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01. Genel Bilgiler

E. coli ‘nin 6zel bir serotipi olup, bugiin icin en tehlikeli gida kaynakli patojen olarak kabul
edilmektedir. Enfeksiyon dozu 1 hiicreye kadar diisiik olabilmektedir. Ozellikle gocuklarda ve
yaslilarda 6liime kadar giden gesitli hastaliklara yol agmaktadir. Enterovirulent E. coli ‘lerin
Enterohemorajik (EHEC) grubuna girer.

Genel olarak yeterli 1s1l islem gérmemis kofte ve hamburger gibi et iiriinleri ve pastorize
edilmemis siit ile bulagmakla beraber, Japonya ‘da turp filizi, Kanada ‘da nehir suyu, pek ¢ok
Avrupa tilkesi ve ABD ‘de elma sarabi ve taze sikilmis elma suyu da salginlara ve Sliimlere
yol agmustir.

Tiirkiye ‘de yapilan gida tarama ¢aligmalarinda daha once bu serotipe rastlanamamis olmasi
analiz yonteminde mi eksiklik var, yoksa Tiirkiye genelinde mi bu bakteri son derece az
sorgulamasin1 da getirmig, ancak son olarak gidalarda E. coli O157:H7 serotipi analiz
yontemlerinin duyarliginin artirlmasina bagli olarak Tiirkiye’den de karkas (TUBITAK —
MAM) ve kiyma (Ank. Univ. Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii) 6rneklerinden bu
bakteri izole edilmistir.

E. coli O157:H7 serotipi ile ilgili daha fazla genel bilgi i¢cin buray: tiklayin.

02. Aranmasi

Gidalarda bu bakteri sadece aranir, sayis1 onemli degildir. Bir diger deyis ile 25 g (ya da ml)
gidada bu bakteri olmamalidir. Buna gore eger varsa kag¢ adet oldugu 6nemsizdir.

Var/yok testi ile yapilan analizinde selektif zenginlestirme, selektif kati besiyerine siirme,
izolasyon, biyokimyasal identifikasyon ve serolojik yontemlerle dogrulama asamalar1 vardir.
Gida maddesinde bulunan diger refakat¢i bakterilerin £. coli O157:H7 ‘yi maskeleyebilmesi
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ve dolayisi ile sahte negatif sonuclar alinabilmesi nedeni ile analizinde giderek daha duyarl
olan enzimatik, genetik ve serolojik yontemler kullanilmaktadir.

E. coli O157:H7, 6nemi nedeniyle bu giin i¢in gida mikrobiyolojisi dalinda {izerinde en ¢ok
calisilan bakterilerden birisi olmustur. Konu ile ilgili pek ¢ok bilgi birikimi saglanmustir.

Bu serotipin standart kiiltiirel yontemlerle belirlenmesinde ele alinan iki kriter sorbitolii
kullanamamas1 ve MUG reaksiyonunun negatif olmasidir. MUG i¢in buray1 tiklayin. Bu iki
temel reaksiyon ile kati besiyerinde gelismis olan koloniler arasindan muhtemel E. coli
O157:H7 serotipleri segilebilir. Selektif zenginlestirme ve 6zellikle selektif kati besiyerine
ekim agamasinda ise sefiksim — tellurit katkis1 yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Selektif zenginlestirme ortami olarak en yaygin kullanilan iki besiyeri modifiye EC (mEC)
Broth (Merck 1.14582) ile modifiye Tryptic Soy Broth (mTSB ; Merck 1.09205) iken Lauryl
Sulfate (LST) Broth (Merck 1.10266) besiyeri de ¢esitli calismalarda olumlu sonu¢ vermistir.
Kat1 besiyeri olarak en fazla kullanilan besiyeri Sorbitol MacConkey Agar (Merck 1.09207)
ve bunun cefixim — tellurit (CT) ile (Merck 1.09202) ile desteklenmis sekli olan CT — SMAC
Agar besiyeridir. Fluorocult E. coli O157:H7 Agar (Merck 1.04036) ve Fluorocult HC Agar
(Merck 1.09206) besiyerleri E. coli O157:H7 serotipinin MUG negatif olma ozelligi ile
ayrimini saglamaktadirlar.

E. coli O157:H7 serotipi ile ilgili daha fazla analiz bilgisi i¢in buray1 tiklayin.

03. Dogrulanmasi

Selektif kat1 besiyerinden elde edilen tipik koloniler mutlaka biyokimyasal ve/veya serolojik
testler ile dogrulanmalidir. Gidalarda sorbitol negatif bakteriler arasinda Enterobacteriaceae
familyasinin pek c¢ok iiyesi oldugu ve bunlarin selektif zenginlestirme ve selektif kati
besiyerlerinin ¢ogunda gelisebilecegi gdozden uzak tutulmamalidir.

Sorbitol ve floresan negatif kolonilerin E. coli O157 serotipi olmas1 miimkiindiir. Bu koloniler
latex testi ile (Oxoid DR 120M) kontrol edilir. Pozitif sonug sadece O157 serotipini gosterir.
Latex testinde Escherichia hermannii ‘nin sahte pozitif sonu¢ verebilecegi de gdzden uzak
tutulmamalidir. H7 serotipinin belirlenmesi i¢in ayrica H7 antiserumu ile test yapilmalidir.
Gidalardan H7 serotipi olmayan pek c¢ok O157 serotipinin siklikla izole edildigi
unutulmamalidir.

E. coli O157:H7 serotipi ile ilgili daha fazla analiz bilgisi i¢in burayi tiklayin.

04. Kullanmilan Besiyerleri
04.01. mEC Selective Enrichment Broth (Merck 1.14582)

Standart EC Broth besiyerinden farki safra tuzlarimin miktarinin azaltilmis olmasi ve
novobiosin ilave edilmis olmasidir. Bu nedenle standart EC Broth besiyerine novobiosin
eklenerek bu besiyeri elde edilemez. Safra tuzlar1 konsantrasyonunun azaltilmis olmasi nedeni
E. coli O157:H7 serotipinin E. coli tip 1 ‘e gore safra tuzlarina daha az direngli olmasidir.
Standart EC Broth i¢in burayr tiklaymn. 36,7 g/l konsantrasyonda destile su i¢inde eritilerek
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hazirlanan besiyeri 225 ml olacak sekilde erlenlere dagitilip otoklavda 121 °C ‘da 15 dakika
sterilize edilir. Novobiosin dogrudan besiyeri bilesiminde oldugu i¢in otoklav sonrasi bir katki
ilavesi soz konusu degildir. Besiyerine standart uygulamada 25 g (ya da ml) gida maddesi
ilave edilip 35 — 37 °C ‘da 18 — 24 saat ve tercihen ¢alkalanarak inkiibe edilir, buradan alinan
0.1 ml kiiltiir dogrudan ya da seyreltilerek selektif bir kat1 besiyerine siiriiliir. 500 g olan 1
kutu dehidre besiyeri ile 225 ml ‘lik 60 adet erlen hazirlanabilir. Bu besiyeri hakkinda daha
fazla bilgi icin buray tiklayin.

04.02. mTSB Selective Enrichment Broth (Merck 1.09205)

Standart Tryptic Soy Broth besiyerinde modifikasyon yapilarak hazirlanmistir, ancak standart
EC Broth — mEC Broth besiyerinde oldugu gibi standart Tryptic Soy Broth besiyerine ilaveler
yapilarak mTSB besiyeri elde edilemez. 33,0 g/l konsantrasyonda destile su i¢inde eritilerek
hazirlanan besiyeri 225 ml olacak sekilde erlenlere dagitilip otoklavda 121 °C ‘da 15 dakika
sterilize edilir. Novobiosin dogrudan besiyeri bilesiminde oldugu i¢in otoklav sonrasi bir katki
ilavesi soz konusu degildir. Besiyerine standart uygulamada 25 g (ya da ml) gida maddesi
ilave edilip 35 — 37 °C ‘da 18 — 24 saat ve tercihen calkalanarak inkiibe edilir, buradan alinan
0.1 ml kiiltiir dogrudan ya da seyreltilerek selektif bir kat1 besiyerine siiriiliir. 500 g olan 1
kutu dehidre besiyeri ile 225 ml ‘lik 67 adet erlen hazirlanabilir. Bu besiyeri hakkinda daha
fazla bilgi i¢in buray tiklayin.

04.03. mLST Broth

TUBITAK — VHAG - 1466 nolu proje kapsaminda gelistirilmis bir besiyeridir. Heniiz ulusal
ya da uluslararas1 kuruluslar tarafindan onaylanmamistir. S6z konusu proje ig¢in burayi
tiklayin. Temel olarak refakat¢i floranin selektif zenginlestirme asamasinda baskilanmasi
hedeflenmistir. Bu amagla SMAC agar besiyeri katkist SMAC ‘da oldugunun yan
konsantrasyonunda ilave edilmekte, inkiibasyon 42 °C ‘da 24 saat olarak yapilmaktadir.
Standart LST Broth besiyeri (Merck 1.10266) 35,5 g/l konsantrasyonda olacak sekilde destile
su i¢inde eritilerek hazirlanir ve erlenlere 225 ‘er ml olacak sekilde dagitilip otoklavda 121 °C
‘da 15 dakika sterilize edilir. Oda sicakligina geldiginde CT SMAC Agar katkis1 (cefixim —
tellurite ; Merck 1.09202) ilave edilir. Bu katkinin hazirlanmasi i¢in 1 sise katkiya 1 ml steril
distile su katilir ve karigtirilir. Standart SMAC Agardaki konsantrasyonun yarist mLST
Brotha ilave edilecegine gore bu karisgimdan 0,225 ml ilave edilip, lizerine analiz edilecek
ornek eklenir ve 42 °C ‘da 24 saat inkiibe edilir. Bu siire sonunda CT ilave edilmis SMAC
Agar besiyerine dogrudan ya da seyreltilerek slirme yapilir. Katkinin en ekonomik
kullanilmasi i¢in 4 6rnek beraberce analiz edilir. 4 adet 225 ml LST Broth besiyerine toplam
0,9 ml CT kullanilip geriye 0,1 ml kalir. Bu miktar ise 50 ml (4 Petri kutusu) CT-SMAC
Agar besiyeri i¢in yeterlidir. 500 g olan dehidre LST Broth besiyerinden 225 ml olacak
sekilde 62 erlen hazirlanabilir. Bunun i¢in gereken CT katkist 31 sisedir. CT katkis1 16 ‘lik
sise olarak pazarlandigina gore 2 kutu katki yeterlidir. Bununla beraber CT katkisinin
depolama omriiniin LST Broth besiyerinden daha az oldugu dikkate alinmalidir. Standart LST
Broth ile ilgili daha fazla bilgi i¢in burayi tiklayin.

04.04. CT- Sorbitol MacConkey (SMAC) Agar Base (Merck 1.09207)
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E. coli O157:H7 serotipinin sorbitol negatif olmasi nedeni ile standart MacConkey Agar
besiyeri bilesiminden laktoz ¢ikartilmis, yerine sorbitol ilave edilmistir. Dolayis1 ile sorbitol
negatif olan bakteriler bu besiyerinde renksiz koloniler olusturur. E. coli O157:H7 analizinde
dogrudan SMAC Agar besiyeri kullanilabilirse de refakatgi floranin yogun baskilamasi
sonucunda sahte negatif sonu¢ alinabilir. Bu nedenle besiyeri genellikle CT katkist ile
desteklenerek kullanilmaktadir. Dehidre besiyeri 51,6 g/ 1 konsantrasyonda gerekirse 1sitilarak
destile su iginde eritilir ve otoklavda 121 °C ‘da 15 dakika sterilize edilir. CT katkis1 (Merck
1.09202) ilave edilmesi icin 1 sise katki tizerine 1 ml steril distile su konulup karistirilir. Bu
miktar 500 ml besiyeri i¢in yeterlidir. Bu nedenle pratik uygulamada SMAC Agar besiyeri
25,8 g/500 ml olacak sekilde hazirlanir. Otoklav sonrasinda 45 °C ‘a sogutulup 500 ml bazal
besiyeri i¢in 1 sise katki ilave edilir, karnistirilir ve petrilere 12,5 ml/petri olacak sekilde
dokiiliir. Selektif zenginlestirme kiiltlirlinden dogrudan ya da seyreltilerek alinan 0,1 ml
besiyeri lizerine yayilir, ya da oze ile siirme yapilir. 35 — 37 °C ‘da 24 saat inkiibasyon
sonunda sorbitolii kullanamayan E. coli O157:H7 ve diger bakteriler renksiz koloni
olustururken, sorbitol pozitif olanlar kirmiz1 koloni olustururlar. 500 g olan dehidre besiyeri
ile 12,5 ml/petri hesabi ile 775 adet petri hazirlanabilir. Bu miktar i¢in gereken CT katkis1 19
sisedir. Bu katk1 16 sise/kutu olarak pazarlandigina gore 1 kutu katki (16 sise) 1 kutu 500 g
dehidre SMAC Agar besiyeri i¢in az bir farkla yetmektedir.

04.05. Fluorocult HC Agar (Merck 1.09206)

Dehidre besiyeri 58,2 g/l olacak sekilde gerekirse isitilarak distile su iginde eritilir ve
otoklavda 121 °C ‘da 15 dakika sterilize edilir ve petrilere dokiiliir. Besiyeri bilesimindeki
safra tuzlari Gram pozitif refakat¢1 bakterileri 6nemli 6lglide inhibe eder. 35 — 37 °C ‘da 18 —
24 saat siire yapilan inkiibasyon sonunda sorbitolii kullanamayan bakteriler renksiz kalirken
sorbitol pozitif bakteriler sar1 renkli koloni olusturur. Sorbitol negatif kolonilere uzun dalga
boylu UV el lambasi ile (Merck 1.13203) floresan testi yapilir. Floresan 1gtmanin yayilmasini
onlemek i¢in inkiibasyon siiresi tercihen 18 saat olmalidir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri
ile 12,5 ml/petri hesab1 ile 687 petri hazirlanabilir.

04.06. Fluorocult E. coli O157:H7 Agar (Merck 1.04036)

Dehidre besiyeri 55,0 g/l olacak sekilde gerekirse isitilarak distile su iginde eritilir ve
otoklavda 121 °C ‘da 15 dakika sterilize edilir ve petrilere dokiliir. 35 — 37 °C ‘da 18 — 24
saat silire yapilan inkiibasyon sonunda sorbitolii kullanamayan bakteriler renksiz , sorbitol
pozitif bakteriler sar1 renkli koloni olusturur. Besiyeri bilesimindeki sodyum tiyosiilfat ve
amonyum demir (3) sitrat hidrojen siilfiir olusturan Proteus mirabilis gibi refakatci1 floranin
kahverengi koloni vermesini saglar. Selektif zenginlestirme kiiltlirlinden dogrudan ya da
seyreltilerek aliman 0,1 ml besiyerine yayilir ya da 6ze ile sltirme yapilir. Sorbitol negatif
kolonilere uzun dalga boylu UV el lambasi ile (Merck 1.13203) floresan testi yapilir. Floresan
1s1manin yayilmasini énlemek i¢in inkiibasyon siiresi tercihen 18 saat olmalidir. 500 g olan 1
kutu dehidre besiyeri ile 12,5 ml/petri hesabi ile 727 petri hazirlanabilir.

04.07. Singlepath E. coli O157: H7 (Merck 1.08839)

GLISA (Gold Labelled Immuno Sorbent Assay) hizli E. coli O157:H7 analizi i¢in kullanilan
kittir. Selektif zenginlestirme besiyeri kiiltiirlinden alinan 3 damla 6rnek kitin 6rnek goziine



aktarilir, oda sicakliginda 20 dakika birakilir. Bu siire i¢inde kitin “C” kontrol penceresinde
kirmizi serit olugmalidir. “T” test penceresinde de olusan kirmizi serit Ornekte E. coli
O157:H7 varligin1 gosterir. Bu kit immun akis prensibi ile hazirlanmig immunolojik bir test
kitidir. Duyarhigt %99,9, spesifikligi %99,4 olarak belirlenmistir. Onzenginlestirme
asamasindan sonra 20 dakika i¢inde sonucu dogrudan E. coli O157:H7 serotipi olarak verdigi
icin hizli kit olarak degerlendirilir ve dolayisi ile bagka malzemeye gerek duymadig igin
ekonomiktir. Bu kit ile ilgili daha fazla bilgi i¢in buray: tiklayin.


http://www.mikrobiyoloji.org/dokgoster.asp?dosya=942122053

