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TESEKKUR
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OZET
CEVRE, GIDA ve INSAN KAYNAKLI METISILIN DIRENCLI
STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSLARININ KLONAL ILISKILERININ
ARASTIRILMASI
Amag: Bu caligmada; ¢evre, gida ve insan kaynakli metisilin direngli Staphylococcus
aureus’larin farkli kaynaklardan izolasyonu ve identifikasyonunun ardindan, metisilin
direncleri, stafilokokkal enterotoksin iiretme yeteneklerinin belirlenmesi, ¢alismada elde
edilen izolatlara, hastane ve toplum kokenli MRSA izolatlarinin da ilave edilmesiyle, farkli
kaynaklardan elde edilen MRSA suslarinin aralarindaki genetik ve klonal iligkilerin ortaya
konulmasi1 amaglanmustir.
Materyal ve Metot: Mart 2016 — Eyliil 2017 tarihleri arasinda Samsun ve ¢evresindeki dort
gida isletmesinden temin edilen 500 gida (¢ig siit, peynir, kusbasi et, kiyma, kofte), 184
personele ait el yikantis1 ve burun sivabi, 60 cevresel sivap Ornegi (tezgah, tekne, bigak,
zemin, duvar) ile hastane/toplum kaynakli 53 MRSA izolat1 materyal olarak kullanildi.
Orneklerde S. aureus’larin izolasyon ve identifikasyonu ISO 6888-2 metodu ile, nuc, coa,
SSPA ve mecA genleri (metisilin direng) varligit PCR ile belirlendi. Daha sonra elde edilen
izolatlarda enterotoksin genlerinin (sea, seb, sec, sed ve see) varligi PCR ile belirlenirken,
toksin olusturma yetenekleri ise ELISA testi ile belirlendi. Son olarak da tiim izolatlarin
klonal ve genetiksel iliskileri PFGE ile arastirildi.
Bulgular: Gida 6rneklerinin 99’undan (%19,8), personel orneklerinin 46’sindan (%25) ve
cevresel drneklerin 7°sinden (%11,6) toplam 173 S. aureus izolat: izole edildi. Izolatlarin
54’tiniin (%31,2) mecA geni tasidigi, 50’sinin (%28,9) sea, seb, sec, sed, see genlerinden bir
veya daha fazlasmi igerdigi, 61’inin (%35,2) toksinlerden en az birini tiretebildigi belirlendi.
Calismaya hastane/toplum kaynakli 53 MRSA izolatinin da eklenmesi sonucu tiim izolatlar
arasindaki klonal ve genetiksel iligkiler PFGE 1ile arastir1ldi. Bir gida personeli burun izolat1
ile bir hastane aspirat izolatinin %100, baska bir gida personeli burun izolat1 ile bir hastane
yara akintist izolatinin %90,9, bir el yikantisi izolati ile bir peynir izolatinin %100, iki ¢ig siit
izolati ile bir hastane kan kiiltiirii izolat1 arasinda da %83,3 oraninda benzerlik bulundu.
Sonuc: Incelenen gida, ¢evre ve personel 6rneklerinde metisilin direncli ve enterotoksijenik
S. aureus’larn yiiksek oranda bulunmasi, hastane ve gida kaynaklit MRSA izolatlarinin biiyiik
oranda klonal benzerlik gostermesi halk sagligi agisindan ciddi risk olusturdugu goriilmistiir.

Anahtar Kelimeler: Cevre, gida, insan kaynakli MRSA; klonal iliski; PFGE; S. aureus.

Yunus KILICOGLU, Doktora Tezi

Ondokuzmayis Universitesi - Samsun, Arahk-2018
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ABSTRACT

ANALYSIS OF CLONAL RELATIONSHIPS BETWEEN ENVIRONMENT,
FOOD AND HUMAN RELATED METHICILLIN RESISTANT STAPHYLOCOCCUS
AUREUS STRAINS

Aim: The purpose of this study is to isolate and identify environment, food and human related
MRSAs; to determine their methicillin resistance and their ability to reproduce staphylococcal
enterotoxin and to present the genetic and clonal relationship between MRSA strains obtained
from different sources after adding hospital and society-based MRSA isolates to the isolates
obtained in the study.

Material and Method: Between March 2016 and September 2017, 500 food (raw milk,
cheese, meat cubes, minced meat and meatball), 184 staff handwash/nasal swab and 60
business environmental (counter, basin, knife, floor, wall) swab samples were taken from four
food establishments in and around Samsun. Following the isolation and identification of S.
aureus from the samples, nuc, coa, sspA genes were analyzed. ELISA test was applied for
enterotoxin genes sea, seb, sec, sed, see and methicillin resistance gene mecA analysis and
toxin reproducing ability. 53 hospital/society-based MRSA isolates were included in the
MRSAs obtained and clonal and genetic relationships of all isolates were researched with PFGE.
Results: A total of 173 S. aureus, 99 (19,8%) from food, 46 (25%) from staff and 7 (11,6%)
from environmental samples, were isolated. It was found that 54 (31,2%) of the isolates
carried mecA gene, 50 (28,9%) included one or more of sea, seb, sec, sed, see genes and 61
(35,2%) could reproduce at least one of the toxins. 53 hospital/society-based MRSA isolates
were added in the study and clonal and genetic relationships were researched with PFGE. One
food staff nasal isolate and one hospital aspiration isolate showed 100% clonal similarity,
while another food staff nasal isolate and one hospital wound discharge isolate showed 90,9%
clonal similarity and one handwash isolate and one cheese isolate and one floor isolate and
one raw milk isolate showed 100% clonal similarity. Two raw milk isolates and one hospital
blood culture isolate were found to be 83,3% similar.

Conclusion: It was concluded that the results that staff working in food production and the
food they produced with their hands had high rates of methicillin resistant and enterotoxigenic
S. aureus, and that human, food and business environment related MRSA strains were
clonally similar in high rates pose a serious risk in the field of public health.

Key Words: Clonal relationship; environment, food, human related MRSA; PFGE; S. aureus.

Yunus KILICOGLU, Doctoral Thesis

Ondokuzmayis University - Samsun, December-2018
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SIMGELER ve KISALTMALAR

aw : Su aktivitesi
ATP : Adenozin trifosfat
BHI : Brain heart infusion

BPRPFA : Baird-Parker rabbit plasma fibrinogen agar

BSA : Bovine serum albumine

CDC : Amerika Hastalik Korunma ve Kontrol Merkezleri
coa : Koagiilaz geni

CP : Kapsiiler protein

EDTA : Etylendiamine tetra acetic acid

EFSA : Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi

ELISA : Enzym linked immunosorbent assay
enta/b/c/d/e : enterotoksin a/b/c/d/e genleri

eta/b : Eksfoliyatif toksin geni

ETs : Eksfoliyatif toksin

geh : Gliserol ester hidrolaz geni

Geh : Gliserol ester hidrolaz

GMP : Iyi iiretim uygulamalari

HA - Hiyaliironik asit

HACCP : Tehlike analizleri ve kritik kontrol noktalar1
HCI : Hidroklorik asit

hla/b : hemolizin a/b genleri

H,0, : Hidrojen peroksit

H,S : Hidrojen siilfiir

HST - Hiicre slispansiyon tamponu

ISO : Uluslararasi Standardizasyon Organizasyonu
ica : Interselliiler adezyon geni

kb : Kilobaz

KKN . Kritik kontrol noktalar1

KNS : Koagiilaz negatif Stafilokok

KPS : Koagiilaz pozitif Stafilokok

Luk : Lokosidin

oD : Optik dansite
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MRD
MRSA
MSSA
nuc
PBB
PBP
PCR
PFGE
PVL
SE
SpA
SSSS
TBE
TCR
TE
TSA
TSB
TSST-1
tst
SSpA
VISA
vanA
WHO

: Maximum recovery diluent

. Metisilin direngli Staphylococcus aureus
: Metisilin duyarli Staphylococcus aureus
: Termoniikleaz geni

: Purple broth base

: Penisilin baglagic1 protein

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Pulsed-Field gel electrophoresis

- Pantone-Volatine 16kosidin

: Stafilokokkal enterotoksin

: Stafilokokkal protein A

. Stafilokokkal haslanmis deri sendromu
: Tris boric acid EDTA

. T cell receptor

: Tris EDTA

: Tryptic soy agar

: Tryptic soy broth

- Toksik sok sendrom toksini

- Toksik sok sendrom toksini geni

. Stafilokokkal serin proteaz A geni

: Vankomisine orta direngli Staphylococcus aureus
- Vankomisin orta direng geni

: Diinya Saglk Orgiitii
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1. GIRIS

Toplum sagligi bir biitiin olarak diisiiniildiigiinde, gida kaynakli enfeksiyon ve
intoksikasyonlar, toplumun her kesimini etkileyen ciddi sorunlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Loir ve ark., 2003). Gida kaynakli hastaliklar, Diinya Saglik Orgiiti (World Health
Organisation, WHO) tarafindan, “gida veya su tiiketimi araciligiyla insanlara bulasan, toksik
veya enfeksiy0z dogal etkenler tarafindan olusturulan hastaliklar” olarak tanimlanmistir. Gida
kaynakli hastaliklarin olusturdugu sorunlar, insanligmm baslangicindan beri tiim toplumlari
onemli 6l¢lide etkilemistir (Anon, 2015).

Sadece Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde 90’1 yillarda her yil 76 milyon gida
kaynakli hastalik vakasmnin oldugu, bunlardan 325.000’inin hastanelerde tedavi edildigi ve
5.000’inin 6ldiigii tahmin edilmektedir (Mead ve ark., 1999). ABD Hastalik Korunma ve
Kontrol Merkezleri (Centers for Disease Control and Prevention, CDC)’nin istatistiksel
caligmalarina goére, 2016 yilinda, bu vakalardan etkeni tespit edilebilen kismmin 46 milyon
vaka oldugu, bunlardan 128.000’inin hastanede tedavi altina alindigi ve 3000’inin oldigi
bildirilmektedir (Anon, 2017a). Gida kaynakli hastaliklar tedavi giderleri a¢isindan ekonomik
olarak biiyiik bir yiik olusturmakta, ayrica isgilicii kaybina yol agarak bu yonden de zarara yol
acmaktadir (Anon, 2015). ABD’de 1995 yilinda, gida kaynakli hastalik etkenlerinden yalnizca
yedisinin iilkeye bir yillik maliyetinin 34,9 milyar dolar1 buldugu bildirilmektedir (Buzby ve
Roberts, 1997).

Gida kaynakli hastalik tanimlamasiyla gilintimiizde 250 farkli hastaliktan
bahsedebilmek miimkiindiir (Bhatia ve Zahoor, 2007). Bu hastaliklarin semptomlar1, sebep
olan etiyolojik ajana gore degigmekle birlikte, en yaygin olanlar1 kusma ve ishaldir. Gida
kaynakli hastaliklarin biiyliik bir kismimi olusturan gida kaynakli infeksiyonlara, gidalara
bulasabilen farkli infeksiyon etkenleri sebep olmakta iken, diger kismi olan gida kaynakli
zehirlenmelere, zehirli kimyasallar veya gidalarda bulunabilen zararli bakterilerin irettigi
toksinler sebep olabilmektedir (Loir ve ark., 2003). Gida kaynakli salginlarin yaklagik tigte
birinin bakteriyel kaynakli oldugu bildirilmektedir (Bhatia ve Zahoor, 2007). Bakteriyel
kaynakli gida enfeksiyonlarinda, Salmonella tiirlerinden sonra ikinci siray1 Staphylococcus
aureus (S. aureus) almaktadir (Panisello ve ark, 2000).

Staphylococcus cinsi Staphylococcoceae ailesinde smiflandirilmaktadir. Bu cins
icerisinde 47 tiir tanimlanmis olup en patojen tiir S. aureus’tur (Becker ve ark., 2014). Cok
cesitli hayvan tiirlerinde kolonize olabilen S. aureus Gram pozitif bir bakteridir (Smith, 2015).

S. aureus’lar, fakiiltatif anaerob, katalaz ve koagiilaz pozitif 6zellikte olup, hareketsiz kok



morfolojisine sahiptir (Bhatia ve Zahoor, 2007). Avrupa Gida Giivenligi Orgiitii (European
Food Safety Authority, EFSA)’nin yaymladig1 Biyolojik Tehditler Raporu’nda S. aureus, dis
ortam sartlarina oldukga dayanikli ve c¢evresel kaynaklarda yaygin (ubiquiter) bulunan bir
mikroorganizma olarak bildirilmistir (Anon, 2009).

Staphylococcus’lar, Robert Koch tarafindan ilk kez 1878 yilinda insan cerahat etkeni
olarak tanimlanmis, Pasteur 1880 yilinda siv1 besi yerinde tiretmeyi bagsarmstir (Kloos, 1990).
Alexander Ongston ise yine 1880 yilinda ilk kez insanlarda birgok iltihapli hastaliga yol acan
ve mikroskop goriiniimleri iiziim salkimma benzeyen organizmalarla ilgili bilgileri
yaymlamistir. Bu organizmalara, Yunanca iiziim salkimi “staphylo” ve tanecik-tanecikli
meyve anlamlarma gelen “coccus” kelimelerini birlestirerek Staphylococcus ismini vermistir
(Baird-Parker, 1963). Rosenbach, 1884’de besi yeri ortaminda saf kiiltiir olarak trettigi
Staphylococcus 'lardan sar1 pigmentli olanlar1 Staphylococcus aureus, beyaz pigmentli olanlari
Staphylococcus albus olarak isimlendirmistir (Kloos, 1990).

Bakteriyel gida infeksiyonlar1 ve intoksikasyonlarinda one ¢ikan enterotoksijenik
stafilokoklar, tireyebildikleri veya yiiksek sicakliga (100 °C’ye 1 saat) dayanikli toksin
iretebildikleri kontamine gidalar1 tiiketen bireylerde, cok ciddi gastroenteritise sebep
olmaktadir. Bu toksinler, immiinsiipresif bireyler, bebekler ve yashlar disinda diisiik
mortalitesi sebebiyle ¢ok o6ldiiriicii olarak nitelenmemekle birlikte, birkag giinden iki haftaya
kadar siiren hastalik, diiskiinliik ve gii¢stizliige sebep olur (Bhatia ve Zahoor, 2007). ABD’de
gorillen gida kaynakli hastaliklardan, S. aureus’un firettigi yiliksek sicakliga dayanikli
toksinler sebebiyle olusan gida zehirlenmelerinin her yil 240.000°i buldugu bildirilmektedir
(Doyle ve ark., 2012).

Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi, Gida Giivenirliligi
Kriterleri’nde, Koagiilaz pozitif stafilokoklarin tist limiti, tereyag, peynir, kaymak, siit tozu,
krema tozu, yas pasta, firmlanmis sebzeli etli makarna, manti, pizza, mayonez gibi tiiketime
hazir iiriinlerinin 25 griinda 10%-10°, kiirlenmis kurutulmus etlerin 25 grnda 10°-10%
baharatlarm 25 gr’inda 10°-10% olarak belirlenmistir. Stafilokokkal enterotoksinlerin ise eritme
peynir, krema, et/sebze yemegi, salata, soguk meze, makarna, borek, pide, pizza, muhallebi
vb. tiikketime hazir tirtinlerin 25 gr’inda hi¢ bulunmamasi sart kosulmustur (Anon, 2011).

S. aureus siit sigir1 ve siit kecilerinde en 6nemli mastitis etkeni, tavuklarda ayak derisi
enfeksiyonu etkeni ve hatta tavsan yetistiriciliginde goriilen en onemli enfeksiyon etkeni
olarak bildirilmektedir. Hayvan enfeksiyonlar ile iligkili S. aureus’larm insan infeksiyonlar1

ile de iliskili oldugu, bu iliskinin hastane kaynakli infeksiyon etkeni S. aureus’lar1 da



kapsadig1 son yillarda yapilan bir¢ok ¢alisma ile ispat edilmistir (Smith, 2015). Brezilya’da
1999°da pastorize edilmemis siitleri tiiketen 328 kisinin etkilendigi bir salginda
kontaminasyonun tek kaynagmin mastitisli bir sigir oldugu, yine Michigan’da hayvan
hastanesindeki atlarin nozokomiyal infeksiyonunun kaynagmin hastane personeli oldugu
belirlenmistir (Seguin ve ark. 1999, Carmo ve ark., 2002).

S. aureus’un insanlarda en fazla izole edildigi yerler, burnun septum nazi boliimi,
yutak, deride olusan yaralar ve apselerdir. Bulasma agisindan da, burun bolgesi tasiyiciligi en
yiiksek riski barmdirmaktadir (Sepin-Ozen ve ark., 2013). Ayrica kil follikiillerinde kolonize
olur ve ciddi bir antisepsi ile uzaklastirilmazsa dmiir boyu kalici olabilir (Ten Broeke-Smits
ve ark., 2010). Gida isletmelerinde ve gida ile temas eden diger alanlarda tastyict bireylerin
calistirilmasi, enfeksiyon kaynagi olarak biiyiik risk olusturmaktadir (Sepin-Ozen ve ark.,
2013). ABD’de 1975 ile 1998 yillar1 arasinda ortaya ¢ikan gida zehirlenme salgmlarinin
incelenmesinde, salgmlarin %93’tinde, salgin Oncesi veya sonrasinda, hasta olan gida
tiretiminde ¢alisan personeller ile salginlarin iligkili oldugu bildirilmistir (Guzewich, 1999).

Gidalarn tiretildigi ve liretim sonrasi islemlerin yapildigi ortamin havasinda ve temas
ettigi yiizeylerde, yiiksek sayida bakteri bulundugu ve pisirilmis gidalara bu yolla gergeklesen
capraz kontaminasyonun, gidalarin mikrobiyolojik kalitelerini etkileyen en biiytlik risk faktori
oldugu gosterilmistir (Syne ve ark.,2013). Gida isletmelerinde, alet ve ekipmanlarin temizligi
ve dezenfektan kullanimmnm diizenli ve kontrollii hale getirilmesiyle birlikte, hijyenik
kontrollerinin de diizenli olarak yapilmasi tavsiye edilmektedir (Aydin ve ark. 2007).
Personellerin diisiik el hijyeni ve uygun olmayan eldiven kullanimimin da etkisiyle, tiretimi
sirasinda ¢ok fazla elle manipiilasyonun gerektigi gidalarm, S. aureus ile kontaminasyona ¢ok
acik oldugu gosterilmistir (Aygigek ve ark., 2004). Benzer sekilde domuz eti isleme tesisinde
insan elinin ve Uretimde kullanilan ekipmanlar1 igeren c¢evresel faktorlerin, S. aureus
kontaminasyonunu ¢ok yiiksek seviyelere tasidigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur
(Saide-Albornoz ve ark., 1995).

EFSA raporlarma gore S. aureus’un, saglkli insanlardan siirekli tagiyici bireylerin
burnunda, hastalik olusturmaksizin kolonize oldugu ve bunun oraninin bazi c¢aligmalarda
%20’ye kadar ulastig1, stirekli olmayan aralikli tastyici bireylerin oraninm da %60’a kadar
ciktig1 belirlenmistir (Anon, 2009). Bu siirekli veya aralikli tasiyici bireyler S. aureus’u
tasty1p, duyarl bireylere direk veya indirek bulastirmada etkili rol oynarlar (Kadariya ve ark.
2014).

Bununla birlikte bazi vakalarda, deride, agiz ve burunda bulunan S. aureus’lar

biitiinliigli bozulmus deriden veya yaralardan organizmaya girerek apselere, pndmoni,
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menenjit, endokardit ve septisemiye sebep olmaktadir. Hastanelerde, ¢ok yaygin olarak
immunstipresif bireylerde, derinin savunmasini ortadan kaldiran enjeksiyon, kateter, cerrahi
islemler ve derideki yaralardan S. aureus’lar girerek hastane kaynakli infeksiyonlara sebep
olur. Bu infeksiyonlar 6nemsiz olabilecegi gibi ciddi infeksiyonlara da yol agabilir ve bazi
vakalar 6liimle sonuglanir (Anon, 2009).

Antibiyotiklerle tedavinin bagladig1 yillardan giiniimiize kadar mikroorganizmalarda
degisik derecelerde ortaya ¢ikan antibiyotik direnci, hastane kaynakli enfeksiyonlar olarak
adlandirilan yeni problemleri ortaya ¢ikarmistir. S. aureus’un da metisiline direncgli suslar1
(MRSA), 1960’11 yillardan bu yana, hastane enfeksiyonlarinda biiyiik problem teskil etmekte,
tedavide biiyiik zorluklara neden olmakta ve bir¢ok vaka 6liimle sonu¢lanmaktadir (Sen ve
Ozdemir, 2016).

Giintimiizde diinyada her yil ortalama 200.000 ton antibiyotik tiretilmekte ve bunlarin
cogunlugu hayvan saghgi, bitki koruma ve tarimin diger sektorlerinde bilingsizce
kullanilmaktadir. ABD’de 2005 yilinda, MRSA enfeksiyonlar1 ile iliskili yaklasik 478.000
kisinin hastanede tedavi edildigi, Avrupa’da da benzer sekilde MRSA enfeksiyonlari
sebebiyle 150.000’den fazla insanin hastanelere yatirildigi bildirilmistir (Doyle ve ark. 2012).
Yine yapilan ¢alismalara gore, Avrupa’da her yil tahminen 25.000, ABD’de ise 23.000 kisi
direngli bakteri suslar1 nedeniyle 6lmektedir. MRSA’lar Avrupa, Amerika, Kuzey Afrika,
Ortadogu iilkeleri ve Orta Asya’da antibiyotik direngli patojenler icinde en yaygin patojen
olarak bildirilmektedir (Laxminarayan ve ark., 2013).

Et iriinlerinde ve ¢ig siitte yapilan ¢alismalarda, gidalardan belli oranda MRSA izole
ediliyor olmasi, gida kaynakli bulasma risklerini ortaya koymakla birlikte, hayvancilikta ve
Ozellikle et {iriinleri iretiminde c¢alisan personel kaynakli bulasma da, direncli bakteri
suslarinin yayilmasinda biiyiik bir risk olarak oniimiizde durmaktadir (Doyle ve ark., 2012).
Gida kaynakli en Onemli patojenlerden biri olan MRSA’lar, besin amaciyla yetistirilen
hayvanlardan gidalara, gidalardan insanlara veya insanlardan gidalara bulagmasi ile besin
zincirine girebilmektedir. Sonugta insanlarda gida zehirlenmelerine sebep olabilmektedir.
Gida sektorii c¢alisanlar1 arasinda kisisel hijyen eksikligi, gida kaynakli hastaliklarin
olusumunda 6nemli bir risk faktorii olarak yer almaktadir (Anon, 2009).

WHO’nun raporlarma gore, direngli bakteriler nozokomiyal ve toplum kaynakli
enfeksiyonlardan gittikce artan oranlarda izole edilmektedir. Farkli iilkelerde 1990’larin
ortalarinda, toplum kokenli ve hastane dig1 enfeksiyonlarin sebebi olarak gdsterilen yeni insan
kaynakli MRSA izolatlar1 tespit edilmis, birka¢ yil sonra benzer izolatlarin atlardan izole

edildigi gorilmiistir (Anon, 2015). Baska bir arastirmada, veteriner saglik personeli, insan
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saglig1 personeli ile saglik calisani olmayan bireyler ve bu ii¢ grubun pet hayvanlarindan
Olusan kalabalik bir popiilasyondan izole edilen S. aureus ve MRSA’larm, biiyiik oranda
benzer oldugu belirlenmistir. Nadiren de olsa, ayni suslarin hem insanda hem de o kisinin pet
hayvaninda kolonize oldugu bildirilmistir (Kottler ve ark., 2010). Ciftlik kaynaklit MRSA’lar
ilk kez 2003 yilinda domuzlardan izole edilmis, bununla birlikte metisilin direngli
Staphylococcus intermedius/pseudointermedius tiirleri de kedi ve kopeklerde tespit edilmistir
(Doyle ve ark., 2012). Direngli suslar sebebiyle ortaya ¢ikan bu infeksiyon ve
intoksikasyonlarin tipinin  bilinmesi, etkenin rezervuarinin ve kaynagmin agikliga
kavusturulmasi, bulasma yollarinin tespit edilerek engellenmesi gereklidir. Aksi taktirde
direngli suslarm yayilmasini kontrol etmek miimkiin olmayacaktir (Anon, 2015).

Bu calismada, Samsun ve cevresinde faaliyet gOsteren et ve siit Uriinleri iiretim
tesislerinin alet/ekipman/gevresel ortamlari, isletme personelleri ve iirettikleri tiriinler olmak
tizere ¢ farkli kaynaktan (gevre, gida ve insan) S. aureus, kiiltiirel yontemlerle izole edildi.
Patojenitede etkili nuc, coa ve sspA genleri, metisilin direncinden sorumlu mecA geni ile
stafilokokkal enterotoksin iiretiminden sorumlu sea, seb, sec, sed, see genlerini tasiyan
izolatlar PCR ile arastirildi. Boylece hem biyokimyasal yolla yapilan identifikasyon,
molekiiler olarak dogrulandi, hem de izolatlarin baz1 patojenite 6zellikleri ortaya konuldu.
Bunu takiben, S. aureus ve MRSA’larin isletme ortamu, isletme personeli ve gida zincirinde
bulunma oranlar1 belirlendi. Izole edilen tiim S. aureus izolatlarinin toksin iiretme yetenekleri,
enzym linked immunosorbent assay (ELISA) testi ile ortaya konuldu. Elde edilen MRSA
izolatlarma Ondokuzmayis Universitesi (OMU) Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilimdali’ndan temin edilen toplum kokenli ve hastane kokenli MRSA izolatlar1 da ilave
edilerek bir izolat havuzu olusturuldu. Bu izolat havuzundaki MRSA’larin aralarmdaki
genetiksel ve klonal iliskiler arastirildi. Genetiksel iliskiyi belirlemede kullanilan molekiiler
yontemler arasinda gold standart olarak kabul edilen Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

analizi ile izolatlar arasindaki genetiksel ve klonal yakinlik oranlar1 agikliga kavusturuldu.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. 8. aureus’un Tarihcesi ve Siniflandirilmasi

Staphylococcus’lar, Robert Koch tarafindan ilk kez 1878 yilinda insan cerahat etkeni
olarak tanimlanmis, Pasteur 1880 yilinda siv1 besi yerinde tiretmeyi bagsarmstir (Kloos, 1990).
Alexander Ongston ise yine 1880 yilinda ilk kez, insanlarda piyemiden septisemiye kadar
bir¢ok iltihapli hastalia yol acan ve mikroskop goriiniimleri {iziim salkimina benzeyen
organizmalarla ilgili bilgileri yaymlamistir. Bu organizmalara Yunanca iiziim salkimi
“staphylo” ve tanecik-tanecikli meyve “coccus” anlamlarina gelen kelimeleri birlestirerek
Staphylococcus ismini vermistir (Baird-Parker, 1990).

Staphylococcus’lar1 1884°de ilk kez besi yeri ortaminda saf kiiltiir olarak tireten ve
baz1 karakteristik Ozelliklerini laboratuvarda calisan kisi Rosenbach’tir. Kati besi yeri
ortaminda irinden izole ettigi bu bakterileri dikkatle incelediginde, Ongstonun bildirdigi
bakterilerle aymi oldugunu goérmiis ve Staphylococcus cinsi iginde degerlendirmistir
(Bergdoll, 1989). Saf kiiltir olarak trettigi Staphylococcus’lardan, turuncu pigmentlileri
Staphylococcus pyogenes aureus, beyaz pigmentlileri Staphylococcus pyogenes albus olarak
isimlendirmistir (Kloos, 1990). Daha sonra limon sarisi rengindeki iireme formasyonu
gosteren bir baska grubu, bu formasyona dayanarak Staphylococcus pyogenes citreus olarak
isimlendirmis ve tiglincii bir tiir olarak eklemistir (Bergdoll, 1989).

Onceleri ¢ogu mikrobiyolog, Staphylococcus’lar1 ayr1 bir cins olarak degil
Micrococcus cinsi bakteriler olarak kabul ederlerken, Evans ve arkadaslar1 gibi birgok
arastirmaci, Staphylococcus’larin glukoz ortaminda anaerobik olarak ¢ogaldiklari ve asit
urettiklerini, fakat Micrococcus’larda  bu  o6zelligin - bulunmadigini  gostermislerdir
(Baird-Parker, 1990). Ayrica bu iki cinsin hiicre duvari yapisi, sitokrom ve yag asiti profilleri,
alifatik hidrokarbonlar, menakuinon igerikleri gibi hiicre komponentleri ile ayrilabilecegini
belirtmiglerdir. Bu yiizden “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”nin yedinci
baskisinda Staphylococcus’lar Micrococcus lardan ayr1 bir cins olarak yer almistir (Bergdoll,
1989).

Rosenbach’tan sonra, Staphylococcus’larm tiir ayiriminin sadece koloni rengine gore
olamayacagi, kiiltiir sartlarina bagli olarak farkli karakteristikler gosterdikleri, hatta
S. albus’un gergekte S. aureus’un tiirii i¢inde dahil oldugu belirlenmistir. 1908 yilinda Wislow
S. epidermidis’i ayr1 bir tiir olarak teklif etmis, R. W. Fairbrother da 1940 yilinda

Staphylococcus tiirlerinin ayriminda farkli bir 6zellik olarak koagiilaz iiretim yetenegini one



stirmiistiir. 1972’ye kadar bu cins i¢inde koagiilaz iiretim yetenegi farkliligina baglh olarak
yalnizca S. aureus ve S. epidermidis tiirleri kabul gormiistiir (Becker ve ark., 2014).

S. saprophyticus 1974 yilinda “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” de
ticlincli bir tiir olarak eklenmistir. Daha sonraki yillarda arastirmacilarin ve taksonomistlerin
caligmalari ile bu cins igerindeki tiir sayis1 1980 yilinda S. capitis, S. cohnii, S. haemolyticus,
S. hominis, S. simulans, S. warneri, S. xylosus, S. intermedius, S. sciuri, S. hycus’un eklenmesi
ile 13’¢ ulasmistir. 1990 yilinda S. carnosus, S. caprae, S. gallinarum, S. equorum, S.
delphini, S. felis, S. caseolyticus, S. auricularis, S. lentus, S. saccarolyticus, S. arlettae, S.
kloosii, S chromogenes, S. lugdunensis ve S. schleiferi tiirleri eklenerek tiir sayis1 28 olmustur.

Takiben 2000°1i yillara kadar koagiilaz pozitif olarak yalnizca S. lutrae, 2000-2010
aras1 S. pseudintermedius, 2011 yilinda koagiilaz degisken S. agnetis ilave edilmis, bununla
birlikte yine bu yillar arasinda koagiilaz negatif 16 yeni tiir daha bu cins icerisine eklenmistir.
Molekiiler filogenetik ¢alismalarin da katkis1 ile kabul goren taksonomiye goére Bacilli
smifinin ~ Bacillales takimi igerisinde Bacillaceae, Listeriaceae, Paenibacilaceae,
Planococcaceae gibi ailelelerle birlikte Staphylococcaceae ailesi i¢inde Staphylococcus cinsi
smiflandirilmaktadir. Giintimiizde ise bu cins igerisinde, son eklemelerle birlikte, 9’u
koagiilaz pozitif stafilokoklar (KPS) grubu, 38’i koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) grubu

icerisinde olmak tizere 47 tiir ve 23 alt tiir yer almaktadir (Becker ve ark., 2014).

2.2. Genel Ozellikleri

Stafilokok tiirleri arasinda Staphylococcus aurues supsb. aureus, insan ve hayvanlarda
infeksiyon olusturma ve gida kaynakli infeksiyon ve intoksikasyonlara yol agma bakimindan
en riskli tiirdiir. Bu cins i¢erisinde toksin virulensi, invazyonu ve antibiyotik direnci en yiiksek
tiir S. aureus’tur (Loir ve ark., 2003). Bununla birlikte sporsuz bakteriler i¢inde 1siya en
dayanikli tiirlerden birisidir. Gidalara bulasan S. aureus’un, 60 °C’deki 1siya 50 dakika
boyunca dayanabildigi bildirilmektedir (Bremer ve ark., 2004). Cogu c¢evresel sartlara,
kuruluga, dezenfektanlara, yliksek tuz konsantrasyonuna dayanabilmesi ve kolonize
olabilmesi bakterinin bulasma ve enfeksiyon olusturabilmesini kolaylastirir (Loir ve ark.,
2003). Bununla birlikte, kuaterner amonyum bilesikleri ile dezenfekte edilebilirler. Alkol ve
iyot gibi antiseptiklere de duyarlidirlar (Koneman ve ark., 2006).

Stafilokoklar, genis bir sicaklik araliginda (6,5 °C - 47 °C) iireyebilmekle birlikte,
optimal iireme sicakliklar1 35 — 37 °C’dir. Birgok besi yeri ortaminda ve pH 4 — 10 arasinda

tireyebilmekle birlikte tiremesi i¢in optimum pH 6 — 7°dir.



2.3. Morfolojik Ozellikleri

Giliniimiizde S. aureus, Stafilokok tiirleri iginde, insan ve hayvan infeksiyonlarindan,
gida kokenli intoksikasyonlardan en sik izole edilen ve iizerinde en ¢ok calisan tiirdiir.
Mikroskopta yuvarlak kiire sekilli ve diizensiz liziim salkimi benzeri gruplar halinde goriinen,
Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, genellikle kapsiilsiiz, 0,5-1,5 pm boyutlarinda bir bakteridir
(Baird-Parker 1990). Ancak nadiren de olsa invitro ortamda iireyen S. aureus’larda, gevsek
ozellikte, polisakkarit yapida bir kapsiil tespit edilmektedir ki bu yap1 bakterinin dis ortam
ylizeylerine yapigsmasini da kolaylastirir (Koneman ve ark., 2006).

Kat1 besi yeri ortaminda, diizgiin kenarli, yuvarlak, 1-3 mm. ¢apinda S (smooth) tipi
koloniler olustururlar. Olusan koloniler iginde % 10 kadar igne ucu biiyiikligiinde kiigiik
koloniler de goriiliir (Bremer ve ark., 2004). Koloniler krema kivamini andirir. Beyaz veya
altin saris1 renkte olabilir. Anaerop sartlarda veya sivi besi yerinde tiretildiklerinde altin saris1
pigment olusturmazlar. % 5 kanli agarda beta hemoliz olustururlar. Fakat bazi suslarin

hemoliz olusturmadigi da goriilmektedir (Koneman ve ark., 2006).

2.4. Biyokimyasal Ozellikleri

Stafilokoklar, atmosferik bakimdan acrop veya fakiiltatif anaerop ortamda en iyi
iireme gosterirler. Fakat anaerobik ve mikroaerofilik ortamda da iireyebilirler. Basta glikoz
olmak iizere bir¢ok sekeri (Orn; laktoz, siikroz, maltoz, trehaloz) fermente edip laktik asit
olustururlar. S. aureus’lar ise diger stafilokoklardan farkli olarak, mannitolii aerobik ve
anaerobik olarak fermente ederler ancak gaz olusturmazlar. S. aureus ve S. epidermidis yine
glikozu fermente edip asetoin (asetil metil karbinol) aciga c¢ikarirlar. Nitratlar1 nitrite
indirgerler. Hidrojen siilfiir (H2S) ve indol olusturmazlar. Stafilokoklar basitrasin ve lizozime
direncli iken furazolidon ve lizostafine duyarlidirlar (Koneman ve ark., 2006).

Koagiilaz pozitif Stafilokoklar (S. aureus, S. intermedius, S. pseudintermedius,
S. lugdunensis, S. hyicus, S. delphini, S. lutrae, S. aureus subs. anaerobius, S. schleiferi subs.
coagulans), sahip olduklar1 koagiilaz enzimi sayesinde, kan plazmasmdaki fibrinojeni fibrine
cevirip koagiilasyon olustururlar. Koagiilaz varlig1r Stafilokoklar icerisinde tiir aymriminda
kullanilan 6nemli bir 6zelliktir (Becker ve ark., 2014). Patojen S. aureus’lar, katalaz, lesitinaz
ve termoniikleaz enzimine sahiptirler. Bu enzimlerin varligini invitro sartlarda tespit etmek
miimkiindiir. S. aureus kolonilerini hidrojen peroksit (H,O;) ile muamele edip gaz
kabarciklarmin olusumu ile katalaz, besi yerine katilan yumurta sarisindaki lesitini pargalayip
kolonilerin etrafinda opak hale olusumu ile lesitinaz, besiyeri ortamma katilan DNA’y1

parcalayip HCl muamelesi sonucu yine opak hale olusumu ile DNaz enzimi varligi
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gosterilebilir. Ayrica kat1 besiyerine katilan telliiriti telliiriuma indirgeyerek siyah renkli
koloniler olustururlar (Baird-Parker, 1990). Bazi stafilokok tiirlerinin 6nemli biyokimyasal

ozellikleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Staphylococcus tiirlerinin bazi karakteristik 6zellikleri (Bergdoll, 1989)

Tiirler

Ozellikleri S. aureus S. intermedius S. hyicus S. epidermidis
Pigmentasyon +2 - - -
Koagiilaz + + +/- -
DNase + + +/- -
Hemoliz + + = +/-
Mannitol (an)® + - - -
Asetoin + - = +
Klamping + + +/- -
Hyaliironidaz + - + -
Lizostafin YD YD YD HD

a: % 90’m tizerinde, b: anaerobik sartlarda, YD: Yiiksek duyarli, HD: Hafif duyarl

S. aureus’un, % 20’ye kadar tuz konsantrasyonunda tireyebilen suslar1 bulunmaktadir.
Ancak toksin olusumu, % 10 tuz konsantrasyonunun iizerinde goériilmemektedir. Maksimum
iireyebilecegi tuz konsantrasyonu, sicaklik, pH, su aktivitesi (ay), oksidasyon rediiksiyon
potansiyeli gibi diger faktorlere bagli olarak degismektedir (Jay ve ark., 2005). Osmotolerant

ozelliginden dolay1 diisiik ay degerlerinde iireyebilen S. aureus’un, 0,83 a,,’de lireyebilmesi

ve 0,86 a, degerinde ise toksin olusturabilmesi, gida zehirlenmesi risklerini artirmaktadir.
Stafilokokkal enterotoksinlerden (SE) A, B, C, ve D tipi toksinleri, 10 °C’nin altinda da
olusturabilmeleri, gida muhafazasinda dikkate almmasi1 gereken bir durum olarak
bildirilmektedir (Erol, 2007).

Optimal pH 6-7 arasinda toksin iiretebilmekle birlikte, SEA optimal pH 5,3-6,8

arasindaki degerlerde tiretilmektedir. S. aureus’un SEB tipi enterotoksini, anaerobik ortamda,



pH 5,3’de, 30 °C’de, % 9,2 NaCl igeren kiirlenmis jambonda ve hatta 10 °C’de ve pH 5,5’in
altinda olusturulabildigi saptanmustir. Enterotoksin iiretimi aerobik ortamda, anaerobik ortama
gore daha kisa bir siirede ger¢eklesmektedir (Loir ve ark., 2003). Tablo 2’de S. aureus’un

iiremesi ve toksin olugturmasi i¢in gerekli optimal sartlar gosterilmistir.

Tablo 2. S. aureus’un iireme ve toksin olusturmasi i¢in gerekli kosullar (Erol, 2007)

Ureme Toksin Olusturma
Optimum Spektrum Optimum Spektrum
Sicaklik (°C) 37 6,7-47,8 40 - 45 10-47,8
pH 6,7 4-10 6-7 45-8
ay degeri 0,98 0,83-0,99 0,98 0,86 — 0,99
% NaCl 0 0-20 0 0-10
Atmosfer Aerop Aerop-Anaerop Anaerop Aerop-Anaerop

2.5. Viriilens faktorleri

S. aureus bir¢ok viriilens faktor barindirmaktadir. Konak hiicrelerde kolonize olmay1
yoneten yiizey proteinleri, dokularda bakteriyel yayilmayr yoneten l6kosidin, Kkinaz,
hyaliironidaz gibi invaziv etkenler, kapsiil ve protein A gibi fagositozu inhibe eden yiizey
faktorleri bunlardan bazilaridir. Bunlarla birlikte fagositozdan kurtulmay:r kolaylastiran
karetonoidler, katalaz tiiretimi gibi biyokimyasal Ozellikleri, konak immun sisteminden
saklanmay1 saglayan koagiilaz enzimi bulunmaktadir. Yine 6karyotik hiicre membranlarini
lize eden hemolizin, membran yikimlayici toksinlerden l6kotoksin, konak dokularini
yikimlayan ve diger taraftan stafilokokkal hastaliklarin semptomlarini siddetlendiren SE’ler
ile toksik sok sendrom toksini (TSST-1), eksfoliyatif toksinler (ETs) gibi ekzotoksinler
dretirler. Ayrica antimikrobiyal ajanlara karsi dogal veya sonradan kazanilmis direng
mekanizmalar1 vardir (Todar, 2018). S. aureus 'un bazi viriilens faktorleri Sekil 1°de sematik

olarak gosterilmistir (Anon, 2018).
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Sekil 1. S. aureus’un viriilens faktérlerinin sematik gériiniimii (Anon, 2018)

2.5.1. Kapsiil

S. aureus, konak immun yanitindan korunmak i¢in bircok mekanizma gelistirmistir.
Izolatlardan bir kismmnin, fagositoza kars1 direng gdsteren, bakteriyel yiizey bilesenlerini,
fagositik hiicreler tarafindan taninmasindan ve opsonin yanitindan etkin bir sekilde koruyan,
polisakkasit yapida bir kapsiil olusturdugu tespit edilmistir. Ozellikle, invitro ortamda mukoid
koloni olusturan izolatlarin kapsiile sahip olduklar1 belirlenmistir (Kuipers ve ark., 2016).

Bakteriyel hiicre duvarmni en distan ¢epecevre saran bu polisakkarit yapidaki kapsiiliin,
kapsiiler polisakkarit 5 (CP5) ve kapsiiler polisakkarit 8 (CP8) olmak {izere iki ana serotip
ozellik gosterdigi belirlenmistir. Bu kapsiillerin, tekrarlayan N-acetyl mannosaminuronic acid,
N-acetyl L-fucosamine ve N-acetyl D-fucosamine trisakkarit {initelerini ve bu {initeleri
birbirine baglayan sekerler ve asetilasyon alanlarmi birbirinden ayiran, glikozidik 6zdes
baglar igerdigi tespit edilmistir (Jones, 2005).

S. aureus’un CP5 ve CP8 yapilarmi eksperese etmesinin, invivo sartlarda hayatta
kalma sansini ve viriilensini arttirdigi bildirilmektedir. CP5, fagositoz ile bakterinin
inhibisyonu saglandiktan sonra bile, fagositlerin S. aureus’u intraselliiller olarak

oldiirmelerinden korumaktadir (Kuipers ve ark., 2016).
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2.5.2. Slime Tabakasi

Pek c¢ok stafilokok tiirii ile birlikte S. aureus da, yabanci cisimlere, plastik metal
yiizeylere, 6zellikle biyomedikal ekipmanlara yapigsmasinda, kolonize olmasinda 6nemli rol
oynayan ve immun sistem iizerinde bir¢ok farkli etkiye sahip bir slime tabakasi iiretir (Drewry
ve ark., 1990). Bu slime tabakasinin D-galaktoz, D-mannoz, D-ksiloz, D-galakturonik asit,
D-galaktozamin ve D-glukuronik asit gibi mono ve polisakkaritler, protein ve kiigiik
peptitlerden olustugu tespit edilmistir (Rozgony ve Seltman, 1985).

Slime tabakasi, hiicresel immun yaniti, fagositozu ve degraniilasyonu onler. Bakteriyi
kemotaksis, opsonizosyon ve lenfositlerin aktivasyonundan korur. Slime tabakas,
antimikrobiyal diren¢ mekanizmasinda da rol oynadigi icin, slime iiretebilen suslarla olusan
enfeksiyonlarin daha gii¢ tedavi edildigi bildirilmektedir. Biyofilm terimi ile de adlandirilan
bu tabaka sayesinde S. aureus, yilizey gerilimini degistiren ajanlara, proteazlara ve hatta
sicakliga karsi direng gelistirir. Antimikrobiyal ajanlarin, biyofilm olusturabilen S. aureus
izolatlar1 ile etkin miicadele edilebilmesi, biyofilm tabakasina niifuz edebilmelerine baghdir

(Koneman ve ark., 2006).

2.5.3. Hiicre Duvan

Stafilokoklarin hiicre duvarindaki asil yapi, hiicre duvari agirliginin yarisini olusturan
peptidoglikan tabakadir. Bu tabakanimn, enfeksiyona maruz konak¢ida, monositlerden sitokin
salmimi, trombositlerin agrege olmalar1 ve yangi bdlgesine noétrofillerin ¢ekilmesine sebep
oldugu gosterilmistir. N-asetilmuramik asit ve N-asetilglukozaminin glikan zincirleri
tabakalarmin gapraz baglanmasi ile olusturulur. Bakterinin lizozime direngli olmasindaki asil
sebebin, bu baglanma sekli oldugu diistiniilmektedir. Bakteriye sekil vermenin yani sira esnek
olabilmesini saglar. Bu tabaka insan somatik hiicrelerinde bulunmamaktadir. Bu ylizden
antimikrobiyal ajanlar i¢in iyi bir hedeftir (Koneman ve ark., 2006).

Hiicre duvarinda bulunan ikinci 6nemli bilesen teikoik asittir. S. aureus’ta bu bilesen
poliribitol fosfat molekiillerinden olusur. Bol miktarda fosfat i¢erir. Mukozalarda spesifik
reseptorlere bakterinin baglanabilmesini saglar. Hiicre membraninin dis ylizeyine bagl olarak
yerlesmis olan teikoik asitlerde ise, digerlerinden farkli olarak gliserol fosfat molekiilii
agirlikli  durumdadir. Teikokik asit, infekte konak¢i organizmasinda, monosit ve
makrofajlardan interlokin-1 salmimi, komplementin aktiflestirilmesi, antikor salinimi ve
kemotaksis gibi immun sistem yanitlarini uyarici etki gosterir. Bakterinin esnekligine katki
saglar. Dis etmenlere kars1 dayanikli ve sert bir 6zellik gostermesine katkida bulunur (Baird-

Parker, 1990, Sekil 2).
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Sekil 2. S. aureus'un patojenitesinde rol oynayan yapisal ve salgisal tirtinleri A: Logaritmik
cogalma fazinda firetilen yiizey proteinleri, durgunluk fazinda salgilanan toksinler,
B: Sitoplazmik membranm enine kesiti, C: Clumping faktoriin enine kesiti (Youssef
ve Molony, 2017)

Stafilokokkal protein A (SpA), S aureus disinda diger Stafilokok tiirlerinde ve
Mikrokoklarda bulunmayan bir protein komponentidir. Bu yiizey proteininin 42 kDa
agirligmda oldugu ve hiicre duvarinin % 7-8’ini kapsadigi bilinmektedir. SpA’nin, biri
peptidoglikan tabakasina kovalent baglar ile baglanmis olan, digeri bakterinin herhangi bir
komponentine baglanmayip hiicre disina salinan iki tiirii tespit edilmistir (Kobayashi ve
DelLeo, 2013).

S. aureus tarafindan serbest olarak salinan veya bakterinin yiizeyinde bulunan SpA
molekiilleri, konakg¢i tarafindan salgilanan IgG antikorlarmin Fc bolgelerine baglanarak
opsonofagositozisi bloklar. Boylece fagositoz kapasitesinin azalmasma sebep olarak normal
fagositozdan korunmus olur (Weigelt ve ark., 2010). Bunun disinda, bir baska alternatif yol
olarak SpA, B hiicrelerinin Fab bolgelerine baglanir. B hiicrelerinin 6liimiini indiikleyerek, S.
aureus’a ozgiil antikor tiretilmesinden korunmus olur (Kobayashi ve DeLeo, 2013).

S. aureus’a kars1 as1 gelistirme ¢alismalarinda, SpA molekiilii tastyan mutant suslarla

asilanmig bireylerde, asilamayi takiben S. aureus USA300 epidemik susu ile deneysel
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enfeksiyon olusturulmustur. Deneysel enfekte bireylerde S. aureus’un SpA molekiiliiniin
konake¢1 antikorlar1 Fc ve/veya Fab bolgelerine baglanma kapasitelerinin = distiigi
gozlemlenmistir. Bu sonug, S. aureus’un SpA aracilikli immun sistemden kagis
mekanizmasina karsi yeni tip as1 gelistirme ¢alismalarina hiz katmistir. S. aureus’un SpA
aracilikli konak immun sisteminden kagis mekanizmasi Sekil 3°de gosterilmistir (Kobayashi

ve DeLeo, 2013).
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Sekil 3. S. aureus’un SpA aracilikli konak immun sisteminden kacis mekanizmasi SA: S. aureus,
Ag: Antijen, PMN: Polimorf niikleer 16kosit (Kobayashi ve DeLeo, 2013)

2.5.4. Enzimleri
S. aureus suslarinin bliyiik cogunlugu, sebep olduklar1 lokalize enfeksiyonlarin
semptomlarini, dokularin yikimlanmasmi ve lezyonlarin ilerlemesini tesvik eden enzim ve

toksin oOzelliklerini birlikte barindiran bir ¢ok ekstraselliiler tirtin tretirler (Weigelt ve ark.,
2010).

Koagiilaz: Koagiilasyon, piht1 iginde istilac1 bakterileri yakalamak ve hareketsiz hale
getirmek i¢in mikrobiyal patojenlere karsi, konake¢i tarafindan gelistirilmis kalitsal bir
savunma mekanizmasidir ~ (McAdow ve ark.,, 2012). Koagiilaz enzimi plazmanin
pihtilasmasina yol agan bir enzimdir. (Weigelt ve ark., 2010). Stafilokok cinsi i¢inde koagiilaz

enzimi pozitif olarak taninan dokuz tiir bulunmaktadir. Bunlar:
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S. aureus, S. aureus subs. anaerobius, S. delphini, S. hyicus, S. intermedius, S.
lutrae, S. pseudintermedius, S. lugdunensis ve S. schleiferi subsp. coagulans’tir (Becker ve
ark., 2014).

S. aureus hiicre duvarinda bagh halde olan koagiilaz, plazmadaki fibrinojeni fibrine
doniistiirerek, geri doniisiimsiiz olarak fibrin agmin artirilmasint tesvik eder ve apse
formasyonunun olusmasmi hizlandirir. Bu apse etrafinda olusturulan fibrin agi sayesinde,
immun sistem hiicrelerinden ve konak¢min diger savunma mekanizmalarindan korunur
(Weigelt ve ark., 2010).

S. aureus tarafindan serbest olarak salinan koagiilaz ise plazmada bulunan koagiilaza
tepki veren faktor (coagulase-reacting factor — CRF) ile birlesir. Bu reaksiyon sonucunda
olusan stafilotrombin fibrin olusumunu destekler. Bu sekilde piht1 tabakalar1 altinda korunan
S. aureus’lar fagositoza karsi kendilerini korumus ve patojenitelerini artirmis olurlar
(McAdow ve ark., 2012).

Koagiilaz aktivitesinin test edilmesi, S. aureus’un identifikasyonunda énemli bir yere
sahiptir. Molekiiler olarak identifikasyonlar1 konfirme edilmis izolatlarla yapilan
arastirmalarda, tiip icerisinde tavsan plazmasi ile bakteri siispansiyonunun karistirilip inkiibe
edilmesi seklinde uygulanan tiip koagiilaz testinin, spesifitesinin %98,1 ve sensitivitesinin
%098,7 oldugu bildirilmistir (Tiwari ve ark., 2008).

Katalaz: Katalaz bitki ve hayvan hiicreleri ile birlikte aerobik bakteriler tarafindan
iiretilen bir enzimdir. Stafilokok tiirlerinin Streptokoklardan ayirimi i¢in in vitro olarak test
edilebilmeye ¢ok elverislidir. ilk defa Gottstein, 1893 yilinda yaymladig1 bir makalede Katalaz
enzimine arastirmacilarin dikkatlerini ¢ekmistir. Bundan otuz yil sonra McLeod ve Gordon,
katalaz iiretimi ve reaksiyonlar1 hakkindaki bilgileri ve goriisleri yayinlayarak bakteriyel
klasifikasyonda temel bir 6zellik olmasini saglamiglardir (Mustafa Ibrahim, 2014).

S. aureus’un, konak¢1 immun sisteminden kurtulup hayatta kalmasi i¢in sahip oldugu
birgok mekanizmadan birisi olan katalaz enzimi, bakteriyi hidrojen peroksit (H.0O)’in
notralizasyon etkisinden korur. Katalaz enzimi sayesinde S. aureus, H,O,’yi oksijen ve
molekiiler suya ayrigtirarak, fagositlerin sahip oldugu toksik Ozellikteki oksijen

radikallerinden kurtulup, hayatta kalmay1 basarir (Mustafa Ibrahim, 2014).

Lipaz: Adindan da anlasilacag: tizere lipaz enzimi, trigliseritleri olusturan gliserol ve
yag asitleri arasindaki ester baglarini hidrolize etmeyi katalize eder. S. aureus'un gliserol ester

hidrolaz (Geh) lipazi, 72 kDa biiyiikligiinde proenzim (proGeh) olarak salgilanir ve daha
15



sonra 42 kDa biiytikliigiinde olgun enzim formunda iglev goriir. Lipaz enzimi, S. aureus
tarafindan hiicre dis1 ortama salgilandiginda, dokularin ana govdesinin pargalanmasina ve
devaminda bakteri i¢in gerekli olan besin maddelerinin serbest hale ge¢mesine yardimci
olarak, S. aureus’un patojenitesini artirir. S. aureus’un lipolitik aktivitesi sonucunda, insan
plazmasinda, linoleik asit gibi baz1 yag asitlerinin biiyiikk miktarlarda aciga ¢ikmasina sebep
oldugu bilinmektedir (Gotza ve ark., 1998).

Geh lipazinin graniilosit fonksiyonu ve bakterisidal lipidleri inaktive ederek, konakg1
savunmasina karsi bakterilerin hayatta kalma sansmi arttirdigi gosterilmis ve bu sekilde
viriilens ile iliskilendirilmistir. Derin enfeksiyonlardan elde edilen S. aureus suslarinin,
yiizeyel apselerden elde edilenden suslardan ¢ok daha fazla lipaz aktivitesi gosterdigi de tespit
edilmistir. Lipaz inhibitorlerinin, S. aureus'ta biyofilm olusumunu azalttigi, lipaz iiretiminden
sorumlu genlerinin mutasyona ugratilmasinin, peritoneal apse olusumunun azalmasina neden

oldugu belirlenmistir (Hu ve ark., 2012).

Hyaliironidaz: Hiyaliironidazlar, yliksek molekiil agirlikli bir polimer olan, N-
asetilglukozaminin tekrar eden disakkarid birimleri ile D-glukuronik asitten olusan
hiyaliironik asit (HA)’in, B-1,4 glikozit bagin1 kesen bakteriyel enzimlerdir (Ibberson ve ark.,
2014). Hyaliironik asit, memeli hiicrelerinin plazma membraninda sentezlenir ve salgilanir.
Deride, iskelet dokusunda, gébek kordonunda, akcigerde, kalp kapakgiklarinda, beyin ve
benzeri bir takim diger dokularda bol miktarda bulunur. Konakg1 i¢in, dokularda bulunan
suyun osmotik basincinin ayarlanmasina, hiicre ¢ogalmasina yardimci olmak ve bir bagisiklik
diizenleyicisi olarak davranmak gibi ¢ok sayida fonksiyonu gergeklestirir (Hynes ve Walton,
2000).

Bakteriyel hiyaliironidazlar tarafindan HA'nin boliinmesi, B-1,4 glikozidik bagm yok
edilmesi ile olusur ve doymamis disakkaritlerle sonuglanir. Hiyaliironidazlar, hiicreler ve
dokular arasinda yayilma yetenegi saglamasi nedeniyle, S. aureus ig¢in, temel viriilens

faktorlerden birisi olarak kabul edilmektedir (Laurent ve Fraser, 1992).

Deoksiriboniikleaz: Birgok 6nde gelen patojen bakteri, konagin immiin tepkisiyle
miicadelede 6nemli bir role sahip niikleaz enzimleri salgilar (Olson ve ark., 2013). Enzim;
mikrokokkal niikleaz, deoksiriboniikleaz ve DNaz gibi bir¢cok farkli isimle anilmaktadir
(Olson ve ark.,, 2013). DNaz enzimi bir fosfodiesteraz olup niikleotidleri 3’-
fosfomononukleotidlere parcalar. DNA molekiilleri eklenmis besiyerinde, S. aureus izolatlart,

salgiladiklar1 DNaz enzimi ile ortamdaki DNA’lar1 hidrolize ederler. Boyle bir besiyerine S.
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aureus ekimi yapilip bir gece inkiibe edildikten sonra, 6érnegin 1 N hidroklorik asit (HCI)
dokiiliip ortam asitlestirildiginde, iireyen kolonilerin etrafinda opak bir zon olustugu

gozlemlenebilir (Smith ve ark., 1969).

Isiya Direncli Termoniikleaz: S. aureus'un, termostabil bir niikleaz enzimi salgiladig1
ilk defa 1956 yilinda Cunningham ve arkadaslar1 tarafindan tespit edilip isimlendirilmekle
birlikte bu enzimin, S. aureus’un patojenitesindeki 6nemi ancak son yillarda ortaya konmustur
(Cunningham ve ark., 1956, Olson ve ark., 2013). S. aureus suslarmin % 98-100’{iniin
salgiladig1 bu termoniikleaz, DNA ve RNA’y1 parcalayabilmekte ve 30 dakika kaynatmaya
direng gosterebilmektedir. Hem hiicre i¢ci hem hiicre dis1 niikleolitik 6zellige sahiptir
(Bergdoll, 1989).

Niikleaz aktivitesi, klinik izolatlar arasinda olduk¢a korunmus bir viriilens faktoriidiir.
Kan kiiltiirlerinde S. aureus'un dogrudan saptanmasi i¢in bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir.
Diisiik maliyetli ve uygulanmasi nispeten kolay olan termostabil DNaz testinin sensitivitesi
(% 85-100) ve spesifitesinin (% 93-100) yeterince yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte tiip koagiilaz testi ile aralarinda yiiksek derecede korelasyonun bulundugu tespit
edilmistir (Lagace-Wiens ve ark., 2007). Yakin zamanda yapilan caligmalarda, niikleaz
enziminin, S. aureus'da biyofilm olusumunda bir modiilator olarak ek bir role sahip oldugu da

gosterilmistir (Kiedrowski ve ark., 2011).

Stafilokinaz: Stafilokinaz, S. aureus'un lizojenik suslar1 tarafindan tretilen, 136
aminoasitten olusan bir proteindir. Bir plazminojen baglanma bolgesi ve bir serin proteaz
alanm1 igermektedir. Bu sekliyle, yapisal olarak diger plazminojen etkinlestiricilere
benzemektedir. Stafilokinaz, plazminojenin aktivasyonunu saglar. Plazminojen, fibrinolitik
bir proteaz olan plasminin proenzimidir. Stafilokinaz-plazminojen kompleksi, fibrin i¢in
yiiksek affiniteye sahip olup, etkili bir trombolitik ajandir (Collen, 1998).

Halen Stafilokok enfeksiyonlarinda, Stafilokinazin rolii hakkinda sl bilgi vardir.
Stafilokinaz, konak¢i bagisiklik sistemi ile dogrudan etkilesime girer ve a-defensinlerin
bakterisidal etkilerini ortadan kaldirir. S. aureus'un yiizey reseptorlerini konakg1 plazminojeni
ile baglayarak ve tim defensin faktorleriyle etkilesime girerek, konak¢i immun sisteminin

savunmasindan kagar. Boylece konak¢1 dokularinin iggali kolaylasmis olur (Jin ve ark, 2004).

Penisilinaz: Penisilinaz iireten S. aureus suslari, esasinda diger S. aureus suslarma

nazaran daha fazla viriilent degildir. Ancak bir S. aureus susunun penisilinaz tiretmesi, onu
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klinik ve toplumsal epidemiyoloji yoniinden Onemli kilar. Penisilinaz enzimi, penisilin
molekiiliindeki beta-laktam zincirini hidrolize edip bu molekiilii inaktive eder. Penisilinaz
iiretimi, hiicre boliinmesi sirasinda replike olan ve bakteride ekstrakromozomal olarak

bulunan plazmidler veya epizomlar tarafindan kontrol edilir (Weigelt ve ark., 2010).

Lesitinaz: Lesitinaz enzimi, ¢ogu S. aureus susu tarafindan sentezlenir. Insan
serumunda bulunan lesitin lipoprotein kompleksini ayristirir. Lesitinaz reaksiyonu bir tiir lipaz
aktivitesidir. Benzer sekilde, yumurta sarisinda da bulunan lesitin, Baird-Parker Agar besi yeri
ortamina yumurta sarisit emiilsiyonu katilarak, besi yerinde tiretilen S. aureus kolonilerinin

etrafinda seffaf bir presipitasyon zonu olusmasi ile test edilmektedir (Matos ve ark. 1995).

2.5.5. Toksinleri

S. aureus tarafindan gidalarda veya konakg1 hiicre ve dokularinda iiretilen toksinlerin
biiyiik ¢cogunlugu biyolojik membranlara zarar verir ve hiicrelerin 6liimiine yol agar. Bunun
yani sira bu toksinler, konak¢1 savunma sistemini inhibe eder, savunma sisteminin S. aureus’u
tanimasini engeller veya konak¢1 savunma hiicrelerinin bakteriyi elemine etmesinin Oniine
gecer. Hiicre ve dokularda hasara yol agan bu ¢ok yonlii toksinleri dort ana baslikta toplamak
miimkiindiir. Bunlar: Sitolitik toksinler, eksfoliyatif toksinler, toksik sok sendrom toksini ve
stafilokokkal enterotoksinlerdir (Otto, 2014).

Sitolitik Toksinler: Sitoplazmik membran, S. aureus tarafindan iretilen ¢esitli
toksinlerle birlikte bir¢ok bakteri toksininin hedefidir. Bu toksinler zarda gézenek olusumuna
neden olur ve hayati molekiiller/metabolitler hiicre digina akar. Bu nedenle bu toksinler
sitolitik olarak degerlendirilir. S. aureus ¢esitli sitolitik toksinler tiretir. Bunlar eritrositler
ve/veya lokositleri parcalarlar. Eritrositleri pargalayanlar hemolizinler olarak bilinirken,

l16kositleri hedef alanlar I6kotoksinlerdir (Otto, 2014).

a- (alfa) hemolizin

a-hemolizin, yaygin olarak a-toksin olarak da adlandirilir. Hiicresel spesifitesinin
genis olmasmdan dolay1r hem cilt nekrozu, hem de 6nemli dliimciil enfeksiyonlarda yara
olusumu nedeni olarak kabul edilmistir. S. aureus a-hemolizini, konak¢1 hiicre zari iizerinde
bir heptamerik yapiya baglanabilen ve oligomerize olabilen, suda ¢dziinen bir monomer
olarak salgilanmaktadir. Ektraselliiler olarak salgilanan toksin 293 aminoasitten olusmakta ve

yaklagik 33 kDa agirligindadir. a-hemolizinin kristal yapis1 Sekil 4’te gdsterilmistir. Bu yapi,
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konak¢i hiicre membraninda porlar olusturarak, kalsiyum (Ca), potasyum (K),
adenozintrifosfat (ATP) ve diisiik molekiil agirliga sahip diger hayatsal molekiillerin hiicre
disina akmas1 ve hiicrenin 6liime siiriiklenmesine sebep olur. Hiicre membrani lipitlerinde
delik acarak, membran lipitleriyle reaksiyona girerek bu islevlerini gergeklestirir (Berube ve

Wardenburg, 2013).

Sekil 4. S. aureus’un irettigi o-hemolizinin yapist A: Enine Kesiti, B: Dikey kesiti, Stem:
Hiicre membraninda acilan delige baglanan kok kismi, Cap: Hiicre membraninda
acilan deligin girisini sinirlandiran bdlge, Rim: Hiicre membrani arayiiz bdlgesi

(Berube ve Wardenburg, 2013)

Yapilan ¢alismalar a-hemolizinin, epitel hiicreleri, endotel hiicreleri, T hiicreleri,
monositler, makrofajlar ve notrofiller gibi bir dizi diger hematopoietik hiicre de dahil olmak
iizere ¢ok cesitli insan hiicre tiplerinde toksik etki olusturabildigini gostermistir. S. aureus
genomu tizerinde, a-hemolizin aktivitesinden sorumlu, 1620 baz ¢ift uzunlugundaki genomik

DNA fragman bdlgesi tespit edilmistir (Fairweather ve ark., 1983).
B - (beta) hemolizin

S. aureus tarafindan firetilen PB-hemolizin, o-hemolizinin aksine hiicre membrani

iizerinde gozenek olusturmaz. Bunun yerine konak hiicre membran lipiti olan sfingomiyelini
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hidrolize eden notr bir sfingomiyelinazdir. Hemolitik etkinligi i¢in -hemolizinin enzimatik
aktivite gostermesi gereklidir (Huseby ve ark., 2007).

Sitotoksisiteye yol acan mekanizma halen iyi anlagilamamistir. Yiiksek kolesterol
iceren lipit (sfingomyelin) mikro alanlarda yogunlasir. Sentetik ¢ift tabakali lipit yapilarn,
sfingomyelinaz ile muamalesi sonucu, kolesterolden zengin mikroalanlarin kiimelendigi
goriiliir. Tki katmanli bu yapinm stabilitesinin bozulmas1 ve hiicre membraninmn akiskanligmin
degismesinin hiicre 6liimiine sebep oldugu one siiriilmektedir (Vandenesch ve ark., 2012).
Ayrica toksinin, prolifere olan insan lenfositlerini de 6ldiirebildigi gosterilmistir (Huseby ve
ark., 2007). B-hemolizinin eritrositleri lize edebilmesi, ancak diisiik 1s1ya gecis yapildiginda
gozlemlenir. Bu da p-hemolizinin, en azindan eritrositlere karsi etkinliginin, diger

hemolizinlerden diisiik oldugunu gostermektedir (Vandenesch ve ark., 2012).

6 - (delta) hemolizin

Hiicre membran yapisini bozan 8- hemolizinler, bundan 60 yil dnce Wiseman
tarafindan saflastirilip isimlendirilmistir. Bir hidrofilik ve bir hidrofobik yiizeylere sahip alfa
heliks yapili kiigiik bir amfipatik peptittir. Hemolitik aktivitesi ti¢ farkli mekanizma ile
aciklanmaktadir. ilk olarak, delta hemolizin hiicre yiizeyine baglanir ve kiimeleserek
membranda porlar agar. ikinci olarak, hiicre yiizeyine baglanir ve membranin kavisli yapisini
etkileyerek stabilitesini bozar. Uciinciisii ise, yiiksek konsantrasyona ulastiginda hiicre
membraninda bir deterjan etkisi géstererek membrani ¢oziindiiriir (Vandenesch ve ark., 2012).
Bu grup sitotoksik amfipatik peptitler, PSM’ler (phenol soluble modulins) olarak yeniden
isimlendirilmiglerdir. PSM’lerin 20-26 ve 44 aminoasit uzunlugunda ii¢ gruptan olustugu

belirtilmektedir (Queck ve ark., 2009).

v - (gama) hemolizin ve iki bilesenli lokosidinler

Alfa hemolizinin aksine, bu grup toksinler, elektroforetik hareketlilige dayanarak
smiflandirilan ve S (slow, yavas) ve F (fast, hizli) olarak adlandirilan iki polipeptid icerir. Bu
iki bilesenli toksinlerin protein yapida olduklar1 ve S. aureus’un ylizey bilesenlerinin en
baskin proteinleri olarak logaritmik ilireme fazinin ge¢ donemlerinde salgilandiklar1 tespit
edilmistir. Gama hemolisinler (HIg), iki kombinasyonlu S bileseni (HIgA ve HlgC) ile HigB
olarak adlandirilan F bileseninden olusur. Ozellikle nétrofiller igin toksik olan Pantone-
Valentine 16kosidin (PVL) ise 16kosidin S-PV (LukS-PV) ile 16kosidin F-PV (LukF-PV)’den
olusmaktadir. LukED, LukGH, LukAB olarak isimlendirilen toksinler de bu iki bilesenli
yapiy1 gosterirler (Dumont ark., 2011).
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Bu toksinler ve onlarin zarlarda por olusturma mekanizmalar1 ayr1 ayr1 incelenmekle
birlikte, cogunlukla diger toksinlere benzer sekilde ¢alistiklar1 diisiiniilmektedir. Suda eriyen
monomerler olan dort S bileseni ile dort F bileseninin her biri, sirayla hiicre yiizeyine
baglanir. Daha sonra, hiicre membraninda agilacak delikten dnceki bir yap1 olan oligomerler
olusur ve oligomerlerin olusumunu delik olusumu takip eder. Bu lokotoksinler ile konakg1
hiicre yiizeyi arasindaki reaksiyonlar, fagositoz gibi siireglerde, immun sistem hiicreleri ile S.
aureus’lar direk temasa gectiklerinde gelismektedir. Bu tiir 16kotoksinleri iireten suslar,
belirgin sekilde digerlerine gore fagositoza daha direnclidirler (Ventura ve ark., 2010).

LukED’ler tavsan eritrositlerini hemolize ederler. PVL’ler ise hemolitik degillerdir.
LukAB ve LukGH’larin da hemolitik aktiviteleri rapor edilmemistir. Ancak gama hemolisin
ve PVL’ler insan nétrofilleri icin 10 ng/ml oraninda bile yiiksek derecede sitotoksik etki
gosterirler. LukAB ve LukGH ise aymi hiicre membranlarinda, ancak yiiz kat daha yogun
konsantrasyonda etki gosterebilirler. Yine de kabul goren goriise gore Gama hemolisin, PVL,
LukED, LukAB ve LukGH’lar konak hiicre membranlarinda sinerjik etkiye sahiptirler.
Ornegin; S. aureus’ta LukAB sentezlenmesinden sorumlu luKAB geni noksanhiginda, bakteri-
fagosit etkilesimi sonucu bakterinin fagositik hiicreleri 6ldiirme yeteneginin belirgin sekilde
azaldig1, lukAB—negatif stafilokoklarin fagositler tarafindan daha kolay 6ldiiriilebildigi tespit
edilmistir (Dumont ark., 2011).

Baz1 deneysel enfeksiyon calismalarinda, S. aureus’larin saha susglari ile hemolizin
ve/veya lokotoksinleri iiretemeyen mutant suslar karsilastirilmistir. Mutant suslarin sebep
oldugu enfeksiyonlarda apseler, deride nekrotik lezyonlar, osteomyelitis, pndomoni,
endoftalmitis, beyin apseleri, bakteriyemi gibi patolojik olaylarin siddetinde azalmalar tespit
edilmistir (Vandenesch ve ark., 2012). Ayrica yalnizca metisiline direngli suslarda degil ayni
zamanda metisiline duyarli S. aureus’larda (MSSA) da PVL’ler yiiksek oranlarda tespit
edilmektedir. Bu izolatlarda PVL’lerle birlikte, a-hemolizin, p-hemolizin, LUKED, proteaz A
ve proteaz B virlilens faktorlerinin liretiminden sorumlu genlerin de yiiksek oranda tespit

edilebildigi bildirilmistir (Sudagidan ve Aydin, 2010).

Eksfoliyatif Toksin: Eksfoliyatif toksinler (ETS), ¢cogunlukla yenidogan ve bebekleri
etkileyen yiizeysel deri katmanlarinin kaybi, dehidratasyon ve sekonder enfeksiyonlarla
karekterize, Stafilokokkal haslanmis deri sendromu (staphylococcal scalled skin sendrom,
SSSS)’na sebep olan tek ajan olarak dikkat ¢ekmektedir. ETs’ler, derideki dezmozomal
proteinleri segici olarak taniyip, proteaz ve esteraz aktiviteleri ile hidrolize eden, boylece

intraselliiler kopriileri yikimlayip ayrilmalarina sebep olan, yliksek substrat 6zgiilliigiine sahip
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serin proteazlaridir. Ancak birincil olarak hiicre dliimiine sebep olacak etki tagimamaktadirlar
(Bukowski ve ark., 2010).

SSSS’de, organizmanin toksine karsi olusturdugu antikor yanitma bagli olarak, deri
lezyonlar1 lokalize olusabilecegi gibi, tiim viicutta yaygin olarakta gelisebilmekte ve lezyonlar
steril olarak gozlemlenmektedir. Sendromda erken semptomlar ates, kirginlik, yorgunluk,
uyusukluk ve istah kaybidir. Bu semptomlar1 eritematéz dokiintiiler, patlamaya meyilli,
biiyiik, i¢i sivi dolu kabarciklarin olusumu izler. Sekonder enfeksiyonlarla birlikte
seyrettiginde mortalite yiikselebilmektedir (Ladhani, 2003).

S. aureus’lar, A tipi (ETA) kromozomal, B tipi (ETB) plazmide bagli genler
tarafindan kodlanan iki antijenik tipin yani sira, at deri enfeksiyonlarinda tespit edilen C tipi
(ETC) ve benzer 6zelliklere sahip olup farkli genler tarafindan kodlanan D tipi (ETD) olmak
iizere dort tip eksfoliyatif toksin salgilarlar. ETA, belli bir seviyeye kadar 1s1ya direngli, ETB
ise 1s1ya duyali olup, toksinlerin molekiiler agirliklar1 30 kDa civarindadir. Avrupa, Amerika
ve Afrika’da siklikla rastlanan toksin iireten suslardan % 80’nin {izerinde ETA izole edildigi,
yalnizca Japonya’da ETB iireten suslara daha fazla rastlandigi bildirilmektedir (Bukowski ve
ark., 2010).

Toksik Sok Sendrom Toksini (TSST-1): S. aureus’un en iyi bilinen
stiperantijenlerinden biri olan toksik sok sendromu toksini (TSST-1), 22-kDa molekiil
agirhigma sahip tekli polipeptid zincir yapisinda bir protein olup IL-1, IL-2, TNF-a ve diger
sitokinlerin salmimini uyararak toksik sok sendromuna (TSS) neden olur (Otto, 2014).

TSST-1, kromozomal olarak lokalize olan tstH geni tarafindan kodlanmaktadir.
Proteolitik enzimlerle muamale ve bir saat kaynatma sonucunda bile aktivitesini belirgin
derecede korudugu bildirilmektedir. TSST-1, ilk Onceleri enterotoksin F ve pirojenik C
ekzotoksini olarak tanimlanmasma ragmen kusmaya neden olmamasi ile enterotoksin
sliperantijenlerinden ayrilmis, daha sonraki calismalarda farkli bir toksin oldugu ortaya
konulmustur. Endoteliyal hiicrelerde sivi kaybi ve daha ileri sevilere ulastiginda sitotoksik
etki olusturur (Dinges ve ark., 2000).

TSS, ciddi ve mortalitesi yiiksek bir hastaliktir. 1978 yilinda Todd ve arkadaglar1
tarafindan bircok organi birden etkileyen bir sendrom olarak tanimlanmis ve 1980'lerde
tampon kullanimma bagl bir salgin da olugturmustur (Otto, 2014). Sendromda ates, diyare,
deride dokiilmeler, hipovolemik sok ve buna bagli bobrek ve diger organ yetmezlikleri sonucu

Oliime kadar gidebilen bir tablo mevcuttur (Konemann ve ark., 2006).
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Stafilokokkal Enterotoksinler: Stafilokokal enterotoksinler (SE), 26-29 kDa arasinda
diistik molekiil agirliklara sahip tek zincirli globuler polipeptidlerden olusan bir protein
grubudur (Bhatia ve Zahor, 2007, Sekil 5). Yapilarinda en fazla tirozin, lizin, glutamik asit ve
aspartik asit amino asitleri bulunmaktadir (Bergdol, 1989). izoelektrik noktalar1 7-8,6 arasinda
degismektedir. Baslica S. aureus tarafindan salgilanan enterotoksinleri ayni zamanda, S.
intermedius, S. conhii, S. hyicus, S. capitis, S.lentus, S. xylosus ve S. epidermidis tiirlerinin de
salgiladiklar1 bilinmektedir (Bhatia ve Zahor, 2007).

SEC3

Sekil 5. Cesitli pirojenik toksin siiperantijenlerinin ii¢ boyutlu ¢izilen serit diyagramlart TSST-1: Toksik
sok sendrom toksini, SEA: Stafilokokkal A enterotoksini, SEB: Stafilokokkal B enterotoksini,
SEC3: Stafilokokkal C3 enterotoksini, N: N-terminal amin grubu, C: C-terminal karboksil
grubu (Bohach ve ark., 1996)

Serolojik olarak, 5 temel stafilokokal enterotoksin tipi (SEA, SEB, SEC, SED, SEE)
tanimlanmustir. Bunlarla birlikte 14 farkli toksin tipinden bahsetmek miimkiindiir (Kadariya
ve ark. 2014). Bunlar SE benzeri toksinler (SE-like toxins, SEI), SEIG, SEIl, SEIH, SEIJ,
SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, SEIO, SEIP, SEIQ, SEIR, SEIU olarak isimlendirilmis olup yakin
zamanda identifiye edilmistir. Bu toksinlerin yap1 ve fonksiyonlarmna iligkin ¢aligmalar devam
etmekle birlikte bazilarmin emetik aktivitesinin olmadigi da bildirilmistir (Dinges ve ark.,
2000, Nashev ve ark., 2007, Aydin ve ark., 2011).

Ancak SE benzeri toksinlerden SEG ve SEI toksinlerinin, gida zehirlenmeleri, toksik

sok sendromu ve stafilokokkal kizil hastaligi ile iligkili olup, bu vakalarda rol oynadiklar1 da
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gosterilmistir (Jarraud ve ark., 1999). Enfeksiyon etkeni suslarin diginda, Ozellikle nazal
tastyicilikla iligkili suslarin, SE tiirlerinden SEG, SEI, SEH, SEM, SEN, SEO, SEU
toksinlerine ait genleri daha fazla oranda tasidiklarini ortaya koyan ¢aligmalar da mevcuttur
(Nashev ve ark., 2007).

SE’ler, pepsin, tripsin, kimozin, papain gibi proteolitik enzimlere direnglidir (Erol ve
Iseri, 2004). S. aureus enterotoksin A (SEA) ve enterotoksin B (SEB) 100° C’de 90 dakika ve
120° C’de 30 dakika, SEC toksini ise 100° C’de 180 dakika ve 120° C’de 60 dakikaya kadar
1stya direngli olduklar1 bildirilmektedir (Tibana ve ark., 1987).

Enterotoksijenik S. aureus’larin, gidalarda toksin olusturabilmeleri igin uygun
sicaklik, nem, su aktivitesi, pH, redoks potansiyeli gibi sartlar1 kullanarak 10° kob/g-mL
diizeyine kadar ¢ogalabilmeleri yeterlidir. Toksinlerin sulu ve tuzlu ¢6zeltilerde iyi ¢oziindigii
gbzlemlenmistir. Termal sartlara gosterdikleri direng, toksinin safligi, serolojik tipi, yaklasik
toksin miktari, ortam pH’s1 vb. kriterlere baghdir (Tibana ve ark., 1987).

SE’ler, bir primat modelde kusma ve gastroenteritise neden olma, siiperantijenite
ozelligi gosterme, orta derece ve iistii sicakliga ve pepsin sindirimine karsi direngli olma,
molekiiller aras1 distilfit bag1 benzerligi gosteren tersiyer yapisal benzerlik gibi 6nemli dort
ortak ozellik gostermektedirler (Dinges ve ark., 2000). Isiyla tahrip olan bir enterotoksinin
yiiksek pH’ya maruz birakilarak muhafazasinin ardindan, tekrar aktive olabildigi bildirilmistir
(Schwabe ve ark., 1990).

Baslica SE’lerin 6nemli karakteristik ve yapisal Ozellikleri Tablo 3’te agiklanmistir

(Loir ve ark., 2003).
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Tablo 3. Stafilokokkal enterotoksinlerin (SE) 6nemli karakteristik 6zellikleri (Loir ve ark., 2003)

ORF Prekiirsor Olgunlasmus Molekiiler

SE uzunluk uzunluk  SE uzunluk  agwrhk izoelektrik
Tipi (bp) (aa) (aa) (kDa) nokta Referanslar
774 257 233 27,100 7.3 Betley ve Mekelanos, 1985
B 801 266 239 28,336 8.6 Johns ve Khan, 1988
C1 801 266 239 27,531 8.6 Bohach ve Sclievert, 1987
C2 801 266 239 27,531 7.8 Bohach ve Sclievert, 1989
C3 801 266 239 27,563 8.1 Hovde ve ark., 1990
D 777 258 228 26,360 7.4 Chang ve Bergdoll, 1979
E 774 257 230 26,425 7.0 Couch ve ark., 1988
G 777 258 233 27,043 5.7 Munson ve ark., 1998
H 726 241 218 25,210 bm Su ve Wong, 1995
| 729 242 218 24,298 bm Munson ve ark., 1998
J 806 268 245 28,565 8.65 Zhang ve ark., 1998
K 729 242 219 25,539 6.5 Orwin ve ark., 2001
L 723 240 215 24,593 8.66 Fitzgerald ve ark., 2001
M 722 239 217 24,842 6.24 Jarraud ve ark., 2001
N 720 258 227 26,067 6.97 Jarraud ve ark., 2001
O 783 260 232 26,777 6.55 Jarraud ve ark., 2001

bp: baz pargasi, aa: aminoasit, bm: belirlenmemis, kDa: kilodalton

Tiiketilen gidalarda, ortalama 20-100 ng toksin bulunmasi, abdominal kramplar, mide
bulantilari, kusma, ishal ve nadiren (vakalarm % 0,03’{inde) 6liim vakalarina sebep olur
(Guillier ve ark. 2016). ABD’de ortaya g¢ikan bir okul salgininda, zehirlenmeye sebep olan
cikolatali kutu siitlerde SEA’nin miktari, kutu basina 94-184 ng (ortalama 144 ng) olarak
tespit edilmistir (Evenson ve ark., 1988).

Gida ve gida hammeddelerinde, 1s1l islem Oncesi toksin olusumu engellenememisse,
toksin olusumundan sonra pisirme veya pastorizasyon ile toksin inaktive edilemez. SE’lerin
olustugu gidanin tiiketilmesinden sonra, toksinlerin absorbsiyonu ve devaminda
gastroenteritis sozkonusudur. Vagus sinirleri ve medulla oblangata, toksinler tarafindan
uyarilarak siddetli kusma kramplar1 olusur. Mideyi gegip barsaga ulagan SE’ler barsak epitel
hiicrelerini pargalarlar. Sonugta intestinal villiler ¢ok biiyiik hasara ugrar (Tibana ve ark.,
1987, Loir ve ark., 2003, Becker, 2018).
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SE’lerin gidalarla alinmasini takiben insanlar iizerindeki etkisi kisiden kisiye
degisiklik gostermektedir. Baz1 vakalarda, ayni giday: tiiketen farkli insanlarin bir kisminda
semptomlara rastlanirken bir kisminda rastlanmadigi veya semptomlarin siddetinde belirgin
farklarin olustugu goriilmektedir. Bununla birlikte, ¢cok daha az miktarda toksine maruz kalan
hasta insanlar, yaslhilar ve bebeklerde daha siddetli semptomlarn olustugu gozlemlenmistir
(Becker, 2018).

Kontamine gidalarin tiikketiminden yaklasik 1-4 saat sonra belirtiler ortaya cikar.
Stafilokokkal intoksikasyonlarda ilk belirgin semptom agizda salya artisidir (Loir ve ark.,
2003). Sindirim sistemindeki lokal noral reseptorlerin SE’ler tarafindan uyarilmasi sonucu,
nervus vagus ve sempatik sinirler araciligiyla beyindeki kusma merkezi uyarilir. Bu uyarim
genellikle kusma ile sonuglanir (Tamime, 2017). Devaminda karin agrisi, mide bulantist ve
kusma kramplar1 baglar. Kusmuk iceriginde ve gaitada mide-barsak kanamasina isaret eden
kan kalintilar1 goriilebilir. Hastada siddetli bas agris1 vardir. Viicut 1sis1 disiiktiir, halsizlik ve
istime belirtilere eslik edebilir. Mide ve barsakta siddetli kramplar, bu kramplara bagl olarak
terleme dikkat ¢eker. Tibbi miidahele gecikirse su kaybi fazlalasir, nabiz diisebilir ve sok
tablosu gelisebilir. Genellikle hastalik, bir ka¢ giin i¢inde kendini simnirlayan bir tablo
gostererek kaybolmaktadir (Loir ve ark., 2003). Daha ciddi vakalarda kan basinci ve nabiz
sayilarinda degisiklikler gozlemlenir. Oliim nadiren (vakalarin % 0,03’{inde) sekillenmekle
birlikte, bebekler, yashilar ve kronik hastaliklar1 olan bireyler ciddi risk grubu hastalardir
(Soriano ve ark., 2002).

SE’ler siliperantijenik 6zellik gosterirler. Hiicrelerde meydana gelen immun yanit,
membrana bagli T hiicre reseptorleri (T cell reseptéor, TCR) tarafindan bu antijenlerin
taninmasiyla baslar. Siiperantijenler, antijen sunan hiicreler iizerindeki MHC simif II (class II
major histocompatibility complex) molekiillerine baglanarlar. Boylece olusan kompleksi
TCR’ler tanir ve etkilesim gergeklesir. Bunun yani sira siiperantijenler, B-zinciri tizerinde
nonspesifik farkli bolgelere baglanmalar1 sonucu, geleneksel antijenlerden daha yliksek
diizeyde T hiicresini aktive edebilirler (Otto, 2014).

Bilinen klasik enterotoksinler (SEA, SEB, SEC, SED, SEE), stafilokokal gida
intoksikasyonlarinin ¢ok biiyiik bir kismindan sorumlu tutulmaktadir. Sonradan tespit edilip
isimlendirilen SE’ler ise intoksikasyonlarm c¢ok az bir kisminda tespit edilebilmektedir
(Bhatia ve Zahor, 2007).

SEA toksini, asil yiikksek miktarda S. aureus’un logaritmik iireme fazinin ilk
doneminde sentezlenmektedir. Bu yiizden bakteri, optimum ¢evresel sartlara sahip olamasa

bile, genelde intoksikasyon yapabilecek diizeyde SEA toksini iiretebilmektedir. Stafilokokal
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gida intoksikasyonlarinda en sik karsilagilan toksinin SEA olmasinin temel nedeni de budur
(Kadariya ve ark., 2014). entA geni 771 baz giftinden olusur. Bir bakteriyofaj tarafindan
taginir ve SEA’y1 kodlar (Bhatia ve Zahor, 2007).

SEB, logaritmik iireme fazmin sonunda ortaya ¢ikar. Bu yiizden sekonder metabolit
olarak degerlendirilir. SEB kontamine bir gidada, 20 saatten 6nce tespit edilememistir (Erol,
2007). SEB, 900 niikleotid i¢eren entB geni tarafindan kodlanir. Gida zehirlenmelerinden
izole edilen klinik S. aureus izolatlarinda entB geninin kromozomal olarak yerlestigi tespit
edilmistir. SEB ile SEC1 toksinlerinin amino asit dizilimlerinde % 65 civarinda benzerlik
saptanmustir (Bhatia ve Zahor, 2007).

SEC toksini de sekonder metabolit olarak ortaya c¢ikar ve SEB’ye benzer sekilde
logaritmik {ireme fazinin sonunda olusur. (Erol, 2007). Gida zehirlenmelerinden en siklikla
izole edilen ikinci 6nemli toksindir. SEC1, SEC2 ve SEC3 olmak tizere 3 farkli alt tipi vardir.
SEC3, serolojik olarak SEC1 ve SEC2 ile cok yakin olmasina ragmen, molekiiler olarak
tamamiyla benzerlik gostermemektedir. entC3 geni 801 baz ¢iftinden olusmaktadir. SEC3 ile
SECI arasmda % 97 diizeyinde bir niikleotid sekans benzerligi saptanmistir. SEC3 ile SEC2
arasinda 4, SEC1 arasinda ise 9 aminoasitlik bir fark vardir (Becker, 2018).

SED, gida kaynakli zehirlenmelerden izole edilen toksinler igerisinde en yaygin
toksinlerden biridir. entD geni SED toksinini kodlar ve lokasyonunun bir penisilaz plazmidi
iizerinde oldugu tespit edilmistir (Becker, 2018). Ortamda ¢inko (Zn*?) bulunmasi
durumunda, SED siiperantijeni, MHC smif II molekiillerine yiiksek affinite gostermektedir
(Zhang ve ark. 1998).

SEE toksinine stafilokokal intoksikasyonlarda ¢ok sik rastlanmamaktadir. SEE, SED
ve SEA’nin sekans analizlerinde yiiksek diizeyde yakinlik tespit edilmistir. Bu sekans
analizlerine gére SEE ile SEA arasinda % 81 benzerlik oldugu bildirilmektedir. SEE’yi entE
geni kodlar (Becker, 2018).

Kremali pastalarda S. aureus’un gelisebilme ve enterotoksin olusturma
karakteristiklerinin incelendigi bir ¢calismada; 6ncelikle kremalar 10%, 10*,10° kob/ g diizeyinde
S. aureus ile kontamine edilmistir. Ardindan pastalar 4, 10, 18, 25 ve 30 °C’lerde muhafaza
edilmis ve 2, 6, 12, 24 ve 48 saat araliklarla Ornekler almmistir. Alinan Ornekler
mikrobiyolojik, serolojik olarak SE’ler yoniinden incelenmistir. Bildirilen sonuglara gore 4 ve
10°C’lerde muhafaza edilen pastalardan alinan 6rneklerde 48 saat sonunda toksin olusumu
tespit edilmemistir. 18°C’de 10* ve 10° kob/ g diizeyinde kontaminasyonlarin oldugu

numunelerde 24 saat sonunda SEA tespit edilmistir. Yine 25 ve 30°C’lerde muhafaza edilen
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pastalardan alinan 6rneklerde ise toksin olusumunun 12. saatte basladig1 bildirilmistir (Alisarlt
ve ark. 2003).

Benzer bir calismada da, otlu peynir yapiminda kullanilacak olan siitin 1 mL’si 10°
sayida enterotoksin iiretebilen referans suslarla kontamine edilmis, 3. giinden itibaren tespit
edilebilme seviyesine ulasan toksinlerin, 90 giinliik olgunlagsma periyodu boyunca artarak
devam ettigi gosterilmistir (Akkaya ve Sancak 2007). Tablo 4’te S. aureus gelisimi ile
enterotoksin olusumunu etkileyen faktorler ve bu faktorlerden etkilenen enterotoksin tipleri

ayrmtil olarak 6zetlenmistir.

Tablo 4. S. aureus gelisimi ile enterotoksin olusumunu etkileyen faktorler ve etkilenen enterotoksinler (Schelin
ve ark., 2011)

S. aureus gelisimi Enterotoksin olusumu
Faktor Optimum Spektrum Optimum Spektrum Etkilenen Toksinler
Sicaklik 35-41°C 6-48 °C 34-40 °C 10-46 °C SEA, SEB, SEC, SED
pH 6-7 4-10 7-8 5-9,6 SEA, SEB, SEC, SED,
SEE
aw 0,99 0,83 >0,99 0,99 0.86>0,99 SEA, SEB, SEC, SEH
NaCl %0 % 0-20 %0 % 0-12 SEA, SEB, SEC
Oksijen Aerobik Aerobik Aerobik Aerobik SEA, SEB, SEC, SEH
Anaerobik Anaerobik

SEC belirgin sekilde
Lactococcus diiser, SEA etkilenir
lactis ilavesi - - - - fakat duragan tireme

fazinda korunabilir

SE’lerin laboratuvar sartlarinda, gida hammeddeleri veya iirline doniistiiriilmiis
gidalarda tespit edilebilmesi biliylk Onem kazanmustir. Bu alanda ELISA testleri,
uygulanmasinin kolay, sensitivitesinin yliksek olmasi nedeniyle en fazla kullanilan metot
olarak goriilmektedir. VIDAS, RIA (radio immun assay), ekstraksiyon/konsantrasyon, RPLA
(reversed passive latex aglutination) yontemleri de kullanim alan1 bulmaktadir (Becker,

2018).
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2.6. S. aureus’larin Antibiyotiklere Kars1 Direnci

Antibiyotiklere kars1 direng kavrami, antibiyotik ajanlarm 6zellikle tarim, hayvancilik
ve tip alanlarinda gereginden fazla vakada, gereginden fazla dozda kullanilmasinin sonucunda
ortaya ¢ikmugtir. Antibiyotikler, tedavinin yani sira gida hammaddesi {iretimi igin yetistirilen
hayvanlarda canli agirlik artis1 saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Bu hayvanlardan elde
edilen gidalar, toplumda antibiyotik direncinin yayilmasinda dnemli rol oynamaktadir. Bu
sekilde bir toplumun topyekiin sagligi tehlikeye atilmis olmaktadir. Hastalik etkeninin
kazandig1 antibiyotik direnci, hastalarda tedavinin basarisiz olmasina ve mortalitenin
artmasina sebep olur. Bununla birlikte, tedavi siiresi uzar, hastanin moral seviyesi ve is giicii
diiser, ciddi derecede ekonomik kayiplara neden olur. Nozokomiyal infeksiyonlarin en 6nemli
etkenlerinden biri olan S. aureus’larm, ¢oklu antibiyotik direng yetenegini, ¢ok hizli

kazandiklar1 goriilmektedir (Sen ve Ozdemir, 2016).

2.6.1. Penisilin Direnci

Antibiyotiklerin tedavilerde kullanilmadigi dénemde, S. aureus ile enfekte olan
hastalarin mortalitesi % 80'i gegmistir (Skinner ve Keefer, 1941). 1940'larin basinda penisilin
G'nin tedavi se¢enekleri arasina girmesi, prognozu dramatik olarak iyilestirdi. Ancak kisa siire
sonra 1942'de direncli suslar fark edildi. Beta laktam grubundan olan penisilinler ilk
antibiyotiklerden birisidir. Penisilinler, Penicillium chrysogenum tiirii kiiflerden tretilmis
olup, piyasaya siirlilmelerinden sonra iki yillik bir siiregte, S. aureus suslar1 tarafindan direng
gelismistir. Diren¢ mekanizmasini olusturan, B-laktam halkasini hidrolize eden ve ilaci
inaktive eden bir penisilinaz / B-laktamaz enzimidir (Segalove, 1947).

B-laktamaz genelde, stafilokoklar B-laktam grubu antibiyotiklere maruz kaldiginda
sentezlenir. Enzim, B-laktam halkasii hidrolize eder. Bu enzim, tipik olarak bir plazmid
tizerindeki biiyiik bir transpozon lizerinde bulunan blaZ tarafindan kodlanmaktadir. Penisiline
kars1 direng orani, insan infeksiyonlariyla iliskili S. aureus klonlarinda, artik % 90'dan daha
fazladir. Tedavilerde esasen penisilinin kullanilmamasmimn asil nedeni de budur (Peacock ve

Paterson, 2015).

2.6.2. Metisilin Direnci

S aureus'ta metisilin direncinde rol oynayan molekiiler ve biyokimyasal
mekanizmalarin ¢ogu, diizenleyici olaylar ve kilit proteinlerin yapist da dahil olmak iizere
yeterince aydmlatilmistir (Peacock ve Paterson, 2015). MRSA’larda Oniimiize ¢ikan

antibiyotik direnci, bu suslar tarafindan olusturulan infeksiyonlarin tedavisi i¢in belirgin ve
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kalict sorun olarak karsimizda durmaktadir. Bu tiir direng, genellikle bir penisilin baglayicisi
proteini (PBP2a) kodlayan ve dogal olarak bakteride bulunmayan bir genin elde edilmesi ile
saglanir. Bu direng, inhibitor konsantrasyonlarda antibiyotik varhiginda, hatta bu
konsantrasyonun devamli saglanmasi durumunda bile, B-laktamlarin hedefi olan hiicre duvari
biyosentezinin durdurulmasini engeller ve biyosentez devam eder (Sen ve Ozdemir, 2016).
MRSA’larda bulunan PBP2a’nin monomer yapis1 ve yiizey topolojisinin sematize edilmis hali
Sekil 6’da gosterilmistir (Paterson ve ark., 2014).

Sekil 6. Metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA)’larda bulunan penisilin baglayici protein 2a
(PBP2a)’nin yapist sematik goriinlimii  a: PBP2a’nin monomer yapisinin goriiniimii,

b: PBP2a’nm yiizey topolojisinin goriiniimii (Paterson ve ark., 2014)

PBP2a, mecA geni tarafindan kodlanir. mecA geni, hareketli bir genetik element olan
SCCmec tizerinde tagmir (Queck ve ark., 2009). MRS A’larda direng kazanimima hizmet eden
SCCmec gen kasetinin boyutunun kiigiik oldugu bildirilmektedir. Ayrica ayni ortamda
bulunan farkli sus ve hatta farkl tiirlere tasmabilecek sekilde, hareket edebilmesi saglayan
genler mevcuttur. Bu yilizden gerekli dnlemler alinmazsa, direngli klonlarin, hem tiir i¢i, hem
de tiirler aras1 boyutta biiyiiyerek, tehditin boyutunun artacagi tahmin edilmektedir (Unal,
2006).

Penisilaza direngli bir yarisentetik -laktam olan metisilin, penisilin direncinin ortaya

¢ikmasi ve yaygimlagmasi iizerine gelistirilmistir. Ilk once “Celbenin” ismiyle pazarlanan
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metisilin, 1959 yilinda ilk olarak Londra’da bir hastanede kullanilarak tanitildi. Bir y1l sonra
ayni klinikte, Haziran ve Ekim aylarinda, ii¢ farkli sahistan direngli suslarmm izole edildigi
rapor edildi. MRSA’lar 1960'larda kisa siire i¢inde, metisilinin bulunmadig1 yerler de dahil
olmak tizere, baska birgok {iilkede ortaya ¢iktt ve simdi diinya ¢apinda her iilkede
bulunmaktadir (Peacock ve Paterson, 2015).

B-laktam grubu antimikrobiyal ajanlar, bakteriyel hiicre duvar1 biyosentezini inhibe
etmeyi hedef almaktadirlar. Kisaca, N-asetilglukosamin ve N-asetil muramik asit
disakkaritler, bir B-1,4-glikosidik bag yoluyla, peptidoglikan zincirinin indirgenme ucuna
baglanir. Yeni eklenen birim, bitisigindeki bir peptidoglikan zincirinin peptid baglarina,
transpeptidasyon reaksiyonu ile ¢apraz baglanir. Hem transglikosilasyon hem de
transpeptidasyon, penisilin baglayici proteinler (PBP'ler) tarafindan gergeklestirilir ki bu son
reaksiyon, B-laktamlarin spesifik hedefidir. B-laktamlar, PBP'lerin hareket ettigi D-Ala-D-Ala
peptidoglikan yan zincirinin substrat analoglar1 olarak hareket ederek hiicre duvari
biyosentezinin transpeptidasyon adimini inhibe eder (Peacock ve Paterson, 2015).

Penisilin baglayan protein (PBP)’in azalmis afinitesinin, 1981 yilinda tespit
edilmesiyle, metisiline direng mekanizmasi agikliga kavusturulmustur. B-laktam grubu
antibiyotikler, peptidoglikanlarin ¢apraz baglanmasini engelleyen ve hiicre duvari biyosentezi
icin gerekli olan PBP’e baglanmaktadir. MRSA’larda, tasinabilir genetik eleman olan
stafilokokal kaset kromozomu (SCCmec)’nun kazanilmasiyla, B-laktamlara direng kazanildigi
goriilmektedir. PBP’nin  degistirilmesiyle olusan PBP2a, mecA geni tarafindan
kodlanmaktadir. mecA geni de SCCmec tarafindan tasinmaktadir. mecA geni sonug itibariyle
B-laktam grubu antibiyotiklere ilgiyi azaltmaktadir. Boylece, B-laktam grubu antibiyotiklerin
farkli inhibitdr seviyelerinin varliginda bile, MRSA’da hiicre duvari sentezi devam etmektedir
(Paterson ve ark., 2014).

Tiim B-laktamlara diren¢ kazandiran PBP2a’y1 kodlayan mecA geni, kesfedildigi
giinden bu yana, MRSA’nin saptanmasi i¢in referans standart olmustur. Hatta yapilan son
calismalarda mecA homologu olan ve korunmus bolge oldugu tekrarh testlerle ispat edilen
yeni gen sekanslari yayinlanarak, MRSA’larin tespitinde basar1 orani artirilmaya
calisilmaktadir (Stegger ve ark., 2012).

MRSA’lar, klinik vakalarda heniiz ¢cok yeni kullanima giren bir¢ok antibiyotige kars1
coklu dirence sahip olmalar1 nedeniyle halk sagligi agisindan ciddi bir tehlike olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Toplum ve hastane kaynakli MRSA klonlarinin prevalans: farkli
tilkelerde gittikce artan bir grafik ¢izmektedir. MRSA’larin sahip oldugu direng lizerine
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yogunlasan calismalarla birlikte alternatif miicadele yOntemlerinin de arastirilmasi

gerekmektedir (Peaerson ve ark., 2014).

2.6.3. Vankomisin Direnci

Vankomisin ve diger glikopeptid antibiyotikler, MRSA’larin neden oldugu
infeksiyonlar i¢in, gliniimiizdeki mevcut tedavi secenegidir. Bununla birlikte, MRSA’larin
yiliksek prevalansi, kronik ve agir hasta hastalarda vankomisin kullanimmin artmasma yol
acmistir. Sonucta bu durum, glikopeptitlere duyarliligr azalmig MRS A’larm ortaya ¢ikmasina
neden olmustur. ABD Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisiine gore, vankomisine orta
derece direngli S. aureus’lar, 4-8 pg/ml arasinda minimum inhibitér konsantrasyonlarina
sahip izolatlar iken, su anda etkinligin 1-2 pg/ml miktarinda azaldigini1 gosteren Klinik etkinlik
raporlart yaymlanmistir. Vankomisin tedavisine cevap vermeyen hastalardan elde edilen tiim
MRSA suslarinin, vankomisin duyarliligi a¢isimmdan dogru bir sekilde test edilmesi ve bu
fenotiplerin gozden kagirilmamasi tavsiye edilmektedir (Appelbaum, 2007).

ABD’de yapilan bir ¢alismada, 2001-2002 yillarinda hastanelerden izole edilen 75
MRSA izolatinin tamami vankomisin, linezolid, quinupristin-dalfopristin, trimetoprim-
stilffametoksazole duyarli bulunmustur. Ancak aymi ¢alismada 2003-2004 yillarinda izole
edilen 134 MRSA izolatinin 133’ii vankomisine degisik derecelerde duyarli bulunurken,
izolatlardan biri, vankomisinle birlikte linezolid, quinupristin-dalfopristin, trimetoprim-
stilffametoksazol, rifampin gibi tedavide yiiksek basarili antibiyotiklerin tamamma direngli
bulunmustur (Tenover ve ark., 2008).

Vankomisine duyarlili§1 azalmis MRS A'ya bagh enfeksiyonlar i¢in tedavi secenekleri
smirlidir. Vankomisine direngli S. aureus suslariin, 2002 yilinda ABD’de goriilen bir klinik
infeksiyonda ortaya ¢iktigi rapor edilmistir. Bu ilk klinik infeksiyonda belirlenen izolatta
vanA geninin kazanimi, vankomisine direngli enterokok suslarindan, Tn1546 transpozonu ile
transferi sonucu meydana gelmistir (Appelbaum, 2007).

Bir enterokoktan vanA operonunun kazanilmasi, D-Ala-D-Ala'dan ziyade
D-Ala-D-Lac dipeptidde sona eren bir hiicre duvari Onciisiiniin sentezine izin verir. Yeni
dipeptidin, vankomisine karst duyarliligi énemli 6lglide azaltmistir. Vankomisin varliginda,
yeni hiicre duvar1 prekiirsorii sentezlenir (Sekil 7). Bu yeni hiicre duvari prekiirsori
vankomisine baglanmaz, boylece peptidoglikan bilesiminin devam etmesi ve hiicre duvari

sentezinin devami saglanir (Lowy, 2003).
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%

suglari, altta vankomisine direngli S. aureus suslarinin kazandigi direncin mekanizmasinin

goriiniimi (Lowy, 2003)

2.6.4. Kinolon Direnci

Fluorokinolonlar ilk olarak 1980'lerde, Gram negatif bakteriyel infeksiyonlarin
tedavilerinde kullanilmaya baslanmistir. Ayni yillarda, Gram-pozitif bakteriyel spektrumlari
nedeniyle, pnémokok ve stafilokoklarin neden oldugu bakteriyel infeksiyonlar1 tedavi etmek
icin de kullanilmistir. MRSA’lar arasindaki kinolon direnci, S. aureus’lardan daha c¢abuk
ortaya ¢ikmustir. Bu giinkii durumda fluorokinolonlarin, stafilokoklarda tedavi edici ajanlar
olarak kullanma kabiliyeti 6nemli 6lgiide azalmistir. Muhtemelen bir hastada, diger bakteriyel
patojenlerin neden oldugu infeksiyonlar1 tedavi etmek icin kinolonlar kullanildiginda, ayni
anda bu hastada kolonize olan S. aureus‘lar, subterapétik antibiyotik konsantrasyonlarina
maruz kalirlar. Bunun sonucunda da, yeni diren¢ mekanizmalar1 gelistiren direngli mutantlar
olusur (Lowy, 2003).

Ulkemizde 2014 yilinda, 12 farkli hastaneden 397 MRSA izolatmin antibiyotik direng
profillerinin ~ degerlendirildigi bir c¢alismada, izolatlarm %93,2’si kinolon grubu

antibiyotiklere, %91,5’1 gentamisine kars1 direngli bulunmustur (Y1ldiz ve ark., 2014).

2.6.5. Trimethoprim-Siilfametoksazol Direnci
Stilfonamidler, 1932'den beri kullanilmakta olan ilk antimikrobiyal smiftir.

Trimethoprim ilk kez 1962’de Ingiltere'de kullamlmistir. Siilfametoksazol ile kombinasyon
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halinde kullanimi ise 1968'de baslamistir. Trimethoprim ve siilfametoksazol, timidin, purin,
DNA ve bazi amino asitlerin iiretimi i¢in gerekli olan, tetrahidrofolat sentezini inhibe eden
antimetabolitlerdir. Buna karsin S. aureus’larda, degistirilmis dihidrofolat rediiktaz icin
plazmid kaynakli transpozonlar tespit edilmistir. 1992 yilinda yapilmis kapsamli ¢aligmalar,
MRSA izolatlarinin % 28’inin trimethoprime, % 35’inin de siilfonamidlere karsi direngli
oldugunu gostermistir (Smith ve Jarvis, 1999).

Diinya ¢apinda hizla artan antibiyotik direnglili§inin 6niine gecgebilmek i¢cin mutlaka
yeni miicadele stratejileri gelistirilmelidir. Gida ve gida hammaddelerinin iilkeler arasi ticareti
de g6z Oniine alindiginda, sadece iilkesel bazda degil tiim diinya c¢apinda, antibiyotik
kullanimi1 kontrol altina alinmalidir. Enfekte hayvanlarin tedavisinde antibiyotikler kontrollii
kullanilmali ve hayvanlarda biiylime artis1 amaciyla kullanilmas1 yasaklanmalidir. Antibiyotik
direng genleri ve direngli suslar biiyiikk bir hizla yayilmaktadir. Bunun Onlenmesi i¢in
kontaminasyon kaynaklar1 kurutulmali, bulagsma zincirleri kirilmalidir. infeksiyonlar daha
olusmadan, koruyucu onlemlerle engellenmelidir. Antibiyotik dis1 tekniklerle tedavi

olanaklar1 bilimsel arastirmalarda daha fazla yer bulmalidir. (Sen ve Ozdemir, 2016).

2.7. Cevresel Ortamlarda, Canhlarda ve Gidalarda Varhg:

Stafilokok cinsi bakteriler dogada (hava, su, toprak) yaygimn olarak bulunmaktadir.
Bununla birlikte S. aureus’un en 6nemli rezevuari insanlar, memeli hayvanlar ve kuslarmn deri
yiizeyleri ile nazofarengial mukozalardir (Bhunia 2018). MRSA suslar1 en az ii¢ orijinden
kaynaklanmaktadir. Bunlar; hastaneler, hastanelere disardan giren tasiyici insanlar ve gida
iiretimi amaciyla yetistirilen ¢iftlik hayvanlaridir. Farkli zaman ve farkli ¢cevre sartlarinda bu
bulagmalar tekrarlanmakta ve sonuc¢ta hastane izolatlar1 ¢evresel ortamlardan, c¢iftlik
hayvanlarindan izole edilen suslar insanlardan, insan izolatlar1 da ¢esitli amaclarla yetistirilen

hayvanlardan, artan oranlarda tespit edilmektedir (Anon, 2009).

2.7.1. S aureus’un Cevresel Ortamlarda ve Canhlarda Varhg:

Cevre sartlarina oldukca dayanikli olan S. aureus’lar, toprak, hava ve sularda c¢ok
miktarda bulunmaktadirlar. Bu mikroorganizmalar, gidalar1 yasam ve besin kaynagi olarak
kullanirlar, bu gidalarda ¢ogalirlar. Gidalar1 arag olarak kullanarak insan ve hayvanlara
bulagirlar (Bhunia 2018). Dogal olarak insan ve hayvanlarda en fazla burun ve bogaz
boslugunda, gastrointestinal kanal, rectum ve perineum bdlgesinde, insan ve hayvan

diskilarinda, ciltte apseli yaralarda ve sivilcelerde yogun olarak bulunurlar (Anon, 2009).
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S. aureus’un, insanlarda ana ekolojik yasam alani burundur. Ancak tasiyici kisilerin,
hangi sartlara gore tasiyici olduklari tam olarak anlasilamamistir (Wertheim ve ark., 2005).
Ayrica kil follikiillerinde kolonize olurlar ve ciddi bir antisepsi ile uzaklastirilmazsa omiir
boyu kalic1 olabilirler (Ten Broeke-Smits ve ark., 2010). S. aureus’un nazal tasiyicilardan
eradikasyonu, spesifik hasta (Orn; hemodiyaliz ve genel cerrahi hastalar1) kategorilerindeki
infeksiyonu onler. Bununla birlikte, ortopedik ve cerrahi olmayan hastalarda, rastgele yapilan
klinik ¢aligmalarda, S. aureus’un burun i¢indeki kolonizasyonuna engel olmanin, sonraki
enfeksiyonlar1 6nlemek igin etkili olmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle, yeni koruyucu stratejiler
gelistirebilmek igin, S. aureus burun tasiyiciligi ve infeksiyonun ardindaki mekanizmalar
aydmlatilmalidir (Wertheim ve ark., 2005).

Birgok calisma sonucunda arastiricilar, gida isletmelerinde alet ve ekipmanlarin
temizligi ve dezenfektan kullaniminin diizenli ve kontrollii hale getirilmesiyle birlikte,
hijyenik kontrollerinin de diizenli olarak yapilmasini tavsiye etmektedirler (Aydin ve ark.
2007). Isletme i¢i ve gevresinin hava ve su ortamlarmin hijyenik kalitesi de oldukca
onemlidir. Keza, broyler yetistirme barmnaklarinda yapilan bir ¢calismada, hava sirkiilasyonu
icerisindeki bakteri yiikiiniin %80’inin Staphylococcus spp. tiirleri oldugu tespit edilmistir.
Broyler barmnagmin 480 m uzagmndaki havadan, 4000 kob/m® Staphylococcus spp. izole
edilmis, barinaktan atilan hava ile bakterilerin en az 500 m uzaga tasinabildigi ve bu mesafeye
tasinan bakterilerin canliliklarini kaybetmedikleri gésterilmistir (Schulz, 2007).

Saymn (2007), Siirt ilinde 15 lokantanmn ekipman ve ¢evresel ortamlarindan topladig1
135 swvap oOrneginden, tezgahlarn %13,3’linlin, buzdolab1 kapi kollarnin %13,3 {iniin,
musluk baslarinmn %7,7’sinin, havluluklarin %7,1’inin, tencerelerin %7,7’sinin, tavalarin
%25’ inin, isonliiklerinin %14,3’linden S. aureus ile kontamine oldugunu bildirmistir.

Aydin ve ark. (2007) Istanbul, Tekirdag ve Edirne’de gida isletmelerinin cevresel
ortamlarindan aldiklar1 toplam 70 sivap 6rneginin 18 (% 25,3)’inin, Fidan ve Agaoglu (2004)
Agrr’da lokanta mutfaklarin c¢evresel Ornekleri ve dograma tahtalarinin % 40’1, islem
tezgahlariin % 30’unu, islem bigaklarmin %15 ini, buzdolabi kap1 kollarinin % 65’ini, servis
masalarinin %350’sini, kurulama bezlerinin % 15’ini, is Onliiklerinin % 10’unu Koagulaz
pozitif stafilokoklar yoniinden kontamine bulmuslardir.

Tokyo’da 14 farkli binada faaliyet gosteren restoranlardan yakalanan 910 fare
lizerinde yapilan bir arasgtrmada 165 (%18,1)’inin S. aureus tasiyicis1 oldugu tespit
edilmisdir. Bu farelerden elde edilen suslarm 35 (%21,2)’inin A, B, C ve D

enterotoksinlerinin en az birini liretebildikleri tespit edilmistir (Kato ve ark., 1995).
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S.aureus insanlarda ve bir¢cok hayvan tiirlinde, ¢esitli hafif siddetli deri ve yumusak
doku enfeksiyonlarina da neden olmaktadir. Hastane iligkili S.aureus lar ve MRSA’lar, ¢oklu
antibiyotik direngleri nedeniyle, 40 yili askin bir siiredir tedavi uygulamalarinda biyiik
giicliiklere neden olmaktadir. Insanlardan izole edilen yeni MRSA suslari, 1990'larin
ortalarinda hastane disindan da izole edildigi ve toplumla iliskili MRSA’lar olarak
adlandirildig1 goriilmektedir (Doyle ve ark., 2012).

Insanlarda infeksiyonlara neden olan MRSA’lar i¢in, hayvanlarin rezervuar olabilecegi
cesitli caligmalarla ortaya konulmustur. Kottler ve ark. (2010) bu amagla saglik calisani
olmayan hane halki ve bunlarin pet hayvanlari, insan saglig1 ¢alisan1 olan hane halki ve
bunlarin pet hayvanlari, veteriner sagligi ¢alisant olan hane halki ve bunlarin pet hayvanlari
olmak tizere iic popiilasyondan MRSA ve MSSA tasiyiciligr arastirmislardir. Sonucta
ornekleme yapilan insanlarla pet hayvanlarindan izole edilen suslarin biiyiik oranda benzer
oldugu, ayni suslarmm hem insanda hem de o kisinin pet hayvaninda kolonize oldugunu
belirlemislerdir.

Bununla birlikte insanlarin da, hayvanlarda infeksiyonlara neden olan MRSA’lar i¢in
rezervuar olabilecegi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. Michigan Veteriner Fakiiltesi
Hastanesine 13 aylik bir sliregte basvuran 11 attan izole edilen MRSA’larin, goniillii bes
personelin iigiiniin burun kiiltiir izolatlariyla ¢ok yakin iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica bu
suslar PFGE ile tiplendirilmis ve bu calismanin hayvan hastanelerinde nozokomiyal
epidemiye neden olan MRSA suslariyla ilgili ilk rapor oldugu bildirilmistir (Seguin ve ark.
1999).

Ciftlik hayvanlar1 ile iliskili MRSA suslari, ilk kez 2003 yilinda domuzlarda da
saptanmustir (Doyle ve ark., 2012). MRSA suslarimin bu sekilde her alandan yaygimn olarak
izole edilmesi, gida giivenligi ve mesleki saglik sorunlar1 olusturmaktadir. Tiiketime sunulan
et ve ¢ig siit Orneklerinde, kiiciik bir oranda bile MRSA’larin izole ediliyor olmasi,
MRSA’larin gida ile tagmma riskinin ¢ok yiiksek oldugunu gostermektedir. Hayvansal
gidalar, sagim esnasinda, mezbahanelerde veya gida isleme proseslerinin herhangi bir
asamasimnda, gida ile temas eden personeller tarafindan bu bakteriler ile c¢apraz

kontaminasyona maruz birakilmaktadirlar (Doyle ve ark., 2012).

2.7.2. S aureus’un Gidalarda Varhgi
Hayvansal gida hammaddeleri, saglikli hayvanlardan elde edildiklerinde, esas
itibariyle steril olarak kabul edilir. Ancak bakteriler cesitli kontaminasyon kaynaklarmdan

gidalara bulasir ve gidayr kendileri i¢in besin kaynagi olarak kullanirlar. Bu tiir gidalarin
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insanlar tarafindan tiiketilmesi sonucu patojen bakteriler veya tehlikeli metabolitleri,
insanlarda gida infeksiyonlarina ve intoksikasyonlarma sebep olur (Bhunia, 2018).

S. aureus’un gidalara bulagsmasindaki kaynaklar arastirildiginda ilk 6niimiize ¢ikan,
hammaddenin enfekte hayvanlardan elde edilmesidir. Takip eden siireclerde gidalarin
islenmesi asamalarmda ¢alisan insanlar, kullanilan arag/gerecler kontaminasyona hizmet
ederler. Gidalarin depolanmasinda da kemirici hayvanlar ile hagereler, bulasmada etkili diger
aracilardir (Cakici ve ark., 2015).

S. aureus’un nazal tastyicilik oraninin genel populasyonda % 10 ila 40 arasinda
oldugu diistiniildiigiinde, gidalara bulasmada en etkin kaynak insanlardir. Saglikli insanlarin
burun mukozalarinda bulunan stafilokoklar, ellere, parmaklara ve yiiz bolgesine, kisinin
kendisi tarafindan taginip kolonize olabilir. Bu sekilde burun tasiyicilari cilt tasiyicisi olabilir.
Etken, gidalarda ve gida isletmelerinde, elle gida hazirlayan personelde, hastane personeli ve
hastane ortamlarinda da yaygin olarak bulunur. Nazal stafilokoklar, tasiyicilarla ¢evreye
yayilarak tehlike olustururlar. Tasiyict olanlar ve 6zellikle gida sektoriinde elleriyle gida
hazirlayanlar, elle temas yoluyla, Okslirme, hapsirma gibi solunum yolu vasitasiyla,
yiyecekleri stafilokoklarla kontamine ederek gida zehirlenmelerinin 6nemli bir kaynagi
olurlar. Genellikle bu bulasma, gidalara 1sil islem uygulamasindan sonra olusmaktadir
(Hacibektasoglu ve ark., 1993, Anon, 2009).

S.aureus ile kontamine gidalar i¢inde zehirlenme agisindan en riskli olanlar arasinda,
kanatlh eti triinleri, sogukta muhafaza edilen pismis et iirlinleri, kremali pastacilik iirtinleri,
pastorize edilmemis siit ve siit liriinleri sayilabilir (Anon, 2009). S.aureus tarafindan iiretilen
1s1ya direngli SE’lerden kaynaklanan gida zehirlenmeleri, her y1l ABD’de 240.000’in iizerinde
hastalik vakasina neden olmaktadir. S6zkonusu vakalarmm, Avrupa’da her yil 150.000’in
iizerinde oldugu bildirilmektedir (Doyle ve ark., 2012).

Ulkemizde S. aureus ve MRSA’larin gidalarda bulunmasi veya gidalarin sonradan bu
etkenlerle kontamine olmasi ile ilgili bir¢cok arastirma yapilmistir. Alisarli ve Solmaz (2003)
Van ili ve ¢evresinden topladiklar1 100 adet ¢ig siit 6rneginde %31 oraninda, Yiicel ve Anil
(2011) Ankara’dan toplanan 190 siitten %35 oraninda, Nassasra (2011) istanbul’dan toplanan
cig stitlerde %29,3 oraninda S. aureus tespit etmislerdir. Yiicel ve Anil (2011) Ankara’dan
temin edilen 90 kasar, tulum ve lor peynirlerinin %20,2’sinden, Bingdl ve ark. (2012)
Istanbul’dan topladiklar1 150 peynir cesitlerinin 40 (%26,6)’mdan, Gékmen ve ark. (2013)
Konya’da gida isletmelerinden topladiklar1 80 pastdrize beyaz peynir Orneginin 3

(%3,75)’tinden S. aureus izole etmislerdir.
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Et ve et {irlinlerinde de benzer arastirmalar yapilmig ve benzer sonuclara ulasilmistir.
Aydin ve ark. (2011a) Bursa, Edirne ve Istanbul illerinden toplanan etlerden %2104,
Gilindogan ve Ataol (2012) Ankara’da marketlerden temin ettikleri 30 kiyma/tavuk eti
orneginden %20, Keyvan (2014) Ankara’da iki farkli mezbahanede 120 karkas 6rneginden
%12,5, Kok ve ark. (2007) Aydm ilinde, 100 fermente sucuktan %12 oraninda S. aureus
izolasyonu yapmuglardir.

Avrupa tilkelerinde de durum ¢ok farkli degildir. Hayvanlarda ve gidalarda MRS A’nin
halk saglig1 a¢isindan degerlendirilmesinin yapildigi1 2009 EFSA raporuna gore; Hollanda’da
2007-2008 yillarinda incelenen toplam 2217 et driiniiniin 264’tinde (%11,9) MRSA’ya
rastlanmigtir. Bu etkenlerin dagilimina bakildiginda; 395 biftegin 42’sinde (%10,6), 257 dana
etinin 39’unda (%15,2), 324 kuzu etinin 20 (%6,17)’sinde, 309 domuz etinin 33’{inde
(%10,4), 520 tavuk etinin 83’tinde (%16,0), 116 hindi etinin 41’inde (%35,3), 118 kus etinin
4’{inde (%3,4), 178 av hayvani etinin 4’iinde (%2,2) MRSA tespit edilmistir (Anon, 2009).

Bhargava ve ark. (2011), ABD’de inceledikleri 156 sigir etinin 32 (%20,5), 76 tavuk
etinin 19 (%25), 57 hindi etinin 17 (%26,4)’sinin S. aureus ile kontamine oldugunu, bu
S.aureus’larm da smasiyla 2 (%1,3), 3 (%3,9) ve 1 (%1,7)’inin MRSA oldugunu
bildirmislerdir. Misir’da Khalifa ve ark. (2014) kasap ve marketlerden topladiklar1 250 et ve
et tirtiniintin 25 (%10)’ini S. aureus ile kontamine bulmuslardir.

Goriildigi lzere tiiketime sunulan et, siit, tavuk ve bunlardan hazirlanan triinlerden
yapilan orneklemelerden S. aureus’larin izolasyonu, bu bakterilerin gida iiretiminin herhangi
bir asamasinda gidalara kolaylikla bulasabildigini gostermektedir. Gida iiretiminde calisan
personeller araciligiyla devamli kontaminasyona maruz kalan gida maddelerinin, ¢iftlik
hayvanlar ile iligkili tiirler de dahil olmak tizere, S. aureus ile kolonizasyon riski oldukca
yiiksektir. Hayvancilikla iligkili S. aureus’larm insanlara aktarilabilecegine dair endiseler
gittik¢e artmaktadir (Ho ve ark., 2014).

Bu izolatlarin SE’leri, patojenitede etkili viriilens faktorlerinden TSST-1, eksfoliyatif
toksin, hemolizinler, DNaz, koagiilaz ve biyofilm {iiretebilme kapasiteleri, toplumsal ve
nozokomiyal infeksiyonlarin etkilesimi sonucu kazandiklar1 ¢oklu antibiyotik direngleri, halk
saghgt acisindan risk olusturmaktadir (Gilindogan ve ark., 2012). Bu tehlikeli ajanlarin
yayilmasimi Onlemek i¢in, gidalarin iiretiminden tiiketiciye ulasana kadar gecen biitiin
asamalarda, gerekli kisisel ve cevresel hijyen ve sanitasyon kurallarmin giiclendirilmesi
gerekmektedir (Ho ve ark., 2014). Son yillarda halk saglig1 agisindan olusturdugu risk gittikge
biiyliyen MRSA suglarimin gida maddelerinde bulunma sikliginin, suslar arasindaki genetiksel

ve klonal iligkilerin, bulasma yollarinin ortaya konmasi da biiylik 6nem tagimaktadir (Aydin
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ve ark. 2011a). Tablo 5’te farkli iilkelerde, 2009-2012 yillar1 arasinda gidalarda MRSA

izolasyon oranlarini gosteren bazi yayinlar 6zetlenmistir (Doyle ve ark., 2012).

Tablo 5. Farkli iilkelerde, farkli gidalardan yapilan MRSA izolasyon oranlar1 (Doyle ve ark., 2012)

Rapor Pozitiflik

Guda sayIsi Orani (%) Ulkeler Referanslar
Sigir 8 1,0-10,6 ABD, Pu ve ark., 2009,
Eti Japonya Hiroi ve ark., 2012
Danimarka, de Boer ve ark., 2009
Kore, Rhee ve Woo, 2010,
Kanada, Agerso ve ark., 2012
Hollanda Weese ve ark., 2010
[ran, Shahraz ve ark., 2012
Dana 3 2,2-15,2 ispanya de Jonge ve ark., 2010
Eti Hollanda de Boer ve ark., 2009
Yaban 1 25 Ispanya Lozano ve ark., 2009
Domuzu
Koyun/kuzu 1 6,2 Hollanda de Boer ve ark., 2009
Tavuk 12 0,7-43,8 ABD, Bhargava ve ark., 2011
Almanya, de Jonge ve ark., 2010
Ispanya, Cuny ve ark., 2010;
Hollanda, Fessler ve ark., 2011
Tiirkiye Citak ve Duman, 2011
Japonya, Hiroi ve ark., 2012
Cin, Ogata ve ark., 2012;
Kanada, Wang ve ark., 2013
Lozano ve ark., 2009
Hindi 3 35,3-51 ABD, Bhargava ve ark., 2011
Almanya, Fessler ve ark., 2011
Hollanda de Boer ve ark., 2009
Ordek 1 50 Japan Ogata ve ark., 2012
Tavsan 1 12,5 Ispanya Lozano ve ark, 2009
Balik 2 2,5-20 Japonya, Rhee ve Woo, 2010
Kore, Hammad ve ark., 2012
Inek siitii 5 1,3-17,6 ABD, Prabhu ve ark., 2012
Brezilya Huber ve ark, 2010,
Belgika Vanderhaeghen ve ark., 2010
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Tablo 5. Farkli iilkelerde, farkli gidalardan yapilan MRSA izolasyon oranlari (Doyle ve ark., 2012,

devami)
Rapor Pozitiflik

Guda sayIsi Orani (%) Ulkeler Referanslar

Inek siitii 8 1,0-10,6 ABD, Pu ve ark., 2009
Isvicre Dias ve ark., 2011
Hindistan, Haran ve ark., 2012

Keci siitii 1 3,5 [ran Ebrahimi ve ark., 2010

Manda siitii 1 2,5 Tiirkiye Pamuk ve ark., 2012

2.8. S. aureus’un Izolasyon, identifikasyon ve Patojenite Belirleme Yontemleri

2.8.1. S. aureus’un Izolasyon Yontemleri

S. aureus, siipheli materyallerden, ¢ok farkli besi yeri ortamlar1 kullanilarak izole
edilebilir. Bunlar arasinda; staphylococcus medium 110 (Chapman agar), Brolacin agar,
Kranep agar, Vogel-Johnson agar, mannitol salt phenol red agar ve Baird-Parker agar
sayilabilir (Anon, 2016).

Baird-Parker, 1962 yilinda Stafilokok ve Mikrokoklarin smiflandirilmasi amaciyla
yaptig1 c¢aligmalarla Baird-Parker agar1 gelistirmistir. Baird-Parker agar, gida ve ilaglarda
koagiilaz pozitif stafilokoklarin izolasyonu ve ayristirilmasinda kullanilir. Besiyeri ortamina,
azot kaynagi olarak kazein, pepton ve et 6zii eklenmistir. Maya Oziitliniin katilmasiyla, yine
azotla birlikte ayni zamanda Bj; vitamini kompleksi gibi onemli besleyici maddeleri
barmdirir. Ortamda rekabet¢i mikrofloranin ¢ogunu inhibe eden, lityum ve potasyum tellurit
icerir. Stafilokoklarin gelisimini tesvik etmek amaciyla da glisin ve piruvat bulunur (Baird
Parker, 1963).

Stafilokoklar, gelismeleri ve gogalmalar1 esnasinda telluriti telluriuma indirgeyebilir,
bu da kolonilerin gri-siyah renklenmesine yol agar. Baird-Parker agara besi yerinin
otoklavlanip 50-55°C’lere kadar sogutulmasinin ardindan ilave edilen tavsan plazma
fibrinojeni, koagiilaz aktivitesinin saptanmasi i¢in kullanilir. Bu sekilde iiretilen besi yeri
Baird-Parker rabbit plasma fibrinogen agar (BPRPFA) olarak isimlendirmistir. Koagiilaz
pozitif organizmalar, telliiritin indirgemesinden ve koagiilazin etkisiyle fibrinojenin fibrine
doniismesinden dolayi, etraflarinda opak bir hale bulunan, siyahtan griye kadar degisen
renklerde goriiniirler. Bu besiyerinin kullanilmasi ek bir koagiilaz testi ihtiyacini ortadan

kaldirir (ISO, 1999).
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Bazi arastiricilar, 6rnek matrisinden daha fazla sayida S. aureus izolasyonu yapmak,
hasarli, ortam stresine maruz bakteri hiicrelerinin onarilmasini ve iireme sanslarinin artmasini
saglamak i¢in, sivi besiyerlerinde selektif 6n zenginlestirme metodu 6nermislerdir (Lee 2003,
Siirtictioglu ve ark., 2011, Mernelius ve ark., 2013). Bu siv1 besiyerlerine, otoklavlandiktan
sonra potasyum telliirit ilavesi yapilmaktadir. Gereken miktarda Ornek, sivi besiyerinde
homojenize edildikten sonra aerobik ortamda, bazi arastiricilara gore ¢alkalayicili
inkiibatorde, 35 °C’de 18-24 saat inkiibasyonu onerilmektedir. Bu sekilde uygulanan 6n
zenginlestirme ile bazi 6rneklerde % 46’ya kadar pozitifligin arttig1 bildirilmistir (Lee 2003,
Mernelius ve ark., 2013).

2.8.2. S. aureus’un Identifikasyon Yéntemleri

Calismanm 6zelligine uygun segilen besi yerinde {ireyen koloniler, morfolojik olarak
degerlendirildikten sonra, Gram boyama, koagiilaz, katalaz, DNaz, anaerobik seker
fermentasyon testleri, termoniikleaz iiretimi, lizostafin duyarlili§1 gibi biyokimyasal testlere
gegilir. Tiim bu testlere pozitif sonug veren izolatlar S. aureus olarak identifiye edilir. Bu
sekilde uygulanan izolasyon ve biyokimyasal testlerle identifikasyon ortalama 36-48 saat
stirer (Bennett ve Lancette, 1998).

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan genotipik yontemler, fenotipik yontemlere
gore tiplendirilebilirlik, tekrarlanabilirlik ve differensiyasyon bakimindan daha {istiin
yontemler olarak kabul edilmektedir (Kondoh ve ark., 2002). Patojen mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda tercih edilen genotipik tiplendirme yOntemi, mikroorganizma-konak
iligkisindeki konak¢1 yatkinliginin tespiti, epidemiyolojik olarak hastaliklarm c¢ikis
kaynaklarinin belirlenmesi ve izolatlar arasindaki benzerlik diizeylerinin ortaya konulmasi
gibi alanlarda da oldukga onemli bir yer tutmaktadir. Ozellikle Polimeraz Zincir
Reaksiyonunu (PCR) esas alan uygulamalar; mikroorganizmalarda gesitliligin saptanmasinda
ve teshiste biiyiik kolayliklar saglamaktadir (Aydin ve ark., 2011a).

Molekiiler yontemlerin yani sira, serolojik yontemler de, hizli ve nispeten giivenilir
sonuglar verebilmektedir. Bunlardan PBP2a’y1 tespit edebilen lateks agliitinasyon testlerinin
degerlendirildigi bir ¢caliymada, altin standart olarak mecA geninin PCR ile tespiti baz alinarak
degerlendirme yapilmig, MRSA’larin tespitinde testin sensitivite ve spesifitesinin %2100
oldugu bildirilmistir (Louie ve ark., 2001).

S. aureus’larin termoniikleaz {iretiminden sorumlu nuc geninin, siipheli materyallerde
PCR yontemi ile tespit edilmesi, direk olarak etkeni isaret etmesi bakimindan oldukca

kullanighdir. Bakteri veya bakteri iriiniiniin, materyalde c¢ok diisiik konsantrasyonlarda
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bulunmasi durumunda bile ¢ok hassas olan bu analiz yontemi, yliksek duyarlilikla yanit

verebilmektedir (Brakstad ve ark., 1992).

2.8.3. S. aureus’un Patojenite Belirleme Yontemleri

Aragtirmacilar son yillarda yalniz patojenite de etkili {irtinleri tespit etmek yerine, bu
iirlinlerin tiretiminden sorumlu bakteriyel genleri tespit ederek, zaman ve hassasiyet yoniinden
avantaj saglamaktadirlar. Ornegin; S. aureus kaynakli intoksikasyonlarm ¢ogunlukla SEA,
SEB, SEC, SED ve SEE’den kaynaklandig1 ¢esitli arastirmacilar tarafindan bildirilmektedir.
Arastiricilar bu stafilokokkal enterotoksinleri tespit etmek yerine, S. aureus izolatlarinda
enterotoksin olusumundan sorumlu genlerin (sea, seb, sec, sed, see vb.) varligini
arastirmaktadirlar (Johnson ve ark., 1991).

Stipheli materyallerden izole edilen S. aureus’larmm metisilin direnglerinin
arastirilmasinda, mecA geninin PCR ile tespit edilmesi altin standart olarak kabul edilmektedir
(Dominguez ve ark., 1997).

Yine S. aureus’larin iirettigi serin proteaz A’nin, iiretiminden sorumlu SSPA geninin
tespiti de benzer sekilde etkenin materyalde varligimi gostermektedir (Karlson ve Arvidson,
2002).

Bunlarla birlikte S. aureus’larin patojenite faktorlerinin tiretiminden sorumlu bir¢ok
gen tespit edilmistir. Bu genler patojenite arastirmalarinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir.
Ornegin; koagiilaz iiretiminden sorumlu coa geni, baglanma ve biyofilm olusumundan
sorumlu icaA, icaC, bap, atlE genleri, toksik sok sendromu toksini geni tst, eksfoliyatif toksin
A ve B genleri eta ve etb, alfa ve beta-hemolizin genleri hla ve hlb, stafilokokal ekzotoksin
benzeri protein-1 geni setl, lipaz geni geh ve regiilator genler sarA ve agrCA genleri
bunlardan bazilaridir (Sudagidan ve ark., 2008).

Stafilokokkal enterotoksinlerin, besi yeri ortamindan veya gida matrislerinden
tespitinde ELISA, basar1 ile kullanilan bir yontemdir. ELISA’da kullanilan ¢ift antikorlu
sandvi¢ protokoliinde, horseradish peroksidaz, bir enterotoksin i¢in spesifik antikora konjuge
edilmistir. Antikor-enzim konjugati, bir 2,2"-azino-di- (3-ctilbenztiazolin siilfonik asit)-H,02
substrat ¢ozeltisi ile analiz edilir. Enzimin antikorla birlestirilmesi, enterotoksinin dnceden
saflagtirilmis olmasi ihtiyacini ortadan kaldirir. Bu yontem ayrica, numunelerdeki
enterotoksin miktariyla dogrudan iligkili absorbans okumalar1 ile sonuglanir. Tespit limiti
olduk¢a tatmin edicidir. Homojenize edilmis sivi gida matrisinin 1 ml’sinde 0,1-0,63 ng

miktarindaki toksinler belirlenebilmektedir (Freed ve ark., 1982).
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2.8.4. S. aureus’un Metisilin Direncini Belirleme Yontemleri

S. aureus’un metisilin direncinden s6z edildiginde hemen hemen tiim f-laktamlara
kars1 direnci ifade edilmektedir (Paterson ve ark., 2014). Direng belirleme yontemlerinin
dogru uygulanmasi ve uygulamalarin tesvik edilmesi antibiyotik kullanimin1 azaltacak veya
en azindan spektrumu daraltarak fayda saglayacaktir. Bu yontemlerin klinik sonug iizerinde
dogrudan bir faydasi olmasa bile, Ozellikle klinik vakalarda antibiyotik yiiklemenin
azaltilmasi, direncin baslamasini ve yayilmasini yavaslatabilir (Laxminarayan ve ark., 2013).
Bu direncin belirlenmesinde kullanilan gecerli yontemleri fenotipik ve genotipik yontemler
olarak iki grupta degerlendirmek miimkiindiir (Paterson ve ark., 2014).

Fenotipik yontemlerin uygulanmasinda, metisilin artik iiretilmedigi icin daha g¢ok
oksasilin ve sefoksitin birlikte veya ayri ayri kullanilmaktadir. Etkenin saf olarak
iiretilmesinin ardindan, antibiyotiklerle bir besi yeri ortaminda direk olarak karsi karsiya
getirilmesi esasina dayanir. Bu ortamda antibiyotik ajanin konsantrasyonu veya bakterinin
diliisyon orani degistirilerek 6lgtimler yapilir. Agar disk diflizyon yonteminde, McFarland
standardma gore diliisyonu yapilan saf kiiltiir Miiller Hinton agar besi yeri ortamina diizgiin
bir sekilde yayilir. Ardindan disk seklindeki kagit materyallere emdirilmis antibiyotik ajanlar
agar lizerine sabitlenip pleyt inkiibasyona birakilir. Diskler etrafindaki tiremenin inhibe
edildigi alan Olgiilerek degerlendirilir. E test yonteminde ise tiim asamalar benzer olmakla
birlikte agara yerlestirilen serit seklindeki bir striptin {izerinde isaretlenmis alanlara,
antibiyotik ajan degisik konsantrasyonlarda emdirilmistir. Bu sayede agarda olusan inhibisyon
zonu, farkli konsantrasyon alanlarinda farkli sekilde olusacagr icin daha hizh
degerlendirilebilir (Brown ve ark., 2005).

MRSA’larda B-laktamlara kars: direng, B-laktam antibiyotiklere karsi afiniteyi diigiiren
degistirilmis bir PBP2a’y1 kodlayan mecA genini tasiyan SCCmec ile saglanir. Genotipik
olarak metisilin direncinin belirlenmesinde mecA geninin PCR ile tespit edilmesi altin standart
olarak kabul edilmektedir (Dominguez ve ark., 1997). Ciinkii p-laktamlara karsi direng
seviyesinin genel olarak mecA geninin varhigi ile ilgili olmasi, mecA genini tespit edebilen bir
genotipik yontemin, bu diren¢ mekanizmasinm hizli ve net karakterizasyonunu sagladigi
anlamina gelir. Son yillarda PCR tabanli yontemler, referans laboratuvarlar tarafindan rutin
olarak mecA genini tespit etmek igin standart metotlar olarak kullanilmaktadir. Zaman zaman
islevsel olmayan veya eksprese edilmemis bir mecA tasiyan duyarh suslar da tespit edilir.
Ancak genel olarak mecA’nin varlig1 direncin ortaya konmasi i¢in yeterli olarak kabul edilir.
Bu sekilde direng potansiyelini belirtmek ve MRSA’y1 tanimlamak i¢in bir marker olarak

kullanilir. Tek bir amplifikasyon basamagi kullanan MRSA PCR analizleri, hem saglam hem
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de uygulanmasi kolay yontemlerdir. Bununla birlikte bu tip basit deneylerin dezavantaj,
yanlis negatif sonuglara yol acacak inhibitorlerin varligma karst hassas olmalaridir.
Saflagtirilmig kiiltiirler veya zenginlestirme soliisyonlarinda iiretilen S. aureus’larda mecA

genini bagariyla tanimlayan ticari PCR Kitleri de mevcuttur. (Brown ve ark., 2005).

2.9. Genetiksel iliskilerin Belirlenmesinde PFGE Metodu

S. aureus igin, tiplendirme prosediirlerinin ¢ogunun, epidemiyolojik olarak yararli
veriler elde etmek i¢in basariyla uygulanabilecegi gosterilmistir. Farkli arastirmalarda
tiplendirme stratejileri karsilastirilmistir. Mevcut prosediirler, ayni izolatlarda uygulanarak,
avantaj ve dezavantajlar1 karsilastirilmig, iliskisiz bulunan izolatlar farkli frekanslarla
gruplandirilmistir. Tipleme prosediirlerinin bu karsilastrmali analizi, geleneksel metotlara
kars1 yeni tiplendirme stratejileri ig¢in bir referans sunmustur. DNA tabanli tiplendirme
yontemlerinin epidemiyolojik analizler i¢in en uygun yontemler oldugu sonucuna varilmistir
(Van Belkum ve ark., 1995).

Infeksiyon ve intoksikasyonlara neden olan mikroorganizmalarm tespit edilmesi,
filyasyonlarmin ve epidemiyolojilerinin ortaya konmasinda ¢ok biiyiikk ilerlemeler
saglanmigtir. Teknoloji destekli yeni nesil analiz yOntemleri sayesinde, geleneksel
yontemlerin ¢ok {izerinde sonuglara ulasilmistir. Birbirinden ¢ok uzak zannedilen suslarin
yakinlik dereceleri, yeni genetiksel analiz yontemleri sayesinde, agiklikla goriintiilenebilir
hale gelmistir (Durmaz, 2007; Tiire ve Altinok, 2013).

Bir salgin durumunda, fenotipik ve genotipik tekniklerin ¢ogu, yeterince ayirici,
tekrarlanabilir, stabil veya kabul edilebilir sonu¢lar verememektedir. Bu gereksinimleri yerine
getiren tekniklerden PFGE yontemi, eger binary tiplendirme veya standardizasyon
potansiyeline sahip daha hizli tekniklerle kombine edilirse, daha fazla epidemiyolojik
degerlendirmeye imkan saglar (Weller ve ark., 2000).

Standart jel elektroforez yontemleri DNA molekiillerinin ayristirilmalari, boyutlarmin
bilinmesi ve goriintiilenmeleri i¢in kullanilan en yaygin yontemdir. Molekiiler biyolojide son
yillara kadar en iistiin yontemlerden kabul edilen standart jel elektroforezinde, 100 baz ile 50
kilobaz (kb) arasindaki DNA pargaciklarinin, degismeyen bir elektriksel akim altinda
ayrigmasi saglanabilmistir. 50 kb’ tizerindekiler ise jel ortami i¢ginde molekiilleri ok biiytik
oldugu i¢in ayristirilamamistir (Basim ve Basim, 2001).

Schwartz ve Cantor 1984°de ilk kez 50 kb’dan daha biiyilk DNA molekiillerinin iki
degisken elektriksel alan kullanarak ayristirildig: sistemi tanitmislardir. Bir saniyeden doksan

saniyeye kadar degisen siirelerde iki yonlii elektriksel vuruslar sayesinde, % 1,5’luk agaroz
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jele yiiklenen DNA fragmentlerinin 20 kb’dan 2000 kb’a kadar ayristirmalari1 yapilabilmistir
(Schwartz ve Cantor, 1984).

Ilerleyen ¢alismalarda da elektriksel alan sayis1 artilip vurus siireleri ile kombine
edilerek yeni cihazlar dretilmis ve 12 megabaza kadar biiylklikteki molekiillerin
ayristirilmalart miimkiin olmustur. PFGE, 50 kb’lik kromozomdan megabaz ile Olgiilebilen
maya kromozomlarina kadar bircok canli tiirline ait kromozomal DNA’y1 ayristirabilir.
Bakteri, viriis ve memeli DNA’larinda essiz bir ayristirma kabiliyeti gostermektedir (Maule,
1998).

Bu yontemde, oncelikle hedef genomik DNA’y1 biitiin ve taze olarak elde etmek igin
kiiltiir pasajlanir. Ardindan bu taze kiiltiir jele gdmiiliir ve genomik DNA’y1 barmdiran yapilar
DNA’ya zarar vermeden elemine edilir. Uygun bir restriksiyon endoniikleaz enzimiyle
genomik DNA kesilir. DNA’y1 tasiyan jel, elektroforezin uygulanacagi jele yiiklenir. Farkl
acilardan, farkh siirelerde ve farkl biiyiikliikte elektrik akimi verilerek kesilen biiylik DNA
parcaciklarinin ayrigmasi saglanir. Ayristirilan bantlar uygun boyalarla goriiniir hale getirilip
yorumlanir (McDougal ve ark. 2003). Sekil 8’de PFGE y6nteminin asamalar1 sematik olarak
gosterilmistir (Anon, 2017Db).

Agarose plug

filled with

Bacteria Step 1 Step 2 bacteria

S Add to buffer ()
b to make Add molten agarose
suspension O to make plug

= | =
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B
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Step 5
Electrophoresis

DNA fragments Whole, genomic DNA

Sekil 8. PFGE yonteminin asamalarinin sematik olarak goriiniimii Step 1. Agarda {iretilen bakteriler
buffer iginde siispanse edilir, Step 2. Bu siispansiyonla agaroz hazirlanir, Step 3. Bakteri
hiicreleri lize edilir, Step 4. Tiim genomik DNA enzimle kesilir, Step 5. Olusan DNA

fragmentleri elektroforeze tabi tutulup gériintiilenir (Anon, 2017a)
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PFGE yontemi, ayni tiir etkenler i¢inde farkli sus ve izolatlarin arasindaki klonal iligki
ve akrabaligin goriiniir hale getirilmesinde oldukg¢a kullanigh bir yontemdir. Uygulanmaya
baslandig1 yillardan beri arastiricilar arasinda popiilaritesini hi¢ kaybetmemistir (Tiire ve
Altimok, 2013). Aym tiir etkenler icinde farkli suslarin insersiyon, delesyon ve nokta
mutasyonlar gibi genetiksel olaylarin tespitinde de gok giivenilir bir metottur (Kondoh ve ark.,
2002).

PFGE yontemi, analiz edilen etkenlerin genetiksel iligkilerin belirlenmesine imkan
saglamakla birlikte, tekrarlanabilirlik 6zelliginin de yiliksek olmasi bakimmdan molekiiler
biyolojik yontemler igerisinde One ¢ikmaktadir. Geleneksel elektroforezden farkli olarak
biliyiilk DNA molekiillerinin essiz bir bi¢imde ayristirilabilmesine olanak saglamis ve altin
standart olarak kabul gérmiistiir (Gunderson ve Chu, 1991). PFGE, son derece ayrimci oldugu
ve yerel salgmlarda iyi performans gosterdiginden dolay1 da altin standart olarak tanitilmustir.
Laboratuvarlar arasi standardizasyon girisimlerinin basarisiz olmasma ve uzun siire isteyen
bir yontem olmasina ragmen, diger yontemlere gore referans noktasi olarak kalmaya devam

etmektedir (Weller ve ark., 2000).

2.10. S. aureus Infeksiyon ve Intoksikasyonlarindan Korunma

Saglikli hayvansal gidalarin ancak saglikli hayvanlardan elde edilebilecegi gergegine
uygun olarak, hayvan saglgi ile ilgili Onlemlere, kontrollere ve iyi yetistiricilik
uygulamalarina mutlaka gereken 6zen gosterilmelidir.

Gidalarin tiim iiretim asamalarinda, temas eden personelin hijyen kurallarma uymasi,
eldiven, bone, maske kullanmasi, aksirma, Oksiirme, hapsirma gibi bulas sebebi olan
hareketlerden uzak durmasmin saglanmasi gerekmektedir. El yikama aligkanlhiginin
yerlestirilmesi ve sik sik el yikanmasmin saglanmasi, isletmelerde buna uygun ortam
olusturulmast da ¢ok oOnemlidir. Etken kil follikiillerinde kolonize oldugu ig¢in, ciddi bir
antisepsi ile uzaklastirilmas: gerekir. Aksi takdirde bu bolgelerde 6miir boyu kalici olur ve
gidalar1 devamli kontamine eden bir rezervuar haline gelir. Calisanlar portdr muayenelerini
mutlaka yapilmali, hijyen-temizlik-dezenfeksiyon egitimleri belli araliklarla tekrarlanmalidir.

Gida hammaddelerinin iiretimi asamasinda, meme hijyeni, sagim hijyeni, kesimhane,
parcalama initeleri, Uretim tesislerinin hijyeni mutlaka saglanmalidir. Bu tesisilerin 1s1
ortalamalari, alet-ekipman ve gida ile temas eden tiim yiizeylerinin hijyenik kaliteleri, devamli
surette kontrol altinda bulundurulmalidir. Hayvansal gida hammaddeleri ve bunlardan elde

edilen irlinlerin sogukta muhafazasina, taginma esnasinda soguk zincirin kirilmamasina

dikkat edilmelidir.
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Gidalarin iretiminde iyi tiretim tekniklerine (Good Manufacturing Practices, GMP)
riayet edilerek irlinlin korunmasinda bu tekniklerden faydalanilmasi gereklidir. Gidalarda
uygulanmast gereken kurutma, kiirleme, fermentasyon, olgunlasma, 1sil islemler, sogukta
muhafaza gibi prosesler uygun sartlarda ve uygun sekilde mutlaka uygulanmalidir. Uretim
yerlerinde kontaminasyon tehlikelerinin analiz edildigi, limitlerin belirlendigi, bu yonde
onlemlerin alindigi, tiim onlem ve asamalarin izlenebildigi sistemler (tehlike analizleri ve
kritik kontrol noktalar1 sistemi, HACCP gibi) kurulmalidir.

Insan, hayvan ve gevresel ortamlarda, hem bulas, hem rezervuar olarak risk olusturan
faktorler periyodik kontrollere tabi tutulmalidir. Bu kontroller esnasinda ortaya ¢ikan yaygin
S. aureus ve daha 6zelde MRSA klonlarina ait bilgiler, beseri hekimlik, veteriner hekimlik ve
gida mikrobiyolojisi alanlar1 tarafindan paylasilarak ve igbirligi yapilarak, ortak miicadele
stratejileri olusturulmalidir. Bu alanlardaki antibiyotik kullanimlari, paylasilan bilimsel
bilgiler ¢cercevesinde tekrarli bir sekilde gozden gegirilmelidir. Muhtemel bulagsma ve yayilma
yollar1 (hava yolu da dahil), muhtemel vektorler tekrar gdzden gegirilmeli ve bu yollarla ilgili
onlemler alinmalidir (Alisarli ve ark., 2003; Erol, 2007; Anon, 2009; Ten Broeke-Smits ve
ark., 2010; Sepin-Ozen ve ark., 2013; Kadariya ve ark, 2014).

2.10.1. S. aureus’tan Korunmada HACCP Sisteminin Onemi

Insanoglunun, gidalarda gormeyi istedigi nitelikler arasinda, bulasici organizmalardan
uzak olmasi 6nemli bir yer tutar. lyi {iretim uygulamalar1 (GMP) cercevesinde, tiim bu
organizmalar i¢in sifir tolerans elde etmek miimkiin olmamakla birlikte, miimkiin olan en
diistik sayiya sahip olan gidalarin iiretimi, arzu edilen bir hedeftir. Mikrobiyolojik kalite
kontroliinde uygulanan klasik yaklasimlar biiyiik 6l¢iide, hem ham maddelerin hem de nihai
iirlinlerin mikrobiyolojik analizlerine dayaniyordu. Ancak sonuclar i¢in gereken siirenin,
bircok {irlin acisindan ¢ok uzun olmasi yeni arayislar getirdi. Bazi hizli metotlarin
gelistirilmesi ve kullanilmasi, gida giivenliginin saglanmasina ydnelik yeni yaklasimlara
duyulan ihtiyaci ortadan kaldiramadi. Tam da bu noktada HACCP, ciftlikten sofraya kadar
gidalarin giivenligini saglamak amaciyla gelistirilen yontemler biitiinii olarak ortaya ¢ikt1 (Jay
ve ark., 2005).

HACCP sistemi kongrelerde, konferanslarda, isyerlerinde elli yili agkin bir siiredir
konusulmasma ve yazilmasina ragmen, halen istenen seviyede uygulanamamaktadir. Gida
tiretiminde HACCP uygulamalarin yetersiz kaldig1 bilimsel ¢aligmalarla ortaya konmaktadir
(Mortimore ve Wallace, 2013).
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HACCP, hammaddelerin tehlikeleri, yani proses boyunca ortaya c¢ikabilen veya
tilketicilerden kaynaklanabilecek olanlar1 analiz ederek, mikrobiyolojik olarak giivenli
gidalarin iiretilmesini saglayacak bir sistemdir. Gida kaynakli tehlikeleri kontrol etmek icin
proaktif, sistematik bir yaklasimdir. Gida giivenligindeki bazi klasik yaklagimlar biiytlik
Olglide son iirilin testlerine dayanmasima ragmen, HACCP sistemi tiim bilesenlerin kalitesine
ve tlim proses asamalarina, bunlarin uygun sekilde kontrol edilmesi durumunda, giivenli
iirlinlerin ortaya ¢ikacagi yoniindeki 6nemine vurgu yapmaktadir (Jay ve ark., 2005).

HACCP sistemi, calisilan her bir operasyon icin bir HACCP planinin nasil
olusturulacagini gosteren yedi prensipten olugsmaktadir. Bunlar;

1- Tehlike analizinin yapilmasi,

2- Kritik kontrol noktalariin (KKN) belirlenmesi,

3- Kritik limitlerin saptanmasi,

4- KKN’inm izlenmesi i¢in bir izleme prosediiriiniin olusturulmas,

5- Belirli bir KKN’smin kontrol altinda olmadigmin gézlenmesi durumunda, almacak

diizeltici faaliyetlerin belirlenmesi,

6- HACCP sisteminin dogru calistigini onaylamak i¢in onaylama prosediirleri

olusturulmasi,

7- Bu ilkelere ve uygulamalarina uygun, tiim prosediir ve kayitlarm belgelerinin

olusturulmasidir (Mortimore ve Wallace, 2013).

Yetersiz 1s1l islem, uygun olmayan depolama sartlari, ¢apraz bulasma, gida
maddelerinin hazirlanmasinda kontamine hammaddelerin kullanimi salginlara yol agmaktadir.
Etiyolojik ajanlar, gida katki faktorleri ile ilgili gdzetim bilgilerinin smiflandirilmasi ve
capraz tablolarin yapilmasi, tehlike analizini kolaylastirir. Kontrol tedbirlerini ve bunlara
karsilik gelen kritik limitleri olustururken, iirlinlin giivenligi agisindan kritik olan yonlerin
izlenmesi de saglanmis olur. HACCP dokiimantasyonunda, epidemiyolojik verilerin bir araya
getirilmesi, sistemin mevcut en iyi bilimsel bilgilere dayanmasi konusunda giivence saglar.
HACCP sisteminin, gida kaynakli hastaliklarin 6nlenmesinde en etkili ara¢ oldugunu, birgok
hiikiimet ve saglik otoritesi kabul etmistir (Panisello ve ark., 2000; Adams ve Moss, 2008).

Bu caligmada; cevre, gida ve insan kaynakli MRSA’larin farkli kaynaklardan
izolasyonu, identifikasyonu, metisilin direng¢leri, stafilokokkal enterotoksin iiretme
kaabiliyetlerinin belirlenmesi, ¢alismada elde edilen izolatlara hastane ve toplum kdkenli
MRSA izolatlarinin da ilave edilmesiyle farkli kaynaklardan elde edilen MRSA suslarinin
aralarindaki genetiksel ve klonal iligkilerin ortaya konmasi sonucu, bulasma yollari, gida

giivenligi ve halk sagligma ait baz1 noktalarin aydinlatilmasi amaglandi.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu caliymada 6rnekleme diizeni, ¢calismanin amacina uygun olarak, c¢evre, gida ve
insan kaynaklar1 olmak {izere ii¢ ayr1 ana kaynagin orneklenmesi seklinde olusturuldu.
Orneklemeler Mart 2016 - Eyliil 2017 tarihleri arasinda yapildi. Cevre drneklemesi igin,
Samsun 1li ve gevresinde faaliyet gosteren iki et/et iiriinleri isletmesi ve iki siit/siit iiriinleri
isletmesi ¢evresel ortamlarimdan 60 sivap 6rnegi toplandi. Gida 6rneklemesi i¢in, yine ayni
isletmelerin trettigi et ve siit triinlerinden 500 o6rnek, isletmelerden ve satis reyonlarindan
temin edildi. Insan &rneklemesi de, yine ayni isletmelerde gida iiretiminde calisan
personellerden, 92 el yikantisi ve 92 burun sivabi Orneklemesi ile gergeklestirildi. Bu
orneklerden MRSA’lar elde edildikten sonra, OMU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali hastane/toplum kaynakli kiiltiir koleksiyonundan, 53 MRSA
izolat1 caligmaya dahil edildi. Bu sekilde toplamda 744 6rnek ve 53 MRSA izolat1 ¢galismanin
materyalini olusturdu.

3.1.1. Calisma icin Toplanan Ornekler

Calismanm 6rnekleri; Mart 2016 - Eyliil 2017 arasinda Samsun ve g¢evresinde faaliyet
gosteren iki et/et tirlinleri ve iki siit/siit Tiriinleri iiretim tesisi olmak tizere dort tesisin gevresel
ortamlar1, personelleri ve bu tesislerde fliretilen et/siit {iiriinlerinden tesadiifi 6rnekleme
yontemiyle temin edildi (Tablo 6). Bu amagla isletme ¢evresel ortami ve personel
orneklemeleri i¢in dort, gida drneklemeleri i¢in on kez olmak {izere toplam on dort kez tesis
ziyareti yapildi. Ayrica gida 6rneklemeleri igin yirmi bir kez satis reyonlar1 ziyaret edildi.

Tesis cevresel sivap oOrnekleri: Tesislerin ¢evresel ortamlarindan duvar, zemin,
tezgah, tekne, bicaklardan iicer sivap 6rnegi olmak iizere her bir tesisten 15 ve toplamda 60
6rnek toplandi. Steril sivaplar ortalama 40 cm® yiizeylere siiriildii ve 9 mL 0,1’lik steril
maximum recovery diluent (MRD) iceren tiiplere kirilmak suretiyle aktarildi (Alisarli ve ark.,
2003; De Wit ve Kampelmacher, 1981).

Personel ornekleri: Ayni tesislerde ¢alisan 92 personelin her birinden, el yikama
stvilart ve burun sivaplar1 olmak iizere toplam 184 Grnek alindi. Personelin her bir eli,
icerisinde 100 mL 0,1’lik steril MRD bulunan steril stomacher posetlere daldirilip iginde
yaklasik 30 saniye siireyle tutuldu ve parmaklarin birbirine siirtiiliip ovusturulmas: saglandu.
Daha sonra her iki elden alinan Ornekler birlestirilerek tek Ornek olarak degerlendirildi

(Alisarl ve ark., 2003; De Wit ve Kampelmacher, 1981).
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Steril pamuklu stvaplar, personellerin kendilerinin, her iki burun deliginin 6n kisminda
septum mukozasma, 10—15 sn. siire ile nazik¢e saga ve sola dogru cevrilmesi saglandi ve 9
mL 0,1’lik steril MRD igeren tiiplere kirilmak suretiyle aktarildi (Alisarli ve ark., 2003; De
Wit ve Kampelmacher, 1981).

Gida ornekleri: S6z konusu tesislerde iiretilen kiyma, hazir kofte, kusbasi, peynir
iiriinlerinden 100’er g, ¢ig siitlerden 100’er mL 6rnek alindi. Tesis basina, her gida grubundan
50°ser adet olmak iizere, toplam 500 adet gida 6rnegi toplandi. Tiim Ornekler aseptik
kosullarda topland1 ve soguk zincir altinda en kisa siirede laboratuvara ulastirilarak ayni giin
analizlere alind1.

Hastane/toplum kaynaklh MRSA izolatlari: Cesitli klinik vakalar ile hastane alet-
ekipmanlarindan izole edilen hastane/toplum kaynakli 53 MRSA izolat, OMU Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 kiiltiir koleksiyonundan temin edilerek ve ¢alismaya dahil
edildi (Tablo 6).

Tablo 6. Calismaya materyal teskil eden 6rnekler ve MRSA izolatlarmin kaynaklari

Cevre insan Gida
Et isl. Siit isl. Et isl. Siit Tsl. Hastane Et isl. Siit Tsl.
(n=2) (n=2) (n=2) (n=2) Kokenli (n=2) (n=2)
15 6rnek 15 6rnek 24+18 6rnek 25 MRSA* 150 6rnek 100 6rnek

ornek (53 adet)

Duvar :3 El yikantis1 : 92 Kusbas1 :50 Suit  :50
Zemin :3 Burun sivabi : 92 Kiyma :50 Peynir : 50
Tezgah : 3 Kofte :50
Tekne :3
Bigak :3
60 6rnek 184 6rnek 500 6rnek
744 6rnek

* OMU Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali MRSA izolatlart
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3.1.2. izolasyon ve identifikasyon i¢in Kullanilan Malzemeler

Maximum Recovery Diluent (MRD, Merck, 1.12535.0500)

Maximum recovery diluent besi yerinden 9,5 g alinip 1 litre distile su i¢inde manyetik
karigtiricida tamamen eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Oda sicakligina
kadar soguduktan sonra +4 °C’de muhafaza edildi.

Baird-Parker Rabbit Plasma Fibrinogen Agar (BPRPFA, Sigma-Aldrich, 79893)

Baird Parker agar besi yerinden 6,3 g almip 90 mL distile su i¢inde manyetik
karistiricida tamamen eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. 50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra 10 mL steril distile su ile sulandirilmis rabbit plasma fibrinogen
supplement (Sigma-Aldrich, 05939) ilave edilip manyetik karistiricida tamamen homojenize
olmasi1 saglandi. Aseptik sartlarda steril petri kaplarina dokiiliip donmas1 beklendi. +4 °C’de
muhafaza edildi.

Rabbit Plasma Fibrinogen Supplement (RPF, Sigma-Aldrich, 05939)

Taze olarak 10 mL steril distile su ile aseptik sartlarda sulandirildi. BPRPF Agar 45-50
°C’ye kadar sogutulup RPF supplement ilave edilerek manyetik karistiricida tamamen
homojenize olmasi saglandi.

Tryptic Soy Broth (TSB, Merck, 1.05459.0500)

Tryptic Soy Broth besi yerinden 30 g alimip 1 litre distile su iginde manyetik
karistiricidda tamamen eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Aseptik
sartlarda oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra +4 °C’de muhafaza edildi.

Tryptic Soy Agar (TSA, Merck, 1.05458.0500)

Tryptic Soy Agar besi yerinden 40 g almip 1 litre distile su iginde manyetik
karistiricida tamamen eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. 50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra aseptik sartlarda steril petri kaplarina dokiiliip donmasi beklendi.
+4 °C’de muhafaza edildi.

Purple Broth Base (PBB, Himedia, M284)

Purple Broth Base besi yerinden 15,02 g almip 1 litre distile su i¢inde manyetik
karistiricidda tamamen eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Aseptik
sartlarda 20 mL mannitol soliisyonu 0,20 pm’lik filtreden gegirilerek ilave edildi. Cam deney
tiiplerine 9°ar mL dagitildi. +4 °C’de muhafaza edildi.

DNase Agar (Merck, 1.10449.0500)

DNase Agar besi yerinden 42 g almip 1 litre distile su i¢inde manyetik karistiricida
tamamen eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. 50 °C’ye kadar
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sogutulduktan sonra aseptik sartlarda steril petri kaplarina dokiiliip donmasi beklendi.
+4 °C’de muhafaza edildi.

Brain Heart Infusion Broth (BHI, Merck, 1.104930.500, % 20 gliserinli)

Brain Heart Infusion Broth besi yerinden 18,5 g alnip 500 mL distile su iginde
manyetik karigtiricida tamamen eritildi. Bu karisima 100 mL gliserin soliisyonu ilave edildi.
Otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Vida kapakli 2 mL’lik sus saklama tiiplerine
I’er mL dagitildi. +4 °C’de muhafaza edildi.

Potassium Tellurite Solution (Sigma-Aldrich, 17774)

Steril halde sunulan 10’ar mL’lik flakonlar 6rnek homojenizati ile TSB karisimimna
aseptik sartlarda % 1 oraninda ilave edildi.

Rabbit Plasma (Biowest, S2600-500)

Steril halde sunulan rabbit plazma, koagiilaz testinde kullanilincaya kadar -20 °C’de
muhafaza edildi.

Hidrojen Peroksit % 30 (H,O,, Perhydrol, Tekkim, TK.060171.01001)

Kullanima hazir halde temin edilen % 30’luk hidrojen peroksitten 10 mL alinip, 90
mL distile su i¢inde seyreltildi. +4 °C’de muhafaza edildi.

Gliserin (Merck, 1.04092.2500)

Non-steril halde temin edilen gliserin, BHI besi yerine katilip otoklavda sterilize
edildi.

Ethanol Absolute % 99.5 (Tekkkim, TK.200655.05001)

Kullanima hazir soliisyon halde temin edilip oda sicakliginda muhafaza edildi.

Ridascreen Set A,B,C,D,E ELISA Kiti (R-Biopharm, R4101)

Kullanima hazir pleytler ve reagentlardan olusan ELISA test kiti, iiretici firma
direktiflerine uygun olarak +4 °C’de muhafaza edildi.

Gram Jensen Boyama Kiti (RTA Labs, 07001)

Kullannoma hazir boyalar ve reagentlardan olusan boyama kiti, iiretici firma

direktiflerine uygun olarak oda sicakliginda muhafaza edildi.

3.1.3. Dogrulamada Kullanilan Referans Suslar
Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach ATCC 25923
Staphylococcus aureus ATCC 25923 susu Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii Gida

Kontrol Laboratuvari’ndan temin edildi.
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Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach ATCC 43300

Staphylococcus aureus ATCC 43300 susu OMU Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’ndan temin edildi.

Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers ATCC 25922

Escherichia coli ATCC 25922 susu Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii Gida Kontrol

Laboratuvari’ndan temin edildi.

3.1.4. Molekiiler Cahsmalar i¢in Kullamilan Malzemeler

Lysostaphin (Sigma-Aldrich, L7386)

Liyofilize toz halinde sunulan lizostafin ultra saf su i¢cinde konsantrasyonu 1 mg/mL
olacak sekilde sulandirildi. 1’er mL’lik porsiyonlara boliiniip kullanilincaya kadar -20 °C’de
muhafaza edildi.

Proteinaz-K (Sigma-Aldrich, P4850)

Kullanima hazir halde temin edilip +4 °C’de muhafaza edildi.

Triton-X 100 (4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl) phenyl-polyethylene glycol solution,
Sigma-Aldrich, T8787)

Kullanima hazir soliisyon halde temin edilip oda sicakliginda muhafaza edildi.

Sodium deoxycholate (Sigma-Aldrich, D6750)

Toz halde temin edilen Sodium deoxycholate’dan 2 g tartilip 100 mL distile su i¢inde
¢ozdiirtildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilip +4 °C’de muhafaza edildi.

N-Lauroylsarcosine sodium salt (Sigma-Aldrich, L5777)

Toz halde temin edilen N-Lauroylsarcosine sodium salt’dan 10 g tartilip 100 mL
distile su i¢inde ¢Ozdiiriildii. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilip +4 °C’de
muhafaza edildi.

0,1 M Tris-HCI (Sigma-Aldrich, T5941, pH:7,5)

Toz halde temin edilen trizma hydrochloride’den 12,1 g tartilip 800 mL distile su
icinde ¢ozdiiriildii. pH’s1 ayarlandiktan sonra 1 litreye tamamlanip otoklavda 121 °C’de 15
dakika sterilize edildi.

1 M Tris-HCI (Sigma-Aldrich, T5941, pH:8)

Toz halde temin edilen trizma hydrochloride’den 121,14 g tartilip 800 mL distile su
icinde ¢ozdiiriildii. pH’s1 ayarlandiktan sonra 1 litreye tamamlanip otoklavda 121 °C’de 15
dakika sterilize edildi.

Boric acid (BioShop, BOR001.500)

Kullanima hazir toz halde temin edilip oda sicakliginda muhafaza edildi.
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0,5M EDTA (Sigma-Aldrich, E5134, pH:8)

Toz halde temin edilen ethylenediaminetetraacetic acid’den 186,1 g tartilip 800 mL
distile su i¢inde ¢ozdiiriildii. Yaklasik 10 g Sodyum hidroksit ile pH’s1 ayarlandiktan sonra 1
litreye tamamlanip otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi.

5 M Sodium Chloride (Lab M, NaCl, MC017)

Toz halde temin edilen NaCl’den 146,1 g tartilip 500 mL distile su i¢cinde tamamen
¢ozdiriildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilip oda sicakliginda muhafaza edildi.

Tris-EDTA (TE) Buffer (pH:8)

Aseptik kosullarda hazirlandi. Daha 6nce hazirlanip sterilize edilen 0,5 M EDTA’dan
1mL, 1 M Tris-HCI’den 5 mL alinip 494 mL distile su i¢inde karistirildi.

5X TBE (tris borik asit EDTA) Stok Buffer

Toz halde Borik asitten 13,57 g, Trizma Base’den 26,92 g, EDTA’dan 1,86 g tartilip
500 mL distile su iginde ¢6zdiiriildii. Oda sicakliginda muhafaza edildi.

Hiicre Siispansiyon Tamponu (HST, pH:8)

Aseptik kosullarda hazirlandi. Daha 6nce hazirlanip sterilize edilen 0,5 M EDTA’dan
20 mL, 1 M Tris-HCI’den 10 mL alinip 70 mL distile su iginde karistirildi. +4 °C’de
muhafaza edildi.

Lizis buffer soliisyonu

Aseptik kosullarda hazirlandi. Daha 6nce hazirlanip sterilize edilen 0,5 M EDTA’dan
600 pL, 1 M Tris-HCI’den 18 pL, 5 M NaCl’den 600 pL, triton x-100°den 15 pL, % 2’lik
Sodyum deoxycholate’dan 300 pL, % 10’luk N-Lauroylsarcosine’den 150 pL alinip 1317 mL
distile su i¢inde iyice karistirildi. +4 °C’de muhafaza edildi.

Taq DNA Polimeraz (Thermo Scientific, 5 U/ul EP0402)

Kullanima hazir halde temin edilip -20 °C’de muhafaza edildi.

10X Taq Buffer with KCI (Thermo Scientific, EP0402)

Kullanima hazir halde temin edilip -20 °C’de muhafaza edildi.

MgCl, 25 mM (Thermo Scientific, EP0402)

Kullanima hazir halde temin edilip -20 °C’de muhafaza edildi.

dNTP 10 mM each (Thermo Scientific, R0191)

Kullanima hazir halde temin edilip -20 °C’de muhafaza edildi.

Smal DNA Restriksiyon Enzimi (Promega, R612F)

Kullanima hazir halde temin edilip -20 °C’de muhafaza edildi.

MULTI-CORE Buffer (Promega, R999A)

Kullanima hazir halde temin edilip -20 °C’de muhafaza edildi.
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Buffer J (Promega, RO09A)

Kullanima hazir halde temin edilip -20 °C’de muhafaza edildi.

BSA (Bovine serum albiimin, Promega, (R396F)

Kullanima hazir halde temin edilip -20 °C’de muhafaza edildi.

DNA Gel Loading Dye 6X (Thermo Scientific, R0611)

Kullanima hazir halde temin edilip -20 °C’de muhafaza edildi.

100 bp DNA Ladder Marker (Thermo Scientific, SM0241)

Kullanima hazir halde temin edilip -20 °C’de muhafaza edildi.

Lambda Ladder Marker, DNA Size Standarts (Bio-Rad, Cat.No. 170-3635)

Kullanima hazir halde temin edilip +4 °C’de muhafaza edildi.

Etidium Bromide Solution (Invitrogen, 10 mg/mL , Cat.N0.15585-011)

Kullanima hazir halde temin edilip oda 1sisinda muhafaza edildi.

Agarose (Amresco, N605-500)

Toz halde temin edilip 1X TBE buffer ile % 1 oraninda eritilerek kullanild:.

Pulse Field Certified Agarose (Bio-Rad, 1620137)

Toz halde temin edilip 0,5X TBE buffer ile % 1 oraninda eritilerek kullanild.

Certified Low-Melt Agarose (Bio-Rad, 1613111)

Toz halde temin edilip 0,5X TBE buffer ile % 1 oraninda eritilerek kullanild:.

Primerler (Biomers, Ankara)

Forward ve reverse giftlerinden olusan dokuz cift primer seti liyofilize halde temin
edildi (Tablo 7). Sertifikalarinda firmanin belirttigi miktarda DNAse, RNAse free steril su ile
sulandir1ldi. Her biri 200 uL miktarinda porsiyonlara boliintip -20 °C’de muhafaza edildi.
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Tablo 7. Konfirmasyon i¢in niikleaz, serin proteaz ve koagiilaz iiretiminden sorumlu genler ile metisilin direnci

ve enteroksinlerin iiretiminden sorumlu genlerin tespitinde kullanilan primerler

Primer ismi Hedef bolge Primer dizisi (5°-3”) Referans
biiy iikliigii

nucl 417 bp 5’- GGCAATTGTTTCAATATTAC-3’ Sudagidan ve ark (2008)
nuc2 5-TTTTATTTGCATTTTCTACC-3’
SspAl 292 bp 5’- GACAACAGCGACACTTGTGA-3’ Karlson ve Arvidson
SSpA2 5’- AGTATCTTTACCTACAACTACA-3’ (2002)
coal 650-1000 bp 5’- ATAGAGATGCTGGTACAGG-3’ Hookey ve ark. (1999)
coa2 5’- GCTTCCGATTGTTCGATGC-3’
mecA P4 162 bp 5’- TCCAGATTACAACTTCACCAGG-3’ Oliveira ve de Lencastre
mecA P7 5’- CCACTTCATATCTTGTAACG-3’ (2002)
seal 120 bp 5’- TTGGAAACGGTTAAAACGAA-3’ Johnson ve ark. (1991)
sea2 5’- GAACCTTCCCATCAAAAACA-3’
sebl 478 bp 5’- TCGCATCAAACTGACAAACG-3’ Johnson ve ark. (1991)
seb2 5’- GCAGGTACTCTATAAGTGCC-3’
secl 257 bp 5’- GACATAAAAGCTAGGAATTT-3’ Johnson ve ark. (1991)
sec2 5’- AAATCGGATTAACATTATCC-3’
sedl 278 bp 5’- CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG-3’ Mehrotra ve ark. (2000)
sed? 5’- ATTGGTATTTTTTTTCGTTC-3’
seel 209 bp 5’- AGGTTTTTTCACAGGTCATCC-3’
see2 5- CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC-3’ Mehrotra ve ark. (2000)

3.2. Metot

Orneklemeler usuliine uygun sekilde yapilip, soguk zincir altinda en kisa siirede
laboratuvara ulastirildi. Tiim 6rneklere, selektif 6n zenginlestirme metodu uygulandi (Lee,
2003, Siriiciioglu ve ark., 2011, Mernelius ve ark., 2013). Selektif 6n zenginlestirmenin
ardindan S. aureus’larin izolasyon ve identifikasyonlari, ISO 6888-2, 1999°da bildirilen
yontemle, BPRPF Agarda iireyen gri-siyah renkli, etrafinda seffaf zon goriilen kolonilere,
Gram boyama, koagiilaz, katalaz, DNase, mannitol fermentasyon testleri uygulandi (ISO
6888-2, 1999). S. aureus olarak identifiye edilen izolatlarm DNA izolasyonlarmin ardindan,
molekiiler konfirmasyon amaciyla, konvansiyonel PCR metodu ile nuc, sspA ve coa genlerini
tasty1p tasimadiklar1 arastirildi (Sudagidan ve ark., 2008, Karlson ve Arvidson 2002, Hookey
ve ark., 1999). Izolatlarm metisilin direncini gosteren mecA geni, molekiiler olarak

konvansiyonel PCR yontemi ile tespit edildi (Oliveira ve de Lencastre 2002). Yine izolatlarin
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patojenitelerinde etkili enterotoksin tiretiminden sorumlu genlerden Sea, seb, sec, sed ve see
genlerini tastyip tasimadiklari, multiplex PCR metodu ile arastirildi (Johnson ve ark., 1991,
Mehrotra ve ark., 2000). Calisma boyunca ¢evre, gida ve insan kaynaklarmdan elde edilen
MRSA izolatlarma, OMU Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin edilen
MRSA izolatlar1 da ilave edilerek bir izolat havuzu olusturuldu. Tiim bu izolatlarin, izole
edildikleri kaynaklar itibariyle hem kendi iclerindeki hem de kaynaklar arasindaki klonal
iliskileri Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) yontemi ile analiz edildi (McDougal ve
ark., 2003, Anon, 2017a).

3.2.1. Koagiilaz pozitif Staphylococcus spp.’lerin izolasyon ve Identifikasyonu

Soguk zincir altinda laboratuvara ulastirilan personel el yikantist sivilari, burun sivap
ornekleri ve cevresel sivap Orneklerini tasiyan MRD (Merck, 1.12535.0500) {izerine 1/1
oraninda TSB (Merck, 1.05459.0500) ilave edildi. Bu karisima % 1 oraninda potasyum
tellirit  soliisyonu (Sigma-Aldrich, 17774) eklenerek stomacher (Bag-Mixer-400,
Interscience)’de 3 dakika homojenize edildi.

Steril numune alma posetlerine, usuliine uygun sekilde alinan ortalama 200’er g
kiyma, kusbasi, kofte, peynir, 100’er mL siit ornekleri soguk sartlarda en kisa siirede
laboratuvara ulastirildi. Steril stomacher posetleri iginde, kati1 6rneklerden 10’ar g numune
terazisi ile (Ohaius, Pioneer) tartildi, siit 6rneklerinden 10’ar mL alindi ve tizerine 90’ar mL
MRD ve TSB sivi besiyeri ortamlar1 (% 1 oraninda potasyum telliirit ilaveli) 1/1 oraninda
karstirilarak ilave edildi. Bu karigimlar da stomacherde 3 dakika homojenize edildi.
Homojenize edilen tiim Ornekler, 37 °C’de 20-24 saat aerobik sartlarda selektif on
zenginlestirme inkiibasyonuna tabi tutuldu (Lee, 2003, Siiriiciioglu ve ark., 2011, Mernelius
ve ark., 2013).

Selektif on zenginlestirmenin ardindan, tiim Orneklerden 100°er pL alinipp BPRPF
Agara (Sigma-Aldrich, 79893) yayma plak yontemi ile ekildi. Ekimi yapilan tim BPRPF
Agar plaklar1 37 °C’de 24-48 saat aerobik sartlarda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda, etrafinda seffaf koagiilasyon zonu olusan, 1-3 mm c¢apinda, gri-Siyah renkli
kolonilerden 3-4 koloni segildi (Sekil 9). Cizme yontemiyle TSA (Merck, 1.05458.0500)’ya
ekildi ve 37 °C’de 24 saat aerobik inkiibasyona birakildi. TSA’da saf olarak {ireyen
kolonilere, koagiilaz reaksiyonunun dogrulanmasi amaciyla tiip koagiilaz testi uygulandi. Tiip
koagiilaz testinde pozitif reaksiyon veren izolatlar, koagiilaz pozitif Staphylococcus spp.
(KPS) olarak isimlendirildi (ISO 6888-2, 1999).
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Sekil 9. Baird Parker Rabbit Plasma Fibrinogen Agar’da koagiilaz pozitif Staphylococcus spp.’lerin

koloni formasyonu

Koagiilaz Testi: BPRPF kat1 besi yerinde seffaf zon olusturarak tireyen, 1-3 mm
capindaki gri-siyah kolonilerden 3-4 koloni segilip, ¢izme yontemiyle TSA’ya ekildi ve 37
°C’de 24-48 saat aerobik sartlarda inkiibasyona birakildi. 5 mL’lik steril cam tiiplere 500 uL
tavsan plazmasi (Biowest, S2600-500) dagitildi. TSA’da saf olarak iireyen kolonilerden steril
6ze yardimiyla 4-5 koloni alinip, tavsan plazmas: igerisinde iyice homojenize edildi. Onceden
37 °C’ye ayarlanmig benmaride, her yarim saatte bir kontrol etmek suretiyle 4 saat inkiibe
edildi. Negatif reaksiyon veren tiipler, ilave olarak oda 1sisinda 24 saat inkiibasyona birakild1.
Tiip koagiilaz testinde pozitif reaksiyon veren izolatlar koagiilaz pozitif Staphylococcus spp
(KPS) olarak isimlendirildi (Bennett ve Lancette 1998, ISO 6888-2, 1999, Sekil 10-11).

Sekil 10. Tavsan plazmasi kullanilarak yapilan tiip koagiilaz testinde pozitif reaksiyonun gortiniimii
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Sekil 11. Tavsan plazmasi kullanilarak yapilan tiip koagiilaz testinde negatif reaksiyonun goriiniimii

3.2.2. S. aureus’larin Identifikasyonu

KPS’lere Gram boyama, katalaz, DNase, anaerobik mannitol fermentasyonu testleri
uygulandi. Bu testlerin tamamina pozitif reaksiyon veren izolatlar S. aureus olarak identifiye
edildi ve % 20 gliserinli BHI s1vi1 besiyeri i¢inde -80 °C’de depolandi (ISO 6888-2, 1999).

Gram Boyama: TSA’da saf olarak iireyen kolonilerden aseptik sartlarda, steril 6ze
yardimi ile bir koloni alindi. Steril lam iizerine bir damla steril hiicre siispansiyon tamponu
(HST) damlatildi. Alman koloni lam iizerinde homojen bir sekilde yayilip oda sicakliginda
kurutuldu ve alevde fikse edildi. Gram boyama kiti (RTA Labs, 07001) igerigindeki kristal
viyole boyasi ile 2 dk boyandi. Ardindan lamin iizeri lLigol soliisyonu ile kaplanip 2 dk
bekletildi. Alkol/aseton karigimi ile 10 sn dekolarizasyonun ardindan, 30 sn karbol fuksin ile
boyanip su ile yikandi ve lamlar Kurutulup, isik mikroskobunda incelendi (Bennett ve
Lancette, 1998, Sekil 12).

Sekil 12. Gram pozitif Staphylococcus spp.’lerin 100X biiyiitmede kiimeler halinde goriinimii
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Katalaz Testi: Siyah diiz zemine yerlestrilen Steril lamlar {izerine, pipetle 500 uL %
3’liik H,O; konuldu. TSA’da saf olarak iireyen kolonilerden bir-iki koloni, 6ze ile alinip iyice
karigtirildi. Gaz ve kabarcik ¢ikisi pozitif olarak kaydedildi (Bennett ve Lancette, 1998, Sekil
13).

Sekil 13. Lam iizerinde katalaz pozitif reaksiyonun goriiniimii

DNase Testi: TSA’da saf olarak iiretilen kolonilerden, steril 6ze yardimiyla bir-iki
koloni alinip, kalinca bir ¢izgi halinde DNase test agara ¢izme yontemiyle ekildi. 37 °C’de 24
saatlik aerobik inkiibasyonun ardindan, agarin yiizeyi 1IN HCI ile kaplandi. Ureme goriilen
alanin etrafinda olusan seffaf zon pozitif olarak degerlendirildi (Smith ve ark., 1969, Sekil
14).

Sekil 14. DNase agarda S. aureus siipheli izolatlarin pozitif ve negatif reaksiyonlarinin karsilagtirmali

goriinimii
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Mannitol Fermentasyon Testi: Purple base broth sivi besiyeri, deney tiiplerine 2’ser
mL dagitilip otoklavlandi. Mannitol seker soliisyonu 0,20 um’lik filtreden gegirilerek, steril
ortamda herbir tiipe 200 pL eklendi. TSA’da saf olarak iiretilen kolonilerden steril 6ze
yardimiyla bir-iki koloni alinip, BHI besi yerinde pasajlandi ve 37 °C’de 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan, {ireme goriilen tiiplerden 100 pL bakteri soliisyonu almip
mannitol ilaveli purple base broth sivi besiyerine ekildi. Besiyerinin iizeri, oksijen temasini
engellemek amaciyla, sivi parafinle kaplandi. Pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 25923 ve
S. aureus ATCC 43300, negatif kontrol olarak E. coli O157 susu kullanildi. 37 °C’de 5 giine
kadar inkiibe edilen mor renkli besiyerlerinden, sar1 renge donenlere inokiile edilmis olan
izolatlarin, mannitol fermentasyon reaksiyonu pozitif olarak kaydedildi (Bennett ve Lancette,
1998, Sekil 15).
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Sekil 15. Purple base mannitol broth siv1 besi yerinde mannitol pozitif reaksiyonlar ile negatif kontrol

reaksiyonun gortiinimii

3.2.3. Molekiiler Yontemler I¢in Bakteriyel DNA Ekstraksiyonu

TSA’da saf olarak iiretilen S. aureus izolatlarindan bir-iki koloni, 5 mL TSB igerisine
alindi. 37 °C’de 16-24 saat inkiibe edildi. Besiyerinden 200 pL steril bir ependorf tiipe
alinarak 11.000 g de 1 dk. santrifiij ile ¢oktiiriildii. Ustteki stvi atildi, dipte biriken bakteri

peleti 45 uL steril distile su ile siispanse edildi. Uzerine 15 pL lizostafin eklenip vortekslendi.
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37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Bunu takiben 15 pL proteinaz K ve 150 pL 0,1 M Tris/HCI
(pH: 7,5) eklenerek 56 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Son olarak 6rnekler 5 dakika kaynatildi ve
PCR c¢alismalarina kadar -20 “C’de muhafaza edildi (Arciola ve ark., 2001).

3.2.4. S. aureus’larin Identifikasyonlarinin Molekiiler Yontemle Dogrulanmasi

Kiiltiirel yontemlerle izole edilen ve biyokimyasal testler sonucunda S. aureus olarak
identifiye edilen izolatlarin identifikasyonlari, molekiiler yontemlerle konfirme edildi. Bu
amagla, % 20 gliserinli BHI i¢inde -80 °C’de depolanan izolatlar énce TSB ve ardindan
TSA’ya ekimleri yapilarak saf kiiltiir olarak elde edildi. Bu kiiltiirlerden DNA ektraksiyonlari
yapildi. Ardindan S. aureus’lara 6zgii ve termoniikleaz tiretiminden sorumlu nuc geni ile yine
S. aureus’lara 6zgii ve serin proteazlari liretiminden sorumlu SSpA geni PCR yontemi ile
arastirildi. Metisilin direncinin arastirilmasinda gold standart olarak kabul géren mecA geni
yine PCR yontemi ile tespit edildi (Dominguez ve ark. 1997, Oliveira ve de Lencastre 2002).
S. aureus’larda en ¢ok rastlanan enterotoksinlerden A, B, C, D ve E tipi enterotoksin
tiretiminden sorumlu sea, seb, sec, sed ve see genleri multipleks PCR yontemi ile arastirildi.
Elde edilen PCR firiinleri etidyum bromiir igeren agaroz jellere yiiklenerek elektroforez

islemine tabi tutulup elde edilen bantlar degerlendirildi.

S.aureus’larin nuc Geni PCR Analizi: S.aureus’larin tasidigi ve 1siya direngli
termoniikleaz {iretiminden sorumlu nuc geninin PCR analizi i¢in Sudagidan ve Aydin (2008)
tarafindan bildirilen ve 417 bp biiylikliiglinde bant veren nuc 1 ve nuc 2 primer ciftleri
kullanild1 (Tablo 3). Toplam 30 pL hacim igin 10X KCI Buffer (pH 8.8) 5 uL, MgCl, (25
mM) 3 puL, ANTP mix (2 mM each) 0,7 pL, forward ve reverse primer (10 pmol) 1’er uL, Taq
DNA polymerase (5 U/uL) 0,5 uL, steril distile su 13,8 uL miktarinda katilip vortekslendi.
PCR tiiplerine dagitilan karisima 5 pL hedef DNA eklendi (Tablo 11). Bu sekilde
amplifikasyona hazir hale gelen 6rnekler, thermal cycler (Techne TC-512) cihazinda 95 “C’de
5 dk. ilk denatiirasyonu takiben, 95 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 45 °C’de 1 dk. baglanma,
72 °C’de 1 dk. uzama reaksiyonu 35 siklus tekrarlandi. Ardindan 72 °C’de 10 dk. son uzama
ile reaksiyon sonlandirildi (Tablo 8).
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Tablo 8. nuc geni PCR amplifikasyonu i¢in 1s1 sartlari

Reaksiyon Reaksiyon sicakhigi Reaksiyon siiresi

ik denatiirasyon 95 °C 5 dakika

Denatiirasyon 95 °C 30 saniye

Baglanma 45 °C 1 dakika } 35 siklus
Uzama 72°C 1 dakika

Son Uzama 72°C 10 dakika

S.aureus’larin  sspA Geni PCR Analizi: S.aureus’larin tasidigi ve en Onemli
proteazlaridan biri olan serin proteazlarinin iiretiminden sorumlu SSpA geninin PCR analizi
icin, Karlson ve Arvidson (2002) tarafindan bildirilen ve 292 bp biiyiikliigiinde bantlar veren
SSpA 1 ve sspA 2 primer ¢iftleri kullanildi (Tablo 3). Toplam 30 pL hacim i¢in 10X KCI
Buffer (pH 8.8) 5 uL, MgCl, (25 mM) 3 pL, dNTP mix (2 mM each) 0,7 pL, forward ve
reverse primer (10 pmol) 1’er uL, Taq DNA polymerase (5 U/uL) 0,5 uL, steril distile su 13,8
pL miktarinda katilip vortekslendi. PCR tiiplerine dagitilan karigima 5 uLL hedef DNA eklendi
(Tablo 11). Bu sekilde amplifikasyona hazir hale gelen drnekler thermal cycler (Techne TC-
512) cihazinda 95 °C’de 5 dk. ilk denatiirasyonu takiben 95 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 47
°C’de 1 dk. baglanma, 72 °C’de 1 dk. uzama reaksiyonu 40 siklus tekrarlandi. Ardindan 72

°C’de 10 dk. son uzama ile reaksiyon sonlandirildi (Tablo 9).

Tablo 9. sspA geni PCR amplifikasyonu i¢in 1s1 sartlar

Reaksiyon Reaksiyon sicakhigi Reaksiyon siiresi

IIk denatiirasyon 95 °C 5 dakika

Denatiirasyon 95°C 30 saniye

Baglanma 47 °C 1 dakika } 40 siklus
Uzama 72°C 1 dakika

Son Uzama 72°C 10 dakika
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S.aureus’larin coa Geni PCR Analizi: S.aureus’larin tasidigi ve koagiilaz
iiretiminden sorumlu coa geninin PCR analizi i¢in, Hookey ve ark. (1999) tarafindan
bildirilen ve 500-1000 bp biiyiikligiinde bantlar veren coa 1 ve coa 2 primer ¢iftleri kullanild1
(Tablo 3). Toplam 30 pL hacim igin 10X KCI Buffer (pH 8.8) 5 uL, MgCl, (25 mM) 3 uL,
dNTP mix (2 mM each) 0,7 puL, forward ve reverse primer (10 pmol) 1’er pL, Tag DNA
polymerase (5 U/uL) 0,5 uL, steril distile su 13,8 uL miktarinda katilip vortekslendi. PCR
tiiplerine dagitilan karisima 5 pL hedef DNA eklendi (Tablo 11). Bu sekilde amplifikasyona
hazir hale gelen ornekler, thermal cycler (Techne TC-512) cihazinda 94 °C’de 5 dk. ilk
denatiirasyonu takiben, 94 “C’de 1 dk. denatiirasyon, 58 ‘C’de 1 dk. baglanma, 72 ‘C’de 1 dk.
uzama reaksiyonu 30 siklus tekrarlandi. Ardindan 72 °C’de 10 dk. son uzama ile reaksiyon
sonlandirildi (Tablo 10).

Tablo 10. coa geni PCR amplifikasyonu igin 1s1 sartlar1

Reaksiyon Reaksiyon sicakhig Reaksiyon siiresi

ilk denatiirasyon 94 °C 5 dakika

Denatiirasyon 94 °C 1 dakika

Baglanma 58 °C 1 dakika } 30 siklus
Uzama 72°C 1 dakika

Son Uzama 72°C 10 dakika

3.2.5. mecA Geni PCR Analizi ile MRSA’larin Belirlenmesi:

S.aureus’larin tagidig1 ve metisilin direncinden sorumlu mecA geninin PCR analizi i¢in
Oliveira ve de Lencastre (2002) tarafindan bildirilen ve 162 bp biiyiikliigiinde bantlar veren
mecA P4 ve mecA P7 primer giftleri kullanildi (Tablo 3). Toplam 30 puL hacim i¢in 10X KCI
Buffer (pH 8.8) 5 uL, MgCl, (25 mM) 3 pL, dNTP mix (2 mM each) 0,7 pL, forward ve
reverse primer (10 pmol) 1’er uL, Taqg DNA polymerase (5 u/ uL) 0,5 uL, steril distile su
13,8 puL miktarinda katilip vortekslendi. PCR tiiplerine dagitilan karigima 5 pL hedef DNA
eklendi (Tablo 11). Bu sekilde amplifikasyona hazir hale gelen Ornekler, thermal cycler
(Techne TC-512) cihazinda, 95 °C’de 5 dk. ilk denatiirasyonu takiben 95 "C’de 30 saniye
denatiirasyon, 56 ‘C’de 1 dk. baglanma, 72 °C’de 1,5 dk. uzama reaksiyonu 40 siklus
tekrarlandi. Ardindan 72 °C’de 10 dk. son uzama ile reaksiyon sonlandirildi. 162 bp

biiyiikliigiinde bant veren izolatlar metisilin direngli olarak degerlendirildi (Tablo 12).
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Tablo 11. nuc, coa, sspA ve mecA genleri PCR analizleri i¢in anakarisim formiilasyonu

Anakarisim bileseni

Karisim i¢cindeki hacmi

Son Konsantrasyon

10x PCR Buffer with KCI 5ulL 15X
MgCl, (25 mM) 3ulL 2,5mM
dNTP mix (2 mM each) 0,7 uL 0,16 mM
Forward primer (10 pmol) 1 uL 0,3 pmol
Reverse primer (10 pmol) 1 uL 0,3 pmol
Taqg DNA polimeraz (5 U/ul) 0,5 uL 25U
Hedef DNA 5uL
Steril distile su 13,8 uL

Toplam Voliim 30 uL

Tablo 12. mecA geni PCR amplifikasyonu igin 1s1 sartlart

Reaksiyon

Reaksiyon sicakhigi

Reaksiyon siiresi

ilk denatiirasyon
Denatiirasyon
Baglanma
Uzama

Son Uzama

95°C
95°C
56 °C
72°C
72°C

5 dakika

30 saniye
1 dakika }40 siklus
1,5 dakika

10 dakika

3.2.6. S.aureus’larin sea, seb, sec, sed, see Genlerinin Multipleks PCR Analizi

S.aureus’larin iirettigi enterotoksinlerden en ¢ok rastlanan stafilokokkal enterotoksin

A, B, C, D ve E tipi toksinlerin iiretiminden sorumlu sea, seb, sec, sed, see genlerinin PCR

analizinde sea, seb, sec genleri i¢in Johnson ve ark., (1991), sed, see genleri i¢in Mehrotra ve
ark., (2000) tarafindan bildirilen ve sirasiyla 120 bp, 478 bp, 257 bp, 278 bp ve 209 bp

biiyiikliigiinde bantlar veren seal, sea2, sebl seb2, secl, sec2, sedl, sed2, seel, see2 primer
ciftleri kullanildi (Tablo 3). Toplam 40 pL hacim i¢in 10X KCI Buffer (pH 8.8) 5 uL, MgCl,
(25 mM) 3 pL, dNTP mix (2 mM each) 1 pL, forward ve reverse primer (20 pmol) 1’er pL,
Taq DNA polymerase (5u/ pL) 0,5 pL, su (steril distile) 10,5 pL miktarinda katilip
vortekslendi. PCR tiiplerine dagitilan karisima 10 pL hedef DNA eklendi (Tablo 13).
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Amplifikasyona hazir hale gelen 6rnekler, thermal cycler (TechneTC-512) cihazinda 94 °C’de
5 dk. ilk denatiirasyonu takiben, 94 °C’de 2 dk. denatiirasyon, 52 °C’de 2 dk. baglanma, 72
°C’de 2 dk. uzama reaksiyonu 30 siklus tekrarlandi. Ardindan 72 °C’de 10 dk. son uzama ile

reaksiyon sonlandirildi (Tablo 14).

Tablo 13. sea, seb, sec, sed, see genleri multipleks PCR analizi i¢in anakarigim formiilasyonu

Anakarisim bileseni

Karisim icindeki hacmi

Son Konsantrasyon

10x PCR Buffer with KCI 5uL 1,25 X
MgCl, (25 mM) 3uL 1,8 mM
dNTP mix (2 mM each) 1 ulL 0,16 mM
Forward primerler (20 pmol) 1 uL 0,5 pmol
Reverse primerler (20 pmol) 1 uL 0,5 pmol
Tag DNA polimeraz (5 U/ul) 0,5 uL 25U
Hedef DNA 10 pL

Steril distile su 10,5 pL

TOPLAM VOLUM 40 uL

Tablo 14. sea, seb, sec, sed, see genleri multipleks PCR amplifikasyonu i¢in 1s1 sartlari

Reaksiyon

Reaksiyon sicaklig

Reaksiyon siiresi

IIk denatiirasyon
Denatiirasyon
Baglanma
Uzama

Son Uzama

94 °C
94 °C
52 °C
72 °C
72°C

5 dakika

2 dakika

2 dakika 30 siklus
2 dakika

10 dakika

3.2.7. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Orneklerin PCR amplifikasyonlarmin ardindan, elde edilen PCR firiinleri agaroz jel

elektroforezine tabi tutulup goriintiilendi. Bu amagla agaroz (Amresco, N605-500) 1X TBE

icerisinde % 1 oraninda karistirildi. Kaynamaya miisaade etmeden eritilip yaklasik 50 °C’ye

kadar sogutulduktan sonra, 5 pg/mL oraninda etidium bromiir (Invitrogen, 10 mg/mL,
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Cat.N0.15585-011) ilave edilip karistirildi. Kaliba dokiilip oda 1sisinda donmaya birakild.
Elektroforez tankima (Clever Scientific,c MSMINI 7) 1X TBE dolduruldu. Agaroz jel tanka
yerlestirildi. Jelin ilk ve son kuyucuguna, 3 uL 100 bp DNA Ladder Marker (Thermo
Scientific, SM0241) aktarildi. Steril zemin iizerinde, pozitif/negatif kontroller ile 6rneklere ait
5’er uL PCR iiriinleri, 1 pL loading dye (6X, Thermo Scientific, R0611) ile karistirildi ve
jelin kuyucuklarmma aktarildi. Elektroforez cihazi (nanoPAC-300 MINI Power Supply) 110
volt ve 90 ampere ayarlandi. 45 dakika elektroforez uygulandi. Elektroforez isleminin
ardindan, arastirilan genlere ait bantlar UV transilliiminator (Spectroline TD-2100 E/F)
kaynagi lizerinde, kamera (PULNIX) ile goriintiilenip fotograflanda.

3.2.8. S. aureus Izolatlarinin Enterotoksin Uretim Yeteneginin ELISA ile
Belirlenmesi

Izolasyon, biyokimyasal identifikasyon ve molekiiler dogrulama sonucunda
S. aureus olarak identifiye edilen izolatlarin enterotoksin iiretebilme yetenekleri, ELISA ile
tespit edildi (Freed ve ark., 1982).

Bu amagla Ridascreen Set A, B, C, D, E (R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany. Atrt.
No:R4101) test kiti kullanild1 ve kit iireticisi firmanin talimatlari1 uygulandi. Buna gore;
oncelikle calismanin basindan bu yana izole edilen ve -80°C’de % 20 gliserinli BHI siv1 besi
yerinde muhafaza edilen izolatlar, taze BHI siv1 besi yerine pasajlandi. 37 “C’de aerobik
olarak 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 5000 rpm’de 10°C’de sogutmali
santrifiijde 10 dakika santriftij edildi. Tiiplerin tizerinde biriken siipernatant 0,20 um filtre ve
steril enjektor (5 mL) kullanilarak 1,5 mL’lik steril tiiplere filtre edildi. ELISA pleytinin her
bir siitunu bir izolat i¢cin olmak tizere, A,B,C,D ve E kuyucuklarma 100’er pL filtre edilen
izolat stipernatanti eklendi. F ve G kuyucuklarma kit i¢cerigindeki negatif kontrol soliisyonu, H
kuyucuguna ise kit igerigindeki pozitif kontrol soliisyonu ilave edildi. Pleytler, dnceden
37 °C’ye ayarlanmis ve su kabi konularak nemli hava ortami saglanmis ¢alkalamali
inkiibatorde (Heidolph titramax incubator 100), 1 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Ardindan, Kit
iceriginde saglanan yikama soliisyonu 1/10 sulandirildi. Otomatik pleyt yikayici (Biotek
EL-50) ile her pleyt 5 kez yikandi. Pleytlerin tiim kuyucuklarma, yine kit iceriginde saglanan
conjugate 1 soliisyonu 100 pL ilave edilip, ayni inkiibasyon sartlarinda ikinci inkiibasyona
brrakildi. Ardindan yikama islemi tekrarlandi. Ikinci yikamayi takiben pleytlerin tiim
kuyucuklarma, yine kit iceriginde saglanan conjugate 2 soliisyonu 100 pL ilave edildi ve 30
dakika ti¢lincli inkiibasyona birakildi. Tiim pleytlere ii¢lincii kez yikama islemi tekrarlandi.

Kit iceriginde saglanan substrate/chromogen soliisyonundan, pleytlerin tiim kuyucuklarma
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100 pL ilave edildi. Pleytler direk 1siktan muhafazali sekilde 37 °C’de 15 dakika daha
inkiibasyona tabi tutuldu. Bu son inkiibasyonun ardindan, pleytlerin tim kuyucuklarina
100 pL stop soliisyonu ilave edildi ve bekletmeksizin ELISA okuyucuda (Mindray MR-96A)
450 nm filtre ile kuyucuklarin optik dansite (OD) degerleri okutuldu (Sekil 16-17). Pozitif
kontrol 1,0 degerinin {izerinde, negatif kontrollerin ortalamasi 0,2 degerinin altinda olan
pleytlerin testleri gecerli sayildi. Pleytteki her test slitununun esik degeri, negatif kontrol
ortalama degerine 0,15 ilave edilerek hesaplandi. Test pleytinin her bir siitunundaki ilk bes
kuyucuktan, o siitun i¢in hesaplanan esik degerin iizerinde OD degerine sahip olanlar, ayn1

harfle ifade edilen toksinler yoniinden pozitif olarak degerlendirildi (Freed ve ark., 1982).

Sekil 16. Testi tamamlanmis bir toksin ELISA pleytinin goriiniimi

Sekil 17. Toksin ELISA testi tamamlanmuis bir pleytin, pleyt okuyucuda OD degerlerinin okutulmasi
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3.2.9. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) ile MRSA Izolatlarimin Klonal
Iliskilerinin Belirlenmesi

Calismada g¢evre, gida ve insan kaynaklarindan izole edilip identifikasyonlar1 yapilan
ve molekiiler yontemlerle dogrulanan S.aureus’larda, mecA geni tespiti ile MRSA olarak
tespit edilen izolatlara, OMU Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal’ndan temin
edilen izolatlar ilave edilerek bir izolat havuzu olusturuldu. Bu havuz igerisindeki izolat
gruplarinin, kendi iglerinde ve gruplar arasindaki genetiksel iliskileri, biyotiplendirme
alaninda “gold standart” kabul edilen Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) yontemi ile
analiz edilip dendrogram {izerinde gosterildi. PFGE analizi i¢in izolatlarin lizisi, DNA’larmin
restriksiyonu, jelde yiiriitiilmesi, goriintileme ve Bionumerics 7.6 programi kullanarak
dendrogramin olusturulmasi asamalar1 uygulandi (McDougal ve ark., 2003, Anon, 2017a).
Izolatlarin DNA’lar1 Smal enzimi ile kesildikten sonraki yiiriitme ve goriintiileme islemi,
OMU Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal’nda, Bio-Rad Chef Mapper® XA
System cihazi ve Bio-Rad ChemiDoc XRS goriintiileme cihazi kullanilarak gergeklestirildi.
Elde edilen goriintiiler, Yildrrm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji

Anabilim Dali’nda, Bionumerics 7.6 programi kullanilarak yorumlandi.

Lizis Asamasi: Izolatlar TSA’ya pasajlandi, 37 °C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan
taze saf kiiltiirler elde edildi. Steril 5 mL’lik cam tiiplere 2 mL hiicre siispansiyon tamponu
(HST) konuldu. Her bir petriden 3-5 koloni alinip HST iginde siispanse edildi ve 4-4,5
McFarland degerine ayarlandi. Tiipler, 6nceden +4 °C’ye ayarlanan sogutmali santrifiijde
(Nive NF 1200R) 15 dk. 2500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tistte biriken sivi
dokiildii. Dipteki bakteri yigin1 tekrar HST ile siispanse edilip 4-4,5 McFarland degerine
ayarlandi. 1X TE buffer iginde low melting agaroz % 2 oraninda hazirlandi. Nazikge
karistirild1 ve mikrodalga firinda kaynamasima miisaade edilmeden eritilip 6nceden 55 °C’ye
ayarlanan benmariye (Niive BM 402) konuldu. Agarozun dokiilecegi plug kaliplari
buzdolabinda sogutuldu. Steril 2 mL’lik tiiplere, 250 pL bakteri siispansiyonu, 20 pL
lizostafin (1 mg/mL) konulup otomatik pipetle pipetleme yapilarak karistirildi. Uzerine 55
°C’de bekletilen % 2’lik low melting agaroz, 250 pL ilave edilerek tekrar pipetlendi ve
kaliplarin her bir goziine ayr1 ayr1 birer 6rnek-agaroz-lizostafin karisimi doldurulup 5 dk. oda
isisinda donduruldu. Ardindan kaliplar +4 °C’de 5 dk. daha bekletildi. Bu sirada 50 mL’lik
falkon tiiplere 5 mL lizis buffer dagitildi. Kaliplarda donan pluglar, lizis buffer i¢ine alinip,
onceden 37 °C’ye ayarlanan benmaride 4 saat lizis inkiibasyonuna birakildi. Inkiibasyonun

ardindan falkon tiipler 15 dk. buzdolabinda bekletildi. Ardindan, tiiplerden lizis buffer
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bosaltilip 5 mL 1X TE buffer ilave edildi. Oda isisinda 15 dk. calkalayicida 300 rpm’de
yikandi. Yikamanin ardindan buffer dokildi. Tekrar 5 mL TE buffer ilave edildi ve bu
yikama iglemi 5 kez tekrarlandi. Yikama sonunda pluglar, igerisinde 1 mL 1X TE buffer
bulunan 2 mL’lik tiiplere almip +4 °C’de depolandi (McDougal ve ark., 2003, Anon, 2017a).

Restriksiyon Asamasi: izolatlarm DNA’larmin restriksiyonu i¢in Smal enzimi
kullanildi. +4 °C’de depolanan pluglarin 1/3’i steril ortamda bistiiri ile kesildi. Tablo 15°de
verilen karisim hazirlanip 200 pL. miktarinda, steril 2 mL’lik tiiplere dagitildi. Kesilen plug
pargalar1, enzim mastermiksi igine konuldu. 25 °C’de galkalayicili inkiibatorde 4 saat inkiibe

edilerek restriksiyon tamamlandi (McDougal ve ark., 2003, Anon, 2017a).

Tablo 15. PFGE analizinde DNA’larm enzimle restriksiyonu i¢in anakarigim formiilasyonu

Anakarisim bileseni Karisim icindeki hacmi Son Konsantrasyon
10x J Buffer 20 uL 1X
Multicore Buffer 10 pL 0,5X

BSA (Bovine serum albiimin, 10 mg/mL ) 2 uL 0,1 mg/mL
Smal enzim (10U/ pL) 4 uL 0,8U

Su (ultrapure, steril) 174 uL

TOPLAM VOLUM 200 pL

Yiiriitme Asamasi: Yiiriitme asamasi Bio-Rad Chef Mapper® XA System cihazinda
uygulandi. Bu amagla 2 litre 0,5X TBE, her yiiriitmede taze olarak hazirlanip cihazin
elektroforez hiicresine dolduruldu. PFGE certified agaroz (Bio-Rad, 1620137), 1X TBE
icinde % 1’lik olarak eritilerek 100 mL hazirland1 ve 55 °C’ye ayarlanmis ¢alkalayicili
benmariye (Niive ST30) konuldu. Agarozun dokiilecegi kalip hazirlandi. Taraginin her bir
disine restriksiyonu yapilmis plug parcast konuldu. Her bir jel i¢in taragin basina ortasina ve
sonuna olmak iizere, {i¢ adet Lambda Ladder Marker (Bio-Rad, Cat.No. 170-3635) kesilerek
konuldu. Tarak yerine yerlestirilip agaroz dikkatlice dokiildii ve oda 1sisinda donduruldu.
Cihazin sogutucu iinitesi 14 C’ye, pompa linitesi 70 degerine ayarlanip ¢alistirildi. Ardindan
katilasan jel, elektroforez hiicresine yerlestirilip program (Tablo 16) girilerek yiiriitme
baslatildi.
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Tablo 16. PFGE jel yiiriitme asamasi igin Bio-Rad Chef Mapper XA System cihazi program ayarlari

Elektroforez kosulu Programlanan degerler
Elektroforez sicakhg: 14 °C
Elektroforez voltaji 120 volt
Elektroforez akimi 6 V/cm?
Baslangig¢ vurus siiresi 5 saniye

Final vurus siiresi 40 saniye
Vurus agisi 120°

Toplam yiiriitme siiresi 20 saat

Yiirlitmenin ardindan etidiyum bromiir 500 mL ultra saf su igerisinde 1 pg/mL
oraninda hazirlandi ve jeller orbital calkalayicida (Thermo scienctific, MaxQ 2000) 20 dk.
stireyle boyandi. Bio-Rad ChemiDoc XRS goriintiileme cihazinda goriintiilenip fotograflandi
(Anon, 2017a, Sekil 18).

M 55971 561 5620573, 574 N SISEEST6  5¥8. 601 603 M

-

\

-

436,5 kb
388 kb
339.5 kb

291 kb
242,5 kb
194 kb

145,5 kb

97 kb

w 485kb

Sekil 18. 559, 561, 569, 573, 574, 575, 576, 578, 601, 603 nolu 6rneklerin PFGE analizleri sonrasi bant

paternlerinin goriintiisii (M: lambda ladder marker)
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Dendrogram Olusturulmasi: Elde edilen jel goriintiileri BioNumerics 7.6
programina yiiklendi. Referanslara ait degerler girilip, her bir izolata ait bant profillerinde
gerekli diizeltmeler yapildi. Normalizasyon isleminin ardindan, program tarafindan yapilan
analiz sonucunda dendrogram elde edildi. Dendrogram {izerinden Dice katsayis1 kullanilarak

izolatlarm PFGE tipleri, gruplari, kiimelesme oranlar1 gibi degerlendirmeler yapildi
(McDougal ve ark., 2003, Anon, 2017a).

3.2.10. Istatistiksel Yontem
Calismada Ornekleme yapilan et ve et Uriinleri ile siit ve siit iirlinleri gida gruplarinda
S. aureus ve MRSA ile kontamine bulunma oranlar1 aras1 farklilig1 tespit etmek i¢in oranlarin

farkina ait z test metodu kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Bu c¢aligmada ornekleme diizeni, ¢alismanin amacia uygun olarak cevre, gida ve
insan kaynaklar1 olmak iizere ii¢ ayr1 ana kaynagm orneklenmesi seklinde olusturuldu. Bu
amagla, Samsun ve ¢evresinde bulunan et ve siit isletmelerinden 60 ¢evresel stvap 6rnegi, 500
gida Ornegi ve 184 personel drnegi (92 burun sivabi ve 92 el yikantisi) olmak iizere toplam
744 6rnek temin edildi. Orneklerde S. aureus’larm izolasyon ve identifikasyonu I1SO 6888-
2’ye gore yapildi. Elde edilen izolatlar molekiiler yontemlerle dogrulandi. S. aureus
izolatlarinin metisilin direncgleri ve enterotoksin genleri varligi PCR ile belirlendi. S. aureus
izolatlarmin enterotoksin iiretme yetenekleri ELISA testi ile belirlendi. Bu ¢alismada elde
edilen MRSA izolatlarma OMU Tip Fakiiltesi T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin
edilen MRSA izolatlar1 da dahil edilerek, izolatlarin kendi iglerinde ve gruplar arasindaki
genetiksel iliskileri PFGE yontemi ile analiz edildi. Elde edilen sonuglar dendrogram iizerinde

gosterildi.

4.1. Koagiilaz Pozitif Staphylococcus spp. izolasyon Sonuclar

Calismada ekimi yapilan 744 Ornek icin iireme goriilen her bir BPRPF agardan
ortalama 2-3, toplamda 1214 Staphylococcus spp. siipheli koloni segilip TSA’ya pasajlandi.
TSA’da saf kiiltir olarak elde edilen Staphylococcus spp. siipheli izolatlara, koagiilaz
reaksiyonlarmin dogrulanmasi amaciyla tiip koagiilaz testi uygulandi. Sonugta ekimi yapilan
744 6rnegin 170 (% 22,8)’inden, 194 koagiilaz pozitif Staphylococcus spp. elde edildi. Elde
edilen izolatlarin 6rnek tiirlerine gére dagilimi ve izolasyon oranlar1 Tablo 17°de gosterildi.
Bu sonuglara gore, ekimi yapilan oOrneklerden en ¢ok izolasyon, isletmelere gelen ¢ig
siitlerden yapildi. Ornek alman 100 ¢ig siitten, yapilan ekimler sonucu 199 koloni segilmis,
tiip koagiilaz testi sonucu 41 (% 41) ornekten 48 (% 48) koagiilaz pozitif Staphylococcus spp.
izole edildi. En az tireme ise isletmelerde kullanilan bigaklardan alinan sivap
orneklemelerinde goriildii. Isletmelerdeki bigaklardan toplam 12 sivap drnegi alindi. Bunlarin
2 (% 16,6)’sinden 7 siipheli koloni iiredi ve 1 bigak sivap 6rnegi (% 8,3)’nden 1 koagiilaz
pozitif Staphylococcus spp. izole edildi. Teknelerden alinan sivap 6rneklerinde ise iireme

tespit edilmedi.
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Tablo 17. Calismada izole edilen koagiilaz pozitif Staphylococcus spp.’lerin drneklere gore dagilimi

izolasyon orani (%)

BPRPF Tiip koagiilaz

Koagiilaz (+)

I i e
Personel burun sivabi 92 90 186 28 (30,4) 28
Personel el yikantisi 92 89 178 21 (22,8) 21
Isletme ¢evre (zemin) 12 7 18 3 (25) 4
Isletme gevre (tezgah) 12 6 16 2 (16,6) 2
Isletme ¢evre (duvar) 12 5 10 2 (16,6) 2
Isletme cevre (bicak) 12 2 7 1 (8,3) 1
Isletme gevre (tekne) 12 0 0 0 0
Gida (kiyma) 100 62 118 13 (13) 15
Gida (kofte) 100 68 151 17 (A7) 21
Gda (kusbast) 100 78 174 22 (22) 26
Gida (siit) 100 99 199 41 (41) 48
Gida (peynir) 100 67 157 20 (20) 26

Toplam 744 573 1214 170 (22.8) 104

4.2.S. aureus Izolasyon Sonuglan

Koagiilaz pozitif 194 Staphylococcus spp. izolati Gram boyama, katalaz, DNase ve

anaerobik mannitol fermentasyon testlerine tabi tutuldu ve tiim testlere pozitif sonu¢ veren

izolatlar S. aureus olarak isimlendirildi. Toplam 744 6rnegin 152 (% 20,4)’sinden S. aureus

tespit edildi. Bu 152 6rnekten toplam 173 S. aureus izolat1 elde edildi. Koagiilaz pozitif

Staphylococcus spp. ve S. aureus izole edilen 6rneklerin tiim 6rnek tiirlerine gore dagilimi ve

izolasyon oranlari ile izolat sayilar1 Tablo 18’de, 6rnekleme yapilan gida isletmelerine gore

dagilimi ve oranlar1 ise Tablo 19°da gosterildi. Buna gore en ¢ok izolasyon yapilan 6rnek

grubu 40 (% 40) 6rnek ile isletmelere gelen ¢ig siit oldu. Isletme ¢evresel 6rneklerinden bigak

ve tezgah orneklerinden 1 (% 8,3)’er 6rnek kontamine bulundu ve en az S. aureus izolasyonu

yapilan grup oldugu goriildii. Ayrica yine isletme cevresel 6rneklerinden teknelerden alinan

stvaplardan S. aureus izolasyonu yapilmadi.
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Calismada et ve et Urlinleri ile siit ve siit {riinleri gida gruplarindan izole edilen
S. aureus’larin izolasyon oranlar1 (et ve et iirlinlerinde %16,67 ile siit ve siit iirlinlerinde

%24,5) arasinda istatistiki olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p=0.035)

Tablo 18. S. aureus’larm 6rneklerde bulunma orani (%) ve 6rnek gruplarindan izole edilen S. aureus

izolat sayilari

Ornek tiirii ()rne(lr(1)sayISI Koaﬁgrlrlll:lf ® S. aureus (%) SIif:l;i:JS
Personel burun sivabi 92 28 26 (28,2) 26
Personel el yikantisi 92 21 20 (21,7) 20
Isletme gevre (zemin) 12 3 3 (25) 3
Isletme gevre (tezgah) 12 2 1(8,3) 1
Isletme gevre (duvar) 12 2 2 (16,6) 2
Isletme gevre (bigak) 12 1 1(8,3) 1
Isletme gevre (tekne) 12 0 0 0
Gida (kiyma) 100 13 13 (13) 13
Gida (kofte) 100 17 16 (16) 18
Gida (kusbast) 100 22 21 (21) 22
Gida (siit) 100 4 40 (40) 45
Gida (peynir) 100 20 9 (9) 22

Toplam 744 170 152 (20,4) 173
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Tablo 19. Calismada S. aureus izole edilen érneklerin isletmelere gore dagilimi ve 6rnek tiiriine gore

oranlar1 (%)

Et-et tiriinleri

Isletme A

S. aureus (+) /
ornek sayisi (n)

Et-et uiriinleri

Isletme B

S. aureus (+) /
ornek sayisi (n)

Siit-siit iiriinleri

Isletme C

S. aureus (+) /
ornek sayisi (n)

Siit-siit iiriinleri

Isletme D

S. aureus (+) /

ornek sayisi (n)

Ornek tiirii (%) (%) (%) (%)
P.b.s. 3/18 (16,6) 4/24 (16,6) 7/25 (28) 12/25 (48)
P.ey. 1/18 (5,5) 1/24 (4,1) 9/25 (36) 9/25 (36)
I.¢.(zemin) 0/3 (0) 2/3 (66,6) 0/3 (0) 1/3 (33,3)
I..(tezgah) 1/3 (33,3) 0/3 (0) 0/3 (0) 0/3 (0)
I.¢. (duvar) 2/3 (66,6) 0/3 (0) 0/3 (0) 0/3 (0)
I.c.(bigak) 0/3 (0) 0/3 (0) 0/3 (0) 1/3 (33,3)
I.c. (tekne) 0/3 (0) 0/3 (0) 0/3 (0) 0/3 (0)
G. (kiyma) 4/50 (8) 9/50 (18) - -
G. (kofte) 10/50 (20) 6/50 (12) - -
G. (kusbas1) 8/50 (16) 13/50 (26) - -
G.(siit) - - 24/50 (48) 16/50 (32)
G. (peynir) - - 2/50 (4) 7/50 (14)
Toplam 29/201(14,4) 35/213(16,4) 42 /165 (25,4) 46 /165 (27,8)

P.b.s. : Personel burun sivabi, P.e.y. : Personel el yikantisi, I.c.: Isletme gevresi, G.: Gida

4.3. S. aureus’larin Molekiiler Yontemlerle Konfirmasyon Sonuglar

Mikrobiyolojik ekim ve biyokimyasal test sonuglarina goére identifiye edilen 173

S. aureus izolati, molekiiler olarak konfirme edildi. Bu amagla S. aureus izolatlarmin nuc,

SSpA ve coa genleri tasima durumlar1 PCR ile arastirildi. PCR amplifikasyonu sonucu elde

edilen PCR driinleri, agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonucunda tiim S.

aureus izolatlarmm nuc geni igin 417 bp, SSPA geni i¢in 292 bp ve coa geni i¢in 500-1000 bp
bant verdikleri tespit edildi (Sekil 19, 20, 21).
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M 390 392 401 403 404 406 408 409 412 413 414 420 PK NK

Sekil 19. S. aureus’larin nuc genine ait 417 bp biiyiikliigiindeki bantlarin PCR agar jel goriiniimii
M: 100 bp molekiiler marker, 390-420 arasi S. aureus izolat numaralari, PK: pozitif kontrol
(S. aureus ATCC 25923), NK: negatif kontrol (DNAse-RNAse free su)

292 bp BB PDEEE D@D

100 bp

M 574/2 575 576 577 578 579 586 591 585 598 599 601 PK NK

Sekil 20. S. aureus’larin SSPA genine ait 292 bp biiyiikliigiindeki bantlarin PCR agar jel goriiniimii
M: 100 bp molekiiler marker, 574/2-601 aras1 S. aureus izolat numaralari, PK: pozitif kontrol
(S. aureus ATCC 25923), NK: negatif kontrol (DNAse-RNAse free su)
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M 603 621 624 626 629 636 638 641 643 644 PK NK

Sekil 21. S. aureus’larin coa genine ait 500-1000 bp biiyiikliigiindeki bantlarin PCR agar jel goriiniimii
M: 100 bp molekiiler marker, 603-644 aras1 S. aureus izolatlari, PK: pozitif kontrol (S. aureus
ATCC 25923), NK: negatif kontrol (DNAse-RNAse free su)

4.4. mecA Geni PCR Analizi Sonuclan

S. aureus izolatlarinin metisilin direnglerinin belirlenmesinde gold standart olarak
kabul edilen mecA geninin tespitinde PCR islemi uygulandi. PCR amplifikasyonu sonucu eld
edilen PCR triinleri, agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. Jel goriintiilerinin incelenmesi
sonucunda 173 S. aureus izolatinin 54 (% 31,2)’liniin, 162 bp biiyiikliigiinde pozitif bant
verdikleri goriildii. Bu izolatlar MRSA olarak kaydedildi (Sekil 22). Ornek bazinda
degerlendiginde S. aureus izolasyonu yapilan 152 6rnegin 46 (% 30,2)’smin, MRSA’larla
kontamine oldugu goriildi. MRSA’larla en yiiksek oranda kontamine olan S. aureus pozitif
ornek grubu % 88,8 ile (8/9) peynir 6rnekleri oldu. Bunu takiben zemin sivap 6rneklerinin
% 66,6 (2/3), duvar sivap orneklerinin % 50 (1/2), kiymalarm % 38,4 (5/13), personel burun
stvaplarmim % 30,7 (8/26), personel el yikantilarinin % 30 (6/20), siitlerin % 30 (12/40),
kusbas1 orneklerinin % 19 (4/21)unun MRSA ile kontamine oldugu tespit edildi. MRS A’larin
ornek tiirlerine gore dagilimi Tablo 20°de sunuldu.

Calismada et ve et iriinleri ile siit ve siit iiriinleri gida gruplarindan izole edilen
MRSA’larin izolasyon oranlar1 (et ve et lrilinlerinde %3 ile siit ve siit lriinlerinde %10)

arasinda istatistiki olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p=0.003)
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Tablo 20. mecA geni pozitif MRSA’larin 6rnek tiirlerine gére dagilimi ve S. aureus’ lara orani (%)

Ornek  MRSA (+) 6rnek MRSA / MRSA. (+) ornek /
Ornek tiirii sayis1 (n) (%) S. aureus (%) S. aureus (+) ornek
sayisi (%)
Personel burun sivabi 92 8 (8,6) 8/26 (30,7) 8/26 (30,7)
Personel el yikantisi 92 6(6,5) 6/20 (30) 6/20 (30)
Isletme gevre (zemin) 12 2(16,6) 2/3 (66,6) 2/3 (66,6)
Isletme cevre (tezgah) 12 0(0) 0/1 (0) 0/1 (0)
Isletme cevre (duvar) 12 1(8,3) 1/2 (50) 1/2 (50)
Isletme cevre (bigak) 12 0(0) 0/1 (0) 0/1 (0)
Isletme cevre (tekne) 12 0(0) 0/0 (0) 0/0 (0)
Gida (kiyma) 100 5(5) 5/13 (38,4) 5/13 (38,4)
Gida (kofte) 100 0(0) 0/18 (0) 0/16 (0)
Gida (kusbast) 100 4(4) 4/22 (18,1) 4/21 (19)
Gida (siit) 100 12 (12) 12/45 (26,6) 12/40 (30)
Gida (peynir) 100 8(8) 16/22 (72,7) 8/9 (88,8)
Toplam 744 46 (6,18) 541173 (31,2) 46 /152 (30,2)

168 PK 428 NK

Sekil 22. S. aureus’larin mecA genine ait 162 bp biiyiikliigiindeki bantlarin PCR agar jel goriiniimii
M: 100 bp molekiiler marker, 52,168 mecA pozitif S. aureus izolatlari, 91, 97, 428 mecA
negatif S. aureus izolatlari, PK: pozitif kontrol (S. aureus ATCC 43300), NK: negatif kontrol
(DNAse-RNAse free su)
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4.5. sea, seb, sec, sed, see Genlerinin Multipleks PCR Sonuclar

S. aureus’larin tagidig1 sea, seb, sec, sed ve see enterotoksin genlerinin PCR ile tespiti
sonrast UV goriintiileme sonucu sirasiyla 120, 478, 257, 278 ve 209 bp’de bant veren izolatlar
pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 23).

Toplam 744 ornek iginde S. aureus ile kontamine 52 o6rnegin 37 (%71,15)’si
enterotoksin geni tasiyan S. aureus’la kontamine bulundu. En fazla sayida enterotoksin geni
tespit edilen Ornek grubu 9 Ornekle ¢ig siit grubu oldu. S. aureus ile kontamine el
yikantilarinin %19,2 (5/26)’si, burun sivaplarinin %35 (7/20)’i, zemin sivaplarmin %33,3
(1/3)’1, duvar sivaplarmin %50 (1/2)’si, bigaklarin %2100 (1/1)’i, kiymalarm %7,7 (1/13)’si,
koftelerin %12,5 (2/16)’i, kusbasilarin %14,3 (3/21)’1, ¢ig siitlerin %22,5 (9/40)’1 ve
peynirlerin %77,7 (7/9)’si enterotoksin geni tasiyan S. aureus ile kontamine bulundu (Tablo
21). izolat bazinda degerlendirildiginde toplam 173 izolatin 50 (%28,9)’si bir veya daha fazla
toksin geni yoniinden pozitif bulundu.

Toksin geni/genleri tespit edilen 50 izolatdan 16 (% 31,3)’smin yalnizca bir toksin
geni tasidig, 31 (% 60,7)’inin iki, 3 (% 5,8)’liniin ise {i¢ toksin genini birlikte tagidig: tespit
edildi. Izolatlardan 22’sinin sea ve sec genini (% 43,1) birlikte tasidiklar1 goriildii. Bunu
takiben ikinci sirada yalniz sea geni tasiyan 6 (% 11,7) izolat, yalmz sed geni tasiyan
5 (% 9,8) izolat, sea ve see genlerini birlikte tastyan 4 (% 7,8) izolatin bulundugu tespit edildi.
Enterotoksin genlerini tek veya diger genlerle birlikte tasima durumuna gore

degerlendirildiginde 32 izolatin (% 62,7) sea genine sahip oldugu goriildi (Tablo 22).

- 478

257 ™ 278

209
'12.05-'

M 412 413 414 420 426 428 435 511 NK sea seb sec see sed

Sekil 23. sea, seb, sec, sed, see genlerine ait 120, 478, 257, 278 ve 209 bp biiytikligiindeki bantlarin
agar jel goriinimii, M: 100 bp molekiiler marker, 413 seb pozitif, 414 sea pozitif izolatlar,
412, 420, 426, 428, 435,511 negatif izolatlar, sea, seb, sec, sed, sed, see: pozitif kontroller,
NK: negatif kontrol (DNAse-RNAse free su)
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Tablo 21. S. aureus izole edilen 6rneklerden sea, seb, sec, sed, see genlerine sahip 6rnek sayis1 ve dagilimlari

S. aureus (+) sea sea sea sea seb sed see se tespit
drnek sayis (n) sea sec sed see sec seb sed see sec see sed edilen or./
see n (%)
P.b.s. (n:26) 1 - - 2 - - - 1 - 1 - 5/26 (19,2)
P.e.y. (n:20) 1 - 2 1 - - - 1 - 1 1 7/20 (35)
I.¢. (zeminn:3) - - 1 - - - - - - - - 1/3 (33,3)
I.¢c. (tezgahn:1) - - - - - - - - - - - -
I.¢. (duvarn:2) 1 - - - - - - - - - - 1/2 (50)
I.¢. (bigakn:l) - - 1 - - - - - - - - 1/1 (100)
I.¢. (teknen:0) - - - - - - - - - - - -
G. (kiyman:13) - 1 - - - 3 - - - - - 1713 (7,7)
G. (kofte n:16) 1 - 1 - - - = - - - - 2/16 (12,5)
G. (kusbasi n:21) 1 - - - - 1 - 1 - - - 3/21 (14,3)
G. (stit n:40) 1 1 - - 2 - 1 1 1 - 2 9/40 (22,5)
G. (peynirn:9) - - - - 7 - - - - - - 719 (77,7)
Toplam 52 6 2 5 3 9 1 1 4 1 2 3 37/52 (71,1)
P.b.s. : Personel burun sivabi, P.e.y. : Personel el yikantisi, I.g.: Isletme gevresi, G.:Gida, n:Ornek sayist
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Tablo 22. sea, seb, sec, sed, see genlerini tastyan S. aureus izolatlarinin 6rnek tiirlerine gore dagilimlar

ve toplam S. aureus izolatlarina oranlari (%).

sea sea sea sea seb sed sea  Toksin genine
Ornek tiirii sea sec sed see sec seb sed see sec see sed sahip izolat /

see S. aureus (%)

P.b.s.  (n:92) 1 - -2 - - - 1 - 1 - 5/26 (19,2)
Pey.  (n:92) 1 - 2 1 - - -1 -1 1 7120 (35)
I.¢. (zemin n:12) - - r - - - - - - - - 1/3 (33,3)
I.¢. (tezgahn:12) - - - - - - - - - - - 0/1 (0)
i.¢. (duvarn:12) 1 - - A - A - 1/2 (50)
i.¢. (bicakn:12) - - - - - - - - - 1/1(100)
I.¢. (teknen:12) - Z - 2 - = - = - - - -

G. (kiyman:100) - 1 3 - 3 - - - o - - 1/13(7,6)
G. (kéfte n:100) 1 r 1 A A - S - % - 2/18 (11,1)
G. (kusbas1 n:100) 1 - r - a 1 - 1 = - - 3/22 (13,6)
G.  (siit n:100) 1 T - -2 - 1 1 1 - 2 9/45 (20)
G. (peynirn:100) - - - - 20 - - - - - - 7/22 (31,8)
TOPLAM 744 6 2 5 3 2 1 1 4 1 2 3 50/173(289)

P.b.s. : Personel burun sivabi, P.e.y.: Personel el yikantisi, I.c.: isletme cevresi, G.:Gida, n :Ornek sayist

MRSA olarak tespit edilen 54 izolatin 20 (% 37)’sinin bir veya daha fazla enterotoksin
geni tasidigi, 34 (% 73)’liniin ise analiz edilen toksin genlerini tasimadig: tespit edildi. Toksin
geni tagtyan 20 MRSA’dan 4 (% 20)’liniin bir toksin geni tasidigi, 15 (% 75)’inin iki, 1
(% 5)’inin de {i¢ toksin genini birlikte tagidigi goriildii. MRS A’larm da benzer sekilde en fazla
sea ve sec genini (14 izolat, % 25,9) birlikte tasidiklar1 anlagildi. sea geni tasityan 3 (%S5,5)
MRSA izolati ikinci, sed, seae ve seade genlerini tagiyan 1 (%1,8)’er izolat ise li¢iincii sirada
geldi. Enterotoksin genlerini tek veya diger genlerle birlikte tagima durumuna gore

degerlendirildiginde, enterotoksin geni tastyan MRSA izolatlarinda da benzer sekilde en fazla
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sea geninin bulundugu (19 izolat, % 95) goriildii. Enterotoksin genlerinden bir veya daha
fazlasina pozitif bant veren MRSA’larin 6rnek tiirlerine gore dagilimi ve izole edilen

MRSA’lara oranlar1 Tablo 23’de gdsterildi.

Tablo 23. Enterotoksin genlerinden bir veya daha fazlasini igeren MRSA’larm ornek tiirlerine goére
dagilimi ve MRSA’lara orani (%)

se’ye sahip

MRSA / top.
Ornek tiirii MRSA sea sed  seac seae sea MRSA (%)
Personel burun sivabi 8 1 - - 1 - 2/8 (25)
Personel el yikantisi 6 - - -
Isletme cevre (zemin) 2 - 1 - - - 1/2 (50)
Isletme gevre (duvar) 1 - - -
Gida (kusbas) 4 1 - - - - 1/4 (25)
Gida (kiyma) 5 2 = -
Guda (siit) 12 1 - = - 1 2/12 (16)
Gida (peynir) 16 - - 14 - - 14/16 (87)
Toplam 54 3 1 14 1 1 20/54 (37)

4.6. Izolatlarin ELISA Testi ile Toksin Uretebilme Sonuclar

Calismada izole edilen 173 S. aureus izolatmin enterotoksin liretebilme yetenekleri
ELISA ile tespit edildi. Bu amagla Ridascreen Set A, B, C, D, E (R-Biopharm AG,
Darmstadt, Germany. Art. No:R4101) test kiti kullanildi. Calisma materyalini olusturan 744
ornekten S. aureus’la kontamine 52 6rnegin 48 (% 92,3)’inin bir veya daha fazla enterotoksini
tiretebilme kabiliyetine sahip S. aureus ile kontamine oldugu tespit edildi. Test edilen izolat
sayisina gore degerlendirildiginde ise 173 S. aureus izolatinin 61 (% 35,2)’inin bir veya daha
fazla enterotoksini iiretebilme kabiliyetinde oldugu tespit edildi. S. aureus izolatlarindan 112
(% 64,8)’sinin ise, test edilen enterotoksinlerden higbirini tiretemedikleri goriildi. S. aureus
ile kontamine el yikantilarmin %46,1 (12/26)’i, burun sivaplarinin %45 (9/20)’i, zemin
stvaplarinin %66,6 (2/3)’1, duvar sivaplarinin %100 (2/2)1, bigaklarm %2100 (1/1)’,
kiymalarin %7,7 (1/13)’si, koftelerin %6,2 (1/16)’1, kusbasilarin %14,3 (3/21)’4, ¢ig siitlerin
%25 (10/40)’1 ve peynirlerin %77,7 (7/9)’si enterotoksin iiretebilen S. aureus ile kontamine
bulundu (Tablo 24).
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ELISA testi sonucunda enterotoksin tiretebilen 61 izolatin 11 (% 18)’inin bir tip toksin
iiretebildigi anlasildi. Ayni anda iki tip toksin iiretebilen izolat sayismin 36 (% 59), i¢ tip
toksin tretebilen izolat sayisinin ise 14 (% 22,9) oldugu goriildii. Tek tip toksin iireten
izolatlarin SEA (1 izolat), SEB (1 izolat) ve SEE (9 izolat) toksinlerini iirettikleri tespit edildi.
Toksin iiretebilen izolatlarin, PCR sonuglarina benzer sekilde, en fazla SEA ve SEC
toksinlerini (20 izolat, % 32,7) birlikte iirettikleri goriildii. Enteretoksinleri tek veya diger
enterotoksinlerle birlikte liretme durumuna gore degerlendirildiginde, S. aureus izolatlarinin
en fazla SEA toksinini (46 izolat, % 75,4) trettikleri goriildi. S. aureus’la kontamine
orneklerin, enterotoksin iiretebilen S. aureus’la kontamine orneklere gore dagilimlari ve
oranlar1 Tablo 24’de, enterotoksin iiretebilen S. aureus izolatlarinin, orneklere gore
dagilimlar1 ve toplam S. aureus’lara oranlari ise Tablo 25°de gosterildi.

Calismada izole edilen 54 MRSA izolatinin 22 (% 40,7)’sinin bir veya daha fazla
enterotoksin iiretebildigi, 32 (% 59,3)’sinin ise test edilen toksinlerden hicbirini tiretemedigi
tespit edildi. Enterotoksin iiretebilen 22 MRSA’dan 3 (% 13,6)linlin bir tip enterotoksin
drettigi, 18 (% 81,8)’inin iki, 1 (% 4,5)’inin de ii¢ tip enterotoksin iirettigi goriildii.
MRSA’larin da hem S. aureus izolatlarina hem de toksin geni PCR sonuglarmna benzer
sekilde, en fazla SEA ve SEC toksinlerini (14 izolat, % 63,6) birlikte tirettikleri goriildii.

Enteretoksinleri tek veya diger enterotoksinlerle birlikte iiretme durumuna gore
degerlendirildiginde, MRSA izolatlarinin en fazla SEA toksinini (19 izolat, % 86,3) {irettikleri
goriildii. Bunu 15 (% 68,1) izolat ile SEC toksini, 5 (% 22,7) izolat ile SEE toksini, 2 (% 9)
izolat ile SED toksini ve 1 (% 4,5) izolat ile SEB toksini izledi. Enterotoksin iiretebilen
MRSA’larin 6rnek tiirlerine gére dagilimlar1 ve izole edilen MRS A’lara oranlar1 Tablo 26’da

sunuldu.
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Tablo 24. S. aureus’la kontamine drnekler iginde enterotoksin liretme yetenegine sahip S. aureus’la kontamine

ornek sayilar1 ve oranlari (%)

SE tespit

S. aureus (+) SE SE SE SE SE SE SE SE edilen or.
ornek sayis1 (n) SEA SEB SEE AB AC AD AE CE DE ABC ADE / n (%)
P.b.s.  (n:26) - - T 5 12/26(46,1)
P.e.y. (n:20) - - 2 - - - 2 - 2 - 3 9/20 (45)
I.¢. (zeminn:3) - - 1 - - - - - 1 - - 2/3 (66,6)
I.¢. (tezgahn:1) - - - - - - - - - - - -
I.¢. (duvarn:2) - - 1 - - -1 - - F - 2/2 (100)
I.¢. (bigakn:1) - - - - - - - - 1 - - 1/1(100)
I.¢. (teknen:0) - - - - - - - - - - - -
G. (kiyman:13) - - - - - - - 1 - - - 1/13(7,7)
G. (kofte n:16) - - - - - - 1 - - - - 1/16 (6,2)
G. (kusbas1 n:21) 1 - - 1 - - 1 - - - - 3/21(14,3)
G.  (sitn:40) - 1 1 - - 1 1 - - 5 1 10/40 (25)
G. (peynirn:9) - - - - 7 - - - - - - 719 (77,7)

Toplam 52 1 1 9 1 7 1 9 1 4 5 9 48/52(92,3)

P.b.s. : Personel burun sivabi, P.e.y.: Personel el yikantisi, I.c.: Isletme cevresi, G.:Gida, n: Ornek sayisi

SE : Stafilokokkal enterotoksin
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Tablo 25. Enterotoksin iiretebilen S. aureus izolatlarmimn 6rnek tiirlerine gore dagilimi ve toplam

S. aureus’lara orani (%)

SE SE SE SE SE SE SE SE SE SE SE  Toksin iiretebilen

Ornek Tiirii A B E AB AC AD AE CE DE ABC ADE izolat/S.aureus
(%)

P.b.s. (n:92) - - 4 - - - 3 - - - 5 12/ 26 (46)
P.ey. (n:92) - - 2 - - -2 - 2 - 3 9/20 (45)
I.¢. (zemin n:12) - - 1 - - - - - 1 - - 2/3 (66)

I.¢. (tezgahn:12) ) ; - - - - - - - - - 0/1 (0)

i.¢. (duvarn:12) - 1 - I R - - - 2/2 (100)
I.¢. (bigakn:12) - ; B - 3 2 - y 1 = - 1/1 (100)

i.¢. (teknen:12) - - - - - . 4 4 . . i

G. (kiyman:100) } } - - - - - 1 - - - 1/13 (7,6)
G. (kofte n:100) - - - F - - 1 - : - - 1/18 (5,5)
G. (kusbasi n:100) 1 - = 1 - Z 1 - - - - 3/22 (13)
G.  (siitn:100) -1 1 - -1 1 - - 5 1 10/45 (22)
G. (peynir n:100) - - - - 2 - - - - - - 20/22 (90)
Toplam 744 1 1 9 1 20 1 9 1 4 5 9 61/173(352)

P.b.s. : Personel burun sivabi, P.e.y.: Personel el yikantisi, I.c.: isletme cevresi, G.:Gida, n :Ornek sayist

SE : Stafilokokkal enterotoksin
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Tablo 26. Enterotoksin iiretebilen MRSA’larin 6rnek tiirlerine gore dagilimlart ve toplam MRSA’lara

orani (%)

SE’ye sahip

MRSA/top.
Ornek tiirii MRSA SEA SEE SEAC SEAD SEAE SEDE SEABC MRSA(%)
P.b.s. (n:92) 8 - 1 - - 2 1 - 4/8 (50)
P.e.y. (n:92) 6 - 1 - - - - - 1/6 (16,6)
I.¢. (zemin,n:12) 2 - - - - - - - -
I.¢. (duvarn:12) 1 - - - - - - - -
G. (kiyman:100) 5 - - - - - - - -
G. (kusbasi, n:100) 4 1 - - - - - - 1/4 (25)
G. (siit, n:100) 12 - - - 1 - - 1 2/12 (16,6)
G. (peynir, n:100) 16 - - 14 - - - - 14/16 (87,5)
Toplam 54 1 2 14 1 2 1 1 22/54(40,7)

P.b.s. : Personel burun sivabi, P.e.y. : Personel el yikantisi, 1.c.:Isletme cevresi, G.:Gida, n:Ornek sayist

SE : Stafilokokkal enterotoksin

4.7. PFGE Analizi Sonuclar1 ve MRSA izolatlarinin Klonal iliskileri

S. aureus’lardan mecA geni tespiti ile MRSA olarak tespit edilen 54 izolata, OMU Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'ndan temin edilen 53 izolat ilave edilerek bir
izolat havuzu olusturuldu. Bu havuz igerisindeki izolat gruplarmin kendi iclerinde ve gruplar
arasindaki genetiksel iliskileri PFGE yontemi ile analiz edilip, dendrogram iizerinde gosterildi
(Sekil 24).

Toplam 107 MRSA izolatinin PFGE analizinde, saf kiiltiir olarak elde edilmesi, lizisi,
enzimle DNA restriksiyonu ve agaroz jel elektroforezi sonucunda hi¢ bant profili
gostermeyen 9 izolat (bu calismada elde ettigimiz 44, 52, 636 nolu MRSA izolatlar1 ile H11,
H28, H43, H44, H45, H46 nolu hastane kaynaklit MRSA izolatlar1) ¢alisma dis1 birakild.

PFGE c¢alismasma alman 98 MRSA’nin lizislerinin ardindan, DNA’larinin Smal
enzimi ile kesilmesi ve agaroz jelde 20 saatlik ¢ok noktadan vuruslu elektroforezi sonucu 9 ile
16 arasinda degisen sayilarda bant paternleri elde edildi. Bu bant paternlerine ait goriintiilerin,
Bionumerics 7.6 programina yiiklenip gerekli islemlerinin yapilmasinin ardindan olusturulan

dendrogramimn incelenmesi sonucu 67 ayr1 PFGE tipi olusturduklar: tespit edildi. izolatlarin
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klonal benzerlik katsayilari incelendiginde % 85 ve iizeri benzerlik gosteren 22 PFGE
grubunun olustugu, bu gruplarin 63 izolat1 barindirdig: tespit edildi. Ayni kiime iginde
kiimelesen MRSA izolatlarinin, toplam analiz edilen MRSA’lara kiimelesme orant % 48,9
olarak hesapland1 (Tablo 27).

Tablo 27. PFGE c¢alismasi sonucu izolatlarin benzerliklerine gore olusturduklart gruplar, grup igi

benzerlik katsayilar1 (%) ve gruplari olusturan izolatlar

PFGE Benzerlik Gruptaki izolatlar
Grup numarasi katsayisi (%)
PFGE Grup 1 90,9 Et/et {ir. isletme A Pers. burun sivabi (20 nolu izolat)

Dermatoloji akint1 (H1 nolu izolat)

PFGE Grup 2 100 Enfeksiyon hastaliklari asit sivis1 (H29 nolu izolat)

Cocuk hastaliklar1 eklem sivis1 (H41 nolu izolat)

PFGE Grup 3 100 Siit/siit ir. isletme D Beyaz peynir (705 nolu izolat)
Siit/siit tir. isletme D Beyaz peynir (706 nolu izolat)
Siit/siit iir. isletme D Beyaz peynir (714/1 nolu izolat)
Siit/stit ir. isletme D Beyaz peynir (714/2 nolu izolat)
Siit/stit ir. isletme D Beyaz peynir (714/3 nolu izolat)
Siit/siit ir. isletme D Beyaz peynir (714/4 nolu izolat)
Siit/stit ir. isletme D Beyaz peynir (716/1 nolu izolat)
Siit/stit ir. isletme D Beyaz peynir (716/2 nolu izolat)
Siit/siit ir. isletme D Beyaz peynir (732/2 nolu izolat)
Siit/siit ir. isletme D Beyaz peynir (732/3 nolu izolat)
Siit/siit ir. isletme D Beyaz peynir (732/4 nolu izolat)
Siit/siit ir. isletme D Beyaz peynir (743/1 nolu izolat)
Siit/siit ir. isletme D Beyaz peynir (743/2 nolu izolat)
Siit/siit ir. isletme D Beyaz peynir (743/4 nolu izolat)

PFGE Grup 4 90 Cocuk enfeksiyon BOS (H35 nolu izolat)
Onkoloji kan (H40 nolu izolat)
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Tablo 27. PFGE c¢alismasi sonucu izolatlarin benzerliklerine gore olusturduklari gruplar, grup igi

benzerlik katsayilar1 (%) ve gruplar1 olusturan izolatlar

PFGE Benzerlik Gruptaki izolatlar
Grup numarasi katsayisi (%)
PFGE Grup 5 100 Noroloji aspirat (H32 nolu izolat)

Genel cerrahi balgam (H42 nolu izolat)

Nefroloji perifer kan (H2 nolu izolat)

PFGE Grup 6 100 Et/et iir. isletme B Pers. burun sivabi (87 nolu izolat)
Dahiliye aspirat (H13 nolu izolat)

PFGE Grup 7 100 Beyin cerrahi yara (H34 nolu izolat)
KBB servis yara (H10 nolu izolat)

PFGE Grup 8 100 Et/et iir. isletme B Kiyma (368 nolu izolat)
Et/et iir. isletme B Kiyma (369 nolu izolat)

PFGE Grup 9 100 Siit/siit ir. isletme C zemin sivap (117 nolu izolat)
Siit/siit ir. igletme D ¢ig siit (561 nolu izolat)

PFGE Grup 10 100 Siit/stit ir. isletme D ¢ig siit (569 nolu izolat)
Siit/stit ir. isletme D ¢ig siit (578 nolu izolat)

PFGE Grup 11 100 Siit/stit ir. isletme D ¢ig siit (574 nolu izolat)
Siit/siit ir. isletme D ¢ig siit (575 nolu izolat)

PFGE Grup 12 85,4 % 100 [Siit/siit ir. isletme D pers. el yikanti (621 nolu izolat )
{Sﬁt/sﬁt iir. igletme D pers. el yikant1 (644 nolu izolat )

% 100 [ Et/et iir. isletme A kusbasi et (214 nolu izolat)

{Et/et iir. isletme A kusbasi et (210 nolu izolat)

PFGE Grup 13 88 % 92,3 [ Siit/siit iir. isletme C pers. el yikant1 (144 nolu izolat)
Stit/siit {ir. isletme C pers. burun stvap (168 nolu izolat)

Et/et {ir. isletme A kusbasi et (217 nolu izolat)
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Tablo 27. PFGE c¢alismasi sonucu izolatlarin benzerliklerine gore olusturduklari gruplar, grup igi

benzerlik katsayilar1 (%) ve gruplar1 olusturan izolatlar

PFGE Benzerlik Gruptaki izolatlar
Grup numarasi katsayisi (%)
PFGE Grup 14 100 Stit/siit iir. igsletme C ¢ig siit (523 nolu izolat)

Stit/siit iir. igsletme C ¢ig siit (524 nolu izolat)

PFGE Grup 15 91,7 Stit/siit ir. igletme D ¢ig siit (536 nolu izolat)
Siit/stit ir. igsletme D ¢ig siit (559 nolu izolat)
PFGE Grup 16 91,7 Beyin cerrahi ameliyat materyali (H38 nolu izolat)
% 100< Dermatoloji derin yara (H12 nolu izolat)
Nefroloji idrar kiiltiirii (H16 nolu izolat)

Gogiis cerrahi yara (H17 nolu izolat)

PFGE Grup 17 85,7 Beyin cerrahi aspirat (H15 nolu izolat)

Noroloji aspirat (H3 nolu izolat)

PFGE Grup 18 100 Genel cerrahi ameliyat materyali (H30 nolu izolat)

Ortopedi ameliyat materyali (H9 nolu izolat)

PFGE Grup 19 87 Dahiliye aspirat (H26 nolu izolat)
Cocuk hastaliklar kan kiiltiirti (H20 nolu izolat)

PFGE Grup 20 100 Gogiis cerrahi yara (H22 nolu izolat)
Gastroenteroloji kan kiiltiirii (H24 nolu izolat)

PFGE Grup 21 94,7 Dahiliye aspirat (H31 nolu izolat)
Nefroloji perifer kan (H6 nolu izolat)

Yogun bakim aspirat (H14 nolu izolat)

PFGE Grup 22 100 Stit/siit ir. isletme D pers. el yikanti (629 nolu izolat)
Stit/stit {ir. isletme C beyaz peynir (673 nolu izolat)
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isl A Per Burun (20). } PFGE Grup 1
H1 Dermatoloji Akinti
H29 Enfeksiyon Hast Asit s|v_|?|/%_

PFGE Grup 2
H41 Cocuk Hast Eklem Sivisi
H4 Cocuk Hast Kan.
H51 Onkoloji kan.
H48 Hematoloji Yara.
H50 Ortopedi Ameliyat Mat.
H39 Dahiliye Kan
isl D Beyaz Peynir (705)
isl D Beyaz Peynir 2 (706)
isl D Beyaz Peynir 3 (714-1)
isl D Beyaz Peynir 4 (714-2)

isl D Beyaz Peynir 5 (714-3)
isl D Beyaz Peynir 6 (714-4)
isl D Beyaz Peynir 7 (716-1).
isl D Beyaz Peynir 8 (716-2).
isl D Beyaz Peynir 9 (732-2).
isl D Beyaz Peynir 10 (732-3).
isl D Beyaz Peynir 11 (732-4).
isl D Beyaz Peynir 12 (743-1).
isl D Beyaz Peynir 13 (743-2).
isl D Beyaz Peynir 14 (743-4),
H47 Uroloji Strunti.

H35 Gocuk Enfeksiyon BOS
. PFGE Grup 4

H40 Onkoloji Kan
H32 Néroloji Aspirat
H42 Genel Cerr Balgam PFGE Grup 5
H2 Nefroloji Perifer Kan.
isl B Per Burun (87).

e ; PFGE Grup 6
H13 Dahiliye Aspirat.
H34 Beyin Cerr Yara
H10 KBB Yara.

isl B Kiyma 3 (368)
isl B Kiyma 4 (369)

PFGE Grup 3

PFGE Grup 7

PFGE Grup 8

isl B Kusbas! Et (426)

isl A Per El Yikanti (15).
H53 Romatoloji Idrar.

H23 Hematoloji Kan.

H18 Yogun Bakim Aspirat.
isl B Kiyma (356)

isl B Per Burun 3 (91)

isl C Zemin Sivap (117).
isl D Cig Sut 2 (561)

H19 Beyin Cerr Aspirat.
H21 Nefroloji Kan.

isl D Cig Sit 3 (569)

Is/ D Gig St 8 (5&‘ PFGE Grup 10

isl D Cig Sut 4 (573)
isl D Cig Sut 5 (574)
v C,g PFGE Grup 11
isl D Cig Sut 6 (575)

Sekil 24. Cevre, gida ve insan kaynaklt 97 MRSA izolatinin PFGE analizi sonrasi klonal iliskilerini ve
yakinlik oranlarmi (%) gosteren dendrogram.

PFGE Grup 9
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isl D Cig St 6 (575)

isl D Per El Yikanti (621)

isl D Per El Yikanti 3 (644)
isl A Kusbasi Et (214)

isl A Kusbasi Et (210).

isl C Per El Yikanti (144)

isl C Per Burun (168). PFGE Grup 13
isl A Kusbasi Et 2 (217)

isl C Cig Sut 2 (523).

isl C Cig St 3 (524). } EFGREmR A
H36 Hematoloji Kan

isl D Cig Siit 9 (536). } BFGE Grop 15
Isl D Cig Sut (559)

H37 Hematoloji Yara

H38 Beyin Cerr Ameliyat Mat
H12 Dematoloji Derin Yara.

PFGE Grup 12

H16 Nefroloji Idrar. PFGE Grup 16
H17 Gégus Cerr Yara.
H15 Beyin Cerr Asplrat

PFGE Grup 17

H3 Néroloji Aspirat.
H30 Genel Cerr Ameliyat ma

H9 Ortopedi Ameliyat Mat} PFGE Grup 18
H26 Dahiliye Aspirat

H20 Cocuk Hast Ka}PFGE Girg 19
isl D Per Burun (601)

H22 Gogus Cerr Yara.

H24 Gastroent Kan. } FEGE Grup20
isl D Cig Sut 7 (576)

isl B Kiyma 2 (365)
H27 Hematoloji Balgam.

H49 Hematoloji Burun.

isl D Per Burun 2 (603)

isl C Beyaz Peynir (647)

H5 Dermatoloji Yara.

H8 Uroloji Apse.

isl A Kiyma (243)

H7 Cocuk Cerr Plevral Sivi.

H52 Nefroloji Kan.

H31 Dahiliye Aspirat

H6 Nefroloji Kan. PFGE Grup 21
H14 Yogun Bakim Aspirat.
isl A Per Burun 2 (33).

isl B Per Burun 3 (97).

isl D Per El Yikanti 2 (629)
isl C Beyaz Peynir 2 (673)
isl C Cig Sut (510).

PFGE Grup 22

Sekil 24. Cevre, gida ve insan kaynakli 97 MRSA izolatinin PFGE analizi sonrasi klonal iligkilerini ve

yakinlik oranlarmi (%) gosteren dendrogram (devami)
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Bu gruplardan 13’{iniin % 100 benzerlige sahip olup, ayni kiimede yer alan 39 MRSA
izolat1 tarafindan olusturuldugu goézlendi. Diger 9 grubun benzerlik katsayilar ise biiyiikten
kiiciige % 94,7, % 91,7, % 91,7, % 90,9, % 90, % 88, % 87, % 85,7, % 85,4 olup, bu
gruplarda da 24 izolat bulundugu goriildii.

En biiyiik grup olan PFGE Grup 3, birbirleriyle % 100 benzerlik gosteren 14 MRSA
izolat1 barindirdig1 ve tek kiimeye yerlestikleri, birbirleriyle % 100 benzerlik gosteren ikiser

MRSA izolat1 barindiran 14 kiime bulundugu belirlendi.

93



5. TARTISMA

Toplum saghigi bir biitiin olarak disiiniildiigiinde, gida kaynakli enfeksiyon ve
intoksikasyonlar, toplumun her kesimini etkileyen ciddi sorunlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Loir ve ark., 2003). Olduk¢a onemli bir gida patojeni olan S. aureus’larin hayvan
infeksiyonlari ile iligkili oldugu, bu etkenlere ¢ok yakin genetik benzerlik gosteren izolatlarin,
ayni zamanda insan infeksiyonlarindan da izole edildigi gosterilmektedir (Smith, 2015).

S. aureus’lar besin amaciyla yetistirilen hayvanlardan gidalara, gidalardan insanlara
veya insanlardan gidalara bulagmasi ile besin zincirine girebilmektedir (Anon, 2009).
Sonugta, enterotoksijenik 6zellik tasiyan stafilokoklarmn, gidalarda 10° kob/g ve yukari
sevilere ulagmasi ile bir ekzotoksin tiirii olan enterotoksin tiretmesi ve bunun alimenter yolla
alinmast sonucu stafilokokal gida zehirlenmeleri olusmaktadir (Loir ve ark. 2003). Gida
sektorlii calisanlar1 arasinda kisisel hijyen eksikligi, gida kaynakli enfeksiyon ve
intoksikasyonlarin olusumunda 6nemli bir risk faktorii olarak yer almaktadir (Anon, 2009).

MRSA’lar, giinlimiizde halen hastane enfeksiyonlarinda biiyiik problem tegskil
etmekte, tedavide biiyiik zorluklara neden olmakta ve bir¢cok vaka 6liimle sonuglanmaktadir
(Sen ve Ozdemir, 2016). Direncli bakteriler, nozokomiyal ve toplum kaynakli
infeksiyonlardan gittikge artan oranlarda izole edilmektedir. Farkli iilkelerde 1990’larin
ortalarinda, toplum kokenli ve hastane dis1 enfeksiyonlarin sebebi olarak gosterilen yeni insan
kaynakli MRSA izolatlar1 tespit edilmis, birka¢ yil sonra benzer izolatlarin atlardan izole
edildigi gortlmistiir (Anon, 2015). Direngli suslar sebebiyle ortaya ¢ikan bu infeksiyon ve
intoksikasyonlarin tipinin  bilinmesi, etkenin rezervuarmin ve kaynagmin agikliga
kavusturulmasi, bulasma yollarmin aydmlatilarak engellenmesi gereklidir. Aksi taktirde,
direngli suslarm yayilmasini kontrol etmek miimkiin olmayacaktir (Anon, 2015).

Bu ¢alismada, MRSA’larla miicadele amacina katki saglamak iizere, Samsun ve
cevresinde faaliyet gosteren iki et, iki siit iiriinleri olmak iizere dort hayvansal gida liretim
tesisinin alet/ekipman/gevresel ortamlari, isletmede ¢alisan personeller ve iirettikleri tirinler
olmak iizere li¢ farkli kaynaktan (¢evre, gida ve insan kaynagi) toplam 744 6rnek toplanda.

Toplanan 744 &rnekten 173 S. aureus izolati elde edildi. izolatlarin 54 (%31,2)’{inde
mecA geni tespit edildi ve bu izolatlar MRSA olarak degerlendirildi. 50 (%28,9) izolatin
enterotoksin genlerinden bir veya daha fazlasini tagidigi, 61 (%35,2) izolatin da enterotoksin
tiretebildigi goriildii.

S. aureus insanlarda en fazla burundan, bogaz boslugundan, cilt yaralar1 ve apselerden

izole edilmektedir. Bulasma agisindan burun bdlgesi tasiyiciligi, en yiiksek riski
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barindirmaktadir (Sepin-Ozen ve ark., 2013). ABD’de 1975 ile 1998 yillar1 arasinda ortaya
cikan gida zehirlenme salginlarin incelenmesinde, salginlarin %93’ilinde, salgin dncesi veya
sonrasinda, hasta olan gida ilretiminde c¢alisan personeller ile salgmnlarmn iligkili oldugu
bildirilmistir (Guzewich, 1999). Personellerin diisiik el hijyeni ve uygun olmayan eldiven
kullaniminin da etkisiyle, liretimi sirasinda ¢ok fazla elle manipiilasyonun gerektigi gidalarin,
S. aureus ile kontaminasyona ¢ok agik oldugu gosterilmistir (Aygicek ve ark., 2004). EFSA
raporlarina gore S. aureus, saglik durumu iyi olan tagiyict bireylerin burnunda, hastalik
olusturmaksizin kolonize olmakta ve bunun oraninin bazi ¢alismalarda %20’ye kadar ulastigi,
stirekli olmayan aralikli tastyici bireylerin oranimi da %60°a kadar ¢iktigi bildirilmektedir
(Anon, 2009).

Bu ¢alismada, gida isletmelerinde ¢alisan 92 personelin el yikantilar1 ve burun sivap
ornekleri, S. aureus portorliigii agisindan incelendi ve personel burun sivaplarida 26 (%28,2)
personel el yikantilarinda 20 6rnekten (%21,7) S. aureus izole edildi.

Ulkemizde bu anlamda yapilan calismalar incelendiginde, Simsek ve ark. (2009),
Sanlwurfa’da 299 gida isletmesi personeli burun sivaplarindan %23,1’inden, Bal (2015),
Ankara’da eczact ve eczane c¢alisan1 300 personelden topladigi burun sivaplarinda 64
(%21,3)’tinden S. aureus izolasyonu yaptiklarmi bildirmislerdir. Daha yiiksek sonuglara
ulasan Aydm ve ark. (2007), Istanbul, Tekirdag ve Edirne Illerinde faaliyet gdsteren gida
isletmelerinin personellerinden, 20 saniye boyunca ellerini steril MRD iginde yikatmak
suretiyle el yikantilar1 toplamiglar, sonugta 266 6rnegin 103 (%38,7)’linden, Aycicek ve ark.,
(2004) hastane mutfak c¢alisanlarinin 180 el yikantisiin 126 (%70)’sindan S. aureus izole
etmislerdir.

Bununla birlikte fakli illerde yapilan aragtrmalarin ¢ogunun daha diisiik sonuglandigi
gbze carpmaktadir. Pala ve ark. (2010), Bursa Ilinde 1115 gida ¢alisaninda, portdr muayenesi
icin toplanan burun sivaplarinin 169 (%15,2)’unu S. aureus yoniinden, Goékmen ve ark.
(2013), Konya’da gida isletmelerinde ¢alisan 80 personelin el sivap drneklerinin 8 (%10)’ini
S. aureus, 11 (%13,7)’ini S. intermedius yoniinden pozitif bulmusglardir. Erdogan ve Aslan
(2011), otel ve restoran personeli 715 kiginin burun ve bogaz siiriintii 6rneklerinden 52 burun,
21 bogaz kiiltiirii olmak tizere toplam 73 (%10,2) 6rnekten, Hacibektasoglu ve ark. (1993) ise
gida ile temas eden 450 personelden 46 (%10,2)’sinin burun sivap 6rneginden S. aureus tespit
etmislerdir. Giilbandilar (2009), Kiitahya’da portér muayenesi i¢in bagvuru yapan 3048 gida
isletmesi personelinin burun mukozalarindan alinan sivaplardan 217 (%7,11)’sinden, Sepin-
Ozen ve ark. (2013), Antalya’da sekiz aylik siiregte, portdr muayenesi yapilan 15.600 gida
calisaninin 526 (%3,37)’sinda S. aureus tastyiciligi tespit ettiklerini yaymlamislardir.
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Farkli tilkelerde yapilan ¢alismalarda ise benzer sonuglar alinmistir. Boncompain ve
ark. (2017), Arjantin’de, iki ayr1 hastanede ¢alisan toplam 320 saglik ¢alisanindan burun sivap
ornekleri almiglar, 96 (%30) personelde S. aureus kolonizasyonu tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Kottler ve ark. (2010), Kolombiya’da veteriner saglik ¢aligan1 211 personelin
burun sivaplarmin 54 (%25,6)linde, insan saglig1 calisan1 162 personelin burun sivaplarinin
41 (%25,3)’inde, Jorda ve ark., (2012), Arjantin’de gida liretiminde ¢aligan 88 Kisinin burun
sivaplarmdan 33 (%37,5)’iinde, Afrough ve ark. (2013) ise Iran’da ii¢ farkli hastaneden 157
personelin burun sivaplarindan 40 (%25,4)’inda S. aureus’u pozitif tespit etmislerdir. Ho ve
ark. (2013), Hong Kong’ta 434 ticari mutfak c¢alisani olan personellerin burun sivaplarinin 99
(%22,1)’undan, Assefa ve ark. (2015), Etiyopya’da 230 kafeterya ¢alisanindan topladiklari el
yikant1 6rneginin 54 (%23,5)’tinden, Khatri ve ark., (2017), Nepal’de 252 saglik ¢alisaninin
burun sivaplarindan 46 (%18,3)’sindan S. aureus izole ettiklerini bildirmislerdir.

Daha yiiksek sonuglara ulasan Loeto ve ark. (2007), bir Afrika iilkesi olan
Bostwana’da, 200 gida ile temas eden personelden burun sivaplar: ve steril 1slak mendiller
araciligiyla el ve yiiz siiriintiileri toplamislar ve 200 personelin 115 (%57,5)’inden S. aureus
izole etmislerdir. izole ettikleri 204 S. aureus’un 91 (%44,6)’ini burun sivaplarindan, 63
(%30,9)linii el siirlintiilerinden ve 50 (%24,5)’sini yliz slrintiilerinden elde ettiklerini
bildirmislerdir.

Personellerin el oOrneklerinin toplanmasi asamasinda, sivap yontemi kullanilan
calismalarin izolasyon oraninin, yikama yontemine gore daha diisik oldugu ve on
zenginlestirme uygulanan c¢alismalarin da daha yliksek izolasyon oranlarina ulastiklar1 dikkat
cekmektedir. Bizim ¢alismamizda da yikama yontemi ile selektif 6n zenginlestirme uygulandi
ve sivap yontemi uygulanan ¢alismalara gére daha yiiksek oranda izolasyon yapildi.

Tiim bu sonuclara bakildiginda, insanlarda S. aureus tasiyiciliginin, 6zellikle diger
insanlara bulastirma potansiyeli yliksek olan gida ve saglik sektorlerinde ¢ok ciddi boyutlarda
oldugu goriilmektedir. Bu yiizden 6zellikle bu sektor ¢alisanlarinda kisisel hijyen kurallarmin
mutlaka uygulanmasi, eldiven, maske, bone kullanimmma riayet edilmesi, portor
muayenelerinin aksatilmamasi gibi dnlemler 6nem kazanmaktadir.

Gidalarin tiretildigi, liretim sonrasi iglemlerin yapildig1 ortamin havasinda ve gidalarin
temas ettigi yiizeylerde, yiiksek sayida bakteri bulundugu, gidalara bu yolla gerceklesen
capraz kontaminasyonun, gidalarin mikrobiyolojik kalitelerini etkileyen en biiytik risk faktorii
oldugu gosterilmistir (Syne ve ark.,2013). Benzer sekilde, et isleme tesislerinde de insan

elinin ve tretimde kullanilan ekipmanlar1 iceren c¢evresel faktorlerin, S. aureus
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kontaminasyonunu ¢ok yiiksek seviyelere tasidigi, yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur
(Saide-Albornoz ve ark., 1995).

Bu c¢alismada, isletme ¢evresel 6rneklemelerinde, zemin 6rneklerinden %25 (3/12),
duvar Orneklerinden %16,6 (2/12), tezgahlardan %8,3 (1/12), bigaklardan %38,3 (1/12)
oraninda S. aureus izole edildi. Isletmelerde kullanilan teknelerden alman 6rneklerden ise S.
aureus izolasyonu yapilamadi. Toplamda ¢evresel Orneklerden %11,6 (7/60) oraninda
S. aureus tespit edildi.

Sayin (2007), Siirt ilinde faaliyet gdsteren 15 lokanta/restoranin ekipman ve ¢evresel
ortamlarindan 135 sivap 6rnegi aldigini ve tezgah orneklerinin %13,3’tinden, buzdolab1 kap1
kollar1 Orneklerinin  %13,3’linden, musluk bas1 O6rneklerinin  %7,7’sinden havluluk
orneklerinin %7,1’inden, tencere Orneklerinin %7,7’sinden, tava Orneklerinin %25’inden, is
onliikleri 6rneklerinin %14,3’linden S. aureus izole ettigini bildirmistir.

Aydm ve ark. (2007), Istanbul, Tekirdag ve Edirne illerinde faaliyet gdsteren gida
isletmelerinin kazanlardan, teknelerden, et asma cengellerinden, dograma tahtalarindan ve
tezgahlardan aldiklar1 toplam 70 sivap 6rneginin 18 (%25,3)’inden S. aureus izole etmislerdir.

Fidan ve Agaoglu (2004), Agri’da bulunan lokanta mutfaklarindan ¢evresel drnekler
toplamislar ve dograma tahtalarmin % 40°mi, islem tezgahlarinin %30’unu, islem bicaklarinin
%15’ini, buzdolab1 kap1 kollarinin %65 ini, servis masalarinin %50’sini, kurulama bezlerinin
%15’ini, 1is Onlikklerinin %10’unu koagiilaz pozitif stafilokoklar yoniinden pozitif
bulmuslardir.

Bir ¢ok g¢alisma sonucunda arastiricilar, gida isletmelerinde alet ve ekipmanlarin
temizligi ve dezenfektan kullaniminin diizenli ve kontrollii hale getirilmesiyle birlikte,
hijyenik kontrollerinin de diizenli olarak yapilmasini tavsiye etmektedirler (Aydin ve ark.
2007). Bizim ¢alismamizda da, cevresel orneklerin S. aureus ile kontaminasyon diizeyleri
yiksek bulunmus olup, kisisel hijyenin yani sira, alet-ekipman hijyeninin saglanmasi ve
devam ettirilebilmesi yOniinden, ¢alisanlara egitim verilmesi, ¢evresel ortamlarin hijyen
kontrollerinin mutlaka diizenli yapilmas1 gerektigi kanaati ortaya ¢ikmustir.

Hayvan enfeksiyonlar: ile iligkili S. aureus’larin insan enfeksiyonlar: ile de iligkili
oldugu, bu iligskinin hastane kaynakli enfeksiyon etkeni S. aureus’lar1 da kapsadigi, son
yillardaki bir ¢cok g¢aligma ile ispat edilmistir (Smith, 2015). Brezilya’da 1999’da pastorize
edilmemis siitleri tiiketen 328 kisinin etkilendigi bir salginda, kontaminasyonun tek
kaynaginin mastitisli bir sigir oldugu belirlenmistir (Carmo ve ark., 2002).

Bu caligmada, isletmelere gelen ¢ig siitlerden toplanan orneklerin %40 (40/100)

oraninda S. aureus ile kontamine oldugu tespit edildi. Ulkemizde ¢i§ siitte yapilan galigmalar
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incelendiginde bizim ¢alismamiza benzer olarak, Kuyucuoglu ve Ugar (2001), Afyon ilinden
topladiklar1 164 siit 6rneginden yaptiklar1 izolasyon calismasi sonucunda %40,1 oraninda
S. aureus bulduklarmni bildirmislerdir. Gokmen ve ark. (2013) da, Konya’da faaliyet gosteren
slit isletmelerinden temin ettikleri 80 ¢ig siit 6rneginden, 49 S. aureus izolat1 elde etmislerdir.
Yine Muratoglu (2010) Istanbul’dan toplanan 122 siitten, %43,3 oraninda S. aureus izole
ettigini bildirmistir.

Bazi arastiricilar da farkli illerde benzer ¢alismalar yapmiglar ve ¢alismamizdan daha
diisiik oranlara ulagsmiglardir. Alisarli ve Solmaz (2003) Van ili ve ¢evresinden topladiklari
100 adet ¢ig siit 6rneginde %31, Yiicel ve Anil (2011) Ankara’dan toplanan 190 siitten %35,
Nassara (2011) Istanbul’dan toplanan ¢ig siitlerde %29,3, Geng ve Kaya (2015) Aydin Ilinden
topladiklar1 100 siitten %28 oraninda S. aureus izole ettiklerini bildirmislerdir. Saka ve Terzi
Giilel (2018) de, Samsun ilinden topladiklar1 100 manda siitiiniin 30 (%30)’undan S. aureus
izole ettiklerini belirtmislerdir.

Benzer calismalar, farkli diinya iilkelerinde farkli oranlarla sonug¢lanmistir. Bunlar
icinde en yliksek oranlara ulasanlardan biri Norveg’te Jorgensen ve ark. (2005)’nin elde ettigi
sonuclardir. 220 inek siitii toplama tankinin %75’inden, 213 keci siitii toplama tankinin
%96,2’sindan S. aureus izole etmislerdir. Oranin bu kadar yiiksek olmasinin sebebi,
kontamine siitlerin sayis1 az olsa da, ilave edildikleri tanki bulastiriyor olmasindan
kaynaklanmaktadir. Izolasyon orani yiiksek bir calisma da Brezilya’da, Rall ve ark. (2008)
tarafindan yapilmistir. Topladiklar1 54 siit 6rneginin 38 (%70,4)’inden S. aureus izole
etmislerdir. Arastiricilar, izolasyon oraninin yiiksek olmasini siitlerin hijyenik kalitesinin gok
disik ve tasima-depolamada soguk zincirin korunmamasindan kaynaklandigini
bildirmislerdir.

Bizim ¢alisma sonuglarimiza benzer olarak Wang ve ark. (2018), Cin’de topladiklar1
195 ¢ig siit 6rneginin 90 (%46,2)’sindan S. aureus izole etmiglerdir. Yine Ganai ve ark.
(2016), Afganistan’da 60 ¢ig siit orneginden 36 (%60)’sindan S. aureus izole etmisler,
izolatlarin %44,1’inin mecA pozitif MRSA oldugunu bildirmislerdir.

Bizim ¢alismamizdan daha diisiik oranda izolasyon oranina ulasan Korpysa-Dzirba ve
Osek (2011), Polonya’da topladiklar1 237 ¢ig siit 6rneginin 77 (%37,5)’sinden, Suleiman ve
ark. (2012), Nijerya’da subklinik mastitisli sigirlardan topladiklart 339 siit 6rneginin 102
(%30,1)’sinden, Jahan ve ark. (2015), Banglades’te topladiklar1 47 ¢ig siit 6rneginin 12
(%25,5)’sinden, Patel ve ark. (2018), Hindistan’da topladiklar1 118 ¢ig siit 6rneginin 12

(%10,16)’sinden S. aureus izole ettiklerini bildirmislerdir.
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Ornekleme yapilan gida, sivap drnekleri ve yikantilarda, arastirilan bakteriler arasinda,
soguk-sicak, pH, ay, tuz konsantrasyonu, rekabet¢i flora vb. kosullarin, optimal seviyede
olmamasi1 nedeniyle, elbette hiicresel olarak zarar gormiis bakteriler bulunmaktadir.
Calismada uyguladigimiz selektif 6n zenginlestirme metodu, bu hasarli bakterilere onarim
sans1 tantyip, izolasyon sansmi ve miktarmi artirdigi kanaatine varilmistir. Tiim bunlarla
birlikte, ¢ig siit toplayan ve Samsun’da faaliyet gdsteren siit isletmelerinden yapilan siit
orneklemesinde ulagtigimiz S. aureus izolasyon orani, siit iiretilen sigirlarin klinik-subklinik
mastitisli olabileceklerini, sagim hijyeni, depolama ve tasima islemlerinin hijyenik kalitesinin
diisiik oldugunu isaret etmektedir.

Tirkiye’de ve Diinyada yapilan ¢alismalar, hijyenik olmayan sartlarda tiretilip satilan
peynirlerin, yiiksek miktarda S. aureus ile kontamine oldugunu gostermektedir. Kontamine
peynirlerde, enterotoksijenik suslar tarafindan {iretilen SE’ler 1siya yiikksek direng
gostermektedir. Bu yiizden bir gida maddesinde yapilan mikrobiyolojik kontrollerde az sayida
S. aureus tespit edilmesi stafilokokkal zehirlenmeye neden olmayacagi anlamina
gelmemektedir.

Peynir tiiketimine bagli S. aureus intoksikasyonlarmin sebepleri incelendiginde,
kontamine hammadde kullanimi, 1s1] islemin yetersiz uygulanmasi, iiretim esnasinda gapraz
kontaminasyon ve uygun olmayan depolamanin 6ne ¢iktig1 bildirilmektedir (Kiigiik¢etin ve
Milci, 2007). Bu ¢alismada 6rnekleme yapilan isletmelerde tiretilen ve reyonlarinda ambalajli
olarak satisa sunulan pastorize beyaz peynirlerde, %9 (9/100) oraninda S. aureus izolasyonu
yapildi. Elde edilen 22 S. aureus izolatinin 16 (%72,7)’simnin MRSA oldugu tespit edildi.

Ulkemizde peynirlerde S. aureus izolasyon ¢alismalar1 incelendiginde, Muratoglu
(2010), Istanbul’dan toplanan 92 peynir érneginin 25 (%27,2)’inden, Yiicel ve Anil (2011),
Ankara’dan temin edilen 90 kasar, tulum ve lor peynirlerinin % 20,2’sinden, Bing6l ve ark.
(2012), istanbul’dan topladiklar1 150 salamura, mihali¢ hellim, tulum, orgii ve givil
peynirlerinin 40 (%26,6)’inda, Urhan (2012), Ankara’da marketlerden (5 adet) ve semt
pazarlarinda agikta satistan (45 adet) temin edilen 50 beyaz peynir 6rneginin 11 (%22)’inden
S. aureus izole ettiklerini bildirmislerdir. Aslan (2012), Bursa’da perakende satis
reyonlarindan topladig: ¢esitli peynir tiirlerinden olusan 45 6rnegin 10 (%22)’unun, S. aureus
ile kontamine oldugunun belirlendigini yaymlamistir. Saka ve Terzi Giilel (2018) de,
Samsun’da topladiklar1 50 manda peynirinden 17 (%34)’sinden S. aureus izole ettiklerini

belirtmislerdir.
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Gokmen ve ark. (2013), Konya’da gida isletmelerinden topladiklar1 80 pastorize beyaz
peynir 6rneginin 3 (%3,75)’tinden S. aureus izolasyonu yapmislardir. Kaynar ve ark. (2005)
ise, Ankara’da marketlerden temin ettikleri 20 pastorize beyaz peynir 6rneginde S. aureus
izole etmediklerini bildirmislerdir. Celik (1982) ise yaptigi deneysel galigmada ¢ig siitten
yapilmis ve olgunlagsmasii tamamlamis salamura beyaz peynirlerde S. aureus tespit edilirken,
pastorize siitten yapilarak olgunlastirilmis beyaz peynirlerde bu bakteriye rastlamadigini
belirtmistir. Mutluer ve ark. (1993), benzer sekilde yaptiklar: deneysel ¢alismada, 10° kob/ml
S. aureus ile kontamine ettikleri beyaz peynirde, olgunlagsma siirecinde S. aureus sayisinin
azaldigi, 60. giinde 10 kob/g seviyesine diistligii, ancak tamamen elemine olmadigini tespit
etmislerdir.

Diger tlilkelerde de benzer caligmalar yapilmis, bu calismada elde edilen sonuglara
yakin olarak, Sasidharan ve ark. (2011), Malezya’da topladiklar1 50 siit, yogurt ve peynir
orneginin 5 (%10)’inden, Basanisi ve ark. (2017) italya’da toplanan 3760 siit ve peynirlerde
484 (%12,9)’iinden S. aureus izole ettiklerini bildirmislerdir.

Costa ve ark. (2012), Brezilya’da pastorize siitlerden iiretilen ve marketlerde
pazarlanan 100 minas frescal tip peynirden 24 (%24)’iiniin, S. aureus ile kontamine oldugunu
tespit etmislerdir.

Farkl tilkelerde yapilan ¢aligmalarda, siitlin pastorize edilmeden peynir yapilmasi ve
acikta pazarlanmasinin S. aureus kontaminasyonunu artirdigi gosterilmistir. Andre ve ark.
(2008), Brezilya’da topladiklar1 24 peynir 6rneginin 17 (%70,8)’sinin, Jaber (2011), Irak’da
ii¢ farkli bolgede topladig1 beyaz peynirlerin sirasiyla %53,3 , %50 ve %13,3’{iniin, S. aureus
ile kontamine oldugunu bildirmislerdir.

Incelenen peynirlerin pastdrize siitlerden iiretilmis olmasina ragmen, elde edilen bu
yiikksek oran, peynir yapiminda kullanilan siitlerin, subklinik mastitis etkeni S. aureus’larla
kontamine olarak isletmeye geldigini, isletmelerde uygulanan pastérizasyonun yetersiz
olabilecegini veya c¢alismada Ornek aldigimiz isletmelerin, ¢evresel Orneklerinden de
S. aureus izole edildiginden dolayi, iretim esnasinda c¢apraz kontaminasyonu akla
getirmektedir. Bununla birlikte, ambalajlama esnasinda da ¢apraz kontaminasyonun olugmasi
muhtemeldir. Bu sonu¢ isletme ve personel hijyeninin yetersizligini gostermekte, ek
onlemlerin alinmasini gerekli kilmaktadir.

Et/et tirlinleri 6rnek grubundan, ¢alisma boyunca toplanan 100 kusbasi et 6rneginin
21’inin (% 21), 100 hazir kofte 6rneginin 16’smin (%16), 100 kiyma 6rneginin ise 13’ilinlin

(% 13) S. aureus ile kontamine oldugu tespit edildi.
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Calisma sonuglarimiza benzer sekilde Aydin ve ark. (201l1a), Bursa, Edirne ve
Istanbul illerinden toplanan etlerden %10,4 oraninda S. aureus izole ettiklerini bildirmislerdir.
Giindogan ve Ataol (2012), Ankara’da marketlerden temin ettikleri 30 kiyma ve tavuk eti
orneginden 6 (%20)’sindan S. aureus izolasyonu yaptiklarini bildirmislerdir. Bu ¢alismadan
biraz diisiik olarak Ozdemir ve Keyvan (2016), Ankara ilinden marketlerden topladiklar1 75 et
orneginden 11 (%14,6)’inden, Keyvan (2014), Ankara’da iki farkli mezbahanede 120 karkas
orneklemesinden 15 (%12,5)’inden, Aslan (2012), Bursa’da iginde hazir kofte ve donerin de
bulundugu 190 sarkiiteri ve hazir gida {riiniiniin 47 (%24,7)’sinden, Kok ve ark. (2007),
Aydm’da 100 fermente sucugun 12 (%12)’sinden S. aureus izolasyonu yapmislardir.

Benzer calismalarm yapildigi farkli tlkelerde de paralel sonuglara ulasiimistir.
ABD’de Bhargava ve ark. (2011), alt1 aylik bir siirecte topladiklar1 156 sigir etinin 32
(%20,5)’sinin S. aureus ile kontamine oldugunu bildirmislerdir. Hollanda’da de Boer ve ark.
(2009), topladiklar1 et ve et triinleri igerisinden sigir etinden %10,9 oraninda S. aureus izole
etmislerdir. Yine Misir’da Khalifa ve ark. (2014), kasap ve marketlerden 250 et ve et tiriinii
toplamiglar, 25 (%10)’ini S. aureus ile kontamine bulmuslardir.

Genel olarak ¢alisma boyunca toplanan kusbasi et, kiyma ve hazir kéfteden izolasyon
orani hem iilkemizde hem de farkl iilkelerde yapilan ¢aligsmalar ile benzerlik géstermektedir.
Bu calismada kusbasi orneklerinden %21 oraninda S. aureus izole edilmesi, mezbahanelerde
karkasin kontaminasyonu ile birlikte, kasap reyonlarinda kusbasi etin kesilip hazirlanmasinda,
daha fazla elle temas ediliyor olmasina bagli olabilir.

Metisilin direngli S. aureus (MRSA), Avrupa, Amerika, Kuzey Afrika, Ortadogu
iilkeleri ve Orta Asya’da, antibiyotik diren¢li patojenler i¢inde en yaygin patojen olarak
bildirilmektedir (Laxminarayan ve ark., 2013). Gida kaynakli en 6nemli patojenlerden biri
olan MRSA’lar, besin amaciyla yetistirilen hayvanlardan gidalara, gidalardan insanlara veya
insanlardan gidalara bulagmasi ile besin zincirine girebilmekte ve sonugta insanlarda gida
zehirlenmelerine sebep olabilmektedir (Anon, 2009).

MRSA’larin, elde edilen izolatlar arasindan tespit edilmesinde mecA geninin PCR ile
arastirilmasi gold standart olarak kabul edilmektedir (Dominguez ve ark. 1997). Bu ¢aligmada
incelenen 744 ornekten 46 (%6,2)’sinin, MRSA ile kontamine oldugu tespit edildi. Bu
orneklerden izole edilen 173 S. aureus izolatinin 54 (%31,2)‘4 mecA geni pozitif bulundu ve
MRSA olarak degerlendirildi. Ornek bazinda degerlendiginde S. aureus izolasyonu yapilan
152 o6rnegin 46 (% 30,2)’smnin, MRSA’larla kontamine oldugu goriildi. MRSA’larla en
yiiksek oranda kontamine olan S. aureus pozitif 6rnek grubu % 88,8 ile (8/9) peynir 6rnekleri

oldu. Bunu takiben zemin sivap orneklerinin % 66,6 (2/3), duvar sivap orneklerinin % 50
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(1/2), kiymalarm % 38,4 (5/13), personel burun sivaplarinin % 30,7 (8/26), personel el
yikantilarmm % 30 (6/20), siitlerin % 30 (12/40), kusbas1 6rneklerinin % 19 (4/21)’unun
MRSA ile kontamine oldugu tespit edildi.

Pala ve ark. (2010), Bursa ilinde, gida sanayii iscilerinin burun sivaplarindan elde
ettigi 169 S. aureus izolatmin 29 (% 17,2)’unu, Sepin-Ozen ve ark. (2013), Antalya Ilinde
gida igletmesi calisanlarindan izole ettikleri 526 S. aureus izolatinin 28 (% 5,3)’ini MRSA
olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Sudagidan ve ark. (2008), 48 biyomalzeme ylizeyinden
mecA geni tasiyan 11 (% 22,9) MRSA izolat1 tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Basanisi ve ark. (2017), siitlerden izole ettikleri 484 S. aureus izolatmin 40
(% 8,3)’min, Shanehbandi ve ark. (2014), 100 peynir 6rneginden elde ettikleri 110 S. aureus
izolatinin 23 (% 21)’iiniin, Wang ve ark. (2018), iki siit ¢iftliginden temin ettikleri 195 siit
orneginden izole ettikleri 90 S. aureus izolatindan yalnizca 1’inin, mecA geni tasidigini tespit
etmislerdir. Kottler ve ark. (2010), insanlar ve pet hayvanlarindan izole ettikleri 159 S. aureus
izolatmin 33 (% 20,8)’ilinlin, Zamani ve ark. (2007) hastane enfeksiyonlarindan izole ettikleri
70 S. aureus izolatinm 35 (% 50)’inin mecA geni tasidiginin tespit edildigini bildirmislerdir.

Hayvanlarin, insanlarda enfeksiyonlara neden olan MRSA’lar i¢in rezervuar
olabilecegi, insanlar ve pet hayvanlarmin tasiyiciliginin arastirildigi ¢alismalarla ortaya
konulmustur (Kottler ve ark. 2010), Bununla birlikte insanlarin da, hayvanlarda
enfeksiyonlara neden olan MRSA’lar i¢in rezervuar olabilecegi, hayvan hastanesi
personellerinin tasidig1 izolatlarin, nozokomiyal enfeksiyon tespit edilen hayvanlardan da
izole edilmesiyle gosterilmistir (Seguin ve ark. 1999). Bu ¢alismamda da hem insan el-burun
orneklerinde, hem isletme ¢evresel 6rneklerinde, hem de bu isletmelerin iirettikleri {iriinlerde,
MRSA’lar yiiksek sayilabilecek oranda izole edildi ve klonal yakinliklar1 PFGE ile gosterildi.
Ayrica OMU Tip Fakiiltesinden temin edilen MRSA’larla, bu ¢alismada izole edilen
MRSA’lar arasindaki klonal yakinlik, yine PFGE ile arastirild1 ve yiiksek oranda yakinlik
tespit edildi. Bu sebeple gida isletmelerinde ek kontrol tedbirlerinin uygulanmasina ihtiyag
oldugu kanaatine varildi.

Stafilokokal enterotoksinler (SE), enterotoksijenik S. aureus’larin gidalarda uygun
sartlar1 kullanarak 10° kob/g-ml diizeyine kadar ¢ogalmalar1 sonucu olusturduklari, pepsin,
tripsin, kimozin, papain gibi proteolitik enzimlere direngli olan, 100-120°C’lere 30-90
dakikaya kadar dayanabilen, 26-29 kDa arasinda diigiik molekiil agirliklara sahip tek zincirli
globiiler polipeptidlerden olusan toksinlerdir (Tibana ve ark., 1987, Dinges ve ark., 2000, Loir
ve ark., 2003, Bhatia ve Zahor, 2007). Tiiketilen gidalarda ortalama 20-100 ng toksinin
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bulunmasiyla, abdominal kramplar, mide bulantisi, kusma, ishal ve nadiren (vakalarin
%0,03’tinde) 6liime vakalarma sebep olabilmektedir (Guillier ve ark. 2016).

Bu ¢alismada incelenen 744 o6rnek icinde S. aureus ile kontamine 52 Ornegin 37
(%71,15)’si enterotoksin geni tasiyan S. aureus’la kontamine bulundu. Elde edilen 173
izolatin 50 (% 28,9)’sinin bu genlerden bir veya daha fazlasii tasidigi goriildi. S. aureus ile
kontamine el yikantilarinin %19,2 (5/26)’si, burun sivaplarinin %35 (7/20)’i, zemin
stvaplarmin %33,3 (1/3)’, duvar sivaplarmin %50 (1/2)’si, bigaklarin %100 (1/1)’t,
kiymalarmn %7,7 (1/13)’si, koftelerin %12,5 (2/16)’1, kusbasilarin %14,3 (3/21)’1, ¢ig siitlerin
%22,5 (9/40)’i ve peynirlerin %77,7 (7/9)’si enterotoksin geni tasiyan S. aureus ile kontamine
bulundu. Ayni izolatta birden fazla se geni bulunma durumuna gore, en fazla sea ve sec genini
(22 izolat, %43,1) birlikte tasidiklari, se genleri tek olarak degerlendirildiginde en fazla sea
genini tasiyan izolatin (32 izolatta, %62,7) bulundugu goriildii.

Ayrica ELISA testi ile 744 oOrnekten, SE iretebilen S. aureus ile kontamine 48
(%6,45) drnek bulundu. Izole edilen 173 S. aureus’un 61 (%35,2)’inin SE iiretebildigi tespit
edildi. Ayni izolatta birden fazla SE {iretimine bakildiginda, izolatlarin en fazla SEA ve SEC
toksinlerini (20 izolat, %32,7) birlikte tirettikleri, tek olarak degerlendirildiginde en fazla SEA
toksinini (46 izolat, %75,4) drettikleri sonucuna ulasildi. SE iretebilen izolatlarla,
enterotoksin geni tasiyan izolatlarin paralellik gésterdigi goriildii.

Aydn ve ark. (2011b.), Marmara Bolgesi’nden et/siit ve bunlarin iiriinlerinden olusan
1070 gida 6rneginden izole edilen 147 S. aureus’un 92 (%62,6)’sinin SE genleri tasidigini,
%46,7’sinin SE iiretebildigini, SE {ireten izolatlardan %72,1’inin SEA ve SED’yi birlikte
iirettiklerini bildirmislerdir. Karahan ve ark. (2009) da, siit {iriinlerinden izole ettikleri 92
S. aureus izolatinin 27 (%29,3)’sinin SE genlerinden en az birini tasidigini tespit etmistir.
Ozdemir ve Keyvan (2016), 225 et iiriiniinden 114 S. aureus izole etmisler, bunlarin 80
(%70,1)’inin, inceledikleri dokuz toksin geninin en az birini tagidigini belirlemislerdir.

Boynukara ve ark. (2008), Van’da 480 subklinik mastitisli siitten izole ettikleri 106 S.
aureus’dan 27 (%25,5)’inin SE iirettigini, bunlardan 25 (%23,6)’inin SEA {irettigini tespit
etmislerdir. Giingen ve ark (2003), 230 et ve siit iiriiniinii SE yoniinden ELISA ile analiz
etmisler ve 4 6rnegi SEA pozitif bulmuslardir.

Jorgensen ve ark. (2005), ise siit tanklarindan izole ettikleri 370 S. aures izolatmnin
%22,1’inin SE iretebildigini, %52,5’inin de se genlerinden en az birini tagidigini, se geni
tastyan izolatlarin, en fazla sec (%38,7) geni tasidiklar1 ve benzer olarak % 37,4liniin SEC
irettiginin tespit edildigini, Costa ve ark. (2012), 30 peynir 6rneginden izole ettikleri 111

Staphylococcus spp. izolatindan 34 (% 30,6)’liniin bes Se geninden (a, b, ¢, d, e), en az birini
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tagidigimi yaymlamislardir. Korpysa-Dzirba ve Osek (2011) ise, Polonya’da 237 ¢ig siitten
izole ettikleri 77 S. aureus izolatinin 3’linii sec, 2’sini sea olmak {izere 5 (%6,49)’ini SE
genleri yoniinden pozitif bulmuslardir. Shanehbandi ve ark. (2014) ise, geleneksel
peynirlerden izole ettikleri 23 MRSA’nin 14 (%60)’inii en az bir SE geni yoniinden pozitif
bulmuslar, bunlarin i¢inde en fazla sea (%34,8) ve seb (%13) bulundugunu yayinlamislardir.
Wang ve ark. (2018) da, benzer sekilde, siitlerden izole ettikleri 90 S. aureus izolatmm 77
(%85,5)’sinden en az bir Se geni tespit etmisler, Se geni tasiyan izolatlardan %65,6’sinin sec,
%60,4 linlin sea geni tasidigini bulmuslardir.

Ho ve ark. (2014), 434 gida ile temas eden personellerden izole ettikleri 99 izolatin 40
(%40,4)’min se geni tasidigini, bunlardan %20’sinin Sea, % 11’inin seb oldugunu tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Rall ve ark. (2008) ise, 57 izolatin 39 (%68,4)’unun, inceledikleri
oniki se genlerinin en az birini tasidigini, en yaygin sea (%41) geni, ardindan sec (%20,5) ve
sed (%12,8) genlerinin bulundugunu bildirmislerdir.

Goruldigi gibi bu galismada elde edilen sonuglara benzer olarak, iilkemizde ve diger
iilkelerde yapilan caligmalarda da, et/siit iirtinleri ve personel 6rneklerinde enterotoksijenik
suslara yaygin olarak rastlanildigi goriilmektedir. Gida ve gida hammaddelerinde, pisirme
oncesi toksin olusumu engellenememisse, toksin olusumundan sonra 1si1l islem veya
pastorizasyon ile toksin inaktive edilememektedir. Bu gidalarmn tiikketimi ve toksinin
bagirsaklardan kana gegmesini takiben, abdominal kramplar, mide bulantilari, kusma ve ishal
semptomlar1 ortaya ¢ikmaktadir (Loir ve ark., 2003). Bolgemizde de bu intoksikasyonlarin
Oniine gecilebilmesi i¢in gidalarin iiretildigi hayvanlarin saglik sartlarinin saglanmasimimn yani
sira, personel ve isletme hijyenine de tam anlamuyla riayet edilmesi gerekliligi ortaya
cikmaktadir.

PFGE yontemi, analiz edilen etkenlerin genetiksel iligkilerin belirlenmesine imkan
saglamakla birlikte, tekrarlanabilirlik 6zelliginin de yliksek olmasi bakimindan, molekiiler
biyolojik yOontemler igerisinde One ¢ikmaktadir. Geleneksel elektroforezden farkli olarak,
biiylik DNA molekiillerinin essiz bir bicimde ayristirilabilmesine olanak saglamis ve altin
standart olarak kabul gérmiistiir (Gunderson ve Chu, 1991).

PFGE, 50 kb’lik kromozomdan, megabaz ile dlgiilebilen maya kromozomlarma kadar
birgok canl tiirline ait kromozomal DNA’y1 ayristirabilir. Bakteri, virlis ve memeli
DNA'’larinda, essiz bir ayristirma kabiliyeti gostermektedir (Maule, 1998).

Bu yontemde, oncelikle hedef genomik DNA’nin, biitiin ve taze olarak elde edilmesi
amaciyla kiiltiir pasajlanir. Ardindan, bu taze kiiltiir jele gomiiliir ve genomik DNA’y1

barindiran yapilar DNA’ya zarar vermeden elemine edilir. Uygun bir restriksiyon
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endoniikleaz enzimiyle genomik DNA kesilir. DNA’y1 tasiyan jel, elektroforezin
uygulanacagi ana jele yiiklenir. Farkli agilardan, farkl stirelerde ve farkli biiytikliikte elektrik
akimi verilerek, kesilen biiyilk DNA pargaciklarinin ayrigmasi saglanir. Ayristirilan bantlar,
uygun boyalarla goriiniir hale getirilip yorumlanir (McDougal ve ark. 2003).

Ulkemizde farkli kaynaklardan izole edilen MRSA’larm PFGE ile arastirildig1 ¢alisma
sayist sinirlidir. Erdem (2011), Aydin’da farkli isletmelerden 145 subklinik mastitisli siit
ornegi ile 56 sigir ve 34 insan burun sivap 6rneginden elde ettigi toplam 12 MRSA izolatin1
PFGE ve multilocus sequence typing (MLST) yontemleriyle incelemistir. Siit 6rnekleri, sigir
burun sivabi ornekleri ve veteriner hekim sivap drneklerinden izole ettikleri MRS A’larin ayn1
PFGE grubu i¢inde oldugunu tespit etmistir. Buradan hareketle, veteriner hekimden sigira
bulasan etkenin mastitise neden oldugu sonucuna varmistir. Ayrica, hastane kokenli SCCmec
tiplerini sigirlarda da tespit ettiklerini bildirmistir. Arastirici izolatlar arasindaki benzerligin
%91,6 oraninda olduguna ve si1g1r izolatlarinin insan kaynakli olabilecegine isaret etmistir.

Unal ve Istanbulluoglu (2009), Kirikkale ve gevresinden topladiklar: 46 mastitisli inek
siitii, 35 inck meme bas1 derisi, 3 inek burun, 3 bakici el ve 9 bakici burun sivabindan izole
ettikleri 96 S. aureus izolatini, PFGE ile incelemisler, sigir izolatlarint MSSA, 12 bakici
izolatmin 3’linlin MRSA oldugu belirlemislerdir. Meme bas1 derisi ile siit izolatlarini,
bakicilarin el/burun izolatlar ile siit ve meme basi izolatlarin1 benzer pulsotipte bularak yakin
iligkiye dikkat ¢ekmislerdir.

Moodley ve ark. (2006), yaptiklar1 tiplendirme ¢alismasinda, Irlanda’da képek, kedi,
at, cevresel yiizey ve personellerden izole edilen toplam 67 MRSA izolatin1 birbirleri
arasinda, Malik ve ark. (2006) da Avusturalya’da saglikli/hasta kedi ve kopeklerden izole
ettikleri MRS A’lar1, insanlardan izole edilen suslarla, yiiksek derecede benzer bulmuslardir.

Zadoks ve ark. (2000), Hollanda’da sigir meme dokusundan elde edilen 38 MRSA
izolat1 ile 55 insan MRSA izolatin1 PFGE ile degerlendirmisler, sonucta izolatlarin konak¢iya
0zgiin gruplandiklarini, insan ve sigir izolatlarinda %100 benzer izolat tespit edilmedigini, 5
insan ve 16 s1g1r izolatinin %90-95 benzerlik gosterdigini, bu yakinligin artmakta olup ileride,
s1igir MRSA’larinin, insanlarda MRSA’lardan kaynaklanan enfeksiyonlarda ciddi artiga neden
olacagmi bildirmislerdir.

Andre ve ark. (2008), Brezilya’da 48 peynir ve 92 gida iiretiminde c¢aligan
personellerden alinan 6rneklerden 73 S. aureus izole etmisler ve PFGE ile yaptiklar1 analizde

burun ve el izolatlarinin peynir izolatlarmna yakin olmadigini bildirmislerdir.
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Suleiman ve ark. (2012), Nijerya’da yaptiklar1 ¢alismada, 339 ¢ig siit 6rneginden 20
S. aureus izolat1 elde etmisler ve PFGE analizi sonucu 18 izolatin %100 benzer oldugunu, bu
sonucun, bolgede mastitise neden olan dominant bir klona isaret ettigini gostermislerdir.

Bu calismada, ¢alismanin amacmna uygun sekilde ¢evre, gida ve insan kaynakli
orneklerden izole edilen 54 MRSA izolatma, OMU Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’ndan temin edilen 53 izolat da ilave edilerek bir izolat havuzu olusturuldu. Bu
havuz igerisindeki izolat gruplarmin, kendi i¢lerinde ve gruplar arasindaki genetiksel iligkileri
PFGE yontemi ile analiz edilip, genetiksel ve klonal yakinlik oranlari dendrogram tizerinde
gosterildi.

Dendrogram incelenmesi ile izolatlarin 67 ayr1 PFGE tipi olusturduklari, kiimelesme
oraninin %48,9 oldugu, %85 ve lizeri benzerlik gosteren 22 PFGE grubunun olustugu, bu
gruplarm 63 izolat1 barmdirdig tespit edildi.

Bu kiimelerden birinin, ayn1 zamanda PFGE Grup 1’1 olusturdugu ve gida calisanlari
MRSA izolatlar1 ile hastane MRSA izolatlar1 arasindaki iliskiyi gosterdigi goriildii. Bu grupta
yer alan iki izolattan birinin, et/et triinleri isletme A’nin personel burun sivabindan izole
edilen 20 no’lu izolat, digerinin dermatoloji servisi yara akintis1 kiiltiiriinden izole edilen H1
no’lu izolat oldugu ve %90,9 benzerlik gosterdikleri goriildii. Bu iliskiyi gii¢lendiren PFGE
Grup 6’da, et/et iiriinleri isletme B’nin personel burun sivabindan izole ettigimiz 87 no’lu
izolat ile dahiliye boliimii aspirat 6rneginden izole edilen H13 no’lu izolatlar oldugu ve %100
benzer olup ayni kiimeye yerlestikleri tespit edildi. Bu sonug bize toplum kaynakli bir MRSA
klonunun, yumusak doku enfeksiyonunda aktif rol aldig1 kanaatini verdi.

PFGE Grup 9’u olusturan, siit/siit iiriinleri isletme C zemininden izole edilen 117 no’lu
izolat ile siit/siit tirlinleri isletme D’den alinan ¢ig siitten izole edilen 561 no’lu izolat, %100
benzer bulundu ve aymi kiimeye yerlesti. Bu iki farkli isletme, aynmi bolgedeki siit
tireticilerinden siit toplamaktadir. Elde edilen bu benzerlik, mastitis kaynakli bir MRSA klonu
ile, siit toplama araglari, siit toplama tanklar1 ve tesislerin zemininin de kontamine oldugunu
gostermektedir.

PFGE Grup 12’de yer alan dort izolat ile PFGE grup 13’lin {i¢ izolati, c¢apraz
kontaminasyona isaret etmektedir. Bu izolatlardan kendi aralarinda % 100 benzer olan 621 ve
644 no’lu izolatlar, isletme D’nin iki farkli personelinden alinan el yikantisi izolatlar1 olup,
personeller arast bulas sonucu ayni klonun iki farkli personelin elinde kolonize oldugunu
gosterdi. Bununla birlikte, %100 benzer bulunup, kendi i¢inde ayn1 kiimeye yerlesen diger iki
izolat ise, et/et iirlinleri isletme A’nin iirettigi kusbasi et 6rneklerinden izole edilen 210 ve 214

no’lu izolatlardi. Bu ikiserli kiimenin ayn1 grupta yer aldigi ve benzerlik katsayisinin %85,4
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oldugu goriildi. PFGE grup 13’te yer alan 144 ve 168 no’lu izolatlar ise (benzerlik %92,3),
isletme C’nin bir personelinin el yikantis1 ve burun sivabindan, 217 no’lu izolat ise isletme
A’dan alman kusbasi etten izole edildi. Bu {i¢ izolat %88 benzerlik gosterdi. Gidalardan ve
personellerden izole edilen bu izolatlarin yiiksek benzerlik katsayisi ile epidemiyolojik olarak
ayn1 gruplarda yer almasi, perakende satis reyonundaki kusbasi etlerin, personeller tarafindan
burun ve ellerinde kolonize olan bir MRSA klonunun kontaminasyonuna maruz birakildigi
kanaatini verdi.

PFGE Grup 14’de yer alan 523 ve 524 no’lu izolatlar, siit/siit triinleri isletme C’den
orneklenen ¢ig siitlerden izole edildi ve %100 benzerlik katsayisi ile ayni kiimeye yerlesti.
Hematoloji servisi kan kiiltiiriinden izole edilen H36 no’lu MRSA izolat1 ise bu gruba %83,3
benzerlik gosterdi. Cig siitlerden izole edilen MRSA’lar ile hastalardan izole edilen
MRSA’lar arasindaki bu yiiksek benzerlik orani, hayvan enfeksiyonlarma neden olan suslar
ile insanlarda enfeksiyona neden olan suslarin klonal olarak birbirlerine biiyiik oranda
yaklastiklaria isaret etmektedir.

PFGE Grup 22’de, birbirleriyle %100 benzerlik gosteren 629 ve 673 no’lu izolatlar
yer aldi. Bu izolatlardan biri siit/siit iriinleri isletme D’nin personelinden alinan el
yikantisindan, digeri ise isletme C’nin iirettigi beyaz peynirlerden izole edildi. Izolasyonun
ayni bdlgeden siit toplayan iki farkl siit isletmesinden yapilmis olmasi, bolgede sirkiile olan
mastitis etkeni bir klonun, hem siit toplama tanklarini, hem personellerin ellerini, hem de bu
stitlerden tiretilen tirlinleri kontamine ettigini, ayrica tesislerde iiretim asamasinda uygulanan
181l islemin yetersiz oldugunu gosterdi.

En biiyiik grup olan PFGE Grup 3’iin, birbirleriyle %2100 benzerlik gosteren 14 MRSA
izolat1 barindirdigr ve bu izolatlarin tek kiimeye yerlestikleri tespit edildi. Bu gruptaki
izolatlar, siit/siit trtinleri isletmesi D’nin irettigi peynirlerden, yaklasik alt1 aylik periyotta,
farkll zamanlarda yapilan bes drneklemeden izole edildi. Isletmede iiretilen pastorize peynir
serilerinin tamaminda uzun bir zaman periyodunda, ayni klona ait MRSA’larin izole
edilmesiyle, etkenin tanklar, tekneler, bigaklar gibi alet-ekipmanda kolonize oldugu ve hatta
biyofilm olusturabilen bir klon olabilecegi sonucuna varildi.

PFGE Grup 8’de, birbirleriyle %100 benzer olan 368, 369 no’lu izolatlar, isletme
B’den alinan iki kiymadan, bu izolatlarla %78,3 benzerlik gosteren 426 no’lu izolat ise yine
isletme B’nin irettigi kusbasi etten izole edildi. Bu ¢ izolat igletme A’nin personellerinden
birinin el yikantisindan izole edilen 15 no’lu izolat ile %57,3 benzerlik gosterdi. Bu sonug
isletme i¢i hijyen eksikliginin yani sira, personelden gidaya bulasma olduguna da isaret

etmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada; ¢evre, gida ve insan kaynakli MRSA’larmm farkli kaynaklardan
izolasyonu, identifikasyonu, metisilin direnglerinin, stafilokokkal enterotoksin iiretme
yeteneklerinin belirlenmesi, ¢alismada elde edilen izolatlara hastane ve toplum koékenli
MRSA’lar da ilave edilerek, farkli kaynaklardan elde edilen MRSA suslarinin, aralarindaki
genetiksel ve klonal iliskilerin ortaya konulmas1 amaglanda.

Samsun ve g¢evresindeki dort gida isletmesinden Mart 2016 — Eyliil 2017 tarihleri
arasinda, 500 gida (¢ig siit, peynir, kusbas1 et, kiyma, kofte), 184 personel el yikantisi/burun
stvabi, 60 isletme ¢evresel (tezgah, tekne, bigak, zemin, duvar) sivaplari S. aureus yoniinden
incelendi. Gida orneklerinin 99 (%19,8)’u, personel oOrneklerinin 46 (%25)’s1, ¢evre
orneklerinin 7 (%11,6)’si S. aureus ile kontamine bulundu ve toplam 173 S. aureus izole
edildi. izolatlarin 54 (%31,2)’iiniin mecA geni tasidig1, 50 (%28,9)’sinin sea, seb, sec, sed, see
genlerinden bir veya daha fazlasmi igerdigi, 61 (%35,2)’inin toksinlerden en az birini
iiretebildigi belirlendi. Calismaya OMU Tip Fakiiltesinin, hastane/toplum kaynakli 53 MRSA
izolat1 da eklenerek, klonal ve genetiksel iliskileri PFGE ile arastirildi. Bir gida personeli
burun izolat1 ile bir hastane aspirat izolat1 %100, baska bir gida personeli burun izolati ile bir
hastane yara akintisi izolat1 %90,9, bir el yikantis1 izolat1 ile bir peynir izolat1 ve bir zemin
izolat1 ile bir ¢ig siit izolat1 %100 klonal benzerlik gosterdi. iki ¢ig siit izolati ile bir hastane
kan kiiltiirii izolat1 %83,3 oraninda benzer bulundu.

Sonug olarak gida iiretiminde ¢alisan personellerin ve bu personeller eliyle iiretilen
hayvansal gidalarin yiiksek oranda S. aureus tasidigi, bu suslarin yiiksek oranda metisilin
diren¢ geni tasidiklar1 ve enterotoksijenik ozellikte olduklar1 goriildii. Isletme cevresel
ortamlari, gidalar ve insanlardan ve izole edilen MRSA suslarinin klonal olarak yiiksek
diizeyde yakinlik gosterdigi tespit edildi. Bu suslarin kisisel hijyen/isletme hijyeni eksikligi ve
uygun olmayan proses sebebiyle gidalara bulastigi, gidalardan tekrar insanlara bulastigi,
toplum kaynakli MRSA’larin, insan MRSA enfeksiyonlariyla yakin iliskili olduklar1 goriildi.

Ciddi halk saghgi riski olusturan bu durumun 6nlenmesi i¢in, Kisisel ve cevresel
hijyen egitimlerinin stk sik tekrarlanmasi gerekmektedir. Gida isletmelerinin, portor
muayeneleri, hijyen uygulamalari, HACCP ve benzeri kontrol programlarina tam riayet
etmeleri, liretim proseslerini patojenleri dnleyici tedbirlerle donatmalari, gidalarm taginmasi,
depolanmasi, perakende satisinda soguk zincire mutlaka riayet edilmesi biiyiikk 6nem arz
etmektedir. Tek saglik konsepti baglaminda, veteriner hekimler, beseri hekimler ve diger
toplum saglig1 disiplinlerinin isbirligi i¢inde ortak ¢aligsmalar yapmalar1 hayati dneme sahiptir.

Gida patojenlerinin potansiyel riskleri ile ilgili, daha ileri diizeyde ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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