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KISALTMALAR ve SIMGELER

C.D.C :ABD Hastalik kontrol ve Onleme Merkezi
CT : Sefiksim Telluirit
CT SMAC : Sefiksim Telliirit Sorbitol MacConkey agar

DEC :Diyarejenik Escherichia coli

E.coli : Escherichia coli

EHEC : Enterohemorajik Escherichia coli
EMB : Eosin Metilen Blue

EPEC : Enteropatojenik Escherichia coli
ETEC : Enterotoksijenik Escherichia coli
HUS :Hemolitik Uremik Sendrom

LD :Lizin Dekarboksilaz

LEE :Locus of Enterocyte Effaciment
LSTB :Lauryl Sulfat Triptoz Buyyon

MUG :4-metilumbelliferil-B-D-glukuronid
MR :Metil kirmizist

NB : Nutrient Buyyon

TPS : Tamponlanmis Peptonlu Su

SLT1 : Shiga Benzeri Toksin 1

SLT2 : Shiga Benzeri Toksin 2

SLTEC : Shiga ve Benzeri Toksin Ureten Escherichia coli
STEC : Shiga Toksin Ureten Escherichia coli
TPP :Trombotik Trombositopenik Purpura
VP :Voges Proskauer

WHO : Diinya Saglik Orgiitii



OZET

SIVAS ILINDE SATISA SUNULAN TAZE VE SALAMURA
PEYNIRLERDE ENTEROHEMORAJIK E.COLI 0157:H7 SUSUNUN
ARASTIRILMASI.

Ahmet YOKUS
Yiiksek Lisans Tezi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Danisman Dog. Dr. A. Yasemin OZTOP
2010, 51 sayfa

Bu arastirmada Sivas ilinin farkli yerlerinden alinan 100 adet beyaz peynir
orneginde Enterohemorajik E.coli O157:H7 susunun varlhigi arastirildi. Peynir
ornekleri 6n zenginlestirme isleminden sonra 4-metilumbelliferil-B-D-glukuronid
(MUQG) igeren Lauryl Sulfat Triptoz Buyyona (LSTB) ekildi. Timiinde fekal
E. coli tredigi saptandi. Sorbitol Mac Conkey agara yapilan ekimler sonucunda
22 ornege ait plakta renksiz koloniler gozlendi. Bu kolonilerin mikroskobik
incelemesi, indol, metil red, vogeus proskauer ve sitrat testleri yapildi. Incelenen
22 drnegin 3’{iniin test sonuglar1 E.coli O157:H7 ile uyumlu bulundu. Ug drnege
ait kolonilere lateks agliitinasyon testi yapildi ve agliitinasyonun olusmadigi
gorildi.

Sonug olarak, toplam 100 adet peynir 6rneginin tamamindan fekal E.coli
izole edilirken, E.coli O157:H7 susu izole edilemedi. Satilan peynirlerin fekal
E.coli gibi hijyen indikatorii mikroorganizmayla kontamine olmasi nedeniyle
Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ne uymadig1 ve peynirlerin

tiiketici saglig1 agisindan risk olusturabilecegi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Peynir, E.coli O157:H7
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ABSTRACT

THE RESEARCH OF ENTEROHEMORRHAGIK E.COLI 0157:H7
STRAIN IN SOFT WHITE CHEESE WHICH ARE ON SELL IN SIVAS

Ahmet YOKUS
Master Thesis, Department Of Microbiology
Supervisor Dog. Dr. A. Yasemin OZTOP

2010, 51 page
In this study, the existence of enterohemorrhagik E.coli 0157:H7 strain in
100 white cheeses taken from different parts of Sivas was investigated. Cheese
samples were inoculated to Lauryl Sulfate Triptoz Buyyon (LSTB) including 4-
metilumbelliferil-B-D-glukuronid (MUG) after the pre-enrichment procedure. It
was observed in all that fecal E.coli was reproduced. Colourless colonies were
observed in the plaques of 22 samples after the plantations applied to Sorbitol
MacConkey Agar. These colonies’ microscobic analysis, indol, methyl red,
vogeus proskauer and sitrat tests were made. The three test results, which were
examined, of 22 samples were found coherent with the E.coli. Latex
agglutination test was made to the colonies belonging to these three samples and it

was observed that agglutination was not formed.

As a result, while fecal E.coli were isolating from all the 100 cheese
samples, E.coli O157:H7 strain was not isolated. It was agreed that as the cheeses,
which were sold, were contaminated with the hygen indicator microorganism such
as fecal E.coli, they were not accord with the Turk Food Codex Microbiologic

Criteria Notification and these cheeses will have risk for the health of consumers.

Key words: Cheese, E.coli O157:H7
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1.GIRiS ve AMAC

Insanlarda oldukg¢a siddetli enfeksiyonlara yol acan Enterohemorajik Escherichia
coli (EHEC)’ nin O157:H7 susu Ozellikle son yillarda adindan siklikla bahsedilen
gida kaynakli bir patojen olarak bilinmektedir (Jay 2000,Erol 2007). Esherichia coli
(E.coliy O157:H7 serotipinin bugiin gidalar ile  insanlara bulasan patojenler
arasinda en onemlilerden biri olmasi, patojenliginin fazla olmasimnin yan sira, basta
yetersiz pisirilmis hamburgerler olmak iizere et ve et iirlinleri ile salginlara veya
bireysel hastalanmalara neden olabilmesinden kaynaklanmaktadir (Halkman ve ark.,
2001).

E.coli O157:H7 serotipi ilk kez ABD’ de 1982 yilindaki iki salginda 47
olgudan izole edilmis, bunun hemen arkasindan ¢esitli iilkelerde de benzeri salginlar
izlenmistir (Novier ve ark.2002). Ulkemizde en sik goriilen gida zehirlenmeleri
E. coli’nin etken oldugu zehirlenmelerdir (Erol, 2007). E. coli suslar1 insanlarda gida
zehirlenmesinde enterit tablosu olusturabildigi gibi bazen de 6liime sebep olmaktadir
(Vernozy, 2000).

E.coli O157:H7 susu insanlarda hemorajik kolit (kanli diyare), hemolitik
iremik sendrom (HUS) ve trombositpenik purpura olmak iizere ii¢ temel hastalik
tablosu olusturmasi nedeniyle E.colinin diger serotiplerinden daha tehlikelidir.
E.coli O157:H7 serotipi gidalardan, sudan ve insandan insana bulasabilmektedir.
Basta sigir diskis1 olmak iizere dogrudan veya dolayli olarak hayvanlarin digkisinin
bulastig1 her tiirlii gida maddesi E.coli O157:H7 enfeksiyonu bakimindan potansiyel
tehlike tasimaktadir. Pek ¢ok gida maddesinde, igme ve kullanma sulari ile yliziilen
gollerde E.coli O157:H7 varhig saptanmustir (Inal 1990). Cesitli iilkelerede bu
serotipin neden oldugu enfeksiyonlarin biiylik bir boliimiiniin basta yetersiz pisirilmis
et ve et Uriinleri, pastorize edilmemis siit ve peynir olmak tizere sigir kaynakli gidalar
ile olustugu bildirilmistir. Diger hayvanlar ve oOzellikle gevis getiren hayvanlar
E. coli O157:H7 nin kaynagidir (Firstenberg ve ark., 1997).

Gidalar, insanlarda enfeksiyonlara neden olan patojen mikroorganizmalarin
bulagmasina veya gelismesine ortam hazirlayan uygun olmayan hijyen ve sanitasyon

kosullarinda tretilip pazarlanirlarsa, insanlarda 6nemli saglik sorunlar1 ve salginlar



neden olmaktadirlar. Bu nedenle gidalarin 6zellikle siit ve peynir gibi siit iirlinlerinin
satisa sunumuna kadar yapilan islemler ¢ok 6nemlidir (Unliitiirk ve Turantas 1998).
Peynirlere bulasan mikroorganizmalar hizli bir sekilde {irerler. Bunun
sonucunda peynirlerde acilasma, kokusma ve eksime gibi bozulmalar olusur.
Peynirlere cesitli kaynaklardan bulasan mikroorganizmalar i¢cinde insanlar i¢in en
zararli olanlar koliform grubu bakterilerdir. Peynirlerde fekal E.coli’nin bulunmasi
gidanin insan veya sicak kanli hayvanlar tarafindan kirletilmis oldugunu
gostermektedir (Inal 1990, Tan 2002). Ulkemizdeki peynirlerin genellikle hijyenik
kosullar1 yetersiz olan kiiciik aile isletmelerinde ve mandiralarda, ¢cogunlukla ¢ig ve
kalitesiz siitten tiretildigi, sagliksiz kosullarda satisa sunuldugu ve bu iiriinlerin halk
saglig1 bakimmdan gilivenilir olmadig belirtilmektedir (Tekingen ve ark., 2002).
Yurdumuzda siit ve siit tirlinlerinde E.coli O157:H7 nin peynirlerde varligini
arastiran az sayida calisma yapilmistir (Aslantas ve Yildiz 2002). Sivas ilinde ise
glinlimiize kadar bu konuda yapilan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu
calismada, Sivas ilinde satisa sunulan peynirlerde E.coli O157:H7 susunun varligi ve

fekal orjinli E. coli’lerin bulunma oraninin arastirilmasi amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Escherichia coli
2.1.1 Tarihge
Escherichia coli ilk kez 1885 yilinda Alman bilim adami Theodor Escherich
tarafindan bir ¢ocugun digkisindan izole edilmis ve Bacterium coli commune
olarak isimlendirilmistir. Daha sonra bu bakteriye Escherichia coli ad1 verilmistir.
coli, colon (bagirsak) kelimesinden gelmekte ve bakterinin bagirsak ile ilgili
oldugunu gostermektedir ( Fritz ve ark., 1997).
2.1.2 Simiflandirmasi

Superkingdom: Eubacteria

Phylum: Proteobacteria

Class: Gammoproteobacteria

Order: Enterobacteriaceae

Genus: Escherichia

Species: Escherichia coli (http // www.ncbi.nlm.nih.gov / Taksonomi /
Browser).
2.1.3 Yapisal Ozellikleri
E. coli, gram negatif fakiiltatif anaerop, sporsuz, ¢omak seklinde bir bakteridir.
Yaklasik olarak 2-6 um boyunda ve 1.0-1.5 pm eninde diiz ve uglar1 yuvarlaktir.
Bazi kiiltiirlerde koka benzer kii¢iik ve kisa, bazi kiiltlirlerde de normalden uzun
ve hatta ‘Y’ harfi seklinde, dallanan flamanli sekillerde bulunabilir. Her iki seklin
birlikte bulunmasi olasidir. Genellikle kirpikleri aracilifiyla hareketli olmakla
birlikte hareketleri yavastir. Organizmada bagirsak disindaki yerlerden soyutlanan
kokenlerin ¢ogunda kapsiil veya mikrokapstil bulunur (Bilgehan, 2004).
2.1.4 Kiiltiir Ozellikleri
E.coli’lerin 1zole edilmesi ve tanimlanmasinda ¢esitli besiyerleri kullanilmaktadir.
Bu bakteriler genel kullanim besiyerlerinde tirerler. Optimal iireme sicakliklar1 37
°C dir. Ancak 44 °C’de de iireyebilirler. Ozellikle 44°C’da iireyebilmeleri
Enterobacter ve Serratia tirerlinden ayirtedici bir 6zelliktir. Besiyerlerinde
etkenin iireyebilmesi i¢in en uygun pH 7,0-7,2°dir (Bilgehan 2004, Erol 2007). E.

coli’lerin agarda olusturduklar1 S tipi koloniler hafif yuvarlak, diizgiin, bombeli ve



1-2mm ¢apindadir. Kapsiillii E£.coli’ lerin kolonileri mukoid 6zellikte olup, ¢aplari
daha biiyiiktiir. Siv1 besiyerlerinde 12-18 saat sonra homojen bir bulaniklik
meydana gelirken dipte hafif bir ¢okelti olusur ve tiip calkaninca kolaylikla
dagilir. Daha sonra tiipiin {ist diizeyinde tiipe yapisik bir ince zar olusur. E.coli’ler
Mac Conkey agarda pembe kirmizi koloniler olustururken, Eosin metilen blue
(EMB) agarda metalik renkte rofle veya madeni parlaklik veren koloniler
olustururlar (Muray ve ark.2009). Salmonella Shigella (SS) agarda liremeleri
baskilanir. Ksiloz Lizin Deoksilat (XLD) agarda sari, Hektoen Enterik agarda
(HE) sari-turuncu renkte koloniler olustururlar. Ug¢ sekerli demirli (TSI)
besiyerinde dipte gaz, hem dipte hem de yatik kisimda asit (sar1) reaksiyon
verirler. Lizin iron Agar (LIA) besiyerinde dipte asit (sar1), yatik kisimda alkali
(mor renk) olustururlar (Bilgehan, 2004).

2.1.5 Biyokimyasal Ozellikleri

E.coli glukoz, laktoz, maltoz, mannitol, ksiloz gibi sekerleri asit ve gaz yaparak
fermante ederken siikroz, salisin, rafinoz gibi sekerlere etkisi degiskendir.
Adenitol ve inozitolii genellikle fermante etmezler. Nisastadan gaz olusturmazlar.
Indol pozitiftirler. Metil Red testi pozitif, Voges Proskauer testi negatiftir. Sitratli
besiyerinde iiremezler (IMVIC:++--). Karbon kaynagi olarak sitrati kullanmaz,
asetat1 kullanirlar, tireli besiyerinde tlireyi kullanamadig1 i¢in lireyemezler, KCN
testi negatiftir. Dezenfektanlara, bazi boya maddelerine (malasit yesili, fuksin
gibi) safra ve safra tuzlarma duyarli, fakat soguga, 1siya direncglidirler
(Bilgehan, 2004).

2.1.6 Antijenik Yapisi

E.col’i lerde karmasik ancak 1iyi bir antijen yapist ve degisik antijen tipleri vardur.
Bu bakterilerin somatik (O), kirpik (H), kapsiil (K) antijenleri bulunur (Ustagelebi
1999). E. coli suslarinda 181 somatik, 90 kapsiil ve 56 kirpik antijeni vardir.
E.coli’nin serolojik tiplendirmesi O antijeni ve H antijenine goére yapilmaktadir.
E.coli'nin O ve H antijenleri sabit ve gilivenilir sus Ozellikleridir. Suglarin K
antijenleride olabilir ancak K antijeni nadiren degerlendirilir.Ishallerle iliskili
E.coli suglarmm O ve H serotiplerinin belirlenmesi 6zellikle epidemiyolojik

arastirmalarda faydalidir (Murray ve ark., 2009).



O antijenleri, lipopolisakkarit yapida 1siya ve alkole dayanikli formole
dayaniksizdir. Termostabil 0Ozellik gosteren O antijenlerinden en c¢ok
rastlanilanlar1 25 tanedir (Bilgehan 1996, Erdem 1999).

H antijenleri, protein yapisinda, 1siya dayaniksizdir. H antijenleri sadece
hareketli tiirlerde bulunmaktadir. H antijenleri birbirleri ve diger bakterilerin
antijenleri ile ¢capraz reaksiyon vermezler. Alkol ve proteolitik enzimlerle inaktive
olurlar. Formole dayanikhidirlar (Erdem, 1999).

K antijenleri, kapsiil antijeni niteligindeki antijenlerdir. Agliitinasyon
ozelliklerine gore incelenmis olan K antijenleri, yapilarinin gosterdigi ayrima gore
adlandirilmislardir. K antijenleri polisakkarit yapida ve 1siya dayanikhidir. 100-
120 °C’de 1-2 saat kaynatmakla ortadan kaldwrabilirler. Bu antijene sahip
bakteriler somatik antiserumlariyla agliitinasyon olusturmazlar. Bu antijenler O
antijeninin agliitinasyon olusturmasina engel olurlar (Bilgehan, 1996).

2.1.7 Serotipleri ve Yaptiklar1 Hastahklar

Gilinitimiizde E.coli suslarinin serotiplendirilmesi, Kaufman tarafindan gelistirilen
semaya gore yapilmaktadir. Serotiplendirmede Oncelikle O ve H antiserumlari
kullanilmakta, K antijeni nadiren degerlendirilmektedir. Serotiplendirme
sonucunda bakterinin sahip oldugu antijenler yanyana yazilarak E.coli’ nin hangi
serotipe ait oldugu tespit edilir. E.coli suslarinin antijen yapilarinin belirlenmesi
ozellikle epidemiyolojik ¢alismalarda onemlidir.  E.coli’ nin olusturdugu ¢esitli
hastalik tablolar1 ile 6zel antijen tipleri arasinda iligkiler bulunmaktadir (Murray

ve ark., 2009).



E. coli suslar1 hayvanlarin ve insanlarm bagirsak florasinin bir tiyesidir.
Normal olarak viicutta bulunan zararli bakteri tiirlerini baskilamasi ve vitamin
sentezine katkida bulunmalar1 nedeniyle viicut ic¢in yararli olarak da
nitelendirilebilmektedirler (Halkman ve ark., 2001). Fakat konagiyla arasindaki
denge bozuldugunda E.coli gastrointestinal kanal disina c¢ikarak, yerlestigi
sistemle ilgili klinik tablolara sebep olabilir (Tabak, 2000). Idrar yolu
enfeksiyonlari, bakteriyemi, menenjit ve ishaller E.coli nin en sik neden oldugu
hastaliklardir (Murray ve ark., 2009).

Bagwrsak disindaki E.coli enfeksiyonlarinin baslicalari; tiriner sistem
enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlari, menenjit (6zellikle yeni doganlarda)
ve bakteriyemidir. Uriner sistem enfeksiyonlarinda en sik rastlanan etken
E.coli’dir. Solunum yolu enfeksiyonlar1 hastane kaynakli olabilir. Nozokomiyal
pndmonilerde  etken = mikroorganizma  %12-50  oraninda  E.coli’dir.
Yenidogan menenjiti, K1 kapsiil antijeni tasiyan FE.coli suslar1 tarafindan
olusturulur. Oliim oran1 %40-80 arasindadir. E.coli firsatg1 bir patojendir. Yara
enfeksiyonlarina, apendiks yirtilmasi sonucunda peritonitlere yol agabilirler.
Enfeksiyon yaptiklar1 bolgelerden kana karigarak bakteriyemi yapabilirler. E. coli
suslari, septik atrit, endoftalmit, karaciger absesi, endokardit, osteomiyelit,
prostatit, siniizit, tromboflebite de neden olabilir (Ustagelebi, 1999).

Insanlarda  diyareye neden olan E.coli serotipleri patojenik,
enteropatojenik, enterovirulent, diyarejenik serotipler olarak adlandirilmaktadir.
Bu serotipler virulans 6zellikleri, patojenite mekanizmasi, klinik sendromlar, ve
O, H antijenlerine gore gruplandirilirlar. Bu gruplar sunlardir;

e  Enterohemorajik (EHEC)

e  Enteroinvaziv (EIEC)

e  Enteropatojenik (EPEC)

e  Entero-agregativ (EaggEC, EAEC)

e  Enterotoksijenik (ETEC)

e Diffiiz Adherent (DAEC)



2.1.7.1 Enteroinvaziv E.coli (EIEC)

Enteroinvaziv E. coli ilk olarak 1944 yilinda parakolon basil olarak tanimlanmis
daha sonra E.coli O124 olarak adlandirilmistir. 1971 yilinda EIEC suslarmin tipik
EIEC enfeksiyonu olan kanli ishale neden oldugu ve fakir iilkelerde goriildigi
saptanmistir. EIEC suslar1 genel olarak hareketsizdir, enterositleri kaplamakta ve
onlarin seklini degistirerek bu hiicrelerin 6liimiine neden olmaktadirlar. EIEC nin
invaziv karakteri 140 MDa’luk bir invazyon plazmidi tarafindan yonetilmektedir
(Eklund 2005). Neden oldugu dizanteri tablosu Shigella’larin gdsterdigi
dizanteriye benzerlik gosterir. Shigella spp. ile EIEC suslar1 arasinda fenotipik ve
genotipik benzerlikler bulunmaktadir. Hastaligin inkiibasyon periyodu 8-44 saat
olup, ortalama 26 saattir. Baslica belirtileri ates, titreme, abdominal kramp,
dizanteridir. Bakterinin baglica bulagsma kaynaklar1 hasta kisiler, bulash su ve
gidalardir (Doyle, 1991).

2.1.7.2 Enteropatojenik E.coli (EPEC)

Ik olarak 1945 yilinda John Bray tarafindan Bacillus coli napolitanum ismiyle
yaz ishaline neden olan bir etken olarak rapor edilmistir. Giiniimiizde EPEC,
gelismekte olan iilkelerdeki ¢ocuklarda goriilen ishalin etkenlerindendir. Baslica
rezervuart insandir. Gida alaninda ¢alisanlar ve kanalizasyon sular1 gida
kontaminasyon kaynaklar1 arasinda yer alir ve insanlara gidalardan bulagir
(Bilgehan 1996, Hudson ve ark., 2000). Hijyen standartlarinin yiiksek oldugu
yerlerde yaygin degildir. Neden oldugu ishalden 6liim orani % 30 dolayindadir.
Sporadik EPEC enfeksiyonlari ise endiistriyel iilkelerde goriilmektedir (Nataro ve
Kaper 1998).

2.1.7.3 Enteroagregativ E.coli (EaggEC,EAEC)

Oryjinal olarak Hep-2 hiicre kiiltiirlerinde gosterdigi spesifik agregatif aderens
paterni ile tanimlanan EAEC, hen yoksul hem de endiistrilesmis iilkelerdeki
cocuklarda endemik ishal, epidemik ishal, gelismekte olan iilkelerde seyahat
ishalleri, insan immiin yetmelik viriisii (AIDS) enfeksiyonu olan hastalarda kalic1
diyare olmak tizere ¢esitli klinik durumlarda ishale neden olmaktadir. EAEC ishali
hafif inflamasyon (karin agris1 ve ates) bulgu ve septomlar1 gosterir ancak digki

genellikle kan ve 16kosit icermez (Murray ve ark., 2009).



2.1.7.4 Enterotoksijenik E.coli (ETEC)

Enterotoksijenik E.coli (ETEC) suslarmin insanlardaki ishalli hastaliklarla olan
iligkisi 1960’larda ortaya ¢ikarilmistir. O zamandan beri ETEC enfeksiyonlarinin
gelismekte olan tilkelerde ortaya ¢ikma orani artmistir. ETEC turist ishalinin en
yaygin etkenidir ve endiistrilesmis iilkelerde ara swra goriilen salginlara neden
olur. ETEC, fimbrial kolonizasyon faktorlerini (CFs) ve ilgili kolonizasyon faktor
antijenlerini kullanarak bagirsak epitel hiicrelerine kolonize olmaktadir. Buna ek
olarak ETEC suslari, plazmid tarafindan kodlanan 1siya diregli (Heat Stabile
Toxin =ST) ve/ veya 1stya duyarli (Heat Labile Toxin =LT) toksinler iiretirler.
Toksinler ST ve LT toksinleri Sta, Stb ve LTI, LT2 olmak {izere alt gruplara
ayrilirlar. Bunlardan LT1 kolera toksini ile %75 aminoasit benzerligine sahiptir
(Eklund, 2005). Etkenin zehirlenme yapabilmesi i¢in gidada 10%g oraninda
bulunmas1 gerekir. ETEC suslar1 mayonez, peynir, hazir gidalar ve digkiyla
bulagmis sularda bulunurlar (Abdullah ve Davies 1999, Hudson ve ark., 2000).
2.1.7.5 Diffiiz Adherent E.coli (DAEC)

Diffiiz Adherent E.coli (DAEC) hiicre ¢ozen E.coli olarak bilinmektedir. Oniki
aylik cocuklarda ishale neden olmaktadir ve gelismis iilkelerdeki ©nemli
patojenlerden biridir. Kesin patogenezi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Fakat
DAEC suslari; epitel hiicreleri iizerindeki yaygin yapisma sekilleri, alfa hemolizin
iretimi ve sitotoksik nekroz faktor—1 ile karakterize edilmektedir. Buna ilaveten
biitiin kromozom ve plazmitlerin aracilik ettigi fibrial adhezinde (AIDA- 1)
yaygin yapigsma fenotipleri ile ilgilidir (Eklund 2005).

2.1.7.6 Enterohemorajik E.coli (EHEC)

Diyarejenik E.coli’nin Shiga toksin olusturan E.coli (STEC) kategorisini, bu
organizmanin iretttigi toksinlere gore EHEC’den ziyade STEC olarak adlandirilir.
EHEC suslar1 lizojen bir bakteriyofaj tarafindan kodlanan, vero hiicrelerine toksik
etki gOsteren ve protein sentezini inhibe eden Shiga toksin benzeri verotoksin
salgilarlar. Kuzey Amerika ve Avrupa’da en sik identifiye edilen diyarejenik
E.coli serotipleridir. O157 STEC ABD’de her yil tahminen 73000 hastalik ve 60
olim vakasma neden olmaktadir. E.coli O157:H7 serotipi hemorajik kolit (HC),
hemolitik tiremik sendrom (HUS), trombotik trombositopenik purpura (TTP)



olmak iizere 3 temel klinik tablolaya neden olur. EHEC’in verotoksin olarak da
bilinen Stx1ve Stx2 olmak iizere iki farkli Shiga toksin tanimlanmistir. Ek olarak
Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f olmak iizere Stx2’nin ¢esitli varyantlar1 vardir (Murray
ve ark., 2009).

0157 STEC, siitii ve eti i¢in iiretilen siirlarda kolonize olur, bu nedenle
bulasin diger kaynaklarina gore et, daha ¢ok O/57 STEC salgmlarma neden
olmustur. Bulasin diger kaynaklar1 ¢ig siit, sosis, rosto et, klorlanmamis sebeke
suyu, elma swrasi, ¢ig sebzelerdir. Bu kaynaklar tipik olarak sigir diskisi ile
kontamine olmus suya maruz kalirlar. EHEC susu kisiden kisiye kolaylikla
yayilir, ¢linkii enfeksiyoz dozu diisiiktiir (< 200 CFU). Kisiden kisiye yayilimin
oldugu salginlar, okullar, uzun donemli bakim kurumlari, gilinlik bakim
merkezlerinde ortaya ¢ikmistir (Murray ve ark., 2009).

2.2 E.coli O157:H7 Serotipi

E. coli O157:H7 serotipi EHEC grubu icindedir ve en tehlikeli gida kaynakl
patojenler i¢cinde yer alr (Halkman ve ark., 2001). E. coli O157:H7 serotipinin
genetik caligmalar sirasinda elde edildigi ve bir kaza sonucu dogaya salindigi
seklinde goriisler de bulunmaktadir. Griffin ve Tauxe'ye gbre bu serotip
muhtemelen enteropatojenik bir atadan genetik ¢alismalar sonucu oldukg¢a yakin
bir donemde ortaya ¢ikmistir. Bu bakterinin baslica kaynagi daha c¢ok sigirlar
olmak iizere koyun, ke¢i, geyik, tavuk, kopek, domuz, martilardir. Genelde
digkidaki yayginlig1 % 0-10 oraninda degismekle beraber, gen¢ hayvanlarda daha
fazla oldugu sigir digkisinda 5°C’de 70 giine kadar canliligmi koruyabildigi ve
verotoksin iiretme kapasitesini kaybetmedigi ortaya konulmustur (Temelli, 2002).
Cesitli arastirmalar, bu bakterinin basta siit inekleri olmak iizere sicak kanli
hayvanlar olarak tanimlanan memeli ve kanatli hayvanlarin digkilari ile ete, siite,
topraga, suya ve dolayisiyla tiim g¢evreye yayildigmni gostermistir (Halkman ve
ark., 2001).

Bu bakteri siit ineklerinin digkilarinda diger sigirlara gore daha fazla
bulunmaktadir (Wang ve ark., 2000). Cig siit ve {iriinlerine bakterinin bulagmasi,

meme baslarindan, sagim makineleri ile alet ve ekipman hijyeni yetersiz



pastorizasyon, pastorizasyon sonrasi kontaminasyon ile olabilmektedir. Son
yillarda bu {iriinlerin tiiketimine bagli salgnlar siklikla gozlenmektedir.

2.2.1 Biyokimyasal Ozellikleri

E.coli O157:H7 in diger E.coli suslarindan ayiran baslica 6zellikleri; sorbitolii
fermente edememesi, 4-methylumbelliferonglucoronide’t (MUG) hidrolize eden
B-glukorinidaz enzim aktivesine sahip olmamasidir. (E.coli’lerin %99’u [-
glukorinidaz enzimi igerir) ve 44-45 °C ve Tlzerindeki sicakliklarda
gelismemesidir. Ayrica eae genine (bu gen bakterinin enterosite yapismasini
saglayan intimini kodlar) sahip olmasi, 60 mDa plazmid tasimas1 ve yaygin olarak
goriilmeyen 5000-8000 Dalton molekiiler agirlikta OMP ekpresyonu ve
enterohemolizin tiretimi ile ayrilir (Leyer ve ark., 1995).

E.coli O157:H7 serotipi glikozdan gaz olusturur, iireaz1 yoktur ve H,S
olusturmaz. E.coli O157:H7in optimal lireme sicakligi 37°C olmasina ragmen
20-40 °C’ de, optimal pH’1 7-7,2 olmasma ragmen, pH 5-8’de {iireyebilmektedir
(Leyer ve ark., 1995).

E.coli’lerin % 98-99 kadar1 B-glucuronidase enzimine sahiptir. Diger
bakterilerde ¢ok ender olarak goriillen bu enzim 4-methylumbelliferonp-D
glucoronide (MUG) subsratin1 pargalar ve parcalanma iirlinlerinden 4-
methylumberone uzun dalga boylu UV lambas1 (366nm) ile floresan i1g1ma verir.
E.coli’nin florojenik MUG belirteci 6zelligini saglayan B-glucuronidase enzimi
uidA geni tarafindan kodlanmaktadir (Halkman 2005).

E.coli disindaki B-glucuronidase pozitif suslarin E.coli analizlerinde sahte
pozitif reaksiyon vermesi indol testi ile onlenir. B- glucuronidase bakteriler i¢inde
indol pozitif olan tek bakteri E.coli’dir. MUG igeren Lauryl Sulphate Tryptose
Broth (LSTB) gibi baz1 besiyerleri triptofan igerirler. Inkiibasyondan sonra UV
15181 ile fluoresan veren tiiplere kovacs ayiraci damlatilarak indol testi yapilir,
fluoresan pozitif ve indol pozitif tiipler £.coli olarak degerlendirilir. Bu yontemde
toplam analiz stiresi 37°C’ de 24 saat (gerekirse 48 saat) inkiibasyon siiresi ile
fluoresan ve indol testleri icin gereken birka¢ dakikalik siire toplamidir. Sivi
besiyerinde genel olarak 18-24 saat sonunda gelisme oldugu dikkate alinirsa

analiz stiresi oldukca kisadir. Fluoresan kontrolii i¢in mikrobiyoloji
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laboratuvarlarinda bulunan uzun dalga boylu UV lambalar1 ile her zaman tatmin
edici sonu¢ alinamamaktadir. Bu nedenle MUG reaksiyonunun belirlenmesi i¢in
gelistirilmis 6zel 366 nm dalga boyundaki UV el lambasi kullanilmasi
onerilmektedir. Bazi E. coli suslar1 yogun iiremeye bagli olarak asir1 miktarda asit
olusturabilirler ve bu asitlik floresan 1s1mayr maskeler. Bu gibi durumlarda
besiyerine 1 ml 1N NaOH ilavesi ile fluoresan reaksiyonu kesinlestirilir. £. coli
O157:H7 susunda H,S olusturma,Voges Proskauer, sorbitol testleri negatif,
laktoz ve glikozdan gaz olusturma, indol, metil red, hareket ve lizin dekarboksilaz
(LD) testleri ise pozitiftir (Leyer ve ark., 1995, Kehl 2002).

MUG sisteminin kullanildig1 besiyerlerinde dogal olarak koliform grup
analizi de yapilmaktadir. LSTB’ daki durham tiiplerinde gaz olusturma koliform
varlig1 yoniinden pozitif olarak degerlendirimektedir. Koliform grubun standart
olarak kanitlanmasi i¢in Brillant Green Bile Broth (BGBB) (%2) besiyerlerine
ekim yapilmalhdir. LSTB kullanildiginda, E. coli sonuglary, koliform grup
sonuclarindan daha ¢abuk alinmaktadir (Kehl, 2002).

Standart yontemlerle E. coli O157:H7 izolasyonunda yogun refakatci flora
varligmma bagl olarak siklikla yalanci negatif sonuclar almabilmektedir. Benzer
sekilde analiz edilen diger mikroorganizmalarda oldugu gibi, selektif
zenginlestirme ortami olarak kullanilan besiyerinde E. coliO157:H7 susu ile ayni
diizeyde gelisebilen E. coli tip 1, C. freundii, Enterobacter spp., Hafnia alvei gibi
yakin akraba tiirler selektif kat1 besiyerinde de rahatlikla gelisebilmekte ve eger
baslangicta £ coli O157:H7 sayis1 bu flora i¢inde yeterli bir oranda degilse bu
bakterilerin baskilamas1 nedeniyle analiz sonucu hatali olarak negatif
almmaktadir. Burada hedef bakterinin selektif sivi ve kat1 besiyerlerinde
gelisebilen refakat¢i flora igindeki orani en diisiik % 1 olmalidir. Bu sekilde
standart boy bir petri kutusunda bulunan selektif bir kati besiyerine selektif
zenginlestirme kiiltiiriinden yapilan ekim ve inkiibasyon sonucunda olusacak 100
koloni i¢inden hedef bakterinin digerlerinden farkli olan koloni morfolojisine gore
ayirt edilmesi ve izolasyonu miimkiindiir. Burada, petri kutusunda 100 koloni
olusacak sekilde selektif zenginlestirme kiiltiirlinden seyreltme yapilmasi esastir.

Bu orandan daha diisiik konsantrasyonlarda bulunacak hedef bakterinin petri
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kutusunda goriilmesi ve izolasyonu miimkiin degildir. Gida maddesinde
baslangicta bu oranin % 0.1 oldugu varsayilirsa selektif zenginlestirme sonunda
bu oran korunacak, petri kutusunda 100 koloni olusmasi saglanacak sekilde
yapilan seyreltmede petri kutusunda hedef bakteriden 1 adedinin koloni olusturma
olasilig1 % 10 olacak, bir diger deyis ile % 90 olasilikla petri kutusunda hedef
bakteri koloni olusturmayacaktir. Bu kosulda, E. coli O157:H7’nin koloni
olusturmasi i¢in petri kutusunda 1000 koloni olusacak sekilde seyreltme yapilmasi
gerekmektedir. Ancak, bu kosulda da refakat¢i bakteri kolonileri hedef bakteriyi
maskeleyecek ve 1000 koloni icinden E. coli O157:H7’nin segilip izolasyonu
miimkiin olmayacaktir. Klasik yontemlerle yapilan analizlerde yakin akraba
refakatci floranin inhibisyonu tizerinde pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Bunlarin
inhibisyonu i¢in yiikseltilmis inkiibasyon sicaklhigi, diisik pH, c¢esitli
antibiyotiklerin  kullanilmasi, kisa  inkiibasyon siiresi gibi  faktorler
arastirilmaktadir (Doyle 1991, Halkman ve ark., 1998, Janes ve ark., 2002).

Yapilan bir calismada, E.coli O157:H7’nin etli konserve besinlerinin
kullanilmasinda, korunmasinda kullanilan asitlere (sitrik, asetik, laktik asitlere)
diger bagirsak patojenlerinden daha dayanikli oldugu belirtilmistir (Akkus 1996).
pH 1,5-2,5 degerlerinde bile E.coli OI157:H7’nin 3-4 saat canli kalabildigi
belirtilmistir. Bu da E.coli O157:H7’nin diisiik dozlarda bile mide asidinden
gecerek infeksiyona neden olmasini agiklamaktadir.

E. coli O157:H7’nin liremesi lizerine sicakligin da etkisi bulunmaktadir.
Minumum iireme sicakligi 8-10 °C’dir. Optimal olarak 30-42 °C’de 1yi iirerler.
Bakteri sicaga duyarlidir ve pastdrizasyonda inaktive olur. Bir gidada 10* kob/ml
bakterinin Olmesi i¢cin 72°C pastorizasyon sicakligi 16-20 saniye yeterli
bulunmaktadir. E. coli O157:H7 soguga direnglidir, -20 °C’da dondurulmus
gidalarda (kiymalarda) canliligini korur ve pH 5,7-7,5’de iyi iirer. Bununla
beraber pH 3,6’da buzdolab1 sicakliginda muhafaza edilen gidalarda canliligini
korumakta ve pH degeri 4 olan siv1 kiiltiirlerde lireyebilmektedir. Ayrica bakteri
asitli gidalarda canliligin1 korumakta, fermante sucuk ve elma suyu gibi gidalar
uygun besiyeri olmaktadir. Yeni bir tip hemolizin olarak kabul edilen

enterohemolizin, verotoksin pozitif E.coli O157:H7 serotipleri tarafindan
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dretilirken, bu ozellik diger E. coli’lerde yoktur. Enterohemolizin sadece
eritrositleri yikanmis kanli agarda belirlenebilir. Bu sekilde 33 adet verotoksik E.
coli O157:H7 susundan 32 adedinin enterohemolizin {irettigi gosterilmistir (Wang
ve ark 2000).

2.2.2 Viriilans Faktorleri

EHEC suslarinin viriilans faktorleri Shiga toksin 1, 2 ve bunlarin varyantlari,
STEC hemolizin, bagirsak epitel hiicrelerine kiimelenmeyi saglayan STEC
intimindir. Ayrica 1siya direncgli enterotoksin (EAST 1geni) ve seroproteinazlar da
diger viriilans faktorlerdendir (Abdullah ve Davies 1999).

E. coli O157:H7 susu Shiga like toxin 1;SLT-1 olarak adlandirilan (yeni
terminolojide Stx 1 ve Stx 2)’ toksinler iiretmektedir. Sigatoksinler Vero hiicre
kiiltiirlerine sitotoksik etkili oldugundan verotoksin -1 (V; 1) ve verotoksin-2 (V;
2) olarak da adlandirilmaktadirlar (Cosansu ve Ayhan 2000).

Stx toksini, S. dysenteriae tip I’in lrettigi toksinden sadece bir aminoasit
farklhidir ve antijenik olarak bu toksinden ayirt edilemez. Stx 2 ise bu toksinlere
% 50-60 oraninda benzerlik gosterir ve 5 degisik varyant igerir (Stx 2, 2c, 2d, 2e
ve 2f). Siga toksijenik E. coli (STEC) bu toksinlerin (Stx-1,Stx-2) birini veya her
ikisini de tUretebilmektedir. Ciddi klinik semptomlar daha ¢ok Stx-2 {ireten E.coli
O157:H7 susunun neden oldugu infeksiyonlarda goriilmektedir. Ozellikle
Hemorajik Uremik Sendrom (HUS) vakalarinda izole edilen toksin Stx 2’dir.
Yapisal olarak Stx’ler shiga toksin gibi, toksik etkiyi gosteren bir A ve hiicreye
girisi saglayan bes B alt iinitesi icerir. A {initesi hiicrede 60S ribozomda 28S
rRNA’dan bir adenin molekiiliiniin ¢ikmasi ile protein sentezini inhibe etmektedir.
Bu olay geri doniistimsiizdiir ve hiicrenin liimiine neden olurlar. Stx’ler intestinal
sistemde Tretildikten sonra dolasim sistemine karisarak i¢c organlarda hasara
neden olurlar (Abdullah ve Davies 1999).

Stx’lerin patojenik mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. Fakat ishal,
Hemorajik kolit (HC), Hemorajik Uremik Sendrom (HUS) ve Trombotik
Trombositopenik ~ Purpura  (TTP)  gelisimine  katkida  bulunduklari
disiiniilmektedir. HC’in, Stx’lerin intestinal sisteme birakildiktan sonra ve

HUS/TTP’nin da Stx’lerin kana karigsmasindan sonra ortaya c¢iktigi tahmin
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edilmektedir. HUS’lu hastalarin kanlarinda Stx’lere rastlanmistir. Stx 2 ve Stx
2c¢’in insanlardan izole edilen suslarda en sik bulunan toksinler oldugu
belirtilmektedir (Abdullah ve Davies 1999).

2.2.3 Yaptig1 Hastalhklar

E.coli O157:H7 enfeksiyonlar1 genclerde daha etkilidir. Japonya’da yapilan
arastirmalarda genclerin ve ¢ocuklarin E.coli O157:H7 serotipinin yapmis oldugu
hastaliklara duyarliligi belirgin bir sekilde gosterilmistir. Digkilarinda bu
bakteriye rastlanan 20 yas altindaki kisilerin %80’den fazlasi tipik semptomlari
gosterirken, yine diskilarmda E.coli OI157:H7 serotipi bulunan 30-46 yas
arasindaki kisilerin %70°1 tipik semptomlar1 gostermemistir (Halkman ve ark.,
2001).

Diyarejenik E.coli’lerin (DEC) neden oldugu gida kaynakli hastaliklarin
klinik, halk saglig1 ve ekonomik yonden 6nemi vardir. Sadece E.coli O157:H7
serotipinin neden oldugu hastaliklarin tedavi giderleri ve is giicii kayb1 bedelinin
yilda 229-610 milyon $ oldugu tahmin edilmektedir (Halkman ve ark., 2001).

Bu serotipin yapmis oldugu baslica hastaliklar;
2.2.3.1 Hemorajik Kolit
Hemorajik kolit 1982°de Oregon ve Michigan’da cesitli kanli ishal sendromlar1
olan iki vakada spesifik restoran zincirlerindeki hamburger tiiketimi sonucunda
gozlenmistir. Hemorajik kolitin belirtileri abdominal kramp, kanli digk1 ve ¢cok az
atestir. Vakalarin yarisinda diskidan E.coli O157:H7 izole edilmistir. Sonradan bu
serotipin Stx tirettigi gosterilmistir. Cesitli ¢alismalar sonucunda Stx’in hemorajik
kolitin 6nemli bir sebebi olarak gosterilmistir (Kapper, 1998).

Hemorajik kolit aniden ortaya ¢ikan krampli karin agrilari ile baslar ve 24-
48 saat icinde sulu diyare ile devam eder. Diyare sirasinda goriilen kan miktar1
zamanla artar ve digk: tiimiiyle kan olur. Hastaligin ortaya ¢ikmasi genellikle 3- 9
glin (ortalama 4 giin), hastalik siiresi 2- 9 gilindiir. Hastaligin ortalama 8 giin
siirdiigii seklinde kaynaklara da rastlanmaktadir. Krampl karm agrilarmin dogum
sirasindakine benzer yogunlukta oldugu ve apandisit agrisindan daha siddetli

oldugu bildirilmektedir. Bu hastalik dizanteri ve invaziv E.coli nin neden oldugu
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gastroenteritten, atesin yiikselmesi ve kanli diski ile ayrilmaktadir (Halkman ve
ark., 2001).

2.2.3.2 Hemolitik Uremik Sendrom

Ik olarak 1955°de tanimlanmustir. HUS ¢ocuklardaki akut renal yetmezligin
onemli nedenlerinden birisidir. Ingiltere’de cocuklarda yapilan bir calismada,
HUS’un akut renal yetmezligin en sik ve en 6nemli nedeni oldugu saptanmustir.
Siklikla yaz aylarindaki sporadik vakalar ve kiigiik epidemiler halinde goriiliir. Bu
sendrom siklikla kanli diyareyle seyreden gastroenteriti takiben akut olarak
baslayan mikroanjiopatik hemolitik anemi, trombositopeni ve renal yetmezlik ile
karakterize  edilir.  Epidemilerin  ¢iktig1  bdlgelerdeki  hastalarda  bu
komplikasyonlarin gelisme orani etkilenen populasyona gore degisiklik gosterir.
Yayilim hizi toplum arasinda c¢ok diisiiktlir. Genellikle c¢ocuklarda ve yash
insanlarda yiiksektir (Arslantiirk 1996). Yashlarda HUS; ates ve Trombotik
Trombositopenik Purpura (TTP) olmak {iizere iki ilave semptom ile goriiliir. Bu
durumda yaslilarda 6liim oram ortalama %50’ye ¢ikmaktadir (Halkman ve ark.,
2001).

Klinik olarak HUS gosteren hastalarda, ciddi bir hastalik seyri veya bazen
sarilik ve siklikla yiiksek tansiyon olusmaktadir. Hastalarin siklikla diyaliz ve kan
nakline gereksinim duyduklar1 ve kalp yetmezligi, koma, kalp krizi gibi
kardiovaskiiler ve merkezi sinir sistemi hastaliklarinin  gelisebildigi
bildirilmektedir (Ozbas ve Aytag 1995).

HUS kiiciik epidemiler olusturan mevsimsel dagilim gdsteren bir sendrom
olup, toksinlerle olusmaktadir. ingiltere’de ve Amerika’da birka¢ ¢alismada ve
Kanada’da yapilan bir ¢alismada klasik HUS’lu hastalarin %90°’ninda verotoksin
iireten E.coli saptanmistir (Arslantiirk 1996).
2.2.3.3 Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP)

TTP, mikroanjiopatik hemolitik anemi, trombositopeni, ndrolojik hastalik, renal
hastalik ve ates ile karakterize edilir. TTP, bircok yoniiyle HUS’a benzerdir. Fakat
siklikla eriskinlerde goriliir, ¢cogu zaman atesle birliktelik gosterir ve hastaligin
oncesinde HUS un bir belirtisi olan diyare gibi bulgular goériilmez. Yapilan

calismalarda hastalarin %14’linde karm agris1 oldugu saptanmistir (Arslantiirk
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1996). TTP’de merkezi sinir sistemi bozuklugu temel Ozelliktir. Hastalikta

beyinde kan pihtis1 olusur ve 6liim goriiliir (Doyle ve ark.,1997).

2.2.3.4 E.coli 0157:H7’nin Neden Oldugu Kansiz Diyare
E.coli O157:H7 enfeksiyonlarinin ¢ogu sulu diyareyle baslayip daha sonra kanh
diyare ile seyreder. Sporadik vakalarin %95inden fazlasi kanli diyarelidir.
Epidemiler sirasinda enfekte kisilerin %17- 30’unda ve sporadik vakalarin % 4-
5’inde kan goriilmedigi bildirilmistir. Kansiz diyareli kisilerde, kanli diyareli
kisilere oranla daha az oranda HUS ve TTP gibi komplikasyonlar goriilmiistiir
(Arslantiirk, 1996).
2.2.3.5 Asemptomatik Kisilerde E.coli O157’nin Bulunmasi
E.coli O157:H7 genellikle semptomu olmayan kisilerden izole edilmez. Bununla
beraber, epidemiler sirasinda bazen bakteriyi tasiyan semptomsuz Kkisilere
rastlanilmaktadir. Bir arastrmada ii¢c anaokulunda iyi pisirilmemis siitlerin
icilmesi sonucu olusan E.coli OI157:H7 epidemisi smrasinda semptomsuz
cocuklarin diskisinda E.coli O157:H7 izole edilmis ve bakim evlerindeki
epidemilerde de semptomsuz kisilerde E.coli O157:H7 serotipi saptanmistir.
Bakim evlerindeki epidemilerde enfekte hamburger yiyen asemptomatik kisilerin
diskisindan E.coli O157:H7 izole edilmistir (Arslantiirk, 1996).
2.2.4 E.coli 0157:H7’nin Bulastig1 Gidalar
Basta sigir digkis1 olmak iizere dogrudan ve/veya dolayli olarak hayvanlarin
diskisinin  bulastigr her tirli gida maddesi E. coli O157:H7 enfeksiyonu
bakimindan potansiyel tehlike tasimaktadir. Cesitli gida maddelerinde, igme ve
kullanma sularmnda, gdllerde E. coli 0157:H7’i bulunmustur (Inal, 1990).
Diinyanin c¢esitli yerlerindeki enfeksiyonlarin biiyiikk bir bolimii basta
yetersiz pisirilmis et ve pastorize edilmemis siit olmak iizere sigir kaynakli gidalar
ile olmustur. Diger hayvanlar ve Ozellikle gevisler E. coli 0157:H7’nin
kaynagidirlar (Firstenberg ve Sullivan 1997).
E. coli O157:H7 basta sigir olmak iizere domuz, koyun, pili¢ etlerinden,
hamburger ve kofte olmak ilizere kiyma ile hazirlanan et {riinlerinden izole

edilmistir (Sarimehmetoglu ve ark., 1998). Hayvanlarin digkilariyla etlerin
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kontamine olabildigi gosterilmistir. Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada sigir
digkilarinda % 15.7, koyun diskilarinda % 2,2 oraninda bakteri saptanmistir.
E. coli O157:H7, et iirlinlerinden baska tiriinlerde cesitli peynirler, ¢ig siit, yogurt,
su kaynaklari, salatalar ve salata soslari, evde yapilan sandvig, turp filizi, pastorize
edilmemis elma sarabi ve taze sikilmis elma suyunda bulunmus ve g¢esitli
enfeksiyonlara neden olmustur. Afrika iilkelerinde ylizey suyunun i¢ilmesine
bagli olarak binlerce kisinin etkilendigi salgmlar olmustur (Ozalp ve Kaymaz
1992).

Bu bakterinin iceberg salatalarinda canl kalmasi, yapraklara penetrasyonu
ve klorun bakteriye etkisi lizerine de arastrma yapilmistir.Yapilan arastirmada
hiicrelerin kesik dokulara 73,5 pm altina penetre oldugu, 200 ppm klorun 5 dakika
icinde 0,7-1,0 log birimi indirgeme saglamakla beraber doku i¢ine niifuz etmis E.
coli O157:H7 hiicrelerinin klor etkisinden daha fazla korundugu bulunmustur.
Boylece ¢ig yenilen salata tiirii sebzelerin de tehlikeli olabilecegi ortaya
konulmustur (Aksu ve ark., 1999).

Taze sikilmis elma suyu ABD’de ve Bati Avrupa iilkelerinde oldukga
yaygin bir tiikketim alanina sahiptir. Agagtan yere dokiilmiis ve digki ile bulagmig
elmalarmn yeterince yikanmadan biifelerde sikilarak tiiketime sunulmasi sonunda
kayitlara gecen pek ¢ok enfeksiyon goriilmiistir. Yine ABD’de pastorize
edilmemis elma suyundan yapilan elma sarabi pek cok enfeksiyona neden
olmustur. Elma sarabinda kullanilan elmaya diger meyva saraplarinda oldugu gibi
1s1l islem uygulanmamasi ve elma sarabinda alkoliin % 4-5 diizeyinde olmasi
enfeksiyon riskini artirmaktadir (Janes ve ark., 2002).
2.2.4.1 Peynir
Cok biiyiik bir cesitlilikteki aroma, tat, yap1 ve sekle sahip bir grup fermante siit
{iriinii i¢in kullanilan genel isimdir. Ozellikle yag, protein, kalsiyum, fosfor,
vitamin A bakimindan zengin, yiiksek besleyici degerde, sevilen tat ve aromaya
sahip olan peynir, oldukc¢a fazla tiiketilen bir siit tirtiniidiir (Giiven ve ark.,1996).

Peynir; cesitli hayvanlardan (inek, koyun, ke¢i) elde edilen siitlerin maya
ve organik asitlerle eksitilildikten sonra, dogrudan veya cesitli tat ve koku verici

katkilar katilarak degisik sekillerde islenmesi soncu olgunlastirilan veya
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olgunlastirilmadan elde edilen bir iirlindiir (Kamber, 2005). Peynir kelimesi
modern Tiirkce’ye Farsga siitten yapilmis anlamma gelen panir kelimesinden
gecmistir.

Yeterli ve dengeli beslenme toplumu olusturan bireylerin saglikli
yasamasi, varligmi siirdiirebilmesi bakimindan temel kosullardan birisi belki de en
onemlisidir. Biiylime, gelisme, yasamin siirdiiriilmesi, sagligin korunmasi i¢in
belirli bir diizeyde hayvansal gidalarin tiiketilmesi gerekir. Hayvansal bir gida
olan siit her zaman ve her yerde bulunabilen ve igerdigi besin maddeleriyle, her
yastaki insanin beslenmesinde onemli bir yer tutar. Ayrica siit, gida endiistrisinin
de temel maddelerinden birisidir (Inal 1990). Diinya niifusunun hayvansal protein
ithtiyacinin 6nemli bir kismi sigwr, manda koyun, keg¢i gibi evcil hayvanlarin
sitlinden saglanir. Siit hayvanlarmin diinyadaki dagilimi ve verimi biiyiik
farkliliklar gostermektedir.Diinya iilkelerindeki tiiketim alisgkinliklar1 arasinda da
biiyiik farkliliklar vardir (Ozalp ve Kaymaz 1992).

Siitlin viicut i¢in en iyi degerlendirme sekli onun dogrudan dogruya siit
olarak i¢ilmesi ile miimkiindiir. Ancak siit, hacimli olmasi, naklinin zor olmasi
ve c¢abuk bozulmasi gibi nedenlerden dolayr daha dayanikli (iiriinlere
dontstiiriilmekte ve bunlar arasinda peynir 6nemli yer tutmaktadir (Tekingen ve
ark.2002). Tirkiye’de tretilen ¢ig siit, i¢cme siitli, tereyagi, peynir, yogurt,
dondurma, siit tozu gibi ¢esitli siit {irlinlerine doniistiiriilmektedir. Bu siit {irtinleri
icerisinde toplam c¢ig siitiin yaklasik %40’ lik paymi peynir almaktadir. Yani
toplam 4-5 milyon civarinda ¢ig siit ,peynir liretimi i¢in ayrilmaktadir (Demirbas,
2000).

Peynirin giinliik beslenmedeki 6nemi; kolay sindirilebilme 6zelliginin yan1
sira, yag, vitaminler, serum proteinleri ve diger besin unsurlarinin da bir 6l¢iide
peynirin yapisina girmesinden ileri gelir. Peynir, 6zellikle yiiksek kalitede protein,
yag, A ve B2 vitaminleri yoniinden olduk¢a zengindir. Tiirkiye’de yiiksek
teknolojiye sahip siit isleme tesislerinde yabanci kokenli bircok peynir de
iretilmektedir. Kiiclik 0Ol¢ekli veya mandrra tipi teknolojisi diisiik olan
isletmelerde satilan peynirler halk sagligi agisindan risk tasimakta, hijyenik

sartlara nem verilmemesi nedeniyle risk orani artmaktadir (Tan ve Ertiirk 2002).
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2.2.4.1.1 Peynirlerde Bulunan Patojen Mikroorganizmalar

Gida kaynakli hastaliklar genel anlamda patojenik mikroorganizmalar, mikrobiyal
toksinler ile kontamine olmus gidalarin yenilmesi ile olusan ve daha c¢ok
gastrointestinal semptomlarla seyreden klinik tablolar olup intoksikasyonlar, ve
infeksiyonlar seklinde goriiliir. Gida kaynakli infeksiyonlar (GKI), iilkeden
iilkeye, toplumsal yasam bicimlerine ve ekonomik kosullara baglh farkliliklar
gostermekle birlikte, hem gelismis hem de az gelismis {llkelerde siklikla
goriilmektedir. Bu giin i¢in besinlere bagli 200°den fazla infeksiyon tanimlanmis
olup, bunlarin ¢ogu bakterilere bagh olmak iizere, viriislere, parazitlere bagl
olugsmaktadir. Patojenik spektrum zamanla degisim gostermektedir. 1900’1
yillarda gida kaynakli infeksiyonlar i¢cinde tifoid ates, bruselloz, tiiberkiiloz ve
zoonotik streptokokal infeksiyon ilk siralarda yer alirken, siitlin sanitasyon ve
pastorizasyonu, hayvanlarda hastalik kontrolii ¢alismalari, sularin giivenli
kaynaklardan temini ve diger onlemler ile spektrum degismistir. Giinlimiizde gida
kaynakli infeksiyonlara neden olan en 6nemli patojenler arasinda Camplobacter,
Salmonella, Clostridium tirleri, Brucella tirleri, S. aureus, E coli O157:H7,
B. cereus, ve L. Monocytogenes bulunur. Bununla birlikte bu patojenler gida
kaynakli infeksiyonlarn tahmini sayisinin sadece 9%19’undan sorumlu
bulunmustur (Kartal, 2005).

Peynir bircok gida kokenli hastaligin kaynagini olusturur. Bu hastaliklar
arasinda bruselloz, listeriyoz, sigelloz, salmonelloz, Enteropatojenik E.coli’nin
neden oldugu gastroenterit ve stafilokoklarin etken oldugu gida zehirlenmeleri
sayilabilir (Unliitiirk ve Turantas 1998).

Protein ve kalsiyum bakimindan olduk¢a zengin bir besin maddesi olan
peynirde, farkli kaynaklardan bulasan bircok mikroorganizma grubu ¢ok hizli
cogalma gosterir. Bu mikroorganizmalardan bazilar1 saprofit olup peynirde
bulunan protein, yag ve karbonhidrat gibi besin kaynaklarmi kullanarak kotii tad
ve aromaya sebep olan metabolitleri tiretirler. Bunun sonucu olarak peynirlerde
acilasma, kokusma gibi bozulmalar meydana gelir. Peynirlere cesitli kaynaklardan

bulagsan bu mikroorganizmalar igerisinde, en zararli gurubu koliform bakteriler
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olusturmaktadir. Koliform bakterileri icerisinde Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii ve Klebsiella pneumoniae
sayilabilir. Koliform grubu bakteriler siit sekerini asit ve gaza cevirmekte ve
olusan gaz peynirin i¢ kisminda toplanarak gozeneklerin olusmasina neden
olmaktadir (Halkman, 2005) .

Insanlarda oldukga siddetli hastaliklara yol acan Enterohemorajik E. coli son
derece onemli gida kaynakli patojendir. E. coli lizerinde yapilan caligmalarda
ozellikle E. coli O157:H7 susunun insan saglig1 agisindan en riskli tiir oldugu
ifade edilmektedir. E. coli O157:H7 insanlara kontaminasyonu siit ve siit tiriinleri
gibi gida maddeleriyle oldugu tespit edilmistir (Halkman, 2005) .
2.2.5E. coli 0157:H7 Susundan Korunma
Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler (E. coli dahil), sicaga duyarhidirlar ve 70
°C’nin Ustiinde 1sitma ile yok edilebilirler. Cig veya az pismis gidalar, pismis
gidanin hammadde ile veya kontamine olmus aletle temasa ge¢mesi enfeksiyonun
baslica nedenleridir. Uygun pisirme ve gidanin hijyenik islenmesi, iiretici
personelin hijyene dikkat etmesi enterobakteriyel enfeksiyonlar1 yiiksek oranda
engelleyecektir (Cakir, 2000).

Kiyma ve koftenin tamamen pisirilmesi halinde mikroorganizma yok
edilir. Etin en kalin kismina saplanan bir termometre en az 72 °C’y1 gostermelidir.
Et pisirilirken etin pembe renginin kaybolup gri kahverengiye doniismesi ve et
suyunun tamamen uzaklagmasi ile yeterli pisirme saglanabilmektedir. Et
hazirlanirken diger yiyeceklerden ayri tutulmali, ¢ig etle temas eden tiim ylizeyler
ve aletler tekrar kullanilmadan once iyice yikanmalidir. Uzerinde ¢ig etin
bulunmus oldugu yilkanmamis bir tabaga sonradan pigmis kofteleri koymak
enfeksiyonu arttrir. Ayrica koruyucu onlem olarak, etin kesim sonrast hizla 7°C
altinda, siitiin ise 5°C ve altinda sogutulmasi gerekmektedir. Ellerin yikanmasi da
benzer sekilde 6nemlidir (Akkus, 1996).

Gidalardan E.coliO157:H7’y1 yok etmek i¢in uygulanan en etkili metodun
1sitma (pisirme veya pastorizasyon) oldugu bildirilmektedir. Pastorize edilmemis

siitten ve meyve suyundan ka¢milmalidir. Ticari meyve sular1 her zaman pastorize
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edilmelidir. Meyve ve sebzeler, Ozellikle eger pisirilmeyeceklerse, iyice
yikanmalidirlar (Cakir, 2000).

Klorlanmamig sularin i¢ilmemesi, bu sularin gida islek yerlerindeki
ekipmanlarin yiizey temizliginde kullanilmamas1 gerekir. Klor veya daha etkili
dezenfektanlarin uygulandigi sularin tiikketilmesi gerekmektedir. Tahil, meyva ve
sebzelerin sulanmasinda kullanilan atik sularmn belli islemlerden gegirilmesi
onerilmektedir. Siipheli sularmn tiikketilmeden o©nce mutlaka kaynatilmasi
saglanmalidir. Islem gérmemis havuz veya gol sularinda yiizmenin bir risk oldugu
anlatilmalidir.

Gilintimiizde EHEC’e bagl hastaliklardan korunmak i¢in kullanilan etkin
bir as1 bulunmamakta ancak hayvanlarda deneysel uygulamalar devam etmektedir
(Temelli, 2002).

2.3 E. coli O157:H7 Susunun Gidalarda Belirlenmesi

2.3.1 Standart Analiz Yontemi

E. coli O157:H7nin besinlerde aranmasinda zenginlestirme, izolasyon ve
dogrulama iglemleri gibi 3 temel asama uygulanmaktadir.

2.3.1.1 Zenginlestirme

Besinlerde E. coli O157:H7 'min varligmin aranmasinda ilk uygulanan islem
zenginlestirme asamasidir. Bu asamada 10-25 g tartilan besinler 90-225 mL siv1
besiyeri iginde homojenize edilir ve 37 °C 'da 6-24 saat inkiibasyona birakilir. Sivi
besiyeri olarak modifiye triptik soy buyyon (mTSB), EHEC zenginlestirici
buyyon (EEB), triptikaz novobiosin (TN) buyyon veya lauryl sulfat triptoz
buyyon kullanilabilir. Zenginlestirme besiyerinde antibiyotik kullanimindan baska
inkiibasyon sicakliginin  43-44°C'a ¢ikarilmasi ile de refakatgi flora
baskilanabilmektedir (Cakir 2000, Halkman ve ark. 2001).

2.3.1.2 izolasyon

Zenginlestirme besiyerindeki orneklerden kati besiyerlerine ekilerek  E. coli
0157:H7’nin izolasyonu yapilmaya calisilir. Bu asamada bakterinin sorbitol
negatif, B-D-glukuronidaz negatif olma o6zelliginden yararlanilir. Kullanilan

besiyerlerinden bazilari; Sorbitol MacConkey agar (SMAC), Hemorajik Kolitis
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(HC; hemorrhagic colitis) agar ve Tellurite-Cefixime-SMAC (CT- SMAC)
agardir (Cakir 2000, Halkman ve ark. 2001).

SMAC agar besiyerine ekim yapildiktan sonra plaklar 35 °C' da 18 saat
bekletildiginde sorbitolii kullanmayan bakteriler (sorbitol negatif) soluk pembe
veya renksiz, kullanan bakteriler (E.coli ve diger enterikler) ise, parlak pembe
renkte koloniler olustururlar. SMAC agar besiyerinin bilesimine MUG katilarak
glukuronidaz aktivitesi de tespit edilebilecegi gibi, bilesiminde MUG bulunan
Fluorocult E. coli O157 agar gibi bir besiyerine sorbitol negatif kolonilerden
siirme yapilarak da fluoresan negatif koloniler izole edilebilmektedir (Cakir 2000,
Halkman ve ark. 2001).

Son zamanlarda E. coli O157:H7 izolasyonunda CT-SMAC besiyerinin
kullanimi  giderek yayginlagmaktadir. Besiyerinin  bilesiminde bulunan
antibiyotikler diger mikroorganizmalarm gelismesini etkili bir sekilde
onlemektedir. Bu besiyerinin bilesimi SMAC agar ile ayni olup, sterilizasyon
isleminden sonra filtre ile sterilize edilmis potasyum telliirit (2,50 mg/l) ve
sefiksim (0,05 mg/l) katilarak hazirlanmaktadir. Inkiibasyon sonunda sorbitol
pozitif koloniler pembe veya kirmizi renkte, tipik O757:H7 kolonileri ise renksiz
veya dumanimsi gri renkte 1-2 mm ¢apinda koloniler olusturmaktadir (Cakir,
2000, Halkman ve ark., 2001).
2.3.1.3 Dogrulama
Zenginlestirme asamasinda kullanilan mTSB besiyerinde, izolasyonda kullanilan
SMAC Agar ve HC Agar besiyerlerinde eger ornekte koliform sayisi ¢ok fazla ise
E.coli O157:H7’nin gelisimi maskelenebilmektedir. Ayrica Escherichia hermani
ve Citrobacter freundii gibi bazi enterik bakteriler benzer biyokimyasal
ozelliklerinden dolay1 izolasyonda yanlis negatif sonuglarin alinmasina neden
olabilmektedir. E. coli tiirlerinin biiyilk cogunlugu sorbitolii fermente
edebilmelerine karsin suslarin  %6’sinin  sorbitolii  fermente edemedikleri
bilinmektedir. Gida 6rneginde boyle atipik suslarmn bulunmasi durumunda CT-
SMAC agar besiyerinde E.coli O157:H7' ye benzer koloniler olusturmaktadirlar.
Bu durumda yapilmasi gereken glukuronidaz aktivitelerine gore yanlis negatif

sonug veren kolonilerin ayirt edilmesidir (Cakir, 2000, Halkman ve ark., 2001).
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Selektif besiyerinde gelisen tipik kolonilerden birka¢g tane alinarak
icerisinde % 0,6 oraninda maya ekstraktt bulunan yatik Tryptic Soy agar
(TSAYE; Tryptic Soy Agar Yeast Extract) besiyerine ekim yapilir. 37°C* da bir
gece inkiibasyonun ardindan gelisen mikroorganizmalara indol testi uygulanir.
Bunun i¢in yatik agardan bir 6ze 6rnek alinarak Kovac's ayiraci ile islatilmis filtre
kagidi tizerine konulur ve renk degisimi gozlenir. Enterohemorajik E. coli tiirleri
reaksiyona pozitif sonu¢ vermektedir. Dogrulama amaciyla kullanilan diger
testler; Selektif zenginlestirme ve kati besiyerinde inkiibasyon asamalarmdan
sonra izolasyonu yapilan kiiltlirlerin E. coli O157:H7 serotipi olduklarmin, E. coli
O157:H7 lateks test kitleri, £E. coli OI157 ve E. coli H7 antiserumlar1 ve
biyokimyasal testler uygulanarak dogrulanmasi gerekmektedir (Cakir2000,
Halkman ve ark. 2001).

2.3.2 E. coli O157:H7 Aranmasinda Kullamilan Hizh Yontemler
E. coli O157:H7 aranmasinda kullanilan yontemler sunlardir;

I-GLISA Hizli Arama ve Dogrulama Testi (Gold Labelled Immuno
Sorbent Assay)

2- EZ Coli Hizl1 Arama Sistemi

3- Immiinomanyetik Ayirim Teknigi

4- Diger Hizl1 Yontemler

Bu hizli test yontemleri disinda DNA problari kullanilarak yapilan testler
ve E. coli suslarna ait spesifik yapisal veya toksin proteinlerinin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilarak elektroforez islemi ile tespit edilmesi esasina
dayali yontemler de bulunmaktadir. Ancak bu yontemler heniiz gida sanayiinde

yaygin olarak kullanilmamaktadir (Cakir 2000, Halkman ve ark. 2001).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan Arag ve Gerecler
- Isik mikroskobu
- Etiiv (37°C)
- Buzdolab1 (+4°C)
- Otoklav
- Deney tiipleri (10 ml)
- Steril kavanozlar
- Steril tagima kaplar1
- Steril petri kaplar1 (60X15 mm)
- Beher ve Erlen (500 ml)
- Balonjoje (2 L’lik)
- Halka ve igne 6ze

- Steril pipetler (1ml’lik, Sml’lik , 10 mI’lik)

3.2 Kullanilan Besiyerleri

3.2.1 Tamponlanms Peptonlu Su (TPS) (Oxoid CM 0509)

icerik:

Pepton 10g
Sodyum klorit S5¢g

Disodyum fosfat 35¢g
Potasyum dihidrojen fosfat I,5¢g

Hazirlanmasi: Balonjoje igine 20 g besiyerinden tartilarak konuldu. Uzerine 1L
distile su eklendi. Coziinmesi saglandiktan sonra, 121 °C’de 15 dakika otoklavda

steril edildikten sonra kullanilincaya kadar +4 °C’de saklandu.

24



3.2.2 Metilumbelliferil-p-D-glucuronid (MUG) iceren Lauryl Siilfat Triptoz
Buyyon (LSTB) (Oxid CM0967)

icerik:

Triptoz 20g
Laktoz S5g
Dipotasyum hidrojen fosfat 2,75 ¢
Potasyum dihidrojen fosfat 2,75 ¢
Sodyum kloriir 5¢g
Triptofan lg
Sodyum lauryl siilfat 0,1¢g

4-methylumbelliferyl-B-D-glucuronide (MUG) 0.1g
Hazirlanmasi: Balonjoje icine besiyerinden 36.7 g tartilarak konuldu. Uzerine 1L
distile su eklenerek ¢oziinmesi saglandi. pH’s1 6,8-7,0 ye ayarlanip durham tiipli
her bir deney tiipine 9 ml dagitildi. Tiipler otoklavda 121 °C’de 15 steril

edildikten sonra kullanilincaya kadar +4 °C’de saklandi.

3.2.3 Nutrient Buyyon (NB) (Lab M 68)

icerik:

Sigir ekstrakti lg
Maya ekstrakti 2g
Pepton S5g
Sodyum kloriir 5¢g

Hazirlanmasi: Balonjoje icine besiyerinden 13 g tartilarak konuldu.
Uzerine 1L distile su eklenerek ¢dziinmesi saglandi. Karisimm pH’s1 7,4-7,6’ya
ayarlanip her bir deney tiipiine 5 ml ilave edildi. Tipler 121 °C’de 15 dakika

otoklavda steril edildikten sonra kullamlincaya kadar +4 °C’de sakland1.
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3.2.4 Eozin Metilen Mavisi (EMB) Besiyeri

icerik

Pepton 10,0 g
Laktoz 10,0 g
Stikroz 50g
K,;HP04 20¢g
Agar 150¢g
Eozin Y 0,49 g
Metilen Mavisi 0,069 g

Kaynatilarak eritildi ve 121 °C’de 15 dakika otavlanarak sterillendi. Biraz
sogutulup plaklara dokiildi. pH 7,1 olmalhidir
3.2.5 Sefiksim Telliiritli-Sorbitol MacConkey Agar (CT-SMAC) (Merck
1.09207)

icerik:

Pepton 20g
Sorbitol 10g
Safra tuzu 15¢g
Sodyum klortir 5g
Notral kirmizist 0,03 g
Kristal moru 0,001 g
Agar I5¢g

3.2.5.1 Sefiksim Telliirit Selektif Supplement (CT Supplement) (Oxoid
SRO0172E)

Potasyum telliirit 1.25 mg

Sefiksim 0.0 25 mg

Hazirlanmasi: Dehidre besiyeri, 25,75 g/500 mL olacak sekilde sitilarak

distile su iginde ¢6ziinmesi sagland1 ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize

edildi. 50 °C'a soguyunca lizerine 2 mL steril damitik su ile sulandirilmig 1 sise
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CT-Supplement ilave edilerek karistirildi ve steril petri kutularma 12,5'er mL

dokiildii.

3.2.6 indol Besiyeri

icerik:

Pepton 2g
Sodyum kloriir 05¢g
Distile su 100 mL

Hazirlanmasi: Balonjoje i¢ine yukaridaki maddeler tartilarak konuldu,
iizerine 100mL distile su eklendi, 1sitilarak ¢oziinmesi saglandi. Tiplere 5 mL
dagitildi ve otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Son pH 7.2’ye
ayarlandi (Bilgehan, 2004).

3.2.7 MR(Metil Red) / VP(Voges Proskauer) Besiyeri (Atabay kimya M070)

icerik:

Pepton 7g
Dekstroz S5g
Dipotasyum Fosfat S5¢g

Hazirlanmasi: Balonjojeye 17g besiyeri tartilarak konuldu, tizerine 1L
distile su eklendi. Cozlinmesi saglandiktan sonra tiiplere 10 mL dagitildi. Tiipler

otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi (Bilgehan, 2004).

3.2.8 Simons Sitrat Agar (OXOID CM155)

icerik:

Magnezyum siilfat 02¢g
Amonyumdihidrojenfosfat 02¢g
Sodyum amonyumfosfat 0.8 g
Sodyum Sitrat 2g
Sodyum Kloriir 5¢g
Bromtimol mavisi 0.08¢g
Agar 15¢
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Hazirlanmasi: Balonjoje i¢inde 23 g besiyeri konuldu, iizerine 1L distile

su eklendi. Tiplere dagitilip otoklavda 121°C’da 15 dakika sterilize edildikten

sonra tiipler yatik durumda kalacak sekilde tutularak besiyeri katilastirildi

(Bilgehan 2004).

3.3 Kullanilan Ayiraglar

3.3.1 indol Testi Ayirac1 (Kovacs)
icerik:
p-dimetilaminobenzaldehit
Izoamilalkol

HCI (konsantre)

3.3.2 Metil Kirmizis1 Test Ayiraci
icerik:
Metil kirmizisi
Ethyl alcohol (% 95°lik)

Distile su

3.3.3 Voges Proskauer Test Ayiraci
icerik:
Alfa naftol
Saf etil alkol
Potasyum hidroksit

Distile su
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3.4 Kullanilan Kit
3.4.1 E.coli 0157:H7 Lateks Test Kiti (Remel Wellcolex)
icerik:
O157 Test Lateks: E.coli O157 icin 0ozgil tavsan IgG ile kapl lateks
partikiilleri igeren siispansiyon. E.coli O157 antijeni tasiyan bakterilerle
karistirildiginda agliitinasyon meydan gelir.

O157 Kontrol Lateks: Tavsan IgG ile kapl lateks partikiilleri igeren
siispansion

H7 Test Lateks: E.coli H7 icin 0zgiil tavsan IgG ile kapl lateks
partikiilleri igeren siispansiyon. FE.coli H7 antijeni tasiyan bakterilerle
karistirildiginda agliitinasyon meydana gelir. E.coli O157 test lateksiyle
agliitinasyon olusturan bakteriler kanli agarda bir gece iiretildikten sonra H7 test
lateks ile agliitinasyon testi yapilir.

H7 Kontrol Lateks: Tavsan IgG ile kapl lateks partikiilleri iceren
siispansion

Pozitif kontrol: Inaktive edilmis E.coliO157:H7 antijenleri

Negatif kontrol: Inaktive edilmis E.coliO106:H33 antijenleri

Reaksiyon kartlar1

Karistirma Cubuklari

3.5 Kullanilan Boyalar
3.5.1 Gram Boyama Seti
3.5.1.1 Kristal moru:

Kristal moru lg

Asit fenik kristal 2g

% 96’11k etil alkol 10 mL
Distile su 100 mL

Hazirlanmasi: Bir cam havada kristal moru yavas yavas eklenen alkol ve
asit fenik kristalleri ile ezilerek karistirildi. Distile suyun 2/3’{ eklendikten sonra

meziire alinarak hacim 100 mL’ye tamamlandi. Oda derecesinde 24 saat
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ekletildikten sonra slizge¢ kagidindan siiziilerek damlalikli koyu renkli siseye
aktarildi (Bilgehan 2004).

3.5.1.2 Lugol Cozeltisi:

Iyot kristalleri lg
Potasyum iyodiir 2g
Distile su 300 mL

Hazirlanmasi: Bir cam havanda iyot ve potasyum iyodiir kristalleri
ezilerek karistirildi. Uzerine 300 mL distile su eklendikten sonra damlalikli koyu

renkli siseye aktarildi.

3.5.1.3 Sulu Fuksin Cozeltisi
Ziehl Neelsen’in fenollii fuksini 2 mL
Distile su 18 mL
Hazirlanmasi: Karistirilarak damlalikli koyu renkli siseye konuldu.

Ziehl Neelsen’in fenollu fuksini

Bazik fuksin lg
Fenol kristalleri S5g
Saf etil alkol 10 mL
Distile su 100 mL
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3.6. Peynir Orneklerinin Toplanmasi

Calismada Haziran-Temmuz 2009 tarihinde, Sivas ili pazarlarindan, mandira ve
marketlerden 100 adet peynir 6rnegi toplandi. Peynir 6rnekleri 200-300 gr olacak
sekilde saticilardan alinarak numaralandirilmis olan steril plastik kutulara konuldu
ve kutular buz akiileri bulunan termoslar i¢inde laboratuvara getirildi. Peynir

ornekleri analiz islemine kadar +4°C ’de buzdolabinda tutuldu.

3.7. Peynir Orneklerinin Homojenize Edilmesi ve On Zenginlestirme Islemi
Her bir peynir 6rnegi steril pens ve spatiil yardimiyla alinarak hassas terazide 25
gr olacak sekilde tartildi. Homojenizasyon islemi i¢in hassas terazide tartilan 25 gr
peynir ornegi 225 ml tamponlanmis peptonlu su (TPS) bulunan cam kavanozlara
konularak steril havanla ezildi ve 2-3 dakika calkaland1. Ornege ait bilgi cam
kavanozlara kayit edildi. Ornekler parcalanip homojenize hale geldikten sonra
calkalama islemine son verildi. Homojenize olan 6rnekler 3 saat 37 °C’de etiivde
bekletildikten sonra, 1mL steril pipetle alinarak 9 ml peptonlu fizyolojik su i¢eren
tiipe aktarildi. Daha sonra her bir ornegin aymi sekilde olmak iizere 107
basamagina kadar diliisyonlar1 hazirlandi. Diliisyonlar hazirlanirken her defasinda

farkl pipet kullanild1 (Vanderzant ve splittstvesser 1992).

3.8. Orneklerde Fekal E.coli’nin Belirlenmesi

Orneklerin peptonlu sudaki sulandirimlarinin her birinden (10" den iig, 107 den iig
ve 107 den ii¢ tiipe) toplam dokuz adet MUG igeren LSTB’lu tiiplere 1’er mL
ekim yapild. Tiipler 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda
bulaniklik ve durham tiiplerinde gaz olusumu saptanan tiipler uzun dalga boyunda
UV lamba (Vilber Lourmat, 6 W-365 mm tube.12 watt, VO2 9309, France)
altinda floresan olusumu (mavi rofle) yoniinden incelendi. Gaz olusumuyla
birlikte mavi rofle veren besiyerlerinde fekal E.coli iiredigi sonucuna varildi.
Ayrica bu besiyerlerinden EMB besiyerine ekim yapilarak 24 saat 35°C’da
bekletildi. EMB besiyerinde lireyen kolonilerin metalik parlaklik olusturmasiyla
da dogrulama yapildi (Vanderzant ve Splittstosser 1992).
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3.9. E.coli 0157:H7 Serotipinin izolasyonu ve Tanimlanmas::

Gaz olusumuyla birlikte mavi rofle veren MUG igeren LSTB’lu besiyerlerin her
bir diliisyonundan (107, 107, 10™) bir 6ze dolusu alinarak CT-SMAC agara tek
koloni ekimi yapildi ve plaklar 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda sorbitolii kullanmayan renksiz koloniler belirlenerek, bu
kolonilerin her birinden nutrient buyyona ekimi yapildi. Nutrient buyyonlar 44
C’de 18 saat bekletildi. NB’da goriilen tiremelerden, mikroskobik incelemeler ve

biyokimyasal testler yapildi (Vanderzant ve Splittstoesser 1992).

3.9.1. Mikroskobik Inceleme
Hareket Incelemesi: Etken mikroorganizmanm morfolojik yapist ve hareket
ozelliginin ortaya konulmasi amaciyla NB’da ¢ogaltilan mikroorganizmalardan

hazirlanan preparatlar mikroskop altinda incelendi.

Gram Boyama Yontemi: Gram boyama yonteminde, besiyerinden bir 6ze dolusu
almarak temiz bir lam {zerinde preparat hazirlandi. Preparatlar alevden
gecirildikten sonra gram boyam yontemiyle boyandi. Preparatlar kuruduktan

sonra Mikroskopta immersiyon objektifinde incelendi ( Poyraz, 1998).

3.9.2. Biyokimyasal Testler

3.9.2.1. Indol Testi

Nutrient buyyonda iireyen saf kiiltiirden 0.1 mL alinarak indol besiyerine ekildi.
37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 0,5 ml kovaks ayiraci tiip
kenarindan damlatilarak besiyerinin iizerinde tabakalandirildi. Birka¢ saniye
icerisinde besiyeri ile aywra¢ arasinda parlak kirmizi halkanin olusmasi olumlu

sonug olarak kabul edildi (Bilgehan, 2004).
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3.9.2.2. Metil Kirmizis1-Voges Proskauer (MR-VP) Testi

MR Testi
MR/VP besiyerine Nutrient buyyonda iireyen saf kiiltiirden ekim yapildi. 35°C’de

48 saat inkiibe edildi. Kiiltiir icerisine 5-6 damla ayira¢ damlatildi. Tiipte kirmizi

rengin olusmasi testin olumlu sonug¢ verdigini gosterdi (Bilgehan, 2004).

Voges Proskauer (VP) Testi

Saf kiiltirden MRVP buyyona ekim yapilarak inkiibasyona birakilan tiipten 24
saat sonunda 1 ml alinarak steril bagka bir tiipe aktarildi. Bu tiipe 6nce 0,6 ml
alpha naphtol ayirracindan ve hemen arkasindan 0,2 ml KOH ayiracindan
damlatildi. Besiyeri calkalandi ve 10-15 dk dik olarak bekletildi. Bu siire sonunda

kirmizi rengin olusmasi testin pozitif oldugunu gosterdi (Bilgehan 2004).

Simmons Sitrat Testi

Saf kiiltiirden Simmons sitrate agara 6zeyle ekim yapildi. 37 °C’de 24-48 saat
bekletildi. Sitrat1 kullanarak iireyen bakteriler koyu mavi renk olusturdu. Sitrati
kullanmayan bakteriler ise besiyerinin rengini degistirmedi ve sitrat negatif olarak

degerlendirildi (Bilgehan 2004).

3.9.2.3. Lateks Agliitinasyon Testi

Mikroskobik inceleme ve biyokimyasal testler sonucunda hareketli, gram negatif
basil olan, indol, metil kirmizis1 testi pozitif, Voges Proskauer, sitrat testleri
negatif saf kiiltiirler, E.coli O157:H7 serotipi olabilecekleri siiphesiyle lateks
aglutinasyon testi uygulamak {izere ayirtedildiler. Agliitinasyon testi kitin
prosediiriine gore yapilda.

1. Reaksiyon kartinda yer alan dairelerden biri test digeri kontrol dairesi
olarak belirlendi. Reaksiyon kartindaki iki daire i¢ine 40 pl serum
fizyolojik konuldu.

2. Kiiltiirdeki stipheli koloni karistrma g¢ubuguyla alinarak her iki daire
icindeki serum fizyolojikle homojen goriinim elde edilinceye kadar

karistirildi.
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. 0157 test lateksten bir damla test dairesi tizerine, O157 Kontrol lateksten
bir damla kontrol dairesi iizerine damlatild1 ve karistirildi.

. Reaksiyon karti 30 saniye yavasca dondiiriilerek agliitinasyon olusup

olusmadig1 gézlendi.
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4. BULGULAR

(Caligmada Sivas ili ve kdylerinden toplanan 100 adet ev yapimi peynirlerde fekal
E.coli ve E.coli O157:H7 susu arastirildi. Peynir orneklerine 6n zenginlestirme
islemi yapildiktan sonra tamponlanmis peptonlu suda hazirlanan diliisyonlarindan
MUG’ Iu LSTB’a ekim yapildi. Daha sonra bu besiyerinde fekal E.coli olarak
saptanan Ornekler SMAC agara ekildi. SMAC agarda iireyen siipheli kolonilere

dogrulama testleri uygulandi.

4.1 Orneklerde Fekal E.coli’nin Belirlenmesi

Orneklerin peptonlu sudaki sulandirimlarinin MUG iceren LSTB’lu tiiplere 1’er
mL ekimleri yapildiktan ve 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra,
10" sulandirimli 214 tiipte, 107 sulandirimly, 216 tiipte ve 10” sulandiriml 137
tiipte gaz olusumu ile birlikte UV lamba altinda mavi réfle goriildii. Her peynir
orneginin farkli sulandmrimlarima ait MUG’lu LSTB’lu tiiplerdeki iireme
belirtileri birlikte degerlendirildiginde, tiim peynir o6rneklerinden fekal E.coli’nin
iremis oldugu bulundu. Bulaniklik ve gaz olusumu veren tiiplerden EMB
besiyerine ekilerek, orneklerin tamaminda E.coli’ye 6zgli metalik parlaklik veren

ve koloniler saptanda.

4.2 E.coli 0157:H7 Serotipinin izolasyonu ve Tamimlanmas::

4.2.1 CT-SMAC Agardaki Ureme Sonuclar

Fekal E.coli iiredigi belirlenen MUG igeren LSTB’lu besiyerinden CT-SMAC
agara yapilan ekimler sonunda, 22 adet renksiz, saman sarisi, 78 adet peynir
orneginden ise, pembe kirmizi renkli koloniler tiredi. CT-SMAC agarda iiretilen
22 adet peynir Ornegine ait renksiz koloniler FE.coli O157:H7 serotipi olma
siiphesiyle ayirtedildiler.

4.2.2 Mikroskobik Inceleme Sonuclar

CT- SMAC agarda iireyen renksiz kolonilerin nutrient buyyona ekimleri yapilarak

saf kiiltiirleri elde edildi. Bu kiiltiirlerin mikroskobik incelemeleri sonucunda; 8
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adet peynir Ornegine ait kiiltiirlerdeki bakterilerin hareketli, 8 adet 6rnege ait
kiiltiirlerdeki bakterilerin gram negatif (pembe, krmizi renkli) basil seklinde

olduklar1 gorildii.

4.2.3 Biyokimyasal Test Sonuclari

Hareket 6zelligine sahip 8 adet 6rnege ait saf kiiltiirlere indol, metil kirmizisi,
voges proskauer, sitrat testi uygulandi. Bu biyokimyasal testler sonucunda 3 adet
peynir Ornegine ait kiiltiirlerin indol ve metil kirmizis1 testi pozitif, voges
proskauer ve Simons sitrat testi negatif olarak bulundu. (IMVIC ++--). Diger 5
adet peynir drnegine ait kiiltiirler IMVIC ++-- test sonucunu vermedigi icin 3 adet

peynir 6rnegine ait kiiltiirler E. coli O157:H7 agisindan incelemeye alind1.

4.2.4 E. coli 0157:H7 Lateks Agliitinasyon Testi sonucu

Biyokimyasal testlerde E. coli O157:H7 pozitif sonu¢ veren 3 adet peynir
ornegine ait kiiltiirlere lateks agliitinasyon testi uygulandi. Agliitinasyon testi
uygulama siiresi (1 dk) sonucunda hi¢bir 6rnekte agliitinasyon olusmadi. Boylece
3 adet siipheli peynir 6rneginden iireyen bakterilerin E.coli O157:H7 susu

olmadig1 saptandi.

36



5. TARTISMA

Peynir hastalik etkeni olan mikroorganizmalarin gelismesi i¢in son derece uygun
bir ortamdir. Peynirin icerdigi laktoz, siit yagi, azot kaynagi, mineraller, yliksek su
oran1 mikroorganizmalar i¢cin  besleyicidir.  Cesitli iilkelerde patojen
mikroorganizmalar ve toksinleriyle kontamine siit ve siit iirtinlerinin tiiketimine
bagl olarak ortaya ¢ikan zehirlenmeler ve enfeksiyonlar goriilmektedir. Koliform
grubu bakteriler insan ve hayvan diskilarinda olduk¢a fazladir. E.coli taze insan
diskisinda 10%-10°/ g degerine ulasmaktadir. Peynirin yapimi ve satisa sunulmasi
asamalarinda fekal FE.coli ile bulas olabilmektedir. E.coli fekal bulagmanin
indikatoriidiir. Bu bakterinin saptandigi ornekler fekal kaynakli bir bulasmaya
maruz kalmislardir. Bu bakterinin gidalarda yiiksek sayida ¢ikmasi, o ortamda
patojen mikroorganizmalarin bulunabileceginin gostergesidir (Diilger ve Giicin
1999).

E.coli’nin bir serotipi olan E.coli O157:H7’nin de baslica kaynag1 sigir ve
koyunlarin bagirsak sistemidir. Bakteri bu hayvanlarin digkilariyla c¢evreye
yayilmaktadir. Ozellikle siit ineklerinin E.coli O157:H7’nin kaynagi olmasi
nedeniyle, etkenin insanlara bulagsmasinda inek siitlinlin ¢ok 6nemli rolii vardir.
Bakteriler, tasiyic1 ineklerin sagilmasit srrasinda sagim hijyenine dikkat
edilmemesi nedeniyle siitlere bulasabilmektedir. Bu siitlerin ¢ig veya uygun
pastorizasyon islemlerinden geg¢irilmeden kullanilmasi sonucunda insanlarda
enfeksiyonlar ve salginlar meydana gelebilir. Ayrica E.coli O157:H7 serotipiyle
bulash siitlerden uygun yontemlerle yapilmayan peynirler de hastalik riski
tasimaktadirlar (Sarimehmetoglu, 1998).

Yurdumuzda sigirlarda E.coliO157:H7 susunun bulundugunu gosteren
baz1 ¢alismalar yapilmistir. Afyon il merkezinde 4 mezbahadan toplanan 300 adet
sigir diskisinda E.coliO157:H7 susu arastirilmig, 4 hayvanin digki 6rneginde
(%1.33) E.coliO157:H7 izole edilmistir (Akkaya ve ark., 2004).

Erzurum bolgesinde satisa sunulan 330 adet et 6rneginde E.coli O157:H7
susu arastirilmis ve drneklerin 4’tinde bulunmustur (Unsal, 2007).

Izmir ilinde satisa sunulan 100 adet et ve et iiriinlerinde %10 oraninda

E.col O157:H7 susu izole edilmistir (Bayar, 2007).
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Yurdumuzda satisa sunulan peynirlerin mikrobiyolojik kalitesini saptamak
amaciyla yapilan ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Bunlar arasinda peynirlerde
koliform bakteriler ve E.coli’nin varligini arastiran bazi ¢aligmalar sunlardir;

Van otlu peynirleriyle yapilan bir calismada, 10 adet taze otlu peynirlerin
tamaminda koliform bakteri tespit edilmistir (Kurt ve Akyiiz 1984).

Kars’da ili 60 adet kasar peyniri Orneginin mikrobiyolojik ydnden
incelenmesinin sonunda, peynir Orneklerinde %40’mda  koliform bakteriler
bulunmustur (Kamber, 2005).

Ankara’da marketlerde satilan 50 adet beyaz peynir 6rneginin %64 inde
koliform bakteri ve %22’sinde E. coli saptanmustir (Kalkan ve ark.,1991).

Elazig yoresinde 50 adet beyaz peynir 6rnegi ilizerine yapilan c¢aligmada
orneklerin tamaminda koliform ve E.coli iiretildigi bildirilmistir (Giiven ve ark.,
1996).

Bursa yoresinde satigsa sunulan peynirlerle yapilan bir ¢calismada, incelenen
tiim Orneklerin koliform bakteriler icerdigi, izole edilen 264 koliform bakterinin
%40.3 linilin E.coli oldugu bulunmustur (Diilger ve Giicin 1999).

Otlu peynirlerin mikrobiyolojik yonden incelendigi ¢aligmada, 6rneklerin
%36.7’sinde E.coli saptanuslardir (Coskun ve Oztiirk 2000).

Yapilan diger bir calismada satisa hazir hale gelen kasar peynirlerindeki
koliform bakteri sayismin 5.1x10 kob/g diizeyinde oldugunu, ayrica peynir
yapilacak, ¢ig siit drneklerinin tamaminda E.coli’yi saptadiklarini ve 70 °C’deki
haglama sonrasinda FE.coli'nin sadece bir Ornekte (%20) yikimlandigini
bildirmislerdir (Soyutemiz ve ark, 2000).

Mugla halk pazarinda satisa sunulan 26 adet beyaz peynir Ornegi ile
yapilan bir c¢alismada, oOrneklerin tamaminda koliform bakteri saptanirken,
14°linde E.coli saptanmistir (Ugur, 2001).

Ankara’da toplanan 97 peynir 6rneginin incelenmesi sonunda, 6rneklerin
73’ilinde koliform bakteri, 70 tanesinde E.coli izole edilmistir (Dogan ve ark.,

2001).
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Taze kasar peynirlerin bakteriyolojik kaliteleri tizerine yapilmis bir
calismada, 125 adet taze kasar peynir 6rneginin 18 adedinde (%14,4) ortalama
3.9x10 kob/g diizeyinde koliform bakteri bulunurken, 5 adedinde (%27.8) E.coli
bulunmustur. Alman peynir Orneklerinde bu bakterinin yiiksek sayilarda
bulunmasi, peynir yapiminda ¢ig siit kullanimmin yaygin oldugu veya iiretiminde
hijyenik kosullara uyulmadigini diisiindiirmektedir. Benzer bulgular, benzer
yaklagimli ¢aligmalarla da goze carpmaktadir (Giinsen ve Biiyiikyoriik 2003).

Ankara’da yapilan baska bir calismada tiiketime sunulan 50 adet beyaz
peynir 0rneginin 26 tanesinde koliform bakteriler ve E.coli saptanmistir (Alas,
2004).

Istanbul’da Ocak-Mart aylarmda 20 semt pazarmdan toplanan 50 adet
beyaz peynir 6rneginin mikrobiyolojik kalitesi iizerine yapilan bir ¢aligmada 48
ornekte (% 96) koliform bakteri, 43 6rnekte (% 86) E.coli bulunmustur (Keskin ve
ark.2006).

Burdur’da tiiketime sunulan 100 adet beyaz Orneginin mikrobiyolojik
kalitelerinin belirlenmesi {lizerine yapilan bir calismada peynir Orneklerinin
%383’iinde koliform bakteri, % 40’1nda E.coli saptanmistir (Kursun ve ark., 2007).

Sanlrfa’da satisa sunulan 99 beyaz peynir 6rneginin % 88.9’unda E. coli
bulundugu bildirilmistir (Yasar, 2007).

Calismamizda incelenen 100 peynir 6rneginin 6n zenginlestirme islemi ve
MUG iceren LSTB’a ekimleri sonunda, her bir 6rnege ait LSTB’larmn en az bir
sulandirimlarinda gaz olusumuyla birlikte UV 15181 altinda mavi rofle
goriilmiistiir. Boylece Orneklerin tiimiinde fekal E.coli bulundugu sonucuna
varilmistir. Bu sonu¢ yurdumuzda yapilan diger arastirma sonuglariyla benzerlik
gostermektedir. Gida maddeleri tiiziigii ve Tiirk Standartlar1 Enstitiisii’ne gore
gida maddelerinde E.coli’nin bulunmamasi1 gerekmektedir. Bu nedenle,
inceledigimiz peynirlerin saghiga zararli oldugu, hastalik riski tasimakta olduklari,
bu peynirlerin ¢ig siitten veya yetersiz pastdrizasyon islemlerinden sonra yapildigi
veya satisa sunum asamasinda satan kisiden, ¢evreden kontamine oldugu

sonuglar1 ¢ikarilabilir.
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Cesitli iilkelerde peynirlerde E.coli O157:H7 susu iizerine yapilan bir
kisim ¢aligmalarda sus bulunamazken bazi ¢alismalarda sus izole edilmistir.

Yumusak ve yar1 yumusak 19 adet peynir 6rneginde FE.coli O157:H7
serotipinin varligmin arastirildigi bir ¢alismada, lizerine yapilan ¢alismada, susu
izole edememislerdir (Ansay ve Kapsar 1997).

ABD’de yapilan bir ¢alismada 45 adet peynir Orne§inin 44 tanesinde
E.coli susu izole edilmistir (Flowers ve ark., 1992).

Arastirmacilar 95 beyaz peynir 6rneginin 3’iinde E.coli O157:H7 susunu
izole etmislerdir (Aubert ve ark., 1995).

Feta ve teleme peynirleri ilizerine yapilan bir ¢aligmada her iki peynir
tiirlinde de E.coli O157:H7 susuna rastlanilmistir. Arastiricilar feta peynirlerinde
teleme peynirlerine oranla daha yliksek bir bakteri miktar1 tespit
etmiglerdir(Govaris ve ark., 2002).

Yurdumuzda c¢esitli illerde iretilen peynirlerde E.coli O157:H7
serotipinin varhigin1 arastiran az sayida calismaya rastlanmistir. Yapilan
calismalarda farkli sonuglar bulunmustur.

Kars ilinde satisa sunulan ¢ig siit ve taze beyaz peynirlerin kolform grubu
bakteri, fekal E.coli ve E.coli O157:H7 yoniinden incelenmesi konulu bir
calismada, 100 adet ¢ig siit ve100 adet beyaz peynir 6rnegi incelenmis, 6rneklerin
tamaminda koliform grubu bakteriler ve peynirlerin tamaminda E.coli izole
edilirken, hi¢birinde E. coli O157:H7 izole edilmemistir (Baz ve ark., 2003).

Inek, koyun ve keci siitlerinin karisimiyla pastdrize edilmeden hazirlanan 4
cesit mihali¢ peynirinin 7, 30., 60., ve 90. giinlerinde mikrobiyolojik analizinin
yapildig1 bir ¢alismada tiim peynir ¢esitlerinin E.coli O157:H7’yi igermedikleri
bulunmustur (Dayici, 2000).

Yapilan g¢alismalarin bir kisminda ise, E.coli O157:H7 susunun izole
edildigi bildirilmistir. 30 adet teneke tulum peynir 6rneginde E.coli O157:H7 susu
arastirildigr bir calismada, peynir Orneklerinin birinde E.coli O157:H7 susu
saptanmistir (Goniil, 1997).
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Arastirmacilarin Istanbul’da 50 adet beyaz peynir 6rnegi lizerine yaptiklar1
calismada bir ornekten E.coli O157:H7 susunu izole etmislerdi (Aksu ve ark.,
1999).

Konya ve yoresinde tiiketime sunulan 234 adet kiiflii peynir 6rneginden
40’mda (%]17) E.coli, birinden (%2.5) E.coli O157:H7 susu izole edilmistir
(Akgamly, 2008).

Afyonkarahisar’da tiiketime sunulan 100 adet ¢ig siit ve 100 adet peynirde
E. coli O157:H7 varhg arastirilmis, ¢ig siit orneklerinin 3’linde, peynir
orneklerinin birinde E. coli O157:H7 izole edilmistir. Arastirmacilar, bu peynir
numunesinde mikroorganizmanin bulunmasini, iiretimde kullanilan siitiin
pastorize edilmeden kullanilmasma ve/veya hijyen kurallarina yeterince dikkat
edilmesine bagl olarak sonradan sekillenen bir kontaminasyona baglamiglardir.
Peynirlerin 1-1,5 ay olgunlasma ve 4 °C’de depolama sartlarinda etkenin
canliligmi korudugunu ve bu peynirlerin ilk 30-44 giinler arasinda tiiketilmesi
durumunda bu bakteriden ileri gelen hastalik olgularinin ortaya ¢ikabilecegini
bildirmislerdir (Akkaya ve ark., 2007).

E.coli O157:H7 susunu, diger E.coli’lerden aywran en 6nemli kriterlerden
bir tanesi MUG reaksiyonuna sahip olmamalaridir. E.coli O157:H7 susu’nun
SMAC agarda renksiz koloniler meydana getirdikleri bilinmektedir. Bu nedenle
E.coli O157:H7 susu’nun diger E.coli suslarmdan aymrimminin yapilmasi
gerekmektedir. Bu amagcla kolonilerin izolasyonunda sorbitol iceren besiyerlerine
ekimleri yapilarak saf kiltir elde edilmelidir. SMAC agar’daki sorbitoliin
ayristirilmasiyla  birlikte indol aktivitesinide, E.coli OI57:H7 susunun
identifikasyonununda ¢ok 6dnemli bir 6zellik oldugu ve indol aktivitesinin, indoliin
triptofana hidrolize ile sonuglandigi arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Doyle
1991, Goniil 1997, Halkman ve ark 1998). 20 ¢ig siit ve 30 adetpeynir olmak
iizere toplam 50 ornekte E.coli O157:H7 arastirilmistir. Arastirict E.coli O157:H7
susunun analizi i¢in SMAC agar kullanmis ve dogrulama icin E.coli O157 latex
test kiti kullanmistir. Arastirici ¢ig siit 6rneklerinin higbirinden E.coli O157:H7
susunu saptayamazken 1 adet teneke tulum peynir numunesinden E.coli O157:H7

susunu izole etmistir (Goniil, 1997).
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Kayseri ilinde kdy pazarlarinda satilan taze peynirlerde E.coli O157:H7
susunun arastirildigi bir ¢aligmada, 100 adet peynir Ornegi toplanmis On
zenginlestirme isleminden gecirilen 6rnekler MUG igeren LSTB’a ekilmis, 86
ornekte iireme saptanmis, bunlarin SMAC agara ekilmesi sonucunda 17 6rnege ait
plakta renksiz koloniler tiretilmistir. Bu kolonilerin ait oldugu 4 peynir 6rneginden
iretilen koloniler siipheli bulunarak lateks agliitinasyon testi yapilmis ve
hicbirinde agliitinasyon olugsmamistir. Sonugta, 58 peynir 6rneginde fekal E.coli
bulundugu, E.coli O157:H7 serotipinin izole edilemedigi bildirilmistir (Giimiissoy
ve Goniilalan 2005).

Aydm ilinde toplanan peynirlerde yapilan bir c¢alismada, peynir
orneklerinde E. coli O157:H7 serotipinin varli§inin arastirilmasinda, MUG igeren
LSTB ve SMAC agardan yararlanilmistir. SMAC agarda iireyen renksiz
kolonilere yapilan indol testi sonucunda 11 adet peynir numunesinden 5 adedinin
indol test sonucu pozitif bulunmustur. Bu 5 adet siipheli koloniye uygulanan
Lateks agliitinasyon testi sonucunda higbirinin E. coli O157:H7 susu olmadigi
saptanmistir. Bu calismadan elde edilen sonuglardan birisi de; E. coli O157:H7
susunun kesin teshisinde elde edilen biyokimyasal test sonuclarmin mutlaka
dogrulama testleri ile teyit edilerek bir sonuca varilmasidir. Boylelikle elde
edilecek sonuclarin daha giivenilir olacag: bir gercektir (Sar1, 2008).

Bu c¢aligmada Sivas ilinde satisa sunulan 100 adet peynir Oreneginin
tiimiinde fekal E. coli bulunurken, 6rneklerin hi¢birinde E. coli O157:H7 serotipi
izole edilememistir. Boylece, Sivas’ta tliketime sunulan peynirlerin halk sagligi
acisindan risk olusturabilecegi kanisina varilmistir. Sivas’ta peynirlerin geleneksel
olarak c¢ig siitten yapilmasi ve heniiz olgunlagmadan satisa sunulmasi, semt
pazarlarinda satilan peynirlerin genellikle koylerde hijyenik olmayan kosullar
altinda iiretilen peynirler olmasi, pazarlamanin hijyenik olmayan ortamlarda ve
istli agik olarak yapilmasi halk sagligi agisindan sakincalar tasidigi sonucuna

varilmistir.
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6. SONUCLAR

Sivas ili ve kdylerinden toplanan 100 adet taze peynir 6rnegi E.coli O157:H7 susu
acisindan incelenmistir. Yapilan incelemede peynir 6rneklerinin 6n zenginlestirme
isleminden sonra MUG’lu LSTB’a ekimleri yapildi. Belli bir inkiibasyondan
sonra bu besiyeri bulaniklik, gaz olusumuve UV lamba ile mavi rofle yoniinden
incelendi. Incelenen peynir 6rneklerinin tamaminda bulaniklik, gaz olusumu ve
mavi rofle goriildii. Dolayisiyla peynir 6rneklerinin tamaminda koliform ve fekal
E.coli saptandi.

MUG igeren LSTB’lu besiyerinden CT-SMAC agara yapilan ekimler
sonunda, 22 adet renksiz, saman sarisi, 78 adet peynirde ise pembe renkli
koloniler gozlendi. CT-SMAC agarda iiretilen 22 adet peynir d6rnegine ait renksiz
koloniler E.coli O157:H7 serotipi olma sliphesiyle ayirtedildiler. Bu koloniler
NB’e ekimleri yapilarak saf kolonileri elde edildi. Hareket muayenesi ve gram
boyama yapildi. 8 6rnegin gram negatif ve hareketli oldugu tayin edildi. 8 6rnege
biyokimyasal testler uygulandi ve 3 Ornegin ait biykimyasal test sonuglari
(IMVIC++--) siipheli olarak degerlendirildi. Bu 6rneklere lateks aglitiinasyon testi
uygulandi. Test sonucunda incelenen silipheli 6rneklerin hi¢birinde aglitiinasyon

goriilmedi. Boylece 6rneklerin higbirinde E.coli O157:H7 susu tespit edilemedi.
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