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TESEKKUR
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tesekkiir ederim.
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saglayan sevgili arkadaslarim Gizem GENC ve Gililsah KAHY A’ya ¢ok tesekkiir ederim.
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OZET

CANAKKALE’DE (TURKIYE) TUKETILEN BAZI KREMALI PASTALARDA
Escherichia coli 0157:H7 SEROTIPININ ARASTIRILMASI

Ebru AYVERDI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Dog. Dr. Basaran DULGER
06/02/2012, 47

Bu aragtirma, Canakkale (Tiirkiye) ilindeki firin, pastane ve marketlerde tiiketime
sunulan kremali pastalarda Escherichia coli O157:H7 serotipi varliginin tespitii¢in
yapilmistir. Aragtirmada 100 adet sade, kakaolu ve meyveli kremali pasta 6rnegi incelendi.
Onzenginlestirme isleminin ardindan SMAC (Sorbitol MacConkey)kat: besiyerine yapilan
ekimler sonucunda 82 adet tipik (renksiz - seffaf) koloni izole edilmistir. Ileri
mikrobiyolojik analiz basamaklarimin uygulanmasi sonucunda, izolatlarin hicbirinde
Escherichia coli ve buna bagl olarak Escherichia coli O157:H7 serotipi saptanmamustir.
Buna ragmen yapilan biyokimyasal testlerinsonuglarina goére pastalarda muhtemel
Enterobacter sp., Salmonella sp., Klebsiella sp.ve Citrobacter sp. varligina rastlanmistir.

Sonug olarak kremali pastalarda Escherichia coli O157:H7 serotipi saptanamamustir.
Fakat uygulananbiyokimyasal test sonuglarina dayanarak, pastalarda diger koliform grubu
liyelerine rastlanmasi, pastalarin hijyen bakimindan yetersiz olabilecegi ve halk sagligini

tehdit edebilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar sozciikler: Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7, Kremal1 pasta
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION of Escherichia coli 0157:H7 SEROTYPE in SOME
CREAM PASTRIES CONSUMED in CANAKKALE (TURKEY)

Ebru AYVERDI
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Biology, Thesis of Master of Science
Advisor : Assoc. Prof. Dr. Basaran DULGER
06/02/2012, 47

This research was undertaken to investigate the precence of O157:H7 serotype of
Escherichia coli in cream pastries offered to consumption in bakeries, patisseries and
supermarkets in Canakkale. 100 samples of cream pastries with plain, cacao and fruit
flavored were analysed. After the enrichment, the samples were cultivated to the SMAC
(Sorbitol MacConkey) medium and 82 typical (colorless and liquid) colonies were isolated.
As a result of the forward microbiological analyses, neither Escherichia coli nor
Escherichia coli O157:H7 weren’t detected. However the results of the biochemical tests
shows that the cream pastries involved with the possible Enterobacter sp., Salmonella sp.,
Klebsiella sp.and Citrobacter sp.strains.

In the conclusion, serotype of O157:H7 of Escherichia coli wasn’t detected in any of
cream pastries. In addition to that, depending on the biochemical tests results cream
pastries involved the other group of coliform bacteria. In this respect, it could be
mentioned about that the pastries might not be sanitary and this might be a threaten for the
public health.

Keywords: Cream pastry, Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7
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BOLUM 1- GIRiS Ebru AYVERDI

BOLUM 1
GIRIS

Pasta, i¢ine katilmis tiirlii maddelerle 6zel bir tat verilmis, firinda veya baska bir
yolla pisirilerek hazirlanmig bir tiir hamur tatlis1 olarak tanimlanir (TDK, 2011). Cagimiz
insan1 tarafindan tiiketilen ve besleyici 6zellikte olan bu gida maddesi genellikle dogum
giinii, diigiin ve yildoniimleri gibi 6zel giinlere eslik etmesiyle birlikte, iilkemizde de
geleneksel tatlilarla rekabete girecek kadar damak tadimiza yerlesmistir.

Kremal1 pastalarin uygun pH ve su aktivitesi (a,) degerleri ve igeriginde bulunan siit,
seker, un, krema, yumurta, nisasta, kakao gibi liriinler mikroorganizmalarin liremeleri i¢in
uygun substrat1 saglamaktadir. Ozellikle ¢ig siit ve tiirevi olan malzemelerin iiretimde
kullanilmas1 gida zehirlenmelerine yol agacak olan mikroorganizmalarin iiremesine neden
olmaktadir. Siit; karbonhidrat, protein, mineral madde ve vitaminler yoniinden oldukc¢a
zengin bir besin olup, bu dzellikleri nedeniyle pek ¢ok mikroorganizmanin gelismesi igin
ideal bir ortamdir. Siit ve siit lirtinlerinin temel maddesi olan ¢ig siitiin kalitesini, sagildig
hayvanin memesinden baslamak tizere sagilma, depolama, tasima, isleme ve iiriin haline
dontisene kadar olan tiim agamalardaki pek ¢ok faktor etkiler (Tekinsen ve ark., 2002).

Kremali pasta {retiminde, pastanin kek kismi 1s1 islemine (firinlama) tabi
tutuldugundan mikrobiyolojik acidan sorun yaratmayabilir. Ancak, kullanilan kremanin
islem goérmemis siitten elde edilmesi kontaminasyona neden olmaktadir. Bir siit {iriinii olan
krema; siitlerin santrifiij edilmesi ya da bir siire kendi haline birakilmasi ile elde edilen,
koyu kivamli az veya c¢ok oranda siit yagi iceren, lilkemizde genelde ¢ig olarak tiiketilen,
kremsanti ve pasta yapiminda da ¢ig olarak kullamlan bir iiriindiir (Oksiiztepe ve ark.,
2010).

Krema, siit ve yumurta kullanilarak yapilan pastalarda B. cereus, Brucella spp. ve
Salmonella gibi patojen mikroorganizmalar iireyebilir. Bununla birlikte kremal1 pastalarda
koliform grubu bakteriler, E. coli, Listeria, S. aureus ve maya-kiif gibi mikroorganizmalar
goriilebilir. Gidalarda gelisim gosteren bu tiir mikroorganizmalar insanlarda gida

enfeksiyonlari ve zehirlenmelere neden olmaktadirlar (Evren, 2006).

Escherichia coli insan ve sicakkanli hayvanlarin bagirsak sisteminin dogal florasinin
bir iiyesi olarak kabul edilmektedir. E. coli suslar1 genellikle insan kalin bagirsaginda
bulunan zarasiz kommensallerdir. Ancak bazi suslar patojeniktirler ve belirgin diyarel

sendromlara yol acarlar (Ozbas ve Aytag, 1995).
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Escherichia coli,enteropatojenik (EPEC), enterotoksijenik (ETEC), enteroinvaziv
(EIEC), enterohemorajik (EHEC), difuz-adhering (DAEC), entero-agregativ (EAggEC)
olmak tizere 6 ana grup altinda toplanmaktadirlar (Halkman ve ark., 2001).

Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC) bakterisinin O157:H7 serotipi son yillarda
ortaya ¢ikan en onemli gida kaynakli patojenlerden biridir. Kimi zaman 6liimciil olmak
lizere bir¢ok gastrointestinal hastali§a neden olmakla birlikte, diinyanin her yerinde siklikla
goriilmektedir (Mabrouk, 2001).

Escherichia coli O157:H7, ilk kez 1975 yilinda California’da yasayan agir kanamali
diyare gegiren bir kadin hastadan izole edilmistir. Serotipin tam anlamiyla insan patojeni
olarak tanimlanmasi, 1982 yilinda ABD’nin Michigan ve Oregon eyaletlerindeki bir
restaurant zincirinde, yetersiz 1s1l islem gérmiis kontamine hamburgerlerin tiiketilmesinden
kaynaklanan 2 adet gastroenterit salgininda identifiye edilmesiyle ortaya konulmustur
(Halkman ve ark., 2001; Temelli, 2002).

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda sigir siiriilerinin 6nemli bir kisminin E.coli
O157:H7 patojenini ¢evreye diskilart vasitasiyla sagtigi goriilmiistiir. E. coli O157:H7
salginlarinin ¢ogunlugu digki ile kontamine olmus hayvansal kokenli gidalardan ve meyve
ve sebze lriinlerinden kaynaklanmaktadir. Pek cok iilkede kontamine et ve et {iriinleri,
fekal yollarla kirlenen igme sulari ile kullanma sulari, peynirler, siit ve yogurtlara bagh
infeksiyonlar meydana geldigi bildirilmistir (Akcamli, 2008).

Escherichia coli O157:H7 serotipinin neden oldugu hastaliklar; tipik ve oldukga sert
gecen hemorajik kolit, hemolitik tiremik sendrom (HUS) ve trombotik trombositopenik
purpura (TTP)’dir (Ozbas ve Aytag, 1995; Halkman ve ark., 2001).

EHEC ile kontamine gidalar i¢in uygulanabilecek en etkili yontem, gidalarin uygun
1s1l isleme (pisirme veya pastorizasyon) tabi tutulmasidir. Uygun pisirme ve gidalarin
islenmesi sirasindaki hijyen kurallarina uyulmasi gastroenterit vakalarini en aza
indirgeyecektir. Pastorize edilmemis siit ve meyve sulari ile yetersiz pisirilmis kiyma, et ve
hamburgerlerin tiiketiminden kagmilmalidir. Bununla beraber klorlanmamis sularin
icilmemesi ve gida islek yerlerindeki ekipmanlarin yilizey temizliginde kullanilmamasi
gerekmektedir (Halkman ve ark., 2001; Oztelli 2004).

Tirkiye’de siit ve siit iirtinlerinde Escherichia coli O157:H7 serotipinin varlhigi
lizerine yapilan ¢ok az sayida ¢alisma vardir (Aslantas ve Yildiz, 2002). Ulkemizde heniiz
E. coli O157:H7 serotipinin neden oldugu bir salgin goriilmemistir. Fakat salginin
goriilmemesi bu serotipin iilkemizde bulunmadiginin ve hastaliklara yol agmadiginin ya da

agmayacagmin gostergesi degildir (Oztelli, 2002).
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Bu calismanin amaci, Canakkale ilinde satisa sunulan kremali pastalarda E. coli
O157:H7’nin varligin arastirmak ve kremali pastalarin bir halk saglig1 problemi olugturup

olusturmadigini belirlemektir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Pasta Hakkinda Genel Bilgiler

Tarihte insanlarin ilk ekmegi yapmalari ve sonrasinda onu cesitli malzemelerle
tatlandirmalar1 pastaciligin baslangici sayiliyor. Unun kesfinden hemen sonra insanlik
pastayla tanismustir denilebilir. Ortagag Ingilteresinden kalan yazilarda anlatilan pastalar,
geleneksel anlamda bildigimiz pastalardan farkhidirlar. Bunlar unla yapilmis tath
yiyecekler olarak tanimlanirlar. Ik ¢aglarda, Neolitik kdylerde, arkeologlarin buldugu
pastalar; 6gutiilmis, 1slatilmis ve sikistirilmig tahillardan yapilmis ve biiytik ihtimalle sonra
sicak taslarin iizerinde pisirilmis yiyeceklerdi. Bu pastalarin giinlimiizdeki versiyonu,
yulafl1 biskiivilerdir.

Yunanhlar, pastalar icin “diiz/flat” anlamma gelen “plakous” kelimesini
kullanirlardi. Pastalar1 genellikle findik ve bal karisimindan yapilirdi ve “satura” adim
verilen bir ¢esit pastalar1 vardi. Romalilar doneminde, Yunanlilarin “plakous”
kelimesinden tiireyerek, pasta “placenta” adini aldi. Romalilarin “placenta”s1 glinlimiizde
yapilan cheesecake gibidir. Eski Yunanlilar ve Romalilar doneminde ¢ok ilerlemeler
kaydeden pastacilik, Roma Imparatorlugu’nun ¢okiisii ile biiyiik bir darbe alsa da;
Amerika’nin kesfi ile tekrar canlilik kazanmistir. Yeni kitanin kesfi, Avrupa’da seker ve

kakao bolluguna sebep olmustur (http://www.koniks.com/topic.asp? TOPIC_ID=12303).

Bununla birlikte Fransa’dapastacilarin sayisi artsa da devrin krallar1 ve imtiyazl
aileleri, pastacilar1 yalniz kendilerine pasta yapmalar1 i¢in himayeleri altina almislardir.
Fransa’da pastaciligin yayilarak yeni bir ¢igir agmasi 1789°da biiylik Fransiz Devrimi ile
olmustur. Yalnizca kraliyet sarayinda ve imtiyazli ailelerde calisan pastacilar islerini
kaybedince, Fransa’nin her tarafina yayilarak pasta imalathanelerini agmiglardir. Boylece
biitiin pasta ¢esitlerini Fransa’ya yayarak halka tattirmiglardir. Bu sekilde Fransa’da
modern pastacilik dogmustur. Modern pastaciligin en biiyiik 6nderleri ise, Sef As¢1 Marie
Antoine Caréme, Urbain Dubols, Isvicreli Fransiz Jules Gouffé olarak bilinmektedir.

18. yiizyilda, ¢irpilan yumurtadan yapilan pasta sayisi arttii i¢in, maya kullanimi
diismistiir. Cirpilan karigimlar pasta kaliplarina dokiiliip yaratici sonuglar iiretilmistir.
Bazen de karisimlarin yuvarlak c¢emberlere dokiilmesiyle cesitli sekillerde pastalar
tretmiglerdir. Bugilin kullandigimiz pasta kaliplari, o donemde kullanilan yuvarlak

cemberlerin gelismesiyle tiretilmistir (http://www.pastaciokulu.com/pastacilik/pastaciligin-

gelisimi/86-fransiz-pastaciligi).
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Pastacilik sanati Oncelikli olarak Fransa olmak iizere, bir¢ok iilkede gelisim
gostermistir. Yaratict sefler ve icat edilen pastacilik {iriinleri sayesinde, hemen hemen her
tilkenin kendine has bir mutfagi olusmustur. Amerika’nin dogu kiyilarinda, pasta
zenginligin sembolil olarak bilinir ve iilkenin her bolgesinin kendine ait bir damak tad
vardir. Italya, Avusturya, Almanya da tath ve pasta denildiginde akla ilk gelen iilkeler
arasindadir. Ulkemiz insanlarinin damak tad: ise genellikle serbetli tatlilara yatkin olup,
pastacilik konusunda da biiyiik ilerleme kaydedilmistir.

19. yiizyilda Endiistriyel Devrim sonrasi, demir yollarinin kurulmasiyla ve seri
tiretimin baglamasiyla, pasta malzemeleri daha ucuz ve kolay ulasilabilir hale geldi.
Kabartma tozu ve kabartma sodasi gibi yeni mayalama malzemeleri iiretildi. 1835°te
giiniimiizde ¢ok kullanilan, krem tartar ve sodyumkarbonatin karigimi olan kabartma tozu
iiretildi ve satisa sunuldu. Unlii pasta seflerinin buluslarryla birlikte pastacilik, zamanla bir
mutfak sanati olmanin yanisira ilerleme kaydeden bir sektore de doniismiistiir. Kremanin
kesfiyle pastacilikta yeni bir donem baslamistir. Bir tiir sekerli krema olan krem santi
pastalara hafif ve agizda eriyen yumusak bir yap1 kazandirir ve pasta dekorasyonuna da

biiylik katki saglar (http://ekimbutikpasta.com/pastaciligintarihi.html).

Kremal1 pastalarin uygun pH ve su aktivitesi (a ) degerleri ve i¢eriginde bulunan siit,
seker, un, krema, yumurta, nisasta, kakao gibi {iriinler mikroorganizmalarin {iremeleri i¢in
uygun substrat1 saglamaktadir. Ozellikle ¢ig siit ve tiirevi olan malzemelerin iiretimde
kullanilmasi, gida zehirlenmelerine yol agacak olan mikroorganizmalarin iiremesine neden
olmaktadir. Siit; karbonhidrat, protein, mineral madde ve vitaminler yoniinden oldukc¢a
zengin bir besin olup, bu 6zellikleri nedeniyle pek ¢ok mikroorganizmanin gelismesi igin
ideal bir ortamdir. Siit ve siit lirtinlerinin temel maddesi olan ¢ig siitiin kalitesini, sagildig
hayvanin memesinden baslamak tizere sagilma, depolama, tasima, isleme ve iiriin haline
dontisene kadar olan tiim asamalardaki pek ¢ok faktor etkiler. Kremali pasta iiretiminde,
pastanin kek kismi 1s1 islemine (firinlama) tabii tutuldugundan mikrobiyolojik agidan sorun
yaratmayabilir. Ancak, kullanilan kremanin islem goérmemis siitten elde edilmesi
kontaminasyona neden olmaktadir. Bir siit iirlinli olan krema; siitlerin santrifiij edilmesi ya
da bir siire kendi haline birakilmasi ile elde edilen, koyu kivamli az veya ¢ok oranda siit
yag1 iceren, iilkemizde genelde ¢ig olarak tiiketilen, krem santi ve pasta yapiminda da ¢ig

olarak kullanilan bir iiriindiir (Oksiiztepe ve ark., 2010).

Krema, siit ve yumurta kullanilarak yapilan pastalarda B. cereus, Brucella spp. ve

Salmonella gibi patojen mikroorganizmalar {ireyebilir. Bununla birlikte kremali pastalarda
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koliform grubu bakteriler, E. coli, Listeria, S. aureus ve maya-kiif gibi mikroorganizmalar
goriilebilir. Gidalarda gelisim gosteren bu tiir mikroorganizmalar insanlarda gida
enfeksiyonlar1 ve zehirlenmelere neden olmaktadirlar (Evren, 2006).

2.2. Escherichia coli Bakterisinin Genel Ozellikleri

Escherichia coli ik kez Dr. Theodor Escheric tarafindan 1885’te tanimlanmis ve
Bacterium coli comunne adi verilmistir. Bakteri insan ve sicakkanli hayvanlarin bagirsak
sisteminin dogal florasinin bir iiyesi olarak kabul edilmektedir. E. coli suslar1 genellikle
insan kalin bagirsaginda bulunan zarasiz kommensallerdir. Ancak baz1 suslar
patojeniktirler ve belirgin diyarel sendromlara yol agarlar. Diyarel hastaliklara iliskili
olarak E. coli iizerine yapilan ilk ¢aligmalar, 6liim oraninin % 50’lere ulastigir 1940’larda
baslamustir (Ozbas ve Aytag, 1995). Escherichia coli, normal olarak viicutta bulunan zararl
bakteri tiirlerini baskilamasi ve vitamin sentezine katkida bulunmasi nedeni ile viicut igin
yararli olarak da nitelendirilebilmektedir (Anonymous, 2000).

Escherichia coli (E. coli), Gram negatif, Enterobacteriaceae familyasi igerisindeki
Escherichia genusuna bagl, fakiiltatif anaerob, ¢ogunlukla hareketli (kisa ve peritrik
flagellalar1 sayesinde), sporsuz, cubuk morfolojisinde; 0,4-0,7 um eninde ve 2-6 um
boyunda, baz1 suslar1 kapsiillii, asidorezistans 6zellikte olmayan bir bakteridir (Temelli,
2002; Erol, 2007).

Suslarin yaklasik % 95’ini igeren E. coli biyotip I, indol ve metil red pozitif, Voges
proskauer ve sitrat negatiftir. Buna karsin suslarin yaklasik % 5’ini iceren E. coli biyotip 1I’de
bu reaksiyonlardan (IMVEC) indol de negatiftir (Erol, 2007).

Suda canliligint siirdiirebilmesinden dolayr fekal bulagsmanin ve S. typhi gibi enterik
patojenlerin muhtemel varligina isaret (indikator) eder (Erol, 2007).

Kauffmann’in modifiye edilmis E. coli simiflandirmasi semasina gore; E. coli, O
(somatik), H (flagella) ve K (kapsiil) ylizey antijenlerine bagl olarak serotiplendirilmistir.
O ve H antijenleri 6zel olarak birleserek izolatin serotipini olusturur. Giiniimiizde her biri
bir serogrubu temsil eden 170 farklt O antijeni tanimlanmistir (Nataro ve ark., 1998). E.
coli’de O1-O171arasinda gosterilen 165 somatik O antijeni, K1-K90 arasinda gosterilen 90
kapsiil K antijeni ve H1 - H56 arasinda gosterilen 56 flagella H antijeni saptanmistir. En
son caligmalara gore bugiin; 174 O, 56 H ve 80 K antijeni oldugu saptanmistir (Ak¢amli,
2008).

Bugiin insanlarda diyareye neden olan E. coli serotipleri virulans 6zellikleri, patojenite
mekanizmasi, klinik sendromlari, epidemiyolojilerindeki farkliliklar ve O:H serogruplarina
gore baslica; enteropatojenik (EPEC), enterotoksijenik (ETEC), enteroinvaziv (EIEC),

6
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enterohemorajik (EHEC), difuz-adhering (DAEC), entero-agregativ (EAggEC) olmak iizere 6
ana grup altinda toplanmaktadirlar (Halkman ve ark., 2001; Unliitiirk ve Turantas, 2003).

Enteropatojenik E. coli (EPEC): Daha ¢ok yeni doganlarda ve 2 yasin altindaki
cocuklarda diyareye neden olur, 1 yasin altindaki ¢cocuklarda goriilen diyarelerin yaklasik
% 30’unu olusturmaktadir. Yetiskinlerin ¢ogu da bu etkeni tasimakla birlikte, immum
sistemlerinin giiclii olmas1 nedeniyle semptomlar1 gostermezler. Akut sulu diyare, bulanti
ve diisiik dereceli ates EPEC infeksiyonlarinda goriilen en yaygin semptomlardir (Erol,
2007). Baz1 EPEC suslar bir ya da daha ¢ok verositotoksin tiretirler. Sulu ve kanli bir digki
ile goriilen ishallere neden olurlar (Halkman ve ark., 2001) .

Enterotoksijenik E. coli (ETEC): Isiya duyarli (LT) ve 1stya direngli (ST) toksin
olusturan ETEC, gelismekte olan {ilkelerde biri ¢cocuk ishali, digeri turist ishali olmak
tizere iki onemli klinik sendromla iliskilendirilmektedir (Erol, 2007). Bu suslar bagirsaga
tutunma ve kolonizasyon i¢in 6zel bir yapigsma fimbriasi igerirler. Genellikle diisiik bir atese
neden olabilirler ya da ates goriilmez. Sulu bir diyareye neden olurlar ve tipik gastroenteritis
etmenidirler. Turist ishali (seyahat diyaresi) olarak tanimlanan hastaliklara ve 6zellikle sicak
mevsimlerde bebek ishallerine neden olurlar. Bu bakterilerin hastaliga neden olabilmesi i¢in
cok sayida bakterinin viicuda girmesi gerekir. Bir diger deyis ile bunlarda enfektif doz
yiiksektir (Halkman ve ark., 2001).

Enteroinvaziv E. coli (EIEC): insan ve hayvanlarda dizanteri benzeri invaziv diyareye
neden olur. EIEC infeksiyonlarinda hastaligin seyri Shigella dysanteriae’min yumusak seyirli
formu ile biiyiik benzerlik gosterir (Erol, 2007). EIEC suslart ise genellikle laktoz negatif ya
da laktoz gec pozitif ile hareketsiz olma gibi atipik Ozellikler tasirlar ve Shigella tiirleri ile
antijenik olarak yakinlk gosterirler. Diger enterovirulent tiplerden farkli olarak invaziv
ozellik tasirlar ve fekal l6kositlere rastlanir. Mukoid ve kanli bir digk: goriiliir. Ates yiiksektir.
Bu gruba giren bakterilerde enfektif doz diistiktiir (Halkman ve ark., 2001).

Difuz-adhering E. coli (DAEC): Daha 6nceden EPEC grubunda yer alan ve Hep-2
hiicre modeline gore diffuz adhesyon ile karakterize edilen diger grup DAEC olarak
adlandirilmistir. Bunlar da ¢ocuklarda siireklilik gosteren diyareye neden olurlar (Halkman ve
ark., 2001). DAEC’e baglh ishaller, infant ¢agindan daha biiyiik ¢ocuklarda etken olarak
saptandigindan, bu durum biiyiik olasilikla yas bagimli duyarlhiliktan kaynaklanmaktadir
(Topgu ve ark., 2008).

Entero-Agregativ E. coli (EAggEC): Tropik iilkelerde ¢cocuklarda siireklilik gosteren
diyareye neden olurlar. EAggEC’ lerin % 50’sinde virulans faktdr olarak 1siya direngli

enterotoksin (EASTI) bulunmustur (Unsal, 2007). EAEC, epitelyum hiicrelerine iki farkli
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fenotipik ozellikte, diffiiz ve agregatif fenotip sergileyerek adhere olur. Hep-2 hiicrelerine

kiimeler olusturacak sekilde agregasyon gosterir (Topgu ve ark., 2008).

Enterohemorajik E. coli (EHEC): Diyareye neden E. coli serotipleri i¢inde en
onemlileri £. coli O157:H7 ve O126:H11 serotipleridir. Her iki bakteri de EHEC grubu iginde
yer almakta ve benzer hastaliklari yapmakla beraber O126:H11 serotipine gidalarda
rastlanmamistir (Halkman ve ark., 2001). Hemorajik kolitis (HC), Hemorajik tiremik sendrom
(HUS) ve Trombotik trombositopenik purpura (TTP) EHEC’ in baslica klinik belirtileridir.
EHEC’in virulensi ¢ok yiiksek ve minimal infeksiyon dozu ¢ok diistiktiir. Ruminantlarin
gastrointestinal kanallar1 O157:H7 serotipinin énemli rezervuaridir. Infeksiyon basta kiyma,
hamburger gibi sigir ve diger ruminantlardan saglanan ve yeterince pisirilmeyen kontamine

gidalardan kaynaklanmaktadir (Doyle, 1991; Erol, 2007).

Sekil 2.1. Diyarejenik E. coli suslarinin patogenezi (Nataro ve Kaper, 1998)

2.3. Escherichia coli O157:H7

2.3.1. E. coli O157:H7 Serotipinin Tarihcesi ve Epidemiyolojisi

E. coli O157:H7 ilk kez 1975 yilinda agir kanamali diyare gegiren California’li bir
kadin hastadan izole edilmistir. Bakterinin 6nemli bir gida patojeni olarak tanimlanmasi ise
1982 yilinda Oregon (26 vaka) ve Michigan (21 vaka)’da kanamali kolit olarak seyreden iki
salginda hastaliga neden olan etken olarak bulunmasi ile ger¢eklesmistir. Salginin yetersiz 1sil
islem gormiis hamburgerlerin tiiketilmesinden kaynaklandigi bilinmektedir. Hastalardan ve
stipheli gidalardan izole edilen izolatlarin EIEC gibi invaziv olmadigi, ETEC gibi
enterotoksin iiretmedikleri belirlenmistir. Meydana getirdigi hastalik bakimindan EPEC’ten

farkli oldugu saptanmis ve bu nedenle gastrointestinal E. coli’nin 4. bir grubu olan
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enterohemorajik EHEC olarak tanimlanmustir (Ozbas ve Aytac, 1995; Cosansu ve Ayhan,
2000).

Griffin ve Tauxe’ye (1991) gore E. coli O157:H7 muhtemelen enteropatojenik bir
atadan genetik ¢alismalar sirasinda oldukga yakin bir donemde ortaya ¢ikmis ve bir kaza
sonucu dogaya salinmistir (Cosansu ve Ayhan, 2000).

E. coli O157:H7; gram negatif, gida giivenligini tehdit eden, zoonotik ve
gerektiginde bioterdrizm i¢in kullanilabilme veya ihmalinde biyolojik terdre neden olma
ozelliginde bir bakteridir. ik kez Kuzey Amerika’da goriilmekle beraber, giiniimiizde 6
kitada ve en az 16 iilkede giderek artan sayida vakalara rastlandigi, genelde Mayis-Ekim
aylarinda ve kisin vaka sayisinda artis oldugu gozlemlenmistir. 1982 ile1992 yillar
arasinda ABD’de 17 salgin goriilmiistiir. Iskocya’da 1996-97°da bu bakteri yiiziinden 21
kisi hayatin1 kaybetmistir (Halkman ve ark., 2001; Ak¢amli, 2008).

1993°te, Washington, Idoha, Nevada ve California eyaletlerindeki, fast food
restaurantlarda yetersiz pisirilmis hamburgerlerin tiikketiminden kaynaklanan, toplam 732
kisinin etkilendigi, bunlardan 195’inin tedaviye ihtiya¢ duydugu, 4 cocugun da 6ldiigii
salgindan sonra, E.coli O157:H7’den kaynaklanan gida zehirlenmeleri daha biiyiik bir
onem kazanmistir (Temelli, 2002).

ABD’de meydana gelen 68 E. coli O157: H7 salgin vakasi kaynaginin, % 32,4 linli
s1g1r kiymasi, % 2,9’unu kizarmis sigir eti, % 2,9 nun ise ¢ig siitlerden kaynaklandig: ifade
edilmistir. Colorado’da 1997 yilimin yazinda E. coli O157: H7 enfeksiyonlar: riski
nedeniyle yaklasik olarak 25 milyon poundluk dondurulmus et ve {iriinii piyasadan
cekilmistir (Unsal, 2007).

Diyarejenik E. coli tiirlerinin (DEC) neden oldugu gida kaynakli hastaliklarin klinik,
halk saglig1 ve ekonomik dnemi vardir. Sadece E. coli O157:H7 serotipinin neden oldugu
hastaliklarin tedavi giderleri ve isglicii kayb1 bedelinin yilda 229-610 milyon Amerikan
dolar1 tahmin edilmektedir. CDC (Centers for Disease Control and Prevention)
tahminlerine gore sadece ABD’de gida kaynakli mikrobiyolojik hastaliklar toplami olarak
yilda 76 milyon vaka olmakta, bunlardan 300.000’i tedavi goriirken 5000 Oliimle
sonuclanmakta, E. coli O157:H7 ise 20.000 vaka ve 250 6liimden sorumlu tutulmaktadir.
ABD’de hastaligin siklig1 her 100.000 kiside 2,1 kisi iken, bu deger Kanada’da 1991-1996
yillar1 arasinda 3 - 5, 3 kisi olarak degismistir (Ak¢amli, 2008; Cigek 2008).

E. coli O157:H7 serotipinin izole edildigi yil (1975) Kanada Ottowa’da evde yapilan
sandviglerin de salgina neden oldugu bildirilmistir. Benzer vakalar ABD, Kanada ve

Ingiltere’de goriilmiis, daha sonra Meksika, Cin, Arjantin, Belcika gibi iilkelerde de ayni
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hastaliga rastlanmig; 1996 yaz aylarinda ise Japonya’da 16 kisinin 6liimiine neden olan

salginin etkeni E. coli O157:H7 olarak bildirilmistir (Ak¢amli, 2008).

E. coli O157:H7 enfeksiyonlar1 genglerde daha etkilidir. Japonya’da yapilan

aragtirmalarda genglerin ve cocuklarin E. coli O157:H7 serotipine duyarlilig1 agik bir

sekilde gosterilmistir. Diskilarinda bu bakteriye rastlanan 20 yas altindaki kisilerin %

80’den fazlas1 tipik semptomlar1 gosterirken, yine diskilarinda E. coli O157:H7 serotipi

bulunan 30-46 yas arasindaki kisilerin % 70’1 bu semptomlar1 gostermemistir (Erol, 2007;

Akcamli, 2008).

Cizelge 2.1. Escherichia coli O157:H7 serotipinin epidemiyolojisi (Doyle, 1991; Ozbas ve

Aytag, 1995; Erol, 2007)

Yil | Yer Vaka Sayis1 | Hastalik Kaynagi

1982 | Oregon 26 Sig1r eti

1982 | Michigan 21 Sig1r eti

1982 | Ontario 31 Sig1r eti, Insan - insan
1984 | Nebraska 34 Sig1r eti

1984 | Kuzey Carolina 36 Insan - insan

1985 | Ontario 73 Jambon, hindi, peynirli sandvig, insan — insan
1985 | ingiltere 24 Patates

1986 | Ontario 46 Cig siit

1986 | Alberto 16 Sigir eti

1986 | Washington 37 Sigir eti

1987 | Ingiltere 26 Hindili sandvig¢

1987 | Utah 51 Sigir eti

1988 | Minnesota 30 Sig1r eti

1990 | Missouri 240 f¢me suyu

1991 | ABD 21 Gol suyu

1991 | ABD 18 Taze elma suyu

1991 | Ingiltere 16 Yogurt

1994 | Ingiltere Enaz 70 | Pastdrize siit

1996 | Japonya >5499 Cimlendirilmis Alfa-alfa

10
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Cizelge 2.1°de belirtilen salginlara ek olarak 2011 yili Mayis ayinda Almanya’da
meydana gelen EHEC salgina neden olan serotipin O104:H4 oldugu saptanmistir. Salginda
3816 hastanin, 845’inde HUS goriildiigii ve 54 kisinin de hayatin1 kaybettigi bildirilmistir.
(Frank ve ark., 2011). Hastalik kaynaginin enfekte sebze filizleri oldugu saptanmuistir.

CDC (Centers for Disease Control and Prevention)’nin verilerine gore, ayni yil
Aralik ayinda ABD’nin Arizona (1), Arkansas (2), Georgia (1), Illinois (9), Indiana (2),
Kansas (3), Kentucky (1), Minnesota (3), Missouri (37), and Nebraska (1) eyaletlerinde
meydana gelen E. coli O157:H7 salgininda 60 kisi infekte olmustur. Bu salginin
kaynaginin ise marul oldugu bildirilmistir.

2.3.2. E. coli O157:H7 Serotipinin Kaynagi ve Yayilmasi

Literatiirlerde E. coli O157:H7 serotipinin kaynagina yonelik farkli bilgiler yer
almaktadir. Bu patojenin baslica kaynaginin daha ¢ok gen¢ sigirlar olmak iizere koyun,
keci, geyik, kuzu, tavuk, domuz, kedi, kopek ve martilar oldugu bildirilmektedir (Temelli,
2002). Bunun nedeni ise, bu bakteriden kaynaklanan bir¢ok salginda etkenin, sigir eti ve et
iriinleri ile ¢ig siitlerin olmasidir (Unsal, 2007).

Patojen bakterilerin evrimi {izerinde ¢aligmalar yogun sekilde siirmektedir. Escherichia,
Salmonella ve Shigella tiirleri lizerinde yapilan genetik analizler E. coli O157:H7 serotipinin
bireysel bir patojen olmadigi, bunun enterik bir bakteriden evrimlestigi seklindeki teori
olduk¢a benimsenmigtir. 16S rRNA ve ve 5S rRNA dizilisleri ile yapilan filogenetik
arastirmalar Escherichia spp. ve Salmonella spp.’nin memeli hayvanlarin ilk tiireyisi olan
120-160 milyon yil 6nce ortak bir atadan ayrildiklari, Shigella spp.’nin erken primatlarin
olustugu 80 milyon y1l kadar 6nce E. coli bakterisinden tiiredigi, kommensal E. coli suslarinin
memelilerin bagirsagini tercih ederken, patojen E. coli suslarinin barsak epitelini asip dolasim
sistemine ve buradan uygun buldugu yerlere lokalize olduklar1 kabul edilmektedir (Park ve
ark., 1999).

Cesitli arastirma sonuclari bu bakterinin basta siit inekleri olmak tizere sicakkanli
hayvanlar olarak tanimlanan memeli ve kanath hayvanlarin diskilan ile ete, siite, topraga,
suya ve dolayisi ile tiim ¢evreye yayildigini gostermistir (Halkman ve ark., 2001).

Deneysel olarak 25 adet E. coli O157: H7 verilen civcivlerin inokiilasyondan 8 ay
sonrasina kadar digkilar1 ile bu bakteriyi attiklarinin belirlenmesi iizerine Once bu
bakterinin kaynaginin kanathlar oldugu diisiiniilmesine ragmen daha sonra 50 tavuk
ciftliginde 500 tavuk diskisi ilizerinde yapilan arastirmada bu bakteriye rastlanilmamasi
kanathilarin bu acidan potansiyel kaynak olmadigini gostermistir (Doyle, 1997; Halkman
ve ark., 2001).

11
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Sigirlar semptom gdstermeksizin hastalik etkenlerini tasirlar ve diskilar ile gevreye
bulastirirlar. Degisik {ilkelerde yapilan taramalarda siit sigirlarmin % 3,2’sinin, besi
sigirlarinin % 1,6’siin E. coli O157:H7 igerdigi saptanmustir. Sigirlarin normal bagirsak
mikroflorasinin bir pargasi olan E. coli O157:H7 miktar1 sigirlarin yasiyla da degisim
gostermektedir. Geng sigirlarin yasl sigirlardan daha fazla tasiyici olduklar1 saptanmistir.
Ciftlik ve siirli bazinda yapilan ¢alismalarda etken, su ve yemlerden de izole edilmistir.
Etkenin sigirlardaki insidansi sicak yaz aylarinda daha yiiksektir (Erol, 2007; Cicek, 2008).

E. coli O157, gbgmen kuslarin sindirim florasinda da bulundugundan uzak bolgelere
kolayca yayilabilen bir bakteridir. Nitekim bu ozellikleri sayesinde dogadaki dogal
dontlistimiinii her zaman korumaktadir. E. coli O157 serotipinin prevalansi; cografi bolge,
mevsim, hayvanin tiirli, yas1 ve cinsiyeti, beslenme sekli gibi bir¢cok faktor tarafindan
etkilenmektedir. Sigirlar, koyunlara ve misir silajiyla beslenen hayvanlar beslenmeyenlere
gore daha yiiksek bir kontaminasyon gostermektedir. Modern giftliklerde beslenen siit
ineklerinin digkilarinda daha az rastlanilmaktadir Ayrica kesim yapilan mezbahanin
hijyenik sartlar1 ve calisma kosullari, kesim sonras1 etin islenmesi ve son tiiketim sathasina
kadar olan tiim agsamalarda hijyen kurallarina GMP (Good Manufacture Practise) titizlikle
uyulmamasi tiim tabloyu olumsuz etkilemektedir (Alisarli ve Akman, 2004; Akcamli,
2008).

Epidemiyolojik ¢aligmalar E. coli O157:H7 infeksiyonlarinin dnemli bir boliimiiniin
hamburger gibi yetersiz pisirilmis sigir kiymasi ya da kiyma bazli gidalar ile daha az olarak
da c¢ig siit tiketiminden kaynaklandigini ortaya koymustur. Bu nedenle ¢ig gida
tikketiminin 6nlenmesi ve gidalarin yeterince pisirilmeleri infeksiyon riskini biiyiik 6l¢iide
ortadan kaldiracaktir (Erol, 2007).

Son yillarda yapilan caligmalar sigir disindaki hayvanlardan elde edilen gidalar ve
diski ile kontamine bazi bitkisel gidalarin da infeksiyonun insanlara gegmesinde muhtemel
vektorler arasinda yer aldigim1 gostermistir. Bu ¢ergevede domuz, koyun, keci ve kanath
hayvan etleri ile elma suyu (s18ir diskisi ile kontamine ve pastorize edilmemis), marul, alfa
alfa benzeri ¢ig olarak tiiketilen diger bazi bitkisel gidalar ve 6zellikle klorlanmamuis yiizey
sular1 6rnek olarak verilebilir. Sebze, salata, patates, salata yapiminda kullanilan diger yesil
sebzeler (marul) ve suyun kontamine olmasinda tarimsal alanlarin ruminant digkisiyla
giibrelenmesi veya ¢apraz kontaminasyonlar biiyiik rol oynar (Erol, 2007).

Ozellikle ¢ig siitiin ve ¢ig siit ile yapilan peynir, tereyag: gibi iiriinlerin tiiketilmesi
infeksiyonlara neden olmaktadir. Cogunlukla restaurantlarda meyve ve sebzelerin kros-

kontaminasyonu sonucu E. coli O157:H7 salginlar1 ¢iktig1 belirtilmektedir (Cigcek, 2008).
12
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Literatiirlere gecen su kaynakli en biiyiik O157:H7 salgini 1990-1995 yillar arasinda
Kanada’da gerceklesmistir. Bu salginin sonucunda 7000’in {iistiinde vaka goriilmiis ve 7
kisi hayatin1 kaybetmistir. Yapilan aragtirmalar sonucunda asir1 yagislar sonucunda yagmur
suyuyla birlikte hayvan digskisinin igme suyu sebekesine karistigi ve klorlamanin da

yetersiz kalmas1 sonucu bu salginin patlak verdigi tespit edilmistir (Oztelli, 2004).

Epidemiyolojik olarak insanlara gegis, direkt olarak meslekle ilgili hayvanla temas
seklinde, indirekt olarak digki ve atiklarla kontamine olmus gidalarin, igme ve halka agik
ylizme havuzu olarak kullanilan sularin alinmasi durumunda olabilmektedir. Bununla
beraber ¢ig ya da yetersiz pisirilmis gidalarin hazirlanmasi sirasinda temas edilen araglar
veya eller vasitasiyla olusabilen kros kontaminasyonlar ile ve en 6nemlisi kisiden kisiye
temas (oral-fekal yolla) araciligiyla da olmaktadir (Temelli, 2002).

2.3.3. E. coli O157:H7 Serotipinin Gelisim ve Canhhgm Etkileyen Faktorler

Sicakhk

E. coli O157:H7 serotipi de diger E. coli’ler gibi optimum olarak 37 °C’da gelisir. E.
coli O157:H7 serotipinin gelismesi {lizerine yapilan ¢alismalarin ¢ogu bu serotipin izolasyon
caligmalarma yoneliktir (Halkman ve ark., 2001). Bakterinin 7- 10°C’lerden 50°C’lere kadar
genis bir aralikta gelisebildigi, optimum iireme 1sisinin 37°C oldugu bildirilmektedir
(Temelli, 2002).

E. coli O157:H7 30-42°C’ler arasinda iirerken, 44-45°C’de oldukca yavas gelisir.
Minimal iireme sicaklig1r 6°C’dir. Etken 1s1iya duyarhdir ve bu nedenle termal inaktivasyon
korunmada en etkili yontemdir. E. coli O157:H7 57,2, 60, 62,8 ve 64,3°C’lerde sirasiyla
270, 45, 24 ve 9,6 saniyede elimine edilebilir. Pastorizasyon iglemi (72°C, 15 s) 10* kob/ml
diizeyindeki O157:H7’nin inaktivasyonu i¢in yeterlidir. Diger taraftan E. coli O157:H7 -
20°C’de donmus muhafaza edilen kiymalarda canliligin1 korur (Erol, 2007).

pH

E.coli O157:H7’nin, pH 4,5 — 9,0 ve pH 4,4’lin altindaki asidik gidalarda gelistigi
ortaya konulmustur (Temelli, 2002; Erol, 2007). Bakterinin aside adaptasyonu ve
depolama 1sisindaki canliliginin arastirildigi bir calismada, ketgap ve hardal ornekleri,
E.coli O157:H7 serotipinin 3 farkli susu ile 105 kob/g seviyesinde kontamine edilerek, 5
ve 23°C’lerde pH 5,0°de depolanmuis; hardal orneklerinden farkli olarak ketcapta, asit
adaptasyonunun, bakterinin suslarina ve depolama 1silarina bagl olarak canlilig1 arttirdig
ve suslarin 5°C’de 23°C’den daha uzun siire canli kaldig1 tespit edilmistir (Temelli, 2002;
Akgamli, 2008).
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Yapilan bir bagka calismada E.coli O157:H7 serotipinin mayonez, elma sirkesi,
peynir, yogurt, et tirlinleri gibi diisiik pH degerlerine (< 4.5) sahip fermente gidalarda bile
canliligini belli bir siire korudugu bildirilmistir (Temelli, 2002; Erol, 2007).

Cesitli aragtirmalar gida kaynakli hemorajik kolit vakalarinda anahtar rol oynayan F.
coli O157:H7 serotipinin aside direngli oldugunu ve bu toleransinin midenin kuvvetli asit
ortamindan rahatlikla gecmesini sagladigini gostermistir. Bu bakterinin aside direnci
insanlarda enfeksiyon dozunun c¢ok diisiik olmasini etkileyen bir faktdr olarak kabul
edilmektedir. Salmonella’nin tersine olarak 1-2 pH olan insan midesinde yaklagik 3 saat siiren
sindirim sirasinda canli kalabilmesi ve buradan bagirsaga ge¢mesi bu iligkiyi agiklamaktadir
(Halkman ve ark., 2001).

Islenmis ve korunmus gidalarda bulunan organik asitler, dzellikle asidik gidalarda E.
coli O157:H7 serotipinin aside adapte olmasimni ve daha sonra normalde organizmay1
inaktive etmesi gereken pH diizeylerini tolere etmesine neden olabilmektedir (Cosansu ve
Ayhan, 2000).

E. coli O157:H7 lizerine baz1 organik asitlerin baskilayici etkileri asetik>laktik>sitrik
asit siralamasi seklindedir. Organik asitlerin (6r: % 2’lik asetik asit) karkas yiizeyine
puskiirtme yontemiyle uygulanmasi ancak diisiik diizeyde etkili olmaktadir. Etkenin
gelisimi % 8,5’lik tuz konsantrasyonu ile baskilanmaktadir (Erol, 2007).

Su Aktivitesi

Biitlin gidalar su ihtiva eder ve gidalardaki biyolojik ve kimyasal degisikliklerden
kaynaklanan bozulmalarin sebebinin yiiksek miktarda su ihtiva etmesi oldugu genel bir
kanidir. Su aktivitesi, aw, gida liriinlerinde suyun yapisal ve kimyasal olarak ne kadar siki
baglandigimin olgiilmesidir. Su aktivitesi ise mikrobiyolojik gelisme ve enzim aktivitesi
acisindan su miktarim1 en iyi aciklayan kriterdir. Gerek gidanin islenmesi gerekse
depolanmasi sirasinda aw igeriginin kontrolii bu nedenle 6nemlidir. Ayn1 toplam rutubete
sahip gidada yag (suyu tutmayan), karbonhidrat ve protein (suyu tutan) gibi bilesenlerin
degismesi su aktivitesini onemli Olciide degistirir

(http://www.betalab.com.tr/u_g_01.html).

E. coli O157:H7 serotipinin optimum su aktivitesi (aw) 0,98 olarak saptanmistir. Bu
deger 0,95’in altina diiserse etkenin liremesinin engellendigi bildirilmistir (Halkman ve
ark., 2001; Unsal, 2007). Fermente iiriine uygulanan kurutma islemi E. coli O157:H7
tizerinde inhibisyon etkisi gosterecektir. Glass ve ark., (1992), 21 giinliik kurutma sonunda
nem/protein orani 1,6:1 olan fermente sosiste E. coli O157:H7 sayisinin 4,6x10* adet/g’dan

1,3x10° adet/g’a distigiinii; buna karsin 18 giinliik kurutma isleminden sonra nem/protein
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orani 1,9:1 olan fermente sosiste 4,9x10" adet/g’dan 1,3x10"e diistiigiinii saptamislardir
(Cosansu ve Ayhan, 2000).

Tuz (NaCl) Konsantrasyonu

E. coli O157:H7’nin aside kayda deger 0l¢iide yiiksek bir direng gostermedigi ve % 6,5
NaCl igeren TS broth besiyerinde gelisemedigi belirtilmektedir (Halkman ve ark., 2001).
Deneysel amagh firetilen Cheddar peynirinin yapim asamalarinda, bakterinin canl
kalabilmesinin, fermentasyona dayaniklilifina, depolama sicakligina (4°C) ve diisiik tuz
konsantrasyonuna (yaklasik % 3,5) bagli oldugu ifade edilmektedir (Temelli, 2002).

NaCl konsantrasyonu yiikseldik¢e E. coli O157:H7 {izerindeki inhibisyon etki de
artmaktadir. Misir’a 6zgii taze sosise ilave edilen % 2 ve % 3 NaCl, inokiilasyondan hemen
sonra patojenin sayisinda 0,6 ve 0,9 log birimi azalma meydana getirmis; 8 saatlik
inkiibasyon sonrasinda ise % 2 NaCl iceriginde 2,8 log adet/g ve % 3 NaCl igeriginde 3,3
log adet/g fark bulunmustur (Cosansu ve Ayhan, 2000)

Inkiibasyon derecesi ve tuz oraninin E. coli O157: H7 serotipinin gelisimi iizerindeki
etkisinin arastirildig1 bir calismada; etkenin 7°C’de % 6 NaCl iceren TSB besiyerinde
birinci gilin tireme gosterdigi, 38. giinde ise liremenin goriillmedigi tespitedilmistir (Conner,
1992).

Antibiyotik Duyarhhk Ozellikleri

E. coli O157: H7 serotipinin sefalotin ve kolistin’e kars1 direngli oldugunu
bildirmislerdir (Unsal, 2007).

Tedavi amaci ile antibiyotiklerin kullanilmasi tartismalidir. Prospektif yapilan iki
calismada antibiyotiklerin HUS gelisimini azalttig1 gosterilirken, resrospektif ¢alismalarda
ise antibiyotik kullaniminin HUS gelisme riskini artirdigi bildirilmistir. Ancak retrospektif
calismalarda elde edilen bu verinin, antibiyotiklerin 6zellikle HUS gelisme riski daha
yiiksek olan hastalarda kullanilmis olmasindan dolay1 genis prospektif calismalarla
desteklenmeye ihtiyaci vardir. Antibiyotik kullaniminin potansiyel olarak riskli olmasi,
HUS geligmesini artirmasi ile ilgili olarak iki mekanizma oOne siirtilmiistiir; 1- Bakterinin
lizisi ile toksinlerin daha fazla agiga c¢ikmasi 2- Intrakolonik diger bakterilerin de
antibiyotiklerle 6lmesi sonucu toksinin sistemik emiliminin artmasi. Antibiyotik kullanimi
ne kadar tartismali olsa da antimotilitik ajanlarin kullannrmindan 6zellikle kaginilmasi
gereklidir (Topgu ve ark., 2008).

2.3.4. E.coli O157:H7 Serotipinin Etiyolojisi

E. coli O157:H7 serotipi, sorbitolii fermente edememesi, B-glucuronidase
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(uidA) enzimine sahip olmamasi, buna karsin eae genine sahip olmasi, 60 mDa (pO157)
plasmid tasinmasi (Dunn, 2003) ve yaygin olarak goriilmeyen 5000-8000 Dalton
molekiiler agirlikta OMP ekspresyonu, 44-45°C ve lizerindeki sicakliklarda gelisememesi
(Kim ve ark., 2005) ve enterohemolizin iiretimi ile diger E. coli suslarindan ayrilir (Erol,
2007; Ak¢amli, 2008).

E. coli bakterisinin florojenik MUG belirteci, uidA geni tarafindan kodlanan [3-
glucuronidase enziminin aktivitesine baghidir. EHEC E. coli O157:H7 serotipinde de bu genin
varlig1 gosterilmis olmakla beraber, yapilan sekans analizleri bu serotipte uidA geninde birkag
baz mutasyonu oldugunu gostermistir. Bu nedenle E. coli O157:H7 serotipinde diger E.
coli’lerde tipik olan MUG reaksiyonu negatiftir (Nataro ve Kaper, 1998; Halkman ve ark.,
2001).

MUG negatif E. coli O157 izolatlarinin verositotoksin pozitif oldugu sdylenebilir. Bir
calismada 188 E. coli O157 serotipinin MUG ve verositotoksin testleri yapilmis, bunlardan
155 E. coli O157:H7, 10 E. coli O157:H ve 1 E. coli O157:H (rough) olmak {izere 166 adedi
MUG negatif ve verositotoksin pozitif iken, diger 22 izolat (2 O157:H’, 1 O157:H , 19 diger
H tipleri; H6, H16, H19, H25, H42, H45) MUG pozitif ve verositotoksin negatif olarak
bulunmustur (Noveir ve Halkman, 2000; Halkman ve ark., 2001).

E. coli disinda B-glucuronidase pozitif suslarin E. coli analizlerinde sahte pozitif
reaksiyon vermesi indol testi ile Onlenir. B-glucuronidase pozitif bakteriler icinde indol
pozitif olan tek bakteri E. coli’dir. MUG igeren Lauryl Sulphate Tryptose Broth (LSTB)
gibi baz1 besiyerleri triptofan igerirler. Inkiibasyondan sonra UV 1smn1 ile fluoresan veren
tiiplere kovacs ayiract damlatilarak indol testi yapilir, fluoresan pozitif ve indol pozitif
tiipler E. coli olarak degerlendirilir. Bu yontemde toplam analiz siiresi 37°C’de
24(gerekirse 48) saat inkiibasyon siiresi ile fluoresan ve indol testleri i¢in gereken birkag
dakikalik siire toplamidir. Sivi besiyerlerinde genel olarak 18-24 saat sonunda gelisme
oldugu dikkate alinirsa analiz siiresi olduk¢a kisadir. Fluoresan kontrolii i¢in mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda bulunan uzun dalga boylu UV lambalar ile her zaman tatmin edici
sonu¢ alinamamaktadir. Bu nedenle MUG reaksiyonunun belirlenmesi i¢in gelistirilmis
0zel 366 nm dalga boyundaki UV el lambas1 kullanilmas1 onerilmektedir. Baz1 E. coli
suslar1 yogun iiremeye bagli olarak asir1 miktarda asit olusturabilirler ve bu asitlikfluoresan
1s1may1 maskeler. Bu gibi durumlarda besiyerine 1 ml 1 N NaOH ilavesi ile fluoresan
reaksiyon kesinlestirilir. E. coli OI57:H7 serotipinde MUG, H,S olusturma, Voges-

Proskauer, sorbitol testleri negatif, laktoz ve glikozdan gaz olusturma, indol, Metil Red,
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hareket ve lizin dekarboksilaz (LD) testleri ise pozitiftir (Koreman ve ark., 1997; Kehl,
2002; Sari, 2008).

2.3.5. E.coli O157:H7 Serotipinin Olusturdugu Toksinler

ETEC suslarinin patojenitesinde 1stya direncli (ST) ve 1siya duyarhi (LT) iki
enterotoksin rol oynar. Bu enterotoksinlerin etkisiyle, bagirsaga bol sivi elektrolit
salgilanmasi sonucu ishal gelisir. Shiga-like toxin (SLT) veya verotoksin (VT) olarak da
bilinen Stx, Shigella dysenteriae tip 1’in lrettigi shiga toksinle benzerliginden dolay1 bu
ismi alir (Dunn, 2003). Shigatoksinler Vero hiicre kiiltiirlerine sitotoksik etkili oldugundan
verotoksinler (Vtl ve Vt2) olarak da adlandirilmaktadir (Cigek, 2008).

VT1 molekiiler agirligr 29.000-30.000 olan A ve molekiiler agirhigi 5.000-6.000
arasinda olan B alt {linitelerinden olusmustur ve izoelektrik noktasi 7.03’tiir. VTI
saflastirilmis ve siniflandirilmis olmasina ragmen, hastalik olusturma yolu tam olarak
saptanamamustir. Yapilan ¢alismalar toksinin A alt {initesinin, 60S’lik ribozom alt {initesini
yikima ugratarak protein sentezini inhibe ettigini gostermektedir. B alt {initesi de toksine
baglanarak hiicre yiizeyine tutunmak icin reseptor olusturur (Weeratna ve Doyle, 1991).

Patojenik mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen; HC, HUS ve TTP
sendromlar1 sirasinda meydana gelen diyareden sorumlu oldugu saptanmistir. HC
(Hemorajik kolit)’nin, stx intestinal bosluga salindig1 zaman ortaya ¢iktigi ve mukozal
yilizeye apoptik hasar verdigi saptanmistir. HUS/TTP ise stx’in kan dolasimina karisip
vaskiiler endoteliyal hiicrelere, 6zellikle bobrek hiicrelerine, hasar verdigi bilinmektedir
(Dunn, 2003).

Stx 1 S. dysenteriae tip 1 toksininden sadece bir aminoasit farklidir ve antijenik
olarak bu toksinden ayirt edilemez. Stx 2 ise bu toksinlere % 50-60 oraninda benzerlik
gosterir ve 5 degisik varyant igerir (Stx 2, 2¢, 2d, 2e ve 2f). Shiga toksijenik E. coli (STEC)
bu toksinlerin birini veya her ikisini de tiretebilir. Ciddi klinik semptomlar daha ¢ok Stx 2
iireten E. coli O157:H7 infeksiyonlarinda goriilmektedir. Ozellikle HUS vakalarinda izole
edilen toksin Stx 2’dir (Dunn, 2003; Cicek, 2008).

Stx, intimin (EHEC ve EPEC’te diger virulens faktorlerine baglanma proteini) ve
enterohemolizinin primer virulens faktorler oldugu diisiiniilmektedir. Uzerinde en ¢ok
calisma yapilan ve iyi tanimlanan yapilar bunlardir. Diger hemolizinler, intestinal
baglanma faktorleri ve O157 lipopolisakkaritleri de STEC’in patogenezinde esit dlciide
o6nemli olabilir (Dunn, 2003).
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EHEC tarafindan olusturulan bu toksinler doku kiiltiirii analizleri ile belirlenir. Bununla
beraber, EHEC suslarindaki SLT varligin1 belirleyebilecek sekilde DNA prob ve PCR
analizleri gelistirilmistir (Halkman ve ark., 2001).

2.3.6. E.coli O157:H7 Serotipinin Neden Oldugu Sendromlar

E. coli O157:H7 serotipinin neden oldugu hastaligin {i¢ belirgin klinik gostergesi;
hemorajik kolitis (HC), hemolitik tiremik sendrom (HUS) ve trombotik trombositopenik
purpura (TTP) oldugu bilinmektedir (Ozbas ve Aytag, 1995; Erol, 2007). E. coli 0157: H7
enfeksiyonlarinda minimal enfeksiyon dozu (MID) 10-100 kob/g gibi ¢ok diisiik
degelerdedir (Unsal, 2007). Hastalik dizanteri ve invazif E. coli vakalarindan diisiik ates ve
kanli ishal goriilmesi ile ayrilmaktadir (Mabrouk, 2001).

Hemorajik Kolit (HC)

[lk belirtileri karin kramplar1 ve kanl diyaredir. Hemorajik kolit, aniden ortaya cikar
krampl1 karin agrilariyla baglar ve 24 saat icinde sulu diyare ile devam eder. Diyare
sirasinda goriilen kan artar ve diski zamanla tiimiiyle kan olur (Oztelli, 2004). Atesin
olmamast en belirgin klinik bulgudur. Hastalik genelde 2-9 giin icinde kendiliginden
iyilesir (Unsal, 2007).

Hemolitik Uremik Sendrom (HUS)

Ilk kez 1955 yilinda tanimlanan hemolitik iiremik sendrom (HUS) en fazla 6liime
neden olan hastaliktir. Oliim orani ¢ocuklarda %10, yashlarda bu oran %50 olarak
bildirilmistir. Cocuklarda akut bobrek yetmezliginin en 6nemli nedenidir (Cigek, 2008).

Hastaligin patogenezisinin endoteliyal hiicrelerini hasara ugratan ve pihtilasma
mekanizmasini bozan toksinle ilgili oldugu, mikrotrombuslarin bobrek veya diger
organlardaki kilcal damarlar1 tikayarak kanda artik {irlinlerin birikimine yol actigi
bildirilmistir (Unsal, 2007). Kan pihtilarinin bébrekteki helezoni tiipleri tikamasi ve artik
tiriinlerin kanda birikmesi sonucu diyaliz tedavisi ve kan naklini gerektirecek bodbrek
yetmezligi olusur (Cicek, 2008).

HUS genellikle hemorajik kolit olustuktan 7 giin sonra olusur ve tan1 kondugunda
diski kiiltiirlerinde mikroorganizma bulunmayabilir. HUS genellikle bagirsak veya
solunum sistemi hastaliklarindan birkag hafta sonra olusan bir sendromdur (Oztelli, 2004).

HUS hastalarinda akut renal yetmezlik, trombositopeni ve mikroanjipatik hemolitik
anemiyi takiben diyare goriiliir. % 5-10’a varan 6liimler goriilebilir (Dunn, 2003).

Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP)
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Klinik belirtileri HUS’a benzemekle birlikte farkli olarak TTP’de Merkezi Sinir
Sitemi de etkilenmekte ve beyinde olusan kan pihtilar1 nedeniyle 6liim oranmi yiiksektir
(Dunn, 2003; Unsal, 2007; Cigek, 2008).

Bu temel klinik bulgular disinda E. coli O157:H7 ile infekte insanlarda gozlenen
diger komplikasyonlar ise hemorajik sistit, konviilziyonlar, sepsis ve anemi seklindedir
(Unsal, 2007). TTP’de ates ve beyinde hasara sebep olan semptomlar1 da gériiliir (Erol,
2007).

2.3.7. E.coli 0157:H7 Serotipinin Kontrolii ve Onleme Yollar

E. coli O157:H7 serotipinim rezervuar1 basta sigirlar olmak iizere ruminantlarm GI
kanallaridir. Bu nedenle ciftlikten tiiketiciye kadar olan tiim agsamalarda gerekli 6nlemlerin
alinmasi1 E. coli O157:H7 kontroliinde vazgecilmez dneme sahiptir. Et ve siit liretiminden
yararlanilan hayvanlar icerisinde E. coli O157:H7 tastyicist olanlar bir program dahilinde
takip edilmelidir (Erol, 2007).

Hijyenik kesim uygulamalar1 ile karkasin diski ile kontaminasyon riski
azaltilabilmektedir. Ayrica koruyucu dnlem olarak, etin kesim sonrasi hizla 7°C’nin altinda
siitlin ise 5°C ve altinda sogutulmasi gerekmektedir. Ayni sekilde meme ve sagim
hijyenine de 6zen gosterilmelidir. (Temelli, 2002; Erol, 2007).

Ciftliklerde, besin isleme yerlerinde, kres ve bakim evlerinde ¢alisan personelin;
hijyenik besin saglama teknikleri, ¢ig ve pigmis besinlerden kaynaklanabilen direkt ve
indirekt kontaminasyonlarla birlikte personel hijyen konusunda egitilmesi, bakterinin
insanlara geg¢isini minimuma indirgenmesinde ¢ok dnem tagimaktadir (Temelli, 2002).

Enfeksiyonun yayilmasini engellemek i¢in 6zellikle ¢ocuklarin; tuvalet sonrasinda,
yemek Oncesinde, ¢iftlik hayvanlar1 ve ¢ig besinlere temastan sonra ellerini sabunla uygun
sekilde yikamasi saglanmalidir (Temelli, 2002).

Klorlanmamig sularin i¢ilmemesi veya besin iglem yerlerindeki ekipmanlarin yiizey
temizliginde kullanilmamasi, klor veya diger etkili dezenfektanlarin uygulandigi sularin
titketilmesi gerekmektedir (Temelli, 2002).

Genel olarak hayvansal gida iiretiminde GMP ve HACCP’nin uygulanmasi, riskli
gidalarin tiiketimi Oncesi yeterince pigirilmesi, E. coli O157:H7 infeksiyonlarinin
kontroliinde 6nemli noktalar1 olusturmaktadir (Erol, 2007).

Kiyma ve benzeri ¢ig gidalar tiiketilmeden once iyice (en az 60°C) pisirilmelidir.
Taze meyve ve sebzeler tiiketilmeden once iyice yikanmalidir. Sigirlarm kullandig:
gollerde ve islem gérmemis yiizey i¢cme sularinda yiiziillmemelidir (Erol, 2007).

2.3.8. E. coli 0157:H7 Serotipinin izolayonu ve Identifikasyonu
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E. coli O157:H7 serotipinin ¢esitli gida, klinik ve ¢evre Orneklerinde aranmasina
yonelik olarak kisaca klasik ve gelismis olarak 2 ana grupta toplanabilecek ¢esitli yontemler
bulunmaktadir. Klasik yontemler ile gelismis yontemler kiyaslandiginda klasik yontemler sarf
malzemesi gideri agisindan avantajli ancak, is gilicli maliyeti, analizin duyarligi ve siire
acisindan dezavantajlidir (Halkman ve ark., 2001).

Klasik Yontemler

STEC O157:H7 serotipinin diisiik dozlarinin saptanabilmesi 6nemlidir. Ciinkii diisiik
dozda bile insanda hastaliga neden olabilmektedir. Bu nedenle mikrobiyolojik ¢aligmalarda
miktarinin belirlenmesinden ¢ok, varlik/yokluk analizlerine agirlik verilir (Dunn, 2003).

Buna gore materyalde E. coli O157:H7 nin varliginin gosterilmesi sirasiyla segici bir
stv1 besiyerinde zenginlestirme, secici ve ayurt edici bir kati besiyerine ekim, siipheli
kolonilerin biyokimyasal ve/veya lateks agglutinasyon testleri ile E. coli O157 olarak
belirlenmesi ve en son olarak izolatin H7 antijeni igerip icermediginin belirlenmesidir. E. coli
O157 oldugu saptanan izolatlarin verotoksin analizlerinin de yapilmasi gerekmektedir
(Halkman ve ark., 2001).

Klasik yontemlerle E. coli O157:H7 izolasyonunda yogun refakat¢i flora varligina bagh
olarak siklikla sahte negatif sonuglar alinabilmektedir. Benzer sekilde analiz edilen diger
mikroorganizmalarda da oldugu gibi, seg¢ici zenginlestirme ortamu olarak kullanilan
besiyerinde E. coli O157:H7 serotipi ile ayn1 diizeyde gelisebilen E. coli tip 1, Citr. freundii,
Enterobacter spp., Hafnia alvei gibi yakin akraba tiirler secici kat1 besiyerinde de rahatlikla
gelisebilmekte ve eger baslangigta E. coli O157:H7 sayis1 bu flora iginde yeterli bir oranda
degil ise bu bakterilerin baskilamasi nedeni ile analiz sonucu hatali olarak negatif
alinmaktadir. Klasik yontemlerle yapilan analizlerde yakin akraba refakat¢i floranin
inhibisyonu tizerinde pek ¢ok caligma yapilmaktadir. Bunlarin inhibisyonu i¢in yiikseltilmis
inkiibasyon sicakligi, diisiik pH, ¢esitli antibiyotiklerin kullanilmasi, kisa inkiibasyon siiresi
gibi faktorler arastirilmaktadir (Halkman ve ark., 2001).

E. coli O157:H7 serotipinin klasik yontemlerle belirlenmesi amaci ile kullanilan segici
besiyerleri icinde modifiye EC (mEC) broth, modifiye trypticase soy (mTS) broth, LST broth,
EZ coli zenginlestirme besiyeri ve 6zelikle kiimes hayvanlari ile yapilan analizlerde 6nerilen
pili¢ ekstrakt broth bulunmaktadir (Halkman ve ark., 2001).

Secici kat1 besiyeri olarak bugiin en yaygin kullanilan sorbitol MacConkey (SMAC)
agar ve bu besiyerinin ¢esitli modifikasyonlaridir. Bu besiyerinin standart MacConkey
agardan farki, bilesiminde laktoz yerine sorbitol bulunmasidir. E. coli O157:H7 serotipi

sorbitol negatif oldugu i¢in bu besiyerinde renksiz koloniler olusturmakta, buna karsi
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sorbitolii kullanan bakterilerin olusturdugu asitlik bir pH indikatorii yardimi ile kolonilerin
kirmiz1 goriilmesine neden olmakta, bdylece E. coli O157:H7 serotipi sorbitol pozitif
bakterilerden ayirt edilmektedir. Her sorbitol negatif E. coli susu O157:H7 serotipi olarak
degerlendirilmemeli, basit olarak MUG testi ile izolatin E. coli tip 1 olup olmadig1 kontrol
edilmelidir.

SMAC agar besiyeri cesitli segici katkilar ile desteklenmekte ve bdylece besiyerine
refakatci floranin daha yiiksek diizeyde baskilanmasini saglayacak segicilik kazandirilmaya
calisilmaktadir. Bu katkilar arasinda antiserum, 5-brom-4-klor-3-indoksil--D-glukuronik asit
sikloheksil amonyum tuzu; BCIG, sefiksim ve telliirit, ramnoz ve sefiksim ve MUG ¢esitli
arastirmalarda denenmistir. Bunlar arasinda yeni bir sefalosporin olan sefiksim sorbitol
negatif olan Proteus spp.’nin inhibisyonu i¢in énemlidir. SMAC disinda, phenol red sorbitol
(PRS) + MUG agar, L-EMB agar, hemorragic colitis (HC) agar, enterohemorrhagic E. coli
(EHEC) agar, BCM 0157 agar, CHROMagar 0157, modifiye edilmis EMB (mEMB) agar,
Fluorocult E. coli O157 agar, standart enterik agar ve purple agar base + %1 sorbitol besiyeri
kombinasyonu besiyerleri de ¢esitli denemelerde kullanilmistir (Halkman ve ark., 2001).

Klasik yontemle E. coli O157:H7 aranmasinda son agama segici kati besiyerinden izole
edilen siipheli kolonilerin tanimlanmasidir. Bu tanimlama O157 serotipi i¢in biyokimyasal
testler ile yapilabilecegi gibi dogrudan lateks agglutinasyon testi ile de yapilabilmekte, ancak
O157 oldugu belirlenen izolatin H7 olup olmadigi H7 antiserumu ile belirlenebilmektedir.
Buna gore E. coli O157:H7 serotipinde MUG, hidrojen siilfiir olusturma, Voges-Proskauer,
sorbitol testleri negatif, laktoz, glikozdan gaz olusturma, indol, metil red, hareket ve lisin
dekarboksilaz testleri ise pozitiftir. Ayn1 biyokimyasal test sonuglarini veren diger bakteriler
Kluyvera ascorbata ve Kluyvera cryocrescens olmakla beraber bu tlirler rutin gida
kontrollerinde secici zenginlestirme ve secici kati besiyerine gecme asamalarinda inhibe
olmaktadirlar (Halkman ve ark., 2001).

E. coli O157 suslarinin serolojik esaslarla belirlenmesinde en yaygin olarak
kullanilan lateks aglutinasyon kiti 2 adet lateks soliisyonu i¢ermektedir. Bunlardan test
soliisyonu E. coli O157 antijenine spesifik tavsan antikorlar1 ile sensitize edilmis lateks
partikiillerinden olugmaktadir. Kontrol soliisyonu ise pre-immun halde tavsan globulinleri
icermektedir. Test edilecek kiiltiirler SMAC agar lizerinde gelistirildikten sonra, sorbitol
negatif koloniler, lateks testine tabi tutularak test sonucu 1 dakika igerisinde tespit
edilebilmektedir (Halkman ve ark., 2001).

Gelismis ve Hizh Testler
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Klasik yontemlerle bircok infeksiyon teshis edilebilmekte ise de bunlar bazen
yetersiz kalabilmekte ve Ozellikle refakat¢i floranin baskilamasi nedeniyle ¢ogu kez
yaniltict sonuglar alinabilmektedir. Bu nedenle giderek gelisen analiz teknikleri igerisinde
basta DNA esashi testler ve immunoenzimatik ydntemler olmak iizere cesitli analiz
yontemleri lizerine ¢alisilmakta, bunlarin bir kismu ticari olarak tiretilip pazarlanmaktadir.
Bu yontemlere son zamanlarda yeni serolojik metotlar, 0&zellikle, immunoassay,
radioimmunoassay (RIA), fluorescent immunoassay (FIA), enzim immunoassay (EIA),
immun peroksidaz testleri vs. katilarak bakterilerin belirlenmesinde daha giivenli ve erken
sonuclar alinmaktadir. Ancak, bu testler pahali oldugu gibi yetigmis personele ve iyi
donatilmis laboratuvarlara gereksinim duymaktadir. Bu kadar duyarli olmalarina karsi, bazi
olgularda da yine capraz reaksiyonlar ve silipheli durumlar ortaya cikmakta ve tani
gecikmektedir. Immunolojik belirleme ve identifikasyon sistemleri analiz siiresinde kayda
deger bir kisalma saglamaktadir. Bunlar arasinda latex agglutinasyon, ELISA, koloni
immunblot analizleri, direkt immunofloresan filitre ve immun yakalama teknikleri E. coli
O157:H7 analizlerinde kullamlmaktadir (Halkman ve ark., 2001). E. coli O157:H7
tespitinde kullanilan bir ¢ok serolojik ve biyokimyasal yontem O, H antijeni veya Stx
belirlenmesi esasina dayanmaktadir ve bu amagla spesifik monoklonal ve poliklonal
antiserumlar gelistirilmistir (Dunn 2003; Cicek 2008).

ELISA yontemi O157 ve H7 antijenini teshis i¢in monoklonal antikorlarin (MADb)
kullanilmasiyla gerceklestirilir. Ozellikle fekal 6rneklerde ELISA ve gida numunelerinde
“sandwich” ELISA yoOnteminin giivenilir ve hizli sonuglar verdigi belirtilmektedir. IMS
sistemi manyetik bir aparatla O157 antijenine kovalent baglanarak gelisen bir bakteriyel
yakalama sistemi olarak tanimlanmaktadir. Bu ydntemde monoklonal antikorlarla
kaplanmis manyetik tanecikler kullanilmaktadir. Bu antikorlar bakteriye baglayarak
onlarin saymmint mimkiin kilmaktadir. IMS yonteminin klinik &rneklerde, gida
numunelerinde ve sigir fekal orneklerinde klasik yontemlere oranla ¢ok daha duyarh
oldugu belirtilmektedir. Ayrica uygulanmasinin benzer yontemlere oranla basit olmasi arti
bir 6zellik olarak gdsterilmektedir (Cicek, 2008).

USDA-FSIS (ABD Tarim Bakanligi Gida Giivenligi ve Kontrolii Subesi) etlerden E.
coli O157:H7 izolasyonu igin gelistirdigi yontem 3M petrifilm E. coli petrileri ve poliklonal
0157 antikor ile immunolojik boyama esasmna dayanmaktadir. Zenginlestirme kiiltiiriiniin
cesitli dillisyonlart petri film petrilerine ekilmekte, olusan koloniler dogrudan temas ile
nitroseliiloz kagitlara alinmakta, buradaki immun pozitif koloni beneklerine uyan petri film

petrilerindeki koloniler ve zenginlestirme kiiltiiriinden bu kez SMAC-BCIG agara ekim
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yapilmakta, stipheli koloniler EMB agar ile PRS-MUG agar besiyerlerine stiriilmekte, tipik E.
coli O157:H7 kolonileri lateks agliitinasyon testine alinmakta, ayrica biyokimyasal ve
serolojik olarak dogrulanmaktadir (Halkman ve ark., 2001).

Gliniimiizde E. coli O157:H7 belirlenmesinde multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) teknigi de siklikla kullanilmaktadir. PCR, DNA’nin ortamda polimeraz enzimi ve
DNA sentezi i¢in uygun maddeler bulunmasi halinde karsit siralarini sentezleyebilme
yeteneginden faydalanilarak olusturulan bir reaksiyondur. DNA ve RNA dizilerinin sayisal
olarak artirilmasi esasina dayanan PCR’mn en O6nemli 6zelligi se¢ilmis bir DNA dizisini
cogaltarak istenmeyen dizilerin ortaya ¢ikmasini engellemesidir. Bu 6zellik sadece dizinin
taninmasini kolaylastirmakla kalmaz, ayrica DNA’nin analiz edilmesini de saglamaktadir.
PCR ile virulans faktor genleri teshis edilebilmekte ve bodylece serotip
tanimlanabilmektedir. O veya H antijeni, Stx genleri, 60 Mda plazmid gibi viriilans
faktorleri tespit edilerek E. coli O157:H7 serotipi belirlenmektedir. PCR tekniginin de E.
coli O157:H7 serotipinin diger E. coli serotiplerinden ve diger Gram negatif bakterilerden
ayrilmasinda duyarli ve hizli bir yontem oldugu belirtilmektedir (Cigek, 2008).

2.3.9. Kremah Pastalarin Mikrobiyolojik Niteligi Uzerine Yapilan Onceki
Calismalar

Ozer ve ark. (1968) arastirmalarinda, inceledikleri 45 kremali pasta Srneginden
43’tinde (% 93,33) koliform grubu bakteri tespit etmislerdir. En az 0/g, en ¢ok 38.000/g
olmak {izere ortalama 2.800/g diizeyinde bulundugunu belirtmiglerdir.

Erol ve ark. (1996) inceledikleri kremali pasta Grneklerinde ortalama 10° kob/g
enterobakter, 10'-10% kob/g koliform bakteri ve 10°-10* oraninda enterokok grubu bakteri
saptamislardir.

Akgilin ve ark. (1997), 30 adet kremal1 pasta 6rnegi iizerindeki arastirmalari sonucu 1
adet pastada bulunmamak tizere diger 29 6rnekte koliform sayismin 1,0x10% kob/g ile
2,2x10° kob/g arasinda degistigini; 6rneklerin %70’inde E. coli bulunmadigimi, E. coli
saptanan 9 ornekte de sayilarmm 1,06x10° kob/g - 9,0x10° kob/g diizeyinde oldugunu
saptamiglardir.

Dogan ve ark. (2001), 84 adet pasta Ornegi lizerinde yaptiklari arastirmalarda
ortalama koliform bakteri sayisint 1,3x10* EMS/g, fekal koliform sayisini 4,4x10° EMS/g
ve E. coli sayisini ise 2,7x10° EMS/g olarak bulmuslardur.

Alisarli ve ark. (2002), 100 adet puding tiirii tatli ve 75 adet kremal1 pasta drneginde
yaptiklar1 arastirmada, kremali pastalarin pudinglere nazaran mikrobiyolojik kalitelerinin

oldukea diisiik oldugunu saptamislardir. Kremali pasta 6rneklerinde enterobakteriler % 93
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oraninda belirlenirken. 32 (% 43) &rnekte bakteri diizeyi 10°-10" kob/g olarak
saptamislardir.

Alisarli ve ark. (2003), kremal1 pastalarda Staphlococcus aureus susunun gelismesi
ve enterotoksin olusturma oOzellikleriyle ilgili yaptiklar1 arastirmada pastalarin krema
kisminda 1,2x102 kob/g enterobakter grubu mikroorganizma bulundugunu belirtmislerdir.

Gilimiis ve ark. (2005), mikrobiyolojik analizlerini yaptiklar1 120 adet yas pasta
orneginden 3 adet (% 5) meyveli pastada koliforma rastlamazken, diger 57 6rnekte (% 95)
10% kob/g ile 8x10" kob/g arasinda degisen ve ortalama 1,55x10* kob/g degerinde koliform
bakteri tespit etmislerdir. Cikolatali pastalarin da 6 adetinde (% 10) koliform bakteri
bulamayip, geriye kalan 54 6rnekte (% 90) 6,1x10" kob/g ile 8x10* kob/g arasinda degisen
ve ortalama 6,16x10° kob/g degerinde koliform bakteri saptamuslardir.

Evren (2006), Samsun’daki pastanelerden temin ettigi 34 pasta 6rnegi ilizerindeki
incelemesinde, 17 adet kakaolu kremali pastada ortalama 7,6x10° kob/g koliform grubu
bakteri ve ortalama 1,1x10° kob/g E. coli; geriye kalan 17 adet meyveli kremali pastada ise
ortalama 1,1x10" kob/g koliform grubu bakteri ve ortalama 2,0x10° kob/g E. coli
saptamigstir.

Oksiiztepe ve ark. (2010), inceledikleri kremali pasta orneklerinden CT-SMAC
besiyerine yaptiklar1 ekim sonucunda sadece kremali1 pastalardan 65 6rnekten 138, kakaolu
kremal1 pastalardan 8 o6rnekten 25, meyveli kremali pastalardan 19 6rnekten 45 adet tipik
koloni (renksiz-seffaf) elde etmislerdir. Bu kolonilere uygulanan diger basamaklarin

sonucunda higbir 6rnekte E. coli O157:H7 saptanmamustir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kremal Pasta Numuneleri
Calismanin materyalini olusturan kremali pasta Ornekleri, Canakkale ilindeki
pastane, firin ve marketlerden temin edilmis olup; toplamda 100 adet sade kremali, ¢ikolata
kremal1 ve meyve kremali pasta 6rnegi incelenmistir. Alinan numuneler steril kaplarda
laboratuvara getirilmis ve ayn1 giin incelenmistir.
3.1.2. Besiyerleri
Besiyeri 1. Tamponlanmis Peptonlu Su (TPS)
Kazein enzim hidrolizati 10g
Sodyum kloriir 50¢g
Disodyum hidrojen fosfat 12H,O 9,0 g
Monopotasyum hidrojen fosfat 1,5¢g

Besiyeri 1 karisimin pH’s1 7,2 - 7,4’e ayarlandiktan sonra her bir deney tiipiine 9 mL
eklendi. Tipler 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildikten sonra kullanilincaya kadar
+4°C’de sakland1 (Bridson, 1988).

Besiyeri 2. MUG igeren Lauryl Sulphate Tryptose Broth (LSTB)

Kazein enzim hidrolizati 20¢g
Laktoz 50¢g
Sodyum kloriir 50g
Dipotasyum fosfat 2,75 ¢g
Monopotasyum fosfat 2,75 ¢
Sodyum lauril siilfat 0,10 g

4 — metilumbelliferil  — D — glukoronid (MUG) 0,05 g

Besiyeri ¢ift giiglii olarak hazirlandi. Karisimin pH’s1 6,8 — 7,0’ye ayarlanip durham
tiiplii her bir deney tiipiine 9 mL eklendi. Tiipler 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildikten
sonra kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi (Bridson, 1988).

Besiyeri 3. Nutrient Broth, pH 6,9 w/o NaCl (NB)

Peptic digest of animal tissue 5,0 g
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Beef extract 30g

Besiyeri 3 karisimin pH’s1 7,4 — 7,6’ya ayarlanip her bir deney tiipiine 5 mL eklendi.
Tiipler 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildikten sonra kullanilincaya kadar +4°C’de
sakland1 (Bridson, 1988).

Besiyeri 4. Sorbitol MacConkey Agar (SMAC)

Peptic digest of animal tissue 17,0 g

Proteoz pepton 30g
Sorbitol 10,0 g
Safra tuzu 1,5¢g
Sodyum klortir 50¢g
Notral red 0,03 g
Kristal viyole 0,001 g
Agar 13,50 g

Besiyeri 4 karisimi pH’s1t 7,1 - 7,3’e ayarlanip 121°C’de 15 dk otoklavda steril
edildikten sonra 10 cm ¢apindaki petri kutularina dokiildii ve kullanilincaya kadar +4°C’de
sakland1 (Bridson, 1988).

Besiyeri 5. MR —VP Medium (Buffered Glucose Broth) (Glucose Phosphate Broth)

Tamponlanmis pepton 7,0 g
Dekstroz 50¢g
Dipotasyum fosfat 50¢g

Besiyeri 5 karisimin pH’s1 7,5 — 7,7°ye ayarlanip her bir deney tiipline 5 ml
eklendi.Tiipler 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildikten sonra kullanilincaya kadar
+4°C’de sakland1 (Bridson, 1988).

Besiyeri 6. Simmons Citrate Agar

Magnezyum siilfat 0,20 g
Amonyum dihidrojen fosfat 1,0g
Dipotasyum fosfat 10g
Sodyum sitrat 20g
Sodyum kloriir 50¢g
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Brom timol mavisi 0,08 g

Agar 150¢g

Besiyeri 7 karisimin pH’s1 7,0 — 7,2’ye ayarlanip agz1 kapakli deney tiiplerine 10 mL
eklendi. Tipler 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildikten sonra kullanilincaya kadar
+4°C’de saklandi (Bridson, 1988).

3.1.3. Aymraglar

Ayirag 1. indol Test Ayiraci (Kovacs)

B — dimetilaminobenzaldehit 10 g
[zoamil alkol 150 mL
HCI (konsantre) 50 mL

Ayirag 2. Metil Red Ayiract

Metil kirmizisi 0,050 g
Etil alkol (%95°1ik) 150 mL
Distile su 100 mL

Ayirag 3. Voges Proskauer Test Ayiract

Alfa naftol 50¢g
Absolut etil alkol 100 mL
Distile su 100 mL

Potasyum hidroksit 10,0 g

3.1.4. Soliisyonlar

Peptonlu Fizyolojik Su
Pepton 1,0g
NaCl 8 ¢g

Distile su 1000 mL
Karigimin pH’s1 6,8 — 7,0’ye ayarlanip deney tiiplerine 9 mL eklendi. Tiipler
121°C°de 15 dk otoklavda steril edildikten sonra kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi
(Bridson, 1988).

Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)
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NaCl
Distile su
3.1.5. Kitler
E. coli O157:H7 Latex Test Kiti
Test Latex
Kontrol Latex
Pozitif Kontrol Siispansiyon
Negatif Kontrol Siispansiyon
Reaksiyon Kartlar

3.2. Yontem

3.2.1. Kremah Pastalarin Orneklerinin Toplanmasi

Farkli noktalardan (firin, pastane ve marketler), periyodik olarak alinan 100 adet
kremal1 pasta ornegi steril kaplar icerisinde muhafaza edilerek incelemenin yapilacagi
laboratuvara getirilmistir. E. coli izolasyonu ve identifikasyonu amaciyla her pasta
orneginden steril kosullarda 25’er gram alindi. Hata paymi en aza indirmek ve
mikrobiyolojik analizlerin gilivenilirligini artirmak i¢in her pasta Ornegine c¢ift analiz
uygulandi (Vanderzant ve Splittstoeser, 1992).

3.2.2. E. coli izolasyonu

Izolasyon amaciyla alman 25’er gramlik kremali pasta numuneleri ilk olarak 6n
zenginlestirme islemine tabi tutuldu. Bunun i¢in, igerisinde 225 mL TPS bulunan
stomacher torbasina 25 g pasta ornekleri eklendi. Kullanilan numuneye ait isimlendirme
bilgileri torba iizerine yazildi. Pasta 6rneklerinin parcalanip iyice homojen hale gelmesi
icin stomacher’da 2 dakika homojenize edildi. Daha sonra numune 37°C’de 1 - 3 saat
inkiibasyona birakildi. Bu islemin ardindan 6n zenginlestirme besiyerinden 1 mL alinarak
9 mL’lik peptonlu fizyolojik su ¢ozeltisi igeren deney tiipiine aktarilarak ana diliisyon elde
edildi. Daha sonra 107 basamagina kadar numunelerin diger diliisyonlari hazirlandi.
Diliisyonlarin yapilmasi sirasinda her aktarimda yeni pipet ucu kullanild1 (Vanderzant ve
Splittstoeser, 1992).

Hazirlanan her bir diliisyondan 1’er mL MUG igeren LSTB bulunan 3 tiipe ekim
yapildi. Tiipler 37°C’de, 24 - 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda
bulaniklik ve durham tiiplerinde gaz olusumu gdsteren her bir tiip uzun dalga boyunda UV
lamba (Vilber Lourmat, 6 w — 365 nm tube 12 watt, V02 9309, France) altinda floresan
olusumu (mavi réfle) yoniinden incelendi (Vanderzant ve Splittstoeser, 1992).

3.2.3. E. coli identifikasyonu
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E. coli identifikasyonu amaciyla MUG iceren LSTP tiiplerinin her bir diliisyonundan
(107, 102, 107) bir 6ze dolusu almarak, SMAC agara yayma plak metodu ile paralel
ekimler yapildi. Ekim yapilan petriler 37°C’de, 24 — 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 sorbitol (-) olan olan renksiz koloniler NB’a aktarilarak 37°C’de 18
saat inkiibe edildi. NB’ta lireme gozlenen tiiplere mikroskobik muayene yapildi
(Vanderzant ve Splittstoeser, 1992).

3.2.4. Mikroskobik Analiz

Morfolojik yapis1 ve hareket 6zelligini ortaya koymak amactyla NB’taki iremelerden
hazirlanan preparatlar mikroskop altinda incelendi. Bu amagla, etkenin morfolojik yapisi
Gram boyama metodu ile saptanirken; hareketli olup olmadig1 hareket muayenesi yapilarak
tespit edildi (Vanderzant ve Splittstoeser, 1992).

Gram Boyama Metodu: NB’tan bir 6ze dolusu kiiltiir alip, dnceden alkol ile
temizlenmis bir lam {izerine yayildi. Preparat havada kurutulduktan sonra ii¢ kez alevden
gecirilerek tespit islemi gerceklestirildi. Preparat kristal moru ¢ozeltisi ile 2 -3 dk boyandi.
Boya dokiilerek distile su ile yikandi. Ardindan 1 -2 dk iyot ¢ozeltisi ile muamele edildi.
Tekrar distile suyla yikama isleminin ardindan, preparatin {izerine alkol c¢ozeltisi
damlatilarak dekolorizasyon basamagi gergeklestirildi.distile su ile yikanan preparat, 30
saniye safranin ¢oOzeltisi ile boyandi. Preparat distile su ile yikandi ve kurutulmaya
birakildi. Kurumasinin ardindan preparat immersiyon objektifinde incelendi (Bilgehan,
1996).

Hareket Muayenesi: Lam - lamel aras1t muayene yonteminden yararlanildi. NB’tan
bir 6ze dolusu kiltiir alinip temiz bir lam iizerine siispanse edildi. Lam iizerine lamel
kapatild1 ve preparat immersiyon objektifinde incelendi (Bilgehan, 1996).

3.2.5. Biyokimyasal Testler

Mikroorganizmlarin identifikasyonunda IMVIC testlerinden yararlanildi. IMVIC
testi; indol, metil red, voges proskauer ve sitrat testleri olmak iizere 4 asamadan
olugmaktadir (Baran ve Giilmez,2001).

Indol Testi: izole edilen saf kiiltiirden Tryptone Water besiyerine ekim yapildi.
37°C’de 24 — 48 saatlik inkiibasyon sonunda, tiiplere 0,5 mL Kovacs indol ayiraci eklendi.
Birkag¢ saniye icerisinde besiyeri yiizeyinde kirmizi halkanin olusumu pozitif (+), sar1 -
kahverengi halka olusumu ise negatif (-) olarak degerlendirildi (Benner, 1984).

Metil Red-Voges Proskauer (MRVP) Testi: izole edilen bakterinin saf kiiltiiriinden
5 mL’lik MRVP Broth besiyerine inokiilasyon yapildi ve 37°C’de 48 - 72 saatlik

inkiibasyona birakildi. MR testi i¢in, inkiibasyon sonunda tiipe birka¢ damla metil red
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indikatorii eklendi ve besiyerindeki kirmizi renk olusum pozitif, sar1 — turuncu renk
olusumu ise negatif olarak degerlendirildi. VP testi i¢in ise ekim yapilmis olan MRVP
Broth igerisine 1 mL % 40’lik potasyum hidroksit (KOH) ¢6zeltisi ve 3 mL % 5°lik alfa
naftol ¢ozeltisi eklendi. Besiyerinde meydana gelen pembe — kirmizi renk pozitif, sar1 renk
olusumu ise negatif olarak degerlendirildi (Benner, 1984).

Sitrat Testi: Yatik hazirlanmis Simmons Citrate Agar’a geng kiiltlirden ekim yapildi
ve tiipler 37°C’de 24 — 48 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda mavi renk
olusumu pozitif olarak degerlendirildi (Benner, 1984).

3.2.6. Latex Agliitinasyon Testi

SMAC besiyerindeki renksiz kolonilerden elde edilen saf kiiltiirlerin IMVIC testi
sonuclarina gore, hi¢c Escherichia coli tiiriine rastlanmadigindan ve Latex test kiti sadece E.
coli O157:H7 serotipini tanimlamak iizere tasarlandig1 i¢in bu agamaya gecilmemistir.

Cizelge 3.1. Escherichia coli tiirlerinin IMVIC testine verdikleri yanit

Escherichia coli | Indol | Metil Red | Voges Proskauer | Citrate

Tip I + + - -

Tip II - n - ;

3.2.7. Fekal E. coli Sayim

Kremali pasta numunelerinin her birinden MUG igeren LSTB tiiplerine ekim
yapilarak 37°C’de 24 - 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda tiiplerde
meydana gelen bulaniklik ve gaz olusumu ile birlikte, UV lamba altinda yapilan
muayenede mavi rofle veren tiiplerde fekal E. coli’nin varlig1 saptandi (Sar1, 2008; Karaca,

2011).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

(Canakkale ilindeki firin, pastane ve marketlerde tiiketime sunulan kremal1 pastalarda
Escherichia coli O157:H7 serotipinin varliginin arastirildigi bu c¢alismanin sonucunda
asagida belirtilen bulgulara ulagilmigtr.

Kremal1 pastalarin MUG igeren LSTB besiyerindeki iiremelerine yonelik bulgular
Cizelge 4.1°de verilmistir. 100 adet kremal1 pasta 6rneginden MUG igeren LSTB’a yapilan
ekimler sonucunda, her bir numunenin 10", 102 ve 107’liikk seyreltmelerinde iiremenin
oldugu ve buna bagli olarak bulaniklik ve gaz olusumunun gerceklestigi gozlenmistir.
Pozitif sonug alinan bu tiiplerin UV lamba altinda incelenmeleri sonucunda, 21 tiipte mavi
rofle olusumu gozlenirken, diger 79 tiipiin UV lamba altinda floresan bir 151ma yapmadigi

saptanmistir. MUG iceren LSTB besiyerinde mavi rofle olusumu Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1. MUG igeren LSTB besiyerinde mavi rofle olusumu

E. coli O157:H7 B - glucuronidase enzimine sahip olmadigindan igeriginde MUG
bulunan besiyerlerinde floresan yansima vermez. UV lamba altinda yapilan incelemelerin
ardindan, bu tiiplerden selektif bir besiyeri olan SMAC agara ekimler yapilmistir. SMAC
agar, MacConkey agarin igerigine sorbitol eklenmesiyle olusturulmus modifiye bir

besiyeridir. E. coli O157:H7 diger E. coli’lerden farkli olarak sorbitolii fermente edemez ve

31



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Ebru AYVERDI

bunun sonucunda SMAC agar yiizeyinde renksiz koloniler olusturur. SMAG agarda renksiz

koloni olusumu $ekil 4.2°de gosterilmistir.

Sekil 4.2 SMAC agarda olusan renksiz koloniler

MUG igeren LSTB’tan SMAC agara yapilan ekimler sonucunda 82 adet tipik renksiz
koloni izole edilmistir. MUG igeren LSTB’un UV lamba altinda yapilan inceleme sonuglari
ve SMAC agardaki koloni olusumu sonuglari Cizelge 4.2°de verilmistir.

Izolatlara uygulanan IMVIC testleri sonucunda hi¢ Escherichia coli susu
saptanmamustir. E. coli biyotip I, IMVIC reaksiyonunda (+, +, -, -) sonuglarini verirken; E.
coli biyotip II ise (-, +, -, -) sonug¢larin1 vermektedir. Cizelge 4.3’te elde edilen izolatlara
uygulanan IMVIC testlerinin sonuglari gosterilmektedir. Bu sonuglarda, E. coli susu ile uyum
gosteren bir izolat saptanmamustir. Bu islemin sonucunda hi¢ E. coli susuna rastlanmadigi ig¢in
Latex agliitinasyon test kitinin uygulanacagi bir sonraki identifikasyon asamasina
gecilmemistir.

IMVIC sonuglarina bakildiginda birgok izolatin muhtemelEnterobacter sp.,
Salmonella sp., Klebsiella sp.ve Citrobacter sp. genusu iyeleri baskin olmakla birlikte
tanimlanamayan sonuglara da rastlanmistir. Diger izolatlarin identifikasyonu

amaglanmadigindan, biyokimyasal testlerin devami getirilmemistir.
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E. coli O157:H7 serotipinin insan saglig1 agisindan biiyiik bir tehdit olusturmasindan
dolayi, bu patojenin cesitli gidalarda aranmasi iizerine yapilan ¢aligma sayist oldukca
fazladir. Calismamizin materyalini olusturan kremali pastalarda, bu patojen yoniinden risk
tagtyan kismin ¢ig, islem goérmemis veya etkenle daha sonra kontamine olmus siitlin
kullanilmasiyla yapilan kremalar oldugu diisiiniilmektedir. Buna ragmen 6zellikle kremali
pastalarda E. coli O157:H7 serotipinin aranmasma yodnelik ¢ok az sayida kaynak
bulunmasindan dolayi, tartigmalar kisminda pastalara ilave olarak, siit ve siit iirlinlerinde E.
coli O157:H7 aranmasin1 amaglayan c¢alismalardan da yararlanilmigtir. Fekal orijinli olan
bu patojenin siit ve siit iiriinlerindeki varliginin saptanmasi tizerine yapilmis olan birgok
calisma mevcuttur.

1986 yilinda, Kanada’da pastdrize edilmeyen siit tiiketimi sonucu yaslar1 4 ile 5
arasinda degisen 60 cocuk ve 14 yetiskin kisinin 48’inde enfeksiyon meydana gelmis, 3
cocukta HUS gelismis ve 43’iinden E. coli O157:H7 izole edilmistir (Oksiiztepe ve ark.,
2010).

Padye ve Doyle (1991), perakende satilan taze sigir kiymasi ve ¢ig siit 6rneklerinde
yaptiklari incelemeye gore 107 kiyma 6rneginin 3 (% 2,8)’linden ve 115 ¢ig siit 6rneginden
11 (%10)’inden elde ettikleri izolatlardaF. coli O157:H7 serotipini saptamislardir. Yapilan
bir baska calismada, iki farkli ¢iftlikten temin edilen 23 adet ¢ig siit 6rneginden 1 (%
4,34y’ inde E. coli O157:H7 patojenine rastlanmistir (Wells ve ark., 1991).

Mabrouk (2001), Misir’dan temin ettigi ¢esitli gidalar ve madira {irlinleri {izerine
yapilan bir tez calismasinda, 40 adet s1gir siitii 6rneginin 2’sinde (% 5); 41 adet bufalo siitii
orneginin 2’sinde (% 4.87) ve 20 adet peynir 6rneginin 1’inde (% 5) E. coli O157:H7
patojenine rastlanmistir.

Oksiiz ve ark., (2004) ¢ig siit ve ¢ig siitten yapilmis peynirlerde E. coli O157:H7
varligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, inceledikleri 100 Ornegin 1’inde (% 1) E. coli
0157:H7 1zole etmislerdir.

Afyonkarahisar il merkezinde bulunan cesitli bakkal ile marketlerden satin alinan
100 adet ¢igsiit ve semt pazarlarindan satin alinan 100 adet beyaz peynir 6rneginde E. coli
0157:H7 varhiginin arastirildigi bir bagka caligmada; 100 adet ¢igsiit 6orneginden 3’iinde
(%3) ve 100 adet peynir 6rneginden 1’inde (%]1) E. coli O157:H7 tespit edilmistir (Akkaya
ve ark., 2007).

Konya ilinde satiga sunulan 200 adet kiiflii peynirde E. coli O157:H7 aranmasina
yonelik yapilan ¢alismada, kiiflii peynirlerin 40’mnda (% 17) E. coli iiredigi saptandi. izole
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edilen E. coli suglarindan 3’1 (% 7,5) E. coli O157 ve 1’1 (% 2,5) E.coli O157:H7 olarak
identifiye edildi (Ak¢amli, 2008).

Bu calismalarin sonuglarina baktigimizda E. coli O157:H7 serotipinin izole
edilebildigini, bu degerlerin ¢alismamiz sonucu ortaya ¢ikan degerlerden yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Meydana gelen bu farkliliklarin birgok sebepten ileri geldigi
varsayilabilir. Bunlara Ornek olarak numunelerin temin edildigi cografi bdlgelerin
farkliliklarini, 6rneklerin farkli kaynaklardan toplanmis olmasini, mevsimsel degisiklikleri,
kullanilan materyalin veya yontemin farkliligini, yetersiz pastorizasyon uygulanmis
materyalin kullanilmasi; hayvansal kaynakli oldugu dikkate alindig1 takdirde, hayvanin
tiiri, yasi, cinsiyeti ve beslenme sekli gibi bir¢ok faktor farkli sonuglarin dogmasina neden
olabilir diye diisiinebiliriz.

Ansay ve Kaspar (1997), 19 adet peynir 6rneginin 11 (% 58)’inde Escherichia coli
izole etmisler fakat bu izolatlarin higbirinde O157:H7 serotipini saptayamamislardir.

Akgin ve ark. (1997) 30 adet kremali pasta Orneginin %70’inde E. coli
bulunmadigin1 E. coli saptanan 9 drnekte de sayilarmin 1,06x10° kob/g - 9,0x10° kob/g
diizeyinde oldugunu saptamislardir.

Dayict (2000) koyun, keci ve inek siitiiniin karigimindan elde edilen ve pastorize
edilmemis mihali¢ peynirleri {izerine yaptig1 ¢alisma sonucunda, orneklerin higbirinin E.
coli O157:H7 serotipini igermedigini tespit etmistir.

Dogan ve ark. (2001), 84 adet pasta 6rneginde E. coli sayismi ise 2,7x10° EMS/g
olarak bulmuslardir.

Alisarl ve ark. (2002), 100 adet puding tiirii tatli ve 75 adet kremali pasta 6rneginde
yaptiklar1 arastirmada, kremali pastalarin pudinglere nazaran mikrobiyolojik kalitelerinin
oldukca diisiik oldugunu saptamislardir.

Ankara’da yapilan bir baska ¢alismaya gore incelenen 150 adet sokak siitiinde E. coli
O157:H7 susuna rastlanmamistir (Altun ve ark., 2002). Kars ilinde yapilan bir baska
calismada, analizi yapilan 100 adet ¢ig siit 6rneginin higbirinde E. coli O157:H7 susuna
rastlanmamistir (Baz ve ark., 2003).

Kayseri ilindeki kdy pazarlarindan temine edilen 100 adet taze peynirde E. coli
0157:H7’nin arastirldig bir diger calismada ise, ortalama 2.2 x 10" KMS/100 g koliform
grubu bakteri bulundugu tespit edilmis fakat hicbir drnekteE. coli O157:H7 serotipi izole
edilememistir (Glimiissoy ve Goniilalan, 2005).

Oksiiztepe ve ark., (2010) Elazig’da tiiketime sunulan 200 adet kremali pasta

orneginde E. coli O157:H7 serotipinin aranmasin1 amagladiklar1 ¢alismalarinda, izole
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ettikleri 208 adet tipik koloniden (renksiz - seffaf) higbirinin E. coli O157:H7 6zelligini
gostermedigini saptamislardir.

Yukarida 6rnek gosterilen arastirmalar, ¢alismamiz sonucu elde ettigimiz bulgulari
destekler niteliktedir. Oksiiztepe ve ark., (2010) yaptiklar1 arastirma, ¢alismamizla benzer
nitelikte olup bulgularimiz da paralellik gostermektedir. Pasta yapiminda temel
maddelerden biri sayilan kremanin genellikle ¢ig siit kullanilarak elde edildigi
bilinmektedir. Islem goérmemis siit ve siit {iriinlerinden kaynaklanan salgimlar
diisiiniildiiglinde, calismanin arz ettigi onemin daha iyi anlasilacag: diisiiniilmektedir.

Bu sonuglar géz oniine alindiginda E. coli O157:H7 yoniinden kremali pastalarin
incelenmesi ve ne E. coli susuna ne de dogal olarak O157:H7 serotipine rastlanamamasini;
oncelikli olarak pastalarda steril olan endiistriyel kremalarin kullanilmasina
baglayabilecegimiz gibi, kremanin hazirlanmasi sirasinda kullanilan katki maddelerinin

oldukea hijyenik kosullarda temin edildigi de diisiiniilebilir.
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Cizelge 4.1. Kremali pasta drneklerinin MUG igeren LSTB’a ekiminden alinan sonuglar

NUMUNE NO
SO | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 | 20
107 | +++ | +++ |+ |+ | A | | | | | | | | | | | e | A | | |
107 | +++ | +++ | - |+ |+ |+ | | | | | | | | | | e | | | |
107 | - | +-- | ooo [ | b | - | | A | oo | A | | - | | | | | A | | |
NUMUNE NO
S.O| 21 22 23 24 25 26 | 27 28 29 1 30 | 31 32 33 34 35 36 37 | 38 | 39 40
107 | +++ | +++ | HH+ |+ | A | | A | | | | | | e | R | | | | | - |
107 | +++ | +++ | +++ | A+ | A+ - | | | | | | | | | | | | | A | oo |
107 | +++ | 4+ |+t | - | o oo | | A | | | b | | e | | b | e e | oo m | oo | -
NUMUNE NO
S.0| 41 42 43 44 45 | 46 | 47 | 48 49 50 51 52 53 54 55 56 | 57 58 | 59 60
107 | +++ | +++ |+ |+ |+ | | | | | | | | | | | | | | |
107 | - | +++ | +-- |+ |+ | | | | | A | | A | - | | A | e | A | | |
107 | - | ++- | +--| - |+ |+ | | A | | - | | A | | | A | | A | | | - - -
NUMUNE NO
S.0| 61 62 | 63 | 64 | 65 | 66 | 67 | 68 | 69 | 70 | T1 72 | 73 | 74 | 75 | 76 | 77 | 78 | 79 | 80
107 | +++ | 4 | A+ | | | - | | A | | | | - | | - | | A | | | |
107 | +++ |+ |+ |+ | b | oo | oo | | | | e - | - | | - | | | - | | | -
TN e e T e e e e e e e T T e e
NUMUNE NO
SO| 8 | 8 | 8 | 8 | 8 | 8 | 8 | 8 | 8 | 90 | 91 | 92 | 93 | 94 | 95 | 96 | 97 | 98 | 99 | 100
107 | +++ | A+ | HH+ | | A | | A | | | A | | | A | | | | | | - |
107 | +++ | +++ | H++ |+ | A | | | - | | A | | A | | o - A e [ | - | - - -
107 | +H+ | +++ |+ [+ | Fom [ | e o | oo [ e [ A e [ e e A | e [ ee | e | - -

S.0: Seyreltme orani, +: Bulaniklik (iireme) ve gaz olusumu pozitif, -: Ureme ve gaz olusumu negatif

36



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Ebru AYVERDI

Cizelge 4.2. MUG igeren LSTB’un bulundugu tiiplerin UV’deki 1s1ma ve SMAC agarda
koloni olusumu

Numune No | MUG Reaksiyonu | SMAC | Numune No | MUG Reaksiyonu | SMAC
1 - Rk 51 - Rk
2 - Rk 52 - Rk
3 - Rk 53 - Prk
4 - Rk 54 - Rk
5 + Rk 55 - Rk
6 - Rk 56 - Rk
7 + Rk 57 - Rk
8 + Rk 58 - Rk
9 - Rk 59 + Prk

10 - Rk 60 - Rk
11 - Rk 61 - Rk
12 + Rk 62 - Rk
13 - Rk 63 - Prk
14 + Rk 64 - Rk
15 - Rk 65 - Prk
16 + Prk 66 + Prk
17 + Rk 67 - Prk
18 + Rk 68 - Rk
19 + Rk 69 + Prk
20 - Prk 70 - Rk
21 - Rk 71 + Prk
22 - Rk 72 - Rk
23 - Rk 73 + Rk
24 - Rk 74 - Rk
25 - Rk 75 + Rk
26 + Rk 76 - Rk
27 - Rk 77 - Rk
28 - Rk 78 - Rk
29 - Rk 79 - Rk
30 - Rk 80 - Rk
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31 - Rk 81 + Rk
32 - Rk 82 - Rk
33 - Rk 83 - Prk
34 - Rk 84 - Rk
35 - Rk 85 - Rk
36 + Rk 86 - Rk
37 + Rk 87 - Prk
38 - Prk 88 - Rk
39 - Prk 89 - Rk
40 - Rk 90 - Rk
41 - Prk 91 - Rk
42 + Prk 92 - Rk
43 - Rk 93 - Prk
44 - Rk 94 - Rk
45 - Rk 95 - Rk
46 - Rk 96 - Rk
47 - Rk 97 - Rk
48 - Prk 98 - Rk
49 - Rk 99 - Rk
50 - Rk 100 - Rk

Prk: Pembe renkli koloni, Rk: Renksiz koloni
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Cizelge 4.3. Elde edilen izolatlarin IMVIC testi sonuglari

S R L b i R G e e o i e o o o O I T I I R R o o o o
ol N = e B e o e A o S e A T i R O o o o o R
o = R N B o = A T O = A e U S s N o = s o U B I o R B
R e I I T T BV O o I S o o o
=
Z
Y
S |l & [en | (0 [© [IN [0 & @ (= &N |en [ | |[© > |0 | @ |= e |en [+ [0 | I~ [0 |&n |
mssss55555666666666677777777778
=
Z
SR R i i e o o i S AT - O AT ST VI T A U N R o o
ol B = e A T N R A o N o AT T e o e o o o o o o S
W.+++++__++_++++++_+_________+__
I B N I S e I I I (U o T e o T o T ) B
=)
Z
P
=
m123456789wnuBmwmnmwmnnnuﬁmnmwm
=
4
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31 + | - + | + 81 + | + -+
32 + | - + | + 82 -+ ]+ |+
33 - - + | + 83 + | - + | +
34 - - + | + 84 + |+ | V| +
35 + | - + | + 85 + | V| + |+
36 + | + -+ 86 + | - + | +
37 + | - + | + 87 - - + |+
38 + |+ | + |+ 88 + | - + |+
39 + | - + | + 89 + |+ | + |+
40 - - + |+ 90 - - + |+
41 e T B e 91 - | - + |+
42 + - |+ 92 N T R
43 - -+ F 93 + | - - |+
44 + | - + | + 94 -+ -+
45 - - + | + 95 + - + | +
46 + | + vV |+ 96 + - + | +
47 + | - | V| + 97 -+ ]+ |+
48 + | + VvV |+ 98 - + + | +
49 + | - + | + 99 -l v+ ]+
50 + |V + | + 100 + | + + | +

In.: Indol, Mr.: Metil Red, Vp.: Voges Proskauer, Ci.: Simmons Citrate, V: Degiskenlik
gosteren (-/+)
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

(Canakkale’de siit kaynakli bir {iriin olan kremalarda ve buna bagli olarak kremali
pastalarda E. coli O157:H7’nin varlig1 iizerine yapilan bu calisma bir ilk olup amaci,
halkin severek tiikettigi, gozde bir gida maddesi olan kremali pastalarin saglik acisindan
bir risk olusturup olusturmadigini arastirilmasidir.

Literatiir bilgisinde de sik sik bahsedildigi gibi 6zellikle ¢ocuklar olmak {izere,
gencler ve yasllar tizerinde ¢ok ciddi saglik sorunlarina neden olabilen E. coli O157:H7
acisindan incelenen materyal olan kremali pastalarin bu riski tagimadig: saptanmustir. Fakat
bununla beraber elde edilen bulgularda kremali pastalarin tam anlamiyla giivenilir
oldugundan da bahsedemeyiz.

Arastirmalarimiz sirasinda yapilan biyokimyasal testlerin sonucglarmma dayanarak,
kremal1 pasta drneklerinde olduk¢a yogun bir sekilde Enterobacter sp., Salmonella sp.,
Klebsiella sp.ve Citrobacter sp. genusu lUyelerine rastlanmistir. Bu veriler dogrultusunda
koliform grubu bakterilerin pastalarda bulunabilecegi yorumu yapilabilir. Bu sonuglar her
ne kadar E. coli O157:H7 patojeni yoOniinden i¢imizi rahatlatacak yonde olsa da; aym
zamanda elde ettigimiz diger bulgular bu gibi siit ve siit irlinii ihtiva eden gidalari
tikketirken dikkatli olmamiz gerektigi uyarisinda bulunmaktadir. Arastirma ve bulgular
kisminda da belirtilmis olan diger koliform grubu iiyesi bakterilerin varligi, kremali
pastalarda E. coli susunun da bulunabilecegi ihtimalini beraberinde getirmektedir.

Cig siit ve siit iirlinlerinin patojenik £. coli O157:H7 ile kontamine olmasi, siitiin
sagimindan islenmesine kadar gecen siiregte ve bundan sonraki asamalarda, hava yolu ile
veya gida islek yerlerde calisan personelin hijyen kurallarina uymamasi gibi nedenlerle
gerceklesebilmektedir ve yapilan ¢aligmalar da bu bilgileri dogrulamaktadir. Son yillarda
bu iirlinlerin tiikketimine bagli olarak meydana gelen salginlar siklikla gdzlenmektedir.

Buna bagli olarak isletmelerin sanitasyon kurallarina 6nem gosterdikleri de
cikarilabilecek sonuglardan biri olabilir. Bu tez ¢alismasi i¢in temin edilen numunelerde,
steril halde tiiketime sunulan endiistriyel kremalarin kullanilmis oldugu diisiiniilebilir.
Tezin materyalini olusturan kremali pastalarin E. coli O157:H7 serotipi yoniinden
incelenmesi sonucu patojenik bir tiire rastlanmamasi halk sagligi acisindan 6nemli bir
bulgudur. Bu ¢alismada varlig1 saptanamayan E. coli O157:H7 serotipi haricinde, temizligi
ve insan saglig1 agisindan siiphe uyandirict unsurlar tasimasi nedeniyle bu iirlinlere dikkat

edilmesi gerektigi gercegi unutulmamalidir.
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Avrupa Birligi siirecinde olan iilkemizde, gida kalitesini yiikseltmek amaciyla
getirilen siki denetlemelerle de, E. coli O157:H7 ve benzeri tehlikeli patojenlerden
kaynaklanan salginlarin ve hastaliklarin gerceklesmesinin Onlenmesi ¢aligmalar1 devam
etmektedir.

Hizla yayilan ve oOliimciil diizeylere ulasabilen bu salgin kaynagindan korunmak
amaciyla tiiketilen dirlinlerin gilivenilir iriinler olmasina dikkat edilmelidir. Pastorize
edilmemis siitler ve bu siitlerden yapilan diger besin maddeleri tiiketilmemelidir. Biitiin bu
bilgiler dogrultusunda iireticilerin ve saticilarin sanitasyon kurallarina uymalar1 ve gida
denetimlerinin siklastirilmasi alinabilecek baslica Onlemlerdendir. Bu noktada gida
isletmecilerine biiyiik bir gérev ve ayn1 zamanda vicdani bir sorumluluk da diismektedir.
Ayrica tiiketicilerin satin aldiklar1 gida iirlinlerin hijyeni konusunda bilin¢lendirilmeleri
gerekmektedir. Gida iirlinlerini sanitasyon bakimindan giiven duyulan isletmelerden temin

etmeleri de bir diger koruyucu 6nlem olarak sayilabilir.
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