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Ozet: Bu galismada kanatli orijinli gesitli materyallerde Esherichia coli 0157 prevalansinin saptanmasi amaglandi. Bu amagla 400
broiler et 6rnegi, 400 broiler barsak igerigi, 400 yumurtaci tavuklara ait digki 6rnegi ayrica 6zel bir kanatli mezbahanesinin farkli
birimlerinden (haslama tank suyu, duvar ve i¢ organ gikarilma tnitesi) alinan 80 adet svap 6rnegi calismaya dahil edildi. Materyaller
Mart 2010 ile Subat 2011 arasindaki bir yil siiresince 3 ay araliklarla (her mevsim) alindi. E.coli O157’nin izolasyonu, novobiocin’li
E.coli buyyonda 6n zenginlestirme, bunu takiben immunomanyetik separasyon ile SMAC (Sorbitol MacConkey) ve CHROM agara
ekim asamalarindan olustu. Buna goére toplam 1280 érnedin SMAC ve CHROM agarda meydana getirdikleri koloniler g6z 6nlinde
bulunduruldugunda 116’s1 E.coli O157 yonunden pozitif olarak degerlendirildi. YUz onalti 6rnekten alinan 334 koloni fenotipik
testler ile E.coli yoniinden incelendi ve timi E.coli olarak dogrulandi. Tum izolatlar E.coli O157 agisindan Lateks aglutinasyon
testine tabi tutuldu ve 2 tanesi broiler digki ve 6 tanesi de tavuk kesimhane 6rnekleri olmak tzere 8'i pozitif bulundu. Bu 8 adet
E.coli O157 suipheli izolat, polimeraz zincir reaksiyonu testi ile E.coli 0157 yéniinden negatif bulundu. Elde edilen sonuglar Kayseri
yoresinde kanatli hayvanlarin ve bunlara ait et 6rneklerinin E.coli O157 serotipini tasimadiklarini gdstermekle beraber degisik
lokalizasyonlarda daha fazla sayida kanatli orijinli drnegdin bu bakteri yoniinden incelenmesinin yararli olacagini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Broiler, Esherichia coli 0157, immunomanyetik separasyon, kanatli kesimhanesi, yumurtaci tavuk
The Studies on Isolation of Escherichia coli 0157 from Poultry

Summary: In this study, the determination of Escherichia coli O157 prevalence in different poultry originated materials was aimed.
For this purpose, 400 meat samples and 400 intestinal contents of Broilers grown in Kayseri, 400 stool samples of laying hens and
80 swap samples taken from various poultry processing units (boiling tank water, walls and removing unit of intestinal organs) were
evaluated in this study. The materials were taken between March 2010 and February 2011 with three month intervals (each season).
The isolation period was formed in phases including pre-enrichment of E.coli broth with novobiocin (20mg/L), immunomagnetic
separation, and seeding on SMAC (MacConkey with sorbitol) and CHROM agar. Considering the colonies appeared on SMAC
and CHROM agar, 116 of 1280 samples were found to be E.coli O157 positive. The 334 colonies taken from 116 samples were
investigated with phenotypic tests for E.coli and all of them were confirmed as E.coli. These isolates were subjected to latex
agglutination test for E.coli O157 and in total 8 samples, 2 broiler stools and 6 poultry processing samples, were found positive.
These 8 suspicious E.coli 0157 strains were found E.coli 0157 negative by Polymerase Chain Reaction. The results showed that
poultry and their poultry meat samples collected in this study did not carry E.coli 0157 in Kayseri and the investigation of greater
number of poultry originated samples from different locations for E.coli 0157 is suggested.
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Giris ve serolojiye dayali olarak patojenite gruplarina goére

kategorize edilirler (5, 24). Ginumuzde E.colnin
Escherichia coli, memeliler, kuslar ve gogu sicakkanli serolojik tiplendirimesinde Kauffman tarafindan
hayvanlarda  gastrointestinal ~ sistemin  normal sematize edilen serolojik siniflandirmanin modifiye
flora Gyesidir (24). Insanlarda ve hayvanlarda edilmis hali kullaniimaktadir. Modifiye Kauffman
degisik patogenez ile seyreden gesitli hastaliklara semasina gére E.coliler O (somatik), H (flagellar) ve
sebep olmaktadir. Bu hastaliklar arasinda UGriner K (kapsiiler) yiizey antijenlerine gére serogruplara

sistem enfeksiyonlari, septisemi, menenjit, enterik ayrilmistir (15). E.coli serotipleri igerisinde zoonoz
enfeksiyonlar, yara enfeksiyonlari ve mastitisler yer olmasi nedeniyle en &nemli yere sahip serotip
almaktadir (3, 4, 15, 24). Gastrointestinal sistem £ cojj 0157:H7'dir (24). ilk kez 1983 yilinda ABD'de

enfeksiyonlarindan izole edilen suslar, virulens  (california) agir kanamali diyare gegiren bir kadin
ozellikleri, patojenite mekanizmalari, klinik semptomlar hastadan izole edildigi bildirilmistir (18).
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neden oldugu siddetli enterokolitis ile seyreden
pek cok salgin bildirilmistir. Bu salginlar genellikle
kontamine et, sut ve sut UrUnlerinin tiketimi ile
iliskilendirilmistir. Ayni zamanda sigir digkilari ile
kontamine su, toprak, pastorize edilmeyen elma sulari,
meyve ve sebzeler salginlar igin énemli kaynaklari
olusturmaktadir. Salginlar sirasinda etkenin insandan
insana gegebilmesi, sporadik olgularin dnemini
artirmaktadir (12, 25). insanlarda E.coli 0157:H7’nin
yapmig oldugu hastaliklar tipik ve oldukga agir seyirli
hemorajik kolitis, hemolitik Gremik sendrom (HUS) ve
trombotik trombositopenik purpura (TTP) olmak lzere
3 sekildedir (11).

Kanath eti ginimizde protein ihtiyaci igin en fazla
tiketilen etler arasinda yer almaktadir. Dinyada
cesitli Ulkelerde ve Ulkemizde kanathlarda E.coli
0157 serotipinin prevalansinin saptanmasina yonelik
calismalar bulunmaktadir. E.coli O157 serotipinin
rezervuar konak sayisinin fazla olmasi etkene ait
epidemiyolojinin bilinmesini gerekli kilmaktadir.

Bu calismada kanath orijinli ¢esitli materyallerde
E.coli O157 prevalansinin fenotipik ve molekiler
yontemlerle saptanmasi amaglandi.

Gereg ve Yontem

Broiler tavuk eti ve barsak numunelerinin

toplanmasi

Ozel bir isletmeye ait kanatli hayvan kesimhanesinde
kesilen tavuklardan ve Kayseri sehir merkezinde
satisa sunulan broiler karkaslarindan her ¢ ayda
bir 100’er adet olmak Uzere toplam 400 adet broiler
tavuk eti 6rnegi (6rnekler tim karkas, kanat, gogus,
but seklinde alindi) ve yine ayni kesimhaneden her
U¢ ayda bir 100 adet olmak Uzere toplam 400 adet
barsak (duedonum ve kloaka arasi) numunesi alindi.

Yumurtaci tavuklardan digki  numunelerinin
toplanmasi
Kayseri'deki yumurtaci tavuk  kimeslerinden,

althklardaki diski orneklerinden her U¢ ayda bir 100
adet olmak uzere toplam 400 adet diski 6rnegi alindi.

Kesimhaneden 6rnek toplanmasi

Kayseri ve cevre ilgelerinde yetistirilen broilerlerin
kesildigi 6zel bir kesimhanenin farkli bélimlerinden
(haslama tank suyu, duvar ve i¢ organ cikariima
Unitesi vb.) her G¢ ayda bir 20 adet olmak Uzere
toplam 80 adet numune toplandi.

Batin ornekler Mart 2010-Subat 2011 tarihleri
arasinda her mevsim es zamanli olarak alindi.

Standart sus

Fenotipik testler, molekuler analiz, serogruplandirma
ve immunomanyetik seperasyon asamalarinda
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kontrol amaciyla kullanilan Escherichia coli O157:H7
(RHFS 232) referans susu Refik Saydam Hifzisihha
Entitist’'nden temin edildi.

Primerler

izole edilen E.coli 0157 siipheli izolatlarin
molekiler olarak dogrulanmasi amaciyla Maurer
ve ark. (13)nin bildirmis oldugu rfbO157 gen
bolgesine ait LPS 0157 virulens gen primerleri
[O157PF8 CGTGATGATGTTGAGTTG, O157PR8
AGATTGGTTGGCATTACTG] kullaniidi.

E.coli 0157 izolasyonu

E.coli 0157 izolasyon prosediri igin calisma
kapsaminda incelenen kanath orijinli 6rneklerden
belirli miktarlarda alinarak 6n zenginlestirmeye
tabi tutuldu. Bu amagcla broiler tavuk etlerine ait
numunelerden aseptik kosullarda 25 gr tartilarak,
novobiocin (20 mg/l, SRO181E, Oxoid, Ingiltere)
iceren 225 ml E.coli broth (CM0990, Oxoid) bulunan
steril stomacher poseti igerisinde homojenize edildi.
Broiler barsaklarinin farkli bdlgelerinden (sekum,
kolon ve kloaka) 10-20 gr diski alinarak novobiosinli
(20 mg/L) E.coli broth igerisinde 1/10 oraninda
sulandirildi ve stomacher poseti igerisinde 1 dakika
homojenize edilerek 50 ml'lik agzi vida kapakli steril
tiplere aktarildi. Kanatli kesimhanesinden alinan
svaplar ise 10 ml novobiosinli GN broth (Gram
negative broth, Sigma G9288) icerisinde homojenize
edildi. Tum o6rneklerden hazirlanan bu homojenatlar
immunomanyetik separasyon islemi 6ncesi 37°C’de
16-18 saat aerobik ortamda inklibasyona tabi tutuldu
(8,9).

immunomanyetik separasyon yéntemi (IMS)

Bu yontemde numuneler 6n  zenginlestirme

islemi  sonrasi Dynabeads anti-E.coli 0157
(71004, Invitrogen, Dynal, Norveg) kullanilarak
immunomanyetik ~ separasyona  tabi  tutuldu.

immunomanyetik seperasyon islemi Uretici firmanin
direktifleri dogrultusunda yapildi. immunomanyetik
separasyon isleminden elde edilen E. coli O157
Dynabead ve bakteri kompleksi iceren érneklerden 50
pl alinarak cefixime tellurite (CT supplement 109202,
Merck, Almanya) supplement’li Sorbitol MacConkey
Agar (SMAC Agar-109202, Merck ) ve CHROM
agara (CHROMagar™ 0157, EE222, Fransa) ekildi
ve 37°C'de 18-24 saat inkiibe edildiler. Inkiibasyon
suresi sonunda, CT supplement’li SMAC agar'da
Ureyen nonfermentatif koloniler vee CHROM agarda
Ureyen leylak renkli koloniler degerlendirmeye alindi
(8,9, 23).

Biyokimyasal testler

Sorbitol MacConkey Agar ve CHROM agar’da lreyen
kolonilerin E.coli yéninden dogrulanmasi igin Gram
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boyama ve biyokimyasal testlerden (indol, metil
red (MR), voges proskauer (VP), sitrat, oksidaz,
B-glukuronidaz, lizin dekarboksilaz, hidrojen suilfur
(H,S), glukoz, laktoz ve sakkaroz fermentasyonu)
yararlanildi (9, 16).

Serolojik identifikasyon

Elde edilen izolatlarin dogrulanmasi amaciyla
serolojik identifikasyondan yararlanildi. Test
pozitif kontrol esliginde E.coli O157 lateks test kiti
(DR0620M, Oxoid, ingiltere) kullanilarak yapildi (8).
Testte aglutinasyon veren izolatlar O157 serotipinin
molekuler olarak dogrulanmasi amaciyla gliserinli
buyyon (%15) icerisinde -80 °C’de muhafaza edildiler.

Molekiiler analiz

izolatlarin E.coli 0157 olarak dogrulanmasi amaciyla
polymerase chain reaction (PCR) kullanildi.
Numunelerden izole edilen ve lateks kiti ile pozitif
reaksiyon veren E.coli O157 serotipine ait izolatlarin
DNAlari, DNA ekstraksiyon kiti (Axygen, Bioscience,
Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak ekstrakte
edildi. Ekstraksiyon iglemi, kit dretici firmanin
direktifleri dogrultusunda gergeklestirildi. Serolojik
olarak E.coli 0157 olarak saptanan izolatlarin
molekuler olarak dogrulanmasi amaciyla Maurer ve
ark. (13)'nin kullandiklari PCR protokold kullaniidi.
Amplikonlar % 1.5’lik agaroz jelde elektroforeze tabi
tutuldu ve sonuglar bilgisayarli jel dokimentasyon
sisteminde analiz edildi. Analiz sonucunda elde edilen
goruntiuler termal yazici ile resmedildi. E.coli O157
yoénunden pozitifligin kabul edildigi bant byuklGgu
yaklasik 420 bp olarak bildirilmistir (13).

istatistik analiz

Kanath  orijinli ~ 6rneklerin  mevsimlere  gore
konvansiyonel kulttr ydntemiile E.coliO157 yoniinden
stpheli koloniye sahip olma oranlari arasindaki fark
Ki-kare testi ile arastirildi.

Bulgular

Calisma kapsaminda E.coli 0157 ydninden
incelenen toplam 1280 6rnedin CHROM agardaki
koloni rengi (leylak renkli koloni olusumu pozitif olarak
degerlendirildi) g6z 6niinde bulunduruldugunda 334'(
pozititif olarak degerlendirildi.

Calismanin baslangicindaki izolasyon asamasinda;
ornekler immunomanyetik separasyon agsamasindan
sonrahem SMAC agar hem de CHROM agara ekilerek
calisma bu iki besiyerinin birlikte kullaniimasiyla
yuratuldd. Ancak bu iki besiyerindeki E.coli O157
yonlinden supheli, koloniler degerlendirildiginde
CHROM agarin daha segici oldugu gézlendiginden
dolayi galismaya sadece CHROM agar kullanilarak
devam edildi. Bununla birlikte CHROM agarda treyen
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supheli koloniler daha sonra SMAC agara ekilerek
sorbitoli fermente etmeyen, nonfermentatif 6zellikte
olduklari da teyit edildi.

Dort mevsim igin toplanan érneklerin CHROM agara
ekimleri sonucunda Ureyen kolonilerin yapisi ve rengi
g6z 6nunde bulunduruldugunda elde edilen pozitiflik
sayisi ve izolat sayisi Tablo 1’de verilmistir.

Bu tabloda gorilecegi Uzere her oOrnekten ekim
sonrasi gozlenen leylak pembe renkli koloniler pozitif
olarak deg@erlendirildi ve bir érnekten bu 6zellige sahip
3 koloni segilerek pasajlandi ve saf kultir halinde diger
testler icin saklandi. Tablo 1’de verilen pozitif 6rnek
sayisl ile elde edilen izolat sayisinin uyumlu olmadigi
gorulmektedir. Bu durum bazi pozitif drneklerde E.coli
0O157’ye 6zgu leylak pembe renkli koloni sayisinin 1
veya 2 ile sinirli kalmasindan kaynaklanmistir.

Biyokimyasal test sonuglar

Dort mevsim sonunda dort farkli kaynaktan alinan
1280 adet 6rnegin incelenmesi sonucu toplam 334
adet E.coli O157 supheli izolat biyokimyasal testler
sonucunda E.coli olarak identifiye edildi. Orneklerin
mevsimlere goére konvansiyonel kultur yontemi ile
E.coli O157 supheli koloniye sahip olma oranlari
arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmadi
(p>0.05).

Serolojik identifikasyon sonuglari

Biyokimyasal testler ile identifiye edilen 334 E.coli
izolatinin, lateks aglutinasyon testi ile yapilan serolojik
yoklamasinda 8 adedi E.coli 0157 olarak identifiye
edildi.

Molekiiler analiz sonuglari

Serolojik yoklamada E.coli O157 olarak identifiye
edilen 8 adet izolatin, E.coli O157’nin rfbO157
gen bolgesine sfesifik primerler ile yapilan PCR
protokoliinde, beklenen 420 bp blyukligtndeki
bantlar elde edilemedi ve izolatlarin tamami bu bakteri
yonunden negatif bulundu.

Tartisma ve Sonug

Yurdumuzda ve diger llkelerde E.coli O157 serotipinin
gerek kanatli hayvanlarin sindirim sistemlerindeki
varliginin saptanmasi gerekse kanatl etlerindeki
kontaminasyon durumlarina iliskin cesitli arastirmalar
yurittlmastur. Calismamizda kanatli orijinli rneklerde
E.coli 0157 serotipi, IMS ve klasik kultir yontemi
ile izole ve identifiye edildikten sonra, serolojik
olarak pozitif saptanmistir ancak izolatlar molekuler
yontemlerle E.coli O157 olarak dogrulanmadigi
icin Ornekler bu etken yoninden negatif olarak
degerlendirilmistir. Yurdumuzda yurGtilen
calismalarda; Mercanoglu ve Aytac (14) Kasim
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Tablo 1. Calismada kullanilan materyallerin alindigi mevsimlerdeki, pozitif drnek sayilari ve elde edilen izolat

sayilart.
incelenen 6rnek Alindigi incelenen E.coli 0157 Elde Lateks
ornek sayisi yoniinden edilen aglutinasyon
. supheli E.coli testi ile E.coli
Mevsim koloniye sahip 0157 0157 olarak
pozitif ornek supheli dogrulanan
sayisi (%) izolat izolat sayisi
sayisi
ilkbahar 100 4 (4) 12 0
Yaz 100 12 (12) 36 0
Tavuk karkas
Sonbahar 100 12 (12) 34 0
Kis 100 9(9) 27 0
istatistik Onem Kontrolii P>0.05
ilkbahar 100 10 (10) 29 0
Yaz 100 9(9) 26 0
Yumurtaci tavuk digkisi
Sonbahar 100 6 (6) 16 0
Kis 100 11 (11) 32 0
istatistik Onem Kontrolii P>0.05
ilkbahar 100 3(3) 9 1
. Yaz 100 9(9) 27 1
Broiler digkisi
Sonbahar 100 12 (12) 34 0
Kis 100 8(8) 24 0
istatistik Onem Kontrolii P>0.05
ilkbahar 20 2 (10) 5 1
. . . Yaz 20 6 (30) 16 2
Tavuk kesimhane ornekleri
Sonbahar 20 1(5) 3 2
Kis 20 2 (10) 4 1
istatistik Onem Kontrolii P>0.05
Toplam 1280 116 334 8

2001-Temmuz 2002 doéneminde Ankara'daki farkl
marketlerden 8 aylik siregte topladiklari 57 adet tavuk
eti érneginde, klasik kdltlrel yontem kullanildiginda
1 (% 1.8), IMS ydéntemi kullanildiginda ise 2 (%
3.5) érnekte E.coli 0157 saptamiglardir. Unsal (22),
Temmuz-Aralik 2006 tarihleri arasinda Erzurum ili ve
ilcelerinde gesitli kasap ve marketlerden temin edilen,
120 sigir, 105 tavuk ve 105 hindi eti numunesinde
E.coli O157:H7 varhgina iliskin yuruttigd ¢alismada,
105 tavuk eti numunesinin 3’'Unde (% 2,7) E.coli 0157
bulundugunu, bu izolatlardan 1’inin (% 0,9) E.coli
0157:H7 oldugunu tespit etmistir. Arastirici gcalismada
identifikasyon icgin klasik kiltirel ydontem kullanmistir.
Sekmen ve Kaya (19) izmir, Manisa, Aydin, Denizli
ve Usak illerindeki broiler kimeslerinden aldiklari
kloakal svap orneklerinde E.coli O157:H7 varligini
konvansiyonel kultir metodu ile arastirmiglar ve 500
adet kloakal svab 6érneginin 32 (% 6.40)’sinden E.coli
0157:H7 serotipi identifiye etmislerdir. Kalin ve ark.

(10), Elazig'da yuruttikleri ¢calismada 1000 broiler
barsak icerigi, 1000 broiler karacigeri, 1000 karkas
svap ve 367 ishalli insan diski érneginden E.coli 0157
serotipinin izolasyonuna iligkin yurtttikleri calismada
ic organlardan %0.1, barsak igeriginden %0.4, insan
ishal olgularindan %2.7 oraninda bu bakteriyi izole
ettiklerini ancak tavuk karkaslarindan herhangi bir
izolasyon yapilamadigini bildirmiglerdir. Bu arastirici
izole ettikleri E.coli O157 serotipinin identifikasyonunu
PCR ile dogrulamistir. Yine yurdumuzda Baran ve
Gllmez (2) Kars ilinde marketlerden satin alinan
50 tavuk eti 6rnegini E.coli O157:H7 ydninden
incelemisler ve tim orneklerin bu etken yoninden
negatif oldugunu bildirmislerdir. Akkaya ve ark. (1),
Afyon ilinde marketlerden toplamis olduklari 190
tavuk eti 6rneginin 2 (%1.05)'sinde E.coli O157:H7
izole ettiklerini bildirmiglerdir. Arastiricilar; kanatli
karkaslarinda bu etkenin varligini, kanatlilarin etkenin
dogal tasiyicisi olabilecedine veya kesim prosesi
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sirasinda kullanilan su ve/veya transport gibi diger
kaynaklardan olabilecegine baglamislardir. Raji
ve ark. (17), Tanzania’da tavuk kesimhanesinden
aldiklari 120 adet tavuk barsak iceriginde E.coli
0157’nin varligini arastirmiglar ve 11 (%9.6) érnegi
bu etken ydniinden pozitif saptamislardir. Heuvelink
ve ark. (8), inceledikleri 501 adet yumurtaci tavuklara
ait digki 6rnegini, E.coli 0157 ybdninden negatif
bulmuslardir.

Kore'de Jo ve ark. (9) tarafindan yapilan bir calismada
da 418 tavuk digkisi ve 52 tavuk eti E.coli 0157
yonunden negatif bulunmustur. Doyle ve Schoeni (7),
inceledikleri263 kanatli eti 6rneginin4(%1.5) tnl E.coli
0157:H7 yénunden pozitif bulmuslardir. Tabatabaei ve
ark. (21), iran’da 28 broiler igletmesinden aldiklari 350
diski érneginin 14(%4)unden shiga toxigenic E.coli
(STEC) izole etmislerdir. Arastiricilar ¢alismalarinda
bu izolasyonun iran’da ilk kez rapor edildigini ve
bu etkenlerin kiimes ve kanatli kesimhanelerinde
calisanlar igcin 6nemli oldugunu vurgulamislardir.
Kanatl hayvanlar ve Urunlerinin bu mikroorganizmayi
tastyiciliklari ile ilgili literatrler incelendiginde eldeki
bilgiler anilan kaynaklarin bu etken igin ¢ok guglu bir
rezervuar olmadiklarini gostermektedir. Yine E.coli
0157’nin gesitli materyallerden 6n zenginlestirme ile
izolasyonu ve daha sonra identifikasyonda sadece
fenotipik testler ile sonuca gidilmesi ve molekuler
analizden yararlaniimamis olmasi sonuglarin goéreceli
olarak yorumlanmasina da sebep olmaktadir.

Yurdumuzda yurittlen 2 galismada (19, 22) bu durum
s6z konusu olup bu galismalarda molekuler yontemle
identifikasyon yoluna gidilmemistir. Bunun yaninda
Chapman ve ark. (6) ve Shepherd ve ark. (20) Amerika
Birlesik Devletleri’nde yurdttikleri calismalarda da
kanath isletmelerinden toplanan diski Orneklerinde
E.coli O157:H7’yi bulamadiklarini rapor etmislerdir.

Elde edilen sonuglar Kayseri yoresinde kanath
hayvanlarin ve bunlara ait et orneklerinin E.coli
0157 serotipini tagimadiklarini géstermekle beraber
degisik lokalizasyonlarda daha fazla sayida kanath
orijinli 6érnegin bu bakteri yéninden incelenmesinin
ve yapilacak calismalarda E.coli O157 serotipinin
identifikasyonunun molekuler yontemlerle
desteklenmesinin yararl olacagini gostermektedir.
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