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OZET

PASTORIZE SUTLERDE YERSINIA ENTEROCOLITICA VARLIGININ
ARASTIRILMASI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Dr. Ogretim Uyesi Sibel KIZIL
Ocak 2023, 33 Sayfa

Bu ¢alismada, Kirikkale Bolgesi’nde, perakende satis marketlerinden toplanan ¢esitli
pastorize siitlerde, izolasyon ve identifikasyonla Yersinia enterocolitica (Y.
enterocolitica) varlig1 ve serotiplerinin arastirilmasi planlanmistir.

Aragtirmada izolasyon i¢in alinan 100 adet pastorize siit numuneleri mikrobiyolojik
analize alindi; 25 ml siit 6rnegi, 225 ml Pepton Sorbitol Safra Suyu (PSBB) iizerine
ilave edilerek, 30 sn homojenize edildi. izolasyon i¢in uygun besi yerine (Yersinia
Selective Agar Base) ekim yapilarak, 10°C’de 10 giin inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonucunda karakteristik 6zellik gosteren koloniler, hizli identifikasyon
sistemi (BD BBL Crystal E/NF) ile identifikasyona tabi tutuldu. Incelenen 100 adet
pastorize siitte, Y. enterocolitica izole edilemedi; ancak 6 adet siitte maya, 1 adet
stitte Shigella spp. tespit edildi. Daha yiiksek sayida numunenin c¢alisiimasinin
izolasyon oranini artirabilecegi, dnemli enfeksiyon kaynagi olan Y. enterocolitica’nin
stitlerde incelenmesi; bir adet pastorize siitte izole edilen Shigella spp. tespit edilmesi
halk saglig1 a¢isindan 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Pastorize siit, Shigella spp., Y. enterocolitica



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PRESENCE OF YERSINIA ENTEROCOLITICA IN
PASTEURIZED MILK

Kirikkale University
Health Sciences Institute
Department of Microbiology, Master'sThesis
Supervisor: Assistant Professor Sibel KIZIL
January 2023, 33 Pages

In this study, it was planned to investigate the presence and serotypes of Y.
enterocolitica in various pasteurized milk collected from retail markets in Kirikkale
Region, with isolation and identification. 100 pasteurized milk samples taken for
isolation in the study; 25 ml of milk sample was added to 225 ml of PSBB and
homogenized for 30 seconds. Planting was done on suitable media (Yersinia
Selective Agar Base) for isolation and incubated at 10°C for 10 days. Colonies
showing characteristic features after incubation were identified by rapid
identification system (BD BBL Crystal E/NF). Y. enterocolitica could not be isolated
in 100 pasteurized milks examined, but yeast in 6 milks and Shigella spp. in 1 milk
detected. It is thought that working with a higher number of samples may increase
the isolation rate, and examining Y. enterocolitica, which is an important source of
infection, in milk will be beneficial for public health. In addition, Shigella spp.
detection is important for public health.

Keywords: Pasteurized milk, Shigella spp., Y. enterocolitica
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1. GIRIS

Yersinia kelimesinin isim kaynagi Alexandre Yersin’dir. Bakteriyolog olan
Alexandre Yersin, vebanin etkenini ilk izole eden kisi olmasindan kaynakli, 1944
yilinda Van Loghem tarafindan ismi onerilmistir. Yersinia cinsinde yer alan Yersinia
pestis (Y. pestis), ve Yersinia pseudotuberculosis (Y. pseudotuberculosis), dnceleri
Pasteurella cinsi igerisinde simiflandirilmustir; fakat daha sonra Yersinia cinsi
igerisinde siniflandirilmasina yer verilmistir (Buchanan ve Gibbons, 1974; Tiimbay,
1982).

1933 yilinda Gilbert, ilk defa Yersinia spp.’nin, insanlarda hastalik olusturdugu
bulmustur. 1939 yilinda Schleifstein ve Coleman tarafindan, Yersinia enterocolitica
(Y. enterocolitica), “Bacterium enterocoliticum” veya “Pasteurella X gibi adlarla
tarif edilmis olsa da "Bacterium lignieri (B. lignieri) ve Pasteurella
pseudotuberculosis (P. pseudotuberculosis)'e benzeyen, insan igin gastrointestinal
sistemde hastalik etkeni olmasi ve tan1 koyulamayan bir mikroorganizma™ olaraktan
tanimlanmustir. 1964 yilinda, Frederiksen daha once insan ve hayvanlardan farkli
isimler altinda izole edilmis olan 55 susu incelemis; bunlarin biyokimyasal
Ozellikleri yani sira antibiyotiklere duyarlilik durumlarmin da birbirine benzer
olduklarii gérmiistiir. Bunlara sozciik anlami1 "bagirsak ve kolona ait" demek olan Y.
enterocolitica adimin verilmesini 6nermis ve Yersinia cinsine ait ti¢iincii bir tiir olarak
kabul gormesini istemistir. Daha sonra Y. enterocolitica, akla gelmeyen bir

enteropatojen olarak kalmistir (Buchanan ve Gibbons, 1974; Tiimbay, 1982).

Mikroorganizmanin, gelisen digki kiiltiir yontemleri ile teshisinin kolaylasmasi ve
1970'li yillardan itibaren tim diinyada insanlar da hastaliga neden olmasindan
kaynakli dikkatleri lizerine ¢ekmis ve dnemini vurgulayan bildirilerin ¢cogalmasiyla
birlikte Yersinia konusuna tekrar ilgi artmistir. Pasteur Enstitiisii, 1974 yilinda,
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan Y. enterocolitica igin uluslararas1 referans

merkezi olarak tayin edilmistir (Evans ve Brachman, 1991).



1980'lerde Yersinia spp.’leri biyolojik olarak siniflandirmaya yapmaya ¢alismiglardir.
DNA hibridizasyon ¢aligmalar1 sonucunda, tiim tiyelerinde Enterobakteriyel ortak
antijenlerin bulunmasi, antibiyotik profilleri ve biyokimyasal etkinlikleri g6z oniine
alimmustir. Enterobacteriaceae familyasinin igerisine dahil olmuslardir. Bu cins
icinde bulunan isimlendirilmis 11 tiiriin Yersinia frederiksenii (Y. frederiksenii), Y.
enterocolitica, Yersinia rohde (Y. rohde), Yersinia intermedia (Y. intermedia),
Yersinia kristensenii (Y. kristensenii), Y. pestis, Yersinia aldovae (Y. aldovae),
Yersinia bercovieri (Y. bercovieri), Y. pseudotuberculosis, Yersinia mollaretii (Y.
mollaretii) yapilan hibridizasyon deneyler sonucunda benzerlik gosterdikleri

bulunmustur (Yersinia ruckeri (Y. ruckeri) hari¢) (Baylan ve Abasli, 2005).

Bu molekiiler yontemlerle, Enterobacteriaceae familyasinin tiyeleri ile Yersinia cinsi
tiyeleri arasinda % 10-32 arasi yakinlik oldugu saptanmustir. Y. pseudotuberculosis
ve Y. pestis’te ise % 64 yakinlik oldugu ve biyolojik siniflandirmasi da Y. pestis ile Y.
pseudotuberculosis’in, birbirlerine yakin tiirler olduklar1 anlasilmistir. Benzer olarak,
onceleri Y. enterocolitica benzeri (YE-like) seklinde identifiye edilen birden fazla
bakteri tlirii bugiinlerde "biyokimyasal a tipik suslar" olarak “YE grubu” igerisinde
yedi tiir olarak simiflandirilmaktadir. Bu tiirler: Y. aldovae, Y. rhode, Y bercovieri, Y.
mollaretii, Y. intermedia Y. frederiksenii ve Y. kristensenii’dir. Y. rohdei,Y aldovae,
Y. mollaretii, Y. frederiksenii, Y. intermedia, Y. kristensenii, Y. bercovieri ¢evre
bakterisi olduklarindan su ile ilgili ¢evrelerde bulunurlar. Fakat bazen sicakkanli ve
sogukkanli hayvanlarda kalict olmayacak sekilde toplu durabilirler. Bu tiirler,
bagisiklig1 giiclii canlilarda hastalik yapici olarak kabul edilmemektedir. Diski
analizlerinden izole edildiklerinde “hastalik yapmayan Yersinia tiirii” seklinde rapor
edilmektedir (Bockemiihl ve Wong, 2003).

Y. aldovae: Y. enterocolitica olarak tanimlanan bir bakteri tiiriidiir. Sudan ve
topraktan izole edilmistir, ancak hayvan veya insan hastaliklari ile iliskili degildir
(Bercovier, Steigerwalt, Guiyoule Huntley-Carter ve Brenner, 1984; Sulakvelidze,
2000).

Y. frederiksenii: Gram negatif bakteridir, sakkoruzu kullanir. insanlarda ve baliklarda
gastrointestinal infeksiyonlara neden olabilir (Zamora ve Enriquez, 1987; Cafferkey,
Sloane, McCrae ve O'Morain, 1993).


https://en.wikipedia.org/wiki/Yersinia_enterocolitica

Y. intermedia: Ramnoz (dogal olarak olusan bir deoksi seker) ve rafinoz (galaktoz,
glikoz ve fruktozdan olusan bir trisakkarit) kullanan Gram negatif bir bakteri tiirtidiir.
Baliklarda bulunur (Brenner vd., 1980; Zamora ve Enriquez, 1987; Punsalang,
Edinger ve Nolte 1987; Martin, Leclercq, Savin ve Carniel, 2009).

Y. kristensenii: Farelerde bulasicidir. Bakteriyosin salgilar (Robins-Browne,
Cianciosi, Bordun ve Wauters 1991; Toora, 1995).

Y. ruckeri: Baliklar da patojen olup “Kirmizi agiz hastaligi”’na sebep olur
(Bockemiihl ve Wong, 2003).

Enterobacteriaceae ailesi {iyesi olan Yersinia nin, insanlarda hastalik yapan g tiirii

bulunmaktadir: Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis ve Y. pestis’tir.

Veba hastaligina Y. pestis’i neden oldugu, Y. pseudotuberculosis’in gastroenterit ve
mezenterik adenit etkeni oldugu, Y. enterocolitica nin ise insanlarda hafif ishal, akut
apandisit veya Crohn hastaligina benzer, siddetli enterokolite, hatta sepsise kadar
giden Klinik bulgulara sebep olmaktadir. Enfeksiyonlar ilk baslarda tesadiifi, daginik
ve nadir olarak goriilmesi, veba gibi diinya ¢apinda salginlar yapmamasi ve yiiksek
oranda 6liime neden olmamasi gibi nedenlerle ilk zamanlarda dikkate alinmamustir.
Ancak toplu yasam yerlerinde hizli bir sekilde yayilmasi ve salgin olusturmaya
baslamasiyla hastaligi geciren diinyadaki insanlarda cesitli klinik bulgularin ortaya
cikmasiyla beraber tekrardan dikkatleri iizerine ¢ekmis ve iizerinde yapilacak
aragtirmalar1 giderek yogunlastirmistir (Buchanan ve Gibbons, 1974; Abdel-Haq,
Asmar, Abuhammour ve Brown, 2000, Baylan ve Abasli, 2005).

1.1. Y. enterocolitica

1.1.1. Etiyoloji

Yaklasik olarak 1-4 mikrometre boyunda, 0,5-1-5 mikrometre genisliginde, ¢ogu
zaman basil, bazen kokoid veya kokobasil morfolojisinde de olabilen
mikroorganizmalardir. 25°C ve 37°C'de kokobasil seklinde goziikiir. Peritrik
flagellalar1 ile 25°C’de hareketli, ancak normal insan viicut sicakliginda (37°C)
hareket yeteneklerini kaybeder. Sicaklik degisimine bagli hareketlilik yeteneginin
degismesi Y. enterocolitica i¢in 6nemli bir 6zelliktir. Gram negatif bakteri olup,

oksijenli solunum yapabilir veya segmeli anaerobdur (Baylan ve Abasli, 2005).



Spor olusturmaz. Organizmadan alinan taze materyalden yapilan preparatlarda
zaman zaman kapsiil goriilebilir. 4-42°C arasinda da gelisebiliyor olmasina ragmen,
ideal ortamda iiremesi icin gereken sicaklik araligi 22-28°C'dir. Ideal pH dereceleri
7,2-7,9 arasidir. pH 4,0-10,0 degerleri arasinda ftreyebilir ve % 5 tuzlu ortam
yogunluga dayanabilir. Bakteri, Sakkarozu ayristirabilir. Sakkarozu ayristirdigindan
Ksiloz Lizin Deoksikolat (XLD) ve Hektoen Enterik Agar gibi besiyerlerinde
koliformlara benzer koloniler olusturur. Mac Conkey Agar, Salmonella Shigella
Agar, Eozin Metilen Blue ve Yersinia Selective Agar Base'de 25°C’de 48 saat i¢inde
koloniler olusur. Schiemann’in 1979 yilinda, gelistirdigi besiyeri olan Cefsulodin
Irgasan Novobiocin (CIN) Agar’da, inkiibasyonun ilk 24 saatinde koyu kirmizi
renkte merkezi olan veya olmayan seffaf koloniler goriliir. Y. enterocolitica’ nin
tipik, okiiz/boga gozii, diye tarif edilen ve cevresi seffaf, merkezi bordo-kirmizi,
yaklagik 2 mm c¢apinda pembemsi koloniler ise 25-30 °C'de 48 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda olusur (Baylan ve Abasli, 2005). Bu goriiniim Y. pseudotuberculosis’

de goriilmez (Bockemiih ve Wong, 2003).

1.1.2. Biyokimyasal Ozellikleri

Cizelge 1.1°de Y. enterocolitica’nin biyokimyasal 6zellikleri verilmistir (Tiimbay,
1982). Biyokimyasal &zelliklere gore serotipler degisebilir. Ornegin, O:3 serotipi
indol negatif olup, geriye kalan diger serotipler indol pozitiftir. Biyokimyasal
ozelliklerinde degiskenlik, farkli sicaklik derecelerinde yapilan inkiibasyonlarda da

ortaya c¢ikabilmektedir.

Ornegin  Voges Proskauer reaksiyonu, Y. enterocoliticamin 37°C’deki
inkiibasyonunda negatif olurken, 25°C’de pozitiftir olabilmektedir. Ayrica Y.
enterocolitica suslari, iireaz pozitifken negatif bazi suslart da izole edilebilmistir
(Tumbay, 1982, Cover ve Aber, 1989, Butler, 2000).

Gaz olusumu negatif olarak bilinse de birkag Y. enterocolitica suslarinin cam
Durhaim tiipiinde yaklasik 2 mm ¢apinda gaz kabarciklart tirettigi gézlemlenmistir

(Tiimbay, 1982).

Bu nedenle Y. enterocolitica’*nin biyokimyasal oOzellikleri, serotiplerine, bazi

suslarina ve tiretildikleri sicakliga bagl olarak degisebilir ve farklilik gosterebilir.



Cizelge 1.1. Y. enterocolitica nin biyokimyasal 6zellikleri (Ttimbay, 1982; Cover ve
Aber, 1989; Bockemiihl ve Wong, 2003).

Test Sonug Test Sonug
Ureaz + (25-28°C) Laktoz -
Indol +, 0:3- Sakkaroz +
Metil Red + Salisin -
Voges Proskauer - (37°C), + (22-25°C) | Maltoz -
Sitrat (Simmons) - Arabinoz +
Nitrat + Rafinoz -
rediiksiyonu

Lizin - Adonitol -
dekarboksilaz

Arginin - Stikroz +
dekarboksilaz

Ornitin + Dulsitol -
dekarboksilaz

Oksidaz - Sellobioz +
reaksiyonu

Katalaz + Ksiloz +
reaksiyonu

Fenil alanin Degisken Sorbitol +
deaminaz

Eskiilin hidrolizi - Ramnoz -
KCN varliginda - Melibioz -
ureme

Triptofan - Glikoz Degisken
deaminaz

Asetoin tliretimi + (25-28 °C’de) Sorboz Degisken
Jelatin hidrolizi - H2S olusumu -

+: Suglarinin > % 90 pozitif
Degisken: Suslarinin % 11-89 arasi pozitif
-: Suglarmin > % 90 negatif

1.1.3. Ureme Ozellikleri

Y. enterocolitica, zor lireyen bir bakteri olmamasindan kaynakli basit besi yerlerinde
de tirer. Bununla birlikte diski veya rektal siirtintiiler gibi karigik flora igeren klinik
orneklerde Y. enterocolitica’y1 izole etmeye yonelik kullanilan standart laboratuvar
uygulamalarinda farkliliklar bulunmaktadir. Aerop ve fakiiltatif anaerobik olan Y.
enterocolitica, pH 5-9’da oldukga hizl1 bir sekilde lireyebilmektedir. Genis bir tireme
aralig1 sahiptir (0-45°C) ancak 22-28°C'ler de daha iyi tirer (Brocklehurst ve Lund,
1990; Butler, 2000; Bockemiih vd., 2003). Y. enterocolitica nin diger bir 6zelligi de,
karisik klinik orneklerde, pH’s1 7,6 olan ve + 4°C'de Fosfat Tamponlu Tuzlu Su




¢ozeltisinin (PBS) iginde iiremeye birakildiginda diger patojen veya patojen

olamayan bakteriler tireyemezken, diisiik sicakliklarda yavas yavas tireyebilir.

CIN Agar’a yapilan pasajlarin karigik floral klinik 6rneklerden Y. enterocolitica ‘nin
izolasyon olasiligini arttirdigi  bildirilmektedir (Buchanan ve Gibbons, 1974;
Timbay, 1982; Brocklehurst ve Lund, 1990; Bockemiihl ve Wong, 2003).

Y. enterocolitica, yiiksek konsantrasyondaki safra tuzlarina karsi direngli oldugundan
diger bagirsak bakterilerinin iiremelerinde de kullanilan bazi besi yerlerinde

tireyebilir.

Ayrica, Mac Conkey Agar, Salmonella Shigella (SS) Agar, Levin'in Eozin Metilen
Mavisi Agari, Tergitol 7 Agar, Deoksikolat Sitrat Agar, XLD Agar, Laktoz Sukroz
Ureaz Agar gibi farkli besi yerleri vardir. Organizmalar laktoz negatif olup bu besi
yerlerinde 25-30°C'de 24 saat inkiibasyonun ardindan yaklasik 1 mm ¢apinda ¢ok
kiiglik koloniler olustururlar. Y. enterocolitica nin izolasyonunda ayrica Sellobioz
arjinin Lizin Agar, Virulent Y. enterocolitica Agar, MgCI Malasit Yesili Karbenisilin
Agar gibi segici besi yerleri de kullanilabilir (Baylan ve Abasli, 2005).

Wauters, Y. enterocolitica izolasyonunda SS Agar’a % 2 deoksikolat ekleyip, alkali
pH’da ve 29°C'de inkiibe edilen "Yersinia Selective Medium" besiyerini
kullanmistir. Diskidaki floranin daha hizli iiremesi nedeniyle diski 6rneklerinden Y.

enterocolitica izolasyonu daha zordur (Tiimbay, 1982).

Y. enterocolitica nin izolasyonunda selektif bir besiyeri olan CIN Agar, bu zorlugu
ortadan kaldirmaktadir. CIN Agar’da diger Enterobakterilerin ¢ogu inhibe olmaktadir
(Baylan ve Abasli, 2005). CIN Agar’in farkli Cesitli Sefsulodin igeriklerine (4-15
pg/ml) sahip ticari olarak temin edilebilen CIN Agar’lar vardir (Bockemiihl ve
Wong, 2003). Y. enterocolitica nin hareketinin bazi biyokimyasal ozellikleri ve
teshisi i¢in farkli sicakliklarda farkli sonuglar elde edilir. Toplanan klinik 6rnekler
hem 22-25°C hem de 35-37°C'de inkiibe edilmelidir (Timbay, 1982; Cover ve Aber,
1989; Butler, 2000).

1.1.4. Antijenik Ozellikleri ve Tiplendirme

Y. enterocolitica 1siya ve alkole dayanikli somatik (O) antijenleri, 1s1ya duyarh (K)

antijenleri ve hareketli kiiltiirlerde Flagellar (H) antijenleri bulunur.



1.1.4.1. Serotiplendirme

Y. enterocolitica’nin serotiplendirilmesi, esas olarak O antijenlerine gore
yapilmaktadir. Bugiin i¢in 50'den fazla serotipi agiklanmis ve O antijenik yapilarina
gore 1, 2, 3, 4 ve 5 seklinde isimlendirilmeleri uygun goriilmiistiir (Tiimbay, 1982;
Cover ve Aber, 1989; Butler, 2000).

O antijenleri, bakteri hiicre duvarinin Lipopolisakkarit (LPS) katmaninda bulunan
antijenlerdir. Y. enterocolitica gerek diger enterobakterilerle (bazi1 Salmonella'lar,
Morganella morganii (M. morganii), Escherichia coli (E. coli) gibi) gerekse bunlarin
disindaki bazi bakterilerle Vibrio cholerae (V. cholerae) Pasteurella multocida (P.
multocida), bakterilerin O antiserumlariyla agliitine olmalarini, Y. enterocolitica
yiizeyinde bulunan K antijenleri engellemektedir. K antiserumu, canli bakterinin
tiplendirilmesinde kullanilmaktadir. Brucella abortus (B. abortus), gibi ortak O
antijenlerinin bulunmasi, tanimlamalarda karisikliklara yol a¢maktadir. Yine Y.
enterocolitica ile Y. pseudotuberculosis ve Y. pestis arasinda da benzer antijenik

yapilarin varligi saptanmstir (Baylan ve Abasli, 2005).

Y. enterocolitica ayrica, simdilik 20 ¢esidi saptanan ve a, b, c, d,... seklinde
isimlendirilen diger Enterobakterilere benzer sekilde H antijenlerine sahiptir. H
antijenlerini dikkate alan serotiplendirmenin pratikte Onemi bulunmamaktadir.
Fimbrial antijenleriyle iliskileri s6z konusu olan K antijenlerinin K1, K2, K3, K4,
K5, K6 seklinde alt1 gesidi bulunmaktadir. insanda hastalik yapan suslar, K antijeni
icermemektedir (Tiimbay, 1982; Cover ve Aber, 1989; Schoerner, Wartenberg ve
Rollinghoff, 1990; Gomez-Garcés vd., 1996; Butler, 2000; Baylan ve Abasli, 2005).

1.1.4.2. Biyotiplendirme

Y. pestis ve Y. pseudotuberculosis’in biyokimyasal 6zellikleri homojen olmasina
karsilik Y. enterocolitica heterojenlik gostermektedir. Niehl-Wauters sistemi ile 1970
yilinda bes biyotip olusturulmus ve bunlardan en c¢ok biyotip 4'lin insanlar i¢in
patojen oldugu bildirilmistir (Black, 1992). Cizelge 1.2’de Y. enterocolitica ‘nin
biyotiplendirme semasi verilmis olup, Wauters vd., 1987 yilinda olusturmuslardir

(Wauters, Kandolo ve Janssens, 1987; Bockemiihl ve Wong, 2003).

Bu semada Y. enterocolitica, alt1 biyotipe ayrilmig ve bunlardan 1B, 2, 3, 4 ve 5'in
insanlar i¢in hastalik etkeni oldugu bildirilmistir. Y. enterocolitica, bunlarin disinda

faj tiplendirmesi ve plazmid analizlerine gore de ayrilabilmektedir. Fakat

7



biyotiplendirme ve serotiplendirmeler, su ana kadar kullanilan en yararh

epidemiyolojik tekniklerdir (Bockemiihl ve Wong, 2003).

Cizelge 1.2. Y. enterocolitica’'nin biyotiplendirme semas1 (Wauters, Kandolo ve
Janssens, 1987; Bockemiihl ve Wong, 2003).

BiYOTIPLENDIRME

1A 1B 2 3 4 5
Lipaz (tween + + - - - -
esteraz)
Eskiilin + - - - - -
Salisin + - - - - -
Indol + + (+) - - .
Ksiloz + + + + - D
Trehazol + + + + + -
NO3 & NO2 + + + + + -
DNAse - - - - + +
Pirazinamidaz + - - - - -
-D- Glikozidaz + - - - - -
Voges- Proskauer | + + + + + (+)
Prolin peptidaz D - - - - -

+: Suslarinin > % 90 pozitif
Degisken: Suslarin %11-89 arasi1 pozitif
-: Suglarimm > % 90 negatif
(+): Zayif pozitif reaksiyon

1.1.5. Epizootiyoloji

Y. enterocolitica enfeksiyonlarinin bulasma kaynaklar1 ii¢ ana grup altinda

toplanabilir.
a) Yabani, Evcil ve Kesim Hayvanlari:

Y. enterocolitica, yabani veya evcil memeli hayvanlar ile kuslarda hastalik etkenidir.
Birgok arastirmaci evcil hayvan, kiiglikbas, biiyiikbas, tilki, deve, kobay, sinsila,
maymun, kaz, ordek, balik, istiridye, kurbaga, yilan ve pire gibi hayvanlardan Y.
enterocolitica'yr izole ettiklerini bildirmislerdir (Davey, Bruce ve Drysdale, 1983;
Ludes ve Weiss, 1984; Kato vd., 1985; Kwaga, Agbonlahor, Adesiyun ve Lombin,
1986).




b) Hastalar ve Tastyicilar:

Tedavi goren ve hastaliktan kurtulan birgok hayvan, tasiyici olarak kalir. Hayvanlar
digkilar1 ile topraklari, golleri, akarsulari, igme sularini, sebzeleri ve besinleri

kontamine ederek bakterinin dagilmasini salgilarlar (Sagun ve Ergiin, 1996).
c¢) Kontamine Olmus Gida Maddeleri:

Enfekte hayvanlardan elde edilen iiriinler, Y. enterocoliticanin bulagsmasinda 6nemli
rol oynamaktadir Kontamine gidalar, Y. enterocolitica enfeksiyonlarmin insanlara
bulagsmasinda etkin bir rol oynar (Sagun ve Ergiin, 1996). Y. enterocolitica 6zellikle
cikolatal1 siit, et, peynir, dondurma, hamburger, deniz iiriinleri ve sebzelerde varligi

tespit edilmistir (Morris ve Feejey, 1976, Sagun ve Ergiin, 1996).

Y. enterocoliticanin +4°C’de treyebilmesi sogukta muhafaza edilen besin

maddelerinin bulagsmada rol oynayabilecegini gostermektedir (Butler, 2000).

Ayni zamanda, Y. enterocolitica’nin ¢ig siitte de bulunabilecegi ve bu durumda
pastorizasyon isleminden etkilenmedigi de bildirilmistir. Y. enterocolitica nin
pastorize slitlerde iireyebilmesi bir¢ok arastirmaci tarafindan destek gormiistiir
(Tacket, Narain, Saltm, Lofgren ve Konigsberg, 1984). Y. enterocolitica siitiin
pastorizasyonda isleminin basindan sonuna kadar itibaren hatali, eksik olmasi veya
islem sonrasinda rekontaminasyonun ger¢eklesmesi durumunda pastorize siitte Y.
enterocolitica ¢ok hizli ve ¢ok kolay bir sekilde iireyebilmektedir. Bunun nedeni,
pastorizasyon sirasinda Y. enterocolitica'nin biiylimesine miidahale eden birgok
mikroorganizmay1 inhibe etmesi ve ortadan kaldirmasidir. Bunun sonucunda Y.
enterocolitica hizli bir sekilde iireyerek insanlarda hastaliga neden olur (Asakawa,

Akahane, Shiozawa ve Honma, 1979; Lee, 1979; Greenwood ve Hooper, 1985).

1.1.6. insanlarda Klinik Bulgular

Klinik tablo, kendi kendini smirlayan basit bir gastroenterit semptomundan, fotal
seyredebilen sistemik infeksiyona kadar degisen genis bir klinik bulgular
goriilmektedir (Cover ve Aber, 1989).

Y. enterocolitica insanlarda yasa, cinsiyete, organizmanin direncine ve bakterilerin
virlilensine bagh olarak farkli klinik tablolara neden olmaktadir. Bu tablolarin ilki,
dogrudan Y. enterocolitica’ nin neden oldugu akut enfeksiyonlarla ilgiliyken iken

diger kism1 muhtemelen ilk enfeksiyon sirasinda serbest kalan, hiicre duvarinda yer



alan LPS antijenlerinin olusturdugu toksik ve asir1 duyarliik mekanizmalarina
baghdir. Ikinci tablo, akut ya da siipheli enfeksiyondan en az 2-3 hafta sonra gosterir.

Cogu durumda lezyonda bakteri saptanmaz (Black, 1992; Baylan ve Abasli, 2005).

Enterokolit, tiim Y. enterocolitica enfenksiyonlarinda goriilen en yaygin klinik
tablodur (olgularin 2/3'i). Hastaligin kulucka periyodu, yaklasik 1-14 giindiir. Ilk
belirtiler, istahsizlik, bas agrisi, kusma ve halsizliktir (Butler, 2000; Baylan ve
Abasli, 2005). Bu gibi semptomlar1 takiben olgularin % 78-96'sinda civik veya
mukuslu ishal, % 43-47'sinde 1-3 haftada sonlanan ates, % 22-84'linde gaz sancisi
tarzinda karm agrisi, % 10'dan daha diisiik seviyede kanli digki ve % 25 diizeyinde
digkida 16kosit varligi bulunmaktadir (Marks, Pai, Lafleur, Lackman ve
Hammerberg, 1980; Butler, 2000; Bockemiihl ve Wong, 2003).

Kanli ishal, c¢ogunlukla yetiskinlerde, nadiren c¢ocuklarda gozlenmektedir.
Yetigkinler 1-2 haftada hastaliktan kurtulurken bu siire ¢ocuklarda dort haftay:
bulabilmekte (Bockemiihl ve Wong, 2003), ii¢ ayliktan kiigiik bebeklerin % 20-
30'unda enterokolite bakteriyemi gelisebilir. Olgularin ¢ogu kendiliginden iyilesir.
Ancak, ince bagirsak ve kolonlarda yayilmali nekroz yangilar ve iltihaplanma, rektal
kanama ve ileum perforasyonu, karin zari iltihaplanmasi, menenjit, bagirsak
diigtimlenmesi ve kolanjit gibi komplikasyonlar da goriilebilir. Organizmanin digk1
ile atilimi, semptomlar ortadan kalktiktan sonra bile birka¢ hafta devam edebilir
(Butler, 2000; Baylan ve Abasli, 2005).

Psodoapandisit sendromu:

Bu sendrom, ates, karnin bolgesinde agri ve lokositoz ile karakterizedir. Y.
enterocolitica enfeksiyonu, terminal ileit ve/veya mezenterik lenfadenit seklinde de
goriiliir. Daha ¢ok ileri yastaki ¢ocuklarda ve genc eriskinlerde daha sik goriiliir
(Butler, 2000). Akut semptomun, karnin sag alt bolgesinde agr1 olmasi nedeni ile Y.
enterocolitica enfenksiyonlarinda en biiyilk komplikasyonlar, yanlis yapilan
apendektomilerdir (Baylan ve Abasli, 2005). Akut karin sendromu tanist konulmus
63 pediatrik hastanin dokuzunda (% 14) Y. enterocolitica varligi saptanmustir,
enfeksiyonun 6nde gelen semptomlarinin 0-5 yasi arasi ¢ocuklar da ishal ve ates, 6-9
ve 10-14 yasi arasi ¢ocuklar da ise karm agrisi, kusma ve bulanti gibi Klinik
semptomlar goriilmiistiir (A¢bay, Altuntas, Oztiirk, Giindogdu, Tasan ve Korugan,
1994).
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Bakteriyemi-Septisemi:

Y. enterocolitica septisemisi, yetiskinlerde goriilen nadir klinik bulgudur (Butler,
2000; Bockemiihl ve Wong, 2003). Nadir de olsa saglikli ¢ocuklarda aseptik
bakteriyemi de goriilebilir (Bockemiihl ve Wong, 2003).

Ekstraintestinal enfeksiyonlar:

Y. enterocolitica ‘nin neden oldugu lokal apse, dalak, akciger ve karacigerde fokal
apseler, peritonit, septik artrit, osteomyelit, piyomyozit, {iveit konjunktivit, menenjit,
pnomoni, myokardit, perikardit, glomeriilonefrit ve yara enfeksiyonlar1 goriilebilir. Y.
enterocolitica’ya bagli endokardit ve mikotik anevrizmalar bildirilmistir. Klinik
bulgular da ates ve karin agrisini takiben 2-20 giin arasinda viicudun belli bolgelerin
de ozellikle bacaklarda ve govdede cilt doku degisiklikleri goriiliir ve genellikle bir

ay icerisinde kendiliginden iyilesir (Baylan ve Abasli, 2005).

1.1.7. Patogenez ve Patoloji

Hastalik yapici olarak isimlendirilen serotip O:3, O:8 ve 0:9, tiim diinyada genellikle
insan enfeksiyonlarina neden Y. enterocolitica serotipleridir. Bunlar, salginlara da
yol agabilmekte ve bir¢ok bakteriyemi olgusundan sorumludur. Diger serotiplerden
0:5, 27, 0:1.2.3, 0:13’a, O:13b ve O:21serotipleri de insanlarda hastaliga neden
olabilir. Serotip O:14, kan kiiltiirii ile izole edilebilen bir serotiptir. O:12, O:16 ve
0:17 serotipleri insanlarda nadiren hafif enfeksiyonlara neden olur. Diger serotipler
cogunlukla ¢ogunlukla ¢evresel kokenlidir ve insanlarda nadiren patojeniktir
(Tumbay, 1982; Cover ve Aber, 1989; Black, 1992; Butler, 2000).

Cogu zaman, patojen insanlara agiz yoluyla kontamine yiyecek veya su yoluyla girer,
nadiren okullar, kresler, hastaneler gibi ortamlarda kisiden kisiye bulasma goriilebilir
(Cover ve Aber, 1989; Butler, 2000; Bockemiihl ve Wong, 2003). Bulasicilik dozu
tam olarak bilinmese de 109 veya daha fazla inokulumun yutulmasi enfeksiyon igin
yeterli olabilir (Baylan ve Abasli, 2005). Y. enterocolitica enterokolitinde kulucka
stiresi 1-14 (ortalama 4-7) giin arasinda degismektedir. Enterokolit, tipik olarak 5-14
giin siirer; nadiren birka¢ aya kadar uzayabilir. Etkenin diskidan uzaklastirma stiresi
ise yaklasik olarak 14-97 giin arasinda degismektedir (Butler, 2000; Bockemiihl
Wong, 2003).
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Y. enterocolitica patogenezindeki énemli bir olay bagirsak yolunun, 6zellikle distal
ince bagirsagin (terminal ileum) ve proksimal kolonun kolonizasyonudur. Bu
nedenle, ¢cogu patolojik etki ve dolayisiyla klinik belirtiler bu noktada ortaya cikar.
Sekil 1.1°de Y. enterocolitica patogenez modeli verilmistir. Orada, virulent Yersinia
spp. bagirsak liimenini ge¢meli, mukozal epitel hiicrelerindeki mukus bariyerine
yapismali, niifuz etmeli ve sonunda bagirsak hiicrelerine yapigmalidir. Bakteriler
tercihen Peyer plaklarinin (PP) M hiicrelerine baglanir. Daha sonra, bakteriler epitel
bariyerinden ve M hiicresinin Bazolateral tarafindan atilir. Burada, enfeksiyonun ilk
asamalarinda bakterilerin fagositlere yerlestigini gdstermektedir. Bakterilerin dogal
faregiller makrofajlarinda tiredigi ve boylelikle gé¢ eden fagositlerde mezenterik lenf
diigiimlerine (MLN) tasindigi ve karin agrisimi tetikleyen inflamatuar bir yanita
neden olduklar1 varsayilmaktadir. Ayrica, bakteri tasiyan fagositler kan dolasimi
yoluyla karaciger ve dalaga yayilabilir. PP'ler, MLN'ler, dalak veya karacigerde
bulunduktan sonra, Y.enterocolitica mikro-apseler iginde hiicre disi bir formda
cogalir. Bu lezyonlar i¢inde bakteriler mikro koloniler olusturur ve makrofajlar ve

nétrofiller tarafindan fagositoza direnclidir.

¢ Intestinal lumen

Submucosa

€ Submucosal macrophage @ Mcell
38 Dendriic coll @) Microcolonies

Yersinia enterocoliticanin patogenez modeli . (1) Yersinia hiicreleri, bagirsak epitelyumunu epitelyal hiicreler yoluyla
submukoza gecirir. (2) Submukozal makrofajlar patojeni fagositoz yapar ve lenfatik sisteme girerek MLNYye ulagir. (3)
Alternatif olarak, bakteriler M hiicreleri tarafindan yutulabilir. (4) PP Yersinia bir kez mikrokoloniler olusturur ve
cogalmaya baglar. (5) Sonunda, bakteri hicreleri MLN icine yerlestirilir ve ayni sekilde replikasyonu saglamak icin mikro
koloniler olusturabilir.

Sekil 1.1. Y. enterocolitica patogenez modeli (Keet, 1974; Black vd., 1978;
Autenrieth ve Firsching, 1996; Granfors, Lahesmaa- Rantala ve Tonanen, 1998;
Fabrega ve Vila, 2012)
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1.1.8. Laboratuvar Tanis1

Tanm igin akut donemde kiiltiirde mikroorganizmalarin iiremesi veya enfeksiyon
sonrast komplikasyonlarin  (eritema nodosum, eritema multiforme, artrit,
glomeriilonefrit gibi) goriilmesi ve etkenin izolasyonun yapilamadigr ge¢ dénemde
(enfeksiyonun baslangicindan 2-3 hafta sonrasi) ise hasta serumunda spesifik
antikorlarin saptanmasina dayali olarak tan1 koyulabilir (Granfors, Lahesmaa-Rantala
ve Tonanen, 1988; Butler, 2000; Bockemiihl ve Wong, 2003). Ayrica hasta
antibiyotik kullanmis veya kiiltiir i¢in hastadan uygun 6rnek alinamamis ise tani igin
kendine 6zgl antikorlar kullanilabilir. Ayrica kronik enfeksiyonlu hastalarda cerrahi
olarak alinan dokularda uygulanabilen insitu indirekt immiinofloresan, PCR, floresan
insitu  hibridizasyon yontemleri kullanilsa da bu testler, sadece aragtirma
laboratuvarlarinda yapilabilmektedir (Bockemiihl ve Wong, 2003). Yersinia spp.
tiirleri i¢in siklikla kullanilan bir¢ok otomatize identifikasyon ticari kitin (Microscan,
Vitek, API, Biolog ve BBL Crystal ID) veri tabaninda mevcuttur (Sekil 1.2). Mac
Conkey Agar, CIN agar, Bile Esculin Agar, Christensen Ure Agar kolonileri tam
koymada kullanilmaktadir (Sekil 1.3, 1.4, 1.5). Patojen Y. enterocolitica'larin tespiti
igin, bazi kromozomal (invA, ail, yst) veya plazmid lokalizasyonlu genlerin
olusturduklart virulans faktorlerini saptayan PCR veya DNA koloni blot
hibridizasyon metotlar1 da kullanilabilmektedir (Bockemiihl ve Wong, 2003).

Sekil 1.2. Mac Conkey Agar'da Y. enterocolitica Kolonileri

Laktoz negatif kolonileri

Diiz, renksiz ve agik pembe

1-2 mm gap

Kirmiz1 veya mukoid kolonileri reddedin.
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Sekil 1.3. CIN Agar’da Y. enterocolitica Kolonileri

o Koyu kirmizi merkezi
o Berrak, renksiz bolge ile ¢evrilidir.

Sekil 1.4. Bile Esculin Agar’da Y. enterocolitica Kolonileri

e Y. enterocolitica (biyotip 1A harig) esculin negatiftir
(siyah rengin olmamasi)
e Y. enterocolitica digk1 = esculin pozitif (siyah renk)

Sekil 1.5. Christensen Ure Agar’da Y. enterocolitica Kolonileri

¢ Y. enterocolitica = pembe renk (iireaz pozitif)
e E. coli =renk yok (iireaz negatif)
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Y. enterocolitica’nin hizli ve kolay iiremesinden dolay1 iizerin de en fazla durulan
materyal digkidir (Sakallioglu, 1991; Butler, 2000; Bockemiihl ve Wong, 2003).
Hastaligin ilk belirtilerinden itibaren iki hafta icerisinde digki kiiltiirleri genellikle
pozitif olur. Digkidan alinan 6rnekte dikkat edilmesi gereken dnemli hususlardan biri
de diger enteropatojen bakteriler i¢in uygulanandan farkli degildir (Sakallioglu,
1991). Y. enterocolitica, olusturdugu klinik semptoma bagli olarak ayrica mezenterik
ve diger lenf nodlari, farengeal eksuda, balgam, beyin omurilik sivis1 (BOS), safra
kesesi, periton ve plevra sivilari, karaciger veya dalaktaki nodiiller, intestinal doku,
yara, idrar, apse igerigi veya kan orneklerinden de izole edilebilir. Besin ve sularin
incelenmesi 6nemlidir ¢iinkli hastaligin yayilmas: hakkinda konusunda bilgi saglar.
Normal laboratuvarda kan, periton ve plevra sivilari, BOS, idrar gibi baska bakteri
icermeyen steril klinik materyallerden Y. enterocolitica’nin izolasyonu kolaydir
(Baylan, 1996; Butler, 2000; Bockemiihl ve Wong, 2003). Besiyerlerine iki kez ekim
yapilmistir biri 22-25°C arasi, digeri ise 37°C’de tiiremeye birakilmistir. Y.
enterocolitica’nin diisiik sicaklik derecelerin de daha rahat tireme 6zelliginin olmasi,
farkli sicaklik derecelerinde ¢esitli biyokimyasal 6zelliklerini ortaya ¢ikarmasi ve
hareket oOzelliklerinin incelenmesi bakimindan fayda saglanmistir. Az sayida Y.
enterocolitica igeren digk1 6rneginde iireme oranini arttirmak i¢in zenginlestirici bir
besiyerine alinabilir. Bu amagla Selenit F, Gram Negatif (GN, Hajna) Buyyonu,
Rappaport Buyyonu ve Tetratiyonatli Buyyon da yararlanilabilir (Baylan ve Abasli,
2005; Bockemiihl ve Wong, 2003).

Besiyerlerinde degisiklikler yapilarak Y. enterocolitica’nin iireme sans1 arttirilmistir;
ornegin GN buyyona, karbenisilin ve Malasit yesili katmanin yararli olacagi

bildirilmistir (Baylan, 1996; Bockemiihl ve Wong, 2003).

Sogukta zenginlestirme islemi, bakteri sayisinin az oldugu durumlarda kullanilmasi
tercih edilen bir yontemdir. Ozellikle ishalsiz post-enfektif artritli veya terminal
ileitli hastalardan alinan 6rneklerde mikroorganizma sayisinin azligina bagli olarak
sogukta zenginlestirme islemi, kolay ve etkili bir yontem olarak yapilabilir.
Kiiltiirler, 21 giine kadar +4°C’de saklanip haftada bir subkiiltiirleri yapilmaktadir.
Fakat bu yontem, non-patojenik Yersinia spp. tiirlerinin de tiremelerine imkéan
tanimakta; bu tiirler patojenlerden daha ¢ok iireyerek izolasyon ve identifikasyonda
sorun ¢ikarmaktadirlar (Bockemiihl ve Wong, 2003). Kiiltiirlerden izole edilen

bakteriler biyokimyasal 6zellikleri kontrol edilerek ve antijenik 6zellikleri 6zellikle
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0:3 ve 0:9 serotip antiserumlar ile kontrol edilerek bakterinin Y. enterocolitica
oldugu kesinlestirilir. Hasta serumlar1 ile yapilan serolojik testlerde bakterinin 0
antijen ve H antijenleri kullanilir. Serolojik tiip agliitinasyon testlerinde 1/60 ve
tizerindeki sonuglar klinik olarak degerlidir. Ayrica antikor arama testleri olan

hemagliitinasyon ve EIA testleri de yapilabilir (Schiemann, 1979; Tiimbay, 1982).

1.1.9. insanlarda Tedavi

Y. enterocolitica ile iligkili komplike olmamis intestinal hastaliklarin ¢ogu genellikle
kendi kendilerini sinirlamakta, antibiyotik tedavisine gerek duyulmamaktadir. Bu
hastalara uygulanan tibbi bakim, destekleyici niteliktedir. Komplike olmus
gastrointestinal veya fokal ekstraintestinal infeksiyonlar, sistemik infeksiyonlu veya
sepsisli olgular tedavi edilmediklerinde, 6nemli oranda mortalite ve morbiditeye
maruz kaldiklarindan bu hastalarda derhal uygun antibiyotik tedavisi baglanmalidir.
Y. enterocolitica septisemilerinde mortalite orani tedaviye ragmen % 50 civarindadir.
Bu gibi durumlarda tedavi, hastane sartlarinda desteklenmis intravendz
antibiyotiklerle uygulanir. Y. enterocolitica genelde aminoglikozidler, kloramfenikol,
tetrasiklin, piperasilin, trimetoprim-sulfametaksazol (TMP-SMX), florokinolonlar ve
3. kusak sefalosporinlere in vitro ortamda duyarlidir. Ancak, invitro antibakteriyal
aktivite, invivo aktiviteyi yansitamayabilir. Secilecek ilk ila¢ belirlenmemisse
gentamisin 5 mg/kg/giin intravendz ikiye bdlinmils doz veya kloramfenikol 50
mg/kg/giin oral veya intravendz ikiye boliinmiis doz seklinde verilebilir. TMP-SMX,
doksisiklin, siprofloksasin ile tedavide de iyi sonuglar alinmistir. Y. enterocolitica
sero grup O:3 ve O:9, sirasiyla tip A ve B olmak {izere iki farkli B-laktamaz iiretirler.
Bu yiizden mikroorganizmalar penisilin, ampisilin, karbenisilin ve 1. kusak
sefalosporinlere direnglidir. Y. enterocolitica serotip O:8 ampisiline duyarlidir; fakat
sefalotin ve karbenisiline farkli oranlarda diren¢ gostermektedir. O:8 suslari, baskin
bir sekilde tip A B-laktamaz iretirler. Klinik olarak genis spektrumlu
sefalosporinlerin uygulanmasi ve siklikla aminoglikozidlerle kombine kullanima,
septisemiyi iceren ekstraintestinal infeksiyonlu ¢ogu hastada basarili sonuglarin elde
edilmesini saglamistir. Florokinolonlar (siprofloksasin) ve genis spektrumlu
sefalosporinler (sefotaksim, seftriakson) Y. enterocolitica O:3 igin tercih edilebilecek
antibakteriyeller olarak kabul edilebilirler (Butler, 2000; Bockemiihl ve Wong,
2003).
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1.1.10. insanlarda Korunma

Y. enterocolitica enfeksiyonlara karsi alinacak koruyucu dnlemlerinden ilki hastalikli
hayvanlardan korunmak olmalidir (Cover ve Aber, 1989; Brocklehurst ve Lund,
1990; Butler, 2000).

Sakatat ile az pismis etlerin tiikketiminden kagimilmalidir. Siitiin pastorizasyonundan
sonra kontaminasyonu 6nleyici tedbirler alinmalidir. Kan bankalar1 donérlerini yakin
zamanda ates, karin agris1 ve ishal sikadyetlerinin olup olmadigi konusunda
sorgulamalidir. Eger bu gibi semptomlar kan bagisindan sonra olusursa hastalar, kan

bankasina bilgi vermeleri konusunda uyarilmalidir (Butler, 2000).

Besin maddelerinin kontaminasyonunun engellenmesi, yatan hastalarda enterik
onlemlerin alinmas1 gereklidir. Ureticilerinin gerekli saklama ve hijyen kurallarma
dikkat ~ etmemeleri,  gerekli  sanitasyon ve  sterilizasyon islemlerini
gergeklestirmemeleri kontaminasyon olusumuna katkida bulunmaktadir (Cover ve

Aber, 1989; Brocklehurst ve Lund, 1990).

Bu arastirmada, Kirikkale Bolgesi’nde perakende marketlerden, farkli firmalardan
toplanan 100 adet farkli g¢esitteki pastorize siitlerde, klasik izolasyon ve
identifikasyonla (FDA-BAM metodu) Y. enterocolitica varliginin tespiti ve

serotiplerinin arastirilmasi amag¢lanmastir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Ornekler

Bu arastirmada, izolasyon i¢in Kirikkale Bdlgesi’'nde yer alan, perakende satis
marketlerinden 3 ayr1 firmadan 100 adet farkli gesitte pastorize siitler toplandi ve
agizlar1 kapali bir sekilde numuneler en kisa siirede laboratuvara ulastirildi. Cizelge

2.1’de firmalardan toplanan pastdrize siitlerin sayilar1 ve cesitleri tablo halinde

sunulmustur.

Cizelge 2.1. Farkli firmalara ait Pastorize Siit Sayilar1 ve Cesitleri

Firmalar
A B C
Adet Cesit Adet Cesit Adet Cesit
13 Cilekli 10 Cilekli
8 Muzlu 12 Muzlu
Laktozsuz
12
Yarim Yagl
10 Cikolatali 15 Cikolatali
% 3 Yarim % 3 Yarim
4 10
Yagh Yagh
Tam
2 Tam Yagh 3 Tam Yagh 1
Yagh
2.2. Metod

FDA'nin yontemine gore (Bakteriyolojik Analitik El Kitabi, 8. Baski, Revizyon A,

2017. Bolim 8.) Y. enterocolitica izolasyon ve identifikasyonu yapilmistir.
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Besi Yeri:
Yersinia Selective Agar Base besiyeri hazirlanisi:

29 g toz besiyerine 500 ml distile su icinde siispansiyon edilir ve tamamen
¢ozlinmesi i¢in hafifce kaynatilip karistirilir. 121 °C’de otoklavda 15 dakika sterilize
edilir. 50 °C’ye sogumaya birakilir. Sonra sulandirilmis Yersinia Selective
Supplement aseptik olarak; 1 siseye 2 ml 1:1 etanol: distile su eklenir ve ¢éziinmesi

icin hafif¢e karistirilir. Daha sonra hazir olan besi yeri steril petri kaplara dokiiliir.

2.2.1. izolasyon

Stomacher posetlerinde 25 ml siit 6rnegi 225 ml PSBB iizerine ilave edilerek 30 sn
homojenize edilip izolasyon igin Yersinia Selective Agar Base besiyerine ekim
yapild1 ve 10°C’° de 10 giin inkiibasyona tabi tutuldu. Uremelerin olmadig: Yersinia

Selective Agar Base besiyerine tekrar ekim yapildi ve 10°C’ de 10 giin bekletildi.

2.2.2. identifikasyon

Bu ¢alismada kullanilan kit i¢in koyun kanli agardan, saf olarak iireyen kolonilerden,
Gram negatif tespit edilenlerden daha sonra identifikasyon icin koloniler BD BBL
Crystal E/NF ID tiipiinde siispanse edilerek, yaklasik 10-25 saniye siiresince
karistirildi. Mc Farland’da 0,5-0,8 arasinda bulaniklik derecelendirmesi ayarlanarak

tekrar vorteksleme islemi sonrasinda tamami hedef baz alanina bosaltild (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Siispansiyonun hedef baz alanina dokiilmesi

Tiim kuyucuklar dolana kadar hafif el hareketleriyle dagitma islemi uygulandi ve
stvinin fazlast bag kisma dogru ulastiktan sonra tezgaha yerlestirildi. ID Kit’in baz
kapagi hafif bir rezistans hissedene kadar asag1 dogru itildikten sonra, kapak oturana
kadar ayn1 anda asag1 dogru itildi (Sekil 2.2). Sesin gelmesi islemin tamamlandigini

gosterir.
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Sekil 2.2. ID Kit baz kapag1

Inokiile edilen paneller inkiibasyon tepsilerine, 5 sira olarak asagi bakacak sekilde

yerlestirilerek inkiibasyon igin 35-37°C’de 16-18 saat etiivde bekletildi (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Panel tepsilerine ve etiive yerlestirme

Inkubasyon sonunda kitler 1s1k altinda incelenen renklerine goére, manuel kod
defterine degerleri isaretlendi. Pozitif degerler siitundaki say1 degerine gore alt alta
topland1 ve ¢ikan ID kod BD BBL Crystal ID sistemi elektronik kodlar, yazilim
kullanilarak bakterilerin identifikasyonu yapildi.
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3. BULGULAR

Toplanan pastorize siitlerde FDA BAM yontemi ile yapilan izolasyon ve
identifikasyon sonucunda; siitlerin hicbirinde Y. enterocolitica izole edilemedi.
Ancak 6 adet siitte maya 1 adet siitte Shigella spp. tespit edildi. Cizelge 3.1’de farkli
firmalara ait pastorize siitlerden izole ve identifiye edilen mikroorganizmalar

verilmistir.

Cizelge 3.1. Pastorize siitten identifiye edilen mikroorganizmalar

SUT ORNEKLERI IDENTIFIKASYON
C-1 (A Firmas1 1 Adet Tam Yagh Pastorize Siit) Shigella spp.

C-1 (A Firmas1 1 Adet Cikolatal1 Pastorize Siit) Maya

L-1 (A Firmas1 1 Adet Cikolatal1 Pastorize Siit) Maya

G-1 (B Firmas1 1 Adet Cikolatali Pastorize Siit) Maya

D-1 (A Firmasi 1 Adet Muzlu Pastorize Siit) Maya

K-1 (B Firmasi 1 Adet %3 Yarim Yagl Pastorize Siit) | Maya

I-1 (A Firmast 1 Adet Cilekli Siit) Maya

Pozitif standart Y. enterocolitica (Y. enterocolitica ATCC 9610) susu ile siit ornegi 1
kob/ml olacak sekilde kontamine edilerek ayn1 metotla ¢alisildi ve Y. enterocolitica

izole ve identifiye edildi.

Sekil 3.1’de Y. enterocolitica ATCC 9610 susunun Yersinia Selective Agar

Base’deki kolonileri goriilmektedir.

Sekil 3.2’de Y. enterocolitica ATCC 9610 susunun Yersinia Selective Agar

Base’deki kolonileri goriilmektedir.
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Sekil 3.1. Y. enterocolitica ATCC 9610 susunun Yersinia Selective Agar Base’deki
kolonileri

“ S50 K SN
- LT R ERrS

Sekil 3.2. Y. enterocolitica ATCC 9610 susunun Yersinia Selective Agar Base’deki
kolonileri
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4. TARTISMA

Y. enterocolitica’nin insan saghigi a¢isindan 6nemli bir zoonoz olmasi, ¢ig ve
pastorize siitte Uremesi nedeniyle dikkatleri iizerine ¢ekmis ve siitlerde

arastirilmasina sebep olmustur.

Fas’ta siit ve siit tiriinlerinde Y. enterocolitica’nin varligini arastirmak igin toplam
227 sit ve siit ornegi toplanmis ve analiz edilmistir. Analiz edilen 30 ¢ig siitten,
11’inde (% 36,6), 20 pastorize siitten, 1’inde (% 5), 63 geleneksel fermente siitten
15’inde (% 23,8), 94 peynirden 7’sinde ve 20 krema 6rneginden, 1’inde (% 5) iireme
bulunmustur (Hamama, Marrakchi ve Othmani, 1992).

Kuzey Irlanda'da ¢ig ve pastorize siitte Y. enterocolitica ve Y. enterocolitica benzeri
mikroorganizmalarin goériilme sikligi arastirilmis; 150 ¢ig siitin  34’tinde 20
siselenmis ¢ig ciftlik siitiin 5’inde 50 ciftlik pastorize siitiin 4 ‘linde Y. enterocolitica
kontaminasyonu saptanmistir (Walker ve Gilmour, 1986).

Insan saglig1 acisindan hastalik etkeni olarak kabul edilen Y. enterocolitica’nin siit ve
siit tirtinlerinden izolasyonu {izerinde c¢alismistir. Bu amacgla Ankara’da farkli
donemler de toplanan 66 beyaz peynir ve 60 pastorize siit ornegi incelemeye
alimmugtir. Arastirma sonucunda 19 peynir 6rneginden (% 28,8) ve 4 adet pastorize

siit orneginden (% 2,4) Y. enterocolitica izole edilmistir (Aytag ve Ozbas, 1992).

Iran'm Isfahan II’inde, siit ve siit iiriinlerinde basta Y. enterocolitica olmak iizere
Yersinia tiirlerinin genel oranmi belirlemek amaciyla calisma yapilmis; bir yil
boyunca toplam 285 ticari ve geleneksel siit {iriinii ile 267 pastorize ve ¢ig siit drnegi
toplanmis ve incelenmistir. Inceleme sonucunda mevcut 552 siit ve mandira
orneginin 52'sinde (% 9,42) ve 28'inde (% 5.07) sirasiyla Yersinia tiirleri ve Y.
enterocolitica varligi bildirilmistir. 28 Y. enterocolitica 6rneginin 244 PCR testinde
pozitif (% 4,59) ¢ikmustir. Cig inek siitii ve geleneksel peynirin Yersinia tiirleri ve Y.
enterocolitica'nin en yliksek prevalansa sahip oldugu bildirilmistir. Pastorize, inek
siitii, ¢ig deve siitii, ticari dondurma, ticari peynir, yogurt, tereyagi ve lor da Yersinia

tirleri ve Y. enterocolitica negatif bulunmustur. Pastorizasyon, 6zellikle Yersinia
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tirlerinde iireme yeteginin azalmasindaki en iyi yoldur. Yersinia tiirlerinin yogurt, lor

ve tereyaginda iireme yeteneginin ¢ok diisiik oldugu bu calismalarda gosterilmistir

(Rahimi vd., 2014).

Fransa Alsas‘ta Y. enterocolitica tarafindan siit kontaminasyonu iizerine bir aragtirma
yapilmustir. Siit tesisinin tanklarindan ve treticilerden toplu ¢ig siit, islenmis ¢ig veya
pastdrize siit numuneleri toplanmis ve incelenmistir. Subat 1980 ile Haziran 1981
arasinda 233 ¢ig siit drneginin incelenmesi sonucunda Y. enterocoliticanin 127
ornekte (101 dokme siitten 78') pozitif olgular bulunmustur. Bireysel iireticilerden
alinan 92 numuneden 21'i ve 40 perakende numuneden 28'i ve incelenen 37 pastorize

stitiin 3'tinde de Y. enterocolitica tespit edilmistir (Delmas ve Vidon, 1982).

Ankara’da satilan siitlerin Mikrobiyolojik analizi iizerine yapilan bir aragtirmada 300
numune toplanmis ve incelenmistir. Bu ¢ig siitlerin 150 tanesi Ankara’nin gesitli
semtlerindeki sokakta satilanlardan olup diger geri kalaninda 109’su UHT ve 41
tanesi de pastdrize siittiir. Incelenen 6rnek sonucuna gore; 150 sokak siitiiniin; 80
tanesi Staphylococcus aureus (S. aureus) (% 53.3), 15 tanesi Enterokok (% 10), 8
tanesi Lactococcus lactis (% 5.3), 1 tanesi Gram pozitif sporlu basil (% 0.6), 109
tanesi E. coli (%72.6), 62 tanesi Klebsiella spp. (% 41.3), 40 tanesi Serratia spp. (%
26.6), 13 tanesi Enterobacter spp. (% 8.6), 31 tanesi Proteus spp. (% 20.6), 30 tanesi
Pseudomonas aeruginosa (% 20), 7 tanesi Acinetobacter baumannii (% 4.6), 2 tanesi
Stenotrophomonas maltophilia (% 1.3), 2 tanesi Citrobacter spp. (% 1.3), 1 tanesi
Flavobacterium spp. (% 0.6), 1 tanesi Morganella spp. (% 0.6), 20 tanesi maya (%
13.3); 109 UHT siit 6rneginden, 9 6rnekte (% 8,2) S. aureus liremesi goriilmiistiir.
Pastorize siitlerden 41 6rnek incelenmis, Orneklerin tiimiinde Gram pozitif sporlu

basil iiredigi bildirilmistir. (Altun, Besler ve Unal, 2002).

Kirlenmis ¢ikolatali siite bagli epidemik Y. enterocolitica enfeksiyonu olan bir
arastirmada Eylil ve Ekim 1976'da Y. enterocolitica ile kontamine olmus ¢ikolatali
stitten kaynaklanan bir hastalik Salgin1 meydana gelmis ve 36 cocugun hastaneye
kaldirilmasiyla sonuglanmustir. Y. enterocolitica serotip 0:8 ile enfeksiyon 38 hasta
kiside goriilmiis. Bir epidemiyolojik aragtirma, hastaligin okul yemekhanelerinden
satin alinan cikolatali siitiin i¢ilmesiyle iligkili oldugunu ve daha sonra siitten Y.
enterocolitica 0:8 izole edildigini gostermistir. Arastiricilar, bakterinin mandiraya
cikolata surubunun Onceden pastorize edilmis siitle elle karistirllmasi sirasinda

bulastigini ileri stiirmiistiir (Black vd., 1978).
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Farkli hayvanlardan alinan ¢ig siit 6rneklerinde Salmonella spp. ve Shigella spp. nin
Multiplex Real-Time PCR ve MALDI-TOF MS ile arastirildigi bir ¢aligmada 48
inek, 65 keci, 65 koyun ve 53 esekten alinan toplam 231 ¢ig siit 6rnegi incelenmistir.
Tiim orneklerden DNA izolasyonu yapildiktan sonra Salmonella spp. ve Shigella
spp. gercek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) kitleri kullanilarak tespit
edilmistir. 231 ¢ig siit 6rneginden 5 tanesinde (% 2,16) Salmonella spp. pozitifliginin
saptandig1 ve Multipleks Real-Time PCR tasarimi ile 2 tanesinde (% 0,87) Shigella
spp. saptandigi rapor edilmistir (Demirci vd., 2019).

1995-1996 kisinda Murcia Bélgesi’nde (Giineydogu Ispanya) biiyiik bir Shigella
sonnei (S. sonnei) gastroenteriti salgininin bildirildigi bir aragtirmada ve 200’den
fazla kisinin enfeksiyona yakalandigi rapor edilmistir. Yapilan epidemiyolojik
arastirmalar, bolgesel olarak iiretilen taze pastorize siit peynirinin enfeksiyon kaynagi
olabilecegini gostermistir. Arastirmada, peynir fabrikasindaki enfekte bir gida
isleyicisinin kontaminasyon kaynagi olabilecegi ve isleme yoOnteminin ¢apraz
kontaminasyonun meydana gelmesine izin vermis olabilecegini gdstermistir

(Fulgueirasvd., 2001).

Misir’in Assiut sehir giftliklerinden ve mandiralardan toplam 100 tane rastgele ¢ig siit ve
Kareish peynirinin dahil edildigi bir arastirmada, 6rneklerden Shigella tiirleri izole
edilmis kiiltiir sonuglar1 PCR ile dogrulanmistir (Thabet ve Abd-Elhamed, 2020).

Bir diger ¢alismada, 131 ¢ig siit 6rneginin 42’sinden (% 31,1) Y. enterocolitica izole

edilmistir (Schiemann ve Toma, 1978).

Cig siitlerde Y. enterocolitica varhiginin arastirildigi baska bir ¢aligmada ise, Bati
Anadolu Bolgesine ait 100 adet ¢ig siit orneginin, 20 tanesinde Y. enterocolitica izole
edildigi bildirilmistir. Ureyen tiim suslar serotip 0:3 olarak saptanmistir (Soyutemiz,
Kaya, Ozakin ve Gedikoglu, 2000).

Brezilya Sao Paulo’da yapilan bir arastirmada, ¢ig sebzeler (marul, 1spanak, su
teresi ve hindiba), ¢ig ve pastorize siit ile et ve et iriinleri yer aldi. Cig siit
numuneleri bir mandira fabrikasinda, diger gida numuneleri ise Sao Paulo
sehrinde perakende satis seviyesinden satin alimmistir. Yersinia spp. ¢ig siit (%
45,2), pastorize siit (% 14,3), ¢ig sebze ornekleri (% 13,3) ve et ve et liriinlerinden

(% 40) izole edilmistir (Do Reis Tassinari, Franco ve Landgraf, 1994).
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Y. enterocolitica'nin peynir {iretimi ve pastorize siitte olusumu ile iliskisi bir
aragtirmasinda Giiney Ontario'daki ¢edar ve Italyan peynirlerinden alinan siit ve
peynir lor Ornekleri incelenmis ve lor peyniri Orneklerinin % 9,2’sinde Y.
enterocolitica ve 265 pastdrize siit 6rneginin 1’inde (% 0,4) Y. enterocolitica izole
edildigi bildirilmistir (Schiemann, 1978).

Misir’in Assiut sehrinde ¢ig siit ve yumusak peynirlerde Y. enterocolitica izolasyonu
lizerine yapilan bir aragtirmada Assiut Sehri’ndeki farkli perakende satis
noktalarindan alinan toplam 157 ¢ig siit ve yumusak peynir (Damietta ve Kareish
peyniri) numunesinden, ¢ig siit 6rneklerinden % 10 ve kareish peynir 6rneklerinden
% 6,7 oraninda Y. enterocolitica izole edildigi rapor edilmistir. Damietta peynirinde

Y. enterocolitica varlig: bildirilmemistir (Moustafa, 1990).
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S. SONUC

Siit insanlar i¢in 6nemli yiiksek protein, mineral, yag ve vitamin degerlerine sahip
onemli bir gidadir. Ayrica siitten yapilan peynir, krema, tereyagi ve dondurma gibi
siit diriinleri oldukca fazla tiiketilmektedir. DSO tarafindan belirlenen siit ve siit
mamulleri ile dogrudan ya da dolayli olarak bulastig1 saptanan, énemli patojenler
arasinda Y. enterocolitica yerini almaktadir. Y. enterocolitica’nin zoonotik olmasi ve
¢ig siitte yiiksek miktarda bulundugu zamanda pastorizasyonu asabilme Ozelligi

nedeniyle dikkatleri iizerine ¢ekmektedir. Y. enterocolitica yanlis veya yetersiz

pastorizasyon durumunda ya da pastdrizasyon sonrasi rekontaminasyon sonucu siite

bulasarak, pastorize siitte cabuk ve kolay bir sekilde tireyebilmektedir. Ciinkii

Y. enterocolitica’nin tiremesini engelleyen bir¢ok mikroorganizma pastorizasyon
islemiyle inhibe edilerek iiremesi i¢in avantaj saglamaktadir. Bu durumdan kaynakli
olarak Y. enterocolitica’nin zaman zaman bu iiriinlerde kontrol edilmesi halk sagligi

acisindan faydali olacaktir.

Tez calismas1 sonucunda, daha fazla sayida numunenin calisilmasinin izolasyon
oranini artirabilecegi, ayrica tiiketime sunulan bolgedeki ¢ig siit drneklerinin de
calismaya dahil edilerek Onemli enfeksiyon kaynagr oldugu bildirilen Y.
enterocolitica’nin siitlerde aranmasi gerektigi kanisina varildi. Ayrica pastorize
stitlerde Shigella spp. tespit edilmesi halk saghgi acisindan bir bulgu olarak

goriilmektedir.
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