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Diinya genelinde, kirmiz1 etlerde ve bu etlerin kullanildig: gida iiriinlerinde en
fazla besin zehirlenmesine sebebiyet veren patojenik bakteri Escherichia coli’dir. E.
coli’nin en ¢ok tercih ettigi konak canlinin ruminantlar (gevis getirenler) oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alismada Adiyaman’da ve cevre illerde tiikketime sunulan kirmizi
(s1g1r, koyun, kegi, vb.) etlerde ve bu etlerin kullanildigi gida mamullerinde E. coli
bakterisinin varliklarinin tespiti ve genotipik siniflandirilmasi amaglanmistir. Bu amag
icin E. coli klasik kiiltiir yontemleri kullanilarak izole edildi ve bakteriyi spesifik
olarak tanimlayabilen ve tespit edilmesini saglayan uspA genini amplifiye edebilen
primerler kullanildi. Bu sayede, PCR testi yardimiyla E. coli genetik materyalinin
varligini tespit edildi. Bu 6rnekler daha sonra alt1 set primer (6 F ve 6 R) kullanilarak
PCR yardimiyla genotipik olarak karakterize edildi. Calismamiz dahilinde dort farkli
ilden toplam 45 (25 adet biiyilikbas ve 20 adet kiigiikbas) 6rnek toplandi. Toplanan bu
orneklerde toplam 68 farkli koloni iiremesine rastlanmis olup bu kolonilerin DNA’s1
uspA gen varhigi tespiti igin duplike olarak ¢alisildi ve 63 adedi (%92,6) E. coli pozitif
sonucu verdi. Bu ¢alismanin sonuglarina gore, uspA pozitif ¢ikan 63 6rnegin, 22 adedi
(%34,9) filogrup A, 9 adedi (%14,3) grup B1, 7 adedi (%11,1) grup B2, 3 adedi (%4,8)
grup F, 5 adedi (%7,9) grup C, 2 adedi (%3,2) grup D, 2 adedi (%3,2) grup E, 13 adedi
(%20,6) de U yani bilinmeyen filogrup olarak siiflandirilmistir.

Bilgilerimiz dahilinde, iilkemizde bu tip besin hijyeni caligmalari ¢ok az
sayidadir. PCR yoOntemi sayesinde patojenik bakteri erken wvarlik tespitlerinin,
kontamine olmus kirmizi et ve mamullerini tiiketen sahislarin erken uyarilmasi ile
besin zehirlenmelerinin Oniine gecilebilecegi Ongodriillmekte olup halk sagliginin
korunmas1 amac¢lanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Multipleks PCR, Escherichia coli, Karakterizasyon, Filogrup,
Genetik Analiz
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Escherichia coli is a pathogenic bacterium that causes the most food poisoning
in red meats and food products using these meats worldwide. It has been reported that
the most preferred host organism of E. coli is ruminants. In this study, it was aimed to
determine the presence of E. coli bacteria and to classify the genotypic of the red (cattle,
sheep, goat, etc.) meats offered for consumption in Adiyaman and the surrounding
provinces and in the food products in which these meats are used. For this purpose, E.
coli was isolated using classical microbiological culture methods. Previously designed
primers that could specifically identify and amplify the uspA gene were used. In this
way, the presence of E. coli’s genetic material was detected with the help of PCR test.
These samples were then genotypically characterized by PCR using six sets of primers
(6 F and 6 R). Within the scope of our study, a total of 45 (25 bovine and 20 ovine)
samples were collected from four different provinces. A total of 68 different colonies
were found in these collected samples, then their DNA were subjected to PCR (studied
as duplicates) in order to determine the presence of uspA gene, and 63 (92.6%) of these
colonies gave positive results for E. coli. According to the results of this study, of 63
samples that were positive for uspA classified as 22 (34.9%) phylogroup A, 9 (14.3%)
group B1, 7 (11.1%) group B2, 3 (4%, 8) group F, 5 (7.9%) group C, 2 (3.2%) group
D, 2 (3.2%) group E, 13 (20.6%) group U, unknown phylogroup.

To the best of our knowledge, the number of such food safety studies is low in
our country. Thanks to the PCR method, it is predicted that the early presence of
pathogenic bacteria can be detected, and food poisoning can be prevented by early
warning of people consuming contaminated red meat and products. Therefore, by
completing this study protection of the public health was aimed.

Key Words: Multiplex PCR, Escherichia coli, Characterization, Phylogroup, Genetic
Analysis
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STEC : Shiga benzeri toksin iireten E. coli
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1. GIRIS

Giliniimilizde ¢ogu gida steril olmadigi gibi, pisirim ile tiiketime hazir, taze,
konserve ya da fermente kirmizi et iiriinleri de ¢ogunlukla steril olmayip tehlike arz
etmektedir. Bu gidalarin ¢ogu da ciiriik¢iil mikroorganizmalar vasitasiyla bazen de
patojen mikroorganizmalar vasitasiyla kontamine edilmis durumdadir. Etlerin
ylzeyinde ve i¢indeki mikroorganizma c¢ogunlukla tehlike arz edebilir ve gidanin
kalitesini ve giivenligini azaltabilir. Dolayis1 ile bu tarz gidalarin tiiketilmesi
durumunda bazen gida zehirlenmesi istenmeyen sonuglar dogurabilmekte ve hukuki
slireglere yol agabilmektedir [1]. Escherichia coli O157: H7 ile enfeksiyon, Amerika
Birlesik Devletleri ve diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam
etmektedir. Organizma, potansiyel olarak hemolitik iiremik sendrom gibi yagami
tehdit eden komplikasyonlara yol agabilen ciddi ishal hastaligina neden olur.
Escherichia coli  O157:H7 esas olarak sigir kaynakli  yiyeceklerle
iligkilendirilmektedir. Bununlar beraber, son yillarda siit ve siit {iriinleri, marul ve
yonca filizi gibi ¢ok ¢esitli yiyecekler de bulasma araci olarak hizmet etmistir [2].

Gida hijyeni, gidanin iiretimden tiiketimine kadar giivenligini saglamak ic¢in
gerekli sartlar ve tedbirlerdir. Uretilen gidanin tiiketim igin giivenli olmasi, herhangi
bir gida isleminin temel sartidir. Gida giivenligi temel bir ihtiyagtir ancak etkili ve
verimli siireglerin gelistirilmesinde gézden kagma tehlikesi vardir. Gida giivenligi,
gida kaynakli hastalik salginlarinda kritik bir sorun olmaya devam etmektedir ve bu
da, bireyler, gida endiistrisi ve ekonomi i¢in dnemli bir tehdit unsurudur. Gida hijyenin
eksikligi durumunda, gida kaynakli hastaliklara ve tiiketicinin 6liimiine yol agabilir.
Kirlenmis gida gilinlimiiz diinyasinda gastrointestinal hastaliklara (6rn. akut ishal,
bulanti, kusma ve karin agrisi), beslenme durumunun bozulmasina ve hastaliklara karsi
daha az diren¢ goriilmesine neden olabilir. Bunun sonunda iiretkenlik kaybi soz
konusudur. Gida satin alma, saklama, hazirlama ve tiikketiminin g¢esitli asamalarinda
giivenli gida-hijyen uygulamalar1 takip edilirse, gida kontaminasyonundan
kaynaklanan gastrointestinal hastalik biiyiik 6l¢iide 6nlenebilir [3], [4].

Escherichia coli, Enterobacteriaceac familyasina ait en onemli tiirlerden
biridir. Bu bakteri basil seklinde, spor iiretmeyen, fakiiltatif anaerob olup Gram

negatiftir. ik olarak Theodor Escherich tarafindan 1885 yilinda yeni dogan bebeklerin
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diskilarindan izole edilen bakteri "Bacterium coli commune", daha sonra Escherichia
coli olarak isimlendirilmistir [5]. Enterobacteriaceae ailesine bagli, spor olusturmayan,
comak sekilli Gram negatif bir mikroorganizma olarak E. coli insan ve sicak kanli
hayvanlarin barsak florasinin dogal bir elemanidir. E. coli'ler sekonder olarak
besinlerin metabolize olmasina yardimci olmanin yaninda normal sartlar altinda hi¢bir
hastaliga sebep olmazlar. Fakat buna ragmen E. coli'lerin baz tiirleri tasidiklar
viriilens genler sebebiyle patojenik 6zellikler gosterebilirler ve ishal, sepsis, idrar yolu
infeksiyonu, menenjit gibi intestinal ve extra-intestinal hastaliklara sebep olabilirler
[6, 7]. E. coli'ler sahip olduklar1 patojenite mekanizmalari, trettikleri toksin tipleri,
neden olduklart klinik semptomlar, epidemiyolojileri ve O:H antijenlerine gore
enteropathojenik E. coli (EPEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC), enterohemorrajik E.
coli (EHEC), necrotoksijenik E. coli (NTEC), enteroinvazive E. coli (EIEC), ve
enteroagregrative E. coli (EAEC) olmak iizere alt1 ana grup altinda toplanmaktadir [7].
Bu gruplar igerisinde EHEC'ler son yillarda gida kaynakli infeksiyonlarda siklikla
karsimiza ¢ikmaktadir. EHEC suslari lizojen bir bakteriyofaj tarafindan kodlanan, vero
hiicrelerine toksik etki gosteren, protein sentezini inhibe eden Shiga-toksin benzeri
verotoksin salgilarlar [8]. 1982 yilinda O'Brien ve arkadaslarinin bu verotoksin ile
Shigella dysenteriae tip 1'in shiga-toksini arasindaki yakin homolojiyi gostermesiyle,
bu mikroorganizma literatiire "Shiga benzeri toksin tireten E. coli (STEC)" olarak
gecmistir [9].

Epidemiyolojik olarak hayvanlarla yakin temas ve hayvansal iiriinlerin tiiketimi
ile iliskili olan STEC suslar1 zoonoz olmasi agisindan onemlidir [10]. Bu suslarin
ozellikle gocuklarda hemolitik iiremik sendrom (HUS), trombotik trombositopenik
purpura ve hemorojik kolitise neden oldugu birgok ¢alismada gosterilmistir [11]. Bir¢ok
STEC susu bir ve/veya iki (Stx1 ve Stx2) shiga toksin iiretmesine ragmen hepsi insan
patojeni olarak 6nem arz etmemektedirler [12]. Yapilan ¢alismalarla STEC suslar1 (1)
HUS salgimnin yaygin sebebi olan O157 suslar1 (2) nadir olarak salginlara fakat daha
yaygin olarak miinferit vakalar ve miinferit HUS enfeksiyonuna sebep olan non-0157
suslar1 (026:H11, O103:H2, O111:NM, O121:H19, O145:NM), (3) ishalden baska
ciddi semptomlar1 olmayan STEC suslari, (4) sadece diizensiz araliklarla ortaya ¢ikan
vakalara eslik eden non-O157 suslar1 ve (5) insan patojeni olmayan suslar olmak iizere
5 farkli seropatotipe ayrilmiglardir [13]. Bunlardan E. coli O157:H7 sadece Amerika'da

yilda 63.000’1n iizerinde vakadan sorumlu olan en tehlikeli STEC susu olarak
2
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tanimlanmaktadir [14]. Bu sebeple STEC suslar1 arasinda en ¢ok ¢alisilan serotiplerin
basinda gelmektedir. Non-O157 STEC suglar ise yine Amerika'da yaklasik 37.000
vakadan sorumlu oldugu tahmin edilmektedir [10], [11].

Gevis getiren hayvan diskisinin STEC insan enfeksiyonlart i¢in en 6nemli
kaynaklardan biri oldugu diisiiniilmektedir. Almanya'da yapilan bir calismada biiyiikbag
hayvanlar ile STEC serotiplerinin neden oldugu hastaliklar arasinda pozitif bir iliski
oldugu bulunmustur[15]. 3000'den fazla STEC vakasinin incelendigi bir bagka ¢aligma
kilometre basina 100 sigir artmasinin STEC enfeksiyon riskini %68 artirdigini
gostermistir [16].

E. coli suslarinin ¢ogu zararsiz olmalarina karsin bazi serotipleri konaklarinda
ciddi sonuglara varan gida zehirlenmelerine sebebiyet verebilmektedirler [17]. Shiga
toksin treten E. coli (STEC) ¢ok sayida besin zehirlenmesine sebebiyet veren
patojenlerdendir. Insan hastaliklarina en gok neden olan STEC'ler arasinda en iyi
bilineni STEC-kaynakli hastane vakalarinin %89'una ve STEC-kaynakli dlimlerin
%100'{ine sebep olan E. coli O157:H7'dir [14]. Hastahk Kontrol ve Onleme
Merkezleri'ne (CDC) gore, E. coli O157:H7 gida zehirlenmelerinden kaynakli her sene
ortalama 2.100 hastane vakasina ve 20 Olime neden olmaktadir [14]. E. coli
O157:H7'nin neden oldugu gida enfeksiyonlarinin biiyiik bir ¢ogunlugu ruminant
hayvanlardan elde edilen kirmiz: et iirtinlerinden kaynaklanmaktadir.

E. coli O157:H7'nin sebep oldugu hastane vakalari ve 6liim sayilari goz oniinde
bulundurularak gidalarda ve gida yiizeylerinde 6zellikle de kirmizi et ve mamullerinde
taranmasi ve bu patojenin sayimi gida giivenligi ve hijyeni agisindan son derece biiylik
onem arz etmektedir. Hiikiimet yetkilileri ve gida sirketleri iriinlerin tiiketime
sunulmasindaki her asamada kontaminasyon durumlarini izlemek i¢in temel
mikrobiyolojik analiz yontemleri (klasik kiiltlir yontemleri) kullanirlar. Tehlike Analizi
ve Kritik Kontrol Noktalar1 (Hazard Analysis and Critical Kontrol Points = HACCP)
sistemi goz Onilinde bulundurularak her besin i¢in uygun mikrobiyolojik ydntemin
secilmesi sarttir [18]. Bu sistem, iriin giivenligini etkileyen tehlikelerin 6nceden
belirlenmesi ve kontrol altina alinmasini saglayan sistematik bir yaklasimdir. HACCP
gibi kontaminasyon Onleyici sistemlerin uygulanmasi gida glivenligini arttirmistir, fakat
daha iyi patojen tarama yontemleri gelistirilene kadar HACCP tam olarak etkili
olamayacaktir [19]. Bu nedenle, HACCP ile entegre olarak calisabilecek patojen tarama

ve tanimlama hususunda etkili olabilecek yeni teknolojilerinin gelistirilmesi elzem hale
3
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gelmistir. Bu ¢alismada kullanilan olan miiltipleks (¢oklu) PCR ve singlepleks (tekli)
PCR'lar ile E. coli'nin kirmiz1 etlerde ve triinlerinde taranmasi ve karakterizasyonu
tamamen mumkiin olabilecektir. Biitiin bunlarla beraber daha hizli sonu¢larin eldesi
sayesinde E. coli varlig: tespit edilebilecek olup halk sagliginin korunmasi saglanacak

ve ekonomik kayiplarin 6niine gecilebilecektir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Gida kaynakli enfeksiyonlarin genis yelpazesi zaman i¢inde degismistir; kokli
patojenler kontrol ediliyor ve yenileri ortaya c¢ikiyor. Yeni patojenler, degisen
ekolojinin veya potansiyel bir patojeni besin zincirine baglayan teknolojinin
degismesinin bir sonucu olarak ortaya cikabilir. Ayrica, genellikle bakteriyofajlar
yoluyla mobil viriilans faktorlerinin aktarilmasiyla de novo ortaya ¢ikabilir. Gida
kaynakli hastalik yiikii hald 6nemli. Ornegin, her dért Amerikalidan birinin her yil
onemli bir gida kaynakli hastaliktan etkilendigi tahmin edilmektedir [20, 21].
Tiirkiye’de yapilan ve 2016-2020 yillarini kapsayan bir ¢alismaya gore gida kaynakl
toplam zehirlenme sayis1 504 (aylik ortalama 42 vaka) olarak hesaplanmistir [22].
Gida kaynakli bulasic1 hastaliklardaki egilimleri gdsteren veriler, sanayilesmis birkag
tilkeyle ve hatta daha az patojenle sinirlidir. Gida kaynakli hastalik salginlari 30 faktor
kadar eksik raporlanabileceginden, gidayla iliskili gastroenterit vakalarinin sayisinin
yilda 68 milyon ile 275 milyon arasinda oldugu tahmin edilmektedir [23].

Gidalarin ¢esitli hastaliklarin bulagsmasinda bir ara¢ olarak 6nemi, ozellikle
hijyen standartlarinin siki bir sekilde takip edilmedigi veya uygulanmadigi gelismekte
olan iilkelerde belgelenmistir [24]. Cok az hastaligin gida ile kesin olarak
iligskilendirilebilmesi, gida kaynakli hastaliklarin ne boyutta oldugunu tahmin etmeyi
zorlagtirir ve bu baglantilar genellikle sadece salgin durumlarinda yapilir. Gida
kaynakli hastaliklar her zaman akut gastroenterit ile sonug¢lanmasa bile, gida 6nemli
bir hastalig1 temsil eder. Bugiine kadar 250'den fazla farkli gida kaynakli hastalik
tanimlanmistir. Bu hastaliklarin coguna gida kaynakli olabilen ve gida zehirlenmesine
neden olabilen ¢esitli patojenik bakteriler, parazitler ve viriisler neden olur. Bir¢ok
bakteri tiirii, Ozellikle Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter spp.,
Staphylococcus aureus, Clostridium spp. ve Listeria spp. [25-30] gibi bakteriler diinya
capindaki bir¢ok ¢alisma ile tanimlanmistir. Geleneksel gida kaynakli hastaliklara ek
olarak, Escherichia coli O157:H7 gibi gida kaynakli bakteriler giderek daha fazla
rapor edilmektedir. Bu mikroorganizmalarin varlig1 gida kaynakl bir¢ok salgina yol
acabilir. Cogu gida, gida hazirlama, paketleme, depolama ve servis sirasinda yetersiz
temizlik nedeniyle kontamine olur. ABD’de Shawarma olarak satilan yiyecegin kdkeni
Tiirkiye'ye kadar uzanmaktadir ve burada "gevirme" yani "doner" denilmektedir.

Yunanca'da ise "donmiis" anlamina gelen gyros denir. Urdiin, Orta Dogu, Avrupa,
4
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Kanada ve diger iilkelerdeki hazir gida tiiketicileri arasinda daha popiilerligi gittikte
artmakta. Temel olarak, donen bir dikey sis ilizerine yag seritleri ve terbiyeli et
pargalarinin doniisiimlii olarak istiflenmesiyle hazirlanan kiyilmis et (sigir, kuzu veya
marine edilmis tavuk) sarmadir. I¢ kismin ¢ogu ¢ig kalirken, etin disaridan kavrulmasi
saglanir. Et servis i¢in et blogundan kesilir ve kalan et blogu doner sis lizerinde
1sitilmis halde tutulur. Shawarma sandvigleri, dilimlenmis tavuk, sigir eti veya yagh
kuzu eti igerir, baharatlanir ve pide ekmegi icinde servis edilir. Bazi restoranlar,
sandvigleri baharatlamak i¢in yerel mayonez kullanir. Hazir bir gida olan et ve tavuk
doneri gibi gidalar hazirlama, isleme ve servis sirasinda patojenlerle kontaminasyona
maruz kalma olasilig1 ¢oktur ve iyi pisirilmedikleri takdirde gida zehirlenmelerine
sebebiyet verebilirler [31, 32]. Bu gidalar, isleme sirasinda kapsamli bir sekilde
manipiile edilir ve bu nedenle etin yani sira i¢ yiizeyinde de yiiksek bakteri
kontaminasyon seviyeleri potansiyeline sahiptir. Sonug¢ olarak, sadece c¢apraz
kontaminasyonla degil, ayn1 zamanda bu tiir fast-food endiistrisinde gézlemlendigi
gibi az pisirme yoluyla da patojenlerin hayatta kalma ve bulasma riski artar [31].
Genger ve Kaya [32] 40 adet pismis doner 6rnegini kimyasal bilesim ve mikrobiyolojik
kalite yoniinden incelemislerdir. Toplam aerobik mezofilik bakteri sayis1 ortalama 5,1
log kob/g olarak belirlemislerdir. Laktik asit bakteri sayisi 6rneklerin %20’sinde,
Enterobacteriaceae ve S. aureus sayilart ise 6rneklerin %60’inda saptanabilir sinirin
altinda oldugu rapor edilmistir. Orneklerin %45’inde koliform grubu bakteri,
%67,5’inde E. coli, %85’inde de C. perfringens sayilarini saptanabilir sinirlar altinda
oldugunu belirlemislerdir. Bununla birlikte doner 6rneklerinin hi¢birinde Salmonella
tirlerine rastlamamiglar fakat 32 6rnegin 8’inde Listeria tiirlerini tespit etmislerdir.
Benzer bir diger ¢alismada, Elaz1g il merkezinde satilan 80 adet pismis (40 adet et ve
40 adet tavuk) doner 6rneklerinin mikrobiyolojik kalitesi kontrol edilmis, et ve tavuk
doner 6rneklerinin hig birinde S. aureus ve Clostridium perfringens tespit edilemezken
et doner orneklerinin 14'tinde (%35) ve tavuk doner orneklerinin 18'inde (%45) E.
coli'nin 1.0 logio kob/g'in {izerinde oldugu raporlanmistir [33]. Benzer bir ¢alisma da
Istanbul’da yapilmis olup yine pismis tavuk donerlerin mikrobiyolojik Kkalitesi
toplanan 30 ornekte arastirtlmis ve 12 6rnekte Enterobacteriaceae, 6 6rnekte E. coli,
1 ornekte Salmonella spp. ve 5 &rnekte S. aureus bakterilerine rastlanildigi rapor
edilmistir [34].
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Yukarida da bahsedildigi {izere, gida kaynakli patojenler nemli bir halk saglig1
sorunu olmaya devam etmektedirler. Salmonella spp., Listeria monocytogenes ve
Escherichia coli O157: H7, gida kaynakli baglica patojenler olarak kabul edilir.
Salmonella uzun zamandir gida kaynakli 6nemli patojenlerden biri olarak kabul
edilmektedir. Salmonelloz insidansi onemli Olgiide artmaktadir. Enfekte hayvanlar
veya siit, diger siit {Uriinleri, ¢ig etler ve yumurtalar gibi iirilinleri, insan
salmonellozunun baglica bulagsma yollaridir. L. monocytogenes, ozellikle hamile
kadinlar, kanser hastalar1 ve yashlar ve bagisiklik sistemi baskilanmis kisiler igin
tehlikeli olan listeriosis'e neden olur. L. monocytogenes genis bir sicaklik araliginda
biiyiiyebilir. Siit, peynir, buz,krema, et ve yemeye hazir yiyecekler, insan listeriyozu
icin baslica kontaminasyon kaynaklari olarak bildirilmistir . Enterohemorajik E. coli
O157: H7, agirlikl1 olarak hemorajik kolit ve hemolitik tiremik sendrom gibi daha ciddi
komplikasyonlar ile iligkili olan énemli bir insan patojenidir. E. coli O157: H7'nin
insandan insana bulastig1 gosterilmis olmasina ragmen, enfeksiyonlarin c¢ogu
kontamine kiyma, siit, su ve siit {irinlerinin tiiketimiyle iliskilendirilmistir [35, 36].

Escherichia coli, saglikli hayvanlarin ve insanlarin bagirsak mikro florasinin
bir pargasi olan bir bakteri grubudur. Bununla birlikte, E. coli O157 dahil olmak iizere
belirli serogruplar, verotoksinler veya Shiga benzeri toksinler olarak bilinen toksinleri
iretmelerine izin veren genleri tagiyabilir. Verotoksijenik E. coli (VTEC) gevis getiren
hayvanlar i¢in patojen degildir, ancak diinya ¢capinda insanlarda ishal, hemorajik kolit,
hemolitik-iiremik sendrom ve bazen 6liimle sonuglanabilir. Insanlara bulasmanin en
yaygin yolu kontamine ¢ig ve az pismis et tiiketimidir. Kegiler de dahil olmak tizere
evcil gevis getiren hayvanlar E. coli O157 igin dogal rezervuarlardir; bu nedenle insan
enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde 6nemli bir rol oynarlar. Patojen taginir bagirsak
yolu ve digk ile atilir. Kesim sirasinda, patojen hayvanin derisinde veya diskisinda
bulunabilir ve i¢ organ c¢ikarma veya deri ¢ikarma sirasinda karkasa gegebilir. Bu
nedenle, kotli kesim teknikleri, 6zellikle kesim sirasindaki kotii hijyen uygulamalari,
E. coli O157 ile et kontaminasyonu riskini biiyiik 6l¢iide artirir. Et kontaminasyonu
riski, kesim hayvanlarinin E. coli O157 tasima durumuna da baglidir. Bu nedenle, et
tiiketicilerinin E. coli'ye maruz kalma riskinin belirlenmesinde kesim hijyeninin ve
kesim dncesi hayvan popiilasyonunun tasima durumunun degerlendirilmesi esastir. E.
coli O157. Ek olarak, enterik bakteriler arasindaki antimikrobiyal direng, artan bir

kiiresel halk saglig1 sorunudur. Antimikrobiyallerin yaygin olarak uygulanmasi,
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bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisini zorlastiran antimikrobiyal direngli suslarin
secimini tesvik eder. Ayrica, insan, hayvan ve c¢evre sagligmin i¢ baglantisini
vurgulayan Tek Saglik konseptine gore antimikrobiyal direncin hayvan sagligi ve
cevre iizerinde de olumsuz etkileri vardir. Ozellikle hayvancilik, antimikrobiyallerin
yaygin olarak kullanildig1 sanayilesmis tilkelerde antimikrobiyal diren¢ kaynaklari
olarak kabul edilir [36].

Diger bir ¢alismada, gida kaynakli hastaliga bagli gastroenteritin, Etiyopya'da
en yaygin hastaliklardan biri oldugundan bahsedilmis ve iilkedeki her yastan insan
arasinda onde gelen 6lim nedeni arasinda oldugu bildirilmistir [37]. Gida kaynakli
patojenlerin siirveyans eksikligi, kotii hijyen kosullar1 ve mezbahalarda standart alt1
kesim uygulamalari ve ¢ig et tiikketiminin yaygin kiiltiirel uygulamasi, bunlarin hepsi
Etiyopyalilarn VTEC (Vero-sitotoksin tireten E. coli olarak da bilinir) gibi gida
kaynakli patojenlere maruz kalma riskinin yiliksek olmasina katkida bulunan baslica
faktorler oldugunu belirtmislerdir ve bu nedenle keci etlerinde ¢oklu ilag direncine
sahip E. coli O157:H7 siirveyansini ¢alismiglardir [37].

Gida kaynakli enfeksiyonlar kiiresel bir halk sagligi sorunudur. 0157 ve 0157
olmayan birgok serotip dahil olmak tlizere Shiga toksini iireten Escherichia coli
(STEC), gida kaynakli hastaliklarin 6nemli bir nedenidir. Sonuglar, hafif bagirsak
rahatsizligindan hemolitik tiremik sendroma (HUS), son dénem bobrek hastaligina
(ESRD) kadar uzanir ve 6liim bildirilen insidans genellikle diisiik olmasina ragmen
ciddi sonuglar1 olan biiyiik salginlar meydana gelir. Bazi iilkeler STEC'in niifus sagligt
tizerindeki etkilerini tahmin etmis olsa da kiiresel bir tahmin yoktur [38].

Escherichia coli, birgok gida kaynakli hastalik vakasinin temel kaynagi olarak
rapor edilmistir. Gida kaynakli hastaliklar1 6nlemek i¢in gida muhafazasi genellikle
fiziksel veya kimyasal yontemlerle yapilir. Ancak, bu yontemler gidanin kalitesini ve
organoleptik  Ozelliklerini  azaltabilir. ~ Antibiyotige  direngli ~ bakteriler
gelistirebileceginden, antibiyotikler gibi kimyasal ajanlarin eklenmesi hala bir endise
kaynagidir. Bakteriyofajlar, 6zellikle insan, bitki veya hayvan hiicresini bozmadan
bakterileri hedef alabilen viriisler olduklar1 i¢in gidalar1 korumak icin dogal bir
alternatif yontemdir. Son yillarda, bakteriyofajlarin biyokontrol olarak kullanima,
ozgiilliigi, kendi kendini kopyalama kabiliyeti ve gidada bol olmasi nedeniyle giderek
artmaktadir. Bakteriyofaj, giivenligi saglamak i¢in minimum gereklilik olarak litik ve

dontistiiriicii olmamalidir. Tavuk ve sigir eti diinya ¢apinda en ¢ok tiiketilen etlerdir ve
7
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gida kaynakli patojen bakterilerin ana rezervuari olarak tanimlanmistir. Tavuk ve sigir
eti yiiksek protein igerigine sahiptir, bu nedenle bakteriler tarafindan kolayca

kontamine olabilirler [39].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanmilan Kimyasallar

3.1.1.Agaroz

Tiim jeller igin SIGMA marka, CAS numarasi1 9012-36-6 ve kimyasal formiilii

C24H38019 0lan agaroz kullanilmustir.

3.1.2.10X Tris-Borate-EDTA (10X TBE)

Tiim jel elektroforezi kullanimlari i¢in 1X olarak seyreltilmek tizere THERMO
SCIENTIFIC marka hazir 10X’lik TBE soliisyonu kullanilmaistir.

3.1.3. Ethidium Bromiir

Tiim jellerde UV altinda goriintiileme yapabilmek i¢in CAS numaras1 1239-45-
8 ve kimyasal formiilii C21H20BrN3 olan SIGMA marka etidyiim bromiir kullanilmistir.

3.1.4.Loading Dye (Yiikleme Boyasi)

Amplikonlar elektroforeze tabi tutulmadan hemen 6nce agaroz jellere DNA
yiikleme yapilabilmesi icin THERMO Scientific marka DNA Gel Loading Dye (6X)

kullanilmustir.

3.1.5. Buffered Peptone Water (Peptonlu Su)

Homojenize edilen et 6rneklerinden bakterilerin kurtarilmasi amaciyla MERCK

marka peptonlu su kullanilmistir.

3.1.6. Tryptic Soy Broth

Izole edilen bakterilerin genel cogaltma islemlerinde kullanilmak iizere MERCK

marka tryptic soy broth kullanilmstir.
9
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3.1.7.EMB (Eosin Methilen Blue) Agar

In vitro yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde, Enterobacteriaceae
familyasinin patojen tiyeleri ve koliform grup bakteriler i¢in selektif kat1 besiyeri olarak
kullanilir. Bu ¢alismada, Escherichia coli tiirii bakterilerin lireyen tiim bakteri tiirleri
arasindan spesifik olarak segilebilmelerini kolaylastirmak i¢in MERCK marka EMB

agar kullanilmigtir.

3.1.8.MacConkey Agar

In vitro yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde koliform grup bakteriler ve
ozellikle Escherichia coli 'nin gelistirilmesi ve sayilmasi i¢in selektif kat1 besiyeri olarak

MERCK marka MacConkey agar kullanilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

3.2.1.Kaba Terazi

Et agirliklariin tartim islemleri ve tiim kaba agirliklar 0,1 g duyarlilig1 olan

OHAUS marka Scout Pro modeli ile yapilmustir.

3.2.2.Hassas Terazi

Tiim kiigiik agirliklar, 0,0001 g duyarliligi olan OHAUS marka hassas terazi ile

Olclilmiistiir.

3.2.3.Blender

Kirmizi etlerin homojenizasyonu 1 L hacme sahip olan WARING marka blender

ile yapilmistir.

3.2.4. inkiibator

Her asamada bakterilerin ¢ogaltilmasi islemleri, NUVE marka EN-120 model

10
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inkiibatdr ile gerceklestirildi.

3.2.5.Istticth Manyetik Karistiric

Bakteri 6rneklerinin DNA izolasyonu i¢in kaynatilma islemleri ve besiyerlerinin
saf su igerisinde ¢ozdiiriilme islermlerinin tamami VELP marka ARE model 1siticili

manyetik karigtirict ile yapildi.

3.2.6. Termal Dongiileyici (Thermal Cycler)

Tiim DNA ¢ogaltma islemleri APPLIED BIOSYSTEMS marka Veriti modeli

ile yapilmistir.

3.2.7.Elekroforez Tanki ve Gii¢c Kaynag

Agaroz jellere yiikklenen DNA amplikonlarinin boyutlarma gore elektriksel
olarak yiiriitiilmesi islemlerinde THERMO marka elektroforez gii¢ kaynagi ve yatay

elektroforez tanki kullanilmistir.

3.2.8.UV — Jel Goriintiileme Kabini

Elektroforez sonrast jellerin goriintiileme islemleri icin VILBER LOURMAT

marka UV — Jel goriintiileme kabini kullanilmistir.

3.3. Orneklerin Toplanmast:

Adiyaman ve komsu iller olan Kahramanmaras, Gaziantep ve Hatay sinirlari
icerisinde bulunan kirmizi et ve mamulleri satan yerel marketlerden rastgele sigir eti,
koyun eti ve kegi etlerinden olusan toplam 45 adet drnek toplanmistir. Bu 6rneklerin,
25 adeti biiyiikbas (s1g1r eti) ve 20 adeti kiigiikbas (10 koyun ve 10 kegi eti) drnegi idi.

3.4. Pozitif Kontrollerin Temini:

Gida hijyeni 6n testlerinde pozitif suslar kullanilmigtir. Bu amagla, E. coli ATCC
25922 susu Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim

Dali'ndan temin edilmistir.
11
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3.5. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi ve Biiyiime Kosullari:

Bakteriler triptik soy broth igerisinde 37°C'de 18 saat inkiibe edilmistir. Daha
sonra inkiibe edilen tiiplerden 1 mL bakteri kiiltlirii alinip plastik tiiplere aktarilmis ve
17.000 g'de 5 dk santrifiij edilmistir. Siipernatantlar alinip, kalan hiicreler 1 mL PBS (1
x phosphate buffered saline, pH 7,6) ile siispanse edilmistir. MacConkey ve eosin
metilen (EMB) blue agar kullanilarak petri kaplarindaki koloniler sayilarak mL'deki
koloni olusturan birim = KOB (yaklasik canli hiicre sayis1) belirlenmistir. Ayrica EMB
agar lizerinde turkuaz mavisi rengi ile koyu mor rengine kadarki renk yelpazesine giren
tim koloniler segildi ve bu kolonilerin E. coli olup olmadigi polimeraz zincir
reaksiyonunda (PCR = polymerase chain reaction) dogrulanmak {izere DNA
izolasyonlar1 yapildi. Yapilan PCR testinin dogrulugunun tespiti i¢in daha dnceden
temin edilen pozitif kontrol susunun da DNA’s1 izole edildi ve uspA (universal stres

protein) spesifik primerler varliginda ilgili gen bolgesi amplifiye edildi.

3.6. Besin Orneklerinin Hazirlanmasi ve E. coli Deteksiyonu ve Molekiiler

Dogrulamasi:

Kirmizi et ve mamulleri her analizden 24 saat 6nce rastgele toplandi. Her bir
ornekten 25 g alinip 225 mL 1 x'lik PBS (pH 7,6) icerisine konulup homojenize edildi.
Hazirlanan homojenatlar alinarak E. coli suslar1 bu besin homojenatlarina inokiile
edildi. Bakteriler besin homojenatlarina konularak farkl diliisyonlarda (1 x 10 KOB)
eklendi. Bakteri inokiilasyonlarindan hemen sonra herhangi bir inokiilasyon yapilmadan
orneklerin test edilmesi islemlerine baslandi. Olusan kolonilerdeki her bir hiicrede
mevcut olan niikleik asidin hiicre disina ¢ikarilmasi 1s1 yardimiyla (95°C'de 5 dk)
gerceklestirildi. Daha sonra elde edilen DNA 6rneklerinden, bu kolonilerin E. coli olup
olmadig1 bu bakteriye 6zgii bir primer ¢ifti yardimiyla ve molekiiler bir yontem olan
PCR ile tespit edildi ve daha sonra bu bakterinin E. coli olmas1 durumunda multiplex
PCR kullanilarak genetik karakterizasyonu yapildi [40-42]. Quadruplex PCR’de
kullanilan primerler Clermont vd. [43] belirtmis oldugu sekilde se¢ildi ve PCR kosullar
bu calismada belirtilen metoda gére uygulandi [34]. Izole edilen E. coli kolonilerinin
dogrulanmasi Chen ve Griffiths [44] tarafindan tarif edildigi gibi evrensel stres proteini

(uspA) geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) amplifikasyonu ile duplike
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caligilarak dogrulandi. Kisaca, uspA (884 bp) gen bolgesinin amplifikasyon agsamalari

su sekilde gergeklestirildi; birincil denatiirasyon 94°C’de 5 dk / ikincil denatiirasyon
94°C’de 30 sn — annealing 56°C’de 30 sn — birincil uzama 72°C’de 30 sn (30 dongii) /
ikincil uzama 72°C’de 5 dk. Birinci PCR asamasi bittikten sonra, olusan tiim
amplikonlarin gézlemlenebilmesi i¢in jel elektroforezi yapildi ve elektroforez sonunda

tiim amplikonlarin olusturdugu bantlar UV jel kabininde gézlemlendi ve fotograflandi.

3.7. E. coli izolatlarimin Molekiiler Karakterizasyonu (Filogenetik

Siiflandirma):

Filotipik karakterizasyon yapmak i¢in laboratuvarimizda bulunan thermal cycler
(1s1 dongiileyici) kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR = polymerase chain
reaction) metodu uygulandi.

Bu amag dogrultusunda 6 adet primer ¢ifti kullanilmistir. Bunlar Clermont ve
vd. [43] belirtildigi tizere kullanilmis ve PCR kosullar1 da ayn1 sekilde uygulanmaistir.
Kullanilan primerler, chuA, yjaA, Tspe4.C2, arpAl, arpA2 ve trpA’dir. Bu primerlerden
dort tanesi (ChuA, yjaA, Tspe4.C2 ve arpAl) quadruplex (dordi bir arada) olarak
PCR’de multipleks bir sekilde uygulanmistir. PCR kosullar1 kisaca; birincil
denatiirasyon 94°C’de 4 dk / ikincil denatiirasyon 94°C’de 5 sn — annealing 59°C’de 20
sn (30 dongli) / ikincil uzama 72°C’de 5 dk seklinde olmustur. E. coli’nin
gruplandirmasi bu 4 genin bulunmalarina gére yine Clermont vd. [43] belirttigi gibi
cizelge 1’ uygun sekilde yapilmistir. Ikinci PCR asamasi bittikten sonra, olusan tiim
amplikonlarin elektroforez sonunda olusturdugu bantlar UV jel goriintiileme kabininde
gbzlemlendi ve fotograflandi.

D veya E grubunun belirlenmesi i¢in ise arpA2 primerleri kullanilmistir. D veya
E grubunun belirlenmesinde kullanilan kriter arpA2 genine ait amplikonun (301 bp
biiyiikligiindeki bandin) varhigidir. Yapilan PCR analizi neticesinde bant varligi tespit
edilmesi halinde, test edilen E. coli 6rneginin filogrup E oldugu sonucuna varilmistir.
arpA2 i¢in PCR sartlar1 su sekilde kullanilmistir; birincil denatiirasyon 94°C’de 4 dk /
ikincil denatiirasyon 94°C’de 5 sn —annealing 57°C’de 20 sn (30 dongii) / ikincil uzama
72°C’de 5 dk seklindedir. Ayrica, cizelge 1’de de belirtildigi tizere A veya C grubunun
belirlenmesinde kullanilan kriter trpA genine ait 219 bp uzunlugundaki amplikona ait

bandin varligidir [43]. Yapilan PCR analizi neticesinde bant varligi tespit edilmesi
13
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halinde, test edilen E. coli 6rneginin filogrup C oldugu sonucuna varilmistir. trpA igin
PCR sartlar1 su sekilde uygulanmustir; birincil denatiirasyon 94°C’de 4 dk / ikincil
denatiirasyon 94°C’de 5 sn — annealing 59°C’de 20 sn (30 dongii) / ikincil uzama
72°C’de 5 dk seklindedir. Daha 6nce de belirtildigi {izere amplikonlarin varlig1 tigiincii
PCR asamas1 bittikten sonra, UV jel goriintiileme kabininde gozlemlendi ve
fotograflandi. Bant varliklar1 dogrultusunda E. coli 6rneklerinin A veya C ya da D veya
E grubu olduklar tespit edildi.

Clermont vd. [43] belirttigi iizere, ¢izelge 1’de bahsedilen kriterlerin higbirine
uymayan filogruplar ise tanimlanamayan (U = unknown) filogrup olarak
siniflandirilmistir. Ayni arastirmacilarin tavsiye ettigi gibi bu gruplarin belirlenmesi i¢in
PCR’den farkli bir metot olan multilokus dizi tiplemesi (MLST = multilocus sequence

typing) ile belirlenmeleri gerekmektedir.

Cizelge 3.1 Quadruplex PCR kullanilarak yapilan genotiplemeler ve E. coli izolatlarinin
filo-gruplarina gore siniflandirilmasi igin gerekli adimlar [43].
Quadruplex genotipi

arpA chuA yjaA TspE4.C2 Filo-grup Sonraki

(400 bp) (288 bp) (211 bp) (152 bp) Asama
+ - - - A -
+ - - + Bl -
- + - - F -
- + + - B2 -
- + + + B2 -
- + - + B2 -
+ - + - Aveya C trpA
+ + - - D veya E arpA2
+ + - + D veya E arpA2
+ + + - E -
- - - + U MLST
- + + U MLST
+ - + + U MLST
+ + + + U MLST
- - - - U

U = Unknown: bilinmeyen filogrup, bu 6rneklerin baska bir tiplendirme yontemi olan MLST ile
filogrubun belirlenmesi gerekir. A veya C ile D veya E sonucunu veren drnekler daha sonra C spesifik
(trpA) ve E spesifik (arpA2) primerler kullanilarak PCR’ye tabi tutulacaklardir.
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500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

Sekil 3.1. Ornek Siniflandirmanin Gésterilmesi- Jel goriintiisii 6rnegi.

Birinci siitun DNA markirini, ikinci siitun iki bant (yjaA ve arpA genlerine ait
amplikonlar) varligim1 gostermektedir. Bu da, buradaki izolatin filogrup A veya C
olduguna isarettir. Benzer sekilde tigiincii siitun iki bant (chuA ve arpA genlerine ait
amplikonlar) gostermektedir. Buradaki izolatin filogrup D veya E olduguna isarettir.
Bunlarin tespiti sirasiyla trpA ve arpA2 genotiplerinin varligina bakilarak yukarida

anlatildig1 gibi yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Kirmizi Etlerde E. coli Tespiti ve uspA Geninin Dogrulanmasi

Calismamiz dahilinde dort farkli ilden (Adiyaman, Gaziantep, Kahramanmaras
ve Hatay) toplam 45 (25 adet biiylikbas ve 20 adet kiiglikbas) kirmizi et Ornegi
toplandi. Toplanan bu 6rneklerde toplam 68 farkli koloni liremesine rastlanmis olup
bu kolonilerin 63 adedi (%92,6) PCR’de uspA geni varlik tespiti ile E. coli pozitif
sonucu vermistir (Sekil 4.1). Toplanan 25 adet biiylikbas kirmizi et numunesinin
24’iinde bakteriyel liremeye rastlanmis olup bu 6rneklerden toplam 41 koloni izole
edilmistir. Elde edilen izolatlarm 37 (%90,2)’sinde uspA genine rastlanmistir. Ote
yandan, toplanan 20 adet kii¢iikbag kirmizi et numunesinin 18’inde bakteriyel iiremeye
rastlanmis olup bu Orneklerden toplam 26 koloni izole edilmistir. Elde edilen
izolatlarin tamaminda (26 = %100) uspA genine rastlanmistir. Bu da toplam biiyiikbas
ve kiiglikbas kirmizi et orneklerinin %93,3’linde (42/45’inde) E. coli bakterisine

rastlandigimi gostermektedir.

900 bp

500 bp
300 bp

Sekil 4.1 Yapilan E. coli dogrulamasi 6rnegi, 884 bp’lik uspA genine ait amplikonlarin
jeldeki goriintiileri.

Kiirekei vd. [41] yaptiklar ¢alismada, toplam 122 tavuk ve siit 6rneginin 66
(%54,1) adedinde E. coli suslarina rastlamiglardir. Bu ¢alismada ise toplanan 45
kirmizi et 6rneginin 42’sinde (%93,3) E. coli suslarina rastlanmistir. Aradaki insidans
oran farkina bakildiginda insanlar i¢in kirmizi et orneklerinin, tavuk ve siit
orneklerinden daha tehlikeli olabilecegi sonucu ¢ikarilabilir. Bununla beraber, elde
edilen E. coli izolatlarinin ancak antibiyotik direng testleri ve genetik karakterizasyonu

yapilirsa bu ¢ikarimin dogrulugunun kanitlanabilme ihtimali olacaktir.
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4.2 Quadruplex PCR ile Genotipik Siniflandirma

Ilk etapta, elde edilen ve uspA pozitif olarak belirlenen 63 izolatin 19 tanesi
quadruplex PCR ile filogruplandirma i¢in ¢alisildi (Sekil 4.2). Bunlardan, 2 adedi grup
A, 4 tanesi grup B1, 3 tanesi grup B2, 2 tanesi grup F, 2 tanesi grup A veya C, 1 tanesi
de grup D veya E, 5 tanesi de U yani bilinmeyen filogrup olarak siniflandirilmigtir
(smiflandirmaya 6rnek teskil eden jel gortintiisii Sekil 3.1°de verilmistir). Geriye kalan
44 izolat da ayn1 sekilde quadruplex PCR’ye tabi tutuldu ve siniflandirma yapildi. Test
edilen 19 izolatin 2 tanesinin A veya C, 1 tanesinin de D veya E olma ihtimali s6z
konusudur. Bu durum i¢in de grup C spesifik ve grup E spesifik primerler kullanilarak
singleplex PCR uygulanmistir. Bunlarla beraber, daha 6nceki Clermont vd. [43]
calismalarinda bahsettikleri gibi filogrup U olarak tasnif edilen izolatlar farkli bir
yontem olan MLST ile baska bir ¢alisma kapsaminda calisilip gruplandirmalari
yapilabilecektir.

F F Bl B2 U U B2 U U A Bl ACBIT B2 U A A/CBlL DE M

-
— -

Sekil 4.2 Tlk etapta test edilen 19 adet uspA pozitif drnegin filogenetik gruplandirma
amagli quadruplex PCR sonucu elde edilen jel goriintiisii. Jel kuyucuklar1 iizerinde
yazan harfler filogruplari temsil etmektedir. A: grup A; A/C: grup A veya C; B1: grup
B1; B2: grup B2; D/E: grup D veya E; F: grup F; U: bilinmeyen grup; M: 100 bp’lik
DNA markir.

Ikinci etapta, uspA pozitif olarak belirlenen 63 izolatin 14 tanesi daha
quadruplex PCR ile filogruplandirmaya tabi tutuldu (Sekil 4.3). Bunlardan, 11 adedi
grup A, 2’si grup B1, ve 1 adedi grup A veya C olarak siniflandirilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 ikinci etapta test edilen 14 adet uspA pozitif drnegin filogenetik gruplandirma
amagli quadruplex PCR sonucu elde edilen jel goriintiisii. Halka ile gdosterilen
kisimlarda bant varligi vurgulamaktadir. Cekilen fotografin inverse versiyonunda bu
bantlar daha bariz bir sekilde goriilebilmektedirler. Jel kuyucuklart iizerinde yazan
harfler filogruplar1 temsil etmektedir. A: grup A; A/C: grup A veya C; Bl: grup BI;
M: 100 bp’lik DNA markirt.

Uciincii ve dordiincii etaplarda sirasiyla 13 ve 17 adet toplam 30 uspA pozitif
E. coli izolatinin DNA’s1 quadruplex PCR ile filogenetik gruplandirmaya tabi tutuldu
ve bunlardan, 9 adedi grup A, 3’ii grup B1, 4’ grup B2, 1’1 grup F, 2’si grup A veya
C, 3’tigrup D veya E, 8 tanesi de U yani bilinmeyen filogrup olarak siniflandirilmigtir
(sekiller eklenmemistir).

Quadruplex PCR’ye tabi tutulan toplam 63 E. coli 6rnegine filogenetik
gruplandirma su sekilde olmustur. Test edilen 6rneklerin 22 adedi grup A, 9 adedi grup
B1, 7 adedi grup B2, 3 adedi grup F, 5 adedi grup A veya C, 4 adedi grup D veya E,
13 adedi de U yani bilinmeyen filogrup olarak siniflandirilmistir. Bilinmeyen filogrup
olan grup U olarak tasnif edilen izolatlar farkli bir yontem olan MLST ile baska bir
calisma kapsaminda calisilmasi gerekmektedir. Bununla birlikte, grup A veya C ile D
veya E filogruplarinin tespiti i¢in yapilan testlerin sonucu takip eden boliimde

gosterilmistir.

4.3 trpA ve arpA2 genlerinin Varlik Tespiti = A veya C ile D veya E

Filogruplarinin Belirlenmesi

Filogenetik grup A veya C ile D veya E belirlenebilmesi igin materyal ve
yontem kisminda belirtilen yontem uygulanarak iki farkli singleplex PCR uygulandi.
Filogrup A veya C’nin tespiti i¢in trpA genine ait 219 baz ¢iftine (b¢ = bp) denk gelen
bolgenin amplifikasyonu i¢in PCR yapildi. Ayni sekilde, filogrup D veya E’nin tespiti
icin arpA genine ait 301 bp’lik bolgenin amplifikasyonu i¢in PCR yukarida anlatildigi
gibi yapild1 ve amplikonlarin varlig: jelde goriintiilendi. Sonuglar sekil 4.4 ve 4.5°da
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ki gibi gozlemlenmistir. Bu sekillere gore, 5 adedi grup A veya C olma olasiligi olan
ornegin tamaminda bant gézlemlendi ve bu 6rneklerin tiimiiniin filogenetik grup C
oldugunun kanisina varildi. Bununla beraber, 4 adedi grup D veya E olma olasilig1 olan
orneklerin 2 tanesinde filogrup E’ye spesifik olan arpA genine ait 301 bp
biiyiikliigiindeki bandin varligina rastlanmis ve bu ornekler filogrup E olarak
smiflandirilmistir. Ancak, bu 4 6rnegin 2 adedinde de arpA genine rastlanmamis olup

bu ornekler filogrup D olarak tasnif edilmistir.

1500 bp
1000 bp

500 bp
219 bp

Sekil 4.4 Filogrup A veya C olma olasilig1 olan 6rneklerin spesifik olarak sadece grup
C’yi amplifiye eden primerler kullanilarak yapilan PCR sonras1 jel goriintiisii (500
bp’lik DNA markir1 kullanilmistir.

1500 bp
1000 bp

301 bp —t 500 bp

B .

Sekil 4.5 Filogrup D veya E olma olasilig1 olan 6rneklerin spesifik olarak sadece grup
E’yi amplifiye eden primerler kullanilarak yapilan PCR sonrasi jel goriintiisii (250
bp’lik DNA markir1 kullanilmistir).

250 bp

Yapilan tiim PCR sonuglarina gore, uspA pozitif ¢ikan 63 6rnegin, 22 adedi
(%34,9) filogrup A, 9 adedi (%14,3) grup B1, 7 adedi (%11,1) grup B2, 3 adedi (%4,8)
grup F, 5 adedi (%7,9) grup C, 2 adedi (%3,2) grup D, 2 adedi (%3,2) grup E, 13 adedi
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(%20,6) de U yani bilinmeyen filogrup olarak siniflandirilmistir. Bilinmeyen filogrup
olan grup U orneklerinin MLST ile siniflandirilmasi gerekmektedir.

Daha o6nce yapilan ¢alismalarda benzer sonuglara rastlanmistir. Kiirek¢i vd.
[41] yaptiklar ¢alismada, toplam 122 tavuk ve siit 6rneginin 66 adedinde E. coli
suslarina rastlamiglar ve bu suslari PCR yardimiyla filogenetik olarak karakterize
etmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore, 51 6rnegin D grubu, 13 6rnegin A grubu ve
2 ornegin B2 grubuna dahil olduklarini bulmuslardir. Bu ¢aligmada yapilan molekiiler
karakterizasyonun aksine hi¢ A veya C, B1 ve F filogrubuna rastlanmamistir. Bu
sonuca bakildiginda, ¢alismamizda yer alan kirmizi et 6rneklerinde bulunan E. coli
suslarinin ¢esitliginin tavuk ve siitlerdekine oranla daha fazla oldugunu sdyleyebiliriz.

Diger bir ¢alismada da yine Kiirek¢i vd. [45] nehirlerden ve su aritma
tesislerinden aldiklar1 su Ornekleri iizerine yaptiklar1 calismada, toplam 65 su
orneginde E. coli suslarina rastlamiglardir. Bu suslarin, 33 adedinin filogenetik grup
A, 14’lniin grup C, 7’sinin grup B, 6’simin grup E ve 5’inin grup D oldugunu

gostermislerdir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Gida hijyeni ve giivenligi giiniimiizde énemli olgtide riskli hale gelmektedir.
Bunun 6nde gelen sebepleri arasinda da bakteriler yer almaktadir. Bu bakterilerin erken
tespit ve teshisi hayat kurtarici olabilir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan PCR testi
filogenetik gruplandirma i¢in kullanilabilecek ekonomik ve hassasiyeti yiiksek olan bir
metot oldugu kanisina varilmistir. PCR metodu, gida 6rneklerinde var olabilecek
patojen bakterilerin varligini 6- 24 saat igerisinde tespit edebilecek hizli bir deteksiyon
teknigidir. E. coli bakterilerinin halk saghigi ve ekonomi iizerindeki zararh etkileri
ancak yiiksek hassasiyet ve hizlilik kabiliyetine sahip tanimlama yontemleriyle tespit
edilebilir. Bununla birlikte, farkli bakterilerin sebep olabilecegi gida
zehirlenmelerinden kaynakli hastalanan insanlar1 kurtarmak i¢in zamaninda hareket
etmek gerekir ve bu amagla tiir diizeyinde bakterileri hizl bir sekilde tespit etmek son
derece onemlidir. Bu calismanin amaci, gida 6rneklerinde etkin bir bakteri izleme
metodu kullanilarak bakterilerin yalniz tiir seviyesinde degil, ayn1 zamanda filogenetik
grup diizeyinde tanimlamalarin1 yapabilmektir. Bu ama¢ dogrultusunda oncelikle tiire
ve filogenetik gruplarina 6zgli DNA dizileri kullanilmis olup, bu diziler PCR yardimi
ile cogaltilmistir.

Calismamizda kullanilmak amaciyla farkli illerden toplanan kirmizi et
orneklerinin ¢ogunda 63/66’sinda (%93,3) izin verilebilir seviyede de olsa E. coli
varligi tespit edilmistir. Farkli illerden toplanan kirmizi et 6rneklerindeki bu benzerlik
E. coli ve buna benzer bakterilerin tilkemizdeki kirmizi etlerdeki yayilma alanlarinin
fazlaligina 6rnek teskil edebilir. Bu ¢alismada tespit edilen E. coli izolatlarinin 50
adedinin 7 farkli filogenetik gruba dahil edilebildigi sonucuna varilmigtir. Ancak, 13
adet E. coli izolat1 bilinmeyen (U) filogrup olarak tasnif edilmis ve bu 6rneklerin daha
ileri seviye testlere tabi tutulmasi sonucuna varilmistir. Filogenetik gruplandirmasi
yapilan izolatlarda bilinmeyen grup (U) olarak siniflandirilan filogenetik gruplari
tespiti icin MLST analizi yapilmast Onerilmektedir. Bdylelikle hangi gruba dahil
edilebilecekleri tespit edilebilir. Ayrica, bu bilinmeyen filogenetik gruplarin tespiti igin
daha spesifik primerler de dizayn edilebilir ve PCR’nin miiltipleks 6zelliginden
yararlanilarak filogruplandirma yapilabilir.

Kirmizi etlerde bulunan E. coli tiiriine ait bakterilerin ¢ok ¢esitli filogenetik
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gruplara ait oldugu saptanmustir. Bu, E. coli tiirline ait bakterilerin ¢oklu ¢esitlenme ile
gida hijyeni ve giivenligi acgisindan ¢ok tehlikeli bir unsur haline geldiginin
gostergesidir.

Filogenetik gruplandirmasi yapilan bakterilerin ilerleyen donemlerde, ¢oklu
antibiyotik diren¢ varlik tespitlerine yonelik ¢alismalarin yapilmasi ve buna benzer

calismalarin arttirilmasi onerilmektedir.
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