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KAYSERİ YÖRESİNDE SÜT SIĞIRLARINDA ESCHERICHIA COLI 
O157:H7’NİN KONVANSİYONEL VE MOLEKÜLER 

YÖNTEMLERLE ARAŞTIRILMASI* 
Investigation with Conventional and Molecular Method of Escherichia Coli 

O157:H7 in Dairy Cattle in Kayseri Region 

Fuat AYDIN1, Tuba İÇA2, Ayşegül YONTAR3

Özet: Bu çalışmada, Kayseri ili ve ilçelerindeki kamu ve 
özel sektöre ait süt işletmelerindeki çeşitli yaş gruplarındaki 
sağlıklı hayvanların dışkı ve sütlerinde E. coli O157:H7’nin 
varlığının saptanması ve hayvansal risk faktörlerinin ortaya 
konulması amaçlanmıştır. Bu amaçla çeşitli ilçelerden 
toplanan 500 adet dışkı ve 500 adet süt örnekleri 
çalışmada materyal olarak kullanıldı.  Immuno Magnetik 
Seperasyon ve ardından Chorom agar ve Sorbitol 
MacConkey (SMAC) agara ekim yapıldı. Bu 
besiyerlerinde üreyen şüpheli koloniler seçildi ve bunlar 
serolojik yönden H ve O agglütinasyon testi ile incelendi. 
Moleküler yönden ise şüpheli izolatlar multipleks PCR 
(mPCR) ve unipleks PCR (uPCR) teknikleri ile incelendi. 
Bu işlemleri sonucunda 500 süt örneğinden 1 (% 2)’inde 
ve 500 dışkı örneğinden 6 (% 4,6)’sında O157:NM suşu 
tespit edilmiş olup örneklerin hiçbirinde flagella H 
antijenine rastlanmadı. Dışkıdan izole edilen O157:NM 
suşlarına yapılan mPCR’ da bir örnekte Enterohemolysine 
genine (Ehly A) rastlanırken, 1 örnekte yalnızca Sitotoksin 
2 (stx2) geni tespit edildi. Diğer dışkı örneklerinde 
virülens genlerinden hiçbirisine rastlanmadı. Sütten izole 
edilen bir adet O157:NM suşunda  ise  virülens 
genlerinden hiçbirisine rastlanmadı. 
Sonuç olarak, Kayseri ili ve ilçelerindeki işletmelerdeki 
süt sığırlarının dışkısında ve sütlerinde E. coli O157 
belirlenmiştir. E.coli O157:H7 tespit edilmemiştir. 
Belirlenen kontaminasyon oranının düşük düzeylerde 
olduğunu, bununla birlikte Kayseri ilinde hijyen 
kurallarına dikkat edilmesi gerektiği sonucuna varıldı.

Anahtar kelimeler :  Sığır dışkısı, çiğ süt, 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 
O157: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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serolojik testler ile kesin olarak identifiye edilmek-
tedir. Bu amaçla içerisinde CT (Cefixime Tellurite) 
supplement bulunan sorbitollü MacConkey Agar  
(CT-SMAC) ve CHROMagar O157 kullanılmakta-
dır. Aynı zamanda O157 ve H7 antiserumları ile de 
serolojik olarak doğrulanmakta ve verotoksin üre-
timleri de incelenebilmektedir (9).

Son yıllarda hızlı ve güvenilir moleküler tanı yön-
temleri ile E.coli O157:H7’nin çeşitli gen bölgele-
rine spesifik primerler kullanılarak şüpheli bakteri 
DNA’ları Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile teşhis 
edilebilmektedir. Bu amaçla rfbO157 (O157 lipo-
polisakkarit), fliC (H7 flagella) gen bölgelerine 
spesifik primerler kullanılarak etken identifiye 
edilmektedir. Ayrıca aeaA, ehylA, Stx1, Stx2 gen 
bölgelerine spesifik primerler kullanılarak etkenin 
virülens genleri de (intimin, enterohemolizin, vero-
toksin 1 ve 2)   saptanabilmekte ve etkenin   hasta-
lık oluşturma gücü incelenebilmektedir (3, 5,  6, 
8,10).

Bu çalışmada, Kayseri ili ve ilçelerindeki kamu ve 
özel sektöre ait süt işletmelerindeki çeşitli yaş grupla-
rındaki sağlıklı hayvanların dışkı ve sütlerinde E. coli
O157:H7’nin varlığının saptanması ve hayvansal risk 
faktörlerinin ortaya konulması amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Numuneler:Çalışmada, Kayseri’nin ilçe kamu ve 
özel sektöre ait süt sığır yetiştiriciliği yapılan 12 
işletmeye ait sağlıklı sığırlardan bir yıllık süre için-
de 500 adet dışkı ve 500 adet süt örnekleri toplandı

Referans suş: İzolasyon ve identifikasyon çalış-
malarının her aşamasında kullanılan E.coli
O157:H7 (RHFS 232) kontrol suşu Refik Saydam 
Hıfzısıhha Entitüsü’nden temin edilmiştir.

Çalışmada kullanılan primerler Tablo I’de belirtil-
mektedir.

E.coli’ler Enterobactericea ailesine bağlı Gram 
negatif bakterilerdir. Bu bakteriler evcil ve yabani 
hayvanların normal bağırsak florasında bulunmala-
rına karşın bazı türleri patojenik özellikler göster-
mektedir. E.coli’ler sahip oldukları patojenite me-
kanizmaları, ürettikleri toksin tipleri, neden olduk-
ları klinik sendromlar, epidemiyolojileri ve O:H 
DQWLMHQOHULQH�J|UH��(QWHURSDWRMHQLN��(3(&���HQWHUR�
toksijenik (ETEC), enteroinvazif (EIEC), enterohe-
morajik (EHEC), difuz-adhering (DAEC), entero-
agregatif (EAggEC) olmak üzere altı ana grup al-
tında toplanmaktadır (1- 3).

İlk E.coli O157:H7 salgınının yeterince ısı işlemine 
tabi tutulmamış sığır et ve süt ürünlerinin tüketil-
mesi sonucu gerçekleştiği bildirilmektedir (4). Bu-
laşma infekte sığır dışkıları ile kontamine gıdaların 
oral yolla tüketilmesi sonucu ve rezervuar sığırlara 
direkt temas yoluyla gerçekleşmektedir. Hastalık 
prevalansında, yaz aylarında ve sonbahar başlangı-
cında artış gözlendiği bildirilmektedir. E.coli
O157:H7 için diğer rezervuar hayvanlar, koyun, 
keçi yabani geyikler, domuzlar ve kuşlardır. E.coli
O157:H7’nin sığırlarda patojenik bir özellik göste-
rip göstermediğine ilişkin yeterli veri bulunma-
makta ve adı geçen hayvanlar yalnızca rezervuar 
olarak kabul edilmektedirler (1, 3, 5).

EHEC’lere son yıllarda gıda kaynaklı infeksiyon-
larda sıklıkla rastlanmaktadır. EHEC’ler içerisinde 
en önemli serotip, zoonoz olması açısından E coli
O157:H7 dir.  Bu serotip insanlarda Hemolitik 
Üremik Sendrom (HUS), Trombotik Trombosito-
penik Purpura ve Hemorojik Kolitise neden olmak-
tadır (3).

Etkenin ortaya konmasında materyal olarak insan-
larda dışkı, rezervuar hayvanlarda ise dışkıyla bir-
likte hayvansal ürünler kullanılmaktadır. Bu mater-
yallerden bakterinin izolasyonu amacı ile İmmuno-
manyetik Separasyon (IMS) işlemi uygulanmakta-
dır (6,7,  8). E.coli O157 çeşitli biyokimyasal ve 
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Ön zenginleştirme ve İmmunomanyetik Sepa-
rasyon

Alınan numuneler 20 mg/l novobiocinli TSB içeri-
sine koyularak soğuk zincir altında laboratuara 
getirildi ve 37 ̊C ‘de 6-18 saat inkübe edilerek ön 
zenginleştirmeye tabi tutuldu. İnkubasyon sonra-
sında immunomanyetik seperasyon işlemine geçil-
di.  Immunumanyetik separasyon işlemi için dyna-
beads anti E.coli O157 boncukları kullanıldı (6).
Immunomanyetik separasyon işleminden sonra 
sonra O157 Dynabead ve bakteri kompleksi içeren 
örneklerden 50 μl alınarak CT-SMAC agar ve 
CHROM agara ekildi ve 37 ̊C de 18-24 saat inku-
basyona bırakıldı. Bu süre sonuda sorbitolü fer-
mente etmeyen pembe ve beyaz renkli kolonilere 
indol testi uygulandı. Pozitif kültürlerde O157 se-
rogrubunun tanımlanması için lateks aglütinasyon 
testleri uygulandı (6).

Moleküler İdentifikasyon 

Bakteri DNA’sını elde etmek için GF-1 bakteri 
ekstraksiyon kiti  (Fermatas, Litvanya) kullanılarak 
gerçekleştirildi.

Multipleks PCR

Multipleks PCR reaksiyon karışımının final kon-
santrasyonu 50μl olacak şekilde hazırlandı. Reaksi-
yon karışımı 5 μl DNA örneği, 5 μl 10 X PCR buf-
fer, 6 μl MgCl2, 1 μl 10 X dNTP, 0.25 μl int Fc, int 
Rc primerleri, 0.1 μl PF8, PR8, LP 30, LP 31 pri-
merleri, 0.05 μl LP 43, LP 44 primerleri, 0.2 μl Taq 
polymerase şeklinde hazırlandı (6). DNA amplikas-
yonu, 94˚C’de 5 dk ön denatürasyon işlemi uygu-
landıktan 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 şekilde gerçekleştirildi (6).

Unipleks PCR

Çalışmada iki ayrı gen bölgesi için iki farklı unip-
leks PCR yapıldı. FliC gen bölgesi için, PCR reak-
siyon karışımının final konsantrasyonu 50μl olacak 
şekilde hazırlandı. Reaksiyon karışımı 5 μl DNA 
örneği, 5 μl 10 X PCR buffer, 3mM MgCl2, 200 μM 
dNTP,  her bir fliC primerinden 0.5 μM ve son ola-
rak 1U Taq polymerase şeklinde hazırlandı (11). 
DNA amplikasyonu, 94 ˚C’de 3 dk ön denatürasyon 
işlemi uygulandıktan sonra 94 ˚C’de 1 dk, 65 ˚C’de 

Tablo I. E.coli O157:H7 suşlarının m-PCR ve u-PCR’ında kullanılan primerlerin dizilimi (Inregrated DNA 
Technologies Inc. IDT, USA)

Çalışmada kullanılacak olan primer dizileri (5’-3’)
Gen 

bölgesi Virulens gen adı
Amplikon   

büyüklüğü (bp)

PF8 CGTGATGATGTTGAGTTG
PR8 AGATTGGTTGGCATTACTG rfbO157 LPS O157 420

Int Fc CCGGAATTCGGGATCGATTACCGTCAT
Int Rc CCAAAGCTTTATTTAATCAGCCTTAATCTC eaeA İntimin 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
H7 CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC fliC H7 625
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2 dk, 72˚C’de 2 dk 35 siklusta ve 72˚C’de 10 dk 
son uzatma olacak şekilde gerçekleştirildi (6).

EhlyA gen bölgesi için, final konsantrasyonu 50μl 
olacak şekilde hazırlandı. Reaksiyon karışımı 5 μl 
DNA örneği, 5 μl 10 X PCR buffer, 3mM MgCl2, 
200 μM dNTP,  her bir EhlyA primerinden 0.2 μM 
ve son olarak 1U Taq polymerase şeklinde hazır-
landı (6). DNA amplikasyonu, 94 ˚C’de 5 dk ön 
denatürasyon işlemi uygulandıktan 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 şekilde gerçekleş-
tirildi .

Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR ürünleri 
% 2’lik agaroz jelde 90 V gerilimde 45 dk elektro-
forez (ThermoEC250-90) işlemine tabi tutulduktan 
sonra, UVP jel dökümantasyon işlemi (Vilber Lao-
urmat ) kullanılarak görüntülendi (6).

İstatistiksel Metod: Çalışmada süt ve dışkı numu-
nelerindeki E. coli O157’nin varlığı Pearson Chi-
Square (χ2) testi ile ile değerlendirilmiştir (39).

BULGULAR

Çalışmada, 500 adet dışkı numunesinden 128’sinde 
(% 25,6) ve 500 adet süt numunesinin ise 107’sin-
de (% 21,4) E. coli O157 tespit edildi. İzolatlara 
uygulanan lateks aglütinasyon testi sonucunda bu 
örneklerin 7’sinde O157 antijeni tespit edilirken, 
örneklerin hiçbirinde H7 antijenine rastlanmadı 
(Tablo II, III).

mPCR reaksiyonu sonucunda ise m-PCR işlemi 
sonucunda 128 adet sığır dışkı izolatının 6’sı (% 
4,6), 107 süt izolatının 1’si (% 2)  E.coli 
O157 :NM olarak identifiye edildi (Tablo 3, Şekil 
1). U-PCR reaksiyonu sonucunda incelenen örnek-
lerde H7 antijenine ait gen tespit edilemedi. Ancak 
örneklerden bir tanesinde enterohemolizin geni, 2 
tanesinde Stx2 geni tespit edildi (Şekil 2). E. coli
O157’’nin numunelerdeki bulunma sıklığı istatik-
sel açıdan önemsiz bulundu (p<0,05) (Tablo III).

TARTIŞMA

Escherichia coli O157, etken ile kontamine hay-

584 bp

420 bp

Şekil 1. E.coli O157:H7 pozitif kontrol suşu (RHS 232)  ve sahadan 
izole edilen şüpheli suşlara  uygulanan m-PCR işlemi. M. Marker, 1-2 
pozitif kontrol, 3-4 dışkıdan izole edilen iki adet örnekte rbfO157 ve 
Stx2 genlerinin varlığı.
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534 bp

Şekil 2. E.coli O157:H7  pozitif kontrol suşu (RHS 232)  ve sahadan izole edilen şüp-
heli suşlara  uygulanan u-PCR işlemi (EhlyA). M. Marker, 1. Pozitif kontrol, 5. Bir 
dışkı örneğinde EhlyA geninin varlığı.

Tablo II. Sığır dışkı ve sütlerinden izole edilen şüpheli E.coli O157:H7 suşlarına uygulanan  m-PCR ve                 
u-PCR sonuçları ve virulens genlerin suşlar arasındaki dağılımı

Örnek no

Virülens genlerin varlığı

m-PCR u-PCR

rbfO157 eaeA Stx1 Stx2 ehlyA fliC

S1 (dışkı) Elagöz + - - + + -

S2 (dışkı) Elagöz + - - - - -

S3 (dışkı) Güneşli + - - + - -

S4 (dışkı) Güneşli + - - - - -

S5 (dışkı) Güneşli + - - - - -

S6 (dışkı) Yeşilhisar + - - - - -

S7 (süt) Hasanarpa köyü + - - - - -

İlçe ve köyler
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vansal ürünlerin tüketilmesine bağlı olarak insan-
larda HC, HÜS ve TTP gibi klinik tablolar oluştur-
ması sebebiyle önemli bir halk sağlığı sorunu ola-
rak kabul edilmektedir (12).

Çalışmada, 500 adet dışkı numunesinden 128’sinde 
(% 25,6) ve 500 adet süt numunesinin ise 107’sin-
de (% 21,4) E.coli O157 tespit edildi. Lateks aglü-
tinasyon testi sonucunda bu örneklerin 7’sinde 
O157 antijeni tespit edilirken, H7 antijenine rast-
lanmadı. E.coli O157:NM mPCR reaksiyonu sonu-
cunda ise m-PCR işlemi sonucunda 128 adet sığır 
dışkı izolatının 6’sı (% 4,6), 107 süt izolatının 1’i  
(% 2) E. coli O157 olarak identifiye edildi. U-PCR 
reaksiyonu sonucunda incelenen örneklerde H7 
antijenine ait gene rastlanmaz iken örneklerden bir 
tanesinde enterohemolizin geni tespit edildi. Çalış-
mada E. coli O157’’nin numunelerdeki bulunma 
sıklığı istatiksel açıdan önemsiz bulundu (p<0,05) 
(Tablo 3).

Etkenin hayvanlardaki prevalansını ortaya koyma-
ya yönelik olarak dünyada ve Türkiye’de pek çok 
çalışma yapılmıştır. E.coli O157 izolasyon oranla-
rının ülkeler arasında farklılıklar gösterdiği belirtil-
miştir

Chapman ve ark. (13) 4800 sığır dışkısının % 
15,7’sinin, Heuvelink ve ark. (14), 540 sığır dışkısı 
örneğinin %10,6’sının E. coli O157 ile kontamine 
olduğunu bildirmişlerdir. Hancock ve ark. (15) 
ABD’de 11.881 sığırın % 1.8’inde, Chapman ve 
ark. (11) İngiltere’de 4800 sığırın %12.9 ‘unda, 

Bornardi ve ark. (16) İtalya’da 450 sığırın %
13.1’inde Rogerie ve ark.(17) Fransa’da 851 sığırın 
% 2.6’sında E.coli O157 ‘nin bulunduğu bildiril-
miştir. Bu çalışmada 500 adet sığır dışkısının % 
4,6’sında E. coli O157 tespit edilmiştir. Sığır dışkı 
örneklerinden elde edilen değerler araştırmacıların 
çalışmaları ile kıyaslandığında Hancock ve ark. (15) 
ile Rogerie ve ark. (17)’nın bulgularından yüksek 
iken diğer araştırmacıların (Caphman, Heuvelink, 
Bornardi) bulgularından düşüktür. Bunun nedeni 
numunelerin alındığı işletmelerdeki hijyenik du-
rumları ile ilgili olabilir.

Türkiye’de  Aslantaş ve ark. (6), 565 adet sığır dışkı 
örneklerinden 77’sinde (%13,6) E.coli O157 sapta-
mışlardır. İstanbul bölgesinde 330 sığırda yapılan 
araştırmada % 53,9 oranında E.coli O157:H7 bulun-
duğu bildirilmiştir (18). Yılmaz ve ark. (19) 330 
sığırın % 4.2 ‘sinde E.coli O157:H7 pozitifliği tes-
pit edilmiş olup genç ve erkek sığırlardaki izolas-
yon oranlarının daha yüksek olduğu nu bildirmiştir. 
Coia ve ark. (20), inceledikleri 500 çiğ süt örneğin-
de E. coli O157 varlığına rastlamadıklarını bildir-
mişlerdir. Massa ve ark.’nın (21) 100 çiğ süt örne-
ğinde E. coli O157:H7 izolasyonunun gerçekleştiri-
lemediği bildirilmiştir. Benzer şekilde, Picozzi ve 
ark. (22)  1011 çiğ süt örneğinin hiç birinden VTEC 
O157 izolasyonu yapılamadığı belirtilmiştir Abdul-
Raouf ve ark.’nın (23) 50 inek sütünün 3’ünde izo-
lasyonun gerçekleştirildiği belirtilmiştir. Bu çalış-
mada ise incelenen 500 adet çiğ süt örneğinin sade-
ce 1 tanesinden (% 2) E. coli 0157 tespit edildi. Süt 

Tablo III.  Dışkı ve süt numunelerinde E. coli O157’nın Prevalansı 

Numune

İzole edilen Bakteri
E. coli O157 (χ2) P

Klasik Yöntem PCR

Sayısı % Sayısı %

Dışkı (n= 500) 128 25,6 6 4,6

Süt (n= 500) 107 21,4 1 2 2,84 -

Total (n= 1000) 235 47 7 8,6
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örneklerinden elde edilen sonuçlar kıyaslandığında 
Coia ve ark. (20), Massa ve ark. (21)’nın değerle-
rinden yüksek, Picozzi ve ark. (22) değerleri ile 
paralel iken Abdul-Raouf ve ark.’nın (23) bulduğu 
değerlerden daha düşük oranda olduğu görülmekte-
dir. 

Türkiye’de Öksüz ve ark. (24) çiğ süt ve çiğ sütten 
yapılmış peynirlerde yaptıkları bir çalışmada 100 
çiğ süt örneğinden sadece 1’inde E. coli O157 tes-
pit edildiği bildirilmiştir. Bunun sebebini etkenin 
izole edildiği hayvanın meme başının etken ile 
kontamine olmasına bağlayabiliriz. Çiğ süt ve pey-
nir örneklerinde enterohemorajik E. coli’ye rastlan-
ma sıklığının araştırıldığı bir başka çalışmada, in-
celenen 20 çiğ süt örneğinin hiçbirinde E. coli
O157:H7’nin saptanamadığı belirtilmiştir (25). Bu 
çalışmada incelenen süt numunelerinin bulguları, 
Öksüz ve ark. yaptıkları çalışma ile benzerlik gös-
termektedir.

Bu çalışma ile ülkemizde ve dünya ülkelerindeki 
sığırlardaki ve sütlerdeki  E.coli O157 izolasyon 
oranlarınının belirlenmesine yönelik araştırmalar 
kıyaslandığında farklı oranların bulunması, kullanı-
lan izolasyon yöntemlerindeki farklılık, coğrafik,  
hayvanların beslenmesi ve süt sağım esnasındaki 
hijyenik koşullarının farklılığı yada işletmelerdeki 
personel hijyene yeterince dikkat etmemesi gösteri-
lebilir. Yine bu çalışmadan farklı olarak incelenen 
hayvanların yaş grupları ve cinsiyetleri de oransal 
değişimde etkili olabilir.

Sonuç olarak, Kayseri ili ve çevresindeki işletme-
lerdeki süt sığırlarının dışkısında ve sütlerinde E. 
coli O157 belirlenmiştir. Belirlenen kontaminasyon 
oranının düşük düzeylerde olduğunu, bununla bir-
likte Kayseri ilindeki süt işletmelerinde E.coli
O157:H7 tespit edilmemiştir. 
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