T.C.
_ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali

SUT ve SUT URUNLERINDE ESCHERICHIA COLI
026, 0111 ve 0157 VARLIGI, iZOLATLARIN
ANTIBIYOTIKLERE DUYARLILIKLARI ve

MOLEKULER TiPLENDIRILMESI

Hazirlayan _
Demet OZTEKIN

) ) Danisman
Dr. Ogr. Uyesi Harun HIZLISOY

Yiiksek Lisans Tezi

Mayis 2019
KAYSERI




T.C.
ERCIYES UNiVERsiTEsi__ )
. .SA(V}L.IK BIiLIMLERI ENsTiTUSU .
BESIN HiJYENI VE TEKNOLOJISi ANABILIM DALI

SUT ve SUT URUNLERINDE ESCHERICHIA COLI 026,
0111 ve 0157 VARLIGI, iZOLATLARIN
ANTIBIYOTIKLERE DUYARLILIKLARI ve
MOLEKULER TiPLENDIRILMESI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Hazirlayan
Demet OZTEKIN

) _ Damisman
Dr. Ogr. Uyesi Harun HIZLISOY

Bu calisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Tarafindan TYL-2017-7254 no’lu proje ile desteklenmistir.

Mayis 2019
KAYSERI



BILIMSEL ETIiGE UYGUNLUK

Bu caligmadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde
edildigini beyan ederim. Ayn1 zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu

calismanin Oziinde olmayan tiim materyal ve sonuglar1 tam olarak aktardigimi ve

referans gosterdigimi belirtirim.




YONERGEYE UYGUNLUK ONAYI

“§iit ve Siit Uriinlerinde Escherichia coli 026, O111 Ve 0157 Varhg, zolatlarin
Antibiyotiklere Duyarhliklari Ve Molekiiler Tiplendirilmesi” adli Yiiksek Lisans

Tezi, Erciyes Universitesi Lisanststi Tez Onerisi ve Tez Yazma Yonergesi ne uygun

olarak hazirlanmigtir.

Demet OZTEKIN Dr. Ogr. Uyesi Harun HIZLISOY

//’/
< ot
Vetermep/’Besm

Prof. Dr. Yeliz YILDIRIM

Hijyeni ve Teknolojisi ABD Bagkani




iii

Dr. Ogr. Uyesi Harun HIZLISOY damsmanhginda Demet OZTEKIN tarafindan
hazirlanan “Siit ve Siit Uriinlerinde Escherichia coli 026, 0111 ve 0157 Varhg,
Izolatlarin Antibiyotiklere Duyarhliklar1 ve Molekiiler Tiplendirilmesi” adli bu
¢aligma, jiirimiz tarafindan Erciyes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Veteriner

Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul

edilmistir.

b/ H2019

JﬁRi imza

Damgman  :Dr. Ogr. Uyesi Harun HIZLISOY

/,
Uye : Prof. Dr. Zafer GONULALAN

(Erciyes Universitesi Veteriner Besin Hijyenmaisi A?
Uye : Prof. Dr. Naim Deniz AYAZ /// ........

(Kirikkale Universitesi Veteriner Besin Hijyeni ve Teknolojisi AD)

ONAY

Bu tezin kabulli Enstiti Yonetim Kurulunun .................... gl A PR sayili

karan ile onaylanmgtir.

Prof. Dr. Bilal AKYUZ

Enstiti Miidiiri



iv

TESEKKUR

TYL-2017-7254 no’lu projemi destekleyen “Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi'ne”, tezimin planlanmasinda ve yiiriitilmesinde rehberlik eden,
arastirmalarimda bilgi ve yardimlarii esirgemeyen ¢ok kiymetli danigmanim Saym Dr.
Ogr. Uyesi Harun HIZLISOY a, tez donemim boyunca ¢alismalarimi yonlendirmemde
bana destek olan Saym Prof. Dr. Zafer GONULALAN’a, Saymn Prof. Dr.Yeliz
YILDIRIM’a, Saym Dog. Dr. Nurhan ERTAS ONMAZ’a ve Dr. Ogr. Uyesi Serhat
AL’a, calismanin laboratuvar asamalarinda katkilarint esirgemeyen anabilim dali
doktora ogrencileri Candan Candemir GUNGOR, Adalet DISHAN, Hiiseyin Burak
DISLI, Mukaddes BAREL’e, ¢alisma swasmda desteklerini esirgemeyen kardesim
Buket OZTEKIN’e, egitim hayatim boyunca yanimda olan anneme ve babama en igten

duygularimla tesekkiir ederim.

Demet OZTEKIN

Kayseri, Mayis 2019



SUT ve SUT URUNLERINDE ESCHERICHIA COLI 026, 0111 ve 0157
VARLIGL, iZOLATLARIN ANTIiBiYOTIiKLERE DUYARLILIKLARI ve
MOLEKULER TiPLENDIRILMESI

Demet OZTEKIN

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Mayis 2019
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Harun HIZLISOY

OZET

Bu tez calismasi; Kayseri ilindeki ciftliklerde iiretilen, kdy pazarlarinda satigsa sunulan
100 adet ¢ig siit numunesinden ve marketlerde satisa sunulan 100 adet siit iiriiniinden
(peynir, tereyag, yogurt, kefir, siitlii tath) izole edilen Escherichia coli 026, O157 ve
O111 suslarmin varhigi, izolatlarin ¢esitli antibiyotiklere duyarliliklart ve molekiiler

tiplendirilmesi amaciyla yapilmistir.

Siit ve siit iirtinlerinde bulunmast muhtemel E. coli’ler izole edilmistir. Fenotipik testler
ve molekiiler identifikasyon testleri (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile izolatlar
identifiye edilmistir. Izolatlarm serotiplerinin belirlenmesi amaciyla PCR testleri
yapimustir. Izolatlarin; nalidiksik asit, siprofloksasin, tetrasiklin, trimetoprim
sulfametoksazol, amoksisilin klavulanik asit, neomisin, gentamisin, azitromisin,
eritromisin ve sefazolin antibiyotiklerine karst diren¢ durumu disk difiizyon testi ve E
test ile ortaya konulmustur. Izolatlarn molekiiler tiplendirilmesi amaciyla

Enterobacterial repetitive intergenic consensus-PCR (ERIC-PCR) yapilmustir.

(alismada izolasyon yapilan orneklerin 88°1; E. coli yoniinden pozitif olarak tespit
edilmistir. Yapilan PCR testleri sonucunda 88 izolattan 3’ii E. coli O157:H7, 1 izolat E.
coli O26:H11 yoniinden pozitif olarak tespit edilmesine ragmen, E. coli O111:H8
serotipi bulunamamistir. E. coli serotiplerine yapilan antibiyotik duyarlilik testleri
sonunda sirastyla eritromisin ve sefazolin %75 direngli, neomisin ve amoksisilin
klavulanik asite %50 direngli, gentamisin, tetrasiklin ve trimetoprim sulfametoksazol ise
%25 direngli olarak tespit edilmistir. Ayrica siprofloksasin ve azitromisin izolatlarin
%100’tine duyarli bulunmustur. E test ile disk difiizyon testi sonug¢larmin uyumlu
oldugu tespit edilmistir. Yapilan ERIC-PCR sonuglarina gore izolatlarin genetik yonden

birbirinden farkli oldugu ortaya konmustur.
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Sonug olarak; calismamizda toplanan numunelerden 88 izolat E. coli yoniinden pozitif
bulunmustur. Testler sonunda ii¢ izolatin E. coli O157:H7 ve bir izolatin da E. coli
026:H11 olarak tespit edilmesi sokak siitii kullamminm ya da hijyen kurallarma
uyulmadan iiretilen siit tiriinlerinin halk saghgini olumsuz yonde etkilemesi agisindan
onemlidir. Antibiyotik duyarhlik testleri sonunda yiiksek derecede direncin bulunmasi
halk saglig1 acismdan risk arz etmektedir. Siit ve siit {riinlerinde E. coli ve
serotiplerinden kaynaklanabilecek hastaliklarla miicadele agisindan hijyenik tedbirler
uygulanmali, artan antibiyotik direncin Onlenmesi amaciyla antibiyotik kullaniminin

kontrol altinda tutulmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, ¢ig siit, siit tirtinleri, antibiyotik direnci, ERIC-

PCR.
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PRESENCE of ESCHERICHIA COLI 026,0111 and O157 in MILK and DAIRY
PRODUCTS, ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILTY and MOLECULAR TYPING of
ISOLATES
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Department of Veterinary Food Hygiene and Technology
Master Thesis, April 2019
Supervisor: Associate Prof. Dr. Harun HIZLISOY

ABSTRACT

This thesis study; aimed to determine the presence of Escherichia coli 026, O157 and
O111 strains isolated from 100 raw milk samples produced in farms in Kayseri province
and 100 milk products (cheese, butter, yogurt, kefir, milky dessert) offered for sale in
grocery stores in the markets of Kayseri, to find out the antibiotic resistance profiles and

molecular type of isolates.

E. coli are likely to be present in milk and milk products. Phenotypic tests and
molecular identification tests (Polymerase Chain Reaction) and isolates were identified.
PCR tests were performed to determine the serotypes of the isolates. the isolates;
Resistance to nalidixic acid, ciprofloxacin, tetracycline, trimethoprim sulfamethoxazole,
amoxicillin clavulanic acid, neomycin, gentamicin, azithromycin, erythromycin and
cefazolin antibiotics was demonstrated by disk diffusion test and E test. Enterobacterial
repetitive intergenic consensus-PCR (ERIC-PCR) was used for the molecular typing of

the isolates.

Eighty eight of the samples were isolated; It was found to be positive for E. coli. As a
result of PCR tests, 3 out of 88 isolates were found to be positive for E. coli O157: H7
and 1 isolate E. coli O26: H11, but E. coli O111: H8 serotype could not be found.
Antibiotic susceptibility tests on E. coli serotypes were found to be resistant to 75% of
erythromycin and cefazolin, 50% resistant to neomycin and amoxicillin clavulanic acid,
and 25% resistant to gentamicin, tetracycline and trimethoprim sulfamethoxazole. In
addition, ciprofloxacin and azithromycin were found to be sensitive to 100% of the
isolates. E test and disk diffusion test results were found to be compatible. According to

ERIC-PCR results, the isolates were found to be different from each other genetically.

As a result; 88 isolates were positive for E. coli. At the end of the tests, detection of

three isolates as E. coli O157: H7 and one isolate as E. coli O26: H11 is important in
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terms of adversely affecting the public health of dairy products produced without using
street milk or hygiene rules. The presence of a high degree of resistance at the end of
antibiotic susceptibility tests presents a risk for public health. Hygiene measures should
be applied to combat the diseases that may arise from E. coli and serotypes in milk and
dairy products and antibiotic use should be kept under control in order to prevent

increased antibiotic resistance.

Keywords: E. coli, raw milk, dairy products, antibiotic resistance, ERIC-PCR.
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1.GIRIS ve AMAC

Escherichia coli, insan ve hayvanlarda kontamine gida ya da suyun tiiketilmesine bagl
olarak ¢esitli hastaliklara neden olan Gram negatif, fakiiltatif anaerob bir bakteridir. Bu
bakterinin neden oldugu hastaliklarin  tedavisinde degisik  antibiyotikler
kullanilmaktadir. Son yillarda, bircok FE. coli serotipinin, ¢ok sayida antimikrobiyale
kars1 direnc gelistirdigi gozlenmistir. Dodgeon ve arkadaslari tarafindan ilk kez 1921
yilinda E. coli suslar1 arasinda baglanti oldugu bulunmustur. Daha sonra 1937°de
Lowel, E. coli' nin somatik ve kapsiil olmak iizere iki tiir antijeni oldugunu ileri
stirmiigtiir. Kaufmann ise 1943 yilinda flagella antijenini gdstermistir. Buna gore E. coli’
de 80 kapsiil K antijeni, 56 flagella H antijeni ve 174 somatik O antijeni saptanmistir.
Bu serotipler arasinda 026, O157 ve OIl111 suslart shiga-toksin iireten FE. coli
(STEC)’ler olarak bilinmektedir. Shiga-like toksin iireten E. coli’ler onemli gida

patojenleri olarak tanimlanmaktadir.
Bu caligma ile;

a) Siit ve siit tirtinlerinde FE. coli serotiplerinin (026, O111, O157) varliginin ortaya

konmasi,

b) lIzole ve identifiye edilmis E. coli serotiplerinin ¢esitli antibiyotiklere
duyarliliklarinin ve antibiyotiklere karst Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK)

diizeylerinin belirlenmesi

¢) Izolatlar aras: genetik iliskilerin ortaya konmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siit

Siit; biitiin memeli hayvanlarin dogum sonrasinda meme bezlerinde olusturduklart
biyolojik sivi olarak tanimlanmistir. Ayrica; Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi Cig Siit ve
Isil Islem Gormiis Icme Siitleri Tebligi’nde i¢me siitii, “cig siitiin; pastdrizasyon, yiiksek
sicaklikta pastorizasyon, UHT veya sterilizasyon islemlerden biri uygulanarak elde
edilen ve baska bir isleme maruz kalmadan tiiketime sunulan siit” seklinde ifade

edilmistir (T.C. Resmi Gazete, 27 Subat 2019, say1: 30699).

Tablo 2.1. Icme Siitiiniin Bilesimi (T.C. Resmi Gazete, 27 Subat 2019, say1: 30699)

*% Protein % St Asitligi Yogunluk %Y ags1z Kuru

(m/v, en az) (m/v, en az) (m/v, en az) Madde
(m/v, en az)
Inek Siitii 2.9 0.135-0.20 1.028 8.0
Koyun Siitii 4.0 0.16-0.35 1.030 11.0
Keci Siitii 2.9 0.15-0.28 1.026 8.0
Manda Siitii 5.5 0.14-0.22 1.028 8.0

*% Protein m/v, en az (Nx6.38)

Siit, beslenmemizde 6nemli bir yere sahip olan temel besin maddelerimizden biridir.
Buna karsilik bir¢ok mikroorganizmanin iiremesi icin iyi bir ortam olusturmaktadir. Siit
memede oldugu donemde sterildir. Sagim sirasinda ve sagim sonrasinda cesitli
asamalarda mikroorganizmalarla kontamine olmaktadir (Akan, 1992). Yapilan bazi
caligmalarda ise; siit memede iken az sayida ancak insanda hastalik etmeni olmayan

mikroorganizmalari icerdigi gosterilmistir (Altun ve ark., 2002).

Memeden siit sagildigt zaman mikrobiyotast ne olursa olsun {i¢ asamada
mikroorganizmalar ile karsilasabilmektedir. Siit onlem alinmadigi durumlarda meme

kanali, meme baslari, meme lobunda kontamine olabilmektedir. Hayvandan gelen



etmenler, sagim malzemeleri ve tiikeyiciye ulasincaya kadar ki her asama, siitiin

kontaminasyonuna neden olabilmektedir (Frank, 1997).

Stitte; Salmonella spp., Brucella abortus, Staphylococcus spp., Mycobacterium
tuberculosis, Listeria spp., Streptoccoccus spp., Corynebacterium spp., Escherichia
coli, Laktobasiller, Pseudomonas fluorescens, Bacillus cereus, Bacillus calidolaktis,
Bacillus subtilis, Pseudomonas lipolyticum, P. fluorescens, Micrococcus spp.,
Pseudomonas syncyanea, Serrartia marcescens, Alcaligenes spp., Flavobacterium spp.

Acinetobacter spp. gibi mikroorganizmalar bulunmaktadir (Akan, 1992).

(ig siitte, patojen mikroorganizmalarin hi¢bir kosulda bulunmamas: gerekmektedir. A
grubu streptokoklar, Staphylococcus aureus, B. abortus, riketsiyalar, A grubu
streptokoklar, M. tuberculosis, Salmonella spp. ve enterokoklar enfekte siitte

bulunabilen mikroorganizmalardir (Akan, 1992).
2.2. Siit Uriinleri

Siit ve siit tirtinleri insan beslenmesinde onemli bir yere sahip besin grubudur. Siit ve siit
irtinleri peynir, yogurt, tereyagi, kefir ve siit tozu gibi siitten yapilan besinlerden

olusmaktadir (Unal, 2008).

Tiirk Gida Kodeksine gore peynir; “ ham maddenin uygun bir pihtilagtirict kullanilarak
pthtilagtirilmasi, pithtidan peynir alti suyunun pihtilagtirilmasiyla elde edilen, yag
iceriklerinde ve farklh sertliklerde, kuru tuzlamayla ya da salamurayla tuzlanarak ya da
tuzlanmadan, cesnili ya da cesnisiz olarak, telemesi haslanarak ya da haglanmadan,
starter killtiir kullanarak ya da starter kiiltiir kullanmadan, teknige uygun olarak iiretilen,
olgunlasmadan ya da olgunlasmadan sonra tiiketilen ¢esidine ¢zgii tiim karakteristik
ozellikleri gosteren tiim siit irtinleridir “ (T.C. Resmi Gazete, 08 Subat 2015, say1:

29261).

Turk Gida Kodeksine gore yogurt; * Streptecoccus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus bakterilerinin laktik asit fermentasyonu ile meydana gelen

bir siit iriiniidiir “ (T.C. Resmi Gazete, 16 Subat 2009, say1: 27143).

Baska bir tamimla yogurt; manda siitii, kegi siitii, koyun siitii, inek siitii veya

karigimlarinin pastorize edilmesi veya pastorize siitiin siit tozu ilavesiyle homojenize



edilip veya edilmeden Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptecoccus
thermophilus’dan olusan yogurt kiiltiiriiniin ilave edilmesi ve yapima uygun islemlerden

gecirilmesiyle elde edilen mamuldiir (Tiirk Standartlar1 Enstitiistt TS 10935, 1993).

Kefir tanelerinin siite ilave edilmesiyle elde edilen kefir; alkolik ve asidik

fermentasyonlarin birlikte olustugu bir siit iirtintidiir (Karagozlii ve Kavas, 2000).

Kefirin Giineybat1 Asya' da Tirkler tarafindan yapildigi, asit ve alkol
fermentasyonlariyla meydana gelen eksi, kopiiklii ve hafif alkollii bir siit ickisi oldugu
belirtilmektedir. Kafkasya' da "Kyppe" adi verilen; peynir alti sularindan, yagli veya
yagsiz siitten (koyun, inek, kisrak, keci) yapildigt bilinmektedir (Karagézlii ve Kavas,
2000).

Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’nde kefir, ** fermentasyonda spesifik
olarak Lactobacillus kefiri, Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobacter cinslerinin
degisik suslar1 ile laktozu fermente eden (Kluyveromyces marxianus) ve etmeyen
mayalar1t (Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces
exiguus) iceren starter killtiirler ya da kefir tanelerinin kullildig: fermente siit iirtinleri”

seklinde ifade edilmektedir (T.C. Resmi Gazete, 06 Subat 2009, say1: 27143).

Tiirk Gida Kodeksi Tereyagi, Diger Siit Yag1 Esash Siiriilebillir Uriinler ve Sadeyag
Tebligi’nde tereyagini “ agirlikca en az %80, en fazla %90 oraninda siit yagi, en fazla
%?2 oraninda yagsiz siit kuru maddesi ve en fazla %16 oraninda su igerigine sahip siit

irtinii” olarak tantmlanmaktadir (T.C. Resmi Gazete, 12 Nisan 2005, say1: 25784).

2.3. Siit Patojeni Olarak Escherichia coli

Escherichia coli, Theodor Escherich tarafindan ilk olarak 1885 yilmda tanimlanmigtir.
Onceleri Bacterium coli commune olarak bilinen bu mikroorganizma daha sonra
Escherichiacoli olarak adlandirilmistir. Bu bakteri, uzun yillar insanlar ve sicakkanli
hayvanlar ile kuslarin normal bagirsak mikrobiyotasinda bulunan ve patojen olmayan
fakiiltatif bir mikroorganizma olarak kabul edilmistir (Halkman, 2013). Ancak, 1920’11
yillarda tiriner sistem enfeksiyonlarina ve 1940’11 yillarda da ¢ocuklarda gastroenteritise
sebep oldugu belirlenmistir (Fratamico ve Smith, 2005). Yapilan arastirmalarin

artmasiyla, enteritis, tirogenital enfeksiyonlar, yara enfeksiyonlari, mastitis, septisemi ve



meningitis gibi hastaliklarin patojenik etkenleri arasmda da bulundugu anlagilmigtir

(Wasteson, 2002).

E. coli insan ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminde bulunan predominant fakiiltatif
anaerob olarak bilinen Gram negatif bir basildir. Bu organizmalar genellikle konak
hiicreye zarar vermeden, dogumdan itibaren bebeklerin gastrointestinal sistemlerinde
kolonize olmaktadir (Drasar ve Hill, 1974). Tipik mezofilik bakteri olan E. coli 7-45°
C’ler arasmda irer. Sicakliga direng gostermez. Etken uzun siireli soguk ve donmus
muhafaza ortammda canliigini korur. E. coli’ nin optimal pH degeri ndtre yakin
olmakla birlikte diger kosullarin uygun olmasi halinde pH 4.4 gibi oldukca asidik
degerlerde iireyebilir (Erol, 2007).

E. coli nedeniyle olusan hastalik salgilart binlerce kisiyi etkileyebilmekte ve

uluslararasi diizeye ulasabilmektedir (Kaper ve Karmali, 2008).

E. coli, sicakkanl hayvanlarin ve insanlarin gastrointestinal kanalinda bulunur (Huang
ve ark., 2016). Bircok E. coli serotipi barsaklarda kommensal bir yasam siirer ve digkida
106-109 kob/g diizeylerindedir. Diger Enterobactericeae ailesinin iiyeleriyle birlikte
bagirsaktakizararli mikroorganizmalara karsi bagirsagin ve viicudun immun sisteminin

diizenlenmesinde rol oynar (Meng ve Schroeder, 2007).

E. coli’ nin baz1 suslar1 enterotoksin olusturur. Bunlar 1siya dayaniksiz olan labil toksin
(LT), digeri ise 1s1ya dayanikli olan stabil toksin (ST)’ dir. Her iki toksin bir arada ya da
ayr1 ayr1 bulunabilir (Wearatna ve Doyle, 1991).

Uzerinde en fazla calisilan toksinlerden olan ve Afrika yesil maymununun bobrek
hiicrelerinden hazirlanan bébrek hiicre kiiltiirlerine (vero cells) toksik etki yaptiklari i¢in
verotoksin olarak bilinen, verotoksin I (VT 1) wve verotoksin II (VT 1II)

enterotoksinleridir (Wearatna ve Doyle, 1991).

Besin kaynakli E. coli enfeksiyonlar1 farkli patojenik oOzellikleri, antijenleri ve
epidemiyolojilerine gore smiflandirilarak incelenir. Ilk serotiplendirme tablosunun
Kaufman tarafindan, somatik (O), flagellar (F) ve kapsiiller (K) seklinde gelistirildigi
ifade edilmektedir. Bu sistemde, 167 O antijeni, 53 H antijeni ve 74 K antijeni



tanimlanmigtir. Birgok susun identifikasyonu icin O ve H antijenlerinin belirlenmesi

yeterlidir (Erol, 2007).

74 /,,:' A Flagella F. Periplasmic space
P B. Nucleoid region G. Cell wall
J,"' C. Ribosomes H. Cuter membrane
A. D. Cytosol I. Pili
E. Plasma membrane

Resim 2.1. E. coli bakterisi ve organellerinin sematik goriintiisii

(http://www.thinglink.com/scene, Erisim tarihi: 14 Nisan 2019)

Patojenik E. coli tiirleri alt grublara ayrilmaktadir. Bunlar; enteropatojenik (EPEC),
enterotoksijenik (ETEC), enteroinvansiv (EIEC), enteroagregativ. (EAEC) ve
enterohemorajik (EHEC) E. coli’dir. EHEC, shiga-toksin iireten E. coli (STEC) ve
verotoksin iireten E. coli (VTEC) dir (Huang ve ark., 2016).

EPEC grubundaki serotipler baghca, O111, Ol11lab, O114, 0142, 026, 055, 086,
0119, 0125, 0O125ac, 0126, 0127, 0158, O18ab, O18ac, 044, O128ab antijenlerine
sahiptir. EPEC, diyareye sebep olan en eski E. coli olarak bilinir. EPEC serotiplerinin
baslica virulens faktorii, adherens oOzelligine sahip olmasidir. Shiga-toksin lretmez.
Gelismekte olan iilkelerde, yeni doganlarda siddetli diyareye ve bir yasin altindaki
cocuklarda siddetli yaz ishaline sebep olur. EPEC enfeksyonunda sulu diyare, kusma ve

diisiik ates eslik eder (Meng ve Schroeder, 2007).



Tablo 2.2. E. coli’nin Bes Farkli Alt Grubunun Karakteristik Ozellikleri (Halkman,

2013)
Patotip Viriilans Adezyon ve invazyon Hastalik ile Tligkisi
Determinantlar: Ozellikleri
Enterotoksijenik E.coli Isi-labil (LT) ve Isi- Adeziv ve noninvaziv Seyahat ishali,
(ETEC) stabil(ST)enterotoksin Bebek ishali
Enteroinvaziv E. Plasmid kodlanmais dis Kolon hiicrelerinde Shigella benzeri
coli(EIEC) membran invazinleri invazyon dizanteri
vetoksinleri
Enteroaggregatif E.coli Enteroaggregatif 1siya Kiimeler halinde Mukoidishal,
(EAEC) dayanikl enterotoksin adezyon Sulu ishal
(EAST); agregatif
adherens fimbria
Enteropatojenik E.coli Yalanc pili olusumu; Kiimeler halinde Az gelismis iilkelerde
(EPEC) kromozomal patojenite adezyon A/E lezyon bebekishali
ada urimleri (LEE) olusumuna yol
acmakta
Enterohemorajik E.coli Shigasitotoksin; Yiiksek derece adeziv, Kanl: ishal,
(EHEC, STEC), LEEpatojenite ada Non-invaziv Hemorajik kolitis
irtinleri. (HC),
Hemolitik Uremik
Sendrom(HUS)

ISO 13136:2012, bes ana EHEC serotipinin tespiti i¢in molekiiler yontemlerin
gerekliliginden bahsetmektedir (Wearatna ve Doyle, 1991). Bu yontemle, Stx ve eae
genlerinin varlhigi, PCR analizi ile gosterilmektedir. E. coli izolatlarinda EHEC ile
iligkili genlerin varhigi PCR ile teyit edilmelidir. (https://www.iso.org/standard Erisim
tarihi: 12 Mayis 2019).

E. coli O157:H7; cubuk seklinde, hareketli, fakiiltatif anaerob ¢zellikte, Gram negatif,
30-42° C’ler arasinda pH 7.2°de iireyebilen bir bakteridir. Bu bakteri asidik ortama kars1
ve donma sicakligma kars1 direnglidir ve % 6.5 NaCl i¢eren ortamda gelisebilmektedir
(Kundakg¢t ve ark., 1991). Buna karsmn E. coli O157:H7 nin, yiiksek 1s1 ve 1gmlama
islemi uygulamalarina direng gosteremedigi bildirilmektedir (Kundakg¢1 ve ark., 1991).

E. coli; jeloz ve buyyon gibi zenginlestirilmis besiyerlerinde, peptonlu suda fakiiltatif
anaerob olarak tirer. Optimal tireme 37° C’de, ndtral pH durumunda olur. Ancak; pH 5-

8 smirlarinda ve 18-44.5° C arasinda daha yavag iirer. Laktozu fermente eden



bakterilerden ayirt edilebilmesi i¢in 44° C’ de laktozu fermente edebilmesi ve indol
olusturmasi gerekmektedir (Erdem, 1999). Baz1 E.coli suslar1 besiyerlerinde yavas iirer.
Kat1 besiyerlerinde 24 saatte ortasi kalkik, 2-3 mm ¢apinda, diizgiin kenarli S koloniler
olustururlar. Sivi besiyerlerinde iirediginde; homojen bulamklik meydana getirir
(Toreci, 2002). MacConkey agar besiyerindeki safrayir presipite ederck ve laktozu
fermente ederek kirmizi renkte koloniler olusturur. Eosin Methylen-blue (EMB) agar
besiyerlerinde laktozu fermente ederek metalik refle veren yesil siyah koloniler yapar

(Erdem, 1999).

E. coli'nin 6nemli biyokimyasal &zelliklerinden biri; eritrol, sellobioz, inositol, D-
arabitolii fermente edememesidir. L-ramnoz, maltoz, laktoz, trehaloz, I.-arabinoz, D-
mannitol, D-sorbitol ve D- mannozu fermente edebilmektedir. Glikozdan gaz ve asit
olusturur. E. coli’nin glikozdan gaz olusturmayan, laktozu fermente etmeyen, hareketsiz
suslart inaktif suglar olarak kabul edilir. Bu suslar bir¢cok ¢zellikleri ile Shigella cinsine

benzerlik gostermektedir (Bilgehan, 2000).

E. coli 1s1ya direngli bir bakteri olup, uygun ortamda bulundugunda 30 dakikada 60° C
sicaklikta uzun siire canli kalabilmektedir. Ayrica 8° C’ye kadar olan sicakliklarda
canliligimi koruyabilmektedir. E. coli, dezenfektanlara kars1 direngsizdir. Selenit tuzlari,
safra tuzlari, fuksin, sodyum siilfat, sodyum deoksikolat, malasit yesili, sodyum
tetratiyonat, brillant yesili, bizmut sitrata karst daha az direngli olmasindan dolay1
Shigella spp. ve Salmonella spp. gibi bakterilere selektif besiyerleri gelistirilmistir
(Bilgehan, 2000).

2.3.1. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

EPEC’lerin enfeksiyon yeteneginin toksinlerle bir ilgisi yoktur. Iyi dezenfekte edilmis
ortamlarda yaygin bir sekilde bulunmaz. Baslica rezervuari insanlardir. Kontaminasyon
kaynaklar1 gida sektoriinde ¢alisan insanlar ve kanalizasyon sularidir. Insanlar arasinda
tastyicilik yiiksek olmasina karsin bagisiklik kazamldiginda hastalik ender goriiliir.
Etken bagirsak mukozasmna tutunarak kolonize olur. Basta invazyon olusturmadan
mikrovilleri tahrip eder. Buna bagli olarak sulu ve kanli ishal gelisir. Yetiskinlere oranla

bebeklerde daha ¢ok goriilen hastalikta ates yiiksektir (Davies, 1999).



2.3.2. Enterotoksijonik E. coli (ETEC)

ETEC kaynakli enfeksiyonlar, hijyen standartlarinin diisiik oldugu iilkelere gelen
turistlerde  goriilir (Karapmar ve Goniil, 1998). Turist ishalinin en yaygin
sebeplerindendir. Enfekte kisiler ve atik sular, gida kontominasyon kaynagidir. Etken
viicuda alindiktan sonra bagirsak mukozasindaki hiicrelere yerleserek yapisir.
Mikroorganizma bagirsaga tutunma ve kolonizasyon i¢in 6zel bir fimbriaya sahiptir.
Etken 1siya direncli (ST) ve direngsiz (L'T) protein yapisinda toksinlere sahiptir ve
60°C’de 30 dakikada inaktive olur. Biyojenik ve antijenik olarak Vibrio cholerae
toksiniyle yakindan iligkilidir (Karapmar ve Goniil, 1998). Hastalik olusabilmesi ic¢in
cok sayida etkenin viicuda alinmasi gerekir. Inkiibasyon siiresi 8-44 saat olup hastalik
24-30 saat stirmektedir ve piring suyu goriiniimiinde sulu diyare ve dehidrasyon

hastaligin tipik bulgularindandir (Whipp ve ark., 1994).
2.3.3. Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

EIEC suglari, genelde laktoz negatif veya gec pozitif ile hareketsiz olma gibi atipik
ozelliklere sahiptir. Etken doku hiicrelerinin igine girip cogalir ve olusturdugu
enfeksiyon Shigella bakterisinin yaptig1 dizanteriye benzemektedir (Kundakg¢t ve ark.,
1991). Inkubasyon siirest 8-44 saattir. Etken kalm bagirsakta epitel hiicrelerinde
cogalarak mukozanin yangisina ve iilserlesmesine sebep olur. Hastalik 20-30 saat siirer.
Klinik olarak ates, titreme, {isime, abdominal kramplar, dizanteri goriiliir. Digki

mukuslu ve kanlhidir (Hudson ve ark., 2000).
2.3.4. Entero-agregativ E. coli (EAggEC/EAEC)

EAgg E. coli’ler, dzellikle ¢ocuklarda goriilen akut ve uzun siireli ishalin en Snemli
sebebidir. EAEC susunun bagirsak epitel hiicrelerine kiimeler halinde yapismast
karakteristiktir. EAEC bagirsak mukozasina (plazmid tarafindan kodlanan) kiimeler
halinde fimbria ile yapisir. Bu yapisma mukus olusumunu, inflamasyona bagli olarak

mukozal toksisiteyi ve sitokin salmimni arttirrr (Izgiir, 2002).
2.3.5. Enterohemorajik E. coli (EHEC)

EHEC, hastalik olusturma dozunun c¢ok diisik olmast nedeniyle, tiim diinyada

enfeksiyonlara neden olan global bir sorundur (Arslan, 2008).
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EHEC, hemolitik tiremik sendrom (HUS), trombotik trombositopenik purpura (TTP) ve
hemorajik kolik (HC) gibi hastaliklara neden olmasindan dolayi, E. coli’nin diger
suslarindan daha tehlikelidir. Bazen kusma, bagirsaklarda ¢ok seyrek abdominal agri,
kan goriilmektedir. Bu durum shigellozise benzese de ates ender goriiliir. Hastalik iki,
dokuz giin siirebilir, ortalama dort giindiir. Enfekte hastalar genellikle komplikasyon
olusturmadan iyilesir. Fakat cocuklarda bazen birka¢ giin i¢ginde HUS gibi sistemik
komplikasyonlar olusabilir. Yaglhilarda ise HUS a ya da TTP’ye sebep olabilir. EHEC’
le kontamine et Uriinlerinin az pismesi ve yine kontamine siit Uriinlerinin pastorize
edilmemesi ile insana bulasir (Nataro ve Kaper, 1998). EHEC, enterohemolizin ve
sitotoksin ~ (verotoksin veya sigatoksin) iiretir. Bu sitotoksinler bagirsaktaki

mikrovilliislarda tutunma ve bozulma lezyonlarma neden olur (Karmali ve ark., 1983).
2.4. Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli O157:H7,EHEC grubu i¢inde yer alan gida kaynakli bir patojendir. E.
coli O157:H7’nin isimlendirilmesi 7 adet (H) antijenine ve 157 adet (O) antijenine sahip

olmasini temsilen yapilmistir (Thorns, 2000).

E. coli O157:H7 insanlarda; hemorojik kolit (kanh diyare), trombotik trombositopenik
purpura ve hemolitik iiremik sendroma (bdbrek yetmezligi) neden olmaktadir (Eklund,
2005). E. coli O157:H7 serotipi ilk defa Kaliforniya’da agir kanamali ishal geciren bir
kadin hastadan 1975 yilinda izole edilmistir (Ozbas ve Aytas, 1995). Yapilan
arastirmalarda; salginm yeterli 1s1 islemi uygulanmamis hamburgerlerin tiiketilmesinden
kaynaklandig1r ortaya ¢ikmustir. Bu vakalardan elde edilen izolatlarin diger E. coli
serotiplerinden farkli oldugu; EIEC gibi invaziv olmadigi, ETEC gibi enterotoksin
tretmedikleri tespit edilmistir. Ayrica bu serotipin  olusturdugu hastaligin
semptomlarmin EPEC’ten farkli oldugu saptanmis ve bu serotip, enterohemorajik
EHEC olarak adlandirilmistir (Cosansu ve Ayhan, 2000). Bu vakalardan hemen sonra
benzer vakalar ABD haricinde Cin, Kanada, Meksika, Arjantin, Ingiltere, Belcika gibi
ilkelerde de goriilmiistiir. Japonya’da 1996’da 6liimle sonuglanan salginin etkeninin de
E. coli O157:H7 oldugu tespit edilmistir (Pedritis ve ark., 2002). ABD’de sadece 1982
ile 1992 yillar1 arasinda 17 enterohemorajik EHEC salgin1 goriildiigii, daha sonra ortaya

cikan 68 E. coli O157:H7 salgim1 vakasi kaynaginin, %32.4° {iniin sigir kiymasi,
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9%2.9’unun kizarmig sigir eti, %2.9’unun ise ¢ig siit oldugu bildirilmistir (Park ve

ark.,1999),

2.4.1. E. coli O157:H7 Epidemiyolojisi

E. coli O157:H7 serotipi basta sigirlar olmak tizere koyun, kdpek gibi memeli ve kus
gibi kanatli hayvanlarin digkilar1 ile topraga, suya, ete ve siite yayilmaktadw. E. coli
O157:H7, havanlarm diskilar1 ile kontamine olmus, yeteri kadar 1s1 gérmemis yeteri
kadar 1s1 gormemis ya da ¢ig hayvansal besinlerin tiiketilmesi ile bulagmaktadir
(Caprioli ve ark., 2005). E. coli O157:H7 nin bulagsmasinda baslica rezervuarlar sigirlar
olmasma ragmen kanathh ve domuz etleri de E. coli O157:H7 icin rezervuardir.
Salginlarda 6nemli rol oynayan etmenlerden biri de sigir digkist ile kontamine olan
bitkisel iirtinler ve icme sularinin tiiketilmesidir. Bulagsma da hayvanlarla direkt temas
kadar insandan insana nakil de onemli rol oynamaktadir (Maluelle, 2000). E. coli
0O157:H7, gb¢men kuslarin sindirim biotalarinda yasayabilmekte, uzun siire dis ortamda
ve toprakta canli kalabildikleri i¢in uzak bdlgelerde rahatlikla yayilabilmektedir
(Alisarli ve Akman, 2004).

Mevsim, cografi bolge, hayvanin yasi, hayvanin cinsiyeti, hayvanin tiirii ve hayvanin
beslenme sekli gibi faktorler E. coli O157:H7 nin prevalansin etkilemektedir. Ayrica;
etkenin prevelansi, sigirlarda ve koyunlarda, yas durumu, beslenme ve mevsime gore

degiskenlik gostermektedir (Chapman ve Ashton, 2003).

E. coli O157:H7’nin et ve et iriinlerine bulagsmasinda en 6nemli faktor kesimhane
sartlaridir. Kesim hijyenine uygun olmayan caligma kosullari, kesim aninda ve
sonrasinda, etin islenmesi ve depolanmasi swasmda hijyen kurallarma uyulmamasi,
etkenin son iirline bulagsmasmi kolaylastirmaktadwr (Chapman ve Ashton, 2003).
Kesimhanelerde 6zellikle derinin yiiziilmesi ve i¢ organlarin ¢ikarilmasi agamalarinda
da et kontamine olabilmektedir. Bu durumun halk saghigi acisindan tehlike
olusturmamasi i¢in, etin pargalanmas1 ve etin kiyilmasi esnasinda ylizeyden i¢ kisimlara

gecen bakteri i¢in yeterli miktarda 1s1l iglem uygulanmalidir (Tosun ve Aktug, 2003).

E. coli O157:H7, bir sire pH 4.5-5.5 degerlerinde kalirsa, aside karst direng
gelistirmekle beraber; dondurulmus, sogukta saklanan, diisiikk su aktivitesine sahip

tiriinlerde ve asidik gidalarda adapte olabilmekte ve wuzun siire canliligini
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stirdiirmektedir. Bu durum insanlara E. coli O157:H7 bulasini kolaylastirmaktadir (De
Boer, 1998).

2.4.2. E. coli O157:H7 Teshis Yontemleri

E. coli O157:H7’nin gidalarda bulunmamas1 gerekmektedir. Bu nedenle gidalarda olup
olmadigmi belirlemek amaciyla; selektif kati besiyerlerine siirme, biyokimyasal
identifikasyon, selektif zginlestirme, serolojik yontemlerle dogrulama ydntemi
uygulanmaktadir (Chapman, 2003). E.coli O157:H7 nin teshisi standart prosediir teshis
ve izolasyonuna yonelik cok cesitli teknikler olmasina ragmen, izolasyon amagli
uygulanan kombine yontemlerin hi¢ birisinin %100 duyarli olmadig: bildirilmektedir
(Chapman, 2003). Incelenecek orneklerin taze ve en kisa zamanda soguk incirle
laboratuvara ulastirdmis olmasimnin izolasyon sansini arttirdigt belirtilmektedir (Okrend
ve ark., 1990). E. coli O157:H7 nin tespit edilmesini, olumsuz sonuclar almabilmesini
onlemek amaciyla molekiiler, serolojik ve enzimatik yontemler kullanilmaktadir

(Chapman, 2003).

Gold Labelled Immuno Sorbent Assay (GLISA) testi; E. coli O157:H7 izolatlarinin
serolojik dzelliklerini belirlemek icin kullanilmakla birlikte bu tarama testi immun akis
prensibine dayanmilarak gelistirilmis, gidalarda E. coli O157:H7’nin aranmasi ve

dogrulanmas1 i¢in kullanilmaktadir (Hudson ve ark., 2000).

E. coli O157 nin varhigini tespit edebilmek i¢in Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) testi kullanilmaktadwr. E. coli O157’nin tespiti i¢in hizli ve giivenilir
oldugundan gerekli zamani Onemli bir sekilde azaltir. Enfekte olmus hastalarin
belirlenmesinde ELISA uygulamalart ve notralizasyon testleri duyarli degildir.
Sandwich ELISA, selektif zenginlestirme kiiltiiri yiiksek diizeydeki duyarliligi
spesifikligi ve hizli olmasinin yaninda bu islem rutin mikrobiyolojik kontroller icin
kolay ve uygun bir yontemdir (Chapman ve Ashton, 2003). Et ve tavuk {iriinlerinden E.
coli O157:H7 izolasyonu i¢in bulunan “reactive disc blot” ELISA sisteminin
kullanildig1 tarama yontemi E. coli O157 antijen i¢in tasarlanmistir (Tosun ve Aktug,

2003).
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2.5. Escherichia coli 026:H11

Escherichia coli 026, diinya ¢apinda ikinci en dnemli enterohemorajik E. coli (EHEC)
serogrubudur (49). Amerika Birlesik Devletleri'nde enterohemorajik Escherichia coli
(EHEC) O157: H7, Amerika'da son iki yilda gida kaynakli salgmlarin coguna neden
olmustur (Rangel ve ark., 1982).

Ancak, O157 olmayanlar arasinda: H7 EHEC suslar1, Shiga toksin iireten E. coli 026:
H11 /H (STEC), Amerika Birlesik Devletleri'nde (Scallan ve ark., 2011) ve diinyadaki
EHEC gida kaynakli enfeksiyonlarin ikinci en yaygin nedenidir (Chase-Topping ve
ark., 2012).

STEC 026, insanlarda hafif diareye, hemorajik kolite (HC), baz1 durumlarda hemolitik-
tiremik sendroma (HUS) yol acan ¢ok ¢esitli enfeksiyonlara neden olabilir (Bugarel ve
ark., 2011). Patojenik 026 suslar1 iki ana gruba ayrilir: enteropatojenik E. coli (EPEC),
enterositlerin etkiledigi, hafif ishalin neden oldugu hemorajik kolite (HC) ve HUS gibi

daha ciddi sonug¢lardan sorumludur (Jenkins ve ark., 2008).

EPEC 026 ayrica iki alt gruba ayrilmistir. Bir alt grup, O26 EHEC icin ¢ogu viriilans
markeri (bir geni tasiyan bir EHEC viriilans plazmidi, ehxA, bir enterohemolizini
kodlayan dahil) tasir. Bu alt gruba EHEC benzeri 026 (veya atipik EPEC 026) adi
verilmigtir. Ayrica, ¢oklu odak dizilimi (MLST) ile belirlenen ayn1 dizi tipine (ST) ve
baz1 026 EHEC susglar1 ile aym coklu odak degisken-say1 tandem-tekrarhi analiz
(MLVA) profillerine sahiptirler (Leomil ve ark., 2005). Atipik EPEC O26'nin, bir
Shiga-toksini (STX) iireten faji (STX) iireten fajin edinilmesi yoluyla yiiksek derecede
patojenik bir klon (EHEC 026) haline geldigine inanilmaktadir (Bugarel ve ark., 2011).
Her ne kadar diinya genelinde mevcut olsa da (Bugarel ve ark., 2011) O26: H11 / H
Avrupa'da baskin olarak tanimlanmakta olup, diger kitalardaki prevalansi hakkinda ¢ok

az veri bulunmaktadir.

2.6. Escherichia coli O111:HS

E. coli O111:HS8, STEC suslar i¢inde ilk kez HC ve HUS hastalarinda saptanan, en
bilinen serotipidir (Riley ve ark., 1983). Bu serotip, ¢cok sayida salgin ve hastalik

vakalarindan sorumludur. Molekiiler genetik caligsmalari, EPEC bakterisinin bir susu
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olarak bilinen E. coli O157:H7’ nin Shiga toksin genlerini kazanmasiyla daha virulent
bir organizma olarak gelistigini gostermektedir (Whittam ve ark., 1993). Fakat O157:H7
disinda 100°den fazla STEC serotipi ciddi insan hastaliklar: ile iligkilendirilmektedir.
ABD’de HUS vakalarmin % 20-25’inin kaynagim1 non-O157 STEC olusturmaktadir
(Johnson ve ark., 1996). Insan hastaliklar1 ile iliskili en yaygm non-O157 STEC
serotipleri arasinda O111:H’, bulunmaktadir (Griffin ve ark., 1991).

2.7. Antibakteriyeller ve Diren¢ Mekanizmalar

Antibiyotikler, c¢esitli mikroorganizma tiirleri (bakteriler, mantarlar, aktinomicesler)
tarafindan sentezlenen ve diger mikroorganizmalarin gelismesini engelleyen veya onlart

oldiiren maddelerdir (Tiinger ve ark., 2005).

Bakteriyel etkinligi olan biyolojik ya da sentetik ilaglarm tiimii antibiyotik olarak
nitelendirilmigtir (Tiinger ve ark., 2005). Giiniimiizde antibiyotik, kimyasal tepkimeler
yoluyla elde edilmis ve mikroorganizmalarca iiretilen, az miktarda kullanildiginda
bakterilerin iiremesini engelleyen kimyasallar olarak da tanimlanmaktadur (Cift¢i ve
Aksoy, 2015). Penisilin, ilk kesfedilen antibiyotik olup, 1928 yilinda Alexander
Fleming tarafindan bulunmustur ve bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmigtir
(Sengupta ve ark., 2013). Flarey ve Chain’in 1940 yilinda Penicillium notatum’dan elde
ettigi bir maddenin bakteriler iizerinde oldiiriicii etkisinin bulunmasi ile antibiyotikler

tizerindeki ¢aligmalar hizla artmistir (Sengupta ve ark., 2013).
2.7.1. Etki Mekanizmalar

Antibiyotikler, 17. yiizyildan itibaren enfeksiyon hastaliklarinmm tedavisinde
kullanilmaktadir. Antimikrobiyal tedavinin bilimsel bir temele oturmasi Paul Ehrlich’in,
17. ylizyilin basinda “segici toksik etki” kavramini ortaya ¢ikarmasi ile olmustur. Bu
kavram, kemoterapik maddenin az miktarlarda mikroorganizmalar iizerinde zarar verici
etkileri olmasina karsilik organizma tizerinde hicbir etki gdstermemesi ya da smirh etki
gostermesi olarak tamimlanmaktadir. Antibiyotikler, bakteri populasyonlar1 tizerinde
yaptiklar1 etkinin derecesine gore bakteriyostatik ve bakterisid olmak iizere ikiye
ayrilirlar (Quinn ve ark., 2002). Bakteriyostatik etkide, bakteri hiicresinin gelismesi ve

tiremesi Onlenir. Bakteri dogrudan dogruya oldiiriilmez (tetrasiklinler, siilfanamidler).
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Uremesi ve gelismesi durmus bakteriler viicudun savunma sistemi tarafindan yok edilir

(Kayaalp, 2005).

Bakteriyostatik etkili ilaclarla yapilan tedavi seklinde antibakteriyel madde, dokularda
yeterli diizeylere ulasamazsa bakterinin hayatta kalmasina neden olur. Bakterisid etkide
ise bakteriler direkt olarak oldiriilir (penisilinler, aminoglikozidler). Yiiksek
konsantrasyonlarda eritromisin gibi bakteriostatik antibiyotikler de bakterisidal etki

gosterebilir (Quinn ve ark., 2002).

Bakteriyostatik ve bakterisidal etkili kemoterapotikler kombine edildikleri zaman
birbirlerine kars1 sinerjik, additif, endifferan ve antogonist etki gosterebilmektedir
(Sanli, 1999). Kemoterapotik ilag kombinasyonlarinda ortaya ¢ikan etkileri bakteri tiirii,

tireme gelisme durumlart ve ilaglarin ¢esidine gore degisir (Sanli, 1999).

Kombinasyon halindeki ilaclarin mikroorganizma yapisimndaki etki yerleri farkhdir.
Gelisigiizel kemoterapotik ilag kullanim sonucu, direncli mikroorganizmalar sayisal ve

cesit yoniinden artig gostermektedir (Sanli, 1999).

Bu kemoterapotik ilaca duyarli mikroorganizma tiirlerinin tiimiine o ilacin
antibakteriyel spektrumu adi verilir (Quinn ve ark., 2002). Antibakteriyel spektrum,
kemoterapotik ilacin ¢esidine gore farklilik gosterdiginden, etkiledigi bakteri tiirii ve
ssyisina gore dar, orta ve genis olmak iizere baslica iic gruba ayrimaktadir (Sanl,

1999).

Antibiyotikler; hiicre duvari sentezinin inhibe edilmesi, ribozomal protein sentezinin
engellenmesi, ara metabolizmanin bozulmast yollart ve hiicre membraninin

permabilitesinin arttirilmasi olarak etki gésterir (Quinn ve ark., 2002).
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Tablo 2.3. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi (Quinn ve ark., 2002)

Etki Mekanizmasi Antibiyotik

1. Bakteri hiicre duvar: sentezinin bozulmasi Penisilinler, Sefalosporinler, Aztreonam,
1mipenem, Basitrasin, Vankomisin, Teikoplanin

2. Sitoplazma membraninmn gecirgenliginin Polimiksinler, Gramisidin, Ketokonazol, Nistatin,

bozulmas1 Amfoterisin B ve diger antifungal imidazoller,
Flukonazol ve diger antifungal triazoller

3. Protein sentezinin inhibe edilmesi Kloramfenikol, Eritromisin ve diger makrolidler,
Tetrasiklinler, Kuinupristin-Dalfopristin, Linezolid,
Aminoglikozidler

4. Niikleik asit sentezinin bozulmasi Rifampisin ve diger rifamisinler, Nalidiksik asid,
Florokinolonlar, Metronidazol (kismen)

5. 1ntermediyer metabolizmayr bozanlar (Bakteriyel — Siilfonamidler, Trimetoprim, Siilfonlar, Izoniazid,

antimetabolitler) Etambutol, PAS

2.7.2. Diren¢ Mekanizmalarn

Bakterilerde iki c¢esit direng mekanizmasi bulunmaktadir. Bakterilerin antibiyotik
direncliligi bir ve birden fazla mekanizma ile olusabilmektedir (Davies ve Davies,

2010).
2.7.2.1. Dogal direng

Antimikrobiyalin baglanarak etkili oldugu hedef durumun olmamasi, kalitsal 6zellikte
olmayan direng tipidir. Mikroorganizmanin yapisinin direng¢li oldugu vurgulanmaktadir

(Oztiirk, 2002).
2.7.2.2. Kazamlmis direng

Antibiyotiklere duyarli olan mikroorganizmalarm antibiyotiklerden etkilenmeyecek
duruma gelmesidir. Diren¢ kazanim mekanizmalar1 mikroorganizma tiirlerine gore
degisiklik gostermektedir. Kazanilmis direng mekanizmalar1 biyokimyasal ve genetik

olarak incelenir (Cift¢ci ve Aksoy, 2015).
Genetik olarak kazanilan diren¢ mekanizmalar iic tiptir (Oztiirk, 2002).

Kromozoma bagli direncte; her hiicre boliinmesinde mutasyon bulunmaktadir.

Mutasyon sikligi 107 ile 10™° civarinda olmaktadir (Oztiirk, 2002).
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Plazmidlere bagli direngte; plazmidler kromozom digt replike olur. En fazla klinikte
gorlilen direngtir. Farkli antimikrobiyallere karst direng genleri R plazmidi ile
tasinmaktadir. Bir bakterinin direncli hale gelmesi; R plazmidi igeren bakterinin
ozelliklerini, duyarli olan bakterilere aktarmasi ile olmaktadir. Plazmidlere bagh direnc;
antimikrobiyalleri inaktive eden ve hiicrenin gecirgenligini degistiren enzimlerle

olmaktadir (Oztiirk, 2002).

Transpozonlara bagl direngteyse; plazmid ve kromozom icinde bulunabilen ve yer
degistirebilen transpozonlar bir DNA molekiiliinden bagka bir DNA molekiil dizisine
gecebilmekte ve bagimsiz replike olabilmektedirler (Oztiirk, 2002).



3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Siit ve Siit Uriinii Ornekleri

(Caligmada, 2018 yili Subat ayinda Kayseri ilindeki ciftliklerde iiretilen, kdy
pazarlarinda satiga sunulan 100 adet ¢ig siit numunesi ve marketlerde satisa sunulan 100

adet siit iiriinii (peynir, tereyag, yogurt, kefir, siitlii tatll) materyal olarak kullanild:
(Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Calisma Kapsaminda Alinan Ornek Cesitleri ve Numune Sayilar1

Ornek Numune Sayisi
Cig Siit 100
Peynir 20
Tereyag 20
Yogurt 20
Kefir 20
Siitlii Tathilar 20
Toplam 200

3.1.2. Cig Siitlerden Escherichia coli 026, 0157 ve O111 Izolasyonu ve

Identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri, Supplementler ve Diger Kimyasallar

Izolasyon ve identifikasyon asamalar1 igin Escherichia coli O157:H7 NCTC 12900 ve
Escherichia coli RHFS 232 referans suglari, antibiyotik duyarlilik i¢in ise Escherichia
coli ATCC 25922 kullanildi.
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3.1.2.1. Escherichia coli Broth

Escherichia coli Broth besiyeri (Merck, Almanya) 37.0 g/L. konsantrasyonda olacak
sekilde damitik su iginde eritildi. Iginde Durham tiipii bulunan deney tiiplerine 10’ar mL
dagitilip otoklavda 121° C'de 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon sonrast 25° C'de
pH 6.9+0.2'ye ayarlandiktan sonra hazirlanmis besiyeri 45° C'de 24 saat siire ile inkiibe
edildi. Bu siirenin sonunda gelisme ve Durham tiiplerinde gaz goriilen tiipler pozitif

olarak isaretlendi. Escherichia coli Broth igerigi Tablo 3.2°de verildi.

Tablo 3.2. Escherichia coli Broth Igerigi

igerik Miktar (g/L)
Kazein Pepton 20.0

Laktoz 5.0

Safra Tuzu Karismm 1.5
Dipotasyum Fosfat 4.0

Mono Potasyum Fosfat 1.5

Sodyum Kloriir 5.0

Agar 12.0

Distile Su 1000 mL

3.1.2.2. Eozin Metilen Blue Agar

Eozin Metilen Blue (Merck, Almanya) ticari besiyeri 36.0 g/L. olacak sekilde damitik su
icinde 1sitilarak eritildi. Otoklavda 121° C'de 15 dakika sterilize edildi ve 45-50° C'ye
sogudugunda steril petri kutularma 12.5'er ml. dokiildii. Hazirlanmis besiyeri 25° C'de
pH's1t 7.1+0.2 oldugunda berrak ve kirmizimsi-kahve, menekse-kahverenginde oldugu

goriildii. Eozin Metilen Blue Agar igerigi Tablo 3.3’te verildi.

Tablo 3.3. Eozin Metilen Blue Agar Icerigi

Icerik Miktar (g/L)
Pepton 10.0

Laktoz 5.0

Sukroz 5.0
Dipotasyum Fosfat 2.0

Eozin Y 0.4

Metilen Blue 0.07

Agar 13.5

Distile Su 1000 mL
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3.1.2.3. Sorbitol-MacConkey Agar

Katkr sisesine 1 ml. steril damitik su ilave edilip, iyice karistirdi. Otoklavlama
yapildiktan sonra 45° C'ye sogutulup 500 ml. SMAC Agar besiyerine (Merck,
Almanya) bir sise katki ilave edildi. Besiyeri ile katkinin homojen bir sekilde karigsmasi
saglandi ve steril petri kutularma 12.5'er mL. dokiildii. Sorbitol-MacConkey Agar icerigi
Tablo 3.4’te verildi.

Tablo 3.4. Sorbitol-MacConkey Agar Icerigi

igerik Miktar (g/L)

Pepton 20.0

D-Sorbitol 10.0

Safra Tuzlar 1.5

Sodyum Kloriir 5.0

Notral Kirmizi 0.03

Kristal Viyole 0.001

Agar 15.0

Distile Su 1000 mL
3.1.2.4. Kanh Agar

Blood Agar Base No: 2 (Oxoid, CM 271 B, Ingiltere) ticari besiyerinden 40 g tartilds. 1
L distile su icerisinde ¢ozdiiriildii. pH degeri 7.4+0.2’ye ayarlandiktan sonra sicak su
banyosunda eritildi. Otoklavda 121° C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra 50° C’ye
kadar sogutuldu. Uzerine %7 steril defibrine koyun kani eklendi. Besiyeri her biri 20
mL olacak sekilde steril petrilere dokiildii. Donmaya birakildi. Kullamilincaya kadar 4°
(C’de muhtaza edildi. Besiyeri igerigi Tablo 3.5’te verildi.

Tablo 3.5. Blood Agar Base No: 2 Igerigi

igerik Miktar (g/L)
Proteoz Pepton 15.0
Karaciger Oziitii 2.5

Maya Ekstrakti 5.0

Sodyum Kloriir 5.0

Agar 12.0

Distile Su 1000 mL
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3.1.2.5. Mueller Hinton Agar

Mueller Hinton (Merck, Almanya) ticari besiyeri, 34.0 g/L. konsantrasyonda damitik su
icinde 1sitilarak eritildi ve otoklavda 115° C'de 10 dakika sterilize edilip, steril petri
kutularma 12.5'er mlL dokiildii. Zor gelisen mikroorganizmalarin gelisimini arttirmak
icin bilesime kan ilave edildi. Otoklav ¢ikisinda 45-50° C'ye sogutuldu. Besiyeri igerigi
Tablo 3.6’da verildi.

Tablo 3.6. Mueller Hinton Agar Igerigi

Icerik Miktar (g/L)
Sigar Eti Ekstrakti 2.0

Kazein Asit Hidrolizati 17.5

Nisasta 1.5

Agar 13.0

Distile Su 1000 mL

3.1.2.6. Gliserinli Brucella Broth

Elde edilen izolatlarin PCR ile identifikasyonu yapilana kadar uzun siire dondurularak (-
80° C’de derin dondurucuda) saklanmast i¢in %10’luk Gliserinli Brucella Broth
hazirland1. Brucella Broth (Oxoid, CM0169, Ingiltere) hazir besiyerinden 2.52 gr
tartilarak 90 mlL distile su i¢inde ¢ozdiiriildii ve tizerine kriyoprotektif amagli 10 mL
gliserin (Merck, M104091, Almanya) ilave edildi. Otoklavda 121° C’de 15 dakika
sterilize edildi. Sogumasini takiben buzdolabma kaldirilarak, kullanilincaya kadar

saklandi1. Gliserinli Brucella Broth igerigi Tablo 3.7 de verildi.

Tablo 3.7. Gliserinli Brucella Broth Igerigi

Icerik Miktar (g/L)
Kazein Pepton 10.0

Et Pepton 10.0

Glikoz 1.0

Sodyum Kloriir 5.0

Sodyum Bisiilfat 0.1

Maya Ekstrakti 2.0

Agar 13.0

Distile Su 1000 mL
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3.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) isleminde Kullamlan Sarf Malzemeler

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) isleminde kullanilan malzemeler Tablo 3.8.’de

listelenmistir.

Tablo 3.8. PCR Isleminde Kullanilan Sarf Malzeme Listesi

Malzeme Stok hacim
Taq DNA polimeraz (Thermo Fisher Scientific, ABD) 500U

PCR Bufter (Thermo Fisher Scientific, ABD) 10X

MgCl, (Merck, 105833) 25 mM
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Thermo Fisher Scientific, ABD) 10 mM

DNA ekstraksiyon kiti (Bio-Rad, InstaGene Matrix, ABD)

3.1.4. Antibiyotik Duyarhhk Testinde Kullamlan Malzemeler

Disk difiizyon testi i¢in; eritromisin (15 pg), nalidiksik asit (30 pg), sefazolin (30 pg),
azitromisin (15 pg), tetrasiklin (30 pg), neomisin (10 pg), amoksisilin-klavulanik asid
(30 pg), trimethoprim-sulfametoksazol (23.75 pg-1.25 pg), gentamisin (10 pg) ve
siprofloksasin (5 pg) duyarlilik test diskleri (Oxoid, Ingiltere) kullanilds.

E test icin eritromisin, nalidiksik asit, sefazolin, azitromisin, tetrasiklin, neomisin,
amoksisilin-klavulanik asid, trimethoprim-sulfametoksazol, gentamisin ve

siprofloksasin duyarlilik test kartuslar1 (Liofilchem, Italya) kullanildz.
3.2. Yontem

Kayseri ilindeki ciftliklerde iiretilen, kdy pazarlarinda satisa sunulan 100 adet ¢ig siit
numunesi ve marketlerde satisa sunulan 100 adet siit {iriinii (peynir (n=20), tereyag
(n=20), yogurt (n=20), kefir (n=20), siitlii tath (n=20)), steril bir sekilde 24 saat icinde
soguk zincirle Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi

Laboratuvarina getirilerek incelenmeye alinincaya kadar +4° C’de bekletildi.
3.2.1. Onzenginlestirme

Numunelerden 5 ml tartilarak tizerine 10 mL tryptone soy broth ilave edilip, steril

Stomacher posetleri igerisinde iki dakika siireyle Stomacher cihazi ile homojen
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sisyansiyon hazirlandi. Hazirlanan siispansiyonlarin tizerine 90 ml. E. coli Broth

(Oxoid, Ingiltere) ilave edilip, 37° C’de 3-6 saat inkiibe edildi.

Numunelerden 5 g tartilarak {izerine 10 mlL tryptone soy broth ilave edilip, steril
Stomacher posetleri igerisinde 2 dakika siireyle Stomacher cihazi ile homojen
sisyansiyon hazirlandi. Hazirlanan siispansiyonlarin tizerine 90 ml. E. coli Broth

(Oxoid, Ingiltere) ilave edilip, 37° C’de 3-6 saat inkiibe edildi.
3.2.2. Fenotipik Identifikasyon Testleri

Onzenginlestirme islemi sonunda stomacher posetlerinden kanli agar, Sorbitol-
MacConkey (SMAC) agar (Oxoid, Ingiltere) ve Eosin Methylen-blue (EMB) agar
(Oxoid, Ingiltere) besiyerlerine inokiilasyon yapilarak, 18-24 saat aerobik ortamda 37°
C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda petrilerde gelisen kolonilere Gram boyama,
biyokimyasal ve fizyolojik testler yapilarak fenotipik olarak E. coli identifikasyonu
yapildi.

3.2.3. Molekiiler identifikasyon
3.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Bakterinin DNA’sm1 elde etmek amaciyla InstaGene Matrix kiti (Bio-Rad, ABD)
kullanildi. Bu islem kit protokoliinde belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Kisaca,
fenotipik olarak dogrulanan bakterilere ait 24 saatlik sivi kiiltiirden ependorflara
yaklagitk 1 ml alindiktan sonra 10.000xg-12.000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.
Ependorfun iistiinde biriken sivi uzaklagtirilarak altta kalan pelletin iizerine 200 pL
InstaGene matrix soliisyonundan eklenerek homojenize edildi ve 56° C’de 15-30 dk.
inkiibe edildi. Daha sonra bu siispansiyon 10.000xg-12.000xg’de 10 sn. boyunca yiiksek
hizda santrifiij edildi. Homojenize edilen siispansiyon 100° C’lik su banyosunda 8 dk.
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda 10 sn. boyunca yiiksek hizda santrifiij edildi. Daha
sonra 10.000xg-12.000xg’de 2-3 dk siireyle inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda 50 puL.
PCR reaksiyonu basina elde edilen siipernatandan 20 pL. kullanildi. Hedet DNA olarak
kullanilmak iizere ependorfta kalan sivi -20° C’de saklanda.
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3.2.3.2. E. coli’nin Molekiiler Yontemle Identifikasyonu

Fenotipik testlerle E. coli olarak tespit edilen izolatlarin dogrulanmasi amaciyla PCR

yontemi kullanmild: (Clermont ark., 2013; Mustak ark., 2015). Buna gore; reaksiyon

toplam 25 pl. hacimde gerceklestirildi. Reaksiyon karigimi; her bir primerden 0.2 uM,
200 uM DNTP, 2.5 pl PCR reaksiyon buffer, 3mM MgCl,, 2 U Taq DNA polimeraz
(Thermo Scientific; EP0402, ABD) ve 1 ul kalip DNA’dan olusmustur. Termal dongii
kosullari; 94° C'de 5 dk ilk denatiirasyon; 94° C'de 10 saniyede denatiirayon, 59° C'de

20 sn primer baglanmasi, 72° C'de 10 sn. uzatma, reaksiyon 30 dongiiden olustu ve

daha sonra 72° C'de 5 dk. son uzama asamasindan meydana gelmistir.

(aligmada kullanilan primer c¢iftleri ve beklenen amplikon biiytikligii (bp) Tablo 3.9’da

verilmistir.

Tablo 3.9. Calismada Kullanilan Primerlerin Dizilimleri
Genin Ad1 Primer Dizilimi Gen Bolgesi  Genin Adi Amplikon

Biiyiikliigii

PF8 CGTGATGATGTTGAGTTG 0157 0157 420
PR& AGATTGGTTGGCATTACTG
FLICH7F GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC fliC H7 625
FLICH7-R CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC
0O26F AAATTAGAAGCGCGTTCATC 026 026 596
026R CCCAGCAAGCCAATTATGACT
SIiICRH11-1 ACTGTTAACGTAGATAGC fliC HI11 224
JIiICRH11-2 TCAATTTCTGCAGAATATAC
Ol11F AGAGAAATTATCAAGTTAGTTCC rfb0OI111 o111 400
O111R ATAGTTATGAACATCTTGTTTAGC
HSF AGT GAC CTG ATTTCTAAA fliC HS8 238
H8R TTC AAT GGA GCCTTT GTC
ERIC1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC - - -
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG - - -
trpBA.f CGGCGATAAAGACATCTTCAC - - 489
trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG

3.2.3.3. E. coli O157:H7 PCR ile Dogrulanmasi

Fenotipik ve molekiiler testler ile E. coli olarak tespit edilen izolatlarin serotiplerinin

belirlenmesi

amactyla PCR yontemlerinden yararlamldi (Maurer ark., 1999;

Sarimehmetoglu ark., 2009). E. coli O157:H7, izolatlar1 icin, rfbO157 ve H7 icin fliC

gen bolgesini kodlayan primerler kullanilarak dogrulandi. PCR reaksiyon karigtminin
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final konsantrasyonu 50 pL olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon karigimi 5 ul. DNA
ornegi, 0.5 uM her bir fliC primerinden, 1.5 mM MgCl,, 5 ul. 10 X PCR buffer, 400
uM dNTPs ve 1.5 U Taq polymerase’dan olustu. fliC geninin belirlenmesi icin PCR
cihazinda (Techne TC-512) 94° C’de 2 dk. 6n denatiirasyon islemi uygulandiktan sonra
54° C’ de 1 dk., 94° C’ de 20 s., 72° C’de 1 dk. 35 siklusta bekletildi. 72° C’de 10 dk.
son uzatma olacak sekilde gerceklestirildi. rfbO157 geninin tespit edilmesi igin; 94°
C’de 5 dk. 6n denatiirasyon islemi uygulandiktan sonra, 53° C’de 1 dk., 72° C’de 1 dk.,
94° C’de 1 dk. toplam 30 siklusta ger¢eklestirildi. 72° C’de 5 dk son uzatma islemi
yapildi.

3.2.34. E. coli 026:H11 PCR ile Dogrulanmasi

Fenotipik ve molekiiler testler ile E. coli olarak tespit edilen izolatlarin serotiplerinin
belirlenmesi amaciyla PCR yonteminden yararlanildi (Durso ve ark., 2005). E. coli
026:H11 izolatlar icin rfbO26 ve HI1 icin fliC gen bolgesini kodlayan primerler
kullanilarak dogrulandi. PCR reaksiyon karigiminin final konsantrasyonu 20 pL olacak
sekilde hazirlandi. Reaksiyon karigimi 1 uL. DNA 6rnegi, 0.5 uM her bir fliC ve rfbO26
primerlerinden, 4.5 mM MgCl,, 3 ul. 10 X PCR buffer, 500 puM dNTPs ve 0.5 U Taq
polymerase’dan olustu. FIiCHS ve rfbO111 genlerinin belirlenmesi i¢in PCR cihazinda
(Techne TC-512) 95° C’de 15 dk. 6n denatiirasyon islemi uygulandiktan sonra 56° C’de
1 dk., 94° C’de 1 dk., 72° C’de 1 dk. 35 siklusta bekletildi. 72° C’de 10 dk. son uzatma
olacak sekilde gerceklestirildi (Durso ve ark., 2005).

3.2.3.5. E. coli O111:H8 PCR ile Dogrulanmasi

Fenotipik ve molekiiler testler ile E. coli olarak tespit edilen izolatlarin serotiplerinin
belirlenmesi amaciyla PCR yonteminden yararlanildi (Durso ve ark., 2007). E. coli
O111:H8 izolatlar1 icin rfbO111 ve HS8 icin tliC gen bolgesini kodlayan primerler
kullanilarak dogrulandi. PCR reaksiyon karigiminin final konsantrasyonu 30 pL olacak
sekilde hazirlandi. Reaksiyon karigimi 1 uLL. DNA 6rnegi, 0.5 uM her bir fliC ve rfbO26
primerlerinden, 4.5 mM MgCl,, 3 ul. 10 X PCR buffer, 120 puM dNTPs ve 0.5 U Taq
polymerase’dan olustu. FIiCHS ve rfbO111 genlerinin belirlenmesi i¢in PCR cihazinda
(Techne TC-512) 95° C’de 15 dk. 6n denatiirasyon islemi uygulandiktan sonra 53° C’de
1 dk., 94° C’de 1 dk., 72° C’de 1 dk. 35 siklusta bekletildi. 72° C’de 10 dk. son uzatma
olacak sekilde gerceklestirildi (Durso ve ark., 2007).
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3.2.4. Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC) PCR ile Molekiiler

Tiplendirme

Molekiiler tiplendirme i¢in ERIC-PCR kullanildi. Analizde ERIC-1 (5’-ATGTA
AGCTCCTGGGGATTCAC-3’) ve ERIC-2 (§’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-
3’) primerleri kullanildi. Amplifikasyon i¢in PCR karigimi, 4 mM MgCl, (Thermo
Fisher Scientific, ABD), 5 U Tag DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific, ABD),
karigimi, 5 pl. 10Xpcr buffer A (Thermo Fisher Scientific, ABD), 25 pmol primerler
(Sentromer DNA Teknolojilerti, Istanbul, Tiirkiye), final konsantrasyonu 0.2 mM olacak
sekilde ANTP (Thermo Fisher Scientific, ABD) ve 1 uL template DNA igeren toplam
50 pL. hacimden olusturuldu. Amplifikasyon kosullart 94° C’de 5 dk. da ilk
denatiirasyon basamagini takiben 40 amplifikasyon siklusundan ve her siklus, 94° C’de
1 dk., 25° C’de 1 dk., 72° C’de 2 dk. agsamalarmdan olusturuldu (Touchgene Gradient,
Techne, Ingiltere). Elde edilen PCR iiriinleri, %2’lik agaroz jel igerisinde yiiriitiildii
(Thermo EC 330, ABD). Olusan bantlar jel dokiimentasyon sisteminde incelendi

(Vilber Lourmat, Fransa).
3.2.5. Antibiyotik Duyarhhk Testleri
3.2.5.1. Disk Difiizyon Testleri

Escherichia coli 026, O157 ve Ol11 olarak identifiye edilmis bakterilerin cesitli
antibiyotiklere karsi diren¢ durumunu belirlemek amaciyla disk difiizyon testi (Bauer
and Kirby, 1966), Klinik ve Laboratuvar Standartlari1 Enstitiisiiniin (2014) onerdigi
prosediire gore yapudi (Bauer ve ark., 1996). Bu yonteme gore; izolatlar %35 defibrine
koyun kanli Mueller-Hinton agarda aerobik ortamda 18-24 saatte iiretildi. Ureyen
koloniler besiyeri {izerinden toplanarak %0.075 NaCl i¢inde siispanse edilip, bakteri
yogunlugu McFarland No. 0.5 turbitide standardina ayarlandiktan sonra (0.1 mL
Mueller-Hinton agar besiyerine inokiile edilip, yayildi. Antibiyotik duyarlilik test
diskleri besiyeri lizerine yerlestirildi. Petriler, aerobik 37° C’de 18-24 saat inkubasyona
birakildi. Inkubasyon sonunda olusan zon caplart 6lgiildii. Degerlendirme yapildi

(CLSI, 2014).
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3.2.5.2. E (Epsilometer) Test

E.coli 026-H11 ve O157-H7 izolatlarmin antibiyotiklere karst MIK degerlerini
belirlemek amaciyla Etest yontemi kullanildi. E.coli izolatlarinin 24 saatlik taze kiltiiri
0.5 McFarland yogunluguna ayarlanarak %7 steril defibrine koyun kan ilave edilmis
Mueller-Hinton agar (Merck, Almanya) ylizeyine ekiivyonla yayildi. Daha sonra kanl
agar yiizeyine E test seritleri yerlestirildi. Petriler 37° C’de 24 saat aerobik ortamda
inkiibe edildi. Serit etrafinda olusan inhibisyon elipsinin dlgekle kesistigi nokta MIK
degeri olarak kabul edildi. Sonuclarin degerlendirilmesinde izolatlar duyarli, orta

duyarlt ve direngli olarak kaydedildi (CLSI, 2014).



4. BULGULAR

4.1. Fenotipik Test Sonuclar

Calismada 200 adet ornek toplandi Izolasyon amaciyla SMAC ve EMB agar
besiyerlerine inokulasyon yapildi. Pozitif olarak tespit edilen her besiyerinden siipheli
ic koloni alindi, toplamda 227 siipheli E.coli kolonisi izole edildi. Bu 227 siipheli
izolattan 88’1 (%38.7) fenotipik identifikasyon testleri sonucu E. coli yoniinden pozitif

olarak tespit edilmistir (Tablo 4.1)..

Tablo 4.1. Siit ve Siit Uriinlerinden E. coli izolasyon Sonuglari

Cig Siit  Yogurt Kefir Peynir Tereyag Siitlii Tath Toplam

n 100 20 20 20 20 20 200
Siipheli Izolat Sayis: 140 9 22 25 19 12 227
Pozitif izolat Sayisi 62 1 12 4 6 3 88
E. coli O157:H7 2 - - - 1 - 3
E.coli 026:H11 1 - - - ; . 1
Yiizdelik % 44.2 11.1 54.5 16.0 31.5 25.0 38.7

4.2. E. coli Serotiplerinin PCR ile Tespiti

Fenotip olarak E. coli yoniinden dogrulanan 88 izolatin tamami PCR ile dogrulandi.
Serotiplerin belirlenmesi amaciyla yapilan PCR testleri sonucunda 88 izolattan 3’1 E.
coli O157:H7 (61 nolu (siit), 86 nolu (siit) ve 168 nolu (tereyagi) izolatlar), 1 izolat ise
E.coli O26:H11 (160 nolu (siit) izolat)yoniinden pozitif olarak tespit edilmis, fakat F.
coli O111:H8 serotipi bulunamamistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Identifikasyon Sonuglar1

Serotip

Pozitif ornek sayisi (%)

E.coli O157T:H7
E.coli O26:H11
E.coli O111:H8
Toplam

3 (%3.40)
1(%1.13)

4 (%2.27)

E.coli yoniiniinden pozitif bulunan 6rneklerin agoroz jeldeki goriintiileri su sekildedir.

Sekil 4.1. E. coli’nin %1.5’lik agoroz jeldeki goriintiisii. E. coli pozitif 6rnekler (489

bp)

Sekil 4.2. FE. coli O157:H7 % 1.5’lik agoroz jeldeki goriintiisii icin pozitif 6rnekler. E.
coli O157 i¢in 420 bp ve H7 i¢in ise; 625 bp pozitiftir.

4.2.1. ERIC-PCR Sonuglan

Yapilan ERIC-PCR sonuglarindan elde edilen bant profillerinin birbirinden farklilik

gosterdigi saptanmistir. Bant sayisinin 8 ile 18 arasinda degistigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. E. coli O157:H7 ve E. coli O26:H11 izolatlarinin %2’lik agaroz jeldeki
ERIC-PCR band paternleri. M: 100 bp DNA ladder, 1: 61 nolu izolat, 2: 86
nolu izolat, 3: 160 nolu izolat, 4: 168 nolu izolat

4.3. Antibiyotik Duyarhlik Test Sonuclan
4.3.1. Disk Difiizyon Testleri Sonuclari

(Calismada E. coli serotipleri yoniinden pozitif izolatlara disk difiizyon testi yapilmigtir
ve buna gore antibiyotik duyarlilik test sonuclart sirasiyla nalidiksik asit %75,
siprofloksasin %100, tetrasiklin %75, trimetoprim sulfametoksazol %75, amoksisilin
klavulanik asit %50, neomisin %50, gentamisin %75, azitromisin %100 duyarli,

eritromisin ve sefazolin %75 direngli olarak tespit edilmistir (Tablo 4.3).



31

Tablo 4.3. E. coli izolatlarinmn Disk Difiizyon Sonuglar1

Antibiyotik Inhibisyon zon E. coli E. coli
cap1 (mm) 0157:H7 (mm) 026:H1I(mm)
S I R 61 86 168 160
Tetrasiklin >15 12-14 <1 24 S 228 0 R 26 S
Trimetoprim Sulfametoksazol > 16 11-15 <10 218§ 21 S 0 R 28 S
Amoksisilin Klavulanik Asit > 18 14-17 <13 0 R 18 S 0 R 218
Sefazolin >23 20-22 <19 0 R 16 R 14R 211
Eritromisin >23 14-22 <13 9 R 151 0 R OR
Neomisin >15 13-14 <12 12 R 131 7 R 131
Nalidiksik Asit > 19 14-18 <13 18 1 198 208 218
Gentamisin >15 13-14 <12 20 S 18 S OR 20 S
Siprofloksasin >21 16-20 <15 29 S 30 S 22 S 30 S
Azitromisin > 18 14-17 <13 18 S 22 S 28 S 19 S

S: Duyarly, I: Orta Direngli, R: Direncli

Sekil 4.4. Kanl1 agarda yapilan disk difiizyon testi ve olusan inhibisyon zonu

4.3.2. E (Epsilometer) Test Sonuclar

E. coli serotiplerinin anilan antibiyotiklere karst MIK diizeylerini belirlemek igin
yapilan E test sonug¢larinin da disk difiizyon testiyle tamamen uyumlu oldugu ortaya

cikmistir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. E. coli izolatlarinin MIK Diizeyleri

Antibiyotik CLSI'ye gore MIK E. coli E. coli
diizeyleri 0157:H7 (ug/ml) 026:H11 (ug/ml)
S I 61 36 168 160
Tetrasiklin <4 8 > 16 28 28 16 R 48
Trimetoprim Sulfametoksazol <2 - >4 2 S 2 S 8 R 28
Amoksisilin Klavulanik Asit <4 8 >16 32 R 28 32 R 28
Sefazolin <2 4 >8 8 R 8 R 8R 41
Eritromisin <0.5 1-4 >38 8 R 21 8 R 8R
Neornisin <4 8 > 16 16 R 81 16 R 81
Nalidiksik Asit <16 - >32 32 R 48 28 28
Gentamisin <4 8 > 16 28 28 16 R 28
Siprofloksasin <1 2 > 1S 05 S 1S 05 S
Azitromisin <4 8 >16 1S 28 28 1S

S: Duyarly, I: Orta Direngli, R: Direncli



5. TARTISMA ve SONUC

Siit; mikroorganizmalarin metabolik iiriinlerine bagh olarak, ilk sirada patojenler olmak
tizere belirli mikroorganizmalar ve birbirleriyle rekabet halinde olan mikroorganizmalar
icin iyi bir kiiltiir ortamdir (Heescen, 1998). Ilk swrayr hamburger alsa da; ¢ig siit, E.
coli O157:H7 enfeksiyonuna neden olan en 6nemli ikinci gida olmustur. Ik kez E. coli

O157:H7 enfeksiyonu ABD’de 1986 yilinda tespit edilmistir (Martin ve ark., 1986).

Bu calismada; Kayseri ilindeki ciftliklerde iiretilen 100 adet ¢ig siitten ve marketlerde
satisa sunulan 100 adet siit tirtiniinden alman Orneklerden E. coli 026, O157 ve O111
izolasyonu, izolatlarin cesitli antibiyotiklere duyarhliklar1 ve molekiiler tiplendirilmesi
amaglandi. Calismada 200 adet ornekten 227 siipheli koloni izole edildi ve izolatlar
izerine yapilan fenotipik ve molekiiler identifikayon testleri neticesinde 88/227 (%
38.7) E. coli izolatinin varligi tespit edildi. Caligsmada serotiplerin belirlenmesi amaciyla
yapilan molekiiler testler sonunda; ii¢ izolat E. coli O157:H7 (61 nolu (siit), 86 nolu
(stit) ve 168 nolu (tereyagi) izolatlar), bir izolat ise; E. coli O26:H11 (160 nolu (siit)
izolat) olarak tespit edildi. Ancak E. coli O111:HS serotipine rastlanmada.

Siit ve tirtinlerinde yapilan arastirmalarda degisik E. coli serotipleri bulunmustur Siitiin
kontaminasyonu, sagim islemleri sirasinda ya da pastorizasyon sonrast hijyenik
olmayan islemler sirasinda meydana gelebilir (Donnenberg ve Nataro, 2000). VTEC’in
baz1 suglarmin peynir yapim islemleri smrasinda canli kalabilecegi ve kontamine
sitlerden {iretilen peynirlerin insanlarda bu hastalik icin sorumlu olabilecegi

bildirilmistir (Rola ve Osek, 2015).

ABD’de 2013 yilinda STEC O157’lerin yer aldigt 557 vaka, 100.000 kiside 1.15
insidens oram ve iki vakada (%0.4) 6lim oldugu; STEC olmayan O157’lerin sorumlu
oldugu 561 vakada ise, 1.17 insidens ve 2 (%0.4) 6lim oldugu rapor edilmistir. Bu
vakalardan en ¢ok 026, 0103, O111 serotipleri izole edildigi bildirilmistir (Centers for

disease Control and Prevention, 2014).
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Al-Zogibi ve ark. (2015), Riyad’da topladiklar1 540 siit numunesinin 26 tanesinde
O157:H7, 23 tanesinde O111, 20 tanesinde O113:H21, 10 tanesinde O22:HS8 ve yedi
tanesinde O172:H21 serotipi tespit etmislerdir.

Ayrica, Ombarak ve ark. (2016), Misir’da yaptiklart caligmada 187 siit ve siit tirliniinde
E. coli izolasyonu yapmiglar. Calisma sonunda elde edilen izolatlarin %76.4°0 ¢ig

slitten, %74.5’1 Karish peynirinden ve %21.7°si Ras peynirinden tespit edilmis.

Aydin ve ark. (2010), 500 siit 6rnegi igerisinde sadece 1 izolatta E. coli O157 varligi
bulmuslardir. $Seker ve Yardimci (2008)’'min  yaptiklar1 ¢alismada klasik kiiltiir
yontemleriyle incelenen 213 ¢ig siit 6rneginin 3 (%1.4)’tinde E. coli O157:H7 tespit
edilmistir. Sancak ve ark. (2015), Van ilinde tiikketime sunulan 100 adet ¢ig siit ve 100
adet otlu peynir 6rnegini incelemigler. Otlu peynirlerin %?2’lik kismindan E. coli
O157:H7’yi identifiye etmislerdir. Akkaya ve ark. (2007), Afyonkarahisar’da yaptiklari
caligmada klasik kiiltiir yontemleriyle incelenen 100 adet peynir 6rneginden 1 (%1)’inde

ve 100 adet ¢ig siit 6rneginden 3 (%3)’iinde E. coli O157:H7 tespit edilmistir.

Garbaj ve ark. (2016), Libya’da yaptiklart calismada 108 siit ve siit tiriiniinde Sorbitol
MacConkey besiyerinde inokiilasyon yaparak 27 adet EHEC O157’yi izole etmislerdir.
(alisma sonunda elde edilen izolatlarin %11°1 inek siitiinden, %11°1 disi deve siitiinden

%7.4’1i kegi siitiinden tespit edilmistir.

Miszczycha ve ark. (2012), Fransa’da ¢ig siit, ¢ig siitten yapilmis peynirler ve ¢ig
kiymadan E. coli O157:H7’yi izole edebilmek amaciyla Real-Time PCR testini
gelistirmiglerdir. Gelistirilen bu protokoliin ¢ig siit ve ¢ig kiyma gibi iirlinlerde E. coli
O157:H7’nin hizly, spesifik ve hassas bir sekilde tespiti i¢in yararh bir protokol oldugu

sonucuna varilmistir.

Farahmandfar ve ark. (2016), Khuzestan’dan topladiklart 150 siit Orneginden
topladiklar1 iki izolatta E. coli bulmuslardir ve bu izolatlar: farkli iki PCR yontemi
kullanarak saglamiglardir. Multiplex PCR ile iki izolat, toksijenik E. coli O157:H7
olarak bulunmamistir. Dogrudan PCR ile iki izolat, toksijenik E. coli O157:H7 pozitif
olarak bulunmustur. Dogrudan PCR yonteminin, dolayli PCR yonteminden daha kesin,

hizli ve ekonomik oldugu sonucuna varilmistir.
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Bu calismalardan farkli olarak E. coli O157:H7 tespit edilemeyen caligmalar da
bulunmaktadir. Giimiigsoy ve Goniilalan (2005), Kayseri ilinden toplanan 100 adet taze

peynir numunesinin hi¢birinde E. coli O157:H7 tespit edememistir.

Yaptigimiz calismada; antibiyotik duyarlilik testleri yapildiginda izolatlarin tamami
azitromisine ve siprofloksasine duyarli bulunmustur. Bakterilerin antibiyotiklere olan
direnci giderek artmaktadwr. Bundan dolayr hastaliklarda antibiyotik kullanilmasi
tartigtlmaktadir.

Daha once yapilan antibiyotik direnglilik calismalarinda E. coli O157:H7 suslarinin pek
cok antibiyotige duyarl oldugu bulunmustur. Daha sonraki ¢aligmalar E. coli’ de artan
antibiyotik direncliligini gostermistir. Bir calismada 1984-1987 yillar1 arasinda izole
edilen 56 susun tamami antibiyotiklere duyarh iken, 1989-1991 yillar1 arasinda izole
edilen 176 susun 13 tanesi siilfisoksazole, streptomisine ve tetrasikline direngli

bulunmustur (Halkman, 2013).

Ahmed ve Samer (2017), yaptiklar1 calismada E. coli izolatlarinin gentamisine (%79.2)
ve siprofloksasine (%70.8) duyarli oldugu ancak, izolatlarm tamaminin (%100)
eritromisine ve izolatlarm % 79.2°sinin ise trimetoprim-siilfametoksazole direngli
oldugu bildirilmigtir. Ding ve Kilic Altun (2017), peynirlerden izole edilen E. coli
suslarmin tamaminin (%100) penisiline, klindamisine, oksasikline ve tetrasikline
direncli oldugunu bildirmislerdir. Diger antibiyotiklere direng oranlarinin ise swrasiyla
neomisin  (%80), kanamisin (%80), gentamisin (%50), enrofloksasin (%50),
streptomisin (%46) oldugu ifade edilmistir.

Atabey (2011), peynirlerden izole edilen E. coli suslarinin antibiyotik direng oranlarinin
sirastyla %100 penisilin, %355 streptomisin, % 55 gentamisin ve %18 amoksisilin-
klavulonik asit oldugunu bildirmislerdir. Iki farkli siit @iriiniinde yapilan arastirmada
Farzana ve ark (2009), i¢lerinde E. coli’nin de bulundugu bakteri grubunda yapilan
antibiyogram caligmasinda, iiriksin, kloramfenikol ve ampisilin’e karst % 100 direng
belirlemislerdir. Amikasin, amoksisilin, seftazidim ve augmentin’e kars1 duyarlilik %

100 olarak tespit edilmistir.
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Irrgang ve ark. (2017), Almanya’da gida tiriinlerinden izole edilen E. coli’nin molekiiler
karakterizasyonu pulsed-field gel-eletrophoresis (PFGE) ve multi-locus sequence typing

(MLST) ile yapilmustir.

Mora ve ark. (2007), ¢ig biftek, peynir ve sebzeden elde ettigi 32 izolattin %85
benzerligi multi-locus sequence typing (MLST) tarafindan farkl sekans tiplerine atanan
PFGE alt grubu ile ortaya konulmus olup, PFGE alt tipleri ile STEC O157:H7

arasindaki bir¢cok genetik varyantin dogal olusumu gosterilmistir.

Sonu¢ olarak; caligmamizda izole edilen E. coli drneklerinden 88’1 pozitif olarak
bulunmustur. Yapilan PCR testleri sonucunda ise; 88 izolatin 3’4 E. coli O157:H7, 1
izolat E.coli O26:H11 yoniinden pozitif olarak tespit edilmesi ¢ig siit kullaniminin ya da
hijyen kurallarma uyulmadan {iretilen siit triinlerinin halk saghigmi olumsuz yodnde
etkilemesi acisindan tehlikelidir. Ayrica; E. coli izolatlarmin antibiyotiklere duyarhlik
testleri sonunda eritromisin ve sefazoline karsi yiiksek derecede direngli olmast halk

saglhigi agisindan 6nem arz etmektedir.

Siit ve siit Uriinlerinde E. coli ve serotiplerinden kaynaklanabilecek hastaliklarin
onlenmesi i¢in hijyenik tedbirler uygulanmalidir. Artan antibiyotik direncinin énlenmesi

amaciyla antibiyotik kullaniminin kontrol altinda tutulmas: gerekmektedir.
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EGITIM
Derece Kurum Mezuniyet Tarihi
Lisans Ege Universitesi Beslenme ve 2014
Diyetetik Boliimii
Lise Sema Yazar Anadolu Lisesi 2009
IS DENEYIMLERI
Yil Kurum Gorev
2014- Halen  Erciyes Universitesi Mustafa Diyetisyen
Eraslan-Fevzi Mercan Cocuk
Hastanesi
YABANCI DIL

Ingilizce



