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Investigations on the presence of Escherichia coli 0157:H7 on buffalo
carcasses and rectal swabs

Abstract : The aim of this study was to investigate presence of E. coli O157:H7 on rectal swabs and
buffalo carcasses slaughtered in the abattoirs. Five abattoirs in Istanbul were visited between Januarry 2000
and 2001. During visits, systematic sampling method was used and a total of 28 buffalo and their carcasses
were sampled. All the swabs were placed in modified E. coli broth containing Novobiocin. Immunomagnetic
seperation (IMS) was performed after the preenrichment. The product from the IMS was used for further
identification procedures using the Cefixime Tellurite MacConkey agar (CT-SMAC) agar, Chrom agar and
biochemical tests. The reaction of the isolates with anti-O157 and H7 sera were also analysed. Seven isolates
from the rectal swabs and 2 from the carcasses were sorbitol negative on CT-SMAC agar. None of these
isolates reacted with antisera to E. coli 0157 nd H7.
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Ozet : Bu ¢alismanin amac1 mandalardan alinan rektal swab orneklerinde ve manda karkaslarinda E.
coli O157:H7 varligimin arastirilmasidir. Bu amagla, Istanbul’da bulunan 5 mezbaha Ocak 2001 ve Ocak 2002
tarihleri arasinda ziyaret edildi. Sistematik 6rnekleme ydntemiyle toplam 28 mandanin rektumlarindan ve
karkaslarindan swablar alindi. Alinan swablar Novobiocin igeren modifiye E. coli broth igine konuldu.
Inkiibasyondan sonra immunomanyetik separasyon (IMS) yapild1 ve IMS firiinii daha sonraki identifikasyon
calismalari i¢in Cefixime Tellurite MacConkey (CT-SMAC) agara ekildi. Identifikasyon amaciyla krom agara
ekimler, biyokimyasal ve serolojik testler yapildi. izolatlarin anti-O157 ve H7 serumu ile reaksiyonu incelendi.
Rektal swablardan izole edilen 7 ve karkaslardan izole edilen 2 izolat CT-SMAC agarda sorbitol negatif
koloniler olusturdu. Bu izolatlarin higbirisi E. coli 0157 ve H7 antiserumu ile aglutinasyon olugturmadi.
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Giris

Verotoksijenik E. coli O157:H7, insanlarda hemolitik tiremik sendrom (HUS),
trombositik-trombositopenik purpura ve hemorajik kolitis’e neden olmaktadir . Bu
bozukluklar sonucu insanlarda ciddi saglik problemleri ve 6zellikle ¢cocuklarda bobrek
bozukluklar1 bildirilmistir (1, 28). insanlarda E. coli O157:H7 infeksiyonlar1 Diinyada
yaklagik 30 tlkede saptanmigtir (22). Hayvanlarda da E. coli O157:H7 infeksiyonlari
olusmakta fakat infeksiyon genellikle asemptomatik seyretmekte ve asemptomatik
hayvanlar da etkeni sagabilmektedir (4, 25).

E. coli O157:H7 gida ve sularla agiz yoluyla bulasmaktadir. insandan insan direk
temas ile bulasma ¢ok nadirdir. Insanlarda gériilen infeksiyonlarin cogunun kaynaginin
sigir kokenli gidalar ve 6zellikle kiyma oldugu bildirilmistir (1, 6, 22). Buna karsin E.
coli O157:H7, siit (6), yogurt (23) geyik eti (20), tavuk, kuzu, domuz ve deniz iiriinleri
(29), elma sarab1 (apple cider) (3), elma suyu (8) , sebzeler (27, 32), igme suyu (30)
yiizme havuzu suyunda da (19) saptanmuistir.

E. coli O157:H7’nin izolasyonu ve identifikasyonunda, kiiltiirel, biyokimyasal,
serolojik ve molekiiler biyolojik yontemler kullanilmaktadir (16, 21, 22, 24). izolasyon
amaciyla 6n zenginlestirmeden sonra immunomanyetik separasyon (IMS) oOnerilmekte
(2) ve IMS friinleri 18-24 saatlik inkiibasyon sonucunda sorbitol MacConkey agarda
sorbitol negatif (renksiz) koloniler olusturmaktadir (21, 22). identifikasyon amaciyla
diger selektif besiyerlerinden CT-SMAC, rainbow, krom agar ve biyokimyasal testler
(B-glukuronidaz aktivitesi olmadig1 icin MUG testi negatif) kullanilmaktadir (16, 21,
22, 24). Ayrica etkenin serogruplandirilimasi igin anti-O157 ve H7 serumlar ile
aglutinasyon testi uygulanir. Etkenin Verotoksin iiretip liretmediginin saptanmasi ise
biyolojik (sitotoksisite deneyleri) ve molekiiler biyolojik yontemler ile yapilmaktadir
(15,17, 21, 24, 32).

Bu caligmada, mandalarin digki ve karkaslarindan alinan o&rneklerden ©n
zenginlestirme ve IMS yapildiktan sonra CT-SMAC agara ekilerek E. coli O157:H7’nin
saptanmasi amag¢lanmistir.

Materyal ve Metot
Orneklerin toplanmasi

Istanbul’da bulunan 1 adet devlet mezbahasi ve 4 adet 6zel sektore ait mezbaha
Ocak 2000 ve Ocak 2001 tarihleri arasinda ziyaret edildi. Kesilen mandalardan
sistematik Ornekleme yontemi ile 1/2 oraninda, birinci mezbahadan 2, ikinci
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mezbahadan 1, {iglinci mezbahadan 2, dordiincii mezbahadan 13 ve besinci
mezbahadan 10 olmak iizere toplam 28 manda segildi. Mandalar kesildikten sonra
rektumlarindan ve karkaslarindan swablar alindi. Karkaslardan 6rnek alinmasinda
Calicchia ve ark. (7) tarafindan bildirilen yontem kullanildi. Swablar karkasin 4
ceyreginde (her bir 6n bacak ve arka bacaklarda) segilen 4 tane 25 cm’ lik alana
stiriildii. Karkas swablar1 ve rektal swablar 20mg/L Novobiocin (Sigma) iceren 10 ml
modifiye E. coli broth (mEC broth-Merck) igine konuldu. Ornekler soguk ortamda
acilen laboratuvara getirildi ve TUBITAK gida laboratuvarinda incelendi.

On zenginlestirme ve Inmunomanyetik separasyon (IMS)

Tim swablar, 6n zenginlestirme amaciyla 41.5 £ 0.5°C de 18-24 saat inkiibe
edildi. Ureme saptanan besiyerlerinden iiretici firma tarafindan bildirilen yonteme gore
immunomanyetik separasyon yapildi (Dynabeads anti-E.coli O157, Dynal, UK).
Kisaca, lireme saptanan 6n zenginlestirme besiyerinden 1 ml alinarak 20 pl anti-E.coli
0157 ile kaplanmig manyetik partikiillerle karistirildi ve karigim manyetik arag tizerine
yerlestirildi. Islem tamamlandiktan sonra, son iiriin izolasyon ve identifikasyon
amaciyla kullanildi.

izolasyon ve identifikasyon

E. coli O157:H7 izolasyonu ve idendifikasyonu i¢in daha o6nce yapilan
caligmalardan yararlanildi (2, 14, 16, 24, 31). IMS irininden 50 pl miktarinda
0,05mg/L cefixime ve 2,5mg/L tellurite (Oxoid) igeren sorbitol MacConkey (CT-
SMAC) agara ekildi. Besiyerleri 37£1°C de 18-24 saat siireyle inkiibe edildikten sonra
sorbitol negatif (renksiz) kolonilerin olup olmadigi yoniinden kontrol edildi. Sorbitol
negatif koloniler secildi ve O157:H7 yoniinden identifikasyon calismalarina tabi
tutuldu. Bu amagla sorbitol negatif kolonilerden Krom agara (Chrome agar, Medikal
Diagnostik, EE22-020109) ekimler yapildi. Ayrica sorbitol negatif koloniler 4-
methylumbelliferyl-B-D-glucuronide (MUG), indol testi ve hareket muayenesine tabi
tutuldu. Daha sonra izolatlar seroguruplandirma amaciyla O157 ve H7 antiserumu
(Oxoid) ile aglutinasyon testine tabi tutuldu. Izolasyon, identifikasyon galigmalar1 ve
serolojik ¢aligmalarda nontoksijenik E. coli O157:H7 susu (NCTC-12900) kontrol
olarak kullanildi.

Bulgular

Rektal swab orneklerinin IMS {irinlerinden CT-SMAC agara yapilan ekimler
sonucunda, 7 6rnekten yapilan ekimlerde sorbitol negatif koloniler saptandi. Bunlardan
5 tanesi MUG negatif-indol pozitif ve 6 tanesi hareket yoniinden pozitif bulundu.
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Karkas drneklerinin IMS iiriinlerinden CT-SMAC agara yapilan ekimler sonucunda ise,
2 ornekten yapilan ekimlerde sorbitol negatif koloni saptandi. Sorbitol negatif
kolonilerden hi¢ birisi MUG negatif bulunmazken, her ikisi indol pozitif ve 1 tanesi de
hareket yoniinden pozitif bulundu. Rektal swab ve karkaslardan izole sorbitol negatif
kolonilerden Krom agara yapilan ekimler sonucunda Krom agarda leylak renginde
koloni saptanmadi. Siipheli kolonilerin O157 ve H7 antiserumu ile reaksiyonu
incelendiginde, hicbir koloni pozitif reaksiyon vermedi. Bu bulgulara gore caligmada
incelenen 28 mandanin diski ve karkaslarinda E. coli O157:H7 saptanmadi.

Tartisma ve Sonuc¢

Sigirlar E.coli O157:H7 igin baslica rezervuar hayvanlardir ve sigirlarda yapilan
calismalarda disik (12, 17) ve yiiksek (5) prevalans degerleri bildirilmistir. Etken
sigirlardan baska diger hayvanlardan at, kopek, kedi, domuz, manda, koyun, kegi,
geyik ve kuslardan da izole edilmistir (4, 10, 15, 18). Et ve et {irlinleri kesim ve isleme
sirasinda E. coli O157:H7 ile kontamine olmaktadir. Kontaminasyonda deride ve
intestinal igerikte bulunan etkenin ¢evreye sagilmasi etkin rol oynamaktadir. Sigirlarda
yapilan c¢aligmalarda etkenin diskida ve deride bulunma sikligi ile karkas
kontaminasyonu arasinda korelasyon saptanmistir (11). Bu nedenle mezbahalarda ve
isleme yerlerinde bu noktalara dikkat etmek gerekmektedir.

Ulkemizde sigir ve sigir karkaslarinda E. coli O157:H7 saptanmis ve halk saglig
acisindan Onemi vurgulanmigtir (9, 14, 31). Ancak {ilkemizde bulunan diger
hayvanlarda ve mandalarda varligi ve karkas kontaminasyonu ile ilgili ¢alismalar
siirhdir. Diger lilkelerde de mandalarda E. coli O157:H7 ile ilgili ¢alismalar sinirh
sayidadir. Mandalarda yapilan ¢aligmalarin simirliliginin en énemli nedenleri arasinda,
mandalarin belirli cografik bolgelerde lokalize olmasi ve manda populasyonunun
lilkeden lilkeye degisken olmasina bagli olabilir. Buna bagli olarak manda kesimi ve
tiiketimi de az olmaktadir. Su ana kadar mandalarda yapilan bir ¢aligma da gaitadan E.
coli izole edilmistir (10). Bu g¢alismada, mandalar ve karkaslarinda E. coli O157:H7
saptanmasi yoniinde g¢alismalar yapildi ve bu caligmalar sonucunda mandalarda ve
karkaslarinda etken bulunamadi. Rektal swablardan 7 ve karkaslardan da 2 sorbitol
negatif bakteriler edilmis fakat bu izolatlar E. coli O157 ve H7 antiserumlar ile
reaksiyon vermemistir. Bu ¢alismada mandalarin etken yoniinden negatif olmasinin bazi
nedenleri olabilir. Bunlar arasinda Ornek alinan mandalarda etkenin olmamasi,
infeksiyon olusturabilen suslarin viriilens faktorleri, ornek sayisi, Ornekleme ve
izolasyon metotlar1 sayilabilir (13, 21, 26). E. coli O157:H7 yaz ve sonbahar
mevsiminde daha sik izole edilmektedir (21, 26). Bu ¢alismada tiim mevsimlerde drnek
toplanmistir. Caligmada karkaslarin  orneklemesi i¢in kullanilan ydéntem diger
aragtiricilar tarafindan da kullanilmigtir (7). Arastiricilar bu yontemin  ekonomik
oldugunu ve oOrnek alim sirasinda ete zarar vermedigi icin tercih edildigini
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bildirmislerdir. Bu yontemin dezavantajimin kas dokusuna iyi penetre olmus etkenin
negatif sonuglara neden olabilecegidir (13). Ayrica bu calismada izolasyon ve
identifikasyon i¢in kullanilan ydntemler (6n zenginlestirme, IMS, CT-SMAC agar,
seroloji) birgcok aragtirict tarafindan degerlendirilmesi yapilmig ve uluslararasi
standartlara uygun yontemlerdir (2, 16, 21, 24, 26).

Sonug¢ olarak, bu ¢alismada mandalardan alinan rektal swab Orneklerinde ve
manda karkaslarinda E. coli O157:H7 saptanmamustir. Ancak mandalarda E. coli
O157:H7’nin  bulunup bulunmadiginin daha ¢ok sayida manda incelenerek
arastirilmasinda yarar vardir. Ayrica iilkemizde mandalar ve sigirlar ayni ortamda
kesildigi i¢in sigirlardan manda karkaslarmma bulasmanin olabilecegi goz Oniine
alinmalidir. Ciinkii karkaslarin E. coli O157:H7 ile kontamine olmasi intestinal igerigin
kesim ve igleme sirasinda ete bulagsmasina baglidir. Kontamine olmus etler halk sagligi
acisindan risklidir. Bu nedenle bulagsmanin engellenmesi i¢in koruyucu onlemlerin
alinmasinda yarar vardir. Bulagsmanin engellenmesi amaciyla kritik noktalara dikkat
edilmesi gerekmektedir. Bu noktalar arasinda kasaplik hayvanlarda E. coli insidensinin
distiriilmesine yonelik ¢aligmalar yapilmasi, diskinin deriye bulagmasinin engellenmesi,
rektumun baglanmasi, konveyorlerde hayvanlarin belirli araliklarla iglenmesi (sikisik
olmadan) ve kesim isleme sirasinda hijyenik kurallara uyulmasi bulunmaktadir.
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