ARASTIRMA (Research Report)

KAYSERi YORESINDE SUT SIGIRLARINDA ESCHERICHIA COLI
0157:H7’NiN KONVANSIYONEL VE MOLEKULER
YONTEMLERLE ARASTIRILMASI*

Investigation with Conventional and Molecular Method of Escherichia Coli
O157:H7 in Dairy Cattle in Kayseri Region

Fuat AYDIN', Tuba ICA?, Aysegiil YONTAR’

Ozet: Bu calismada, Kayseri ili ve ilgelerindeki kamu ve
ozel sektore ait siit isletmelerindeki ¢esitli yas gruplarindaki
saghkl hayvanlarin diski ve siitlerinde E. coli O157:H7 nin
varligimin saptanmasi ve hayvansal risk faktorlerinin ortaya
konulmast amaglanmistir. Bu amacgla c¢esitli ilgelerden
toplanan 500 adet diski ve 500 adet siit oOrnekleri
calismada materyal olarak kullamldr. Immuno Magnetik
Seperasyon ve ardindan Chorom agar ve Sorbitol
MacConkey  (SMAC)  agara ekim  yapidi.  Bu
besiyerlerinde iireyen siipheli koloniler secildi ve bunlar
serolojik yonden H ve O aggliitinasyon testi ile incelendi.
Molekiiler yonden ise siipheli izolatlar multipleks PCR
(mPCR) ve unipleks PCR (uPCR) teknikleri ile incelendi.
Bu islemleri sonucunda 500 siit orneginden 1 (% 2)’inde
ve 500 diski 6rneginden 6 (% 4,6) sinda O157:NM susu
tespit edilmis olup drneklerin hichirinde flagella H
antijenine rastlanmadi. Diskidan izole edilen O157:NM
sugslarina yapilan mPCR’ da bir érnekte Enterohemolysine
genine (Ehly A) rastlamirken, 1 ornekte yalnizca Sitotoksin
2 (stx2) geni tespit edildi. Diger diski orneklerinde
viriilens genlerinden hicbirisine rastlanmadi. Siitten izole
edilen bir adet OI157:NM susunda  ise  viriilens
genlerinden higbirisine rastlanmadi.

Sonug olarak, Kayseri ili ve il¢elerindeki igletmelerdeki
siit sigirlarimin diskisinda ve siitlerinde E. coli O157
belirlenmistir. E.coli OI157:H7 tespit edilmemigtir.
Belirlenen kontaminasyon orammn diisiik diizeylerde
oldugunu, bununla birlikte Kayseri ilinde hijyen
kurallarina dikkat edilmesi gerektigi sonucuna varildl.

Anahtar kelimeler : Sigir diskisi, ¢ig siit, E. coli O157:
H7, IMS, PCR

Summary: The objective of the present study is to
investigate the animal risk factors related to the presence of
E. coli O157:H7 in feces and milk samples collected from
healthy cattle at differing ages in private and government
dairy farms in Kayseri and its vicinity.

Five hundred fecal samples and 500 raw milk samples were
collected from different locations in Kayseri, processed
through immune Magnetic Separation, and inoculated
Chorom medium and Sorbitol MacConkey medium.
Suspicious colonies were selected from this medium, and
they were examined serologically with H and O
agglutination test. The molecular direction suspicious
isolates were examined using multiplex with PCR (mPCR)
and uniplex PCR (uPCR) techniques. The examination
showed that only 1 (2 %) out of 500 raw milk samples and
only 6 (4.6%) out of 500 fecal samples contained O157:NM
strain, and none of the samples contained flagella H
antigen. Through using mPCR, only one sample from
OI157:NM of isolated fecal samples contained Ehly A,
whereas only one sample contained stx2 genes. None of the
other fecal samples contained any virulence genes. Only
one raw milk sample isolated from O157:NM strain did not
have any virulence genes.

In conclusion, the raw milk and fecal samples collected
from dairy farms in Kayseri region and its vicinity contain
E. coli O157. Low levels of contamination rate was
determined in the samples. However, it was concluded that
due attention should be paid to hygiene rules in Kayseri.

Keywords: Cattle feces, raw milk, E. coli O157:H7, IMS,
PCR
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E.coli’ler Enterobactericea ailesine bagli Gram
negatif bakterilerdir. Bu bakteriler evcil ve yabani
hayvanlarin normal bagirsak florasinda bulunmala-
ria karsmn bazi tiirleri patojenik ozellikler goster-
mektedir. E.coli’ler sahip olduklar1 patojenite me-
kanizmalari, tirettikleri toksin tipleri, neden olduk-
lar1 klinik sendromlar, epidemiyolojileri ve O:H
antijenlerine gore; Enteropatojenik (EPEC), entero-
toksijenik (ETEC), enteroinvazif (EIEC), enterohe-
morajik (EHEC), difuz-adhering (DAEC), entero-
agregatif (EAggEC) olmak {izere alt1 ana grup al-
tinda toplanmaktadir (1- 3).

[k E.coli O157:H7 salgininin yeterince 1s1 islemine
tabi tutulmamis sigir et ve siit triinlerinin tiiketil-
mesi sonucu gergeklestigi bildirilmektedir (4). Bu-
lasma infekte sigir digkilar1 ile kontamine gidalarin
oral yolla tiikketilmesi sonucu ve rezervuar sigirlara
direkt temas yoluyla ger¢eklesmektedir. Hastalik
prevalansinda, yaz aylarinda ve sonbahar baslangi-
cinda artis gozlendigi bildirilmektedir. FE.coli
O157:H7 i¢in diger rezervuar hayvanlar, koyun,
keci yabani geyikler, domuzlar ve kuslardir. E.coli
O157:H7’nin sigirlarda patojenik bir 6zellik goste-
rip gostermedigine iliskin yeterli veri bulunma-
makta ve adi gecen hayvanlar yalnizca rezervuar
olarak kabul edilmektedirler (1, 3, 5).

EHEC’lere son yillarda gida kaynakli infeksiyon-
larda siklikla rastlanmaktadir. EHEC’ler igerisinde
en 6nemli serotip, zoonoz olmasi agisindan E coli
O157:H7 dir. Bu serotip insanlarda Hemolitik
Uremik Sendrom (HUS), Trombotik Trombosito-
penik Purpura ve Hemorojik Kolitise neden olmak-
tadir (3).

Etkenin ortaya konmasinda materyal olarak insan-
larda digki, rezervuar hayvanlarda ise diskiyla bir-
likte hayvansal iriinler kullanilmaktadir. Bu mater-
yallerden bakterinin izolasyonu amaci ile Immuno-
manyetik Separasyon (IMS) islemi uygulanmakta-
dir (6,7, 8). E.coli O157 ¢esitli biyokimyasal ve

serolojik testler ile kesin olarak identifiye edilmek-
tedir. Bu amagla igerisinde CT (Cefixime Tellurite)
supplement bulunan sorbitollii MacConkey Agar
(CT-SMAC) ve CHROMagar O157 kullanilmakta-
dir. Ayn1 zamanda O157 ve H7 antiserumlari ile de
serolojik olarak dogrulanmakta ve verotoksin {ire-
timleri de incelenebilmektedir (9).

Son yillarda hizli ve giivenilir molekiiler tan1 yon-
temleri ile E.coli O157:H7’nin ¢esitli gen bolgele-
rine spesifik primerler kullanilarak siipheli bakteri
DNA’lar1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile teshis
edilebilmektedir. Bu amagla /60157 (0157 lipo-
polisakkarit), fliC (H7 flagella) gen bolgelerine
spesifik primerler kullanilarak etken identifiye
edilmektedir. Ayrica aead, ehyld, Stxl, Stx2 gen
bolgelerine spesifik primerler kullanilarak etkenin
viriilens genleri de (intimin, enterohemolizin, vero-
toksin 1 ve 2) saptanabilmekte ve etkenin hasta-
lik olusturma giicii incelenebilmektedir (3, 5, 6,
8,10).

Bu calismada, Kayseri ili ve ilgelerindeki kamu ve
o6zel sektore ait siit isletmelerindeki cesitli yas grupla-
rindaki saglikli hayvanlarin diski ve siitlerinde E. coli
O157:H7’nin varliginin saptanmasi ve hayvansal risk
faktorlerinin ortaya konulmasi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Numuneler:Calismada, Kayseri’nin ilge kamu ve
Ozel sektore ait siit sigir yetistiriciligi yapilan 12
isletmeye ait saglikli sigirlardan bir y1llik siire i¢in-
de 500 adet diski ve 500 adet siit 6rnekleri toplandi

Referans sus: izolasyon ve identifikasyon calis-
malarmin  her asamasinda kullanilan E.coli
O157:H7 (RHFS 232) kontrol susu Refik Saydam

Hifzisthha Entitiisii’'nden temin edilmistir.

Calismada kullanilan primerler Tablo I’de belirtil-
mektedir.
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Tablo 1. E.coli O157:H7 suslarmm m-PCR ve u-PCR’mnda kullanilan primerlerin dizilimi (Inregrated DNA

Technologies Inc. IDT, USA)

. e ms s Gen . Amplikon
Calismada kullanilacak olan primer dizileri (5°-3°) bolgesi Virulens gen adi biyiikliiii (bp)
PF8 CGTGATGATGTTGAGTTG
PR8 AGATTGGTTGGCATTACTG ribO157 LPS O157 420
Int Fc CCGGAATTCGGGATCGATTACCGTCAT
Int Rce CCAAAGCTTTATTTAATCAGCCTTAATCTC eacA Intimin 840
hly AF GCATCATCAAGCGTACGTTCC
hly AR AATGAGCCAAGCTGGTTAAAGC ehlyA  Enterohemolysin 534
LP 30 CAGTTAATGTCGTGGCGAAGG
LP31 CACCAGACAATGTAACCGCTG Stx 1 Verocytotoxin 1 348
LP43 ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG
LP44 GCGTCATCGTATACACAGGAGC Stx 2 Verocytotoxin 2 584
H7 GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC faic H7 625

H7 CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC

On zenginlestirme ve Immunomanyetik Sepa-
rasyon

Alinan numuneler 20 mg/l novobiocinli TSB igeri-
sine koyularak soguk zincir altinda laboratuara
getirildi ve 37 C ‘de 6-18 saat inkiibe edilerek 6n
zenginlestirmeye tabi tutuldu. Inkubasyon sonra-
sinda immunomanyetik seperasyon iglemine gecil-
di. Immunumanyetik separasyon islemi i¢in dyna-
beads anti E.coli O157 boncuklar1 kullanildi (6).
Immunomanyetik separasyon igleminden sonra
sonra O157 Dynabead ve bakteri kompleksi igeren
orneklerden 50 pl alinarak CT-SMAC agar ve
CHROM agara ekildi ve 37C de 18-24 saat inku-
basyona birakildi. Bu siire sonuda sorbitolii fer-
mente etmeyen pembe ve beyaz renkli kolonilere
indol testi uygulandi. Pozitif kiiltiirlerde O157 se-
rogrubunun tanimlanmasi igin lateks agliitinasyon
testleri uygulandi (6).

Molekiiler Identifikasyon

Bakteri DNA’sin1 elde etmek i¢in GF-1 bakteri
ekstraksiyon kiti (Fermatas, Litvanya) kullanilarak
gerceklestirildi.

Multipleks PCR

Multipleks PCR reaksiyon karigiminm final kon-
santrasyonu 50pl olacak sekilde hazirlandi. Reaksi-
yon karisimi 5 pl DNA 6rnegi, 5 pul 10 X PCR buf-
fer, 6 ul MgCl,, 1 ul 10 X dNTP, 0.25 pl int Fc, int
Rc primerleri, 0.1 ul PF8, PR8, LP 30, LP 31 pri-
merleri, 0.05 pl LP 43, LP 44 primerleri, 0.2 pl Taq
polymerase seklinde hazirlandi (6). DNA amplikas-
yonu, 94°C’de 5 dk 6n denatiirasyon islemi uygu-
landiktan sonra 94 °C’de 1 dk, 53°C’de 1 dk,
72°C’de 1 dk 30 siklusta ve 72°C’de 5 dk son uzat-
ma olacak sekilde gerceklestirildi (6).

Unipleks PCR

Calismada iki ayr1 gen bolgesi i¢in iki farkli unip-
leks PCR yapildi. FliC gen bolgesi igin, PCR reak-
siyon karigiminin final konsantrasyonu 50ul olacak
sekilde hazirlandi. Reaksiyon karigimi 5 pl DNA
6rnegi, 5 ul 10 X PCR buffer, 3mM MgCl,, 200 uM
dNTP, her bir fliC primerinden 0.5 pM ve son ola-
rak 1U Taq polymerase seklinde hazirland1 (11).
DNA amplikasyonu, 94 °C’de 3 dk 6n denatiirasyon
islemi uygulandiktan sonra 94 °C’de 1 dk, 65 “C’de
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2 dk, 72°C’de 2 dk 35 siklusta ve 72°C’de 10 dk
son uzatma olacak sekilde gerceklestirildi (6).

EhlyA gen bolgesi i¢in, final konsantrasyonu 50ul
olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon karigimi 5 pl
DNA ornegi, 5 pul 10 X PCR buffer, 3mM MgCl,,
200 uM dNTP, her bir EhlyA primerinden 0.2 uM
ve son olarak 1U Taq polymerase seklinde hazir-
land1 (6). DNA amplikasyonu, 94 °C’de 5 dk 6n
denatiirasyon islemi uygulandiktan sonra 94 °C’de
1 dk, 53 °C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk 30 siklusta ve
72°C’de 5 dk son uzatma olacak sekilde gercekles-
tirildi .

Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR iiriinleri
% 2’lik agaroz jelde 90 V gerilimde 45 dk elektro-
forez (ThermoEC250-90) islemine tabi tutulduktan
sonra, UVP jel dokiimantasyon iglemi (Vilber Lao-
urmat ) kullanilarak goriintiilendi (6).

istatistiksel Metod: Calismada siit ve diski numu-
nelerindeki E. coli O157’nin varligi Pearson Chi-
Square (y2) testi ile ile degerlendirilmistir (39).

BULGULAR

Calismada, 500 adet digki numunesinden 128’sinde
(% 25,6) ve 500 adet siit numunesinin ise 107’sin-
de (% 21,4) E. coli 0157 tespit edildi. izolatlara
uygulanan lateks agliitinasyon testi sonucunda bu
orneklerin 7’sinde O157 antijeni tespit edilirken,
orneklerin higbirinde H7 antijenine rastlanmadi
(Tablo I, III).

mPCR reaksiyonu sonucunda ise m-PCR islemi
sonucunda 128 adet sigir digki izolatinin 6’s1 (%
4,6), 107 siit izolatmm 1’si (% 2)  E.coli
0157 :NM olarak identifiye edildi (Tablo 3, Sekil
1). U-PCR reaksiyonu sonucunda incelenen ornek-
lerde H7 antijenine ait gen tespit edilemedi. Ancak
orneklerden bir tanesinde enterohemolizin geni, 2
tanesinde Stx2 geni tespit edildi (Sekil 2). E. coli
O157”’nin numunelerdeki bulunma siklig1 istatik-
sel agidan 6nemsiz bulundu (p<0,05) (Tablo III).

TARTISMA

Escherichia coli O157, etken ile kontamine hay-

584 bp

420 bp

Sekil 1. E.coli O157:H7 pozitif kontrol susu (RHS 232) ve sahadan
izole edilen siipheli suslara uygulanan m-PCR islemi. M. Marker, 1-2
pozitif kontrol, 3-4 diskidan izole edilen iki adet 6rnekte rbfO157 ve

Stx2 genlerinin varhig.
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1000 bp ==p
500 bp =

534 bp

100 bp ==

Sekil 2. E.coli O157:H7 pozitif kontrol susu (RHS 232) ve sahadan izole edilen siip-
heli suslara uygulanan u-PCR islemi (EhlyA). M. Marker, 1. Pozitif kontrol, 5. Bir
disk1 6rneginde EAly4 geninin varligi.

Tablo I1. Sigir digki ve siitlerinden izole edilen siipheli £.coli O157:H7 suslarina uygulanan m-PCR ve
u-PCR sonuglar1 ve virulens genlerin suslar arasindaki dagilimi

Viriilens genlerin varhgi

Ornek no  ilge ve koyler m-PCR u-PCR
rbfoO157 eaeA Stxl Stx2 ehlyA flic
S1 (diski)  Elagoz + - - + + -
S2 (diski)  Elagoz - - - - -
S3 (digk) Giinesli - _ + _ )

S4 (diski)  Giinesli
S5 (digki)  Giinesli
S6 (digki)  Yesilhisar

+ o+ 4+ o+ o+ o+
1
1
1
1
1

S7 (siit) Hasanarpa koyii
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Tablo III. Diski ve siit numunelerinde E. coli O157°nin Prevalansi

izole edilen Bakteri

E. coli 0157 x2) P
Numune
Klasik Yontem PCR
Sayisi % Sayis1 %
Disk1 (n=500) 128 25,6 6 4.6
Siit (n=500) 107 21,4 1 2 2,84 -
Total (n=1000) 235 47 7 8,6

vansal Uriinlerin tiiketilmesine bagl olarak insan-
larda HC, HUS ve TTP gibi klinik tablolar olustur-
masi sebebiyle dnemli bir halk sagligi sorunu ola-
rak kabul edilmektedir (12).

Calismada, 500 adet digki numunesinden 128’sinde
(% 25,6) ve 500 adet siit numunesinin ise 107’sin-
de (% 21,4) E.coli O157 tespit edildi. Lateks aglii-
tinasyon testi sonucunda bu Orneklerin 7’sinde
0157 antijeni tespit edilirken, H7 antijenine rast-
lanmadi. E.coli O157:NM mPCR reaksiyonu sonu-
cunda ise m-PCR iglemi sonucunda 128 adet sigir
diski izolatinin 6’s1 (% 4,6), 107 siit izolatinin 1’1
(% 2) E. coli O157 olarak identifiye edildi. U-PCR
reaksiyonu sonucunda incelenen Orneklerde H7
antijenine ait gene rastlanmaz iken 6rneklerden bir
tanesinde enterohemolizin geni tespit edildi. Calis-
mada E. coli O157°’nin numunelerdeki bulunma
siklig1 istatiksel agidan 6nemsiz bulundu (p<0,05)
(Tablo 3).

Etkenin hayvanlardaki prevalansini ortaya koyma-
ya yonelik olarak diinyada ve Tiirkiye’de pek ¢ok
calisma yapilmistir. E.coli O157 izolasyon oranla-
rinin iilkeler arasinda farkliliklar gosterdigi belirtil-
mistir

Chapman ve ark. (13) 4800 sigir digkisinin %
15,7’sinin, Heuvelink ve ark. (14), 540 sigir digkisi
orneginin %10,6’smin E. coli O157 ile kontamine
oldugunu bildirmiglerdir. Hancock ve ark. (15)
ABD’de 11.881 sigirin % 1.8’inde, Chapman ve
ark. (11) Ingiltere’de 4800 sigirm %12.9 ‘unda,

Bornardi ve ark. (16) Italya’da 450 sigirm %
13.1’inde Rogerie ve ark.(17) Fransa’da 851 sigirm
% 2.6’smda E.coli O157 ‘nin bulundugu bildiril-
mistir. Bu calismada 500 adet sigir digkisinin %
4,6’sinda E. coli O157 tespit edilmistir. Sigir diski
orneklerinden elde edilen degerler arastirmacilarm
calismalari ile kiyaslandiginda Hancock ve ark. (15)
ile Rogerie ve ark. (17)’nin bulgularindan yiiksek
iken diger arastirmacilarin (Caphman, Heuvelink,
Bornardi) bulgularindan disiiktiir. Bunun nedeni
numunelerin alindig1 isletmelerdeki hijyenik du-
rumlari ile ilgili olabilir.

Tiirkiye’de Aslantas ve ark. (6), 565 adet sigir diski
orneklerinden 77’sinde (%13,6) E.coli O157 sapta-
muslardir. Istanbul bolgesinde 330 sigirda yapilan
aragtirmada % 53,9 oraninda E.coli O157:H7 bulun-
dugu bildirilmistir (18). Yilmaz ve ark. (19) 330
sigirin % 4.2 ‘sinde E.coli O157:H7 pozitifligi tes-
pit edilmis olup genc ve erkek sigirlardaki izolas-
yon oranlarinin daha yiiksek oldugu nu bildirmistir.
Coia ve ark. (20), inceledikleri 500 ¢ig siit 6rnegin-
de E. coli O157 varligma rastlamadiklarini bildir-
mislerdir. Massa ve ark.’nin (21) 100 ¢ig siit drne-
ginde E. coli O157:H7 izolasyonunun gerceklestiri-
lemedigi bildirilmistir. Benzer sekilde, Picozzi ve
ark. (22) 1011 ¢ig siit 6rneginin hi¢ birinden VTEC
0157 izolasyonu yapilamadigi belirtilmistir Abdul-
Raouf ve ark.’nin (23) 50 inek siitiiniin 3’{inde izo-
lasyonun gergeklestirildigi belirtilmistir. Bu calig-
mada ise incelenen 500 adet ¢ig siit Grneginin sade-
ce 1 tanesinden (% 2) E. coli 0157 tespit edildi. Siit
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orneklerinden elde edilen sonuglar kiyaslandiginda
Coia ve ark. (20), Massa ve ark. (21)’nin degerle-
rinden yiiksek, Picozzi ve ark. (22) degerleri ile
paralel iken Abdul-Raouf ve ark.’nin (23) buldugu
degerlerden daha diisiik oranda oldugu goriilmekte-
dir.

Tiirkiye’de Oksiiz ve ark. (24) ¢ig siit ve ¢ig siitten
yapilmig peynirlerde yaptiklari bir ¢aligmada 100
¢ig siit drneginden sadece 1’inde E. coli O157 tes-
pit edildigi bildirilmistir. Bunun sebebini etkenin
izole edildigi hayvanin meme basinin etken ile
kontamine olmasina baglayabiliriz. Cig siit ve pey-
nir drneklerinde enterohemorajik E. coli’ye rastlan-
ma sikligmin aragtirildigi bir baska ¢aligmada, in-
celenen 20 ¢ig siit 6rneginin higbirinde E. coli
O157:H7’nin saptanamadig1 belirtilmistir (25). Bu
¢alismada incelenen siit numunelerinin bulgulari,
Oksiiz ve ark. yaptiklar1 calisma ile benzerlik gos-
termektedir.

Bu calisma ile lilkemizde ve diinya iilkelerindeki
sigirlardaki ve siitlerdeki E.coli O157 izolasyon
oranlarmmin belirlenmesine yonelik aragtirmalar
kiyaslandiginda farkli oranlarin bulunmasi, kullani-
lan izolasyon ydntemlerindeki farklilik, cografik,
hayvanlarin beslenmesi ve siit sagim esnasindaki
hijyenik kosullarinin farkliligi yada isletmelerdeki
personel hijyene yeterince dikkat etmemesi gosteri-
lebilir. Yine bu ¢alismadan farkli olarak incelenen
hayvanlarin yas gruplari ve cinsiyetleri de oransal
degisimde etkili olabilir.

Sonug olarak, Kayseri ili ve ¢evresindeki isletme-
lerdeki siit sigirlarmin digkisinda ve siitlerinde E.
coli 0157 belirlenmistir. Belirlenen kontaminasyon
oranmin diisiik diizeylerde oldugunu, bununla bir-
likte Kayseri ilindeki siit isletmelerinde FE.coli
O157:H7 tespit edilmemistir.
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