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OZET

Bu ¢alismada, Ankara’da tiiketime sunulan 100 balik 6rnegi (50 tatli su, 50 deniz) materyal olarak
kullanilmistir. Calisilan 100 balik 6rneginden Enterococcus izolasyonu gerceklestirilerek, tiir
seviyelerindeki tanimlamalar1 yapilmistir. Tamimlamalar1 yapilan Enterococcus tiirlerinde; 4°C’de
20°C’de ve 37°C’de proteolitik aktivite; 30°C’de lipolitik aktivite, slime, biyofilm, jelatinaz, DNaz,
hemoliz gibi bazi virulans ozellikleri ve Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile antibiyotik
direnglilikleri arastirilmigtir. Balik 6rneklerinden izole edilen 150 Enterococcus izolatin, %18,7’si
Enterococcus spp., %16,7’si E.casseliflavus, %14 i E.flavescens, %13,34 E.gallinarum, %8,7’si
E. raffinosus, %8 ’si E.solitarius , %7,3” si E.pseudoavium, %4’ i E.avium, 4%t E. faecalis, %2 si
E.malodoratus, %0,7’si E. durans, %0,7’si E.mundtii, %0,7’si E.hirae, %0,7’si E. dispar, %0,7’si
E. faecium, olarak tammlanmustir. Arastirmamizda balik Orneklerinden izole edilen 150
Enterococcus izolatinin, 102'si (%68) slime (+), 19'u (%12,7) jelatinaz (+), 128'i (%85,3) DNaz
(+) ve 3’ (%2) hemoliz (+)'dir. Enterococcus izolatlarmin mikroplate kullanilarak yapilan
biyofilm degerlendirmesinde; Triptic Soy Broth (TSB)’da 24 saat inkiibasyon sonrasi izolatlarin %
18,7’si kuvvetli pozitif, %52,7’si orta derecede pozitif, %24’ zayif pozitif ve %1,3’ii negatif
biyofilm olusumu gosterdigi tespit edilmistir. Aym izolatlarin %2 glikoz iceren TSB’de 24 saat
inkiibasyon sonras1 % 33,3 iiniin kuvvetli pozitif, %40’ 1nin orta derecede pozitif, %14,7’sinin zayif
pozitif ve %9,3” linlin ise negatif biyofilm olusturdugu gozlenmistir. Tatli su balik drneklerinden
izole edilen Enterococcus izolatlari, (%32,9) eritromisin, (%19,2) gentamisin, (%24,6) teikoplanin,
(%83,6) ampisilin, (%28,8) kloramfenikol, (%56,2) vankomisin, (%93,2) novobiosin, (%35,6)
siprofloxosin, (%54,8) tetrasiklin, (%24,7) nitrofurontoin’e diren¢li bulunmustur. Deniz baligi
orneklerinden izole edilen 77 Enterococcus izolatlar1 ise (%64,9) eritromisin (%20,8) gentamisin,
(%49,3) siprofloxosin, (%31,2) kloramfenikol, (%44,1) novobiosin, (%92,2) ampisilin, (%3,9)
teikoplanin, (%44,1) vankomisin, (%68,8) tetrasiklin ve (%35,1) nitrofurontoin’e direngli
bulunmustur. 150 Enterococcus izolati’nin 4°C’de, 24’1 (%16) kuvvetli pozitif, 73’1 (%48,7) orta
derecede pozitif, 26’s1 (%17,3) zayif pozitif proteolitik aktivite, 20 °C’de 31°1(%20,7) kuvvetli
pozitif, 13’t (%8,7) orta derecede pozitif, 4’1 (%2,7) zayif pozitif proteolitik aktivite, 37 °C’de
42’51(%28) kuvvetli pozitif, 42’si (%28) orta derecede pozitif, 38°1(%25,3) zayif pozitif proteolitik
aktivite gostermistir. Tiim Enterococcus izolatlarinin 30 °C’de lipolitik enzim aktivite
gostermemistir.
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ABSTRACT

In this study, 100 fish samples (50 freshwater, 50 seawater) which are provided for consumption in
Ankara, were used as material. Enterococcus species were isolated from fish samples and
identified. Identified Enterococcus species were analysed for proteolytic activity at 4°C, 20°C and
37°C, lipolytic activity at 30°C, somevirulenceproperties as slime, biofilm,gelatinase,
DNase,hemolysis andantibiotic resistance withKirby-Bauerdisk diffusion methodwere researched.
The distribution rates among 150 Enterococcus isolated from fishes were %18,7Enterococcus
spp., %16,7 E. casseliflavs, %14 E. flavescens., %13 E. gallinarum, %8,7 E. raffinosus, %8 E.
solitarius, %7,3 E. pseudoavium, %4 E. avium, %4 E. faecalis %2 E. malodorats, %0,7 E. durans,
%0,7 E. mundtii, %0,7 E. hirae, %0,7 E. dispar and %0.7 E. faecium.In our research, 102 (68%)
slime (+), 19 (12,7%) gelatinase (+), 128 (85,3%) DNase (+) and 3 (2%) hemolyses (+) are in 150
Enterococcus isolated from the fish samples. By using microplate method all Enterococcus
isolates after 24 hours of incubation on tryptone soy broth %18,7 strong biofilm, %52,7 medium
positive, %24 weak positive and %1,3 negative biofilm formation have been identified. On the
same isolates 2% glucose containing the TSB after 24 hours of incubation in %33,3 strong biofilm,
%40 medium positive, %14,7 weak positive and %9,3 negative biofilm formation have been
identified. The distribution of antibiotic resistances of Enterococcus isolates (freshwater fish
samples) was (32.9 %)erythromycin, (35.6%) ciprofloxacin, (83.6%) ampicillin, (54.8%)
tetracycline,  (56.2%) vankomycin, (24.7%) nitrofurantoin, (93.2%)novobiocin, (19.2%)
gentamicin, (24.6%) teicoplanin, (28.8%) chloramphenicol. The distribution of antibiotic
resistances of Enterococcus isolates (seawater fish samples) was (64.9%)erythromycin, (49.3%)
ciprofloxacin,  (92.2%) ampicillin, (68.8%) tetracycline, (44.1%) vankomycin, (35.1%)
nitrofurantoin, (44.1%)novobiocin, (20.8%) gentamicin, (3.9%) teicoplanin, (31.2%)
chloramphenicol.From 150 Enterococcus isolates, 24 of the isolates (16%) strong positive, 73 of
the isolates (48,7%) medium positive, 26 of the isolates (17,3%) weak positive have been identified
proteolytic activity at 4°C. 31 of the isolates (20.7 %) strong positive,13 of isolates (8.7%) medium
positive, 4 of the isolates (2.7%) weak positive have been identified proteolytic activity at 20°C. 42
of the isolates (28%) strong positive, 42 of isolates (28%) medium positive, 38 of the isolates
(25.3%) weak positive have been identified proteolytic activity at 37°C.None of Enterococcus
isolate were shown 30 °C lipolytic enzyme activity.
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PageNumber :115
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢aligmada kullanilmig simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte agsagida

sunulmustur.
Simgeler Aciklamalar
% Yiizde
n Mikron
ng Mikrogram
Cfu Colony forming unit
dk Dakika
gr Gram
HCI Hidroklorik asit
Lt Litre
ml Mililitre
mm Milimetre
N Normal
NaCl Sodyum kloriir
© Derece
°C Derece Santigrat
Ph Asitlik degeri
o Alfa
B Beta
Kisaltmalar Aciklamalar
ARE Antibiyotige Direngli Enterococcus
ATM Atmosfer Basinci
CLSI Clinical and Laboratory Standarts Instute
DEG Degisken
DNA Deoksiriboniikleik asit
Dnaz Deoksiriboniikleaz

E. faecalis Enterococcus faecalis



Kisaltmalar

E. faecium
EMS
FDA
GRAS
H20:
H,S
HCI
KOH
LAP
VRE
VREF
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Aciklamalar

Enterococcus faecium

En Muhtemel Sayim Yontemi

Food and Drug Administration
Glikopeptite Direngli Enterococcus
Hidrojen peroksit

Hidrojen Siilftir

Hidroklorik asit

Potasyum Hidroksit
Losinaminopeptidaz

Vankomisine Direncgli Enterococcus

Vankomisine Direngli Enterococcus faecium






1. GIRIS

Son yillarda insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahip olan su {iriinlerinin tiiketiminde bir
artigy goriilmektedir. Ancak, protein, esansiyel yag asitleri ve mineral madde agisindan
olduk¢a zengin besinler olan su iirlinleri 6zellikle biyolojik ve mikrobiyolojik agidan
kontamine sularda avlanmis ya da yetistirilmis ise gida giivenligini ve insan sagligini tehdit
etmektedir. Su iriinleri kaynakli zehirlenmelerde; su {irlinliiniin kendisi patojen
mikroorganizmalar, mikroorganizma toksinleri, algal toksinler ve agir metaller etken

olabilir.

Patojen mikroorganizmalar ya da mikrobiyal toksinlerden kaynaklanan gida zehirlenmeleri

diinya genelinde insan sagligini tehdit etmektedir.

Gida kaynakli rahatsizliklar; toksik ya da enfeksiyoz, gida veya su tiikketiminin neden

oldugu diisiiniilen hastaliklardir [1].

Gida kaynakli hastaliklar nedeniyle her yil Amerika Birlesik Devletleri’ nde 76 milyon
hastalik olgusunun meydana geldigi ve bunlarin 5 milyonunun 6liimle sonug¢landigi

bildirilmektedir [2].

Ulkemizde ise 1995- 2004 yillar1 arasmda 83, 363 hasta, gida zehirlenmeleri vakalari

nedeniyle hastanelerde tedavi gormiis, 1377 si hayatin1 kaybetmistir [3].

Pek cok diinya iilkesinde su triinleri, gida zincirinde ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Bazi

bolgelerde ise ana gida durumundadir [4].

Yasamin devami ve saglikli beslenmemiz i¢in gerekli olan gidalarin hijyenik ve ekonomik
olmasinin yani sira protein, yag, karbonhidrat, vitaminler ve mineral maddeleri dengeli ve
yeterli bir sekilde icermesi de arzu edilmektedir. Bu istege cevap veren en onemli gida

gruplarindan biri de su iiriinleri olup, bu gida grubu i¢inde 6n siray1 balik almaktadir [5].

Halk saghig: ele alindiginda tiiketilmesi 6n goriilen baliklarin mikrobiyolojik a¢idan bazi

hijyen parametrelerini tasimasi gerekmektedir.



Baliklarm kas dokularnin diger memeli hayvanlara oranla ¢ok daha hizli bozulmasi,
avlanmadan tiiketilinceye kadar gegen siirede mikroorganizmalarin ve diger etkenlerin

etkisine maruz kalmasmdan dolay1 balik eti, tazeligini ve kalitesini kaybedebilmektedir [6].

Balik etinin beslenmedeki onemine karsilik, gerek yapisal ozellikleri gerekse fiziksel ve
fizikokimyasal bazi nitelikleri kolay ve cabuk bozulmasina neden olabilmektedir. Balik
etinin 6,4-6,8 pH ve 0,98 su aktivitesi (aw) degerlerine sahip olmasi patojen ve bozulmaya

yol acan bakterilerin liremesi i¢in uygun ortam olusturmaktadir [7].

Yakin gegmise kadar baliklar igin 15-20 bakteri tiirii patojen etki gosterirken, sonraki
yillarda enfekte olmus baliklarda 70’e yakin bakteri tiirii izole edilmistir [8,9]. Genellikle
temiz sularda avlanilan balik ve yenilebilen diger su tiriinleri olduk¢a diisiik oranda bakteri
tasimaktadir. Ancak avlama sirasinda ve sonrasinda yiizeysel bakteri sayisi 6nemli dlgiide
artar [10]. Baliklarin mikroflorasi, baligin cinsi, yasadigi sular, mevsim ve gelisim
donemine gore farklilik gosterir. Baliklarin derisinde, solungaglarinda, barsak iceriginde ve
cevrede bulunan mikroorganizmalar primer kontaminasyonlara neden olurken; isleme,
tasima ve pazarlama asamalarimda ise sekonder kontaminasyonlar olusabilir. Bu
mikroorganizmalar baliklarda bozulmalara ve gida kaynakli zehirlenmelere neden
olmaktadir [11].

Tatlisu baliklar1 bakimindan zengin olan iilkemizde, tatlisu gollerinin oldugu bdlgelerde

balik¢ilik ve turizm gelismistir. Tiirkiye'de 40'nin {izerinde tatlisu balig tiirii mevcuttur.

Arastirmamizda ¢alisilan tath su baliklar1 su sekilde siralanabilir:

alabalik

Salmo
Sa7an trutta

Cyprinus

tatli su
baliklari

Sekil 1. 1. Arastirmamizda ¢aligilan Tatli Su Baliklar1



Gol alabaligr: Kuzeybati Anadolu, Abant ve Yedi Goller Bolgesi'nde yayilis gosterir.
Cesitli tiirleri vardir. Tiirline gore renk, boy ve beslenme farkliliklar1 gosterir. Genelde
temiz, bol oksijenli soguk sularda fazla gezinmeden planktonlar, dip hayvanlar1 ve kiiglik
baliklarla beslenerek yasar. Boyu ortalama 25-40, yabanlarinda 60-70 cm olabilir. Eyliil-
Ocak aylar1 arasinda iirer ve yumurtalarmi dipteki ¢akillara yapistirir. Uretimi yapilmayan,

eti cok lezzetli olan gol alabaliginin ekonomik degeri bolgeseldir.

Somon: Anavatani Kuzey Amerika'dan diinyaya yayilmis, iretilmek iizere iilkemize
getirilmistir. Boyu ortalama 60-100 cm, agirligi da 3-15 kg olabilir. 150 cm'ye ulasanlari

da olur. Hizli akarsularin oksijeni bol, temiz sularinda yasar.

Dogal yetisenleri 2-3 m yiiksege atlaya sigraya yiizerek 2-3 bin km'lik nehir kaynaklarina
ulasip, burada Ekim-Kasim aylar1 arasi iirer. Yavrular tekrar acisulara inis yapar.
Yetiskinleri denize de uyum gosterir. Etoburdur. Bocekler, sinekler, kabuklular ve irili
ufakli baliklarla beslenir. Tatlisu baliklarmin eti en lezzetli olanidir. Ayrica yumurtasindan

kirmizi havyar elde edilir. Ekonomik degeri ¢ok yiiksektir.

Sazan balig1 (Cyprinus carpio), sazangiller (Cyprinidae) familyasma adini veren tatlisu
baligli. GOl ve yavas akan derelerde bulunur. Uzun govdeli, solucan, bocek larvalari ve
bitkilerle beslenen bir dip baligidir. Omrii 40-50 yila kadar varabilir. Tiirkiye'nin akdeniz
ve giineydogu bdlgesi haricinde heryerinde bulunur. Ancak, Akdeniz Bélgesinin en 6nemli

akarsularindan olan Goksu Irmagi'nda bol miktarda sazan yasamakta ve agirliklar1 10-12

kilograma ulasabilmektedir [12].

Resim 1.1. Sazan [12] Resim 1.2. Somon [13] Resim 1.3.Alabalik [14]
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Arastirmamizda ¢alisilan deniz baliklari ise;

cipura
Sparus auratus
levrek

Dicentrarchus
labrax

palamut
Sarda sarda

deniz
baliklar

Sekil 1. 2. Aragtirmamizda ¢alisilan Deniz Baliklar1

Palamut/Torik (Sarda sarda): Karadeniz ve Marmara’nin en tinlii baligidir. Bahar aylarinda
beslenmek i¢in Karadeniz’e c¢ikip, sonbahardan itibaren kislamak i¢in Marmara’ya,
Canakkale’ye kadar iner. Siiratli ve iyi ylziiciidiir. Siirii halindeki uskumru, kolyoz,
istavrit, hamsi, sardalya gibi baliklara saldirarak yer. 18-20° C. sularda 400,000'den birkag
milyona kadar yumurta dokerek agik denizde iirer. Yetistikten sonra biiylimesine gore
kiigiiklerine Vanoz-Gaco, 10-25 santimetre ¢ingene palamudu, 30-35 santimetre palamut,
40-45 santimetre kestane palamudu, 50-55 santimetre zindandelen, 55-60 santimetre torik,
60-65 santimetre sivri, 65-70 santimetre altiparmak, 70 santimetre ve iistii peguta olarak
adlandirilir. Taze tiiketimi, ihra¢ ve endiistri yonleriyle ¢ok degerli olan bu baligin

iiretimindeki azalma, ekonomik degerini tehlikeli boyutlara indirmektedir [20].

Levrek (Dicentrarhus labrax): Denizlerimizde ve denizlerin nehirlerle karigimi aci su
bdlgelerinde yasar. Fazla gezici olmayan levrek, yerli baliklardan sayilir. Gengken gruplar
halinde, sonralar1 tek basiria yasar. Yasam ortami, karanlik ve kuytu yerlerdir. Bu nedenle
gemi batiklar1 veya kaya oyuklarinda yuvalanir. Yaklasik 20 yillik yagami olabilen levrek,
ortalama 50-60 santimetreden 1 metre boy ve 10-12 kilogram agirliga erisebilir. 40

santimetreden kiiciiklerine ispendek denir.

Kiiciik yavru baliklarla beslenir. Ocak-mart arasinda 500 000-2 000 000 yumurta dokerek,
yiiksek bir tireme gosterir. Eti en lezzetli baliklarin basirida gelir. Bu nedenle de ekonomik

degeri ¢ok yiiksektir.



Cipura ( Sparus auratus ): Ege ve Akdenizin bu namli baligi Marmarada seyrek bulunur.
Ortalama 25 — 35 cm boy ve 0,5 — 3 kg agirlikta, en ¢ok 60 cm ve 6 kg’da olabilir. Et¢il bir
baliktir. Kuvvetli ¢enesiyle kiiciik kabuklulari, baliklar1 ve diger hayvanlar1 kolayca yer.
Yaz devresinde siglarda, kis aylarinda da 35 — 40 m derinliklerde yasar.

Iki yas iistiindekiler daha da derinlere iner. Uremeleri Ekim — Aralik aylarinda olur.

100 000 — 150 000 yumurta doker. Eti ¢cok lezzetlidir. Ayrica tiretim kiiltliriine uygunlugu

nedeniyle ekonomik degeri ¢cok yiiksektir [15].

Resim 1.4. Levrek [16] Resim 1.5. Palamut [17] Resim 1.6. Cipura [18]

Gilintimiizde balik yetistiriciligi onemli bir sektdr haline gelmistir. Son yillarda balik
hastaliklarinda goriilen sporadik ve epidemik infeksiyonlarm 6nemli bir kismmim Gram
pozitif koklardan kaynaklandigi saptanmistir. Yapilan taksonomik c¢alismalarda balik
hastaliklarma neden olan farkli Gram pozitif kok tiirleri bulundugu belirtilmistir. Bu tiirlere
ornek olarak Streptococcus iniae, S. difficile, Lactococcus piscium, Vagococcus

salmoninarum ve Enterococcus seriolicida verilmistir [19].

Balik orjinli streptokok ya da enterokoklarm o6zelliklerini gosteren Gram pozitif koklar
arasinda oldukga yiiksek diizeyde fenotipik heterojenite bulunmustur. Eldar ve ark [20],
alabaliklardan fenotipik ve serolojik Ozelliklerine gore Enterococcus tiirleri izole
etmislerdir. Enterokoklarda infekte baliklarda septisemi ve dliimler goriildiigii bildirilmistir
[21]. Enterococcus seriolicida tatli su baliklarinda septisemik infeksiyona neden
olmaktadir [22].



Arastirmamizda gram pozitif bakterilerden olan Enterococcus’larin baliklardan izolasyonu

ve tanimlamasi yapilmustir.

Enterococcus’lar, insan ve hayvanlarda normal intestinal florada bulunan bakterilerdir ve
hayvanlardan elde edilen besin {iiriinlerinde oldugu gibi insan ve hayvan kaynakl fekal
materyaller tarafindan (kanalizasyon ve hayvan giibresi gibi) kontamine olmus c¢evrelerde

de yaygindirlar [23, 24].

Enterococcus’lar primer patojenler olarak degerlendirilmezler ancak antimikrobiyal
ajanlara kars1 yliksek direng gosterme yeteneklerine bagli olarak diinya ¢apinda

nozokomiyal patojenler olarak ortaya ¢ikmaktadirlar [24, 25].

Enterococcus’lar, 1stya dayanikli olmalar1 sebebiyle 1s1 uygulanmis, yar1 steril edilmis ve
islenmis etler gibi steril olmayan yiyeceklerde spor formlarla birlikte yasayabilen
mikroorganizmalardir. Ornegin siitlerde diisiik 1s1da uzun zaman pastorizasyon isleminden
sonra yasayabilirler. Kutulanmig, dilimlenmis ve daha once paketlenmis jambonlarda
bozulmaya neden olan ajanlardir. Fermente sucuklarda 106 cfu/gr seviyesinde, bazende

daha fazla oranda bulunabilirler [24, 26].

Enterococcus’lar, sahip olduklar1 antimikrobiyal direngli genlerini, plazmid ve
transpozonlar araciligi ile ekosistem igerisinde, insanlar i¢in patojen olan S. aureus, L.
monocytogenes, Bacillus spp. ve Streptococcus spp. gibi gram pozitif bakterilere transfer
edebildikleri ortaya konulmustur [27, 28, 29, 30].

Bu ¢alismada balik 6rneklerinden (bagirsak ve solungag ) Enterococcus izolasyonu, izole
edilen izolatlarin tanimlanmasi, bazi virulans faktdrlerinin olusumu, biyoteknolojik
ozellikleri ve g¢esitli antibiyotiklere karsi duyarliliklarmmin arastirilmasi amaglanmastir.
Arastirmamizda Ankara’nin ¢esitli marketlerinden toplanan 22 alabalik (Salmo trutta), 21
deniz levregi (Dicentrarchus labrax), 21 somon( Salmo salar), 22 ¢ipura( Sparus auratus),
7 palamut ( Sarda sarda), 7 sazan( Cuprinus carpio) olmak iizere 100 baliktan
Enterococcus izolasyonu gerceklestirilmis ve izole edilen Enterococcus tiirleri
tanimlanmigtir. Tanimlanan bu izolatlarin slime, jelatinaz, DNaz ve hemoliz gibi bazi
virulans 6zellikleri arastirilmistir. Bu 6rneklerden izole edilen Enterococcus izolatlarmin

antibiyotik duyarlhliklarina bakilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Baliklarin Mikroflorasi

Hizli sanayilesme, niifustaki hizli artig ve kentlesme, yetersiz altyapt ve sanayi
kuruluslarinda biiyiik oranda aritma tesislerinin bulunmamasi 6nemli bir ¢evre kirliligine
neden olmaktadir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde evsel ve endiistriyel atiklarin
yeterince aritilmadan nehir, gol ve deniz gibi alic1 ortamlara verilmesi ekolojik sistem i¢in

ciddi problemler olusturmaktadir [31].

Besleyici degeri yiiksek olan balik etinin ndtre yakin pH degeri, kanmin 1yi akitilamamasi,
i¢ organlarinin hemen c¢ikarilmamasi, bagdoku bakimindan zayif ve deri ylizeyinin 1slak
olmasi1 gibi nedenlerle kasaplik hayvanlara gore daha fazla bozulma ve saglik i¢in tehlike

olusturmasi olasidir [32].

Balik ve su iirtinleri, giiniimiizde tiiketilen proteinli yiyeceklerin énemli bir grubunu
olusturmaktadir. Yapilan denemeler protein disinda balikk ve su {iriinlerinde 6nemli
miktarda vitamin ve mineral madde bulundugunu ve bu firiinlerin beslenme degerinin

yiiksek oldugunu géstermistir [33].

Yiiksek besin degerine sahip olan bu iiriinler mikrobiyal bozulmalara kars1 ¢cok duyarlidir
[34]. Baliklarda bakteriyel floranin bilinmesi, potansiyel olarak hastalik olusturma

yetenegindeki firsat¢1 patojen bakterilerin varligini belirleme imkani saglar [35].

Canli baligin floras1 i¢inde yasadigi suyun mikrobiyal icerigine bagl olarak degisir.
Ornegin, temiz sularda yeni yakalanmis baliklarda mikrobiyal kontaminasyon smirlidir. Bu
durum yakalandigi ortamin kirlilik durumuna, sicakligina, baligin yakalama sekline ve

avlanmadan sonra yapilan islemlere baghdir.

Avlanma sahasinin mikrobiyal kalitesinin diisiik olusu balik¢ilarin ve satis personelinin
hijyen ve sanitasyon konularinda yeterince aydmlatilmamasi gibi sebeplerden dolay1
baliklar kontaminasyona ugramaktadir. Bu kontaminasyon dnlenmedigi zaman ¢esitli besin

zehirlenmelerine yol agmakta ve insan sagligni tehdit edebilecek boyutlara ulagsmaktadir.



Baliklarm bozulma siireleri diger kasaplik hayvan etlerine oranla daha kolaydir bu nedenle

sogukta muhafazasi 6nemlidir [17, 36].

Balik ve diger su iiriinleri suda bulunan mikroorganizmalar ile tasima ve isleme sirasinda
bulasabilecek bir¢ok mikroorganizmayi igerir. Kirmizi etlerde oldugu gibi balik ve diger su
iiriinlerinde de otolitik, oksidatif ve bakteriyel aktivite sonucu ¢esitli bozulmalar meydana
gelir. Ancak taze balik etlerinde otolitik aktivite ve pH kirmizi etlere gore daha yiiksek

oldugundan, bu iiriinlerde otolitik ve bakteriyel bozulma daha fazladur.

Baliklarda meydana gelen bozulmanin hizi asagidaki faktorlere baglidir [36]:

1) Balik ¢esidi: Balik ¢esidi ile baliklarin bozulma hizi arasinda iliski bulunmaktadir.
Ornegin, yassi baliklar rigor mortise(6liim katilig1) daha hizli gegtikleri i¢in yuvarlak
baliklara kiyasla daha ¢abuk bozulurlar. Ancak kalkan balig1 yassi balik olmasina
ragmen, pH’s1 diisiik oldugu i¢in daha uzun siire saklanabilir. Baz1 yagl baliklar
doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucu hizli bir sekilde bozulurlar. Trimetilamin
oksitce zengin baliklarda bakteriyel ve enzimatik aktivite sonucu tipik bayat balik

kokusu olan trimetilamin olusur.

2) Baligin yakalandigi andaki durumu: Baligin yakalanmasi sirasinda fazla miicadele
etmesi ve oksijen azlig1 sonucunda baligin glikojen kaynaklar1 hizli bir sekilde tiikenir.
Bu durumda kas dokuda pH diisiisii daha az olur ve bozulmaya kars1 duyarl hale gelir.
Ayrica yakalandig1 sirada barsaklar1 dolu olan baliklar, bos olanlara kiyasla daha hizli

bozulurlar.

3) Bakteriyel bulasmanin diizeyi: Camur, su, is¢iler, baligin yiizeyindeki kaygan tabaka ve
barsak  igerigi  kontaminasyon kaynaklarin1 = olusturur.  Mikroorganizmalar
solungaclardan gecerek vaskiiler sistem araciligiyla dokulara veya barsaklardan viicut
bosluguna gegebilirler. Ayrica is¢ilerin ellerinden, alet ve ekipmanlardan yogun

bulasma s6z konusudur.

Ancak iyi bir yikama bulasan bakterilerin ¢ogunu uzaklastirir, bunu izleyen yeterli
sogutma kalan bakterilerin geligmesine engel olur. Baligin derisinde meydana gelebilecek

zedelenmeler de bozulmay1 hizlandirir.



4) Sicaklik: Bakteriyel gelismeyi onlemek veya geciktirmenin en etkin yolu baligin
sogutulmasidir. Sogutma miimkiin oldugu kadar hizli bir sekilde yapilmali (0 ile -1°C)
ve bu disliik sicaklik muhafaza edilmelidir. Hizli dondurma islemi ise baligin

muhafazasinda daha etkili bir yontemdir.

Baliklarda bozulmaya genellikle balik yiizeyindeki kaygan tabaka ve barsaklarda bulunan

dogal flora neden olmaktadir.

Bozulmaya neden olan hakim flora baligin bekletildigi sicakliga gore degiskenlik
gostermektedir. Diisiik sicakliklarda tutulan baliklarda baslica Pseudomonas tiirleri ile
birlikte Achromobacter ve Flavobacterium tiirleri bozulmaya neden olmaktadir. Daha
yiiksek sicakliklarda ise Micrococcus, Bacillus, Escherichia, Proteus, Serratia, Sarcina ve

Clostridium tiirleri gelisebilir.

Bakteri Once ylizeyde gelisir daha sonra dokulara girer. Baligin biinyesinde meydana gelen
otolitik degisimler sonucu bakteriyel gelisme i¢in gerekli olan azotlu bilesiklerde artis

goriiliir.

Dokularda gelisen bakteri bu bilesiklerden trimetilamin, amonyak, amin bilesikleri,

hidrojen ve diger stlfiir bilesikleri, merkaptan, indol gibi kétii kokulu {irtinler olusturur
[36, 37].

Balik yolu ile insanlarda goriilen hastaliklarin orani, Avusturya’da %12, Kanada’da %5,8

Ingiltere ve Amerika’da %0,5 olarak bildirilmistir [38].

Baliklarda patojenik mikroorganizmalarin viicuda giris yapabilme noktalar1 arasinda deri,
solungaglar ve sindirim kanali yer almaktadir [39]. Canli ya da taze baliklarin yiizeyinde
102-10"/cm,? solunga¢ dokusunda 103-10%/g bagirsakta ise 10°-10%/g canli mikroorganizma
bulunur [40].

2.2. Enterococcus’lar Hakkinda Genel Bilgi

Enterococcus izolasyonu ilk olarak 1899 yilinda Fransiz mikrobiyolog Thiercelin
tarafindan yapilmistir. 1906 yilinda, izolatin adi Andrewes ve Horder tarafindan

Streptococcus faecalis(S.faecalis) olarak degistirilmistir.
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Lancefield’in 1933 yilinda yaptig1 serolojik tiplendirme sistemine gore Enterococci grup
D’ye kars1 presipitasyon reaksiyonu vermislerdir. 1937 yilinda ise Streptococcus’lar, 4
gruba ayrilmis ve terim olarak Enterococcus, fekal Streptococcus ve grup D Streptococcus
es anlamda kullanilmistir.  S.faecalis ve S. faecium’un Streptococcus genusundan degisik
bir genetik yapiya sahip olmalar1 nedeniyle farkli bir genusa alinmalarm ilk olarak 1970
yilinda Kalina adinda bir bilim adami 6nermistir. 1984 yilinda ise bu Streptococcus tiirleri

Schleifer ve Kilpper-Balnz tarafindan Enterococcus cinsi olarak ayrilmistir [41].

Son yillarda Enterococcus cinsinin taksonomisinde dikkati c¢eker degisiklikler olmus,
Enterococcus cinsi Streptococcus cinsinden ayrilarak ayri bir cins olarak taninmaya
baglanmigtir. S. faecalis ve S. faecium‘un ve diger tiirlerden farkli oldugu ve yeni bir cins
icerisinde degerlendirilmesi gerektigi goriisii 1984’te Schleifer ve Kilpper Balnz’in

molekiiler caligmalariyla da desteklenmistir.

Diger Enterococcus tiirleri de bu yeni tanimlanan cins icerisine dahil edilmistir [42, 43].
Enterococcus tiirleri karsilastirildiginda son zamanlarda tanimlanan tiirlerin fizyolojik ve
biyokimyasal davranislarinda 6nemli farkliliklar gozlenmistir. Bunlar 16S rRNA
dizilimlerine goére 26 tiir olarak tamimlanmistir. Giiniimiize kadar tanimlanmis olan 26

Enterococcus tiirii Cizelge 2.1°de sunulmustur [44].

Cizelge 2.1. Enterococcus cinsi i¢erisinde yer alan tiirler [44]

E. haemoperoxidus E. asini E. dispar E. mundtii

E. porcinus E. raffinosus E. saccharolyticus E. casseliflavus
E. pseudoavium E. gallinarum E. faecalis E. avium

E. malodoratus E. cecorum E. faecium E. ratti

E. flavescens E. sulfureus E. durans E. solitarius
E. columbae E. gilvus E. hirae

E. villorum E. pallens E. moraviensis

Enterococcus’lar hemen her zaman, her yerde bulunabilen mikroorganizmalardir [45].

Enterococcus’lar hayvansal kaynakli gidalarda potansiyel bir tehlike olusturmaktadir.
Hatta hayvansal gidalar bu tiir patojen mikroorganizmalarin gelisebilmesi i¢in milkemmel
bir besi ortamidir. Cig et tiiketiciye ulagincaya kadar herhangi bir islem gérmemektedir.
Ozellikle salamura et ve fermente et iiriinlerinde genellikle 1sisal islem
uygulanmamaktadir. Bunun dogal bir sonucu olarak et ve et {iriinleri, insanlara gecen gida

kaynakli bir¢ok hastalikta en 6nemli gida grubunu olusturmaktadir [46].
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Enterococcus’lar pek cok yararli 6zellik tasirken potansiyel patojenik Ozellikler de
sergileyebilirler. Bu mikroorganizmalar starter kiiltiir olarak yararli rol oynarlarken, diger
taraftan da bazi siit trlinlerinde Enterococcus’larm fekal orijinli olanlar1 hakkinda kuvvetli
bir soru isareti vardir. Fermente gidalardan izole edilen Enterococcus’larin potansiyel veya
arastirilan patojeniteleri iizerine; hayvan model sistemlerinde daha detayli ¢aligmalara

ihtiya¢ vardir.

Enterococcus igeren gidalarm saglik riski olmaksizin tiiketiminin uzun bir tarihi olmasina
karsin Enterococcus’larm GRAS (Generally Recognised As Safe) mikroorganizma olarak

kabul edilmesi ¢ok daha fazla ¢alismay1 gerektirmektedir [45,47].

Gidalar tlizerinde gelisen baz1 mikroorganizmalar proteinleri hidrolize ederek tat ve koku

bilesenleri tizerinde olumsuz etkiye neden olabilirler.

Psikrotrofik mikroorganizmalardan bazilar1 kuvvetli proteolitik 6zellikleri nedeniyle siit, et
ve dondurulmus gidalar iizerinde istenmeyen degisikliklere neden olmaktadir. Ozellikle
depolama siiresi boyunca bu mikroorganizmalar c¢ogalmakta ve bazen gidalar
tilkketemeyecek hale getirmektedir. Diger yandan peynir, fermente et gibi bazi gidalarin
olgunlasmasi ve yapilarin istenen diizeyde gelismesi, mikrobiyel proteolitik aktivitenin bir

sonucudur [45].

Gida maddelerinin birgcogu lipit icermektedir. Siit, krema, tereyag, beyaz peynir gibi bazi
gidalarda meydana gelen mikrobiyel lipoliz iiriinde kalite kaybma ve bozulmaya neden
olur. Diger yandan lipolitik aktivitenin olmasi1 bazi gidalarda tat ve aroma olusumuna
katkida bulunmaktadir. Ornegin peynir ve sucuk gibi fermente iiriinlerin olgunlasarak
istenen tat ve aromaya sahip olmasi saglanir. Bir diger degis ile belirli bir lipoliz

gerceklesmesi bir kalite faktorii olarak degerlendirilir [45].

Antibiyotikler, hayvanlari1 hastaliklardan korumak ve verimi arttirmak amaciyla yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Ancak her madde gibi antibiyotiklerin de bir takim avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Onemli olan bunlarin yerinde kullanimma dikkat edilmesi ve
bunda asirtya kagilmamasidir. Ciinkii bazi bilingsiz iireticiler, hastaliklar1 daha ¢abuk
tedavi edeceklerine ve verimi arttiracaklarina inanarak fazla ve gereksiz antibiyotik

kullanim1 se¢mektedir [48].
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Glikopeptide direngli 6zellikle vankomisine direngli Enterococcus’larin  sayisinin
artmastyla birlikte bu tiirler diinya ¢apinda énemli bir problem olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Glikopeptidler immun sistemi zayif ya da bastirilmis bireylerde birkac enfeksiyona karsi
en son ¢are olarak kullanilan antibiyotiklerdir. Enfeksiyona neden olan Enterococcus cinsi
bakteriler arasinda en sik izole edilen tiirler E. faecalis ve E. faecium’dur. Meydana gelen
enfeksiyonlarda, E. faecium, antibiyotiklere kars1 E. faecalis’den daha direngli olmasiyla
dikkat ¢ekmekte ve patojenik E. faecium’un ¢ok cabuk antibiyotik direng mekanizmasi
gelistirebilmesinin ve bu 6zelligini transfer edebilme kabiliyetinin saglik acisindan 6nemli

bir risk oldugu diisiiniilmektedir [49].

2.3. Enterococcus’larin Genel Ozellikleri

Enterococcus spp., taksonomide 1984 yilindan Once Streptococcus cinsi altinda yer
almaktaydi. 1989’dan sonra Thiercelin tarafindan bu cinsin ilk tanimlamasi yapilmis ve
1993 yilinda Thiercelin ve Jouhaud tarafindan Enterococcus olarak tanimlanmigstir. Daha
once S. faecalis ve S. faecium olarak bilinen bakteriler, yeni smiflandirmada E. faecalis ve
E. faecium olarak adlandirilmistir. Enterococcus cinsine ait bakteriler, aerobik ya da

fakiiltatif anaerobik, katalaz (-), kok seklindedirler. Besin gereksinimleri komplekstir.

Geligebilmeleri i¢cin gerek B vitaminleri ve gerekse bazi temel amino asitler agisindan pek

cok gram (+) bakteriden daha fazla besin maddesine gereksinim duyarlar.

Bu bakteriler Lancefield D grubu icinde yer almaktadirlar. Laktozu fermente edebilirler,
arabinoz pozitif ve piirivat negatiftirler. Karbonhidratlar1 fermente ederek L (+) laktik asit
olustururlar ve bu 6zelliklerinden dolay1 tipik homofermentatif laktik asit bakterileri olarak
bilinirler, ancak gaz olusturmazlar. Karbonhidrat metabolizmalar1 igin Embden-Mayerof-

Parnas yolunu kullanirlar [49, 50].

Ideal iireme 1s151 35°C’dir. %6,5 NaCl’de iirerler. %40 safra varhginda eskiilini hidrolize

ederler.

Tim Streptococcus bovis tiirlerinin ve viridans streptokoklarn %10’unun safra-eskiilin
hidrolizi pozitiftir. E. cecorum, E. columbae ve E. saccharolyticus disinda tim

Enterococcus’lar, PYR (L-pyronidonyl-betanaphthylamide) pozitiftir.
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Tiim suslar 16sinaminopeptidaz (LAP) olustururlar. Glikozdan gaz olusturmazlar ve glikoz
fermentasyonunun son {iriinii laktik asittir. 60°C’ye 30 dakika dayaniklidir. Kanli agarda
0,5-1,5 mm boyutunda, (Streptococcus’lardan daha biiyiik) kabarik, gri-beyaz renkte

koloniler yaparlar.

Bazen zayif bir alfa hemoliz meydana getirebilirlerse de genellikle nonhemolitiktirler. E.
faecalis ve E. durans suslar1 kanli agarda beta-hemoliz yapabilirler. E. faecalis’in bazi
Suslar1 at veya tavsan kani igeren besiyerlerinde beta hemoliz yapmalarina ragmen, koyun

kani igeren besiyerlerinde hemoliz yapmazlar [51, 52, 53].

. o
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Resim 2.1. Enterococcus’un mikroskobik goriintiisi

Resim 2.2. Enterococcus’un Slanetz-Bartley besiyerindeki goriintiisii

Enterococcus’larin diger gram pozitif koklara benzer hiicre duvar yapis1 vardir. Hiicre
duvarlar1 peptidoglikan, teikoik asit, lipoproteinler ve ylizey protein antijenlerinden olusur.
Lancefield' in grup D antijeni, hiicre duvari ile baglantili bir gliserol olan teikoik asitten

olusur. Enterococcus’lar %80 oraninda D grubu antiserumlarla agliitinasyon verirler.
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Grup D antijeni tespiti, Enterococcus’lar disinda, S. bovis, S. equinus, S. suis, Pediococcus
spp.ve Leuconostoc spp. gibi diger gram pozitif bakterilerde de bulunabildiginden,
Enterococcus’larin 6zellikle dogal olarak glikopeptid direnci bulunan Leuconostoc spp. ve

Pediococcus spp.‘den ayirimi igin PYR hidrolizinden yararlanilir [52].

Grup D streptokoklar, Enterococcus’lar ve Listeria tiirleri %40 safra varhiginda iirer ve
eskiilini eskiiletine hidrolize eder. Eskiiletin ferrik sitratla birlesir ve siyah bir kompleks
olusur. Viridans streptokok tiirlerinin ¢ogu eskiilini hidrolize eder, fakat %40 safra
varliginda iireyemez. Bu oOzellik Enterococcus’larin diger Streptococcus’lardan ayirt
edilmesini saglasa da inokiilum yogun olursa ve safra konsantrasyonu %40’tan diisiik
olursa viridans Streptococcus’larda da yalanci pozitiflik gézlenebilir. Lactococcus garvie
PYR ve NaCl pozitif olup, sadece grup D antijeni icermemesi ile Enterococcus’lardan

ayrilir [52].

Enterococcus’larin laboratuvar ortaminda {iretilmesi ve yasatilmasit kolaydir. Cogu
60°C’de 30 dk. isitilmaya dayaniklidir. Buzdolabinda aylarca, -70°C’de yillarca

saklanabilir, fakat donma ve sonra yeniden eritme islemleri 6miirlerini kisaltir.

Normal etiiv ortaminda, her tiirlii besiyerinde kolayca {iirer. Triptik soy agar, Brain-Heart
inflizyon broth, %5 koyun kanli agar ya da herhangi bir kanli besiyeri iiremesini
destekleyicidir. Izolasyonlarinda secici besiyerleri kullanilabilir. Azide igeren besiyerleri
secici izolasyonda basarilidir [52]. Slanetz Bartley besiyeri Enterococcus’lar igin segici

besiyeridir [54].

2.3.1. Baz1 Enterococcus tiirlerinin 6zellikleri

E. faecalis: Gastrointestinal flora iiyesidir. insan kaynakli enfeksiyonlardan en sik sorumlu
tutulan tiirdiir. Ayrica cesitli hayvanlarda da bulunur. Uriner enfeksiyon, yara, periton
swvisy, derin pelvik apse, endokardit ve kan Kkiiltiirlerinden izole edilmistir. Beta

hemolitiktir. %6,5’luk NaCl ve pH 9,6’da iirer [52].

E. faecium: Insan ve sigirlarin gastrointestinal sisteminde bulunur. Yiyecek, sebze ve
yemlerden de izole edilmistir. E. faecalis’e gore antimikrobiyallere daha direnglidir. Alfa
hemolitiktir. %6,5’luk NaCl ve pH 9,6’da iirer [52].
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E. durans: Siit ve kuru gidadan izole edilmistir. insan ve hayvanda nadiren, barsak ve
iriner sistemden izole edilmistir. Alfa hemolitiktir. %6,5’luk NaCl ve pH 9,6’da iirer.
50°C°de iiremez [52].

E. avium: Kus, tavuk, kopek gibi hayvanlardan izole edilmistir. insan gastrointestinal
sistem florasinin da bir pargasidir. Apandisit, otit ve beyin apselerinden izole edilmistir.

Alfa hemolitiktir. %6,5’luk NaCl’de tiremesi zayiftir. HS diretir, pigment yapmaz [52].

E. casseliflavus: Bitki ve toprakta bulunur. Vankomisine direnglidir. Firsat¢i insan
enfeksiyonlar1 yapar. %6,5’luk NaCl ve pH 9,6’da iirer. Hareketlidir, sar1 pigment yapar
[52].

E. gallinarum: Evcil kuslarm gastrointestinal sisteminde bulunur. Koyun kanli agarda
nonhemolitiktir. At kanli agarda beta hemoliz yapabilir. %6,5’luk NaCl ve pH 9,6’da {irer.
Hareketlidir, pigment yapmaz [52].

E. hirae: Domuz ve tavuklarda bulunur. Onceden atipik E. faecium sanilirdi. Hemoliz

yapmaz. 10-45°C arasinda iireyebilir. %6,5’luk NaCl ve pH 9,6’da iirer [52].
2.3.2. Enterococcus tiirlerinin epidemiyolojisi

Enterococcus‘lar, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinin iiyeleridir. Dogada;
toprak, su, bitki, kuslar, bocekler ve memelilerde yaygin olarak bulunur [55]. insanlarda,
esas olarak gastrointestinal florada bulunmalar1 nedeni ile gerek hastane gerekse hastane
dis1 ortamda endojen kaynakli enfeksiyonlara yol a¢maktadirlar. E.faecalis, diger
Enterococcus tiirlerine gore diskida daha yiiksek oranda bulunur. Enterococcus‘larda ¢evre

kosullarina dayanikli olduklarindan her ¢esit ortamda canliliklarin siirdiirebilirler[56].

Hastane ortaminda bulunan stetoskop, kapi tokmagi, yatak, komodin gibi cansiz esyalar

iizerinde uzun siire yasayabilmektedir [52].

Enterococcus’lar bagirsakta kolonize olan gram pozitif koklar arasinda en yogun olanidir.
Bu bolgede en sik E. faecalis izole edilir. E. faecium, E. casseliflavus, E. durans ve
E.gallinarum gibi diger tiirler insan gastrointestinal kanalinda dadegisik oranda
bulunabilirler [57].



16

Ayrica yapilan bir¢cok arastirmada gidalarda en fazla izole edilen Enterococcus cinsine ait
olan tiirler E. faecalis ve E. faecium’dur. E. durans, E. gallinarum, E. mundtii, E.

raffinosus daha az siklikla bulunmaktadir [58].

Enterococcus’lar firsatgr patojen olduklari i¢in insanlarda enfeksiyona yol acan her bir

tiiriin insidansi insan gastrointestinal sistemdeki varliginin bir yansimasi olacaktir.

Bu bolge hastaliklara neden olan suslarin 6nemli bir kaynagi olarak kabul edilir. Bakteriler
enfeksiyon yapmak iizere bulunduklar1 yerden baska bir bolgeye go¢ edebilir, ayrica baska

konaklara ya da ¢evreye yayilabilirler.

Ayrica Enterococcus tiirleri degisik hayvan tiirlerinde bulunabilirlerse de baska
kaynaklarda farkli Enterococcus tiirlerinin bulunmasi, dagilimin insanlardan daha farkl

oldugunu gostermektedir.

Enterococcus’larm diskida yogun olarak bulunmalari, kimyasal ve fiziksel kosullara
dayanikliliklar1 ile bulunduklar1 ortamda canliliklarmi siirdiirmeleri nedeniyle gida, siit ve
kullannom suyunun hijyenik o6zelliklerini belirlemede ve diski kontaminasyonunun

saptanmasinda bir belirte¢ olarak kullanilmasma yol acar [59].

Schlegelova ve ark. (2010), yapmis olduklar1 bir ¢alismada, et isleme tesisleri ve siit
uriinlerinde siklikla kontaminasyona neden olan tiirleri; E. coli, Enterococcus ve

Staphylococcus olarak belirtmislerdir [60].

2.4. Enterococcus’ larin Gida Uriinleriyle liskisi

Enterococcus cinsine ait bakteriler, genelde fekal ¢evrelerde yogun olarak bulunmalarina
karsin, gidalarda iiretim asamalarinda hijyenik olmayan kosullar sonucunda ortaya ¢ikarlar
[61, 62]. Ayrica intestinal ve gevresel kontaminasyonla da siit ve et gibi ¢ig gidalarda
kolonize olabilirler. Sicaklik, pH ve tuza karsi olan direngleri sayesinde, gida iiretimi

srasinda canli kalarak son tiriini de kontamine edebilirler.

Bu sebeple gidalarda bulunmalar1 kontaminasyonun bir gostergesi olarak kabul edilir
[50, 63]. Bu 0zelliklerinden dolay1 Enterococcus’lar sularda ve bazi gida iriinlerinde

hijyen indikatorii olarak kullanilmaktadir [50, 64].
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Giraffa ve ark. (1997), italya’da yapmis olduklar1 bir arastrmada gida iiriinlerinde
Enterococcus’larm varligi iiretim ve yapim sirasindaki yetersiz sanitasyon kosullarmin bir

gostergesi oldugunu tespit etmislerdir [65].

Enterococcus cinsi bakteriler, gidalarin normal floralarinin da bir parcasi olduklar1 igin,
sadece kot hijyen kosullarinin gdstergesi degildirler [50, 66]. Bu bakteriler birgok gidada
dogal olarak bulunan ve c¢esitli gidalarin fermentasyonunda rol oynayan Onemli
mikroorganizmalardir [50,67]. Ozellikle bazi fermente et iiriinlerinin ve bazi peynir

cesitlerinin mikrofloralarinin 6nemli bir kismini olustururlar [50,62].

Diger yandan, Enterococcus cinsi bakterilerin bazilari, et iirlinlerinde, sarap ve meyve

sularinda bozulma yaparlar [50,68].

Bu organizmalar, sicakliga karsi direncleri sayesinde, pastdrizasyonda canliliklarni
koruyabildikleri i¢in pismis, dilimlenmis ya da paketlenmis etlerde capraz kontaminasyon
sonucunda geliserek, diger bircok laktik asit bakterileri gibi bozulma yapan
mikroorganizmalar olarak tamimlanirlar. Fermente sucuklarda da yiiksek sayilarda

bulunduklar1 zaman bozulmaya neden olurlar [50, 69].

Enterococcus’lar spor olusturmayan bakteriler arasinda 1siya toleransi en fazla olan
bakterilerdendir. Bundan dolay1 pismis ve islenmis etlerde bozulmaya neden olabilirler

[69].

Barakat ve ark. (2000), ticari olarak iiretilip, modifiye atmosferle paketlenmis tavuk
etlerinin 35 °C’de, 7 giin siireyle depolanmasi sirasinda olusan baskinmikrofloranin
Lactococcus spp. ve Carnobacterium spp. ile birlikte Enterococcusfaecalis oldugunu tespit
etmislerdir [70].

Robredo ve ark. (2000), Ispanya’da 18 farkli siipermarketten toplanan 101 tavuk,
kaynatilmis jambon ve hindi 6rneginden yapilan izolasyonda 92 drnekten 25’inde (%27,2)

Enterococcus varligi tespit etmislerdi [71].

Giraffa (2003), yaptig1 calismada, E. faecim’un 68 °C’de 30 dakikalik 1si1l islem sonunda
canliligint siirdiirebildigini gostermistir. Bu nedenle fermente olan ya da olmayan

gidalardaki Enterococcus varliginin ka¢iilmaz oldugunu ifade etmistir [62].
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Papamanoli ve ark. (2003), fermente sucuklardan izole ettikleri laktik asit bakterilerinin

%4’ liniin Enterococcus spp.’nin olusturdugunu saptamuslardir [72].

Son yillarda gida kaynakli hastaliklarin mikrobiyal kontaminasyondan kaynaklanmasi
nedeniyle patojenleri inhibe eden maddelere karsi ilgi artmaktadir. Enterococcus’lar siit
iiriinlerinden, fermente sosislerden, baliktan, sebzelerden ve fermente yaglardan izole

edilebilmektedir [73,74].

Inat (2008), pastirma iiretimi sirasinda kontaminasyon kaynaklarinm belirlenmesi ve
tyilestirme kosullarmin arastirilmasi amaciyla yaptigi calismada, farkli zamanlarda iiretilen
40 adet pastirma, tiretim prosesi boyunca (20 adet deneysel iiretim ve 6zel bir sirkette ticari

olarak tiretilen 20 adet pastirma) mikrobiyolojik ve kimyasal olarak analiz edildi [75].

Bu amagla, iiretim prosesinin farkli asamalarinda (salamura sonrasi, yikama, baskilama,
cemenleme ve kurutma islemi) et, toz kirmizi biber, salamurada kullanilan tuz, ekipmanlar
(bigaklar, parcalama kiitiikleri ve bask1 makinesi) ve is¢i ellerinden toplam 240 adet 6rnek

alindi.

Alinan bu ornekler aerob genel canli, laktobasil, mikrokok/stafilokok, koagiilaz pozitif
stafilokok, enterobakter, koliform bakteri sayisi, B. cereus, Enterococcus, Pseudomonacae

spp., maya/kiif ve siilfit indirgeyen anaerob bakteriler yoniinden analiz edildi.

Analiz bulgulari; yikama, baskilama ve ¢emenleme islemleri sonrasinda aerob genel canli
sayisinin, ¢emenleme islemi sonras1 laktobasil, enterobakter, Enterococcus,
mikrokok/stafilokok ve maya/kiif sayilarinin, baskilama islemi sonrasi ise koliform bakteri

say1st ve Pseudomonacae spp. sayilarmin yiikseldigini géstermistir.

Elde edilen veriler pastirma iiretiminde baskilama ve ¢emenleme islemlerinin 6nemli bir
kontaminasyon kaynagi olusturdugunu, is¢i elleri ve parcalama kiitliklerinin de diger

kontaminasyon kaynaklarini olusturdugunu gostermektedir [75].

Ogier ve ark. (2008), yapmis olduklar1 bir ¢alismada, siit drneklerinin, hayvanlarinin
fecesleri ya da direk su kaynaklar1 ile Enterococcus kontaminasyonuna neden olabilecegini
belirtmiglerdir [76].
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Gidalara uygulanan islem sirasinda hijyen kurallarina yeterince riayet etmeyen personelin
yani sira alet ve ekipmanlar mikroorganizmalarca gidalarin kontamine olmasina aracilik

etmektedirler [77].

Korenova ve ark. (2009), Slovakya’da yapmis olduklar1 bir ¢calismada, koyun siitii ve et
tiriinlerinde yiiksek oranda kontaminasyona neden olan Staphylococcus ve Enterococcus

bakterilerini tanimlamuslardir [78].

Kinley ve ark. (2010), yapmis olduklar1 bir ¢aligmada, islenmis hayvan {iriinlerinde
Salmonella ve Enterococcus varhigi arastirilarak, Enterococcus varligi %81,3 oraninda

tespit edilmis ve Enterococcus unkontaminasyona sebep oldugunu belirtmislerdir [79].

Citak ve ark.(2010), yapmis olduklar1 bir ¢calismada, dondurulmus gidalarda indikator
mikroorganizmalarm varlig1 ve bu indikatdriin gidada belirli bir limitin Gistiinde bulunmasi,
iirlinlerin yetersiz hijyen ve sanitasyon kosullarinda islendigini, insan, hayvan, toprak, su
ve digki kaynakli bir bulagsma ile birlikte toksijenik mikroorganizmalarla kontamine
olabilecek kosullarda iiretilip tiiketime sunuldugunun bir gostergesi olarak kabul

edilmektedir [73].

Tartura ve Lorenzelli 1994 yilinda kiimes hayvanlariyla yaptiklari calismada izole edilen
93 Enterococcus izolatindan 64’iinii (%69) E. faecalis ve E. faecium olarak tanimlanmistir
[80].

Devriese ve ark. (1995), hayvan kaynakli (et ve peynir) taze ve hazir gida orneklerinde
yaptiklari ¢alismada izole ettikleri 161 tiiriin hepsinin Enterococcus cinsine ait oldugunu
saptamuglardir. Bunlardan 94'iinii (%58,3) E. faecalis, 71'ini (%44,1) E. faecium ve 15'ini
(%9,3) E. hirae olarak tanimlanmiglardir [81].

Wegener ve ark. (1997), Enterococcus’larin et {irlinlerine bulasmasmin kesim sirasinda
oldugunu belirterek, yapilan bir ¢aliymada farkli kesimhanelerden domuz karkaslari
iizerindeki Enterococcus sayismm 10%-10% /100 c¢m® oldugunu bildirmislerdir. Bunlar
arasindaki dominant mikrofloray1 ise Enterococcus faecium ve Enterococcusfaecalis’in

olusturdugunu belirtmislerdir [82].
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Hayvanlarin gastrointestinal sisteminde Enterococcus’larin bulunmasi kesimhanelerde ete
bulasma potansiyelini arttirmaktadir. Tavuk ¢iftliklerinde E. faecalis izole edilen Gram

pozitif tiirleri icinde ilk siray1 almaktadir [69].

Pavia ve ark., 2000 yilinda Italya’da ¢ig etlerden yapmus olduklar1 calismada tavuk, kuzu,
domuz, hindi ve dana eti olmak iizere toplam 100 tane et 6rneginde (%65,3 tavuk eti, %7

kuzu eti, %31,3 hindi eti, %40 dana eti) Enterococcus izolasyonu gergeklestirmislerdir.

Bu et orneklerinden izole edilen toplam 45 Enterococcus izolatinin 10’u (%24,4) E.
faecium, 15’1 (%33,3) E. faecalis, 3’i (%6,7) E. durans, 3°i (%6,7) E. gallinarum, 2’si
(%4,4) E. casseliflavus olarak tanimlanmigtir [83].

Giraffa ve ark. (2002), yapmis olduklar1 ¢alismada, E.faecalis ve E. faecium tiirleri ile
yapilan bir¢ok arastirmada gidalarda en fazla izole edilen mikroorganizmalari bu tiirler
oldugunu belirtmislerdir. E. durans, E. gallinarum, E.mundtii, E. raffinosus daha az
siklikta izole edilmistir [66].

Hayes ve ark., (2003), yapmis olduklar1 ¢alismada toplam 981 tavuk, hindi, domuz ve sigir
orneklerinden 1357 Enterococcus izolat1 elde etmisler ve baskin tiir olarak %61 oraninda
E.faecium izole etmislerdir. Bunu %29 oraninda E. faecalis, %5,7 oraninda E. hirae
izlemektedir [84].

Bodil (2003) ve Klein (2003), yapmis olduklar1 bir ¢calismada, Enterococcus’larin birgok
gidada, 6zellikle de hayvansal orijinli gidalarda bulundugunu ve E. faecium’ungidalardan
siklikla izole edildigini bildirmislerdir [44,85].

Peters ve ark. (2003), yapmis olduklar1 ¢alismada siklikla E. faecalis ve E. faecium

ardindan ise E. durans,E. hirae ve E. avium izole etmistir [86].

2003 yilinda Malezya’da yapilan ¢aligmada 150 dondurulmus et ve et {irlinlerinin 39’unda

(%26) E. faecalis SBV’den 6n zenginlestirme metoduyla izole edilmistir [87].

Sustackova ve ark. (2004), yapmis olduklar1 calismada, et iiriinlerinden izole edilen
Enterococcus izolatlarmin %67’sini E. faecalis, %13,7‘sini E. faecium olarak tespit

etmislerdir [88].
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E. faecium ve E. faecalis gidalardan ve bagirsaklardan en sik izole edilen, gida
proseslerinde yer alan en Onemli tiirlerdir. Bu iki tiir etlerin, 6zellikle sucuklarin
fermentasyonu sirasindaki baskin mikrofloray1r olustururlar. Ayrica siit trlinleri ve

peynirlerde de yiiksek sayilarda bulunurlar.

Her iki tiir de peynir ve fermente siit tirlinleri ile sucuk, salam gibi fermente gidalarin
iretiminde, organoleptik Ozellikleri gelistiren, raf dmriinii ve stabilitesini arttiran dogal
starter kiiltiirlerdir. Ayrica, E. faecium ve E.faecalis karisik kiiltiir ya da yardimer kiiltiirler
olarak da kullanilirlar [50].

Karatag (2005), yapmis oldugu calismada Adana’daki ¢esitli marketlerden toplanan 20 adet

sucuk ve 30 adet peynir 6rneginden E. faecium, E. durans, E. avium izole etmistir [50].

Citak ve ark. (2005), ¢ig siit ve beyaz peynir ile yapmis olduklar1 ¢alismada, %62,6 E.
faecalis, %30,1 E. faecium, %7,14 E. durans izolasyonu yapmislardir [89].

Critak ve ark. (2005), yapmis olduklar1 ¢alismada, ¢ig siitten izole edilen 177 Enterococcus
izolatinin %54,2’si E. faecalis, %29’u E. faecium, %6,2’si E. durans %5’i E.hirae/dispar,
%3’ E. gallinarum, %2,2’si E. mundtii ve %0,5’i E. raffinosus olarak izole etmislerdir
[89].

Martin ve ark. (2005), yapmis olduklar1 ¢alismada, sosislerden izole edilen Enterococcus

tiirlerinden E. faecium'u siklikla izole etmistir [90].

Moreno ve ark. (2006), yapmis olduklar1 ¢alismada peynir, balik, sosis, dana kiyma ve

domuz etinde ¢ogunlukla E. faecium ve E. faecalis tiirlerini izole etmislerdir [91].

E.faecalis ve E. faecium tiirlerinin yapilan birgok arastirmada gidalarda en fazla siklikta
izole edilen mikroorganizmalar oldugu belirtilmistir. E. durans, E. gallinarum, E. mundtii,
E. raffinosus daha az siklikta bulunmaktadir [66, 92].

Gomes ve ark. (2008), yapmis olduklar1 ¢alismada, et, siit ve sebzeden en fazla izole edilen
Enterococcus tiriiniin E. faecium, bunu takiben E. faecalis, E. casseliflavus ve E.

gallinarum oldugunu saptamislardir [93].
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Valenzuela ve ark. (2009), yapmis olduklar1 ¢alismada, hayvansal gidalardan izole edilen
25 Enteroccoccus izolatinin 16’s1 E. faecium, 9’u E. faecalis olarak bulmuslardir [94].

Barbosa ve ark. (2009), yapmis olduklar1 ¢alismada, fermente etlerden izole edilen 182
Enterococcus izolatinin 76’s1 E. faecalis, 44’i E. faecium, 1°i E. casseliflavus ve 31’1

Enterococcus spp. olarak tespit edilmistir [51].

Fontana ve ark. (2009), Arjantinde fermente sosislerle yapmis olduklar1 ¢alismada, en fazla
siklikta E. faecium (%56) ve E. faecalis (%17) izolasyonu yaparken, daha az siklikla E.
durans, E. casseliflavus ve E. mundtii (%27) izolasyonu yapmislardir [95].

Quednau ve ark. (1998), tavuk ve domuzdan izole ettikleri 279 Enterococcus izolatin

%73 1iniin bir veya daha fazla antibiyotige direngli oldugunubelirlemislerdir [96].

2.5. Biyoteknolojik Ozellikleri

2.5.1. Proteolitik enzim aktivitesi

Gidalar tizerinde gelisen bazi mikroorganizmalar proteinleri hidrolize ederek tat ve koku
bilesenleri iizerinde olumsuz etkiye neden olabilirler. Psikrotrofik mikroorganizmalardan
bazilar kuvvetli proteolitik 6zellikleri nedeniyle siit, et ve dondurulmus gidalar {izerinde
istenmeyen degisiklikler olmaktadir. Ozellikle depolama siiresi boyunca bu

mikroorganizmalar ¢ogalmakta ve bazen gidalar tiiketemeyecek hale getirmektedir.

Diger yandan peynir, fermente et gibi bazi gidalarin olgunlagsmasi ve yapilarin istenen
diizeyde gelismesi mikrobiyel proteolitik aktivitenin bir sonucudur. Ancak siit, et, kanath
et ve deniz iiriinlerinde proteolitik bakteri sayimlar1 kalite kayiplarmin belirlenmesinde

onemli bir mikrobiyel kriterdir [72, 97, 98, 99].

Enterococcus faecium’un fermente et triinlerindeki rolleri ve sucuklardaki biyokimyasal
aktiviteleri ilgili bazi arastirmalarda, Enterococcus faecium®“un sucuk aromasina glikolitik,

proteolitik ve lipolitik aktiviteleri ile katkida bulunduklar1 ifade edilmistir[63].

Proteolitik mikroorganizma tiirleri Bacillus, Clostridium, Pseudomonas ve Proteus cinsleridir. Bu

bakterilerden baska baz1 maya ve kiif tiirleri de proteolitik aktivite gosterebilmektedir.
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Enterococcus faecalis ve Micrococcus caseolyticus gibi proteolitik aktivitenin yaninda asit

fermentasyonuda yapabilenlere asit-proteolitik mikroorganizma denir [72, 97, 100].

Valenzuela ve ark. (2009), yapmis oldugu ¢aligmada, Enterococcus’larin gidalarda daha
¢ok fermente tirinlerde bulundugu, bunun nedeni olarak da Enterococcus’larin proteolitik,
lipolitik ve sitrat aktiviteleri oldugu belirtilmistir. Ayrica E. faecalis ve E. faecium’un
irettigi enterosin gidalarda bozulmaya neden olan Bacillus cereus, Clostridium spp.,
Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus gibi patojen bakterilerinin varhigini
inhibe ettigi belirtilmistir [94].

Veljovic ve ark. (2009), Enterococcus izolatlarmin bakteriyosin ve proteolitik aktivitesi siit

ve fermente et iirlinlerinin teknolojik 6zellikleriyle ilgili olabilecegini belirtmislerdir [101].

Terzic-Vidojevic ve ark. (2009), Azerbaycan’da siit iiriinleri ile yapilan bir ¢alismada, izole
edilen 378 izolatin 296’s1 gram pozitif ve katalaz negatif olarak tanimlanmistir.
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus paraplantarum ve

Enterococcus faecium dominant tiir olarak tespit edilmistir [102].

Terzic-Vidojevic ve ark. (2009), geleneksel peynirlerinde yaptiklar1 bir ¢alismada,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus arizonensis,
Lactobacillus farciminis, Lactobacillus brevis, Lactococcus lactis subsp. lactis,
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides, Leuconostoc pseudomesenteroides,
Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis izolasyonu gergeklestirilirken, L.
plantarum, L. arizonensis, L. paraplantarum, L. farciminis ve L. pseudomesenteroides

tiirleri 1yi proteolitik aktivite gostermistir.

Fermente iirlinlerde bakteri cesitliligini arttrmak i¢cin ve teknolojik olarak kalitesini

arttirmak i¢in bu bakterilerin fermente tiriinlerde kullanilabilecegini belirtmislerdir [ 102].

Casaburi ve ark. (2008), Italya’da yapmus olduklar: bir galismada, fermente etlerde starter
kiiltiir olarak Lactobacillus curvatus ve Staphylococcus xylosus tiirleri kullanilmasinin
nedenini, bu bakterilerin lipolitik ve proteolitik Ozelliklerinden kaynaklandigini

belirtmektedir [95].
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Citak ve ark. (2005), yapmis olduklar1 bir ¢alismada, ¢ig silit ve beyaz peynirden izole
edilen E. faecalis suglarmin %91.8’1 7°C’de proteolitik aktivite, %60.7’si 25°C*“de
proteolitik aktivite, E. faecium suslarinin %711 7°C’de proteolitik aktivite, %52.6"s1
25°C’de proteolitik aktivite, E. durans susunun %72.2%si 7°C’de proteolitik aktivite,

%38.9"u 25°C’de proteolitik aktivitesini pozitif olarak saptanmustir [89].

Hugas ve ark. (2003), yaptiklar1 bir ¢alismada Alman ve italyan fermente sucuklarda
olgunlastirma prosesinin sonunda hem starter kiiltiir kullanilan, hem de kullanilmayan
sucuklarda Enterococcus konsantrasyonunun 103-105 arasinda oldugunu bildirmislerdir.
Enterococcus“larin sucuklarin olgunlastirilmas: sirasindaki varligimi genis araliktaki

gelisim sicakliklar1 ve tuza olan yiliksek toleransina baglamislardir [63].

El-Din ve ark. (2002), ¢ig siitten yapilan Misir Domiatti ve Mish peynirlerinden c¢esitli

Enterococcus tiirleri izole etmislerdir.

Izole edilen suslarmn proteolitik ve lipolitik aktivitelerini incelemek amactyla peynir iiretimi
yapmuslar ve peynir tiretiminde Enterococcus faecium kullanilan 6rnekleri kontrol 6rnegi
ile kiyasladiklarinda, bu 6rneklerin organoleptik 6zellikleri gelistiren daha fazla suda

¢Oziinebilir nitrojen ve toplam serbest amino asit igerdigini tespit etmislerdir.

Bu 6zellikleri nedeniyle Enterococcus faecium kiiltiirlerinin geleneksel peynir tiretiminde

yardimci kiiltiir olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir [104].

Hayaloglu ve ark. (2001), Misir’da Enterococcus faecalis“in tek veya karisik suslarinin
kullanilarak yogurt benzeri bir {iriin elde edildigi ve bu bakterinin yeterince proteolitik

aktivite gostererek istenen diizeyde asit ve aroma olusturdugunu belirtmislerdir [105].

Arizcun ve ark. (1997), Roncal ve Idizabal peynirlerinden yapmis oldugu ¢alismada 4 E.
faecalis, 2 E. faecium, 1 E. avium suslarindan proteolitik aktivitenin varligini tespit
etmislerdir [64].

2.5.2. Lipolitik enzim aktivitesi

Gida maddelerinin bir¢ogu lipit icermektedir. Gidalarda bulunan 6zellikle diisiik molekiil

agirhigma sahip serbest yag asitleri lipit hidrolizinin en 6nemli nedenlerinden biridir.
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Lipit parcalanmasi genellikle mikrobiyel olmayan nedenlerden kaynaklanmakla birlikte
bakterilerin bircogu mayalar ve bazi kiifler sahip olduklar1 enzimlerle gidalardaki lipolitik

par¢alanmaya neden olurlar [97].

Siit, krema, tereyag, beyaz peynir gibi bazi gidalarda meydana gelen mikrobiyel lipoliz
iiriinde kalite kaybina ve bozulmaya neden olur. Diger yandan lipolitik aktivitenin olmasi

bazi1 gidalarda tat ve aroma olusumuna katkida bulunmaktadir.

Ornegin peynir ve sucuk gibi fermente iiriinlerin olgunlasarak istenen tat ve aromaya sahip
olmas1 saglanir. Bir diger degis ile belirli bir lipoliz gergeklesmesi bir kalite faktorii olarak

degerlendirilir [97].

Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis bazi gidalarda organoleptik ozellikleri
tyilestirmenin yani swra lipolitik ve esterolitik aktivite, sitrattan yararlanma ile ugucu
aromatik bilesikleri sentezleme gibi oOzellikleri nedeniyle bazi fermente siit ve et
iirlinlerinin olgunlagsmasi sirasinda diger laktik asit bakterileri ile birlikte starter kiiltiir

olarak kullanilmaktadir [106].

Gonciioglu ve ark (2009), yapmis oldugu c¢alismada, Enterococcus“larin proteolitik,
lipolitik 6zellikleri ve tlireme kosullar1 g6z oniinde bulundurularak, starter kiiltiir olarak
kullanilmalarinin, beyaz peynirin olgunlagsma siiresini kisaltabilecegi, yiiksek sicaklikta
pastorize edilen siitten liretilen peynirlerde olusan yap1 bozukluklarinin ¢éziimlenebilecegi

diisiiniilerek planlandigini belirtmislerdir [107].

Martin ve ark. (2009), yapmis olduklar1 bir ¢alismada, fermente sosislerden siklikla E.
faecium ve E. faecalis izolasyonu yapildigi, Enterococcus“un insana geg¢mesindeki en

onemli kaynagin, fermente etlerin ¢ig olarak tiiketilmesi olarak bildirilmistir [108].

Siminova ve ark. (2008), yapmis oldugu calismada, siit {iriinlerinde ve et {iriinlerinde izole
edilen Enterococcus“larin yiiksek lipolitik aktiviteye sahip oldugu i¢in olusan iriinde
kaliteyi arttirdigini belirtmistir [109].

Crtak ve ark. (2005), yapmis oldugu ¢aligmada, beyaz peynir ve ¢ig siitten izole edilen E.
faecalis susunun %3.1°1, E. faecium susunun %10.5’i, E. durans susunun %16.7’sinde

30°C*de lipolitik enzim aktivitesini pozitif olarak saptamustir [89].
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Linaje Linaje ve ark. (2004), yapmis oldugu bir calismada, E. faecium ve E. faecalis
tirlerinin peynir ve fermente siit irlinleri ile sucuk, salam gibi fermente gidalarin
iretiminde, organoleptik Ozellikleri gelistiren, raf dmriinii ve stabilitesini arttiran dogal

starter kiiltlirler oldugunu bildirmislerdir [110].

Sarantinopoulos ve ark. (2002), yapmis oldugu bir calismada, FEnterococcus’larin
proteolitik ve lipolitik aktiviteleri sayesinde bazi peynirlerin olgunlastirilmalarinda 6nemli

rol oynadigini belirtmislerdir [111].

Sarantinopoulos ve ark. (2002), yapmis oldugu bir ¢alismada, Enterococcus faecium,
Akdeniz tlkelerinde iiretilen Feta, Mozerella, La Serena ve Comte gibi peynirlerde dogal

floralarmin bir par¢asi oldugunu bildirmistir [111].

2.6. Enterococcus Tiirlerinin Viriilans Faktorleri

Sitolizin: Hemolitik 6zellik tagimaktadir. Sitolizin kodlayan gen bolgesi plazmid tizerinde
ya da bakteriyel kromozoma entegre olarak bulunabilmektedir. immun sistem iizerinde
makrofaj ve polimorfoniikleer l6kositlere zarar verici etkisi oldugu ve direkt doku
harabiyeti yapabildigi gosterilmistir. Ayrica ¢ok sayida gram pozitif bakteriyi etkileyebilen

bakteriyosin olarak da islev gordiigii gosterilmistir.

Toksinin insan ile at kanl agarlarda hemolitik aktiviteye sahipken, koyun eritrositlerinde

etkili olmayis1 klinik laboratuvarlarda tanisal agidan 6nemli bir 6zelliktir.

Insanlarda patojen olan Enterococcus suslari arasinda, sitolizin iiretenlerin oraninin,

nonpatojen oldugu diisiiniilen suslardan fazla oldugu gosterilmistir.

Sitolizin tretimi salgmlardan izole edilen E. faecalis suslarinda %60'a varan siklikta

saptanabilen bir virlilans faktoridiir [52].

Agregasyon Faktorii: Bir ylizey proteinidir. Bir¢ok 6zelligi ile bakterinin viriilansina
katkida bulunmaktadir. Etkin alici ve verici hiicre birlesmesini saglayarak plazmid
transferini kolaylastirmaktadir. Ayni1 zamanda bakterilerin agregasyonunu da saglayarak

virilansa katkida bulunmaktadir.
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Agregasyon faktorii, Enterococcus‘lara kalp kapaklar1 ve bobrek epitel hiicrelerine
baglanma ve bu sayede endokardit ve iiriner sistem enfeksiyonu olusturma yetenegini

saglamaktadir.

E. faecalis suslarina katetere tutunma yetenegini, agregasyon faktorii saglamaktadir.
Ozellikle katater enfeksiyonlarinda, E. faecalis izolasyonu E. faecium' a gore daha fazladir
[52].

Hemolizinler: Ozellikle E. faecium ve E. faecalis suslarinda bulunabilen, tavsan, insan, at,
sigir eritrositlerini hemoliz eden hemolizinler viriilansta rol oynar. Toksik aktivitesi ile
birlikte ¢ok sayida gram pozitif bakteriyi etkileyebilen bakteriyosin olarak da islev
gordiigii gosterilmistir. Ayrica immun sistem {izerinde makrofaj ve polimorfoniikleer

l6kositlere zarar verici etkisi oldugu ve direkt doku harabiyeti yaptigi da gosterilmistir
[52].

Jelatinaz: Jelatinaz enzimi olan ve olmayan izojenik E. faecalis suslari ile yapilan
calismalarda, Jelatinaz iireten suslarin akut toksik etkilerinin iiretmeyen suslara kiyasla

daha yiiksek oldugu gosterilmistir [52].

Feromonlar: Enterococcus’lar tarafindan sentezlenen kiigiik peptitlerdir. Suslar arasi
plazmid DNA’sinin konjugasyonunu denetler. Notrofiller icin kemotaktik olduklarindan

enfeksiyonlarda inflamatuar cevabi artirirlar [52].

Ekstraseliiler Stiperoksit. E. faecalis suslarmin biiyiik cogunlugu ve bazi E. faecium tiirleri
tarafindan sentezlenmektedir. Siiperoksit {iretiminin bakterinin yasam siiresiniuzattigi

gosterilmistir [52].

Ekstraseliiler Yiizey Proteini: 1k kez E. faecalis tiirlerinde tanimlanan biiyiik yiizey
proteininin kompleks bir yapilanmasi1 bulunmaktadir. Karboksi ucu hiicre duvarina
tutunmay1 saglarken, proteinin i¢ kisminda tekrarlayan iinitelerden olusan ve molekiile
uzaylp kisalabilme Ozelligi kazandwran bdlge bulunmaktadir. Bu proteinin bakterinin

immun yanittan kacisini kolaylastirdig: diistiniilmektedir [52].

Lipoteikoik asit: Enterococcus’larin D grubu antijenini olusturur. Timor nekroz faktor ve

interferon salinmasi neden olarak, immun cevabin diizenlenmesini saglar [52].
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Barbosa ve ark. (2010), Kuzey Portekiz iilkesinde yapmis oldugu bir ¢alismada, geleneksel
fermente etlerinden (Alheira, Chourica de Vinhais, Salpicao de Vinhais) Enterococcus
izolasyonu yaparak, yiiksek oranda jelatinaz ve hemolizin viriilans 6zelligi ve genotipik
olarak 13 farkli virlilans gen tespit etmislerdir. Buna gore Enterococcus tiirleri, viriilans

ozelliklerinden dolay1 gizli patojen tiir olabilecegini belirtmislerdir [112].

Slime olusumu: 11k kez 1982°de Christensen tarafindan Staphylococcus epidermidis icin
tanimlanan slime faktorii protein, hekzoaminler, notral sekerler ve fosforlu bilesikler gibi

bircok maddenin olusturdugu karisik bir yapidir [113,114].

Slime; amorf kapsiil yapisinda, glikokaliks materyali olup %40 karbonhidrat ve %27
proteinden olugmaktadir [115].

Slime faktorii mikroorganizmalarin konak hiicreye ve yapay yiizeylere adezyonundan
sorumludur. Bu yiizeylerde fibrin, fibronektin ve slime faktorii ile bir biyofilm tabakasi
olugsmakta ve bu biyofilmden olusan mikroorganizma cogu kez sepsise yol agmaktadir

[116,117].

Biyofilm Olusum Mekanizmast: Biyofilm (slime) kavrami, ilk olarak 17. yiizyillda Van
Leeuwenhoek’un kendi dislerindeki plaklarda, mikroskopla saptanabilen varliklari

gostermesi ile ortaya ¢ikmuistir.

Uzun yillar konu lizerinde herhangi bir ¢alisma yapilmamasina karsin, biyofilmler ve

ozellikleri ile ilgili genel teori 1978’den sonra artarak bildirilmeye baslanmistir.

Bu teoriye gore; yeterli besine sahip ekosistemlerde bakterilerin biiylik kismi biyofilm
tabakasmi olusSturan matrikste biiyiirler ve bu sesil bakteriler planktonik esdegerlerinden
farklilik gostermektedirler [118].

Biyofilmlerin varligi derin yeralti sular1 ve okyanusun derinleri disinda tim dogal

ekosistemlerde saptanmistir [119].

Bir biyofilmin olusmasi igin gerekli olan ortak bilesenler mikroorganizma, glikokaliks ve

yiizeydir. Bu bilesenlerden biri olmadigi takdirde biyofilm olusmaz [120].
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Bir biyofilmin yapist %97 su olmak iizere %2-5 mikroorganizma, %1-2 polisakkarid, %1-2
protein, %1-2 DNA ve iyonlardan olugmaktadir. Biyofilmler tek bir mikroorganizma tiirii
tarafindan olusturulabildigi gibi birden fazla tiirii de yapisinda barindirabilir. Farkli

tiirlerde olusan biyofilmlerde her tiir kendi mikrokolonisini olusturur.

Bu mikrokoloniler birbirlerinden su kanallar1 araciligiyla ayrilmistir. Bu su kanallar1 i¢inde

devam eden su akis1 besin maddelerinin ve oksijenin diflizyonunu saglar.

Sistemin yapisina, mikroorganizmanin tiirtine ve ¢evresel faktorlere bagl olarak olgun bir
biyofilmin olusmasi birkag saat ile birkag hafta zaman alir. Ornegin; P.aeruginosa’nin
elektrik yiikli bir ylizeye yapismasi sadece 30 saniye alir [121]. Bu da farkh
mikroorganizmalarin  biyofilm meydana getirme hizinn farkli  olabilecegini

diistindiirmektedir.

Biyofilm olusumu basamaklar halinde gelisen bir olaydir:

1. Mikroorganizmanin yiizeye tutunmast: Yiizeye organik ve/veya inorganik maddelerin
yap1S masini takiben mikroorganizmalar bu yiizeye geri doniisiir 6zellikte tutunur.
Bakterinin hareketi veya bakteri yiizeyi ile tutunulan yiizey arasindaki elektrostatik

veya fizikseletkilesimler bu evrede rol oynamaktadir.

2. Geri doniisiimstiz tutunma: Yiizeye tutunan hiicreler bakteri hiicre zardaki proteinlerin
uyarimi sonucunda ekzopolisakkarid yapida materyal sentezlemeye baslar ve bu da
hiicrelerin birbirine ve ylizeye tutunmasmi saglar. Kistik fibrozis olgularinda sik
goriilen P.aeruginosa biyofilmlerinde bu materyal aljinat yapidadir. Ekzopolisakkarid

ayni zamanda bakterininolumsuz ¢evre kosullarindan korunmasini da saglamaktadir.

3. Kolonizasyon: Yiizeye tutunan bakteriler boliinlip ¢ogalarak biyofilmin en kiiglik
organizasyon birimi olan mikrokolonileri olusturur. Bu mikrokolonilerin {izerine

ortamdakiplanktonik bakteriler de yapisarak kolonizasyon saglanur.

4. Kopma: Biyofilmin iist kisimlarindan kopan hiicreler yeni odaklarda biyofilm

olusturabilir.
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Biyofilm olustuktan sonra bakteride genetik diizenlenme sonrasinda hareketi saglayacak
olan flajeller sentezlenir, iist tabakadan kopmalar gergeklesir ve kopan planktonik hiicreler

yeni biyofilm odaklarin1 olusturmak {izere ayrilir. Bu siire¢ bir dengeye oturunca

stireklilesir [122].

Biyofilm igindeki bakteri bircok antibiyotik tarafindan 6ldiiriilmeye ve fagositoza direng

gostererek varligmi siirdiirme 6zelligine sahiptir [123,124].

Biyofilm i¢indeki bakteriler, yiikksek hiicre yogunlugu ve sinirli besin nedeniyle yavas
gelisir. Bunun gibi birtakim ¢evresel faktorlerin etkisi ile genetik modiilasyonsonucu
ortaya ¢ikan ve “quorum sensing” (QS) olarak bilinen hiicreler arasi sinyalhipotezi,

biyofilm fizyolojisi ve gelisiminde 6nemlidir [125,126].

Cesitli bakteri tiirlerinde,sekonder metabolit iiretimi, yiizme ve kiimelenme hareketi,
konjugal plazmid transferi,antibiyotik direnci, biyofilm gelisimi ve virulans gibi fizyolojik

stirecler quorum sensingaracilig ile diizenlenir [127].

Biyofilmler mevcut genetik yapi ile diizenlenebilecegi gibi, ortamdaki diger patojenlerden
aktaritlan genler araciligi ile de mikroorganizmalar biyofilm olusturabilme yetenegi
kazanabilirler [128].

2.7. Enterococcus’larda Antimikrobiyal Diren¢

Direng, bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanin 6ldiiriicii veya iiremeyi durdurucu etkisine
kars1 koyabilme yetenegidir. Direng gelisimi ve yayilimi genellikle gereksiz ve uygunsuz
antibiyotik  kullanimina baglanmakla birlikte, 1940°’lh yillarda antibiyotiklerin
kullanilmadig1 bazi adalarda toprak ve digki Orneklerinde tetrasiklin ve streptomisin
antibiyotiklerine direngli bakteriler bulundugu; antibiyotik direncinin yalnizca yaygin
antibiyotik kullanimi sonucu degil, bakterilerin olumsuz ¢evre kosullarinda yasamini

stirdiirmek i¢in kullandig1 savunma siirecinin bir parcasi oldugu da belirtilmektedir [129].

Ancak antibiyotiklerin yogun sekilde kullanima girmesi ile birlikte yillar i¢inde ¢ogul
direngli mikroorganizmalar ortaya c¢ikmakta ve bunlarla olusan infeksiyonlarin

sagaltiminda biiyiik sorunlar yaganmaya baslamistir.



31

Glinlimiizde tiim diinyada bir yandan hizla yeni ilaclar gelistirmekte iken, 6te yandan
bunlara siiratle diren¢ kazanan mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlar bildirilmekte ve

sorunun boyutu giin gectikge biiyiimektedir [129].

Enterococcus‘lar 1970’li yillardan beri hastane kaynakli enfeksiyonlarin en sik
sebeplerinden biri olarak tanimlanmaktadir. Enterococcus‘larn dogal olarak direngli
olduklar1 Tgiincii kusak sefalosporinlerin  yaygin kullanimi bu artistan sorumlu
tutulmaktadir. Bu bakterinin hastane ortaminda yasamasmin nedenleri yaygin olarak
kullanilan bir¢ok antibiyotige intrensek olarak direngli olmalari, ayrica kullanimda bulunan
tim antibiyotiklere kars1 diren¢ gelistirebilme (mutasyon veya plazmid/transpozon

aracilifiyla genetik materyalin transfer edilmesi) 6zelligine sahip olmalaridir.

Enterococcus‘lar klinik kullanimda olan antibiyotik gruplarinin ¢oguna duyarli ya da
direnclidir. Bu nedenle 6zellikle ciddi enterokokal enfeksiyonlarin tedavisi olduke¢a giictiir

ve bakterisidal etki saglayabilmek i¢in kombinasyon tedavileri yapilmalidir [130,131].

Intrensek direng, Enterococcus tiirlerinin ¢ogunda ya da tiimiinde dogal olarak

kromozomlarda kodlanmis bir 6zelliktir.

Bazi antibiyotikler i¢in gozlenen yapisal diren¢ mekanizmalar1 tipik olarak bazi
Enterococcus tiirlerine veya cinslerine 6zeldir [59]. Diisiik diizeyde klindamisin direnci ve
diistik diizeyde aminoglikozid direnci Enterococcus‘lardaki intrensek direncin en tipik
ornekleridir. Polimiksine, sefalosporinlere, penisilinaz direngli semisentetik penisilinlere,
aztreonama direng ve florokinolonlara smirda duyarhilik da Enterococus‘larin karakteristik
ozelligidir. Penisilinaz direng¢li semisentetik penisilinlerin yani sira Enterococus‘larin diger

penisilinlere duyarliligi da azalmistir [131].

Enterococcus‘lar {izerinde tek basma bakterisidal etkili antibiyotik bulunmamasi

enterokokal endokardit tedavisinde tek ila¢ kullanildiginda basarisizliga neden olur.

E. faecium beta-laktam grubu antibiyotiklere dogal olarak daha direngli olmasinin yaninda

aminoglikozid direncinde de tiire 6zgii farklilik gosterir [131].
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Kazanilmis direng, intrensek direncten daha degiskendir, mevcut DNA’daki mutasyonlarla

veya plazmid ya da transpozon iizerindeki bir genetik elemanin kazanimiyla ortaya ¢ikar
[132].

Enterococcus’lardaki yapisal direng temel olarak iki ana grup i¢inde antibiyotikte kendini
gosterir; aminoglikozidler ve beta laktamlar. Yapisal direng yiiziinden antibiyotiklerin
Enterococcus’lar iizerinde zayif etki etmesi nedeniyle endokardite, menenjite veya
ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda ortaya c¢ikan diger sistemik
enfeksiyonlarda tedavide beta laktam gibi hiicre duvarima etkili bir ajan veya vankomisin

ile birlikte bir aminoglikozid verilir.

Boylece sinerjistik etki ile hiicre duvarina etki eden antibiyotik sayesinde aminoglikozid
antibiyotigin hiicre i¢ine girmesi kolaylasir ve yapisal direncin iistesinden gelinerek

Enterococcus’lara karsi bakterisidal etki saglanmis olur [59,133].

Enterococcus’lar ayrica edindikleri degisik genetik 6zellikler ile kloromfenikol, tetrasiklin,
makrolid, linkozamid ve streptograminler, aminoglikozidler, beta laktamlar, glikopeptitler

ve son olarak da kinolonlar gibi degisik antibiyotik gruplarina direng kazanmiglardir.

Enterococcus’larda gectigimiz son birka¢ dekad icerisinde ortaya ¢ikan kazanilmis
antibiyotik direncinde, 6zellikle yiiksek diizey aminoglikozid direnci, beta laktamlar ve

glikopeptidlere direng artan oranlarda bildirilmektedir.

Hiicre duvarina etkili ajanlara direngli olan ya da yliksek diizey aminoglikozid direncine
sahip izolatlar kombinasyon tedavisinin sinerjistik etkisine diren¢ gdstrecekleri i¢in daha
da ciddi problem olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar. Dolayisiyla bu grup amtimikrobiyal
ajana karst direng durumunun belirlenmesi, antibiyotik kombinasyonlar1 ile sinerji elde
edilip edilmeyecegini gdstermesi bakimindan tedavi stratejisini belirlemeye yardimi
olacaktir. Bir veya birden fazla aminoglikozide yiiksek diizeyli direng gosteren

Enterococcus izolatlar1 artan siklikla bildirilmektedir [59,134].

Enterococcus tiirlerinde vankomisin direnci, tedavide bir sorun olarak ilk kez Bat1 Avrupa
ve Amerika Birlesik Devletlerinde ortaya ¢ikmis ve bildirilmistir. Bunu takiben VRE

izolasyonu yaygin ve degisik cografi bolgelerden siirekli olarak bildirilmistir.
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VRE suslar1 genotipik ve fenotipik 6zelliklerine gore smiflandirilir. Enterococcus’larda ii¢
tanesi daha sik olmak iizere alt1 tip glikopeptit direnci saptanmistir. Bunlar VanA, VanB,
VanC, VanD, VanE, VanG‘dir. VanD, VanE, VanG fenotiplerinin epidemiyolojik 6nemi

tam olarak anlagilamamustir.

Bilinen fenotipler arasinda sadece VanC intrensek olma 6zelligine sahiptir. VanA ve VanB

tipi direng E. faecium ve E. faecalis’te tanimlanmis olup kazanilmis direnglerdir [131,135].

Glikopeptide direngli Enterococcus’larin sayisinin artmasiyla birlikte bu tiirler diinya

capinda onemli bir problem olarak ortaya ¢ikmaktadir [136].

Glikopeptidler immun sistemi zayif ya da bastirilmis bireylerde birka¢ enfeksiyona karsi

en son ¢are olarak kullanilan antibiyotiklerdir.

Gilinlimiizde Enterococcus cinsi bakteriler Amerika’da ikinci en sik hastane enfeksiyonu
yapan bakteri olarak bildirilmektedir [44]. Enterococcus enfeksiyonlarda klinik izolatlarin
% 85’ini Enterococcus faecalis, % 10’unu ise Enterococcus faecium olusturmaktadir
[104, 137, 138, 139]. Bu bakteriler klinik uygulamalarda kullanilan bir ¢cok antibiyotige
karsi1 direnclidirler [140].

Meydana gelen enfeksiyonlarda, Enterococcus faecium, antibiyotiklere kars1 Enterococcus
faecalis’ten daha direngli olmasiyla dikkat ¢ekmekte ve patojenik Enterococcus
faecium’un ¢ok ¢abuk antibiyotik direng mekanizmasi gelistirebilmesinin ve bu 6zelligini

transfer edebilme kabiliyetinin saglik agisindan 6nemli bir risk oldugu diisiiniilmektedir

[137, 141].

Bunun disinda Enterococcus spp.’nin biyojen amin liretimi ile gida intoksikasyonlarina

neden olabilecekleri diistiniilmektedir [142,143].

Mikroorganizmalar yalniz bir ilaca kars1 degil bir¢ok ilaca kars1 direng kazanabilmektedir.
Direng mekanizmasi1 kemoterdpatiklerin mikroorganizmalara olan etki mekanizmalarina

kars1 olugturmaktadir.



34

Enterococcus’larm birgok antimikrobiyal ajana karsi intrinsik diren¢li olmalar1 ve bazi
tiirlerinin bu bakterilere etkili az sayidaki antibiyotige ¢oklu direng gostermeleri tedavide

giicliige neden olmaktadir [144].

Antibiyotiklerin uygunsuz bir sekilde hayvan beslenmesinde gelisim arttirict olarak
kullanilmasi, direngli Enterococcus tiirlerinin ortaya c¢ikmasinda elektif ajan rolii
tagimaktadir. Kullanilan bu antibakteriyeller arasinda insan tedavisinde de kullanilan
antibiyotikler bulunmaktadir [145]. Insan tedavisinde ve hayvanlarda gelisim arttirict
olarak kullanilan antibakteriyeller arasinda c¢apraz diren¢ bulunmaktadir. Capraz direng
sonucunda hayvan gelisiminde kullanilan antimikrobiyellere direng, insanlarda tedavi

amaciyla kullanilan ilaglara direncle sonu¢lanmaktadir [146].

1980’1 yillarm sonunda ilk defa glikopeptidlere kars1 direngli Enterococcus (GRE) tespit
edilmis ve bunun neden oldugu enfeksiyon gii¢liikle tedavi edilebilmistir [86]. Vankomisin
ve teikoplanine kars1 direng, gida kaynakli Enterococcus’lar arasinda en sik izole edilen
direng fenotipidir [66]. E. faecium ve E. faecalis bu glikopeptidlere karsi direng
kazanmuslardir [147].

Teikoplanin ve vankomisin gibi glikopeptidlerin 6nemi, ¢oklu ila¢ direnci gosteren tiirlere
ya da penisilin, ampisillin gibi antibiyotiklere kars1 alerji gosteren kisilerin klinik

tedavisinde kullanilmalarindan kaynaklanmaktadir [66].

Bu antibiyotikler immun sistemi zayif ya da bastirilmis bireylerde birkag enfeksiyona karsi
en son care olarak kullanilan antibiyotiklerdir [148]. Bu nedenle vankomisine direncli

Enterococcus’lar (VRE) halk saglig1 i¢in global bir tehdit olarak ortaya ¢ikmaktadir [149].

VRE’ler ¢oklu ilag direnci gdsteren bakterilerin yol actigi enfeksiyonlarin tedavisinde ve
vankomisin ile tedaviye ihtiya¢ duyulan hastalarda tedavinin basarisiz olmasma neden
olmaktadirlar [140]. Bu nedenle hastanelerde vankomisine direngli Enterococcus’larin

ortaya ¢ikmasi endise vermektedir [149].

VRE’lerin ortaya ¢ikmasiyla Enterococcus’lar kullanilan biitiin antibiyotiklere kars1 direng

kazanmis durumdadirlar [67]. VRE’lerin sebep oldugu enfeksiyonlar, Avrupa ve
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Amerika’da 6nemli bir problem haline gelmistir [91]. Son yillarda E. faecium en sik ortaya
¢ikan VRE olarak tanimlanmaktadir [148, 150].

Vankomisine direngli E. faecium (VREF) suslari, hastane ortamlari, insanlar, hayvansal

kaynaklar, akuatik habitatlar ve tarimsal {iriinlerden izole edilmistir [ 140].

Yapilan ¢alismalar vankomisine yiiksek derecede direng gosteren E. faecium suslarinin
hayvansal orjinli gidalarda bulundugunu goéstermistir[71]. Vankomisine direngli E. faecium
suslart lagim sular1 ile sulanmis bitkiler, atik sular ve digkilar gibi gesitli kaynaklardan

cevresel kontaminasyon yoluyla gidalara ulagsabilmektedir [66].

Kesim yerlerindeki kotii hijyen kosullar1 sonucunda karkaslar fekal kontaminasyonla
kontamine olarak hayvansal gidalar bu direncli tiirler icin bir vektér olmaktadir [151].
VREF suslar1 biftek, kiimes hayvanlari, domuz ve diger et {iriinlerinden izole edilmistir

[146].

Kontamine gidalar araciligi ile VRE’lerin insanlara transfer edilebilme riski endise

dogurmaktadir [152].

Diren¢ genlerinin gida zinciri araciligi ile insanlar1 da etkileyebilecegi diisiiniilmektedir

[86].

Enterococcus cinsi bakteriler genellikle diisiik virulansa sahip olmalarma ragmen, E.
faecium ve E. faecalis kullanilan antibiyotiklere karsi direngli olmalar1 nedeniyle, klinik
terapilerde Onemli problemlere neden olmaktadir [85, 93, 153]. Amerika’da saglikli
bireylerin ortalama 9%5-20’sinde Enterococcus kolonizasyonu ve enfeksiyonu rapor
edilmistir [154].

Pastorize ve ¢ig siitlerde antibiyotige direncli Enterococcus’larm (ARE) varligi tespit
edilmistir. ARE’ler et iirlinleri, yemeye hazir gidalar ve hatta probiyotik kiiltiirlerde
bulunmaktadir. Bu {irlinlerde antibiyotik diren¢ bulunmasi, direncin gida zincirine
yayilmasi riskini dogurmaktadir. Kanamisin ve gentamisine yliksek diren¢ gosteren E.

faecium tiirleri Fransiz peynirlerinden ve hastanedeki hastalardan izole edilmistir [66].
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Gida kaynakli Enterococcus’lar, tasiyiciya adapte olabilen antimikrobiyel direng ve
virilans  Ozellikler tasiyabilirler [84]. Bu bakteriler, genetik materyallerini
degistirebilmeleri ve genetik bilgilerini diger tiirlerle bile paylasabilmeleri nedeniyle,
mevcut genomun degismesine yol agmakta ya da plazmidler araciligiyla genetik

materyallerin hiicreler arasi transferine neden olmaktadir [155].

Boylece bu organizmalar kendisi bile viriilans faktor tasimazken, zararsiz bir tiirii patojen

haline doniistiirebilmektedir [150,156].

Yapilan konjugasyon ¢alismalar1 klinik Enterococcus tiirlerindeki transfer sikligmnin, gida
kaynakli veya probiyotik tiirlere gore daha basarili oldugunu gostermistir [44]. Yapilan
arastirmalar klinik 6rneklerdeki Enterococcus tiirlerinin, gida kaynakl tiirlerden daha fazla
virulans faktor tasidigini ve ayrica starter kiiltiir olarak kullanilan Enterococcus tiirlerinin,

klinik izolatlara gore daha diisiik patojeniteye sahip olduklarini géstermektedir [157].

Klinik izolatlardaki virulans faktorlerin etkileri, gidalardan izole edilen tiirlerinkinden ¢ok
daha fazladrr. Gidalardan izole edilen E. faecium suslar1 genellikle virulans faktor
tasimamaktadir. Ancak halen giivenli olarak bilinen bir susun konjugasyonla bilinen
virulans faktorlerden birini kazanma riski vardir. Probiyotik ve starter kiiltiir olarak yiiksek
sayillarda Enterococcus tliketilmesi sonucunda, virulans gen tasiyan plazmidlerin
yayilabilecegi diisiiniilmektedir [99]. Ciinkii gidalarda bulunan E. faecalis ve E.faecium‘un

antibiyotik direng tasiyabildikleri tespit edilmistir [68].

Ayrica gida endustrisinde starter kiiltiir olarak kullanilan E.faecium suslarmnin, klinik
orneklerden izole edilen medikal orijinli patojenlerden in vitro kosullarda

transkonjugasyon yoluyla virulans faktorler elde edilebildikleri tespit edilmistir [150,156].

Bu nedenle antimikrobiyel direngli E. faecium populasyonlar1 tasiyan gidalarin tiiketimi,
muhtemel transferlere araci olabilir ve tasiyicida diren¢ determinantlarinin olusmasi ve

kolonizasyonu ile sonuglanabilir [84].

Gousia ve ark. (2010), cig ve islenmis etlerdeki bakteri kontaminasyonunu ve bu
bakterilerin 19 antibiyotige karsi antibiyotik direncliligini aragtrmiglardir. Bu calismaya

gore, izole edilen 428 izolatin, 57’si Enterococcus spp. olarak tanimlanmustir.
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Toplam Enterococcus izolatinin, %42,1’inin antibiyotik direngliligi yiiksek olarak tespit

edilmis ve %21,1’inin vankomisine kars1 direngli olarak tespit edilmistir [158].

Riboldi ve ark. (2009), ¢ig et, siit riinleri ve sebzeden izole edilen E. faecium, E.faecalis

ve Enterococcus spp.’nin antimikrobiyal direnci arastirilmistir.

Ampisilin, gentamisin, eritromisin, vankomisin, tetrasiklin, siproflaksasin, streptomisin,
norfloksasin, kloromfenikol, basitrasin ve linkomisin antibiyotiklerine direngli
bulmuslardir [47].

Tuncer ve ark. (2009), yapmis oldugu bir arastirmada, tulum peynirlerinden izole edilen 39

Enterococcus izolatinin tamaninda vankomisine duyarli olarak tespit etmiglerdir [159].

Avoparsinin  biiyiitme  faktorii olarak kanath yetistiriciliginde yaygin olarak
kullanilmasiyla, Enterococcus’larda vankomisine karsi capraz direng gelistigi ve bu
direncin de S. aureus’a aktarildig1 bildirilmistir [ 160].

Son on yil boyunca VRE’lerin sayist artmistir. Gida endistrisinde kullanilacak
Enterococcus tiirlerinin se¢iminde, tiirlerin patojenik Ozellikler ve antibiyotik direng
genleri tasimamasina dikkat edilmelidir. Giinlimiizde modern analiz tekniklerinin gelismis
olmasi bu tiirlerin ve onlarin 6zelliklerinin bilinmesinde ve Enterococcus’larin bazi

gidalarda kullanimimin kabuliinde yardime1 olacaktir [44, 63, 66, 106].

Citak ve ark. (2005), yapmis oldugu calismada beyaz peynir ve ¢ig siitten izole edilen 158
E. faecalis susunun %67’si vankomisin, %58.2’si teikoplanin, %91.1°1 eritromisin,
%94.9’u okzasilin, %93.7’si streptomisin antibiyotiklerine diren¢li olarak saptanirken,
izole edilen 76 E. faecium susunun %85.5’i vankomisin, %46’s1 teikoplanin, %92.1°i
eritromisin, %94.7°u okzasilin, %92.1°1 streptomisin antibiyotiklerine direngli olarak

saptamustir [89].

Citak ve ark. (2005), yapmis olduklar1 ¢calismada ¢ig siitten izole edilen 177 Enterococcus

izolatinin antibiyotik direnglilikleri aragtirilmistur.

Bu suslarin  %42’si  ampisilin, %0681 seftriakson, %59’u kloramfenikol, %48’1

siproflaksasin, %86’s1 eritromisin, %68’1 gentamisin, %67’si imipenem, %95°1 okzasilin,
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%73’10 rifampin, %97’si streptomisin, %441 teikoplanin, %45°i tetrasiklin, %37’si

vankomisin antibiyotiklerine direngli olarak saptamistir [89].

Citak ve ark. (2004), yapmis olduklar1 calismada izole edilen Enterococcus suslarinin

antibiyotik direnclilikleri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile saptanmuistir.

Bu suslarin %86.1°1 vankomisin, 66.3’0 teikoplanin, %93’ eritromisin, %89.1°1
streptomisin, %43.5’1 gentamisin, %388.1°1 okzasilin, %30.6’s1 ampisilin, %32.6’s1
imipenem, %55.4°4 tetrasiklin, %79.2’si  kloroamfenikol, %56.4’i  rifampin

antibiyotiklerine direngli olarak saptamistir [161].

Erdem ve ark. (2004), hastanede yatan hastalardan izole edilen 17 E. faecalis ve 10 E.
faecium susunun aminoglikozidlere karsi yiiksek derecede direngli oldugunu tespit

etmiglerdir [139].

Italya’da avoparsin yasagindan dnce (1997 Mart) ve yasaktan 18 ay sonra (1998 Ekim)
olmak iizere iki ayr1 donemde tavuk Orneklerin ¢alisilmis ve van A geni aranmistir. Bu
geni iceren suslar yasagm uygulanmasindan 18 ay sonra yetistirilen tavuk orneklerinden
izole edilen suslarda %14,6’dan %8’e varan bir diisiis gdzlemlenmistir. Izole edilen tiirler;
E. faecium, E. durans ve E. hirae’dir. En sik rastlanan sus E. faecium olup oran %9.3’ten
%7’ye diismiistiir [162].

Lukasova ve ark. (2003), sucuk ve ¢ig siitten izole edilen Enterococcus tiirlerinin,
tetrasiklin, kloromfenikol, gentamisin, eritromisin antibiyotiklerine karsi direng tespit
edildigini belirterek, bir ¢alismada E. faecium ve E. faecalis’in tetrasiklin diren¢ genlerini
Lactococcus lactis sub species lactis var diacetylactis’in kromozomuna transferinin

gosterildigini bildirmislerdir.

Yaptiklar1 ¢alismada ise Misir Dominati peynirlerinden izole ettikleri E.faecium suslarinin
okzasilin, sephazoline kars1 direngli, ampisillin, amoksisillin ve sefaklora hassas oldugunu

tespit etmislerdir [140].

Cocconcelli ve ark. (2003), model peynir ve fermente sucuk iiretiminde klinik kaynaktan
alinan E. faecalis’in antibiyotik diren¢ ve viriilans genlerini fermentasyon sirasinda gida

kaynakli E. faecalis’e transfer edebildigini gostermislerdir [163].
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Wilson ve ark., ¢ig tavuk ve deniz iirlinleriyle yapmis olduklar1 ¢alismada 27 ¢ig tavugun
5’inde (%18,5), 151 deniz iriiniiniin 4’iinde (%2,7) vankomisin direngli Enterococcus
(VRE) izolat1 bulmuslardir [164].

Giraffa ve ark. (2002), Isve¢’te perakende satisa sunulan tavuklardan izole edilen
Enterococcus tiirlerinde tetrasiklin, eritromisin ve vankomisin gibi antibiyotiklere karsi
diren¢ tespit edildigini ve basitrasin, kloramfenikol, eritromisin, gentamisin, penisilin,
rifampisin, tetrasiklin ve streptomisin antibiyotiklerine karsi direngli Enterococcus
tiirlerinin dilimlenmis et, sucuk, biftek, domuz eti ve ¢ig etlerden izole edildigini

bildirmistir [66].

Chen ve ark., tavuk ve klinik 6rneklerle yaptiklar1 ¢alismada 60 tavuktan 29 vankomisin
diren¢li Enterococcus (VRE), 54 klinik 6rnekten 31 vankomisin direngli Enterococcus
(VRE) izolat1 elde etmislerdir [165].

Robredo ve ark. (2000), 18 farkli stipermarketten alinan 101 tavuk, domuz ve hindi
etlerinin yan1 swra 50 kesimhaneden alinan tavuk diskilarinda VRE varligini

arastirmiglardir.

Arastirmada, tavuk Orneklerinin % 27.2’sinde, tavuk diskilarinin ise % 16’sindan VRE
tespit edilmistir. VRE izolatlarinin 11’1 Enterococcus durans, 10’u Enterococcus faecalis,

diger 10’u ise Enterococcus faecium olarak tanimlanmistir [71].

Gidalarda, Enterococcus’larin glikopeptit direnci olusumu ve yayiliminin, bir glikopeptit
olan avoparsin antibiyotiginin besi hayvanlarinda biiylime ve gelismeyi uyarici bir ajan

olarak kullanilmasindan kaynaklandigi 6ne siiriilmektedir.

Ciftlik hayvanlar1 i¢in 6zellikle tavuk yemlerinde glikopeptitlerin antimikrobiyal biiylime
hizlandiric1 olarak kullanilmasiyla Avrupa’da gida kaynaklarindan, ¢iftlik hayvanlarindan
ve ¢evreden VRE izole edilmesi arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir [82,166],
kesimhanelerden ve marketlerden aldiklar1 et {iriinlerinden izole ettikleri Enterococcus
faecium suslarinda vankomisin direnci tespit etmislerdir [82]. Isve¢’te yapilan baska bir

caligmada da tavuklarda E. faecium, E. gallinarum, E. faecalis tiirleri izole edilmis olup en
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fazla E. faecium da vankomisin direngliligi %50 oraninda tespit edilmistir. Bu iilkelerde

avoparsin kullanimi 1995 yilina kadar devam etmistir [167].
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3. MATERYAL VE METOD

Arastirmamizda Aralik 2012 - Mayis 2014 tarihleri arasinda Ankara’nin gesitli
marketlerinden temin edilen tatli su ve deniz baliklar1 materyal olarak kullanilmistir.
Enterococcus tiirlerinin izolasyonunda, Bergey‘s of Manuel Systematic Bacteriology
(Hardie, 1986) ve Manual of Clinical Microbiology’de (Faclam ve ark., 1995) belirtilen
biyokimyasal testler esas almmustir. izole edilen Enterococcus'larm bazi virulans
ozellikleri olusumu c¢esitli antibiyotiklere kars1 duyarliliklar1 (Kirby-Bauer yontemiyle) ve

baz1 biyoteknolojik 6zellikleri ¢aligilmistir.

3.1. Balik Orneklerinden izole Edilen Enterococcus‘larin izolasyonunda Kullanilan

Besiyerleri ve Yontemler
3.1.1. Ornek alma ve 6rneklerin analize hazirlanmasi

Arastirmamizda Tiirk Standartlar1 Enstitiisii'nde (TSE) belirtilen esaslara gore balik
ornekleri toplanmistir. Ankara’nin gesitli marketlerinde satisa sunulan 50 tath su ve 50
deniz balig1 6rneklerin mikrobiyal yiikiinii etkilemeyecek steril kaplara alinip laboratuvar’a
ortamina getirilerek ayni giin icerisinde caligilmistir. 5 gram. balik 6rnegi, 45 mililitre
Azid dekstroz broth besiyerine ilave edilerek blenderda 2 dakika parcalanarak 107 diliisyon
hazirlanmistir. On zenginlestirme amaci ile 37°C’de 48-72 saat inkiibe edilmistir. On
zenginlestirme sonucunda 107 dilisyondan 100 pl Slanetz-Bartley besiyerine ekim
yapilarak 48-72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 Gram pozitif kok gériiniimiinde,
katalaz testi negatif, pirolidonil aril amidaz (PYR) testi pozitif koloniler konvansiyonel
mikrobiyolojik yontemlerle incelenmis ve eskiilin hidrolizi pozitif, %6.5 NaCl’lu

besiyerinde lireyen koloniler Enterococcus olarak tanimlanmastir.
3.1.2. Balik érneklerinden Enterococcus izolasyonu

Balik 6rneklerinden 37°C’de 48-72 saat inkiibasyon sonucunda Slanetz Bartley besiyerinde
iireyen tipik kirmizi ve pembe renkteki koloniler koyun kanli agara pasajlanarak 24-48 saat
37°C’de inkiibasyona birakilmistir ve bu kolonilere Enterococcus izolasyonu igin cesitli

biyokimyasal testler uygulanmistur.
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Yapilan gram boyama ve katalaz testleri sonucunda; Gram pozitif, katalaz negatif 6zellik
gosteren kolonilere 10°C’de ve 45°C°de iireme, % 6,5°luk NaCl’de iireme, eskiilin hidrolizi
ve PYR testi uygulanmistir. Gram pozitif, katalaz negatif, 10°C’de ve 45°C’de iireme
pozitif, % 6,5‘luk NaCl’de iireme pozitif, eskiilin hidrolizi pozitif ve PYR testi pozitif olan
kolonilere Enterococcus én tanist konmustur. On tanis1 yapilan Enterococcus izolatlarinin
tiir seviyesinde adlandirilmasi i¢in %10°luk karbonhidrat fermentasyon testi (mannitol,
sorbitol, sorboz, L-arabinoz, D- raffinoz, siikroz, laktoz), arjinin hidrolizi ve hareket testi
uygulanmistir. Enterococcus tiirlerinin tanimlanmasinda Bergey‘s of Manuel Systematic
Bacteriology (Hardie, 1986) ve Manual of Clinical Microbiology (Faclam ve ark., 1995)

belirtilen biyokimyasal testler esas alinmustir.
3.2. Enterococcusizolasyonu Ve identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri Ve Testler

3.2.1. Azide dekstroz broth (Oxoid CM 868)

Bilesimi: g/L
Pepton: 40 g.
Glukoz: 10 g.
Sodyum klorid: 10 g.
Dipotasyum hidrojen fosfat: 540.
Sodyum azid: 0,4g.
Distile su: 1000 ml.

pH=6,8+0,2e ayarlanip besiyerindeki maddeler tartilarak 1000 ml distile suda eritilip
tiiplere 10 ml pipetlendikten sonra pamuklanarak otoklavda 121°C’de 15-20 dakika steril

edilmistir.

3.2.2. Peptonlu su (Oxoid CM 9)

Bilesimi: g/L
Pepton: 10 g.
Sodyum klorid: 5¢.

Distile su : 1000 ml
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pH=7,2+0,2’e ayarlanip besiyerindeki maddeler tartilarak distile suda eritilip tiiplere 9 ml
pipetlendikten sonra pamuklanarak otoklavda 121°C’de 15-20 dakika steril edilmistir

3.2.3. Slanetz Bartley besiyeri (LAB 166)

Bilesimi: g/L
Tripton: 209
Maya 6ziitii: 5¢
Glukoz: 29
Disodyum fosfat 2H,0: 49
Sodyum azid : 049
Tetrazollium klorid: 0,19
Agar : 109
Distile su : 1000 ml

pH=7,2+0,2’¢ ayarlanip besiyerindeki maddeler otoklavlanmadan bek alevinde iyice

eridikten sonra steril plaklara 10’ar ml dagitilmustir.

3.2.4. Blood agar base (Oxoid CM 331)

Bilesimi: g/L
Pepton: 239
Nisasta: 19
Sodyum klorid: 59
Agar : 109
Distile su: 1000ml

pH=7,3+0,2°ye ayarlanip besiyerindeki maddeler tartilarak distile suda eridikten sonra
otoklavda 121°C de 15-20 dakika steril edilmistir.

Daha sonra 50°C’ye kadar sogutulup, %5°lik koyun kan1 ilave edilerek homojenize olmasi

saglanarak steril plaklara 10’ar ml dagitilmistr.
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3.2.5. Gram boyama yontemi

Klasik gram boyama yontemi ile boyanarak Gram pozitif, kok ve zincir seklinde iireme

gosteren koloniler ¢aligilmigtir.

3.2.6. Katalaz testi

Stok kiiltiir lizerinde iireyen koloniler temiz bir lam iizerinde serum fizyolojik icinde
siispanse edilerek tlizerine %3°liik hidrojen peroksit (H20,) damlatilmistir. Kabarciklarinin
gorlilmesi halinde test pozitif kabul edilmistir. Katalaz negatif olan gram pozitif koklar

calisilmaya esas teskil edecek izolatlar se¢ilmistir.

Resim 3.1. Katalaz testi

3.2.7. %6,5 NaCI’li buyyon

Bilesimi: g/L
Brain heart infusion broth: 379
NaCl: 60 g
Distile su: 1000 ml

Besiyerindeki maddeler tartilarak distile suda eritilip tiiplere 5 ml pipetlendikten sonra
pamuklanarak otoklavda 121°C’de 15-20 dakika steril edilmistir.

%6,5’luk NaCl‘lu buyyon igeren tiiplere 3-4 koloni inokiile edilerek 37°C de 24-72 saat
inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda buyyonda bulanikligin goriilmesi testin pozitif

oldugunu gostermistir.



Resim 3.2. %6,5luk NaCl‘de tireme testi

A: %6,5Tuk NaCl‘de iireme pozitif
B: 9%6,5‘luk NaCl‘de iireme negatif

3.2.8. 10°C’de ve 45°C’de iireme

Todd Hewit Broth (LAB M 75)

Bilesimi:

450 g yagsiz kiyma karigima:
Tripton:

Sodyum bikarbonat:
Sodyum klorid:

Dipotasyum fosfat:

Distile su:

45

g/L

10 g
2049

29

29
0449
1000 ml

pH=7,84+0,2°¢ ayarlanip besiyerindeki maddeler tartilarak distile suda eritilip tiiplere 5 ml

pipetlendikten sonra pamuklanarak otoklavda 121°C’de 15-20 dakika steril edilmistir.

Todd Hewit Broth’a ekilen koloninin 2 ayr1 ekimi yapilarak 10°C’de 7 glin, 45°C de 1 giin

inkiibe edilmistir. Bulanikligin goériilmesi durumunda test pozitif olarak kabul edilmistir.
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Resim 3.3. 10°C’de ve 45°C’de iireme testi

A: 10°C’de ve 45°C’de iireme pozitif
B: 10°C’de ve 45°C’de iireme negatif

3.2.9. Eskiilin hidrolizi

Eskiilin hidrolizasyonu i¢in hazirlanan besiyerine mikroorganizmanin taze kiiltiiriinden
cizgi ekim yapilmis ve 30°C’de 24 saatte inkiibasyona birakilmistir. Besiyerinde gozlenen

siyah renk pozitif, renksiz lireyenler negatif olarak degerlendirilmistir.

Eskiilin hidrolizi besiyeri

Bilesimi: g/L
Pepton 10 g
Sodyum sitrat 1lg
Eskulin 19
Demir (111) sitrat 0,059

pH 7’ ye ayarlamp ortam igerigi 1000 ml distile su iginde ¢dzdiiriilerek, 121°C’de 15
dakika steril edilmistir.



Resim 3.4. Eskiilin hidrolizi testi ( pozitif)
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3.2.10. PYR (pyrolidonyl arylamidase) testi (Oxoid 1D0580)

PYR agar

Bilesimi:

Todd-hewit broth:

L-pyroglutamik asit beta-naphtylamide:
Agar:

Distile su:

g/L
229
0,19

g
1000ml

Kimyasal maddeler 1sitilarak eritilmis ve 121°C°de 15-20 dakika sterilize edildikten sonra

10 ml steril petrilere dagitilmistir.

PYR ayiraci

Bilesimi:
p-dimethylaminocinnamaldehyt:
Sodyum dodesil siilfat:

Glasiyal asetik asit :

2-metoksi etanol:

Distile su:

g/L
0,29
2,5ml
2,5ml
5mi
90ml

p-dimethylaminocinnamaldehyt diger maddeler iginde eritilerek +4°C’de saklanmustir.

Biitiin izolatlar PYR agara ekimleri yapilarak 35°C’de inkiibe edilmistir. Ureyen
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kolonilerin {izerine %2 ‘lik PYR ayiract damlatilmistir. Kirmizi1 ve pembe renk olustugunda

test pozitif sar1 ve turuncu renk olustugunda test negatif olarak degerlendirilmistir.

3.2.11. Hareket testi

SIM besivyeri (Oxoid CM:435)

Bilesimi: g/L
Tripton: 209
Pepton: 60,19
Ferroz amonyum siilfat: 0,29
Sodyum trisiilfat: 0,29
Agar: 3,59

pH=7.3+02 ye ayarlanip besiyerindeki maddeler tartilarak 1000 ml distile suda eritilip
tiiplere 5 ml pipetlendikten sonra pamuklanarak otoklavda 121°C’de 15-20 dakika steril

edilmistir.

Enterococcus kiiltiirlerinden alinan koloniler igne 6ze ile besiyerinin dip kismina kadar dik
bir sekilde batirilarak ekilmistir. 37°C’de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda ekim ¢izgisi

boyunca ters ¢am agaci bigiminde gosteren koloniler hareket pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Resim 3.5. Hareket testi (Pozitif Sonug)
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3.2.12. Arjinin hidrolizi

Arjinin dihidroliz besiyeri (Thornley)

Bilesimi: g/L
Pepton: 19
NaCl: 5gr
KoHPO,;: 039
Fenol kirmizisi: 0,01g
L-arjinin monohidroklorid: 10¢g
Agar: 39
Distile su: 1000ml

pH=7.2+0.2"ye ayarlanip besiyerindeki maddeler tartilarak 1000 ml distile suda eritilip
tiiplere 4 ml pipetlendikten sonra pamuklanarak otoklavda 121°C’de 15-20 dakika steril

edilmistir.

Stok kiiltiirden alinan koloniler besi yerine ekim yapilarak 27°C’de 24-48 saat inkiibasyona
brrakilmistir. Bu silire sonunda besiyerinin rengi portakal kirmizisindan mor renge

dontismesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

Resim 3.6. Arjinin hidrolizi testi

A: Arjinin hidrolizi negatif
B: Arjinin hidrolizi pozitif
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3.2.13. Karbonhidrat fermentasyon testi

Purple broth base (BD Difco 211558 )

Bilesimi: g/L
Proteaz pepton no:3: 10g
Sigir 6ziiti : 19
Sodyum klorid: 59
Brom krezol moru : 0,029
Distile su: 1000ml

Besiyeri pH=6.8+0,2’ye ayarlanip indikator madde ilave edildikten sonra tiiplere 9 ml
pipetlenerek 121°C°de 15-20 dakika steril edilmistir.

Karbonhidrat solisyonu

Bilesimi: g/L
Karbonhidrat (mannitol, sorbitol, sorboz, arabinoz, raffinoz, sukroz): 1lg
Distile su: 10ml

Soliisyon hazirlandiktan sonra membran filtreden gegirilerek steril edilmistir.
Karbonhidrat temel besiyeri: 9mi

Karbonhidrat soliisyonu: I ml

Resim 3.7. Karbonhidrat fermentasyon testi

A: Karbonhidrat fermentasyon testi pozitif sonug
B: Karbonhidrat fermentasyon testi degisken sonug

C: Karbonhidrat fermentasyon testi negatif sonug



Cizelge 3.1. Gram pozitif kok ve kokobasillerin ayrimimda kullanilan testler [37]
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Cins VAN GAZ | PYR | LAP | %6.5 | 10°C’de 45°C’de Eskiilin
NacCl lireme lireme Hidrolizi

Enterococcus H-D - + + + + + +
Streptococcus H - + + Deg. - - Deg.
Lactococcus H - + + Deg. + - +
Aerococcus H - Deg. Deg. + Deg. - -
Leuconostoc D + - Deg. | Deg. + Deg. Deg.
Pediococcus D - - - Deg. - Deg. +
Gamella H - Deg. |+ - - - -
Vagococcus H - + + + + +

VAN=vankomisin direnci, GAZ=gaz olusturmasi, PYR= L-pyronidonyl-betanaphthylamide, LAP=

l6sinaminopeptidaz, H=hassas, D=direngli, (+)=pozitif. (-)=negatif, Deg.=degisken.

3.3. EnterococcusTirlerinin Virulans Faktorleri
3.3.1. Jelatin hidroliz testi

Tiiplere kiiltiirlerden daldirma ekim yapilmistir. Tiipler 22 °C’ de 3-4 giin inkiibasyona
birakilmis ve -4 °C’ de sogutulmustur. Jelatin hidrolizi testinde pozitiflik besiyerinin

sivilasmasi ile anlagilmustir.

Nutrient gelatin besiyeri (Oxoid CM 135 a)

Bilesimi: g/L
Lab-Lemco powder: 30
Pepton: 59
Gelatin: 120 g
pH 6,8 + 0,1

Ortam icerigi 1000 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriiliir, 121 °C’de 15 dakika steril edilir

3.3.2. DNaz testi

Tanim: Bazi bakteriler deoksriboniikleaz enzimi yaparlar. Bu test bakteride boyle bir
enzimatik aktivitenin mevcudiyetinin arastirilmasidir. Kullanilan besiyerinde DNA vardir.
Bakterinin DNaz aktivitesi varsa koloni c¢evresinde bulunan DNA parcalanacaktir.

Inkiibasyonu takiben kullanilan ayirag bir DNA boyasidir.
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Koloni etrafinda DNA olup olmadigini ortaya cikarir. Incelenecek bakterinin saf
kiiltiirlinden alinarak bu besiyerine ekim yapilir ve inkiibasyona birakilir. Daha sonra
koloniler iizerine 1 damla ayira¢ damlatilir ve seffaf zon aranir. Seffaf zon olugmasi

pozitifligin gostergesidir.

Deoksriboniikleaz agar

Bilesimi: g/L
Deoxyribonucleic acid: 29
Phyton: 59
Sodium chloride: 5¢g
Trypticase: 159
Agar: 159
pH: 7,3

Ortam igerigi 1000 ml distile su i¢cinde ¢ozdiiriiliir, 121 “°C’de 15 dakika steril edilir.

Ayirag

1N HCl veya % 0.1 Toluidin Mavisi

Incelenen bakteri DNAz pozitif ise koloni etrafinda berak ve seffaf bir zon goriiliir.
Toluidin mavisi kullanilirsa bu saha parlak pembe renk alacaktir. Bu testin sonucunun

pozitif oldugunu gosterir.

3.3.3. Hemoliz testi

Bu test bakterinin hemolitik aktivitesinin varliginin tespiti i¢in kullanmilir. Kanli agarda

iireyen bakteri kolonilerinin ¢evresinde eritrositler parcalanarak zon olusturur.

Eritrositin pargalanmasi hemolizin enzimi ile olur. Bir 6ze dolusu bakteri kanli agara ekilir
ve inkiibasyona birakilir. Koloni ¢evresinde zonlar olusursa pozitif sonug, eger eritrositler
parcalanmaz ve zon olugmazsa negatif sonu¢ alinir. Enterococcus tiirleri ¢ogunlukla non-

hemolitiktir.
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Blood agar base (Oxoid CM 331)

Bilesimi: g/L
Pepton: 239
Nisasta: lg
Sodyum klorid: 5¢
Agar: 109
Distile su: 1000ml

pH=7,3+0,2°ye ayarlanip besiyerindeki maddeler tartilarak distile suda eridikten sonra
otoklavda 121°C de 15-20 dakika steril edilmistir. Daha sonra 50°C’ye kadar sogutulup,
%5°lik koyun kani ilave edilerek homojenize olmasi saglanarak steril plaklara 10’ar ml

dagitilmistir.
3.3.4. Biyofilm olusumunun arastirilmasi

Biyofilm kiiltiirii ve 6l¢timii i¢in birkag farkli metod gelistirilmistir [168,169]. . Mikroplate
testi[170] ve Kongo Kirmizi Agar Testi [169] gibi testlerdir. Bu 2 yontem uygulanarak

balik 6rneklerinden izole edilenEnterococcus tiirlerinin biyofilm iiretimi arastirilmistir.

Mikroplate ile biyofilm dlcimi

Christensen ve ark.,(1982) tarafindan agiklanan mikroplate testi giivenilirlik agisindan en
sik kullanilan ve biyofilm olusumu tespiti i¢in standart test olarak kabul edilen

yontemdir[171].

Bivofilm testi icin bakteriyel suslarin depolanmasi

Arastirmada kullanilan Enterococcus tiirlerinin  suslar1  stok kiiltiirden alinarak
aktiflestirilmek iizere (TSB) ‘a aktarildiktan sonra inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon

sonrast TSA agardan alman koloniler ile biyofilm ¢aligmasi yapilmistir.
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Inokulasyon

Inokulasyondan &nce, TSA agardan alman test edilecek suslar sivi ya da kat1 ortamda
kiiltiir edilmistir. Inkiibasyon sonras1 secilen 3-4 6zdes koloni 5 ml’lik TSB de siispanse
edilip calkalanmaksizin 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra durgun
faz kiiltiirii vortekslenip, 1/100 oraninda diliisyon yapilmis ve diliisyonu yapilan soliisyon

tekrar vortekslenmistir.

Bivofilm kultiri

Stv1 besiyerinde gelisen bakteriden hazirlanan kiiltiir sivi besiyerine ( TSB, TSB + %2
Glikoz) 1/100 oraninda diliie edilip , her bir kuyucuga 200 ul aktarilir. Negatif kontrol
kuyucugu yalniz sivi besiyeri ile doldurulmustur. Biyofilm olusumundaki fenotipik
ifadenin in vitro kosullarda degismeye oldukca miisait olmasindan dolayr hatalar1
minimize etmek ve bilgilerin giivenilirligini saglamak icin yapilan testler her bir sus i¢in 3
kez tekrarlandi. Bakteri inokiile edilen plateler kapagi kapatilarak uygun kosullar altinda
inkiibasyona birakilmistir[172].

Yikama

Inkubasyondan sonra kuyucuklarin i¢i bosaltilip her bir kuyucuk ii¢ kez 300 ul’ lik steril
tamponlanmis fosfat tuzu (PBS) ile nazikge mikropipet kullanilarak yikanmistir. Her
yikama asamasindan sonra fiske vurularak kuyucuklar bosaltilmistir.  Plateler ters

cevrilerek kurumaya birakilmistir [172].

Fiksasyon

Yikamadan sonra yilizeye zayif tutunan bakterilerin kalmtis1 200 pl % 99’luk metanol ile
20 dakika muamele edilmistir. 20 dakika sonunda mikroplateler bosaltilir ters ¢evrilerek

kurumaya birakilir [172].
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Boyama

Plateler havada kurutulduktan sonra her bir kuyucuga 200 pl % 1’lik kristal viyole
eklenerek 15 dk boyanmasi i¢in beklendikten sonra icerik bosaltildi. Daha sonra boyanin

fazlasi pipetle ¢ekilip geri kalan kisim akan su altina tutularak yikanmistir [172].

Bovyanin geri ¢cozdiriilmesi

Mikroplateler oda sicakliginda kurutulduktan sonra hiicrelere baglanan boyanin geri
¢oziilmek icin her kuyucuktaki boya % 33’liikk glasiyel asetik asit ile muamele edilmistir.
Mikroplatelerin havayla temasin1 6nlemek i¢in de kapaklar1 kapatilip oda sicakliginda en

az 30 dakika ¢alkalanmaksizin beklenmistir.

Glasiyel asetik asit eklenmesi kuyucuklarin hem tavan hem de duvarlarmna yapisan

bakterilerin endirekt dl¢iilmesine olanak saglamaktadir.

Resim 3.8. Tutunma olan yiizeylerde bakteri hiicresinin tuttugu boyanin geri ¢ozdiiriilmesi

Sonuclarin 6lcilmesi

Kristal viyole ile boyanan kuyucuklardaki boya glasiyel asetik asit ile ¢ozdiiriildiikten
sonra her bir kuyucuktaki optik yogunluk (OD) 570 nm’de mikroplate okuyucuda

Olciilmiistiir.
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Kongo Kirmizili Agar Yontemiyle Slime Faktoriiniin Belirlenmesi

Enterococcusolarak adlandirilan suslar kongo kirmizili Agara tek koloni ekimi yapilarak
37°C’de 48-72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra parlak siyah koloniler slime (+)

olarak degerlendirilmisitir.

Kongo Kirmizili Agar

Bilesimi: g/L
Stikroz: 5049
BHI broth: 379
Kongo kimizisi: 0,8¢
Agar: 10¢g
Distile su: 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir ve plaklara dagitilir.

Resim 3.9. Kongo kirmizili agarda slime faktoriiniin tespit edilmesi

3.4. Enterococcus Tiirlerinin Antibiyotik Duyarhliklarinin Kirby-Bauer Disk

Difiizyon Yontemiyle Belirlenmesi

Antibiyotik duyarhlik testi CLSI’da(Clinical and Laboratory Standarts Instute) [173]
belirtilen kriterlere gore Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi izlenerek yapilmistir. Kanli
agar besiyerine ekilip 30-35°C’de 24 saat inkiibe edilen kiiltiirlerden 2-3 koloni alnarak,
0,5 Macfarland bulaniklik standardina esdeger sekilde serum fizyolojik icinde siispanse
edilmigtir. Stispansiyondan, steril ekiivyon ¢ubuk ile alinarak kanli besiyeri yilizeyine ekim

yapilmustir. Besiyeri ylizeyi kuruduktan sonra antibiyotik diskleri yerlestirilmistir.
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37°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonucunda olusan antibiyotik inhibisyon zon ¢aplar1

milimetrik olarak 6l¢iilmiistiir. Elde edilen zon ¢aplar1t CLSI’da (CLSI, 2009) belirtilen zon

caplariyla karsilastirilarak Enterococcus’larin, antibiyotiklere hassas ve direngli olarak

degerlendirilmesi yapilmistir.

Aragtirmada ampisilin (10 pg), kloramfenikol (30 pg), gentamisin (10 pg), eritromisin (15

ug), penisilin (10 pg), teikoplanin (30 pg), vankomisin (30 pg), levofloxacin (5 pg)

antibiyotikleri kullanilmistir. Kullanilan antibiyotikler ve antibiyotik zon caplar1 Cizelge

3.2.°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Enterococcus Tiirleri I¢in Kullanilan Antibiyotik Diskleri ve Duyarlihk

Sinirlar1

Antibiyotik  Inhibisyon ~ Zon
Antibiyotikler Antibiyotik Konsantrasyonu Cap1 (mm.)

Hassas (H) Direngli (D)
Ampisilin (AM) 10 pg >17 <16
Siprofloksasin(CIP) Sug >21 <15
Vankomisin (VA) 30 pg >17 <14
Teikoplanin (TEC) 30 pg >14 <10
Kloromfenikol (C) 30 pg >18 <12
Eritromisin (E) 15 pg >23 <I3
Gentamisin (CN) 10 pg >10 <6
Novobiosin(NV) 30 pg >22 <17
Nitrofurontoin(F) 300 pg >17 <14
Tetrasiklin(TE) 30 pg >19 <14

Mueller Hinton Agar (LabM 39)

Bilesimi: g/L
Beef infusion solids 2,0gr
Acid hydrolysed casein 17,5¢gr
Starch 1,50r
Agar no: 117,0
pH: 7,3+0,1

Antibiyogram testi i¢in kullanilmistir. 38 gramu 1 litre distile suda ¢ozdiiriiliip 121°C’de 15

dakika steril edilmistir.
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Serum fizyolojik

Bilesimi: g/L
Sodyum klortir: 8,75gr

8,75 gram 1 litre distile suda ¢ozdiiriiliip, 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

Mc Farland bulaniklik tiipi

0,5 McFarland standardina uygun bulaniklik tiipii hazirlamak igin;

0,048 M BaCl, ( %1,175 g BaCl,2H,0) 0,5ml
+ 0,18 M H,S04/H;0 (%1 viv) 99,5 ml

0,5 Mc Farland = 10 cfu/ml

Baryum kloriir ve stilfirik asit kullanilarak hazirlanan bu soliisyon deney tiiplerine 5’er ml

ilave edilerek oda sicakliginda, karanlikta saklanmistir.

Resim 3.10.Enterococcus’larda antibiyotik duyarlilik testi
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3.5.Enterococcus Tiirlerinin Biyoteknolojik Ozelliklerinin Arastiriimasi

3.5.1. Baliklardan izole edilen Enterococcus’larin proteolitik enzim aktivitelerinin

belirlenmesi

Test edilecek izolatdan igne uglu 6ze ile alinan bakteriler skim milk agara (SMA) saplama
seklinde inokiile edilmistir ve inkiibasyonlar1 sonucu besiyerinde seffaf zon olusturan
tiirlerin proteolitik aktiviteleri pozitif ve zon olusturmayan tiirler ise negatif olarak

degerlendirilmistir.

Skim Milk Agar (SMA)

Bilesimi: g/L
Skim milk powder 25,09
Distile su 250 ml
Agar 5049
Distile su 250 ml

Besiyeri 121°C’de 15 dakika otoklavlanir. Her iki karigim 50°C’ye gelince karistirilir ve

petrilere dokiiliir.

Resim 3.11. Proteolitik enzim aktivitesi testi (Pozitif Sonug)
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3.5.2. Bahiklardan izole edilen Enterococcus’larn lipolitik enzim aktivitelerinin

belirlenmesi

Test edilecek izolatdan igne uglu 6ze ile alman bakteriler tribiitrin agara (TA) saplama
seklinde inokiile edilmistir. Bakterilerden 24 saat 30°C inkiibasyon sonucu besiyerinde
seffaf zon olusturan tiirlerin lipolitik aktiviteleri pozitif ve zon olusturmayan tiirler ise

negatif olarak degerlendirilmistir.

Tributrin Agar (Merck 1.01957.0500)

Bilesimi: g/L
Meat pepton 2549
Kazein pepton 2,5
Yeast extract 3090
Agar 12 ¢
Distile su 1000 ml

pH 7,5 £ 0,2 ayarlanip besiyerindeki maddeler tartilarak distile suda eridikten sonra
otoklavda 121°C de 15 dakika steril edilmistir Daha sonra besiyeri oda sicakligma kadar

sogutulur ve hizlica karistirilarak iizerine 10ml/1000ml oraninda Tributyrin ilave edilir.

Resim 3.12. Lipolitik enzim aktivitesi testi [41].
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4. BULGULAR

Arastirmamizda Ankara’nin g¢esitli marketlerinden toplanan 100 balik 6rnegi( 50 tatl su,
50 deniz) materyal olarak kullanilmistir. Bu 6rneklerden izole edilen Enterococcus tiirleri

cesitli biyokimyasal testlerle tanimlanmustir.

Tanimlanan bu izolatlarm slime, jelatinaz, DNaz ve hemoliz gibi bazi virulans 6zellikleri

ve biyofilm olusumlar1 incelenmistir.

Enterococcus tiirlerinin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde Kirby-Bauer disk
difizyon yontemi ile ampisilin, kloramfenikol, eritromisin, siprofloxasin, tetrasiklin
teikoplanin, nitrofurontoin, vankomisin, gentamisin ve novobiosin antibiyotiklerine

direnglilikleri arastirilmistir.

Enterococcus tiirlerinde 4°C’deki ve 20°C ve 37°C’deki proteolitik enzim aktiviteleri,

lipolitik enzim aktiviteleri arastirilmistir.

Cizelge 4.1. Calisilan balik 6rneklerinin dagilimi

TATLI SU BALIKLARI DENIZ BALIKLARI

n % n %
Sazan 7 14 Palamut 7 14
Alabalik 22 44 Levrek 21 42
Somon 21 42 Cipura 22 44
Toplam 50 100 Toplam 50 100

N=izolat sayis1 %’ler toplam izolat sayis1 lizerinden hesaplanmigtir

Cizelge 4.2. Bagirsak ve solungactan izole edilen tatl su ve deniz baliklarinin dagilimi

% 57,5 % 58,4
% 42,5

% 41,6

Tath su Deniz
baliklar1 baliklar:

B solungag ™ bagirsak
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Cizelge 4.3. Bagirsak ve solungagtan izole edilen Enterococcus larin dagilimi

Enterococcus Bagirsak Solungag Toplam
tirleri n % n % n %
Enterococcus spp. 9 14,3 19 21,8 28 18,7
E.casseliflavus 10 15,9 15 17,2 25 16,7
E.flavescens 7 11,1 14 16,1 21 14
E.gallinarum 12 19,1 8 9,2 20 13,3
E.raffinosus 5 7,9 8 9,2 13 8,7
E.solitarius 5 7,9 7 8,15 12 8
E.pseudoavium 4 6,3 7 8,15 11 7,3
E.avium 4 6,3 2 2,3 6 4
E.faecalis 2 3,2 4 4,6 6 4
E.malodoratus 2 3,2 1 1,1 3 2
E.faecium _ _ 1 1,1 1 0,66
E.hirae 1 1,6 _ _ 1 0,66
E.durans 1 1,6 _ _ 1 0,66
E.mundtii _ _ 1 1,1 1 0,66
E.dispar 1 1,6 _ _ 1 0,66
TOPLAM 63 100 87 100 150 100

n: izolat sayis1

Arastirmamizda tath su balik ¢esitlerinden 7°si(%14) sazan, 22’si(%44) alabalik ve

21°1(%42) somondan olmak iizere Enterococcus tiirleri izole edilmistir. Deniz baliklarinin
7’s1(%14) palamut, 21°1(%42) levrek ve 22’si (%44) ¢ipura Ornegidir( Cizelge 4.1). Tath

su ve deniz baliklarinin solunga¢ ve bagirsak oOrneklerinden Enterococcus tiirleri elde

edilmistir. Cizelge 4.2.°¢ gore, 100 balik 6rneginden 150 Enterococcus izolat1 elde

edilmistir. 150 Enterococcus izolatin, 63l (%42) bagwsak o6rneklerinden, 87’si (%58)

solunga¢ orneklerinden izole edilmistir
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Enterococcus Cyprinus carpio Salmo trutta Salmo salar
tiirleri (Sazan) (Alabalik) (Somon)
n Y% n Y% n %

Enterococcus spp. T 25 5 22,7 7 149
E.casseliflavus _ _ 5 22,7 ) 19,2
E.flTavescens _ _ 2 9,1 8 17
E.gallinarum _ _ 4 18,2 4 8,5
E.raffinosus _ _ 2 9,1 _ _
E.soltarius _ _ 3 13,6 3 6,4
E.pseudoavium _ _ T 46 7 149
E.avium 1 25 _ _ 3 6,4
E.faecalis _ _ _ _ 5 10,6
E.malodoratus 2 50 _ _ T 2,1
TOPLAM 4 100 22 100 a7 100

n: Izolat sayist

Cizelge 4.5. Deniz Baliklarindan izole Edilen Enterococcus Tiirleri

Enterococcus Sarda sarda Dicentrarchus labrax Sparus avratus
tirleri (Palamut) (Deniz levregi) (Cipura)
n % n % n %

Enterococcus spp. 20 8 20,5 6 18,2
E.casseliflavus _ 6 15,4 5 15,2
E.flavescens _ 5 12,8 6 18,2
E.gallinarum _ 7 17,9 5 15,2
E.raffinosus _ 8 20,5 3 9,1
E.solitarius _ 3 7,7 3 9,1
E.pseudoavium 60 _ _ _ _
E.avium _ 1 2,6 1 3
E.faecalis 20 _ _ _ _
E.faecium _ 1 2,6 _ _
E.hirae _ _ _ 1 3
E.durans _ _ _ 1 3
E.mundtii _ _ _ 1 3
E.dispar _ _ _ 1 3
TOPLAM 100 39 100 33 100
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Cizelge 4.3’¢ gore tath su balik orneklerinin 13’i(% 17,8) E.spp, 14’1(%19,2)
E.casseliflavus, 10’u (%13,7) E.flavescens, 8’i(%11) E.gallinarum, 8’i(%11)
E.pseudoavium, 6’s1(%8,2) E.solitarius, 5’i(%6,8) E.faecalis, 4’i(%5,5) E.avium,
3’1(%4,1) E.malodoratus ve 2’si(%2,7) E.raffinosus olarak tespit edilmistir.

Deniz baliklarindan izole edilen 77 izolatin 15°1(%19,5) Enterococcus spp., 12’si(%15,6)
E.gallinarum 11°i(%14,3) E.casseliflavus, 11’i(%14,3) E.flavescens, 11°i(%14,3)
E.raffinosus, 6’s1(%7,8) E.solitarius, 3’(%3,9) E.pseudoavium, 2’si (% 2,6) E.avium,
1’i(%]1,3) E.faecalis, 1’i(%]1,3) E. faecium, 1’i(%1,3) E. hirae, 1’i(%]1,3) E. durans,
1’1 (%1,3) E.mundtii vel’i(%1,3) E.dispar olarak tanimlanmustir.

Cizelge 4.6. Tath su baliklarindan izole edilen slime (+) ve slime (-) Enterococcus
tiirlerinin dagilimlar1

Cyprinus carpio Salmo trutta Salmo salar

Enterococcus Tiirleri (Sazan) (Alabalik) (Somon)

Slime (+) Slime (-) Slime (+) Slime (-) Slime (+) Slime (-)

n % n % n % n % n % n %
E.spp(n=13) 1| 77 ~ |2 |14 3 | 236 [462] 1 7,7
E.casseliflavus(n=14) | _ _ _ _ 2 14,3 3 |24 | 7 50 2 14,3
E.flavescens(n=10) _ _ _ _ 1 10 1 10 5 50 3 30
E.gallinarum(n=8) _ _ _ _ 3 37,5 1 | 125 3 | 375 1 12,5
E.raffinosus(n=2) _ _ _ _ 1 50 1 50 _ _ _ _
E.solitarius(n=6) _ _ _ _ 3 50 _ _ 3 50 _ _
E.pseudoavium(n=8) _ _ _ _ 1 12,5 _ _ 7 | 875 _ _
E.avium(n=4) _ _ 1 25 _ _ _ _ 3 75 _ _
E.faecalis(n=>5) _ _ _ _ _ _ _ _ 5 | 100 _ _
E.malodoratus(n=3) 2 | 66,7 _ _ _ _ _ 1 |333 | _ _
TOPLAM(n=73) 3] 41 1 14 | 13 17,8 9 12,3 | 40 | 54,8 7 9,6

n: izolat say1si
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Cizelge 4.7. Deniz baliklarindan izole edilen slime (+) ve slime (-) Enterococcus tiirlerinin

dagilimlar1
Sarda sarda Dicentrarchus labrax Sparus auratus

Enterococcus Tiirleri (Palamut) (Deniz levregi) (Cipura)

Slime (+) Slime (-) Slime (+) Slime (-) | Slime (+) Slime (-)

n % n % n % n % n % n %
Enterococcus.spp 1| 67 _ _ 4 26,7 4 1267 5 333 |1 6,7
(n=15)
E.casseliflavus(n=11) | _ _ _ _ 5 454 1 911 2 | 182 | 3 27,3
E.flavescens(n=11) _ _ _ _ 3 27,3 2 |182| 5 | 454 | 1 9,1
E.gallinarum(n=12) _ _ _ _ 4 33,3 3 25 5 | 41,7 | _ _
E.raffinosus(n=11) _ _ _ _ 6 54,5 2 |182 | 1 91 | 2 18,2
E.solitarius(n=6) _ _ _ _ 1 16,7 | 2 [333| 1 | 16,7 | 2 33,3
E.pseudoavium(n=3) | _ _ 3 100 | _ _ _ _ _ _ _
E.avium(n=2) _ _ _ _ 1 50 _ _ _ _ 1 50
E.faecalis(n=1) 1| 100 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E.faecium(n=1) 1 100 | _ _ _ _
E.hirae(n=1) _ _ 1 | 100 | _ _
E.durans(n=1) _ _ _ _ 1 100
E.mundtii(n=1) _ _ : : _ _ _ _ _ _ 1 100
E.dispar(n=1) _ _ _ _ _ _ _ _ 1 | 100 | _ _
TOPLAM(n=77) 2| 26 3 39| 24 | 312 | 15 |195| 21 | 27,3 | 12| 156

n: izolat say1s




66

Cizelge 4.8. Balik 6rneklerinden izole edilen slime (+) ve slime (-) Enterococcus tiirlerinin

dagilimlar1
Slime Olusumu

Enterococcus Tiirleri Slime (+) Slime ()

(n) (%) (n) (%)
E.spp(n=28) 19 67,9 9 32,1
E.casseliflavus(n=25) 16 64 9 36
E.flavescens(n=21) 14 66,7 7 33,3
E.gallinarum(n=20) 14 70 6 30
E.raffinosus(n=13) 8 61,5 5 38,5
E.solitarius(n=12) 8 66,7 4 33,3
E.pseudoavium(n=11) 8 72,7 3 27,3
E.avium(n=6) 4 66,7 2 33,3
E.faecalis(n=6) 6 100 _ _
E.malodoratus(n=3) 3 100 _ _
E.faecium(n=1) _ _ 1 100
E.hirae(n=1) 1 100 _ _
E.durans(n=1) _ _ 1 100
E.mundtii(n=1) _ _ 1 100
E.dispar(n=1) 1 _ _ _
TOPLAM(n=150) 102 68 48 32

n: Izolat sayist
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CyprnuScario Samotruia Samo salar
EnterococcusTiider (Sazan) (Alabelik) (Soman)
37CdeTSB (%) (%) (%)
+ + - +H+ + + _ H+ + +
Enterococous. op (F13) ) _ _ _ 327) A4 | _ 3237 A159) i) i)
E casliflavs (n=14) _ _ _ 143 K VAT _ _ 17D 70) _ 17D
E flavescens (=10) _ _ _ 110 1(TI0) _ _ _ 6(60) 20) _
| E gallinerum (0=3) _ _ _ 1129 A%) 125 | _ 1125 1125 2%) _
| E rafinoss (=2) _ _ _ _ 10 10 _ _ _ _ _
| E solitanus (7=6) _ _ _ _ 30) _ _ _ 2333 116,7) _
E. pseudoavium (=) _ _ _ _ _ 125 | _ 33r9) 3379 125 _
Eawum(=4) _ 1) _ _ _ _ _ 1) _ 20) _
E Jeecalis (n=0) _ _ _ _ _ _ _ 360) 2(40) _ _
E melodoraius (F3) _ 266,7) _ _ _ _ _ _ 1333 _ _
TOPLAM(=/73) 114 341 _ 4059) 13178) A63) _ 1164) 24(329) 123 2A27)
Cypnnuscarpio Saimofruiia Salmo salar
EnterococcusTiirderi (Sazan) (Alabalik) (Soman)
37°Cde TSB+%a2 Glikoz (%) (%) (%)
+ + - +H+ + + _ +H+ + + -
Enterocoocus. 3op. (F13) _ 7.0 _ 7.0 1(77) 323]) _ _ 3230 A4 A58
E. casslifiavus (n=14) _ _ _ 535,7) _ _ _ 2A143) 535,7) 2(143) _
E flavescens (=10) _ _ _ 2(0) _ _ _ 330) 500) _ _
E gallinarum (0=8) _ _ _ 12H) 1I2H) 1I2H) i) 3379) _ _ 1(125)
E. rafinoas (—=2) _ _ _ 2(100) _ _ _ _ _ _ _
E. S0litanus (0=6) _ _ _ _ 1(16,7) 1(16,7) 1(16,7) _ _ 1(16,7) 2(339)
E. preudoavium (0=5) _ _ _ _ _ _ 125 | _ 40 3379) _
E auum (F4) _ _ 1) _ _ _ _ _ 1) 20) _
E Teecalis (=5) _ _ _ _ _ _ _ _ 480) _ 1(20)
E melodorails (3) _ _ 2867 | _ _ _ _ _ _ 1333 _
TOPLAM(F73) - WA (@) | IMBD) [ 3@) 568 | 36D | 8109 Z0D | 15D 582

n: [zolat sayist
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Cizelge 4.10. Deniz baliklarindan izole edilen Enterococcus tiirlerinin biyofilm olusumlari

Sardhsarda Dicentrarchuslabrax SparusauratLs
(Palamut) (Denizlevre)) Cipura)

Enterooocous Tuidert n(%) n(%) (%)

3PCdTSB +H+ + + +H+ + + +H+ ++ +
Enterooooos 67 _ _ 30 | A133 | 30 167 | 4267) | 16
L)
Ecassilans _ _ _ 100) | 3273 | 2182 N A T I
(=11)
Efaeces(=ll) | _ _ _ 10D | 33 | 161 100) | 323 | 2182
Egalirerum(=12) | _ _ _ 2167) | 2A167) | 3D 2167) | 2167 | 183
Erafincsus=11) _ _ _ _ | 7636 | 100 _ ey
Eslierius(v6) _ _ _ _ | 233 | 106 _ | e | 23D
Epedoaium(=3) | _ | 3100 | _ _ _ _ _ _ _
Eaum(=2) _ _ _ _ 180 _ _ _ 150
Efeecalis=1) _ _ 1(100) _ _ _ _ _ _
Efeecum(=1) _ _ _ _ | 1o | _ _ _ _
Ehirae(=1) _ _ _ _ _ _ _ _ 1(100)
Edurars(r=1) _ _ _ _ _ _ _ | WO |
Ermundii(=1) _ _ _ _ _ _ _ 1(100) _
Edisear(=1) _ _ _ _ _ _ _ _ 1(100)
TOPLAME=77) | 113 | 339 | 1113 700 | 273 | 1043 4659 | 0) | ALY

n: koltsays
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Cizelge 4.10.(devam). Deniz baliklarindan izole edilen Enterococcus tiirlerinin biyofilm

olusumlar1
Sachsarh Dicertrarchuslebrax Sansauas

Enterooooous Tiidai (Palamu) Denizleveg)) Cpua)

3FCk

TSB962Glkx n(%) n(%) n%

+H+ I + - + + + - +H+ +H +

Enerocooas op(=15) | _ | _ | 167 _ | 16D | 5B | ALY | _ | ABT) | ABY | _ | _
E cesslifs (=11) - Z A8 4| _ | | @) 4| - | -
E flavesoers(=11) - Z _ A8 (3| _ | _ | 43N] 10D | 10 | _
E galirerum (=12) - Z _ | 183 | 69 SN I X R ) _ |
E rafinosus(n=11) - Z _ _ | e | | | | _ R
E solitarius (n-6) N I _ | B3| Wen | | | e | A8y | _
E pesudosvium (n=3) 280 | By | _ _ I - - |-
Eaim (=) ! _ _ _ 150 -] - 10 R
E. fecalis (1) _ | _ 1(100) _ _ _ _ _ _ _ _
E. fascum (r=1) _ | _ _ 1(100) _ _ _ _ _ _ _
E hiree(=1) . _ _ _ _ |- - | _ | _
Eduars(r1) 1 _ _ _ _ |- - | _ | _
E.mundii (=1) -l _ _ _ _ _ | —| 10 _ _ _
E digoar (=) -1 _ _ _ N I _ 1000 | _
TOPLAM(=T7) _ | Z| 3B | 220 | AU) | BRYH | 6D | _ | BBAH | 169 | 220 | _

Arastirmamizda balik Orneklerinden izole edilen 150 Enterococcus izolatmin slime

olusumlarma bakildiginda 102 (%68) slime (+), 48 (%32) slime (-) izolat tespit edilmistir.

Cizelge 4.5 teki sonuglarimiza gore, balik 6rneklerinden izole edilen 150 Enterococcus
izolatinin  19°u(%67,9) E.spp, 16’s1(%64) E.casseliflavus, 14’1(%66,7) E.flavescens,
14’1(%70) E.gallinarum, 8’i(%61,5) E.raffinosus, 8’i(%66,7) E.solitarius, 8’i(%72,7)
E.pseudoavium, 4’i(%66,7)E.avium, 6’s1 (%100) E.faecalis, 3’i(%100) E.malodoratus,
1’i(%100)E.hirae ve 1’i(%100) E.dispar slime (+) olarak bulunmustur.

Tatlisu balik 6rneklerinden izole edilen 73 izolatin 56's1 (%76,7) slime (+), 17’si (%23,3)
slime (-)’dir(Cizelge 4.6). Deniz baliklarindan izole edilen 77 izolatin 47’si (%61)
slime (+), 30'u (%39) slime(-) 'dir (Cizelge 4.7).

Tatl su baliklarindan izole edilen Enterococcus izolatinin TSB’de biyofilm {iretimine

baktigimizda, 73 izolatin 16°s1(%21,9) kuvvetli pozitif, 38’1 (%52,1) orta, 17°si (%23,3)
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zay1f biyofilm pozitif olarak bulunurken 2’si(%2,7) biyofilm negatif olarak bulunmustur.
Ayni izolatlarin TSB+% 2 glikoz’daki biyofilm iiretimlerine bakildiginda, 73 izolatin
19°u(% 26) kuvvetli, 25’1(%34,3) orta, 17°s1(%23,3) zayif derecede biyofilm olustururken

12’sinde biyofilm olusumu gézlenmemistir (Cizelge 4.8 ).

Deniz baliklarindan izole edilen 77 Enterococcus izolatinin TSB’de biyofilm {iretimi
incelendiginde, 12’si(%15,6) kuvvetli, 44’i(%57,1) orta, 21°1(%27,3) zayif biyofilm
olustururken negatif sonu¢ goézlenmemistir. Deniz baliklarinin TSB+% 2 glikoz’daki
biyofilm olusumlarina baktigimizda, 77 izolatin 27°s1(%35,1) kuvvetli, 38’1(% 49,3) orta,
10’u(% 13) zayif biyofilm pozitif olarak bulunurken sadece 2’si(%2,6) biyofilm negatif

olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.11. Tath su baliklarindan izole edilen jelatinaz (+) ve jelatinaz (-) Enterococcus
tiirlerinin dagilimlar1

Cyprinuscarpio Samotruta Samosdlar

Enterococous Tider (Sazan) (Alabalik) (Soman)
Jelefinez () Jelatinez () Jelatinez () ez () | Jelatinez(t) Jelatinez ()
n % n % n % n % n % n %
Enterococcuspp(=13) _ _ 1 1o 1 e 4 8| 4 | 8| 3 231
E casselifiavts (=14) 1 ~ T 5 [ &7 _ | _ | 9 | 643
E flavesens (=10) _ _ _ _ _ _ 2 20 _ _ 8 a0
E gallinerum (=9) _ _ _ _ _ _ 4 0 | _ | _ 50
E rafinoss (=2) _ _ _ _ _ _ 2 00 | _ _ _
E oolitarius (+6) _ _ _ _ _ _ 3 50 1 167 2 | 33
E. pseudoavium (=8) _ _ _ _ _ _ 1 125 | 4 50 3 375
E aium(n—=4) _ _ 1 5 _ _ _ _ 1| %5 2 50
E faecalis (=5) _ _ _ _ _ _ _ _ 4 | 8 1 20
E malodoratLs (=3) _ _ 2 67 | _ _ _ _ |l 1 | 33
TOPLAM (=73 | 4 55 | 1 | 14 | 2 | 88| 14192 B | &2

n: izolat say1st
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Cizelge 4.12. Deniz baliklarindan izole edilen jelatinaz (+) ve jelatinaz (-) Enterococcus
tiirlerinin dagilimlari

Sardasarda Dicartrarchus lebrax Spansaurals
EnferococousTiirer (Palamut) (Denizlevreg) (Cipura)
Jelatinez (+) Jelatinez () Jelatinez (+) Jltinez() | Jelatinez(+) Jelatinez ()
Ol O W] 0| |00 D] O
Enerocccossp(=15) | | _ 1 67 | 2 | B3| 6 | 0| _ | _ [ 6 | 4
E casselifiavs (=11) R _ | _ 6 | 5| _ | _ | 5 | %5
E flavesers (=11) | ~ ~ 1 91 4 [ _ | _ | 6 | %45
E galliranum (=12) | ~ 1 B 7 | 3| | _ | 5 | 47
E rafinoaus (=11) | ~ | _ 8 | =7 _ | _ | 3|23
E olitarius (+6) N _ | _ 3w _ | _ 3] ®
E. peeudoavium (=3) 1 [ 383 2 |67 _ _ _ | _
E aim(—2) | ~ 1 ~ 1 [ 0| _ [ _ 1] =
E feecalis (F1) | 1 [ 10| _ _ B T 1 -1
E faecum (=1) | ~ 1 ~ 1w | _ | _ [ _ | _
E hiree (=1) | ~ 1 ~ B 1] o
E durars (=1) | _ I _ B T 1] 1o
E.mundii (=1) | _ I _ B T 1] 1o
E. dispar (=1) | _ I _ B T 1] 1o
TOPLAM (=77) 1 | 13 4 52 | 3 39 | B [ 467 _ | _ | 8] 4

Cizelge 4.13. Balik 6rneklerinden izole edilen jelatinaz (+) ve jelatinaz (-) Enterococcus
tiirlerinin dagilimlar

] Jelatinaz olusumu
EnterococcusTiirleri Jelatinaz(+) Jelatinaz(-)
n % n %
E.spp (n=28) 7 25 21 75
E.casseliflavus(n=25) _ _ 25 100
E.flavescens(n=21) 1 48 20 95,2
E.gallinarum(n=20) _ _ 20 100
E.raffinosus(n=13) _ _ 13 100
E.solitarius(n=12) 1 8,3 11 91,7
E.pseudoavium(n=11) 5 45,5 6 54,5
E.avium(n=6) 1 16,7 5 83,3
E.faecalis(h=6) 4 66,7 2 33,3
E.malodoratus(n=3) _ _ 3 100
E.faecium(n=1) _ _ 1 100
E.hirae(n=1) _ _ 1 100
E.durans(n=1) _ _ 1 100
E.mundtii(n=1) _ _ 1 100
E.dispar(n=1) _ _ 1 100
TOPLAM(n=150) 19 12,7 131 87,3

n: Izolat sayisi
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Cizelge 4.14. Tath su baliklarindan izole edilen Dnaz (+) ve Dnaz (-) Enterococcus
tiirlerinin dagilimlar:

Cyprinuscarpio Samotruta Samosalar
Enterococous Tirder (Sazan) (Alabalk) (Somn)
Drez(+) Drez() Drez(t) Drez() Drez(t) Drez()

O] 0O WO O WO O
Enterococcus spp. ~ ~ 1 7 4 28| 1 [ 77| 3] B 4] 08
=13
E. casseliflavus (=14) _ _ _ _ 5 %7 _ _ 6 | 29| 3 | 24
E. flavescens (=10) _ _ _ _ 2 20 _ _ 717 1 10
E. gallinarum (=8) _ _ _ _ 3 375 1 | 25| 4 | 50| _ _
E. raffinosus (n=2) _ _ _ _ 2 100 _ _ - | - _ _
E. solitarius (=6) _ _ _ _ | 3 50 | | 2[=x3] 1| 167
E. pseudoavium (n=8) _ _ _ 1 125 _ _ 4 50 3 375
E avium(n=4) 1 5 _ _ _ _ _ _ 1 2 2 50
E. faecalis (0=5) _ _ _ _ _ _ _ _ 3| 6 2 40
E. malodoratus (n=3) 2 66,7 _ _ _ _ _ 133 _ _
TOPLAM(=73) 3 41 1 14 20 274 2 27 | 3L | 25| 16 | 29

Cizelge 4.15. Deniz baliklarindan izole edilen Dnaz (+) ve Dnaz (-) Enterococcus
tiirlerinin dagilimlar

Sardasarda Dicentrarchus labrax SparusaraLs

Enierocooous Tideri (Palamut) (Denizlevreg) (Cipura)

Drez(t) Drez() Drez(t) Drez () Drez(t) Drez()

n % n % n % n % n % n| %
Enteroococcusspp. (F15) _ _ 1 6,7 8 533 _ _ 6 40 |
E cassdliflavs (=11) 1 ~ ~ 6 | 545 | _ s s | | _
E flavesoens (n=11) 1 ~ ~ 5 | &4 [ | 5| s 191
E gallirerum (=12) 1 ~ ~ 7 | 83| _ s ar | ] _
E rafinosus (=11) _ _ _ _ 8 27 _ _ 3 23 | | _
E oolitarius (+6) _ _ _ 3 50 _ _ 3 50 |
E. pseudoavium (=3) 2 | 667 1 B3 _ _ _ _ _ _ |
Eaium({2) _ _ _ _ 1 50 _ _ 1 50 | _
E faecalis(=1) 1| 10 _ _ _ _ _ _ _ _ |
E.feedum (=1) _ _ _ _ 1 100 _ _ _ _ |
E hirae (—1) _ _ _ _ _ _ _ _ 1 100 | _ | _
E durans(n=1) _ _ _ _ _ _ _ _ 1 00 | _ | _
E mundtii (=1) _ _ _ _ _ _ _ _ 1 00 | _ | _
E dispar (=1) _ _ _ _ _ _ _ 1 00 | _ | _
TOPLAM (n=77) 3 39 2 26 30 506 _ _ 2 416 1|13
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Cizelge 4.16. Balik orneklerinden izole edilen DNaz (+) ve DNaz (-) Enterococcus
tiirlerinin dagilimlari

DNaz olusumu

Enterococcus tiirleri DNaz (+) DNaz (-)

n % n %
E.spp(n=28) 21 75 7 25
E.casseliflavus(n=25) 22 88 3 12
E.flavescens(n=21) 19 90,5 2 9,5
E.gallinarum(n=20) 19 95 1 5
E.raffinosus(n=13) 13 100 _ _
E.solitarius(n=12) 11 91,7 1 8,3
E.pseudoavium(n=11) 7 63,6 4 36,4
E.avium(n=6) 4 66,7 2 33,3
E.faecalis(n=6) 4 66,7 2 33,3
E.malodoratus(n=3) 3 100 _ _
E.faecium(n=1) 1 100 _ _
E.hirae(n=1) 1 100 _ _
E.durans(n=1) 1 100 _ _
E.mundtii(n=1) 1 100 _ _
E.dispar(n=1) 1 100 _ _
TOPLAM(n=150) 128 85,3 22 14,7

n: Izolat sayis1

Cizelge 4.17. Tatli su baliklarindan izole edilen Hemoliz(+) ve Hemoliz(-) Enterococcus
tiirlerinin dagilimlar

Cyprinus carpio Salmo trutta Salmo salar
Enterococcus Tiirleri (Sazan) (Alabalik) (Somon)
Hemoliz(+) Hemoliz(-) Hemoliz(+) Hemoliz(-) Hemoliz(+) Hemoliz(-)

n % n % n % n % n % n %
Enterococcus _ _ 1 1,7 _ _ 5 38,5 _ _ 7 53,8
spp.(n=13)
E.casseliflavus(n=14) _ _ _ _ _ _ 5 35,7 _ _ 9 64,3
E.flavescens(n=10) _ _ _ _ _ _ 2 20 _ _ 8 80
E.gallinarum(n=8) _ _ _ _ _ _ 4 50 _ _ 4 50
E.raffinosus(n=2) _ _ _ _ _ _ 2 100 _ _ _ _
E.solitarius(n=6) _ _ _ _ 1 16,7 2 33,3 _ _ 3 50
E.pseudoavium(n==8) _ _ _ _ _ _ 1 12,5 _ _ 7 87,5
E.avium(n=4) 25 _ _ _ _ _ _ _ _ 3 75
E.faecalis(n=>5) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 5 100
E.malodoratus(n=3) _ _ 2 66,7 _ _ _ _ _ _ 1 33,3
TOPLAM(n=73) 1,4 3 4,1 1,4 21 28,7 _ _ 47 64,4

n: Izolat say1st
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Cizelge 4.18. Deniz baliklarindan izole edilen Hemoliz (+) ve Hemoliz (-) Enterococcus
tiirlerinin dagilimlar:

Sarda sarda Dicentrarchus labrax Sparus auratus

Enterococcus (Palamut) (Deniz levregi) (Cipura)
Tirleri Hemoliz(+) Hemoliz(-) (I-jgmoliz Hemoliz (-) Hemoliz (+) | Hemoliz (-)

) | @) | () [ @) | ()| (%) | () (%) (n | @) | () (%)
SI‘Eprgfe(rno;:(l)g():us ~ ~ 1 6.7 1 6.7 7 46,7 _ _ 6 40
E.casseliflavus(n=11) _ _ _ _ _ _ 6 54,5 _ _ 5 45,5
E.flavescens(n=11) _ _ _ _ _ _ 5 45,5 _ _ 6 54,5
E.gallinarum(n=12) _ _ _ _ _ _ 7 58,3 _ _ 5 41,7
E.raffinosus(n=11) _ _ _ _ _ _ 8 72,7 _ _ 3 27,3
E.solitarius(n=6) _ _ _ _ _ _ 3 50 _ _ 3 50
E.pseudoavium(n=3) _ _ 3 100 _ _ _ _ _ _ _ _
E.avium(n=2) _ _ _ _ _ _ 1 50 _ _ 1 50
E.faecalis(n=1) _ _ 1 100 _ _ _ _ _ _ _ _
E.faecium(n=1) _ _ _ _ _ _ 1 100 _ _ _ _
E.hirae(n=1) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 100
E.durans(n=1) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 100
E.mundtii(n=1) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 100
E.dispar(n=1) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 100
TOPLAM(n=77) _ _ 5 6,5 1 1,3 38 49,4 _ _ 33 42,8

Cizelge 4.19. Balik 6rneklerinden izole edilen Enterococcus tiirlerinin hemoliz (+) ve
hemoliz (-) dagilimlar1

Hemoliz Olusumu
Enterococcus tiirleri Hemoliz (+) Hemoliz ()
(n) (%) () (%)
Enterococcus spp.(n=28) 1 3,6 27 96,4
E.casseliflavs(n=25) _ _ 25 100
E.flavescens(n=21) _ _ 21 100
E.gallinarum(n=20) _ _ 20 100
E.raffinosus(n=13) _ _ 13 100
E.solitarius(n=12) 1 8,3 11 91,7
E.pseudoavium(n=11) _ _ 11 100
E.avium(n=6) 1 16,7 5 83,3
E.faecalis(n=6) _ 6 100
E.malodorats(n=3) _ _ 3 100
E.faecium(n=1) _ _ 1 100
E.hirae(n=1) _ _ 1 100
E.durans(n=1) _ _ 1 100
E.mundtii(n=1) _ _ 1 100
E.dispar(n=1) _ _ 1 100
TOPLAM(n=150) 3 2 147 98
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Cizelge 4.12’deki sonucglara gore balik Orneklerinden izole edilen 150 Enterococcus
izolatinin 19°u(%12,7) jelatinaz (+), 131’1 (%87,3) jelatinaz (-) olarak bulunmustur. Elde
edilen Enterococcus izolatlarmin 7’si(% 25) E.spp, 5’i1(%45,5) E.pseudoavium 4°i(%66,7)
E.faecalis, 1’i(%16,7)E.avium, 1°1(%8,3) E.solitariusjelatinaz (+) olarak tanimlanirken

diger Enterococcus izolatlarinda jelatinaz aktivitesi negatif sonug¢ vermistir.

Deniz baliklarindan elde edilen 77 izolatin jelatinaz aktivitesi incelendiginde, 4’i(%5,2)
jelatinaz (+) sonug verirken 73°1i(% 94,8) jelatinaz (-) olarak bulunmustur(Cizelge 4.11).
Tath su balik 6rneklerinden izole edilen 73 izolatin 15°1(%20,6) jelatinaz (+), 58°1(%79,4)
jelatinaz (-) ‘dir(Cizelge 4.10).

Cizelge 4.15°deki sonuglara baktigimizda, balik oOrneklerinden izole edilen 150
Enterococcus izolatmm 128°i(%85,3) DNaz (+), 22'si(%14,7) DNaz (-)'dir. izolatlarin
21°1(%75) E.spp, 22’si(%88) E.casseliflavus, 19°u(%90,5) E.flavescens, 19’u(%95)
E.gallinarum, 13’i(%100) E.raffinosus, 11’i(%91,7) E.solitarius, 7’si(%63,6)
E.pseudoavium, 4’ii(%66,7) E.avium, 4’i(%66,7) E.faecalis, 3’i(%100) E.malodoratus,
1’i(%100) E.faecium, 1’i(%100) E.hirae, 1’i(%100) E.durans, 1’i(%100) E.mundtii ve
1’1(%100) E.dispar DNaz (+) olarak tanimlanmuistir.

Tathh su balik Orneklerinden izole edilen 73 izolatin DNaz aktivitesi incelendiginde
54’1i(%74) DNaz (+), 19’u(% 26) DNaz (-) olarak bulunmustur. Deniz baliklarindan izole
edilen 77 izolatm 74’1i(%96,1) DNaz (+)  3’i(%3,9) DNaz (-) olarak tespit
edilmistir(Cizelge 4.13 ve 4.14).

Cizelge 4.18’de balik orneklerinden izole edilen 150 Enterococcus izolatinin hemoliz
olusumlarma bakilmistir. Sonuclar degerlendirildiginde 150 izolatin 3’ii(%2) hemoliz (+)
147°51(%98,7) hemoliz (-)'dir. Izolatlarm 1°i(%3,6) E.spp, 17i(%8,3) E.solitarius,

1’i(%16,7) E.aviumhemoliz (+) olarak bulunmustur.

Deniz baliklarindan elde edilen 77 izolatin hemoliz olusumlar:1 incelendiginde
76°s1(%98,7) hemoliz (-) olarak belirlenirken yalnizeca 1°1(%1,3) hemoliz (+) olarak
tanimlanmistir. Tath su balik 6rneklerinden elde edilen 73 izolatin ise 2’si(%2,7) hemoliz
(+), 71°1(%97,3) hemoliz (-)'dir.



Cizelge 4.20. Tatl su balik 6rneklerinden izole edilen Enterococcus’larin antibiyotik direnglilikleri

SOMON(solungag,bagirsak)n=47

ALABALIK(solungag,bagirsak)n=22

SAZAN(solungag,bagirsak)n=4

TOPLAM(n=73)

Antibiyotikler R | S R | S R | S R | S
n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n %
AM 38 (809 |_ |_ 9 191 |19 (84 | _ _ 3 13,6 |4 | 100 | | 61 | 836 | _ |_ 12 | 16,4
VA 29 | 61,7 |12 | 255 | 6 12,8 | 9 40,9 |10 | 455 |3 136 |3 |75 | 1 |25 |41 56,2 |22 30,1110 | 13,7
NV 45 1 95,7 | 2 4,3 o 19 {864 |1 45 2 9,1 4 | 100 | | 68 1932 |3 |41 2 2,7
TEC 10 1 21,3 | 6 12,8 | 31 [ 659 |5 22,7 |2 9,1 15 [ 68,2 |3 |75 | 1 |25 |18 | 24,6 |8 11 47 | 64,4
CIP 16 [ 34,1 |12 | 255 |19 | 404 | 7 318 |7 31,8 | 8 36,4 |3 |75 | 1 |25 [ 26356 |19 |26 28 | 38,4
E 11 {234 |32 | 68,1 | 4 8,5 10 | 455 |7 31,8 |5 227 |3 |75 | 1 (25 (243293953410 | 13,7
CN 9 191 | 7 149 | 31 | 66 3 136 |5 227 |14 [ 636 |2 |50 1 (25 |1 |25 |14|19,2 |13 |17,8 |46 |63
TE 27 | 574 |8 17,1 |12 | 255 | 9 409 |1 45 12 | 545 |4 | 100 | | 40 | 54,8 | 9 12,3 | 24 | 32,9
F 10 | 21,3 | 8 17 29 | 61,7 | 6 273 | 2 9,1 14 | 636 |2 |50 1 |25 |1 |25 |18 | 24,7 | 11|15 44 | 60,3
C 12 | 255 (24 |51,1 |11 |234 |6 273 |5 22,7 |11 |50 3 |75 1125 | _ |_ 21 1288 |30 |411|22]30,1

n=Enterococcus izolat sayisi, AM; ampisilin,

VA; vankomisin, TEC; teikoplanin, CIP; siprofloksasin, E; eritromisin, CN; gentamisin, TE; tetrasiklin, F; nitrofurantoin,
C; kloramfenikol, NV; novobiosin, S: hassas, R: direngli, I: arada

9/,



Cizelge 4.21. Deniz balik 6rneklerinden izole edilen Enterococcus’larin antibiyotik direnglilikleri

Antibiyotikler

LEVREK
(solungag,bagirsak)n=39

CIPURA
(solungag,bagirsak)n=33

PALAMUT (solungag,bagirsak)n=>5

TOPLAM(n=77)

R I S R [ S R I S R | S
n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n %
AM 341872 | _ | _ 5 1128 (33100 |_ |_ _ | 4 |80 |_ |_ 1 120 711922 | _ | _ 6 |78
VA 17 | 436 |20 |51,3 |2 |51 |17 |515|11|333 |5 |152|_ |_ 1 (20 |4 |80 34 |44,1 |32 | 416 | 11 | 14,3
NV 191487141359 |6 |154 |11 (333 |16 (485 |6 |182 |4 |80 |_ |_ 1 |20 34144113039 |13]169
TEC 1 |26 |18(46,2 120|513 |2 |61 |7 |22 24727 |_ |_ _ | 5 100 |3 |39 |25|325|49 63,6
cIp 211539 |16 |41 |2 |51 (17 |515 |14 424 |2 |61 |_ |_ _ | 5 | 100 |38|493|30|39 |9 |11,7
E 26 | 66,7 | 11 282 |2 |51 [23]|697|10|303|_ |_ 1 120 |_ |_ 4 |80 50 649 (21|273|6 |78
CN 4 110,2 |18 | 46,2 |17 | 436 |12 | 36,4 |6 |18,2 |15 |454 | _ | _ 1 |20 (4 |80 16 | 20,8 | 25 | 32,5 | 36 | 46,7
TE 23|59 |9 [231|7 |179|26|788 |1 |3 6 [182 |4 |80 1 120 |_ |_ 53 1688 |11 | 143 | 13 | 16,9
F 18 | 46,2 |10 | 256 |11 | 282 |9 |273 |12 364 |12 (364 |_ |_ 1 |20 (4 |80 27 | 351 |23 299 |27 |35
c 131333131333 |13(333|11(333 (11333 |11|333|_ |_ 2 |40 |3 |60 24 | 31,2 | 26 | 33,8 | 27 | 35

n=Enterococcus

izolat sayisi, AM; ampisilin, VA; vankomisin, TEC; teikoplanin, CIP; siprofloksasin, E; eritromisin, CN; gentamisin, TE; tetrasiklin, F;
nitrofurantoin, C; kloramfenikol, NV; novobiosin, S: hassas, R: direngli, I : arada

Ll
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Cizelge 4.19°a gore, tath su balik drneklerinden izole edilen 73 Enterococcus izolatinin
61°1(%83,6) ampisiline, 41°i(56,2) vankomisine, 68’1 (%93,2) novobiosine, 18’i (%24,6)
teikoplanine, 26’s1(%35,6) siprofloksasine, 24°i(%32,9) eritromisine, 14°i(%19,2)
gentamisine, 40°1(%54,8) tetrasikline, 18’1 (%24,7) nitrofurantoine ve 21°1(%28,8)

kloramfenikole direnc¢li bulunmustur.

Cizelge 4.20°deki sonuglarimiza gore, deniz baliklarindan izole edilen 77 Enterococcus
izolatinin antibiyotik direnglilikleri incelendiginde, 71’i(%92,2) ampisiline, 34°ii(44,1)
34°1i(%44,1) novobiosine, 3°1(%3,9) 38°1(%49,3)
siprofloksasine, 50’si(%64,9) eritromisine, 16’s1(%20,8) gentamisine, 53’1i(%68,8)
tetrasikline,27’si  (%35,1) nitrofurantoine ve 24’i(%31,2)  kloramfenikole direngli

vankomisine, teikoplanine,

bulunmustur.

Balik o6rneklerinden izole edilen Enterococcus tiirlerininin 4°C’deki
proteolitik enzim aktivite sonuglari

Cizelge 4.22.

. Proteolitik aktivite
Enterococcus I1zolat say1s1 20 mm >| 10-20mm 0-10 mm Negatif (-)
tiirleri (+++)(%) (+4) (%) (+) (%) (%)
E.spp n=28 7(25) 12(42,9) 6(21,4) 3(10,7)
E.casseliflavus n=25 4(16) 14(56) 3(12) 4(16)
E.flavescens n=21 4(19,05) 12(57,1) 4(19,05) 1(4,8)
E.gallinarum n=20 1(5) 10(50) 5(25) 4(20)
E.raffinosus n=13 1(7,7) 10(76,9) 1(7,7) 1(7,7)
E.solitarius n=12 _ 5(41,7) 2(16,7) 5(41,7)
E.pseudoavium n=11 4(36,4) 2(18,2) 1(9,1) 4(36,4)
E.avium n=6 1(16,7) 1(16,7) 1(16,7) 3(50)
E.faecalis n=6 _ 5(83,3) 1(16,7) _
E.malodoratus n=3 _ _ 1(33,3) 2(66,7)
E.faecium n=1 1(100)
E.hirae n=1 _ 1(100) _ _
E.durans n=1 _ _ 1(100) _
E.mundtii n=1 _ 1(100) _ _
E.dispar n=1 1(100) _ _ _
Toplam n =150 24(16) 73(48,7) 26(17,3) 27(18)
(+++) kuvvetli pozitif , (++) orta derecede pozitif, (+) zayif pozitif
n: izolat say1st
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Cizelge 4.23. Balik orneklerinden izole edilen Enterococcus tiirlerininin 20°C’deki

proteolitik enzim aktivite sonuglari

. Proteolitik aktivite

Enterococcus Izolat sayisi 20 mm > 10-20 mm 0-10 mm Negatif (-)
tiirleri (+++)(%) (++) (%) (+) (%) (%)
E.spp n=28 6(21,4) 5(17,9) _ 17(60,7)
E.casseliflavus n=25 5(20) 2(8) _ 18(72)
E.flavescens n=21 5(23,8) 2(9,5) 1(4,8) 13(61,9)
E.gallinarum n=20 3(15) 1(5) _ 16(80)
E.raffinosus n=13 _ 1(7,7) 1(7,7) 11(84,6)
E.solitarius n=12 3(25) _ _ 9(75)
E.pseudoavium n=11 4(36,4) _ 2(18,2) 5(45,4)
E.avium n=6 2(33,3) _ _ 4(66,7)
E.faecalis n=6 1(16,7) 1(16,7) _ 4(66,7)
E.malodoratus n=3 1(33,3) 1(33,3) _ 1(33,3)
E.faecium n=1 _ _ _ 1(100)
E.hirae n=1 _ _ _ 1(100)
E.durans n=1 _ _ _ 1(100)
E.mundtii n=1 _ _ _ 1(100)
E.dispar n=1 1(100) _ _ _
Toplam n =150 31(20,7) 13(8,7) 4(2,7) 102(68)

(+++) kuvvetli pozitif , (++) orta derecede pozitif, (+) zayif pozitif

n: izolat sayist

Cizelge 4.24.

Balik orneklerinden izole edilen Enterococcus tiirlerininin 37°C’deki

proteolitik enzim aktivite sonuglari

. Proteolitik aktivite
Enterococcus Izolat sayist 20 mm > 10-20 mm 0-10 mm Negatif (-)
tirleri (+++)(%) (+4) (%) (+) (%) (%)
E.spp n=28 6(21,4) 10(35,7) 3(10,7) 9(32,1)
E.casseliflavus n=25 10(40) 7(28) 8(32) _
E.flavescens n=21 9(42,9) 5(23,8) 6(28,6) 1(4,8)
E.gallinarum n=20 8(40) 3(15) 7(35) 2(10)
E.raffinosus n=13 3(23,1) 7(53,8) 3(23,1) _
E.solitarius n=12 3(25) 3(25) 4(33,3) 2(16,7)
E.pseudoavium n=11 _ 2(18,2) 2(18,2) 7(63,6)
E.avium n=6 _ 2(33,3) 1(16,7) 3(50)
E.faecalis n=6 1(16,7) 1(16,7) 1(16,7) 3(50)
E.malodoratus n=3 1(33,3) 1(33,3) 1(33,3) _
E.faecium n=1 _ 1(100) _ _
E.hirae n=1 _ _ 1(100) _
E.durans n=1 _ _ _ 1(100)
E.mundtii n=1 1(100) _ _ _
E.dispar n=1 _ _ 1(100) _
Toplam n =150 42(28) 42(28) 38(25,3) 28(18,7)

(+++) kuvvetli pozitif , (++) orta derecede pozitif, (+) zayif pozitif
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Cizelge 4.21°deki sonuglara gore, balikk Orneklerinden izole edilen 150 Enterococcus
izolatmin 4°C’dekiproteolitik enzim aktivite sonuglar1 incelendiginde, 24°ii(%16) kuvvetli
pozitif, 73°1(%48,7) orta derecede pozitif, 26’s1 (%17,3) zayif pozitif ve 27’si(%18)

negatif sonug vermistir.

E.spp olarak tanimlanan izolatlarin 7°si(%25) kuvvetli pozitif, 12’si(%42,9) orta derecede
pozitif, 6’s1(%21,4) zayif pozitif ve 3’1i(%10,7) negatif sonu¢ vermistir. E. casseliflavs
olarak tanimlanan izolatlarm 4°1i(%10,6) kuvvetli pozitif, 14’1i(%56) orta derecede pozitif,
3’1(%12) zayif pozitif ve 4’i(%16) negatif sonu¢ vermistir. E. flavescens olarak
tanimlanan izolatlarm 4°1(19,05) kuvvetli pozitif, 12°s1(%57,1) orta derecede pozitif,
4’1i(%19,05) zayif pozitif ve 1°1(%4,8) negatif olarak tespit edilmistir.

E. gallinarum olarak tespit edilen izolatlarin 1’i(%5) kuvvetli pozitif, 10’ u(%50) orta
derecede pozitif, 5’i1(%25) zayif pozitif ve 4°1i(%20) negatif sonu¢ vermistir. E.raffinosus
olarak belirlenen izolatlarin 1’1(%7,7) kuvvetli pozitif, 10°u(%76,9) orta derecede pozitif
1’1(%7,7) zayif pozitif olarak bulunurken 1’1(%7,7) negatif olarak bulunmustur.

E. solitarius olarak tanimlanan izolatlarin 5’i(%41,7) orta derecede pozitif, 2’si(% 16,7)
zayif pozitif sonug verirken, 5’i(%41,7) negatif sonu¢ vermistir. E. pseudoavium olarak
tanimlanan izolatlarin 4°1i(%36,4) kuvvetli pozitif, 2’si(%18,2) orta derecede pozitif,
1’1(%9,1) zayif pozitif olarak bulunurken 4’(%36,4) negatif sonu¢ vermistir. E.avium
1’i(%16,7) kuvvetli pozitif, 1°1(%]16,7) orta derecede pozitif, 1’1(%16,7) zayif pozitif

sonug verirken 3’1i(%50) negatif sonu¢ vermistir.

E.faecalis olarak belirlenen izolatlarin 5’i(%83,3) orta derecede pozitif olarak bulunurken
1’i(%16,7) zayif pozitif sonu¢ vermistir. E.malodoratus olan izolatlarin 1°i(%33,3) zayif

pozitif sonug verirken 2’si(%66,7) negatif sonu¢ vermistir.

4°C’deki proteolitik enzim aktivite sonuglarina gore E.faecium olarak belirlenen izolat
kuvvetli pozitif, E.hirae olarak tanimlanan izolat orta derecede pozitif, E.durans izolati
zayif pozitif, E.mundtii izolat1 orta derecede pozitif sonu¢ verirken E.dispar kuvvetli

pozitif sonu¢ vermistir.
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Cizelge 4.22°deki sonuglarimiza gore, balik 6rneklerinden izole edilen 150 Enterococcus
izolatmin 20°C’dekiproteolitik enzim aktivite sonuglari incelendiginde, 31’i(%20,7)
kuvvetli pozitif, 13°1(%38,7) orta derecede pozitif, 4’1 (%2,7) zayif pozitif sonug verirken

102’s1(%68) negatif sonug vermistir.

E.spp olarak tanimlanan izolatlarin 6’si(%21,4) kuvvetli pozitif, 5’1(%17,9) orta derecede
pozitif ve 17°si(%60,7) negatif sonu¢ vermistir. E. casseliflavs olarak tanimlanan
izolatlarin 5°1(%20) kuvvetli pozitif, 2’s1(%8) orta derecede pozitif ve 18’1(%72) negatif
sonu¢ vermistir. E. flavescens olarak tanimlanan izolatlarin 5’i(%23,8) kuvvetli pozitif,
2’s1(%9,5) orta derecede pozitif, 1’1(%4,8) zayif pozitif ve 13’1i(%61,9) negatif olarak
tespit edilmistir.

E. gallinarum olarak tespit edilen izolatlarin 3’i(%15) kuvvetli pozitif, 1°i(%5) orta
derecede pozitif ve 16’s1(%80) negatif sonu¢ vermistir. E.raffinosus olarak belirlenen
izolatlarm 1°1(%7,7) orta derecede pozitif 1’1(%7,7) zayif pozitif olarak bulunurken
11°1(%84,6) negatif olarak bulunmustur.

E. solitarius olarak tanimlanan izolatlarm 3’i(%25) kuvvetli pozitif sonug¢ verirken
9’u(%75) negatif sonu¢ vermistir. E. pseudoavium olarak tanimlanan izolatlarin
4°11(%36,4) kuvvetli pozitif, 2°s1(%18,2) zayif pozitif olarak bulunurken 5°1(%45,4) negatif
sonu¢ vermistir. E.avium 2’si(23,3) kuvvetli pozitif sonug verirken 4’1i(%66,7) negatif

sonu¢ vermistir.

E.faecalis olarak belirlenen izolatlarm 1°i(%16,7) kuvvetli pozitif, 1’i(%16,7) orta
derecede pozitif olarak bulunurken 4’i(%66,7) negatif sonu¢ vermistir. E.malodoratus
olan izolatlarin 1°1(%33,3) kuvvetli pozitif, 1°’1(%33,3) orta derecede pozitif sonu¢ verirken

1’1(%33,3) negatif sonu¢ vermistir.

20°C’deki proteolitik enzim aktivite sonuglarma gore E.faecium olarak belirlenen izolat
negatif, E.hirae olarak tanimlanan izolat negatif, E.durans izolat1 negatif, E.mundtii izolat

negatif sonug verirken E.dispar kuvvetli pozitif sonug vermistir.

Cizelge 4.23’de verilen sonuglara gore, balik 6rneklerinden izole edilen 150 Enterococcus

izolatmin 37°C’dekiproteolitik enzim aktivite sonuglar1 incelendiginde, 42’si(%28)
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kuvvetli pozitif, 42°si(%28) orta derecede pozitif, 38’1 (%25,3) zayif pozitif ve
28’1(%18,7) negatif sonu¢ vermistir.

E.spp olarak tanimlanan izolatlarin 6’s1(%21,4) kuvvetli pozitif, 10’u(%35,7) orta derecede
pozitif, 3°1i(%10,7) zayif pozitif ve 9’u(%32,1) negatif sonu¢ vermistir. E. casseliflavs
olarak tanimlanan izolatlarin 10’u(%40) kuvvetli pozitif, 7’si(%28) orta derecede pozitif,
8’1(%32) zayif pozitif sonu¢ vermistir. E. flavescens olarak tanimlanan izolatlarin
9°u(%42,9) kuvvetli pozitif, 5’1(%23,8) orta derecede pozitif, 6’s1(%28,6) zayif pozitif ve
1’1(%4,8) negatif olarak tespit edilmistir.

E. gallinarum olarak tespit edilen izolatlarm 8’i(%40) kuvvetli pozitif, 3’i(%15) orta
derecede pozitif, 7°si(%35) zayif pozitif ve 2’si(%10) negatif sonu¢ vermistir. E.raffinosus
olarak belirlenen izolatlarin 3°1i(%23,1) kuvvetli pozitif, 7°si(%53,8) orta derecede pozitif
ve 31(%23,1) zayif pozitif olarak bulunmustur.

E. solitarius olarak tanimlanan izolatlarin 3’1i(%25) kuvvetli pozitif, 3’1i(%25) orta
derecede pozitif, 4’i(% 33,3) zayif pozitif sonu¢ verirken, 2’si(%16,7) negatif sonug
vermistir. E. pseudoavium olarak tanimlanan izolatlarin 2’si(%18,2) orta derecede pozitif,
2’si(%]18,2) zayif pozitif olarak bulunurken 7’si(%63,6) negatif sonu¢ vermistir. E.avium
2’51(%33,3) orta derecede pozitif, 1’1(%16,7) zayif pozitif sonug verirken 3’1i(%50) negatif

sonu¢ vermistir.

E.faecalis olarak belirlenen izolatlarin 1’i(%16,7) kuvvetli pozitif, 1’i(%16,7) orta
derecede pozitif, 1°1(%16,7) zayif pozitif sonu¢ ve 3’1i(%50) negatif sonu¢ vermistir.
E.malodoratus olan izolatlarin 1°i(%33,3) kuvvetli pozitif, 1’i1(%33,3) orta derecede pozitif

ve 1°1(%33,3) zayif pozitif sonu¢ vermistir.
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37°C’deki proteolitik enzim aktivite sonuglarma gore E.faecium olarak belirlenen izolat
orta derecede kuvvetli pozitif, E.hirae olarak tanimlanan izolat zayif pozitif, E.durans
izolat1 negatif, E.mundtii izolat1 kuvvetli pozitif sonug verirken E.dispar zayif pozitif sonug

vermistir.

Arastrmamizda balik 6rneklerinden izole edilen 150 Enterococcus izolatmin 30°C’deki
lipolitik enzim aktivitelerine bakilmistir ve sonuglar degerlendirildiginde pozitif sonug elde

edilememistir.
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5. TARTISMA

Mikroorganizmalarin kontrol altina alinmasinda kullanilan yontemlerin uygulanmasiyla
tilketiciye sunulan gidanin glivenligini garanti etmede en 6nemli nokta, tehlike analizleri ve
kritik kontrol noktalar1t (HACCP) kavrammin su {iriinleri isletmelerinde uygulamaya
konulmasidir. HACCP, birgok iilkede su liriinleri sektdriinde basari ile uygulanmaktadir.
Temel amag, gida gilivenirligini tehlikeye sokan zararlarin 6nlenmesi olmasina karsin, tiim
sistemde olusturulan islem kontrolii nedeniyle diisilk maliyetin yan sira iirlin kalitesinde

de artisa neden olmaktadir [28].

Halk sagligi ele alindiginda tiiketilmesi on goriilen baliklarin mikrobiyolojik agidan bazi
hijyen parametrelerini tasimasi gerekmektedir. Baliklarm kas dokularinin diger memeli
hayvanlara oranla ¢ok daha hizli bozulmasi, avlanmadan tiiketilinceye kadar gecen siirede
mikroorganizmalarin ve diger etkenlerin etkisine maruz kalmasindan dolayr balik eti,

tazeligini ve kalitesini kaybedebilmektedir [7].

Enterococcus’lar pH, sicaklik ve tuza karsi olan direngleri sayesinde, gida {iretimi sirasinda
canli kalarak son {iiriinli de kontamine edebilirler. Bu sebeple gidalarda bulunmalar1
kontaminasyonun bir gdstergesi olarak kabul edilirken, fermente gidalarda kotii hijyen
kosullarinin gostergesi degildirler. Bu bakteriler bir¢cok gidada dogal olarak bulunan ve

cesitli gidalarin fermentasyonunda rol oynayan 6nemli mikroorganizmalardir [50].

Bu arastrmada Ankara’da tiikketime sunulan balikk Orneklerinden (solungag ve
bagirsaklariyla)Enterococcus tiirlerinin izolasyonu ve identifikasyonu gerceklestirilmistir.
Tanimlamalar1 yapilan Enterococcus tiirlerinin slime, dnaz, jelatinaz ve hemolitik
aktiviteleri, biyofilm olusumlari, 4°C, 20°C ve 37°C’deki proteolitik ve lipolitik enzim

aktiviteleri aragtirilmistir. Enterococcus tiirlerinin antibiyotik direnclilikleri belirlenmistir.

Arastirmamizda balik 6rneklerinden izole edilen Enterococcus cinsine ait 150 izolatin 28’1
(%18,7) E. spp., 25’i(%16,7) E. .casseliflavs, 21’i (%14) E.flavescens, 20’si (%13,3),
E.gallinarum, 13’4 (%8,7) E.raffinosus, 12’si (%8) E.solitarius, 11’1 (%7,3)
E.pseudoavium, 6’s1 (%4) E.avium, 6’s1 (%4) E.faecalis, 3’i (%2) E.malodoratus, 1’i
(%0,7) E.faecium, 1’1 (%0,7) E.hirae, 1’1 (%0,7) E.durans, 1’i (%0,7) E.mundtii, 1’i

(%0,7) E.dispar olarak tanimlanmustir.
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Tath su baliklarindan izole edilen Enterococcus tiirlerine ait 73 izolattan 13°i(% 17,8)
E.spp, 14°6(% 19,2) E.casseliflavus, 10’u(% 13,7) E.flavescens, 8’i(% 11) E.gallinarum,
2’si(% 2,7) E.raffinosus, 6’s1(% 8,2) E.solitarius, 8’i(% 11) E.pseudoavium, 4’i(% 5,5)
E.avium, 5’i(% 6,8) E.faecalis ve 3’ii(% 4,1) E.malodoratus olarak bulunmustur.

Deniz baliklarindan izole edilen Enterococcus tiirlerine ait 77 izolattan 15°1(% 19,5) E.spp,
11’i(% 14,3) E.casseliflavus, 11’i(% 14,3) E.flavescens, 12’si(% 15,6) E.gallinarum, 11°i
(% 14,3) E.raffinosus, 6’s1(% 7,8) E.solitarius, 3i(% 3,9) E.pseudoavium, 2’si(% 2,6)
E.avium, 1’i(% 1,3) E.faecalis , 1’i(% 1,3) E.faecium, , 1’i(% 1,3) E.hirae, 1’i(% 1,3)
E.durans, 1’i(% 1,3) E.mundtii ve 1°i(% 1,3) E.dispar olarak bulunmustur.

Citak ve ark. (2009), yapmis olduklar1 ¢alismada, dondurulmus 120 et ve sebze d6rneginden
toplam 63 (% 52,5) Enterococcus tiirii izole edilmistir. Bunlarin %63.4’linlin fekal
enterokok oldugu ve % 70’inde E. faecalis, %30’unda ise E. faecium oldugu belirlenmistir
[174].

Tansuphasin ve arkadaslarimin 2006 yilinda dondurulmus 103 hayvansal kaynakl (tavuk,
karides) ornek {izerindeki ¢alismasinda da 113 Enterococcus izolatinin i¢inde en yiiksek
siklikta E. faecalis (% 28.9), E. faecium (% 8.8), olmak tizere E. durans (% 4.2), E.
raffinosus (% 0.8)ve diger tiirler (E. avium, E. mallodoratus, E. hirae, E. gallinarum) %

4.6 oraninda tespit etmislerdir [175].

Macovei ve Zurek‘in 2006 yilinda yapmis olduklar1 ¢calismada, et, siit ve peynirden izole
edilen Enterococcus suslarmin dagilim orani, Enterococcus faecalis %88.2, E.

faecium%6.8, E. casseliflavus%9 olarak saptanmustir [176].

Devriese ve arkadaslarinin 1995 yilinda taze ve hazir gida ornekleriyle yaptiklari
calismada izole ettikleri 161 Enterococcus izolatmm 94(% 58,3)’t E. faecalis, 71(%

44,1)’i E. faecium ve 15(% 9,3)’i de E. hirae veya E. durans olarak tanimlanmstir [81].

Crtak, Tansuphasin, Macovei ve Devriese’nin ¢alismalarinda E. faecium ve E. faecalis’in
yiiksek siklikla, E. durans, E. hirae, E. avium ve E. gallinarum tiirlerini daha az siklikla

izole edilmesi bizim ¢alismamizla uygunluk gostermezken, E. faecalis izolasyonunu E.
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faecium izolasyonundan daha fazla siklikla izole edilmesi bizim g¢alismamizla parelellik

gostermistir.

Svec ve ark. (1999), su 6rnekleri ile yapmis olduklari ¢alismada %5 E. mundtii, %4 E.
hirae, %3 E. casseliflavus, %3 E. gallinarum ve % 3 E. durans ve bir izolat E. avium izole

etmesi bunlarin fekal kirliligin gostergesi olarak belirtmektedir [177].

Sonuglarimiza gore diisiik oranda da olsa baliklardan izole edilen E. hirae (%0,7),
E.mundtii (%0,7), E. durans (%0,7) ve E. dispar’m (%0,7) fekal orijinli olarak yikama
sularinda, ¢esitli kontaminasyon faktorler ile c¢ogalabildigini ve son {iriinlerde

bulunabildigini géstermektedir.

Kasimoglu ve ark.(2010), Ankara ¢evresinde tavuklarla yaptiklar: ¢calismada %48 oraninda
E. faecium, %23 oraninda E. durans, %19 oraninda E. faecalis izole etmislerdir. Bu
tiirlerden daha az oranda ise E. hirae, E. mundtii, E.casseliflavus elde etmislerdir. Bizim
calismamizda E. faecium (%24,6) oran1 E. faecalis’ten (%35,4) daha az oldugu igin bu
sonuglar bizim ¢alismamizi desteklememektedir. Ayrica E. faecium ve E. faecalis izole

edilmesi fekal kirliligin de gostergesidir [178].

Karabiyik (2011), 80 fermente et 6rnegi ile yapmis olduklar1 caligmada, 134 Enterococcus
izole etmislerdir. 134 Enterococcus izolatin, 79’u (%59) E. faecium, 35’1 (%26.1) E.
faecalis, 131 (%9.7) E. gallinarum, 5’i (%3.7) E. durans, 1’i (%0.7) E. avium ve 1’i
(%0.7) E. hirae olarak tespit etmistir[41]. E. faecium ve E. faecalis'in daha fazla siklikla

izole edilmesi bizim sonu¢larimiz1 desteklememektedir.

Hammad ve ark.(2015), Misirda peynirle yapmis olduklari ¢alismada, 90 6rnekten 120
Enterococcus izolati elde edilmistir. 120 izolatin 37°si(%30,8) E. faecium, 13°i(%10,8)E.
faecalis olarak tanimlanmustir. Bizim sonuglarimizda daha az oranda E. faeciumveE.

faecalistespit edilmistir [179].

Arastirmamizda balik oOrneklerinden izole edilen Enterococcus izolatlarinda slime,

jelatinaz, DNaz ve hemoliz gibi bazi virulans faktorlerine bakilmaigtir.

Enterococus'larin  virulanslar1 ile ilgili en o©nemli faktorlerden biri slime/biyofilm

olusumudur. Bu multiseliiler kompleksler kolonilerin etrafindaki ekzopolisakkarit yapidaki
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matrikslerdir. Kolonilerin gesitli yiizeylere yapismalarini saglamalarmin disinda, bakteriyi
fagositozdan ve antimikrobiyal maddelerin etkisinden korurlar. Bir¢ok klinik caligmada
enterococcal slime ile ilgili ¢alisma mevcutken, gidalardan izole edilen Enterococcus'larin

slime olusumlariyla ilgili ¢cok az ¢aligma mevcuttur [157].

Calismamizda baliktan izole edilen 150 izolatin 102’si (%68) slime (+), 48’1(%32)
slime (-)'dir (Cizelge 4.5). Tath su baliklarindan izole edilen tiirlerin 56’s1(76,7) slime (+),
17’51(%23,3) slime (-)’dir(Cizelge 4.6). Deniz baliklarindan izole edilen tiirlerde ise
47°51(%61) slime (+), 30’u(% 39) slime (-) olarak bulunmustur( Cizelge 4.7 ).

Balik orneklerinden izole edilen 150 Enterococcus izolatmin jelatinaz olusumlarina
bakilmistir (Cizelge 4.10). 150 Enterococcus izolatin, 19'u (%12,7) jelatinaz (+), 131"t
(%87,3) jelatinaz (-)'dir. Tatli su baliklarindan izole edilen tiirlerin 15’1(%20,5) jelatinaz
(), 58’1(%79,5) jelatinaz (-)’ dir (Cizelge 4.11). Deniz baliklarindan izole edilen
izolatlarin 4°i(% 5,2) jelatinaz (+), 73’0(% 94,8) jelatinaz (-) olarak tespit
edilmistir(Cizelge 4.12).

DNaz, DNA'y1 parcalama kabiliyetinden dolayr Enterococcus'larin 6nemli virulans

faktorleri arasinda kabul edilmektedir.

Arastirmamizda elde edilen 150 izolattan 128’1 (% 85,3) DNaz (+), 22’si (14,7)DNaz(-)'dir
(Cizelge 4.13). Tath su baliklarindan izole edilen 73 Enterococcus izolatinin 54°i (% 74)
DNaz (+), 19’u (%26) DNaz (-)'dir(Cizelge 4.14). Deniz baliklarindan izole edilen 77
izolattan 74°1i( %96,1) DNaz (+), 3’ (% 3,9) DNaz (-)'dir( Cizelge 4.15).

Hemolizinler enfeksiyonlarin olusma riskini artirabilmeleri nedeniyle enterococcal
virulansta 6nemli rol oynar. Az sayidaki calisma Enterococcus suslarmim hemolizin

iirettigini ve insan, at ve koyun eritrositlerine kars1 aktif oldugunu géstermektedir [93,157].

Tatli su balik 6rneklerinden izole edilen 73 izolatin 2’si(% 2,7) hemoliz (+), 71°(% 97,3)
hemoliz (-)'dir( Cizelge 4.17). Deniz baliklarindan izole edilen 77 Enterococcus izolatinin
1’i(% 1,3) hemoliz (+), 76’s1( % 98,7) hemoliz (-) olarak tespit edilmistir( Cizelge 4.18).
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Aragtirmamizdaki bu sonuglar baliklardan izole edilen Enterococcus'larin, slime ve dnaz
ozellikleri izolatlarin ¢ogunda pozitif sonu¢ verirken jelatinaz ve hemoliz aktiviteleri

cogunlukta negatif olarak tespit edilmistir.

Bazi ¢aligmalarda jelatinaz iretiminin sadece E.faecalis’e has bir 6zellik oldugu
bildirilmesine karsin, Elsner ve ark., 2000, Eaton ve Gasson, 2001, yapmis olduklar1

caligmada az sayida E.faecium ve E.hirae susunda bu 6zellige rastlamiglardir [99,180].

Eaton ve Gasson (2001), insan ve gida orijinli E.faecalis suslarinda %56 oraninda jelatinaz

siklig1 saptamuslardir [99].

Bu caligmalar jelatinaz 6zelliginin klinik suslarda yiiksek oranda bulundugunu ve

hayvansal gida orijinli suslarda da bulunabilecegini gostermektedir.

Bizim g¢alismamizda da baliklardan 6 E.faecalis izolati elde edilmis ve 4’i(%66,7)
jelatinaz (+), 2’si(%33,3) jelatinaz (-) olarak saptanmasi bu calismalara parelellik
gostermistir. Bunun disinda elde edilen diger tiirlerinde pozitif sonug¢ vermeleri bu

ozelligin sadece E.faecalis’e has bir 6zellik olmadigin1 gostermistir.

Ayni arastirmacilar bir¢ok yaymda hemolizin {iretiminin sadece E.faecalis’e has bir 6zellik
oldugu bildirilmesine karsmn yapmis olduklar1 ¢alismada E.faecium suslarinda ve insan
orijinli birer E.hirae ve E.gallinarum suslarinda bu 6zellige rastlamislardir. Hemolizin
iiretimine, insan kokenli E. faecalis ve E. faecium suslarinda, hayvansal orijinli suslara
gore (%33-%15,9) daha yiiksek oranda rastlanmustir. Elsner ve ark. (2000), bakteriyemik
insanlardan izole edilen E.faecalis suslarnin (%16)’sinin  hemolizin irettigini
saptamiglardir[ 180]. Eaton ve Gasson (2001), klinik 6rneklerde ve hayvansal gidalarda
yapmis olduklar1 ¢alismada E.faecalis'in sirasiyla (%33)'ini ve (%44)’tinii hemoliz (+)

bulmuslardir [99]. Bu sonuglar bizim ¢alismamizi desteklememektedir.

Oladipo ve ark.(2014), Nijeryada geleneksel fermente gidalarla yapmus olduklar1 ¢alismada
E. gallinarumizolatlarinin virulans potansiyellerini incelemislerdir. Elde edilen 5 E.

gallinarumizolatnin hi¢birinde hemolizin ve jelatinaz {iretimi saptanmamistur.
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Aragtirmamizdaki sonuglara gore, baliklarindan elde edilen 20 E. gallinarum izolatinin

higbirinde hemolizin ve jelatinaz {iretimi saptanmamasi bu ¢aligmayla uyum gostermistir

[181].

Torlak(2013) gida oOrneklerinden izole edilen 100 Enterococcus izolatinin DNaz
olusumlarinit incelemis ve 100 Enterococcus izolatin, 6's1 (%6) DNaz (+), 94U (%94)
DNaz (-) olarak saptamislardir [182]. Bizim c¢aligmamizda ise 150 izolatin 128’1 (% 85,3)
DNaz (+), 22’s1(14,7) DNaz (-) olarak bulunmustur.

Biyofilm tek yonlii olarak bir substrata, ara ylizeye veya birbirlerine tutunmus, kendi
iirettikleri ekstraselliiler polimerik maddelerden olusan bir matriks igerisinde gomiilii
biiylime hizlar1 ve gen transkripsiyonlar1 agisindan serbest dolasan, tiirdesleri ile aralarinda
farkliliklar bulunan mikrobiyal hiicrelerden olusan hareketsiz bir topluluk olarak
tanimlanmistir [120]. Biyofilmler gida sektorii icin sadece kontaminasyon kaynagi olmay1

ayn1 zamanda isletme ekipmanlarinda korozyon oranini arttirir ve 1s1 transferini diistirtir.

Biyofilm sadece gida endiistrisinde degil ayn1 zamanda insane saglig1 tizerinde de 6nemli
etkileri vardir. Amerika Birlesik Devletleri’ndeki Ulusal Saglik Enstitiileri( The National
Institutes of Health), enfeksiyonlarin % 80’inden fazlasina biyofilmlerin neden oldugunu

tahmin etmektedir [183].

Arastirmamizda biyofilm Ol¢limii i¢in mikroplatelerde biyofilm olusumuna ve kongo
kirmizili agarda slime testine bakilmistir. Cizelge 4.9°daki biyofilm sonuglari
incelendiginde tatli su baliklarindan izole edilen Enterococcus tiirlerinin 71’1 (%97,3)
pozitif sonug¢ verirken, TSB+% 2 glikoz da 24 saatlik inkubasyon sonucunda 73 izolatin
61°1 (%83,6) pozitif biyofilm olusumu gostermistir. Deniz baliklarindan izole edilen 77
Enterococcusizolatinin 37°C’de TSB da biyofilm olusumlar1 incelendiginde 77’si( %100)
pozitif sonug vermistir. Ayni izolatlarin TSB+% 2 glikoz da 24 saatlik inkubasyonu sonucu

75’1 (%97,4) pozitif biyofilm olusumu gostermistir.

Kivang ve ark (2013), diyabetik hastalarda enterokoklarin goz i¢i potansiyel virulanslarmni
gostermek amaciyla yaptiklari ¢alismada biyokimyasal testlerle elde edilen 26 enterokok

kokeninin 2471 E.faecalis, 2’si E.avium olarak tanimlamistir.
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Incelenen tiim E. faecalis kokenlerinin biyofilm iirettikleri saptanmistir [184]. Bu sonuglar

bizim ¢alismamizla parelellik gostermistir.

Giindogan ve ark (2013), et ve siit triinlerinden E. faecalis ve E. faecium izole ettigi
caligmada toplam 125 izolatin 55’i(%44) E. faecalis, 30’u(%24) E. faecium olarak
tanimlanmstir [185]. Incelenen bu izolatlarn tiimiinde biyofilm olusumu saptanmanustir.

Bu sonuglar bizim ¢aligmamizla parelellik gostermemistir.

Arastirmamizda balik Orneklerinden elde edilen 150 izolatn 102’s1(%68) slime pozitif
bulunurken, 48°1(%32) slime negatif olarak tespit edilmistir.

Cift¢i ve ark(2009) yapmis olduklar1 ¢alismada tavuklardan izole ettigi 67 E.faecalis
izolatinin 40°1(%59,7) slime pozitif, 27’si (%40,3) slime negatif olarak bulmustur [186].

Elde edilen sonuglar ¢alismamizi desteklemektedir.

Ozellikle son yillarda antibiyotik tiiketiminin olduk¢a arttig1  bilinmektedir.
Antibiyotiklerin enfeksiyon hastaliklarinda yaygin kullanimi, bir tarafta tedavide basari
saglarken, diger tarafta enfeksiyona neden olan bakterilerde, kullanilan antibiyotiklere

kars1 yiiksek diizeyde ve hizh bir sekilde direngliligin gelisimine neden olmaktadir[187].

Citak ve ark. (2005), yapmis olduklar1 ¢calismada, ¢ig siitte birden ¢ok antibiyotige direngli
Enterococcus susu izole etmiglerdir. Bu sonuglar, Enterococcus'larin enfeksiyonlarin gizli
kaynag1 olabilecegini gostermis olup, 6zellikle vankomisine direngli Enterococcus’larin

halk sagligini ciddi sekilde tehdit ettigini vurgulamislardir [89].

Sonuglarimiza gore; tatli su balik orneklerinden elde edilen toplam 73 Enterococcus
izolatinin antibiyotik direnglilikleri incelendiginde, 68’1 (%93,2) novobiosine, 61’1 (%83,6)
ampisiline, 41’1 (%56,2) vankomisine, 40’1 (%54.,8) tetrasikline, 26’s1 (%?35,6)
siprofloksasine, 24’ (%32,9) eritromisine, 21’1 (%28,8) kloramfenikole, 18’1 (%24,6)
teikoplanine, 18’i (%24,7) nitrofurantoine ve 14’ti (%19,2) gentamisine direngli olarak

bulunmustur.

Deniz baliklarindan izole edilen 77 izolatin antibiyotik direnglilikleri, 71’1 (%92,2)
ampisiline, 53’10 (%068,8) tetrasikline, 50’si (%64,9) eritromisine, 34’0 (%44,1)
vankomisine, 34’4 (%44,1) novobiosine, 38’1 (%49,3) siprofloksasine, 27’si (%35,1)
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nitrofurantoine 24t (%31,2) kloramfenikole, 18’1 (%24,6) teikoplanine, 16’s1 (%20,8)

gentamisine ve 3’1 (%3,9) teikoplanine direngli olarak bulunmustur.

Babar ve ark.(2014), Pakistan’da klinik orneklerden izole edilen Enterococcus’larin
vankomisin direngliliklerini belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, 190 Enterococcus
izolatindan  22’si(%11,57) vankomisine direngli olarak  bulunmustur[188].Bizim
calismamizda tath su baliklarindan elde edilen 73 izolatin 41°1(%56,2) deniz baliklardan

elde edilen 77 izolatmn ise 34°1i(%44,1) vankomisine direng gostermistir.

Kasimoglu ve ark. (2010), tavuk Ornekleri ile yaptiklar1 c¢alismada, izole edilen
Enterococccus suslarinda eritromisin (%91), tetrasiklin (%98) ve kloramfenikol (%48)

antibiyotiklerine kars1 direng saptamiglardir [178].

Gida orneklerinde vankomisin direnci saptanmasinin, halk sagligin1 yiiksek oranda tehdit
edebilecegini belirtmislerdir [178]. Vankomisine tetrasikline ve kloramfenikole direng

saptanmasi ¢alismamizin sonuglarini desteklemistir.

Costa ve ark. (2010), tavuk ornekleriyle yaptiklari ¢alismada 29 tavuk 6rneginden izole
ettikleri 17 (%59) Enterococus izolat1 vankomisine tespit etmislerdir. Vankomisin direngli
tim E. faecium izolatlar1 tetrasiklin ve eritromisine karsi direngli iken, ampisiline ve
siprofloksasine karsi1 %50 direngli bulmuslardir [189]. Bu sonuglar bizim g¢alismamizi

desteklememektedir.

Robredo ve ark. (2000), yaptig1 bir ¢alismada tavuklardan izole edilen E. hirae, E. durans,
E. faecium izolatlar1 teikoplanin ve eritromisin direnci saptanarak ¢alismamizin sonuglarini

desteklemistir [71].

Citak ve ark.(2006), yapmis olduklar1 ¢aligmada ¢ig siitten izole edilen Enterococcus
suslarinda Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile antibiyotik direnglilikleri arastirilmistir.
Okzasilin (%95), streptomisin (%97) ve eritromisin (%86) antibiyotiklerine yiiksek
diizeyde direng saptanirken, vankomisin (%48) ve teikoplanin (%52) antibiyotiklerine orta
diizeyde direng saptanmustir [190].

Gidalardan izole edilen Enterococcus’larin  vankomisin antibiyotigine direngli

bulunmasinin bir¢ok enfeksiyona neden olabilecegini bildirmislerdir [190].
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Bizim ¢aligmamizda da beta laktam grubu antibiyotiklerden olan ampisiline ayrica

teikoplanin ve vankomisine direng bulunmasi parelellik gostermektedir.

Kavukoglu(2011) fermente et iiriinleriyle yaptigi ¢aligmada elde edilen toplam 134
Enterococcus izolatinin antibiyotik direngliliklerini incelemis ve 98’i(%73,1) rifampine,
49°’u  (%36,6)streptomisine, 27’si (%20,1) eritromisine, 20’si(%14,9) nitrofurontoine
,8’1(%06) siprofloksasine, 8’1 (%6) tetrasikline, 3’1(%2,2) gentamisine, 2’si(%1,5)
kloramfenikole, 2’si(%]1,5) teikoplanine, 1’i(% 0,7)penisiline ve 1’i(%0,7) ampisiline

direngli bulunmus. Vankomisin direngli izolat bulunmamistir [191].

Bizim caismamizda tath su baliklarindan izole edilen izolatlarm antibiyotik direngliligi
eritromisin ile parellelik gosterirken siprofloksasin, tetrasiklin ve ampisilin direng degerleri
daha yiiksek oranda bulunmustur. Ayrica calismamizda deniz ve tath su baliklarinda

vankomisine direngli izolatlar tespit edilmistir.

Gilindogan ve ark(2013), et ve siit {iriinleriyle yaptiklar1 ¢alismada toplam 125 izolattin 55’1
E. faecalis, 30’u E. faecium olarak tanimlanmistir. Bu izolatlarin antibiyotik direngliligi
incelendiginde ampisilin, kloramfenikol, teikoplanin, tetrasiklin ve vankomisine duyarl
olarak bulunurken eritromisine (%47), gentamisine (%14) ve penisiline(%4) direng
gostermistir [185]. Arastirmamizda tathi su ve deniz baliklarinda vankomisin, ampisilin,
kloramfenikol ve tetrasikline direncli, gentamisine de duyarli izolatlarin fazla olmasi bu

calismayla uygunluk gostermemistir.

Enterococcuslar’lar dogadaki genis yayilimlari, gram pozitif mikroorganizmalarda sik
rastlanmayan yiiksek siklikta genetik madde degisim kapasiteleri, buna bagl olarak yiiksek
diizeyde antibiyotik direnglilikleri ve neden olduklar1 enfeksiyonlardaki yiiksek

mortaliteleri ile ilgi ¢geken mikroorganizmalardir [192].

Enterococcus’larin  insanlara bulagsmasinda hayvanlarin rolii, ekzojen bulasmanin
anlasilmasindan ve hayvansal Enterococcus suslarinda da antibiyotik direngliligin
artmasindan sonra dikkati ¢ekmistir. Ayrica direngli Enterococcuslar’da hayvanlarin rolii

olabilecegi bazi aragtirmalarda gosterilmistir [156, 193].
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Enterococcus suslarinin gidalarda starter ve probiyotik kiiltiir olarak kullanilmasi gida
giivenligi acisindan ¢ok iyi degerlendirilmelidir. Enfeksiyon yapan Enterococcus tiirlerinin

gidalarda bulunmalar1 istenmemektedir.

Hastalik yapan Enterococcus tiirleri ile gidalarda bulunan Enterococcus tiirleri birbirleri ile
iliskilendirilmemesine ragmen, bu bakterilerin starter kiiltiir ve/veya probiyotik kiiltiir
olarak, gida zincirine girecek suslarin se¢ilmesinde daha dikkatli olmay1 gerektirmektedir.
Gilintimiizde halen Enterococcus tiirlerinin starter kiiltiir olarak kullanilmalarma cevap

vermek giigtiir.

Ekolojik olarak laktik asit bakterileri icinde yer alan Enterococcus’lar, insan ve
hayvanlarin bagirsak sistemlerinde ve fermente edilmis gidalarda yer alirlar. Bircok
fermente et c¢esidinin tat ve aromasmin olugsmasinda 6nemli rol oynamalari, bakteriyosin
iretme yetenekleri ve probiyotik olarak kullanilabilirlikleri gibi onemli teknolojik
ozelliklere sahip olmalarmin yani sira, klinik enfeksiyonlarda etkili olmalar1 ve
antibiyotiklere kars1 gosterdikleri direng nedeniyle gida kaynakli patojenler olarak
goriilebilmektedirler. Enterococcus’lar peynir ve diger fermente iirtinlerinde starter kiiltiir
veya probiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in bu patojenlige yol agan tiim faktorlerin
detaylica arastirilmasi gereklidir. Boylece diger laktik asit bakterileri gibi gidalarda giivenli
bir sekilde kullanilmasi saglanabilir [194].

Enterococcus cinsi i¢inde probiyotik 6zellik gosteren iki tiir Enterococcus faecium ve

Enterococcus faecalis olarak bildirilmistir.

Enterococcus faecium’un insanlarda diyarenin tedavisinde probiyotik olarak kullaniminin,

antibiyotik uygulamalarina bir alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir [63, 106, 195].

Calismamizda balik 6rneklerinden izole edilen 150 izolatmn 4°C’deki proteolitik enzim
aktiviteleri incelendiginde 73’ii (%48,7) orta derecede pozitif, 20°C’deki proteolitik enzim
aktivitesi 102°si(%68) negatif, 37°C’deki proteolitik enzim aktivitesi ise 42’si(%28)
kuvvetli pozitif ve 42’si(%28) orta derecede pozitif olarak bulunmustur(Cizelge 4.17, 4.18,

4.19). Lipolitik enzim aktiviteside incelenmis fakat pozitif sonu¢ bulunamamastir.
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Citak ve ark.(2005), ¢ig siit ve beyaz peynir ile yapmis oldugu ¢alismada izole edilen
Enterococcus suslarinda 7°C’de ve 25 °C’de proteolitik enzim aktiviteleri yiiksek diizeyde
saptanirken, 30°C’de lipolitik enzim aktivitesi daha diisiik oranda saptanmistir [89]. Bizim
calismamizda da proteolitik enzim aktiviteleri daha yiiksek goriildiigiinden parelellik

gozlenmektedir.

Tuncer (2009), yapmis oldugu bir calismada tulum peynirinden izole edilen 39
Enterococus izolatinda en yiiksek proteolitik enzim aktivitesi E. faecalis susunda pozitif
olarak saptanirken, onun ardindan E. faecium ve E. durans suslarinda diisiik oranda
saptanmasi sonuglarimizi desteklerken E. faecalis susunda daha diisiik oranda pozitiflik

tespit edilmistir [159].

Karab1yik(2011) fermente et ornekleriyle yaptigi calismada 134 Enterococcus izolatinin
18’inde (%13.4) 7°C’deki proteolitik enzim aktivitesi, 2’sinde (%1.5) 25°C’de proteolitik
enzim aktivitesi, 112’sinde (%83.5) lipolitik enzim aktivitesi pozitif olarak saptanmistir
[41]. Arastirmamizdaki proteolitik aktivite sonuglariyla parelellik gosterirken, yiiksek

oranda lipolitik aktivite gézlenmesi ¢alismamiza uygunluk gostermemistir.

Giindogan ve ark(2013) Giindogan ve ark (2013), et ve siit triinlerinden E. faecalis ve E.
faecium izole ettigi ¢alismada toplam 125 izolatin 55’i(%44) E. faecalis, 30’u(%24) E.
faecium olarak tanimlanmistir. Tanimlanan izolatlarm 20°C’de 10 giinliik inkiibasyonu
sonucu proteolitik aktivitelerine bakildiginda 55 E. faecalis izolattinin 9’u(%16), 30 E.
faecium izolatmm 2’si(% 6) pozitif sonu¢ verirken, lipolitik aktivitelerinde pozitiflik
saptanmamistir. Bu ¢alisma arastirmamizdaki lipolitik aktivite sonuglarmi desteklerken,

proteolitik aktivite sonuglartyla uygunluk gostermemistir.



96



97

6. SONUC VE ONERILER

Aragtrmamizda elde ettigimiz bulgulara gore insanlarin en Onemli besin kaynagini
olusturan baliklarin florasinda bircok Enterococcus tiiriine rastlanmistir. Baliklardaki bu
tir bakterilerin bulunmasi suyun mikrobiyolojik kalitesi hakkinda degerlendirme
yapabilmekte ve baliklarin bakteriyel florasinin yasadiklari su ortaminin mikroflorasini
yansittigmi desteklemektedir. Ozellikle Enterococcus iiyelerinin sulardaki varligi bir
kontaminasyona isaret oldugu vurgulanmaktadir. Arastirmamiz kapsaminda toplanan balik
orneklerinde Enterococcus tiyelerinin baskin olarak bulunmasi ¢alisilan balik 6rneklerinin
kirli sulardan avlanildigini diisiindiirmiis, balik marketlerinde hijyen kurallarina uyulmasi

gerekliligini gostermis ve halk saglhigi acisindan riskli oldugu kanisini ortaya ¢ikarmistir.

Arastrmamizda Enterococcus tiirlerinde patojeniteyi belirleyen ¢esitli  viriilans
faktorlerinin belirlenmesi bu bakteriler ile olusabilecek enfesiyonlarin siddeti, miicadelesi

ve konak-patojen iliskisi hakkinda bilgi vermektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar ve elde ettigimiz bulgulara gére beslenmede onemli bir
yere sahip olan balik florasindaki bakterilerin antibiyotik direncinin yiiksek oranda ¢ikmasi
asir1 ve yanlis antibiyotik kullaniminin sonucu olarak gosterilebilir. Bunun yani sira sucul
ortamlarda uygun transformasyonlarm olusmasi antibiyotik direncinin bakteriler arasinda
yayllma ihtimalini de artirabilmektedir. Antibiyotiklere diren¢li olan bu bakteriler
insanlarin  6nemli bir besin kaynagi olan baliklarin tiiketilmesi ile insanlara

gecebilmektedir, bu durum 6nemli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmaktadir.

Calismamizda baliklardan izole edilen Enterococcus izolatlarinda coklu antibiyotik
direncinin bulunmasi gida endiistrisinde de ¢oklu antibiyotik direncine dikkat edilmesini
ortaya koymustur. Ciinkii ¢oklu antibiyotik direncine sahip bakterilerin gidalarla beraber
tiikketilmesi halk saglig1 icin risk teskil edebilir. Bu nedenle Enterococcus kokenli
hastaliklarin dogru tedavi politikalarinin olusturulabilmesi ve antibiyotik direncinin
artmasini engellemek amaciyla uygun antibiyotik kullaniminin yayginlastirilmas: ve etkili

tedbirlerin alinmasi 6nemlidi.

Gidalar tizerinde gelisen bazi mikroorganizmalar proteinleri hidrolize ederek tadinda ve

kokusunda olumsuz etkiye neden olabilirler. Ozellikle depolama siiresi boyunca bu



98

mikroorganizmalar ¢cogalarak gidalar1 tiiketemeyecek duruma getirmektedir. Siit, et, kanatl
et ve deniz iriinlerinde proteolitik bakteri sayimlar1 kalite kayiplarinin belirlenmesinde
onemli bir mikrobiyel kriterdir. Aragtrmamizda balik Orneklerinden izole edilen
Enterococcus tiirlerinde proteolitik aktivite gozlenirken, kalite faktorii olarak

degerlendirilen lipolitik aktivite gdzlenmemistir.
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