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SOSISLERDE Yersinia enterocolitica iZOLASYONU, TANIMLANMASI VE
PATOJENITELERININ BELIRLENMESI UZERINE ARASTIRMALAR

STUDIES ON ISOLATION, IDENTIFICATION AND POTENTIAL
PATHOGENICITY OF Yersinia enterocolitica IN FRANKFURTER TYPE
SAUSAGE SAMPLES

) SAykut AYTAC, Z.Yesim OZBAS, Halil VURAL
Hacettepe Universitesi Mithendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimi, Beytepe-ANKARA

OZET: Caigmada Ankara piyasasindan toplanan, agik ve vakum paketli olarak satuan sosis Srnekterinden patojen Yersina
enterocolitica izole edilmeye caligttmmgtir. Aragtuma sonucunda selektif besiyerindeki koloni goiriintigleri ve biyokimyasal
reaksiyonlarina gbre incelenen 40 Srncgin 5 tanesinde (4 agtk, 1 vakum paketli sosis megi) Y.enterocolitica izole edilmigtir.
Flde edilen izolatlann virulansliklanm belirlemek amaciyla yapilan bazi patojenite testleri ve patojenite ile ilgili biyokimyasal
reaksiyontarina gore virulans &zellikte izolat saptanamarmugtir,

SUMMARY: In this study frankfurter-type sausages samples have been collected from retail markets as unvacuum and
vacuum packaging and investigated for the presence of pathogenic Yersinia enterocolitica. In conclusion 40 out of 5 samples
(4 unvacuum, 1 vacuum) were found to be Y.emerocolitica positive. Isclates were also investigated for their virulence
characteristics and pathogenic types were not detected according to results of pathogenicity tests and biochemical reactions
related to pathogenicity.

GIRIS VE KAYNAK TARAMASI

Enierobacteriaceae familyasiun iiyesi olan Yersinia enterocolitica diigitk sicaklik derecelerinde
gelisebilen +4°C’de iireyebilen dnemli bir gida patojenidir (VARNAM ve EVANS, 1991). Digiik stcakhk
derecelerinde gelisebilmesi sonucunda Y.enterocolitica hemen bir gok gidadan izole cdilebilmektedir.
Ozellikle sit ve siit rinleri, pastorize tereyags, dondurma ve ¢ig siitten iglenen peynir gesitleri, sigr ve
domuz eti, hamburger, sosis ve tavuk gibi gesitli gidalardan Yersinia tiuleri ve Y.enterccolitica izole edildigi
bildirilmigtir (SCHIEMANN, 1978; SCHIEMANN ve TOMA, 1978, MOUSTAFA ve ark.,, 1983;
KARAIONNOGLOU ve ark., 1985; AHMED ve ark., 1986; GILMOUR ve WALKER, 1988; SIMS ve ark.,
1989; FALCAO, 1991; EL-SHERBINI, 1992; AYTAC ve OZBAS, 1992).

Y.enterocolitica, Gram negatif, cubuk seklinde, nitrat pozitif, fermentatif oksidaz negatif, iire pozitif,
fakiiltatif anaerob bir bakteridir (SCHIEMANN ve WAUTERS, 1992). Yersinia cinsi igerisinde yer alan
tirler; Y.pestis, Y.pseudotuberculosis, Y.nuckeri ve Y.entorocolitica grubu ya da benzeri olarak tammlanan
Y.enterocolitica, Y.intermedia, Y.frederiksenii ve Y.kristensenii’dir (BERCOVIER ve MOLLARET, 1984). En
son Y.mollaretii ve Y.bercovieride bu gruba katilmiglardir (VARNAM ve EVANS, 1991).

Y.enterocolitica insanlarda kan't ve mukuslu olabilen ishal, terminal ileit ve ivegen apandisit tablosu,
mezenterik lenfadenit, septisem, artrit, miyokardit, subakut hepatit, organ abseleri, menenjit ve fireterit gibi
klinik tablolar olugturabilmektedir (ANG, 1982; PRPIC ve ark., 1983; PRPIC ve ark., 1985; GILMOUR
ve WALKER, 1988).

Y.enterocolitica hem enterotoksin olugturmakta hem de invaziv dzellik tanmaktadir (GEMSKI ve
ark., 1980). Kromozal ve plazmid genlerin bakteride virulans zelligi kontrol ettigi bildiritmektedir.
Kromozal kontrolun invazyonun baglangic agamalarimda dnemli rol oynadig plazmidlerin ise tutunmada
ctkin olduklar belirtilmektedir (VARNAM ve EVANS, 1991). Yersinig’larn vi-ulans plazmidleri, belirli dig
membran proteinlerinin tanimlanmas, otoagliitinasyon, serum direnci, makrofajlar icin sitotoksisite, V ve
W antijenlerinin iiretimi ve kalsiyum bagimhbg gibi bir dizi sicaklik kontrollii fenctipleri igermektedir
{GEMSKI ve ark., 1980; PAl ve DESTEPHANQO, 1982; STERN, 1982; LAIRD ve CAVANAUGH, 1980;
VARNAM ve EVANS, 1991). Patojen Y.enterocolitica’min 42-48 Mdal arasinda degigen plazmidlerinin
patojenlikle ilgili oldugu bir ¢ok arastumac: tarafindan bildirilmektedir (PRPIC ve ark., 1983; PRPIC ve
ark., 1985; GILMOUR ve WALKER, 1988). Ancak bununia birlikie patojen olmayan Y.enterocolitica
tisrlerinde aym molekiil agirhgindaki plazmidlere sahip oldugu ve bu nedenle tek bagina plazmid analizinin
patojen tiirlerin belirlenmesinde yeterli olmadig da belirtilmektedir (PRPIC ve ark., 1985). Plazmid varh
ile ilgili ofan virulanshk belirleyicisi olarak onerilen testler arasinda 37°C’da kalsiyum bagumbhg, 37°Cde
otoaglutinasyon, 37°C’de koloni morfolojisi ve 37°C’de serum duyarliligy bulunmaktadir.
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Ancak patojen Y.enterocolitica’mn plazmidini 37°C’de altkitltiirde kolayhkla kaybedebilecepi
belirtilmektedir. Ayrica kalsiyum bagimliig: testinde besiyerinde bazi durumlarda firemenin kisitlanabilecegi
belirtilmektedir. Bu nedenle belirtilen testlerle beraber sukroz (25°C), ramnoz (25°C), rafinoz (25°C),
melibiyoz (25°C), sitrat (25°C), salisin (35°C) ve eskulin (25°C) testlerinin de yapilmasi gerektigi
bildirilmektedir (SCHIEMANN, 1989).

Bu gahgmada Ankara piyasasinda agik ve vakum pakette satilan sosislerden Y.enterocolitica izole
edilmeye caligilmis ve elde edilen izolatlarm virulant olup olmadiklan virulanshik testleri ve onerilen baz
biyokimyasal testlerle belirlenmeye caligilmustir,

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Sosis Ornekleri: Cahgmada kullanilan sosis érnekleri Ankara piyasasindan gesitli yerlerden
tesadiifi olarak toplanmstir, Bu amacla 7 vakumlu 33 vakumsuz toplam 40 adet sosis 6rnegi incelemeye
alinmigtiz.

Yontem

Orneklerin Hazirlanmasi ve Olasi Y.enferocolitica izolatlarmn Saptanmasi: Sosis drnekleri ayri
ayr1 aseptik kosullarda homojenize edildikten ve blenderde pargalandiktan sonra 25 g almarak 225 ml
tamponlanmis peptonlu su (TPS) igerisinde 25°C’de 1 gin On zenginlestime islemine birakilmigtir.
On zenginlestirme igleminden sonra orneklerden, yiizeyleri kurutulmug Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin Agar
besiyerine (CIN:Oxoid SR 109 + Oxoid CM 653) yiizeye siirme yontemi ile aglama yapilarak 27°C’de 24
saat inkitbe edilmistir. Besiyerlerindeki "bullseye” olarak tamumlanan 1.5 mm capinda ortast kirmiz:/mor,
diizgiin kenarl ve gevresi yar1 seffaf kenarla evrili olast Y.enterocolitica kolonileri Brain Heart Infusion agar
(BHI: Oxoid CM 375) besiyerine aktarilarak 27°C’de 24 saat inkiibe edilmig ve saf kiiltirleri elde edilmigtir.

Elde edilen saf kiiltirler Kligler Iron Agar, Christensen Urea Agar, Glukoz Broth ve Metil Red-
Voges Proskauer (MR-VP) besiyerlerine ekilerek biyokimyasal reaksiyonlart incelenmis ve dogrulama iglemi
yapumgtir,

Cahgmada kontrol amaci ile Norwich Gida Aragtirma Enstitiisi'nden saglanan saf Y.enterocolitica
kiiltiirii (0:3 P41797) kullanilmagtar,

Virulanshik Testleri: Aragtirmada virulant ve virulant olmayan Y.enterocolitica izolatlarmmn ayrimi
igin kriter olarak kabul edilen bazi biyokimyasal reaksiyonlar incelenmis, ayrica bazi patojenite belirteci
olarak bildirilen testler yapilmstir.

Kalsiyum Bagimhlig Testi: Kalsiyum bagimlihg testi Magnezyum Oxalat Agar (MOX) besiyerinde
PRPIC ve ark. (1983) énerdigi sckilde yapilmigtir, Bu amagla saf kiiltéirleri elde edilen izolatlar MOX Agar
besiyerinde 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilarak koloni geligimi izlenmistir. Yéntemde gelismenin
kisitlanmasimin inkiibasyon sicakligindan kaynaktanip kaynaklanmadiginin belirlenmesi igin kontrol olarak
Columbia Agar Base (CA:Oxoid 331) besiyeri kullamimistir.

Otoaglutinasyon Testi: Y.enterocolitica kiiltirlerinden MR-VP besiyerlerine 2’ser tiipe ekim
yapilarak titpler ayri ayri 37°C ve 25 °C’de 24 saat inkiibe edilmislerdir. Siire sonunda tiiplerdeki bulamikhk
incelenmis, 37°C’deki tiiplerde dipte ¢okelme, iist kissmda berrak faz olan ve 25°C’de homogen bulanikliga
sahip kiiltiirler pozitif, her iki sicakhik derecesinde de sispansiyon halinde kalan kiltiirler negatif olarak
degerlendirilmiglerdir (LAIRD ve CAVANAUGH, 1980; PAI ve DESTEPHANOQ, 1982; AULISIO, 1983).

Serum Duyarhilign Testi: Y.enterocolitica izolatlarinin normal insan serumuna kars1 olan direngleri
PAI ve DESTEPHANO (1982) 6nerdigi yonteme gore yapilmugtir. Ancak ¢cahgmada "Hanks tamponlanmig
tuz ¢ozeltisi” yerine yine % 0,1 jelatin iceren “Earle” medium kullamlmugtr. Kiiltiirler Tyrptone Yeast
Extract Broth (TYE) besiyerinde 25°C’de bir gece calkalamali olarak inkiibe edilmigtir (PRPIC ve ark.
1983). Siire sonunda kiltiirlerden yaklagik 107 cfu/ml seviyesinde % 0,1 jelatin ve % 1,0 taze normal insan
kan serumu igeren Earl Medium’a agilama yapilmisgtir. Ayrica serum igermeyen diger reaksiyon ortam:
kontrol olarak kullamlmigtir. 37°C’de inkiibe edilen reaksiyon ortammndan belirli zaman araliklar ile Tyrptic
Soy Agar besiyerlerine ekim vapilarak 24 saat inkiibe edilmistir. Inkibasyon siiresi sonunda sayimlar
yapilarak kiitiirlerin serum duyarhliklar: incelenmistir.
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Kristal Violet Baglama Testi: Y.enterocolitica izolatlarimn plazmid varhgmi belirlemek igin énerilen
bu test BHADURI ve ark, (1987) belirttigi sekilde yapilmigtir. Bunun igin Y.enferocolitica kiittiirleri 25°C’de
18 saat Brain Heart Infusion (BHI: Difco 0037-01) besiyerinde alkalamal olarak inkitbe edilmiglerdir.
inkiibasyon siiresi sonunda BHI Agar besiyeri iceren ikiser petriye ekilerek iki ayn sicaklik derecesinde,
25°C ve 37°C’de 30 saat tutulmuglar ve sonra petrilere 85 pg/m! yoguniugunda olacak sekilde kristal violet
¢6zeltisinden yaklagik 8 ml eklenmis ve 2 dakika bekletilerek boya gozeltisi uzaklagtirimigtur. 25°C’de inkiibe
edilen ve patojenite ile ilgili plazmide sahip olan Y.enterocolitica kolonileri kristal violeyi bagladiklarindan
mor renkhi goriiniirlerken plazmidi olmayan ve 37°C’de inkiibe edilen Y.enterocolitica kolonileri geffaf olarak
belirlenmislerdir.

Biyokimyasal Patojenite Tahmin Testleri: Patojenite ile ilgili olarak salisin (35°C), eskulin (25°C),
sukroz (37°C),rafinoz (37°C),melibiyoz (37°C) ve sitrat (37°C) testleri de yapilmistir (AN ONYMOUS,1993).

ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
Y.enterocolitica Izolatlanrun Tanimlanmas:

Caligma sonucunda incelenen toplam 40 sosis drneginin 5 tanesinde (4 agik sosis, 1 vakum pakethi
sosis ornegi) CIN Agar besiyerinde koloni morfolojisi ve baz biyokimyasal reaksiyonlarmna gdre
Y.enterocolitica varhip saptanmigtir (Cizelge 1). Gizelge T’den goriilecegi gibi tipik Y.enterocolitica
izolatlarinm metil red ve iire reaksiyonlar: pozitif veya zayif pozitif olarak gozlenirken, glukozdan ya hig gaz
olugturmarmglar ya da gok az gaz olugturduklan belirlenmigtir. Kligler iron Agar besiyerinde ise ylizeyde
kirmizs (Alkali)/sant (Asidik) ya da asidik, dip kisminda sar1 renkli, H,S ve gaz olusturmayan reaksiyon
pozitif olarak degerlendiriimistir.

Virulant ve Virulant Olmayan Lzolatlann Aynmi

Biyokimyasal tanimlama sonucunda, Y.enterocolitica olarak saptanan izolatlarin virulanshklarinin
belirlenebilmesi amaciyla kalsiyam bagimlihg: testi (PRPIC ve ark. 1985), otoaglutinasyon testi (LAIRD
ve CAVANUGH, 1980; PAI ve DESTEPHANO, 1982; AULISIO, 1983), serum duyariilik testi (PAI ve
DESTEPHANO, 1982; PRPIC ve ark., 1983) ve kristal violet baglama testi (BHADURI ve ark., 1987) gibi
patojenite testleri uygulanmstur. ,

Izolatlara bu patojenite indikatérii kabul edilen testlerin yamsira yine ayns amach biyokimyasal
patojenite tahmin testleri de uygulanmgtir. Elde edilen sonuglar Cizelge 2’de gosterilmistir.

Cizelge 2de de goriildigi gibi sahit olarak kullamlan Y.enterocolitica kiiltiiri kalsiyum bagimhhg
testinde MOX Agar besiyerinde 37°C’de 24 saat inkitbe edilmig ve siire sonunda igne bag: geklinde koloniler
verirken kontrol olarak kullamlan CA besiyerinde daha biiyiik koloniler olugturmuglardir. Virulant olma
ozelligi tagtyan Y.enferocolitica kiiltirlerinin  37°C’de gelischilmeleri igin kalsiyuma gereksinim
duyduklarindan MOX Agar besiyerinde kalsiyum selatinin olugmasi nedeniyle olugan simrlayic1 kogullarda
iiremenin zayiflayacag bildirilmistir (STERN ve DAMARE, 1982). Bu nedenle sahit Y.enterocolitica’nin
gelisimi bu besiyerinde sinrlandinlmig ve ancak kiiciik koloniler olusturulabilmigtir. $ahit kiiltiir digindaki
kiiltiitlcrde ise itremenin hi¢ kisitlanmadigs ve her iki besiyerinde de koloni bityiikliiklerinin hemen hemen
aym olduklart saptanmigtir,

Otoaglutinasyon testinde ise MR-VP besiyeri ortaminda 37°C ve 25°C'de iiretilen kiiltiirlerden
37°C’de aglutinasyon dzelligi gosteren ancak 25°C’de bu ozelligi ghstermeyen kiiltiirler pozitif olarak
degerlendirilmiglerdir (LAIRD ve CAVANAUGH, 1980). Caligmada gahit kiiltiir ve bir izolat tipik, bir
izolat zayif aglutinasyon reaksiyonu verirken digerleri farkls iki sicakltk derecesinde de aglutinasyon
olusturmadan sadece homojen bir bulaniklik gostermiglerdir.

Serum duyarhilig testinde ise insan kan serumu igeren reaksiyon ortamuinda 37°C’de canhi kalabilme
yetenekleri saptanmugtir (PRPIC ve ark. 1983). Seruma direngli kalabilen suglarin iki saat sonra gogalmaya
basladiklari, seruma duyarl olan virulant olmayan suglarm ise yaklagik 1 saat igerisinde inhibe olduklar
bildirilmistir (PAI ve DESTEPHANO, 1982).-Cahiymada iig izolatin seruma kars: direngli olduklari yani bu
test agisindan patojenite potansiycli gosterdikleri belirlenmistir.

-
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Ca.11§mada lZOlatlann pat()- Gizelge 1. CIN Beslyerinde Tipik Koloni Morfolojlsi Gasteren Lzolatlarin Blyokimyasal Tatumlanmalart

jenliginin belirlenmesinde kullamlan | Omek | Meit | Or Gaz Kligler Iron Agar
diger bir test 25°C ve 37°C'lerde Yilzey Dip G HS
uygulanan kristal violet baglama Sahit + +D) - K/s 5 -
testidir. Patojen Y.enterocolitica’mmn - ) : N . 3 :
37°C'de kristal violeyi baglarken : f - - + K s -
25°C'de baplayamadgn ve bu » N o : s s *
yeteneginin plazmid olusturmas: ve 3 - . * s s -
patojenitesi ile ¢ok yakin ilgisi “:; ) N : : @)
oldugn bildirilmigtir (BHADURI ve de . - + § s +
ark, 1987). Sahit Y.enterocolitica | & ; ! A R )
kiiltiiriinde 25°C’de kristal violet o + (@) +z) K/s s - -
baglamken 37°C’de bu dzellik b ! :gg +fz) Kés . . :
gorillememigtir. 25°C’de koloniler 8 . - + s s +
boya rengini yani menekse rengini o . ) N p : : :
alirken, 37°C’de kristal violet 1ca - . + K ] - -
baglanmas1 goriillmemistir. . i @ N b : : ;
CGaligmada incelenen izolatlardan s + * K s - +
biri 30°C’de pozitif, 37°C’de negatif o ) @ : X s . :
reaksiyon verirken ikisi zayif pozitif e : e N K s + -
reaksiyon - gbstermig, digerleri ise 13 . @) + X s + ;
atipik reaksiyon vermiglerdir. ‘da + . +z) s s * -
SCHIEMANN (1989), | e | *@ | ; . 5 : :
Y.enterocolitica’nin patojen dzelligini 144 +(2) - +(@) K 5 - -
W gs . 15 - +(z} +(z) K b + -
kazandiran plazmidini zamanla 16 . . . s s + i
kaybedebilecegini ayrica kalsiyum 17 - ) + K s + -
bagsmlihg testinde bazt durumlarda . ) ) i§§§ s s : :
besiyerinde iGremenin Iy ; +a) - K s -
kisitlanabilecegini belirtmigtir. Bu 22 o . @ X s : :
nedenle aym aragtirmac: patojenite 2 : @ o K s - .
testleri ile birlikte baz biyokimyasal I N N X s . .
reaksiyonlarrin  da  incelenmesi = + + s s -
gerektigini bildirmistir. Bu amagla %a - . + s s :
izolatlarm  melibiyoz, sukroz, ;‘5: X - +£z) ; : -
rafinoz, eskulin (25°C), salisin ve m + . + X s .
sitrat  (37°C)  reaksiyonlart da 2;“ : - : s s :
incelenmigtir. - 30a ) j . s s '
Cizelge 2'de goriildiigi gibi, b e ' s : ;
tipik reaksiyon sonuglan; melibiyoz 328 ) N K s )
negatif, sukroz ' pozitif, raﬁnoz: » . +@ s z *
negatif, eskulin . negatif, salisin: 34a @ + s s . .
negatif ve sitrat negatif olarak tespit ol e : + s s . .
edilmigtir. Diger:9 izolatin hepsii | ; N e : s ) @
melibiyoz pozitif, 6 tanesi sukroz, 337’: : : Lo ’S‘ s .
pozitif, rafinoz ‘negatif, eskulin 35 +) N s s .
negatif, salsin negatif ve sitrat oo @) - ) : : -
negatif olarak tespit edilmigtir.; 2 - . v | s s .
Diger 9 izolatm. hepsi melibioz i:" - - +(2) K 5 .
2. . . a +(z) . + s s +(z}
pozitif, 6 tanesi sukroz pozitif, 1. salp PN . +(2) s s I -

tanesi rafinoz negatif, bir tanesi K- Kormas (Al : Sa )
. . . . . = Kirmuzi i) §: Sar1 (asidik) z: (Zayif reaksiyon); a, b, ¢, d: Tek bir Srnekten elde edilen farkii izolatlar;
eskulin negatif, bir tanesi salisin ., Patojenite ve virulanslik tesiteri uygulanan izolatlar

negatif ve 3 tanesi de sitrat negatif
reaksiyon gOstefmistir.
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Gizelge 2. Y.enterecocilitica Izolatlarma Ait Virulanshikda flgili Test Sonugiar:

‘ Tiim bu patojenite testleri
1 i Si . . . g eqs

zolat KB OA 5D Kv Me Su Ra Es Sa i ve patogcm[e Ile ] ] olan

Sahit s |+ - + - * - - - - biyokimyasal reaksiyon sonuglarina

e S N A M I O A A gore, incelenen 9 izolatin

o + - * + + * + + hicbirisinin  virulant karakterde

6¢ - - + + - + + + + e o e

Be I + ) N N . N + | olmadin gorilmistiir.

1b - + * - + + + + + * Sonug olarak, caligmada

&b - - - Z + rA + + + + . -1 Y l. .

19 . ' z s | oz ) N M izole edilen Y.enterocolitica

142 - . + + + + + + izolatlarindan hig¢ birisinin virulant

. . o ] karakterde olmamasina ragmen, ct
KB: Kalsiyum Bajimlbiy; OA: Otoagllitinasyon; SD: Serum Duyarligh; KV: Kristal Viyole Baglama Testi; Me: e e e .. - .
Melibiyoz; Su: Sukroz; Ra: Rafinaz; Fs: Eskulin; Sa: Salisin; Si: Sitrat; Z: Zay:f Reaksiyon ve et iiriinlerinin Ozellikle 1sal iglem
uygulanan bir et firimii olan
sosislerin bu patojen bakteri ile kontaminasyon riskinin miimkiin oldugu goriilmektedir. Toplum sagligim
dogrudan ilgilendirmesi agisindan, et ve et iirtinlerinde Y.enterocolitica ile bulaginn, uygun hjiyenik kosnilar
ve teknoloji ile engellenmesi tizerinde durulmalidir,
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