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OZET

BOLU’DA TUKETIME SUNULAN SALATALARDAN iZOLE EDILEN
STAPHYLOCOCCUS AUREUS VE ESCHERICHIA COLI TURLERININ
MALDI TOF MS BIOTYPER SISTEMI ILE TANIMLANMASI
YUKSEK LISANS TEZI
DILEK KARTAL
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLIGi ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. iBRAHIM CAKIR)

BOLU, EYLUL - 2019

Bu c¢alismada, Bolu Merkez ve bazi ilgelerinde (Gerede, Yenigaga,
Dértdivan, Goyniik, Mengen) bulunan lokanta ve kafeteryalardan 100 adet tiiketime
hazir salata (mevsim salata, ¢coban salata, sogiis) toplanmistir. Toplanan 6rnekler
mikrobiyal kalitelerinin ~ belirlenmesi  amaciyla  hijyen  indikatori
mikroorganizmalardan olan Escherichia coli ve Staphylococcus aureus sayisi
bakimindan analiz edilmistir. Sayimi yapilan tipik koloniler Matriks ile
Desteklenmis Lazer Desorpsiyon/iyonizasyon Ugus Zamani Kiitle Spektrometresi
(MALDI-TOF MS) BioTyper Sistemi ile tanimlanmistir. Tanimlama sonuglarina
gore orneklerin %18’inde E. coli, %5’inde ise S. aureus tespit edilmistir. Bolu
Merkez ve il¢elerdeki mikroorganizma igeren 0rnekler karsilastirildiginda ilgelerde
mikrobiyal yiikiin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Salata 6rneklerinde E. coli sayisi
0,69-3,25 log kob/g, S. aureus sayis1 1-2 log kob/g araliginda degistigi tespit
edilmistir. Tanimlanan 6rneklerden %50’sinin Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik
Kriterler Yonetmeliginde belirtilen E. coli limitlerine uygun olmadigi tespit
edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Tiiketime Hazir Salata, MALDI-TOF MS,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS AND
ESCHERICHIA COLI SPECIES ISOLATED FROM SALADS CONSUMED
IN BOLU BY MALDI TOF MS BIOTYPER SYSTEM
MSC THESIS
DILEK KARTAL
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL OF
NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR: PROF. DR. IBRAHIM CAKIR)

BOLU, SEPTEMBER 2019

In this study, 100 ready-to-eat salads (seasonal salads, shepherd salads, cold cuts)
were collected from restaurants and cafes located in Bolu Merkez and some districts
(Gerede, Yenigaga, Dortdivan, Goyniik, Mengen). The collected samples were
analyzed for the number of microorganisms Escherichia coli and Staphylococcus
aureus, which are hygiene indicators, in order to determine their microbial quality.
Typical colonies counted were identified by the Matrix Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) BioTyper
System. According to the identification results, E. coli was detected in 18% and S.
aureus was detected in 5% of the samples. When the samples containing
microorganisms in Bolu Merkez and districts were compared, it was seen that
microbial load was higher in districts. It was found that the number of E. coli in the
salad samples varied between 0,69-3,25 log cfu/g and the number of S. aureus
ranged from 1-2 log cfu/g. It was determined that 50% of the identified samples did
not comply with the E. coli limits specified in the Turkish Food Codex
Microbiological Criteria Regulation.

KEYWORDS: Ready-to-eat-salads, MALDI-TOF MS, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus
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1. GIRIS

Tiim diinyada insanlarin yasamlarii ve fiziksel gelisimlerini saglikli olarak
siirdiirebilmeleri i¢in yeterli ve dengeli beslenebilmeleri elzemdir. Bu amagla yeterli
miktarda giivenli giday: tiiketmek gerekmektedir (Erkmen, 2010). Giinliik diyetin
Oonemli bir boliimiinii olusturan taze iiriinler saglikli beslenme i¢in kilit gidalardandir.
Bu iirtinlerin tiiketilmesinin aralarinda kanser ve gesitli kardiyovaskiiler hastaliklarin
da bulundugu bir¢ok hastaliga kars1 koruyucu etki sagladigi bildirilmektedir. Bir¢cok
ilkede, saglik kurumlar1 tarafindan baslatilan kampanyalar ile taze {iriin tiiketimi
tesvik edilmekte, giinde en az bes porsiyon meyve ve sebze tiiketilmesi dnerilmektedir

(Fallik, 2014).

Son yillarda insanlarin saglikli yasam tarzina ilgisinin artmasiyla birlikte yeme
aligkanliklar1 degismis, yaprakli yesil sebzelere ve tiiketime hazir (Ready to eat; RTE)
salatalara olan talebi artmistir. Ancak taze yaprakli yesil sebzeler ve bunlarin RTE
salatalari, diinyanin bir¢ok yerinde gida kaynakli hastalik salginlarinin kaynagi olarak
kabul edilmektedir (Taban ve Halkman, 2011). Hastalik Kontrol ve Korunma
Merkezleri (CDC), Amerika’da her y1l gida kaynakli hastaliklardan 48 milyon insanin
hastalandigini, 128.000’inin hastanede yattigimi ve 3.000’inin O6ldiigiini tahmin
etmektedir. Hem Avrupa’da hem de ABD’de, son zamanlarda gida kaynakli hastalik
salginlart bazi patojenler ile yesil yaprakli sebzeler ve RTE salatalar1 arasindaki
baglantilari ortaya ¢ikarmistir. Ciinkdi taze yaprakli yesil sebzeler, aritilmamis sulama
suyunun kullanimi, uygun olmayan giibreleme Ve ¢iftlikten sofraya kadar hasat, isleme
ve paketleme sirasindaki uygunsuz kosullar nedeniyle mikrobiyolojik kontaminasyon

riski tasimaktadir (Taban ve Halkman, 2011).

Yemek tiretimi ve tiiketimi Onceleri genellikle evlerde yapilmaktayken;
seyahatler, kentlesme, artan sanayilesme, kadinlarin ¢alisma hayatina katilmasi gibi
faktorler, beslenme aliskanliklarinda 6nemli degisikliklere yol agcmis ve genellikle
calisan insanlar i¢in ev disinda yemek yeme bir zorunluluk haline gelmistir. Bu
tercithin artmasina bagli olarak tiiketime hazir sicak ve soguk gidalar: {ireten bir¢cok

isletme hizmete agilmistir (Ugak, 2014; Hampikyan vd., 2008; Ozkan, 2009). Bunun



bir neticesi olarak da sanayilesmis iilkelerde gida zehirlenmesi ve enfeksiyonlarinin
%20-40 oraninda ev disinda hazirlanan gidalardan kaynaklandigr bildirilmistir

(Ozkan, 2009; Hampikyan vd., 2008; Mankee vd., 2005).

Bu galigsma kapsaminda, Bolu ili ve bazi ilgelerindeki lokanta ve kafelerde RTE
olarak sunulan salatalarin halk sagligi ve gida gilivenligi agisindan incelenmesi
amaglanmistir. Bu dogrultuda, 100 adet salata O6rnegi Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus varligi agisindan analiz edilmistir. izole edilen bakteriler klinik
mikrobiyolojide siklikla kullanilan ancak gida mikrobiyolojisinde daha giincel bir
yontem olan MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi ile tiir diizeyinde tanimlanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Tiiketime Hazir Salatalarin Mikrobiyal Kalitesi

RTE gidalar, satis noktasinda aninda tiiketime hazir olarak bulunan gidalar
olarak tanimlanmaktadir. Bu gidalar; ¢ig veya pismis, sicak veya soguk olarak
tiketilebilmektedir (Tsang, 2002). Ham sebzelerin vitamin, mineral ve antioksidan
bakimindan zengin olmasi saglikli bir diyet i¢in dnemlidir (Gritli, 2015). Giiniimiizde
saglikli ve bilingli beslenmeye 6nem verilmesiyle birlikte minimal islem gormiis

meyve ve sebzelere olan talep artis gostermistir (Yiicel ve Halkman, 2009).

Minimal islem uygulanmis sebzeler 6zellikle soyma, dograma ve parcalama
gibi iglemler uygulandigi igcin mikrobiyolojik ve enzimatik bozulmaya daha yatkindir
ve ideal kosullarda hazirlanip depolansalar bile raf omiirleri kisadir (Ugak, 2014). Bu
gidalar E. coli ve S. aureus gibi patojen bakterilerle kontamine olduklarinda gida
kaynakli hastaliklara neden olmakta ve bu durum bazi yararli 6zelliklerinin Oniine

gecebilmektedir (Gritli, 2015).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) ile Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) uzmanlarinin taze tirtinlerle ilgili mikrobiyolojik tehlikeler hakkinda Kodeks
Gida Hijyeni Komitesine bilimsel tavsiyede bulunmak igin yaptigi toplantida bu

gidalar 3 grup altinda toplanmistir:

1) Mikrobiyolojik tehlikelere gore bakildiginda yaprakli yesil sebzelerin
(marul, 1spanak, lahana, hindiba, yaprakli taze otlar vb.), siralama kriterlerine gore en
yiiksek Oncelige sahip oldugu belirlenmigtir. Bu sebzeler artan talebi karsilamak
amaciyla biiylik hacimlerde yetistirilip ihra¢ edildigi i¢in diinyanin en az ii¢ bélgesinde
gida kaynakli salginlarla iliskilendirilmis ve bu sebzelerin giivenligi diinya ¢apinda
onemli bir konu haline gelmistir. Bir¢ok iilkede, yaprakli yesil sebzeler artik
endiistriyel dlgekte liretilmekte, liretim, hasat ve ambalajlama 24 saat boyunca pratik
olarak gergeklestirilmektedir. Ancak hasat 6ncesi ve sonrasi ¢esitli uygulamalar, gida

kaynakl1 patojenlerin ¢ogalmasina neden olmaktadir (FAO/WHO, 2008).

i1) Tanimlanan ikinci risk kaynagi olarak kiiciik meyveler, yesil sogan,

kavunlar, filizlenmis tohumlar ve domates belirlenmistir. Yesil yaprakli sebzelerin

3



aksine, bu {iirlinlerin kiiresel etkileri bakimindan daha fazla ¢esitliligin oldugu, yesil
yaprakli sebzeler kadar genis aralikta iiretilmedigi ve bazilarinin sadece belli

bolgelerde risk olusturdugu diistiniilmektedir (FAO/WHO, 2008).

iii) Son risk kaynaginin havug, salatalik, badem, bebek misir1, susam, sogan ve
sarimsak, mango, penge pencesi, kereviz ve maimaiyi igeren en biiyiik grup oldugu
belirlenmistir. Tiim bu gidalar gida kaynakli hastalik vakalarinda veya salginlarinda
goriilmiis olsa da mevcut bilgilere dayanarak halk saglig: etkisinin diisiik oldugu kabul
edilmistir (FAO/WHO, 2008).

Yapilan bir ¢ok aragtirmada tiiketime hazir sunulan gidalarda S. aureus, E. coli,
Salmonella spp., Clostridium perfringens, Bacillus cereus ve Listeria monocytogenes
gibi patojenlerin gida kaynakli hastaliklara sebep oldugu tespit edilmistir. Bu gidalarda
patojenlerin bulunmasi, gidanin baslangi¢ mikroorganizma yiikiiniin fazla olmasi,
yetersiz 1s1l iglem, Uygun olmayan saklama kosullari, yeterli hijyenin saglanmamasi,
capraz kontaminasyon, bilingsiz ve egitimsiz personel gibi faktorlerden
kaynaklanmaktadir (Giilmez vd., 2005; Ugak, 2014). Iki yiiz elliden fazla gida
kaynakli hastalik tanimlanmakta olup bir¢ok durumda kayit disi kaldigi i¢in gida

kaynakli hastaliklarin ger¢ek durumunun degerlendirilmesi zordur (Loir vd., 2003).

2.2 Mikroorganizmalarin Tiiketime Hazir Salatalara Bulasma

Kaynaklan

Mikroorganizmalar, meyve ve sebzelerin dogal florasinin bir pargasini
olusturmakta ve tiiketim sirasinda ¢ogu mevcut bulunmaktadir. Meyve ve sebzelerin
i¢ dokular1 genellikle steril kabul edilmekte, dis yiizeyi ise cogu insanlar i¢in patojenik
olmayan Pseudomonas ve Enterobacteriaceae familyasina ait bazi Gram negatif
bakterilerle kontamine olmus halde bulunmaktadir (Lund, 1992). Kabuk
mikroflorasindaki bakterilere ek olarak meyve ve sebzelerde bozulmanin yaklasik ticte
ikisi  kiiflerden kaynaklanmaktadir. Bozulma genellikle bitki yapilarinin
yumusamasina ve zayiflamasina neden olan seliilolitik veya pektinolitik aktivite ile
iliskilidir. Bitkinin mekanik pargalanmasi, kesilmesi ve dilimlenmesi igsel, dissal ve
islemsel faktorlerin de birlesimiyle bitki yiizeylerini mikrobik saldirilara acik hale

getirmektedir (EC, 2002).



Cizelge 2.1. Patojen mikroorganizmalarin taze meyve sebzelere bulagma

kaynaklar1
Hasat Oncesi Hasat Sonrasi
Disk1 Diski1
Toprak Insan eli (calisanlar, tiiketiciler)
Sulama suyu Hasat ekipmanlari
Olgunlasmamis veya yetersiz | Tasima kaplari (tarladan pakete kadar)
icerikli giibre Yabani ve evcil hayvanlar
Hava (toz) Hava (toz)
Yabani ve evcil hayvanlar Yikama ve durulama suyu
Insan eli Ayiklama, kesme, paketleme vb. ekipmanlari
Buz
Tasima araglar
Uygun olmayan depolama
Capraz kontaminasyon
Satin alindiktan sonra yanlig kullanim

Patojenler ve diger mikroorganizmalar meyve ve sebzeleri hasat 6ncesi ve
sonrast bir¢ok farkli yoldan kontamine etmektedir (Cizelge 2.1) (Beuchat, 1996).
Cizelge incelendiginde hasat 6ncesi kontaminasyon kaynaklari arasinda toprak, diski,
sulama suyu, hava, bocekler, yetersiz igerikli giibre, yabani ve evcil hayvanlar ve insan
kullanimi bulunmaktadir. Hasat sonras1 kaynaklar ise digk1, insan kullanimi, hasat ve
isleme ekipmanlari, tasima kaplari, vahsi ve evcil hayvanlar, bocekler, toz, durulama

suyu, buz ve tasima araglar1 gibi faktorleri icermektedir (Beuchat, 2002).

Gida iretiminde c¢alisan personel gida kaynakli enfeksiyon ve
intoksikasyonlarin ana kaynagidir. Mikroorganizmalar gidalara insanlardan dogrudan
oksiirme, hapsirma, acik yara, diski ya da ¢ig gidalarla kontamine olmus eller yoluyla
bulasabilecegi gibi, dolayli olarak gida iiretimi ve hazirlanmasindaki kosullarin
yetersiz olmasi, kontamine alet ekipman ve su kullanilmasi, giivenilir olmayan
yerlerden gida temin edilmesi, ¢apraz kontaminasyon, uygun olmayan muhafaza ve
servis kosullar1 gibi nedenlerle de bulasabilmektedir (Erkmen, 2010). Yapilan
aragtirmalar sonucunda gida isletmesinde calisanlarin %60’ 1inin ellerini dogru bir
sekilde yikamadig1 ve gida kaynakli hastaliklarin %25-40’1mnmn gida isleme ve gida
servisinde ¢alisan kisilerden bulasma sonucu goriildiigii ortaya konmustur. Insan ve

hayvanlarin burun, bogaz, deri ve bagirsaklarinda birgok bakteri ve viriis bulunmakta



olup burun, bogaz ve derideki lezyonlar Staphylococcus cinsinin, bagirsak ise E.

coli’nin baslica kaynagini olusturmaktadir (Ozkan, 2009).

Toprak, B. cereus, C. botulinum, C. perfringens, L. monocytogenes ve
Aeromonas spp. gibi ¢esitli patojenler i¢cin dogal bir ortamdir. Bu patojenlerin profili
hayvan atiklarinin topraga eklenmesiyle bliyiik 6lclide genisleyebilmekte ve toprak
tipine, nem seviyesine, sicakliga ve kirlenme kaynagina baglh olarak bu patojenler
toprakta haftalarca canli kalabilmektedir (Olaimat ve Holley, 2012). Toprak florasinin
yapisinit bozan ozellikler, meyve ve sebzelerin taginmast ve depolanmasi sirasinda

hasara neden olarak onlar1 kontaminasyona acik hale getirmektedir (EC, 2002).

Sulama suyunun kalitesi ve sulama sisteminin tiirii taze tirtinlerin mikrobiyal
giivenligini etkilemektedir. Ornegin; taskin ve sprey sulama en biiyiik riski teskil
etmekte ve Kirli sular yenilebilir iiriiniin yapraklarinda dogrudan birikebilmektedir
(Olaimat ve Holley, 2012). Sulama suyu, kanalizasyon veya giibrelemeden
kaynaklanan dogrudan kirlenmeye kars1 ¢ok hassastir. Ozellikle yogun yagis sirasinda
giibre yiginlarindan ya da kanalizasyondan kaynaklanan kirlenme, sizint1 yoluyla su
kaynaklarina kolayca karisip dereler veya nehirler yoluyla biiyiilk mesafelere
yayilabilmektedir. Bu suyun sulamada kullanilmasi insan patojenlerinin dogrudan
bitki dokularmna bulagsmasina ve hasat boyunca bu kirliligin devam etmesine neden
olmaktadir. Ayrica atik suyun geri doniisiimiiniin sulama amagli kullanildig1 bazi
tilkelerde insan patojenlerinin ortaya ¢ikma riskinin arttig1 bildirilmistir (Warriner vd.,
2009). WHO (2006), taze itiriinlerin sulanmasi igin kullanilan suyun fekal koliform
seviyesinin 1000 kob veya MPN/100 mL’yi gegmemesini tavsiye etmistir.

Giibreleme islemi taze iirlinlerin mikrobiyal giivenligini etkileyen ana
faktorlerden biridir. Aritilmamis giibrelerin biiyiimekte olan {iriinlere uygulanmasi,
sebzelerin dogrudan kontamine olmasina neden olmaktadir. Bunu 6nlemek igin
giibrenin sebzelerle dogrudan temasi engellenmeli, giibrenin topraga ya da suya
atilmasindan once bir aritma islemi uygulanmali ya da uygulama ve mahsul tiretimi

arasinda 6nemli bir zaman aralig1 birakilmalidir (Warriner vd., 2009).

Hava ve tozda bulunan mikroorganizmalar bazi patojenler diginda tiim cinsleri
icermektedir. Hava ve tozda bulunan mikroorganizmalar arasinda degisik diizeylerde

diistik su aktivitesine dayanikli olan Bacillus ve Micrococcus cinslerine ait tiirler 56nem



arz etmekle birlikte, havanin dogal florasina kiif sporlart hakimdir (Ayhan, 2000;
Ozkan, 2009). Havadaki mikrobiyal yiik gida isletmelerinin farkli alanlarinda
degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin; islem gérmemis hammaddelerin bulundugu
alanlarda mikrobiyal yiik nispeten daha yliksektir. Havadaki mikrobiyal yiikii kontrol
etmek i¢in temiz alanlara giren hava bakteriyolojik filtrelerden gecirilerek veya bu
alanlara pozitif hava basinci uygulanarak mikroorganizmalardan arindirilabilmektedir.
Bunun disinda isletme igerisindeki hava hareketi temiz alandan kirli alana dogru

olmas1 da mikrobiyolojik riski azaltmaktadir (Ozkan, 2009).

Alet ve ekipmanlar, dogru sekilde temizlenip dezenfekte edilmediklerinde
onemli bir kontaminasyon kaynagidir. Uretim hattindaki iiriine bulagma biiyiik lgiide
alet ve ekipmanlarin yiizeylerinden ve g¢alisan isgilerin ellerinde bulunan mikrobiyal
yiikten kaynaklanmaktadir. Ayrica ¢ig ve pismis gidalarin ayr1 kaplarda olmasi ¢apraz

kontaminasyonu 6nlemek adina oldukca énemlidir (Ozkan, 2009).

Meyve ve sebzeler, hasat sirasinda da c¢esitli kaynaklardan kontamine
olabilmektedir. Uygun zamanda hasat, hasat edilmis iiriiniin kontrollii cevre kosullar
altinda tutulmasi, tarim is¢ilerinin hijyen kurallarina dikkat etmesi ve gidaya uygun
steril  ekipmanlar kullanilmasi1  hasat sonrast bozulmanin ve patojenik

mikroorganizmalarin liremesinin 6nlenmesine yardimei olmaktadir (EC, 2002).

Meyve ve sebzelerin hasat sonrasi islemleri elle muamele, depolama, nakliye
ve temizligi icermektedir. Kesimden sonra taze iriinler daha yiiksek su aktivitesine
sahiptir ve kesikli yiizeylerde daha kolay bulunan besinler ¢esitli mikroorganizmalarin
gelismesine neden olmaktadir. Taze triinler, giftlikten tiiketiciye ulasana kadar bir ¢ok
noktada gida kaynakli patojenlerle kontamine olabilmektedir. Bu kirlilik en sik tarlada,
ilk isleme sirasinda ve ticari veya evdeki mutfakta son hazirlik sirasinda meydana

gelmektedir (Olaimat ve Holley, 2012).

Yikama isleminin mikrobiyal yiikii azaltma etkisi olmakla birlikte tiiketime
hazir meyve ve sebzelerin (taze yaprakli bitkiler dahil) etkili bir sekilde yikanmasi ve
dekontaminasyonu zordur. Calismalar, mevcut bakteri sayisinda yikamanin etkisinin
0,1-1 logaritma birimlik azalmaya neden oldugunu gostermektedir (EC, 2002). Basit
bir uygulama olarak ham meyve ve sebzelerin sicak suda veya deterjan veya

permanganat tuzlari igeren suda yikanmasi patojen mikroorganizmalarin bir kismini



uzaklastirmaktadir, ancak bu yontemin etkinligini gosteren ¢aligmalar azdir. Etkinligi
meyve ve sebzelerin yapisina gore degismekle birlikte yikamada klor, klor dioksit,
trisodyum fosfat, organik asit, hidrojen peroksit, ozon gibi dezenfektanlarin
kullanilmasi mikrobiyolojik olarak 10 ila 100 kat azalma saglayabilmektedir (Beuchat,
1998).

Taze salatalik sebzelerden kaynaklanan bazi mikrobiyal saglik risklerinin
arastirilmas1 kapsaminda yapilan bir tez calismasinda, Izmir’deki bir hazir yemek
isletmesinde hazirlanan salatalardaki ve onu olusturan sebzelerdeki bakteriyel yiikii ve
kaliteyi belirlemek amaciyla iiretimin ¢esitli asamalarinda sebzelerden, bunlarin
yikama sularindan, karigimlarindan ve son iirlin olan salatadan 3 ayr1 tarihte alinan
10’ar numune 6rnegi, toplam mezofilik aerobik bakteri, toplam koliform bakteri, S.
aureus ile E. coli varlig1 agisindan incelenmistir. Elde edilen sonuglar sebzelerdeki
bakteriyel yiikiin yikama islemleri sonrasinda belirgin bir bicimde azaldigim
gostermistir. Bununla birlikte, soyma, dilimleme, kesme, slizme gibi islemlerin,
muhtemelen capraz bulasmadan dolay1 bakteriyel yiikii arttirdigi saptanmistir (Ay
Yigit, 2016).

Istanbul’da bulunan ii¢ 6zel hastanenin HACCP kalite giivence sistemine sahip
mutfaklarindan alinan ylizey 6rneklerinde hijyenik durumun ve calisan personelde
hijyen farkindaliginin belirlenmesi amaci ile yapilan bir ¢alismada, toplam 200 mutfak
personeline hijyen bilgi diizeyini belirlemeye yonelik hazirlanmig 20 soruluk anket
uygulanmistir. Ayrica hastane mutfaklarinda calisan personelin el ve kiyafetlerinden,
mutfak alet ve ekipman ylizeylerinden (bigak, kepge, et dograma tahtasi, sicak ve
soguk iiretim tezgahi, pastane tezgahi) aliman swap Orneklerinde toplam aerobik
mezofilik canli bakteri, koliform ve fekal koliform bakteri, S. aureus ve kiif-maya
saymmi yapilmistir. Ankette sorulan sorulara verilen cevaplar géz oniine alindiginda
hijyen egitimi alan personelin egitim almayan personele oranla daha bilgili oldugu,
ancak hijyen egitimi alan personelin de yeterli bilgi diizeyine sahip olmadigi
belirlenmistir. Hastane mutfaklarinda calisan personelden alinan el 6rneklerinde S.
aureus’un ortalama degeri 0,34+0,08 log kob/cm? olarak belirlenmistir. Caligmada
soguk tretim tezgahi, fekal koliform bakteri yiikiiniin; personel eli, toplam aerobik
mezofilik canli bakteri, S. aureus ve koliform bakteri yiikiiniin; personel onliigii ise

kiif/maya yiikiinlin en yogun oldugu yiizeyler olarak belirlenmistir. Calisma



kapsamindaki mutfaklarda HACCP sistemi uygulanmasina ragmen 6zellikle personel
hijyeninde halen birtakim eksikliklerin bulundugu, bunun en biiyiik sebebinin ise
personel tarafindan hijyen kurallarinin tam olarak benimsenmemesi oldugu

bildirilmistir (Unal ve Ozmen Togay, 2017).

Yesil yaprakli sebzelerin ve bunlarin RTE salatalarinin kontaminasyonunu
azaltabilmek i¢in kontaminasyon noktalarin1 bilmek énemlidir. Bununla birlikte, gida
zincirinin bir noktasinda uygulanabilecek benzersiz bir kontrol 6nlemi yoktur. Bu
nedenle, yesil yaprakli sebzelerin ve bunlarin RTE salatalarinin mikrobiyal
giivenligini saglamak, liretim, isleme, dagitim ve kullanimin tiim yénlerini kapsayan
multidisipliner bir sistem yaklasimi gerektirir. Ayrica, hem iireticiler hem de
tiikketiciler tarafindan, yaprakli yesil sebzelerin ve onlarin salatalarinin uygun sekilde
depolanmasi, tasinmasi ve tarladan sofraya uygun sanitasyon yapilmasi ¢ok dnemlidir
(Mercanoglu Taban ve Halkman, 2011). Taze iriinlerin giivenligini saglamak igin
oncelikle 1yi tarim uygulamalarinin (GAP), ardindan iyi hijyen uygulamalarinin
(GHP) uygulanmas1 ve gida giivenligi yonetim sistemlerinin belgelendirilmesi
gerekmektedir (Fallik, 2014).

2.3 Tiiketime Hazir Salatalarda Hijyen Indikatérii

Mikroorganizmalar

2.3.1 Escherichia coli

Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri gida mikrobiyolojisinde {izerinde en ¢ok
calisilan bakterilerdendir. Gidalardan izole edilen en onemli temsilcileri olarak;
Escherichia, Salmonella, Proteus, Shigella, Klebsiella, Enterobacter ve Yersinia

cinsleri 6rnek gosterilebilir (Tunail, 2009).

Escherichia coli bagirsak disinda da bir siire yasamini siirdiirdiigii icin
indikator bakteri olarak kabul edilmektedir. Scardinger’in 1982 yilinda igme sularinda
Salmonella Typhi yerine fekal bulagikligin gostergesi olarak E. coli aranmasini
onermesinden bu yana fekal kontaminasyonu belirlemede indikator mikroorganizma

olarak kullanilmaktadir (Tunail, 2009).



E. coli ilk kez 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan digkidan izole
edilerek Bacterium coli commune olarak isimlendirilmis, sonralar1 bu bakteriye
Escherichia coli adi verilmistir. Enterobacteriaceae familyasinda koliform grup
bakteriler arasinda yer alan E. coli Gram negatif, fakiiltatif anaerob, mezofilik,
sporsuz, ¢gubuk seklinde, fermantasyon yoluyla laktozdan 37 °C’de 24-48 saatte asit
ve gaz olusturan bir bakteridir. Familyanin bu tipik &zelliklerine ilaveten fekal
koliformlar alt grup tyesi olarak 44,5 °C’de fermantasyon yoluyla laktozdan gaz
olusturmaktadir. E. coli’nin identifikasyonunda kullanilan IMViC testine gore; indol

pozitif, metil red pozitif, Voges-Proskauer negatif ve sitrat negatiftir (Halkman, 2013).

E. coli diski iginde bulunan bir bakteri oldugu i¢in diger bagirsak bakterileri
gibi ¢esitli antijenlere sahiptir. E. coli O, H, K antijenlerine gore tiplendirilerek
isimlendirilmekte ve sahip oldugu antijene gore bagirsak ve bagirsak dist hastaliklara

neden olmaktadir (Omerovic vd., 2017).

Patojenik E. coli alt1 virotipte siniflandirilmistir (Bhunia, 2008):
e Enterotoksijenik E.coli (ETEC)
e Enteropatojenik E.coli (EPEC)
e Enterohemorajik E.coli (EHEC)
e Enteroaggregative E.coli (EAEC)
e Enteroinvaziv E.coli (EIEC)
e Diffuz adeziv E.coli (DAEC)

E. coli’nin birgok tiirli bagirsak sisteminin zararsiz mikrobiyotasidir ve sadece
belirli grup suslar patojenik 6zellik géstermektedir. Bununla birlikte, son zamanlarda
salginlarda ve E. coli ile iliskili enfeksiyonlarda meydana gelen arti, bakteriyel tiirler
arasinda viriilens genlerin yatay veya dikey olarak transferinin muhtemel oldugunu
gostermektedir. EHEC, EPEC ve ETEC en bilinenleri olmakla birlikte tim E. coli
virotipleri genel olarak epitel hiicrelerine yapismakta, protein sentezinin
engellenmesine, hiicre iskeleti yapisini degismesine, iyon pompalarinin etkilenmesine
ve sivi kaybii artmasina neden olan sinyal olaylarini baglatarak hiicrelere zarar

vermekte veya hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Bhunia, 2008).

E. coli sicakkanli hayvanlarin bagirsak mikrobiyotasinda yaygindir ve digki

yoluyla ¢evreye bulasmaktadir. Ozellikle islenmemis giibrelerin kullanimi bu
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bakterileri meyve ve sebzeye kadar tasimaktadir. Son yillarda 6liimle sonuglanabilen
gida kaynakli E. coli enfeksiyonlarinin sorumlusu olan tip, enterohemorajik E. coli
O157:H7°dir. Amerika’da yapilan aragtirmada, biraraya getirilen sigir eti ve yaprakl
sebzelerin, bildirilen E. coli salgilarinin %25’inden ve ilgili hastaliklarin %40’ mdan
fazlasinin kaynagi oldugu, ¢ig tiiketilen gidalarin neden oldugu salginlarin genellikle
pisirilmis gidalara kiyasla daha yiiksek hastaneye yatma oranlarinda oldugu (%35°e
karsilik %28) rapor edilmistir (Heiman vd., 2015).

2.3.2 Staphylococcus aureus

Onceden Micrococcaceae familyast iiyesi iken 2009 yilinda yayimlanmis olan
"Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’e (Second Edition, Volume Three)”
gore Staphylococcaceae familyasi igerisinde yer almistir (Halkman, 2013).
Stafilokoklar enterotoksijenik o6zellikte, Gram pozitif, spor olusturmayan, katalaz
pozitif, lesitinaz pozitif ve fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Glinlimiizde stafilokoklarin
koagiilaz liretim potansiyeline bagli 35 farkli tiirti bulunmaktadir (Yildirim vd., 2016).
Bu cins i¢inde yer alan S. aureus, S. intermedius, S. hyicus, S. delphin, S. schleiferi
subsp. coagulans tiirleri koagiilaz pozitif stafilokoklari olusturmaktadir. S. aureus
bircok hayvan tiirtinden izole edilmis olmasina ragmen, normal olarak insanlardan,
ozellikle burun ve bogazdan izole edilen tek koagiilaz pozitif tiirdiir (Bergdoll ve
Wong, 2006).

S. aureus, ¢ok cesitli sicakliklarda (7-48 °C arasinda optimum 30-37 °C),
pH’da (4,2 ila 9,3 arasinda optimum 7-7,5) ve %l15’lik sodyum Kkloriir
konsantrasyonlarinda gelisim gosterebilmektedir. Bu ozellikler S. aureus’un g¢ok

cesitli gida maddelerinde tireyebilmesine neden olmaktadir (Loir vd., 2003).

S. aureus, spor olusturmadigr halde viicut diginda canlilifini uzun siire
koruyabilen, agir metallere ve Ozellikle hastane enfeksiyonlarinda &nemli olan
metisiline direngli bir patojendir. S. aureus’un tiim suslar1 enterotoksin
olusturmamakla birlikte, sigir kokenli olanlar ender olarak enterotoksin
olusturabilmektedir. S. aureus uygun kosullarda hizla ¢ogalmakta ve A, B, C1, C2,
C3, D, E, G, H toksinlerinden bir ya da birkagini olusturabilmektedir. Bunlar arasinda
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en toksik olani enterotoksin A iken, 1siya en dayanikli olan enterotoksin B’dir
(Halkman, 2013).

S. aureus intoksikasyonlarinin goriilmesi i¢in gida iizerinde bu bakterinin
cogalarak hiicre sayisimin 10°-10° kob/g diizeyine veya iizerine ¢cikmasi gerekmektedir.
Bakteri varlig1 ile toksin salgilama arasindaki iliski gidanin bilesimine ve basta
sicaklik olmak iizere korundugu ortam kosullarina baglidir. Bakteri gelismis olsa dahi
toksin olusturmamis olabilir. Tersine ve daha 6dnemlisi analiz edilen gidada koagiilaz
pozitif S. aureus’a rastlanmamis olmasi, bu gidanin stafilokokal toksinler agisindan
tehlikeli olmadigin1 géstermez. Bakteri, 1s1l isleme dayaniksizdir ancak toksinleri
biyolojik stabilitesini yiiksek sicaklik uygulamalarinda dahi koruyabilmektedir
(Halkman, 2013).

Gida kaynakli mikrobiyolojik hastaliklar i¢inde stafilokokal intoksikasyonlarin
pay1 tilkelere gore degismekle birlikte %15-40 civarinda oldugu tahmin edilmektedir
(Halkman, 2013). Ulkemizde oldugu gibi bir ¢ok iilkede de S. aureus’a bagh gida
zehirlenmesi belirtilerinin  hafif seyretmesi ve genellikle saglik kuruluslarina

gidilmemesi nedeniyle gergek veriler bilinememektedir (Cakici vd., 2015).

S. aureus dogal olarak en fazla burunda, bogazda, deride ve ellerde yer almakta,
ozellikle apseli yaralarda, sivilce ve ¢gibanlarda yogun olarak bulunmaktadir. Yapilan
bir ¢alismada farkl {ilkelere ait gida {iretim yerlerinde calisan personelin S. aureus
tagtyrcilign arastirilmis ve personelin yiizde %26,0-38,5’inin S. aureus tasiyicisi
oldugu, %8,0-44,4inlin ise enterotoksijenik S. aureus suslarmi tasidigi tespit
edilmistir (Stewart vd., 2003).

Bagska bir ¢alismada, Giilhane Askeri Tip Akademisi Hastanesi’nde ¢alisan 30
mutfak personelinin sag ve sol ellerinden ise baglamadan 6nce ve is sirasinda, giplak
ve eldivenli ellerden olmak iizere toplam 180 Ornek alinmis, alinan orneklerin
%70’inde S. aureus izole edilmistir. Eldivenli el numuneleri tizerindeki bakteri
yiikleri, el degmemis el 6rneklerinden diisiik bulunsa da kabul edilebilir sinirlar i¢inde
olmadig tespit edilmistir (Aycicek vd., 2004). Eldivenin uzun siire ¢ikarilmadan
kullanilmasi ve farkli bir ise gecerken degistirilmemesi eldiven kullanmamayla ayni

etkileri gostermektedir (Cakici vd., 2015).
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2.4 MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi ile Tanimlama

Gida kaynakli bakterilerin hizli ve giivenilir olarak tanimlanmasi tiriin kalitesi
acisindan kritik bir 6neme sahiptir. Mikroorganizmalarin fenotipik karakterlerini baz
alarak yapilan klasik kiiltiirel yontemlerin uzun siirmesi, tekrar edilebilirliginin diisiik
olmasi ve dogru sonuglar vermemesi gibi nedenler arastirmacilart farkli yontemler
bulmaya zorlamistir. Bu amag¢ dogrultusunda o6zellikle 2000’li yillarin basindan
giinimiize kullanimi artan molekiiler genetik yontemler biyokimyasal yontemlerle
kiyaslandiginda tiplendirilebilirlik, tekrarlanabilirlik ve tiirleri/alt tiirleri birbirinden
ayirmada sagladigi {stlin Ozelliklerinden dolay1 bir¢ok arastirmact tarafindan
kullanilmaktadir. Fakat molekiiler yontemlerin deneyim gerektirmesi ve pahali olmasi
arastirmacilar alternatif yontemler bulmaya itmistir. Alternatif yontemlerden olan
kiitle spektrometresi bir proteomik yontem olup, 1975 yilindan bu yana bakteri
tanimlamasi amacityla zaman zaman kullanilmis ancak MALDI-TOF MS BioTyper
Sistemi gelistirilene kadar pek etkili olamamistir (Mazzeo vd., 2006).

Proteomik; bir hiicre, organ veya organizmanin farkl gelisim evreleri, ¢evresel
kosullar, ¢esitli hastaliklar, yaslilik gibi siire¢lerde bir organizmanin sahip oldugu ve
ifade ettigi sadece genler tarafindan kodlanan polipeptit yapilar1 degil, ayn1 zamanda
sentez sonrast modifikasyonlar1 da igeren proteinlerin toplaminin tanimlanmasidir
(Ozenoglu vd., 2016). Proteomik ¢alismalarda kullanilan yéntemlerden biri olan kiitle
spektrometresi manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden yiiklii partikiilleri
kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore diger yiiklii partikiillerden ayirt ederek analizleme
esasimna dayanmaktadir (Rifaat, 2014). Kiitle spektrometresi uzun yillardir 6zellikle
kimya alaninda kullanilmakla birlikte mikrobiyoloji alaninda kullanimi 1970’lerden
itibaren baslamaktadir. Anhalt ve Fenselau (1975) yaptiklari analizlerde bakterilerin
tiir ve cins bazinda kendilerine has bir kiitle spektralarinin oldugunu ortaya
koymuslardir. 1980’lerde desorpsiyon/iyonizasyon teknolojisinin gelismesiyle
beraber mikroorganizmalardan iyonik karakterde biyomarkirlarin olusmasi
saglanmigtir. Ancak orneklerin hazirlanmasinin uzun siirmesi bu uygulamalarin rutin
mikrobiyoloji alaninda kullanilmasina engel olmustur. 1980’11 yillarin sonu ve 1990’1
yillarin basinda gelisen soft iyonizasyon tekniklerinin (MALDI ya da elektrospray
iyonizasyon (ESI)) sisteme entegre olmasi ile beraber protein gibi biiyiik molekiillerin

incelenebilmesi olanagina kavusulmustur (Yilmaz vd., 2014).
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MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi mikrobiyolojide kat1 besiyerinde saf
kiiltiirden protein parmak izi liretmek icin kullanilmaktadir. Tanimlamada ilk adim
kiiltiirti saf bir sekilde elde ettikten sonra matriks ve Ornek arasinda bir kristal
olusturmaktir. Bu dogrultuda koloni steril bir kiirdan yardimiyla MALDI-TOF
plakasina siiriiliip tizerine uygun miktarda organik bir matriks ¢ozeltisi eklenmekte ve
boylece kurumaya birakilmaktadir. Kuruduktan sonra plaka cihazin igine
yerlestirilerek lazer 1s1masi gerceklestirilmektedir. Lazer 1sinlar ile birlikte bakteri
kiltiirii gaz iyon fazlarma ayrilarak bir tiip boyunca yiriitiilmektedir. Bunun
sonucunda, iyonlar molekiiler kiitle (m) / yiik (z) oran1 ve bagil yogunluklarina goére
bir dedektor sayesinde ayrilmaktadir. Her bakteri tiiriine 6zgii olan bu karakteristik
Ozellikler ise daha sonra cihazin veritabanindaki referans spektrumlarla
karsilastirilarak mikroorganizmanin tanis1 dakikalar i¢inde gerceklesmektedir (Y1lmaz

vd., 2014; Singhal vd., 2015) (Sekil 2.1).

Lazer
Yiiklii lzgara
—
oe® |
Y H(+H)® @ & — [TOF | &
Flj@;\ e Detektdr
W\
MALDI Hedef Yiiksek voltaj iyonlarin mfz+ Ak
Plakasi (Matris sayesinde + oranlarina gore
ile kanstinlmis yiiklii iyonlarin aynstinlmasi PMF eslestirme
drnek) hizlanmasi

Sekil 2.1. MALDI-TOF MS BioTyper Sisteminin is akis semasi

Yapilan bazi calismalarda degisik bakteri tiirlerinin farkli tanimlama
yontemleri baz alinarak MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi sonuglarinin cins ve tiir

diizeyinde dogrulugunun karsilastirilmasi Cizelge 2.2°de verilmistir.
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Cizelge 2.2. MALDI-TOF MS BioTyper Sisteminin bakterileri cins ve tiir
diizeyinde tanimlama etkinligi

Cins Diizeyinde Tiir Diizeyinde Bakteri Grubu Kaynak
Tammlama (%) Tamimlama (%)
95,4 84,1 Karisik (Seng vd., 2009)
- 99,3 Stafilokoklar (Dubois vd., 2009)
98,8 92,0 Karisik (Van veen vd.,
2010)
100 97,7 Enterobacteriaceae (Van veen vd.,
2010)
100 94 Karisik (Cherkaoui vd.,
2010)
97 91,7 Karigik (Sogawa vd., 2011)
100 97 E. coli, S. aureus (Elbehiry vd., 2017)

MALDI-TOF MS BioTyper Sisteminin veritabaninin her gecen sene daha da
tyilestirilmesiyle son yillarda yapilan calismalar bu metodun bircok bakteride
uygulanabilir oldugunu ve bir ¢ok tanimlama yonteminden daha iyi sonuglar verdigini
gostermistir (Elbehiry vd., 2017; Sogawa vd., 2011; Cherkaoui vd., 2010; Van veen
vd., 2010; Dubois vd., 2009; Seng vd., 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu ¢aligmada Bolu ili ve bazi ilgelerindeki (Gerede, Yenigaga, Dortdivan,
Goyniik, Mengen) restoran ve kafeterya gibi toplu tiiketim yerlerinde tiikketime hazir
olarak satisa ve servise sunulan salatalar (¢oban salata, mevsim salata, s6giis) materyal
olarak kullanilmistir. Ornekler 2018-2019 yilinin Aralik, Ocak ve Subat aylarinda
toplanmistir. Buna gore 100 adet salata 6rneginden 70 tanesi Bolu il merkezinden, 30
tanesi ilgelerden (Gerede 9 adet, Yenigaga 5 adet, Dortdivan 5 adet, Goyniik 6 adet,
Mengen 5 adet) temin edilerek soguk zincir bozulmadan laboratuvara getirilmis ve

miimkiin olan en kisa siirede analize alinmistir.

3.2 Yontem

Laboratuvara soguk zincirde getirilen her bir numune; E. coli sayisinin
belirlenmesi amaciyla klasik ISO 16649-2 yontemi ve S. aureus sayisinin belirlenmesi
amactyla TS EN ISO 6888-1 yontemi ile analiz edilmistir. Her 6rnek i¢in E. coli ve S.
aureus gelisiminin oldugu besiyerlerindeki tiim tipik koloniler sayilarak sonuglar
kaydedilmis, her 6rnekten E. coli ve S. aureus i¢in segilen 2’ser tipik koloni MALDI-
TOF MS BioTyper Sistemi ile tanimlanmustir.

3.2.1 Orneklerin Hazirlanmasi

Steril kosullar altinda 10 g salata 6rnegi, stomacher posetine alinarak icerisine
onceden hazirlanarak otoklavda steril hale getirilen 90 mL Maximum Recovery
Diluent (MRD; Merck, Almanya) soliisyonu ilave edilerek 1/10 oraninda
seyreltilmistir. Ornekler Stomacher cihaz1 (Mayo Homogenius, Brezilya) ile iki dakika

siireyle homojenize edilerek analiz i¢in hazir hale getirilmistir.
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3.2.2 E. coli Sayisimin Saptanmasi

Bu amagla 1/10’luk diliisyondan her o6rnek i¢in dokme kiiltiir yontemi
kullanilarak iki paralel ekim yapilmistir. Bu amagla her bir Petriye hazirlanan
diliisyondan 1 mL 6rnek aktarilmistir. Bu 6rneklerin {izerine daha d6nce otoklavda steril
hale getirilip 44-46°C’ye sogutulan Chromocult TBX Agar (Merck, Almanya)
besiyerinden 12-15 mL ilave edilmistir. EKimden sonra katilasmas1 beklenen Petriler
ters gevrilerek 44°C’de 18-24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
islemi sonrasinda Petrilerdeki mavi-yesil koloniler sayilarak gerekli hesaplamalar

yapilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Besiyerinde tipik E. coli kolonilerinin goriiniimii

3.2.3 S. aureus Sayisinin Saptanmasi

Oncelikle talimatlara uygun olarak otoklavlanip hazirlanan Baird-Parker Agar
(BPA; Merck, Almanya) besiyeri 44-46 °C’ye sogutulmus ve kullanim talimatina
uygun olarak igerisine Egg Yolk Tellurite (Merck, Almanya) ilave edilerek Petrilere
15-20 mL kadar dokiilmiistiir. Petrilerde bulunan besiyeri soguduktan sonra 1/10’luk
dilisyondan 0,1 mL o6rnek alinarak yayma plak yontemi ile iki paralel ekim
yapilmustir. Hazirlanan Petriler ters gevrilerek 37°C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona

birakilmistir. Siyah renkli, parlak, ¢evresinde opak bir zon olusturmus olan, konveks,

17



ortalama 1,5 mm ¢apindaki tipik koloniler siipheli S. aureus olarak kabul edilmistir
(Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Besiyerinde tipik S. aureus kolonilerinin gorinimii

3.2.4 izole Edilen E. coli ve S. aureus Tiirlerinin MALDI-TOF MS

BioTyper Sistemi ile Tamimlanmasi

3.2.4.1 Kiiltiirlerin Saflastirilmasi

MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi tanimlamada geng kiiltiirlere ihtiyac
duydugundan siipheli tipik koloniler cihaza verilmeden 18-24 saat once saflagtirma
icin Plate Count Agar (PCA; Merck, Almanya) besiyerine ekilmistir. Bu amagla PCA
besiyeri kullanim talimatina uygun olarak otoklavlanip 44-46°C’ye sogutularak
Petrilere 12-15 mL dokiilmiistiir. Besiyeri katilastiktan sonra E. coli ve S. aureus
stipheli kolonilerinin bulundugu Petrilerden segilen 2’ser tipik koloni aseptik sartlar
altinda yuvarlak uclu 6zeyle PCA igeren Petrilere siirme yontemiyle ekilmis ve ters

cevrilerek 18-24 saat siireyle 37°C’de inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.3).

18



Sekil 3.3. izole edilen geng kolonilerin goriiniimii

3.2.4.2 Organik Coziiciiniin Hazirlanmasi ve Matriks ile Karistirilmasi

Ilk olarak, 2 mg HCCA (a-siyano-4-Hidroksisinnamik Asit) matriks kimyasali
150 pL organik ¢o6ziicii ile karistirilmistir. Organik ¢oziictiden 1 mL hazirlamak igin
de 475 pL ddH20, 500 uL ACN (asetonitril soliisyonu) ve 25 pL TFA (Trifluoroasetik
asit) ¢ozeltilerinden alinmig ve steril bir Eppendorf tiipii igerisinde iyice homojenize

olana kadar karistirilmistir (Han vd., 2014).

3.2.4.3 MALDI-TOF MS Plakasinin Hazirlanmasi

Tek koloni diisiirilen saf kiiltiirler aseptik sartlar altinda steril bir kiirdan
yardimiyla alinarak MALDI-TOF plakasinin (MTP 384; Bruker Daltonik GmbH,
Karlsruhe, Almanya) haznelerine siiriilmiistiir. Hazirlanan organik ¢ozelti ve matriks
karistmindan 1 pl bakteri kiltiiriiniin {izerine damlatilmis ve oda sicakliginda
kurumaya birakilmigtir. Bu islem 66 6rnek igin her birinden iki izolat olacak sekilde
toplam 132 izolat igin gergeklestirilmistir. Plaka son olarak MALDI-TOF MS (Bruker

Daltonik, Karlsruhe, Almanya) cihazinin igerisine yerlestirilmistir.
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3.2.4.4 izolatlarin Tanimlanmasi

MALDI-TOF MS BioTyper Sisteminde tanimlama amaciyla 6rneklerde 2.000-
20.000 Da araliginda spektrum taramasi yapabilen MBT-FC.par yontemi se¢ilmistir.
Cihazin kalibrasyonu BTS (Bacterial Test Standart, Bruker) ile yapilmistir. Lazer
siddeti %50 (50 Hz) se¢ilmis, tanimlanmasi istenen spotlar MALDI BioTyper 3.4
yazilimi kullanilarak okutulmustur. Her spotta yaklasik 4-5 farkli yere yapilan lazer
uygulamasi tanimlamaya uygun pikler alinincaya kadar devam etmis ve bir sonraki
spota ge¢ilmistir. Sonuglar MALDI BioTyper RTC programinda degerlendirilmistir.

Cihazin en biiyiik avantaj1 olarak tanimlama sonuglar1 dakikalar i¢inde elde edilmistir.

Izolatlarin MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi ile tanimlanmasi, bilinmeyen
organizmanin protein parmak izinin (PMF) veritabaninda yer alan PMF’lerle
karsilastirilmasiyla belirlenmektedir. PMF eslesmesinde, bilinmeyen mikrobiyal
izolatlarin spektrumu, veri tabaninda bulunan bilinen mikrobiyal izolatlarin
spektrumlart ile karsilastirilmaktadir (Singhal, 2015). Bu karsilastirma sonucu bir
giiven araliginda veriler elde edilmektedir. MALDI-TOF MS cihazinin tedarikg¢isi
tarafindan Onerilen giiven araliklarina gore tanimlama giivenilirlik verileri Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. MALDI-TOF MS BioTyper cihazinin giiven araliklarinin anlami

Giiven Arahgi Tanimlama Sembol Renk
2,300-3,000 |Cok yiiksek ihtimalli tiir tanimlamasi (+++) Yesil
2,000-2,299 | Cins bazinda kesin tanimlama, yiliksek (++) Yesil

ihtimalli tiir tammmlamasi
1,700-1,999 | Yiiksek ihtimalli cins tanimlamasi (+) Sar1
0,000-1,699 |Giivenilir olmayan tanimlama () Kirmiz1
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Escherichia coli Sayim Sonuclar:

Calisilan salata orneklerine ait E. coli sayim sonuglari Cizelge 4.1°de
verilmistir. Cizelgeye gore Bolu Merkezden toplanan 70 adet salata Orneginin

14’tinde, ilgelerden toplanan 30 adet salata 6rneginin 10’unda E. coli tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Salata 6rneklerinin E. coli sayim sonuglari

) ) Mikroorganizma
Ornekleme Alam Ornek Kodu Sayis1
(log kob/g)
Si1E1 0,69
S = 0,69
SiEs 1,47
S1E4 1,3
SiEs 1,17
Bolu Merkez S1Es 1
S1E7 1,17
SiEs 0,69
S1Eg 0,69
S1E10 1,17
S1E11 3,19
SiE12 3,04
SiE13 2,14
S1E14 1,17
Sa2E1s 1,92
Sa2E16 3,59
Gerede |S:E17 0,69
SoE18 1,17
Ilceler SeE19 16
- S2E20 0,69
Goyniik
SoE2 3,25
SaE22 1,17
Yenicaga |S;Ez3 0,69
SoE24 1,17

S1En: Merkezden toplanan drneklerde E. coli tespit edilen 6rnek kodlari

S2En: Ilgelerden toplanan &rneklerde E. coli tespit edilen drnek kodlari
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Sonuglar incelendiginde analize alinan toplam salata 6rneklerinde E. coli tespit
edilen drnek sayist oram1 %24 iken Merkez ve Ilgeler karsilastirildiginda bu oran
sirastyla %20 ve %33,3 olarak bulunmustur. ilgelerdeki sonuglara bakildiginda
Gerede’den toplanan 9 adet 6rnegin 5’inde, GOyniik’teki 6 adet Grnegin 2’sinde,
Yenigaga’daki 5 adet Ornegin 3’iinde E. coli tespit edilmis olup, Mengen ve
Dortdivan’dan toplanan o6rneklerde E. coli bulunamamustir. Salatalardaki toplam
sayim sonuglart en disiik 0,69 log kob/g ve en yiiksek 3,59 log kob/g olarak
bulunmustur. ilgelerden toplanan salatalarda E. coli oranmin daha yiiksek oldugu ve
orneklerin Aralik-Ocak-Subat aylarinda toplanmasindan dolayr nispeten mikrobiyal

yiikiin daha az oldugu goériilmiistiir.

Ankara'da bir askeri hastanenin yemek servis birimlerinde 6rneklenen sicak
yemeklerin ve salatalarin mikrobiyolojik kalitesini belirlemek amaciyla yapilan
calismada Eyliil 2001 ve Ekim 2002 arasinda 70 adet salata toplanmistir. Bu 6rneklerin
%11,4’tinde E. coli tespit edilmis olup yemek ornekleriyle kiyaslandiginda daha
yiiksek mikrobiyal yiikiin oldugu goriilmiistiir (Ay¢icek vd., 2004).

Bagka bir ¢aligmada Kars ili merkezindeki 4 farkli lokantadan toplanan 40 adet
salata orneginde yapilan analizde 6rneklerin 8’inde (%20) Tirk Gida Kodeksinin

limitlerinin tstiinde E. coli tespit edilmistir (Giilmez vd., 2005).

Brezilya’da minimal olarak islenmis yaprakli yesil sebzelerin RTE
salatalarindan 162 tane 6rnegin toplandigr bir ¢alismada bu orneklerin 86 tanesinde

(%53,1) E. coli tespit edilmistir (De Oliveira vd., 2011).

Bir baska caligmada tiiketime sunulan ¢esitli hazir yemek {iriinlerinin
mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesi amaciyla tiiketime sunulan toplam 666 hazir
yemek triinii incelenmistir. Bu gidalar Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler
Yonetmeligi’nde yer alan parametreleri acisindan incelemeye alinmis olup tiiketime
hazir her tiirlii salata, sarkiiteri tirtinleri ve soguk mezeler vb. iiriinlerden 58 adet 6rnek
alinmigtir. Bunlardan 8 tanesinin (%13,8) E. coli agisindan tiiketime uygun olmadigi

tespit edilmistir (Senses Ergiil vd., 2015).

Samsun il merkezindeki toplu tiiketim yerlerinde servise sunulan sebze

salatalarinin bazi kalite 6zellikleri ilizerinde yapilan bir arastirmada kafe, alakart ve
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lokantalardan alinan toplam 40 adet sebze salatasi 6rneginin 12'sinde E. coli (1-3,72

log kob/g) bulunmustur (Inan, 2015).

Istanbul’da tiiketime sunulan hazir sebze salatalarinin mikrobiyal giivenliginin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir tez calismasinda, Istanbul’un ilgeleri arasinda yer
alan Esenler, Fatih, Besiktas, Uskiidar, Kadikdy ve Umraniye’de bulunan lokanta ve
restoranlardan 180 6rnek toplanmistir. Analiz edilen 6rneklerin %7,22’sinde E. coli
izole edilmistir (Ugak, 2014).

4.2 Staphylococcus aureus Sayim Sonugclar:

Calisilan salata numunelerine ait S. aureus sayim sonuglar1 Cizelge 4.2°de
verilmistir. Cizelgeye gére Bolu Merkezden toplanan 70 adet salata Orneginin
31’linde, ilgelerden toplanan 30 adet salata Orneginin 11’inde S. aureus tespit

edilmistir.

Cizelge 4.2. Salata drneklerinin S. aureus sayim sonuglari

) ) Mikroorganizma
Ornekleme Alani Ornek Kodu Sayisi
(log kob/g)

S1Sa1 1,3
Si1Sa, 1
S1Sas 1,69
S1Sa4 2,61
Si1Sas 1,81
S1Sas 1,93
SiSar 1,77
SiSas 1

Bolu Merkez 5158 L
S1Saio 1,47
Si1Sa11 1,47
Si1Sai 2,6
Si1Sais 2,67
S1Sais 2,2
SiSais 3,19
Si1Saie 1
Si1Sarz 2,89
SiSais 2,14

23



Cizelge 4.2. (Devam) Salata 6rneklerinin S. aureus sayim

sonugclari

S1Saig 2,07
S1Sazo 2,86
Si1Saz1 1,3
Si1Sax 1,95
Si1Sazs 2,17
S1Sax 2,07
Bolu Merkez S1Sazs 1,9
S1Sazs 1,6
S1Say7 1,6
S1Sazs 3,13
S1Sayg 1,3
S1Sazo 2,93
SiSaz: 2,38
Dértdivan S»Saz 1,77
SoSass 2
Goyniik SaSazs 2,11
S»Sass 1
. Mengen 525836 1.9
Ilgeler SoSaszy 2,74
SoSass 2,04
Gerede 525839 2.5
SaSaso 1,69
o SoSasr 3,34

Yenigaga
SoSas 1,69

Si1Sam: Merkezden toplanan 6rneklerde S.aureus tespit edilen 6rnek kodlari

S»Sam: Ilgelerden toplanan érneklerde S. aureus tespit edilen 6rnek kodlar

Sonuglar incelendiginde analiz yapilan toplam salata 6rneklerinden S. aureus
tespit edilen ornek sayis1 %42 iken Merkez ve llceler karsilastirildiginda bu oran
sirastyla %44,2 ve %36,6 olarak bulunmustur. Ilcelerdeki sonuglara bakildiginda
Dortdivan’dan toplanan 5 adet 6rnegin 2’sinde, Goyniik’teki 6 adet 6rnegin 1’inde,
Mengen’deki 5 adet Ornegin 4’linde, Gerede’deki 9 adet Ornegin 2’sinde ve
Yenicaga’daki 5 adet 6rnegin 2’sinde S. aureus tespit edilmistir. Salatalardaki toplam

S. aureus sayim sonuglar1 en diisiik 1 log kob/g ve en yiiksek 3,34 log kob/g olarak
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bulunmustur. Ancak bu analizlerde ikinci bir dogrulama testi yapilmadig igin siipheli
2’ser tipik koloni MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi ile tanimlanmustir.

Pakistan'in Quetta sehrinin marketlerinde satilan tiiketime hazir salatalardaki
S. aureus kontaminasyonunu degerlendirmeyi amaclayan bir ¢alismada analiz edilen
100 numuneden 54’iinde S. aureus tespit edilmistir. Bu izolatlardan 32°si (%59)

koagiilaz pozitif bulunmustur (Saifullah vd., 2018).

Bir diger ¢alismada, Afyonkarahisar’da 2011-2012 doneminde restoran, kafe
ve ¢esitli satis merkezlerini igeren 7 farkli 6zel isletmeye ait 261 salata/meze 6rnegi
(58 rus salatasi, 52 sezar salatasi, 45 ton balikli salata, 57 akdeniz salatasi, 49 ¢ig kofte)
mikrobiyolojik yonden incelenmistir. Bu ¢aligma sonucunda toplam 261 Grnegin

%13 liniin >2 log kob/g S. aureus igerdigi bildirilmistir (Pamuk vd., 2013).

Istanbul’da tiiketime sunulan hazir sebze salatalarinin mikrobiyal giivenliginin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir tez calismasinda, Istanbul’un bazi ilgelerinden
toplanan 180 adet salata orneginde S.aureus sayist Esenler, Fatih ve Besiktas’ta
sirastyla 2,00-3,52 log kob/g, 2,00-2,59 log kob/g, 2,00-2,51 log kob/g araliginda
degisirken, Uskiidar, Kadikdy ve Umraniye’de 2,00-2,44 log kob/g, 2,00-2,50 log
kob/g ve 2,00-2,26 log kob/g’dir. S. aureus sayimmi yapilan 6rneklerden %22,77’si
koagiilaz pozitif bulunmustur (Ugak, 2014).

Yapilan bir tez ¢alismasinda, Samsun il merkezinde toplu tiiketim yerlerinde
servise sunulan salatalardan alinan 40 adet numunenin 19’unda S. aureus (3,53-5,06

log kob/g) bulunmustur (inan, 2015).

Istanbul’da tiiketime sunulan bazi 1zgara tipi gidalar ile salata ve mezelerin
mikrobiyolojik kalitelerini arastirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada 30 adeti salata
(yesil ve coban salata) olmak iizere toplam 225 adet 6rnek analize alinmistir. Analiz
sonuglarina gore, 30 adet salatanin 6’sinda (%20) koagiilaz pozitif S. aureus (2-4 log
kob/g) tespit edilmistir. Cikan sonuglara gére tiiketime hazir salatalar halk sagligi

acisindan bir risk olarak degerlendirilmistir (Hampikyan vd., 2008).

Bir arastirma projesi kapsaminda hazir yemek sektoriinden alinan 108 numune
(27 tavuk 1zgara, 27 kofte, 27 rus salatasi, 27 siitlii tatl) S. aureus ve enterotoksin

igerigi, E. coli ve koliform agisindan degerlendirilmistir. 4 farkli 6rnek grubu i¢inden
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rus salatas1 6rneklerinin S. aureus, koliform ve E. coli agisindan kontaminasyon orant
en fazla olan grubu olusturdugu, ayrica E. coli varliginin tespit edildigi tek 6rnek grubu

oldugu tespit edilmistir (Aslan, 2017).

4.3 Izolatlarim MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi ile Tamimlanmasi

4.3.1 E. coli Tanimlama Sonugclari

Cizelge 4.3. E. coli icin MALDI-TOF MS tanimlama sonuglari ve giiven

araliklar
Ornekleme Alam1 | Ornek Kodu Tanimlama Sonucu Giiven
Araliklan
Si1E1 Escherichia coli 2,463
SiE2 Tanimlanamadi 0
SiEs3 Enterobacter asburiae 2,37
S1E4 Enterobacter kobei 2,337
SiEs Escherichia coli 2,203
SiEs Escherichia coli 2,369
Bolu Merkez S1E7 Escherichia coli 2,401
SiEs Tanimlanamadi 0
S1E9 Escherichia coli 2,309
Si1E10 Escherichia coli 2,345
Si1Eu Klebsiella pneumoniae 2,299
SiEp Escherichia coli 2,402
Si1E13 Escherichia coli 2,415
Si1E14 Escherichia coli 2,41
SoE1s Escherichia coli 2,378
S2E16 Klebsiella pneumoniae 2,373
Gerede SoE17 Escherichia coli 2,247
SoE1s Escherichia coli 2,351
flceler SoE19 Escherichia colﬁ 2,413
. S2E20 Escherichia coli 2,283
Goyniik - -
SoEor Escherichia coli 2,147
SoE Escherichia coli 2,446
Yenicaga |SyE»;3 Escherichia coli 2,376
SoE2 Escherichia coli 2,474
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E. coli igcin MALDI-TOF MS tanimlama sonuglar1 ve giiven araliklar1 Cizelge
4.3°de verilmistir. Bu ¢izelgeye gore E. coli olarak tespit edilen 24 izolatin 18’1
Escherichia coli, 2’si Klebsiella pneumoniae, 1’i Enterobacter asburiae ve 1’i de
Enterobacter kobei olarak tanimlanirken 2’si tanmimlanamamustir (Cizelge 4.4).
Merkezdeki 14 6rnekten E. coli olarak tanimlanan 9 adet salata 6rneginin E. coli sayisi
0,69-3,04 log kob/g arasinda degisirken, ilgelerdeki 10 6rnekten 9’undaki E. coli sayisi
0,69-3,25 log kob/g araligindadir. Ilgelerdeki sonuglara bakildiginda Gerede’den
toplanan 9 adet 6rnegin 4’iinde (0,69-3,25 log kob/g), Goyniik’teki 6 adet 6rnegin
2’sinde (0,69-3,25 log kob/g) ve Yenig¢aga’daki 5 adet 6rnegin 3’linde (0,69-1,17 log
kob/g) E. coli tanimlanmis olup, Mengen ve Dértdivan’dan toplanan 6rneklerde E. coli
bulunamamagstir. Giiven araliklarina baktigimizda tanimlamasi yapilan tiim izolatlarin

yiiksek ya da cok yiiksek ihtimalli tiir tanimlamasina sahip oldugu goriilmiistir.

Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeliginde “tiiketime hazir
her tiirlii salata, sarkiiteri tirtinleri ve soguk mezeler vb.” i¢in E. coli limitlerine
bakildiginda, bu iirlinlerde bulunmasina izin verilen en yiiksek E. coli degeri 10
kob/g’dir. Buna goére bizim c¢alismamizda E. coli pozitif 6rneklerin %50’sinin

mevzuata uygun olmadigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. E. coli i¢in tanimlanan bakteri tiirlerinin sayis1 ve dagilimi

Bakteri Tiirii izolat Sayis1  izolat Oram (%)
Escherichia coli 18 75
Klebsiella pneumoniae 2 8,33
Enterobacter asburiae 1 4,16
Enterobacter kobei 1 4,16
Tanimlanamadi 2 8,33

Siipheli izolatlardan %751 E. coli olarak tanimlanmis olup bunun toplam salata
orneklerindeki orani %18’dir. Cizelgede 4.4’te E. coli disinda tanimlanan
bakterilerden K. pneumoniae ve Enterobacter tiirleri Enterobacteriaceae familya
tiyelerinin genel karakterlerine sahip olan, insanlarda {ist solunum yolu ve diski
mikrobiyotasinda bulunan bakteriler olup uygunsuz kosullar karsisinda firsat¢i patojen
olarak agiga ¢ikmaktadir (Anonim, 2019).
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Sekil 4.1. E. coli referans susuna ve SyE19 izolatina ait spektrum

Yukaridaki Sekil 4.1’de MALDI-TOF MS BioTyper Sistemindeki bakteri
susunun aywrt edici pik grafigi incelendiginde, iyonlarin mutlak yogunluklari y
ekseninde, iyonlarin kiitleleri (Da cinsinden) x ekseninde gosterilmistir. m/z degeri
kiitle/yiik oranini gostermekte ve bu deger tek bir pozitif yiik i¢in proteinin molekiiler
agirhi@ina karsilik gelmektedir (Barbuddhe vd., 2008).

Literatiirde yer alan ¢aligmalar incelendiginde MALDI-TOF MS BioTyper
Sisteminin gida 6rneklerinde E. coli tanimlamasina iliskin ¢ok az ¢aligmaya rastlanmis

olup daha ¢ok klinik 6rneklerde calisildigr goriilmiistiir.

Gida kaynakli patojenlerin  MALDI-TOF MS ile hizli bir sekilde
tanimlanmasinin amaglandigi bir ¢alismada, Al-Qassim bolgesindeki Suudi Arabistan
Kralligi’nin ¢esitli restoranlarindan izole edilen 80 gida 6rneginden izole edilmis 69
bakteri ve 32 mantar izolat1 kullanilmistir. On tanimlama kiiltiir ve BD Phoenix
yontemleri ile yapilmis ve sonrasinda MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi kullanilarak
dogrulama yapilmistir. Sonuglar kiyaslandiginda bakterilerin %97’sini (67/69 izolat)
%100 oraninda E. coli ve S. aureus olarak dogru tanimlamistir (Elbehiry vd., 2017).
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Bagka bir caligmada, saglikli ve hastalikli tavuklardan toplam 110 adet 6rnek
(karaciger, dalak ve/veya safra kesesi) toplanmis ve bunlardan 42’sinde E. coli tespit
edilmistir. API 20E tanimlama sistemi kullanilarak yapilan biyokimyasal tanimlamaya
gore 42 adet stipheli E. coli izolatindan 33’iiniin E. coli oldugu ortaya konmustur. Elde
edilen E. coli izolatlart MALDI-TOF MS kullanilarak geleneksel tanima uygun olarak
2’si harig¢ diger orneklerden %93,9 oraninda tanimlanmustir (Shell vd., 2017). Buna
gore farkli tanimlama yontemleriyle desteklenen ¢alismalarin daha dogru sonuglar

verdigi goriilmistiir.

Birgok E. coli patotipinin 6nemli 6lgiide hastaliga neden oldugu bilinmektedir.
Bu organizmalarin izlenmesi zordur, ¢linkii farkli patotipleri saptamak ve ayirt etmek
icin basit, hizli yontemler yoktur veya ¢ok azdir. MALDI-TOF MS BioTyper
Sisteminin farkli E. coli patotipleri i¢in uyarlanip uyarlanamayacagini belirlemek i¢in
yapilan bir ¢alismada Bruker BioTyper metodu ve bilimsel literatiirden uyarlanan
ikinci bir yontem sekiz ayr1 patotip (EHEC, EPEC, STEC, EAEC, UPEC, ETEC,
EIEC, DAEC) iizerinde test edilmistir. Calisilan toplam 136 izolatin sonuglarina
bakildiginda bakteriyel hiicrelerden protein ekstraksiyonu igeren Bruker BioTyper
metodunun, biitlin patotiplerden tiir seviyesine kadar E. coli izolatlarini
belirleyebildigi tespit edilmistir (Clark vd., 2013).

4.3.2 S.aureus Tanimlama Sonuglar:

S. aureus i¢in siipheli koloni sayimlarina iligkin tanimlama sonuglar1 Cizelge

4.5°de verilmistir.

Cizelge 4.5. S. aureus icin MALDI-TOF MS tanimlama sonuglar1 ve gliven

araliklar
. Ornek Giiven
Ornekleme Alani Kodu Tamimlama Sonucu Araliklart
S1Sa; Staphylococcus pasteuri 2,212
S1Sa, Staphylococcus aureus 2,409
Bolu Merkez S1Sas Stapylococcus eplderml_dls 1,971
S1Sa4 Staphylococcus pasteuri 1,936
S15as Staphylococcus pasteuri 2,225
S1Sas Stapylococcus epidermidis 2,28
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Cizelge 4.5. (Devam) S. aureus i¢in MALDI-TOF MS tanimlama
sonuglar1 ve giiven araliklari

S1Sa7 Stapylococcus epidermidis 1,952
S1Sasg Stapylococcus epidermidis 1,944
S1Sag Stapylococcus epidermidis 2,049
Si1Saio | Staphylococcus warneri 2,161
SiSai1 | Staphlococcus pasteuri 2,173
SiSa;» | Staphylococcus warneri 1,87
SiSa;3 | Candida lusitaniae 1,919
SiSais | Staphylococcus pasteuri 2,293
SiSais | Staphylococcus saprophyticus | 1,83
SiSais | Staphylococcus warneri 1,989
Si1Saiz | Staphylococcus epidermidis 2,204
SiSaig | Corynebacterium falsenii 2,091
Bolu Merkez Si:Sais | Staphylococcus pasteuri 1,841
SiSaxg | Staphylococcus warneri 2,062
S1San1 Tanmimlanamadi 0
SiSa» | Staphylococcus aureus 2,087
Si1Saxz | Staphylococcus pasteuri 2,043
Si1Saxs | Staphylococcus pasteuri 1,842
SiSaxs | Staphylococcus aureus 2,217
Si1Saxs | Staphylococcus saprophyticus | 2,013
Si1Saxy | Staphylococcus warneri 1,892
SiSazg | Corynebacterium callunae 2,313
SiSaxe | Staphylococcus pasteuri 2,034
SiSaz | Aeromonas caviae 2,356
SiSas; | Staphylococcus xylosus 1,717
Dértdivan S»Saz | Staphylococcus haemolyticus | 2,048
S»Sazs | Staphylococcus aureus 2,14
Goyniik S;Saszs | Staphylococcus saprophyticus | 1,86
S»Sazs | Staphylococcus saaprophyticus | 1,7
_ Mengen S»Sazs | Stapylococcus epidermidis 2,091
Ilgeler S»Sazz | Staphylococcus saprophyticus | 1,826
S»Sazg | Staphylococcus pasteuri 2,084
Gerede S»Sazg | Staphylococcus warneri 1,96
S»>Sase | Staphylococcus pasteuri 2,005
o S»>Sas; | Shewanella putrefaciens 2,072
Yenigaga
S»Sas2 | Staphylococcus aureus 2,282

MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi tanimlama sonuglarina gore S. aureus
olarak siiphe duyulan 42 izolattan sadece 5’1 S. aureus olarak tanimlanmistir. Diger

izolatlardan 7’si S. epidermidis, 11°i S. pasteuri, 6’s1 S. warneri, 5’1 S. saprophyticus,
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1’1 S. xylosus, 1°1 S. haemolyticus, 5’1 de farkl: cinslere ait tiirler (Candida lusitaniae,
Corynebacterium falsenii, Corynebacterium callunae, Aeromonas caviae, Shewanella

putrefaciens) olarak tanimlanmistir (Cizelge 4.6).

S. aureus olarak tanimlanan 6rneklerden 3’ merkezdeki, 2’si ilgelerdeki
salatalardan izole edilmistir. Merkezdeki 31 O0rnekten S. aureus olarak tanimlanan 3
adet salata 6rneginin S. aureus sayisi 1-1,95 log kob/g arasinda degisirken, ilgelerdeki
11 6rnekten 2’sinde tanimlanan S.aureus sayis1 Dortdivan’daki 1 6rnekte 2 log kob/g
ve Yenicaga’daki 1 drnekte 1,69 log kob/g olarak bulunmustur. Gerede, Mengen ve
Goyniik’teki salatalarda S. aureus bulunamamustir. Giiven araliklarina gore
baktigimizda daha diisiik cins tanimlama oraninda (1,700-1,999) 16 adet (%38) izolat
bulunmustur. Bu oran MALDI-TOF MS BioTyper Sisteminde S.aureus i¢in daha az

giivenilir sonuglar elde edildigini gostermektedir.

Cizelge 4.6. S. aureus i¢in tanimlanan bakteri tilirlerinin sayis1 ve dagilimi

Bakteri Tiirii izolat Sayisi izolat Oram (%)
S. aureus 5 11,9
S. epidermidis 7 16,6
S. pasteuri 11 26,2
S. warneri 6 14,3
S. saprophyticus 5 11,9
S. xylosus 1 2,4
S. haemolyticus 1 2,4
Tanmimlanamadi 1 2,4
Digerleri 5 11,9

Izole edilen tipik koloniler herhangi bir tanimlama testi ile elemeye tabi
tutulmadan dogrudan tanmimlama testine alinmistir. Buna gore izole edilen tipik

kolonilerin %11,9’unun S. aureus oldugu tespit edilmistir.

Tanimlanan S. epidermidis, S. pasteuri, S. warneri, S. saprophyticus, S. xylosus
ve S. haemolyticus gibi koagiilaz negatif stafilokok tiirleri insanlarin normal deri ve
mukoza florasinin 6nemli bir iiyesidir. Basta S. epidermidis olmak {izere biitiin
koagulaz negatif stafilokok tiirlerinin nozokomiyal enfeksiyonlara neden oldugu

bilinmektedir (Khorshed ve Ozbal, 2012).
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Izolatlardan elde edilen ve MALDI-TOF MS’de S. aureus susunun ayirt edici
pik grafigi Sekil 4.2°de gdsterilmistir.

Staphylococcus aureus ssp aureus DSM 346 DSM
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Sekil 4.2. S. aureus referans susuna ve S1Sa; izolatina ait spektrum

MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi ile tanimlama ¢alismalarina bakildiginda
gida orneklerinden S. aureus tanimlamasina iliskin ¢cok az ¢aligmaya rastlanmis olup
klinik orneklerde tanimlama ve antibiyotiklere diren¢ mekanizmalari iizerine ¢ok

sayida ¢alismanin oldugu goriilmistiir.

Staphylococcus aureus’u tanimlamak ve metisiline direngli S. aureus’u
(MRSA) metisiline duyarli S. aureus’dan ayirt etmek i¢in MALDI-TOF MS BioTyper
Sistemi ile yapilan bir ¢alismada klinik 6rneklerden ve ¢iftlik ¢alisanlarindan izole
edilen toplam 100 S. aureus susu MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi ile analiz
edilmistir. Buna gore 92 sus MALDI-TOF MS tarafindan S. aureus olarak giivenli cins
ve muhtemel tiirler diizeyinde tanimlanmis ve olasi cinslerden ekim, spektral toplama
ve veri Onigleme tabi tutulduktan sonra 4 sus daha tanimlanmistir. 1 tane sus daha
disiik skorlu S. aureus olarak tanimlanmustir. S. aureus’un MALDI-TOF MS

BioTyper Sistemi ile tanimlanmasinin biyokimyasal ve serolojik yontemlerle yapilan

32



tanimlama ile %97’ye kadar yiiksek korelasyonda oldugu goriilmiistir (Wang vd.,
2013).

Bagka bir ¢alismada, MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi ile tanimlama
yapmak i¢in 36 tanesi Italyan siit iiriinlerinden ve dort tanesi de insan drneklerinden
olmak tizere 40 S. aureus susu izole edilmistir. Tiim izolatlar spektral parmak izleri ile
acikea S. aureus olarak tanimlanmistir. M/z orani 3444, 5031 ve 6887 pik kiitlelerinin,
S. aureus icin spesifik biyobelirtecler oldugu belirlenmistir. Daha sonra izole edilmis
40 S. aureus susunun spektral profilleri referans suslarinin spektral kiitliphanesi ile
karsilastirilmis ve referans profillerine biiylik benzerlik gosterdiginden tiim
spektrumlar acikca S. aureus olarak tanimlanmistir (Bohme vd., 2012). Bizim
caligmamizda da m/z oran1 6890 olan S;Sa; izolatina ait S. aureus spektrumunun (Sekil

4.2) bu ¢alismayla uyumlu oldugu goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda Bolu ili ve bazi ilgelerindeki toplu tiiketim igletmelerinde
tilketime hazir olarak satisa ya da servise sunulan salatalarda geleneksel yontemlerle
E. coli ve S. aureus analizi yapilmistir. Siipheli tipik koloniler gida mikrobiyolojisi
i¢in yeni bir yontem olan ve bir kiitle spektrometresi olan MALDI-TOF MS BioTyper

Sistemi ile tanimlanmustr.

Tanimlama sonuglarina gore ¢alisilan 100 adet salata 6rneginin %18’inde E.
coli, %5’inde S. aureus tespit edilmistir. E. coli tespitinde giivenilirligi kanitlanan bir
kromojenik besiyeri olan Chromocult TBX Agar besiyeri kullanilmig ve bakterilerin
bu besiyerinde yaptiklari tipik koloni gériiniimii ve rengi(mavi-yesil) nedeni ile ayrica
saflastirma iglemlerine gerek kalmamistir. Ancak S. aureus i¢in kullanilan BPA Agar
besiyerinde bir¢ok Staphylococcus tiirliniin gelistigi ve S. aureus’la benzer goriiniimde
koloniler tireyebildigi i¢in ek testlere ihtiya¢ duyulmustur. S. aureus sayim sonuglari
cok sayida tipik koloninin MALDI-TOF MS BioTyper Sisteminde tanimlanmasina

neden olmustur.

MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi mikrobiyolojik tanimlama i¢in nispeten
yeni bir yontem oldugundan yanlis tanimlama yapilan ya da tanimlama yapilamayan
mikroorganizmalarin nedeni genellikle incelenen bakterinin yeterli miktarda
olmamasi, bakterinin lizise dayanikli yapida olmasi ve bakteriden elde edilen
spektrumu kiyaslayabilecek yeterli mikroorganizma sus ¢esitliliginin veri tabaninda
bulunmamasidir (Yilmaz, 2014). Bu calismada izole edilen 3 izolatta tanimlama
yapilamamis ve pik bulunamamistir. Giiven araliklarina baktigimizda E. coli olarak
tanimlamas1 yapilan tiim izolatlarin yliksek ya da c¢ok yiiksek ihtimalli tiir
tanimlamasina sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak S. aureus i¢in daha diislik giiven
araliginda (1,700-1,999) yiiksek ihtimalli cins tanimlamasi yapilan 16 izolatin (%38)
olmasi S. aureus i¢cin MALDI-TOF MS BioTyper Sistemi sonuglarinin tiir bazinda

giivenilirligini azaltmistir.

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda geleneksel yontemlere alternatif olarak
karsimiza ¢ikan MALDI-TOF MS BioTyper Sisteminin dakikalar i¢in tanimlama
yapabilmesinin ozellikle patojen mikroorganizmalarin aranmasinda, gida kaynakli

hastalik ve zehirlenmelerde, meyve sebze gibi raf omrii kisa iiriinlerde, ihracat ve
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ithalat gibi zamanin 6nemli oldugu islemlerde olduk¢a 6nemli bir avantaj oldugu

distiniilmektedir.

Calisilan salata Orneklerinin Aralik-Ocak-Subat doneminde toplanmasindan
dolay1 mikrobiyal yiik nispeten diisiik ¢ikmistir. Merkez ve ilgeler karsilastirildiginda;
Merkezdeki 70 adet salata 6rneginin %12,8 ‘sinde E. coli, %4,28’inde S. aureus tespit
edilmisken, ilgelerdeki 30 adet 6rnegin %30’unda E. coli, %6, 66’sinda S. aureus
tespit edilmistir. Ilgelerden toplanan salatalardaki hijyen indikatorii olarak kabul edilen
mikroorganizmalarin nispeten daha fazla olmasinin nedeni; ilgelerdeki isletmelerin
egitimli ve bilingli ¢alisan bulmakta yasadiklar1 sikintilar, hitap ettikleri tiiketici

sayisinin azligi ve isletmelerin teknik kosullarinin yetersizligi olarak diisiiniilmektedir.

Orneklerde E. coli varliginin tespit edilmis olmasi; bu iiriinlere dogrudan ya da
dolayli yoldan fekal bulasi oldugunun bir gostergesidir. Ayrica bazi 6rneklerde az
sayida da olsa tanimlanan Klebsiella pneumoniae gibi firsat¢1 patojen bakterilerin de

orneklerde bulunabilecegi anlamina gelmektedir.

S. aureus’un dogal yasam ortami insan ve hayvanlarin burun, bogaz, deri ve
tiiyleridir. Tiiketime hazir salatalarin hazirlandig: isletmelerde elle islemenin fazla
olmasi, sicaklik kontroliinlin iyi yapilamamasi, kullanilan sebzelerin etkili sekilde
yikanmamasi ve kontamine alet ekipmanlarin kullanilmasi gibi sorunlarin oldugu

gorilmektedir.

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore gelismekte olan iilkelerde ortaya ¢ikan bulasici
hastaliklarin %80’inden hijyen ve sanitasyon konusundaki yetersizlik sorumludur.
Yetkili kurumlar tarafindan isletmelerin etkin ve sik denetimi, bilingli tiikketicinin ve
egitimli calisanlarin artmasi, kaliteli ve giivenilir hammaddelerin kullanilmasi

gidalarda mikrobiyal yiikii azaltacak ve gida kaynakli hastaliklar1 6nleyecektir.

Ulkemizde 02.11.2011 tarihine kadar gida sektdriinde ¢alisan kisilerden belirli
periyotlarda portdr muayenesi yaptirmalari istenirken mevzuat degisikligiyle bu
kontrol kaldirilmis ve 05.07.2013 tarihli Hijyen Egitim YoOnetmeligi uyarinca gida
isletmelerinde c¢alisan kisilerin tanimlanan egitimleri almalar1 zorunlu hale
getirilmistir. Boylece gida sektoriinde ¢alisanlarin genel ve 6zel hijyen kurallarini

ogrenerek gida giivenligine uygun olarak ¢aligmalart saglanmis olacaktir.
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7. EKLER

EKA

Cizelge A.1. MALDI-TOF MS Tanimlama Sonuglar1 (Bruker)

AnalyteNa AnalvtelD Organism(best | ScoreValu | Organism(seco | ScoreValu
me y match) e nd best match) e
DI(+)(B) | 041218 7 Bpa | StaPhylococcus |y ga5 | not reliable
- = pasteuri identification
D8(+)(B) | 04.12.18 7 ppa | StaPhylococcus |y gag | not reliable
- = pasteuri identification
DY(+)(B) | 04.12.18 4 BPA Staphylocopcus 1788 Staphylocopcus
- = warneri E— warneri
DI0(+)(B | 041218 4 ppa | Staphylococcus |SRURGEIRN| Staphylococcus [SSSIEES
epidermidis epidermidis
D11(++) ( 04.12.18_1_BPA Staphylocogcus - Staphylocon_:cus 1813
A) pasteuri pasteuri E—
D12(++) ( 04.12.18_1_BPA Staphylocopcus - Staphylococ_:cus
A) pasteuri pasteuri
D13(+++) ( 04.12.18_2_BPA Staphylococcus - Staphylococcus
A) aureus aureus
D14(++) ( 04.12.18_2 BPA Staphylococcus - Staphylococcus
A) aureus aureus
@(:';)( 12.12.18 1 TBX | Escherichia coli i Escherichia coli
F—lo(;;ﬂ( 12.12.18 1_TBX | Escherichia coli - Escherichia coli
Ki(++)(C 2112181 0.1 Staphylocogcus - Staphylococ_:cus
) pasteuri pasteuri
K2(++) (A 2112181 05 Staphylocogcus i Staphylococ_:cus
pasteuri pasteuri
K3(++) (A 2112.18 2 05 Stap_hylocc_)c_cus Stap_hylocc_)c_cus
epidermidis epidermidis
K4(++) (A Staphylococcus Staphylococcus
AL 2 08 epidermidis epidermidis
Staphyl Staphyl
taphylococcus taphylococcus
L) (2 | alizdE S 0 epidermidis 1.927 epidermidis 181
K6(+)(B) | 211218 305 | Staphylococcus |y o55 | Staphylococcus | o
epidermidis epidermidis
Staphylococcus Staphylococcus
K7(+)(B) @ 11.01.19 5 0.5 epidermidis 1.944 epidermidis 181

4

N
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Cizelge A.1. (Devami) MALDI-TOF MS Tanimlama Sonuglart (Bruker)

not reliable not reliable
S()(C) [ 2B A T identification - identification ”
K9(++) (A Staphylococcus Staphylococcus
ML o 09 haemolyticus haemolyticus e
K10(++) ( Staphylococcus Staphylococcus
A) e haemolyticus haemolyticus i
K11(++) ( 11.01.19 9 01 Staphylococcus Staphylococcus
A) T aureus aureus
K12(++) ( 110119 9 05 Staphylococcus - Staphylococcus 1.909
A) - = aureus aureus D
KI3(++) (| 130119 1 ppa | Staphylococcus Staphylococcls e
A) - = epidermidis epidermidis
KI4(++) (| 130119 1 gpa | Staphylococcus staphylococcus | e
A) - = epidermidis epidermidis
K15(++) ( 13.01.19 3 BPA Staphylocopcus - Staphylocopcus 1.945
A) = warneri warneri =
K16(++) ( 13.01.19 3 BPA Staphylococcus Staphylococcus
A) U= warneri warneri
K17(++) ( 13.01.19 8 BPA Staphylocogcus - Staphylocogcus 1743
A) - pasteuri pasteuri =
K18( ++) ( 13.01.19 8 BPA Staphylocogcus - Staphyloco;cus 1.931
A) - = pasteuri pasteuri E—
K19(+) (B 13.01.19 9 01 Staphylocopcus 187 Staphylocopcus 1767
= warneri warneri E—
K20(+3I(B | 130119 9 05 | Staphylococcus  uutprtrum| Stapnylococcus g
= warneri warneri
K21(++) ( 16.01.19 1 TBX Enterobacter Enterobacter
B) = kobei cloacae
K22(+++) ( 16,0119 1 TBX Enterobacter Enterobacter
B) T asburiae asburiae
@(;;'F)( 16.01.19 5 TBX | Escherichia coli - Escherichia coli
@(;;"')( 16.01.19 5 TBX | Escherichia coli - Escherichia coli -
Q(:r;)( 16.01.19 6 TBX | Escherichia coli - Escherichia coli
Enterobacter not reliable
LA | dliiel 5 [rebs cloacae ‘ 1874 identification
L5(-)(C) 16.01.19 2 BPA not reliable not reliable
== 0.1 identification identification
L6(++) (A | 16.01.19 2 BPA | Staphylococcus Staphylococcus

0.5

pasteuri

4

pasteuri
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Cizelge A.1. (Devami) MALDI-TOF MS Tanimlama Sonuglart (Bruker)

4

L7(+++)( 16.01.19 2 TBX Enteroba}cter Enterob_acter
B) - kobei asburiae
Enterobacter Enterobacter
L8(+)(B) | 16.01.19 2 TBX kobei l 1.852 cloacae
L= ) L 16.01.19 3 _TBX | Escherichia coli - Escherichia coli
L—lo'(;; ) ( 16.01.19 3 TBX | Escherichia coli - Escherichia coli
Q(X;” ( 16.01.19 8 TBX | Escherichia coli - Escherichia coli
L_12(;4)-+) ( 16.01.19 8 TBX | Escherichia coli - Escherichia coli
L13(+)(B | 16.01.19 1 BPA_ Candida Candida
. 1.919 N
0.1 lusitaniae lusitaniae
16.01.19 1 BPA not reliable not reliable
LU-)(E) 0.5 identification - identification
L15(++)( | 16.01.19 6 BPA_ Shewanella not reliable
A) 0.5 putrefaciens identification
L16(++) ( | 16.01.19 6 BPA Shewanella not reliable
A) 0.5 putrefaciens identification
20.01.19 1 BPA_ | Staphylococcus not reliable
He ) 0.5 saprophyticus l L7 identification
20.01.19 1 BPA not reliable not reliable
AE-)EE) 0.5 identification - identification
H5(++) (A | 20.01.19 2 BPA_ | Staphylococcus Staphylococcus
. S . s 1.951
0.1 epidermidis epidermidis
H6(-) (C) 20.01.19 2 BPA_ not reliable not reliable
— 0.5 identification identification
HZ(+) (B) 20.01.19_3 BPA_ Staphyloco_ccus 1.826 Staphyloco_ccus 178
0.5 saprophyticus = saprophyticus
HB(+) (B) 20.01.19 3 BPA_ Staphyloco_ccus 1.809 Staphyloco_ccus 1769
0.5 saprophyticus — saprophyticus —
20.01.19 5 BPA_ | Staphylococcus not reliable
H3(+) (B) 0.1 pasteuri 1.945 identification
H10(++) ( | 20.01.19 5 BPA | Staphylococcus Staphylococcus
: ) 1.784
A) 0.5 pasteuri warneri
|
H11(-)(C) | 24.01.19 1 TBX | no peaks found _‘ no peaks found
H12(-)(C) | 24.01.19 1 TBX | no peaks found _‘ no peaks found
H—B(;;ML ) ( 24.01.19 3 TBX | Escherichia coli Escherichia coli -
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Cizelge A.1. (Devami) MALDI-TOF MS Tanimlama Sonuglart (Bruker)

30.01.19 6 TBX

Escherichia coli

N

Escherichia coli

M,(AT) ( 24.01.19 3 TBX | Escherichia coli - Escherichia coli -
H15(+) (B | 24.01.19 3 BPA | Staphylococcus 1.729 not reliable
0.1 saprophyticus = identification
H16(+) (B | 24.01.19_3 BPA_ | Staphylococcus Staphylococcus
. 1.733 . 1.724
0.1 saprophyticus saprophyticus
H17(+) (B | 24.01.19_3 BPA_ | Staphylococcus Staphylococcus
. 1.83 . 1.793
) 0.5 saprophyticus saprophyticus
H18(+) (B | 24.01.19 3 BPA | Staphylococcus not reliable
0.5 pasteuri identification
H19(+) (B | 24.01.19 4 BPA | Staphylococcus Staphylococcus
. 1.98 - 1.797
) 0.1 warneri warneri
H20(+) (B | 24.01.19_4 BPA_ Staphylocopcus 1.989 Staphylocopcus 1.948
0.1 warneri = warneri =
24.01.19 5 BPA | Staphylococcus Staphylococcus
e n ) 0.5 epidermidis - epidermidis
12(-)(C) 24.01.19 5 BPA_ not reliable not reliable
- 0.5 identification identification
24.01.19 6 BPA_ | Corynebacteriu not reliable
13(+)(B) 0.5 m falsenii | S identification
24.01.19 6 BPA_ | Corynebacteriu not reliable
e 0.5 m falsenii - identification
[
I5(+++) (A | 3001.19 1 TBX | Escherichia coli - Escherichia coli
[
16(++) (A) | 30.01.19 1_TBX | Escherichia coli -‘ Escherichia coli
Klebsiella Klebsiella
B(== ) (m) || SREi) 2 X pneumoniae i pneumoniae
18(++)(A) | 30.01.19 2 TBX Kleb5|el!a - KlebS|eI!a
pneumoniae pneumoniae
19(+++) (A 30,0119 5 TBX Kleb5|el!a - Kleb5|el!a
— = pneumoniae pneumoniae
110(+++) ( Klebsiella Klebsiella
A) SO TEX pneumoniae pneumoniae
M(QT ) ( 30.01.19 8 TBX | Escherichia coli - Escherichia coli
Q(;T ) ( 30.01.19 8 TBX | Escherichia coli - Escherichia coli
L s 30.01.19 6 TBX | Escherichia coli - Escherichia coli
|
5
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Cizelge A.1. (Devami) MALDI-TOF MS Tanimlama Sonuglart (Bruker)

SN

@(;\T ) ( 30.01.19_7_TBX | Escherichia coli Escherichia coli -
M(g;+ ) ( 30.01.19_7_TBX | Escherichia coli Escherichia coli
M1(+)(B) | 30.01.19 Bpa 3 | Staphylococcus |y gy |  not reliable
- = pasteuri identification
M2(+)(B) | 30.01.19 BPA 3 | Staphylococcus | gog | Staphylococcus |4 7gg
epidermidis epidermidis
M3(+)(B) | 30.01.19 Bpa 4 | Staphylococcus |y gqq | Staphylococcus | 4 754
warneri warneri
M4(++) (A | 30.01.19 BPA_4 | Staphylococcus Staphylococcus 1.956
) 0.5 warneri warneri =
M5(+)(B) | 30.01.19 Bpa 5 | Staphylococcus |y g4 | not reliable
- = warneri identification
M6(+)(B) | 30.01.19 BPA_5 Staphylocopcus 1.96 Staphylocopcus 1931
warneri warneri =
M7(++) (A 30.01.19_BPA_6 Staphylocom_:cus _not reillab_le
pasteuri identification
M8(+)(B) | 30.01.19 BPA 6 Staphylocogcus l 101 Staphylocon_:cus 1755
pasteuri pasteuri =
not reliable not reliable
W= ) ) || Btz B L | st - identification
|
M10(+) (B | 07.02.19 BPA_1_ | Staphylococcus 1.86 Staphylococcus 18
0.5 saprophyticus = saprophyticus =
MX;— ) ( 07.02.19_TBX_4 | Escherichia coli - Escherichia coli
MXT ) ( 07.02.19_TBX_4 | Escherichia coli i Escherichia coli
M—B((:T ) ( 07.02.19_TBX_5 | Escherichia coli - Escherichia coli
M14(++) ( 07.02.19_TBX_5 Kleb5|el!a - Kleb5|el!a
A) pneumoniae pneumoniae
| _
M15(-)(C not reliable not reliable
) 13.02.19 BPA 2 | jdentification - identification
M16(-)(C not reliable not reliable
LRI B 2 identification identification
M17(++) ( Staphylococcus Staphylococcus
A) LB B2 aureus aureus
M18(+) (B Staphylococcus Staphylococcus
13.02.19_BPA 3 aUreus 1.933 aureus
M19( ++) ( 13.02.19_BPA_4 Staphylocopcus Staphylococ_:cus 1778
A) pasteuri pasteuri =
6
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Cizelge A.1. (Devami) MALDI-TOF MS Tanimlama Sonuglart (Bruker)

M (® | saozsg meas | SO | ypgg | potielatle
I
M21(+) (B | 130219 BPA 6 pacrgggi'ﬁ)asis 1.909 p;zggi'ﬁ;is
I
M22(+) (B | 13.02.19 BPA 6 | Staphylococcus 1.842 not reliable
0.5 pasteuri = identification
I
M23'§\ -;+)( 13.02.19_BPA_9 Stapgzlrzfjc;ccus - Stapghllrzcl:;ccus
I
M24'& ;+)( 13.02.19_BPA 9 Stapgﬁlrc:l:]c;ccus - Stapgzlrzzzccus
I
NI(+)(B) | 13.0219 BPA 12 Staphyloco_ccus 1.966 Staphyloco_ccus
saprophyticus = saprophyticus
I
N2(++) (A 13.02.19_BPA_12 Staphyloco_ccus Staphyloco_ccus
saprophyticus saprophyticus
I
&(;;)( 13.02.19 TBX_9 | Escherichia coli - Escherichia coli
I
M(:;”( 13.02.19 TBX_9 | Escherichia coli - Escherichia coli
I
M(:;')( 20.02.19 TBX 1 | Escherichia coli - Escherichia coli
I
M(:;"')( 20.02.19 TBX_1 | Escherichia coli - Escherichia coli
[
M(:;”( 20.02.19 TBX_ 6 | Escherichia coli - Escherichia coli
[
M(:;')( 20.02.19 TBX_6 | Escherichia coli - Escherichia coli
[
M(;T)( 20.02.19 TBX_8 | Escherichia coli i Escherichia coli
[
N—lo(; ;J’)( 20.02.19 TBX_ 8 | Escherichia coli - Escherichia coli
|
@'(A 4;+)( 20.02.19_BPA_9 Stapgzlrc:l:gccus - Stapgzlrzzzccus
|
m'(o\ +)+)( 20.02.19_BPA 9 Stapgzlrc;zosccus - Stapgzlrzzzccus
|
not reliable not reliable
NI3(-)(C) | 280219 BPAL | j4onvification - identification
|
N14(+) (B 28.02.19_ BPA 1 Staphylocopcus ‘ 1.892 Staphylocopcus
) warneri = warneri
|
NI15( +++) ( Corynebacteriu not reliable
A) RPN 2 m callunae identification
|
N16 Corynebacteriu i
N16( ++) ( 28.02.19_BPA_2 Corynebacteriu _not (e_llaple
A) m callunae identification
7

4
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Cizelge A.1. (Devami) MALDI-TOF MS Tanimlama Sonuglart (Bruker)

N17(++) ( 28.02.19_BPA_6 Staphylocog:cus Staphylococ_:cus
A) pasteuri pasteuri
N18(+) (B Staphylococcus not reliable
AV RS pasteuri 1.913 identification
N19(+++) ( 28.02.19 BPA 7 Aeromonas Aeromonas
B) Tt = caviae caviae
N20( +++) ( 28.02.19 BPA 7 Aeromonas Aeromon_as
B) = = caviae hydrophila
not reliable not reliable
N21(-)(C) | 280219 BPAB | j4onvification - identification
I
N22(+)(B 28.02.19_BPA_8 Staphylococcus 1717 Staphylococcus
) xylosus = xylosus
M(;;H' ) ( 28.02.19 TBX_5 | Escherichia coli - Escherichia coli
M(;;Jr ) 28.02.19 TBX_5 | Escherichia coli - Escherichia coli
@(:;*)( 28.02.19_ TBX_9 | Escherichia coli - Escherichia coli
Q(:;') ( 28.02.19 TBX_9 | Escherichia coli - Escherichia coli
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Cizelge A.2. Tiim 6rneklerden izole edilen mikroorganizmalarin tanimlama ve

sayim sonuglari

E. coli S. aureus
,, Sayim Sayim
Ornek Sayisi Sonucu Sonucu
Tammmlama | (log Tammlama (log
Sonucu kob/qg) Sonucu kob/g)
1. 6rnek (04.12.2018) - - S. pasteuri 1,3
2. ornek (04.12.2018) - - S. aureus 1
3. drnek (04.12.2018) - - - -
4. 6rnek (04.12.2018) - - S. epidermidis 1,69
5. 5rnek (04.12.2018) - - - -
6. ornek (04.12.2018) - - - -
7. ornek (04.12.2018) - - S. pasteuri 2,61
8. ornek (12.12.2018) E. coli 0,69 - -
9. ornek (12.12.2018) - - - -
10. 6rnek (21.12.2018) - - S. pasteuri 1,81
11. 6rnek (21.12.2018) - - S. epidermidis 1,93
12. 6rnek (21.12.2018) - - S. epidermidis 1,77
13. 6rnek (26.12.2018) - - - -
14. 5rnek (26.12.2018) - - - -
15. drnek (26.12.2018) - - - -
16. 6rnek (11.01.2019) - - - -
17. 6rnek (11.01.2019) - - - -
18. 6rnek (11.01.2019) - - - -
19. 6rnek (11.01.2019) - - - -
20. 6rnek (11.01.2019) - - S. epidermidis 1
21. 6rnek (11.01.2019) - - - -
22. ornek (11.01.2019) - - S. haemolyticus 1,77
23. 6rnek (11.01.2019) - - - -
24. 6rnek (11.01.2019) - - S. aureus 2
Tanimlanama
25. 6rnek (13.01.2019) di 0,69 S. epidermidis 1
26. ornek (13.01.2019) - - - -
27. 6rnek (13.01.2019) - - S. warneri 1,47
28. ornek (13.01.2019) - - - -
29. 6rnek (13.01.2019) - - - -
30. 6rnek (13.01.2019) - - - -
31. 6rnek (13.01.2019) - - - -
32. 6rnek (13.01.2019) - - S. pasteuri 1,47
33. 6rnek (13.01.2019) - - S. warneri 2,6
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Cizelge A.2. (Devam) Tiim Orneklerden izole edilen mikroorganizmalarin

tanimlama ve sayim sonuglari

34. 6rnek (13.01.2019) - - - -
Enterobacter Candida
35. 6rnek (16.01.2019) asburiae 1,47 lusitaniae 2,67
Enterobacter
36. 6rnek (16.01.2019) kobei 1,3 S. pasteuri 2,2
37. 6rnek (16.01.2019) E. coli 1,17 - -
38. 6rnek (16.01.2019) - - - -
39. 6rnek (16.01.2019) E. coli 1 - -
Shewanella
40. 6rnek (16.01.2019) E. coli 1,17 putrefaciens 3,34
41. 6rnek (16.01.2019) - - - -
42. drnek (16.01.2019) E. coli 1,17 - -
43. 6rnek (20.01.2019) - - S. saprophyticus 1
44. 6rnek (20.01.2019) - - S. epidermidis 1,9
45. 6rnek (20.01.2019) - - S. saprophyticus 2,74
46. drnek (20.01.2019) - - - -
47. 6rnek (20.01.2019) - - S. pasteuri 2,04
Tanimlanama
48. 6rnek (24.01.2019) di 0,69 - -
49. 6rnek (24.01.2019) - - - -
50. 6rnek (24.01.2019) E. coli 0,69 S. saprophyticus 3,19
51. 6rnek (24.01.2019) - - S. warneri 1
52. 6rnek (24.01.2019) - - S. epidermidis 2,89
Corynebacterium
53. ornek (24.01.2019) - - falsenii 2,14
54. 5rnek (30.01.2019) E. coli 1,17 - -
Klebsiella
55. 6rnek (30.01.2019) | pneumoniae 3,19 - -
56. 6rnek (30.01.2019) - - S. pasteuri 2,07
57. 6rnek (30.01.2019) - - S. warneri 2,86
Klebsiella
58. ornek (30.01.2019) | pneumoniae 3,59 S. warneri 2,5
59. 6rnek (30.01.2019) E. coli 0,69 S. pasteuri 1,69
60. 6rnek (30.01.2019) E. coli 1,17 - -
61. drnek (30.01.2019) E. coli 1,6 - -
62. drnek (07.02.2019) - - S. saprophyticus 2,11
63. 6rnek (07.02.2019) - - - -
64. 6rnek (07.02.2019) - - - -
65. 6rnek (07.02.2019) E. coli 0,69 - -
66. ornek (07.02.2019) E. coli 3,25 - -
67. 6rnek (07.02.2019) - - - -
68. ornek (13.02.2019) - - - -
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Cizelge A.2. (Devam) Tiim Orneklerden izole edilen mikroorganizmalarin
tanimlama ve sayim sonuglari

69. drnek (13.02.2019)

Tanimlanamadi

13

70. 6rnek (13.02.2019)

S. aureus

1,95

71. 6rnek (13.02.2019)

S. pasteuri

2,17

72. drnek (13.02.2019)

73. érnek (13.02.2019)

S. pasteuri

2,07

74. drnek (13.02.2019)

75. drnek (13.02.2019)

76. drnek (13.02.2019)

S. aureus

19

77. érnek (13.02.2019)

78. drnek (13.02.2019)

79. drnek (13.02.2019)

S. saprophyticus

1,6

80. drnek (15.02.2019)

81. drnek (15.02.2019)

82. drnek (15.02.2019)

83. drnek (20.02.2019)

84. drnek (20.02.2019)

85. drnek (20.02.2019)

86. drnek (20.02.2019)

87. drnek (20.02.2019)

88. drnek (20.02.2019)

89. ornek (20.02.2019)

90. 6rnek (20.02.2019)

91. 6rnek (20.02.2019)

S. aureus

92. 6rnek (28.02.2019)

S. warneri

93. ornek (28.02.2019)

Corynebacterium
callunae

94, 5rnek (28.02.2019)

95. 6rnek (28.02.2019)

96. 6rnek (28.02.2019)

97. 6rnek (28.02.2019)

S. pasteuri

98. ornek (28.02.2019)

Aeromonas
caviae

2,93

99. 6rnek (28.02.2019)

S. xylosus

2,38

100. 5rnek (28.02.2019)

E. coli

1,17
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