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ISTANBUL iLI SINIRLARI ICINDE SATISA SUNULAN SEBZE
ORNEKLERINDE Escherichia coli’ NIN REAL-TIME PCR YONTEMI iLE
SHIGA BENZERI TOKSIN GENLERI VARLIGI BAKIMINDAN
INCELENMESI

OZET

Bu calismada, Istanbul ilindeki gesitli semt pazarlarinda satisa sunulan havug,
salatalik, domates, marul, maydanoz ve 1spanak Orneklerinin her birinden 30’ ar tane
olmak {lizere satin alinarak patojen Esherichia (E.) coli taramasi yapildi. Arastirmada
toplam 180 sebze 6rnegi kullanildi. Tiim O6rneklerde ilk 6nce E. coli varhigr kiiltiirel
mikrobiyolojik metotlarla incelendi. E. coli iireyen sebze 6rneklerinde, iki farkli yontem
ile stx1, stx2 ve eae genleri varligi incelendi. DNA izolasyonlari; Eurofins GeneSpin
DNA izolasyon Kit prosediiriine gore ve kolonilerin sulandiriimas: yéntemi ile yapilds.
Kiiltiir bazli mikrobiyolojik yontemle E. coli iiremesi; 1spanakta % 93.3, marulda %
93.3, maydanozda % 86.6, havucta % 43.3, salatalikta % 33.3 ve domateste % 13.3
oraninda saptandi. Real-Time PCR taramasi sonunda stx1, stx2 ve eae genlerinin varligi
ve bu alanda yapilan literatiir bilgileri dikkate alimarak STEC O157:H7 havug ve
marulda; STEC 026:H11 ve STEC O111:NM havugta; STEC O119:H16 havug, marul,
salatalik ve maydanozda; STEC O157:NM marulda ve EPEC 0119, EPEC O111:H2,
EPEC O26:NM havug, salatalik, domates, marul, maydanoz ve i1spanak orneklerinde

oldugu tespit edilmistir.

Sonug¢ olarak; Istanbul ili smirlar icinde satisa sunulan sebze 6rneklerinde
yapilan incelemede, kiiltiir bazli yontem ve Real Time PCR ile dogrulama sonucunda;
E. coli’ nin varlig1 ve bu E. coli’ lerin patojen stx1, stx2 ve eae genlerini tasidig: tespit

edilerek, halk sagligini tehdit ettigi sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Sebze, E. coli, Shiga toksin, E. coli Serotipleri, Mikrobiyoloji,
Real-Time PCR.



SCREENING OF Escherichia coli in VEGETABLE SAMPLES
MARKETED in DIFFERENT DISTRICTS of iISTANBUL in CONSIDERATION
of OCCURENCE of SHIGA-LIKE TOXIN GENES by REAL-TIME PCR ASSAY

ABSTRACT

In this study the presence of Escherichia (E.) coli in some selected vegetable
samples such as carrot, cucumber, tomato, lettuce, parsley and spinach were studied in
consideration of occurence of Shiga-like toxin genes by Real-Time PCR. 30 samples
from each of the vegetables, totally making 180 were collected in different districts of
Istanbul. The samples were initially investigated for E. coli by culture-based
microbiology. Those with a positive E. coli occurence were also examined for stx1, stx2
and eae genes according to two different methods by Real-Time PCR assay. DNA
isolations were made by following up the instructions in Eurofins GeneSpin DNA
Isolation Kit and by diluting the colonies. The obtained results by culture-based
microbiology showed that occurrence of E. coli in the samples was found as 93.3% in
spinach; 93.3% in lettuce; 86.6% in parsley; 43.3% in carrot; 33.3% in cucumber and
13.3% in tomato. On the other hand, screening by Real-Time PCR was also performed
for these positively contaminated samples in order to understand serotype of E. coli by
stx1, stx2 and eae genes. The Real-Time PCR study resulted in STEC O157:H7 in
carrot and lettuce; STEC 026:H11 and STEC O111:NM in carrot; STEC O119:H16 in
carrot, lettuce, cucumber and parsley; STEC O157:NM in lettuce and EPEC 0119,
EPEC O111:H2, EPEC O26:NM in carrot, cucumber, tomato, lettuce, parsley and
spinach, respectively.

In conclusion, it was shown that vegetable samples marketed in different
districts of Istanbul were positively contaminated by E. coli according to the culture
based microbiology. The results were also validated by Real Time PCR and pathogen
stx1, stx2 and eae genes significantly harmful to the public health were detected by
Real-Time PCR assay

Key words: Vegetable, E. coli, Shiga toxin, E. coli Serotypes, Microbiology,
Real-Time PCR.



iCINDEKILER

TEZONAY ... Hata! Yer isareti tanimlanmamus.
BEY AN e I
OZET ... v
ABST R A CT ettt sh et et e e be e ne e ne e %
KISALTMALAR ..ottt bttt et viii
SEKIL LISTEST.......cooiiiiiici ettt sttt X
TABLO LISTESI ...t Xii
1. GIRIS VE AMAC ...ttt sttt 1
2. LITERATUR OZETI ....ocooiiiiiiiiiiiieii e 3
2.1, ESChEriChia COli.......oiiiiiicc e 3
2. 1.1, TAKSONOIMI ...ttt bbbt 3
2.1.2. MOIfolojik OZelIKIETT ....vcveveveieiveveieiiecceeieiei e 3
2.1.3. Biyokimyasal OZellKIETi.........c.cccuvviueveriiiiceireieieiseeee e 4
2.1.4. ANHIENIK YaPIST..iiiriiiiiiieiicece e 4
2.1.4.1. O (SoMatiK) ANTHENT ...c..oiviiiiiiiiieie e 4
2.1.4.2. H (Hauch, Kamg1) ANtHENT....cccveiiiiiieiiieiiieiie e 5
2.1.4.3. K (KapStl) ANTIIENI c..vviiiiiieiiiieiiiie st 5

2.2. E. coli’ nin Patolojik Gruplart..........ccceeerereiiiiiieineeeeseeee e 5
2.2.1. idrar Yolu Enfeksiyonuna Neden Olan Patojen E. COli...........ccccovirrrcrernnen, 5
2.2.1.1. Uropatojenik E. COli (UPEC) ........ccocvieverireiiiiiieseereiee s, 5

2.2.2. Diyareye Neden Olan Patojen E. coli TUrleri.........ccoovvviieieneieniniiieeee,s 6
2.2.2.1. Enterotoksijenik E. COli (ETEC) ....cccciiiiiiiiiiiiiiiciese e 6
2.2.2.2. Enteropatojenik E. COli (EPEC) ......ccoooiiiiiiiiiecee e 6
2.2.2.3. Enteroaggregative E. COli (EAEC)........cciiiiiiiiiceie e 6
2.2.2.4. Enteroinvaziv E. COli (EIEC) .....ccoviiiiiiiiiccc e 7
2.2.2.5. Diffiiz adherent E. COli (DAEC) .....oooiiiiiiiiiiieee e, 7
2.2.2.6. Enterohemorajik E. coli (EHEC) ... 8
2.2.2.6. 1. INtIMIN .0ttt 12

2.3. Gida Kaynakli E. coli ve Gida Giivenligi Sorunlart ..........cccoceeeriiinineniiciennenn 13
2.3.1. E. coli’ nin GidalarlaBulagsma Yollari...........ccccoeeviiiieiiieiie e 17

2.4. Gidalarda E. coli igin Mikrobiyolojik Sinir Degerleri .......cccvvvivereniveiveiesienenn 18

Vi



2.4.1. Gidalar Yoluyla Alinan E. coli’ de Enfektif Doz Miktart..........c.cccceevenennenn 22

2.5. Gidalarda E. cOli Analiz Y ONntemIEri......coovuerverveiiniiinieienie e 22
2.5.1. Gida Gruplarinda E. coli ile Ilgili Yapilan Arastirmalar............cccccevevevennnee, 23
2.5.1.1. Su Kaynaklar1 ve Sularda E. coli ile Ilgili Yapilan Calismalar ............ 23
2.5.1.2. Sebzeler ve Meyvelerde E. coli ile Tlgili Yapilan Calismalar................ 25
2.6. Patojen E. coli Suslarinin Sebep Olduklari HastaliKlar ............cccccooeeevveieinennnnn, 27
2.6.1. Hemolitik Uremik Sendrom (HUS)......ccceceerereeeeeeeee e, 29
2.6.2. Hemorajik KOS (HC) ...cvoiieie et 30
2.6.3. E. coli’ nin Neden Oldugu Kansiz Diyare...........ccocvvvevenenenenencnceeeeeen, 30
2.6.4. Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP) .....cccoovvviiieiiiieeceeeeeee, 30
2.6.5. Idrar Yollart EnfekSiyonlars .........ccccocevrvcueiieeeierceesieeieseeeessseeseese s 30
3. MATERYAL-METOT ..t 31
.1 IMALEIYAL ... 31
3.1.1. OrNeEK AIIMI.....coiviviieiccecieieieceeeee ettt ae s 31
B2 MEOL ... 32
3.2.1. Kiiltiir Bazlt YONTEM ...ocuviiiiiiiieieiceee s 33
3.2.1.2. E. coli On zenginlestirme Prosediirii ............cccocevvvrirevereriiriecrererennene, 35
3.2.1.3. E. coli Selektif Besiyerine Gegis Prosediirti........cooevervrervninenrinniennnn 35
3.2.2. Multipleks Real-Time PCR MetodU...........ccoceriiireiinieie e, 36
3.2.2.1. E. coli DNA Izolasyon Prosediirii...........c..coerereverririerereririsscrereresinann, 36
3.2.2.1.1. Eurofins GeneScan GENESpin DNA Izolasyonu Kiti Prosediirii .. 37
3.2.2.1.2. Kolonilerin Sulandirilmasi ile DNA Izolasyon Yéntemi ............... 39

3.2.2.2. E. coli Shiga-like Toksin (stx1 ve stx2) ve Intimin (eae) Genlerinin
Real-Time PCR ProSediirli...........cerviiierieresieseesie e sieeee e e e e ses e e snee e 40

3.2.2.3. Real-Time PCR Sonuglarinin Okunmasi ve Grafiklerin

Degerlendirilmesi........ccuoiviiiiiiieee e 41
4, BULGULAR ...ttt sttt te st e steete s e steeeeeneenteeneaneenneas 43
5. TARTISMA ...ttt sttt e s e s te e e st e steenteaneesneeaeanennneas 59
6. KAYNAKLAR ...ttt sb e b nbeenee s re e b e 64
A0V /€] )Y I 1O 72

vii



A/E

bp
BPW

C

CDEC
CDT 1-V
°’C
CLDTEC
CNF
DAEC
DHEC
DNA

E. coli
eae
EAQgEC/EAEC
EAF
EAST1
EFSA
EHEC
EIEC
EMS
EPEC
ETEC

g

G

Gb3

KISALTMALAR

: Adenin

> Yapisma ve baglanma

: Base pair — Baz gifti

: Buffered Peptone Water
: m ile M limiti arasinda degere sahip olmasina izin verilen
numune sayisi

- Sitozin

: Cell-detaching E. coli

: Sitoletal distansiyon toksini
: Santigrad derece

: Sitoletal Distansiyon Toksini Ureten E. coli
- Sitotoksik nekrotizan faktor 1s1s1

: Difiiz adherent E. coli

: Diyare ile liskili Hemolitik E. coli
- Deoksiribo Niikleik Asid

: Escherichia coli

> Intimin

: Enteroaggregative E. coli

: EPEC uyum faktorii

: EAEC stabil toksini

: European Food Safety Association
: Enterohemorajik E. coli

: Enteroinvaziv E. coli

: En Muhtemel Say1

: Enteropatojenik E. coli

: Enterotoksijenik E. coli

: Gram

: Guanin

: Globotriasilseramit

: Kamgi antijeni

viii



H,S
HACCP
HC
HUS

kob
LEE
LPS
LT

ul
ml

NM
NTEC

PCR
SEM
ST
STEC
Stx1
Stx2

TBX
TEM
TPS
TTP
UPEC
VTEC
WHO

: Hidrojen stilfiir

: Hazard Analysis and Critical Control Points
: Hemorajik Kolitis

: Hemorajik Uremik Sendrom

: Kapsiil antijeni

: Koloni olusturan birim

: Enterosit silme lokusu

. Lipopolisakkarit

: Istya duyarli enterotoksin

. (n — ¢) sayidaki numunede bulunabilecek en fazla deger
: ¢ sayidaki numunede bulunabilecek en fazla deger
: Mikrolitre

: Mililitre

: Numune sayisi.

: Non-motile (Hareket etmeyen)

: Nerotoksik E. coli

: Somatik antijen

: Polymerase Chain Reaction

: Taramal1 Elektron Mikroskobu

: Istya dayanikli enterotoksin

: Shiga toksin tireten E. coli

: Shiga toksin 1

: Shiga toksin 2

: Timin

> Tripton Bile X-Glukoronid Agar

: Transmisyon Elektron Mikroskobu

: Tamponlanmis Peptonlu Su

: Trombotik Trombositopenik Purpura

: Uropatojenik E. coli

: Verotoksin iireten E. coli

: World Health Organization



SEKIL LISTESI

Sekil 2.1:Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ve Taramali Elektron Mikroskobu

(SEM) Kars1lagtirilmast. .......eeeueeiiiiiieiieeiee sttt sttt 3
Sekil 2.2: Shiga toksinin etki meKanizmasi...........cccccveviiiiiiiiiniiies e 10
Sekil 2.3: E. coli’ nin mevcut bulagma yollarinin basitlestirilmis semast. ..................... 18
Sekil 2.4: EHEC bakterisinin hastalik iletim yoIu. ...........cccooeiiiiiiiiiiie 28
Sekil 2.5: EHEC enfeksiyonunun giinlere gore klinik seyri .......ccccoeviiiiiinieniieinnenee. 29
Sekil 3.1: Genel MeEtot SEMAST .vvviiviiiiiiieiiiie it siae e aee e 33
Sekil 3.2: Kiiltiir bazli yontem genel $EmMast .......ccvevveriieiiieiieiie e 34

Sekil 4.1: Biitiin 6rnekler igerisinde mikrobiyolojik olarak E. coli tireyen 6rnek sayis1.45

Sekil 4.2: Sebze 6rneklerinde E. coli’ nin yiizdesel olarak dagilimi. ...........cccevrvennnne. 46
Sekil 4.3: Intimin geni ve Shiga toksin genlerinin E. coli pozitif érneklerdeki yiizdesel

AAGIIIML L ettt abre e 46
Sekil 4.4: Havug orneklerinde tireyen E. coli’ nin yiizdesel dagilmi. ...........cccovevennen, 48

Sekil 4.5: E. coli tireyen havug 6rneklerinin (n=30) semt pazarlarina gére dagilima..... 48
Sekil 4.6: Salatalik 6rneklerinde tireyen E. coli’ nin yiizdesel dagilimi............cccceeee. 50
Sekil 4.7: E. coli tireyen salatalik 6rneklerinin (n=30) semt pazarlarina gére dagilimi . 50
Sekil 4.8: Domates 6rneklerinde tireyen E. coli’nin yiizdesel dagilimi.............ccceenee. 52
Sekil 4.9: E. coli tireyen domates 6rneklerinin (n=30) semt pazarlarina gére dagilimi . 52
Sekil 4.10: Marul 6rneklerinde tireyen E. coli’ nin yiizdesel dagilimi...........ccceevenenen, 54
Sekil 4.11: E. coli iireyen marul 6rneklerinin (n=30) semt pazarlarina goére dagilimi ... 54
Sekil 4.12: Maydanoz 6rneklerinde iireyen E. coli’ nin yiizdesel dagilimi..................... 56

Sekil 4.13: E. coli iireyen maydanoz 6rneklerinin (n=30) semt pazarlarina gére dagilimi



Sekil 4.14: Ispanak drnelerinde lireyen E. coli’ nin ylizdesel dagilimi ..........cccoeovennenee, 58

Sekil 4.15: E. coli {ireyen 1spanak 6rneklerinin (n=30) semt pazarlarina gore dagilimi 58

Xi



TABLO LISTESI

Tablo 2.1: Patojen E. coli suslarinin isimlendirilmesi ve siniflandirilmast...................... 8
Tablo 2.2: E. coli suslarindaki Shiga toksin 1’ in amino asit sekans ¢esitleri................ 11
Tablo 2.3: E. coli suslarindaki Shiga toksin 2’ nin amino asit sekans gesitleri.............. 12

Tablo 2.5: Tiirkiye’ de 1999-2000 yillar1 itibariyle Gida Kaynakli Enfeksiyon ve
Intoksikasyon IStatiStKIETi........c.ccevrververieeieicie ettt 16

Tablo 2.6: Avrupa Birligi Komisyonu Yonetmeligi Proses Hijyen Kriterleri’ ne gore
farkli gida gruplari igin E. coli’ nin kabul edilebilir tist imitleri ........cocoovvrivriviiniienne 19

Tablo 2.7: Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi Proses Hijyen
Kriterleri’ ne gore farkli gida gruplari igin E. coli’nin kabul edilebilir tist limitleri ...... 20

Tablo 2.8: Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi E. coli i¢in Gida
GUVENIIZE KITEIIETT. ...ttt beesree s 21

Tablo 3.1: Sebze o6rnekleri, toplanildig1 yer ve miktarr/adet ............ccoooveviiiiiiciiiennnn, 32

Tablo 3.4: Real-Time PCR taramasi sonucu belirlenen E. coli viriilans genleri ve tespit
edilen gen kombinasyonlar1 tizerinden tahmin edilen E. coli serotipleri.............c..c....... 42

Tablo 4.1:Incelenen sebze 6rnekleri dagilimi ve mikrobiyolojik olarak E. colipozitif
Orneklerin dagilimi. ..o 45

Tablo 4.2: Istanbul ilinin gesitli semt pazarlarindan (n=6) toplanan havug érneklerinde
(n=30) kiiltiirel olarak E. coli ve Real-Time PCR yo6ntemi ile viriilans genleri (Stx1, stx2
VE BAE) TESPITE .ttt bbbt et 47

Tablo 4.3: Istanbul ilinin cesitli semt pazarlarindan (n=6) toplanan salatalik
orneklerinde (n=30) kiiltiirel olarak E. coli ve Real-Time PCR y6ntemi ile viriilans
genleri (Stx1, StX2 V& €8E) TESPITI.....everuiriiriiiieeiiiee e 49

Tablo 4.4: Istanbul ilinin cesitli semt pazarlarindan (n=6) toplanan domates
orneklerinde (n=30) kiiltiirel olarak E. coli ve Real-Time PCR yontemi ile virtilans
genleri (StX1, StX2 V& €a8) tESPITE.....ecivieiiieiiie it 51

Tablo 4.5: Istanbul ilinin gesitli semt pazarlarindan (n=6) toplanan marul érneklerinde
(n=30) kiiltiirel olarak E. colive Real-Time PCR yontemi ile viriilans genleri (Stx1, Stx2
VE BAEB) TSP ...ttt bbb bbbt 53

xii



Tablo 4.7:Istanbul ilinin ¢esitli semt pazarlaridan (n=6) toplanan 1spanak drneklerinde
(n=30) kiiltiirel olarak E. colive Real-Time PCR yontemi ile viriilans genleri (stx1, stx2
(V=Ts ) IR T o] | €SS 57

Xiii



1. GIRIS VE AMAC

Sebzeler igerdikleri lif, vitamin, mineral madde, su, karbonhidrat ve protein gibi
maddeler bakimindan zengin olmalar1 nedeniyle ©onemli bir besin kaynagidir.
Ulkemizde yiiksek oranda iiretilmesi nedeni ile fazla miktarda tiiketilmektedir. Ayrica,
basta bagirsak fonksiyonlarmin diizenlenmesi olmak {izere, immiin sistemin

giiclendirilmesi bakimindan da faydal1 bir gida maddesidir.

Saglik agisindan faydalari olan sebzeler, tarladan sofraya kadar gegen siirede
gerekli hijyenik kosullarin saglanamadigi durumlarda, cesitli mikrobiyal patojenlerin
bulagmasina maruz kalarak insan sagligina zararli da olabilmektedir. Bilindigi gibi gida
kaynakli hastaliklar, saglik konusu bakimindan Diinya’ da 6nemli bir yere sahiptir. Bu
nedenle gidalarda bulunan mikrobiyal patojenlerin tespiti ve 6nlenmesi gida giivenligi
acisindan Onem tagimaktadir. Gida kaynakli hastaliklara neden olan en Onemli

mikroorganizma Escherichia (E.) coli’ dir.

E. coli, dogal olarak sicak kanli hayvanlarin (sigir, koyun, kegi vs.) bagirsak
floralarinda bulunur ve hastalifa neden olmazlar. Ancak hayvansal kokenli olan E.

coli’lerin bazi suslar1 insanlarda 6nemli hastalik ve 6liimlere yol agmaktadir.

Patojen E. coli suslarmmin bazilari, Shiga toksin adi verilen bir toksin
salgilamaktadir. Aslinda bu toksin “Shiga like toksindir ve ilk olarak Shigella’larda
bulundugundan Shiga toksin olarak adlandirilmistir. Daha sonra E. coli’nin, bdyle bir
toksin iiretme 6zelligi tespit edildiginden, buna Shiga toksine benzer toksin anlaminda
Shiga like toksin denilmistir. Maymunlarda bulunan, Vero hiicre kiiltiirlerinde

etkisinden dolay1 Verotoksin olarak da adlandirilmaktadir.

Shiga like toksin iireten E. coli (STEC) ayn1 zamanda verotoksin iireten E. coli
(VTEC) olarak da isimlendirilmektedir. Shiga like toksin 1 ve 2 olmak iizere iki ana
gruba ayrilmaktadir. Shiga like toksin 2, Shiga like toksin 1’ e gore daha giiglii bir
toksindir ve ciddi enfeksiyonlara neden olan E. coli suslar1 ile iligkilidir. Bu toksinlere
ek olarak E. coli suslarinin patojenitelerinin degerlendirilmesinde, bakteri hiicre
duvarindaki intimin ©nemli bir rol oynamaktadir. Intimin sayesinde E. coli

bakterilerinin bagirsak epiteline yapismast miimkiin olmaktadir. Bu sekilde patojen E.



coli suslar1 bagirsaklarda kolonize olmakta ve hastalik olusturabilmektedir (Mora ve
ark. 2011).

Bakterinin belirlenmesi i¢in yapilan kiiltiir bazli yontemler, besiyerlerinde
bakterilerin hizla ¢ogalmasi ya da gozle goriiliir kolonilerin olugmasini saglamaktadir
(Keer ve Birch, 2003). Ancak, kiiltiir bazli1 yontemler, izole edilen mikroorganizmalarin
patojenitesi hakkinda kesin bir bilgi vermemektedir. Klasik olarak yapilan biyokimyasal
ve ELIZA yontemleri ile E. coli’ lerin patojeniteleri hakkinda yine de kesin bir bilgi
elde edinilememektedir. Bu nedenle geleneksel kiiltiir bazli yontemler kullanilarak
oncelikle mikroorganizmalarin varhigi canliligina gére tespit edilmekte; daha sonra ise
DNA tabanli teknikler kullanilarak E. coli’ lerin patojen suslari saptanabilmektedir.
Molekiiler teknikler tek bir 6rnekte mevcut mikroorganizmalarin icerisinde spesifik
olarak hedef mikroorganizmanin tanimlanmasini saglamaktadir. Buna karsilik, kiiltiir
yontemli ¢alismalarda segici (selektif) besiyerleri sayesinde sadece bu ortamlara
spresifik lireyebilen mikroorganizmalarin tespiti miimkiindiir. Ayrica Real-Time PCR
gibi DNA bazli tekniklerde, lireme yetenegine sahip mikroorganizmalarin yaninda,
lireme ve yasama kabiliyetini yitirmis hiicreler de tespit edilebilmektedir (Malorny ve

ark. 2008).

Bu calismada; Istanbul ilinde satilan sebzeler E. coli bakimindan incelenmesi, E.
coli izole edilen izolatlarda bunlarin stx1, stx2 ve eae patojen marker genlerinin Real-
Time PCR yontemi ile saptanmasi ve elde edilen sonuglara gore hangi E. coli serotipi

olabileceklerinin belirlenmesi amaglanmaistir.



2. LITERATUR OZETI
2.1. Escherichia coli

2.1.1. Taksonomi

Escherichia (E.) coli, ilk defa 1885 yilinda Dr. Theodor Escherich tarafindan
bebek diskilarinda bulunmus ve Bacterium coli commune ismi verilmistir (Mora ve ark.

2011). Escherichia coli ad1 ise 1920 yilindan itibaren kullanilmaya baglanmuistir.

2.1.2. Morfolojik Ozellikleri

E. coli, ¢ubuk seklinde 1-5 pm uzunlugunda ve 0.3-0.4 um kalinliginda hafif
kavis ve egrilmis kisa ¢ubuk formunda, gram negatif bir bakteridir. Hareketli ve
hareketli olmayan kamgilar1 vardir ve fizyolojik olarak birgok habitata uyum

saglamaktadir (Torres, 2011).

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ve Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) ile E. coli goriintiileri Sekil 2.1° de gosterilmistir (Black, 2008).

a)TEM b) SEM

Sekil 2.1:Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ve Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) karsilastiriimasi (Black, 2008)



2.1.3. Biyokimyasal Ozellikleri

E. coli, oksidaz negatif, katalaz pozitif olan ve laktoz fermente edebilen diiz
cubuklardir. Yapilan hiicre testlerinde Metil-Kirmizi testi pozitif, Voges-Proskauer testi
ise negatiftir. Hiicreler, sitrat kullanmazlar, H,S ya da lipaz tiretmezler ve iire hidrolizi
yapmazlar (Cabral, 2010). Fakiiltatif anaerob oldugu i¢in hem oksijenli hem oksijensiz
ortamda iireyebilirler. Anaerobik kosullarda fermentasyon yoluyla {irer ve son {iriin
olarak asit ve gaz olusturur. Fermentasyon yapabildigi i¢in kontamine olmus gidalarda
ve igeceklerde, diger gastrointestinal patajonlere gore daha kolay tespit edilmektedir.
Mezofilik bir bakteri olan E. coli, 7-45°C arasinda ve optimum olarak da 37°C’ de
tiremektedir (Torres, 2011).

2.1.4. Antijenik Yapisi

E. coli antijenik 6zelliklerine gére; O (somatik hiicre duvari), H (Hauch, kamgi,

flagella) ve K (kapsiil) olmak {izere ii¢ grup altinda incelenmektedir (Nataro ve Kaper,
1998).

2.1.4.1. O (Somatik) Antijeni

O antijeninin polimorfik dis kismi, iki ile yedi arasinda degisen
lipopolisakkaritten (LPS) olusmaktadir. Her sus O- antijeni seklinde E. coli yiizey
yapisinda bulunmaktadir. Bu antijen, O anti serumunda c¢apraz tepkime ile
sekillenmektedir. Ancak, bakteri kaynatildig1 zaman O zincirleri birbirinden ayrilir ve
diger yiizey antijenleri ortada kalir. Boylece bakterinin O grubundan olduguna karar
verilir. Bu nedenle uluslararasi standart prosediire gore bir E. coli’ nin O tipinin
yazilmasi i¢in bakterinin kaynatilmasi ve ilgili anti serumlarda seyreltme olarak
agliitinasyon yapilmasi gerekmektedir. E. coli O- gruplamasi i¢in bazi ticari O anti
serumlar1 mevcuttur. Bu serumlar kullani1ldig1 zaman bakteri kiiltiiriiniin kaynatilmasina

gerek yoktur (Eklund, 2005).



2.1.4.2. H (Hauch, Kamgi) Antijeni

Flagellar olan H antijeni, suslarin aktif hareketleri sayesinde fenotipin
belirlenmesini saglamaktadir. Bakterinin hareketi, E. coli’ nin hiicre yilizeyinde bulunan
flagellumlarin donmesi ile olmaktadir. Flagellanin alt birimi olan flagellum H-antijenine
uygun protein tagimaktadir. Hareketsiz (Nonmotile=NM) olan suslarin hareketsizlik
ozelligi genlere baglhidir (Eklund, 2005).

2.1.4.3. K (Kapsiil) Antijeni

K antijeninin varligi ilk kez bakteriyel agliitinasyon testleri ile belirlenmistir. Bir
E. coli susu, O antiserumunda inagliitinasyon olmus ve isitildiginda ise K antijeninin
varligimi belirten agliitinasyon olusmustur. Birka¢ farklt molekiil yapilar1 iizerinde
calisan uzmanlar K antijeninin polisakkarit i¢erdigini gozlemlemislerdir (Nataro ve

Kaper, 1998).

2.2. E. coli’ nin Patolojik Gruplar:

E. coli sebep oldugu hastaliklara gore farkli patotiplere ayrilmaktadir. Her
patotip farkli viriilans faktorleri ile farkli hastalik semptomlarina neden olmaktadir

(Marrs ve ark. 2005).

2.2.1. idrar Yolu Enfeksiyonuna Neden Olan Patojen E. coli

2.2.1.1. Uropatojenik E. coli (UPEC)

Insanlarda en sik goriilen bakteriyel enfeksiyonlardan biri idrar yollar
enfeksiyonlaridir. Uropatojenik E. coli (UPEC) suslari, idrar yollar1 enfeksiyonlarmin
en 6nemli nedenidir ve erigkinlerde goriilen komplike vakalarin %80’ inden sorumludur
(Walters ve ark. 2012).



2.2.2. Diyareye Neden Olan Patojen E. coli Tiirleri

2.2.2.1. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)
ETEC, ilk kez 1960’ I1 yillarda diyare ile iligkilendirilmistir. Genellikle kii¢iik

cocuklarda dehidratasyona ve malniitrisyona yol agan birkag giin siiren bol sulu diyare
ile karakterize edilmektedir (Cabral, 2010). Diger enterik patojenlere gore ETEC’ te
karin agris1 ve kusma daha az goriilmektedir (Okeke, 2009).

ETEC suslarinin neden oldugu diyare “turist diyaresi” olarak da bilinmektedir.
Bu grup once koloni olusturmakta sonra da enterotoksin liretmektedir. Bu suslar, ya
1stya duyarli enterotoksin (heat-labile=LT) ya 1siya dayanikli enterotoksin (heat-
stable=ST) ya da her iki toksini de beraber tiretmektedirler (Johnson ve Nolan, 2009).
LT toksini, 60°C” de 10 dakika kaynatildiginda inaktif olurken; ST toksini, 100°C” de
10 dakikada inaktif olmaktadir (Takeda, 2011). En sik goriilen ETEC suslari; O6, O8,
015, 020, 025, 027, 063, 078, 085, 0115, O128ac, 0148, 0159 ve 0167’ dir (Yoon
ve Hovde, 2008).

2.2.2.2. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

EPEC, ilk defa 1940 yili yaz aylarinda gocuklarda goriilmesiyle tanimlanmustir.
EPEC’ in semptomlar1; diyare, kusma, ates ve halsizliktir (Johnson ve Nolan, 2009). Bu
mikroorganizma tutunma ve yapigsma (A/E; Attaching-Effacing) lezyonlari olusturarak

bagirsak epitel hiicrelerine baglanmaktadir (Eklund, 2005).

EPEC suslari; tipik ve atipik olmak iizere iki grupta siniflandirilmaktadir
(Bardiau ve ark. 2011). En sik goriilen EPEC suslari; 026, 055, 0111, 0114, 0119,
0125, 0126, 0127, O128ab, 0142 ve 0158’ dir (Johnson ve Nolan, 2009).

2.2.2.3. Enteroaggregative E. coli (EAEC)

EAQQEC olarak bilinen bu bakteri, o6zellikle gelismekte olan {ilkelerdeki
cocuklarda akut ve uzun siireli diyareye neden olmustur. Ik defa 1987 yilinda Nataro ve
arkadaglar1 tarafindan isimlendirilmistir (Eklund, 2005). EAEC’ nin tipik ozelligi
yayllmis yapisma ya da yigin seklinde olmasidir (Okeke, 2009). Genis bir heterojen



gruba sahip olan EAEC suglarinin yaklagik 90 tane serotipi tanimlanmistir. En yaygin
olan serotipler; O15:H18, 044:H18, O77:H18, O111:H12, O125 ve 0126’ dir (Eklund,
2005).

2.2.2.4. Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

EIEC ilk kez 1944 yilinda Paracolon bacillus olarak tanimlanmis ve daha sonra
E. coli 0124 olarak adlandirilmistir. EIEC enfeksiyonunun tipik ozelligi olan kanli
diyare, 1971 yilinda, gelismemis iilkelerde goriilmiistiir. EIEC suslar1 genel olarak
hareket etmezler. EIEC susunun tipik 6zelligi invaziv (yayilimci) olup insanlarda kalin
bagirsak epitel hiicrelerinde ¢ogalma yetenegine sahip olmasidir. Hastalik semptomlari;
mide kramplari, diyare, kusma, ates, titreme ve halsizlikle karakterize edilmistir
(Cabral, 2010). En sik goriilen EIEC suslar1; O28ac, 029, O112ac, 0121, 0124, 0135,
0136, 0143, 0144, 0152, 0159, 0164, 0167 ve O173” diir (Eklund, 2005).

2.2.2.5. Diffiiz adherent E. coli (DAEC)

DAEC, 1-5 yas arasindaki gocuklarda diyareye neden olan patojenik bir E. coli
tirtidiir (Yoon ve Hovde,2008). Adindan da anlagilacag: gibi difiiz aderans E. coli
(DAEC), epitel hiicrelerine diffiiz baglilik gostermektedir (Okeke, 2009). DAEC, LT ve
ST toksinlerini iiretmez. EPEC gibi epitel hiicrelerine baglanma plazmidine sahip
degildir. Bu mikroorganizmanin karakteristik 6zelligi HEp-2 hiicrelerin olmasidir. En
sik goriilen DAEC serotipleri; O1, 02, 021 ve O75’ dir (Yoon ve Hovde, 2008).

Patojen E. coli suglarinin isimlendirilmesi ve smiflandirilmas: Tablo 2.1° de

verilmistir.



Tablo 2.1: Patojen E. coli suslarmin isimlendirilmesi ve siniflandirilmasi

Kisaltma isim Alt boliimii Viriilans 6zelligi Hastahk Gida
Hijyeninde
Onemi
EPEC Enteropatojenik Sinif Yapisma yetenegi Bebek diyaresi +
E. coli (LEE?, EAF? Plazmid)
Sinif I Yapisma yetenegi (LEE)
ETEC Enterotoksijenik LT Toksini® Enterotoksin Turist diyaresi ++
E. coli ST toksini* Kolonizasyon kaktorii
EIEC Enteroinvasiv E. Invasiv, Enterotoksin Dizanteri +
coli benzeri diyare
EHEC Enteohemorajik Verotoksin/Shiga-toksin, Diyare, HC®, +++
E. coli Yapisma yetenegi HUS®, TTP’
(LEE),(Enterohemolisin)
EaggEC/EAEC  Enteroaggregativ Enterotoksin (EAST1%), Kalici diyare, +
E. coli Yapisma yetenegi seyahat diyaresi
DAEC Diffiiz-adherant Adhezyon Infantil diyare -
E. coli
NTEC Nekrotoksijenik CNFY1 Diyare, -
E. coli ekstraintestinal
hastaliklar
CNF 2
CLDTEC Sitoletal Sitoletal distansiyon (Infantil diyare) -
Distansiyon toksini (CDT I-V1°)
Toksini Ureten
E. coli
CDEC/DHEC  Diyare ile iligkili a — hemolizin (infantil diyare) -
hemolitik E. coli
Kaynak : Biilte ve Goll, 2006.
2.2.2.6. Enterohemorajik E. coli (EHEC)
EHEC’ in patojen E. coli smifinda bulunmasi iki Onemli ¢alismaya
dayanmaktadir. Birinci ¢aligma, Riley ve arkadaslarinin 1983 yilinda iki salgin

hakkinda yaptiklar1 arastirmadir. Hastalarda kramp seklinde karin agrisi, sulu ve kanl

diyare gibi tipik sindirim sistemi semptomlarina rastlanmistir. Bu hastalik 6nce

hemorajik kolit (HC) olarak tanimlanmis ve bir fast food zincirindeki iyi pismemis

hamburgerlerden kaynaklandig: belirlenmistir. Bu hastalardan alinan diski drneklerinde,

daha onceden nadir goriilen bir E. coli serotipi olan E. coli O157:H7’ ye rastlanmistir.

Ikinci calismada Karmali ve arkadaslari 1983 yilinda diskida fekal sitotoksin ve

! Enterosit silme lokusu

2 EPEC uyum faktrii

® Istya duyarl enterotoksin

* Istya dayanikh enterotoksin

® Hemorajik kolitis

® Hemolitik iiremik sendrom

" Trombotiktrombositopenik purpura
8 EAEC stabil toksin

® Sitotoksik nekrotizan faktor 1sisi

0 sjtoletal distansiyon toksini



sitotoksin iireten E. coli ile hemolitik {iremik sendrom (HUS) arasindaki iliskiyi rapor

etmislerdir (Nataro ve Kaper, 1998).

Shiga toksin ilk olarak Konawalchuk ve arkadaslari tarafindan 1977 yilinda
tanimlanmis olup, kolay ayirt edilebilen ve 1s1ya kars1 dayaniksiz bir enterotoksin tiriinii
oldugu belirtilmistir (Jenkins ve ark. 2008). EHEC suslarinin karakteristik ozelligi
Shiga toksin salgilamasidir. Shiga toksin, Shigella tarafindan salgilanan bir toksindir.

Ancak, evrimsel siiregte E. coli’ ye gegmistir.

EHEC’ in ¢ok farkli suslar1 olup, Shiga toksin 1 ve Shiga toksin 2 olmak iizere
iki farkli Shiga toksin salgilanmaktadir (Panos ve ark. 2006). E. coli’ nin iirettigi Shiga
toksin ile Shigella dysenteriae tip I' in irettigi Shiga toksin birbirine ¢ok
benzemektedir. Iki toksin arasinda sadece 1-7 amino asit farklilig1 vardir. Stx1 ve stx2
genlerinin amino asit dizilimleri %60 aynidir. Bu nedenle EHEC bakterilerine Shiga
Toksin Ureten E. coli (STEC) de denilmektedir (EFSA, 2011).

Shiga toksinler ABs molekiil yapisina sahiptir. 1 A-alt initesi ile 5 B-alt
tinitesinden meydana gelmektedir (Lee ve ark. 2010). 5 B-alt birimi kalin halka seklinde
bir yap1 olusturmaktadir. A-alt birimi ise bu halkaya kovalent olmayan bir sekilde
baglanmaktadir (Eklund, 2005). A-alt birimi protein sentezi inhibitorii iken, B-alt birimi
konak hiicrenin yiizeyinde bulunan globotriasilseramite (Gb3) baglanma yetenegine
sahiptir. Stx toksininin B-alt birimi Gb3’ e baglandiktan sonra, A-alt birimi hiicrenin
icerisine girmektedir (Lee ve ark. 2010). Daha sonra, A-alt birimi hiicre icerisinde
proteaz tarafindan pargalanarak aktif Aj; ve A, fragmentleri olugmaktadir. A; fragmenti,
protein sentezi sirasinda olan peptid zinciri uzama basamagini etkileyerek hiicrenin

Oliimiine neden olmaktadir (Eklund, 2005).

Shiga toksinin etki mekanizmasi Sekil 2.2” de verilmistir (Paton ve Paton, 2006).


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Globotriasilseramit&action=edit&redlink=1
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Sekil 2.2: Shiga toksinin etki mekanizmasi (Paton ve Paton, 2006)

Shiga toksin 1 ve 2’ nin farkli ¢esitleri vardir. Shiga toksin 1 ve 2, A veya B alt
birimlerinde bulunan bir veya iki amino asit farkliliklarina gore birbirinden

ayrilmaktadir (Eklund, 2005).

Biilte ve Goll (2006); tarafindan olusturulan Shiga toksin 1 ve 2’ nin amino asit

sekans tiirevleri Tablo 2.2 ve Tablo 2.3 de verilmistir.
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Tablo 2.2: E. coli suslarindaki Shiga toksin 1’ in amino asit sekans ¢esitleri

Toksin Cesidi

Stx1

Stxlc

Stx1d

Stx1vh1,
Stx1v52

Stx1-Varyant mit
1S1203v;

Stx1 ile homolog
niikleotid dizisi

Al B?
%100 %100
%95
%91
k.A® k.A

(%94 AS) (%92 AS)

k.A

Kaynak

Scotland ve ark. 1985;
Strockbine ve ark.1986

Zhang ve ark. 2002

Biirk ve ark. 2003

Ohmura-Hoshino ve ark.

2003

Suzuki ve ark. 2004

Aciklama

Paton ve ark. 1995

Stx 1v51 ve STX 1v52 amino
asit dizisi aynidir ve Ohmura-
Hoshino ve ark. 2003

Stx 1v51 ve Stx 1v52 amino
asit dizisi aymdir ve BURK
ve ark. 2003

Kaynak: Biilte ve Goll, 2006.

Tablo 2.2° de Shiga toksin 1 olarak bilinen en eski grup secilmistir (Strockbine

ve ark. 1986). Zhang ve arkadaslar1 (2002); stx1, 1c toksinini insanlardan izole edilen

suslardan elde etmislerdir. Biirk ve arkadaglar1 (2003); stx 1d toksinini tanimlamislardir.

Ohmura-Hoshino ve arkadaglari (2003); stx1v51 ve stx1v52 toksinlerini belirlemislerdir.

Diger yazarlar, stx-1" in bir ¢esidi olarak IS1203v;’ i tanimlamislardir (Suzuki ve ark.

2004).
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Tablo 2.3: E. coli suslarindaki Shiga toksin 2’ nin amino asit sekans ¢esitleri

Toksin Cesidi

Stx2

Stx 2vh
(Stx 2vh-a, Stx 2vh-b)

Stx 2vh

Stx 2va
Stx 2¢

Stx 2e

Stx 2d (Stx 2d1, Stx 2d2)

Stx 2d (Stx 2d ount, stx
2d 0111, stx 2d Ox3a)

Stx 2f

Stx 29

Stx 2-NV206

Stx2ile homolog
niikleotid dizisi

Al
%100 %100
%986 %955
%99 %95
%695  %78,1
%99,7  %95,2
%94 %79
(Stx 2vh)
%949  %86,6
%634 %754
k.A k.A
(%63-  (%76,7-
94,9) 90,7)
k.A k.A
(%94,5-  (%81,5-
99,0) 96)

BZ

Kaynak

Strockbine ve ark. 1986

Ito ve ark. 1990

Meyer ve ark. 1992

Gannon ve ark. 1990
Schmitt ve ark. 1991
Weinstein ve ark. 1988
Melton-Celsa ve ark.
1998

Pierard ve ark. 1998

Schmidt ve ark. 2000

Leung ve ark. 2003

Bertin ve ark. 2001

Aciklama

WHO 1991, Stx 2¢
simiflandirmasi; Stx 2d
(Stx 2d1, Stx 2d2) igin

Schmidt ve ark. 2000; Stx
2f

WHO 1991; Stx 2vh-a ve
Stx 2vh-a

Aslinda Stx 2v

Pierard ve ark. 1998; Stx
2d ile ayn1 degil; Ito ve
ark. 1990; Stx 2vh ile
ayni.

Melton-Celsa ve ark.
1998; Stx 2d ile aym
degil.

Kaynak: Biilte ve Goll, 2006.

2.2.2.6.1. intimin

Intimin, E. coli’ nin bagirsak liimenine tutunma ve yapismasmi saglayan bir

hiicre duvar1 yapisidir. Bakterinin, konak hiicrenin mikrovilluslarina yapismasini

saglamaktadir (Biilte ve Goll, 2006). Intimin varligi, eae geninin tespiti ile yapilir ve

bulundugu E. coli’ ler diyare gibi hastaliklara neden olmaktadir. Ancak intimin ve Shiga

toksin ozelliklerinin beraber bulundugu E. coli’ ler ciddi hastaliklara neden olmaktadir

(Ongen, 2008).
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2.3. Gida Kaynakh E. coli ve Gida Giivenligi Sorunlar:

Diinya Saglik Orgiitii, gida kaynakli mikrobiyal patojenlerin sebep oldugu diyare
nedeniyle 1.8 milyon insanm 6ldiigiinii bildirmistir (WHO, 2007). Ozellikle
sanayilesmis iilkelerde niifusun yaklagik %30’ nun gidaya bagl rahatsizliklardan

sikayetci olduklari raporlanmistir.

Gelismekte olan ve az gelismis iilkeler icin istatistiksel verilerin eksikligi
nedeniyle gidalar yoluyla olusan salginlarin ve hastaliklarin tahmin edilen rakamlarinin

resmi rakamlarin ¢ok iizerinde oldugu diisiiniilmektedir.

Gida kaynakli hastaliklara sebep olan baslica mikrobiyal patojenler arasinda E.
coli ilk siralar1 almaktadir. WHO, yayimladigi son giincel raporunda (22 Temmuz
2011) 16 Avrupa Ulkesi ve Kuzey Amerika icin E. coli bulasmasi1 ve HUS vakas1 olarak

toplam 4075 bulagsma ve 50 6liim raporlamistir.

Tablo 2.4’ de Diinya genelinde E. coli O104:H4 bulasma ve HUS vakalarmin

konsolide durumu verilmektedir.
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Tablo 2.4: E. coli 0104:H4 bulasma ve HUS vakasimin Diinya genelindeki durumu

Ulke HUS EHEC
Vaka Oliim Vaka Oliim

Avusturya 1 0 4 0
Kanada 0 0 1 0
Cek Cumhuriyeti 0 0 1 0
Danimarka 10 0 15 0
Fransa 7 0 10 0
Almanya 857 32 3078 16
Yunanistan 0 0 1 0
Liiksemburg 1 0 0
Hollanda 4 0 7 0
Norveg 0 0 1 0
Polonya 2 0 1 0
Ispanya 1 0 1 0
Isveg 18 1 35 0
Isvigre 0 5 0
Ingiltere 3 0 4 0
Amerika Birlesik Devletleri 4 1 2 0

Toplam 908 34 3167 16

Kaynak: WHO, 2011.

Amerika Birlesik Devletleri’ nde her yil 6 kisiden 1’ inin ya da yaklagik 48
milyon kisinin gida kaynakli bir sebeple hastalandigi, 128 bininin tibbi miidahale
gordiigii ve yaklasik 3.000 6liim oldugu tahmin edilmektedir (CDC, 2011).

Gida kaynakli mikrobiyal patojen salginlarin basinda E. coli kaynakli olanlar ilk
siralarda yer almaktadir. Dikkat ¢ekici ilk E. coli salgin1 1982 yilina kadar uzanmakta
olup; bu salgin nedeniyle hastalanan ve yasamini kaybeden insanlar raporlanmistir. E.
coli’ nin kitlesel sekilde tanmirhiginin olmasi ilk 1994 yilinda gergeklesmistir. E. coli
bulagsmis hamburgerleri tiikettikleri i¢cin 600’ i agkin kisi hastalanmis ve iglerinden 4’ i
hayatin1 kaybetmistir. Gida endiistrisinde E. coli ve ¢ogu mikrobiyal patojenler i¢in;
hizli ve kesin sonu¢ verecek tespit yontemleri gelistirme siirecinin baslamasit 1994

salgin1 sebebiyle olmustur. Kaliforniya Eyaletinde 2006 yilinda sebzelere E. coli
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bulagsmasi1 sebebiyle gerceklesen baska bir salginda ise 200’ i agkin insan hastalanmis
ve ig¢lerinden 3’ i dlmiistiir. Bu salgimin, Kaliforniyal ¢iftgilere verdigi maddi zararin
boyutunun ise 74 milyon US$ oldugu tahmin edilmektedir. Bu olaydan yaklasik iki ay
sonra Uinlii fast food zincirleri TacoBell ve TacoJohn’ s restoranlarinda gida kaynakli E.
coli sebebiyle 71 hastalik vakasi raporlanmistir. E. coli; Topps Et ve Et Uriinleri
Sirketinin 2007 yilinda ticari faaliyet sahasindan ¢ekilmesine dahi sebep olmustur.
Hamburger koftesi yapiminda kullanilacak olan 47.7 bin ton et, E. coli O157:H7 tespit
edilmesi lizerine imha edilmistir. E. coli O157:H7 2009 yilinda milféy ve kurabiye
hamuru satin alan ve tiikketen 69 kisinin hastalanmasina sebep olmustur (Food Industry

Watch, 2010).

Almanya’ nin Hamburg kentinde Mayis 2011’ de ortaya ¢ikan E. coli salgini
tiim Avrupa Birligi Ulkeleri i¢in bu mikrobiyal patojenin insan saghigi ve ekonomik
acidan riskleri bir kez daha somut sekilde ortaya koymustur. Bu vakada E. coli
bulagmasi sebebiyle 2000’ i askin kisiye tibbi miidahale yapilmis olup; 17 6liim vakasi
ise rapor edilmistir. Alman, Ispanyol ve Hollandali sebze iireticilerinin maddi
zararlarmin 240 milyon Euro’ yu buldugu bildirilmistir. Avrupa Birliginin, Rusya
Federasyonuna yillik 4 milyar Euro mertebesinde olan meyve ve sebze ihracatinda ciddi
diisiis gortilmiistiir. Kuzey Almanya’ da salatalik, domates ve yesil yaprakli sebze
satiglar1 %90 azalmistir. Belki de en Onemli sonu¢ salginin gercek kaynaginin

saptanamamis olmasidir (Glotz, 2011).

Ingiltere ve Galler’ i kapsayan genis kapsamli bir arastirma 1992-2000 yillar:
arasinda yapilmistir. Yerli olarak tretilen gidalar yiliziinden 1995 yilinda gergeklesen ve
bildirilmis olan hastalik verileri incelenmistir. 2 milyon 365 bin 909 vakanin oldugu
gOriilmistiir. Bu rakamin 21 bin 138’ ine tibbi miidahale yapilmis ve 718 1 6liimle
sonuglanmistir. 2000 yilina gelindiginde vaka sayisinin 1 milyon 338 bin 772’ ye
diistiigli; 20 bin 759 tibbi miidahalenin yapildigi ve 480 Oliimiin raporlandigi
goriilmistiir. Bu rakamlara yol acan mikrobiyal patojenler arasinda Shiga toksin iireten
E. coli (STEC) O157’ nin neden oldugu, zararin biiyiikliigiine gore listede li¢lincii sirada
yer aldig: bildirilmistir. (Adak ve ark. 2002).
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Japonya’ da 1993 yilinda bildirilen bir E. coli O157:H7 salgin1 neticesinde ise
okul donemi 2 bin 700 Ogrencinin tibbi miidahaleye maruz kaldigi bildirilmistir
(Scheutz, 2011). WHO, Avrupa Gida Kaynakli Enfeksiyon ve intoksikasyon Izleme
Programi kapsaminda 1999-2000 yillarini kapsayan Tiirkiye Ulke Raporunda “Gida
Kaynakli Salgin ve Hastaliklar” hakkinda dikkat ¢ekici bilgiler vermektedir (Tablo 2.5).
Bu rapora gore gida kaynakli hastaliklar arasinda Salmonellozis ilk siray1r almaktadir.
Ancak, ilging sekilde E. coli hakkinda raporlanmus veri goriilmemektedir. Ozellikle
tilkemizde yapilan epidemiyolojik E. coli prevelansini inceleyen bilimsel arastirmalar
ise mevcut durumun tam tersini sdylemektedir. Buna gore iilkemizde E. coli’ nin

enteritia vakasinin olmadig bildirilmektedir. Bu da ger¢ekg¢i bir rapor degildir.

Tablo 2.5: Tiirkiye’ de 1999-2000 yillari itibariyle Gida Kaynakli Enfeksiyon ve

Intoksikasyon Istatistikleri

1999 2000

Vaka insidans1 % Vaka Sayisi Insidansi

Sayisi %
Salmonellozis 28.884 43.9 26.498 39.2
Staphylococcozis 0 0.0 0 0.0
Botulizm 96 0.1 18 0.0
Campylobacteriozis 0 0.0 0 0.0
Shigellozis 1.120 1.7 1.093 1.6
E. coli enteritis 0 0.0 0 0.0
Listeriozis 0 0.0 0 0.0
Kolera 0 0.0 0 0.0
Brusellozis 11.462 17.4 10.742 15.9
Diger bakteriyal gida kaynakli
enfeksiyonlar ve zehirlenmeler 5.146 78 4.672 6.9
Hepatit A 14.323 21.8 10.435 15.4
Diger viral enfeksiyonlar 0 0.0 0 0.0
Echinococcozis 0 0.0 0 0.0
Trichinellozis 0 0.0 0 0.0
Giardiazis 0 0.0 0 0.0
Amoebiazis 22.980 34.9 23.723 35.1
Mantar zehirlenmeleri 329 0.5 334 0.5
Bilinmeyen bulasic1 enfeksiyonlar 0 0.0 0 0.0
Toplam 84.340 128.1 77.515 114.6

Kaynak: WHO, 2011.
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2.3.1. E. coli’ nin GidalarlaBulasma Yollar1

Patojen E. coli’ nin neden oldugu salgimnlar; 6zellikle bulasma gerceklesmis
gidalar, ¢ig veya az pismis et ve et driinleri ile ¢ig siit gibi gidalar yoluyla
iliskilendirilmistir. Bunun haricinde, sebzelerin hasattan tiiketimine kadar gegen
asamalarda patojen E. coli ile bulasma olmus insan elinin iriinle temasi riski

arttirmaktadir.

Sebzeler, gida iiretiminin tiim asamalarinda E. coli ile kontamine olabilir. Bu
bakterinin normal yasam alani saglikli sigirin bagirsagi olarak tespit edilmistir (Cabral,
2010). Gida kaynakli E. coli salgmlarinin, en biiyiikk kaynaginin sigir digkist oldugu
bilinmektedir (Bell, 2002). Diskinin toprak ile suya karigmasi ve tarlalarda giibre
amactyla kullanilmasi hasat 6ncesi en bagta gelen kontaminasyon kaynagi olarak kabul

edilmektedir (Franz ve van Bruggen, 2008).

Ozellikle enfekte olan hayvan diskisina insanlarin direkt veya indirekt olarak
temas etmesi, sebze liretiminde giibre kullanimi, ayn1 zamanda digki bulasmis sularin
sebze tiretimi ve yikanmasinda kullanilmasi E. coli bulasma riskini arttirmaktadir (Bell,
2002). Ozellikle iilkemizde sebzelerin agikta satilmasi, bircok kisi tarafindan ellenmesi

ve ambalajlama sisteminin olmamasi1 bulagma riskini arttirmaktadir.

E. coli’ nin bulagma yollar1 Sekil 2.3’ te verilmistir.
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Kanalizasyon Suyu
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Sekil 2.3: E. coli’ nin mevcut bulagma yollarinin basitlestirilmis semasi (Bell, 2002)

2.4. Gidalarda E. coli icin Mikrobiyolojik Sinir Degerleri

Gidalarda mikrobiyal patojenler igin kabul edilebilir {ist smir degerler
bulunmaktadir. Bu degerler, her tiir mikrobiyal patojen ve gida tiirii i¢in farkli sekilde
tespit edilmistir. Avrupa Birligi Komisyonu Yonetmeligi (EC) 2073/2005 farkli gida
gruplarinda E. coli’ nin kabul edilebilir {ist sinir degerlerini belirlemistir. Buna gore
Avrupa Birligi’ ne ihrag¢ edilecek gida tirlinleri i¢in, kabul ve ret karar1 bu degerlere gore
verilmektedir. Yoénetmelik, amag olarak iki temel esas iizerine kuruludur. Ilki, Gida
Giivenligi Kriterleridir. Burada birincil amag¢ herhangi bir gida iriiniiniin piyasadan
cekilene ya da toplanana kadar rafta durdugu siire zarfinca mikrobiyolojik bulasma

acisindan kabul edilebilir iist sinirmin belirlenmesidir. kinci hedef ise Proses Hijyen
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Kriterleridir. Son tiiketiciye ve rafa gelmeden Once iiretim esnasinda alinmasi gereken
tedbirler ve diizeltici faaliyetler i¢in kabul edilebilir iist sinirlar1 ifade eder (Avrupa

Birligi Komisyonu Y o6netmeligi, 2005).

Tablo 2.6’ da Avrupa Birligi Komisyonu Yonetmeligi (EC) 2073/2005 numarali
tebliginde bulunan farkli gida gruplart i¢in E. coli’ nin kabul edilebilir proses hijyen

kriterlerindeki uist limitleri verilmektedir.

Tablo 2.6: Avrupa Birligi Komisyonu Y 6netmeligi Proses Hijyen Kriterleri’ ne gore

farkli gida gruplari i¢in E. coli’ nin kabul edilebilir iist limitleri

Gida Grubu Gida Cesidi Ornek Sayisi Limit
E) @ m® M©
Et ve et Kiyma® 5 2 50 kob/g 500 kob/g
iriinleri
prumert Mekanik olarak ayrilmus et') 5 2 50 kob/g 500 kob/g
Hazir et iiriinleri” 5 2 500 kob/g 5000 kob/g ya
ya da cm® da cm?
Siit ve siit Isil islem uygulanmis siit veya peynir 5 2 100 kob/g 1000 kob/g
tiriinleri alt1 suyundan tretilen peynirler @
Cig siit veya pastorizasyondan daha 5 2 10 kob/g 100 kob/g
diigiik sicakliklarda 1s1l iglem
uygulanmis siitten iiretilen tereyagi ve
krema®
Deniz tirlinleri ~ Pismis kabuklular ve kabuklu 5 2 1/g 10/g
yumusakgalarin kabuklu ve kabuksuz
riinleri
Sebze, meyve  Tiiketime hazir dogranmis meyve ve 5 2 100 kob/g 1000 kob/g
ve Uriinleri sebzeler
Tiiketime hazir pastorize edilmemis 5 2 100 kob/g 1000 kob/g

meyve ve sebze sulari

Kaynak: Avrupa Birligi Komisyonu Yonetmeligi, 2005

(1) E. coli burada hijyen indikatorii olarak kullanilmaktadir.

(2) n: Numune sayist.

(3) c:mile M limiti arasinda degere sahip olmasina izin verilen numune sayist.
(4) m:(n - c) sayidaki numunede bulunabilecek en fazla deger.

(5) M:c sayidaki numunede bulunabilecek en fazla deger.
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Ulkemizde de Avrupa Birligi’ nde oldugu gibi gidalarda olabilecek mikrobiyal
patojenler kabul edilebilir iist siir degerler bulunmaktadir. Ilgili ydnetmelik Gida
Giivenligi Kriterleri ve Proses Hijyen Kriterleri olmak iizere iki temel {izerine

kurulmustur (Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Y &netmeligi, 2009).

Tablo 2.7 de Tirk Gida KodeksiMikrobiyolojik Kriterler Proses Hijyen
Kriterleri’ ne gore farkli gida gruplart i¢in E. coli’ nin kabul edilebilir iist degerleri

verilmektedir.

Tablo 2.7: Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi Proses Hijyen

Kriterleri’ ne gére farkli gida gruplari igin E. coli’nin kabul edilebilir ist limitleri

Gida Grubu Gida Cesidi Ornek Sayisi Limit
n® @ m® M©
Et ve et iiriinleri ~ Kiyma” 5 2 50 kob/g 500 kob/g
Mekanik olarak ayrilmus et @ 5 2 50 kob/g 500 kob/g
Hazir et iiriinleri® 5 2 500 kob/g - 5000kob/g -
cm? cm?
Siit ve siit Isil islem uygulanmus siit veya 5 2 100 kob/g 1000 kob/g
trtinleri peynir alti suyundan {iretilen
peynirler ®
Cig siit veya pastorizasyondan daha 5 2 10 kob/g 100 kob/g

distik sicakliklarda 1sil iglem
uygulanmis siitten iiretilen tereyagi
ve krema @

Deniz tirlinleri ~ Pigmis kabuklular ve kabuklu 5 2 1/g 10/g
yumusakgalarin kabuklu ve
kabuksuz tirtinleri

Sebze, meyve ve  Tiiketime hazir dogranmis meyve ve 5 2 100 kob/g 1000 kob/g
uriinleri sebzeler
Tiiketime hazir pastdrize edilmemis 5 2 100 kob/g 1000 kob/g

meyve ve sebze sulari

Kaynak: Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi, 29.12.2011-28157.

Tablo 2.8” de Tiirk Gida KodeksiMikrobiyolojik Kriterler Y onetmeligi Tiiketime
Hazir Gida Gruplari i¢in E. coli Kabul Edilebilir Ust Smir Degerleri verilmektedir.

(1) E. coli burada fekal kontaminasyon indikatorii olarak kullanilmaktadir.

(2) E. coli burada hijyen indikatorii olarak kullanilmaktadir.

(3) n: Numune sayisi.

(4) c:mile M limiti arasinda degere sahip olmasina izin verilen numune sayist.
(5) m:(n - c) sayidaki numunede bulunabilecek en fazla deger.

(6) M:c sayidaki numunede bulunabilecek en fazla deger.
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Tablo 2.8: Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi E.

Giivenligi Kriterleri

coli i¢in Gida

Gida Mikroorganizma
Grubu
Et ve et E. coli 0157
urtinleri E. coli 0157
E. coli 0157
E. coli 0157
Siit ve siit E. coli¥
uriinleri
E. coli®
E. coli®
Hububat E. coli¥
ve E. coli®
firincilik
urinleri
Deniz E. coli®
urinleri
Meyve E. coli O157
sulari,
alkolsiiz
igecekler
ve
benzerleri
Kakao ve E. coli
kakao
iriinleri,
¢ikolata ve
cikolata
urtinleri
Hazir E. coli
yemekler
E. coli

Gida Cesidi

Kiyma

Cig kirmiz1 et ve hazirlanmig
kirmizi et karisimlari
Fermente (sucuk vb.)

Mekanik olarak ayrilmis kirmizi ve
kanatli eti

Fermente siit tiriinleri (kefir,
yogurt, meyveli vb yogurtlar,
ayran vb)

Koyulastirilmis siit

Eritme peynirler ve eritme peynir
iriinleri

Nisasta
Tartlar ve yas pastalar (kremali,
¢ikolatali, dolgulu, meyveli vb.)

Canli ¢ift kabuklu yumusakgalar,
canli deniz kestaneleri, canli
gomlekliler ve canli deniz karindan
bacaklilari

Dogrudan sikilmig, pastorize
edilmemis, sogukta muhafaza
edilmesi gereken, tiiketime hazir
meyve ve sebze sulari

Helva, pekmez, lokum, baklava ve
diger serbetli tatlilar, ezme,
cezerye, findik ve fistik ezmeleri,
sekerlemeler vb.

Tiiketime hazir her tiirlii salata,
sarkiiteri Uirlinleri ve soguk mezeler
vb.

Tiiketime hazir (pisirilmis) her
tiirlii unlu mamul (makarna, her
tiirlii borek, lahmacun, pide, pizza,
manti vb.)

Ornek Sayisi

n@ @
5 0
5 0
5 0
5 0
5 0
5 0
5 0
5 0
5 0
5 0
5 0
5 0
5 2
5 0

Limit
m® M®
0/25 g-mL
0/25 g-mL

0/25 g-mL
0/25 g-mL

<3

<3
<10t

<10t
<3

<3

0/25 g-mL

<10t

<10t 10t

<10t

Kaynak: Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi, 29.12.2011-28157

(1)En Muhtemel Say1 (EMS) Yontemi; (2) n: Numune sayist; (3) ¢: m ile M limiti arasinda degere sahip

olmasina izin verilen numune sayisi; (4) m:(n — ¢) sayidaki numunede bulunabilecek en fazla deger; (5)M:c sayidaki

numunede bulunabilecek en fazla deger.
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2.4.1. Gidalar Yoluyla Alinan E. coli’ de Enfektif Doz Miktari

Patojen bir mikroorganizmanin, hastaliga neden olabilecek minimum sayisina
enfektif doz denilmektedir. E. coli serotiplerinin hastalik yapabilmesi igin belli bir doz
ya da koloni sayis1 olarak viicuda alinmasi gerekmektedir. Genellikle kontamine olmus
gidanin yenilmesinden 26 saat sonra ortaya ¢ikan hastaligin yetiskinlerde ETEC
serotipinin enfektif dozu, 10 milyondan 10 milyar koloniye kadar ¢ikmaktadir.

Cocuklarda ise daha kii¢lik dozlar1 hastaliga neden olabilmektedir.

EPEC serotipinin bebeklerde hastalik yapabilmesi icin ¢ok diisiik doz yeterlidir.
Yetigkinlerde ise bu doz 10 milyon ile 10 milyar arasindadir. EPEC’ in, kontamine
olmus gidanin yenilmesinden 4 saat sonra semptomlar1 ortaya g¢ikmaktadir. EHEC
0157’ nin enfektif dozu 10 ila 100 koloni arasinda olup, ¢ok disiiktiir. Diger EHEC
suslarmin enfektif dozu bu sustan biraz daha yiiksektir. Semptomlar: ise 3 ila 4 giin
icinde ortaya ¢ikmaktadir. EIEC’ nin enfektif dozu 10 kolonidir. Semptomlar1 genellikle
kontamine gida alimindan 12-72 saat sonra ortaya ¢ikmaktadir (FDA, 2012).

2.5. Gidalarda E. coli Analiz Yontemleri

Gidalarda, hastalik yapici mikrobiyal patojenlerin tespit edilmesi i¢in basta
geleneksel kiiltiir bazli mikrobiyolojik yontemler siklikla kullanilmaktadir. Giiniimiizde
kiiresellesen Diinya ve serbest ticaret nedeniyle herhangi bir gida {irlinii bir {ilkeden
uzak bagka bir iilkeye rahatlikla génderilmektedir. Bu yogun ve kiiresel gida trafiginin
insan sagligina risk teskil edecek mikrobiyal patojenlerce bulagsma olup olmadiginin

hizli ve kesin sekilde tespit edilmesi onem kazanmaktadir.

Hassas ve hizli sonug¢ almak i¢in farkli enstriimental analiz teknikleriyle birlikte
son yillarda GENOM projesinin agmis oldugu genetik bilimi sayesinde, DNA tabanh
molekiiler tespit yontemleri siklikla kullanilmaya baslanmistir. Bu baglamda, tez
konusunu da teskil eden molekiiler teknikler, temelde aranan mikrobiyal patojenin belli
bir gen bolgesine gore tasarlanmig primer ve prob sayesinde, kullanicisina ¢ok kisa bir
siirede neredeyse kesin sonug verebilmektedir. Ozellikle bu ¢alisma kapsaminda E. coli

ve patojen tiirlerinin tespiti i¢in kiiltiir tabanl klasik mikrobiyolojiden baslayarak, hizli
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var-yok tespit kitlerine, PCR, mikroarray gibi ¢cagdas molekiiler tekniklere kadara genis

bir metot olanag1 sunulmaktadir.

Gidalarda ETEC varligi; gida orneklerinin 6n zenginlestirmesi, segici besiyeri,
toksin taramasi veya ticari kitler kullanilarak elde edilen izolatlarda LT ve ST
toksinlerinin PCR’ da tespiti edilmesi ile olmaktadir. EPEC varlig1; gida 6rneklerinin 6n
zenginlestirmesi, seg¢ici besiyeri ya da kiiltiirden elde edilen izolatlarin PCR ile taramasi
sonucu ortaya cikmaktadir. Gidalarda EHEC taramasi; segici veya diferansiyal
besiyerinde gida 6rneklerinin kiiltiir zenginlestirmesi ile yapilmaktadir. Serolojik testler
ile Shiga toksin saptanmaktadir. Ayrica kiiltiirden elde edilen izolatlarda stx genlerinin
PCR’ da taramas: ile molekiiler analiz yapilmaktadir. EIEC’ nin gidalardaki varlig1 gida
orneklerinin kiiltiir zenginlestirmesi, segici besiyeri c¢alismasi ve inv genlerinin

bakilmasi ile bulunmaktadir (FDA, 2012).

2.5.1. Gida Gruplarinda E. coli ile ilgili Yapilan Arastirmalar

Ulkemizde ve Diinya’ da gesitli gida gruplarinda E. coli analizleri yapilmaktadur.
Calismalarda farkli metotlar kullanilarak E. coli i¢in var/yok incelemesi, kantitatif
analiz, salgiladigi toksinlere gen bolgeleri araciligiyla bakilmaktadir. Cesitli gida

gruplarinda E. coli ile ilgili yapilan bazi aragtirmalar asagidaki gibidir.

2.5.1.1. Su Kaynaklari ve Sularda E. coli ile flgili Yapilan Calismalar

Sebzelerin yetistirilmesinde ve yilkanmasinda kullanilan sularin  degisik
nedenlerle mikrobiyal kontaminasyona maruz kalmasi insan saglig1 agisindan ciddi risk
teskil etmektedir. Bu durum gelismis, gelismekte olan ve 6zellikle az gelismis iilkeler
acisindan 6nem tagimaktadir. Mikrobiyolojik olarak kirli su kaynaklari kullanilarak
yetistirilen marul, domates, havug, biber gibi ¢ogu sebze islenmeden ya da ¢ig olarak
tiketici tarafindan tiiketilmektedir. WHO, ¢ig sebzelerin tiiketilmeden Once nelere
dikkat edilmesi gerektigi hususunda ilgilileri uyarmaktadir. Hijyenik olmayan su
kaynaklar1 kullanilarak yetistirilen sebzelerin sebep olduklar1 salgin hastaliklar Diinya’

da ilgili resmi ve bagimsiz kuruluslar tarafindan izlenmekte ve diizenli olarak rapor
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edilmektedir. WHO’ nun belirledigi kistaslara gore sebzelerin yetistirilmesinde
kullanilacak olan su kaynagindan alinacak 6rneklerin %80’ inin mikrobiyal yiikiiniin 2.0

log10kob/100 ml gegmemesi gerekmektedir (Beuchat, 2002).
Yurtdisinda Yapilan Calismalar:

Kanada’ da nehir kirliliginin potansiyel kaynaklarinin arastirildig: bir ¢alismada
898 fekalden 16’ sinda, 43 kanalizasyon suyunun 2’ sinde ve 342 Oldman Nehri’ nden
alian suyun 8’ inde E. coli O157:H7 saptanmustir (Jokinen ve ark. 2011).

Giiney Afrika’ da, 15 farkli bolgeden direkt ve endirekt insan tiiketimi igin 204
ornek toplanmis olup, higbir stipheli 6rnekte E. coli O157:H7 susuna rastlanmamuistir
(Miiller ve ark. 2001).

Nijerya’ da yapilan bir arastirmada ise 196 sulama suyu ve bu kaynaklarla
sulanan 326 sebze 6rnegi olmak iizere toplam 522 6rnegin 39’ unda enteropatojenik E.

coli bulundugu ve 15 susun ise toksik oldugu bildirilmistir (Okafo ve ark. 2003).

Kaliforniya’ da 2006 yilinda ispanaktan kaynaklanan E. coli O157:H7’ nin
neden oldugu bir salgin olmustur. Kaliforniya Gida Acil Miidahale Ekibi, Kaliforniya
Halk Saglig1 Gida ve Ilag Subesi ve ABD Gida ve lilag Idaresinin olusturdugu bir ekip
bu salgiin sebebini; sulama sular ile 1spanaklarin kontamine olduklarini bulmuglardir

(Gelting ve ark. 2011).

Artan su sikintistyla kars1 karsiya kalan Akdeniz iilkeleri, atik sularin belediye
tarafindan geri doniistiiriilmesi ile kurak ve yar1 kurak bolgelerde sulama yapmaya
baslamustir. italya’ da 2008-2009 yillarinda yapilan bir ¢alismada sulama suyu ve bu su
ile sulanan sebze ve meyvelerde E. coli analizi yapilmustir. italya’ nm smir degerlerinin
50 kati1 kadar E. coli miktar1 sulama sularinda bulunmustur. Domateste ise E. coli

kontaminasyonu 10° kob/100 g olarak bulunmustur (Cirelli ve ark. 2012).
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Tiirkiye’ de Yapilan Cahismalar:

Alemdar ve arkadaslar1 (2009); Bitlis ilindeki 164 igme suyunda E. coli analizi

yapmis ve %38’ inde bu bakteriyi tespit etmiglerdir.

Afyon’ da igme ve kullanma suyu saglayan kuyu, dagitim yeri, su deposu, ev,
igyeri, sokak ¢esmesi ve Ozel isletme sondaj suyu gibi farkli yerlerden toplanan 30 su
orneginde yapilan E. coli analizlerinde 1 su 6rneginde E. coli saptanmistir (Kenar ve

Altindis, 2001).

Kahramanmaras' ta akarsu kirliligi ile ilgili yapilan bir arastirmada Aksu Cay1 ve

kollarindan alinan su 6rneklerinin %67 sinde E. coli tespit edilmistir (Toroglu, 2006).

2.5.1.2. Sebzeler ve Meyvelerde E. coli ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

E. coli mikrobiyal patojenin gida gruplarinda varliginin incelenmesi kapsamli
arastirmalarda et ve et iriinleri ile siit ve siit Uriinleri bas1 cekmektedir. Tezimizin ana
konusu olan farkli sebzelerle ilgili olarak yapilan caligmalar daha az sayida oldugu
goriinmektedir. Bu konuda Diinya’ da ve {ilkemizde yapilan incelemeler agirlikli olarak
E. coli prevelansini tespit iizerinde yogunlagsmaktadir. Son yillarda hizli ve giivenilir

DNA tabanli molekiiler tekniklerin uygulamalari 6n plana ¢ikmaya baslamistir.
Yurtdisinda Yapilan Cahismalar:

Singapur’ da yapilan bir ¢calismada; biiyiik ve yerel slipermarketlerden toplanan
125 sebze ve meyve drneginde E. coli analizi yapilmis olup, higbir drnekte patojen E.

coli saptanmamuistir (Seow ve ark. 2012).

Portekiz’ de iki siipermarketten toplanan; 38 latin marulu, 12 1spanak ve 3-4
cesit sebze iceren 101 karisik salatada E. coli analizi yapilmistir. Bu galismanin
sonucunda; sadece 4 6rnekte E. coli bulunmus olup, bir tanesinde yiiksek oranda E. coli

kontaminasyonunun oldugu bulunmustur (Santos ve ark. 2012).

Libya’ da 146 meyve suyunda E. coli analizi yapilmistir. Higbir 6rnekte patojen
E. coli gériilmemistir (Ghenghesh ve ark. 2005).
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Peru’ nun baskenti Lima’ nin 42 Bolgesinde yerlesik marketlerden 2000-2001
yillar1 arasinda toplanan 101 taze sebze drneginde Shiga toksin iireten E. coli O157:H7
incelemesi yapilmistir. Incelenen &rneklerin 4’ {inde Shiga toksin {ireten gen tespit

edilmistir (Mora ve ark. 2007).

Bir diger calisma sebzelere verilen fiziksel hasarin mikrobiyolojik bulasmanin
artmasi agisindan tasidigi 6nemi gostermektedir. 3 hafta siiren bir deneme sonucunda
ozellikle genis yaprakli sebzelerde E. coli mikrobiyal yiikiiniin 2.3 kob/g’ den 5.1kob/g’
a yiikseldigi belirlenmistir. (Harapas ve ark. 2010).

McMahon ve arkadaslar1 (2001); Kuzey irlanda’ da 86 sebze &rneginde
yaptiklar1 ¢alismada E. coli O157:H7’ ye rastlamamislardir.

Zambiya’ da taze kesilmis sebzelerde yapilan bir ¢alismada E. coli analizi
yapilmistir. Taze kesilmis organik sebzelerin karistirilarak yapildigi bu ¢alismada 160

sebze karisimindan 10 tanesinde patojen E. coli bulunmustur (Nguz ve ark. 2005).

Ispanya’ da sebze, meyve ve tohumlarm mikrobiyal kontaminasyonu iizerine
yapilan bir ¢caligmada E. coli analizi yapilmistir. Bu amagla 2005-2006 yillari arasinda
21 meyve, 28 sebze, 15 tohum ve 237 hazir salata (6 sebze iceren) temin edilmistir.
Taze meyvelerde patojen E. coli tespit edilmezken, 2 sebze ve 27 taze kesilmis sebze

orneginde E. coli goriilmiistiir (Abadias ve ark. 2008).

Brezilya’ da yapilan bir ¢aligmada 162 tane yaprakli sebze 6rneginin 86° sinda
yani %53.1° inde E. coli saptanmistir. (Oliveira ve ark. 2012).

Tiirkiye’ de Yapilan Calismalar:

Citak ve arkadaslar1 (2009); Ankara’ da yaptiklar1 ¢aligmada 20 brokoli, 20
bezelye ve 20 karnabahar olmak iizere toplam 60 &rnekte E. coli taramasi yapmistir. 8

(%40) brokolide, 9 (%45) bezelyede ve 3 (%25) karnabaharda E. coli’ ye rastlamistir.

Dogan ve arkadaslar1 (2001); 84 salata Orneginde %78.6 oraninda E. coli

saptamistir.
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Arict ve arkadaglar (2003); 22 yar1 hazir ve 14 hazir (katkili, mayonezli) salata
orneginde E. coli incelemislerdir. Sonug¢ olarak; oOrneklerin 32’ sinde E. coli

bulmuslardir.

Aycicek ve arkadaglart (2006) yaptiklart ¢alismada; Tiirkiye’ deki ¢ig sebzelerde
(marul, kivircik, iceberg, maydanoz, derecotu ve havug) E. coli taramasi
gerceklestirmiglerdir. Arastirmalarinda, E. coli kontaminasyonun en yiiksek oldugu
sebze; maydanoz (21/30, %70) ve dereotu (12/30, %40) olarak bulmuslardir. Iceberg

marul drneklerinde ise en diisiik (%3,3) E. coli varligini tespit etmislerdir.

2.6. Patojen E. coli Suslarimmin Sebep Olduklar: Hastaliklar

Saglikli insanlarin bagirsak florasinda toksin Ozellikleri olmayan ve apatojen
olarak bilinen E. coli bulunmaktadir. Onemli olan hastaliklara neden olan patojen E.
coli suslarinin saptanmasidir. EHEC’ te hastaliklara neden olan patojen bir E. coli
susudur. Enfekte olmus gidanin veya suyun agiz yoluyla alinmasi ile EHEC viicuda
girebilmektedir. EHEC’ in aside karsi direngli olmasi nedeniyle mide asidinin diisiik
pH’ indan etkilenmemekte ve mideden ince bagirsaga gegmektedir. Ince bagirsaktaki
mikrovilluslara baglanir ve karakteristik 6zelligi olan enterositleri salgilayarak diyareye
neden olmaktadir. Ince bagirsaktan kolona gegen EHEC, eger kolonda bulunan kan
damarlarina yeterli miktarda Shiga toksin salgilarsa hastalik kanli diyareye doniisebilir.
Fazla miktarda salgilanan toksin kana gegerek; bobreklerde ve merkezi sinir sisteminde
hasara neden olmakta ve hemolitik iiremik sendroma (HUS) neden olmaktadir (Gyles,
2007).

27



EHEC bakterisinin iletim yolu Sekil 2.4’ de verilmistir.

Bobrek

!

Bobrek
yetmezligi,
HUS

EHEC bakterisi

Agiz

~

ince bagirsak

}

Kolon

Baglanma,
mikrovilluslarda
hasar

.
-
L)
-
-

Shiga toksin iiretimi

e Diyare

b Kanh diyare

Sekil 2.4: EHEC bakterisinin hastalik iletim yolu (Gyles, 2007)

EHEC’ in kontamine olmus herhangi bir gida maddesi ile viicuda alinmasindan
sonra 4 giin igerisinde diyare goriilmektedir. Hastaligin 3. giiniinden
diyare goriilmeye baglanmaktadir. Kanli diyare hastalarin %90’ inda goriilmektedir

(Oktem ve Kuybulu, 2011).

EHEC bakterisinin neden oldugu enfeksiyonun giinlere gore klinik seyri Sekil

2.5’ de verilmistir.
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Enterohemorajik % 80-85
E. colinin konaga spontan tam
girmesi diizelme
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| |

ishal ) kanli ishal gaita ishal diizelir

karin agris1 o4, 90 kiiltiirii (+)

ates

kusma Akut bobrek yetmezligi % 15-20
Trombositopeni HUS
Hemolitik anemi

Sekil 2.5: EHEC enfeksiyonunun giinlere gére klinik seyri (Oktem ve Kuybulu, 2011).

2.6.1. Hemolitik Uremik Sendrom (HUS)

HUS, ilk kez 1950 yillarinda ¢ocuklarda yaygm olarak goriilmiistiir.
Karakteristik 6zellkleri; bobreklerde bozukluk, hemolitik anemi ve trombosit
eksikligidir. E. coli’ nin Shiga toksin iireten en yaygin serotipi O157:H7’ dir ve bu
hastaliga neden olmaktadir. Bu hastaligin semptomlari; diyare (24 saatte ii¢ ya da {igten
fazla), karin agris1 ve kusma olarak sayilabilir (Frank ve ark. 2011). Diyareli olan ve
diyareli olmayan (atipik) HUS olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Gupta ve ark. 2011).
HUS’ un klinik seyri; kanli diyare, trombotik mikroanjiyopati ve akut bobrek
yetmezligidir. Tedavide amag; hastalarda bobrek fonksiyonlarini hizla kontrol altina
almaktir. Hastalik, ¢ocuklar dahil olmak {izere tiim yas gruplarinda goriilebilmektedir

(Edey ve ark. 2008).
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2.6.2. Hemorajik kolitis (HC)

Hemorajik kolitis, 1982 yilinda Oregon ve Michigan’ daki bir restoran
zincirindeki hamburgerlerin  tiikketimi sonucu ortaya ¢ikan kanli diyare ile
tanimlanmistir. Bu olaydaki hastalarin yarisinin digkisinda E. coli O157:H7 izole
edilmistir. Hemorajik Kkolitis ¢esitli abdominal kramplar, kanli digki, diistik ates,
kolonlarda 6dem, asinma ve kanama seklinde seyreder. Bu serotipin Shiga toksin
tirettigi ise daha sonradan anlasiimistir. (Kaper ve O’Brien, 1998). Aniden ortaya ¢ikan
krampli karin agrilari ile baslayan hastalikta 1-2 giin sonra kansiz diyare goriilmektedir.

Hastalik 4-9 giin stirmektedir (Kornacki, 2010).

2.6.3. E. coli’ nin Neden Oldugu Kansiz Diyare

Hastalik tipik olarak, karin kramplari ve sulu kansiz diyare ile ortaya
cikmaktadir. Hastalarin yarisinda ise kusma goriilmektedir (Parry ve Palmer, 2002). Bu
hastaliga E. coli O157:H7 neden olmaktadir (Eksi ve ark. 2007).

2.6.4. Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP)

TTP’ nin bes temel belirtisi vardir. Bu belirtiler; mikroanjiopatik hemolitik
anemi, trombositopeni, bobrek ve norolojik bozukluklar ve atestir. Trombotik
Trombositopenik Purpura, basta kadinlar olmak iizere erigkinlerde goriilmektedir.
Cocuklarda ise bu hastaliga nadir olarak rastlanmaktadir (Polito ve Kirsztajn, 2010). Bu
hastaliga EHEC neden olmaktadir (Alisarli ve Akman, 2004).

2.6.5. idrar Yollar1 Enfeksiyonlar

Idrar yollar1 enfeksiyonu, mesane ya da idrar yolu igerisindeki diger yapilarin
enfeksiyonu olup bu hastaliga neden olan E. coli’ ye iiropatojenik E. coli (UPEC)
denilmektedir. Idrar yollar1 enfeksiyonlar: her yastan insanda olmaktadir.

Kadinlarda%12 ve erkeklerde %3 oraninda hastalik goriilmektedir (Manning, 2010).
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3. MATERYAL-METOT
3.1. Materyal

Calismada materyal temini icin Istanbul ilindeki semt pazarlarmdan 2011 yili
ekim ayinda, 30 adet 1spanak, 30 adet marul, 30 adet maydanoz, 30 adet domates, 30
adet salatalik ve 30 adet havu¢ olmak iizere toplam 180 adet sebze 6rnegi E. coli

yoniinden incelenmek iizere toplanmistir

3.1.1. Ornek Alimu

Sebzeler, farkli pazarlardan her 6rnek i¢in 5’ er tane olmak iizere random
yontemi ile toplanmistir. Toplama islemi sirasinda steril eldivenler (Broche Nitril
Muayene Eldiveni/ Malezya. Lot no: 182031003352) kullanilmis ve oOrnekler agzi
kilitli steril posetlere (Akar Plastik Marka Agilir / Kapanir Kilitli Torba) konulmustur.
thermo box igerisinde uygun kosullarda analiz yapilmak iizere laboratuara getirilmis ve
bekletilmeden analize hazirlanmistir (Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler
Yonetmeligi, Ek 3 ve Ek 4, 29.12.2011-28157).

Sebze 6rneklerinin toplanildig: yerler Tablo 3.1 de verilmistir.
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Tablo 3.1: Sebze 6rnekleri, toplanildig1 yer ve miktari/adet

Orneknin Ad1 Toplanildig1 Yer/Location Miktar/Adet
Havug Esenler/Habiblerkoyti

Esenyurt/Balikyolu
Avcilar/Firiizkoy
Karagtimriik
Ulus/Etiler
Yesilpmar
Salatalik Esenler/Habiblerkoyii
Esenyurt/Balikyolu
Avcilar/Firiizkdy
Zeytinburnu/Telsiz Mah.
Sultangazi/Sultangiftligi
Bayrampasa/Bereg
Domates Zeytinburnu/Telsiz Mah.
Sultangazi/Sultangiftligi
Bayrampasa/Bereg
Karagilimriik
Ulus/Etiler
Yesilpinar
Marul Kiigiikgekmece/Kanarya
Bagcilar/Cinar Mah.
Gilingoren/Haznedar
Eytip
Fatih
Bakirkdy/Yenimahalle
Maydanoz Kiiglikgekmece/Kanarya

Bagcilar/Cinar Mah.
Giingoren/Haznedar
Bahgelievler/Yayla
Caglayan
Beyoglu

Ispanak Eyiip
Fatih
Bakirkdy/Yenimahalle
Bahgelievler/Yayla
Caglayan
Beyoglu

(6]

1 O1 010101 10101010101 010101010101 010101010101 010101010101 01010101 01Ol

3.2. Metot

Arasgtirmada kullanilan 6rneklerde ilk olarak kiiltiir bazli yontem ile E. coli
taramasi yapilmig; daha sonra E. coli saptanan &rnekler multipleks Real-Time PCR
yontemi ile Stx1, stx2 ve eae geni tayinleri yapilarak E. coli’ nin 6ncelikle patojen olup

olmadig1 saptanmistir (Ibekwe ve ark. 2002).
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Orneklerde E. coli yoniinden yapilan incelemede asagida bildirilen siralamaya

uygun yontemler kullanilmistir. Sekil 3.1° de genel metot semasi verilmistir.

Metot
Kiiltiir Bazhi Yontem Multipleks Real-Time PCR Yontemi
1. On Zenginlestirme Eurofins GeneScan GENESpin Kolonilerin Sulandirilmasi
2. Selektif Besiyerine DNA izolasyonu Yéntemi ile Y éntemi ile DNA izolasyonu
Multipleks Real-Time PCR Multipleks Real-Time PCR
(stx1,stx2 ve eae analizleri) (stx1, stx2 ve eae analizleri)
Sonug ve Degerlendirme Sonug ve Degerlendirme

Sekil 3.1: Genel Metot Semasi

3.2.1. Kiiltiir Bazh Yontem

Kiiltiir bazli yontemde asagida bildirilen siralamaya uygun bir sekilde islem

yapilmistir. Sekil 3.2” de kiiltiir bazli yontem verilmistir.
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On Zenginlestirme

25 gr drnek+225 ml Tamponlanmig

PeptonluSu 37 °C'de 18 saat inkibasyon

Selektif Besiyerine Gecig

Tryptone Bile X-Glucuronide Agar'da 44°C'de

18 saat gdvdeli sebzeler; 12 saat (yaprakl

sebzeleriinkibasyon

Sekil 3.2: Kiiltiir bazli yontem genel semasi

3.2.1.1. Homojenizasyon Islemi

Buz akiisii igerisinde, steril torbada laboratuara getirilen 6rnekler, hassas terazide
steril stomacher bag (Interscience Bag System Lot no: C0914653) igerisine, %96’lik
Etanol ¢ozeltisine batirilip ardindan bek alevinden gegirilen pens, spatiil, ve bigak
yardimi ile numuneler karot ydntemi kullanilarak 25° er gram tartilmistir. Islemler
sirasinda kullanilan ara¢ ve gerecler ¢apraz kontaminasyonu engellemek i¢in yukaridaki
islem her numune tartimi sirasindan tekrarlanmistir. Boylece kullanilan ara¢ ve
gereclerin sterilizasyonu saglanmigtir. Tartim sonrasi stomacher bag igerisine, steril cam
siselerde hazirlanan ve otoklav isleminden sonra sogutulmus 225 ml tamponlanmis
peptonlu su (TPS) dokiilmiistiir ve NES marka stomachera konularak 2 dakika boyunca

homojenize edilmistir.

34



Tamponlanmis Peptonlu Su (TPS) : LABM marka, LAB204 BPW lot
numarasi: 116502/160 ve ISO Standartlarina uygun.

Icindekiler Miktar (g/It)
Enzimatik sindirim kazeini 10.0
Sodyum klorid 5.0

Disodyum hidrojen fosfat (anhydrous) 3.6

Potasyum dihidrojen fosfat 1.5

Her 6rnek i¢in 225 ml TPS hazirlanarak, besiyeri 4.5/225 gr/ml konsantrasyonda
olmak tizere distile su i¢inde ¢ozdiiriiliip, steril cam siselere konulmustur ve cam siseler
otoklavda 121°C’ de 15 dakika steril edilmistir. (LAB M, LAB204 Buffered Peptone
Water, Lot No: 116502/160 ISO).

3.2.1.2. E. coli On zenginlestirme Prosediirii

Genis govdeli sebzeler (salatalik, domates, havug) stomacher torbasina
konulmus ve agz kilitlenerek ve 37°C’ de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Genis
yaprakli sebzeler ise (maydanoz, marul, 1spanak) stomacher torbasina konulmus ve agzi

kilitlenerek 37°C’ de 12 saat inkiibasyona birakilmistir (BS ISO 16649-2: 2001).

3.2.1.3. E. coli Selektif Besiyerine Gecis Prosediirii

Inkiibasyon siiresi biten n zenginlestirme torbasindan 0,1 ml alinmis ve steril
petri kabimna dokiilmiistiir. Uzerine otoklavdan cikarildiktan sonra 47°C’ ye kadar
sogutulmus TBX dokiilmiis ve yayma ekim yapilmigtir. Petriler 44°C> de 18 saat
inkiibasyona birakilmistir (BS ISO 16649-2: 2001).
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Tripton Bile X-Glukoronid Agar (TBX): LABM marka, TBX lot numarast:
116795/152 ve ISO Standartlarina uygun.

Icindekiler Miktar (g/It)
Tripton 20.0

Bile salts no.3 1.5
X-glucuronide 0.075

Agar 15.0

Bir 6rnek i¢in 15 ml olmak tlizere 2 petriye toplam 30 ml TBX hazirlanmustir.
Her calisma periyodu 30 o6rnek iizerinden yapildigindan bir ¢alisma i¢in 1000 ml
erlende 900 ml TBX Agar hazirlanmistir. 900 ml TBX Agar hazirlamak i¢in; 32,85 gr
dehidre besiyeri, steril bir erlende tartilarak tizerine 900 ml distile su eklenmistir. Daha
sonra su banyosu veya manyetik 1siticili karistirict ile homojen hale getirilmis ve
121°C’ de 15 dakika otoklavlanmis ve sonrasinda 47°C’ ye sogutulan besiyeri Steril
petri kaplarina 15 ml/petri olacak sekilde dokiilmiis ardindan bu petri kaplari oda
sicakliginda katilasana kadar tutulmustur (LAB M, LAB72 Tripton Bile X-Glukoronid
Agar, Lot No: 116795/152 1SO).

3.2.2. Multipleks Real-Time PCR Metodu

3.2.2.1. E. coli DNA izolasyon Prosediirii

E. coli DNA izolasyonu, Eurofins GeneScan GENESpin DNA izolasyonu Kiti
(Lot no: 1101/006, Katalog no: 5224400605) ve kolonilerin sulandirilmasi yontemi

olmak iizere iki farkli yontem ile DNA izolasyonu yapilmustir.
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3.2.2.1.1. Eurofins GeneScan GENESpin DNA izolasyonu Kiti Prosediirii
Eurofins GENESpin DNA 1Izolasyon Kiti (Lot: 1101/006, Katalog no:

5224400605)
CF Liziz Buffer
C2 Buffer
C3 Buffer
Yikama Buffer CQW
Yikama Buffer C5
Elution Buffer CE
Proteinaz Buffer PB
Proteinaz K
50 GENESpincolon

100 collection tiip

Kit Malzemelerinin Calismaya Hazirlanmasi

Yeni agilan kitte, calismaya baslamadan once, C4 soliisyonu, C5 Buffer ve

Proteinaz K’ nin hazirlanma prosediiriine gore;

C4 soliisyonunu elde edebilmek i¢in; C2 Bufferve C3 Buffer kullanilir. Bu
amagla C3 Buffer sisesinin igerisine C2 Buffer tamamen dokiilerek vortekslenmis ve
karisim iyice homojen hale getirilmistir. Kit kutusu icerisindeki C4 Sticker Yapiskani
C3 Buffer Sisesinin iizerine yapistirilip C4 Soliisyonu hazirlanmigtir. Hazirlanan C4

sollisyonu sisesi 45°C’ de 5 dakika su banyosunda 1sitilmistir.

C5 Buffer elde edebilmek igin; kit kutusu igerisindeki C5 Buffer tizerine 80 ml

%096’ lik etil alkol eklenip, karisim vortekslenerek iyice homojen hale getirilmistir.

Proteinaz K enzimini elde edebilmek i¢in; Kit kutusu igerisinde 1’ er adet

Proteinaz K ve Proteinaz K Buffer sisesi bulunmaktadir. Proteinaz K oda sicakliginda
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muhafaza edilebilmesi i¢in toz halindedir. Proteinaz K Buffer ise Proteinaz K’ y1
¢6zmek icin kullanilan Bufferdir ve sivi haldedir. Proteinaz K enzimini hazirlamak icin
Proteinaz K Buffer sisesinden 600 pl sivi otomatik pipet yardimi ile ¢ekilip Proteinaz K
tozu bulunan siseye aktarilmistir. Karisim vortekslenerek iyice homojen hale
getirilmistir. Proteinaz K hazirlandiktan sonra oda sicakliginda saklanamayip, uygun
saklanma kosulu olan -20°C’ de muhafaza edilmelidir (Eurofins GENESpin DNA
Izolasyon Kiti, Lot No: 1101/006, Katalog No: 5224400605).

DNA izolasyonu:

DNA izolasyonu i¢in Eurofins GeneScan GENESpin DNA izolasyonu Kiti
kullanilmistir. On zenginlestirme soliisyonundan inkiibasyon sonunda 550 pl alinmis ve
steril bir ependorfa pipetlenmistir. CF Lizis Buffer, bagka yeni steril bir ependorfa drnek
basina 550 pl alinmis ve 65°C° de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda 550 pl CF Lizis Buffer, igerisinde 550 pl 6n zenginlestirme bulunan
ependorf lizerine pipetlenmistir. Karisimi homojenize hale getirilebilmek i¢in 15 saniye
vortekslenmistir. CF Lizis Buffer hiicrelerin patlamasini saglamistir. Daha sonra iizerine
10 pl Proteinaz K eklenmistir ve tekrardan 3 saniye vortekslenmistir. Boylece
ependorflarda 1100 ul 6rnek olmustur. Ependorflar 65°C” de 30 dakika inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasinda ependorfta bulunan karigrm 10.000 rpm’ de 10
dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonunda hiicre artiklar1 dibe ¢okmiistiir. Dibe
coken kistm 10 pl kadardir. Ustte kalan sividan 1090 pl’ lik kisim steril yeni bir
ependorfa pipetlenmistir. Uzerine 1090 pl C4 ve 1090 pl etanol konulmus ve
homojenizasyon i¢in 30 saniye vortekslenmistir. Ependorf tiipiinde toplam 3270 pl
karisim olmustur. Filtreli tiip, GENESpin kolonunun {izerine gegirilmistir.3270 ul’ lik
karisimdan, 700 ul kapasiteli GENESpin kolonuna pipetlenmistir ve 11.000 rpm’ de 1
dakika sanrifiij yapilmistir. 3270 pl” lik karigimin 5 tur 700 pl olarak pipetlenmistir ve
11.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Kolona gegen sivi kisim dokiilmiis ve
filtreli kisim tekrardan kolona gegirilmistir. Daha sonra, 400 ul CQW filtreli kolona
pipetlenmis ve 11.000 rpm’ de 1 dakika sanrifiij yapilmistir. Kolona gegen sivi kisim

dokiilmiis ve filtreli kisim tekrardan kolona gecirilmistir. Bu islemlerden sonra saf DNA
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elde edebilmek icin yikama asamasma gecilmistir. 700 pul C5 Buffer filtreli kolona
pipetlenmis ve 11.000 rpm’ de 1 dakika sanrifiij yapilmistir. Kolona gecen sivi kisim
dokiilmiis ve filtreli kisim tekrardan kolona gegcirilmistir. Daha sonra, 200 pul C5 Buffer
filtreli kolona pipetlenmis ve 11.000 rpm’ de 2 dakika sanrifiij yapilmistir. Kolona
gecen sivi kisim dokiilmiis ve filtreli kisim tekrardan kolona gecirilmistir. Elution
Buffer CE’ den 6rnek basina 100 ul yeni streril bir ependorfa pipetlenmistir ve 70°C’ de
5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Filtreli tiip alinmis, alttaki GENESpin kolonu
atilmigtir. GENESpin kolonu yerine yeni steril bir ependorf konulmustur. Elution Buffer
CE, inkiibasyon sonunda fitreli tiipe pipetlenmis ve oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyona birakilmistir. 11.000 rpm’ de 1 dakika sanrifiij yapilmistir. Elution Buffer
CE, DNA’ nin filtreden ¢dziinmesini saglamistir. Ustteki filtreli tiip atilmis ve santrifiij
sonunda ependorfta kalan kisim DNA eldesidir (Eurofins GENESpin DNA izolasyon
Kiti, Lot No: 1101/006, Katalog No: 5224400605).

3.2.2.1.2. Kolonilerin Sulandirilmas ile DNA izolasyon Yontemi

%0.9” luk fizyolojik tuzlu su (Eczacibasi-Baxter A.S. Elektrolit Seri no: G10 09
001) g¢ozeltisinden 1 ml pipetle alinmigtir. Alinan ¢ozelti petri kabina dokiilmiis ve petri
kab1 elle saga sola hareket ettirilerek ¢ozeltinin dagilmasi ve yiizeye yayilmasi
saglanmistir. Yayilma islemi iyice saglandiktan sonra petri kabi elle bir taraf yatirilarak
stvinin toplanmasi saglanmistir ve pipet (Transferpette Marka) yardimiyla 1 ml ¢ozelti
partikiil kagmayacak sekilde ¢ekilmistir. Cekilen bu ¢ézeltiden 100 pl” lik kisim 900 pl
steril su ile bir ependorf tiipinde birlestirilmis ve ardindan karisimin igine 20 pl
Proteinaz K eklenmistir. Ependorf tiipii 56°C’ de 30 dakika kuru isitici blokta
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonrasi ¢ozelti kuru 1sitict blokta 95°C’ de 10
dakika daha inkiibasyona birakilmistir. Ependorf tiiplindeki 1sinmis olan ¢ozelti 10.000
rpm’ de 30 saniye santrifiij edilerek DNA elde edilmistir (ISO/FDIS 6887-1).
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3.2.2.2. E. coli Shiga-like Toksin (stx1 ve stx2) ve Intimin (eae) Genlerinin
Real-Time PCR Prosediirii

Real-Time PCR calisilmasina baslanilan andan itibaren kit soliisyonlarinin 1s1k
gormemesine ve Master Mix hazirlanan ependorf ve kurulan platelerin buz blogu
icerisinde yapilmasina dikkat edilmistir. Real-Time PCR’da primer ile multipleks
calisma yapilmistir. Real-Time PCR E. coli primeri i¢in; Ibekwe ve arkadaslarinin
(2002) yaptiklart ¢alisma baz alinmistir. “Multiplex Fluorogenic Real-Time PCR for
Detection and Quantification of Escherichia coli O157:H7 in Dairy Wastewater

Wetlands” isimli makeleye gore primerler dizayn edilmistir.
Primerlerin niikleotid dizilimleri Tablo 3.3’ de verilmistir.

Tablo 3.3: Primerlerin niikleotid dizilimleri

Primer® Sekans (5°3°) Gen Tespiti ve Gen Biiyiikliigii
stx1 forward GAC TGC AAAGACGTATGT AGATTCG stx1 (150 bp)
stx1 reverse ATC TAT CCC TCT GAC ATC AACTGC
stx2 forward ATT AAC CAC ACC CCA CCG stx2 (200 bp)
Stx2 reverse GTC ATG GAAACCGTT GTC AC
eae forward GTA AGT TAC ACT ATA AAAGCACCG eae(106 bp)
TCG

gae reverse TCT GTG TGG ATG GTAATAAATTTT TG

Kaynak: Ibekwe ve ark. 2002.

Caligsma igin 6nce Master Mix hazirlanmigtir. Arastirilacak olan Stx1, stx2 ve eae
icin ayr1 ayr1 3 tane Master Mix ependorfa pipetlenmistir. Stx1 i¢in; drnek basina 12,5
ul Sybr Green Master Mix’ i, 6rnek basina 1 pl stx1 primeri ve 6rnek basina 9,5 pl steril
su konulmustur. Stx2 i¢in; 6rnek basina 12,5 pl Sybr Green Master Mix’ i, 6rnek basina
1 ul stx2 primeri ve 6rnek basina 9,5 pl steril su konulmustur. Eae i¢in; 6rnek basina
12,5 pl Sybr Green Master Mix’ i, ornek basma 1 pl eae primeri ve 6rnek basima 9,5 pl

steril su konulmustur. Master Mix hazirlandiktan sonra Real-Time PCR plateine kuyu

@ primerlerin dizayn programi olarak Primer Express version 1.0 (PE Applied Biosystems) kullanilmustir.
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basina 23 pl Master Mix karistmi ve 2 pul DNA konulmustur. Her bir 6rnek paralel
olarak calisilmistir. Plate’ de negatif kontrol ve pozitif kontrol kuyular1 belirtilmistir.
Negatif konrol kuyularina DNA yerine 2 pl steril su konulmustur. Pozitif kontrol olarak
iki kuyuya E. coli susu DNA’ s1 konulmustur. Plate’ in kapagi optik okuyucu yapan
Real-Time PCR igin dizayn edilmis spin kapaklar ile lizerine dokunulmadan kalem
yardimi 1ile dikkatlice kapatilmis ve Real-Time PCR okunmasi i¢in hazir hale
getirilmigtir.  Real-Time PCR igin MxPro3000P Data Software programi
kullanilmaktadir. Real-Time PCR cihaz1 kapagi acilip, plate cihaza yerlestirilmistir.
Programin acilis ekranindan Syber Green butonu secilmistir. Plate Setup boliimiinden
ornek pipetlenen kuyucuklar ve pozitif kontrol kuyucuklari igin ‘Unknown’ ve negatif
kontrol kuyucugu icin ‘NTC’ secilmistir. Plate’ e pipetleme yaptigimiz sira ile
orneklerin adi kayit edilmistir. Tiim kuyucuklar i¢in FAM florans boyasi secilmistir.
Thermal Profile Setup boliimiinden ise Thermal Profil ayarlanmigtir. Thermal Profil; ii¢
ayr1 boliimden olugmaktadir. Birinci boliim, bir dongii 95°C” de 10 dakika olarak; ikinci
boliim, 40 dongii 95°C’ de 20 saniye, 60°C’ de 30 saniye ve 72°C’ de 30 saniye, ligiincii
bolim 1 dongii 55°C’ de 10 dakika ve 95°C” de 30 saniye olarak ayarlanmustir.

3.2.2.3. Real-Time PCR Sonug¢larinin Okunmasi ve Grafiklerin

Degerlendirilmesi

Calisma bittikten sonra ‘analysis’ butonuna tiklanarak kuyular se¢ilmis ve
‘results’ boliimiinden sonuglar incelenmistir. Ik olarak NTC ve pozitif kuyucuklart
kontrol edilmistir. NTC” lerin ‘Amplification plots’ grafiginde Threshould ¢izgisinin
tizerinde hi¢ pik goriilmemelidir. Tam tersi olarak pozitif kontrol kuyucugunun
‘Amplification plots’ grafiginde Threshould ¢izgisinin {izerinde pik goriilmelidir. Bu
kontrol yapildiktan sonra, eger her hangi bir sorun goriilmiiyorsa; pozitif kontrol sonucu
pozitif, negatif kontrolde negatif ise Real-Time PCR saglikli ¢alismis ve sonuglari

degerlendirebiliriz anlamina gelir. Daha sonra drnekler bu araliga gore degerlendirilir.
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Degerlendirme su sekilde yapilmstir:

Real-Time PCR degerlendirme prosediiriine gore; <40 dongiisii altinda pik
vermesi yani Threshould ¢izgisini gecmesi gerekmektedir. Pik veren siklus (dongii)
numarasina Ct degeri denir. Bu deger <40 dongii sayisinin altinda ¢ikarsa 6rnek stx1,
stx2 ve eae genleri igin pozitif (var) olarak degerlendirilmektedir. Degerlendirmede bu
proderiire uyularak, <40 dongiisii altinda ¢ikan Ct degerleri pozitif olarak kabul

edilmistir.

Real-Time PCR degerlendirmesi Ibekwe ve arkadaslari (2002); “Multiplex
Fluorogenic Real-Time PCR for Detection and Quantification of Escherichia coli
O157:H7 in Dairy Wastewater Wetlands” baslikli makalelerinde yer alan multipleks
PCR stx1, stx2 ve eae genlerinin tespiti ve serogrup tayini tablosu kullanilarak

tasarlanmistir (Tablo 4.8).

Tablo 3.4: Real-Time PCR taramasi sonucu belirlenen E. coli viriilans genleri ve tespit

edilen gen kombinasyonlari iizerinden tahmin edilen E. coli serotipleri

Serotip stx1 stx2 eae Orjin/Hastalk
STEC O157:H7 + + + Insan/HUS/Diyare
STEC 026:H11 + + + Insan/HUS
STEC O111:NM + + + Insan/HUS
STEC O119:H6 - + - Dana/Normal flora
STEC O157:H7 - + + Dana/Normal flora
STEC O157:NM - + + Dana/Normal flora
EPEC 0119 - - - Insan/Diyare
EPEC O111:H2 - - - insan
EPEC O26:NM - - - Insan
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4. BULGULAR

Bu calismada ¢ig olarak en ¢ok tiiketilen sebze iiriinlerinden olan havug,
salatalik, domates, marul, maydanoz ve ispanaklarin kiiltiir bazli mikrobiyolojik yontem
ve Real-Time PCR yontemi ile E. coli’ nin stxl, stx2 ve eae genleri bakimindan
incelenmesi ve patojen serotiplerinin belirlenmesi arastirilmistir. Ik 6nce kiiltiir bazl
mikrobiyoloji yontemi ile canli E. coli varligi belirlenmis, daha sonra E. coli’ nin
patojenite tayini i¢in Real-Time PCR’ da stx1, stx2 ve eae genlerine bakilmistir. Bu
amagla, semt pazarlarindan farkli zamanlarda temin edilen 30 havug, 30 salatalik, 30

domates, 30 marul, 30 maydanoz ve 30 ispanak 6rnegi analize dilmistir.

Mikrobiyolojik analizler sonucunda, marulda %93.3, 1spanakta 9%93.3,
maydanozda %86.6, havugta %43.3, salatalikta %33.3 ve domateste %13.3 oraninda E.
coli bulastigi saptanmistir. Tim sebze o6rneklerinin %60.5’ inde E. coli iiremesi

goriilmistiir (Tablo 4.1, Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Real-Time PCR analizleri sonucunda; 1 ornekte sxtl, stx2 ve eae genleri, 2

ornekte stx2 ve eae genleri, 10 6rnekte Stx2 geni tespit edilmistir (Sekil 4.3).

Havug orneklerinde 13 adet pozitif E. coli’ den 3 tanesi patojen olarak
bulunmustur. Bu ii¢ patojen E. coli’ den 1 tanesi sxtl, stx2 ve eae genlerine sahiptir ve
patojenitesi oldukga yiiksektir. Diger 2 6rnekde ise sxt2 genine sahip E. coli varligi
tespit edilmistir. Pazarlarda satilan havuglarin E. coli ile kontamine olmasi hatta
bunlarin patojen E. coli olmasi oldukga yiiksektir. Hijyenik olarak her 100 kisiden 43’ ii
E. coli ile kontamine olmus havug satin alirken, her 3 kisi ise havug tiiketimi ile patojen
bir E. coli’ ye maruz kalmaktadir. Yogunluk olarak, pazarlarda satilan havuglarin, E.
coli ile kontamine olmus ya da patojen E. coli tasimasi bakimindan 6zel bir dagilim

goriilmemektedir (Tablo 4.2, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).

Real-Time PCR analizleri sonucunda, salatalik 6rneklerinde 10 adet pozitif E.
coli’ den 1 tanesi patojen olarak bulunmustur. Bu 6rnekde stx2 genine sahip E. coli
varlig1 tespit edilmistir. Pazarlarda satilan salataliklarin E. coli ile kontamine olmasi
hatta bunlarin patojen E. coli olmasi oldukg¢a yiiksektir. Hijyenik olarak; salatalik satin

alan her 100 kisiden 33 i E. coli ile kontamine olmus salatalik satin alirken her 1 kisi
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ise salatalik tiikketimi ile patojen bir E. coli’ ye maruz kalmaktadir Yogunluk olarak,
pazarlarda satilan salataliklarin, E. coli ile kontamine olmus ya da patojen E. coli
tasimasi bakimindan 6zel bir dagilim goriillmemektedir (Tablo 4.3, Sekil 4.6 ve Sekil
4.7).

Real-Time PCR analizleri sonucunda, domates 6rneklerinde 4 adet pozitif E.
coli’ den hig birinde stx1, stx2 ve eae genleri bulunmamustir. Hijyenik olarak; domates
satin alan her 100 kisiden 13’ i E. coli ile kontamine olmus domates satin almistir
(Tablo 4.4, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).

Real-Time PCR analizleri sonucunda, marul 6rneklerinde 28 adet pozitif E. coli’
den 3 tanesi patojen olarak bulunmustur. Bu 6rneklerden ikisinde stx2 genine sahip E.
coli varlig: tespit edilirken, bir tanesinde hem stx2 hem de eae geni tespit edilmistir.
Pazarlarda satilan marullarin E. coli ile kontamine olmasi hatta bunlarin patojen E. coli
olmasi oldukea yiiksektir. Hijyenik olarak her 100 kisiden 93’ i E. coli ile kontamine
olmus marul satin alirken, her 3 kisi ise marul tiikketimi ile patojen bir E. coli’ ye maruz
kalmaktadir. Yogunluk olarak, pazarlarda satilan marullarin, E. coli ile kontamine
olmus ya da patojen E. coli tasimas1 bakimindan 6zel bir dagilim goriilmektedir (Tablo
4.5, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).

Real-Time PCR analizleri sonucunda, maydanoz 6rneklerinde 26 adet pozitif E.
coli’ den 6 tanesi patojen olarak bulunmustur. Bu 6rneklerden besinde stx2 genine sahip
E. coli varlg tespit edilirken, bir tanesinde hem Stx2 hem de eae geni tespit edilmistir.
Pazarlarda satilan maydanozlarin E. coli ile kontamine olmas1 hatta bunlarin patojen E.
coli olmasi1 oldukga yiiksektir. Hijyenik olarak her 100 kisiden 86° s1 E. coli ile
kontamine olmus maydanoz satin alirken, her 6 kisi ise maydanoz tiiketimi ile patojen
bir E. coli’ ye maruz kalmaktadir. Yogunluk olarak, pazarlarda satilan maydanozlarin,
E. coli ile kontamine olmus ya da patojen E. coli tasimasi bakimidan 6zel bir dagilim

goriilmektedir (Tablo 4.6, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).

Real-Time PCR analizleri sonucunda, ispanak orneklerinde 28 adet pozitif E.
coli’ den hig birinde patojen E. coli bulunmamistir. Pazarlarda satilan 1spanaklarin E.

coli ile kontamine olmasi hatta bunlarin patojen E. coli olmasi oldukga yiiksektir.
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Hijyenik olarak her 100 kisiden 93’ ii E. coli ile kontamine olmus 1spanak satin almigtir.
Yogunluk olarak, pazarlarda satilan maydanozlarin, E. coli ile kontamine olmus ya da
patojen E. coli tasimasi bakimindan 6zel bir dagilim goriilmektedir (Tablo 4.7, Sekil
4.14 ve Sekil 4.15).

Tablo 4.1:Incelenen sebze 6rnekleri dagilimi ve mikrobiyolojik olarak E. colipozitif

orneklerin dagilimi

Analiz Edilen Ornek Ad1 Ornek sayis1 (n) )
E. coli Bulunan Ornek Sayisi (n;)
Havug 30 13
Salatalik 30 10
Domates 30 4
Marul 30 28
Maydanoz 30 26
Ispanak 30 28
30
25
20
15 13
10
10
5 4
0
Ispanak Marul Maydanoz Havug Salatahk Domates

Sekil 4.1: Biitiin 6rnekler i¢erisinde mikrobiyolojik olarak E. coli iireyen 6rnek sayisi
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B Havug
13,3 B Sabtalik

B Domates

= Marul

B Maydanoz

B Ispanak

Sekil 4.2: Sebze 6rneklerinde E. coli’ nin yiizdesel olarak dagilim1

stx 1, stx2 ve
eae
%8

stx2 ve eae
%15

Sekil 4.3:intimin geni ve Shiga toksin genlerinin E. coli pozitif 6rneklerdeki yiizdesel

dagilimi
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Tablo 4.2: Istanbul ilinin gesitli semt pazarlarindan (n=6) toplanan havug rneklerinde

(n=30) kiiltiirel olarak E. coli ve Real-Time PCR yoOntemi ile viriilans genleri (Stx1, stx2

ve eae) tespiti

Mikrobiyolojik

Srra Ornek ekim sonucu E.

Yer coli varhg
No. No. (var/yok%
1 Y1 A +
2 Y2 A +
3 Y3 A -
4 Y4 A -
5 Y5 A +
6 Y6 B +
7 Y7 B +
8 Y8 B -
9 Y9 B -
10 Y10 B -
11 Y11 C -
12 Y12 C -
13 Y13 C +
14 Y14 C +
15 Y15 C +
16 Y16 D +
17 Y17 D +
18 Y18 D +
19 Y19 D +
20 Y20 D -
21 Y21 E -
22 Y22 E -
23 Y23 E -
24 Y24 E -
25 Y25 E +
26 Y26 F -
27 Y27 F -
28 Y28 F -
29 Y29 F -
30 Y30 F -

Virulans Gen Profili

Kolonilerin
Eurofins Manuel Sulandirilmasi
Prosediiriine Yontemine Gore (ct-
Gore (ct-degeri) degeri)
stx1 stx2 eae stx1 stx 2 Eae
+(13,92) + + - - -
(26,71) (24,37)
- - - - +(36,74) -

+(35,01)

- negatif; +: pozitif; *: yapilmad:

sxtl: shiga lik toxin 1 gen; sxt2: shiga lik e toxin 2 gen; eae: intimin gen

Yer: A: Esenler/Habiblerkoyii Semt Pazari; B: Esenyurt/Balikyolu Semt Pazari; C: Avcilar/Firiizkdy Semt Pazari; D:
Karagiimriik Semt Pazari; E: Ulus Etiler Semt Pazari; F: Yesilpmar Semt Pazar.
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«’

Sekil 4.4: Havug orneklerinde tireyen E. coli’ nin yiizdesel dagilimi

‘m
X

A: Esenler/Habiblerkdyli Semt Pazari; B: Esenyurt/Balikyolu Semt Pazari; C: Avcilar/Firlizkdy Semt Pazari; D:
Karagiimriik Semt Pazari; E: Ulus Etiler Semt Pazari; F: Yesilpinar Semt Pazar.

Sekil 4.5: E. coli tireyen havug 6rneklerinin (n=30) semt pazarlarina gére dagilimi
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Tablo 4.3: Istanbul ilinin ¢esitli semt pazarlarindan (n=6) toplanan salatalik
orneklerinde (n=30) Kkiiltiirel olarak E. coli ve Real-Time PCR yontemi ile viriilans

genleri (stx1, stx2 ve eae) tespiti

Virulans Gen Profili

. . . Kolonilerin
Sra Ornek m:gzg:\yuoclgjllzk Eurofins M ?nuel "Sl.llan-dll'lllilaSl
Yer ; N Prosediiriine Yontemine Gore(ct-
No.  No. C(OVI;:’/;E'S‘ Gére (ct-degeri) degeri)
stx1 stx2 eae stx1 stx 2 eae
1 X1 A + - - - - - -
2 X2 A - *
3 X3 A - *
4 X4 A - *
5 X5 A + - - - - - -
6 X6 B - *
7 X7 B - *
8 X8 B - *
9 X9 B + - - - - - -
10 X10 B - *
11 X11 C - *
12 X12 C - *
13 X13 C *
14 X14 C - *
15 X15 C + - - - - - -
16 X16 G + - - - - - -
17 X17 G - *
18 X18 G - *
19 X19 G - *
20 X20 G - *
21 X21 H - *
22 X22 H + - - - - - -
23 X23 H - *
24 X24 H + - - - - - -
25 X25 H + - - - - - -
26 X26 | - *
27 X27 | *
28 X28 | - - - - - -
29 X29 | - +(39,09) - - - -
30 X30 | - *

- negatif; +: pozitif; *: yapilmad:
sxtl: shiga lik toxin 1 gen; sxt2: shiga lik e toxin 2 gen; eae: intimin gen

Yer: A: Esenler/Habiblerkoyii Semt Pazari; B: Esenyurt/Balikyolu Semt Pazari; C: Avcilar/Firtizkéy Semt Pazari; G:
Zeytinburnu/Telsiz Mahallesi Semt Pazari; H: Sultangazi/Sultanciftligi Semt Pazari; I: Bayrampasa/Bere¢ Semt
Pazar.
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Sekil 4.6: Salatalik 6rneklerinde iireyen E. coli’ nin yiizdesel dagilimi

A: Esenler/Habiblerkdyli Semt Pazari; B: Esenyurt/Balikyolu Semt Pazari; C: Avcilar/Firlizkéy Semt Pazari; G:
Zeytinburnu/Telsiz Mahallesi Semt Pazari; H: Sultangazi/Sultangiftligi Semt Pazari; I: Bayrampasa/Bere¢ Semt

Pazari

Sekil 4.7: E. coli iireyen salatalik 6rneklerinin (n=30) semt pazarlarina gore dagilimi

50



Tablo 4.4: Istanbul ilinin ¢esitli semt pazarlarindan (n=6) toplanan domates
orneklerinde (n=30) kiiltiirel olarak E. coli ve Real-Time PCR yontemi ile viriilans

genleri (stx1, stx2 ve eae) tespiti

Virulenz Gen Profili

Mikrobiyolojik Kolonilerin
Sira  Ornek ekim sonucu E. Eurofins Manuel Sulandirilmasi
No. No. Yer coli varhg Prosediiriine Yontemine Gore (ct-
(varfyok) Gére (ct-degeri) degeri)
stx1 stx2 eae stx1 stx 2 eae
1 Q1 G - *
2 Q2 G - *
3 Q3 G - *
4 Q4 G - *
5 Q5 G - *
6 Q6 H - *
7 Q7 H - *
8 Q8 H - *
9 Q9 H - *
10 Q10 H *
11 Q11 | - *
12 Q12 | + - - - - - -
13 Q13 | + - - - - - -
14 Q14 | - *
15 Q15 | + - - - - - -
16 Q16 D - *
17 Q17 D - *
18 Q18 D - *
19 Q19 D - *
20 Q20 D - *
21 Q21 E - *
22 Q22 E - *
23 Q23 E - *
24 Q24 E - *
25 Q25 E - *
26 Q26 F - *
27 Q27 F + - - - - - -
28 Q28 F - *
29 Q29 F - *
30 Q30 F - *

-2 negatif; +: pozitif; *: yapiimad:
sxtl: shiga lik toxin 1 gen; sxt2: shiga lik e toxin 2 gen; eae: intimin gen

Yer: G: Zeytinburnu/Telsiz Mahallesi Semt Pazari; H: Sultangazi/Sultanciftligi Semt Pazari; I: Bayrampasa/Bereg
Semt Pazar1; D: Karagiimriik Semt Pazari; E: Ulus Etiler Semt Pazari; F: Yesilpmar Semt Pazar1
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E. coli iremesi
gortlen
domates

%13,3

Sekil 4.8: Domates 6rneklerinde iireyen E. coli’ nin yiizdesel dagilimi

H;0
%0

E;O
%0

D;0
%0

G: Zeytinburnu/Telsiz Mahallesi Semt Pazar1; H: Sultangazi/Sultangiftligi Semt Pazari; I: Bayrampasa/Bere¢ Semt

Pazari; D: Karagiimriik Semt Pazari; E: Ulus Etiler Semt Pazari; F: Yesilpinar Semt Pazari.

Sekil 4.9:E. coli iireyen domates 6rneklerinin (n=30) semt pazarlarina gore dagilimi
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Tablo 4.5: istanbul ilinin cesitli semt pazarlarindan (n=6) toplanan marul 6rneklerinde
(n=30) kiiltiirel olarak E. coli ve Real-Time PCR yoOntemi ile viriilans genleri (Stx1, stx2

ve eae) tespiti

Virulans Gen Profili

. . .. Kolonilerin
> Mikrobiyolojik Sulandirilmasi
Sira  Ornek ekim sonucu E. Eurofins Manuel Prosediiriine .. . ..
Yer : - .. - Yontemine Gore (ct-
No. No. coli varhig Gore (ct-degeri) degeri)
(varlyok)
stx1 stx2 eae stx1 stx 2 eae

1 T1 J + - - - - - -
2 T2 J + - +(39,97) - - - -
3 T3 J + - - - - - -
4 T4 J + - - - - - -
5 T5 J + - +(35,75) +(33,87) - - -
6 T6 K + - - - - - R
7 T7 K + - - - - - R
8 T8 K + - - - - - R
9 T9 K + - - - - - R
10 T10 K + - - - - - -
11 T11 L - *

12 T12 L + - - - - - -
13 T13 L + - - - - - -
14 T14 L + - +(36,12) - - - -
15 T15 L - *

16 T16 M + - - - - - -
17 T17 M + - - - } - -
18 T18 M + - - - - - -
19 T19 M + - - - - - -
20 T20 M + - - - - - -
21 T21 N + - - - - - -
22 T22 N + - - - - - -
23 T23 N + - - - - - -
24 T24 N + - - - - - -
25 T25 N + - - - - - -
26 T26 o] + - - - - - -
27 T27 ] + - - - - - -
28 T28 o] + - - - - - -
29 T29 ] + - - - - - -
30 T30 o] + - - - - ; -

-2 negatif; +: pozitif; *: yapiimad:
sxt1: shiga lik toxin 1 gen; sxt2: shiga lik e toxin 2 gen; eae: intimin gen

Yer: J: Kiigiikcekmece/Kanarya Mahallesi Semt Pazari;; K: Bagcilar/Cinar Mahallesi Semt Pazari; L:
Giingoren/Haznedar Semt Pazari; M: Eylip Semt Pazari; N: Fatih Semt Pazari; O: Bakirkdy/Yenimahalle Semt
Pazar.
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E. coli iremesi
gorilmeyen
marul; %6,7

E. coli iremesi
gorilen marul;
%93,3

Sekil 4.10: Marul 6rneklerinde iireyen E. coli’ nin yiizdesel dagilimi

D\

J: Kiiciikgekmece/Kanarya Mahallesi Semt Pazari; K: Bagcilar/Cinar Mahallesi Semt Pazari; L: Giingéren/Haznedar
Semt Pazari; M: Eyiip Semt Pazari; N: Fatih Semt Pazari; O: Bakirkdy/Yenimahalle Semt Pazari.

Sekil 4.11:E. coli tireyen marul 6rneklerinin (n=30) semt pazarlarina gore dagilimi
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Tablo 4.6: istanbul ilinin cesitli semt pazarlarindan (n=6) toplanan maydanoz
orneklerinde (n=30) Kkiiltiirel olarak E. coli ve Real-Time PCR yontemi ile viriilans

genleri (stx1, stx2 ve eae) tespiti

Virulans Gen Profili

Mikrobiyolojik . Kolonilerin
Sira Ornek ekim sonucu E. Eurofins Manuel Sulandirilmasi
Yer : N Prosediiriine Yontemine Gore (ct-
No. No. coli varlig Gore (ct-degeri) degeri)
(varlyok)
stx1 stx2 eae stx1 stx 2 eae
1 Z1 J + - - - - - -
2 Z2 J *
3 Z3 J + - - - - - -
4 Z4 J + - - - - + -
(37,63)
5 Z5 J + - - - - - -
6 Z6 K + - + - - - -
(36,29)
7 zZ7 K + - . - - - -
8 Z8 K + - - - - + -
(35,35)
9 Z9 K + - - - - + -
(39,38)
10 Z10 K + - - - - + -
(38,72)
11 Z11 L + - + - - + +
(36,26) (35,72) (24,90)
12 Z12 L - *
13 Z13 L + - - - - - -
14 714 L - *
15 Z15 L - *
16 Z16 P + - - - - - -
17 Z17 p + - - - - - -
18 Z18 P + - - - - - -
19 Z19 P + - - - - - -
20 Z20 P + - - - - - -
21 Z21 R + - - - - - -
22 222 R + - - - - - -
23 723 R + - - - - - -
24 724 R + - - - - - -
25 725 R + - - - - - -
26 726 S + - - - - - -
27 227 S + - - - - - -
28 728 S + - - - - - -
29 Z29 S + - - - - - -
30 Z30 S + - - - - - -

-2 negatif; +: pozitif; *: yapiimad:
sxtl: shiga lik toxin 1 gen; sxt2: shiga lik e toxin 2 gen; eae: intimin gen

Yer: J: Kiigiikcekmece/Kanarya Mahallesi Semt Pazari;; K: Bagcilar/Cinar Mahallesi Semt Pazari; L:
Giingoren/Haznedar Semt Pazari; P: Bahgelievler/Yayla Semt Pazar1; R: Caglayan Semt Pazari; S: Beyoglu Semt
Pazar.
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E. coli iremesi
gorilmeyen
maydanoz; %13.4

E. coli iremesi
gorllen maydanoz
% 86,6

Sekil 4.12: Maydanoz 6rneklerinde iireyen E. coli’ nin yiizdesel dagilimi

:
S

J: Kiiciikgekmece/Kanarya Mahallesi Semt Pazari; K: Bagcilar/Cinar Mahallesi Semt Pazari; L: Giingéren/Haznedar
Semt Pazar1; P: Bahgelievler/Yayla Semt Pazari; R: Caglayan Semt Pazari; S: Beyoglu Semt Pazari

Sekil 4.13:E. coli iireyen maydanoz 6rneklerinin (n=30) semt pazarlarina gére dagilim1
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Tablo 4.7:1stanbul ilinin ¢esitli semt pazarlarindan (n=6) toplanan 1spanak 6rneklerinde
(n=30) kiiltiirel olarak E. coli ve Real-Time PCR yo6ntemi ile viriilans genleri (Stx1, stx2

ve eae) tespiti

Virulans Gen Profili

. . . Kolonilerin
Sra Ornek ckim sonuc B, Erofins Manue Sulandniman
Yer . - Prosediiriine Yontemine Gore(ct-
No. No. coli varhg Gore (ct-degeri) degeri)
(var/yok)
stx1 stx2 eae stx1 stx 2 eae

1 P1 M + - - - - - -
2 P2 M + - - - - - -
3 P3 M + - - - - - -
4 P4 M + - - - - - -
5 P5 M + - - - - - -
6 P6 N + - - - - - -
7 P7 N + - - - - - -
8 P8 N + - - - - - -
9 P9 N + - - - - - -
10 P10 N + - - - - - -
11 P11 0 - *

12 P12 0 + - - - - - -
13 P13 0 + - - - - - -
14 P14 ] + - - - - - -
15 P15 0 + - - - - - -
16 P16 P + - - - - - -
17 P17 P + - - - - - -
18 P18 P + - - - - - -
19 P19 P + - - - - - -
20 P20 P + - - - - - -
21 P21 R + - - - - - -
22 P22 R + - - - - - -
23 P23 R + - - - - - -
24 P24 R + - - . - . .
25 P25 R + - - - - - -
26 P26 S + - - - - - -
27 P27 S + - - - - - -
28 P28 S + - - - - - -
29 P29 S + - - - - - -
30 P30 S - *

-2 negatif; +: pozitif; *: yapiimad:
sxt1: shiga lik toxin 1 gen; sxt2: shiga lik e toxin 2 gen; eae: intimin gen

Yer: M: Eyiip Semt Pazari; N: Fatih Semt Pazart; O: Bakirky/Yenimahalle Semt Pazari; P: Bahgelievler/Yayla Semt
Pazari; R: Caglayan Semt Pazari; S: Beyoglu Semt Pazari.
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E.coliiremesi
goriilmeyen
Ispanak
%7

E.colitiremesi
gorilen ispanak
%93

Sekil 4.14:1spanak 6rnelerinde tireyen E. coli’ nin yiizdesel dagilimi

M: Eyiip Semt Pazari; N: Fatih Semt Pazari; O: Bakirkdy/Yenimahalle Semt Pazari; P: Bahgelievler/Yayla Semt
Pazari; R: Caglayan Semt Pazari; S: Beyoglu Semt Pazari.

Sekil 4.15:E. coli iireyen 1spanak 6rneklerinin (n=30) semt pazarlarina gére dagilimi



5. TARTISMA

Cig ve pismis olarak tliketilen sebzeler, insan beslenmesinde 6nemlidir ve temel
besin kaynagimizdir. Ancak, iretimden tiikketime kadar gecen asamalarda gida
giivenliginin saglanmamasi durumunda patojen mikroorganizmalar ile kontamine olan
sebzeler insan sagligini tehdit edebilmektedir. Bu ¢alismada; beslenmede 6nemli olan
ve c¢ogunlukla ¢ig olarak tiiketilen bazi sebzelerin gida hijyeni agisindan hizli ve

geligmis yeni bir teknikle incelenmesi amaglanmuistir.

Arastirmada Istanbul ilinin semt pazarlarindan temin edilen; havug, domates,
salatalik, marul, maydanoz ve 1spanak drneklerinin her birinden 30 ar adet olmak iizere
toplam 180 sebze Orneginde patojen E. coli susunun mevcudiyeti arastirilmistir.
Calismada kiiltir yontemiyle yapilan mikrobiyolojik incelemede; marulda %93.3,
1spanakta %93.3, maydanozda %86.6, havugta %43.3, salatalikta %33.3 ve domateste
%13.3 oraninda E. coli bulastigi saptanmistir. Sebzelerde, toplam E. coli iiremesi

ortalama olarak %60.5 dolayindadir.

Ulkemizde E. coli’ nin sebzelerde bulasmasi konusunda bizim calismamiza
benzer ¢ok sayida arastirmalar yapilmistir. Ancak bu arastirmalarda kiiltiir yontemi
kullanilmis, molekiiler teknikleri baz alan Real-Time PCR ile E. coli’ nin hangi patojen

susa ait oldugu belirlenememistir.

Dogan ve arkadaslar1 (2001); 84 salata 6rneginde %78.6, Citak ve arkadaslari
(2009); 60 sebze orneginde %33.3 oraninda E. coli’ ye rastlamiglardir. Bu ¢aligmada
bulunan degerler Dogan ve arkadaslarinin (2001) yaptiklar1 ¢alismadan daha distik,
buna karsin Citak ve arkadaslarinin (2009) sonuclarindan daha yiiksektir.

Arict ve arkadaslar1 (2003); ¢alismamiza benzer bir sonug olarak yari hazir ve
hazir salata 6rneklerinde %88.8 oraninda E. coli saptamiglardir. Bunun nedeni olarak
sebzelerin temizlenmesinde ve hazirlanmasi sirasinda kullanilan su, alet ve personel

kontaminasyonunun énemli oldugu tahmin edilmistir.
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Aycicek ve arkadaslar1 (2006) yaptiklar1 ¢alismada; marul, kivircik, iceberg,
maydanoz, dereotu ve havugta E. coli taramas1 yapmuslar, E. coli kontaminasyonun en
yiiksek oldugu sebzenin %70 oraninda maydanoz ve %40 oraninda dereotu oldugunu
bildirmiglerdir. Ayni ¢alismada Iceberg marul érneklerinde %3.3 oraninda en diisiik E.
coli bulasmasi tespit etmislerdir. Arastirmamizda bulunan degerler maydanoz drneginde

benzerlik gosterirken, marul 6rneginde daha yliksek bulunmustur.

Glilmez ve arkadaslari (2005); ¢ig sebzelerden hazirlanan salatalarda %20
oraninda E. coli bulmustur. Bu g¢alismadaki veriler, arastirmamizdaki sonuglara gore

daha diistik orandadir.

Dogan ve arkadaglarinin (2001), Arict ve arkadaslarinin (2003), Giilmez ve
arkadaglarinin (2005), Citak ve arkadasglarmin (2009) E. coli hakkinda yaptiklari
caligmalarda kiiltiir yontemlerle E. coli bulagsmasinin olup olmadigini saptamislar, ancak
E. coli’ nin patojen suslarini aragtirmamislardir. Arastirmalarda 6nemli olan gidalarin E.
coli ile bulasmasi yaninda hangi patojen susunun oldugunun belirlenmesidir.
Giliniimiizde mikroorganizmalarin tespitinde; fenotipik, biyokimyasal, immiinolojik ve
molekiiler teknikler olmak iizere birgok yontem kullanilmaktadir. Kiiltiir bazlh
yontemlerin; zaman alici, zahmetli ve patojen mikrobiyal tiirlerin taninmasi igin belirli
bir laboratuar tecriibesi gerektirmesi gibi nedenlerden dolay1r dezavantajlari
bulunmaktadir. Molekiiler bazli teknikler ise hassas, hizli ve giivenilirdir. Bu
tekniklerden biri olan multipleks Real-Time PCR es zamanli olarak birden fazla gen
bolgesinin varligini ortaya cikarmakta, bakterinin genotipik 6zelliklerine gore hangi

serotipe ait oldugunu belirlemektedir (Settanni ve Corsetti, 2007).

Yurtdisinda sebzelerde kiiltiir yontemleriyle E. coli liremesi konusunda ¢ok
sayida arastirmalar yiirlitiilmiistiir. Brezilya’ da Oliveira ve arkadaglar1 (2012) sebze
orneklerinin %53.1° inde E. coli saptamiglar, bulunan bu sonuglar arastirmamiz ile
benzerlik gostermektedir. Portekiz’ de karisik salatada E. coli analizi yapilmis , %3.96
oraninda bulasma bulunmustur (Santos ve ark. 2012). Zambiya’ da taze kesilmis
sebzelerde yapilan E. coligalismasinda ise %6.25 oraninda E. coli saptanmistir (Nguz ve
ark. 2005). Ispanya’ da hazir sebze salatalarinda yapilan bir ¢alismada hazir salatada
%10.94 oraninda E. coli tespit edilmistir (Abadias ve ark. 2008). Yukaridaki

60



arastirmalarda bulunan degerler, bu calismadaki degerlerden daha diisiiktiir. Bunun
nedeni, salatalarin fazla kontaminasyona maruz kalmadan paketlenerek tiiketime

sunulmasindan kaynaklanabilir.

E. coli’ lerin patojenitesini belirlemede salgiladiklar1 shiga toksin Onemlidir.
Calismamizda Shiga toksinin belirlenmesinde gerekli olanstx1, stx2 ve E. coli’ nin
bagirsak epiteline tutunmasini saglayan intimin genlerinin mevcudiyeti arastirilmustir.
Bu genlerin bulunmast E. coli’ nin patojen suslarinin belirlenmesini saglamaktadir.

(Chassagne ve ark. 2009).

Bu aragtirmada Real-Time PCR sonuglarina gore; 3 havug, 1salatalik, 3 marul ve
6 maydanoz Orneginde Stx1, stx2 ve eae genlerinin oldugu saptanmistir. Domates ve

1spanak orneklerinde ise bu genlere rastlanmamustir.

Eurofins manuel prosediirii ile yapilan DNA izolasyonu ve kolonilerin
sulandirilmasi yontemi karsilastirildiginda; 1 havug orneginde, hazir kitte stx1 ve bir
baska Ornekte sStx2 ve eae genleri pozitif goriiliirken, kolonilerin sulandirilmasi
yonteminde negatif goriilmiistiir. Kolonilerin sulandirilmasi yonteminde; bir havug

orneginde stx2 pozitifken diger yontemde negatif goriilmiistiir.

Salatalik 6rneginde hazir kit ile yapilan DNA izolasyonunda stx2 pozitif

goriiliirken, kolonilerin sulandirilmasi yonteminde negatif goriilmiistiir.

Marul 6rneginde hazir kit ile yapilan DNA izolasyonunda bir 6rnekte stx2, bir
baska ornekte stx2 ve eae, diger bir 6rnekte stx2 genleri pozitif goriiliirken, kolonilerin

sulandirilmasi yonteminde negatif goriilmiistiir.

Maydanoz 6rneginde kolonilerin sulandirilmasi yontemine gore; 4 drnekte stx2
pozitif goriiliirken diger yontemde negatif goriilmiistiir. Eurofins manuel prosediiriine
gore 1 ornekte Stx2 pozitif goriilirken diger yontemde negatif; bir bagka ornekte Stx2
pozitif goriilirken kolonilerin sulandirtlmas1  yonteminde stx2 ve eae pozitif

gorilmiistir.

Gidalarda PCR yontemleriyle E. coli’ nin tespiti ya da hangi serotipe ait

oldugunu belirleyen arastirmalarda mevcuttur:
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Koseki ve arkadaglar1 (2011); Japonya’ da zincir marketlerden topladiklart marul
orneklerinde multipleks PCR yontemiyle E. coli O157:H7 susunu taramistir ve tim

orneklerde bu patojen mikroorganizmaya rastlamadiklarini bildirmistir.

Meksika’ da mikrobiyolojik kalitenin ve prevelansin belirlenmesi amaciyla
restoranlarda satilan hazir salata ve ¢ig sebzelerde E. coli taramasi yapilmistir. Bunun
icin, ulusal zincir, yerel ve kiiclik restoranlardan ornekler alinmistir. Metot olarak en
muhtemel say1r yontemi kullanilmis olup, daha sonra serotip belirlemek amaciyla
multipleks Real-time PCR yapilmistir. 129 salata 6rneginin 110> unda E. coli
bulunurken, multipleks Real-Time PCR’ da bu E. coli’ lerin 8” inin Diyarejenik E. coli,
5 tanesinin non-0157 STEC, 2 tanesinin EIEC vel tanesinin ETEC oldugu bildirilmistir
(Castro-Rosas ve ark. 2012).

Arjantin’ de siipermarketlerde satisa sunulan hazir gidalarda E. coli taramasi
yapilmistir. 500 gida 6rneginin 10 tanesinde (siizme peynir ve sebzeli, mayonezli tavuk)
Shiga toksin genleri olan stx1 ve stx2 bulunmustur. Bulunan bu genlerin E. coli’ nin
018, 08, O57w, 079, 044, veO128 serotipinin olabilecegini bildirmislerdir (Balague
ve ark. 2006).

Tiirkiye’ de ise sebzelerle ilgili E. coli serotipinin tespiti igin gen taramasi
calismasina rastlanilmamistir. Buna karsin Yilmaz ve arkadaslar (2006); Istanbul’ da
bulunan mezbahalarda biiyiikkbas hayvan ve sigirlarin karkaslarinda bulunan E. coli
0157 ve O157:H7 suslarinda stxl, stx2 ve eae gen taramasi yapmislardir. Ayni
caligmada 26 E. coli O157:H7 ve 6 E. coli O157 suslariin hepsinde eae geninin, 5 E.
coli O157 susunun 4 tanesinde stx2 ve eae genlerinin, 27 E. coli O157:H7 susunun 5
tanesinde stx1, stx2 ve eae genlerinin, 19 tanesinde stx2 ve eae genlerinin, 3 tanesinde
sadece eae geninin bulundugunu bildirmislerdir. Higbir susta stx1 ve stx2 tek basina

bulmamalarina ragmen, 2 susta eae genine rastlamislaridir.

Giiler ve arkadaslar1 (2008); buzagi diskilarinda 6nce E. coli kontaminasyonun
olup olmadigina bakmislar, daha sonra E. coli ile bulagsan digki 6rneklerinde Stx1, stx2
ve eae genlerini taramiglardir. E. coli ile bulagan 120 digk1 6rnegininl6’ sinda eae, 8’

inde stx1 ve 5’ inde stx2 genlerini saptamislardir. Ancak sadece eae ve stx genlerinin
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bulundugu digki 6rneklerinin higbirinde O157:H7 susunun olmadiginmi bildirilmistir.
Giiler ve arkadaslarmin (2008), diski 6rneklerinde yaptiklari arastirmanin benzeribir
sekilde E. coli ile bulasmis sebzelerde bu genler taranmig, STEC O157:H7, STEC
026:H11, STEC O111:H2, STEC O119:H6 veya STEC OI57:NM’ nin olabilecegi
tahmin edilmistir. Bu degerlendirmede Ibekwe ve arkadaglarinin (2002) ¢alismasi temel

kaynak olarak kullanilmistir.

Bu calismada, Istanbul ilinde satilan havug, salatalik, maydanoz ve marul
orneklerinde patojen E. coli’ nin bulundugu stx1, stx2 ve eae genlerinin belirlenmesi ile
saptanmigtir. Buna karsin domates ve ispanak orneklerinde patojen E. coli olmadigi

belirlenmistir. Sonugta pazarlarda satilan sebzelerde patojen E. coli bulunabilmektedir.

Ulkemizde bircok kabin, tahtanin ve terazinin, onlarca elin temas ettigi
manavlarda ve pazarlarda acik olarak satilan bu sebzelerin mikroorganizmalarla
kontamine olmamas1 miimkiin degildir. Ancak HACCP kurallar1 uygulanarak sebzelerin
paket halinde tiiketicilere sunulmasi durumunda bu mikrobiyal bulagsmalar kontrol altina

alinabilir.

Gidalarda mikroorganizmalarin iireyip Uremediginin belirlenmesinin  halk
sagliginin korunmasinda yani gida giivenliginde yeterli olmadigi, daha ileri safhalara
gidilerek patojen suslarinin belirlenmesi gerekmektedir. Giinlimiizde teknolojinin
gelismesiyle beraber genetik ¢alismalarla bu patojen suslarin hizla belirlenmesi
mimkiindiir. Bu c¢alismada E. coli’ nin patojen suslari belirlenmeye ¢alisilmistir.
Buldugumuz bu sonuglara gore tiim gidalarda mikroorganizmalarin patojen suslarini
belirleyen bu tiir calismalarin  yapilmasmna ve yayginlagsmasinin gerektigini

inanmaktayi1z.
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