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E. coli O157:H7 hemolitik iiremik sendromlara ve hemorojik diyareye sébep olan
ve besin ile tasinan 6nemli bir patojendir. Cogu salginda, E. coli O157:H7 ile kontamine
olmus etlerin tiiketimi yolu ile insanlara tasinmaktadir. Bu nedenle bu bakterinin
etlerdeki varhigmin hizh ve giivenilir bir sekilde tespit edilmesi son derece nem
tagimaktadir. |

Bu calismada Eskisehir ilinde tiiketime sunulmus olan et ve et iiriinlerinde E.coli
0157:H7 varhig arastinilmistir. Bu amagla Kiiltiirel yontemler, Immunomagnetik
ayirma ve Polimeraz Zincir yontemleri kullamlmistir. IMS ile birlikte PCR yonteminin

kullanilmasinin hizh ve giivenilir sonug¢lar verdigi tespit edilmistir.
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E. coli O157:H7 is a foodborne pathogen which causes hemolytic and
hemorrhagic d iare. In most c ases, E. coli O 157:H7 i nfections are c onnected w ith t he
consumption of contaminated meat products. Therefore accurate detection of these
pathogenic bacteria in meat is very important.

In this study, meat and meat products from different markets in Eskisehir were
investigated to determine whether they were contaminated with E. coli O157:H7 or not.
‘ Conventiohal methods,.IMS and PCR methods were used. We suggest fhét IMS and

PCR techniques can be used to detect of this pathogen in meat samples.

Keywords: : E. coli 0157 H7, IMS, PCR, Meat and meat products, Food Microbiology
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Calismalarim sirasinda maddi ve manevi yénden destegini gordiigim esim Ars.Gor.
Mehmet Bur¢in MUTLU’ ya ve tiim ¢aligma arkadaslarima tesekkiir ederim.

Verdikleri egitim ve gosterdikleri anlayisla bugiinlere gelmemi saglayan sevgili aileme

en igten tesekkiirlerimi sunarim.
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1.GIRIS
1.1. Bakteri Ile Ilgili Genel Bilgiler

Escherichia coli hayvanlarin ve insanlarin barsak sistemlerinin normal
florasidir. Normal olarak viicutta bulunan zararhi bakteri tiirlerini baskilamasi ve
vitamin sentezine katkida bulunmasi nedeni ile viicut i¢in yararhi olarak da
nitelendirilebilmektedir. Az sayida E. coli serotipi insan ve hayvanlarda zararh
etki yapmaktadir [1].

Insanlarda diyareye neden olan E. coli suslan 2. Diinya Sévasl’ndan sonra
ortaya ¢tkmigstir. Bu tarihe kadar diisiik viriilense sahip oldugu ve idrar yollar
enfeksiyonlarina neden olabildigi kabul edilen E. coli’ nin diyare etmeni olarak
tanimlanmasi ile bu bakteriye bakis degismistir. Bugiin insanlarda diyareye neden
olan E. coli serotipleri patojenik [2, 3], enteropatojenik [4], enteroviriilent [1, 5]
diyarejenik [6] serotipler olarak adlandirilmaktadir. Bu serotipler viriilens
ozellikleri, patojenite mekanizmasi, klinik sendromlar ve O:H serotiplerine gére
baslica; enteropatojenik (EPEC), enterotoksijénik (ETEC), enteroinvaziv (EIEC),
enterohemorajik (EHEC), difuz-adhering (DAEC), entero-agregativ (EAggEC)
olmak tizere 6 ana grup altinda toplanmaktadirlar [7]. Bununla birlikte diyareye
neden olan serotiplerin bu sekilde kesin bir ayrimi yoktur. Bu gruplara ilaveten
fakiiltatif enteropatojenik (FEEC), verotoksin oiu@turanlar (VTEC), 6nceleri shiga
benzeri toksin olusturanlar (=shiga like toksin; SLTEC) olarak adlandirilmis
olmakla beraber son zamanlarda dogrudan shiga toksin (Stx; ¢ogul formda Stxs)
olusturanlar (STEC) seklinde tanimlanmig olmasi [8], diyare olusturanlar (DEC)
[6] gibi-gruplarln bagka gruplar ile de tarif edile‘bilfnesi, diyafeye neden olan E.
coli ‘lerin enfeksiydn'veya intoksikasyoh etndéni olarak grﬁplandlrllmasf bu
konudaki terminolojiyi zorlamaktadur [5].

Bunlardan ETEC suglan 1siya direngli (Healt Stabile Toxin =ST) ve 1s1ya
duyarli (Healt Labile Toxin =LT) bir yada daha fazla toksin olustururlar. Bu
suslar bagirsaga tutunma ve kolonizasyon i¢in 6zel bir yapisma fimbriasi igerirler.
Genellikle diisiik bir atese neden olabilirler ya da ates gériilmez. Sulu bir diyareye

neden olurlar ve tipik bir gastroenteritis etmenidirler. Turist ishali (seyahat




diyaresi) olarak tanimlanan hastaliklara ve 6zellikle sicak mevsimlerde bebek
ishallerine neden olurlar. Bu bakterilerin hastaliga neden olabilmesi i¢in ¢ok
sayida bakterinin viicuda girmesi gerekir. Bir bagka deyisle bunlarda enfektif doz
yiiksektir. Bazi EPEC suslar1 bir ya da daha ¢ok verositotoksin tiretirler. Sulu ve
kanli bir diski ile goriilen ishallere neden olurlar. Hastalik sirasinda ates yiiksektir.
EIEC suslar ise genellikle laktoz negatif ya da laktoz geg¢ pozitif ile hareketsiz
olma gibi atipik ozellikler tasirlar ve Shigella tiirleri ile antijenik olarak yakinlik
gosterirler. Diger enteroviriilent tiplerden farklr olarak invaziv dzellik tasirlar ve
fekal 1okositlere rastlanir. Mukoid ve kanli bir disk:r goriiliir. Ates yiiksektir. Bu
gruba giren bakterilerde enfektif doz diisiiktiir. EHEC olarak tanimlanan grubu
baslica E. coli O157:H7 serotipi olusturur. EHEC izolatlar1 ¢esitli toksinler
olusturmakla beraber bunlardan sadece birkagi tammlanabilmistir. Ik kez 1955
yilinda tamimlanmis olan hemolitik iiremik sendrom (HUS) en fazla 6liime neden
olan hastaliktir. Sulu ve ¢ok kanli bir digki goriiliirken ates yoktur. Enfektif doz
ise kayda deger 6l¢tide diigtktiir. EA-AggEC suslari hayvanlarda epidemiyolojik
calismalar sonucunda ortaya ¢ikarilmustir. Tropik iilkelerde ¢ocuklarda stireklilik
_ gﬁstereh diyareye neden olurlar. Daha 6nceden EPEC grubunda yer alan ve Hep-2
hiicre modeline gére diffuz adhesyon ile karakterize edilen diger grup DAEC
olarak adlandirilmigtir. Bunlar da ¢ocuklarda stireklilik gdsteren diyareye neden
olurlar [5, 6, 7, 8, 9].

Diyareye neden E. coli serotipleri iginde en 6nemlileri E. coli O157:H7 ve
0126:H11 serotipleridir. Her iki bakteri de EHEC grubu i¢inde yer almaktave
benzer hastaliklari. yapmakla beraber 0O126:H11 serotipine gidalarda
rastlanmamugstir. Ayrica E. coli O157:H7 serotipinin farkli suslar1 VT-1 ve/veya
VT-2 toksinlerini tiretirken E. coli 0126:H11 sérotipinin biitiin suslarl sadece VT-
1 iiretmektedir. O157:H7 serotipi bugiin igin kabul edilen en tehlikeli‘ gida
kaynakl1 patojenler iginde yer alir [10]. Bununla beraber O11 gibi O157 olmayan
STEC serotiplerine gidalarda siklikla rastlandigi ve bunlarin da klinik hastaliklara
neden oldugu, bu nedenle bu serotiplerin ihmal edilmemesi gerektigi
belirtilmektedir [11].

E. coli O157:H7 serotipi genel olarak Kuzey Amerika kitas: iilkelerinde
daha siklikla goérillmekle beraber, bugiin 6 kitada en az 16 llkede giderek artan



sayida vakaya rastlandig, genel olarak Mayis-Ekim aylarinda vaka sayisinda artis
oldugu, hastaligin 5 ve daha altindaki ¢ocuklar ile 65 ve daha yukari yashlarda
daha fazla goriildigi bildirilmektedir. Enfektif dozgnun 0,3-15 hiicre/g gibi ¢ok
diistik diizeyde olmas: salginlarin yayilmasinda kisiden kisiye bulagmalarin temel

etken oldugunu gostermektedir [7, 8].
1.2. Kaynag ve Yayilmasi

E. coli OI157:H7 serotipinin kaynag1 lizerinde farkli goriisler
bulunmaktadir. Cesitli arastirma sonuglari bu bakterinin basta siit inekleri olmak
tzere sicak kanh hayvanlar olarak tamimlanan memeli ve kanatli hayvanlarin
diskilan ile ete, siite, topraga, suya ve dolayisi ile tim c¢evreye yayildigini
gostermigtir.

Patojen bakterilerin evrimi lizerinde ¢alismalar yogun sekilde siirmektedir.
Escherichia, Salmonella ve Shigella tiirleri lizerinde yapilan genetik analizler E.
coli O157:H7 serotipinin bireysel bir patojen olmadigi, bunun enterik bir
bakteriden evrimlestigi seklindeki teori olduk¢a benimsenmistir. 16S rRNA ve 5S
rRNA diziligleri ile yapilan filogenetik arastirmalar FEscherichia spp. ve
Salmonella spp.’nin memeli hayvanlarin ilk tiireyisi olan 120-160 milyon yil 6nce
ortak bir atadan ayrildiklari, Shigella spp. nin erken primatlarin olustugu 80
milyon yi1l kadar dnce E. coli’den tiiredigi, kommensal E. coli’lerin memelilerin
bagirsagini tercih ederken, patojen E. coli’lerin bagirsak epitelini asip dolasim
sistemine ve buradan uygun buldugu yerlere lokalize olduklari kabul edilmektedir
(8].

E.coli O157:H7 serotipinin genetik ¢aligmalar sirasinda elde edildigi ve bir
i(aza sonucu dogaya salindig1 seklinde gérﬁslerde bulunmaktadir. Griffin ve
Tauxe’ye goére bu Serotip muhtemelen enteropatojenik bir atadan genetik
¢alismalar sonucu oldukg¢a yakin bir dénemde oﬁaya cikmastir [12].

E.coli O157:H7 serotipi kdpek, kus, koyun, geyik ve insanda goriilmekle
beraber, sigir temel kaynak olarak ele alinmaktadir. Bunun nedeni, insanlarda bu
serotipin neden oldugu kanitlanmis pek ¢ok vakada yeterince pisirilmemis sigir
etlerinin ve daha az sikhkta olmak tizere ¢ig siitlerin hastaliktan sorumlu oldugu

kanitlanmasidir. Bununla beraber, hayvan digkisi ile bulasmis toprak ve suyun



dolayli olarak hastaligin taginmasinda ve yayilmasinda 6nemli rol oynadigi da
bilinmektedir [7].

Geng ve saglikli sigirlar E. coli O157:H7 enfeksiyonlarina oldukga
diren¢lidir. Deneysel olarak yemlerine 10" diizeyinde E.coli 0157:H7 katilan
hayvanlarda her hangi bir klinik bulguya rastlanilmamasi, 6-8 haftalik danalar i¢in
bu bakterinin patojen etki gostermemesi, buna karsin rumen ve barsaktan
gecerken diskilarindaki bakteri sayisinda ciddi bir azalma olmakla beraber halen
yogun 6l¢tide bu patojene rastlanilmasi sigirlarin bu bakterinin kaynagi ve ¢evreye
bu bakterinin yayilmasinda 6énemli oldugu kanitlanmigtir. Benzer $ekilde ahirlarda
hayvanlann su i¢tigi kanallardaki segmentlerde bu serotip 4 ay siire ile canliligim

koruyup gelisebilmektedir [8].
1.3. Enfeksiyona Araci Olan Gidalar

Basta sigir diskisi olmak {izere dogrudan veya dolayli olarak hayvanlarin
~diskisinin  bulastign her turli gida maddesi E.coli O157:H7 enfeksiyonu
bakimindan potansiyel tehlike tasimaktadir. Nifekim pek ¢ok gida maddesinde ve
ayrica igme ve kullanma sulari ile ytiziilen gollerde E.coli O157:H7 varligi
gosterilmis iken baska gidalarda da bu tehlikenin boyutlari deneysel olarak
kanitlanmustir. |

Basta si181ir olmak tlizere domuz, koyun, pili¢ etleri ve yine basta hamburger
ve kofte olmak iizere kiyma ile hazirlanan et diriinlerinden siklikla izole
edilmektedir. Farkli hayvanlarin digkilarinin eti farkli diizeylerde kontamine
edebilecegi gosterilmistir. Ingiltere’de yapilan bir seri calismada sigir diskilarinda
%15,7 ; koyﬁn diskilarinda %2,2 diizeyindé pozitif sonug: bulunmus iken, sigir eti
tiriinlerinde %1,5 buna karsin kuzu eti ﬁrﬁhlerinde %S5,9 pozitif sonu¢ alinmistir. |
Et diriinleri diginda da bulunan ve salginlara yol agan bu patojen en yaygin olarak
¢esitli peynirler, ¢ig siit ve genel olarak patojenler agisindan giivenilir bir gida
olarak tanimlanmasina karsin yogurt gibi siit driinleri; ¢esitli su kaynaklari,
salatalar ve salata soslari, evde yapilan sandvig, turp filizi pastérize edilmemis
elma sarabi ve taze sikilmis elma suyu gibi gidalarda cesitli enfeksiyonlara neden
olmustur [1, 13, 14, 15, 16, 17].



1.4. Biyokimyasal ve Antijenik Ozellikleri

E. coli O157:H7 serotipi diger E. coli’ lerden; 44,5 °C ve iizerinde
gelisememesi, sorbitolii fermente edememesi, B-glucuronidase enzimine sahip
olmamasi, buna karsi eae genine sahip olmasi, 60 mDa plazmid tagimasi ve
yaygin olarak goriilmeyen 5000-8000 Dalton molekiiler agirlikta OMP
ekspresyonu ve enterohemolisin liretimi ile ayrilir [4, 7, 8]. E. coli’ lerin %95’
sorbitolil 24 saat i¢inde fermente ederken E.coli O157:H7 sorbitolii 48 saat iginde
fermente edememektedir. Buna gore Birlesmis Milletler Diinya Saghk Orgiitii
(WHO)’ ne gore [18], SLTEC O157 suslar arasinda sorbitol pozi;[if olanlara da
rastlanmaktadir. E. coli O157:H suslan sorbitol pozitiftir [7]. Yine E. coli’lerin
%97’si B-glukorinidaz enzimi igerirken E. coli O157:H7 serotipi bu enzimi
icermez. Yeni bir tip hemolizin olarak kabul edilen enterohemolisin , verotoksin
pozitif E. coli O157:H7 ve E. coli O157:H  serotipleri tarafindan iiretilirken, bu
ozellik diger .E. coli’lerde yoktur. Enterohemolisin sadece eritrositleri yikanmig
kanli agar petrilerinde belirlenebilir. Bu sekilde 33 adet verotoksik E. coli
0157:H7 ya da E. coli O157:H izolatinin 32 adedinin enterohemolisin iirettigi
gosterilmistir. Burﬂarm disinda E. coli 0157:H7 serotipi diger E.coli’lere gore
safra tuzlarina daha az dayamklidir. Antijenik yapisi diger E. coli’ler ile kesin bir
ayrim saglar [10, 17, 19].

E. coli’nin florojenik MUG belirteci uidA geni tarafindan kodlanan -
glukorinidaz enziminin aktivitesine baghdir. EHEC E. coli O157:H7’ de de bu
genin varlig1 gosterilmis olmakla beraber, yapilan sekans analizleri bu serotipte
uidA geninde birka¢ baz mutasyonu oldugunu gostermistir. Bu nedenle E.coli
O157:H7 serotipinde diger E.coli’lerde tipik olan MUG reaksiyonu negatiftir. -

E. coli O157:H7 ‘nin 0157 antijenik - determinantllbakte'rinin. seliiler
lipopolisakkaritinin polisakkarit kisminda bulunur. Yapilan analizler sonucunda
bu determinant D-glﬁkoz, L-fruktoz (6-deoksi-L-galaktoz), 2-asetamido-2-deoksi-
D-galaktoz, 4-asetamido-4, 6-dideoks-D-mannoz (1:1:1)’dan olusan ve
tekrarlanan tetrasakkarid {initelerinin dogrusal polimeri olarak tanimlanmigtir [8§,
20].

MUG negatif E. coli O157:H7 izolatlarinin verositotoksin pozitif oldugu
soylenebilir. Bir ¢alismada 188 E. coli O157:H7 serotipinin MUG ve



verositotoksin testleri yapilmis, bunlardanl55 E. coli O157:H7, 10 E. coli
O157:H ve 1 E .coli O157:H (rough) olmak iizere 166 adedi MUG negatif ve
verositotoksin pozitif iken, diger 22 izolat (2 E.coli O157:H", 1 O157:H, 19 diger
H tipleri ; H6, H16, H19, H25, H42, H45) MUG pozitif ve verositotoksin negatif
olarak bulunmustur [21].

E. coli suglar arasinda bir baglanti oldugu ilk kez 1921°de Dodgeon ve
arkadaslar tarafindan belirtilmis, sonra 1937°de Lowel E. coli’nin kapsiil ve
somatik olmak lizere 2 gesit antijeni oldugunu ileri stirmiis, 1943 de ise Kaufmann
flagel antijenini de gostermigtir. Buna gére E. coli’ de O1-O171 arasinda
gosterilen 165 somatik O antijeni, K1-K90 arasinda gosterilen 90 kapsiil antijeni
ve HI1-H56 arasinda gosterilen 56 flagella H antijeni saptanmustir. Cesitli
aragtirmalar ile 171 O antijeni belirlenmis ise de bunlardan 31, 47, 67, 72, 94 ve
122 numaral: listeden g¢ikarilmis ve 165 O antijeni kalmistir. En son ¢aligmalara
gore bu gilin 174 O, 56 H ve 80 K antijeni oldugu saptanmustir. E. coli’nin somatik
O antijenleri ile Salmonella, Shigella, Citrobacter ve Providencia cinsi bakteriler
arasinda 6nemli 6l¢iide ¢apraz reaksiyonlar bﬁlunmaktadlr. Termostabil 6zellik
gosteren O antijenlerinden en _¢ok rastlanilan 25 kadar antijendir. Hiicre zarinda,
kilifinda ya da kapsiilde bulunan kapsiil K antijenleri L, B ve A grubundadir.
Bunlardan L ve B grubu yiizeysel somatik antijenler, A grubu ise kapsiil
antijenleridir. K antijenleri de termostabil 6zellik gosterir. Kapsiil antijenleri
i¢inde ayrica Vi, B, F antijenleri de vardir. Monofazik olan H antijenleri ise sadece
hareketli tiirlerde bulunur ve isiya duyarhdir. Flagellar H antijenleri birbirleri ve

diger bakterilerin H antijenleri ile ¢apraz reaksiyon vermezler [7].
LS. Gelismesi ve Canli Kalmasi

E. coli O157:H7 serotipi de diger E. coli’ ler gibi optimum olarak 37 °C de
pH 7,2° de gelisir [22]. E. coli O157:H7 serotipinin gelismesi lizerine yapilan
calismalarin ¢ogu bu serotipin izolasyonuna yoneliktir.

Cesitli aragtirmalar gida kaynakli hemorajik kolit vakalarinda anahtar rol
oynayan E. coli O157:H7’nin aside direngli oldugunu ve bu toleransinin midenin
kuvvetli asit ortamindan rahathkla geg¢mesini sagladigim gostermistir. Bu

bakterinin aside direnci insanlarda enfeksiyon dozunun diisiik olmasim etkileyen



bir faktor olarak kabul edilmektedir. Sallmonella’nin tersine olarak 1-2 pH olan
insan midesinde yaklasik 3 saat siiren sindirim sirasinda canli kalabilmesi ve
buradan bagirsaga ge¢mesi bu iligkiyi agiklamaktadir.

Bu patojeniﬁ kuru ortamlarda canliligini 6nemli 6l¢tide korudugu gerek
deneysel gerekse salgina neden olan gidalar ile gosterilmistir. Farkli pH ve su
aktivitesindeki islenmis salamlara inokiilasyondan sonra 4 °C’ da 32 saat siire ile
4,63 pH da dahi 10*-10° kob/g diizeyinde canlilik elde edilmistir. 1994 yilinda
islenmis kuru salamin ve 1996 yilinda Japonya’da turp filizinin neden oldugu
salginlarda her iki tirtintinde kuru olmasi yine kuru gidalarda bu bakterinin canli
kalabilecegini kanitlamaktadir [8].

E. coli O157:H7 serotipinin normal gelisme sicakh@mnin birkag derece
fazlasinda inkiibasyona birakildig1 bir ¢alismada hiicrelerin yeni bir grup protein
sentezleyerek daha sonra kendileri i¢in 6ldiiriici olabilecek sicakliklara kargi daha
iyi bir diren¢ gosterdikleri bulunmustur. Aerobik ve anaerobik kosullarda gelisen
E. coli O157:H7’ ye 1s1 soku uygulanmasinin 1s1l islemde canli kalabilen bakteri
sayisin artirdig, bakteriye uygulanan 1liml1 bir 1s1 sokunun bakterinin inhibisyonu
icin se¢ilen proses sicaklifinda canli kalabilme yetenegini ytkselttigi gorilmustir
[10].

1.6. Yaptig1 Hastahklar

Yapilan qesiﬂi arastirmalar ve klinik bulgular hastaliklarin giderek
artigim, HIV/AIDS, Ebola hemoraji ates, Hepatit B ve E. coli O157:H7
enfeksiyonlar1 gibi yeni hastaliklarin ortaya ¢ikarken, halk saglii
uygulamasindaki ihmaller s_ohucunda tiiberkiilozun yenide_n yayilmaya baslamaél |
gibi o lumsuzluklari da ortaya koymaktadir. Bu hastaliklarin ortaya ¢ikisinda ve
yayilmasinda ekolojik degismeler, demografik hareketler, insanlarin ve ticari
mallarin  diinya yiizeyinde daha fazla dolagmasi, antibiyotiklerde hatal
uygulamalar sonunda mikroorganizmalarin direng kazanmasi gibi bir ¢ok faktor
etkin rol oynamaktadir [8]. .

Diyarejenik E .coli’ lerin (DEC) neden oldugu gida kaynakli hastaliklarin

klinik, halk saghgi ve ekonomik §nemi vardir. Sadece E. coli O157:H7 serotipinin



neden oldugu hastaliklarin tedavi giderleri ve isgiicii kaybi bedelinin yilda 229-
610 milyon US$ oldugu tahmin edilmektedir [6]. ABD Hastalik Onleme ve
Koruma Merkezi (Centers for Disease Control and Prevention) tahminlerine gére
sadece ABD’de gida kaynakli mikrobiyolojik hastaliklar toplami olarak yilda 76
milyon vaka olmakta, bunlardan 300.000i tedavi goriirken 5000 G6liim olmakta, E.
coli O157:H7 ise 20.000 vaka ve 250 oliimden sorumlu tutulmaktadir [7].
ABD’de hastaligin siklig1 her 100.000 kiside 2,1 kisi iken, bu deger Kanada’da
1991-1996 yillar1 arasinda 3-5,3 kisi olarak degismistir [8].

Avrupa’da  gorillen enfeksiyonlarin  seyri  ABD’den  farklilik
gostermektedir. Avrupa’da HUS vakalarimin %10-30 kadarimi O157 olmayan
STEC suslarn olusturmaktadir. Ingiltere’de laboratuvar tarafindan dogrulanmis
vaka sayisi 1982’de‘ yalmz 1 iken bu say1 1995 yilinda 1000’i ge¢mistir. Kita
Avrupa’s: ile Ingiltere’deki enfeksiyonlarda farklilik gdstermektedir. Ozellikle
Almanya’da sorbitol pozitif hareketsiz O157 serotipine siklikla rastlanmaktadir.
Bulasma kaynaklarinda da ABD ile Avrupa ilkeleri arasinda farklilik
goriilmektedir. ABD ve Ingiltere’de E. coli O157:H7 enfeksiyonlarinin asil
kaynagi hamburger ve diger et lrlinleri iken Kita Avrupa’sinda keci siitii, ¢esitli
peynirler, golde yiizmek ve kisiden kisiye bulasmalar daha ©nemli olarak
goriilmektedir. Avusfralya’da ise 0157 olmayan ve &zellikle O111:H serotipi
siklikla ciddi hastaliklara neden olmaktadir [8].

ABD’de Philadelphia eyaletinde 1971 yilinda 5 eriskin hastada izlenen
klinik seyir bilinen barsak hastaliklari ile agiklanamamis ve higbir etiyolojik etken
saptanamayan benzer hastaliklarin ABD’nin diger eyaletleri ile Avrupa ve
Japonya’da ihbar edilmesi {izerine ABD Hastalik Onleme ve Koruma Merkezi
1973-1982 arasinda geriye dénitk olarak 300 E. coli susuﬁu séfot’iplendirmis ve |
kanamalh agir diyare gecgiren California’li 50 yasinda bir kadindan 1975 yilinda
izole edilen sus E. coli O157:H7 olarak saptanmistir [10].

Bireysel vakalar disinda E. coli O157:H7 ilk olarak 1982 yilinda ABD’de
Oregon’da 26 ve Michigan’da 2 1 olmak tizere 47 vakaile ve herikiside yine
daha 6ncekilere benzemeyen kanli diyare seklinde 2 salgin ile goriilmiistiir. Her
iki salginda da kéfteli sandviglerin yenilmesinin hastaliga neden oldugu

belirlenirken salginlarin birinde aym partiye ait donmus koftelerde E. coli



O157:H7’ye rastlanmistir. Ayni yil Kanada Ottowa’da evde yapilan
sandviglerinde salgina neden oldugu belirlenmistir [1]. Bundan hemen sonra
benzer vakalar ABD, kanada ve Ingiltere’de goriilmiis, daha sonra Meksika , Cin,
Arjantin, Belgika gibi tilkelerde de ayni hastaliga rastlanmis, 1996 yaz aylarinda
ise Japonya’da 16 kisinin 6liimiine neden olaﬁ salginin etmeni E. coli O157:H7
olarak gosterilmistir [17, 23, 24].

E. coli O157:H7’nin yapmis oldugu hastaliklar tipik ve oldukca sert gegen
hemorejik kolitis, HUS ve trombotik trombositopenik purpura (TTP) olmak iizere
3 sekilde goriiliir. Kusma nadirdir. Bunlardan hemorejik kolit aniden ortaya ¢ikan
krampli karin agrilan ile baslar ve 24-48 saat i¢ginde sulu diyare ile devam eder.
Diyare sirasinda goriilen kan artar ve digki zamanla tiimilyle kan olur. hastaligin
ortaya ¢ikmasi genellikle3-9 giin (ortalama 4 giin), hastalik siiresi ise 2-9 giindiir.
Hastaligin ortalama 8 giin siurdiigii seklinde kaynaklara da rastlanmaktadir.
Krampli karin agrilarinin dogum sonrasina benzer yogunlukta oldugu ve apandisit
agnsindan daha siddetli oldugu bildirilmektedir. Bu hastalik shigellosiste
tanimlanan dizanteri: ve invasiv E. coli’nin neden oldugu gastroenteritisden ates
olmamasi ve kanli digki ile ayrilmaktadir [1, 5, 7, 10, 17]. |

Baz1i hastalarda ve Ozellikle ¢ok genglerde bdobrek yetersizligi,
mikroangiopatik hemolitik anemi ve trombositopeni ile karakterize edilen ve tiglii
bir sendrom olarak tanimlana HUS gelisir. Hemorejik kolitis vakalarinda ortalama
%0-15 arasinda HUS gelistigi tahmin edilmekte, bu oran ¢ocuklarda %10 olarak
verilmektedir. HUS, kalic1 bobrek fonksiyon kaybina neden olabilir. Yashlarda ise
HUS, ates ve TTP olmak iizere ilave iki semptom ile goriiliir. Bu durumda
yaglilarda 6liim orami ortalama %50’ye ¢ikmaktadir. Kuzey Amerika iilkelerinde
olim oran1 %5 olarak tahmin edilmektedi‘r (1,7, 8]. ‘ | |

Cogu kez hastalara diyaliz ve kan ﬁakli gerekir, nobet ve | koma ile
karakterize edilen merkezi sinir sistemi hastaliklar gelisir ve 6liim goriilebilir.
HUS’un prodromal kanli diyare ile baslayan tipik ve diyareli faz1 igeren atipik alt
gruplar vardir. Hastalarda sarilik, siklikla yiiksek tansiyon ve kalp yetmezligi de
gorilebilmektedir. Sh. dysenteria serotip-1 ile olusan enfeksiyon HUS’a neden

olurken bazi mikroorganizmalar HUS gibi hastaliklar yapmaktadirlar. VTEC ile
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HUS arasindaki baglant1 ise ilk olarak 1985 yilinda Karmali ve ark. tarafindan
gosterilmistir [17].

TTP’da ise klinik ve patolojik 6zellikler HUS a benzer ancak merkezi sinir
sistemi bozuklugu genellikle temel 6zelliktir. Hastalikta beyinde kan pihtis1 olusur
ve olim genellikle goriilir [17]. Bununla beraber E. coli O157:H7
enfeksiyonlarinda TTP’nin nadir oldugu da bildirilmektedir [7].

E. coli O157:H7 enfeksiyonlar1 genglerde daha etkilidir. Japonya’da
yapilan arastirmalarda genclerin ve ¢ocuklarin E. coli O157:H7 serotipinin yapmig
olduklan hastaliklara duyarligi agik bir sekilde gosterilmistir. Digkilarinda bu
bakteriye rastlanan 20 yas altindaki kisilerin %80°den fazlas: tipik semptomlar
gosterirken, yine diskilarinda E. coli O157:H7 serotipi bulunan 30-46 yas
arasindaki kisilerin %70°1 tipik semptomlari géstermemistir [7].

E. coli O157:H7’nin neden oldugu hastaliklarin yogunlugunun 100.000°de
10’dan daha az oldugu kabul edilmektedir. Buna karsin hastalar hastaligin ortaya
cikmasindan itibaren 10 giin siire ile £. coli O157:H7 yayarlar, ortalama %5
kadarn HUS’a yakalanirken. %50°den daha azinda digkida kan goriiliir. Bununla
birlikte, baska kaynaklar E. coli O157:H7 enfeksiyonlarinda diskida kan gériilme
olasihigin1 %90 olarak vermektedir [7].

Bakteri antibiyotiklere direnclidir Ve/véya giderek direng kazanmaktadir.
Bu nedenle hastalikta antibiyotik ve antikoagulant kullanilmas: tartisiimaktadir.
Iskogya’da yapilan caligmalar mide asitligini disiiriicti ilag ve tesadiifen
antibiyotik kullanan hastalarin HUS/TPP’ye yakalanma risklerinin arttigini ortaya
koymus, benzer sonuglar ABD’de alinmistir. Japonya’da 1996 yilinda goriilen ve
¢ogu okul ¢ocugu olan 6000 kisinin etkilendigi salginda ise ozellikle

“enfeksiyonun 7. giiniinde alinan -ahtidiyarcj_ik »ilaclarm -enfeksiyonu daha da
siddetlendirdigi belirlenmistir [8].

Japonya’da 1‘996 yih ile baslayan salginlarda ve sporadik vakalarda
molekiiler analizler hastaliktan tek bir susun degil, tiim Japonya’ya yayilmis farkli
genotiplerdeki suslarin  sorumlu oldugunu - gostermistir. Yapilan analizler
hastalardan izole edilen EHEC suslarin %80’den fazlasinin O157:H7 serotipi
oldugunu, bununla birlikte 026 ve O111 serotiplerinin sayisinda giderek bir artis
oldugunu gostermistir. Benzer sekilde E. coli O157:H7 olmayan VTEC suslarinin
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giderek HUS ve diyareli hastalardan daha fazla izole edildigi, gesitli tlkelerde
sigir populasyonu tizerinde yapilan ¢aligmalarda temel kaynak konumunda olan
sigirlardan 100’den daha fazla serotip izole edildigi bildirilmektedir.

Patojenik gruplarin gidalarda bulunma siklig1 {izerinde yapilan arastirmalar
farkli sonuglan gostermektedir. Eylil 1983°de ABD Washington D.C.’de 45
kisinin Fransa’dan ithal edilen brie peynirinden kaynaklanan benzer semptomlar
tastyan sulu diyare (%91) ve karin kramplar1 (%80) g6stermesi lizerine yapilan
calismalarda hastalik etkeninin 1siya dayanikli enterotoksin lireten E. coli
027:H20 oldugu saptanmistir. Benzer hastaliklar kisa bir siire sonra ve yine
peynirden kaynaklanmak iizere ABD’nin 4 eyaletinde daha goriilmiistiir.
Brezilya’da sigir eti‘, hamburger ve sosislerden yapilan analizlerde sirasiyla %5;
%7,5 ve %10 ETEC suslarina rastlanmustir. Buna karsin ABD’de 78 peynir
orneginde ETEC suglar1 bulunamamigtir. Domuz etinden 274, sigir etinden 248 ve
tavuk etinden 278 E. coli susu izole edilmis ancak bunlarin hi¢ birinin 1siya
duyarli toksin yada bunlari olusturan genleri icermedigi goriilmiistiir. EIEC ve
EPEC suglarina nadir olarak gidalarda rastlanmisttr. EHEC suslarina ise sigir
kiymasinda rastlamlmaktadir. Bir bagka ¢alismada ise toplam 18 6rnekten izole

edilen 159 E.coli susunun 84 adedinin farkl sus oldugu gosterilmistir [7, 9, 10].
1.7. Viriilens Faktorleri

DNA sekans analizleri ile elde edilen bulgulara gore ana toksin Shigella
dysenteriae type 1 tarafindan olusturulan ‘shiga toxin’ ile %99 gibi ¢ok biiylik bir
benzerlik gosterir ve bu nedenle ‘shiga like toxin 1; SLT-1 (yeni terminolojide Stx
1)’ olarak adlandirilir. Diger toksin Stx lile sadece %55—60“hor.nolog olniasma
karsin SLT-2 (yeni terminolojide Stx 2)olarak adlandirilir. Her iki toksinde HeLa
ve Vero doku kiiltiirii hiicrelerine toksiktir ve bu nedenle verotoksin 1ve2 (VT-1;
VT-2) olarak da adlandirthr. EHEC tarafindan olusturulan bu toksinler doku
kiiltiirii analizleri ile belirlenir. Bununla beraber, EHEC suslarindaki SLT varligin
belirleyebilecek sekilde DNA prob ve PCR analizleri gelistirilmistir S, 7, 8].
Shiga toksinlerin konu iizerindeki 6nemleri agiktir. HUS sadece Stxs iireten

bakteriler tarafindan olusturulmaktadir. EPEC serotipleri EHEC’lere benzemekle
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beraber bunlarda Stxs olmadig: i¢in HUS’a neden olmazlar. Stx 2’nin Stx 2¢, Stx
2d ve Stx 2e seklindé varyantlar vardir. Stx, Stx/Stx 1 ve Stx 2 olarak 2 serogruba
ayrilir. EHEC serotfpleri tarafindan olusturulan Stx 1 ile Shigella dysenteriae ‘nin
Stxl 1’1 sadece A polipeptidindeki tek aminoasit ile ayrilir. Stx 2’nin aminoasit
dizilisi Stx 1 ile %55 homologdur. Stx 2 bobrek endothelial hiicrelerine daha fazla
toksiktir. HUS gosteren hastalardan daha fazla sadece Stx 2 iireten suslar izole
edilmis olmast bu goriisii kuvvetlendirmektedir. Stxs bir A polipeptidi ve bes B
polipeptidinden olusmaktadir [8].

E. coli O157:H7’nin patojenitesi tam olarak agiklanamamis olmakla
beraber dnemli viriilens faktorleri identifiye edilmigtir. Tiim klinik izolatlarin 1 ya
da 2 verotoksin tirettikleri, bunlarin doku kiiltiiriinde gelistirilen Vero ve HeLa
hiicrelerine sitotoksik olduklar1 saptanmistir. Saflastirilmis broth toksinleri
Verotoksin-1 (VT-1) ve V erotoksin-2 (VT-2) olarak adlandirilmistir. Bunlardan
VT-1 immunolojik ve yaptsal olarak Shigella dysenteriae 1’in olusturdugu shiga
toksinlerinden ayirt edilemedigi ig¢in bu tokéinler shiga’ya benzer anlaminda
Shiga-like toksinler (SLT-1 = VT-1, SLT2 = VT-2) olarak da
adlahdlrllmaktadlr.SLT-l’in niikleotid dizilisi shiga toksine benzemektedir [5,
17]. .

Verotoksinlerin memeliler iizerindeki etki mekanizmasi molekiiler
diizeyde tam olarak anlasilamamistir. Bununla beraber, toksinin B alt birimi
hiicrelerde glikolipid reseptoriine baglanarak igeri girdikten sonra A alt biriminin
enzimatik olarak A, fragmentine indirgendigi bu fragmentin daha sohra 60S
ribozomlarina baglanarak protein sentezini inhibe ettigi ve hiicre 6liimiine yol
agt1fy tahmin edilmektedir. Aragtirmalar, E. coli O157:H7 serotipinin tagidig1 60
MDa ‘luk plazmidin patojenited¢ onemli rol oynadigim be,lirl'emisti‘r.
Enterohemorajik E. coli O157:H7’nin RTX sitotoksin olarak belirlenen yeni
birhemolitik determinantinin 90 kbp plazmidde (pO157) kodlandig1 gosterilmigtir

[8].
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1.8. Belirlenmesi

E. coli O157:H7 serotipinin ¢esitli gida, klinik ve ¢evre Orneklerinde
aranmasina yonelik olarak kisaca klasik ve gelismis olarak 2 e(ma grupta
toplanabilir. Diger bakterilerin aranmasinda oldugu gibi E. coli O157:H7 serotipi
aranmasinda da klasik yontemler ile gelismis ydntemler kiyaslandiginda klasik
yontemler sarf malzemesi gideri agisindan avantajli ancak, is giicii maliyeti,
analizin duyarlili1 ve siire agisindan dezavantajhidir.

Gidalar klinik 6rnekler ve diger materyalde E. coli OI157:H7
belirlenmesine iliskin pek ¢ok yontem tizerinde ¢alismaktadir. Bunlardan klasik
olarak tanimlananlar biyokimyasal testler tizerine kurulmustur ve rutin test
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Basta serolojik yontemler
olmak tlizere gelistirilmis testler oncelikle maliyet ve deneyim faktorleri nedeniyle

genellikle arastirma laboratuvarlarinda uygulanmaktadir [12].
1.9. Klasik Yontemler

E. coli O157:H7 ‘nin belirlenmesi i¢in kullamlan klasik yontemlerin biiyiik
cogunlugu selektif zenginlestirme ve kati besi yerine ekim asamalarini iceren
var/yok testleri seklindedir. Bu testler ile analiz edilen belirli bir miktar érnekte bu
bakterinin varlign ya da yoklugu arastirilir. Buna gore materyalde E. coli
O157:H7’nin varhiginin gosterilmesi sirasiyla selektif bir sivi besi yerinde
zenginlestirme, selektif ve ayirt edici bir kati1 besi yerine ekim, siipheli kolonilerin
biyokimyasal veya lateks aglutinasyon testleri ile £. coli O157 olarak belirlenmesi
vé en son olarak izolatin H7 antijeni igerip igermediginin belirlenmesidir. . coli
0157 oldugu saptaﬁan izolatlarin verotoksin analizlerinin de yapilmasi
gerekmektedir [S, 10].

Klasik yontemlerle E. coli O157:H7 izolasyonunda yogun refakatgi flora
varh@ina bagh olarak siklikla sahte negatif sonuglar alinabilmektedir. Benzer
sekilde analiz edilen diger mikroorganizmalarda da oldugu gibi, selektif
zenginlestirme ortami olarak kullamlan besi yerinde E. coli O157:H7 serotipi ile

aym diizeyde gelisebilen E. coli tipl, Enterobacter spp., Hafnai alvei gibi yakin
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akraba tiirler selektif kati besi yerinde de rahatlikla gelisebilmekte ve eger
baslangicta E. coli O157:H7 sayis1 bu flora iginde yeterli bir oranda degil ise bu
bakterilerin baskilamasi nedeni ile analiz sonucu hatali olarak negatif
alinmaktadir. Burada hedef bakterinin selektif sivi ve kati besi yerlerinde
gelisebilen refakatci flora igindeki orant en diisiik- %1 oraninda olmalidir. Bu
sekilde standart boy bir petri kutusunda bulunan selektif bir kati besi yerine
selektif zenginlestirme kiiltiiriinden yapilan ekim ve inkiibasyon sonucunda
olusacak 100 koloni i¢inden hedef bakterinin digerlerinden farkli olan koloni
morfolojisine gore .ayirt edilmesi ve izolasyonu miimkiindiir. Burada, petri
kutusunda 100 koloni olusacak sekilde selektif zenginlestirme kiiltiiriinden
seyreltme yapilmas: esastir. Bu orandan daha diisik konsantrasyonlarda
bulunacak hedef bakteri petri kutusunda goriilmesi ve izolasyonu miimkiin
degildir. gida maddesinde baslangicta bu oranin %0,1 oldugu varsayilir ise
selektif zenginlestirme sonunda bu oran korunacak, petri kutusunda 100 koloni
olusmas: saglanacak sekilde yapilan seyreltme sonunda petri kutusuna hedef
bakteriden bir adedin koloni olusturma olasilif1 %10 olacak, bir diger degisle %90
olasilikla petri kutusunda hedef bakteri koloni olusturmayacaktlr.. Bu kosulda E.
coli O157:H7’ nin koloni olusturmas: i¢in petri kutusunda 1000 koloni olusacak
sekilde seyreltme yapilmasi gerekmektedir, ancak bu kosulda da refakatci bakteri
kolonileri hedef bakteriyi maskeleyecek ve 1000 koloni iginden E. coli O157:H7’
nin segilip izolasyonu miimkiin olmayacaktir. Klasik yontemlerle yapilan
analizlerle yakin akraba refakatg¢i floranin inhibisyonu ilizerinde pek ¢ok ¢alisma
yapilmaktadir. Bunlarin inhibisyonu i¢in yiikseltilmis inkiibasyon sicaklig, distik
pH, cesitli antibiyotiklerin kullanilmasi, kisa inkiibasyon siiresi gibi faktorler
arastirilmaktadir[24]. | ‘

Yapilan bir aréstlrmada brain-heart infﬁssion besi yérinde H. alei ‘nin
gelismesi E. coli O157:H7’ nin gelismesini kayda deger &lgiide engelledigi
gosterilmigtir [25]. Bu durumda klasik y6ntemlerle analiz edilen 6rnekte E. coli
O157:H7 varhgimnn belirlenmesi bir anlamda refakat¢1 floranin baskilanabilmesi
ile dogrudan iliskilidir.

Gidalarda fekal koliformlarin ve dolayist ile E. coli’ nin belirlenmesi igin

kullanilan inkiibasyon sicaklif olan 44-45.5 °C sicaklik sir refakatc¢i floranin
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gelisimini baskilarken, E. coli'nin gelisimini tegvik etmekte, ancak E. coli
O157:H7 bu sinirda zayif olarak gelismektedir. E. coli O157:H7, E. coli tip 1 ve
diger koliformlarin EC Broth besi yerinde gelismeleri ve gaz olusturmalar igin
gerekli en digik ve en yiiksek sicakligin éra$t1r1ldlg1 bir ¢alismada E. coli
0O157:H7’nin geligebildigi sicakhik sinirlar1 24 saatte 24,3-41,0 0C‘; 36 saatte 19,3-
41,0 °C ve 48 saatte 19,3-41,0 °C olarak bulunmugtur. Benzer sekilde TS broth
besi yerinde gelisme sicaklik sinirinin 20-42 °C oldugu gosterilmistir. Bu bulgular
fekal koliform ve E. coli’ nin standart aranma ydnteminde kullanilan 44,5 °Cin.
E. coli O157:H7 serotipinin gelismesine olanak tamimadigini, bu nedenle
gidalarda E. coli aranmasina yonelik olarak kullanilan geleneksel yontemler ile E.
coli O157:H7 belirlenmesi s6z konusu olmayacagini gostermistir [1, 7, 22].
Benzer sekilde yapilan bir bagka arastimada E. coli O157:H7 serotipinin
belirlenmesi igin en uygun inkiibasyon sicakligi 41-42 °C olarak bulunmustur
[26]. |

Selektif kati besiyeri olarak bugiin en yaygin kullanilan sorbitol
MacConkey Agar (SMAC) ve bu besiyerinin gesitli modifikasyonlaridir. Bu
besiyerinin standart MacConkey agardan farki bilesimindeki laktoz yerine sorbitol
bulunmasidir. E. coli O157:H7 serotipi sorbitol negatif oldugu i¢in bu besiyerinde
renksiz koloniler olusturmakta, buna kargin sorbitolii kullanan bakterilerin
olusturdugu asitlik bir pH indikat6rii yardim ile kolonilerin kirmizi gériilmesine
neden olmakta, béylece E. coli O157:H7 serotipi sorbitol pozitif bakterilerden
ayurt edilmektedir. Her ne kadar E. coli’lerin ¢ogu sorbitolii fermente edebilirken
%6 kadar E. coli sorbitol negatiftir. Bu nedenle her sorbitol negatif E. coli susu
O157:H7 serotipi olarak degerlendirilmemelidir [22].

- Klasik yontemlerle bir ¢ok enfeksiydn teshis edilebilmekte ise de bunlar |
baien yetersiz kalabilmekte ve 6zellikle 'refakatg:i floranin maskelemesi nedeniyle
¢ogu kez sahte negatif sonuglar alinabilmektedir. Bu nedenle Enzim Bagli Immiin
Deney (ELISA), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), immunoblot analizleri, direkt
immiinofloresan ve immiin yakalama teknikleri gibi modemn y&ntemler de bu
bakterinin aranmasinda kullanilmaktadir [24, 26].

Immiin yakalama tekniklerinden biri olan Immunomagnetik Ayirim (IMS),

farkli kaynaklarda bakteri aranmasinda kullamlan etkili bir yontemdir. Yontemin



16

esasini  manyetik - boncuklara baghh durumdaki hedef bakteriye spesifik
antibadilerin hedef bakteriyi yakalamasi olusturmaktadir. Boncuklara bagl
antikorlar hedef bakteriyi yakaladiktan sonra olusturulan manyetik alan ile ¢ekilen
boncuklar bakterinin ortamdan izolasyonunu saglamaktadir. Yo6ntem o6zellikle
hedef bakterinin 6rneklerde az sayida bulundugu durumlarda avantajlidir. Ciinkii
bu yontem ile yapilan bir 6n zenginlestirme calismasi incelenen 6rnekteki hedef
bakterinin varhigi ﬁzérine oldukea giivenilir bir sonug verecektir [27].

Bu caligmada da Eskisehir’de satisa sunulmus olan et ve et {riinlerinde F.
coli O157:H7 varliginin arastirilmasi amaciyla kiiltiirel y6ntemler, PCR ve
serolojik testler kullanilmig, hedef bakteri deteksiyonu igin bu farkli yontemlerin

birbirlerine olan istiinliikleri ortaya konmaya ¢aligilmigtir.




2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Et Ornekleri

17

Calismamizda FEscherichia coli O157:H7 varligi agisindan incelenecek

olan et ve et {irlinleri Eskisehir ili icerisindeki farkli market ve kasaplardan temin

edilmis ve en kisa zamanda -laboratuvar ortamina getirilerek incelemeye

alinmislardir. Calismamizda incelenmis olan et

verilmistir.

Cizelge 2.1 Cahsmada incelenmis olan et 6rnekleri

ormnekleri Cizelge 2.1°de

Ornek No Almdig1 Yer/Alndigi Tarih Ornegin dzelligi
1 Akarbasi/Ocak 2003 Dana Kiyma
2 Kopriibagi/Ocak 2003 Dana Kiyma

3 Tunali/Ocak 2003 Dana Kiyma
4 Yediler/Ocak 2003 Dana Kiyma
5 Akarbasi/Ocak 2003 Dana Kiyma
6 Kopriibas1/Ocak 2003 Dana Kiyma
7 Képriibagi/Ocak 2003 Dana Kiyma
8 Kopriibas1/Ocak 2003 Dana Kiyma
9 Kopriibagi/Ocak 2003 Dana Kiyma
10 Akarbasi/Ocak 2003 Dana Kiyma
11 Tunali/Subat 2003 Dana Kiyma
12 Akarbasn/Subat 2003 . Dana Kiyma
3 Koprabag/Subat 2003 “Dana Kiyma
14 Yediler/Subat 2003 Dana Kiyma
15 AkarbasyMart 2003 Dana Kiyma
16 Kopriibagi/Mart 2003 Dana Kiyma
17 Tunal/Mart 2003 Dana Kiyma
18 Akarbasi/Mart 2003 Dana Kiyma
19 Akarbagi/Mart 2003 Dana Kiyma
20 Kopriibagi/Mart 2003 Dana Kiyma




18

21

Yediler/Nisan 2003

Dana Kiyma
22 Akarbasi/Nisan 2003 Dana Kiyma
23 Akarbasi/Nisan 2003 Dana Kiyma
24 Kopriibagi/Nisan 2003 Dana Kiyma
25 Akarbasi/Mayis 2003 Dana Kiyma
26 Képrﬁbasn/Mayls 2003 Dana Kiyma
27 Yediler/Mayis 2003 Dana Kiyma
28 Akarbasi/Haziran 2003 Dana Kiyma
29 Kopriibasi/Haziran 2003 Dana Kiyma
30 Yediler/Haziran 2003 Dana Kiyma
31 ‘Akarbagi/Temmuz 2003 Dana Kiyma
32 Kopribag/Temmuz 2003 Dana Kiyma
33 Akarbagy/Temmuz 2003 Dana Kiyma
34 Yediler/Temmuz 2003 Dana Kiyma
35 Tunal/Temmuz 2003 Dana Kiyma
36 Akarbagl/Agustos 2003 Dana Kiyma
37 Tunali/Agustos 2003 Dana Kiyma
38 Akarbasi/Eylil 2003 Dana Kiyma
39 Akarbasi/Eyliil 2003 Dana Kiyma
40 Akarbas/Ekim 2003 Dana Kiyma
41 Kopriibagi/Ekim 2003 Dana Kiyma
42 Akarbagl/Kasim 2003 Dana Kiyma
43 Képritbasi/Kasim 2003 Dana Kiyma
44 Akarbagi/Kasim 2003 Dana Kiyma
45 Yediler/Kasim 2003 Dana Kiyma
46 Akarbag)/Temmuz 2003 Dana Kiyma
47 Kopriibagi/Kasi 2003 Dana Kiyma
48 Akarbasi/Mart 2003 Sucuk
49 Afyon/Temmuz 2003 Sucuk
50 Kopriibagi/Kasim 2003 Sucuk
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2.1.2. Test Bakterileri

Calismamizda kullanilan Escherichia coli O157:H7 referans kiltiirii
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miithendisligi Béliimiinden temin
edilmistir. Negatif kontrol olarak kullamlan diger test bakterileri ise Anadolu
Universitesi  Biyoloji Bolimii Mikrobiyoloji Laboratuvarindaki referans
bakterilerden se¢ilmiglerdir. Calismada kullanilan diger test bakterileri
Escherichia coli (NRRL B-3704) ve Salmonella typhimurium (NRRL B-4420)

Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinden saglanmistir.

2.1.3. Besiyerleri ve Tampon Cozeltiler

2.1.3.1. NUTRIENT BROTH
Nutrient Broth..........coooeiencoinininnnicneenenenen 8gr
DIStIE SU..ceeiiiiiiciiiciiccic 1000ml

Tiiplere dagitildiktan sonra 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir [28].

2.1.3.2. NUTRIENT AGAR
INULEIENt AZAL....coiuiieiiiieeieeireeecrrr e 20 gr
DISHIE Sttt 1000 ml

121 °C” de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [28].
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2.1.3.3. VIOLET RED BILE AGAR

Violet Red Bile Agar.......ccccceovininincniceneneniee 38,5 gr
D1StHE SU..eoueiiviiiiriiieeeeeeecere et 1000 ml

121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [28].
2.1.3.4. SORBITOL MACCONKEY AGAR (SMAC)

Sorbito]l MacConkey Agar...........ccceeverrveeererernrneeens 51.6 gr
DiStLE SU...eeieieiirietiieeer et 1000 ml

121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [7].

2.13.5. SEFIKSIM-TELLURIT ilaveli SORBITOL MACCONKEY AGAR
(CT-SMAC)

Sorbitol MacConkey Agar.........cccveeeeererecreervenennnanns 51.6 gr
DiStLE SU...evierireieiiieieieereetetesee et 1000 ml

121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Agar 45-50°C’ye
kadar soguduktan sonra steril sartlar altinda 250 mikrolitre/litre Sefiksim-Tellurit
eklenerek karistirildiktan sonra petrilere dokiilmiistiir [7, 27].

2.1.3.6. PLATE COUNT AGAR

Plate Count Agar........c.cccevivmmirneneeninrececnrececees 225 gr
DiStIlE SU..eeiiriiieierirereeeeeee e 1000 ml

121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [28].



2.1.3.7. TRYPTIC SOYA BROTH

Tryptic Soya Broth.........cceeveeieiiieiniiinniiniieeeeees 30 gr
DIStHE SU..veiiiiiiieeriiiecteeieee e 1000 ml

121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [28].

2.1.3.8. FOSFAT TAMPONLU TUZ (PBS) (0.01 M, pH 7.2)

NACL .ottt 8gr
NaZHPO4.12H20 ................................................. 2.7gr
NP 0310 V0] S 216 U 0.4gr
DISHIE SUev.rvvveeeoeeeeer e 1000ml

121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmigtir [29].

2.1.3.9. PBS-TWEEN 20

NACL ot 8gr
NayHPO4. 12H20..cooeiiieeeeecee e 2.7gr
NaH;PO4.2H70...ccooiviiiiiriieicciiieteeeeiens 0.4gr
TWEEnN-20....c..commiiiiririiireite e 0.5 ml
DISEIE SU...vviceeeiecieeereeeecee e 1000ml

121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [29].

2.1.3.10. TRIS-EDTA (TE) TAMPONU

21

10 mM Tris-HCI ve 1 mM EDTA istenilen hacimde hazirlanarak pH’si

8.0’a ayarlanmuis ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanmigtir [29].
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2.1.3.11. %10’luk SODYUM DODESILSULFAT (SDS) COZELTISI

Oda sicakhiginda saklanmistir [29].
2.1.3.12. 2X ORNEK UYGULAMA TAMPONU

T2 et eeee e 2.5ml

SDS ..ttt 4 ml
GIISErol...cccvviviieieeeeee e, 2ml
2-Merkaptoetanol.........ccccoveevereanecn. Iml

Bromophenol blue...........cccovriicennnen. 001g

HoO et 10 mI’ye tamamlanmistir.

Kullanilacak hacimlere bolinmiis Ve derin dondurucuda (-20°C)

saklanmistir [29].

2.1.3.13. TRIS SITRAT
THIS it 12.1g
SItrK aSIteeeeeeiiii oo 6.6¢g
DiStile SU..eveeeeieieeecieecee e 1000 ml

.Oda sicakliginda saklanmistir [29].

2.1.3.14. SX TANK TAMPONU

TTIS ettt 15¢g
SDS. ettt e 72g
GUSEIOL....cieeeeeeririeeieereceeeeeernee 5g
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4°C’ de saklanmustir. Kullanilacagi zaman oda sicaklifina getirilerek, 5

kez sulandirlmistir [29].

2.1.3.15.1,5 M TRIiS

pH’s1 8,8’e ayarlanarak otoklavlanm1$t1f [29].

2.1.3.16. 1 M TRIS

pH’s1 6,8’¢ ayarlanarak otoklavlanmigtir [29].
2.1.3.17. %10’luk AMONYUMPERSULFAT COZELTISI

Amanyum persiilfat........cccocoenvennenne 05¢g

HoO e 5 ml tamamlanmistir.

Kiigitk hacimler halinde —20°C’de saklanmustir [29].
2.1.3.18. JEL BOYAMA SOLUSYONU

% 50 (v /v ) Metanol
% 0.05 Coomassie brilliant blue R-250
% 10 ( v/ v ) Asetik asit
% 40 H,0
Boya metanolde ¢oziindiriildiikten sonré asetik asit ve su eklenmistir. Oda

sicakliginda saklanmigtir [29].
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2.1.3.19. DESTAIN SOLUSYONU

% 5 (v/v) Metanol
% 7 (v/v) Asetik asit
% 88 H,O

Oda sicakliginda saklanmagtir [29].

2.1.3.20. FIKSATIF SOLUSYONU

% 50 (v /v ) Metanol
% 10 (v /v) Asetik asit
% 40 H,O

Oda sicakliginda saklanir [29].

2.1.3.21. % 10’LUK AYIRMA JELI (10 ml)

Distile SU.....eevreieireieeeieeeeeeeeeeen 4 ml

% 30 Acrylamide karigimi........ 3.3 ml
1,5 M Tris (pH 8,8)..ccvvveiicieiecnene 2.5 ml

% 10 SDS.ooiiieeeeeee 0.1 ml
TEMED......cooiviriieieeeerreeeeeeeeine 0.004 ml

Karigim siiratle iki cam plaka arasina dokiilerek donmast i¢in beklenmisgtir
[29].

2.1.3.22. % 5’LIK YOKLEME JELi (3 ml)

DISHIE SU..eevercerecreiiecerierereneeaenae .21 ml
% 30 Acrylamide kangimi................. 0.5 ml
1,0 M Tris (pH 6,8)..cccovvveenrecrrenne. 0.38 ml
% 10 SDS....ooeveeeeeriee e 0.03 ml
% 10 AMPS......ooiiieeeeeceiereereeees 0.03 ml
TEMED.....cccooiiiiieeieeeieeeeeecreeeene 0.003
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2.1.3.23. dNTP SOLUSYONU

100 mM Ik stok dATP, dSTP, dGTP ve dTTP (Sigma)
solusyonlarindan 1.25° er mikrolitre steril bir ependorf tiipiine alinarak tizerine 95

mikrolitre steril distile su eklenmistir [30].
2.1.3.24. 1 mM TRIS-HCI pH 8.0)
Tris Base....cooooiiieiieineeceee 12.1g
Distile SU....coovevvveiiiiiaiienieeieeeeecens 80 ml
pH oda sicakliginda 4 ml HCI eklenerek ayarlanmistir. Son hacim 100

ml’ye tamamlanmigtir [29].

2.1.3.25. 0.5 M EDTA (pH 8.0)

Coziildiikten sonra 100 ml’ye tamamlanmistir. pH NaOH ile ayarlanmigtir
[29].

2.1.3.26. TRIPTON BROTH

THIPtON. e 3g
NaClivooiiiiiiicinic e 03g
Distile SU...oooiiiiiiiineeeee 100 ml

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [28].

2.1.3.27. - NAFTOL COZELTISI

0-Naftol. .o 5g
Etanol (%95°1iK).....cocovvvevrierenennns 100ml
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a-Naftol Etanolde ¢oziilerek hazirlanmistir [28].

2.1.3.28. KOVAKS COZELTISI

Para-Dimetil Aminobenzaldehit................ 5 g
Biitil alkol...oooeveeeeeeeeeeeeeee e 75 ml
% 37 HK HCLooo oo 25 ml

Para-Dimetil Aminobenzaldehit alkolde ¢6ziilmiistiir. Soliisyon su-
banyosunda hafif¢e sitilmigstir. Biitiin igerikler ¢oziildiikten sonra HCI dikkatlice

dokiltip karnistinlmistir [28].

2.1.3.29. % 40°’LIK KOH COZELTISI

KOH. ..ot 40 g
Kreatin.....c.cccoveenneen. s 03g
Distile su............ e a e 100 ml

KOH 75 ml distile suda ¢oziilerek solusyon oda sicakliginda bir siire
birakilmistir. Daha sonra kreatin ilave edilmis ve iyice ¢6ziildiikten sonra, distile

suyun 25 ml’si eklenerek hazirlanmistir [28].

2.1.3.30.SIMMON —SITRAT AGAR

MgSO4THL0...cooveeeeerieeeee 02g
NaCl................ el e sraas 5g

Amonyum Dihidroj'eri Fosfat........ 1 g

KoHPOy.. oo lg

Sodyum Sitrat.........cccceeerreenrennene. 5g

Brom-Timol Mavisi (% 1’lik soliistonundan).......8 ml
AGar.. ..o I5g
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Biitiin igerikler suda ¢6ziiliip pH 7’ye ayarlandiktan sonra Brom-Timol

Mavisi indikatorii ilave edilip steril edilmistir [28].

2.1.3.31. MR-VP BROTH

Pepton......ccocoviiiiiiniiiiiiceeenin 7g
GlUKOZ...ooiiiieiiiiiciicceeee 5g
KoHPO4.oeiiiiieiiiieieiccces 5g
Distile SU ..oovvevveeiieeniieerieens 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [28].

2.1.3.32. METIL RED iINDIKATOR COZELTISI

Metil red....cccoooirvenieieieceene 0lg
Etanol (% 95°1iK)....cccovveevieeennnen. 250 ml
Distile SU.......oovureeieieiniieriine, 250 ml

‘Metil red etanolde ¢Oziilup lizerine distile su ilave edilerek iyice karistirilir

ve daha sonra filtre kagidindan siiziilerek hazirlanir [28].
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2.2. YONTEM
2.2.1. Et Orneklerinin Toplanmasi .

Caligmamizda incelemek amaciyla piyasada tiiketime sunulmus olan et ve
et lrtinleri Eskisehir’deki ¢esitli market ve kasaplardan steril kavanozlara 100g

alinarak laboratuvara getirilmigtir.

2.2.2. Et Orneklerindeki Toplam Bakteri Sayisinin Tespiti

Et orneklerindeki toplam bakteri sayisinin tespiti amaciyla et drneginden
25 g steril sartlarda tartilarak 225 ml Tryptic Soy Broth (TSB) besiyeri ortamina
alinmistir. Besi ortami birka¢ dakika hafif¢e calkalandiktan sonra buradan 1 ml
ornek alinarak 9 ml steril TSB iceren tiipe aktarilmis ve sonra aym sekilde 10™*¢
kadar seyreltmesi yapilmistir. Her seyreltme tiiptinden 1’er ml almarak steril
petriye aktarilmis ve lizerine 45 °C’ye kadar sogutulmus Plate Count Agar (PCA)
dokiilerek ortam katilastiktan sonra 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakilmistir.

Inkitbasyondan sonra olusan koloniler sayilmistir [31, 32].

2.2.3. Et Orneklerindeki Koliform Grubu Bakterilerin Sayismn Tesbiti

225 ml steril TSB ortamina 25 g et 6rneginin konmasindan sonra toplam
bakteri sayiminda oldugu gibi 10™*e kadar seyreltmeler hazirlanmis ve her bir
seyreltmeden 1’er ml alinarak steril bir petriye aktarilmistir. Petrilere 45 °C’ye
kadar sogutulmus Viyolet Red Bile Agar (VRBA) dokiilerek ortam katilagtiktan
sonra 37 °C’de’ 1 gece inkﬁbasyona b1rak11mi§t1r. Inkiibasyondan éonra 6lﬁ$an |

koloniler sayilmigtir [32].

2.2.4. Et Orneklerindeki E. coli 0157:H7 Varhgmmn Kiiltiirel Yontemle

Belirlenmesi

225 ml steril TSB ortamina 25 g et 6rneginin konmasindan sonra Sorbitol

MacConkey agar (SMAC) ve Sefiksim Telliirid’li Sorbito] MacConkey agar (CT-
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SMAC)’ a 1’er ml yayma plak yontemi ile ekim yapilmistir. Petriler 37 °C’de 1
gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra olusan E. coli O157:H7
olmas1 muhtemel siipheli seffaf kolonilerin varlig1 incelenmigtir.

Ayni islemler et 6rneginin TSB ortamina aktarilmasindan sonraki 6. 18. ve
24. saat inkiibasyondan sonra da tekrarlanmlstir. Stipheli olarak goriilen seffaf
koloniler saﬂastlfllarak daha sonraki tanimlama testleri i¢in %15 lik gliserol

iceren tiiplerde —85° C’de saklanmuglardir [32]. .

2.2.5. Immuno Manyetik Ayirma Yontemi (IMS) ile E. coli 0157:H7

Varhginin Saptanmasi

Immunomanyetik ayirma yontemi ile hedef bakterinin tespiti i¢in et Srnegi
zenginlestirme ortamina alindiktan sonra inkiibasyonun 6. ve 18. saatlerinde bu
stvi ortamdan 1 ml alinmigtir. Bu 1 ml s1ivi 6rnek asagida agiklandig: sekilde IMS
yonteminde kullanilmistir.

IMS y6ntemi igin dretici firmamin (Dynal) Onerdigi prosedir
uygulanmistir. Buna gore; manyetik plate uzaklastirilmis ve istenen miktarda
mikrosantrifiij tiipii dynal MPC’ ye yerlestirilmistir. Dynabeads anti-E. coli O:157
dibindeki pelet gozle goériilmez hale gelinceye kadar calkalanarak siispanse
edilmigtir. 20 pl. Dynabeads anti- E. coli O:157 herbir tiipe konulmustur.

1 ml. On zenginlestirilmis s1iv1 6rnek eklenmistir. Her bir yeni &rnek icin
u¢ degistirilmis ve tiiplin agz1 kapatilmistir. Dynal MPC rak: birkag kez bas asagi
cevrilmistir. Oda sicakhiginda 10 dk. Hafifce sallanarak inkiibe edilmistir.
Manyetik plate dynal MPC’ ye yerlestirilmis, rak birka¢ kez bas asag: edilerek,
boncuklarin tiipiin bir kenarinda ansantre_ olmasi saglanmis ve 3 dk. yeterli :
kazanim i¢in beklenmistir. Tiipiin agzi éc;llarak Ornek siipemataﬁt dikkatlice
uzaklastirilmistir. Manyetik plate dynal MPC’ den uzaklastinlmistir.

Pipetle ¢apraz kontaminasyona neden olmamak igin tiipe dokunulmadan, 1
ml. yikama tamponu (PBS-tween) eklenmistir. Kapaklar kapatilmis ve dynal MPC
bas asag edilerek boncuklarin resiispanse olmasi saglanmistir.

Manyetik plate dynal MPC’ ye yerlestirilmis, rak birka¢ kez bas asag:

edilerek, boncuklarin tiiptin bir kenarinda konsantre olmasi saglanmis ve 3 dk.
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yeterli kazamim igin beklenmistir. Tipilin agzi agilarak Ornek siipernatant
dikkatlice uzaklastirilmigtir. Manyetik plate dynal MPC’ den uzaklastirimistir.

Pipetle capraz kontaminasyona neden olmamak i¢in tiipe dokunulmadan, 1
ml. yikama tamponu (PBS-tween) eklenmistir. Kapaklar kapatilmis ve dynal MPC
bas asag1 edilerek boncuklarin restispanse olmasi saglanmlstlf.

Manyetik plate dynal MPC’ye yerlestirilmis, rak birka¢ kez bas asagi
edilerek, boncuklarin tiiptin bir kenarinda konsantre olmast saglanmis ve 3 dk.
yeterli kazamim icin beklenmigtir. Tiiplin agz1 agilarak ©rnek siipernatant
dikkatlice uzaklastirilmistir. Manyetik plate dynal MPC’ den uzaklastirilmistir.

Dynabeads bakteri kompleksi 100ul. yikama tamponu (PBS-tween) i¢inde
resiispanse edilerek vorteksle kangtiriimistir. '

E. coli O:157 Izolasyonu igin IMS’ den sonra, resiispanse boncuklar 50pl.
olarak kiiltiir ortamina transfer edilmistir. Stipheli kolonilerin deteksiyon sansini
arttirmak i¢in SMAC agar (CT-supplementli)’a ekim yapilmistir. Boncuk-bakteri
kompleksi steril ekiivyon ile petrinin bir yarisina yayilmig ve buradan steril
kufdan ile ¢izgiler gekilerek diliisyon saglanmistir. Petriler 35-37 °C* de 18-24

saat inkiibe edilmistir [33].
2.2.6. PCRile E. coli O157:H7 Varhgmm Arastiriimas:

PCR ile hedef bakteri aranmas1 amaciyla kullanilan primerler ve bunlara

ait ozellikler Cizelge 2.2’de verilmistir.

Anzdolu Universites.
Merkez Kitiphane



Cizelge 2.2. PCR’da kullanilan primerler ve dzellikleri

Locus

eacA

hilyA

stx2

SLTI

Oligomer Sequence
Forward CAA-TTT-TTC-AGG-GAA-TAA-CAT-TG

Reverse AAA-GTT-CAG-ATC-TTG-ATG-ACA-TTG

Forward AAG-CCG-GAA-CAG-TTC-TCT-CAG-C
Reverse CTC-CTT-CCC-GTT-GTT-TTC-TCA-G

Forward TCT-TAT-CTG-GAT-TTA-ATG-TCG-C
Reverse TCA-GCT-GTC-ACA-GTA-ACA-AAC-C

Forward TTA-TAC-CAC-TCT-GCA-ACG-TGT-C
Reverse AAC-TCC-ATT-AAC-GCC-AGA-TA-

Forward 5’-CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG-3’
Reverse 5’-CACCAGACAATGTAACCGCTG-3’

SLT II Forward 5’~-ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG-3’

H7

Reverse 5’-GCGTCATCGTATACACAGGAGC-3’

Forward 5’-GCGCTGTGTCGAGTTCTATCGAGC-3’
Reverse 5°’-CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC-3’

2.2.6.1. Genomik DNA Izolasyonu

31

Pozitif kontrol olarak kullandigimiz referans E. coli O157:H7 genomik

DNA sinin izolasyonu amactyla 5 ml nutrient broth besi yerine tek koloniden

ekim yapilmis vev150 devir/dakika hzda 37 °C’de bir gece liremeye birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra kijltiirl'jh 1.5 ml’si 5.000 rpm’de 5 dakika santrifiij

edilmigtir. Slipernatant uzaklastirilarak peletin tizerine 1 ml Tris-EDTA ¢ozeltisi

eklenerek vortekslenmis ve tekrar 5.000 rpm’de 5 dakika santrifiijjlenerek

slipernatant uzaklastinlmistir. Cokelti lizerine 567 upl TE+2.83 mg lizozim

eklenmis ve mikropipet yardimiyla siispansiyon haline getirilmigtir. 37 °C’de 30
dakika bekledikten sonra 30 pl %10’luk SDS eklenmis ve 37 °C’de 15 dakika
bekletilmistir. Sonra sirasiyla 100 pl 5 M NaCl ve 80 pl CTAB/NaCl eklenerek
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65 °C’de 10 dakika bekletilmistir. Uzerine esit hacimde kloroform/isoamil alkol
(24:1) eklenmis ve 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Ust faz dikkatli bir
sekilde alinip temiz ( bir tiipe aktarilmig ve Ulzerine esit hacim
fenol/kloroform/isoamil alkol (25:24:1) eklenmigtir. 10.000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendikten sonra {ist faz yeni bir tiipe alinmis ve iizerine 0.6 hacim
isopropanol eklenmistir. 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendikten sonra
slipernatant atilmistir. Cokelti tizerine 10 pl %70°lik etanol konulmus ve tiip
hemen ters ¢evrilerek alkolun atilmasi saglanmistir. Oda sicakliginda bir stire
bekletilerek ¢dkeltinin kurumasi saglanmis ve ¢okelti tizerine 100 ul TE konarak
stispansiyon haline getirilmis ve +4°C’de saklanmistir. DNA izolasyonunun
gerceklesip gerceklesmediginin anlasilmasy i¢in TE ile ¢ozelti haline getirilmis
olan 6rnekten 10ul uygun yiikleme tamponuyla karistirilarak %1°lik agaroz jele

yiiklenmis ve 80 V’da yiiriitiildiikten sonra UV kutusunda incelenmistir [29].
2.2.6.2. eaeA Genine Spesifik Primerler ile Amplifikasyon

E. coli O157:H7 genomik DNA’si témplate (kalip) olarak kullanilmis ve
eaeA geni i¢in spesifik primerlerle asagidaki kogsullar saglanarak PCR ile
amplifikasyon gerceklestirilmigtir. 25 pl’lik reaksiyon asagidaki oranlarda
hazirlanmistir [34].

2.5 pl TagDNA Polimeraz Tamponu; 4 pl dANTP kansimi (her biri
200uM); 2.5ul MgCl, (2.5 mM); 1pl Primer (1uM); Taq DNA Polimeraz 1 {inite;
3ul Kaynak DNA; 10ul steril distile su

35 dénght’

95°C 15 saniye
58°C 45 saniye
72°C 45 saniye
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2.2.6.3. hlyA Genine Spesifik Primerler ile Amplifikasyon

E. coli O157:H7 genomik DNA’si template (kalip) olarak kullanilmig ve
hlyA  geni igin spesifik primerlerle agagidaki kosullar saglanarak PCR ile
ampliﬁkasyon gerceklestirilmistir [34].

25 pl’lik reaksiyon asagidaki oranlarda hazirlanmistir.

2.5 pl TagDNA Polimeraz Tamponu; 4 pl dANTP karisimi (her biri
200uM); 2.5pu1 MgCl, (2.5 mM); 1ul Primer (1uM); Taq DNA Polimeraz 1 inite;
3ul Kaynak DNA; 10ul steril distile su

35 dongii

95°C 15 saniye
58°C 45 saniye
72°C 45 saniye

2.2.6.4. H7 Genine Spesifik Primerler ile Amplifikasyon

E. coli O157:H7 genomik DNA’s1 template (kalip) olarak kullanilmis ve
H7 geni igin spesifik primerlerle asagidaki kosullar saglanarak PCR ile
amplifikasyon ger¢eklestirilmigtir [35].
25 pl’lik reaksiyon asagidaki oranlarda hazirlanmistir.

2.5 ul TagDNA Polimeraz Tamponu; 4 pl ANTP karisimi (her biri
200uM); 2.5n1 MgCl, (2.5 mM); 1ul Primer (1uM); Taq DNA Polimeraz 1 {inite;
3pl Kaynak DNA; 10ul steril distile su

40 dongii

94°C 1 dakika
65°C 2 dakika
72°C 2 dakika
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2.2.6.5. stx]1 Genine Spesifik Primerler ile Amplifikasyon

E.coli O157:H7 genomik DNA’s1 temﬁlate (kalip) olarak kullanilmis ve
stx] geni i¢in spesifik primerlerle asagidaki kosullar saglanarak PCR ile
amplifikasyon gergeklestirilmigtir [34].

25 pl’lik reaksiyon asagidaki oranlarda hazirlanmistir.

2.5 pl TagDNA Polimeraz Tamponu; 4 ul dANTP kanisimi (her biri
200uM); 2.5u1 MgCl, (2.5 mM); 1ul Primer (1uM); Taq DNA Polimeraz 1 {inite;
3ul Kaynak DNA; 10ul steril distile su

35 dongii
95°C 15 saniye

58°C 45 saniye
72°C 45 saniye

2.2.6.6. stx2 Genine Spesifik Primerler ile Amplifikasyon

E.coli O157:H7 genomik DNA’s1 template (kalip) olarak kullanilmis ve
stx2 geni i¢in spesifik primerlerle aségldaki kosullar saglanarak PCR ile
amplifikasyon gerg:eklestirilmistir [34].

25 pl’lik reaksiyon asagidaki oranlarda hazirlanmigtir.

2.5 pl TagDNA Polimeraz Tamponu; 4 ul dANTP karisimi (her biri
200uM); 2.5u1 MgCl, (2.5 mM); 1pl Primer (1pM); Taqg DNA Polimeraz 1 iinite;
3ul Kaynak DNA; 10p] steril distile su |

35 dongii

95°C 15 saniye
58°C 45 saniye
72°C 45 saniye
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2.2.6.7. sltl Genine Spesifik Primerler ile Amplifikasyon

E. coli O157:H7 genomik DNA’s1 template (kalip) olarak kullamlmig ve
sltl geni icin spesifik primerlerle asagidaki kosullar saglanarak PCR ile
amplifikasyon gergeklestirilmistir [35].

25 ul’lik reaksiyon asagidaki oranlarda hazirlanmistir.

2.5 pl TagDNA Polimeraz Tamponu; 4 pul dNTP karisimi (her biri
200pM); 2.5u1 MgCl, (2.5 mM); 1pl Primer (1uM); Taq DNA Polimeraz 1 iinite;
3pul Kaynak DNA; 10ul steril distile su

40 dongii
94°C 1 dakika

65°C 2 dakika
72°C 2 dakika

2.2.6.8. slt2 Genine Spesifik Primerler ile Amplifikasyon

E. coli O157:H7 genomik DNA’s1 template (kalip) olarak kullanilmig ve
slt2 geni igin spesifik primerlerle asagidaki kosullar saglanarak PCR ile
amplifikasyon gergeklestirilmistir [35].

25 pul’lik reaksiyon asagidaki oranlarda hazirlanmistir.

2.5 ul TagDNA Polimeraz Tamponu; 4 pl dNTP karnisimi (her biri
200uM); 2.5u1 MgCl, (2.5 mM); 1ul Primer (1pM); Taqg DNA Polimeraz 1 {inite;
3ul Kaynak DNA; 10pl steril distile su

40 dongii
94°C 1 dakika

65°C 2 dakika
72°C 2 dakika
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2.2.6.9. Et Orneklerindeki E. coli 0157:H7’lerin belirlenmesi icin PCR

Et Omeklerindeki E. coli O157:H7’lerin belirlenmesi amaciyla yapilan
‘gahsmada bu orneklerdeki kalip DNA’larin hazirlanmasi kaynatma metodu [35]
ile yapilmistir. Bu amagla zenginlestirme ortamindan inkiibasyonun 6. ve 18.
saatlerinde alinan 1 ml 6rnek 12.000 g’de 5 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant
uzaklastirtlmistir. Pelet 1 ml steril su i¢inde ¢6ziilerek 15-20 dakika kaynatilmis
ve ¢oOziinmeyen materyallerin uzaklastinlmas: igin 5 dakikalik bir santrifiij
yapilmigtir. Siipernatant kismi kalip DNA olarak kullanilmigtir. PCR kosullarn ise
denenen her primer i¢in yukarida agiklandig: gibi yapilmugtir.

PCR iriinleri %1.2’lik agaroz jelde gézlenmigtir [35].
2.2.7. Lateks Agglutinasyon Testi ile 0157 ve H7 Antijenlerinin Tesbiti

SMAC ve CT-SMAC besiyerlerinde inkiibasyondan sonra seffaf gériinen
sipheli koloniler diger biyokimyasal testlerin yaninda lateks agglutinasyon testine
de tabi tutulmuslardlr. Ozel test kiti O157 ve H7 ayirmum yapabilecek nitelikte
antibadileri igermektedir ve Ozel bir yiizey iizerinde test edilecek et 6rnegi ve
0157 antiserumu ya da H7 antiserumu bir kiirdan yardimiyla karistirildiktan sonra
aglutinasyon varlig1 pozitif sonug olarak kaydedilmistir. Lateks aglutinasyon testi
aymit zamanda Escherichia coli (NRRL B-3704) ve Salmonella typhimurium
(NRRL B-4420) test bakterilerine de uygulanmis ve negatif kontrol olarak

degerlendirmeye alinmiglardir.
2.2.8. Biyokimyasal Testler
SMAC, CT-SMAC ve VRBA npetrilerinde siipheli olarak goriilen

kolonilerin disinda farkli karakterlerdeki koloniler de saflagtirilarak bunlarin

biyokimyasal testleri yapilmistir [28].



37

2.2.8.1. indol Testi

Tripton brothlu tiiplere izolatlar inokiile edilerek 37 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmisgtir. |

1nkiibasyon siiresi sonunda her tiipe yaklasik 1 ml kloroform ilave edilerek
tyice ¢alkalanmigtir.

Daha sonra tiipe birka¢ damla Kovaks ¢6zeltisinden damlatilarak hafifce

calkalanmig ve kirmizi renk olusumu pozitif sonug olarak kaydedilmistir [28].
2.2.8.2. Metil-Red Testi

MR-VP broth igeren tiiplere organizmalar asilandiktan sonra 37 °C’de 48
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon stiresi sonunda, kiiltiir ortamindan
2ml alinarak iizerine 5 damla metil kirmuzis1 ¢ozeltisinden damlatilmistir.Ust

kisimda kirmizi bir rengik olusumu pozitif sonug olarak kaydedilmisgtir [28].
2.2.8.3. Voges-Proskauer Testi

MR-VP broth igeren tiiplere organizmalar asilandiktan sonra, 37 °C’de 48
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, kiiltiir tizerine 0.5 ml
a-Naftol ¢oOzeltisinden ve daha sonra 0.5 ml KOH ¢ozeltisinden ilave
edilmigtir. Tupler ¢alkalanarak 5-10 dakika beklenmis ve kirmizi renge doniigim

pozitif sonug olarak kaydedilmistir [28].
- 2.2.84. Sitrat Testi
Simon Sitrat agar igeren tiiplere inokiilasyondan sonra, 37 °C’de 48 saat

inkiibasyona birakilmiglardir. Inkiibasyon siiresi sonunda, besi yeri renginin

yesilden maviye déniigtimii pozitif sonug olarak kaydedilmistir [28].
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2.2.9. PROTEIN ANALIZLERI
2.2.9.1.TOTAL HUCRE PROTEINLERININ ELDESI

Bakteri hiicreleri‘ Oncelikle kat1 besi ortaminda aktif hale getirilmis sonra
da 100 ml niitrient broth icine yogun astlama yapilarak calkalamal: etiivde (37 °C)
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra steril santrifiij tiiplerinde 10.000
rpm’de 10 dakika +4°C°de santrifiigasyon yapilmigtir. Stipernatant uzaklastirilarak
pelet ii zerine 8 mg lizozim ve 4 ml T ris-citrate t amponundan ilave edilerek o da
sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra tiipler vortex ve elde hafifce
kanistirilarak homojen siispansiyon haline getirilmigtir. Sonikatdr siselerine
aktarilan stispansiyonlar 3 sn-3 sn periyotlarda buz tizerinde 5-6 dakika sonike
edildikten sonra kirilma 40X objektifle gbzlenmistir. Elde edilen siispansiyon
20.000 g’de 20 dakika +4°C’de santrifiij edilmis, pelete dokunulmadan sadece
slipernatant kismi kiigik hacimler halinde ependorflara paylastirilmis,

etiketlenmis ve —20 %C’de muhafaza edilmistir [36].

22.9.2. Bradford Yontemi ile Orneklerdeki Protein Miktarlarimin

Belirlenmesi

Sonike edilmis olan orneklerdeki protein miktarlarinin belirlenmesi
amaciyla Bradford yontemi uygulanmistir. Bu yontemde ilk olarak Bovin serum
albumin proteininin bir diliisyon serisi Bradford boyas: i¢inde hazirlanmis ve
Asos’de spektrofotometrede yapilan olgtim ile bir standart egri olusturulmustur.
Daha sonra kendi &meklerimizin Asos’deki absorbansi spektrofotometrede
- okunmus, bulunan' deger standart egri yardlrhlyla 0 Gmekfeki protein miktarinin

pg/ml cinsinden hesaplanmasinda kullanilmigtir [37].
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2.2.9.3.SDS POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZi

Elektroforez i¢in gerekli olan malzemeler hazirlandiktan sonra tiimii uygun
ortamlarda muhafaza edilmistir. Elektroforez tanki uygun bigimde kurulduktan
sonra jelin hazirlanmasi islemine gegilmistir.

%10’luk 10 ml aywma jelinin hazirlanmasi gerekli olan H,O, %30
akrilamid karisimi, 1.5 M Tris (pH 8.8), %10 SDS, %10 AMPS ve TEMED
materyal bollimiinde belirtildigi miktarlarda steril sar1 ve mavi uglar araciligiyla
temiz bir tiip i¢cinde hazirlanmis ve sonrada jel aygitina karigim bosaltilmistir: Diiz
bir ylizey elde etmek igin dokiilen jel {izerine su ile doyurulmus biitanolden 4-5
damla ilave edilmigtir. Jel donduktan sonra biitanol distile su ile temizlenmis ve
kurutma kagid1 araciligiyla da suyu alinmustir.

3 ml yiikleme jelinin hazirlanmasi i¢in gerekli olan H,O, %30 akrilamid
kansimi, 1 M Tris (pH 6.8), %10 SDS, %10 AMPS ve TEMED gerekli miktarda
steril mavi ve sar1 uglar araciligiyla hazirlanmis ve donmus olan yiikleme jelinin
lizerine dokiilmustiir. Bu iglemi takiben 12 gukurlu tarak teli yerlestirilmistir.
Yikleme jeli kurulduktan sonra 1X yiiriitme tamponu ile elektroforez tanki
doldurulmus, tarak jeli bozmayacak sekilde dikkatlice ¢ikarlmis ve taragin
olusturdugu ¢ukurlara numara verilmistir.

Jel dokme iglemi bittikten sonra yiiriitiilecek protein &rnekleri ve
isaretleyici protein temiz ependorf tiipleri ig¢inde hazirlanmistir. Jel gukurlarina
yiklenen protein miktarinin 25pug/30u1-30ug/30ul arasinda olmasina 6zen
gosterilmistir.

30ul protein 6rneginin tizerine 10ul 2X jel yiikleme tamponu ilave
edilerek toplam 40ul hacim elde edilmistir. Benzer sekilde Sul ge'nis aralikh
isaretleyici protein (MBI Férinentas Proteih Ladder 10-200 kDa SM0661 200-
150-120-100-85-70-60-50-40-30-25-20-15-10) tizerine 10ul 2X jel yiikleme
tamponu ve 25 pl distile su ilave edilmistir.

Bu sekilde hazirlanan protein 6rnekleri 2-3 dakika kaynayan su iginde
bekletilmis ve ependorflarda toplanan su buharini toplamak i¢in 12.000 rpm’de 1

dakika santrifj edilmistir.
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Hazirlanan protein drnekleri Hamilton siringa yardimu ile donmus jelde
olusmus gukura aktarilmis ve 80 V’luk elektrik akimi uygulanarak elektroforeze
tabi tutulmustur. Boya ayirma jelinin baglangic ¢izgisine geldiginde glic kaynagi
120 V’a ayarlanmistir. Boya jelin sonuna ulastiginda elektroforeze son verilmis ve
jel elektroforez tankindan g¢ikarilmigtir. Temiz bir kaba alinan jel, jel boyasi
(Coomasie Brillant Blue) ile en az 2 saat boyanmistir. Boyama isleminden sonra
yikama tamponunu igine konulan jel bir gece boyunca hafifce ¢alkalanarak fazla
boyanin uzaklasmasi saglanmigtir. daha sonra jel, koruma soliisyonu igine

alinarak fotograflan ¢ekilmistir [29].
2.2.10. PLAZMID ANALIZI

2.2.10.1.ALKALI-LiZiS YONTEMI ILE PLAZMID iZOLASYONU

5 ml niitrient broth i¢ine tek koloniden ekim yapilmistir. 150 devir/dakika
hizda, 37 °C’da, bir gece inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon sonunda 5000 devir/dakika hizda, 40C’da, 10 dakika
santrifiijlenmis ve siipernatant uzaklastiriimistir.

Pelet tizerine 1 ml TE konulduktan sonra vorteks yardimi ile slispansiyon
haline getirilmis ve 1.5 ml’lik tiipe aktarilmistir.

10.000 devir/dakika hizda, 4 °C’da 5 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant
uzaklastirilmistir.

Pelet tizerine 100 pl soliisyon I (50 mM Glukoz, 25 mM Tris HCl, 10 mM
EDTA, pH 8.0) eklenerek, vorteks yardimi ile siispansiyon haline getirilmis ve 5

~dakika oda sicakliginda bekletilmigtir.
* Uzerine 200 pl solisyon II (0.2 N NaOH, %1 SDS) eklenmis ve alt iist

edilerek karistinlmistir. 10 dakika buzda bekletilmistif. |

150 pl soguk solusyon III (60 ml 5 M potasyum asetat (Kac), 11.5 ml
glasiyel asetik asit, 28.5 ml H,O, Etanol %100 (absolii))eklenmis ve alt st
edilerek karigtinlmistir. 10 dakika buzda bekletilmigtir.

15.000 devir/dakika hizda, 4°C’da, 5 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant
temiz bir tiipe alinmugtir.

Uzerine 2 hacim etanol eklenerek 5 dakika oda sicakhiginda bekletilmistir.
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15.000 devir/dakika hizda, 4°C’da, 20 dakika santrifiijlenmis ve
slipernatant uzaklastinlmistir. Cokelti kuruyuncaya kadar oda sicakliginda
bekletilmistir. '

Pelet iizerine RNaz iceren (20 mg/ml) 50 ul TE eklenerek silispansiyon
haline getirilmistir [29]. |

2.2.10.2. Plazmidler icin Agaroz Jel Elektroforezi

Kullanilacak jelin biiytikliigiine gére %1 oraninda olacak sekilde tartilan
agaroz TBE (Tris-Borikasid-EDTA) tamponu i¢inde kaynatma yolu ile
¢6ziundiiriilmiistiir. 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra 0.5 pg/ml etidyum bromiir
ilave edilmistir. Kenarlar1 6zel lastikleri ile kapatilarak sizdirmaz duruma
getirilmis olan 6zel kabina dokiilerek, yiikleme yapilacak kuyucuklari olusturacak
tarak yerlestirilmistir. Jel donduktan sonra jeli tasiyan kabin lastikleri
uzaklastinlarak bu kap elektroforez tankina alinmigtir. TBE tamponu ile dolu
durumda olan tankin igerisinde tarak jelden uzaklastirilarak yiikleme igin hazir
hale getirilmistir. }

TE tamponu i¢inde ¢6ziinmiis durumda olan plazmid Srmeklerindenl0 pl
alinarak 2 pl yikkleme boyas: ile karistirilmis ve jeldeki kuyucuklara
yiiklenmislerdir. Tiim 6rnekler jele uygulandiktan sonra plazmidlerin molekiiler
agirliklarini kargilastirabilmek amaciyla 1kb DNA marker da jeldeki bir ¢ukura
yiiklenip 80V akim ile 30-45 dakika yiriitilmustlir. Stire sonunda jel UV
transilluminatére alinmis ve jel goriintiileme sisteminde gerekli incelemeler i¢in

fotograflanarak bilgisayara kaydedilmistir [29].
2.2.11. HINDI KIYMASINDA CANLI KALMA SURESININ TESBITI

E. coli O157:H7 nin hindi kiymasinda canli kalma siiresini tespit
edebilmek i¢in, marketten alinan kiyma ornegi 25°er gramlik pargalara boliinmiis
ve her 25 gramlik pargaya graminda 1-10, 10-100 ve 100-1000 canli bakteri
olacak sekilde E.coli O157:H7 asilanmistir. Bu 6rneklerde mevcut olarak bulunan

bakteriyel yiikiin belirlenmesi i¢in E.coli O157:H7 asilamasi yapilmayan 25

Anadolu{niversitesi
Merkez Kiitintame
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gramlik bir parga TSB ortamina alinmig ve bir stire ¢alkalandiktan sonra PCA ve
VRBA'’ya ekimleri yapilmgtir. Ekim yapilan bu petriler 37°C’de 1 gece inkiibe
edildikten sonra toplam bakteri ve toplam koliform sayilar1 kaydedilmistir.

1-10, 10-100 ve 100-1000 canli hiicre/gram E. coli O157:H7 asilanmig
olan hindi kiymasi 6rnekleri ise +4 °C’ye konmustur. Astlamanin yapildig: giin 0.
glin olarak kaydedilerek, bundan sonra 1., 3., 5., 7. ve 10. giinlerde bu 6mekler
TSB ortamina alinarak 37°C’de 0n zenginlestirmeye tabi tutulduktan sonra diger
et Orneklerinde oldugu gibi SMAC ve CT-SMAC besiyerlerine direkt ekim,
Immunomanyetik aymimdan sonra CT-SMAC’a ekim ve PCR da farkh

primerlerle hedef bakteriye ait genlerin saptanmasi amaciyla incelenmislerdir.
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3. BULGULAR
3.1. Et Orneklerindeki Toplam Bakteri Sayismnin Tespiti

37 °C’de 1 gece inkiibasyondan sonra PCA petrilerindeki koloniler
sayilmistir. 30-300 arasinda koloniye sahip petriler segilerek, diliisyon faktoriine
gbre et Ornegindeki toplam bakteri sayis1  hesaplanmistir. Buna gére
calismamizda incelenmis olan et 6rneklerindeki toplam bakteri sayilart Cizelge

3.1°de gosterilmistir.

3.2. Et Orneklerindeki Koliform Grubu Bakterilerin Sayisimin Tesbiti

37 °C’de 1 gece inkiibasyondan sonra VRBA petrilerindeki koloniler
sayilmigtir. 30-300 arasinda koloniye sahip petriler segilerek, diliisyon faktériine
gore et Ornegindeki koliform grubu bakteri sayist hesaplanmistir. Buna gore
calismamizda incelenmis olan et &rneklerindeki koliform grubu bakteri sayilari

Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Et 6rneklerindeki toplam bakteri sayilari

" Koliform Grubu Bakteri
ORNEK NO Toplam Bakteri Sayisi
sayist
1 2.10° . 1.10*
2 1.10° 8.10°
3 2.10* 4.10°
4 9.10° , o 2.10°
5 5.10° - 1 3107
6 3.10° 2.10°
7 8.107 2.107
8 7.107 5.10'
9 1.10° 2.10°
10 2.10° 5.10°
11 5.10° 3.10°
12 6.10° 1.10'
13 4.10° 6.10°
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14 3.10° 7.10'
15 3.10° 2.10°
16 2.10° 1.10°
17 2.10° 1.10°
18 1.10° 5.10°
19 4.10° 7.10°
20 3.10° 2.10°
21 2.10° 1.10°
22 2.10° 2.10°
23 5.10% 6.10"
24 4.10° 210°
25 2.10° 8.10'
26 1.10° 6.10°
27 2.10° 4.10'
28 3.10° 2.10°
29 5.107 1.10'
30 9.10° 4.10'
31 2.10° 5.10°
32 2.10° 8.10°
33 6.10° 7.10"
34 5.10% 2.10°
35 1.10° - 7.10°
36 6.10° 3.10°
37 2.10° 7.10’
38 9.10° 5.10°
39 3.10° 8.10
40 2.10° 7.10°
41 6.10° 1.10°
42 1.10° 9.10"
43 3107 3.10'
44 4.10° 2.10'
45 2.10° 1.10°
46 3.10° 1.10'
47 8.10° 2.10°
48 1.10° 6.10°
49 2.10° 3.10°
50 2.10° 4.10°
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3.3. Et Orneklerindeki E. coli 0157:H7 Varh@mn Kiiltiirel Yontemle

Belirlenmesi

Et émeklerinde E. coli O157:H7 varhigimn belirlenmesi amaciyla 0., 6.,
18. ve 24. saatlerde zenginlestirme ortamindan SMAC ve CT-SMAC besi
ortamlarina ekim yapilmis ve 37°C’de 1 gece inkiibasyondan sonra siipheli seffaf
kolonilerin varligi incelenmistir.

Buna gore caligmamiz sirasinda incelenen et Orneklerinde 0. ve 6. saat
ekimleri sonrasinda higbir stipheli koloni izole edilememistir. 15 ve 38 numarali et
orneklerinin 18. ve 24. saat ekimleri sonrasinda siipheli koloniler elde edilmis ve

bunlarin E. coli O157:H7 olduklar daha sonraki testlerle dogrulanmistir.

3.4. Immuno Manyetik Aywrma Yontemi (IMS) ile E. coli O157:H7

Varhgimnin Saptanmasi

Et 6rneklerinde E. coli O157:H7 varliginin belirlenmesi amaciyla 6. ve 18.
saatlefde zenginlestirme ortamindan alinan 1 ml 6rnek immunomanyetik ayirim
islemine tabi tutulrﬁus ve islem sonrasinda 50 rhikrolitre CT-SMAC besi ortamina
ekilerek ve 37°C’de 1 gece inkiibasyondan sonra siipheli seffaf kolonilerin varhg:
incelenmistir.

Calismamizda incelenen 50 et 6rnedi arasinda 1 tanesi (15. 6rnek) 6. saat
immunomanyetik ayirim isleminden sonra ve 5 tanesi (29., 38., 42., 45. ve 48.
Ormekler) 18. saat immunomanyetik ayirimdan sonra pozitif olarak sonug

vermislerdir.

3.5. PCRile E. coli 0157:H7 Varhgmn Arastirilmas:

Calismamizda PCR yontemini kullanarak et oOrneklerindeki FE. coli
O157:H7 varhginin belirlenmesi amaciyla ilk olarak bu bakteriye ait genomik
DNA basaril: bir sekilde izole edilmistir. Sekil 3.1°de E. coli O157:H7 genomik

DNA’sinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiisii verilmistir.
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Sekil 3.1. E. coli O157:H7 genomik DNA’s!

DNA izolasyonundan sonra stx1, stx2, eaeA, hlyA, sltl, slt2 ve H7
primerleri i¢in ayri ayrn reaksiyonlar kurularak bunlarin optimizasyonlari
saglanmaya ¢aligilmistir. 25 pl’lik reaksiyon asagidaki oranlarda hazirlanmigtir.

2.5 pl TagDNA Polimeraz Tamponu; 4 pl dNTP karigimi (her biri
200uM); 2.5ul MgCl, (2.5 mM); 1pl Primer (1uM); Taq DNA Polimeraz 1 iinite;
3ul Kaynak DNA; 10ul steril distile su

sltl, slt2 ve H7 primerleri ile amplifikasyon igin agagidaki sartlarin en
uygun oldugu sonucuna varilmgtir. |

40 dongii

94°C 1 dakika

65°C 2 dakika

72°C 2 dakika
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Bu genlerin amplifikasyon triinleri beklenildigi gibi sltl igin 348 bp, slt2
icin 584 bp ve H7 igin ise 625 bp olarak gozlenmistir.

PCR reaksiyonlar sonucu olusan iirlinler %1.5 lik jelde gdzlenmistir. Sekil
3.2’de bu ii¢ primerin referans bakteriye ait DNA ile verdikleri PCR iiriinleri

gosterilmektedir.
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Sekil 3.2, A’gai‘ozjelde slt1, slt2 ve H7 primerlerinin verdigi reaksiyon iiriinleri

Sekil 3.2°de birinci gukurda GeneRuler 50 bp’lik marker (Fermentas),
ikinci ¢ukurda sltl, t¢lincii ve dordiincii gukurlarda ise sirasiyla slt2 ve H7
primerlerinin reaksiyon iiriinleri gériilmektedir.

eaeA, hlyA, stx1 ve stx2 primerleri ile amplifikasyon i¢in en uygun sartlar

asagidaki gibi bulunmustur.
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35 dongii
950C 15 saniye

580C 45 saniye
720C 45 saniye

Bu genlerin amplifikasyon tiriinleri sirasiylal04 bp, 96 bp, 89 bp ve 96 bp
olarak tespit edilmistir. Bu tirtinler %2’lik agaroz jelde gozlenmislerdir. Sekil
3.3’de bu ii¢ primerin referans bakteriye ait DNA ile verdikleri PCR iiriinleri

verilmistir.

Sekil 3.3. Agaroz jelde eae, hlyA ve stx1 primerlerinin verdidi reaksiyon iiriinleri

Sekil 3.3’de son ¢ukurda GeneRuler 50 bp’lik marker (Fermentas),
birinci ¢ukurda eae, ikinci ve lglincli ¢ukurlarda ise sirasiyla hlyA ve stxl

primerlerinin reaksiyon {iriinleri goriilmektedir.
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3.6. Et Orneklerindeki E.coli 0157:H7’lerin belirlenmesi i¢cin PCR

Et 6rneklerindeki hedef bakterinin PCR ile belirlenmesi amaciyla yapilan
deneylerde zenginlestirme ortamlarindan 6. ve 18. saatlerde ah-nan 1 ml 6rnek
metod kisminda anlatilan bir dizi islemden sonra template olarak kullanilmis ve
kullanilan primerlere gére uygun reaksiyon sartlarinda amplifikasyon yapilmustir.
Ancak hicbir et Omeginde 6. saat inkiibasyondan sonra pozitif sonug
alinamamustir. 4 6mek de ise 18. saat inkiibasyondan sonra pozitif sonug
alinmistir.

Cizelge 3.2°de ¢alismamizda E. coli O:157:H7 varliinin tespiti amaciyla
kullandigimiz PCR teknigi ile IMS ve kiiltiirel yontemlerin hedef bakteriyi tespit

edebilme durumlan birlikte verilmistir.

Cizelge 3.2. Kiiltiirel yontemler, IMS ve PCR tekniklerinin drneklerdeki hedef bakteriyi

tespit edebilme durumu

Ornek | Kiiltiirel Yéntemler IMS IPCR
No

0.saat | 6.saat |18. 24. saat | 6. saat 18. saat 6. saat | 18. saat
saat

1 R N - N N N - -

) N R N _ R R N -

10 - - - - - - - -
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42
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43 - - - - R - - R

44 - - - N R - - R

45 - - - - + + - +

46 - - - - - - - -

47 R . - ; - - - -

48 - - - - + + - -

49 - - - - - - - -

50 - - - ; - N - -

3.7. Lateks Agglutinasyon Testi ile O157 ve H7 Antijenlerinin Tesbiti

15, 29, 38, 42, 45 48 nolu et dmeklerinden IMS’den sonra CT-
SMAC’a yapilan ekim sonucunda siipheli olarak goriilen seffaf koloniler lateks
agglutinasyon test kiti (Wellcolex E. coli O157:H7) ile denenerek bu siipheli
kolonilerin O157 pozitif ve H7 pozitif olduklar1 yani hem O157 hem de H7

antikorlariyla aggliitinasyon olusturduklar gozlenmistir.
3.8. Biyokimyasal Testler

VRBA, SMAC ve CT-SMAC petrilerinden ¢ekilerek saflagtirilan
izolatlara IMVIC testleri uygulanmistir. Bu farkl izolatlara ait IMVIC testleri
sonucunda teste tabi tutulan 80 izolattan 44 tanesinin Enterobacter spp., 36 tanesi

Escherichia coli tip I olarak degerlendirilmistir.
3.9. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Calismamizda E. coli O:157:H7 olarak tamimladigimiz 6 izolatimizla
beraber referans E. coli O:157:H7 ve E. coli NRRL B-3704 suslarimn toplam
protein profilleri arasindaki benzerlikleri ortaya koymak amaciyla SDS-PAGE

uygulanmistir.
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SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi uygulamasindan sonra jel Jel
Dokumantasyon Sisteminde fotograflanmistir. Sekil 3.4’de SDS-PAGE sonundaki

jel goriintiisii verilmistir.

Sekil 3.4. SDS-PAGE isleminden sonra total protein profilleri (Sirasiyla 15, 29, 38, 42, 45, 48
nolu et 6rneklerinden izole edilen suslar; E. coli, E. coli O157:H7 ve son ¢ukurda marker

(Protein ladder))

Jel Dokumantasyon Sisteminde yer alan UVI-Band isimli analiz
- programinda SDS poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutulan bu drneklerin -

birbirleriyle olan homolojileri sekil 3.5°de gosterilmistir.
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Sekil 3.5. UVI Band programu ile elde edilen 6rnekler arasindaki benzerlik dendogram

3.10.Plazmid Analizi

Yontem kisminda belirtilen sekilde plazmid izolasyonu prosediirii
uygulandiktan sonra agaroz jelde yiiriitiilen 6rneklerin fotografi Sekil 3.6°de

verilmistir.

DECEMBER 28, 2003 - 19 H:11

Sekil 3.6. Plazmid izolasyonundan sonra drneklerin %1’lik jeldeki goriintiileri (Sirasiyla 15,
29, 38, 42, 45, 48 nolu et 6rneklerinden elde edilen izolatlar; E. coli, E. coli O157:H7 ve

marker (1 kb Fermentas))
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3.11. Hindi Kiymasinda Canh Kalma Siiresinin Tesbiti

Hindi kiymasina farkli miktarlarda asilanan ve +4 °C’ye alinan drmeklerde
farkli giinlerde farkli yontemler kullanilarak hedef bakteri aramasi yapilmistir.

Cizelge 3.3.’de bu fakh y6ntemlerin deteksiyon sonuglar1 gosterilmektedir.

Cizelge 3.3. Hindi kiymasina asilanan E. coli O157:H7 nin farkh yontemlerle tesbiti

Astlanan miktar CT-SMAC IMS PCR
Gin | capyy :
hiicre/gram 18. saat ' 18. saat 18. saat
6.saat 6.saat 6.saat
1. Guin | 1-10 - - + + - -
10-100 - + + + - -
100-1000 - + + + + -
3. Giin | 1-10 - - + + - -
10-100 . - - + + . - -
100-1000 + - + + + -
5. Giin | 1-10 - - - - . -
10-100 - - + + - -
100-1000 - - + + - -
7. Giin | 1-10 - - - - - -
10-100 - - - - - -
10'0-1000 - - + 3 -1 -
10. 1-10 - - - - - -
Giin
10-100 - - - - - -
100-1000 - - - - - -

+=Pozitif sonug¢ (Hedef bakteri bulunmustur)

-=Negatif sonu¢ (Hedef bakteri bulunamamistir)
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Incelenen hindi kiymasi 6rneginin toplam bakteri yiikiiniin belirlenmesi
amactyla PCA besiyerine yapilan ekim sonrasinda 6.10* bakteri igerdigi tespit
edilmistir. Ayni 6rnekten VRBA besi yerine yapllan ekimler ile de koliform grubu

bakteri say1s1 1.10% ve olarak bulunmustur.
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4. TARTISMA ve SONUC

Giiniimiizde gidalarda bulunan patojenlerin tespiti halk saghg: agisindan
cok biiyilk 6neme sahiptir. Bu patojenlerin en onemlilerinden birisi de hig
kuskusuz ki E. coli O157:H7 serotipidir.

Gidalarda ve diger kaynaklarda E. coli O157:H7’nin deteksiyonu iizerine
bir ¢ok ¢alisma yapilmis durumdadir [9, 10, 15].

E. coli O157:H7 serotipinin ¢esitli gida, klinik ve g¢evre orneklerinde
aranmasina yonelik olarak kisaca klasik ve gelismis olarak iki ana grupta
toplanabilecek ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Klasik yﬁhtemlerin biiylik
cogunlugu selektif zenginlestirme ve kati besiyerine ekim asamalarini iceren
var/yok testleri seklindedir. Bu testler ile analiz edilen belirli bir miktar 6rekte bu
bakterinin varlig1 ya da yoklugu arastirilmaktadir. Genellikle materyalde E. coli
O157:H7’nin varhiginin gosterilmesi selektif sivi besiyerinde zenginlestirme,
selektif ve ayirt edici bir katt bestyerine ekim ve son olarak da stipheli kolonilerin
biyokimyasal testlerle ya da serolojik testler kullanilarak O157 ve H7 olup
olmadlglnm belirlenmesi seklindedir.

Bahsedilen bu klasik yontemlerle E. coli O157:H7 izolasyonunda yogun
refakatci flora varligina bagh olarak siklikla “hatali negatif” sonuglar
alinabilmektedir. Aym1 zamanda zenginlestirme ortami olarak kullamlan
besiyerinde E. coli O157:H7 ile aym diizeyde gélisebilen E. coli tip 1, Citrobacter
freundii, Enterobacter spp., Hafnia alvei gibi yakin akraba tiirler selektif kati
besiyerinde de rahathikla gelisebilmekte ve eger baslangigtaki E. coli O157:H7
sayist1 bu flora i¢inde yeterli bir oranda degilse bu bakterilerin baskilamasi
nedeniyle analiz sonucu hatal olarak negatif olarak éllnaBilmektedir; Nitekimv
bizim yaptigimiz ¢alismada da, yukarldé bahsedilen kiiltiirel metodiarla negatif
olarak degerlendirdigimiz bazi orneklerin diger gelismis yontemlerle pozitif
olarak degerlendirilebilecekleri tesbit edilmistir. Yani et orneklerinde bulunan
mikrobiyal flora nedeniyle zenginlestirme ve seleksiyon amagli kullanilan
besiyerlerinde hedef bakteri olan E. coli O157:H7 baskilanabilmekte ve tesbit

edilememektedir.



58

Yapilan bir ¢aligmada H. alvei nin brain heart broth besi ortaminda E. coli
O157:H7 gelisimini kayda deger 6l¢lide engelledigi ortaya konmustur [25].

Gidalarda fekal koliformlarin dolayisiyla E. coli nin belirlenmest i¢in
kullanilan inkiibasyon sicakligi ole;n 44-45 5°C sicaklik smr refakatgi floranin
gelisimini baskilarken E. coli nin geligimini tegvik etmektedir. Ancak E. coli
O157:H7 bu sicaklikta zayif olarak gelisebilmektedir. Biz de yaptigimiz &n
caligmalar da 44-45.5°C sicaklikta E. coli O157:H7 gelisimi i¢in uygun
olmadigini tespit ettik. Bu nedenle ¢alismalarimiz sirasinda zenginlestirme ortami
i¢in inkiibasyon sicakligini 37°C olarak belirledik.

Selektif kat1 besiyeri olarak bugiin en yaygin kullanilan SMAC agar ve bu
besiyerinin modifikasyonlaridir. Bu besiyerinin standart MacConkey agardan
farki bilesiminde laktoz yerine sorbitol bulunmasidir. E. coli O157:H7 serotipi
sorbitol negatif oldugu igin bu besiyerinde renksiz koloniler olusturmakta, buna
karsilik sorbitolii kullanan bakterilerin olusturdugu asitlik bir pH indikatérii ile
kolonilerin kirmizi gériinmesine neden olmakta, boylece E. coli O157:H7 serotipi
sorbitol pozitif bakterilerden aywrt edilebilmektedir. Her ne kadar E. coli’lerin
cogu sorbitolii ferménte edevbilse dé %6 kadan da sorbitol negatiftir. Bu atipik
suslar gidalarda da buluinabildiginden her sorbitol negatif sus E. coli O 157:H7
olarak degerlendirilmemeli serolojik testlerle ya da baska yontemlerle kontrolii
yaptlmalidir. Biz de ¢alismamizda SMAC agar lizerinde elde ettigimiz siipheli
sorbitol negatif renksiz kolonilerin bir ¢ogunun aslinda E. coli O157:H7
olmadigini sonradan yaptigimiz lateks aggliitinasyon testi ile belirledik. Bu
nedenle silipheli kolonilerin mutlaka dogrulama testlerinin  yapilmasi
gerekmektedir.

Son dénemlerde yapilan ¢alismalarin gogunda SMAC besi o‘rtammé cesitli
katkilar eklenerek segiciligi ve ayirt ediciligi érttlrllmaya calisiimaktadir.
Bunlardan en ¢ok kullanilanlari da sefiksim ve tellurittir. Biz de yapmis
oldugumuz bu ¢alismada CT-SMAC agarl besiyerlerini kullandik. Elde ettigimiz
sonuglara gére CT-SMAC oldukea segici ve ayird edici bir besi ortami olarak
bulunmustur.

Klasik yontemle E. coli O157:H7 aranmasinda son asama selektif kati

besiyerinden izole edilen siipheli kolonilerin tamimlanmasidir. Bu tanimlama
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O157 serotipi i¢in biyokimyasal testlerle yapilabilecegi gibi dogrudan lateks
aggliitinasyon testi ile de yapilabilmektedir. Ancak O157 oldugu belirlenen
izolatin H7 olup olmadigi ancak H7 antiserumu ile belirlenebilmektedir. [38].
Bizim ¢alismamizda da selektif kati ortamda siipheli olarak bulunan kolonilerin
lateks aggliitinasyon -testi ile O157 ve H7 antijeni igerip igermedikleri kontrol
edilmisgtir. ‘

Yapilan bir ¢alismada aragtiricilar sigir digkisindan izole ettikleri ve E.
coli’ler iginde sadece O157:H7 serotipine dzgiilliik gdsteren spesifik bir kolifajin
E. coli O157:H7 identifikasyonunda bagar ile kullanilabilecegi gosterilmistir [39].

Klasik yontemlerle birgok enfeksiyon teshis edilmekte ise de bunlar bazen
yetersiz kalabilmekte ve 6zellikle refakatgi floranin maskelemesi nedeni ile ¢cogu
kez hatali negatif sonuglar alinabilmektedir. Bu nedenle, giderek gelisen analiz
teknikleri i¢inde bagta DNA esash testler ve immiino enzimatik yéntemler olmak
lizere cesitli analiz yontemleri tizerinde g¢aligilmakta, bunlardan bir kismu ticari
olarak Uretilip pazarlanmaktadir. Bu ydntemlere son zamanlarda yeni serolojik
metodlar, §zellikle, immiino assay (RIA), floresan immiino assay (FIA), enzim
immiino assay (EIA), immiino peroksidaz testleri vb. katilarak bakterilerinv
belirlenmesinde daha giivenli ve erken sonuglar alinabilmektedir. Ancak, bu
testler pahali oldugu gibi yetismis personele ve iyi donatilmis laboratuvarlara
gereksinim duymaktadir. Bu kadar duyarli olmalarina ragmen, bazi olgularda da
yine c¢apraz reaksiyonlar ve slipheli durumlar ortaya c¢ikmakta ve tani
gecikmektedir [12].

Immiinomanyetik ayirim yontemi de son zamanlarda bu patojenin
aranmasinda olduk¢a sik kullanilan bir yontem haline gelmistir [24].
Immiinomanyetik ayirma y()‘n'teminde 0157 spesiﬁk antikorlarin 4paramanyetik
par¢ac1k1ara tutturulmasi seklindeki bir selektif zenginlestirme ile diskida grarﬁda
107 koloni olusturan birim koliform bakteri bulunurken 10? kob/gr diizeyinde E.
coli O157:H7 belirlenebilmistir. Bu yontem pek ¢ok arastirmaci tarafindan
giivenilir ve duyarli olarak bulunmus ve dogrulama igin dogrudan izolasyon
saglamasi nedeni ile diger gelismis analiz yontemlerine gore de avantajli olarak

tanimlanmigtir [15].
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Calismamizda farkl: et 6rneklerinde E. coli 0157:H7 varligini test ederken
immiinomanyetik ayirma yonteminin ¢ok daha basarili ve daha hizli oldugu
belirlenmistir.

Limberger ve arkadaglar, biiytik ¢capli ve su kaynakl salginlardan sorumiu
E. coli O157:H7 ve Campylobacter jejuni’nin deteksiyonu, izolasyonu ve
molekiiler alt tiplendirmesi {izerine bir ¢alisma yapmuislar ve bu c¢alismada E. coli
O157:H7 d eteksiyonu i ¢in immiino manyetik ayirma yontemi ile beraber segici
katt besi ortami olarak CT-SMAC’1 kullanmuglardir. Yapilan bu ¢alismada
zenginlestirme ortamindan SMAC ve CT-SMAC besi ortamlarina direkt ekimler
yapilmig ve buna paralel olarak aymi ortamlardan alinan 1 ml’lik &rnekler
immiinomanyetik ayirim isleminden sonra CT-SMAC ortamina ekilmistir.
Sonugta CT-SMAC ile beraber immiinomanyetik ayirim yonteminin kombine
kullanildig1 durum ¢ok basarili sonuglar vermistir. Limberger ve arkadaglar: diger
calismalarindan farkli olarak birinci zenginlestirme ortamindan alinan 6rnege
immiinomanyetik ayirim islemini uyguladiktan sonra bu islem gérmiis Ornegi
ikinci bir zenginlestirme ortamina almiglar. ve bu ikinci zenginlestirme
ortamindaki inkiibasyondan sonra tekrar bir IMS islemi uygulayip CT-SMAC’a
ekim yapmuglardir. Iki zenginlestirme ortami ve iki kere IMS uygulamasini igeren
bu yontem gayet basarili bir sekilde hedef bakteri aranmasinda kullanilmistir [27].
Caligmamizda bu kombine yontemi uygulayarak baslangigta tek IMS uygulamasi
ille negatif sonu¢ aldigimiz bazi et omeklerinde aslinda hedef bakterinin var
oldugunu tespit edilmistir. Bu agidan bu yéntem tek IMS uygulamasina gére biraz
daha uzun siirede sonug verse de sonugta daha giivenilir olmasi agisindan tercih
edilmesi gerekmektedir [27]. ‘

Molekiiler temelli teknikler farkli yiyecek grupla'rmda.patojenlerin tespiti
amaélyla kullanllrhaktadlr. Ozeliikle polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) siit ve siit
triinlerinde ve diger gidalarda E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes ve
Bacillus spp.’nin deteksiyonu i¢in basariyla kullaniimaktadir [27].

Bir¢cok besin elemam hiicre pargalamasina etkiyerek (6rnegin DNA
ekstraksiyonunda), niikleik asit degradasyonuna katkida bulunarak ya da Taq

DNA polimeraz: inhibe ederek PCR i¢in inhibitdr haline gelebilméktedir [30].

pradotur

PRt lrnE v
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Besinlerdeki insan patojenlerinin tespiti i¢in niikleik asite dayali hizli
yontemler kullanllan DNA ya da RNA ekstraksiyonunun giivenilirligine
baglidirlar. McKillip ve arkadaglari [30], yaptiklar1 ¢aligmada siit tozu, yagsiz siit,
' peynir ve peynir tozuna dililye ederek E. coli O157:H7 asilamiglar ve DNA
ekstraksiyonu amaciyla; (i) ¢oziicii temelli posediiri kullanarak direkt olarak
yiyeceklerden‘ ve (ii) Onceki bakteri konsantfasyonlarmdan sonra guanidin
izotiyosiyanat (GITC) prosediiriinii  kullanmiglardir. Arastiricilar  her iki
prosediiriin DNA ekstraksiyonundaki etkililigi ve genel olarak PCR deteksiyon
limitleri g¢alisthp degerlendirmislerdir. PCR deteksiyon limitleri spesifik
yiyeceklere bagli olarak degismekle birlikte 10' ile 10* koloni olusturan
birim/mililitre olarak belirlenmistir.

Bizim ¢alismamizda da PCR yardimiyla et 6rneklerinde E. coli O157:H7
varlig1 arastirilmis ancak ¢ogu zaman spesifik PCR tiriinleri elde edilememistir.
Yukarida da belirtildigi gibi 6zellikle gidalardaki patojenlerin aranmasinda o gida
orneginde bulundugu varsayilan hedef bakteriye ait DNA nin eldesi ve bunun

template olarak PCR reaksiyonlarinda kullamilabilmesi bir¢ok olumsuz faktor

‘taraflnda_n engellenebilmektedir. Bu faktorlerin basinda DNA ekstraksiyonu
sirasinda hiicre parcalanmasina etkileri olan gida bilesenleri ve Taq DNA
polimeraz:i inhibe edebilen bilesenler sayilabilir. Yaptigimiz pilot ¢alismalardan
birinde referans E. coli O157:H7 bakterimizden elde edilen DNA dan bir miktar
25 gram et 6rnegi eklenmis ve bir siire bu sekilde beklemis zenginlestirme ortam
stvisina katilmis ve bu sivi daha sonraki islemlerden sonra PCR da template
olarak kullanilmistir. Ancak bu templateler higbir primerimiz ile spesifik lirlin
olusmasina yol agmamistir. Kisacasi gidamin bilesimindeki bazi degisken
maddeler farkli durumlarda farkl‘l sonuglara neden olabilecek yapidadirlar. Ayrica
PCR sartlarin1 tamarmiyla optimize etmek uzun zaman almaktadur. Ayrica pahali
bir teknik olarak sayilabilecek bu teknigin mutlaka immiinomanyetik ayirma
yontemiyle de desteklenmesi gereklidir. Ciinkii IMS yéntemi sonunda hedef
bakterinin kiiltivasyon iglemi de gergeklestirilmektedir.

PCR yénteminin E. coli O157:H7 aranmasinda basariyla kullanildigi
ornekler de mevcuttur. Son zamanlarda 6zellikle multipleks PCR adi verilen

yontem E. coli suslarinin belirlenmesinde kullanilabilecegi ortaya konmustur.
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E. coli’nin birgok straini Shiga benzeri (stx) toksinleri de igeren gliglii
toksinler liretmektedir. Shiga toksin iireten E. coli izolatlar1 (STEC) insanlar i¢in
hastalik yapict oldugundan bunlarin hizli bir sekilde belirlenmesi &zellikle
serolojik  ve ‘PCR gibi niikleik asitlere bagli yontemler kullamlarak
gergeklestirilmektedir. Multipleks PCR primer ¢esitlerinin tek tek primerlerin
kullanildigi PCR yéntemlerindén ve PCR-RFLP yontemlerinden daha spesifik
oldugu belirlenmistir [34, 40, 41].

E. coli O157 ve O157 olmayan strainlerinin majér viriilens faktorlerini
kodlayan gen serilerine spesifik primerlerin kullanilmasi multipleks PCR
yontemini gayet etkili hale getirmekte ve bu sayede sonraki asamalarda
endoniikleazlarla kesim adimina gerek duyulmamaktadir.

Sonug olarak E. coli O157:H7 nin et ve et liriinlerindeki mevcudiyetinin
belirlenmesinde immiino manyetik ayirma yonteminin CT-SMAC se¢ici ortami
ile birlikte kombine kullanimi oldukga giivenilir sonuglar vermektedir. PCR ile de
major viriilens faktorlerin varlifina yonelik testlerin yapilmasi yani multipleks
PCR yo6nteminin kullanilmasi gidalardaki P'CR sartlarin1 olumsuz etkileyen
' bilesenlefin gidérilmeye gahsllmasi yoluna gidilerek daha etken ve giivenilir hale

getirilmesi gerekliligi ortadadir.
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