Mersin Univ Saghk Bilim Derg, 4(2);2011

Aragtirma Makalesi

Mersin ilinde Tiiketime Sunulan Etlerden izole Edilen Enterokok Tiirlerinin
Prevalansi ve Tiplendirilmesi

Prevelance and Identification of Enterococcus spp. from Consumed Meats in Mersin City
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Ozet

Amag: Enterokoklar, insan ve hayvan barsak florasinin
normal bir iiyesi olup, kann i¢i enfeksiyonlar, endokardit,
idrar yolu enfeksiyonu ve bakteriyemiye neden olabilirler.
Son willarda enterckoklarin antimikrobiyal ajanlara kars
gelistirdikleri coklu antibiyotik direnci nedeniyle tiim
diinyada nozokomiyal enfeksiyon olgularinin sayisinda
biiylik bir artis  gOriilmiistiir. Antibiyotige direncli
enterokok suslar gidalarda yaygin olarak bulunmaktadir.
Ancak gida kaynakh enterokoklarin hentiz direkt klinik
enfeksiyonlara yol actifr rapor edilmemistir. Bu cahismada,
Mersin ilinde cesitli siipermarket ve kasaplarda titketime
sunulan et kiymasi ve tavuk eti pargalanindan izole edilen
enterekok  tiirlerinin  biyokimyasal tiplendirmesi ve
antibiyotik direncinin aragtinlmas: amaclanmistir.
Yiintem: Cesitli market ve kasaplardan sivi buyyonlar
icerisine ahmp mikrobiyoloji laboratuvarina ulagtinlan 40
adet et kiymasi ve 40 adet tavuk eti Orneklerinin
Enterococcosel Agara ekimi yapildi. Kiiltiirde ireyen
kolonilere biyokimyasal tiplendirme vyapildiktan sonra
tiplendirilen enterekok tirlerine antibiyotik duyarlilik testi
yapildi.

Bulgular: Calisma sonucunda, et kiyma Orneklerinin
9%27.5%inde ve tavuk eti Orneklerinin %12.5%inde
enterokok susu izole edildi ve suslann hepsi vankomisine
ve teikoplanine duyarli olarak bulundu. Tavuk etlerinin
Hektoen enterik agar’da yaplan kiiltiirii - sonucunda
Saimonella spp. ve Shigella spp. Uremedi.

Sonuc¢: Gidalanin dretim siirecinde olasi kontaminasyon
kaynaklarinin  belirlenmesi Onemli olmakla birlikte
gidalanin saklama ve depolama kosullarindaki tehlikelerin
analiz edilmesi de son derecede Bnemlidir. Bu ¢calismada et
laymasi  ve tavuk eti pargalarmda enterokoklarnn
saptanmasi hayvan kesim islemi ve kiymalarnn hazirlandig
ortamndaki santtasyonun yeterli olmadigim géstermektedir.
Bu nedenle etlerin kesim ve dagitim ortammda genel
hijyenik sartlara uyalmas: Snemlidir.

Anahtar Sozciikler: et; tavuk; kiiltiir; Enterococcus spp.;
antibiyotik direnci
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Abstract
Aim: Enterococci, members of hueman and animal
intestinal flora, can cause intra-abdominal infections,

endocarditis, uriner system infection and bacteremia.
Recently, the number ol nosocomial infection cases have
shown increase all over the world because of enterococei
developing multiple antibiotic resistance against (o
antimicrobial agents. Enterococci strains with antibiotics
resistance are common in food. However, it hasn’t been
reported that food borne enterococci causes to clinical
infections yet. In this study, it was aimed to biochemically
identify and detect antibiotic resistance of Enferococcus
spp. isolated from meat and raw chicken meat products
which are available for consumption at vanous
supermarkets and butcher shops in Mersin city.

Method: Forty ground meat and 40 raw chicken meat
samples purchased from various supermarkets and butcher
shops were taken into liquid broth media and cultured in
Enterococcosel Agar in the microbiology laboratory.
Colonies were identified by biochemical identification and
then, identified Enterococcus spp. were tested for
antibiotic resistance.

Results: As a result of this study, enterococci strains were
isolated in 27.5% of ground beel samples and 12.5% of
raw chicken meat samples. All of the enterococci isolates
were found sensitive to vancomycine and teicoplanine.
Salmonella spp. ve Shigella spp. didn’t reproduce in
chicken meat samples after cultivation in Hectoen enteric
agar.

Conclusion: Although the determination of potential
sources of contamination in food process is important, it is
also important to analyze risks in food preservation and
storage. In this study, the detection of Enterococcus spp. in
ground meat and chicken samples indicates poor sanitary
conditions of slaughter house and ground meat preparation
facilities. Therefore, it is important to adhere the hygenic
rules in meat slaughtering and distribution facilities.
Keywords: meat; chicken; culture; Enterococcus spp.;
antibiotic resistance

*Bu galisma: 6. Ulusal Tarnisal ve Molekiiler Mikrobiyoloji
Kongresinde poster bildiri olarak sunulmugtur (15-19
Haziran 2010, Ankara).
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Giris

Enterococcus cinsi bakteriler 1984 yilindan dénce
simiflandirmada  Strepfococcus  cinsi igerisinde  yer
almaklaydi. Diskidan izole edilen, mannitol ve laktozu asit
olusturarak  fermente  eden Gram poziuf koklar
Streptococcus  faecalis olarak  adlandinlmistir,  1940°h
yillarda karbonhidrat fermentasyon reaksiyonlan ile farkh
ikinci bir fekal bakteri cinsi tamimlanarak, Streptococcus
faecium olarak isimlendirilmigtir (1). 1984 yilina kadar,
Lancefield tarafindan, D grubu streptokoklara dahil edilen
enterekoklarm, 1984 yilinda DNA-DNA ve DNA-RNA
hibridizasyon c¢alismalan ile bunlarim  streptokoklardan
farkhilif ortaya konmug ve buna bagh olarak enterokoklar
ayr1 bir cins olarak kabul edilmistir (2). Enterokoklar
gegitli antibiyotiklere dogal direngli olmalan ve yeni
diren¢ gelistitme vyeteneklerinden dolayr son willarda
hastane enfeksivonu etkenleri agisindan da  dnem
kazanmustir (3).

Bugiine kadar 35 enterokok tiirii tammlanmgtir. Ama
klinik olarak en dnemli iki patojen Enterococcus faecalis
(E. faecalis) ve E. faeciwm olarak bildirilmistir. Tiim
enterokok  enfeksiyonlarimn  %80’inden  bu  iki
mikroorganizmanin soramlu oldugu saptammis olup E.
avium, E. casseliflavus, E. flavescens, E. durans, F.
raffinosus, E. gallinarum ve E. mundtii’ninde daha az
siklikla  insanlarda  enfeksiyvonlara neden  oldugu
belirlenmistir (1). E. faecalis insan ve hayvan digkisinda
bulunan fekal orijinli bir tiir olup bu bakterilere insan ve
memeli hayvanlann diskist disinda toprak, su, bitki ve
bticek gibi farkhi cevrelerde rastlanabilecegi bildirilmistir
(4). Enterokoklar probiyotik olarak gida iiriinlerinde genis
bir kullanim alanina sahiptir. Eaferococcus cinsi iginde yer
alan E. faecium ve E. faecalis gida endiistrisi ve dzellikle
de siit endiistrisinde en dnemli tiirlerdir (5).

E. faecalis’in ve diger laktik asit bakterilerinin baz
turlerinin klinik enfeksiyonlara, ozellikle de endokartite
sebep olduklan bilinmektedir. Giniimiizde Enterococcus
tiirlerinin gida firetiminde starter kiiltir ve/veya probiyotik
olarak kullamlmalarma bazi bilim adamlan sicak
bakmamaktadirlar. Enterokoklar genellikle giivenli kabul
edilen (GRAS- Generally Recognized As Safe)
mikroorganizmalar statiisiinde degildirter. Gida yoluyla
alinan antibiyotik direnci ofan suslann, insan barsak
florasinda bulunan diger bakterilerin antibiyotik direnci
kazanmasina yol acabilecegi distiniilmektedir  (6).
Genellikle gida kaynakh vankomisin direncli enterokoklar
(VRE), hastane kaynakli VRE izolatlarindan daha diisiik
oranda  virulans faktorii tasitlar,.  Gida  kaynakh
enterckoklarin  heniiz direkt klinik enfeksiyonlara yol
agtif rapor edilmemistir (7,8).

Gidalarda bulunabilecek enterokok tiirleri ve direng
durumlarimin ~ belirlenmesi  insan  sagh@  acisindan
onemlidir. Bu sebeple ilimizde cesitli siipermarket ve
kasaplarda titketime sunulan kinmzi et kiymasi ve tavuk
eti  pargalarindan  izole edilen enterekok tiirlerinin
tiplendirilmesi ve antibiyotik direncinin  arastirilmasi
amaglanmistir,
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Gerec ve Yontem

Bu calismada, Subat ve Aralik 2010 tarihlerinde
Mersin ilinde bulupan 20 farkh market ve 20 farkh
kasaptan toplam 40 adet kirmzi et kiymasi ve 40 adet
tavuk el pargalan toplandi. Aym market veya kasaptan
tekrarlayan ornek alinmadi. Her dmekten yaklasik 25 gr
ahnarak Triptik Soy Broth besiyeri iceren steril kaplara
konularak bekletmeden bir saat igerisinde Mersin
Universitesi Ttp Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Bakteriyoloji Laboratuvari™na ulastirildi,

Triptik Soy Broth besiverinde homojenize edilen
orneklerden steril insiilin enjektori ile 100 pl alinarak
Enterococcosel Agara ekim yapildr (BioMerieux, Fransa).
Etiivde 37°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra, ireyen
koloniler sayildi. Enterococcosel Agar’da 25 ve 250 koloni
arasinda treyen eskulin pozitif kolonilere Gram boyama
ve katalaz testi yapuldi (9). Gram boyamada, Gram pozitif
kok morfolojisinde katalaz negatif koloniler, Gram pozitif
identifikasyon paneli ile VITEK tam otomatize bakteri
identifikasyon cihazinda (VITEK 2, BioMerieux) tir
diizeyinde tiplendirildi. Daha sonra Mueller Hinton agarda
(BioMerieux, France) antibiyotik duyarhilik testi Clinical
Laboratory Standarts Institute (CLSIYun 2011 klavuzunda
onerilen sekilde vapildi (10). Enrterococcus spp. olarak
tiplendirilen 6rneklerin kiiltiirlerinden 3-5 koloni alimp 4-5
ml'lik triptik soy broth'da homojenize edilerek 0.5 Mc
Farland  bulamkhgna  ayarlandi.  Hazulanan  bu
siispansiyondan steril ekilvyonlu c¢ubuklaria Mueller-
Hinton agar plaklanmn viizeyine ekim yapldi. CLSI
2011’in Onerdigi  sekilde  ampisilin,  eritromisin,
kloramfenikol,  gentamisin, norfloksasin, penisilin,
linezolid. teikoplanin ve vankomisin antibiyotik diskleri
agar yiizeyine disk dagiticr  (dispenser) yardimuyla
yerlestirildi. Etiivde 37°C*de 16-18 saatlik inkiibasyondan
sonra antibiyotik diskleri etrafindaki zon caplan CLSI
201 1in kriterleri goz dnline alimarak degerlendirildi.

Homojenize edilen tavuk eti par¢alarimin her birinden
steril insiilin enjektérii ile 100 ul ahimp Hektoen enterik
agara (Himedia, India) ekilerek diger enterik bakteri
tirlerinden olan Salmonella spp. ve Shigella spp. varh@
arastinldi.

Bulgular

Calisma sonucunda, 40 adet kirmizi et krymas
drneginin 11%inde (%27.5) enterokok tiril mikroorganizma
saptandi. Bir &rmekte hem E. faecalis hem de E. hirae
liredigi goriildii. [zole edilen bu 12 izolatin besi E. faecalis
(%A1.7). ikist E. faecium (%16.7), ikisi E. hirae {%16.7)
digerleri E. durans (%8.3), E. gallinarum (%8.3) ve E.
raffinosus (%8.3) olarak tiplendirildi (Tablo 1). izolatlarin
antimikrobiyal direng profilleri degerlendirildiginde iki
izolatin ampisilin ve eritromisine, bir izolatin sadece
ampisiline diren¢li oldugu belirlendi. Cahsilan  diger
antibivotiklerden kloramfenikol, gentamisin, norfloksasin,
penisilin, linezolid. teikoplanin ve vankomisin karg: direng
tespit edilmedi.
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Tablo 1. Ureyen enterokok tiirlerinin dagilimi

Enterokok tiirii

Kirmizi et kiymasi (n=40)

Tavuk eti (n=40)

E. faecalis

E. faecium

E. hirae

E. durans

E. gallinarum
E. raffinosus
E. cecunum
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Toplam

Caligmada farklh market ve kasaplardan toplanan 40
tavuk eti parcasimin 5’inde (%12.5) enterokok tiirii
mikroorganizma saptandi. Bunlarn ikisi E. faecalis, biri E.
faecium ve ikisi E. cecunum olarak tiplendirildi (Tablo 1).
Tavuk eti parcalarindan elde edilen izolatlarda ampisilin,
eritromisin, kloramfenikol, gentamisin, norfloksasin,
penisilin, linezolid, teikoplanin ve vankomisin kars1 direng
tespit edilmedi. Tavuk etlerinin Hektoen Enterik Agar’da
yapilan kiltiri sonucunda Salmonella spp. ve Shigella
spp. saptanmadi.

Calismada kirnmzi et orneklerinde Subat, Ekim,
Kasim, Arahk, tavuk eti drneklerinde ise Subat, Mayis,

Tablo 2. Aylara gore tireyen enterekok tiirlerinin dagilim

Haziran, Eyliil, Ekim, Kasim, Aralik aylarinda herhangi
bir enterokok tiirii izole edilmedi. Diger aylarda izole
edilen enterokok tirlerinin dagilimi  Tablo 2°de
goriilmektedir. Et orneklerinden izole edilen enterokok
tirlerinin altist market (ii¢ E. faecalis, iki E. faecium, bir
E. hirae), alus1 kasaplardan alinan 6rnekte (iki E. faecalis,
bir E. hirae, bir E. durans, bir gallinarum, bir FE
rafinossus) saptandi. Tavuk etlerinden izole edilen
enterokok tiirlerinin iicii market (bir E. faecalis, bir E.
faecium, bir E. cecunum), ikisi kasaplardan alinan &rnekte
(bir E. faecalis, bir E. cecunum) izole edildi.

Aylar Enterokok tiirii Kirmizi et kiymasi Tavuk eti
Mart E. faecalis 1 |
Nisan E. faecium 2 1
E. faecalis 1 -
Mayis E. durans 1 -
E. faecalis | -
Haziran E. gallinarum | -
Temmuz E. raffinosus 1 -
E. cecunum - 1
E. faecalis 1 1
Agustos E. cecunum - 1
Eyliil E. faecalis 1 -
E. hirae 2
Toplam 12 5
Tartisma artmasina neden olmustur (14,15). Brezilya’da Gomes ve
ark. (9) tarafindan yapilan bir cahsmada, et ve peynir
Enterokoklarda  beta-laktam  antibiyotiklere  ve orneklerinden izole edilen E. faecalis’in tetrasikline %31,

aminoglikozidlere 1980’1li yillarda direncin ortaya ¢ikmasi
tizerine vankomisin uzun yillar tek uygun antibiyotik
olarak kullanilmistir. VRE’ler ilk kez 1988 yilinda Uttley
ve ark. (11) tarafindan ingiltere’den bildirilmistir. Bunu
diger Avrupa iilkeleri ve ABD’'den bildirilen olgular ve
VRE epidemileri izlemistir. Tiirkiye'den de ilk olgu 1998
yilinda Akdeniz Universitesi’nde saptanmus olup ilerleyen
yillarda iilkemizdeki cesitli  hastanelerden degisen
oranlarda VRE olgular bildirilmistir (12,13).

Yaptigimiz bu c¢alismada, kirmizi et kiymasi ve
tavuk eti parcalarindan enterekok tiirlerinin izolasyonu ve
antibiyotik direncinin arastirnllmasi amaclanms olup, cig
kiyma Orneklerinin %27.5’inde ve tavuk eti orneklerinin
ise %12.5%inde enterokok susu izole edilmistir. izolatlarin
hepsi vankomisine ve teikoplanine duyarli olarak
bulunmustur.

Giiniimiizde tiim diinyada enterokoklarda vankomisin
direncinin yayilmasi endise yaratmaktadir. VRE’nin
hastane enfeksiyonlarindan izolasyon sikh@imnin artmasi ve
hayvanlardan oldugu kadar hayvansal gidalardan da izole
edilmeleri bu bakteriye verilen &nemin biitiin diinyada
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eritromisine %10 ve gentamisine %22.5 oraninda direngli
oldugu bildirilmis olup E. faecium izolatlarinda direng
tetrasikline %6.5 ve eritromisine %9 olarak belirlenirken,
lic E. faecium izolat vankomisine direncli ancak diger
antibiyotiklere duyarli olarak belirlenmistir. Fas’da yapilan
bir ¢alismada, et, mandira ve sebzelerden izole edilen 23
E. faecalis ve 15 E. faecium izolatimin tiimii ampisilin,
penisilin ve gentamisine duyarl olarak belirlenmistir (16).
Messi ve ark. (17) et ve cevre Orneklerinde yaptiklan
calismada izolatlar icerisinde etlerin %10.7'sinde vanA
izolatlart (11 E. faecium, Ug E. faecalis, ii¢ E. casseliflavus
ve li¢ E. gallinorum izolat1), %8.3’iinde vanB (dokuz E.
faecium, bes E. faecalis izolat)) ve %16’smda vanC
fenotiplerini (sekiz E. casseliflavus, 16 E. gallinorum ve
lic E. flavescens izolat1) saptammslardir. Ayni1 cahismada
cevre Orneklerinde bulunan enterokoklarin %0.7°si vanA
(iki E. faecium, bir E. faecalis izolat), %14.5’u vanB (37
E. faecium, 28 E. faecalis izolat1) ve %11.4’1 vanC
(13 E. casseliflavus, 31 E. gallinorum ve yedi E.
flavescens izolat1) susu olarak tespit edilmistir. Calismada
cevre ve et’lerden izole edilen VRE ve vankomisin duyarh
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enterokok (VSE-Vancomycin Sensitive Enterococcus)
izolatlarinin diger antibiyotiklere direng paternleri arasinda
herhangi bir fark gériilmemis olup et ve ¢cevrenin VRE icin
onemli bir rezervuar oldugu vurgulanmustir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda; et ve el iiriinlerinde,
siit ve siit diriinlerinde enterekoklar arastirilmistir. Sengun
ve ark. (18) yaptiklann calismada Tiirkiye'nin sekiz farkli
bélgesinden gelen tarhana orneklerinde toplam olarak
Gram pozitif ve katalaz negatif 226 izolat izole etmislerdir.
Cahsmada izolatlarin sadece fenotipik ve genotipik (rep-
PZR) yonemlerle tiplendirilmesi yapilmis olup, izolatlarin
%12’s1 E. faecium olarak saptanmigtir. Citak ve ark. (19)
tarafindan yapilan calismada, 30 beyaz peynir Grnegi
kiiltir ve biyokimyasal ydntemlerle ¢alisilmig ve testler
API 20 Strep Sistemi ile dogrulanmustir. Beyaz peynir
orneklerinden 101 Enferococcus spp. izole edilmis bu
izolatlanin 62°si E. faecalis, 25’1 E. faecium, T'si E.
durans, 5’1 E. mundtii ve 2’si E. hirae olarak saptanmis
olup yapilan disk difiizyon testi sonucunda izolatlarda
streptomisin, eritromisin, oksasilin ve vankomisin direnci
siklikla  goriilmiistiir.  Vankomisin direnci E. faecalis

izolatlarimin ~ %96.8’inde, E. faecium  izolatlarinin
%76’sinda  saptanmistir  ve bu izolatlara en etkili
antibiyotiklerin ~ ampisilin -~ ve  imipenem  oldugu

bildirilmistir. Inat (20), 20 adet deneysel yolla iiretilmis
pastirma ile birlikte 20 adet de 6zel bir sirkette ticari olarak
iiretilen pastirma 6rnegini mikrobiyolojik ve biyokimyasal
olarak incelemistir. Calisma sonucunda laktobasil,
enterobakteriler, maya ve kiif ve enterokok orammnin
pastrma iretiminde kullamlan ette en yiiksek degerde
oldugun saptannus olup ¢alismada pastirma iiretimi
sirasinda kullanilan ¢ig materyallerin (6zellikle et, buy otu
tohumu unu ve toz kirmuzi biber) hijyenik kalitelerinin
onemli oldugu ve isci elleri ile ekipmanlarin da 6nemli bir
kontaminasyon kaynag: oldugu bildirilmistir. Togay ve
ark. (21) tarafindan yapilan calismada 20 peynir, 10 sosis
ve 20 zeytin Orneginden 84 (69 izolat peynirden, sekiz
izolat sosisten, 7 izolat zeytinden) enterokok susu izole
edilmis olup bunlann 16’s1 E. faecium ve 68’1 E. faecalis
susu olarak tiplendirilmistir. Bu suslar icerisinde sosis ve
peynir Orneklerinden izole edilen iki E. faecalis susunda
vanB direng geni saptandi@ bildirilmistir.

Bu calismada kirnmzi et kiymasit ve tavuk eti
parcalarindan  izole edilen  enterokok  suslarinda
vankomisin direnci saptanmamg olsa da Togay ve ark.
(21) sosis ve peynir Orneklerinden izole edilen iki E.
faecalis  susunda vanB direng geni belirlemislerdir.
Antibiyotik direncinden sorumlu gen bolgeleri plazmidler
aracihifiyla baska Dbakterilere aktarilabilmektedir. Bu
diren¢ genlerinin gida zinciri yoluyla insanlarin barsak
florasindaki bakterilere aktarilmasi insan saghigt icin
onemli bir risk faktorii olup antibiyotik tedavisini
kisitlamaktadur.

1997 wilinda, hayvan yetistiriciliginde avoparsin
kullantmimin Avrupa capinda yasaklanmasinin ardindan
VRE prevalansimin énemli dlgiide diistiigii bildirilmis olup
cesitli iilkelerde yapilan cahsmalarda, gidalardan izole
edilen enterekok izolatlant klinik agidan onemli olan
penisilin ve vankomisin gibi antibiyotiklere duyarh olarak
saptanmustir (22,23).
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Ulkemizde 30 Haziran 1999 tarihinde avoparsinin
yemlere katilmasi vasaklanmistir (24). Celik ve ark. (25)
tarafindan yapilan c¢alismada VRE izolasyon oraninin
kanathilarda %0.25 gibi olduk¢a diisiik bir degere ulastig
belirlenmistir.  Bu  sonucun, Tirkiye’de 1999 yihinda
hayvan yemlerine gelismeyi artirict olarak avoparsin
katilmasinin yasaklanmasinin sonucu olarak ortaya ¢iktig

diistiniilmektedir.
Gidalarin  Giretim  siirecinde olast  kontaminasyon
kaynaklarinin  belirlenmesi  6nemli olmakla birlikte

aidalarin saklama ve depolama kosullarindaki tehlikelerin
analiz edilmesi de son derecede dnemlidir. Enterokoklar
GRAS statiisiinde mikroorganizmalar olmadig igin et ve
et tiriinlerinde Enterococcus cinsine ait suslarin antibiyotik
direncliligi ve direng transfer ozellikleri ile ilgili daha fazla
calismamin yapilmasi gerektiini diigsiinmekteyiz. Ayrica
bu ¢alisma sonucunda et kiymasi ve tavuk eti pargalarinda
enterokoklarin  saptanmast  hayvan kesim islemi ve
kiymalarin hazirlandifi ortamdaki sanitasyonun yeterli
olmadigin1 gostermektedir. Bu nedenle hayvan kesim ve
sunumu ile ugrasanlarin egitimi ve bu ortamlarin hijyen
kurallarina uygun hale getirilmesi gerektigi sonucuna
varilmstir.
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