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Oz

Caligmamizda Eyliil -Aralik 2020 tarihlerinde 20 ¢ig siit, 20 peynir, 20 ¢ig tavuk eti, ve 20 ¢ig et olmak iizere 80 adet gida iiriiniinden
izole edilen Enterococcus izolatlarinin tanimlanmasi i¢in temel biyokimyasal testler ve identifikasyon islemi MALDI-TOF Kiitle
Spektrofotometresi ile yapilarak 60 izolattan 42 (%70) Enterococcus faecalis ve 18 (%30) Enterococcus faecium tiirli izole edilmistir.
E.faecalis ve E.faecium tirlerinin Kirby-Bauer disk difiizyon metoduyla antibiyotik direng profilleri, lipaz, jelatinaz, DNaz
aktiviteleri, hemolitik aktivitesi, S tabakasi varlig1 ve biyofilm aktiviteleri incelenmistir. E.faecalis tiirlerinin en fazla duyarli oldugu
antibiyotikler %100 kloramfenikol, streptomisin, vankomisin ve teikoplanin, %97,6 gentamisin ve norfloksasin, %95,2 ampisilin,
%92,8 siprofloksasin olarak saptanmustir. En fazla direnglilik gosterdigi antibiyotik %90,4 tetrasiklindir. E.faecium tiirlerinin en fazla
duyarli oldugu antibiyotikler %100 ampisilin, kloramfenikol, streptomisin, gentamisin, vankomisin ve teikoplanin, % 77,7
siprofloksasin, %72,2 norfloksasindir. En fazla direnglilik gosterdigi antibiyotik %61,1 tetrasiklindir. Lipaz ve jelatinaz aktiviteleri
tiimiinde negatif, DNaz aktiviteleri ise tiimiinde pozitif sonug vermistir. S tabakas1 varlig1 E.faecalis’te %83,3 ve E.faecium’da %16,6
bulunmustur. Biyofilm aktiviteleri Kongo Red Agar’da 60 adet Enterococcus spp. tiirii bakterinin 2°si (%3.3) kuvvetli, 22°si (%36.6)
orta kuvvetli, 36’s1 (%60) zayif biyofilm pozitif tiretmistir. Mikroplak yonteminde E.faecalis’te 32’si (%53,3) zayif, 8’1 (%13,3) orta
kuvvetli, 2’si (%3,3) kuvvetli biyofilm iiretmistir. E.faecium’da 17’si (%28,3) zayif, 1’i (%1,6) orta kuvvetli biyofilm iiretmistir.
Kuvvetli biyofilm {ireten Enterococcus tiirleri saptanmamustir.

Anahtar Kelimeler: Gida, Enterococcus, Viriilans 6zellikler, Viriilans genler, Biyofilm olusumu, Antibiyotik direngliligi, Disk
diflizyon.

Determination of various virulence properties and biofilm formation

antibiotic resistance of enterococcus species isolated from food
samples

Abstract

In our study, basic biochemical tests and identification process for the identification of Enterococcus isolates isolated from 80 food
products, including 20 raw milk, 20 cheese, 20 raw chicken meat, and 20 raw meat, between September and December 2020, were
performed with MALDI-TOF Mass Spectrophotometer and 42 of 60 isolates were identified. (70%) Enterococcus faecalis and 18
(30%) Enterococcus faecium species were isolated. Antibiotic resistance profiles, lipase, gelatinase, DNase activities, hemolytic
activity, presence of S layer and biofilm activities of E.faecalis and E.faecium species were investigated by Kirby-Bauer disc diffusion
method. The antibiotics to which E.faecalis species were most susceptible were found to be 100% chloramphenicol, streptomycin,
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vancomycin and teicoplanin, 97.6% gentamicin and norfloxacin, 95.2% ampicillin, 92.8% ciprofloxacin. The antibiotic with the
highest resistance is 90.4% tetracycline. The antibiotics to which E.faecium species are most susceptible are 100% ampicillin,
chloramphenicol, streptomycin, gentamicin, vancomycin and teicoplanin, 77.7% ciprofloxacin, 72.2% norfloxacin. The antibiotic
with the highest resistance is 61.1% tetracycline. Lipase and gelatinase activities were negative in all, and DNase activities were
positive in all. Presence of S layer was found 83.3% in E.faecalis and 16.6% in E.faecium. Biofilm activities of 60 Enterococcus spp.
on Congo Red Agar. Of the bacteria, 2 (3.3%) were strong, 22 (36.6%) were medium strong, and 36 (60%) were weak biofilm
positive. In the microplate method, 32 (53.3%) weak, 8 (13.3%) medium-strong, 2 (3.3%) strong biofilms were produced in
E.faecalis. In E.faecium, 17 (28.3%) produced weak biofilms and 1 (1.6%) produced medium-strength biofilm. Strong biofilm-

producing Enterococcus species were not detected.

Keywords: Food, Enterococcus species, Enterococcus, Enterococci, Virulence determinants, Virulence genes, Biofilm formation,

Antibiotic resistance, Disc diffusion.

1. Giris

Enterococcus’lar, insan ve hayvanlarda gastrointestinal
florada bulunup ve hayvanlardan elde edilen besin iiriinlerinde
oldugu gibi insan ve hayvan kaynakli kanalizasyon ve. fekal
materyaller tarafindan kontamine olmus ortamlarda yaygindirlar
[1], [2]. Hayvanlarin bagirsak florasindaki yayginliga gore
hayvansal gidalar basta olmak iizere pek c¢ok gidada
bulunabilirler. Bu ylizden bazi c¢alismalarda FE.faecalis ve
E.faecium’un  fekal  kontaminasyon  goOstergesi  olarak
degerlendirildigi goriilmektedir [3]. Enterococcus’larim gidalarda
yetersiz hijyen indikatorii olarak degil ayn1 zamanda gidanin bir
pargasi olarak da g6z Oniine alinmasi gerekmektedir [3], [4].
Ayn1 zamanda Enterococcus’lar 1s1l islem gérmiis et {irinlerinde
yiiksek sicakliga karst direngli olma o6zelliginden dolay1
pastorizasyon sonrasi canli kalirlar. Dilimleme ve paketleme gibi
islem basamaklarinda c¢apraz kontaminasyona bagli olarak
iirinde bozulma yapabilmektedirler. Bu bakteriler, istenmeyen
ozelliklerinin yaninda bir¢ok yararli 6zelliklerinden dolay1 gida
endiistrisinde starter, yardimeci kiiltiir (adjunct) ve probiyotik
olarak da kullanilmaktadir [3], [4], [5]. Normal floranin firsatgi
patojenleri olarak taninan Enterococcus lar, hastane enfeksiyon
etkenleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Bazi suslarinin
yararli Ozelliklerinin yaninda FEnterococcus’larin en yaygin
hastane kaynakli patojenlerin arasinda yer aldigi, 6zellikle de E.
faecium ve E. faecalis’in firsat¢i patojen oldugu, bakteriyemi ve
endokarditisin gibi hastaliklarla beraber iriner sistemde ve
merkezi sinir sistemi gibi dokularda enfeksiyonlara neden
olabildigi  bildirilmektedir.  Enterococcus’larn  patojenite
mekanizmalarinda vankomisin gibi bazi antibiyotiklere direng
ozelliklerinin ve sahip olduklari gesitli viriilans faktorlerinin
o6nemli rolii oldugu belirtilmektedir [4].

Enterococcus’larin  insan  sagli@i  agisindan  dikkat
¢ekmesinin  nedenlerinden  biri  antibiyotiklere  direng
ozellikleridir. ~ Antibiyotik  direncliligi, Enterococcus larin

hastane ortaminda canliligini siirdiirmesine ve direngli suslarin
yayllmasina neden olmaktadir. Enferococcus’larin antibiyotik
direnci dogal ve kazanilmig direng seklinde siniflandirilmaktadir.
Sefalosporinler, aminoglikozitler, polimiksinler, linkomisin ve

klindamisine karsi olusan direng dogal direng olarak
tamimlanmaktadir. Makrolitler, tetrasiklinler, kloramfenikol,
trimetoprim  sulfametoksazol, rifampisin, aminoglikozitler,

glikopeptitler (vankomisin ve teikoplanin vb.) ve ampisiline
karsi olusan dirence ise kazanilmis diren¢ denilmektedir.
Ampisilin,  vankomisin ve gentamisin, c¢oklu antibiyotige
direngli Enterococcus’larin tedavisinde klinik alanlarda yaygin
kullanilan antibiyotiklerdir. Son yillarda vankomisinin yaygin
kullanim1 sonucu vankomisine direngli Enterococcus (VRE)
suslarinin sayisinda ve bununla beraber hastane kaynakl ytiksek
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vankomisin direncine sahip Enterococcus larin
oraninda arti§ gézlenmistir [6].

Enterococcus’larin  patojenitesi hem antibiyotiklere olan
direngleri hem de viriilans faktorleri ile iligskilendirilmektedir.
Virulans faktorleri olarak agregasyon materyalleri, jelatinaz,
hiicre dis1 yilizey proteini bunlara 6rnek olarak verilebilir.
Jelatinaz, jelatini, kollajeni, hemoglobini hidrolize eden bir
hiicre disi  metallo-endopeptidaz  enzimidir.  Gidalardaki
E faecalis suslarinda jelatinaz iiretim orani, c¢alismalarda
genotipte jelatinaz geninin bulunmasina karsilik fenotipte bu
ozelligi goéstermemesi lizerine degisiklik gosterebilmektedir.
Hiicre dis1 yiizey proteininin adhezyonda ve konakg1 bagisiklik
sisteminden korunmada rol oynadigi dislinilmektedir.
Patojenlerin konak¢1 dokudaki hiicre digi matrikse tutunmasi
enfeksiyona yol acabilmektedir.  Lipaz, besinlerle alinan
yaglarin yapi taglarma kadar parcalanmasi ve viicutta
kullanilabilir hale getirilmesinden sorumlu olan enzimdir. Bu
enzim sayesinde trigliserid formunda viicuda alinarak sindirim
kanalinda ilerleyen yaglar, yag asitleri ve gliserole
doniistiiriilerek emilime hazir hale getirilir. Gidalarda bulunan
Enterococcus tirleri lipaz enzimine dayaniklidir ve aktivite
sonuglari zayif veya negatiftir [7].

DNAz, DNA'daki fosfodiester baglarini kesen, DNA'y1 kisa
oligoniikleotit parcalarina ya da tamamen bilesenlerine ayiran bir
enzimdir. E.faecalis ve E.faecium tirleri DNA bozunmasina
neden olan bu enzime sahiptirler. Hiicre zarfinin bir pargasi olan
S tabakasinin yapisinda protein ve glukoprotein vardir.
Enterococcus tiirlerinde S-tabakasi peptidoglikan tabakaya
baglidir (dis membran yoktur). S-tabakasi hiicreyi iyon ve pH
degisimleri disinda ozmotik basing ve yabanci enzimlere karsi
da korur ve bazi bakteri hiicrelerinde seklin olusumunda ve
zarfin saglamliginda rol oynar. Enterococcus tiirlerinin ¢gogunda
S tabakasi olusumu pozitif gézlenir [8].

En yaygin iki Enterococcus tliri olan E.faecalis ve
E faecium, c¢esitli biyotik ve abiyotik yiizeylere geri
dondiiriilemez sekilde eklenmis bir hiicre popiilasyonundan
olusan, ekzopolimerik maddelerin hidratlanmis bir matrisine
yerlestirilmis biyofilm tiretebilir [9]. Biyofilm, ¢esitli biyotik ve
abiyotik ylizeylere geri dondiiriilemez sekilde baglanmis ve
ekzopolimerik maddeler, proteinler, polisakkaritler ve niikleik
asitlerin  hidratli bir matrisine yerlestirilmis bir hiicre
popiilasyonudur [10]. Biyofilmlerin yok edilmesi ¢ok zordur ve
bir¢ok kronik enfeksiyonun kaynagidir [11]. Biyofilmlerdeki
Enterococcus’lar, planktonik olarak biiyliyen
Enterococcus’lardan daha antibiyotiklere karsi daha direnglidir,
bu nedenle biyofilm olusumunun potansiyel etkisi onemli
olabilir [9].

Arastirmamizin amaci, Enterococcus tiirlerinin tiiketime
sunulan gesitli gida orneklerinden izolasyonu, identifikasyonu,
antibiyotik direngliligin, biyofilm {tretimlerinin ve fenotipik
viriilans 6zelliklerinin arastirilmasidir.

invazyon
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2. Materyal ve Metot

2.1. Gida Orneklerinin Toplanmasi

Eyliil-Aralik 2020 tarihleri icerisinde, Ankara’da bulunan
cesitli market, ciftlik, sokak saticilar1 ve pazarlarinda satisa
sunulan 20 ¢ig siit, 20 peynir, 20 ¢ig tavuk (gdgiis, but, kanat),
20 ¢ig et (gerdan, antrikot, dos, sirt) olmak tizere toplam 80 gida
ornegi materyal olarak kullanilmugtir. Ornekler soguk zincir

kosullarinda, steril kaplarin i¢inde laboratuvar ortamina
getirilmis ve ayni giin i¢inde ¢alisma yapilmustir.
2.2 Gida  Orneklerinde  Enterococcus

izolasyonu ve On Tanimlamasinin Yapilmasi

Arastirmamizda Enterococcus spp. izolasyonu igin, Tiirk
Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’'nde
belirtilen esaslara gore yapilmigtir [12]. Kiiltlirel yontemlere
gore izolatlarin 6n tanimlamasi metotta 2 asamada yapilmustir:

2.2.1. On zenginlestirme

Alman 6rnekler 9:1 oraninda Tamponlanmis Peptonlu Su’ya
(Peptone Water) konulmustur. 24 saat 37°C ‘de inkiibe edilmigtir
[12].

2.2.2. Zenginlestirme

107! diliisyondan Slanetz-Bartley Agar’da (SBA, Merck,
105262) ekim yapilarak 48-72 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.
SBA besiyerinde iireyen tipik kirmizi ve pembe renkteki
koloniler kanli agara pasajlanarak 24-48 saat 37°C’de
inkiibasyona birakilmigtir [12].

2.3. Bakteri izolatlarimin Tiir Tanimlamalar1

On tamimlanmasi yapilan izolatlarm tiir tanimlamalari
Crystal Gram Positive Kit (BD BBL) ile yapilmig ve 60 bakteri
orneginin  tamaminin  tirdi  Enterococcus  spp. olarak
belirlenmistir. izolatlarm tiir tayini Saghk Bakanhigi’nin
Mikrobiyoloji Referans Laboratuvari ve Biyolojik Uriinler Daire
Bagkanligi‘na ait Ulusal Mikrobiyoloji Laboratuvar’inda
MALDI TOF MS kiitle spektrometresi ile yapilmistir. Pozitif
Kontrol olarak E.faecalis ATCC 29212 susu kullanilmigtir.

2.4. lizolatlarin  Antibiyotik  Direnglilik

Profillerinin Belirlenmesi

Enterococcus spp. izolatlarinin antibiyotik direncliligi ve
duyarliligi Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI
2013) kurallarina belirlenen antibiyotiklere (gentamisin (10
mcg), tetrasiklin (30 mcg), eritromisin (15 meg), kloramfenikol
(30 mcg), streptomisin (30 mcg), ampisilin (10 mcg),
vankomisin (30 mcg), siprofloksasin (10 mcg), norfloksasin (10
mcg) ve teikoplanin (30 mcg)) Kirby-Bauer disk diflizyon
yontemiyle yapilmistir. Mueller Hinton Agar’da, inkiibasyon
stiresi bitiminde disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonlarinin
caplar1 dl¢ililmiistiir [13].

2.5. lzolatlarin Fenotipik Viriilans Profilinin

Belirlenmesi

Hemolitik aktivite Koyun Kanli Agar’da 37°C’de ve 24
saatte lireyen bakteri kolonilerinin hemolitik aktivitesi
gevresinde eritrositlerin pargalanarak bir zon olusturmasina gore
degerlendirilmistir [14].

Lipaz aktivitesi Tributyrin Agar'da 25-30°C'da 2-3 giin
inkiibe edilmistir. Besiyeri bilesimindeki tribiitirinin bulanikliga
neden olup olmadigi incelenmistir [15].

Jelatinaz iiretimi, jelatin ortamu1 (Nutrient Gelatine) {izerinde
cam tiipler igerisinde 5 mL besiyeri kullamlarak yapilmistir. Oze
ile siv1 besiyerinden alinan bakteri O6rnegi jelatin besiyerine
daldirma yontemi ile ekilmistir. 37°C'de 10-30 giin inkiibe
edilmistir [16].

e-ISSN: 2148-2683

DNaz aktivitesi, DNaz Agar iizerinde belirlenmistir. DNaz
besiyerine ekimi yapilan bakterilerin {izerin %8.3’lik HCI
damlatilmis ve bakterilerinde etrafinda seffaf zon olusumu
gozlemlenmisgtir [17].

Yiizey tabakasinin (S-tabakasi) varligi, 0.1 mg/mL
Coomassie Brilliant Blue R 250 ile gii¢lendirilmis TSA besiyeri
iizerindeki kiiltlirlerin ¢izilmesi ile degerlendirilmistir. TSA
besiyerine eklenen 0.1 mg/mL Coomassie Brilliant Blue
iizerinde besiyerindeki proteinlerin pargalanmasi sonucunda
kolonilerin koyu mavi renkte iiredigi gézlemlenmistir [18].

Resim 1.TSA-C besiyerinde Enterococcus’larin goriintisii
2.6. Biyofilm Olusumu

2.6.1. Kongo Red Agar Yontemi

Biyofilm olusumuna Kongo Red Agar yoOntemi ve
Mikroplak Yontemi ile bakilmistir. Suslar kongo kirmizili agara
ekim yapildiktan sonra 25°C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda,
kuru kristalize siyah koloniler olusturan suslar biyofilm pozitif,
kirmizi veya pembe renkli koloni olusturan suslar ise biyofilm
negatif olarak degerlendirilmistir. Koyuluk derecesine gore
sonuglar +, ++, +++ seklinde degerlendirilmistir.

Resim 2. Enterococcus tiirlerinin Kongo Red Agar’da
biyofilm aktiviteleri

2.6.2. Mikroplak Yontemi

Saflagtirilmis Enterococcus tiir kolonileri, 10 mL Tripton
Soy Broth’da siispanse edilmis 37°C'de 18 saat siireyle inkiibe
edilmis ve 2 dakika boyunca 12.000 rpm'de santrifiijlenmistir.
Hiicre topaklar1 fosfat tamponlu ¢ozelti (PBS) i¢inde, yapisma
ozellikleri, negatif kontrol olarak steril TSB iceren steril 96
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kuyucuklu polistiren mikrotitre plakalarmin oyuklar1 yoluyla
tespit edilerek yikanmis E. faecalis 29212 pozitif kontrol olarak
kullanilmistir.  Mikrotitre plakalar1 24 saat 37°C'de inkiibe
edilmis, steril PBS ile yikanarak 28 + 2 ° C'de kurumaya
birakilmistir. Kristal viyole ile boyanip 30 dakika beklenmistir.
Kuyucuklar tekrar sterilize edilmis deiyonize su ile yikanmis ve
oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Yapisik hiicrelere
baglanan kristal viyole boya 150 mL %99 etanol i¢inde yeniden
siispansiyon haline getirilmig, ilgili kuyucuklardaki OD
okumalart 570 ve 595 nm’de bir mikroplaka okuyucu ile
degerlendirilmistir. Asagidaki tablolarda belirtilen deger
araliklarina gore “+,++,+++” seklinde degerlendirilmistir [19].

Tablo 1. Mikrotiter plaka yonteminde biyofilm olusturma
yeteneginin siniflandirilmasi

Cut-off degeri
hesaplama

OD degerleri
sonuclarinin ortalamasi

OD > 4 x ODc OD > 0.236 (Giiglii)

2x0Dc<0OD<4x0ODc 0.118 <OD <0.236 (1liman)

ODc < OD < 2 x ODc¢ 0.059 <OD < 0.118 (Zayif)

OD < 0.059 OD < 0.059 (Higbiri)

Resim E.4. Enterococcus tiirlerinin mikroplak yéntemiyle
biyofilm aktiviteleri
3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

Tablo.2. Gida érneklerinden izole edilen Enterococcus tiirlerinin
izole edildikleri materyallere gére dagilimlar

E.faecalis E. faecium
Gida Tpplam
ornek adi . . Izolat
Izolat % Izolat % Sayist
sayis1 sayis1
Cig Siit 17
(n=20) 11 55 6 30
Peynir 20
(n=20) 12 60 8 40
Cig Tavuk 11
(n=20) 10 50 1 5
Et 12
(n=20) 9 45 3 15
TOPLAM 42 210 18 90 60

Tablo 2’ye gore; caligilan gidalardan 60 Enterococcus izolati
elde edilmis olup 42 tanesi E.faecalis ve 12 tanesi E.faecium
olarak tespit edilmistir.

Tablo.3. Gida orneklerinden izole edilen E.faecalis ve E. faecium izolatlarimin disk difiizyon yéntemiyle belirlenen antibiyotik
direnglilik oranlarvmin antibiyotiklere gore sayist ve oranlari

R E.faecalis E.faecium
Bakteri Tiri Yiizde (%) Yiizde (%)
Antibiyotikler Duyarli Orta Direngli Duyarl Orta Direngli Toplam Toplam
Duyarlt Duyarlt Duyarlilik Direnglilik
Ampisilin (AM) 40 - 2 - - 58 0
(%95,2) (%4,7) (%100) (%96,6)
Eritromisin (E) 13 9 20 (%47,6) 6 8 17 28
(%30,9)  (%21,4) (%22,2) (%33,3) (%44,4) (%28,3) (%46,6)
Tetrasiklin (TE) 4 - 38 (%90,4) - 11 11 49
(%9,5) (%38,8) (%61,1) (%18,3) (%81,6)
Kloramfenikol (C) 42 - - - - 60 0
(%100) (%100) (%100)
Siprofloksasin (CIP) 39 3 - 3 1 53 1
(%92,8)  (%7,1) (%77,7) (%16,6) (%5,5) (%88,3) (%1,6)
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Streptomisin (S) 42 - - 18 - - 60 0
(%100) (9%100) (9%100)
Gentamisin (CN) 41 1 - 18 - - 59 0
(%97,6) (%2,3) (%100) (%098,3)
Vankomisin (VA) 42 - - 18 - - 60 0
(%100) (%100) (%100)
Norfloksasin (NOR) 41 1 - 13 (%72,2) 3 2 54 2
(%97,6) (% 2,3) (%16,6) (%11,1) (%90) (%3,3)
. . 42 18 60 0
Teikoplanin (TEC) (%100) - (%100) - (%100)

Tablo.3‘e gore; gida drneklerinden izole edilen E.faecalis ve
E.faecium izolatlarinin disk difiizyon ydntemiyle belirlenen
antibiyotik direnglilik oranlarmmda E.faecalis tiirlerinin %100
duyarli  oldugu antibiyotikler sirastyla  kloramfenikol,
streptomisin, vankomisin ve teikoplanin olarak incelenmistir.
E.faecium tiirlerinin %100 duyarh oldugu antibiyotikler sirasiyla
ampisilin, kloramfenikol, streptomisin, gentamisin, vankomisin
ve teikoplanin olarak incelenmistir. En yiiksek antibiyotik
direnci tetrasiklinde saptanmis olup degerler E.faecalis’te 38
(%90,4) ve E.faecium’da 11 (61,1) seklindedir.

Tablo.4. Gida orneklerinden izole edilen Enterococcus spp.
izolatlarinin hemolitik aktivite sonuglarina gore sayisi ve yiizde

negatiftir. 60 Enterococcus izolat 6rneginin tiimiinde DNaz
aktivitesi pozitif bulunmustur.

Tablo.5. Gida orneklerinden izole edilen Enterococcus spp.
izolatlarinin Yiizey Tabakasi (S-Tabakasy) Varligina gore TSA-C
renk koyuluklar: sonuglarimin sayisi ve yiizde oranlar

TSA-C Renkleri
Agik ‘ Orta ‘ Koyu
Enterococcus spp.
S-tabakasi
Negatif Pozitif
E.faecalis % 12 4.2) 20 (%90,9) | 20 (%83,3)
E.faecium 12 2 4
faeciu (%85,7) (%9) (%16,6)
TOPLAM 14 22 24

Tablo.6. Gida drneklerinden izole edilen toplam 60
Enterococcus spp. tiirii bakterinin Kongo Red Agar ve
Mikroplak Yontemi ile elde edilen biyofilm aktivite dl¢iim

oranlari
sonuglart
Hemolitik Aktivite Bakteri E.faecalis E.faecium
(Enterococcus Tird Yont Yont
Spp) . . ontem ontem
Pozitif Negatif Aktivite Kongo  Mikroplak  Kongo  Mikroplak
E faocali 14 8 Ol¢iim Red Yontemi Red Yontemi
-raecafls (%82,3) (%65,1) Degeri Agar Agar
3 15 + 31 32 (%53,3) 6 (%10) 17 (%28,3)
E.faecium (%17,6) (%34,8) (%51,6)
‘ ’ ++ 11 8 (%13,3) 10 1 (%1,6)
TOPLAM 17 43 (%52,3) (%16,6)
0,
Tablo 4’c gore hemolitk akiivite E.faecalis'tc %82.3, t 0 2 (%3,3) (%g 3 0

E.faecium’da %17,6 olarak saptanmustir.

60 Enterococcus izolatinin tiimiinde lipolitik aktivite
sonucunda bulamiklik ve zonlar goézlemlenmemis ve lipaz
aktiviteleri negatif sonu¢ vermistir. 60 Enterococcus izolatinin
timiinde bir sivilagma, gdzlenmemis olup bakteriler jelatinaz
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Tablo 6‘ya gore gesitli gida orneklerinden izole edilen 60
adet Enterococcus spp. tiirii bakterinin kongo red agar’da
biyofilm aktivitesinin 37’sinde (%61,6) zayif, 21‘inde (%35)
orta kuvvetli, 2‘sinde (%3.3) kuvvetli biyofilm goriilmiistiir.
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Kuvvetli biyofilm olusturan bakteri tiirlerinden ikisi de
E.faecium’dur.

Mikroplak yonteminde 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilan 60 izolat arasinda en yiiksek biyofilm degerine sahip
olan1 E.faecalis tiirii siit 6rnegidir ve biyofilm degeri 595 nm’de
2,211°dir. Biyofilm degeri en diisiik olan izolat ise E.faecium
tiirline ait olup yine siit 6rneginden elde edilmistir ve biyofilm
degeri 595 nm’de 0,022°dir. 48 saatlik inkiibasyon stiresinde de
biyofilm degeri yiiksek olan izolatlarin ¢ogunlukla E.faecalis
tirtine ait oldugu goriilmiistiir. Toplam biyofilm aktivitesi
E faecaliste 42 (%70), E.faecium’da 18 (%30) olarak
saptanmuistir.

Enterococcus’lar,  hayvanlarin  bagirsak  florasindaki
yayginliga bagl olarak &zellikle hayvansal gidalar basta olmak
iizere pek c¢ok gidada bulunabilmektedir. Bu nedenle birgok
calismada E.faecalis ve E.faecium’un fekal kontaminasyon
gostergesi olarak degerlendirildigi goriilmektedir. Ancak pek
¢ok gidada E. faecalis’in yaygin bulunusunun her zaman igin
dogrudan fekal kontaminasyon gostergesi olarak
degerlendirilmemesi geregine de deginilmektedir. Peynir ve et
gibi belirli hayvansal iriinlerin veya Ornegin zeytin gibi
fermente edilmis bitki riinlerinin  fermantasyonu ve
olgunlagsmasinda faydali olabildikleri gibi bir gida kontaminanti
olarak  istenmeyebilir ~ [20], [21].  Enterococcus’larm
pastdrizasyondan etkilenmemeleri, genis pH veya 6rnegin zeytin
gibi fermente edilmis bitki {irlinlerinin fermantasyonu ve
olgunlagsmasinda faydali olabildikleri gibi bir gida kontaminanti
olarak  istenmeyebilir  [20], [21]. Enterococcus’larin
pastorizasyondan etkilenmemeleri, genis pH araliklarinda ve
yiiksek NaCl konsantrasyonunda biiyiiyebilmeleri yemeye hazir
gidalarin kalintt mikrobiyotasini olusturabilirler [22], [23].

Calismamizda 80 farkli gida 6rneginden (¢ig siit, peynir, ¢ig
tavuk, et) yapilan izolasyon ve tiir tanimlamalar1 sonucunda 60
bakteri izolatimn 42’si (%70) E.faecalis ve 18’1 (%30)
E.faecium olarak belirlenmistir. Ulkemizde ve yurt disinda
yapilan son ¢alismalarda gida kaynakli Enterococcus larin beyaz
peynirden, tulum peynirinden, geleneksel Tiirk sucugundan,
tavuk, sigir eti, Cheddar peyniri, beyaz peynir, krem peynir,
yogurt, siitlii tatlilar gibi gidalardan karabiber ve kirmizi biber
gibi baharatlardan yaygin olarak izole edildigi gézlenmektedir
[3], [4], [5]. Oruc ve ark. iran ve Tiirk beyaz peynirlerinden
yaptiklart bir ¢aligmada 12 E.faecalis ve 8 E.faecium susu elde
etmislerdir [24].

Bu c¢alismalarda bizim sonuglarimizla paralel olarak
Enterococcus tiirlerinin et ve siit driinlerinde yiiksek oranda
bulundugu tespit edilmistir. Gomes ve ark. Brezilya gida
driinleri ile (¢ig ve pastorize siit, et iriinleri, peynirler ve
sebzeler) yaptiklar1 calismada gida Orneklerinin %52,5'ni
Enterococcus olarak tespit etmislerdir. Pavia ve ark.
Enterococcus izolatlarmi Catanzaro (italya) perakende satis
noktalarinda satilan etlerden (sig1r, tavuk, hindi, kuzu ve domuz
eti) cogunlugu tavuk eti (%65,4) olmak iizere %45'inden, izole
etmiglerdir. Bulunan tiirlerde en sik rastlananlari ¢ig siit ve ette
E. faecium ve E. faecalis iken sebzelerde E. casseliflavus olarak
bulunmustur [25], [26], [27].

Suzzi ve ark. 2000 yilinda talyan kegi peyniri ile yaptiklari
bir ¢aligmada en yaygin olan Enterococcus tiirlerinin E.faecalis
ve E.faecium oldugunu tespit etmislerdir. Suzzi ve ark. E.
faecium ve E. faecalis'in ¢evresel 6rneklerden en sik izole edilen
tirler oldugunu ve bu calismada oldugu gibi, istenmeyen

enterokoklarin  varligmin  bozulma  sorunlarmma  neden
olabilecegini ve peynir {iretimi sirasinda kot hijyen
kosullarindan kaynaklanabilecegini dogrulamistir. Suzzi ve
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arkadaglarinin sonuglari, arastirmamizda da gidalarda E.faecalis
(%70) ve E.faecium (%30) yiiksek siklikta izole edilen tiirler
olmasi nedeni ile uygunluk gostermistir [28].

Wessels ve ark. (1988) E. faecalis'in (izolatlarin %73.4'1)
stizme peynirde yaygin olan tiir oldugunu, Rao ve ark. (1986),
Hindistan'da yaptiklar1 ¢alismada, E.faecalis’in ¢ig siitte,
Efaecium’un kuru siit hari¢ tiim siit iiriinlerinde baskin oldugunu
bildirmislerdir [29]. Litopoulou-Tzanetaki (1990) ¢alismasinda,
Kefalotyri peynirindeki aroma gelisimi i¢in dnemli olan diger
laktik asit bakterileri ile birlikte kullanilan E.durans ve
E.faecium’u tespit etmistir [30].

Ulkemizde yapilan calismalarda Citak ve ark. Enterococcus
spp. varligi agisindan analiz ettikleri 30 Tirk beyaz peynir
numunesinden elde ettikleri 101 izolatindan 62 E. faecalis, 25
E.faecium, 7 E.durans, 5 E.mundtii ve 2 E.Hirae elde etmislerdir
[31]. Citak ve ark. Yaptiklar1 bir baska calismada 78 cig siit
orneginden izole ettikleri 177 Enterococcus izolatinin
%354.2’sini Enterococcus faecalis ve %29’unu E.faecium olarak
tanimlamuslardir [32].

Enterococcus’larm antibiyotik direnci dogal (intrinsik)
diren¢ ve kazanilmis direng seklinde smiflandirilmaktadir.
Enterococcus antibiyotik direnci {izerine yapilan c¢alismalar
degerlendirilirken ortaya ¢ikan goriintii, ¢oklu ilaca direngli
suglarin olas1 olusumudur. Enterococcusal antibiyotik direnci
klinik alana 6zel degildir, aym1 zamanda gida endiistrisinde de
yaygindir. Daha oOnce hastanede ya da antibiyotik
kullanmadiklart zaman hastaneye yatirilan bireylerde VRE
varligi, VREmin gida zinciri yoluyla olabilecegini de
diigiindiirmektedir.

Pavia ve ark. (2000), Italya'da kontamine beyaz peynir,
tavuk, kuzu, hindi ve sigir etinden izole ettikleri
Enterococcus’larin Vankomisine direngli Enterococcus (VRE)
ve Teikoplanine direngli Enterococcus (TRE) diizeylerini
sirastyla %29 ve %39 olarak tespit etmislerdir. Tavuk
orneklerinde vankomisin direncini daha yiiksek (%76,5)
bulmuslardir. Teikoplanine (TRE) kars1 genel direng %30 iken,
pozitif olanlar arasinda TRE izolatlarin %66.7'sini temsil
ediyordu. En sik goriilen izolatlar E.faecium (%35.6) ve
E.faecalis (%33.3) idi. Vankomisin ve teikoplanine direnci E.
faecium'un sirastyla %75 ve %78,5'inde ve E. faecalis'in %40 ve
%46.7'sinde gozlemlemislerdir. Cogu susun ampisiline (%80)
duyarli, metisiline (%88.9) diren¢li oldugunu goérmiislerdir.
[zolatlarda en yiiksek direng prevalansini streptomisin (%88.9),
tetrasiklin (%84.4) ve eritromisin (%75.6) olarak bulmuslardir.
Vankomisine direncin, metisilin, teikoplanin, eritromisin,
tetrasiklin ve kloramfenikol ile 6nemli 6l¢iide iliskili oldugunu
saptamuglardir [25].

%80'den  fazla insan  enfeksiyonlari ile iligkili
Enterococcus’larin en Onemlileri E. faecalis'tir [33]. Son
yillarda, VRE ile kolonizasyonun siklikla saglik ortami digindaki
hayvan, gida ve cevresel rezervuarlardan kaynaklandigi one
stirilmistir. Bu da E. faecalis'in patojenik potansiyelinin E.
faecium'dan daha fazla oldugunu diisiindiirmektedir [34], [25].

Ulkemizde yapilan calismalarda Citak ve ark. 30 Tiirk
beyaz peynirinden elde ettikleri Enterococcus spp.'nin 101
izolatindan 62 E. faecalis ve 25 E.faecium tiirliniin streptomisin,
eritromisin, oksasilin ve vankomisine karsi direncini aragtirmis
ve E. faecalis izolatlarinin %96.8'inde, E. faecium izolatlarinin
%76'sinda vankomisine direng¢ saptamiglardir ve bu ¢aligma ile
Tiirk beyaz peynirinde Enterococcus’larin, vankomisine direngli
suslarin varligini dogrulamuslardir [31].

Citak ve ark. bir baska calismalarinda antibiyotiklerin ¢ig
siitten elde edilen Enterococcus izolatlarina karsi in vitro
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aktivitelerini belirlemek icin disk-diflizyon yontemini uygulamis
ve Enterococcus izolatlarinda yiiksek oranda oksasilin,
streptomisin ve eritromisin direnci oldugunu gérmiislerdir (%95,
97 ve %86). E.faecalis izolatlarinin sirasiyla %48 ve %52'sinde
vankomisin ve teikoplanin direnci, E. faecium i¢in %26 ve %33
vankomisin ve teikoplanin direnci gézlemlemislerdir [35].

Bizim sonuglarimiza goére de E.faecalis tiirlerinin
E.faecium’a gore antibiyotiklere daha duyarli olduklar
gorilmiistiir. E.faecalis tiirlerinin duyarli oldugu antibiyotikler
sirastyla kloramfenikol 42 (%100), streptomisin 42 (%100),
vankomisin 42 (%100) teikoplanin 42 (%100), gentamisin 41
(%97,6), norfloksasin 41 (97,6), ampisilin 40 (%95,2) olarak
incelenmisgtir. E.faecium tiirlerinin duyarli oldugu antibiyotikler
sirastyla  ampisilin = (%100), kloramfenikol 18 (%100),
streptomisin 18 (%100), gentamisin 18 (%100), vankomisin 18
(%100) ve teikoplanin 18 (%100), siprofloksasin 14 (%77,7),
norfloksasin 13 (%72,2) olarak incelenmistir. En yiiksek
antibiyotik direnci tetrasiklinde saptanmis olup degerler
E.faecalis’te 38 (%90,4) ve E.faecium’da 11 (%61,1)
seklindedir. E.faecalis ve E.faecium igin toplam antibiyotik
duyarlilik oranlar1 ampisilinde 58 (%96,6), eritromisinde 17
(9%28,3), tetrasiklinde 11 (%18,3), kloramfenikolde 60 (%100),
siprofloksasinde 53 (%88,3), streptomisinde 60 (%100),
gentamisinde 59 (%98,3), vankomisinde 60 (%100),
norfloksasinde 54 (%90), teikoplaninde 60 (%100) olarak
incelenmigtir. E.faecalis ve E.faecium i¢in toplam antibiyotik
direnglilik oranlari tetrasiklinde 49 (%81,6), eritromisinde 28
(%46,6), siprofloksasinde 1 (%1,6), norfloksasinde 2 (%3,3)
olarak bulunmus ve kloramfenikol, streptomisin, gentamisin,
vankomisin, teikoplanin ve ampisilinde toplam direnglilik 0’dr.

Arastirmamizda siit ve siit iirlinleri, et ve et iirtinleri gibi
gida oOrneklerinden izole edilen toplam 60 Enterococcus
izolatinin en fazla vankomisin 60 (%100), kloramfenikol 60
(%100), teikoplanin 60 (%100), streptomisine 60 (%100)
duyarl, tetrasiklin 49 (%81,6) ve eritromisine 28 (%46,6)
direngli oldugu tespit edilmistir.

Ulkemizde son yillarda yapilan Orug ve ark. (2021)
calismasinda Tiirk beyaz peynirlerinden izole ettikleri E.faecalis
ve E.faecium suslarinda calistiklart kloramfenikol (duyarl),
tetrasiklin (duyarli), vankomisin (duyarli), gentamisin (duyarli),
eritromisin (orta duyarli) ve ampisilin (8 duyarli ve 14 direngli
sus) antibiyotikleri ile elde ettikleri sonuglar bizim sonuglarimizi
desteklemistir [24].

Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda Sanlibaba ve ark. (2018)
peynir ile yaptiklar1 calismada direng fenotipini; kanamisin
(%98.6), ampisilin (%48.8), siprofloksasin (%45.5), eritromisin
(%18.8), tetrasiklin (%11.7), kloramfenikol (%4.2), gentamisin
(%3.8) ve streptomisin  (%1.4) seklinde tespit etmislerdir.
Suslarin  higbirini vankomisine direngli bulmamislardir. E.
faecium suslar1 antibiyotik direng seviyeleri ile gosterildigi gibi
E.faecalis suglarindan daha direngli fenotipler gostermis ve
E.faecium ve E.faecalis suslarinin antibiyotiklere kars
direnglerinin de istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir
(p<0.05). Toplamda, E.faecium'un %100'Q ve E.faecalis
suslarinin %88,8'" birden fazla ilaca direngli bulunmustur [35].

Son yapilan arastirmalarda gidalardan izole edilen
Enterococcus’larin antibiyotik direng 0Ozelliklerinin  yaninda
potansiyel  virillans faktorleri yoniiyle de incelenmesinin
gerektigi vurgulanmaktadir [1], [36], [37], [38], [39].
Arastirmamizda virulans karakterleri olarak Enterococcus
tirlerinin  hemolitik aktivitesini E.faecalis’te 14 %382.3,
E.faecium’da 3 %17,6 olarak saptadik. Lipaz ve jelatinaz
aktivitesi negatif bulduk. DNAz aktivitesini biitiin E.faecalis
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(%100) ve E.faecium (%100) tiirlerinde pozitif gézlemledik. S-
layer tabakas1 bulundurma oranlarimi E.faecalis’te 20°si (%83,3),
E.faecium’da 4 (%16,6) olarak gozlemledik.

Ulkemizde ise Ispirli ve ark. (2017) Tiirk beyaz peyniri ile
yaptiklar1 calismada Enterococcus suslari i¢in tam hemolitik
aktivite gdzlemlememisler ve kismi hemolitik aktivite olarak 12
sustan 8'inde gozlemlemislerdir [40].

Semedo ve ark. koyun peyniri ve siitten izole ettikleri 20
farkli tiirdeki 164 Enterococcus susundan koyun kanli agarda
yaptiklart hemolitik aktivite sonucuna gore biitiin suslarda
hemolitik  aktivite  gozlemlemigler ve bu  &zelligin
Enterococcus’larda yaygin oldugunu tespit etmislerdir [14].

Laukova ve ark. Slovakya'da 283 kegiden ¢ig kegi siitii (53)
ornekleri toplamig ve elde ettikleri Enterococcus izolatlarinda
jelatinaz genine rastlamamuslardir [41].

Igbinosa ve ark. (2020) c¢aligmalarinda gidalardan izole
ettikleri 59  Enterococcus izolatinin  fenotipik  virulans
Ozelliklerinden: ~ S-layer 59 (%100); jelatinaz ~dretimi 19
(%32,2); ve B-hemoliz, 21 (%35.6) seklinde bulmuslardir [8].

Semedo ve ark. caligmalarinda ¢ogunlugu gida kaynakli
suslarin (%63) %49'unda lipaz aktivitesi saptamustir. Pozitif
fenotipleri E.faecalis (%51), E.durans (16%) ve E.faecium
(%11) olarak bulmuslardir. %70'i gida kaynakli ve sadece
%22'si klinik olan suslarin %22'sinde deoksiriboniikleaz (DNaz)
tiretimi tespit edilmistir [14].

Semedo ve ark. (2003) ve Igbinosa ve ark. (2019) sonuglari
ile ¢aligmamizda 60 Enterococcus izolatina uyguladigimiz
jelatinaz  aktivitesinin negatif sonu¢ gostermesi jelatinaz
aktivitesinin virulans karakteri olarak gidalarda
Enterococcuslar’da 6nemini ortaya ¢ikarmigtir [14], [8].

Biyofilmler ¢esitli biyotik ve abiyotik ylizeylere geri
dondiiriilemez sekilde baglanmig ve ekzopolimerik maddeler,
proteinler, polisakkaritler ve niikleik asitlerin hidrathh bir
matrisine yerlestirilmis bir hiicre popiilasyonudur. Biyofilmlerin
yok edilmesi ¢ok zordur ve birgok kronik enfeksiyonun
kaynagidir. Ulusal Saglik Enstitiileri'ne gore biyofilmler tibbi
olarak onemlidir ve viicuttaki mikrobiyal enfeksiyonlarin %
80'inden fazlasini olusturur [42].

Biyofilmlerdeki  Enterococcuslar, planktonik  olarak
biliyliyen FEnterococcus’lara gore antibiyotiklere karsi daha
direnglidir, bu nedenle biyofilm olusumunun potansiyel etkisi
onemli olabilir [42].

Calismamizda cesitli gida 6rneklerinden izole edilen 60 adet
Enterococcus spp. tiirii bakterinin Kongo Red Agar yontemiyle
bakilan biyofilm aktivitesi sonuglarina gore 2°si (%3.3) kuvvetli,
22°si (%36.6) orta kuvvetli, 36’s1 (%60) zayif biyofilm pozitif
bulunmugtur. En kuvvetli biyofilm olusumu iki E.faecium
izolatinda saptanmuistir.

Mikroplak yontemiyle bakilan biyofilm aktivite sonuglarina
gore ise 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilan 60 izolat
arasinda en yiiksek biyofilm degerine sahip olani siit drneginden
elde edilen E.faecalis’tir ve biyofilm degeri 595 nm’de
2,211°dir. Biyofilm degeri en diisiik olan izolat ise E.faecium
tiirline ait olup yine siit 6rneginden elde edilmistir ve biyofilm
degeri 595 nm’de 0,022°dir. 48 saatlik inkiibasyon siiresinde de
biyofilm degeri yiiksek olan izolatlarin ¢ogunlukla E.faecalis
tiirline ait oldugu goriilmiistiir.

Bu c¢alismalar sonucu E. faecalis bakteri tiirlerinin
E.faecium tiirlerine gore daha yiliksek sayida  biyofilm
olusturduklarimi gozlemledik. Bu veriler E. faecalis'in E.
faecium'dan daha sik biyofilm drettigini ve biyofilm olusumunun
Enterococcus enfeksiyonunun patogenezinde onemli bir faktor
olabilecegini diigiindiirmektedir.
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Mohamed ve ark. yaptigi g¢alismada bir biyofilmin E.
faecalis ve E. faecium tarafindan farkli biyomateryaller {izerine
yapigmasint ve {iretimini gostermis ve Enterococcus’larin
biyofilm iiretme yetenegi olarak iireteral stentler, intravaskiiler
kateterler, safra stentleri ve silikon gastrostomi cihazlar1 gibi
cesitli tibbi cihazlara baglanma kapasitesini gostermislerdir [9].

Di Rosa ve diger aragtirmacilar E.faecalis suslarmin
tamamina yakininda (%95,2) biyofilm olusturma yetenegi tespit
etmiglerdir. E. faecalis izolatlarimin E. faecium'dan daha sik
biyofilm irettigini one stirmiislerdir [43].

4. Sonuc¢

Amaglarimiz dogrultusunda elde ettigimiz sonuglar; gida
iriinlerinden izole edilen Enterococcus’lara gesitli 6zellikler
kazandiran viriilans genler ve antibiyotik direnliligi hakkinda
bilgiler ortaya konulmus, direncin olugmasini engelleme veya
olusan direnci azaltmaya yonelik ileride yapilacak caligmalara
yon verecektir.  Bu bilgiler 1s18inda, direncin gelisiminin
onlenmesinin  6nemi, dolayisiyla gida ve hayvancilik
isletmelerinde bilingli ve kontrollii iiretim yapilmas: gerekliligi
vurgulanarak, iilke ekonomisi ve toplumun refah diizeyinin
arttirillmasi ile yaygin bir etki saglayacaktir

Bu calisma ile normal floranin firsat¢1 patojenleri olarak
insanlarda, nozokomiyal kan dolagimi, iiriner sistem
infeksiyonlarina, bakteriyemiye, endokardite, intraabdominal,
yumusak doku infeksiyonlarina ve neonatal sepsis gibi ciddi
hastaliklara yol agan Enterococcus’larin gida zinciri araciligr ile
insanlara bulasabilecegi bilincinin kazandirilmasi ve hayvansal
gida tiiketiminin daha bilingli yapilmasi gerektigi vurgulanmistir.

Ayrica Enterococcus’lardaki hemolitik aktivite, biyofilm
olusumu ve diger virulans faktorleri klinik alanda izole edilen
Enterococcus izolatlarinin yaninda gida kaynakli izolatlarda da
bulunabilecegi ve bakterinin patojenitesini etkileyebilecegi
diigtiniilmektedir.

5. Tesekkiir

Calismamiz, Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
(BAP)  Mudirliigi’niin -~ 05/2020-19  kodlu  projesiyle
desteklenmistir. Desteklerinden dolayr Gazi Universitesi
Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi’ne tesekkiirlerimizi sunariz.
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