine neden olabilmektedir. Tiirkiye'de giliniimiize
kadar olan stirecte E. coli O157:H7/H" serotipinin neden oldugu herhangi bir salgin
ya da bireysel vaka bildirilmemesine ragmen, bu serotipin izole edildigi diger
hayvansal orijinli gidalarda oldugu gibi, kaymakta da toplumsal acidan farkindalik

olusturulmas1 gerekmektedir.
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OZET

Afyonkarahisar'da Satisa Sunulan Afyon Kaymaginda Escherichia coli
0157:H7 Varhginin Arastirilmasi

Bu calismada, Afyonkarahisar'da satisa sunulan Afyon kaymaklarindan E. coli
O157:H7/H" serotipinin izolasyonu, izole edilen suslarda Stx1, Stx2, ehlyA ve eaeA
genlerinin PZR ile arastirilmasi ve suslarin Tiirkiye'de yaygin olarak kullanilan bazi
antibiyotiklere direngliliklerinin belirlenmesi amaglandi. Bu amagla, Afyonkarahisar
merkez ve koOylerdeki halk pazarlarinda satilan toplam 100 adet kaymak ornegi
toplandi. Konvansiyonel kiiltiir yontemleri ve serolojik dogrulama testleri
kullanilarak 100 6rnegin 3'iinden E. coli O157 izole edildi. izole edilen 3 susta Stx1,
Stx2, ehlyA ve eaeA genlerinin varligi PZR ile arastirildi. Stx1, Stx2 ve ehlyA
genlerinin belirlenmesinde c¢oklu PZR, eaeA virulens geni i¢in ise tekli PZR
kullanildi. Ug susun tamamu Stx1 ve ehlyA genine sahipken, suslarda Stx2 ve eaeA
geni bulunamadi. Kaymak 6rneklerinden izole edilen 3 E. coli O157 susunun g¢esitli
antibiyotiklere direnglilikleri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilarak
arastirildi. Suslarin tamami sefazolin, sefoksitin ve seftiofura karsi direngli iken,
suslarda ampisilin (%66,7), sefalothin (%66,7), seftriakson (%33,3), nalidiksik asit
(%33,3) ve trimetoprim/sulfametoksazola (%33,3) kars1 da direng belirlendi. Bizim
bilgimize gore, bu ¢alisma Tiirkiye'de kaymak orneklerinde E. coli O157 ve virulens

genlerinin varligini gosteren ilk ¢aligmadir.

Anahtar Sozciikler: E. coli 0157, enterohemolizin, intimin, kaymak, Siga toksin
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SUMMARY

Investigation of Escherichia coli O157:H7 in Afyon Kaymak sold in
Afyonkarahisar

The aim of this study was to isolate the E. coli O157:H7/H" serotype from Afyon
kaymak sold in Afyonkarahisar, investigate the Stx1, Stx2, ehlyA and eaeA genes in
isolated strains by PCR and determine the antibiotic resistance of strains to some
antibiotics commonly used in Turkey. For this purpose, a total of 100 kaymak
samples sold in public bazaars located center town and villages of Afyonkarahisar
were collected. E. coli 0157 was isolated from 3 of 100 samples by using
conventional culture methods and serological confirmation tests. The presence of
Stx1, Stx2, ehlyA and eaeA genes in the isolated 3 strains was investigated by PCR.
Multiplex PCR was used for the detection of Stx1, Stx2 and ehlyA genes and
singleplex PCR was used for the detection of eaeA virulence gene. While all of 3
strains harboured the Stx1 and ehlyA genes, the Stx2 and eaeA genes were not found
in the strains. The antibiotic resistance 3 E. coli O157 strains isolated from kaymak
samples to some antibiotics was investigated by Kirby-Bauer disc diffusion test.
While all of strains were resistant to cephazoline, cefoxitin and ceftiofur, the
resistance was also determined in the strains to ampicillin (66.7%), cephalothin
(66.7%), ceftriaxone (33.3%), nalidixic acid (33.3%) and
trimethoprim/sulphamethoxazole (33.3%). To our knowledge, this is the first study
showing the presence of E. coli O157 and its virulence genes in the kaymak samples
in Turkey.

Key words: E. coli 0157, enterohemolysin, intimin, kaymak, Shiga toxin
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