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' OZET

Bu galigmada, beyaz peynir ve pastorize
stit orneklerinden izole edilen toplam 27 adet
Yersinia enterocolitica kifltlirinun virulant ka-
rakter tagiyp tagimadikian araghinlmigtir, Kil-
tiirlere kalsivum bagimlilifi, otoaglutinasyon ve
serum duyarhhgi testleri uygulanmistir. Sonug
olarak beyaz peynirlerden izole edilen yedi,
rastorize siitlerden izole editen iki jzolatin tim
testlere olumlu sonug verdikleri bulunmustur.
Ayrica otoaglutinasyon testinin virutant ozelli-
gin belirlenmesinde kullantlabilecek, fazla za-
man almayan ve pratik bir test oldugu da goz-
lenmistir. : ‘ '

SUMMARY

In this study, 27 Yersinia enterocolitica
straing isolated from white cheese and pas-
teurized milk were investigated for their viru-
lent characteristics, For this purpose, cultures
were examined for calcium dependency auto-
agglutination and serum sensivity tests, As a
result, 7 strains isolated from white cheese
ano 2 strains. isolated from pasteurized milk
were found to be positive for all tests. Auto-
agglutination test was also found to be mote
practicable and less fime consuming- test than
that of the other tests used for determination
of virulence character.

1. GIRIS ve KAYNAK TARAMASI

Yersinia enterocolitica, Enterobacteriaceae
familyasivn bir dyesidir. Dlz basil ya da ko-
kobasil (genellikle pleomorfix) seklinde Gram
negatif, fakiiltatif anaerob, . oksidaz negatif,
katalaz pozitif bir bakteridir (BANWART, 1989).
Y. enterocolitica, patojen bir bakteri olarak
aligtimigin diginda  buzdolabt sicakhiklarmnda
cok iyi geligebilme yetenegine sahiptir (MOUS-
TAFA ve ark., 1983), Onceleri hayvanladan
izole edilerck Pasteunclla pseudotuberculosis
rodentium, P. pseudotuberculosis type b, Pas-

teurella x, P, pseudotuberculosis atypiqua, Ger-
me x ve Yersinia x gibi gesitli adlar verilen
Y.enterocolitica ~son zamanlarda insenlarda
clusturdugiu cesitli klinik tablolarla biyilk Snem
kazanmistir  (BILGEHAN, 19-6; GIkMOUR ve
WALKER, 1988). Y. enterccolitica tarafindan
olusturulan klinik belirtilerde, konakginin yagi,
fizyolojik durumu ve bakterinin patojenik ozel-
likleri gibi faktdrler dnemli olmaktadir. TOm
dinyada akut gastroenteritis, klinik yersint-
osis'in en yaygin belirtisini  olugturmaktadir.
Hastalik diare, karin agrisi, kusma, ates ile
seyretmektedir (GILMOUR ve WALKER, 1988).
Bu bekirtiler genellikle kisa sirelidir. Ateg ve
tusma 2 -4 giin icerisinde song ererken diare
ve kamn agnsi 1-2 hafta sirebilmekte olay
apendisitis tablosuyla karigtiriiabilmektedir, Bu
belirtiler disinda hastaltk, Ozellikle bacaklar
ve govdenin alt bblimlerinde adnh sistilder
ve kizartl lekeler, arthrit {mafsal iltihabi],
septisemi, menenjit, deri ve yoz enfeksiyonian
seklinde de ortaya ¢ikabilmektedir (STERN ve
PIERSON, 1979; PALUMBO, 1986; GILMOUR ve
WALKER, 1988). o

Y. enterocolitica’min  patojenitesi lizerinde
yapiian ¢aligmalar, bakterinin hem invaziv hem
ce toksijenik mekanizmalari jeerdigini ortaya
koymustur (GEMSK1 ve ark., 1980; .GILMOUR
ve WALKER, 1988). Bazn Y. enterocolitica var-
yeteleri enterotoksijenik. Escherichia collnin
olusturdugiuna benzeyen, isiya dayanik!i - ente-
rotoksin Gretebilmekte (YeSi) ve aynca e
sitli hayvan denemelerinde konakel doku hiic-
relerine de saldirabilmektedirier.

Y.enterocolitica tarafindan konakgmin is-
tllas: gu basamaklar iziemektedir; viicuda ahm
fleum'a aktarilma (ince bagirsafin bir bolimd)
ve Peyer's plaklarinin mukoz ylzeylerine tu-
tunma, epite! hilcrelere nifuz ederek hiicrenin
bazik karakterli bolgelerine yerlesme, lamina
propria igine niifuz etme ve baktermin bunu
izleyen gelismesi (GILMOUR ve WALKER.
1988). Bu cogalma da bagirsakiarda daha 6n-
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ceden tanimianan  klinik tablolarla sonuglan-
maktadir. Y, enterocolitica’nin invaziv yetene-
ginden molekl! agirligt 40-43 x 10¢ D arasinda
dedisen plazmidlerin sorum!u oldugu diigiiniil-
mektedir (PRIPIC ve ark., 1983; PRIPIC ve ark.,
1985; GILMOUR ve WALKER, 1988). Enterotok-
sin diretimi ise, virulant Gzelliginin aksine kro-
mozomlar {izerindeki genler tarafindan yonlen-
dirfimektedir,  Y.enterocoliticanin  gevreden
(gidalar dahil} izole edilen varyeteleri ve bazt
Y. enterocolitica benzeri bakterilerin (5zellikle
Y. krintensii) 4, 22, 25 ve 37°C’lerde YeST olus-
turabildikleri belirlenmistir (PAI ve ark. 1978).
Y. enterocolitica baz gidalarda bulunabilmekte-
dir. Gidalardan izole editen (bazi domuz riin-
leri diginda) varyetelerin biyik goguniugunun
patojenik olmadiklar) bildirilmistir (DELMAS
ve VIDON, 1985), Ozellikie belirli bazi bio - se-
rotiplerin (8rnéegin; 4 / 0:3,2 / 0:9, 1 / 0:8)
gidalarda bulunimasi durumunda, insanlarda olu-
san bagirsak kokenli hastaliklarm en Onemii et-
meni olduklar kabul edilmekiedir. Yersinia an-
tiserumunun ticari olarak elv:e'r;.ﬁl‘f oimadi§i bil-
dirilmekted’r (GILMOUR ve WALKER, 1988).

Y. enterccolitica'rin insaniards, bafirsak re-
hatsizliklarina ncden olun asit patojenik meka-
nizmasi kabul edilen invaziv yetenegini ince-
lemek igin &nceleri «Sereny Test» gibi hayvan
densylerinden yarartanimistiy (PRIPIC ve ark.,
1985). Ancak deha sonra gesitli nedenlerle bu
testler yerlerini invitro testlere birakmislardir.
UNE (1877), Y.enterocolitica'nin patojenik var-
yetelerinin kiiltlire edilmis Hela hiicrelerine
nifuz etme yetereginde -olduklarni, patojenik
olmayantarin ise bunu yapamadikiarini goster-
miglir, Son yillarda Y.enterocoliticanin doku
hiicreleri kullambarak virulant. ézelligini belirle-
meye yinelik testlerindeyayginligm yitirdigi
bel'rtilmektedir (GILMOUR ve WALKER, 1988).
Y. enterocolitica’in viriilanslik dzelligini belir-
leyen’ plazmidin stabil olmadigi ve kolaylikla
kaybedilebilecedi bildiriimistir (GEMSKI ve
ark., 1980). Virulantlik Ozellifiini ortaya koyma-
da halen kulamlan bir yontemde je! elektro-
forez ybntemi ile plazmidin saptenmasina da-
yanmaktadir (PRIPIC ve ark., 1985} . :

PRIPIC ve arkadaglari [1983), tarafindan
gelistirilen Congo Red Agar besiyeri patojeni-

tenin saptanabilmesi igin basit bir yontem ola-
rak Orerilmisse de baz viruiunt olmayan var-
yetelerin de virulantlar gibi reaksiyon verdik-
leri daha sonra yapilan galismalarda belirlen-

‘mistir. Bu nedenle, arastincilar tarafindan yon-

temin yalmzca basit ayrim ‘i$lemllerindje kulla
nitabilecedi belirtiimektedir (PRIPIC ve ark.,
1985).

. GEMSKI ve arkadaglar (1980), tarsfindan
vapilan bir ¢alismada Y. enterocolitica'da vird-
lantlek Szeligini  belirleyen plazmidle iligkili
olarak Y.pestis'dekine benzeyen bir kalsiyum
bagimlihgi saptanmistir. Y. enterocolitica’nin
virulant olan varyeteleri kalsiyum igermeyen
ortamlarda 37°C’de (. .eme gistermez va da
gok kiigik koloniler seklinde Urerlerken, 250C’
de gelisebilmektedirler. Virulant olmayanlar
ise, her iki stcaklk derecesinde de bu ortam-
da geligebllmektedirler.

LAIRD ve CAVANAUGH (1980), Y. entero-
colitica’mn virulant varyetelerinin, doku kiiltii-
rii ortamlarinda 37°C'de gelistiklerinde kendi-
likierinden agluting olma (otoaglutinasyon)
ozellifinde olduklarnint bulmuslardir. Otoagluti-
nasyon olayinin virulant olmayan tiple-de ve
virlant tiplerde de 25°C'de gergeklesmedidi
saptanimustir. Bu olayin virllanshik Gzelligi ka-
zendrran plazmid varligr ve kalsiyum bagimlilig
ife iligkili oldugu da belirtiimektedir (LEE ve
ark., 1981},

Virulantlsk ozellifini  belriemeye ydnelik
diger bir test ise, serum duyarlihik testi olarak
bildirilmektedir (PAl ve DE STEPHANO, 1982).
Virulant tipler insan ya da tavsandan elde edik
mis serumda 37°C'de bir gece birakidikarin-
da canhiiklarmt koruyabilirken virulamt olma-
van tiplerin ‘bu serumiara karg: ‘direngli olma-
diklan septanmistir,

Trypticase - Soya agar'da koloni morfolojisi
ve gaz - likit =kromo':ograf'sinde_ prolys's gibi
yontemlerin de virulant ve virulant o!mayan
tiplerin ayrmnda kullamlabiidigi, ancek viru-
lens karakterin saptanmasinda yaygin -olarak
kullamian testlerin otoaglutinasyon ve kalsiyum
bagimlilsk testleri oldugu belirtiimistir (GIL-
MOUR ve WALKER, 1988). :
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1, Materyal

Bu arastirmada daha once yapilan bir ¢a-
ismaden elde edilen Y.enterocolitica kiiltlrle-

rinden yararlanidmigtir (AYTAG ve OZBAS,

1992) Galismada, Ankara pivasasindan topla
nan 66 beyaz peynir numunesinden elde ediien
21 ve bir pastdrize siit fabrikasindan sajlanan
80 pastirize slit drnedinden izole edilen 5 izo-
lat kullanilmigtrr, '

2.2, Yontem

Virulant ve virulant olmayan Y.enterocoli.
tica izolatlarinin aynmi icin asafidaki ydntem-
ler kullanlmistir,

2.2.1. Kalsiyum Bagimhha Testi

Kalsiyum bagimliidi  testi, Magnezyum
Oxalat Agar (MOX) besiyerinde PRIPIC ve atr-
kadaslart (1983)'nin, Snerdigi ydnteme gbre
yapilmistir, MOX Agar besiyerinde 37°C'de bir
gece inkiibasyona birakilan kiiltiirlerde, besiye-
rinde gelisme gbstermeyen ya da Ignebas bi-
yitkligiinde koloniler veren Y. enterocolitica
izolatlar belirlenmigtir. Yontemde, geligmenin
fasitlanmasinin inkiibasyon sicakligindan kay-
naklanip kaynaklanmadifimn belirlenebiimesi
igin kontro! besiyeri olarak Columbia Agar
Base (CA) besiyeri (Oxoid; CM 331) kullanil-
mistir (PRIPIC ve ark., 1985}.

2.2.2. Otoaglutinasyon Testi

Calismada, Y. enteracolitica izolatlarina
otoaglutinasyon testi ds uygulanmigtir (LAIRD
ve CAVANALGH, 1980; PAl ve DE STEPHANO,
1982: AULISIO, 1983). Y.enteracolitica kilitir-
lerinden Meti! Red-Voges Proskauer ortamini
igeren 2'ser tipe ekim yapilnsg, tiiplerden biti
370C, diger ise 25°C'de 24 saat inkiibasyona
birakimiglardir. Siire sonunda tiplerdeki hula-
nikhik incelenmis, 37°C'deki tiiplerde dipte ¢o-
ketme, iist kisimda berrak faz olaw ve 25°C'de
homojen- bulanikiiga sahip olan kiltiirler pozi-
tif, homojen bulanikhga sahip olan veya her
iki sicaklik derecesinde-de aglutinasyon gds-
teren kiltiirler negatif olarak degerlendirilmig-
lerdir. B

2.2.3. Serum Duyarlihk Testi

Y. enterocolitica izolatlarinin, normal insan
serumuna kars: olan direnglent PAl ve DE STEP-
HANO (1982)'min dnerdidi yénteme gore test
edilmistir, Ancak ybntemde kullamian <Hanks
tamponlanmig tuz ¢ozeltisi» yerine yine % 0.1
jelatin igeren «Earle» medium kullamlmigtir. Bu
testre, kiiltiirler 6nce bir gecs Tryptone Yeast
Extract Broth (TYE) besiyermde 25°C'de gal-
valamal olarak inkiibe ediimiglerdir (PRIPIC ve
ark., 1983). Siire sonurida killtirlerden % 0,1
jelatin ve % 10 taze normal insan kan seru-
mu igeren Earle medium’lara asilama yapimig-
tir (yaklagk 107 CFU/ml). Kontrol olarak se-
rum icermeyen ayni reaksiyon ortam: kullanii-
mistir. 37°C'de inkiibe edilen reaksiyon ortam-
larindan belirli zaman aralikiarinda (0, 60 ve
120 dakika) Tryptic Soy Agar besiyerlerine
ekimler yapilmig, 24 saat inkiibasyona hiraki-
larak sayimlar gergeklestirilmig ve kaltdrlerin
serum duyarliliklart incelenmistir.

3. ARASTIRMA BULGULAR] ve TARTISMA

Galigmadan elde edilen sonuglar Gizelge
1'de gbsteriimistir. Sonuglarin incefenmesinden
de goriilebilecedi gibi, beyaz peynirlerden izo-
le edilen Y.enterocolitica izolatlarindan 7 ta-
nesi, pastérize stitlerden elde edilenlerin ise
2 tanesi, bu c¢aligmada virulanthigm belirlen-
mesinde kullanlan tim testlere olumiu sonig
vermiglerdir. o '

Kalsiyum bagimhiigt tesi'nde, MOX- Agar
hesiyerinde 37°C'de bir geca inkiibasyona bi-
rakilan, beyaz peynirden elde edilen izolatla-
rin 146 (% 21), pastorize sitlerden elde edi-
tenlerin ise 4G (% 80) igne bag: bilyikitigun-
de koloniler vermiglerdir, Virulant olma dzel-
ligini tagiyan Y.enterocolit'ca kiltiirlerinin
37°C'de gelisebilmeleri igin kalsiyuma gereksi-
nim duyduklari, MOX Agar besiyerinde ise kal-
siyum selatiiin olusmas: nedeniyle meydana
gelen siirlayici kosullarda Uremenin zayifla-
dign bilinmektedir (STERN ve DAMARE, 1982).
Beyaz peynir drmneklerinden izole edilen 7, pas-
t9rize siit orneklerinden elde edilen 1 izolatin
ise bu besiyerinde belirtilen kosullarda daha
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Cizelge 1. Beyaz peynir ve pastorize siitlerden elde edilen Y. enterocolitica jzo-
tatlarna ait virulantltkla ilgili test sonuglan

Izolat sayist/  Aglutinasyon Kalsiyum Serum
Toplam izolat 37°C / 25°C Bagumdilii Duyarhlié
Pastbrize st
Grnekleri
2 (5) +/— + —
1(5) +/— - +
1 (5) +/— + +
1(5) —/+ + —_—
Beyaz peynir
érnekleri
T (21) +/— + —
1(21) —/+ — o+
2 (21 +/+ —_— —_
1.(21) +/— — —
2(21) +/+ —_ —
3(21) +/— + +
1(21) +/+ + +
2 (21} +/+ + -
1{21) —f + +
1(21) +/— — +

* Her i¢ testte de olumlu sonug veren izolatlar.

blyiik koloniler verdikleri belirlenmistir, Bu
testte kullanilan CA besiyerlerizin kontrolu so-
nucunda ise, kiltlirler iizerinde inkiibasyon si-
cakligindan kaynaklanan. bir inhibisyon olma-
difr gozlenmistir.

-~ Virulant 8zelligin belirlermesinde kullan-
lan diger bir test olan otoaglutinasyonda ise,
peynir kaynakh 12 (% 18), pastbrize siit kay-
nakl 4 (% 80) Y. enterocolitica’ kiilltiiriniin po-
zitif sonug verdikleri belirlenmistir. MR . VP
besiyerinde ve iki farkh sicakhk derecesinde
yliritilen deneme ise, 37°C'ds agiutinasyon
Ozelligi gbsteren ancak 25°Cde bu ozelligi
gostermeyen kiltiirler pozitif oiarak degerlen-
dirilmiglerdir (LAIRD ve CAVANAUGH, 1980).
Cizelge 1'in incelenmesinden de gériilebileces:

gibi, her iki gida maddesinden elde edilen 1zo*
25°C'de porzitif, .

fatlar igin 37°C'de negatif,
her iki sicaklik derecesinde negatif ve her iki
sicaklik derecesinde pozitif sonu¢ alinan kiil-

tiirler ise neyatif olarak degerlendiri!mislerdir.
Peyaz peynir orneklerinden elde edilen 7 kiil-
tiriin her iki sicaklik derecesinde de aglutinas-
yon Uzelligi gbsterdigi belirlenmigtir. AULISIO
ve arkadaglarr (1983), tarafindan yaptlan bir
galismada «tofu» dan elde edilen 5 Y.entero-
colitica izolatindan 3'iniin aglut'nasyon testin-
de her iki sicakhk derecesinde de pozitif so-
nug verdikleri bildirilmistir. LAIRD ve CAVA-
NACUGH (1980)'e gbre, her iki sicakiik dere-
cesinde de eglutinasyon olmasi, «yalanci - po-
zitif'lik» olarak defierlendirilmekte ve virulant
Gizelligi tagiyan plazmidin bulunmadigini dolay-
siyla patojen olmama karakterini isaret etmek-
tedir. Yine ayni arastinmacilar tarafindan yapi-
lan cahismada, aglutinasyon o6zelligi gbsteren
ve gdstermeyen bazt Y.enterocolitica suslari-
mn virulant ozellikler} hayvan denemeleri ile
Incelenmigtir. Sonucta, aglutinasyon &zelligi
pozitif olan tim suslann farelerde diare ve
6liime yol agan sistemik enfeksiyona neden ol-
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dudu, negatit olanlarm ise bu etkiler gister-

medikleri belirlenmistir, Calismada incelenen

180 Y. enterocolitica susundan 25'inin aglutinas-
yon yeteneginin pozitif ¢ldugs ve bunlanin agiz
volu ile alindifinda fareler igin virulant karak-
terde olduklarr saptanmistir. Aglutinasyon testi
negatif olan tiim suslarin ise virulant karak:
terde olmadiklarr belirtilmistir, Her iki sicakhik
derecesinde de pozitif sonug veren 9 susun
ise yine virulant karakterde olmadiklart bulun-
MUSTUr..

Aglut'nasyonun virulant nlazmid varligs ve
kalsiyum bagimhlidi ile iliskili oldugu bildiril-
mektedir (LEE ve ark., 1981). Sonuclarimiz bu
agidan incelendiginde, toplam 26 izolattan 13
{iniin her iki teste de pozitif, 5'inin i_sé her ki
teste de negatif sonug verdikler belirfe-ﬁmi$-
tir. STERN ve DAMARE (1982), tarafindan ya-
pilan bir galismada ¢esitli kaynaklardan. elde
ediimis Y.enterccolitica suslarinden yararlan-
larak virulantligin belirlenmesinde kullantlan
bazi testler karsilastintmistir. Gahsilan 31 Y.
enterocolitica susundan 29'u kalsiyum bagim-
i testine olumlu sonug verirlerken, 34 kil-
tlirden tliminiin otoaglutinasycn tesiine pozitif
sonu¢ verdikleri bildirilmigtir.

Serum duyarliligi testinde ise, peynirlerden
elde edilen izolatlarm 14'0 (% 67), pastbrize
siitlerden elde edilenlerin ise 30 (% 60) se-
rim duyarhiliy testine negatif sonu¢ vermis-
lexdir. Dolayisiyla bu klltiirlerin normai insan
kan serumuna kars: direngli olduklar belirlen-
migtir,

Virulant &zetligin bir belirteci olarak ka-
bul edilen serum direrci, kan serumu igsren
reaksiyon ortamunda 37°C'de canli kalabilme
vetenedi olarak belirtilmektedir  (PRIPIC ve
erk., 1983). Seruma direng'i, canlt kalabilen
suglarmn iki saat sonra gogalmaya basladiklar,
seruma duyarlt olan virulant olmayan suslarin

ise yaklasik bir saat igerisinde inhibe olduk-

~lan da bildirilmektedir, Virulant suslarin insan

kan -serumunun bakterisidal etkisine kars: di-
rengli olmalarima ragmen, bu direncin 37°C'de
gozlenebildigi -ve wvirulant dzelligin yitirilmesi
ile kayboldugu ifade editmektedir (PAl ve DES-
TEPHANO, 1982). B

Calismamizda virulanthgm belirlenmesinde
kullanilan bltiin testler dikkate alindidinda,
her iki gida maddesinden izote edilen tdpl-a-m
26 Y.enterocolitica kiiltiriinden 9 tanesinin
titm testlere olumlu cevap verdikleri ve bilyitk
olasilikla virulant olma karakterini tagidiklar
bdl-unmugtur. Hayvan denemeieri yapl_l-mém-lg; ol-
makla birlikte, bu durum virdant olma &zelli-
gini tasiyabilerr Y.enterocolitica'min gidalarla
taginebilecedi ve uygun kosullar gercgeklesti-
ginde toplum saghigim tehlikeye sokabilecegini
dusiindiirmektedir. Ozellikle psikrofil karakteri
nedeniyle siit ve hammadde ol‘aré'k sitlin kul-
lantlcdign baz gida maddelerinde sorun yarata-
bilecek olan bu bakteri igin dncelikle hijyenik
kurallara dikkatle uyularak kontaminasyonunun
engellenmesi ve 151 islem gbr-mijs hammadde
kullanmimi 8nerilebilir,

Arastirmamizdan eldg edilen diger bir so-
nug ise, bir karsilagtirma éal@mam yapiimamig
olmaklg birlikte virulantlik indikatérii olarak
kullanmilen testlerden otoaglutinasyon testinin
diferlerine oranla daha az zaman alici ve pra-
tik oldugunun belirlenmesidir. Bu test dzellikle
gida kaynakll izolatlardan patojeri” karakterde
olan Y.enterocolitica’nin belirlenmesinde &ne-
rilmektedir (STERN ve DAMARE, 1982). Gida-
lardan Y.enterccolitica izolasyonu igin yapian
gahismalarda, elde edilen Iizolatlara otéagiuti-
nasyon testinin uygulanmasi ilg viruient karak-
ter tasima 6zell'i§i-ni-n‘ ortéya konulmasinin so-
nuglari olumlu yonde destekieyecedi de disii-
nitlmektedir.
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