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Baz1 Bakteriyel Patojenlerin Yumurta Kabugundan Penetrasyonu

N.Aydin, M.Akan, B. Sareyyiipoglu, O.Y. Tel

Bu caligmada, yemeklik yumurta ve embriyolu yumurta kabugundan insanlar icin
patojen olan baz1 bakterilerin penetrasyonunun belirlenmesi amaclandi. Arastirmada,
tavuklardan izole edilen Escherichia coli, Salmonella enteritidis ve Campylobacter jejuni
suslart kullanildi. Denemeler, biri kontrol olmak {izere 80 yumurtadan olusan 4 deneme
grubunda 3 tekrarli olarak gerceklestirildi. Escherichia coli, Salmonella enteritidis ve
Campylobacter jejuni suslarinin taze kiitiirleri, steril svaplarla yumurta kabuklarina siirtildi.
Daha sonra yumurtalar farkli depolama kosullarinda inkubasyona birakild1 ve inkubasyonun
3., 7., 14., 21. ve 30. giinlerinde yumurta kabugundan, albuminden ve sarisindan ekimler
gerceklestirildi. E.coli izolasyonu i¢in ekimler kanli agar ve MacConkey agara, C.jejuni igin
modifiye Preston (CCDA) agara yapildi. Salmonella enteritidis izolasyonu igin ise selektif
zenginlestirme ve PCR metodu kullanildi. Farkli giinlerde yapilan izolasyon c¢alismalari ile,
E. coli, S. enteritidis suglarinin 3. ve 7. glinde sadece yumurta kabugundan yapilan ekimlerde
izole edilebildigi, C.jejuni’nin ise izole edilemedigi belirlendi. Denemenin 14., 21. ve 30.
giinlerinde yapilan ekimlerde ise kabuga siiriilen etkenlerin higbiri izole edilemedi. Yumurta
akindan ve sarisindan higbir bakteri izolasyonu yapilamamasi, bu etkenlerin bu depolama

kosullarinda yumurta kabugundan penetre olmadigini1 gosterdi.

PENETRATION OF BACTERIAL PATHOGENS THROUGH THE EGGSHELL

N. Aydin, M. Akan, B. Sareyyiipoglu, O.Y. Tel

In this study, investigation of penetration of some of bacterial human pathogens through
eggshells of embryonated and market eggs was aimed. In the study, Escherichia coli, Salmonella
enteriditis and Campylobacter jejuni strains isolated from chickens were used. Triplicate trials
were performed with four groups of 80 eggs, one of which was the control group. Fresh cultures
of Escherichia coli, Salmonella enteriditis and Campylobacter jejuni strains were swabbed onto
eggshells with sterile swabs. After that, the eggs were incubated at different storage conditions
and inoculations from eggshells, albumen and egg yolk were performed on 3, 7, 14, 21, 30 days
of the trial. Inoculations were made on blood and MacConkey agar for isolation of E. coli and C.
jejuni isolations were made on modified Preston agar (CCDA). Salmonella enteritidis was

isolated by selective enrichment method and also confirmed by PCR technique. By the help of



the isolation studies performed on different days, E. coli and S. enteritidis strains could only be
isolated at 3. and 7.day after inoculations from eggshells, while no isolation of C. jejuni from any
of the sites was observed. After the studies performed on days 14, 21, and 30, neither of the
inoculated bacteria was isolated. The lack of isolation from albumen and egg yolk showed that
these bacteria did not penetrate through the eggshell during the incubation period under the

mentioned storage conditions.

Keywords: Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni, penetration, eggshell
Amag¢ ve Kapsam

Insanlarda gida kékenli infeksiyon kaynaklar1 arasinda tavuk etleri ve yumurta oldukga
onemli bir yer tutar. Bu infeksiyonlara neden olan etkenler arasinda S.enteritidis basta olmak
tizere C.jejuni ve E.coli sayilabilir. Son yillarda insanlarda yapilan ¢alismalarda Salmonella
infeksiyonlarinda bir artis oldugu gériilmektedir. Insanlarda Salmonella infeksiyonlarin en
onemli kaynagi ise bu etkenlerle kontamine tavuk etleri ve tavuk yumurtalar1 oldugu
bildirilmistir. insanlardaki ishal vakalarinda en sik izole edilen bakteriyel etkenler termofilik
Campylobacter tiirleridir ve bu tiirler arasinda C.jejuni’nin dominant oldugu ortaya
konmustur. Termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyon sikligi, ozellikle, gelismis
tilkelerde daha yiiksektir ve bu durum kanatl iiriinlerinin yiiksek tiiketimine baglanmaktadir.
Ayrica insanlardaki farkli klinik tablolardan izole edilen E.coli suslarinin bulagsma kaynaklari
arasinda hayvansal gidalarin 6nemli bir rolii oldugu da farkli ¢alismalarda belirlenmistir. Bu
calismada, yemeklik ve kuluckalik yumurta kabugundan insanlar i¢in 6nemli gida orijinli
patojen olan Escherichia coli, Salmonella enteritidis ve Campylobacter jejuni suslarinin

penetrasyonunun belirlenmesi ve insanlar i¢in potansiyel riskin ortaya konmasi1 amaglandi.

Tiirkiye’de 2004 yili itibariyla kisi basma yillik 13 kg tavuk eti ve 110-120 adet yumurta
tiikketildigi hesaplanmaktadir. Bu rakamlara bakildiginda, insanlarda bakteriyel nedenli
infeksiyonlarin bulagsmasinda tavuk orijinli gidalarin 6nemli bir rol oynayacagi aciktir.
Ayrica, tavuk karkaslan ile ilgili yapilan ¢alismalarda, C.jejuni sikligmin yiiksek diizeyde
oldugu (%90-100), S.enteritidis ve insanlar i¢in patojen E.coli serotiplerinin degisik oranlarda
varlig1 ortaya konulmustur. Amerika Birlesik Devletleri’nde Salmonella ve Campylobacter
infeksiyonlarindan korunma i¢in yillik bir milyar dolardan fazla harcama yapildig
bildirilmektedir. Bu rakamlarin diger gelismis iilkelerde de benzer diizeyde oldugu
belirlenmistir.  Yumurta kabugundan bu etkenlerin girmesi insan saghg iki sekilde
etkilemektedir. Birincisi kontamine olan yemeklik yumurtalarin tiiketilmesiyle insanlarin

direkt olarak infeksiyon etkenini yumurtadan ve/veya yumurta {iriinlerinden almasi, digeri ise



kulugkalik yumurtalarin kontamine olmasi sonrasinda ¢ikan civcivlerin infeksiyon etkenini
kesim asamasina kadar tagimasi ve hastalik etkenlerinin diski-karkas kontaminasyonu sonucu
da insanlara karkastan bulasmasiyla sekillenmektedir. Bu son durum S.enteritidis
infeksiyonlar1 i¢in onemlidir. Konu ile ilgili ¢alismalarda, S.typhimurium ile kontamine
edilen embriyolu tavuk yumurtalarindan etken izolasyonu 19.giinde yumurta sarisindan ve
koriyoallontoik sividan gerceklestirilmistir. Salmonella ile kontamine edilen yumurtalarda,
izolasyon oranmin ¢ok yiiksek diizeyde oldugunu bildiren arastirmalar bulunmaktadir.
Kontaminasyon diizeyinin, depolama siiresi ve depodaki nem orani ile iliskili oldugu da
belirlenmistir. Ayrica yumurta kabugundan etkenlerin penetrasyonunun zamana bagl olarak

artt1g1 da ortaya konulmustur.

Damizlik tavuklarda, S.enteritidis’in neden oldugu Salmonella infeksiyonu vertikal
bulasma nedeniyle oldukc¢a ciddi bir infeksiyondur. Ayrica bu etkenler ile horizontal
bulasmanin varligi da s6z konusudur. Bu etkenlerin bagirsaklara kolonize olmas1 ve digk ile
etkenlerin ¢evreye sagilmasi ile folluklarda baglayan ve kulugkada civcive ve bu asamadan
sonra da kesimhane ile tavuk etlerine bulagsma ile seyreden bir seri nemli problemlere neden
olur. Yogun iiretim yapilan isletmelerde, bir siiriide goriilen infeksiyonun degisik asamalarda
cevreyl kontamine ederek genel bir probleme neden olmasi miimkiindiir. Bu problemler
kulugkada yumurta depolari ile baslar, kulucka ile devam eder, broyler kiimeslerde yogunluk
kazanir ve kesimhanede tavuk etlerinde biter. Bu asamada da insanlar i¢in biiyiik bir tehlike
baslar. Bu nedenlerden dolayi, ¢alismalar kulugkalik yumurtalardan bu etkenlerin
eliminasyonu iizerinde yogunlasmistir. Bircok arastirici tarafindan kulugkalik yumurtalarin
dezenfeksiyon yontemleri ortaya atilmis ve uygulamada kuluckalik yumurta dezenfeksiyonu
Oonemli bir islem haline gelmistir. Bu ¢alisma kapsaminda yapilan ¢alismalar sonrasinda elde
edilen bulgularin uygulamaya aktarilmasi ve konuyla ilgili ciddi 6nlemlerin alinmasi ile insan

sagliginin korunmasi miimkiin hale gelecektir.

Materyal ve Yontem

Materyal

Yumurta: Denemede her bakteri i¢cin 80 adet yemeklik ve 80 adet embriyolu tavuk
yumurtasi kullanildi. Kontrol ¢aligmalari i¢in ise 20 adet yemeklik ve embriyolu yumurtadan

yararlanildi. Proje kapsaminda tiim c¢alismalar ii¢ tekrarl olarak gergeklestirildi. Denemede



kullanilan kuluckalik (Ross 308) ve yemeklik (Hy-Line Brown) yumurtalar 30 haftalik

yastaki Salmonella ari kiimeslerden saglandi.

Bakteri suslari: Kanath orijinli E. coli, S. enteritidis ve C. jejuni suslart Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonundan
saglandi. Bu suslar, oncelikle kat1 besiyerlerinde iiretildi ve tek koloni alinarak alt kiiltiirleri
yapilarak yeniden identifikasyonlar1 gergeklestirildi. identifikasyon islemleri, makroskopik ve

mikroskopik morfolojileri ile biyokimyasal aktiviteleri incelenerek yapildi.

Yontem

Deneme: E. coli ve S. enteritidis Nutrient buyyonda, C. jejuni Brucella buyyonda
iiretildi ve spektrofotometrede (Photovolt Model 401) 5x10* bakteri/ml olacak sekilde
sulandirildi. Bu orandaki bakteri sulandirmalarindan 1 ml alinarak yumurtalara svabla
stiriildii. Daha sonra yumurtalar depolama kosullarinda (kulugkalik yumurtalar i¢in 15°C,
%75 RN; yemeklik yumurtalar i¢in oda kosullar1) inkubasyona birakildi ve inkubasyonun 3.,
7., 14., 21 ve 30. glinlerde yumurta kabugu, albumini ve sarisindan ekimler yapildi. E. coli
izolasyonu i¢in ekimler kanli agar ve MacConkey agara yapildi, C. jejuni igin selektif
besiyerleri (CCDA, modifiye Preston) kullanildi. Ekim yapilan petriler anaerobik jarlara
konularak mikroaerofilik ortam saglayan Gaspaklar ile inkubasyona kaldirildi. E. coli igin bir
gece ve C. jejuni igin 48 saat inkubasyondan sonra iireyen koloniler degerlendirildi. S.
enteritidis 1zolasyonu icin selektif zenginlestirme yontemi kullanildi ve bu amagcla
tamponlanmis peptonlu suda bir gece inkubasyondan sonra Selenit sistin ve Tetratiyonat
buyyonda 18-20 saat siireyle inkube edildi ve sonrasinda Brillant Green Fenol Red agar ve
Bizmut Siilfit agara ekimler yapilarak 37°C de bir gece inkubasyondan sonra olugan koloniler
Salmonella yoniinden incelendi (3). Ekimler sonrasinda iireyen tiim bakteri kolonileri,
makroskopik ve mikroskopik morfolojileri incelenerek, biyokimsal ozeliklerine gore
identifiye edildi (3, 8). Biyokimyasal testlerle Salmonella olarak identifiye edilen etkenler
serolojik olarak, spesifik antiserumlarla (Statens Serum Institute) Salmonella yoniinden
dogrulandi. S. enteritidis suslarinin yumurtalarda varliginin belirlenmesinde ayrica Polimeraz

Zincir Reaksiyonu (PZR) tekniginden de yararlanildi.

PZR: Materyallerden DNA izolasyonu, amplifikasyon ve elektroforez islemi olmak
tizere li¢ agamada gergeklestirildi. DNA izolasyonu, yumurtalardan toplanan albumin ve yumurta
sarisindan direkt olarak ve On zenginlestirme yapilan kiiltiirlerden ticari ekstraksiyon kitleri
(Fermentas) kullanilarak yapildi. Ticari kitlerin (DNA mini kit, Qiagen, USA) kullanimi ile

gerceklestirilen DNA izolasyonu asamasindan sonra elde edilen template DNA, iroB genine



spesifik primerler (Primer 1: 5-TGCGTATTCTGTTTGTCGGTCC-3" ve Primer 2: 5’-
TACGTTCCCACCATTCTTCCC-3") kullanilarak thermal cycler (Genius, Techne)’da amplifiye
edildi. Final hacmi 25 pl olan PCR karigsimi, 3mM final konsantrasyonunda MgCl,, 0.2 mM final
konsantrasyonda dNTP karigimi, 0.5 pM’lik final konsantrasyonda primerler icerdi. PCR
karistmina 1 U Taq polimeraz (Fermentas, Litvanya) enzimi ilave edildi. Toplam 30 siklus siiren
PCR, 94°C’de 40 saniye’lik denaturasyon, 55°C’de 40 saniyelik primer baglanmasi ve 72°C’de
40 saniyelik uzama (ekstansiyon) asamalarindan olustu. Amplifikasyon iiriinleri (606 bp),
ethidium bromidle (5 pg/ml) boyanmis, agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak UV-

transilluminator’da goriintiilendi (2).

SDS-PAGE: Kabuktan 3. ve 7. gilin izole edilen E. coli, S. enteritidis suslar1 ile
yumurtalara siiriilen suslarin tiim hiicre proteinleri, SDS-PAGE ile karsilastirmali olarak
elektroforeze tabi tutuldu. Bu suslar, oncelikle 1s1 ile ekstrakte edildi ve %10’luk akrilamid
jelde kosturuldu. Boyama islemini takiben olusan protein profilleri, suslar arasinda molekiil

agirliklar dikkate alinarak degerlendirildi (1).

Analiz ve Bulgular

(Calismada biri kontrol olmak iizere toplam 4 grupta 3., 7., 14., 21 ve 30. giinlerde E.
coli, S. enteritidis ve C. jejuni yoniinden yumurta kabugu, aki ve sarisindan yapilan izolasyon
calismalarinda, E. coli, S. enteritidis suslarinin 3. ve 7. giinde sadece yumurta kabugundan
yapilan ekimlerde izole edilebildigi C.jejuni’nin ise izole edilemedigi belirlendi. Denemenin
14., 21. ve 30. giinlerinde yapilan ekimlerde ise kabuga siiriilen etkenlerin hicbiri izole
edilemedi. Yumurta akindan ve sarisindan higbir bakteri izolasyonu yapilamamasi, bu

etkenlerin bu depolama kosullarinda yumurta kabugundan penetre olmadigini gosterdi.

Calismada, ilk deneme sonunda alinan bu sonuglar, tekrar denemelerde de elde edildi. S.
enteritidis ve E. coli suslarinin kabukta bir hafta gibi kisa bir siire canliligini muhafaza
ettiginin belirlenmesi, bu etkenlerin ¢evresel kontaminasyonu sonrasinda insan sagligi igin
potansiyel riskin oldugu ortaya cikti. Ayrica kulugkalik yumurtalarda kabukta bulunan bu
etkenlerin bir haftadan oOnce kulugkalanmalar1 sonrasinda kulugka makinelerini
bulastirabilecegi belirlendi. Bunun yanisira C. jejuni’nin ise 3.giin yapilan ekimlerde izole
edilememesi, bu bakterinin yumurta kabugunda bulunmasinin insan saghg: icin ¢ok diisiik

diizeyde risk olusturdugu ortaya kondu.



Tablo 1. Yumurta kabugu, yumurta aki, yumurta sarisindan yapilan ekimlerde bakteriyel

tireme bulgulari

Bakteri Materyal Bakteriyel Ureme

3.giin 7.giin 14.giin 21.giin 30.giin

Yumurta kabugu + + - - -

E. coli Yumurta aki - - - - -

Yumurta sarisi - - - - -

Yumurta kabugu + + - - -

S. enteritidis Yumurta aki - - - - -

Yumurta sarisi - - - - -

Yumurta kabugu - - - - -

C. jejuni Yumurta aki - - - - -

Yumurta sarisi - - - - -

Sonuc ve Oneriler
Proje bitiminde elde edilen sonuglar agagida maddeler halinde sunulmustur.

o FE. coli, S. enteritidis ve C. jejuni suglarimin yumurta kabugundan penetre
olmadig1 ortaya kondu. Bu sonug¢ bu etkenlerin yumurta kabugunda herhangi bir
hasar olmamas1 durumunda, yumurta aki ve sarisina ge¢gmedigini ve dolayisyla
yumurta hijyenine dikkat edildiginde, 06zellikle, kulugkalik yumurtalarda

Salmonella yoniinden herhangi bir problem olmadigini gosterdi.

e FE. coli, S. enteritidis suglarmin 3. ve 7. glinde sadece yumurta kabugundan
yapilan ekimlerde izole edilmesi, E. coli, S. enteritidis suslarinin kabukta en az
bir hafta canliliklarin1 korudugu ve bu siire i¢inde insanlar i¢in potansiyel bir risk

olusturdugu ortaya kondu.



o (jejuni’nin 3.glinde yapilan ekimlerde izole edilememesi, yumurtanin C.jejuni

bulagsmasinda insanlar i¢in 6nemli bir risk teskil etmedigi belirlendi.

e Kulugkalik yumurtalarda kabukta bulunan S.enteritidis’in iyi bir dezenfeksiyon
islemi uygulanmamis samonella etkenleri ile kontamine yumurtalarin bir
haftadan  once  kuluckalanmalar1  sonrasinda, kulucka  makinelerini

bulastirabilecegi ortaya kondu.

e QGenel olarak S. enteritidis ve E. coli suslarinin kabukta yasama siiresi dikkate
alindiginda, bu etkenlerin ¢evresel kontaminasyonu sonrasinda insan sagligi i¢in

potansiyel riskinin oldugu saptandi.

Projede elde edilen sonuclar dikkate alinarak yapilan degelendirmelerden sonra, hem
yemeklik hem de kulugkalik yumurtalarin toplanmasi asamasinda hijyene dikkat
edilmesi, diski ile yumurtalarin kirlenmesinin 6niine gegilmesi, kirli yumurtalarin uygun
islemlerle dezenfekte edildikten sonra pazara sunulmasi/kuluckalanmasi, olasi

problemlerin ¢6ziimiine yardimci olacaktir.
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Ekler
a) Mali Bilanco ve Aciklamalari

Projenin toplam biitgesi olan 14.495.000.000 TL’dan 13.249.340 TL’lik miktar1
sarf malzeme alimlarinda kullanilmistir. Biitcede 1.245.660 TL’lik miktar

harcanmamustir.

b) Makine ve Techizatin Konumu ve ilerideki Kullanimina Dair Aciklamalar

(BAP Demirbas numaralar dahil ).
Demirbag alinmamastir.

¢) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar (varsa Kesim III'de yer almayan analiz

ayrintilari).

Kesim III’te sunulmustur.

d) Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar)

Projede elde edilen bulgular, XXII World’s Poultry Congress’de sunulmustur (Ek 1).
¢) Yaymnlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler

Proje bulgular1 heniiz hakemli bir dergide yayimlanmamis ancak yayima

hazirlanmaktadir.



