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KISA OZET

Bu ¢alisma, kesimhanelerde Staphylococcus aureus’un mevcudiyetini, izolatlarin
vankomisin antibiyotigine duyarliligini tespit etmeyi ve molekiiler tiplendirmesini
amagclamaktadir. Nevsehir ilindeki ii¢ farkli kesimhaneden svap ile alinan; sigir karkast,
duvar, bicak, kesme tahtasi yiizeyleri ve kesimhane atik su ornekleri calisma
kapsaminda materyal olarak kullanilmistir. Her bir kesimhaneden; 10 adet sigir karkasi
yiizeyi, 10 adet duvar yiizeyi, 10 adet bigak yiizeyi, 10 adet kesme tahtas1 yiizeyi ve 10
adet atik su olmak {iizere, bir kesimhaneden toplamda 50 adet; li¢ kesimhaneden
toplamda 150 adet numune alinarak aseptik sekilde soguk =zincirde laboratuvara

ulastirilmistir.

Yapilan fenotipik ve molekiiler identifikasyon testleri PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) ile izolatlar S. aureus olarak identifiye edilmistir. Ayrica izolatlara E test
ile yapilan antibiyotik duyarlilik testi uygulanmis ve S. aureus izolatlarinin vankomisine
duyarhiliklar1 tespit edilmistir. Izolatlarin genetik yakimliklarinin ortaya konmasi
amaciyla Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR  (ERIC-PCR)
yapilmistir.

Calismada 150 6rnekten 150 izolat elde edilmis, bu izolatlarin 65°i (%43.3) fenotipik
olarak koagiilaz pozitif stafilokok, 6’s1 (%4) ise PCR testleri sonucu S. aureus olarak
identifiye edilmistir. Elde edilen S. aureus izolatlarina %35 defibrine koyun kanl
Mueller Hinton Agar kullanilarak E test stripleri (Va 256-0.015 pg/ml, Oxoid, MA0102,
Ingiltere) yerlestirilmis ve sonuc olarak vankomisine tiim izolatlar (%100) duyarl
bulunmustur. Yapilan ERIC-PCR analizine gore izolatlarin genotipik olarak farkl

oldugu gosterilmistir.
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Sonug olarak; ¢alismamiz i¢in topladigimiz 6rneklerden 6’s1 (%4) S. aureus yoniinden
pozitif bulunmustur. Hem gida toksikasyonlarinin 6niine ge¢mek hem de karkas
kalitesini artirmak ve kirmizi etin raf Oomrilinii uzatmak igin, kesimhanede hijyen
kosullarina dikkat edilmelidir. Yapilan antibiyotik duyarlilik test sonucu, direng tespit
edilmemesi sevindirici olmakla birlikte, antibiyotiklerin bilingsiz kullanimindan

kaginilmal1 ve kullanimlar1 kontrol altinda tutulmalidir.

Anahtar Kelimeler: VRSA, kesimhane, vankomisin, E test, halk sagligi.
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MOLECULAR TYPING AND INVESTIGATION OF VANCOMYCIN
RESISTANT OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLATED FROM
SLAUGHTERHOUSES IN NEVSEHIR PROVINCE

Omer Tolga YILMAZ

Erciyes University, Institue of Health Sciences
Department of Veterinary Food Hygiene and Technology
Master Thesis, August, 2019
Supervisor: Asst. Prof. Harun HIZLISOY

ABSTRACT

This study aims to detect the presence of Staphylococcus aureus in slaughterhouses, its
antibiotic susceptibility of S. aureus isolates to vancomycin and molecular typing. The
samples collected from cattle carcass, wall, knife, waste water and cutting board from
three different slaughterhouses in the Province of Nevsehir, in the scope of the study,
were used as material. Fifty swab samples of 10 beef carcass surfaces, 10 wall surface,
10 blade surface, 10 cutting board surface and 10 waste water were taken from each
slaughterhouse; a total of 150 swab samples, in aseptic conditions under cold chain,

were transmitted to the laboratory.

Isolates have been identified through phenotypic and molecular identification tests PCR
(Polymerase Chain Reaction). In addition, antibiotic susceptibility testing was
performed on isolates with E test; and the susceptibility of S. aureus isolates to
vancomycin has been detected. Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR
(ERIC-PCR) was employed for genetic diversity of S. aureus isolates.

In the study, 150 isolates were obtained from 150 samples, 65 of these isolates (43.3%)
were phenotypically identified coagulase positive Staphylococcus; and 6 of them (4%)
were identified as S. aureus by PCR tests. Using Mueller Hinton Agar supplemented
with 5% defibrinated sheep blood, E test strips (Va 256-0.015 ug/ml, Oxoid, MA0102,
UK) were placed on the obtained S. aureus isolates; and consequently all isolates
(100%) were found to be susceptible to vancomycin. According to the ERIC-PCR

analysis, isolates have been shown to be genotypically different.

As a consequence, 6 (4%) of the samples we collected for our study were found to be

positive for S. aureus. Special attention should be paid to hygiene conditions in
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slaughterhouses, both to prevent food poisoning and to improve carcass quality, and to
extend the shelf life of red meat. Although it is pleasing that no resistance is detected as
a result of our antimicrobial susceptibility test; unconscious use of antibiotics should be

avoided, and their use should be kept under control.

Keywords: VRSA, slaughterhouse, vancomycine, E test, public health.
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1.GIRIS ve AMAC

Stafilokoklar, toplum saghgi acisindan onemli patojenlerdir. Staphylococcus aureus
insanlarda normal biotada bulunmakla birlikte, sagligi olumsuz yonde etkileyen;
endokardit, bakteriyemi ve gida kaynakli intoksikasyonlarin 6nde gelen
nedenlerindendir (Hizlisoy ve ark., 2018). Ayn1 zamanda S. aureus bir¢ok iilkede resmi
kayitlara gore gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlarin iiglinciisii olarak
belirtilmektedir (Veras ve ark., 2008). Stafilokokal gida zehirlenmesi, enterotoksijenik
stafilokoklarin besinlerde 10° kob/g seviyesinin iizerinde olmasi ve iirettikleri
enteretoksinleri sindirim yoluyla alinmasimi takiben olusmaktadir. Bunun yani sira,
stafilokokal enteretoksinler (SE); artrit, alerjik reaksiyonlar, toksik sok benzeri sendrom
ve bagisiklik sistemini hedef alan hastaliklara neden olmaktadir (Cha ve ark., 2006).

S. aureus giinlik hayatta viicudun cesitli bolgelerinde hastalik olusturmaksizin
bulunabilmekte, oOzellikle burun bdlgesinin en Onemli bulag yeri oldugu
diisiiniilmektedir. Burundaki stafilokoklar siklikla ellere, parmaklara, yiize ve cildin
diger kisimlarina tasmabilmekte, bu sekilde de gidalara kontaminasyonu
gerceklesmektedir (Wertheim ve ark., 2005). Bu yiizden, birincil etken insan olmakla
birlikte, gida sektoriinde hijyene dikkat etmeyen personel, S. aureus’un gida ile
kontaminasyonunda onemli bir rol oynamaktadir (Acco ve ark., 2003). S. aureus,
insanlari %30’unun mukozalarinda bulunurken, bu oranin gida sektoriinde ¢alisanlarda
%26-39.9’a ulastig1 ve bunlarin da %8-17.4linlin enterotoksijenik S. aureus suslari
oldugu belirtilmigtir (Tong ve ark, 2015). Ayrica, personel hijyeninin
degerlendirilmesinde gidalardaki S. aureus kontaminasyonu, indikatér olarak
degerlendirilmektedir (Yildirim ve ark., 2017). Tiirkiye’de ve diinyada yapilan bircok
arastirmada kesimhanelerden izole edilen koagiilaz pozitif stafilokoklar (KPS), S.
aureus’lar ve tespit edilen vankomisin antibiyotigine direng profilleri Tablo 1.1.’de

verilmistir.



Tablo 1.1. Tiirkiye’de ve Diinyada Kesimhanelerden Izole Edilen KPS’lar, S.
aureus’lar ve Vankomisin Duyarlillik/Direnclilik Profilleri

. . Vankomisin
Koagiilaz Pozitif
Arastirmacilar ; S. aureus Duyarhk/
Stafilokoklar ) .
Direnclilik
Keyvan ve Ozdemir %26.6 (karkas) %12.5 (karkas) %100 VSSA
(2016)
Al Tarazi ve ark. (2009)  %34.1 (karkas)
Kumar ve ark. (2014). %22 (karkas)
Hansson ve ark. (2001) %34 (karkas)
Vanderlinde ve ark. %29 (karkas)
(1998)
Philips ve ark. (2001) %24.3 (karkas)
Ozdemir ve ark. (2010)  %38.3 (karkas) --- ---
Beyene ve ark. (2017) %43.47 (bigak, %13.9 (bigak, %65.1 VRSA
ekipmanlar ve ekipmanlar ve karkas)
karkas)
Desmarchelier ve ark. %62,%85,%89
(1999) (karkas 3 kesimhane)
Yilmaz ve Giimiis --- %30 (karkas) ---
(2004)
Tanih ve ark. (2015) %26.7 (karkas) %100 VSSA
Pekana ve Green (2018) --- %20.4 (karkas)
Adugna ve ark. (2018) %15 (tahta), % 22.5 %45.5 VRSA
(' bigak)
Bersisa ve ark. (2019) %25 (karkas) %43.75  ---
(tahta) %31.25 (bigak)
Schlegelova ve ark. %7.5 (karkas) %100 VSSA
(2004)
Ayalev ve ark. (2015) --- %33.33 (zemin), ---
%26.67 (bigak)
Gowda Tanuja ve ark. 9%59.86 (karkas), % %78 VSSA,
(2017) 51.37 (bigak), %50 %14 VISA, %8
(tahta) VRSA
Birhanu ve ark. (2017) %9.43 (tahta), %3.77  ---
(bigak)

Etleri i¢in yetistirilen ¢iftlik hayvanlarinda yogun olarak antibiyotik kullanimi, karkas
ve sakatatlarda kalintiya ve mikroorganizmalarin kullanilan antibiyotiklere direng
gelistirmesine neden olmaktadir (Gomez-Gil ve ark., 2000). Antibiyotiklere kars1 direng
kazanmis mikroorganizmalar gidalarda da bulunmakta ve bu gidalarin tiketimi

sirasinda viicuda alinabilmektedir. Bunun sonucu olarak, viicuda giren bu direngli



mikroorganizmalar insanlarda sagaltimi zor enfeksiyonlara neden olmakta ve toplum
saghigim tehdit etmektedir (Terzi ve ark., 2015). Son yillarda, stafilokoklarin
antibiyotiklere kars1i direng gelisiminin hizla arttigi belirlenmis ve yapilan giincel
caligmalarda da gidalarda bulunan S. aureus’un antibiyotik diren¢ yoniinden analizleri
onem kazanmistir (Fijatkowski ve ark., 2016).

Bu sebeple bu calismada, Nevsehir’de bulunan ii¢ adet kesimhaneden 6rnekler alinarak,
S. aureus mevcudiyetinin belirlenmesi, elde edilen izolatlarda vankomisin direncinin

saptanmasi ve bu izolatlarin molekiiler tiplendirmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Robert Koch tarafindan 1878 yilinda tanimlanan Stafilokoklar, 1880°de Pasteur’un
calismalar1 sonucu sivi besiyerinde cogaltilmistir. Alexander Ogston tarafindan
1881°de, etimolojik olarak Yunanca “staphyle” (iizim salkimi), Rosenbach tarafindan
da agarda verdigi renkten dolayr “aureus’® (altin sarisi) tabirinden tiiretilerek
isimlendirilmistir (Waldvogel, 2000). S. aureus’un hastalardan izolasyonu Rosenbach
tarafindan 1884 yilinda yapilmistir (Yildirim, 2017). Insanlarda S. aureus
enfeksiyonlari, antibiyotiklerin kesfinden once yiiksek mortaliteye sahip iken,
penisilinin kullanima girmesinden sonra kayiplar azaltilmistir. S. aureus’un penisiline
kars1 gosterdigi direng, 1950°lerde sekillenmistir. Buna karsin, yari sentetik penisilin
tirevleri kullanilmaya baslanmig, fakat bu mikroorganizmalar yar1 sentetik penisilin
tirevlerinde de direnc gelistirmistir (Hazimoglu, 2011). Penisilin direngli S. aureus’un
tedavisi i¢in, 1959 yilinda metisilin gelistirilmis olmasina karsilik; kisa siire igcerisinde
S. aureus metisiline kars1 da direng gelistirmis ve 1961 yilina gelindiginde laboratuvar
susunda diren¢ kaydedilmistir (Barber, 1961). Metisiline direngli Staphylococcus
aureus (MRSA) enfeksiyonlarinin tedavisinde basari, trisiklik bir glikopeptid
antibiyotik olan vankomisin ile saglanmis ve vankomisin bu tiir enfeksiyonlarin
tedavisinde tercih sebebi olmustur (Sorrell ve ark., 1982). Onemli bir patojen etken
olan, vankomisine diren¢li enterokoklar (VRE), ilk kez 1989 yilinda Birlesik
Devletler’de bildirilmistir. Ilerleyen zamanlarda ise sirasiyla 1996 yilinda Japonya’da,
1997 yilinda ise Birlesik Devletler’de vankomisine orta diizeyde direngli S. aureus
(VISA) suslar kayda gegmistir (Sancak, 2011).

2.2. Stafilokoklar

Stafilokoklar, daha 6nceleri Micrococcaceae familyasi iginde yer alir iken, 2009 yilinda

Staphylococcaceae familyasi tiyesi olarak tanimlanmistir (De Vos ve ark., 2009).



Eubacteria  alemi, Firmicutes subesi, Bacilli smifi, Bacillales takim,
Staphylococcaceae ailesi igerisinde yer alan Staphylococcus cinsi bakteriler, 6nemli
patojenlerdir. Patojen tiirlerin yani sira, starter kiiltiir olarak da; Staphylococcus
carnosus, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus simulans ve Staphylococcus
saprophyticus, kullanildigi belirtilmistir (Goniilalan ve ark., 2004). Staphylococcus
cinsi, Micrococcus spp., Stomatococcus spp. ve Planococcus spp.’larla birlikte ayni

ailesi igerisinde simiflandirilmistir (Varol, 2015).

Stafilokok genusunda 30°dan fazla tir bulunmaktadir. Bu familya 06zellikleri
bakimindan; yuvarlak, diizgiin veya diizensiz kiimeler olusturan, genellikle hareketsiz,
nadiren hareketli, Gram pozitif, aerop veya fakiiltatif anaerop, kemoorganotrof
koklardir. Bu dort cinsin bir ailede toplanmasi, DNA’daki guanin sitozin (G+S)
oranlarinda (%30-75 mol), hiicre duvar yapilarinin farkli olmasina ragmen niikleik asit
hibridizasyon testlerinin yani sira, 16 rRNA dizilimlerinin analiz edilmesinin bir
sonucudur (Wenzel ve ark., 1998; De Vos ark., 2009). Ayrica yapilan kemotaksonomik
caligmalarda Staphylococcus ve Micrococcus tiirlerinin yakin iliskide olmadigi; buna
karsiik Staphylococcus ve Macrococcus tiirlerinin  daha yakin iliskide oldugu
belirtilmistir (Peacock, 2005).

2.2.1. Stafilokoklarin Siniflandirilmasi

Mikroorganizmalarin taksonomisi fenotipik analizlerle belirlenmektedir. Bu yontemde;
organizmanin morfolojisi, hareketi, fizyolojisi, beslenme ozellikleri, pigmentasyonu,
patojenitesi ve antibiyotik duyarhiliklar1 gibi yapisal ve biyokimyasal Ozellikler
kullanilmaktadir. Molekiiler taksonomide ise hiicre yapitaglarinin molekiiler analizi yer
almaktadir. Kemotaksonomi olarak adlandirilan bu taksonomide bakteriyel gruplarin
filogenetik iliskileri daha net ortaya konmaktadir. Siklikla kullanilan kemotaksonomi
yontemleri; DNA hibridizasyonu, ribotipleme, c¢oklu odak dizilimi ile tiplendirme
(MLST) ve yag asitleri analizleri olarak siralanabilir (Yildirim, 2017). Diinden bugiine,
Staphylococcus cinsinde 33 tiir ve 17 alt tiir bulunmustur. Stafilokok tiirleri, fenotipik
ozellikleri ve DNA iliskileri g6z oniine alindiginda en az dort grupta toplanabilir (Ugan,

2014; Aktas, 2014 Varol, 2015;). Bu gruplar Tablo 2.1.’de gosterilmistir.



Tablo 2.1. Stafilokok Tiir ve Alt Tiirleri ile izole Edildikleri Konaklar (Ucan 2014;
Aktas 2014; Varol 2015).

Gruplar Tiirler ve Alt Tiirler Konaklar
1. Grup Staphylococcus epidermidis insan, evcil hayvanlar
Staphylococcus capitis S.capitis subsp. insan, maymun tiirleri
capitis S.capitis subsp. ureolyticus
Staphylococcus warneri insan, evcil hayvanlar,
maymun tiirleri
Staphylococcus haemolyticus insan, evcil hayvanlar,
maymun tiirleri
Staphylococcus hominis insan
Staphylococcus saccharulyticus insan
2. Grup Staphylococcus saprophyticus insan, memeli tiirleri
Staphylococcus cohnii S. cohnii subsp. insan
cohnii
S. cohnii subsp. ureolyticum insan, maymun tirleri
Staphylococcus xylosus insan, memeli tiirleri,
kus
3. Grup Staphylococcus simulans insan, memeli tiirleri
Staphylococcus carnosus et ve balik tiriinleri
4. Grup Staphylococcus sciuri memeli tiirleri, kus
Staphylococcus lentus evcil hayvanlar, yunus
Gruplandirilmayan  Staphylococcus aureus insan, memeli tiirleri,

Stafilokoklar

Staphylococcus auricularis
Staphylococcus intermedius
Staphylococcus hyicus
Staphylococcus caseolyticus

kus

insan, maymun tiirleri
memeli tlirleri, kus
domugz, keci sigir

siit ve sit Uriinleri,
balina, sigir

Staphylococcus lugdunensis insan
Staphylococcus schleiferi Insan

S. schleiferi subsp. schleiferi

S.schleiferi subsp. coagulans kopek
Staphylococcus pasteuri insan, memeli tiirleri
Staphylococcus caprae insan, kegi
Staphylococcus pulvereri insan, tavuk

Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus gallinarum
Staphylococcus felis
Staphylococcus muscae

sigir, at, keci

kiimes hayvanlari, kus
kedi

evcil hayvanlar

Staphylococcus piscifermantus baliklar

Staphylococcus vitilus memeli tiirleri, balina, et
tirlinleri

Staphylococcus equorum at

Staphylococcus dephini balik

Staphylococcus kloosii
Staphylococcus arlettae

memeli tiirleri
memeli tiirleri, kus




2.2.2. Stafilokoklarin Morfolojik ve Kimyasal Ozellikleri

Stafilokok soyunda bulunan mikroorganizmalar, Gram pozitif kok seklinde, ii¢ ya da
dort hiicreden olusan kisa zincirler yapabilen veya tekli, ikili ve dortlii hiicreler halinde
bulunabilmektedir. Uziim salkimi  goriiniimiinde, diizensiz sekiller meydana
getirmektedir. Stafilokoklar; sporsuz, hareketsiz, genellikle katalaz pozitif, oksidaz
negatif, kapsiilsiizdiirler ve karbonhidratlardan gaz olusturmazlar. Sivi besi yerinde
yapilan mikroskobik incelemelerde {iziim salkimi1 formunda goriiniim veren, 0.5-1.5um
(ortalama 1um) ¢apinda bakterilerdir (Erol, 2007). Klinik 6neme sahip Staphylococcus

tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2.2.’de gdsterilmistir.

Tablo 2.2. Klinik Oneme Sahip Stafilokokkus Tiirlerinin Biyokimyasal Ozellikleri
(Peacock, 2005).

Reaksiyon S.aureus S.epidermidis S.saprophyticus S. intermedius
Katalaz + + + +
Koagiilaz + - > +
Clumping faktor i - - d
Hemoliz + d ? d
Mannitole etki + - d +
(aerobik)

Mannitole etki + - - -
(anarobik)

Termoniikleaz + - - +
Hyaluronidaz + - ? -
Protein A + - ? d
Pigment + - - -
olusumu

DNaz + - - ?

+: pozitif, -:negatif, d:degisken, ?:agiklanmamis

2.2.3. S. aureus’larin Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

Stafilokoklar, 6.5-45.0 °C sicaklik araliginda, en iyi 37 °C’de, pH:7-7.5 araliginda, 18-
24 saat iginde rahatlikla ireme yetenegine sahiptirler (Murray ve ark., 2009).
Stafilokoklarin kati1 ortamlarda meydana gelen kolonileri diizgiin, yuvarlak, kabarik ve
parlaktir. S. aureus’lar genellikle hemoliz yaparlar ve beyazdan altin sarisina kadar
degisen renklerde koloniler meydana getirirler. Bununla beraber, anaerobik ozellige
sahip koklardan olan Peptostreptococcus tiirleri yapisal bakimdan stafilokoklarla
karistirtlabilmektedir (Hazimoglu, 2011). S. aureus; nutrient agar, kanli agar ve triptik

soy agar gibi besiyerlerinde iyi lireme yetenegi gosterir. S. aureus, 18-24 saatte ““S’’



tipi, yuvarlak, konveks, krem rengi karakteristik koloniler olusturur (Peacock, 2005). S.
aureus’un gelisme ve toksin olusturmasina iliskin degerler Tablo 2.3.’te gosterilmistir.

Tablo 2.3. S. aureus’un Gelisme ve Toksin Olusturmasina iliskin Degerler (Adams ve

Moss, 2008).
Gelisme Enterotoksin Uretimi
Faktor . . . .
Optimum Min-Max Optimum Min-Max
Sicaklik 35-37 7-48 35-40 10-45
(°C)
pH 6.0-7.0 4.0-9.8 Ent.A 5.3-6.8 4.0-9.8
Digerleri 6-7
NaCl %0.5-4 %0-20 %0.5 %0-20
Su aktivitesi 0.98>0.99 0.83>0.99 >0.99 0.86>0.99
(aw)
Atmosfer Aerobik  Aerobik/anaerobik  %5-20 DO, Aerobik/
anaerobik
Eh >+200mV <-200>+200mV >+200mV -

2.2.4. S. aureus’un Identifikasyonu

S. aureus’u ayirt etmede kullanilan en yaygin identifikasyon yontemi, plazmay1
pithtilastirma yetenegini gosteren koagiilaz deneyidir. S. aureus koagiilaz testine pozitif
sonu¢ vermektedir. Koagiilaz testi iki sekilde yapilmaktadir. Bunlardan birincisi;
stafilokoklarin besiyerine salgiladiklar1 serbest koagiilazin incelendigi tiip testi, ikincisi
ise kiimelestirme faktorii (clumping factor) olarak da tanimlanan, bagli koagiilazin
incelendigi lam deneyidir. Lam deneyi kisa zamanda netice verir fakat %10-15 oraninda
hatali sonug¢ alinabilmektedir. Bu nedenle, lam koagiilaz testinde negatif sonu¢ veren
izolatlar i¢in akabinde tiip koagiilaz testi yapilmalidir. Koagiilaz pozitif stafilokoklarin
belirlenmesinde pyrrolidanly aminopeptidase (PYR) ve voges-proskauer testleri de
kullanilmaktadir (Patricia, 2014).

Glniimiizde S. aureus’un identifikasyonunda; lateks aglutinasyon, pasif
hemaglutinasyon ve ayrica florojenik koagiilaz analizleri gelistirilmis durumdadir. S.
aureus’lar deoksiriboniikleaz ve termostabil endoniikleaz enzimleri iiretebildigi i¢in, bu

biyokimyasal ozelliklerinden yola ¢ikilarak identifikasyon testleri gelistirilmistir



(Hazimoglu, 2011). Bu yontemler haricinde, S. aureus’un diski, burun, toprakta
aranmasi amaciyla koagiilaz negatif stafilokoklardan farkli olarak mannitolii fermente
etme Ozelligi de belirleyicidir. (Procop, 2017).

S. aureus’un identifikasyonu i¢in diger yontemler ise; S. aureus’un iiremesini
yavaglatan Alfazurin A boyar maddesinin faydalanilarak hazirlanan disk difiizyon, anti
protein A antikorlar1 ile kapli lateks parcaciklar1 ihtiva eden lateks agliitinasyon, S.
aureus sekresyonu bir enzim olan asetilglikozaminidaz antikorlarindan yararlanilan
enzim immunassay (EIA) ve S. aureus’un termostabil endoniikleazlarini kodlayan nuc
geni i¢in 6zel problardan faydalanilan deoksiriboniikleik asit (DNA) prob ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) analizleridir (Hazimoglu, 2011; Tiinger, 2014).

S. aureus i¢in, mannitol salt agarda iireme ve mannitolii fermente ederek koloniler
cevresinde sar1 renkte hale olusturabilme yetenegi ayirt edicidir. Ancak S. saprophyticus
da benzer lireme morfolojisi gosterip koloniler olusturabilir. Mannitol salt agar ve ayirt
edici besiyerlerinde iiremenin tespiti i¢in 72 saate varan bekleme siirelerine ihtiyag
duyulabilir. Koagiilaz testinden sonra mannitol deneyi, S. aureus’u diger
stafilokoklardan ayirt etmek i¢in kullanilan 6nemli testlerden birisidir (Waldvogel,
2000).

S. aureus; trehaloz, mannoz, maltoz, siikroz ve laktozu pargalarlar; ksiloz, sellobioz,
arabinoz ve rafinozu ise par¢alayamaz. Bu mikroorganizmalar nitrati nitrite indirgerler
ve oksidaz negatif reaksiyon verirler (Cengiz, 1999). Stafilokok tiplendirmesinde

kullanilan testler Tablo 2.4.’te verilmistir (lorio ve ark., 2007).



Tablo 2.4. Stafilokok Tiplendirmesinde Kullanilan Testler (lorio ve ark., 2007)

Biyokimyasal Testler ve Sonuclar:

Tiirler CF PYR URE FOS MAN TRE XYL
S. aureus + - Vv n T n "
S. epidermidis - - + + + - -
S. haemolyticus - + - - - + -
S. lugdunensis + + Vv - + + -
S schleiferi + + - + + v -

subsp. schleiferi

S. warneri - - + - - + .
S. capitis subsp. - - - - + - -
capitis

S. capitis subsp. - Y + - + - -
urealyticus

S. hominis - - + - - v -

subsp. hominis

S. hominis - - + b - + -
subsp.

novobiosepticus

S. saprophyticus - - + - - + -
subsp.

saprophyticus

S. cohnii subsp. - - - - Vv + Vv
cohnii

S. cohnii subsp. - v + + + + -
urealyticus

S. sciuri - - - + v +

S. xylosus - Vv + v + +

CF: clumping faktor, PYR: pyrolidonyl aminopeptidase, URE: iireaz, FOS: alkalen
fosfataz, MAN: a-mannoz, TRE: a-trehaloz, XYL: a-xyloz, v: veriable, (+): pozitif, (-
): negatif.

2.2.5. Mikrorganizma Tiplendirme Yontemleri
Halk saglig: iizerinde ciddi etkileri olan gida kaynakli hastaliklarin 6nlenebilmesi ve
prevalans tespiti igin, hastaliga sebep olan patojen mikroorganizmalarin belirlenmesi

onem arz etmektedir. Bu baglamda, klasik kiiltiirel metotlar, immiinolojik teknikler ve



molekiiler yontemler gibi pek c¢ok uygulama, izolasyon ve identifikasyon amaclh

kullanilmaktadir (Aydin ve Sudagidan, 2016).

Geleneksel tanisal mikrobiyolojik analizler; mikroskobik ve Kkiiltiirel teknikleri,
serolojik testleri ve antijen arayan metodlar1 igermektedir. Bu tekniklerin kullanilmasi,
Ozgiinliik diizeyinin diisiik olmasi, mikroorganizmanin iireme agamasinin yavas olmasi,
hassas ortamlara gereksinim duyulmasi, apatojen ya da saprofitik mikroorganizmalar
tarafindan iiremenin baskilanmas1 ve spesifik olmayan kros reaksiyonlar gibi

dezavantajlar1 da beraberinde getirmektedir (Kahya ve ark., 2013).

Kiiltiirel yontemler, patojen tayininde en sik bagvurulan metodlar olarak bilinirler. Fakat
kiiltiire] metodlarla, sonu¢ almanin 5-7 giin gibi uzun siirelerde miimkiin olmasi ve
karakterizasyonda bir takim serolojik ve biyokimyasal testlere bagimli olunmasi bu
metodlarin dezavantajlarindandir. Ayrica, kullanilan besiyerlerinin ihtiyag duydugu
belirli laboratuvar sartlar1 (sicaklik ve nem gibi) ile kisitlanan ortam kosullarinda bazi
mikroorganizmanin tespit edilmesi miimkiin degildir. Diger yandan, hasarli hiicreler ve
diisik sayida mikroorganizma gibi faktorlerle birlikte, geleneksel yontemler
kullanilarak izolasyon ve identifikasyon oldukc¢a giiglesmektedir (Aydin ve Sudagidan,
2016).

Molekiiler tanimlama yontemleri, mikroorganizmalarin 1zolasyon ve
identifikasyonunda, duyarli ve hizli sonu¢ vermelerinden otiirii son derece Onemli
tekniklerdir. Mikroorganizmalarin tanmlanmasinda kullanilan fenotipik ydntemlerin,
genotipik yontemlere nazaran verisel ve metodolojik hata yonii daha agir basmaktadir
(Moter ve Gobel, 2000). Bu nedenle, klasik yontemler yerine PCR 0Onciiliiglinde
molekiiler  tetkiklerin ~ kullanimi1  tercih  edilmektedir = (Durmaz,  2005).
Mikroorganizmalarda tiplendirme, tiir alti seviyesinde ileri identifikasyon islemidir.
Tiplendirmede DNA ve RNA ozelliklerine dayanan genotipik yontemler, fenotipik
yontemlere gore daha yaygin olarak kullanilmaktadir (Schlichting ve ark., 1993).
Genotipik tiplendirmede; plasmid profil analizleri, kromozomal DNA restriksiyon
endoniikleaz analizi ve pulsed field gel electrophoresis (PFGE) segenckleri One
cikmaktadir (Tenover ve ark., 1994). PCR tabanli tiplendirmelerde ise; restriction
fragment length polymorphism (RFLP), repetitive element palindromic (REP),
enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC), random amplified polymorphic
DNA (RAPD), arbitrarily primed (AP), DNA amplification fingerprinting (DAF), single



strand confirmation polymorphism (SSCP) ve amplified fragment lenght polymorphism
(AFLP) kullanilan baglica metotlardir (Rademaker ve ark., 2004). Multilocus Sequence
Typing (MLST) yonteminde niikleotid dizi analizi ile temel metabolik fonksiyonu
kodlayan genlerin allelleri incelenmektedir. Bu yontemde genellikle yedi adet lokusun
arasinda kalan gen parcalarinin PCR ile ¢ogaltilmasi ve analizlerinin ¢ikarilmasi

islemleri takip edilmektedir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012).

2.2.5.1. Enterobakteriyel Tekrarlayan Intergenik Etkilesimli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR, ERIC-PCR)

Standart ERIC-PCR teknigi, ilgili protokoller kullanilarak c¢ok gesitli filumlardan
karmagik DNA parmak izlerinin {iretilebilecegi bir yontemdir (Leung ve ark., 2004).
Omekler uygun besi yerlerinde inkiibe edilir ve ardindan ozel izolasyon Kkitleri
kullanilarak orneklere ait DNA izolasyonu yapilir. ERIC primerleri kullanilarak
amplifikasyon gerceklestirilir. Elde edilen amplikonlar etidyum bromiir ve TBE (Tris
Borat Tampon Soliisyonu) ile %1 agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenir. PCR bazli
araglar arasinda yer alan ERIC-PCR, farkli tiirlerde suslarin ayirt edilmesinde

uygulanan hizli ve etkili bir tekniktir (Ranjbar ve ark., 2017).

2.2.6. S. aureus Izolatlarimin Virulans ve Patojeniteleri

S. aureus, hiicre dis1 sekresyonu ile ¢esitli hastaliklara yol agar. Bu sekresyonlar
enzimler ve toksinlerdir. Salgilanan enzim ve toksinler bakterinin virulansini belirler.
Ayrica, bakterinin konak doku ve organlarda gelismesini, immun sistemden kacisini ve

hayatta kalmasini tesis eder (Sibbald ve ark., 2006).

2.2.6.1. S. aureus’un Enzimleri

S. aureus’un yakin dokulara invazyonunu kolaylastiran enzimler; lipaz, hiyaluronidaz,
penisilinaz, katalaz, koagiilaz, deoksiriboniikleaz ve fibrinolizin gibi enzimlerdir (Ugan,
2014).

Katalaz: Toksik hidrojen peroksiti yikimlayarak su ve oksijene katalize eden enzimdir.
Stafilokoklar fagositoza maruz kaldiklarinda hidrojen peroksiti yikimlayarak
oldiirtilmeye karsi diren¢ kazanir. Katalaz enzimi biitlin stafilokoklar tarafindan tiretilir
(Becker ve ark., 2015).

Koagiilaz: Coagulase reacting factor (CRF) ile reaksiyonu sonucu aktif hale gelir ve

plazmay1 pihtilagtirir. Uretilen iki tip koagiilaz vardir. Birincisi; fibrinojeni fibrine
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direkt doniistiiren bagh koagiilazdir. ikincisi ise; serumdaki CRF ile fibrinojeni fibrine
dontistiiren serbest koagiilazdir. Ayrica, baglh koagiilaz, stafilokoklarin kiimelesmesini
saglayarak fagositoza kars1 fibrin kalkam1i gorevi de gormektedir. S. aureus
identifikasyonunda, koagiilaz testi en 6nemli belirleyicilerden birisidir (Ryan, 2004).
Hiyaliironidaz: interseliiler matrikste bulunan hiyaliironik asiti parcalayarak S.
aureus’un dokuya invazyonunu kolaylastirir. S. aureus’larin ¢ogu bu enzimi iretir
(Sibbald ve ark., 2006).

Lipaz: S. aureus’un tiim suslarinda mevcuttur. Bu enzim lipidleri hidrolize ederek
yagdan zengin deri bdlgelerinde bulunan stafilokoklarin canliligint devam ettirir. S.
aureus, doku ylizeylerini invaze ederek, fronkiil ve karbonkiil gibi enfeksiyonlari
meydana getirir (Murray ve ark., 2005).

Niikleaz: Deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA)’i niikleotidlere
parcalayan fosfodiesterazlardir. Termostabil olan Dnase enzimleri, S. aureus suslarinin
tanimlanmasinda kullanilan endo ve ekzo niikleaz aktivitesine sahip ekstraseliiler
enzimlerdir (Tiinger, 2004).

B-laktamazlar (Penisilinaz): Stafilokoklarin salgiladiklar1 bu enzim, beta-laktam
halkasindaki hidroksili parcalayarak antibiyotigi islevsiz kilar. Bunun sonucu olarak
stafilokoklar, hiicre duvari sentezini inhibe ederek etki gosteren penisilin ve
sefalosporinlere karsi direngli duruma gegerler. Bu enzimerin kodlanmasi plazmidler
vasitasi ile olur ve konjugasyon yoluyla mikroorganizmalar arasinda diren¢ yayilimi
meydana gelir (Lowy, 2003).

Fibrolizin (Stafilokinaz): Stafilokoklar’in salgiladigi kinazlar, plazmada bulunan
plazminojeni, aktif hale getirerek fibrini eriten proteolitik bir madde olan plazmin
(fibrinolizin) olustururlar. Plazmin, proteolitik 6zelliginden dolay1 bakterinin dokular
arasinda yayilimini saglar (Bokarewa ve ark., 2006).

Proteaz: S. aureus, serin proteaz, sistein proteaz, metalloproteaz ve stafopain olmak
lizere On enzim Ozelliginde baglica dort ekstraseliiler proteaz iretir. Bu proteazlarin
rolleri tam olarak bilinmemekle birlikte konak savunma sistemini bozdugu ve doku

yayiliminda etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Harrison, 2007).
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2.2.6.2. S. aureus’un Toksinleri

S. aureus, konak hiicre yapisini ve iglevini bozan fazlaca hiicre dis1 toksin iiretebilir. Bu
tiretilen toksinlerden bir kismu, etkilerini enzimatik aktivite ile gosterirken, diger kismi
siiper antijen Ozellikleri sayesinde sitotoksin salimimini saglar. Bununla birlikte, bu
toksinlerin salinimi sonucu stafilokoklar, yogun inflamatuar yanit olan dokularda bile
cogalmaya devam edebilirler (Dalkilig, 2016). Bunlar; alfa toksin, beta toksin
(sfingomiyelinaz C), gama toksin, delta toksin, Panton-Valentine Lokosidin (PVL),
eksfoliyatif toksinler, enterotoksinler ve Toksik Sok Sendrom Toksini-1 olarak
belirtilmistir (Can, 2011).

2.2.6.3. 8. aureus’un Genomu

Stafilokoklar yaklasik olarak 2800 baz ¢iftli kromozom ile, plazmidler profajlar ve
transpozonlardan olusur. Stafilokok tiirlerinin DNA’sinin guanin sitozin (G+C) orani
%30-40 arasindadir. S. aureus genomunun G+C igerigi yaklasik olarak %32’dir
(Hazimoglu, 2011).

2.2.6.4. 8. aureus’un Patogenezi

Stafilokok enfeksiyonlari, 6nceden kolonize olmus hastalarda enfeksiyon olusmasi
seklinde veya gecici el kolonizasyonu olan saglik personelinin hastalarla olan temas: ile
meydana gelmektedir. Patogenez, mikroorganizmanin konaga yapismasi, anatomik
bariyerden girisi, fagositik hiicrelerin inaktivasyonu, konagin humoral savunmasinin
inhibe edilmesi ve toksinlerin salinmasi olarak ortaya ¢ikar. Enfeksiyonu etkileyen
faktorler arasinda; mikroorganizmanin sayr ve virulansi, deri ve mukoza
biitiinliiglindeki bozukluk ve konak bagisiklik sisteminin durumu siralanabilir. Ayni
zamanda yaniklar, travmatik yaralar ve dekiibitus hazirlayici faktorler olabildigi gibi,
kateter ve damar i¢i protez uygulamalar1 da enfeksiyonu hazirlayici sebepler arasindadir
(Cohen, 1986). Bununla birlikte burun mukozasi, stafilokok barindiran 6nemli bir
kontaminasyon kaynagidir. Stafilokoklar, temas ve respiratorik yollarla da bulasabilir
(Becker ve ark., 2015).

S. aureus, hizli sekilde kolonize olan bir mikroorganizmadir. Bununla beraber derideki
kiiclik portlardan girisine olanak saglayan ve konak savunma sistemlerinin ¢ogundan
kendini koruyan biyokimyasal mekanizmalara sahiptir. Bu sebeple, dolasim sistemine

girip cogaldiginda, yaygin metastatik apse ve bakteriyel endokarditlere sebep
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olmaktadir (Sheagren, 1984). S. aureus disinda kalan, deri ve mukozalarin normal biota
bakrerileri olarak kabul edilen Stapylococcus epidermidis ve Staphylococcus
saprophyticus firsat¢1 bakteriler olarak tanimlanmistir. Bu firsat¢i bakteriler konak
savunma sistemlerindeki zaafiyetten yararlanarak enfeksiyon olusturabilirler.
Staphylococcus epidermidis’in olusturdugu enfeksiyonlar genellikle yabanci cisimlerle
yaralanmayla iliskili olarak, yabanci cisime yapismis sekilde ve bu yiizeylerde biyofilm
olusturma kabiliyeti ile agiklanmistir (Murray ve ark., 2009).

Stafilokoklarin deride olusturdugu enfeksiyonlar; kil folikiilii yangis1 (follikiilit), deri
altina yayilmis haliyle fronkiil, karbonkiil ve impetigo, bebeklerde kavlanmis deri
sendromu ve generalize eksfoliyatif dermatit (Ritter’s hastalig1) ve yeni dogum yapmis
kisilerde stafilokokal mastit olarak siralanabilir (Otto, 2010). S. aureus, saglikli
insanlarda pnomoni etkeni olarak %10°dan daha az saptanmaktadir. Ancak viral
pulmoner  enfeksiyonlarla  birlikte  sekonder olarak  siddetli  enfeksiyon
olusturabilmektedir. Toplum kaynakli pnomonilerin aksine, hastane yogun bakimlarinda
ventile edilen hastalarda S. aureus siklikla izole edilen bir bakteridir. Entiibe edilmis
hastalarin yaklasik %30’unda iist solunum yolunun S. aureus ile enfekte oldugu
belirtilmistir. Bu tiir hastalarda mortalite %25-50 arasindadir (Moran ve ark., 2006).
Diinya genelinde endokarditlerin 6nde gelen etkeni olarak tanimlanan streptokoklarin
yerini S. aureus almistir. S. aureus’un sebep oldugu endokarditler, iki gruba ayrilmustir.
Birinci grup; geriatrik ve kronik hastalarda gelisen sol kalp endokarditi olarak
tanimlanirken, ikinci grup ise; gen¢ ve saglikli bireylerde sekillenen intravendz ilag
kullanimina bagh trikiispital kapaktaki endokarditlerdir (Tong ve ark., 2015). Hastane
orijinli bakteriyemilerde, koagiilaz negatif stafilokoklar ikinci sirada yer almaktadir. Bu
tip bakteriyemilerin nedeni intravenoz kateter uygulamasidir. Hastane kaynakli
bakteriyemilerde ¢esitli organlarda metastatik apseleri gelismesi ile sepsis sonucu 6liim
meydana gelir (Odell, 2010).

S. aureus’larin sorumlu tutuldugu diger enfeksiyonlar; septik artrit, mastit, hidradenitis
slippiirativa, piyoderma, osteomiyelit, piyomiyozit, santral sinir sistemi enfeksiyonlari,
enterokolit, nekroziten pnomoni, nekroziten fasit ve Waterhouse-Fredrickson sendromu

ve genitoliriner enfeksiyonlar olarak siralanabilir (Miller ve ark., 2005).
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2.2.6.5. S. aureus’un Hiicre Duvar Yapisi

S. aureus’un hiicre duvari, kalin bir peptidoglikan tabaka, teikoik asit ve ylizey
proteinlerinden olusur. Bu bilesenler bakteriye antijenik o6zellikler kazandirir.
Peptidoglikan yapi, Gram negatif bakterilerdeki endotoksine benzer bi¢imde
makrofajlardan  sitokin salimimin1  uyarir. Boylece komplementin aktivasyonu
gerceklesir ve trombosit agregasyonu sekillenir. Bununla birlikte, peptidoglikan yap1
monositlerden interlokin-1 sekresyonunu harekete gecirerek polimorfoniikleer
l6kositlerin enfeksiyon alaninda yigilmalarmma ve apse sekillenmesine neden olur
(Lowy, 1998). Teikoik asit yalnizca Gram pozitif bakterilerin hiicre duvanirnda bulunur
ve mukozal yiizeylerde spesifik reseptorler ile birleserek stafilokoklarin adhezyonuna
aracilik eder. Teikoik asit ve peptidoglikanlar; komplementin aktive edilmesi, yangi
hiicrelerinin kemotaksisinin inhibisyonu ve antikor liretiminin baglatilmasi gibi bir¢ok

biyolojik aktivite ile viriilansa katki saglamaktadir (Costa ve ark., 2013).

2.3. S. aureus ve Halk Saghg

2.3.1. S. aureus’un Gidalarda Bulunmasi

S. aureus, patojen bir mikroorganizma olup, insan ve hayvanlarda ciddi enfeksiyon ve
bakteriyemilere sebebiyet vermektedir. Bununla birlikte S. aureus, diinya ¢apinda
yaygin olarak goriilen, gida kaynakli intoksikasyonlara neden olan bakteriyel ajanlardan
birisidir ve kayitlara gecen gida kaynakli hastaliklar arasinda {i¢iincii siradadir (Lowy,
1998) S. aureus, insanlarin respiratorik mukozalarinda ve derilerinde dogal olarak
bulunmaktadir. S. aureus’un gidaya kontaminasyonundaki en belirgin etkenin insan
oldugu ve bunun neticesi olarak gida zehirlenmelerine sebep oldugu saptanmistir
(Bogdanovicova ve ark., 2016). Yapilan c¢alismalar sonucunda insanlarin %30 unun
mukozal membranlarinda S. aureus tespit edilmistir. Gida iiretiminde ¢alisanlarin
%26.0-36.9’unun S. aureus, %8.0-17.4’iiniin ise enterotoksijenik S. aureus suslarim
tagidig belirtilmistir (Tong ve ark., 2015). S. aureus suslarinin %50 ile 70'i kadari
uygun kosullar altinda termofilik enterotoksin iiretebilir. Gidalarda 10° kob/g® dan fazla
sayida S. aureus’un zehirlenmeye sebep olacak miktarda toksin iirettigi belirtilmistir
(Bogdanovicova ve ark., 2016). Stafilokokal toksikasyonlara ¢ogunlukla karbohidrat ve
protein agirlikli ve igleme tabi tutulmus gidalar sebep olmaktadir (Siriken ve ark.,
2013). Bagliklar halinde ele alacak olursak gidalara S. aureus’un kontaminasyonunda;

hammadenin mikrobiyal kalitesi, saklama kosullari, dondurma ve ¢ozdiirme islemleri,
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uygulanan 1s1l islemin etkinligi, personel ve ekipmanlarin mikrobiyal yiikleri etkili

olmaktadir (Tiryaki, 2018).

2.3.2. Kesimhanelerde S. aureus Kontaminasyonu

Kesime getirilen hayvanlarin ayak ve derileriyle birlikte ¢ok sayida mikroorganizma da
kesimhanelere taginmaktadir. Kesimin ilk asamasi olan kan akitma islemiyle birlikte,
mikroorganizmalarin ¢ogalmalar1 igin gerekli olan kosullar ortaya ¢ikmaktadir. Ig
organlarin karkastan ¢ikarilmasi sirasinda, sindirim sistemi organlarinin kesilmesi ya da
delinmesini takiben karkasin kontamine olma riski de mevcuttur. Kesim islemi sirasinda
bircok nedenle karkasa kontamine olan bakteriler, daha ¢ok sindirim sistemi organ
icerikleri, deri ve gida ile temas halinde bulunan g¢alisan kaynakli sekillenmektedir
(Collins ve ark., 2014). S. aureus kontaminasyonu temelde personel kaynakli meydana
gelmektedir. Kesimhane sartlarinda karkasla temasta bulunan her bir ekipman, ortam
havasi, duvarlar, tavan ve taban, karkaslar1 yikamada kullanilan sebeke sulari ile

personelin kiyafetleri 6nemli kontaminasyon kaynaklaridir (Kallem 2015)

2.3.3. Halk Saghg Acisindan S. aureus Kaynakh Enfeksiyon ve Gida

intoksikasyonlar

Stafilokoklar, bir¢ok sistem {izerine enfeksiyon olusturma kabiliyetine sahip
mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar, deri ve yumusak dokuda; folikiilit,
fronkiil, impetigo, mastitis, karbonkiil basta olmak {izere, post-operatif yara
bolgelerinde enfeksiyon olusturabilmektedir (Topgu ve ark., 1996). Kas ve iskelet
sisteminde; osteomiyelit, septik artritis ve piyomyozitisin baglica sorumlusu
stafilokoklardir (Gilcti, 2015). Diinya genelinde, gida kaynakli patojenler arasinda
liciincli sirada yer alan S. aureus, gida intoksikasyonlarinda ciddi rol oynamaktadir
(Osman ve ark., 2017). S. aureus’un gida ile bulasi, gidanin islenmesi esnasinda hijyen
kurallarinin géz ardi edilmesi ve/veya kontamine olmus hayvansal gidalarin islenmesi
sirasinda meydana gelir. Gida {iretimi yapan yerlerin uygun sartlarda olmamasi veya
soguk zincire dikkat edilmeden hayvansal {irlinlerin haddinden fazla bekletilmesi,
insanlarin, uygun olmayan sekilde muhafazasi yapilmis et ve et {iriinlerini tiiketmesi
sonucu patojenler ve enterotoksinler halk saghigi agisindan risk olusturmaktadir (Os ve
Karaboz, 2005). Stafilokokal toksikasyonlar genellikle sindirim sistemi ile ilgili
semptomlara sebebiyet vermektedir. Bu tip zehirlenmeler diyare, karin agrisi, kusma,

mide bulantis1 ve kramp benzeri belirtiler meydana getirir (Ertag Onmaz ve ark., 2015).
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Enfeksiyon ve intoksikasyonun olusmasinda alinan toksin miktar1 onemli olmakla
beraber, kisinin immun sistemi ve tiiketilen diger gidalar da 6nemli rol oynamaktadir
(Genigeorgis, 1989). Yiiksek risk gruplar1 olarak hamileler, pediatrikler, geriatrikler ve
bagisiklik sistemi baskilanmig olan kisilerde, bu tip enfeksiyon ve toksikasyonlarin ¢ok
daha fazla ve siddetli hissedildigi belirtilmistir (Halkman ve Dogan, 2000).

2.4. Antibiyotikler

Antibiyotikler, birgok mikroorganizma yoluyla sentez edilen ve diger
mikroorganizmalarin gelisimini onleyen veya onlar1 yok eden cesitli kimyasallardir
(Evaggelopoulou ve Samanidou, 2013). Giiniimiizde birgok antibiyotik sentetik ve yar1
sentetik olarak iretilmektedir. Cesitli hastaliklarin antibiyotikler yolu ile tedavi
edilmesine 17. yiizyilda baslamis olup, bilimsel temele oturtulmasi ise 19. yiizyilda Paul
Erhlick’in  “‘se¢ici toksik etki’> kavramim1 ortaya atmasit sonucu olusmustur.
Antimikrobiyel sagaltim 1935 yilinda Domagk’un siilfonamidleri kullanmasi ile
geligme siirecine girmistir. Alexander Fleming’in 1929 yilinda buldugu ve 1940 yilinda
Chain ve Flarey’in ¢aligmalar1 sonucu, Penicillium notatum’dan elde ettigi bir maddenin
biyosidal etkili oldugunun anlasilmasi iizerine penisilinler ile tedavi devri baslamistir.
Bu bulus 1945 yilinda Alexander Fleming, Chain ve Flarey’e Nobel Odiilii’nii
kazandirmistir (Sarag, 2015). Antibiyotikler, mikroorganizmay1 6ldiiren (bakterisidal)
ve mikroorganizmalarin gelisimini durduran (bakteriyostatik) etkinlik gosterirler.
Bakterisidal antibiyotikler, MIK’da (minimum inhibitér konsantrasyon) bakteri
tiremesini durdurdugu en diisiik yogunluk (EKEY) ve MBK’da (minimum bakterisit
konsantrasyon) bakteriyi 6ldiirdiigii en diisiik yogunluk (EKOY) degerlerine sahipken;
bakteriyostatik antibiyotiklerin ise, 6ngériilen tedavi dozunda MIK degerleri vardir.
MBK degeri MIK degerinden daha yiiksektir ve bu degerlerin birbirine yakinlig
antibiyotigin  etkinliginin ¢ok iyt oldugunu gosterir. Bakteriyostatik  etki
mikroorganizmalarin ¢ogalmasint ve gelisimini yavaslatir ve/veya durdurur ve bu

mikroorganizmalar viicudun immun sistemi tarafindan bertaraf edilir (Tras ve ark.,

2007).

2.4.1. Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

Antibiyotikler, mikroorganizmalar iizerindeki etki derecelerine gore bakteriyostatik ve

bakterisidal olarak iki gruba ayrilir (Akkan, 1997; Bayar, 2014).



Tablo 2.5.
Bayar, 2014).
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Antibiyotiklerin Etki Derecelerine Gore Siniflandirilmasi (Akkan, 1997,

Etki Derecesi

Antibiyotik

Bakteriyostatik

Baktarisidal

Tetrasiklinler
Makrolidler
Silfonamidler
Amfenikoller
Linkozamidler
Metronidazol
Mikonazol

Beta-Laktamlar (Penisilinler, Sefalosporinler,
Polipeptidler

Monobaktamlar, Karbapenemler)
Florokinolonlar

Beta-Laktamaz Inhibitdrleri (Sulbaktam,
Tazobaktam, Klavulanik Asid)
Vankomisin

Rifamisin

Aminoglikozidler

Teikoplanin

Nitromidazoller

Imipenem

Antibiyotikler bakteri hiicresinde sekillendirdikleri etki mekanizmalarina gore bes gruba

ayrilir. Tablo 2.8. ’de bu siiflandirma gosterilmektedir.

Tablo 2.6. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasina Gore Siniflandirilmasi (Akkan, 1997;

Bayar, 2014).

Etki Mekanizmasi

Antibiyotik

Bakteri hiicre duvari sentezinin bozulmasi

Sitoplazma membraninin gegirgenliginin
bozulmasi

Protein sentezinin inhibe edilmesi

Niikleik asit sentezinin bozulmasi

Intermediyer metabolizmay1 bozanlar (Bakteriyel
antimetabolitler)

Penisilinler, Sefalosporinler, Aztreonam,
Imipenem, Basitrasin, Vankomisin, Teikoplanin

Polimiksinler, Gramisidin, Ketokonazol,
Nistatin, Amfoterisin B ve diger antifungal
imidazoller, Flukonazol ve diger antifungal
triazoller

Kloramfenikol, Eritromisin ve diger
makrolidler, Tetrasiklinler, Kuinupristin-
Dalfopristin, Linezolid, Aminoglikozidler

Rifampisin ve diger rifamisinler, Nalidiksik
asid, Florokinolonlar, Metronidazol (kismen)

Siilfonamidler, Trimetoprim, Siilfonlar,
zoniazid, Etambutol, PAS
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2.4.2. Antibiyotiklere Karsi Diren¢ Gelisimi

Mikrobiyel direng, bakterinin antimikrobiyel ilaglara kars1 gosterdigi bakterisidal veya
bakteriyostatik etkisini ortadan kaldirmasidir. Antimikrobiyal direng gelisimi ve
yayilimi, amacina uygun olmayan bi¢imlerde kullanilan antibiyotikler neticesinde hiz
kazanmistir (Bayar, 2014). Antibiyotik kalintisinin en 6nemli sorunlarindan birisi
direncli suslarin gelismesi ve hastalik durumunda antimikrobiyal tedavinin sonug
vermemesidir. Antibiyotik kalintis1 igeren gidalar1 siirekli olarak tiiketen bireylerde
patojen mikroorganizmalarin diren¢ kazanmalar1 kaginilmazdir (Elizabeta ve ark.,
2011). Antimikrobiyal diren¢ kazanmis mikroorganizmalar halk saglig1 agisindan tehdit
olusturmaktadir. Hayvancilik, beseri ve veteriner hekimlik, su iirlinleri yetistiriciliginde
kullanilan antibiyotikler, diren¢ gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Al, 2016).

Siirekli antibiyotik uygulanan hayvanlardan elde edilen gidalar tiiketime sunuldugunda,
zehirlenmelere sik rastlanilmaktadir. Buna sebep olarak, diren¢li mikroorganizmalarin
gidalardaki mevcudiyeti ve immun sistemin bu direngli mikroorganizmalar1 bertaraf
edememesi gosterilmektedir (Yarsan, 2012). Mikroorganizmalarda direng; dogal ve
kazanilmis olarak meydana gelmektedir. Dogal direng; kalitsal 6zellikte olmayan,
mikroorganizmanin yapisindan kaynakli diren¢ seklidir. Antimikrobiyel maddenin
bakteride baglanacagi hedef molekiil olmadigindan bakteri dogal olarak direncglidir
(Tras ve ark., 2007). Ornegin bircok Gram negatif bakteri vankomisin ve metisiline,
Enterokoklar da sefalosporine duvar yapilarindan dolay1 dogal direng gosterirler (Rise
ve Bonomo, 1996). Kazanilmis direng ise sonradan kazanilan direng tipidir. Kazanilmis
direngte bakteriler, antimikrobiyal madde ile ilk temaslarinda etkilenmektedirler. Bu
durum siireklilik arz ederse kazanilmis antimikrobiyal direng sekillenir (Burns, 1995).
Antimikrobiyallere direncin esas kaynagini kazanilmis direng olusturmaktadir. Genetik
direng; kromozom, plazmid ve transpozon kontroliinde olmakla beraber,
mikroorganizmalar bunlarin birini ya da birkacin1 kullanarak direngli hale

gelebilmektedir (Oztiirk, 2002).

2.4.3. Vankomisin

Vankomisin, etimolojik olarak ‘‘yenen, fetheden’> anlamina gelen ‘‘vanquish’’
kelimesinden tiiretilen ve klinikte en sik kullanilan glikopeptit antibiyotikdir.
Vankomisin diger antibiyotiklere nazaran biiyiik molekiil agirligina sahip (yaklasik

1450 dalton), ¢oziinebilir yapida trisiklik bir polipeptittir. Vankomisin, 1956 yilinda
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Borneo Adasi'nda bulunan Streptomyces orientalis’ten izole edilen ve dar spektruma
sahip olan bakterisidal bir antibiyotiktir (Topgu ve ark., 2002). Izole edilmesini takiben
ayni yil igerisinde klinik olarak kullanilmaya baslanmistir. Kullanima girdigi ilk
zamanlarda saf olmamasi ve yan etkilerinin fazlaligi nedeni ile yerini metisiline
birakmis, ancak metisiline gelisen hizli direng nedeni ile 1982 yilindan sonra tekrar

vankomisin kullanimina yonelim olmustur (Gékdag, 2017).

2.4.4. Vankomisine Karsi Diren¢ Gelisimi

Vankomisine direng, ilk olarak enterekoklar tarafindan 1989 yilinda Birlesik
Devletler’de tespit edilmistir. Ardindan 1996’da Japonya’da, 1997’de ise Birlesik
Devletler’de vankomisine orta diizeyde direncgli S. aureus (VISA) suslar1 saptanmigtir
(Hiramatsu ve ark., 1997). Vankomisine direngli S. aureus izolatlari ise ilk defa 2002
yilinda tespit edilmistir (Shorr, 2007). Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yayimlanan
CAESAR (Central Asian and Eastern European Surveillance of Antimicrobial
Resistance) verilerine gore 2016 yilinda Bosna Hersek’te, Karadag’da, Rusya’da,
Sirbistan’da, Isvigre’de, Makedonya’da ve Tiirkiye’de elde edilen S. aureus suslarmdan
hi¢birinde vankomisin direncine rastlanmamistir (CAESAR, 2017). Vankomisin genel
olarak Gram pozitif bakterilere etkilidir. VRSA’larda, VISA ve hVISA’lara gore farkli
diren¢ mekanizmalar1 vardir. Vankomisin direncini kodlayan vanA operonu Tn1546
tastyict elementi ile tasinmis ve enterokoklardan S. aureus’a gegmistir (Stryjewski ve
Corey, 2009). Vankomisin, sentezlenen peptidoglikanin D-alanin-D-alanin’e baglanarak
transpeptidasyon sathasini engeller. Bakteride vanA genin bulunmasi sonucunda, D-
alanin-D-alanin yerine D-alanin-D-laktat sentezlenir. Bu durumda vankomisin
baglanacak uygun yer bulamaz ve hiicre duvari sentezini engelleyemez (Jehl ve ark.,
2004). VISA ve hVISA izolatlarinda vanA geni bulunmamakla birlikte, direng
mekanizmalar1 tam olarak aciklanamamustir. Ik olarak, vankomisin kullanimindaki
artisin, VISA ve hVISA izolatlarinda gelisen diren¢ mekanizmalarina sebep oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan ¢alismalar neticesinde, VISA ve hVISA suslarinda hiicre
duvarinin VSSA izolatlarina gore daha kalin bir yapiya sahip oldugu belirtilmistir
(McAleese ve ark., 2006). Bu izolatlarda, hiicre duvarinda mevcut peptidoglikan
zincirleri arasindaki gapraz baglarin sayilarinda azalma goriilmektedir. Bu sebeple, bu
izolatlarda serbest formda bulunan D-alanin-D-alanin miktar1 oldukga fazladir. Bu

kosullarda, vankomisin, serbest formdaki ve ‘‘tuzak molekiiller’” olarak nitelendirilen
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D-alanin-D-alanin kalintilarina eklendigi icin asil hedefine ulasamaz. Asil hedefine
ulasamayan vankomisin molekiilleri, kalin hiicre duvarinda hapsolarak (trapping/sponge
effect) kalir (Stryjewski ve Corey, 2009). Yapilan ¢alismalar, VraSR, GraSR ve WalKR
gibi iki komponentli regiilasyon sistemlerinin, hVISA ve VISA diren¢ cesitleri ile
dogrudan iligkili oldugunu gostermistir (Nannini ve ark., 2010). VISA ve hVISA
izolatlarinda goriilen diren¢ mekanizmalarmin ikincisi ise ‘‘titkanma’’ (clogging)’dir.
Tamamlanmis olan peptidoglikan katmanlarindaki tuzak molekiiller yoluyla yiiksek
miktarlarda hapsedilen vankomisin molekiilleri, diger vankomisin molekiilleri
karsisinda fiziksel bariyer sekilledirir. Bunun sonucu olarak vankomisin molekiilleri bu

engeli asamayip, asil hedeflerine ulasamazlar (Cui ve ark., 2006).
2.4.5.Antibiyotik Duyarhlik Test Yontemleri

2.4.5.1.Diliisyon Yontemi

Diliisyon testleri, bir antibiyotigin hastalik etkeni mikroorganizmaya gore etkinliginin
Olciilmesi amaciyla yapilir. Diliisyon testlerinde, dncelikle 10x100 mm ya da 13x100
mm uzunlugunda bir seri tip hazirlanir (Hizlisoy, 2014). Test; bu sekilde tiiplerde
yapilirsa makrodiliisyon, ¢ok kuyucuklu kiigiik hacimlerde ve 6zel pleytlerde yapilirsa
mikrodillisyon ismini alir. Mikrodiliisyon kuyucuklarinda antibiyotik diliisyonlarinin
ticari olarak dondurulmus ya da dondurulup kurutulmus olarak bulunmalari, ¢ok sayida
mikroorganizmanin aynit anda c¢alisilmasina imkan saglamaktadir. Bu yiizden
mikrodiliisyon testi, birgok mikrobiyoloji laboratuarlarinda makrodiliisyon testine gore
daha ¢ok tercih edilmektedir (Qi ve ark., 2006). Test tiiplerine sivi halde besiyeri,
lizerine gittikge azalan yogunlukta standardize edilmis antibiyotik ya da diger
kemoterapotik maddeler ilave edilir. Sonra ayni tiiplere 6zellikleri tiimiiyle bilinen, Mc
Farland 0.5 yogunlukta bir bakteri siispansiyonundan esit miktarlarda inokiile edilir.
Uygun sicaklikta belli bir inkiibasyon siiresinden sonra igerisinde bakteri iliremesi
timiiyle durmus olan tiiplin igerdigi kemoterapdtik ilag yogunlugu, ekimi yapilan
bakteri tiiriiniin gelismesini durduran minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) olarak
dikkate almir (Hizlisoy 2014). Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) ise
bakterinin belirli bir miktarin1 6ldiiren en yiiksek diliisyondur (Quinn ve ark., 2002).
MBK’y1 belirlemek icin seri olarak hazirlanmis, tiremenin 6nlenmis oldugu tiiplerden
ayr1 ayr1 kati1 besiyerlerine ekim yapilir. Bir gece inkubasyondan sonra petriler incelenir.

S1v1 besiyerinde bulaniklik goriilmedigi halde yapilan ekimlerde ilireme goriilmesi, o
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tiiplerde bakteriyostatik etki bulundugu halde bakterisidal aktivitenin bulunmadig:
anlamina gelir. Kati besiyerinde lireme gosteren konsantrasyonlardan en son tiipteki
konsantrasyon, 0 antibiyotigin o mikroorganizma i¢in minimum bakterisidal

konsantrasyonunu gosterir (Bilgehan, 2005).

Belirtilen yontemde saptanan yogunluklar degisik duyarliliktaki bakteri tilirlerine gore
farklilik gosterdiginden, bu duyarlik diizeyi cesitli tiirden bakteriler i¢in ayr1 ayri
denemelerle saptanabilir. Yapilan testler sonucu belirlenen MIK degerinin standartlarda
(Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI gibi) belirtilen MiK degerinden daha
yiiksek olmasi, antibakteriyel direng olarak tanimlanir (Yiice, 2001).

2.4.5.2. Difiizyon Yontemleri

Giliniimiizde uygulanmasi kolay ve nispeten ucuz bir yontem olarak ‘‘Kirby-Bauer disk
difizyon metodu’’, teshis laboratuarlarinda genellikle tercih edilmektedir (Quinn ve
ark., 2002; Bilgehan, 2005). Difiizyon testi, mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal
ajanin inhibitor etkilerinin incelenmesinde kullanilmaktadir (Qi ve ark., 2006). Bu testte
oncelikle hastalik etkeni olarak izole ve identifiye edilmis mikroorganizmanin selektif
olmayan besiyerinde gelismis 24 saatlik taze kiiltliriiniin tuzlu su igerisinde, McFarland
0.5 bulaniklilikta siispansiyonu hazirlanir. Disk difiizyon testinde besiyeri olarak 4 mm
kalinlikta hazirlanmigs Mueller Hinton Agar (MHA) kullanilmaktadir (Bilgehan, 2005).
Belirli miktarda antibakteriyel madde igeren filtre kagidi diskleri, test bakterisi inokiile
edilmis agar Tlzerine diizenli bir sekilde yerlestirilir. Mikroorganizmanin iireme
durumuna gore yaklasik 18-24 saat inkubasyon sonunda olusan inhibisyon zon ¢aplari,
milimetre cinsinden Ol¢iilir ve sonuglar zon biiyiikliigiiniin yorumlanmasi ig¢in
hazirlanmis standartlarla karsilastirilir  (Hizlisoy, 2014). Inhibisyon zon c¢ap1
bliytikligi; diskteki antibiyotigin yayilabilme 6zelligine, deneyin uygulandigi kosullara
ve mikroorganizmanin duyarlilifina baghdir. Disk difiizyon testinde 6l¢iilen inhibisyon
zon ¢aplarma bakilarak incelenen mikroorganizmanin diskteki antibiyotige karsi
durumu; duyarli, direngli veya orta duyarli seklinde belirtilir (Bilgehan, 2005).
Hastaliga neden olan mikroorganizmanin antimikrobiyal ajana duyarli olmasi, ilacin
etkilenen dokularda terapotik diizeylere ulasmasi durumunda, tedaviden miispet cevap

alinabilecegi seklinde yorumlanmaktadir (Hizlisoy, 2014).
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2.4.5.3. E (Epsilometer) Test

E test, mikroorganizmalarin antimikrobiklere kars1 olan duyarliliklarini kantitatif olarak
dlgen ve MIK degerlerini belirten bir yontemdir (Bilgehan, 2005; Hizlisoy, 2014). Bu
test, agar diflizyon testine benzemekle birlikte, disk difiizyon metodundan, antibiyotigin
tek bir konsantrasyonu yerine bir ila¢ konsantrasyon egrisi olusturmasi bakimindan
farklilik gosterir. Bu yontemde 5x50 mm veya 60 mm uzunlugunda antimikrobiyalin
azalan konsantrasyonlarinda emdirilmis gézeneksiz plastik stripler kullanilmaktadir (Qi
ve ark., 2006). Antibiyotik konsantrasyonu, 0.002’den 32 mg/L’ye, 0.016’dan 256
mg/L’ye veya 0.064’ten 1024 mg/L’ye kadar degisebilmektedir. Bu konsantrasyon
dagilimi, konvansiyonel MIK belirleme ydntemlerinde kullanilan onbes kez diliie

edilmis sulandirimdir (Bilgehan, 2005; Qi ve ark., 2006).

E test yonteminde kullanilan besiyeri, kanli MHAdir. Petri iizerine inokiile edilecek
bakteri, selektif olmayan besiyerinde gelistirilmis ve 24 saatlik taze kiiltliriin tuzlu su
icerisinde McFarland 0,5 bulaniklilikta hazirlanmig siispansiyonundan elde
edilmektedir. Farkli organizmalar i¢in farkli siispansiyonlar hazirlanmalidir. E test i¢in
hazirlanan bakteri inokulumu, 15 dk. igerisinde kullanilmalidir. E test stripleri, ilag
aktivitelerini kaybetmemeleri i¢in -20 veya -70°C’de saklanmalidir (Hizlisoy, 2014).
Stripler, mikroorganizma inokiile edilmis agar pleytlerinin {izerine yerlestirildiklerinde;
bunlar iizerinde bulunan degisik konsantrasyonlardaki antibiyotik, difiizyon yoluyla
agar ylizeyine yayilmaktadir. Antibiyotigin inhibitér konsantrasyonda oldugu
bolgelerde higbir bakteriyel tireme gozlenmezken petrinin geri kalan bolgesinde bakteri
gelisimi normal olarak devam etmektedir. Bakteri degisik konsantrasyondaki
antibiyotige karsi, test stripi ¢evresinde eliptik iireme inhibisyon zonu olusturmaktadir.
E test stribinde inhibisyon zonunun kesistigi nokta MIK olarak kabul edilmektedir
(Hizlisoy, 2014; Qi ve ark., 2006)

2.4.5.4. Ticari Otomatize Sistemler

Son yillarda bakteri ve mantarlarin hizli bir sekilde identifikasyonlarmin yaninda
mikroorganizmalarin ~ antimikrobiyallere olan direnglerini de Olgen otomatik

mikroyontemler ve cihazlar gelistirilmistir (Bilgehan, 2005).

MicroScan WalkAway 40/96S Systems, VITEK 1 and VITEK 2 SystemsBD Phoenix

System gibi gelistirilmis yontemler giinlimiizde yaygin sekilde kullanilmaktadir.
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Otomatize sistemlerdeki antibiyotik testlerinin tamami, sivi mikrodiliisyon yontemi ile
MIK belirlenmesi temeline dayanmaktadir (Qi ve ark., 2006). Bunun igin saf kiiltiir
halinde tretilmis bakteri veya mantarlarin, yontemine uygun konsantrasyonlarda, bir
stispansiyonundan igerisinde belirli miktarlarda antimikrobiklerin bulundugu kaplara,
striplere ya da plaklardaki ¢ukurlara ekimi yapilir. Sonuglar, yontemine ve incelenen
mikroorganizmaya gore 4-24 saat sonra cihaz tarafindan otomatik olarak okunmakta ve

MIK degerleri ile birlikte degerlendirilerek verilmektedir (Hizlisoy, 2014).



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢

3.1.1. Karkas ve Kesimhane Materyal Ornekleri

Bu ¢alismada; Nevsehir ili’nde faaliyet gdsteren ii¢ kesimhanenin her birinden 50 adet
(10 adet kesim tahtasi yiizeyi, 10 adet bigak yiizeyi, 10 adet duvar yiizeyi, 10 adet
karkas ylizeyi ve 10 adet kesimhane atik suyu), toplamda 150 adet svap numunesi
alindi. Numuneler; karkaslardan, kesme tahtalar: yiizeylerinden ve duvar yiizeylerinden
10X10 cm boyutunda steril metal g¢erceve kullanilarak alindi. Numunler metal
gercevenin igerisinde, 10 kez yukar1 asagiya ve 10 kez de bir kenardan digerine olacak
sekilde alindi. Bigaklarin sadece karkasla temas eden metal yiizeyinden ve kesim
esnasinda akmakta olan atik suya svapin daldirilip ¢ikarilmasiyla numuneler toplandi.
Alinan numuneler S. aureus varlig: yoniinden materyal olarak kullanildi. Ornekler steril
bir sekilde 24 saat igerisinde soguk zincirde Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Laboratuvari’na getirilerek incelemeye alindi. Alinan

numune tiirii ve sayis1 Tablo 3.1.’de verildi.

Tablo 3.1. Kesimhanelerden Alinan Numune Tiirleri ve Sayilari

Ornek Kesimhane 1 Kesimhane 2 Kesimhane 3 Toplam
Kesim tahtasi yiizeyi (T) 10 10 10 30
Bigak yiizeyi (B) 10 10 10 30
Duvar yiizeyi (D) 10 10 10 30
Karkas yiizeyi (K) 10 10 10 30
Kesimhane Atik Suyu (S) 10 10 10 30

Toplam 50 50 50 150
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3.1.2. Karkas ve Kesimhane Materyallerinden S. aureus Izolasyonu ve

Identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri ve Diger Kimyasallar

Calismada, izolasyon, identifikasyon asamalari ve antibiyotik duyarlilik testi igin S.
aureus ATCC 25923 referans susu kullanildi. Kullanilan kimyasallar; distile su, serum
fizyolojik (%0.9 NaCl), kristal viyole, liigol, alkol, sulu fuksin, immersiyon yagi,
hidrojen peroksittir. Kullanilan araglar; mikroskop, steril lam, hassas terazi, buzdolabu,
derin dondurucu, mikrodalga firin, santrifiij cihazi, 1s1 dongii cihazi, vorteks cihazi,
elektroforez cihazi, inkiibator, otoklav, manyetik karistirici, pH Olger, lam, steril petri
kutusu, steril ependorf tiipleri, otomatik pipet, steril pipet ucu ve steril yar1 kat1 transport

besiyeri ihtiva eden ekiivyon ¢ubugu olarak siralanabilir.
3.1.2.1. Egg Yolk Telliirit Emiilsiyonu (Oxoid, Ingiltere)

Tablo 3.2. Egg Yolk Telliirit Icerigi

icerik Miktar
Steril Yumurta Saris1 200 mL
Sodyum Kloriir 4259
Potasyum Telliirit 21g
Distile su 800 mL

3.1.2.2. Baird Parker Agar Base (Oxoid, ingiltere)

Bu besiyerinden hassas terazi ile tartilarak 63 g’1 1000 mL distile suda ¢ozdiirtildii.
Cozeltinin pH degeri 6.8+0.2’ye ayarlandi. Bu karigim sicak su banyosunda tamamen
eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra 50 °C ‘ye kadar
sogutuldu. Uzerine 50 mL Egg Yolk Telliirit Emiilsiyon (Oxoid SR0054, Ingiltere)
eklenerek homojenizasyonu saglandi. Bu besiyeri her bir steril petri kutusuna 20 mL

dokiilerek hazirlandi. Besiyeri icerigi Tablo 3.3’te verildi.
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Tablo 3.3. Baird Parker Agar Base Icerigi

Igerik Miktar (g/L)
Tripton 10.0

Et Ekstrati 5.0

Maya Ekstrati 1.0

Sodyum Piirivat 10.0

Glisin 12.0

Lityum Klorid 5.0

Agar 20.0

3.1.2.3. Kanh Agar (Oxoid, Ingiltere)

Blood Agar Base No: 2 (Oxoid, CM 0271, Ingiltere) ticari besiyerinden hassas terazi ile
40 g tartild1 ve 1 L distile su igerisinde ¢ozdiiriildii. Cozeltinin pH degeri 7.4+0.2’ye
ayarlandiktan sonra sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda 121° C’de 15 dakika steril
edildikten sonra 50° C’ye kadar sogutuldu. Uzerine %7 steril defibrine koyun kani
eklendi. Besiyeri her biri 20 mL olacak sekilde steril petrilere dokiildii. Donmaya
birakildi. Kullanilincaya kadar 4° C’de muhfaza edildi. Besiyeri igerigi Tablo 3.4’te

verildi.
Tablo 3.4. Blood Agar Base No: 2 Igerigi
Icerik Miktar (g/L)
Proteoz Pepton 15.0
Karaciger Oziitii 25
Maya Ekstrakti 5.0
Sodyum Kloriir 5.0
Agar 12.0
Distile Su 1000 mL

3.1.2.4. Kanh Mueller Hinton Agar (Merck, Almanya)

Mueller Hinton ticari besiyeri, 34.0 g/L konsantrasyonda distile su i¢inde eritildi ve
Besiyerinin pH’s1 7.2+0.2 olarak ayarlandi. Otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize
edilip, 50°C’ye sogutuldu. Steril petri kutularna 20’ser mL dokiildii.
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Mikroorganizmalarin gelisimini desteklemek i¢in defibrine koyun kam ilave edildi.

Besiyeri icerigi Tablo 3.5°te verildi.

Tablo 3.5. Mueller Hinton Agar Igerigi

Icerik Miktar (g/L)
Sigir Eti Ekstrakti 2.0

Kazein Asit Hidrolizat 175

Nisasta 15

Agar 13.0

Distile Su 1000 mL

3.1.2.5. Gliserinli Brucella Broth (Oxoid, ingiltere)

Elde edilen izolatlarin PCR ile identifikasyonu yapilana kadar uzun siire dondurularak (-
80°C’de derin dondurucuda) saklanmasi i¢in %10’luk Gliserinli Brucella Broth
hazirlandi. Brucella Broth (Oxoid, CM0169, Ingiltere) hazir besiyerinden 2.52 gr
tartilarak 90 mL distile su icinde ¢ozdiiriildii ve iizerine kriyoprotektif amacli 10 mL
gliserin (Merck, M104091, Almanya) ilave edildi. Otoklavda 121° C’de 15 dakika steril
edildi. Sogumasini takiben buzdolabina kaldirilarak, kullanilincaya kadar saklandi.

Gliserinli Brucella Broth igerigi Tablo 3.6” de verildi.

Tablo 3.6. Gliserinli Brucella Broth Igerigi

Icerik Miktar (g/L)
Kazein Pepton 10.0

Et Pepton 10.0

Glikoz 1.0

Sodyum Kloriir 5.0

Sodyum Bisiilfat 0.1

Maya Ekstrakti 2.0

Agar 13.0

Distile Su 1000 mL

3.1.2.6. Bactident Coagulase (Merck, Almanya)
Bilesiminde EDTA ilaveli liyofilize tavsan plazmasidir. Pakette hazir olarak buluan her
sise 3 mL steril distile su ile sulandirilip bundan 0.3 mL’si tiip koagiilaz testi igin

kullanilmaktadir.
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3.1.2.7. Bactident Oxidase (Merck, Almanya)

Reaktif bolge N,N-Dimethyl-1,4-phenylenediammonium chloride (0.1 umol) ve a-
naphthol (1.0 pumol) igeren hazir test stripleridir.

3.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Isleminde Kullamilan Sarf Malzemeler

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) isleminde kullanilan malzemeler Tablo 3.7.’de

verilmistir.
Tablo 3.7. PCR isleminde Kullanilan Malzeme Listesi
Malzeme Miktar
Tag DNA polimeraz (Thermo Fisher Scientific, ABD) 500 U
PCR Buffer (Thermo Fisher Scientific, ABD) 10X
MgCl, (Merck, 105833, Almanya) 25 mM
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Thermo Fisher Scientific, ABD) 10 mM

DNA ekstraksiyon kiti (Bio-Rad, InstaGene Matrix, ABD)

3.1.4. Antimikrobiyal Duyarhlik Testinde Kullanilan Malzemeler

Bu calismada antibiyotik duyarlilik belirlemede, vankomisin E test stripleri (Va 256-
0.015 pug/ml (Oxoid, Ingiltere) kullanildi.

3.2. Yontem

Nevsehir ili’ndeki kesimhanelerden toplanan toplam 150 adet drnek, steril bir sekilde
24 saat icinde soguk zincirde Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve
Teknolojisi Laboratuvari’na getirilerek incelenmeye alinincaya kadar +4 °C’de

muhafaza edildi.
3.2.1. Fenotipik identifikasyon Testleri

Fenotipik olarak identifikasyon amaciyla; oncelikle svaplar Egg Yolk Telliiritli Baird
Parker agar besiyerine inokule edildi ve 24-48 saat aerobik kosullarda 37 °C’de inkiibe
edildi.
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Gram boyama ig¢in lireyen siipheli stafilokok kolonilerden 6ze yardimiyla bir miktar
alinip serum fizyolojik damlatilmis lam iizerine ince bir tabaka halinde siiriildii ve
kurumaya birakildi. Kuruyan lam, beg alevi iizerinden ii¢ defa gecirilmek suretiyle
fiksasyonu saglandi. Ardindan sirasiyla; kristal viyole, lugol, alkol ve sulu fuksin ile
muamele edilip kurumaya alindi. Hazirlanan preparatlar mikroskopta incelenmek iizere
immersiyon objektifte lam iizerine sedir yag1 ilavesi ile incelendi. Mikroskopta, Gram

pozitif koklarin varligi (mor renkli), pozitif olarak kabul edildi.

Oksidaz testi i¢in Bactident Oxidase (Merck, Almanya) test stripleri kullanildi.
Besiyerinde tireyen kolonilerden 6ze yardimi ile bir miktar alinarak reaksiyona sokuldu.

Mor renk veren koloniler pozitif olarak kabul edildi.

Katalaz testi, lam iizerine 6ze yardimi ile alinan kolonilerin iizerine %3’liik hidrojen
peroksit ilave edilmesiyle yapildi. Kopiiklerin olusmasi katalaz enziminin varligini

gosterdi.

Siipheli kolonilerden elde edilen izolatlar beta hemoliz 6zelliginin belirlenebilmesi i¢in
Kanli Agar (Oxoid, Ingiltere) besiyerine inokule edildi. Seffaf bolgeler beta hemolizin
gerceklestigi bolgeler olarak belirlendi.

Koagiilaz deneyi, S. aureus tarafindan olusturulan ve kan plazmasini pihtilastiran bir
enzim olan koagiilazin reaksiyonunu ve dolayisiyla koloninin S. aureus oldugunu
bildiren bir deneydir. Tiipte koagiilaz testi icin tliplere Bactident Coagulase (Merck,
Almanya) pakette hazir halede bulunan 6 adet liyofilize sisenin her biri 3 mL steril
distile su ile sulandirildi. Her bir steril tiipe 0.3 mL miktar karisimdan eklendi. Bakteri

ilave edilen tiipler 37°C’de her saat bas1 pihtilagsma kontrolii yapildi.
3.2.2. Molekiiler identifikasyon Testleri
3.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Bakteri DNA’sin1 elde etmek i¢in InstaGene Matrix (Bio-Rad, ABD) ekstraksiyon Kiti
kullanildi. Ekstraksiyon islemi i¢in kit protokoliine bagl kalindi. Kisaca, fenotipik
olarak dogrulanan bakterilere ait 24 saatlik siv1 kiiltiirden ependorflara yaklagik 1 mL
alindiktan sonra 12.000xrpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Ependorfun iistiinde biriken

siv1 uzaklastirilarak altta kalan pelletin iizerine 200 pL InstaGene matrix soliisyonundan
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eklenerek homojenize edildi ve 56° C’de 15-30 dk. inkiibe edildi. Daha sonra bu
stispansiyon 12.000xrpm’de 10 sn. boyunca yiiksek hizda santrifiij edildi. Homojenize
edilen siispansiyon 100° C’lik su banyosunda 8 dk. inkiibasyona birakildi. Sonrasinda
10 sn. boyunca yiiksek hizda santrifiij edildi. Daha sonra 12.000xrpm’de 2-3 dk siireyle
inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda 50 pL PCR reaksiyonu basina elde edilen
stipernatandan 20 uL kullanildi. Hedef DNA olarak kullanilmak {izere ependorfta kalan
stv1 -20° C’de saklandi.

3.2.2.2. S. aureus’un Molekiiler Yontemle Identifikasyonu

Fenotipik testlerle S. aureus olarak tespit edilen izolatlarin dogrulanmasi amaciyla PCR
yontemi kullanildi (Clermont ark., 2013; Mustak ark., 2015). Buna gore; reaksiyon
toplam 25 pL hacimde gerceklestirildi. Reaksiyon karigimi; her bir primerden 0.2 uM,
200 uM dNTP, 2.5 pl PCR reaksiyon buffer, 3mM MgCl,, 2 U Taq DNA polimeraz
(Thermo Scientific, ABD) ve 1 ul kalip DNA’dan olugmustur. Termal dongii kosullari;
94° C'de 5 dk ilk denatiirasyon; 94° C'de 10 saniyede denatiirayon, 59° C'de 20 sn
primer baglanmasi, 72° C'de 10 sn. uzatma, reaksiyon 30 dongiiden olustu ve daha

sonra 72° C'de 5 dk. son uzama asamasindan meydana gelmistir.

Calismada kullanilan primer c¢iftleri ve beklenen bant biiyiikliigii (bp) Tablo 3.9.’da

verilmistir.

Tablo 3.8. Calismada Kullanilan Primerler ve Beklenen Bant Biiyiikliikleri

Primer Primer Dizilimi Gen Amplikon Biiyiikliigii
Bolgesi (bp)
NUC-F166 AGT TCA GCA AAT GCATCACA nuc 400
NUC-R565 TAG CCA AGC CTT GAC GAACT
ERIC-1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC
ERIC-2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

3.2.2.3. S. aureus’un PCR ile Dogrulanmasi

Fenotipik testler ile S. aureus olarak belirlenen izolatlarin molekiiler yonden
dogrulanmasi amaciyla PCR yontemlerinden faydalanildi. S. aureus izolatlart igin,
“nuc” gen bolgesini, kodlayan primerler kullanildi (Tablo 3.8). PCR reaksiyon
karistminin final yogunlugu 50 uL miktarda hazirlandi. Reaksiyon karigimi 5 pLL. DNA
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ornegi, 5 L 10 X PCR buffer, 1.5 mM MgCI2, 400 uM dNTPs, 0.5 uM her bir “nuc’’
primerden ve 1.5 U Taq polymerase’dan meydana geldi (Cremonesi ve ark. 2005; Smith
2014).

3.2.3. Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC) PCR ile Molekiiler
Tiplendirme

Bu ¢alismada, molekiiler tiplendirme i¢in ERIC-PCR kullanildi. Analizde ERIC-1 (5°-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’) ve ERIC-2 (5°-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) primerleri yer aldi. Amplifikasyon i¢in PCR
karisimi, 5 pL 10xPCR buffer A (Thermo Fisher Scientific, ABD), 4 mM MgCl,
(Merck, 105833, Almanya), 5 U Tag DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific,
ABD), final konsantrasyonu 0.2 mM olacak sekilde dNTP (Thermo Fisher Scientific,
ABD) karisim1, 25 pmol primetler (Sentromer DNA Teknolojileri, Istanbul, Tiirkiye) ve
1 pL template DNA iceren toplam 50 pL hacimden olusturuldu. Amplifikasyon
kosullart ilk denatiirasyon (94°C’de 5 dk.) basamagmi takiben 40 amplifikasyon
siklusundan ve her bir siklus, 94°C’de 1 dk., 25°C’de 1 dk. ve 72°C’de 2 dk.
asamalarindan olusturuldu. (Touchgene Gradient, Techne, Ingiltere). Elde edilen PCR
rtinleri, %2’lik agaroz jel igerisinde yiiriitilmiis (Thermo EC 330, ABD) ve

olusanbantlar jel dokiimentasyon sisteminde (Vilber Lourmat, Fransa) incelenmistir.

3.2.4. Antibiyotik Duyarhlik Testi

3.2.4.1 Epsilometer Test (E test)

S. aureus izolatlarina vankomisin antibiyotigi ile E test yapilarak MIK diizeyi ve MIK
aralig1 tespit edildi. Bunun i¢in; S. aureus izolatlar1 %5 defibrine koyun kanli Mueller
Hinton Agar’da aerobik ortamda 18-24 saat diretildi. Gelisen koloniler besiyeri
tizerinden toplanarak 9%0.075 NaCl ig¢inde siispanse edildi ve bakteri yogunlugu
McFarland No: 0.5 turbidite standardina ayarlandiktan sonra 0.1 mL Mueller Hinton
agar besiyerine inokiile edilip yayildi ve E test kartuslari besiyeri iizerine yerlestirildi.
Aerobik ortamda 37°C’de 18-24 saat inkube edildi. Inkubasyon sonunda petri
kaplarinda olusan eliptik inhibisyon zonlarinin kesistigi nokta MIK degeri olarak kabul
edildi ve izolatlarin duyarli, orta duyarli ve direnglilik durumlar1 CLSI kriterlerine gore

degerlendirildi (CLSI, 2017).


http://mbe.oxfordjournals.org/content/23/6/1156.full

4. BULGULAR

4.1. S. aureus Izolasyon Sonuglar:

Bu calismada Nevsehir Ili'nde bulunan ii¢ ayr1 kesimhaneden toplanan 150 adet
numune, S. aureus yoniinden incelendi. Toplanan 150 numuneden 150 adet izolat elde
edildi. Elde edilen 150 izolattan; 65’1 (%43.3) koagiilaz pozitif stafilokok, 6’s1 (%4) da

S. aureus olarak tespit edildi.

4.2. S. aureus’un PCR ile Tespiti

Bu ¢aligmada, S. aureus'un termostabil niikleazini kodlayan ve S. aureus’a spesifik olan
nuc geninin bir sekansini biiyiitmek i¢in nuc-F166 ve nuc-R565 primerleri kullanildi.
Hedef “nuc’’ genlerin 400 bp bant biiyiikliigii verdigi agaroz jelde goriintiilendi ve bu
bant biiytikliigii pozitif olarak degerlendirildi. Bu yontemle, fenotipik olarak pozitif
tespit edilen toplam 6 (%4) izolatin, PCR ile dogrulamasi yapildi. Bu dogrulamanin
sonucunda molekiiler olarak 6 (%4) adet izolat pozitif tespit edildi. Birinci
kesimhaneden altinc1 ve onuncu atik su drnekleri ve onuncu kesim tahtasi 6rnegi, ikinci
kesimhaneden dordiincii karkas yiizeyi, yedinci ve sekizinci duvar yiizeyi érneklerinden
S. aureus tespit edildi. Ugiincii kesimhaneden PCR ile herhangi bir izolat tespit
edilemedi. Tespit edilen izolatlar Tablo 4.1.’de verilmistir.
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Tablo 4.1. PCR ile identifikasyon Sonuglari

Ornek Kesimhane 1 Kesimhane2  Kesimhane3  Yiizde
n=50 n=50 n=50 %
Kesim tahtasi yiizeyi (T) 10 numarali 6rnek - - %3.3
(n=30)
Bigak yiizeyi (B) - - - -
(n=30)
Duvar yiizeyi (D) - 7 ve 8 numarali - %6.6
ornekler
(n=30)
Karkas yiizeyi (K) - 4 numarall - %3.3
ornek
(n=30)
Kesimhane Atik Suyu (S) 6 ve 10 numarali = - %6.6
ornekler
(n=30)
Toplam 3 3 - 6-%04.0

S. aureus yoniinden pozitif bulunan 6rneklerin agoroz jeldeki goriintiileri su sekildedir.

M SA1 SA2 SA3 SA4 SAS SA6 PK

g———a—-q——-—

— il
- -

Sekil 4.1. S. aureus’un % 1.5’lik agoroz jeldeki goriintiisii i¢in pozitif 6rnekler. 400 bp
pozitiftir. PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol, M: Marker, SA1-6: S.
aureus.

4.2.1. ERIC-PCR Sonuglari

Uygulanan ERIC-PCR sonucunda 5 ile 14 arasinda bant profilleri goriildii. Bu sonuca

gore, izolatlarin tamaminin farkli oldugu tespit edildi.
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SA1 SA2 SA3 SA4 SA5 SAG6

3000 Bg

1000 B¢

-ﬂ _ 500 BC
e -

100 Bg

Sekil 4.2.  S. aureus izolatlarinin %2°lik agaroz jeldeki ERIC-PCR band paternleri. M:
100 bp DNA ladder, 1: 1-T-10 nolu izolat, 2: 1-S-6 nolu izolat, 3: 1-S-10
nolu izolat, 4: 2-D-7 nolu izolat, 5: 2-D-8 nolu izolat, 6: 2-K-4 nolu izolat.

4.3. Antibiyotik duyarhlik test sonuclari

4.3.1. Epsilometer Test (E test)

S. aureus izolatlarinin vankomisine karst MIK diizeylerini belirlemek maksadiyla

uygulanan E test sonucunda, tiim izolatlarin vankomisine duyarli oldugu saptanmaistir.

Sekil 4.3. S. aureus izolatina E test uygulamasi.
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Antibiyotik duyarlilik sonuglart Tablo 4.2.’da verilmistir.
Tablo 4.2. Antibiyotik Duyarlilik Sonuglar1 (CLSI 2017)

S I R Ornek MiK (ug/mL)
<2 4-8 >16 1-5-06 05 S
E <2 4-8 >16 1-T-10 2 S
Z
% <2 4-8 >16 2-K-04 2 S
N
<Zﬂ <2 4-8 >16 2-D-07 1 S
>
<2 4-8 >16 1-S-10 05 S
<2 4-8 >16 2-D-08 2 S
(S: Duyarh I: Orta duyarl R: Direncli MIK: Minimum Inhibitor

Konsantrasyon, 1: Birinci Kesimhane, 2: ikinci Kesimhane, 3: Uciincii Kesimhane, S:
Atik Su, T: Kesme Tahtas1 Yiizeyi, K: Karkas Yiizeyi, D: Duvar Yiizeyi)



5. TARTISMA VE SONUC

Stafilokoklar toplum sagligi agisindan son derece onemli patojen mikroorganizma
grubunu olusturmaktadir. S. aureus, insanlarda normal biotada bulunmakla birlikte,
sagligt olumsuz yonde etkileyen; endokardit, bakteriyemi ve gida kaynakli
intoksikasyonlarin 6nde gelen sebeplerinden birisi olarak tespit edilmistir (Hizlisoy ve
ark., 2018). Ayn1 zamanda S. aureus, bir¢ok iilkede resmi kayitlara gore gida kaynakli
enfeksiyon ve intoksikasyonlarin ii¢iinciisii olarak belirtilmistir (Veras ve ark., 2008).
Stafilokokal gida zehirlenmesi, enterotoksijenik stafilokoklarin besinlerde 10° kob/g
seviyesinin lizerinde olmasi ve trettikleri enteretoksinleri sindirim yoluyla alinmasini
takiben sekillenmektedir. Bunun yani sira, stafilokokal enteretoksinler (SE) artrite,
alerjik reaksiyonlara, toksik sok benzeri sendroma ve otoimmun hastaliklara neden
olmaktadir (Cha ve ark., 2006). Kesim islemi esnasinda karkas, hayvanlarin
derilerindeki ve sindirim sistemindeki patojen mikroorganizmalarla kolayca kontamine
olabilmektedir. Ayrica personelin hijyen noksanligt da karkasi kontamine

edebilmektedir (Keyvan, 2014).

Bu ¢alismada; Nevsehir 1li’nde bulunan ii¢ ayr1 kesimhaneden toplanan 150 adet svap
numunesinden, koagiilaz pozitif stafilokok ve S. aureus’un izolasyonu, identifikasyonu,

izolatlarin vankomisin antibiyotigine duyarlilig1 ve molekiiler tiplendirmesi amaclandi.

Tez ¢alismamizda kesimhane materyalleri ve karkaslardan alinan 6rneklerde 65/150
(%43.3) koagiilaz pozitif stafilokok olarak tespit edilmistir. Sigir karkaslarindan alinan
orneklerde koagiilaz pozitif stafilokok mevcudiyeti yoniinden daha Once yapilan

calismalardan farkli seviyelerde sonuglar ortaya konulmustur.

Keyvan ve Ozdemir (2016), Ankara’da yaptiklar1 ¢alisma neticesinde, toplam 120 sigir
karkasindan slinger svap yontemi ile alinan Orneklerin 32’sinde (%26.6) koagiilaz

pozitif stafilokok bulundugunu belirtmislerdir.
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Al-Tarazi ve ark. (2009), 2006 yili Subat ve Eyliil aylar1 arasinda Urdiin’de bulunan
kesimhanede karkaslarin dis ylizeyinden steril bicak yardimiyla 50 adet sigir
karkasindan topladiklari numuneleri analize tabi tutmus ve bunlarin 15’ini (%34.1)
koagiilaz pozitif stafilokok olarak tespit edilmislerdir. Kumar ve ark. (2014), tarafindan
yapilan bir diger calismada ise, 50 sigir karkasindan toplanan numuneler analiz edilmis
ve koagiilaz pozitif stafilokok yoniinden 11’inin (%22) pozitif oldugu belirtilmistir.
Hansson ve ark (2001), yaptiklar1 ¢alismada, sigir karkaslarinda kogulaz pozitif
stafilokoklar1 %34 diizeyinde tespit etmislerdir. Vanderlinde ve ark. (1998), sigir
karkaslarindan aldiklar1 6rneklerde %29 diizeyinde kogiilaz pozitif stafilokok oldugunu
tespit etmiglerdir. Phillips ve ark. (2006), tarafindan yapilan c¢aligmada sigir
karkaslarindan siinger svap yardimi ile alinan numunelerin %28.7’si koagiilaz pozitif
stafilokoklar yoniinden pozitif bulunmustur. Phillips ve ark. (2001), sigir karkaslarindan
stinger svap yontemi ile topladiklar1 6rneklerin analizi neticesinde, sigir karkaslarinin
%24,3’iinde koagiilaz pozitif stafilokoklar1 tespit etmislerdir. Ozdemir ve ark. (2010),
tarafindan yapilan bir diger calismada 120 si@ir karkasindan toplanan Orneklerin
46’sinin (%38.3) koagiilaz pozitif stafilokok yoniinden pozitif oldugu tespit edilmistir.
Daha once yapilan galismalarda saptanan oranlarin, tez c¢alismamizda tespit edilen
oranlara nazaran diisiik oldugu goriilmekte; bu durumun kontaminasyonun daha az

olmasindan kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir.

Beyene ve ark. (2017), tarafindan yapilan bir caligmada ise materyal olarak
kesimhanede kullanilan bigak, kesim hatt1 ekipmanlar1 ve karkas ytizeyi svap ornekleri
toplamis, yapilan analizlerde %43.47 diizeyinde koagiilaz pozitif stafilokok bulundugu
tespit edilmistir. Arastirmacilarin bulgulart ile tez ¢alismamizin sonucunun paralel

oldugu goriilmektedir.

Desmarchelier ve ark. (1999), 3 farkli kesimhaneden topladiklart sigir karkaslarinda
sirastyla %62, %85 ve %89 diizeylerinde koagiilaz pozitif stafilokok tespit etmislerdir.
Arastirmanin bulgulari, birinci kesimhane hari¢, ¢alismamiza gore oldukca yiiksek
oranlardir. Bu durumun, kontaminasyonun fazla olmasindan kaynaklandig

diistiniilebilir.

Tez ¢alismamizda yaptigimiz fenotipik ve molekiiler identifikasyon testleri sonucunda
sigir karkaslarindan alinan 6rneklerde 6/150 (%4.0) S. aureus yoniinden pozitif olarak

tespit edildi.
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Keyvan ve Ozdemir (2016), Ankara’da yaptiklari calismalarinda, toplam 120 sigir
karkasindan siinger svap yontemi ile alinan drneklerin 15’inde (%12.5) S. aureus, tespit
etmislerdir. Yilmaz ve Gumiis (2004), tarafindan yapilan ¢alismada, kesimhaneden
alman 150 karkas svap Ornegi incelenmis ve S. aureus’un %30 oraninda oldugu
belirtilmistir. Tiirkiye’de yapilan bu ¢alismalarda tespit edilen S. aureus oranlarinin, tez
calismasinda elde edilen sonuglar ile karsilastirildiginda, yiiksek oldugu goriilmektedir.
Bunun nedeni olarak; numune alma yontemindeki ve kesimhane sartlarindaki
farkliliklar, kesim 6ncesi hayvanlarin derilerindeki mikrobiyal yiikiin fazlalig1 ve bunun

kesim esnasinda karkasa bulagsma olasilig1 ileri siiriilebilir.

Tanih ve ark. (2015) tarafindan Giiney Afrika’da {i¢ farkli kesimhanede kesilen sigir
karkaslarindan alinan 112 adet svap ornegi fenotipik olarak incelenmis, bunlarin 30°u
(%26.7) S. aureus yoniinden pozitif bulunmustur. Pekana ve Green (2018) tarafindan
yine Giiney Afrika’da yapilan bir ¢aligmada, 500 sigir karkas svap 6rneginin 102’sinde
(%20.4) S. aureus tespit edilmistir. Adugna ve ark. (2018), Etiyopya’da bir
kesimhanede kullanilan kesme tahtasi ve bigak ylizeyi svap orneklerinden (40’ar adet)
sirastyla 6 (%15.0) ve 9 (%22.5) S. aureus identifiye etmislerdir. Bersisa ve ark. (2019)
tarafindan yine Etiyopya’da yapilan bir ¢calismada 16’sar karkas yiizeyi, kesme tahtasi
yiizeyi ve bigak yiizeyi svap Orneklerinden sirasiyla, 4°i (%25), 7°si (%43.75) ve 5’i
(%31.25) S. aureus yoniinden pozitif olarak bildirilmis ve karkas yikama suyundan
aldiklar1 Orneklerde yapilan calismada S. aureus’a rastlanmadigi belirtilmistir.
Schlegelova ve ark. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, sigir karkaslarinin boyun ve
kuyruk bolgelerinden alinan 35’er adet svap oOrneklerinden 5’inde (%7.5) S. aureus
pozitif bulunmustur. Ayalew ve ark. (2015), tarafindan yapilan arastirmada sigir
karkaslar ile kontak halinde olan kesimhane zemini ve bigak yiizeylerinden 15’er svap
numunesi alinmig, sirasiyla 5’inde (%33.33) ve 4’tinde (%26.67) S. aureus tespit
edilmistir. Gowda Tanuja ve ark. (2017), 4 farkli kesimhaneden aldiklari, sigir karkas
ylizeyi (152), bigak yiizeyi (109), kesme tahtasi yiizeyi (104) svap orneklerinin analizi
sonucunda, sirastyla %59.86, %51.37 ve %50 diizeylerinde S. aureus bulundugunu
aktarmiglardir. Beyene ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada %13.9 oraninda S.
aureus tespit edilmistir. Birhanu ve ark. (2017) tarafindan Etiyopya’da yapilan
calismada materyal olarak kesme tahtasi yiizeyi ve bicak yiizeyi kullanilmig, her
birinden 53 adet svap 6rnegi alinmis ve sirasiyla 5’inde (%9.43) ve 2’sinde (%3.77) S.

aureus, tespit edilmistir. Bigak yiizeyinden alinan Orneklerde tespit edilen oran tez
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calismamizda saptanan oranla hemen hemen benzerlik gostermektedir. Literatiir
taramamizin sonucunda, sigir karkaslarinda S. aureus oranlar1 bakimindan karsilastirma
yapildiginda, tez c¢alismamizdaki oran digerlerine nazaran diisilk miktardadir. S.
aureus’un, 6zellikle insanlarin normal biotalarinda bulundugu bilinmektedir. Bu oranlar
analiz edildiginde, calisanlarin hijyen konusundaki eksiklikleri, karkasi ve ekipmanlari
kontamine ettigi disiiniilebilir. Ayrica, bu sonuglar, Ornekleri aldigimiz ¢

kesimhanedeki hijyen prosediirlerinin daha iyi isletildigi anlamina da gelebilir.

Tez c¢alismamizda yaptigimiz antibiyotik duyarlilik testi sonucu tiim izolatlarin
vankomisine (%100) duyarli oldugu saptanmistir. Bu bakimdan, yaptigimiz ¢aligmanin

bulgulariyla benzerlik gosteren ¢aligmalar mevcuttur.

Giindogan ve ark (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, sigir karkaslarinda tespit edilen
S. aureus izolatlarma antimikrobiyal duyarlilik testi uygulanmis, izolatlarin tamami
vankomisine duyarli bulunmustur. Keyvan ve Ozdemir (2016), yaptiklar: antibiyotik
duyarlilik sonucunda tiim S. aureus izolatlarinin vankomisine duyarli oldugunu
saptamiglardir. Aydin ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, elde edilen S. aureus
izolatlarina E test yontemi ile antimikrobiyal duyarlilik testi yapilmis ve izolatlarin
tamaminin vankomisine duyarli oldugunu bildirilmistir. Tanih ve ark. (2015) tarafindan
yapilan ¢alismada, sigir karkaslarindan elde edilen S. aureus izolatlarina uygulanan
antimikrobiyal duyarlilik testi sonucunda, tiim izolatlar vankomisine duyarli
bulunmustur. Schlegelova ve ark. (2004) tarafindan yapilan ¢aligmada, tespit edilen S.
aureus izolatlarinin tamami vankomisine duyarli bulunmustur. Bahsedilen bu
calismalarda S. aureus izolatlarinin vankomisine duyarliligt konusunda tespit edilen
bulgular tez ¢aligmamizdaki bulgularla benzerlik gostermektedir. Tiirkiye’de ve diinya
genelinde yapilan vankomisin duyarlilik testi sonuglari incelendiginde, direng tespiti
olmamasinin, diinya genelinde vankomisinin veteriner sahadaki kullanim kisitlihigindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (Sahal, 2012).

Buna karsilik, vankomisine kars1 direng tespit edilen ¢alismalar da mevcuttur. Adugna
ve ark. (2018), %54.5 VIRSA ve %45.5 VRSA, Gowda Tanuja ve ark. (2017), %78
VSSA, %14 VIRSA ve %8 VRSA, Beyene ve ark. (2017) %65.1 VRSA tespit
etmiglerdir. Bu sonuglar analiz edildiginde arastirmanin yapildigi bolgelerde sagaltim
amaci1 ile hayvanlara vankomisin preparatlarinin yiiksek diizeyde uygulandigi yorumu

yapilabilir.
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Sonug¢ olarak; yaptigimiz calisma neticesinde, fenotipik olarak izole ettigimiz 65
(%43.3) S. aureus izolatinin 6’s1 (%4) fenotipik testler ve PCR analizi sonucu pozitif
olarak belirlenmistir. Antimikrobiyal duyarlilik testinde E test stripleri kullanilmis ve
elde ettigimiz izolatlarin tamaminin vankomisine duyarli oldugu saptanmistir. ERIC-
PCR yontemi ile yaptigimiz molekiiler tiplendirme sonucuna gore elde edilen izolatlarin

genotipik ozellikleri bakimindan birbirlerinden farkli olduklari ortaya konmustur.

Insanlarn ve hayvanlarim dogal biotasinda bulunan S. aureus, hijyen eksikligi
noktasinda gidalarda indikator bir role sahiptir. Insan beslenmesinde énemli bir yer
tutan kirmizi etin ilk islendigi yer olan kesimhanelerde mikroorganizma yiikiiniin
minimal diizeyde tutulmasi gereklidir. Bakterilerin logaritmik olarak cogaldiklari
diistiniildiigt takdirde, isleme yerleri olan kasaplarda, pargalama tesislerinde, et tiriinleri
endiistrisinde ve en son olarak da tiiketimde, enfeksiyon ve toksikasyonlarin dnlenmesi
amaciyla karkastaki mikrobiyal yiikiin en aza indirilmesi 6nem arz etmektedir.
Dolayisiyla bu zincirin ilk basamag: olan kesimhanelerde mikrobiyal yiik ne kadar az

olursa, kirmizi etin raf 6mrii de o kadar uzun olacaktir.

Yaptigimiz antibiyotik duyarlilik testi neticesinde vankomisinin S. aureus’lar i¢in hala
etkili oldugu ortaya konmustur. Antibiyotik kullaniminin sinirlandirilmasi konusunda
WHO tarafindan, farkindalig1 artirmaya yonelik caligmalara hiz verilmis durumdadir.
Bu durum hayvanlarin ve insanlarin maruz kaldig1 gereksiz antibiyotik uygulamalarinin
Oniline gecilmesini amacglamaktadir. Hayvan hastaliklarinin 6nlenmesi, dolayis: ile
saglikli ve kalinti icermeyen kirmizi etin tiiketiciye ulasmasindaki altin kural ise
koruyucu hekimliktir. Ayrica antibiyotik kullaniminin azaltilmasi diren¢ sorununu da

genel olarak ortadan kaldiracaktir.

Uretilen gidalarin, finansal kaynaklarin ve bilimsel ¢abalarin heba edilmemesi ve
antibiyotik rezervlerinin korunmasi adina, kesimhanelerde hijyen prosediirlerine yiiksek
baglilik ve antibiyotik kullaniminda hekim, eczact ve hayvan sahiplerinin duyarl
davranmalari, regetesiz antibiyotik verilmemesi ve bu sekilde antibiyotik talep

edilmemesi Onem arz etmektedir.
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