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Oz: Bu galisma, Samsun ilinde kanatli kesim asamalarindan toplanan farkli érneklerde Escherichia coli (E. coli) 0157: H7
prevalansini arastirmak ve viriilans genlerini (stx1 ve stx2, eaeA ve ehlyA) belirlemek amaciyla yapildi. Bu amagla, 40 i¢ organ,
40 bagirsak icerigi, 20 haslama tank suyu ve kanath kesimhanesinin farkl birimlerinden (tly yolma makinesi, kesme tahtasi,
ic organ c¢ikarma Unitesi ve personel eli ve 40 broiler karkas 6rnegi) alinan 100 svap 6rnegi analiz edildi. Tim oOrnekler,
novobiosin iceren selektif modifiye Tryptic Soy Broth (mTSB+N)'da 6n zenginlestirmenin ardindan imminomanyetik
seperasyon (IMS) ve Cefixim — Tellurite’li CHROM agara ekilmesi yoluyla E. coli 0157: H7 agisindan analiz edildi. Stpheli
koloniler 0157 ve H7 antiserumlari ile incelendi. rfbO;sy, fliCy7, stx1, stx2, eaeA ve ehylA genlerinin varligl Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile belirlendi. Calismada, 2 (%1) bagirsak icerigi 6rneginden E. coli 0157 identifiye edilmesine karsin, H7
tespit edilemedi. Her iki izolatin da stx1, stx2, eaeA ve ehylA geni icerdigi tespit edildi. Bu ¢alisma sonucunda, broiler bagirsak
iceriginde dislik oranda tespit edilen E. coli 0157: H7 izolatlarin hepsinin anilan toksin genlerini igermesinden dolayi insan
sagligi igin 6nemli bir tehlike olusturabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Broiler, Escherichia coli 0157: H7, Kesimhane, Kontaminasyon.

Investigation of Escherichia coli 0157:H7 By IMS-PCR Tecniques in Poultry
Slaughtering Stages

Abstract: The present study was conducted to investigate the prevalence of Escherichia coli (E. coli) 0157:H7 and to
determined its virulence genes (stx1 and stx2, eaeA and ehlyA) in different samples collected from a poultry cutting satages
in Samsun province, Turkey. For this purpose, 40 viscera, 40 intestinal content, 20 scalding tank water and 100 swap samples
taken from various poultry processing units (plucking machine, cutting board, removing unit of intestinal organs and
personnel hands and broiler carcass) were analysed. All samples were analyzed for the isolation of E. coli 0157:H7 through
pre-enrichment in modified tryptone soy broth supplemented with novobiocin (mTSB+N) followed by immunomagnetic
separation (IMS) and selective plating on CHROM agar with Cefixim — Tellurite. Presumptive E. coli 0157:H7 isolates were
tested with anti-O157 and H7 antisera. Polymerase Chain Reaction (PCR) was performed on isolates for the detection of
rfbO1s7, fliCuzstx1, stx2, eaeA and ehylA genes. In this study, two intestinal content (1%) isolates were identified as E. coli
0157 while were found negative for H7. Both isolates contained stx1, stx2, eaeA and ehylA genes. As a result of this study, it
was concluded that E. coli 0157 isolates detected at low levels in the broiler intestinal contents might constitute a significant
hazard for human health due to the presence of toxin genes.
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GiRIS

i nsan beslenmesinde 6nemli bir yeri olan
kanatli eti, besinsel kompozisyonu nedeniyle

patojen ve apatojen mikroorganizmalarin liremesi

icin oldukga uygun bir ortam olusturmaktadir. Tavuk

etlerine bulasan patojen mikroorganizmalar ve/veya

toksinleri, bu drdnlerin tlketilmesi ile insanlara

gecebilmekte ve c¢esitli enfeksiyonlara veya
intoksikasyonlara neden olabilmektedir (1,2).
Escherichia  coli (E. coli), kanathlarda

enfeksiyonlara neden olan etkenler arasinda en ¢ok
izole edilenlerden biridir. Kanatlilardan genellikle,
sadece kuslar igin patojen olan ancak insanlar igin
olmayan Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC)
susunun izole edildigi bildirilmistir (3,4). Kanathlarin
insanlarda 6nemli enfeksiyonlara neden olan E. coli
0157:H7 serotipine de oldukga duyarli olduklari
belirtiimektedir. Etken, kanatlilarin kesimhanelere

uygun olmayan kosullarda tasinmasi, yanhs kesim

teknikleri, haslama, tiy yolma ve sogutma
asamalarinda meydana gelen ¢apraz
kontaminasyonlarla karkas ylzeyinin tamamina

yayilabilir (5,6). Bunlarin disinda kesimhanedeki alet
ve ekipman, personel ve Uriin ile temas eden ylizeyler
de kontaminasyon kaynaklaridir (7). E. coli 0157:H7
serotipleri insanlarda gesitli hastaliklara neden olan
virulans faktorlerini igerirler. Bu faktérlerden en
onemlileri sigatoksinler, hemolizin, intimin ve pO157
plazmidir. Ayrica isiya direngli enterotoksin (EAST 1)
ve serinproteazlar da diger virulans faktérleridir (8,9).
(STX-1 ve STX-2);
hemorajik kolitis (HC), hemolitik Gremik sendrom
(HUS) ile trombotik trombositik purpura (TTP) gibi

Shiga-benzeri toksinler

semptomlarin ortaya ¢itkmasina neden olmaktadir ve
stx1 ve stx2 genleri tarafindan kodlanirlar (8,9). HUS
gorilen hastalardan genelde, bobrek endothelial
hicrelerine daha fazla toksik olan STX-2 izole
edilmektedir (9).

Barsak epitel hiicrelerine yigilmayi saglayan ve
eaeA geni tarafindan kodlanan intimin intestinal
lezyonlara sebep olurken, ehlyA geni tarafindan

kodlanan enterohemolizin eritrositleri lize ederek

barsakta bakterinin canli kalmasi igin gerekli olan
demir ihtiyacini karsilamaktadir (8,9).
ilindeki

etinin

Bu c¢alismada; Samsun bir broiler

kesimhanesinde, tavuk ¢apraz
kontaminasyonunda énemli roli olan haslama tank
suyu, tly yolma makinesi, i¢ organlar, pargalama
tahtasi ylizeyi, i¢ organ gikarma Unitesi, personel eli,
broiler bagirsak igerigi ve karkas érneklerinde halk
sagligl agisindan 6nemli bir patojen olan E. coli

0157:H7 varhgini arastirmak amagland.

MATERYAL ve METOT

Ornekler: Calismada, Ocak-Mayis 2014 tarihleri
arasinda Samsun ilinde faaliyette bulunan kanath
hayvan kesimhanesine 2’ser haftalik periyotlarla
toplamda 10 kez yapilan ziyaretlerin her birinde
20’ser adet olmak (zere toplam 200 adet &rnek
materyal olarak kullanildi (Tablo 1). Kesimhaneden
her iki haftada bir 4 adet olmak lizere toplam 40 adet
broiler karkas 6rnegi, yine ayni kesimhanede her iki
haftada bir 4 adet olmak Gzere 40 adet tim barsak
(duedonum ve kloaka arasi) ornegi alindi. Kesim
prosesinin farkli asamalarindan (20 tiy yolma
makinesi, 10 kesme tahtasi yizeyi, 10 i¢ organ
¢ikarma Unitesi 20 personel eli, 40 broiler karkas

ornegi) 100 svap 6rnegi temin edildi.

Tablo 1. Kesimhaneden alinan 6rnek cesitleri ve
sayllari

Table 1. Sample types and numbers taken from
slaughterhouse.

Ornek Say!
Haslama kazani girisi su 6rnegi 10
Haslama kazani ¢ikisi su 6rnegi 10
Tuy yolma makinesi 20
ic organlar 40
Bagirsak igerigi 40
ic organ cikarilma (initesi 10
Kesme tahtasi 10
Karkas 40
Personel 20
Toplam 200
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Sivap ornekleri kesme tahtasi ylzeyleri ve ig
organ c¢ikarma Unitesi, tly yolma makinelerindeki
plastik materyalden yapilmis parmakgiklardan,
broiler karkas ve personelden alindi.

Karkastan ornekleme igin, 25 mililitre % 0.1’lik
steril peptonlu su ile nemlendirilen steril stingerler ve
steril bir kalip (13 x 10 x 0.25 cm) kullanildi. Karkasin
sol kanadi ve sol uylugu arasindaki yiizeye kalip sikica
tutturularak nemli slinger ile 10 horizantal ve 10
vertikal sirtme hareketi ile ylizeye esit basing
uygulamaya dikkat edilerek érneklendi (10).

Tahta ve icorgan ¢ikarma Unitesi ylzeyleri ve
makinesinde  6rnekleme

tly yolma ylzeyini

sinirlandirmak icin 15 cm?'lik steril bir kalip kullanildi.

Uc kez siirllerek yapildi (10). Kesimhanede galisan
saatleri
bildirim
sirintl  6rnekleri,

personelden sivap 6rnekleri,
tek bir

yapilmaksizin toplandi.

galisma

boyunca ziyarette ©nceden
Elde
%0.1’lik peptonlu suda nemlendirilmis steril sivaplar
kullanilarak iscilerin avug iglerine ve parmaklara
surtlerek toplandi (11).
takiben

soguk zincir

Kesimi aseptik kosullarda alinan

ornekler altinda en kisa sirede
laboratuvara transfer edildi ve 1-2 saat igerisinde E.
coli 0157:H7 varhg yoniinden analiz edildi.

Referans Sus: E. coli NCTC 12900 ve E. coli RHFS
232 referans suglari ¢alismanin her asamasinda

pozitif kontrol olarak kullanild.

Ornekleme 10 mL %0.1’lik steril peptonlu su icinde Primerler: Calisma kapsaminda kullanilan
onceden nemlendirilmis steril sivaplarile Gg ayri yone primer dizileri Tablo 2.’de belirtilmistir.
Tablo 2. Calismada kullanilan virulans genleri ve primer dizilimleri.
Table 2. Virulence genes and primer sequences used in the study.
. A . . . . Amplikon
Galismada Kullanilan Primerlerin Dizilimi Gen Bolgesi Virulans Genin Adi i
Blyuklugi (bp)
P8-F CGTGATGATGTTGAGTTG
P8-R AGATTGGTTGGCATTACTG fb0157 0157 420
FLICH7-F GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC flic 7 625
FLICH7-R CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC "
SLT1-F TGTAACTGGAAAGGTGGAGTATACA St Verocvtotoxinl 210
SLT1-R GCTATTCTGAGTCAACGAAAAATAAC ¥
SLTI-F GTTTTTCTTCGGTATCCTATTCC
Stx2 V totoxin 2 484
SLTII-R GATGCATCTCTGGTCATTGTATTAC X erocyrotoxin
AE-F ATTACCATCCACACAGACGGT caeh Intimin 397
AE-R ACAGCGTGGTTGGATCAACCT
MFS1-F ACGATGTGGTTTATTCTGGA ehlyA Enterohemolysin 166

MFS1-R CTTCACGTCACCATACATAT

E. coli 0157:H7 izolasyonu ve identifikasyonu

On Zenginlestirme ve immunomanyetik separasyon
(ImS)

25mL
nemlendirilen

Calismada, karkas ylzeyinden

tamponlanmis  peptonlu su ile
stiingerlerle alinan 6rnekler, haslama kazanindan
alinan 25 mL su ve i¢ organlardan alinan 25 g
orneklere 225 mL, 20 mg/L novobiocin iceren mTSB
ilave edilerek 2 dk slreyle homojenize edildi. Ayni
sekilde kesimhaneden alinan sivap érnekleri 10 mL

mTSB+N igine konularak 37°C'de 16-18 saat inkiibe

edildi (12). On zenginlestirme islemine tabi tutulan
numuneler, Dynabeads anti-E. coli 0157 (Dynabeads
anti-E. coli 0157, Dynal, ingiltere) kullanilarak Uretici
firma tarafindan bildirilen yénteme gore IMS’ye tabi
tutulduktan sonra 0157 Dynabead ve bakteri
kompleksinden 50 pL alinarak Cefixim - Tellurite (CT)
iceren CHROM agara ekildi ve 37°C'de 18-24 saat
inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda siipheli
kolonilere pozitif kontrol esliginde 0157 ve H7
(Ssl,
testleri yapildi (12).

antiserumlari Danimarka) ile aglltinasyon
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fliCu7 ve rfbO157 Geninin PZR ile Belirlenmesi

GF-1 (Vivantis, ABD) bakteri ekstraksiyon kit
protokoliine gére elde edilen bakteri DNA’sinda,
fliCy7 geninin belirlenmesi igin, final konsantrasyonu
50 uL olacak sekilde reaksiyon karisimi 5 uL DNA
ornegi, 5 uL 10 X PZR buffer, 1.5 mM MgCl,, 400 uM
dNTPs, 0.5 uM her bir fliCy; primerinden ve 1.5 UTaq
polymerase’dan olusturuldu. DNA amplifikasyonu,
PZR cihazinda (Techne TC-512) 94 °C'de 2 dk 6n
denatirasyon islemi uygulandiktan sonra 35 siklus
olacak sekilde 94 °C'de 20 s, 54 °C'de 1 dk, 72°C'de 1
dk ve 72°C’'de 10 dk son uzatma islemi gergeklestirildi
(13). rfbO157 geninin belirlenmesi igin uygulanan
amplifikasyon isleminde ise; 6n denatiirasyon islemi
94 °C'de 5 dk uygulandiktan sonra 94 °C’'de 1 dk, 53
‘C'de 1 dk, 72°C'de 1 dk 30 siklus olacak sekilde
bekletildi. 72°Cde 5 dk
gerceklestirildi (14).

Son uzatma islemi

Multipleks PZR ile Virulans Faktérlerin Belirlenmesi

Calismada elde edilen izolatlar, E. coli 0157:H7
serotipinde bulunabilecek virulans faktorlerine ait
gen bolgeleri (stx1, stx2, eaeA and hlyA) agisindan
spesifik primerler (Tablo 2) kullanilarak analiz edildi
(13). PZR reaksiyon karisimi, final volimi 50 pL
olacak sekilde 5 uL DNA o6rnegi, 5 uL 10 X PZR buffer,
3 mM MgCly, 400 uM dNTPs, her bir primerden 0.5
MM ve 1.5 U Taq polymerase olacak sekilde
hazirlandi. PZR, 94 °C'de 2 dk 6n denatiirasyondan
sonra 36 siklus olarak 94 °C’ de 20 s, 54 °C’de 1 dk ve
72 *C’'de 1dk olarak gerceklestirildi ve son uzatma 72
*C’de 10 dakika olarak tamamlandi (13). Calismada,
elde edilen amplikonlar % 1.5’luk agaroz jelde
elektroforeze (EC250-90; Thermo, Pittsburgh, PA,
ABD) tabi tutuldu ve sonuglar jel dokiimantasyon
sisteminde (Vilber Lourmat, Marne La Vallee, Fransa)
goruntilendi (13, 14).

BULGULAR

Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar: Calismada

fenotipik testler sonucunda incelenen 6rneklerin 18’i
(%9) E. 0157:H7 slpheli

coli pozitif olarak

degerlendirildi. izolatlarin 4’Giniin (%22.2) karkasa,
(%11.1) (%22.2) ig

organlara, 3’Unin (%16.6) haslama tank suyu ve

2’sinin personele, 4’Unln
5’inin (%27.7) bagirsak icerigine ait oldugu belirlendi.
O ve H antiserumu ile yapilan lateks aglltinasyon
testi sonucunda 18 pozitif 6rnekten sadece 2’sinin
0157 antijeni yoniinden pozitif oldugu ve érneklerin
tamaminin H7 antijeni agisindan negatif oldugu

saptandi.

Molekiiler Analiz Sonuglar

PZR analizi sonucunda serolojik testlere paralel
olarak incelenen orneklerin sadece 2’inde (%1)
rfbO157geni fliCuz
rastlanilmadi. E. coli 0157 olarak identifiye edilen 2

tespit  edilirken genine
izolatin bagirsak igerigine ait oldugu belirlendi (Sekil
1) ve bu 2 izolatta stx1, stx2, eaeA ve ehlyA genleri

belirlendi (Tablo 3, Sekil 2).

Sekil 1. fliCh7 ve rfbO157 genleri igin PZR sonuglari;
M: Marker (100bp), P1: Pozitif kontrol (O157: 420
bp), P2: Pozitif kontrol (H7: 625 bp), 1-2 Nolu bandlar:
E. coli 0157 (bagirsak icerik numunesi).

Figure 1. PCRresults for fliCh7 and rfbO157 genes; M:
Marker (100bp), P1: Positive control (0157: 420 bp),
P2: Positive control (H7: 625 bp), Line 1-2: E. coli
0157 (intestinal content sample).
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Tablo 3 Orneklerden izole edilen E. coli.
Table 3. E. coli isolated from samples.

Fenotipik test Serolojik analiz . Virulans Faktorler
d PZR analiz sonucu
) Brnek sonucunda Sonuglari
Ornek sayisl £ coll O157:H7 0157 H7 E. coli 0157 E. coli0157:H7
supheli pozitif - ot - colt : stx1 stx2 eaeA ehlyA
(%) (%) (%) (%) (%) ' g
Karkas 40 4(22.2) - - - - + + + +
Ig c'>rgaTn ¢ikariima 10 i i i i i
Unitesi
Kesme tahtasi 10 - - - - -
ic organ 40 4(22.2) - - - -
Haslama suyu 20 3(16.6)
Tuy yolma makinasi 20
Bagirsak igerigi 40 5(27.7) 2 (5) - 2 (5) - + + + +
Personel eli 20 2(11.1) - - - -
Toplam 200 18 (9) 2(1) - 2(1) -

0157:H7 serotipi dagilimi.
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Sekil 2. PZR islemi sonucunda virulans genlerinin
gosterilmesi; M: Marker (100bp), P: Pozitif kontrol
(ehlyA; 166 bp, stx1:210 bp, eaeA;397bp stx2: 484),
1-2 Nolu bandlar: pozitif 6rnekler (stx1, stx2, eaeA ve
ehlyA)

Figure 2 Demonstration of virulence genes as a result
of PCR; M: Marker (100bp), P1: Positive control
(ehlyA; 166 bp, stx1:210 bp, eaeA;397bp stx2: 484),
Line 1-2: positive samples (stx1, stx2, eaeA and
ehlyA)

TARTISMA ve SONUG

0157:H7

taginmasinda sigirlar dnemli bir rezervuar olmasina

E. coli serotipinin  insanlara
ragmen, son donemlerde yapilan bazi ¢alismalar
kanath ve Urinlerinin de etkenin tasinmasinda
onemli rol oynadigini géstermistir (9,15,16). Gidalarla
alinan etkenin ¢ok disiik sayilarda (10-100 hiicre)
bile hastalik olusturabilecegi bildirilmistir (17). Bu
durum halk sagligi agisindan E. coli 0157: H7'nin
Oonemini gostermektedir.

Bu galismada incelenen érneklerden 2 bagirsak
iceriginde (%1) E. coli 0157 tespit edildi. Bu ¢alisma
sonuglarindan farkli olarak, Heuvelink ve ark. (18), Jo
ve ark. (19), Kalin ve ark. (20), ve Abay ve ark. (21)
inceledikleri broiler digski 6rneklerinin higbirinde
etkeni tespit edememislerdir.

Raji ve ark. (22) 120 tavuk bagirsak igeriginin 11
(%9.6)'inde, Sekmen ve Kaya (23) inceledikleri broiler
kloakal svab o6rneginin 32 (%6.40)'sinde E. coli

0157:H7 identifiye etmislerdir. Yine, Tabatabaei ve
ark. (24) 350 broiler diski 6rneginin 14 (%4)’lnde,
shiga toxigenic E. coli (STEC) tespit etmislerdir.

Bu galisma sonucu ve kanatli diskisindan E. coli
0157:H7 izole edilen diger ¢alisma sonuglari (22-24)
etkenin sekumda kolonize olup uzun siire boyunca
diskiyla sagilabilecegi ve kontaminasyonlara neden
olabilecegini gostermektedir. Beery ve ark. (25)'nin
civcivlerin oral yolla etken ile kontaminasyondan 5 ay
sonrasina kadar diskilarinda 10® kob/g civarinda E.
coli 0157:H7 serotipinin bulundugunu bildirmeleri de
kanathlarin bu etken yoninden rezervuar olarak
dikkate alinmalari gerektiginin gostergesidir.

Bu

orneklerinin higbirinden etken izole edilmemistir.

calismada, kesimhanedeki karkas
Benzer sekilde, Abay ve ark (21), Baran ve Gillmez
(26) Kalin ve ark (20) ve Balpetek (27) inceledikleri
kanatl karkas sivap 6érneklerinin hi¢ birisinin E. coli
0157 ile kontamine olmadigini bildirmislerdir. Fakat,
Doyle ve Schoeni (15), Akkaya ve ark. (28) ve Olatoye
ve ark. (29) inceledikleri tavuk eti érneklerinin sirasi
ile 4 (%1.52), 2(%1.05), 58 (%14.5)'Gnde E.
coli0157:H7  izole  etmigslerdir.

farkliliklar E. coli suslarindaki serotipik dagilimin

Sonuglardaki

bolgesel ve lilkesel olarak degisebilmesi (22,24,30) ve

kullanilan farkli izolasyon metotlari, 6rnekleme
farkhhklar (12,30)
kesimi esnasindaki hijyenik kosullara baglanabilir.

0157

serotiplerinin her birinin stx1, stx2, eaeA ve hlyA

metodundaki ve hayvanlarin

Bu c¢alismada, izole edilen E. coli
genlerinin hepsini icerdigi belirlendi. Bu genlerin bir
ornekte kombine bir sekilde bulunmasi, genellikle
hayli glicli bir virulent genetik karisimi olarak kabul
edilir (31). Ayrica incelenen izolatlarda stx1 ve stx2
geninin bulunmasi HUS agisindan énemlidir. ClinkQ
stx2 HUS

olusumunda daha etkin rol aldigi belirtilmistir (8,32).

stxl ve toksinini  lreten suslarin

Sonug olarak, bu g¢alismada Samsun ilindeki bir
kanatli kesimhanesinde kesilen broilere ait diski
orneklerinin %1’inde E. coli 0157 kontaminasyonu
belirlenmistir. Bununla birlikte, elde edilen izolatlarin
hepsininde aeA ve ehlyA, stxl ve stx2 genlerini

birlikte icermeleri géz oniline alindiginda bu ilde
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kesilen kanatlilarin insanlarda HUS, HC, TTP gibi

siddetli enfeksiyon ve bazen de 6liimlere neden olan

patojenik E. coli 0157 serotipi icin onemli bir

rezervuar olduklarini géstermektedir.
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