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1. OZET

Dana, Tavuk, Hindi ve Ordek Etlerinde Maetisiline Duyarh ve Direncli
Staphylococcus aureus Prevalansinin Arastirilmasi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Adle Ronayi BOZAN BAYRAK

Damsmani: Dog. Dr. Hiisnii Sahan GURAN

Anabilim Dah: Besin/Gida Hijyeni ve Teknolojisi

1.1. TURKCE OZET

Amag: Bu tez calismasinda dana kiyma, tavuk, hindi ve 6rdek etlerinde metisiline
duyarlh Staphylococcus aureus (MSSA) ve metisiline direngli Staphylococcus aureus

(MRSA) varliginin belirlenmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada 100 tavuk eti, 100 hindi eti, 25 donmus 6rdek
karkas ve 100 dana kiyma olmak {izere toplam 325 et 6rnegi Diyarbakir ilindeki
slipermarket ve kasaplardan toplandi. Her bir 6rnek %6,5 NaCl iceren Miieller
Hinton Broth’da 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi (birincil zenginlestirme). Inkiibasyon
sonrasi zenginlestirme sivisindan bir 6ze dolusu alinarak MSSA tespiti i¢in Baird
Parker agara (BPA), MRSA tespiti i¢in Oxacillin Resistant Staphylococci Isolation
Medium agara (ORSIM) gecildi (Yontem A, MRSA tespiti igin). Birincil
zenginlestirme sivisindan 1 mL alinip 3,5mg/L sefoksitin ve 50mg/L aztreonam
iceren Tryptone Soya Broth tiiplerine transfer edildi (selektif zenginlestirme).
Inkiibasyon sonras1 selektif zenginlestirme sivisindan bir $ze dolusu alinarak ORSIM
agara (Yontem B, MRSA tespiti i¢in) gecildi. MSSA ve MRSA siipheli koloniler
Gram boyama, katalaz, koagulaz testi ve Vitek Il bakteriyel identifikasyon
sisteminde dogrulandi. MSSA ve MRSA izolatlarinda nuc ve mecA gen varligi PCR
ile, sefoksitin duyarliligi ise EUCAST tarafindan onerildigi sekilde disk difiizyon

yontemi ile gergeklestirildi.



Bulgular: Et tiirlerine gore oranlar1 degismekle beraber analiz edilen 325 6rnegin
186 (%57,2)’sinin MSSA ile kontamine oldugu belirlendi. 186 6rnekten elde edilen
219 S. aureus izolatmin 108(%33,2)’inin koagulaz pozitif S. aureus (KPS) oldugu
saptandi. KPS prevalansinin dana kiyma ile kanath etleri (tavuk, hindi ve o6rdek)
arasindaki farkliligin istatiksel agidan 6nemli oldugu belirlendi (P<0,05). Yontem A
ile elde edilen 118 izolatin S. aureus olmadig1 ancak mecA geni tasidigi; Yontem B
ile elde edilen 73 izolatin 4 (%5,4)’iniin nuc ve mecA genlerini tasidigi ve
sefoksitine karsi direngli (MRSA) oldugu ancak geriye kalan 69 izolatin S. aureus

olmadig1 ama mecA geni tasidigi belirlendi.

Sonug¢: Bu tez galigmasi hayvansal orijinli gidalarin KPS veya MRSA gibi halk
saghgi ve gida giivenligi agisindan Onemli S. aureus tiirleri ile kontamine
olabilecegini gostermektedir. Ciftlikten sofraya gida giivenligi kapsaminda
uluslararas1 gida giivenligi sistemlerinin etkin bir sekilde uygulanmasi bu patojenden

kaynaklanabilecek halk sagligi risklerin 6nlenmesinde etkili olacaktir.

Anahtar sozciikler: Staphylococcus aureus, metisilin direnci, dana eti, kanath eti,

prevalans.
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1.2. ABSTRACT

Aim: The aim of this study was to determine the presence of methicillin sensitive
Staphylococcus aureus (MSSA) and methicillin resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) in ground beef, chicken, turkey and duck meats.

Material and Methods: A total of 325 samples including 100 chicken meats, 100
turkey meats, 25 frozen duck carcasses and 100 ground beef meats were collected
from supermarkets and butchers in Diyarbakir city. Each sample was introduced into
enrichment broth containing Mueller Hinton Broth + 6,5% NaCl and then the
suspension was incubated for 24 hours at 37 °C (primary enrichment). After the
incubation one loopful of the enriched suspension was streaked onto Baird Parker
agar for MSSA detection, and Oxacillin Resistant Staphylococci Isolation Medium
agar (ORSIM) for MRSA detection (Method A for MRSA). One ml of the primary
enrichment broth was put into a selective enrichment broth containing Tryptone Soy
broth tubes with 3.5mg/L cefoxitin and 50mg/L aztreonam. After overnight
incubation, the selective enrichment broth was subcultured on ORSIM agar for
MRSA detection (Method B for MRSA). Presumptive MSSA and MRSA colonies
were confirmed with a catalase, coagulase, latex agglutination test and Vitek 1l
bacterial identification system. The presence of nuc and mecA genes in the MSSA
and MRSA isolates was detected by using PCR. Susceptibility to cefoxitin was
determined by using disk diffusion according to the EUCAST.

Results: 186 (57,2%) of the 325 samples analyzed were contaminated with MSSA. It
was determined that 108 (33,2%) of the 219 S. aureus isolates obtained from the 186

samples were coagulase positive S. aureus (CPS). Prevalence of CPS was found to



be statistically significant difference between ground beef meats and poultry meats
(chicken, turkey, duck) (P<0,05). None of 118 suspicious isolates determined by
Method A was S. aureus but all the isolates carried mecA gene; 4 (5,4%) of 73
suspicious isolates determined by Method B carried both nuc and mecA gene and
resistant to cefoxitin (MRSA) while the remaining 69 isolates were not S. aureus but

carried mecA gene.

Conclusion: This study results showed that foods of animal origin could be
contaminated with CPS and MRSA that are important in terms of public health and
food safety. The effective implementation of international food safety systems such
as HACCP and I1SO 22000 will be effective in the prevention of the public health

risks that could originate from this pathogen.

Keywords: Staphylococcus aureus, methicillin resistance, beef meat, poultry meat,

prevalence.



2. GIRIS ve AMAC

Hizla globallesen giinimiiz diinyasinda 1961 yilinda diinyada kisi basi et
tiketimi 23,1 kg iken 2011 yili itibariyle yaklasik iki katina c¢ikarak 42,2 kg
ulagmistir (1). Birlesmis Milletler tarafindan yayimlanan bir raporda 2017 yili itibari
ile 7,6 milyar olarak tahmin edilen diinya niifusunun 2050 yilinda 9,8 milyar
ulasacagr ongorilmektedir (2). Bu da insan beslenmesinde 6nemli bir protein
kaynagi olan et ihtiyacinin global diizeyde niifus artigina paralel bir sekilde artacagini
gostermektedir. Gegmiste kirmizi et (sigir) tiiketiminin 6n planda oldugu diinyada
son 20 yilda kanatl eti basta olmak tlizere domuz eti iiretimi ve tiiketim oranlarinda
onemli artiglarin oldugunu gostermektedir (1). Insanoglunun direk veya indirek
(hayvansal kaynakli gidalar aracigiyla) bir sekilde hayvanlarla ve ¢evre ile etkilesim
halinde olmas1 mikrobiyal risklere maruz kalmasini1 ka¢milmaz hale getirmektedir.
Son yillarda hastane, toplum veya hayvansal kaynakli Staphylococcus aureus (S.
aureus) izolatlarindaki antibiyotiklere kars1 ¢oklu direng gelisimindeki hizli artis bu
bakterinin daha yakindan takip edilmesini zorunlu hale getirmistir. Hem konak
spesifik hem de insan ve hayvanlarda enfeksiydz bircok hastaliktan sorumlu olan S.
aureus ayni zamanda diinyada en ¢ok gida tiiketimi ile iligkili salginlara neden olan

patojenler arasinda gosterilmektedir (3, 4).

Bu tez ¢alismasinda hayvansal orijinli farkli et tiirlerinde Metisiline duyarh
(MSSA) ve Metisiline direngli S. aureus (MRSA)’larn varhigi arastirilarak bu tiir
etlerin halk saghg1 ve gida giivenligi agisindan ne diizeyde risk olusturdugunun

belirlenmesi amag¢lanmustir.


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713517305133#bib28
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713517305133#bib37

3. GENEL BIiLGILER

3.1. Staphylococcus’larin Siniflandirilmasi

Yunanca “lziim salkimi” anlamma gelen “Staphylococcus” ilk defa 1878
tarithinde Robert Koch tarafindan tanimlanmis olup 1880 yilinda laboratuvar
kosullarinda s1v1 besiyerinde iiretilmistir (5, 6). Onceleri Micrococcus tiirii bakteriler
olarak kabul edilen Staphylococcus’lar hiicre duvari yapisi, sitokrom ve yag asiti
profilleri, alifatik hidrokarbonlar ve menakuinon icerikler1 gibi hiicre
komponentlerinin farkli oldugu tespit edilmesiyle Micrococcus’lardan ayr1 bir tiir
oldugu kabul edilmistir (7). 1974 yilina kadar koagiilaz iiretim yetenegine gore S.
aureus, S. epidermidis ve S. saprophyticus tiirleri Staphylococcus’lar iginde
smiflandirilirken sonraki yillarda gergeklestirilen arastirmalar sonucunda S. capitis,
S. warneri, S. xylosus, S. intermedius, S. cohnii, S. sciuri, S. hycus S. haemolyticus, S.
hominis, S. simulans, S. carnosus, S. caprae, S. gallinarum, S. equorum, S. delphini,
S. felis, S. caseolyticus, S. auricularis, S. lentus, S. saccarolyticus, S. arlettae, S.
kloosii, S. chromogenes, S. lugdunensis ve S. schleiferi, S. lutrae, S.
pseudintermedius, S. agnetis gibi yeni tiirler eklenmistir. Molekiiler filogenetik
arastirmalarin da katkisi ile kabul edilen taksonomiye gore Bacilli sinifinin Bacillales
takimi icerisinde Bacillaceae, Listeriaceae, Paenibacilaceae, Planococcaceae gibi
familyalarla beraber bulunan Staphylococcaceae familyasi iginde Staphylococcus
cinsi i¢inde siniflandirilmaktadir. Giiniimiizde bu cins igerisinde son ilavelerle
beraber 9 tanesi koagiilaz pozitif Staphylococcus (KPS), 38 tanesi ise koagiilaz

negatif Staphylococcus (KNS) olmak iizere toplam 47 tiir ve 23 alt tiir bulunmaktadir

(8).
3.2. Staphylococcus aureus’un Genel Ozellikleri

Staphylococcus’lar igerisinde bulunan Staphylococcus aurues, insanlarda ve
hayvanlarda enfeksiyon olusturmaktadir. Gida kaynakli enfeksiyon ve
intoksikasyonlara yol agma bakimmdan da en riskli tiirdiir. S. aureus bu tiir
icerisinde viriilensi ve antibiyotik direnci en fazla olanidir. Bir¢ok gevresel kosula,
dezenfektan maddeye, yiiksek tuz konsantrasyonuna dayaniklidir. Bu ozellikler

sayesinde bakteri kolayca bulasabilir ve enfeksiyon olusturabilmektedir (9, 10).



Alkol ve iyot gibi antiseptiklere de duyarhidirlar. Staphylococcus’lar 6,5 °C ile 47 °C
gibi genis bir sicaklik araliginda gelisebilmekle beraber iireme igin optimum 35-37
°C’lik bir sicakligi ihtiyag duyarlar. pH 4 ile 10 arasinda gelisebilmekle beraber
optimum ph 6-7 degerlerinde gelisirler (11).

3.3. Morfolojik Ozellikleri

S. aureus mikroskop altinda yuvarlak kiire seklinde diizensiz {iziim salkimina
benzeyen gruplar halinde goriilmektedir. Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, genellikle
kapstilsiiz bir mikroorganizmadir. 0,5-1,5 um boyutlarinda bulunmaktadir (6). Kati
besiyerlerinde diizglin kenarlar1 olan yuvarlak goriiniimlii 1-3 mm ¢apma sahip S
(smooth) tipinde koloniler meydana getirmektedirler (10). %5 kanli agarda beta
hemoliz olustururlar ancak bazi S. aureus suslarinin hemoliz olusturma yetenekleri

bulunmaz.
3.4. Biyokimyasal Ozellikleri

Staphylococcus’lar, 6zellikle glikoz olmak tizere bir¢ok sekeri (laktoz, siikroz,
maltoz, trehaloz gibi) fermente ederek laktik asit meydana getirirler. S. aureus’lar ise
diger Staphylococcus’lardan farkli olarak mannitolii aerobik ve anaerobik olarak
fermente edebilme kabiliyetinde olup ancak gaz aciga ¢ikarmazlar (11). Koagiilaz
pozitif Staphylococcus’lar S. aureus, S. intermedius, S. pseudintermedius, S.
lugdunensis, S. hyicus, S. delphini, S. lutrae, S. aureus subs. anaerobius, S. schleiferi
subs. coagulans tiirleri koagiilaz enzimi araciligiyla kan plazmasindaki fibrinojeni
fibrine  ¢evirerek  koaglilasyon  olusturmaktadirlar.  Koagiilaz ~ enzimi
Staphylococcus’lar igin tiir tayininde kullanilan 6nemli bir enzimdir (8). Patojen
ozellikte olan S. aureus’larin yapisinda katalaz, lesitinaz ve termoniikleaz enzimleri
yer almaktadir. Katalaz enzimi S. aureus kolonilerine hidrojen peroksit (H20x)
ilavesiyle gaz kabarciklari meydana getirmektedir. Besiyerine katilan yumurta sarist
telluriri lesitini pargalayarak kolonilerin etrafinda opak goriiniimlii lesitinaz halkas1
olusturur. Ayni sekilde DNaz enzimi besiyeri ortamina katildiginda DNA’y1
pargalayarak HCI ilavesi sonucu elde edilen izolatlar opak bir goriiniim almaktadir.
Ayrica kat1 besiyerine ilave edilen potasyum telliiriti telliiriuma indirgeyerek siyah

renkli  koloniler meydana getirmektedir (6). S. aureus %20’lik tuz



konsantrasyonlarinda {ireyebilmekle beraber %10’luk tuz konsantrasyonlarmin
iistiindeki ortamlarda toksin olusturmaz. S. aureus diger mikroorganizmalarda
oldugu gibi sicaklik, pH, su aktivitesi (aw) ve oksidasyon rediiksiyon potansiyeli gibi
faktorlere bagl olarak iireyip gelisebilmektedir (12). Osmotolerant 6zellige sahip
oldugundan diistik su aktivitesi degerlerinde iireyebilen S. aureus 0,83 aw degerinde

gelisim gosterebilmekte ancak bu degerlerde toksin olusturmazlar (9, 13).
3.5. Staphylococcus aureus’un Viriilens Faktorleri

S. aureus’un bir¢ok viriilens faktori bulunmaktadir. Bu faktorlerin baslica

ozellikleri asagida belirtilmistir.
3.5.1. Kapsiil

Fagositoza kars1 direng gosteren izolatlarin bir kisminm, mikrobiyel yiizey
bilesenlerini, fagositik hiicreler tarafindan tanmmasinda etkin bir sekilde
korumaktadir. S. aureus polisakkarit yapiya sahip bir kapsiil olusturmaktadir.
Ozellikle, invitro sartlarda mukoid koloni meydana getiren izolatlarin kapsiile sahip
olduklar1 ifade edilmektedir. Kapsiil bakterinin hiicre duvarmi en distan ¢epecevre
saran polisakkarit yapidadir. Kapsiiler polisakkarit 5 (CP5) ve kapsiiler polisakkarit 8
(CP8) olmak fizere iki ana tipi bulunmaktadir. S. aureus’un CP5 ve CP8 yapilarini
bulundurmasi, invivo kosullarda hayatta kalmasinda ve viriilensinde 6nemli oldugu

belirtilmektedir (14).
3.5.2. Slime tabaka

Birgok Staphylococcus tiirii gibi S. aureus bakterisi de yabanci cisimlere, plastik
ve metal yiizeylere, biyomedikal ekipmanlara yapisarak kolonize olmasinda 6nemli
bir yeri olan bagisiklik sistemi iizerinde farkli etkilere sahip bir slime tabakasi
(biyofilm tabakasi) iiretmektedir (15). Bu biyofilm tabakasi; D-galaktoz, D-mannoz,
D-ksiloz, D-galakturonik asit, D-galaktozamin ve D-glukuronik asit gibi mono ve
polisakkaritler, protein ile kiigiik peptitlerden meydana gelmektedir (16). Biyofilm
tabakasi, hiicresel fagositozu, degraniilasyonu onleme ozelligine sahiptir. Biyofilm
tabakasi, ayn1 sekilde antimikrobiyal diren¢ mekanizmasinda da rol oynamaktadir. S.

aureus’un biyofilm iiretebilen suslarmin neden oldugu enfeksiyonlarm tedavilere



giicliikle cevap verdigi ve bu tabaka sayesinde bdyle suslarin ylizey gerilimini
degistiren ajanlara, proteazlara ve yiiksek sicakliga karsi direng gostermesinde etkili

oldugu belirtilmektedir (17).

3.5.3. Hiicre duvari

3.5.3.1. Peptidoglikan tabaka

Staphylococcus’larin hiicre duvarindaki asil bilesen hiicre duvarinin yarisi
agirliginda bulunan N-asetil muramik asit ve N-asetil glukozaminin glikan zincir
tabakalarinin ¢apraz baglanmasi sonucu olusan peptidoglikan tabakasidir. Bakterinin
lizozime direngli olmasindaki esas neden capraz baglanma sekli oldugu ifade
edilmektedir. Peptidoglikan tabaka bakteriye sekil vermenin yaninda bakterinin

esnek olmasini da saglamaktadir (18).
3.5.3.2. Teikoik asit

Hiicre duvarinda yer alan peptidoglikan tabakasindan sonraki 6nemli bilesen
teikoik asittir. Teikoik asit yapisindaki fosfatlar mukozalardaki spesifik reseptorlere
baglanmada rol oynar (antijenik Ozellik). Teikoik asit, mikroorganizmanin
esnekligine de katki sunarak dis etkenlere karsi dayanikli olmasini ve sert bir 6zellik

gOstermesini saglar (19).
3.5.3.3. Protein A (SpA)

Hiicre duvar1 yapisinda bulunan Staphylococcal protein A (SpA) S. aureus’da
bulunan bir protein komponentidir. Bu yiizey proteini 42 kDa agirligindadir. Hiicre
duvarmin %7-8’ini olusturmaktadir (20). S. aureus tarafindan serbest olarak salinan
ya da bakterinin yiizeyinde bulunan SpA molekiilleri, konak¢i tarafindan salgilanan
IgG antikorlarinmm Fc bdolgelerine baglanarak opsonofagositozisi bloklamaktadir.
Boylelikle fagositoz kapasitesinin diigmesine neden olarak normal fagositozdan

bakteriyi korumaktadir (21).



3.5.4. Staphylococcus aureus enzimleri

S. aureus suslarinin biiylik bir kismi, hem enzim hem de toksin 6zelliklerini
birlikte bulunduran dokularin yikimlanmasinda ve lezyonlarin olusmasinda rol

oynayan bir¢ok ekstraselliiler madde iiretmektedir (22).
3.5.4.1. Koagiilaz enzimi

Koagiilasyon piht1 i¢inde yer kaplayan bakterileri yakalamak ve hareketsiz
birakmak i¢in patojenlere karsi, konake1 tarafindan gelistirilmis kalitsal bir savunma
sistemi olup koagiilaz plazmanin pihtilasmasina yol agan bir enzimdir (23).
Staphylococcus cinsi iginde koagiilaz pozitif olarak S. aureus, S. delphini, S. lutrae,
S. pseudintermedius, S. intermedius, S. lugdunensis ve S. aureus subs. anaerobius, S.
schleiferi subsp. coagulans, S. hyicus tiirleri yer alir (8, 23). Koagiilaz varhigmin
belirlenmesi S. aureus’un identifikasyonunda Onemlidir. Molekiiler diizeyde
tanimlanan ve konfirme edilen izolatlarda yapilan galismalarda tiip igerisinde tavsan
plazmasi ve mikroorganizama silispansiyonunun karistirilip inkiibe edilmesi seklinde
uygulanan tiip koagiilaz testi sonucunun Ozgiilliigliniin %98,1 ve duyarliligmin

%098,7 oldugu bildirilmistir (24).
3.5.4.2. Katalaz enzimi

S. aureus’un konak¢t immun sisteminden kurtulup hayatta kalmasi i¢in sahip
oldugu bir¢ok mekanizmadan birisi olan katalaz enzimi bakteriyi hidrojen peroksit
(H202)’in nétralizasyon etkisinden korumaktadir. Katalaz enzimi sayesinde S. aureus
H202’yi oksijen ve molekiiler suya ayrigtirarak fagositlerin sahip oldugu toksik
ozellikteki oksijen radikallerinden kurtulup yasamasinda 6nemli bir rol oynar (25).
Aerobik bakteriler tarafindan {iretilen katalaz enzimi Staphylococcus tiirlerinin

Streptococcus’lardan aywriminda yaygin kullanilan testlerden biridir.
3.5.4.3. Lipaz enzimi

Lipaz enzimi, trigliseritleri olusturan gliserol ve yag asitleri arasindaki ester
baglarini1 katalize ederek S. aureus’un lipolitik aktivite sonunda insan plazmasinda

linoleik asit benzeri bir kisim yag asitlerinin ortaya c¢ikmasinda biiylik rol
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oynamaktadir (26). Lipaz inhibitorleri S. aureus bakterisinin biyofilm olusumunu
azalttigi ifade edilmektedir (27).

3.5.4.4. Hyaliironidaz enzimi

Hyaliironidaz enzimi, molekiil agirhigi yiiksek olan bir polimer olup N-asetil
glukozaminin tekrar eden disakkarit birimleri ve D-glukuronik asitten olusur.
Hyaliironik asit deri yiizeyi, iskelet yapisi, gébek kordonu, akciger, kalp kapakg¢iklari
ve beyin gibi doku ve organlarda bulunur. Konakg¢1 igin bir¢ok fonksiyona sahip olan
hyaliironik asit dokularda yer alan suyun osmotik basincmni diizenler, hiicrenin
artmasina yardimci olur ve imnun sistemini diizenlemesinde gorev yapar (28).
Hyaliironidaz enzimi S. aureus’larin %90’dan fazlasi tarafindan iretilmektedir. S.

aureus’un dokulara yayilimini kolaylastiran bir enzimdir (29).
3.5.4.5. Deoksiriboniikleaz enzimi

Deoksiriboniikleaz enzimi; mikrokokkal niikleaz, deoksiriboniikleaz veya DNaz
gibi birden fazla isimle anilmaktadir (30). S. aureus izolatlari, salgiladiklar1 DNaz
enzimi sayesinde ortamda bulunan DNA’lar1 parcalamaktadir. DNaz bulunan
besiyerine S. aureus ekimi yapilip bir gece inkiibasyona birakildiktan sonra 6rnege 1
N hidroklorik asit (HCI) dokiiliip ortam asitlestirildiginde, iireyen kolonilerin
etrafinda opak bir zon olusturmaktadir (31). Termostabil DNaz testinin sensitivitesi
yaklasik %90 ve spesifitesinin %96 oldugu ifade edilmektedir (32).

3.5.4.6. Termoniikleaz enzimi

S. aureus'un, termostabil bir niikleaz enzimi salgiladigi ilk defa Cunningham ve
arkadaslar1 tarafindan 1956 yilinda tespit edilmistir (33). S. aureus’lar da bulunan bu
enzim DNA ile RNA’y1 pargalayabilme 6zelligine sahiptir (7). Termoniikleaz testi ile
kanli besiyerlerinde S. aureus'un dogrudan tespitinde onemli olup ekonomik ve

uygulama olarak da basit bir test 6zelligindedir.
3.5.5. Staphylococcus aureus toksinleri

S. aureus tarafindan gidalarda, konak¢i hiicre ya da dokularinda iiretilen

toksinlerin biiylik cogunlugu biyolojik membranlara zarar vererek hiicre 6liimiine
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sebep olurlar. Bunun yaninda toksinler, konak¢1 savunma sisteminin S. aureus’u
tanimasini engelleyerek hiicre ve dokularda hasara yol agarlar (34). Toksinler;
sitolitik  toksinler, eksfoliyatif toksinler, toksik sok sendrom toksini ve

Stapyhlococcal enterotoksinler olmak iizere dort gruba ayrilmaktadir.
3.5.5.1. Sitolitik toksinler

Sitoplazmik membran S. aureus tarafindan ftiretilen gesitli toksinlerle beraber
bircok bakteri toksininin hedefindedir. Bu toksinler membranda gézenek olusturma
ozelliginde olup hayati metabolitlerin hiicre disma c¢ikmasma neden olurlar. Bu
sebeple bu toksinler sitolitik olarak adlandirilmaktadir. S. aureus’lar farkli 6zellikteki
sitolitik etkili toksinleri iretebilirler. Eritrositleri pargalayanlara hemolizin,

l6kositleri pargalayan toksinlere de 16kotoksin olarak adlandirilirlar (35).

-a- (alfa) hemolizin:

a-hemolizin, yaygin olarak a-toksin olarak isimlendirilmektedir. Hiicresel
spesifitesi genis aralikta oldugundan dolayr doku 6liimiine sebep olmaktadir. Ayni
sekilde Oliimciil enfeksiyonlarda yara olusumunun nedenleri arasinda
gosterilmektedir. a-hemolizin S. aureus tarafindan oligomerize olan ve suda ¢dziinen
bir monomer olarak salgilanmaktadir. Bu toksin 293 aminoasitten olusmaktadir ve 33
kDa agirligindadir. Bu toksin konakg1 hiicre membraninda porlar olusturmaktadir. Bu
sebeple kalsiyum (Ca), potasyum (K), adenozintrifosfat (ATP) gibi hayatsal
fonksiyonlara sahip molekiilleri hiicre disma ¢ikartarak hiicrenin Sliimiine zemin

hazirlamaktadir (36).

-p - (beta) hemolizin:

B-hemolizin konak hiicre membran lipiti olan sfingomiyelini hidrolize eden n6tr
bir sfingomiyelinazdir. Hemolitik etkinlik i¢in enzimatik aktivasyon gostermesi
gerekmektedir (37).

-0 - (delta) hemolizin:

Hidrofilik ve hidrofobik yiizeylere sahip olan 8- hemolizinler kii¢iik amfipatik

peptit Ozelligindedirler. Hemolitik aktivasyonu farkli sekillerde olur; i: hiicre
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yiizeyine baglanip kiimeleserek membranda porlar a¢gmak ii: hiicre ylizeyine
baglanarak membranin kavisli yapisini bozup stabilitesini inaktive etmek iii) yliksek
konsantrasyona ulastigi zaman hiicre membraninda deterjan gibi etki ederek
membrani ¢dzdiirmektedir (37).

-y - (gama) hemolizin ve iki bilesenli lokosidinler:

Ozellikle nétrofiller igin toksik olan PantoneValentine Iokosidin (PVL)
16kosidin S-PV (LukS-PV) ile 16kosidin F-PV (LukF-PV)’den olugsmaktadir. LukED,
LukGH, LukAB olarak isimlendirilen toksinler de bu iki bilesenli yapiy1
gostermektedirler (38). Bu lokotoksinler ile konak¢i hiicre yiizeyi arasindaki
aktiveteler fagositoz gibi siireglerde, bagisiklik sistemi hiicreleri ile S. aureus’lar
direk temasa gegtiklerinde gelisir. Bu tiir Iokotoksinleri iireten suslar belirgin sekilde
digerlerine gore fagositoza daha direnglidirler (39). PVL toksini hemolitik 6zellikte
olmayip, sadece insan ve tavsan lokositlerini hedef alir. Metisiline direngli (MRSA)
suglarm yami1 sira metisiline duyarli S. aureus (MSSA)’larda PVL toksini
bulunabilmektedir. Bu izolatlarda PVL’lerle birlikte, a-hemolizin, B-hemolizin,
LukED, proteaz A ve proteaz B viriilens faktorlerinin iiretiminden sorumlu genlerin

de yiiksek oranlarda tespit edildigi bildirilmektedir (40).
3.5.5.2. Eksfoliyatif toksin

Eksfoliyatif toksinler (ETS) en ¢ok etkiyi yenidogan ve bebekler {izerinde
gostermektedir. Bu toksinler deri katmanlarmin kaybolmasina ve Staphylococcal
haslanmig deri sendromu (staphylococcal scalled skin sendrom SSSS)’na neden olur.
SSSS’de, canlinin toksine karsi verdigi immun yanita bagl olarak deri lezyonlar1
olusmaktadir. SSSS’de erken belirtiler sunlardwr; ates, kirginlik, yorgunluk,
uyusukluk ve istah kaybidir. Bu semptomlar1 dokiintiiler, patlamaya elverisli, biiyiik,
i¢i sivi dolu kabarciklar izlemektedir (41).

-Toksik Sok Sendrom Toksini (TSST-1):

S. aureus’un en iyi bilinen siiperantijenlerinden biri olan toksik sok sendromu
toksini (TSST-1) 22-kDa molekiil agirligindadir. Tekli polipeptid zincir yapisinda bir
protein 6zelligi gostermektedir. IL-1, IL-2, TNF-a ve diger sitokinlerin salinimini

uyararak toksik sok sendromuna (TSS) neden olmaktadir (42). TSST-1 kromozomal
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olarak tstH geni tarafindan kodlanir ve proteolitik enzimler ile muamalesiyle bir saat
kaynatma sonucunda bile aktivitesini belirgin derecede korudugu bildirilmektedir.

TSST-1 kusmaya neden olmamasi 6zelligi ile diger entertoksinlerden ayrilmaktadir.
3.5.5.3. Staphylococcal enterotoksinler

Staphylococcal enterotoksinler (SE), 26-29 kDa molekiil agirligina sahiptir. Tek
zincirli globuler polipeptidlerden olusmaktadir. izoelektrik noktalar1 7 ila 8,6

araliginda degismektedir (43).

Serolojik olarak bes temel Staphylococcal enterotoksin tipi SEA, SEB, SEC,
SED, SEE tanimlanmis olup bunun yaninda farkl 6zellikteki 14 farkl toksin tipinin
oldugu belirtilmektedir (44). Enterotoksijenik S. aureus’larin, gidalarda toksin
olusturabilmeleri i¢in uygun sicaklik, nem, su aktivitesi, pH, redoks potansiyeli gibi
sartlar1 kullanarak 10° kob/g-ml diizeyine kadar cogalabilmeleri gerekmektedir.
Toksinler genellikle tuzlu ve sulu ¢o6zeltilerde iyi ¢oziinmektedir (45). Gida
maddelerinde olusan Staphylococcal enterotoksinlerin inaktivasyonunda 1s1l islemler
yetersiz kalabilmekte ve boyle gidalarin viicuda alinmasini takiben 1 ila 4 saat sonra
semptomlar goriilmeye baglar. Sindirim sisteminde bulunan kusma merkezleri SE’ler
tarafindan uyarilarak karin agrisi, mide bulantis1 ve kusma kramplar1 goriilmektedir.
Kusmuk igeriginde ya da gaitada mide ve bagirsak kanamasma isaret eden kan
kalmntilar1 goriilebilmektedir. Hastalarda siddetli bas agrisinin yaninda viicut 1sis1

diismekte ve buna tistime belirtileri eslik eder (9).

3.6. Metisiline Duyarh Staphylococcus aureus (MSSA) ve Gida Kaynakh

Zehirlenmeler

Staphylococcus cinsi bakteriler dogada (hava, su, toprak) yaygin olarak
bulunmak birlikte S. aureusun en 6nemli rezevuari insanlar, memeli hayvanlar ve
kuslarm deri yiizeyleri ile nazofarengial mukozalardir (46). Ayni zamanda
gastrointestinal kanal, rektum ve perineum bdlgesinde, insan ve hayvan digkilarinda,
apseli yaralarda yogun olarak bulunurlar (47). S. aureus’un, insanlarda ana ekolojik
yasam alani burundur. S. aureus’lar ¢cevre kosullarina oldukca direngli bakteriler olup

gidalar1 yasam ve besin kaynagi olarak kullanirlar.
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Hayvansal orijinli gidalar saglikli hayvanlardan elde edildiklerinde esas
itibariyle giivenli olarak kabul edilir. Ancak kesimden sofraya kadar olan asamalarda
farkli 6zellik ve tiirdeki mikroorganizmalar ile kontamine olmalar1 sonucu insanlarda
gida kaynakli enfeksiyon veya zehirlenmelere neden olurlar (46). S. aureus etkeni
gidalara enfekte hayvanlardan, personelden, alet-ekipman veya muhafaza sirasinda
bulasabilemektedir. Ozellikle gidalarm muhafazasi sirasmda kemirici hayvanlar ile
hagereler bulasmada onemli vektorler arasinda kabul edilir (48). S. aureus’un nazal
tastyicilik oraninin genel populasyonda %10 ile %40 arasinda olmasi bu bakterinin
gidalara bulagmasinda en Onemli kaynaklardan birinin de insan oldugunu
gostermektedir (47, 49). S. aureus agisindan riskli gidalar arasinda kirmizi et ve

irlinleri, kanatli eti ve {iriinler ile siit ve siit lirlinleri yer alir.

S. aureus tarafindan tiretilen 1s1ya dayanikli Staphylococcal enterotoksinlerden
kaynaklanan gida zehirlenmeleri, her yil ABD’de 240 000’in iizerinde hastalik
vakasma neden olmaktadir. S6z konusu vakalarn Avrupa’da her yil 150 000’in
iizerinde oldugu bildirilmektedir (50). Tiirkiye’de Staphylococcal enterotoksinlerden
kaynakli vaka sayisinin tam olarak ne oldugu ile ilgili bir bilgiye ulasilamamakla
beraber ancak S. aureus varhginin arastirildigi calismalarda hayvansal kaynakli
gidalarin degisen oranlarda bu bakteri ile kontamine oldugunu gostermektedir.
Gilindogan ve Ataol (2012)’nin Ankara’da marketlerden temin ettikleri 30
kiyma/tavuk eti drneginden %20, Giiran ve Kahya (2015) Diyarbakir’da market ve
kasaplardan topladiklar1 250 dana ve kuzu kiyma orneginde %31,2 oraninda S.

aureus tespit ettiklerini bildirmislerdir (51, 52).
3.7. Metisiline Direngli Staphylococcus aureus (MRSA)

Tarim, hayvancilik ve tip gibi alanlarda antibiyotiklerin bilingsiz kullanilmasinin
sonucunda antibiyotik direnci giinlimiiz diinyasinda 6énemli ve ciddi bir halk saglig:
sorunu kabul edilmektedir. Antibiyotikler tedavinin yani swra gida hammaddesi
iiretimi i¢in yetistirilen hayvanlarda canli agirlik artig1 saglamak icin de kullanilmig
olmast boyle hayvanlardan elde edilen iiriinlerin toplumda antibiyotik direncinin
artiginda 6nemli bir yere sahiptir (53). Diger mikroorganizmalar gibi siire gelen yillar
icinde S. aureus’lar da bir¢cok antibiyotige kars1 direng gelistirmis ve gida giivenligi

ve halk saglhigi acgisindan potansiyel bir tehlike doniigmiistiir. 1940°lh yillarda
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penisilinin bulunmas: ile Staphylococcus’lar ile iligkili enfeksiyonlarda hizla azalma
goriilmiis olmakla beraber 1941°li yillardan itibaren Staphylococcus’larin penisiline
kars1 gelistirdigi diren¢ (%90’lara kadar) diginda vankomisin dahil klinik agidan

onemli bir¢ok antibiyotige kars1 direncin her gegen giin arttig1 goriilmektedir (54).

S. aureus’un penisiline kars1 direng gostermesi sonucu penisilaza direngli bir
yarisentetik beta-laktam olan metisilin antibiyotigi kullanilmaya baglanmustir. [lk
once ‘Celbenin’ adiyla satisa sunulan metisilin 1959 yilinda Londra’da bir hastanede
kullanilmistir. Bir y1l sonra ayni hastanede ii¢ farkli hastadan metisiline direngli
suslarin izole edildigi rapor edilmistir (55). Metisiline direngli S. aureus (MRSA)’lar
1960 yillardan itibaren kisa siire i¢cinde bircok iilkede ortaya ¢ikmustir. Metisiline
duyarli S. aureus’larda bes adet pensilin baglayan protein (PBP) olmakla beraber
metsiline direngli S. aureus’larda bunlara ilaveten yaklagik 72 kDa agirliginda olan
“PBP2a” olarak adlandirilan farkli bir PBP vardir (56). Penisilin baglayan protein
(PBP2a)’in azalmis afinitesinin 1981 yilinda tespit edilmesiyle, metisiline direng
mekanizmasi anlasilabilmistir. PBP2a, diger PBP’lerden farkli olarak beta-laktam
yapisindaki antibiyotiklere karsi oldukca diisiik afinite gosterir ve bdylece beta-
laktam grubu antibiyotiklerin varliginda yiiksek afiniteli PBP’lerin fonksiyonunu
gorerek peptidoglikan sentezinin devam etmesine neden olur. PBP2a tasmabilir
genetik eleman olan Staphylococcal kaset kromozom mec (SCCmec) lizerinde yer
alan 2,1 kb biiyilikligiindeki mecA geni tarafindan kodlanir. MRSA izolatlarinin beta-
laktam grubu antibiyotikler disinda linkozamid, makrolid ve aminoglikozitler gibi
diger antibiyotiklere karsi ¢oklu direng gdsterebilmesinden dolayr dnemli bir halk

saglig1 problemi olarak kabul edilmektedir (54).

Epidemiyolojik 6zellik ve kaynaklarma gére MRSA suslari; hastane kaynakli
MRSA (HA-MRSA), toplum kaynakli MRSA (CA-MRSA) ve ciftlik havanlari
kaynakli MRSA (LA-MRSA) olmak tizere ii¢ sinif altinda gruplandirilmaktadir (50).
HA-MRSA’lar ¢oklu antibiyotik direncleri nedeniyle 1960’11 yillardan itibaren tedavi
uygulamalarinda biiyiik giicliiklere neden olmaktadir. HA-MRSA’nin bulas
kaynaklar1 arasinda MRSA ile enfekte olmus hastalar disinda saglik personelleri ile
hastanelerde kullanilmakta olan alet/ekipman ve cihazlar yer alir (57). 1990'h
yillardan itibaren toplum igerisinde bir risk faktorii tagimayan saglikli, hastanede

kalmamis ya da uzun siire tedavi gérmemis insanlarda MRSA ile iligkili
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enfeksiyonlarm siklikla ortaya ¢ikmasi sonucu olusan enfeksiyon durumu CA-
MRSA olarak ifade edilmistir (58). Ciftlik hayvanlari ile iligkili MRSA suslari, ilk
kez 2003 yilinda domuzlarda saptanmistir (50). Giiniimiizde MRSA etkeni sigir,
domuz, at, kiimes hayvanlari, tavsan ve egzotik gibi bircok hayvan tiiriinden izole
edildigi bildirilmektedir (59). MRSA’nin kolonize oldugu veya bu patojen ile enfekte
hayvanlar ile temas halinde olan hayvan sahipleri, veteriner hekimler, ¢iftlik ve
kesimhane personeli bu patojen agisindan risk altindadir (60). Bir¢cok arastirma
MRSA etkeninin ayrica tiiketici seviyesinde satisa sunulan hayvansal kaynakli gida
maddelerinde de bulunabilecegini gostermektedir. Hollanda’da 2007-2008 yillarinda
incelenen toplam 2 217 et lriiniiniin 264 (%11,9) ’iinde MRSA’ya rastlanmistir. Bu
etkenin etlerdeki dagilimina bakildiginda; 395 biftegin 42 (%10,6)’sinde, 257 dana
etinin 39 (%15,2)’unda, 324 kuzu etinin 20 (%6,17)’sinde, 309 domuz etinin 33
(%10,4)’tinde, 520 tavuk etinin 83 (%16,0)’tinde, 116 hindi etinin 41 (%35,3)’inde,
118 kus etinin 4 (%3,4)’tinde, 178 av hayvani etinin 4 (%2,2)’tinde MRSA tespit
edilmistir (47). ABD’de yapilan bir ¢alismada; 120 perakende et 6rneginden 47
(%39,2)’sinin S. aureus bulundurdugu ve bunlarn 6 (%12,7)’sinin da MRSA ile
kontamine oldugu tespit edilmistir (61). Kanada’da yapilan bir ¢alismada, 402 adet
perakende 22 et 6rneginin 31 (%7,7)’inde MRSA tespit edilmistir (62).

S. aureus izolatlarinda metisilin direnci fenotipik ve genotipik olmak {iizere iki
farkli  yontem ile belirlenmektedir (63). Fenotipik metisilin  direncinin
belirlenmesinde hizli, giivenilir ve spesifitesi yiiksek olan sefoksitin antibiyotiginin
(disk diffiizyon, mikrodiliisyon yontemleri vb.) kullanilmasi 6nerilmektedir (64, 65).
B-laktamlara karsi diren¢ diizeyinin genel olarak mecA geninin varlig: ile iliskili
olmas1 metisilin direncinin gosterilmesinde Onemlidir. Cogunlukla PCR tabanli
yontemler mecA genini tespit etmek i¢in standart metotlar olarak kullanilmaktadir.
Zaman zaman islevsel olmayan veya eksprese edilmemis bir mecA tasiyan duyarh
suslar da tespit edilmektedir. Ancak genel olarak mecA varliginin ortaya konmasi

yeterli olarak kabul edilmektedir (66).
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Gereg

Bu ¢aligmada 6rneklem diizeni, ¢alismanin amacina uygun tavuk (gogiis, kanat,
kalgali but ve baget), hindi (kapama, bonfile ve kusbasi), donmus 6rdek (karkas) ve
dana kiyma (vakumlu ve vakumsuz) olmak iizere dort farkli hayvansal orijinli et
orneginden olusacak sekilde dizayn edildi. Orneklerin tamami Diyarbakir ili sinirlar
icerisinde faaliyet gostermekte olan siipermarketlerden veya kasaplardan tiiketici
seviyesinde satisa sunuldugu sekliyle Tablo 1°de belirtildigi gibi toplandi. 100 adet
tavuk eti [gogls (n:25), kanat (n:25), kalcali but (n:25), baget (n:25)], 100 adet hindi
eti [kapama (n:40), bonfile (n:30), kusbasi (n:30)], 25 adet donmus 6rdek karkas ve
100 adet dana kiyma [vakum ambalajli (n:50), kasap (n:50)] olmak iizere toplam 325
ornek materyal olarak kullanildi. Ornekler Eyliil 2018 - Ocak 2019 tarihleri arasinda
toplandi. Tavuk 6rnekleri 6 farkli ulusal firmadan, hindi 6rnekleri 1 ulusal firmadan,
donmus 6rdek karkas (tam gévde) 6rnekleri 1 ulusal firmadan, vakum ambalajli dana
kiyma Ornekleri 4 farkli ulusal firmadan, dana kiyma (vakumsuz) 6rnekleri ise lokal
diizeyde faaliyet goOstermekte olan 15 farkli kasaptan temin edildi. Orijinal
ambalajinda toplanan 6rneklerin iiretim tarihi ve son kullanma tarihlerinin ilgili yasal
mevzuat kapsaminda belirlenen siireler i¢inde olmasina, kasaplardan toplanan kiyma
orneklerinin ise temini sirasinda elde edildikleri dana karkaslarin saglik isareti ile

damgalanmis olmasia dikkat edildi.
4.2. Yontem

Her bir Orneklem giiniinde yukarida belirtilen kriterleri tasiyacak sekilde
toplanan ornekler soguk zincir altinda Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Besin/Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali laboratuvarlarina getirilerek
metisiline duyarli S. aureus (MSSA) ve metisiline direngli S. aureus (MRSA)’larin
varliginin belirlenmesi amaciyla ayni giin analize alindi. Donmus 6rdek karkaslari ise
FSIS (2013) tarafindan  belirtildigi  sekilde  buzdolab1  sicakliklarinda

¢oziindiiriildiikten sonra analizleri gerceklestirildi (67).
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Tablo 1. Caligmada kullanilan drneklerin et tiiriine ve toplanma sekline gore dagilimi

Ornek Ornek tipi  Ambalaj Sekli Satis Taze/ Ornek
Noktasi Donmus Sayisi
Tavuk Gogiis Orijinal ambalajinda Market  Taze 25
Tavuk Baget Orijinal ambalajinda Market  Taze 25
Tavuk Kalgali but Orijinal ambalajinda Market  Taze 25
Tavuk Kanat Orijinal ambalajinda Market  Taze 25
Dana Kiyma Kasap Kasap Taze 50
Dana Kiyma Orijinal ambalajinda Market  Taze 50
(vakum paket)
Hindi Bonfile Orijinal ambalajinda Market  Taze 30
Hindi Kusbasi Orijinal ambalajinda Market  Taze 30
Hindi Kapama Orijinal ambalajinda Market  Taze 40
Ordek Karkas Orijinal ambalajinda Market  Donmus 25
Toplam 325
4.2.1. Analizler

Bu ¢alismanin materyalini olusturan 6rneklerde Metisiline duyarli S. aureus ve
Metisiline direngli S. aureus varhigi farkli mikrobiyolojik yontemler kullanilarak
tespit edildi (Tablo 2).

4.2.1.1. Metisiline duyarh S. aureus tespiti (MSSA)

Aseptik kosullarda steril penset, bistiirii veya spatiil kullanilarak her bir tavuk,
hindi ve kiyma eti 6rneginden 25¢g alinarak steril numune posetlerine birakildi. Daha
sonra her bir steril numune posetine %6,5 NaCl iceren 225ml Mueller Hinton broth
(MHB, LABM) ilave edilerek stomacher (Easy Mix, Fransa)’de 1 dk. homojenize
edildikten sonra 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi (6n zenginlestirme).
Inkiibasyon sonrasi 25g 6rnek+225ml MHB (%6,5 NaCl igeren)’nin bulundugu
posetten bir 6ze dolusu alinarak egg yolk emiilsiyon ve potasyum tellurit bulunan
Baird Parker Agar (BPA, LABM) besiyeri plaklarina siirme yontemi ile gegildi ve 37
°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Bunu takiben BPA besiyerinde iireyen gri-Siyah
renkte, parlak, konveks, lesitinaz halkas1 olusturan koloniler S. aureus siipheli olarak
kabul edildi (Resim 1). Her bir plakta boyle iireyen kolonilerden 1-3 tane segilerek
bir 6ze yardimiyla saflastirmak amaciyla BPA besiyerine pasajlandi ve 37 °C’de 48
saat inkiibe edildi. Daha sonra her plaktan 6ze yardimi ile bir koloni alinarak

Tryptone Soy agar (TSA, LABM) plaklarina gecilerek 37 °C’de 18-24 saat inkiibe
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edildi. Bunu takiben siipheli izolatlarda fenotipik ve genotipik analizler

gergeklestirilinceye kadar yatik agar i¢cinde (TSA) 4 °C’de muhafaza edildi.

Donmus 6rdek karkaslarinda MSSA tespiti FSIS (2013) tarafindan 6nerildigi
sekilde orijinal ambalaji icinde buzdolab1 sicakliklarinda ¢oziindiiriildiikten sonra
gerceklestirildi (67). Aseptik kosullarda 5x5°lik steril levhalar kullanilarak toplam 25
cm?lik gogiis derisi steril numune posetlerine alind1 ve %6,5 NaCl igeren 20ml
MHB’den ilave edildi. Daha sonra stomacher (Easy Mix, Fransa)’de 1 dk.
homojenize edildikten sonra 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
MSSA tespitindeki tiim asamalar yukarida belirtildigi gibi gergeklestirildi.

Resim 1. S. aureus siipheli kolonilerin BPA besiyerindeki goriiniimii

4.2.1.2. Metisiline Direncli S. aureus tespiti (MRSA)

Tavuk, hindi, 6rdek ve dana eti 6rneklerinde MRSA varlig1 37 °C’de 18-24 saat
inkiibe edilen Ornek+%6,5 NaCl iceren 225ml MHB’nin bulundugu o6n
zenginlestirme sivilar1 kullanillarak A ve B olmak iizere iki farkli yontem takip

edilerek gerceklestirildi.
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4.2.1.2.1. Yontem A ile MRSA tespiti

Bu yontemde 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edilen 25g numune+%6,5 NaCl i¢eren
225ml MHB’nin bulundugu numune posetlerinden aseptik kosullarda bir 6ze dolusu
alinarak 2 pg/ml oxacillin ile 50 units/ml polymyxin B igeren Oxacillin Resistant
Staphylococci Isolation Medium Agar (ORSIM, LABM) besiyerinin bulundugu
plaklara stirme yontemi ile ekim yapildiktan sonra 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakildi. Uretici firma tarafindan 6nerildigi sekilde inkiibasyon sonras1 iireyen mavi
koloniler MRSA siipheli olarak kabul edildi (Resim 2). Her bir plakta boyle lireyen
1-3 koloni segilerek bir 6ze yardimiyla saflastirmak amaciyla ORSIM agar
besiyerine pasajlandi ve 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Daha sonra her bir plaktan
0ze yardimi ile bir koloni almmarak Tryptone Soy Agar (TSA, LABM) plaklarina
gecilerek 37 °C’de 18-24 siire ile inkiibe edildi. Siipheli izolatlarin fenotipik ve
genotipik dogrulanmasi ve metisiline diren¢ durumlarinin belirlenmesi i¢in analizler

gergeklestirilinceye kadar TSA yatik agar i¢inde 4 °C’de muhafaza edildi.

Resim 2. ORSIM agar besiyerinde gelisen MRSA siipheli kolonilerin goriiniimii
(Yontem A)

21



4.2.1.2.2. Yontem B ile MRSA tespiti

Her bir 6rnege ait 6n zenginlestirme sivisindan aseptik kosullarda steril pipet
yardimiyla 1ml alinarak 3.5mg/L cefoxitin (Sigma) ve 50mg/L aztreonam (Sigma)
iceren 9 ml Tryptone Soya Broth (TSB, LABM) tiiplerine aktarildi ve 37 °C’de 18-24
saat inkiibe edildi (selektif zenginlestirme) (65). Inkiibasyon sonras1 her bir tiipten bir
0ze dolusu alinarak Oxacillin Resistant Staphylococci Isolation Medium Agar
(ORSIM, LABM) besiyerinin bulundugu plaklara siirme yontemi ile ekim yapilarak
37 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi (Resim 3). Diger asamalar Yontem A’da
belirtildigi sekilde gergeklestirilerek tamamlandi.

Resim 3. ORSIM agar besiyerinde gelisen MRSA siipheli kolonilerin gériiniimii
(Yontem B)

4.2.1.3. izolatlarin tanimlanmasi

Gram boyama, katalaz ve lateks agliitinasyon testinde (microgenstaph,

Microgen) pozitif sonug veren izolatlar S. aureus olarak kabul edildi (Resim 4, 5, 6).
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Daha sonra izolatlar Vitek 11 (BioMerieux, France) bakteriyel identifikasyon sistemi
kullanilarak dogrulandi. Vitek Il ile dogrulama i¢in her bir izolat TSA agarda 37 °C
sicaklikta 18-24 saat inkiibe edildikten sonra bu besiyerinde iireyen birka¢ koloni
alinarak steril fizyolojik tuzlu su iceren tiiplerde Densichek plus (BioMeri¢ux) cihazi
kullanilarak Mcfarland konsantrasyonu ayarlandi. Mcfarland konsantrasyonu
ayarlanan tliplerden Vitek Gram pozitif bakteri kartlar1 kullanilarak iiretici firmanin

direktifleri dogrultusunda gergeklestirildi (BioMeri¢ux).

Resim 4. S. aureus siipheli izolatlarin Gram boyama sonrast mikroskop altinda

gorunumu
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Resim 5. S. aureus siipheli izolatlarin katalaz testi ile dogrulanmasi

MiCAOBIN

Resim 6. Lateks agliitinasyon testi ile S. aureus siipheli izolatlarin

dogrulanmasi
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4.2.1.3.1. Koagiilaz deneyi

S. aureus olarak tanimlanan izolatlarda koagiilaz enziminin (stafilokoagulase)
varlig1 tipte koagulaz testi ile belirlendi. 0,3 ml EDTA’ll tavsan plazmasinin
(Bactident Coagulase, Merck) bulundugu tiiplere 0,1 ml Brain Heart Infusion Broth
besiyerinde iiretilen kiiltiirden birakilarak plazmada iyi bir sekilde karismasi sagland1
ve 37 °C’lik su banyosuna koyularak 1, 2, 4, 8 ve 24. saatlerde piht1 olusumu kontrol
edildi. Pihtilasma durumu tiipe hafifce vurularak belirlendi. Piht1 olusumunun
belirlendigi izolatlar koagiilaz pozitif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak S.
aureus ATCC 25923, negatif kontrol olarak S. epidermidis ATCC 12228 kullanild:
(12).

4.2.1.4. Staphylococcus aureus izolatlarinda metisilin direncinin belirlenmesi

S. aureus olarak identifiye edilen izolatlarda metisilin direnci disk difiizyon
yontemi kullanilarak belirlendi. Herbir izolattan Miieller Hinton Agar (MHA,
LABM) besiyerine e¢kim yapilarak elde edilen taze kiiltiirden alinan koloniler
Tryptone Soy Broth (TSB, LABM)’da siispanse edildi. Bakteri siispansiyonu,
dansitometre (Densichek plus, Biomerieux) cihazi kullanilarak 0,5 McFarland
bulaniklik standardina gore ayarlandiktan sonra inokiilum steril ekiivyon ile yiizeyi
kurutulmus MHA plaklarina ii¢ yonde siiriilerek esit dagilacak sekilde yayildi. Bunu
takiben oda sicakligma getirilen 30 pg sefoksitin diski (Oxoid, England) besiyeri
iizerine inokiile edilen kiiltiiriin iizerine konularak 35+1 °C’de 1842 saat bekletildi
(EUCAST, 2019). EUCAST tarafindan Onerilen diren¢ sinir degerlerine gore
inhibisyon zon c¢apt < 22 milimetre olan izolatlar MRSA, > 22 milimetre olan
izolatlar ise MSSA olarak degerlendirildi (EUCAST, 2019). Pozitif kontrol olarak S.
aureus ATCC 43300, negatif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213 kullanildi.

4.2.1.5. Staphylococcus aureus izolatlarinda nuc ve mecA genlerinin PCR ile

belirlenmesi
4.2.1.5.1. DNA ekstraksiyonu

S. aureus olarak belirlenen tiim izolatlarda DNA ekstraksiyonu kaynatma

metodu ile gerceklestirildi. Kisaca her bir izolat TSA besiyerine ekilerek 37 °C’de
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18-24 saat inkiibe edildi. Elde edilen taze kiiltiirden birka¢ koloni steril 6ze ile
alinarak 200 pl steril su bulunan 1,5ml’lik DNase-RNase free ependorf tiiplerine
aktarildi. Vorteks ile iyice karistirilan siispansiyon kuru blok 1siticilarinda 95 °C’de
15 dakika bekletildi. Bu islemi takiben eppendorf tiipleri kuru blok isiticilarindan
alinarak birka¢ saniye vortekslendikten hemen sonra 13.500 rpm’de 1 dakika
santrifiije edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen supernatant steril eppendorf tiiplerine
aktarilarak PCR isleminde hedef DNA olarak kullanilincaya kadar -20 °C’de
bekletildi.

4.2.1.5.2. PCR asamasi

Bu ¢alismada S. aureus olarak belirlenen izolatlarda nuc ve mecA gen varhig: tek
bir polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirildi. Bu amagla nuc geni i¢in 270 bp
ve mecA geni icin 533 bp’lik fragmentleri amplifiye eden primerler kullanildi
(Sentromer, Tiirkiye) (Tablo 3). Toplam 50 ul’lik hacimde hazirlanan PCR reaksiyon
icerigi; 6ul 10 x PCR buffer, 9ul MgCl, 9ul dNTP karisimi, 1.0 U Taq DNA
Polymerase enzimi, 1’er ul olacak sekilde 10 pmol’liik nucF-nucR ve mecAF-mecAR
primerleri ile Sul hedef DNA ve 17ul distile sudan olustu. PCR karigimini igeren
0,2ml’lik DNase-RNase free PCR tiipleri PCR (ABI Veriti Thermal Cycler,

Singapore) cihazina yerlestirildi.
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Tablo 2. Et 6rneklerinde MSSA ve MRSA analiz akig diyagrami

Hedef bakteri

Uygulanan islem basamaklari

Metisiline duyarh S.

aureus tespiti
(MSSA)

On zenginlestirme: 25g 6rnek+%6,5 NaCl iceren 225ml Mueller Hinton
Broth, 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyon

Kat1 besiyerine ekim: On zenginlestirme sivisindan bir 6ze dolusu almarak
egg yolk emiilsiyon ile potasyum tellurit ilave edilmis BPA besiyerine ekim,
37 °C’de 24-48 saat inkiibasyon

S. aureus siipheli koloniler: BPA besiyerinde iireme gosteren gri-Siyah
renkli, parlak, 1-3 mm c¢apinda, lesitinaz halkasi olusturan 1-3 koloninin
secilmesi

Siipheli kolonilerin S. aureus olarak tanimlanmasi: Gram boyama, katalaz
testi, latex slide agliitinasyon testi sonras1 Vitek cihazinda dogrulama.

Tiipte koagulaz testi: S. aureus olarak belirlenen izolatlarm EDTA
(Bactident Coagulase, Merck)’l1 tavsan plazmasindan koagulaz olusturma
durumunun belirlenmesi

S. aureus olarak belirlenen izolatlarda metisilin duyarliligi: EUCAST (2019)
direng smir degerlerine gore sefoksitin(30ug) inhibisyon zon ¢apr > 22
milimetre olan izolatlar

PCR ile nuc ve mecA varliginin belirlenmesi

Metisiline direncli S.

aureus tespiti
(MRSA, Yontem A)

Kat1 besiyerine ekim: On zenginlestime sivisindan bir 6ze dolusu alinarak
2 pg/ml oxacillin ile 50 units/ml polymyxin B igeren Oxacillin Resistant
Staphylococci Isolation Medium Agar (ORSIM, LABM) besiyerine ekim,
37 °C’de 24-48 saat inkiibasyon

MRSA siipheli koloniler: ORSIM agar besiyerinde mavi renkli iireme
gosteren 1-3 koloninin secilmesi

Siipheli kolonilerin S. aureus olarak tanimlanmasi: Gram boyama, katalaz
testi, latex slide agliitinasyon testi sonrasi Vitek cihazinda dogrulama.

S. aureus olarak belirlenen izolatlarda metisilin duyarliligi: EUCAST (2019)
diren¢ smir degerlerine gore sefoksitin(30ug) inhibisyon zon g¢ap1 < 22
milimetre olan izolatlar MRSA, inhibisyon zon g¢apt > 22 milimetre olan
izolatlar MSSA.

PCR ile nuc ve mecA varligmin belirlenmesi

Metisiline direngli S.

aureus tespiti
(MRSA, Yontem B)

Selektif zenginlestirme: On zenginlestirme sivisindan 1ml alinarak 3.5mg/L
cefoxitin (Oxoid) ve 50mg/L aztreonam (Oxoid) igeren 9ml Tryptone Soya
broth (TSB, LABM) tiiplerine transfer etme ve 37°C’de 18-24 saat
inkiibasyon,

Kat1 besiyerine ekim: Selektif zenginlestirme sivisindan bir 6ze dolusu
alinarak 2 pg/ml oxacillin ile 50 units/ml polymyxin B igeren Oxacillin
Resistant Staphylococci Isolation Medium Agar (ORSIM, LABM)
besiyerine ekim, 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyon,

S. aureus siipheli koloniler: ORSIM agar besiyerinde mavi renkli iireme
gosteren 1-3 koloninin segilmesi

Stipheli kolonilerin S. aureus olarak tanimlanmasi: Gram boyama, katalaz
testi, latex slide agliitinasyon testi sonrasi Vitek cihazinda dogrulama,

S. aureus olarak belirlenen izolatlarda metisilin duyarliligi: EUCAST (2019)
diren¢ smir degerlerine gore sefoksitin(30ug) inhibisyon zon g¢ap1 < 22
milimetre olan izolatlar MRSA, inhibisyon zon ¢apt > 22 milimetre olan
izolatlar MSSA,

PCR ile nuc ve mecA varligiin belirlenmesi
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PCR amplifikasyonu; 94°C’de 1 dakika on denatiirasyon asamasini takiben,
toplam 30 PCR siklusu 94°C’de 1 dakika denaturasyon yapildi. 55°C’de 1 dakika
hibridizasyon islemi uygulandi. 72°C’de 1 dakika uzama ve 1 PCR siklusu
uygulandi. 72°C’de 5 dakika son uzama olacak sekilde gergeklestirildi (68).

Tablo 3. S. aureus izolatlarinda nuc ve mecA gen varligimin belirlenmesinde kullanilan

primerlerin dizilimi

Gen Oligonucleotid sekansi (5'-3") Uzunluk Kaynak

nuc-F GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 270 bp Brakstad ve ark. (1992) (69)
nuc-R AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC

mecA-F  AAA ATC GAT GGT AAAGGT TGG C 533 bp Murakami ve ark. (1991) (70)
MECA-R  AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C

PCR sonucunda elde edilen amplifikasyon triinleri SafeView (ABM, Canada)
DNA boyast iceren %]1,5’luk agaroz jelde 100 voltluk akimda elektroforezde
yiiriitiildii. Bunu miiteakip olusan bantlar 100 bp’lik DNA ladder (Thermo Fisher
Scientific) ile 312 nm’lik dalga boyunda UV transiliimiinatérde (Spectroline, Model
TC-312 E/F) goriintiilenerek karsilastirildi. PCR asamasiin optimizasyonu ve
gerceklestirilmesinde MRS A 27R susu pozitif kontrol olarak kullanildi (69, 70).

4.2.1.6. istatiksel analiz

Tavuk, hindi, 6rdek ve dana kiyma ornekleri ile MSSA, KPS ve MRSA varligi
arasindaki farkliliklarin istatiksel agidan énemli olup olmadigi ki-kare (y2) testi ile
arastirildl. Taniticr istatistik olarak frekans ve yiizde degerleri verilmistir. Istatiksel

analizler i¢cin SPSS (version 24) paket programi kullanild1.
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5. BULGULAR

5.1. Metisiline Duyarh S. aureus’un Kiiltiir Yontemi ile Tanimlanmasi

Bu ¢alismada, orijinal ambalaji i¢cinde satisa sunulan tavuk kalgali but (n: 25),
tavuk gogiis (n: 25), tavuk kanat (n: 25), tavuk baget (n: 25), hindi bonfile (n:30),
hindi kusbasi (n:30), hindi kapama (n:40), vakumlu dana kiyma (50) ve donmus
ordek karkas (n: 25) ile kasaplardan toplanan dana kiyma (n:50) olmak {izere toplam

325 et 6rneginde metot kisminda belirtildigi gibi analizleri gergeklestirildi.

Analiz bulgular1 sonucunda 325 et orneginin 186(%57,2)’sinm S. aureus ile
kontamine oldugu belirlendi. Tavuk (n:100), hindi (n:100), kiyma (n:100) ve 6rdek
(n:25) orneklerindeki S. aureus varligi sirasiyla %46, %53, %75 ve %48 olarak
saptandi. Dana kiyma ile tavuk, hindi ve Ordek etleri arasindaki S. aureus

prevalansinin istatiksel agidan 6nemli oldugu bulundu (P<0,05) (Tablo 4).

186 ornekten elde edilen 219 S. aureus izolatinda gerceklestirilen koagulaz testi
sonucunda 108(%33,2)’inin koagulaz pozitif S. aureus (KPS) oldugu tespit edildi.
Bu izolatlarmm et tiirlerine gore dagilimma bakildiginda tavuk, hindi, 6rdek ve dana
kiyma Orneklerinin %24, %19, %12 ve %62’sinin KPS ile kontamine oldugu
saptandi. Dana kiyma ile tavuk, hindi ve ordek etleri arasinda KPS prevalansinin

istatiksel agidan 6nemli oldugu belirlendi (P<0,05) (Tablo 4).

S. aureus olarak dogrulanan 219 izolatta metisiline direng durumu 30ug
sefoksitin diski kullanilarak saptandi. EUCAST tarafindan belirlenen direng sinir
degerlerine gore izolatlarin tamaminda (%100) inhibisyon zon ¢apmin > 22 mm
oldugu ve bu kapsamda izolatlarn tamammin (%100) MSSA oldugu belirlendi
(Tablo 4).

5.2. Metisiline Direncli S. aureus’un Kiiltiir Yontemi ile Tanimlanmasi

Bu calismada Yontem A’ya gore orneklerdeki MRSA varligi; 6n zenginlestirme
stvisindan bir 6ze dolusu alimarak ORSIM agara ekim sonrasi bu besiyerinde tireme
gosteren mavi renkli kolonilerin S. aureus olarak tanimlanmas1 ve EUCAST (2019)

direng sinir degerlerine gore sefoksitin (30ug) inhibisyon zon ¢apina gore metisilin
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direncinin belirlenmesi seklinde gergeklestirildi. Yontem A ile analiz edilen 100
tavuk Orneginin 24 (%?24)’tinden, 100 kiyma 6rneginin 45 (%45)’inden, 100 hindi
orneginin 16 (%16)’sindan ve 25 o6rdek Orneginin 4 (%16)’tinden olmak tizere
toplam 118 MRSA siipheli izolat elde edildi. Gram boyama, katalaz, latex
agliitinasyon ve Vitek analiz sonuglarina gore 118 izolatin hicbirinin S. aureus

olmadig1 belirlendi (Tablo 4).

Yontem B’ye gore orneklerdeki MRSA wvarligi; 6n zenginlestirme, selektif
zenginlestirme (3.5mg/L cefoxitin (Oxoid) ve 50mg/L aztreonam igeren 9ml TSB
tiiplerinde), kat1 besiyerine ekim (ORSIM agar), mavi renkli lireyen kolonilerin S.
aureus olarak tanimlanmasi ve bunu takiben EUCAST (2019) direng sinir
degerlerine gore sefoksitin (30ug) inhibisyon zon g¢apina gore metisilin direncinin
belirlenmesi seklinde gercgeklestirildi. Yontem B ile analiz edilen 100 tavuk
orneginin  17(%17)’sinden, 100 kiyma Orneginin 42(%42)’sinden, 100 hindi
orneginin 12(%12)’sinden ve 25 drdek drneginin 2(%38)’sinden olmak iizere toplam
73 MRSA siipheli izolat elde edildi (Tablo 4). Bu izolatlarda gergeklestirilen Gram
boyama, katalaz, latex agliitinasyon ve Vitek analiz sonuglarina gére 3 farkli kiyma
orneginden elde edilen 3 tane izolat ile 1 hindi kusbas1 6rneginden elde edilen 1 tane
izolatin S. aureus oldugu tespit edildi. Bu 4 izolattaki metisilin direnci sefoksitin
diskleri kullanilarak disk difflizyon yontemine gore dogrulandi. EUCAST tarafindan
onerilen direng sinir degerlerine gore bu 4 izolatin tamaminda (%100) sefoksitin

(30ug) inhibisyon zon ¢apmin < 22 mm oldugu bulundu.

5.3. MSSA ve MRSA izolatlarinda nuc ve mecA Gen Varhg

Bu ¢alismada sadece nuc geni tasiyan izolatlar S. aureus, hem nuc hem de mecA
geni tasiyan izolatlar ise Metisiline direngli S. aures olarak kabul edildi. MSSA
olarak tanimlanan 219 izolatin tamaminin (%100) nuc geni tasidig1 ancak higbirinin
mecA geni tasimadigir belirlendi. Yontem A’ya gore analizleri gergeklestirilen
orneklerden izole edilen MRSA siipheli 118 izolatin tamaminda (%100) mecA geni
tespit edilirken higbirinin nuc geni tasimadigi tespit edildi. Yontem B’ye gore
analizleri gergeklestirilen 6rneklerden MRSA siipheli olarak kabul edilen 73 izolatin
4(%5,4)’iniin hem nuc hem de mecA genlerini tasidigi, geriye kalan 69(%94,5)
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izolatin ise yalniz mecA geni tasidig1 ancak nuc geni tasimadigi belirlendi. Hem nuc
hem de mecA genlerini bulunduran 4 MRSA izolatmin 1 tanesinin hindi kusbasi, 2
tanesinin dana kiyma (kasap) ve 1 tanesinin vakumlu dana kiyma orneklerine ait

oldugu saptandi (Tablo 4).
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Tablo 4. Et 6rneklerinden izole edilen MSSA ve MRSA siipheli izolatlarda nuc ve mecA genlerinin dagilimi (N:325)

Ornek tiirii Ornek Sayisi MSSA MRSA
(n) Yontem A Yontem B
POS (%) [zolat KPS- nuc mecA izolat mecA POS  lzolat nuc mecA
Sayisi POS(%) Sayisi (%) Sayist
Tavuk gogiis 25 17(68) 18 7 18 8 8 - 4 - 4
Tavuk baget 25 9(36) 10 4 10 7 7 - 5 - 5
Tavuk kalgali but 25 12(48) 13 5 13 6 6 - 4 - 4
Tavuk kanat 25 8(32) 11 8 11 3 3 - 4 - 4
TAVUK 100 46(46)~ 52 24(24)™ 24 24 17 17
Hindi bonfile 30 19(63,3) 22 7 22 2 2 - 6 - 6
Hindi kusbas 30 11(57,8) 14 4 14 6 6 1(3,3) 4 1 4
Hindi kapama 40 23(57,5) 24 8 24 8 8 - 2 - 2
HiNDI 100 53(53)"" 60 19(19)~ 16 16 12 1 12
Ordek karkas 25 12(48) 13 3 13 4 4 - 2 - 2
(gbvde)
ORDEK 25 12(48)" 13 3(12)% 4 4 2 2
Dana Kiyma 50 33(66) 44 18 44 39 39 1(2) 19 1 19
(vakumlu)
Dana Kiyma (kasap) 50 42(84) 50 44 51 35 35 2(4) 23 2 23
KIYMA 100 75(75)%" 95 62(62)%" 74 74 42 4 42
Toplam 325 186(57,2) 219 108(33,2) 219 118 118 4(1,2) 73 4 73

MSSA: Metisiline duyarli S. aureus
MRSA: Metisiline direngli S. aureus
POS: Pozitif drnek sayisi

KPS-POS: Kogulaz pozitif S. aureus érnek sayisi

A,B*: Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen harfler istatiksel agidan birbirinden farklidir (P<0,05).
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6. TARTISMA

Hizla globallesen giliniimiiz diinyasinda 1961 yilinda diinyada kisi basi et
tilketimi 23,1 kg iken 2011 yili itibariyle yaklasik iki katmna ¢ikarak 42,2 kg’a
ulagmistir (1). Birlesmis Milletler tarafindan yayimlanan bir raporda 2017 yili itibari
ile 7,6 milyar olarak tahmin edilen diinya niifusunun 2050 yilinda 9,8 milyara
ulasacagi ongoriilmektedir (UNDP, 2015). Bu da insan beslenmesinde 6nemli bir
protein kaynagi olan et ihtiyacinin global diizeyde niifus artisina paralel bir sekilde
artacagimi gostermektedir (2). Ge¢miste kirmizi et (sigir) tiiketiminin 6n planda
oldugu diinyada son 20 yilda kanath eti basta olmak lizere domuz eti iiretimi ve
tiikketim oranlarmda énemli artislarm oldugu gériilmektedir (1). insanoglunun direk
veya indirek (hayvansal kaynakli gidalar aracigiyla) bir sekilde hayvanlarla ve cevre
ile etkilesim halinde olmasi mikrobiyal risklere maruz kalmasmi ka¢milmaz hale
getirmektedir. Son yillarda hastane, toplum veya hayvansal kaynakli S. aureus
izolatlarmdaki antibiyotiklere karst coklu direng gelisimindeki hizli artis bu
bakterinin daha yakindan takip edilmesini zorunlu hale getirmistir. Hem konak
spesifik hem de insan ve hayvanlarda enfeksiy6z bir¢ok hastaliktan sorumlu olan S.
aureus ayni zamanda diinyada en ¢ok gida tiiketimi ile iligkili salginlara neden olan

patojenler arasinda gosterilmektedir (3, 4).

Bu kapsamda bu c¢alismada analiz edilen toplam 325 et Orneginin
186(%57,2)’sinin S. aureus ile kontamine oldugu belirlendi. Calisma bulgularimiza
benzer sekilde Giindogan ve ark. (2005) analiz ettikleri 60 tavuk karkas ve 60 dana
kiyma Ornegindeki S. aureus varligini sirastyla %43 ve %57 diizeyinde, Koluman ve
ark. (2011) inceledikleri 50 tavuk, 50 hindi ve 50 sigir kiyma 6rnegindeki S. aureus
varhigmi %48, %42, %58 diizeyinde tespit ettiklerini bildirmislerdir (71, 72). Ogata
ve ark. (2012) 73 tavuk eti 6rneginin %25’ inden, 55 dana eti 6rneginin %7’sinden ve
2 ordek eti 6rneginin %100’iinden, Ozdemir ve Keyvan (2016) 75 sigir et drneginin
%14,6’sinda ve 75 tavuk et Orneginin %45,3’inde S. aureus tespit etmistir (73, 74).
Bhargava ve ark. (2011) 156 si8ir, 76 tavuk, 57 hindi 6rneginin siwrasiyla %20,5,
%25, %24,5 ve numunelerin toplaminda %22,5 (n:289)’inde S. aureus tespit
ettiklerini bildirmistir (75). Bu arastrrmacilarin bildirdikleri sonuglar ¢alisma

bulgularimizdan daha disiiktiir. Gida maddelerinin S. aureus ile kontaminasyonu
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direk hammadden kaynakli olabilecegi gibi gida calisanlarindan veya toprak, su, toz
ve hava gibi ¢evresel kaynakli nedenlerden olabilmektedir. Et 6rneklerinde S. aureus
varliginin tespiti i¢in kullanilan analiz yontemlerinin de arastirma sonuglar1 arasinda
farkliliklar agisindan 6nemli oldugu disiiniilmektedir. Kitai ve ark. (2005) perakende
olarak satiga sunulan 444 tavuk eti 6rneginde S. aureus varligini direk kati besiyerine
(BPA) ekim ve zenginlestirme islemi sonrasi (%7 NaCl igeren Brain Heart Infusion
Broth) kat1 besiyerine (BPA) ekim olmak {izere iki farkli yontem ile arastirdiklari
calismalarinda direk yontem ile Orneklerin 180 (%40,5)’ininden, zenginlestirme
yontemi ile ise orneklerin 292 (%65,1)’si gibi ¢ok daha yiiksek bir oranda S. aureus
belirlediklerini bildirmistir (76). Benzer sekilde bu ¢alismada da S. aureus varligi
%06,5 NaCl iceren MHB besiyerinde zenginlestirme islemi uygulandiktan sonra BPA

kat1 besiyeri kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bu ¢aligmada S. aureus™un belirlendigi 186 et 6rneginden toplam 219 S. aureus
izolat1 elde edildi. Disk difflizyon sonucu bu izolatlarm tamaminin sefoksitin
antibiyotigine duyarl oldugu tespit edildi ve bu izolatlar MSS A olarak tanimlandi. Et
tiirline gére MSSA prevalans: %75 oranla en fazla dana kiyma etinde tespit edilirken
bunu sirastyla %53 ile hindi, %48 ile 6rdek ve %46 ile tavuk etlerinin takip ettigi
saptand1 (P<0,05). Sonuglarimiza benzer sekilde Tang ve ark. (2017) analiz ettikleri
toplam 145 tavuk, hindi ve domuz eti 6rneginin %66’sinin MSSA ile kontamine
oldugunu bildirmistir (77). Aym1 ¢alismada MSSA prevalans: en yiiksek %75 ile
tavuk etlerinde en diisiik %35 ile hindi etlerinde oldugu bulunmustur. Kwon ve ark.
(2006) analiz ettikleri 930 et 6rneginin 290 (%31,1)’minda MSSA tespit ettiklerini
bildirmistir (78). Thapaliya ve ark. (2017) 580 tavuk et 6rneginin %25,5’inden, 870
dana et drneginin %24,4 ve 52 hindi et 6rneginin %22,9’undan MSSA tespit ettikleri

arastirmalarinda ¢alismamizdan daha diisiik diizeyde bulmustur (79).

S. aureus, S. intermedius ve S. hyicus tarafindan {iretilen staphylocoagulase
enzimi bu bakterilerinin patojenitilerinin  belirlenmesinde indikatdr olarak
kullanilabilmektedir. Ozellikle koagulaz pozitif S. aureus (KPS)’lar gida kaynakli
zehirlenmeler ile klinik enfeksiyonlarn olusumunda 6nemlidir (80). Tirk Gida
Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’nde koagulaz pozitif S. aureus
diizeylerinin gida maddelerinde bulunmasina izin verilen maksimum smir degerler

belirtilmistir. Ancak ilgili yonetmelikte ¢ig etlerde kabul edilebilir maksimum KPS
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sayist ile ilgili herhangi bir sinir deger bulunmamaktadir. 186 et 6rneginden elde
edilen 219 S. aureus izolatinin koagulaz testi sonucuna gore tavuk, hindi, 6rdek ve
dana eti 6rneklerinin %24, %19, %12 ve %62’sinin toplamda analiz edilen 325 et
orneginin %33’sinin KPS ile kontamine oldugu saptandi. Literatiirde et tiirlerinin
farkli oranlarda KPS ile kontamine olabilecegi bildirilmistir. Normanno ve ark.
(2007) analiz ettikleri 1 316 taze et Orneginin 344 (%26,1)’linden ve 1.639
kiyma/hamburger et drneginin 512 (%31,2)’sinden, Ozdemir ve Keyvan (2016) 75
dana eti 6rneginin 13 (%17,3)’linden, 75 koyun eti 6rneginin 26 (%34,6)’sindan ve
75 tavuk eti 6rneginin 41 (%54,6)’inden KPS tespit etmislerdir (74, 81).

Gilintimiizde MRSA patojeni antibiyotiklere coklu diren¢ gelisiminden dolay1
hastane kaynakli enfeksiyonlarmin yani sira halk sagligi, hayvan saghgi ve gida
giivenligi agisindan dnemsenmesi gereken patojenler arasinda gosterilmektedir. Bu
calismada tavuk, hindi, 6rdek ve dana kiyma 6rneklerinde MRS A patojenin varligr A
ve B olmak iizere iki farkli kiiltiir yontemi kullanilarak tespit edilmeye calisildi.
Kiiltiir ve PCR (nuc ve mecA genleri i¢in) sonucglarma goére Yontem A ile elde edilen
118 izolatin hi¢birinin S. aureus olmadigir ancak tamaminin mecA geni tasidigi,
Yontem B ile elde edilen 73 izolatin ise 4’iiniin S. aureus oldugu, nuc ve mecA
genlerini  tasidigi  ve sefoksitin antibiyotigine direngli oldugu belirlendi.
Termoniikleaz enzimini kodlayan nuc geni S. aureus’u diger Staphylococcus
tirlerinden ayrimmda marker gen olarak kullanilmaktadir (52). Asya, Avrupa,
Kanada, ABD ve diinyanin diger bir¢ok bolgesinde tiiketici seviyesinde satisa
sunulan etlerde gergeklestirilen calismalarda cogunlukla MRSA varligr <%1’den
%11,9’e kadar degisen oranlarda bildirilmekle beraber bu oranin %35’lere kadar
¢iktigi ¢alismalarin oldugu da literatiirde bildirilmistir (52, 61, 76, 78, 81-85). Bu
calismada analiz edilen tavuk, hindi, 6rdek ve dana kiyma 6rneklerinin sirasiyla %0,
%1, %0 ve %3’tinden toplam 325 et 6rneginin %1,2’sinden MRSA tespit edildi.
Calisma bulgularimiza benzer sekilde Jackson ve ark. (2013) ABD’de analiz ettikleri
100 sigir eti ve 100 domuz etinin sirasiyla 4(%4) ve 3(%3)’tinden, Kitai ve ark.
(2005) Japonya’da siipermarketlerden toplanan 444 tavuk etinin 2 (%0,5)’sinden,
Kwon ve ark. (2006) Giiney Kore’de analiz ettikleri 930 tavuk, sigir ve domuz etinin
sadece 2(%0,2)’sinden (tavuk eti) MRSA tespit ettiklerini bildirmiglerdir (76, 78,
86). Boer ve ark. (2009) Hollanda’da gerceklestirdikleri bir arastirmada sigir, dana,
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tavuk ve hindi etlerinin %10,6, %15,2, %16,0 ve %35,3’linden MRSA tespit etmistir
(82). Fessler ve ark. (2011) Almanya’da gergeklestirdikleri bir ¢alismada 24 taze
tavuk etinin 6(%25)’smdan, 19 tavuk eti tirtiniin 4(%21,1)’iinden, 22 taze hindi etinin
11(%50)’inden ve 21 hindi eti {iriiniiniinl 1(%52,4)’inden olmak {izere toplam 86
kanatli 6rneginin %37,2’sinden MRSA tespit ettiklerini bildirmistir (87). 2010-2011
yillar1 arasinda ABD’de sekiz farkli eyaletten toplanan sigir, tavuk ve domuz etinden
olusan toplam 3 520 et 6rneginin incelendigi bir arastirmada 6rneklerin %1,9’unun
MRSA ile kontamine oldugu ve et tiirlerine gore MRSA prevalansimin en yiiksek
%3,5 ile hindi etlerinde, en diisiik ise %0,3 ile tavuk etlerinde oldugu bulunmustur
(88). Yine ayni ¢alismada sigir ve domuz etlerindeki MRSA prevalanst %1,7 ve
%1,9 olarak bildirilmistir (52). Hayvansal orijinli gidalarda MRSA tespiti i¢in %6,5
NaCl iceren siv1 besiyerinde (MHB veya TSB gibi) zenginlestirme basamaginin
uygulanmasmin MRSA’nmn belirlenmesini olumlu yonde etkiledigi bildirilmektedir
(64, 87, 88). Tang ve ark. (2017) farkli et 6rneklerinde MRS A varligini arastirdiklari
calismalarinda direk besiyerine ekim yOntemiyle 145 ornegin 3 (%2,1)’linde,
zenginlestirme isleminin uygulandigi ayni orneklerde ise 19 (%13)’'undan MRSA
tespit ettiklerini bildirmistir (89). Calismamizda %6,5 NaCl iceren MHB besiyerinde
zenginlestirme isleminin uygulandigi (yontem A) et 6rneklerinin higbirinden MRS A
tespit edilemedi. Bu durum diger arastirmacilarin aksine ¢aligmamizda
zenginlestirme sonrast kati1 besiyeri olarak ORSIM agarin kullanilmasindan
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir (77, 90). Literatiir de MRSA tespitinde
ORSIM agar besiyerinin kullanildig1 arastirmalar (91, 92) mevcut olmakla beraber
CHROMagar MRSA, Brilliance MRSA 2 Agar, chromID MRSA gibi besiyerlerinin
daha siklikla kullanildigi ve bazi uluslararasi kurumlar tarafindan Onerildigi
goriilmektedir (85, 86). EURL-AR ve EFSA tarafindan domuz, sigir ve tavuk gibi
ciftlik hayvanlar1 ile iliskili kaynaklardan toplanan orneklerde MRSA (LA-
MRSA)’nin tespitinde 2-S metodu olarakta bilinen ardarda iki farkli zenginlestirme
agamasmin uygulanmast onerilmektedir (93, 94). Kisaca bu yontemde, orneklerin
%6,5 NaCl iceren MHB’de zenginlestirme islemi sonrasi 3,5mg/L cefoxitin ve
50mg/L aztreonam igeren ikinci bir sivi besiyerinde (TSB gibi) zenginlestirme
(selektif) isleminin uygulanmasi, sonrasinda kromojenik kat1 besiyerine ekim

(Brilliance MRSA 2 agar gibi), lireyen siipheli kolonilerin dogrulanmas1 (PCR ile) ve
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molekiiler tiplendirme asamalarin1 kapsar. Bu calismada et Orneklerinde MRSA
tespitinde EURL-AR ve EFSA tarafindan oOnerildigi gibi ikinci bir zenginlestirme
basamagi kullanilarak (yontem B) toplam 4 izolat MRSA olarak belirlendi. Yontem
A ile karsilastirildiginda ikinci bir zenginlestirme basamaginin kullanilmasinin
MRSA tespitinde ortamin segiciligini arttirdigint  gostermektedir. Calismamiza
benzer sekilde Fang ve Hedin (2006) referans laboratuvar suslari, klinik izolatlar ve
klinik materyallerde gerceklestirdikleri bir arastirmada sefoksitin iceren broth
besiyerlerinin kullanilmasmin bu patojenin hizli ve duyarli bir sekilde tespitine
imkan verdigini bildirmistir (64). Ancak Pauly ve ark. (2019) 3,5mg/L cefoxitin ve
50mg/L aztreonam igeren bir sivi besiyerinde zenginlestirme (selektif) isleminin
MRSA gelisimini engelleyerek sahte negatif sonuglara neden olabilecegini
bildirmistir (95). Bilimsel literatiir incelendiginde klinik, gevre, hayvan ve gida
maddelerinden MRSA tespit edilmesinde kullanilan kiiltiir yontemleri ile ilgili tam

bir konsensusun olmadigi dikkatleri ¢ekmektedir (77, 94, 95).

Bu caligmada S. aureus olarak tanimlanan izolatlarda metisilin direnci (MRSA)
sefoksitin disk diffiizyon yontemi ile belirlendi ve izolatlarin sadece 4(%#4)’linlin
sefoksitine direng¢li oldugu bulundu. Ayrica bu dort izolatm tamammin mecA geni
tasidig1 saptandi. S. aureus izolatlarinda metisilin direncinin belirlenmesinde
sefoksitin disk diflizyon (SDD) yonteminin duyarliligimin %98-100, 6zgiilligiliniin
ise %99-100 oranlar1 arasmda oldugu bildirilmektedir (96).

Birgok arastirma MRSA izolatlarinin tespiti ve dogrulanmasinda sadece mecA
gen varliginin tespitinin yeterli olmadigini fenotipik sefoksitin direncinin (disk
diffiizyon gibi) de belirlenmesinin 6nemli oldugunu bildirmistir (97-101).
Quddooumi ve ark. (2006), 157 izolatin 30 (%19,1)’unu fenotipik olarak metisiline
direngli oldugunu ve bu izolatlarin 15’inin mecA genini tasidigini bildirmistir (102).
Ayni calismada mecA geninin tespit edildigi izolatlarm koyun ve kanath eti

orneklerinden elde edilen izolatlar oldugu bulunmustur.
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7. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda analiz edilen orneklerin halk saghigi ve gida gilivenligi
acisindan 6nemli metisiline duyarli S. aureus (MSSA) ile metisiline direngli S.
aureus (MRSA)’lar ile kontamine olabilecegi belirlenmistir. Et {irlinlin hangi
hayvandan elde edildigine bakilmaksizin ¢iftlikten catala gida giivenligi kapsaminda
HACCP ve I1SO 22000 gibi uluslararasi kabul edilen sistemlerin etkin bir sekilde
uygulanmasmin bdyle gida maddelerinden kaynaklanabilecek S. aureus ile iliskili
hastalik durumlarmin dnlenmesi, kontrol altina alinmas: veya elimine edilmesinde
onemli olacaktir. Hindi ve kiyma oOrneklerinden ¢ok az oranda dahi olsa MRSA
patojeninin tespit edilmis olmasi ¢ocuk, yasl, gebe ve immiin sistemi baskilanmis
gibi bireyler agisindan ciddi bir tehlike olusturabilecegi gbéz ardi edilmemelidir.
Biiyliyen bir tehdit olarak kabul edilen ve coklu ilag direncinden dolay1 bircok
insanin Oliimiine neden olabilen MRSA patojeninin ¢iftlik hayvanlarinda ve
hayvansal kaynakli gidalarda ulusal izleme/kontrol programlar1 i¢ine dahil edilmesi
bulas kaynaklarinin belirlenmesi, izlenmesi ve kontrol altina alinmasinda 6nemli

olacagi diisiiniilmektedir.

Gida, cevre, klinik ve hayvan materyallerinde MRSA patojeninin tespitinde
kullanilan mevcut yontemler konusunda uluslararasi anlamda tam bir konsensusun
saglanamamig olmasi, bu alanda gelecekte yapilacak arastirmalarin 6zellikle bu
patojenin bdyle materyallerden tespit edilmesinde duyarli, segici, etkili alternatif
yontemlerin gelistirilmesine yonelik olmasi gerektigi diistiniilmektdir. Boylece
etkenin ¢evre ve gida gibi materyallerden daha giivenli ve dogru bir sekilde tespit
edilmesi saglanarak etkenin gercek prevalansinin belirlenmesinde ve cografik

dagiliminin bilinmesine katki saglayacaktir.
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