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OZET

MANDA SUTU VE URUNLERINDEN STAPHYLOCOCCUS AUREUS
IZOLASYONU VE ENTEROTOKSIN GENLERININ BELIRLENMESi

Amag: Bu ¢alismada Samsun bélgesinden temin edilen ¢ig manda siitii, manda kaymag
ve manda peynirlerinde S. aureus izolasyonu, elde edilen izolatlarin enterotoksijenik
ozelliklerinin belirlenmesi ve metisiline direnglilik profillerinin fenotipik ve genotipik
olarak tespiti amaglanmstir.

Materyal ve Metot: Kasim 2012 - Mayis 2013 tarihleri arasinda Samsun ilinde g¢esitli
manda ¢iftliklerinden temin edilen 100 adet manda siitii, 50 adet manda kaymag: ve 50
adet manda peyniri olmak {izere toplam 200 adet 6rnek materyal olarak kullanild.
S.aureus’un izolasyon ve identifikasyonu EN ISO 6888-1-2:1999"de belirtilen yonteme
gore yapildi. Identifiye edilen S. aureus izolatlar1 16S rRNA ve nuc genleri varligi
yoniinden PCR ile dogrulandi. S. aureus izolatlarinda enterotoksin genlerin varligi (seq,
seb, sec, sed ve see) multipleks PCR ile incelendi. izolatlarin metisilin direncliligi
fenotipik olarak disk diflizyon ve E-test ile, genotipik olarak ise mecAd geni varlig
yontinden PCR ile belirlendi.

Bulgular: incelenen 100 manda siitii 6rneginin 30’unda (%30), 50 manda kaymaginin
9’unda (%18), 50 manda peynirinin de 17’sinde (%34) S. aureus identifiye edildi. Elde
edilen 99 izolatin tamaminin 16S rRNA ve nuc genlerini igerdigi belirlendi. 99 izolatin
12’sinin (%]12) en az bir enterotoksin iirettigi tespit edildi. Bes izolatin SEA (5/12;
41,6%), iki izolatin SEC (2/12; 16,6%), bir izolatin SED, (1/12; 8,3%), bir izolatin
(1/12; 8.3%) SEE ve ii¢ izolatin SEC+SED (3/12: 25%) iirettigi belirlenirken drneklerin
hi¢birinde SEB tespit edilemedi. Antibiyotik direnclilik testleri sonucunda izolatlarin
%16’sinin fenotipik olarak, %9 unun ise mec 4 geni igererek genotipik olarak metisiline
direncli oldugu belirlendi.

Sonu¢: Manda siitii ve {iriinlerinde enterotoksijenik ve metisiline direngli S,
aureus’larin tespit edilmesi halk saglig1 agisindan 6nemli olarak degerlendirilmistir. Bu
nedenle dreticilerin iyi firetim teknikleri, siitiin pastérize edilmesi ve bilingsiz
antibiyotik kullanimi konusunda egitilmeleri dnerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: 16s rRNA; enterotoksin; metisilin; nuc; S. aureus

Erdem SAKA, Doktora Tezi

Ondokuzmayis Universitesi — Samsun, Mayis 2017
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ABSTRACT

ISOLATION OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS FROM WATER BUFFALO
MILK AND DAIRY PRODUCTS AND DETECTION OF ENTEROTOXIN
GENES

Aim: The aim of this study was to detect S.aqureus in water buffalo raw milk, cream and
cheese obtained from Samsun region and to assess the presence of enterotoxigenic
characteristic and detection of phenotypic and genotypic methicillin resistance profiles
of isolates.

Material and Method: A total of 200 sample consisting of 100 water buffalo milk, 50
water buffalo cream, and 50 water buffalo cheese were obtained from several water
buffalo farms in Samsun city between November 2012-May 2013, was used as a
material. [solation and identification of S. aureus were carried out according to EN ISO
6888-1-2: 1999. S. aureus isolates were confirmed for the presence of the of 16S rRNA
and nuc genes by PCR. The presence of enterotoxins genes of S. aureus isolates (sea,
seb, sec, sed and see) was determined by multiplex PCR. The methicillin resistance was
determined by disc diffusion and E-test as phenotypically. Genotypic methicillin
resistance was evaluated using PCR for the mecA gene

Results: S. aureus was identified in 30 of 100 water buffalo milk (30%), 9 of 50 water
buffalo cream (18%), and 17 of 50 water buffalo cheese (34%). A total of 99 isolates
were confirmed as S. aureus included 16S rRNA and nuc genes by PCR. The
enterotoxigenic S. aureus was identified in 12 out of 99 (12%) isolates. Five isolates
produced staphylococcal enterotoxins SEA (5/12; 41.6%), two isolates produced SEC
(2/12; 16.6%), one isolate produced (1/12; 8.3%) SED, one isolate produced (1/12;
8.3%) SEE and three isolates produced SEC+SED (3/12; 25%). None of the samples
were positive for SEB. As a result of antibiotic resistance tests, it has been determined
that %16 of isolates as phenotypic, %9 of isolates as genotypic by including mecd gene
was found to be resistant to methicillin.

Conclusion: The presence of enterotoxigenic and methicillin-resistant S. aureus in milk
and dairy products is significant for public health. It is recommended to apply good
manufacturing techniques in production and proper pasteurization of milk and to avoid
unconscious antibiotic use.

Key Words: 16s rRNA; enterotoxin; methicillin; nuc; S. aureus

Erdem SAKA, PhD Thesis
Ondokuz Mayis University-Samsun, May 2017
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Agr: Accessory Gene Regulator

aw ! Su Aktivitesi

AOAC: Association of Official Analytical Chemists
ATCC: American Type Culture Collection

CDC: Center for Disease Control and Prevention
CFX: Cefoxitin

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
D-degeri: Desimal Indirgenme Zamam

FDA: Food and Drug Administration

ISO: International Organization for Standardization
kDA: Kilo Dalton

Kob: Koloni Olusturan Birim

MiK: Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

pl: Mikrolitre

ml: Mililitre

MRSA: Metisiline Direngli Staphylococcus aureus
Ng: Nanogram

nuc: Niikleaz

OX: Oxacillin

PBP: Penisilin Baglayan Protein

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PVL: Panton-Valentin Lkosidin

SCC mec: Staphylococcal Cassette Chromosome mec
SE: Stafilokokal Enterotoksin

Sel: Stafilokokal Enterotoksin Benzeri

TBE: Tris/Borate/EDTA

TSST: Toksik Sok Sendrom Toksin
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1.GIRIS

Siit tim memeli hayvanlarin yavrulamadan sonra meme bezlerinde
olusturduklar1 biyolojik sivi olarak tanimlamir (Tekingen, 2000). Siit ve siit tirtinleri
igerdikleri kalsiyum ve fosfor basta olmak tizere vitamin (riboflavin gibi baz1 B grubu),
mineral ve protein bakimindan insan beslenmesinde énemli besin maddesidir (Miller ve
ark., 2000).

Manda siitii yag, laktoz, protein, toplam kuru madde ve kalori miktari
bakimindan yiiksek bir besin maddesidir. Manda siitlinde siit yagi miktarnn fazla
oldugundan beslenme fizyolojisi agisindan degerli bir siit olarak kabul edilir. Manda
stitii genellikle yogurt, tereyagi, kaymak, peynir ve dondurma gibi pek ¢ok {irlin
yapiminda degerlendirilmektedir. Ulkemizde bolgelere gére manda siitiinden yapilan
yogurt, kaymak ve peynir tiretimi daha 6n plana ¢ikmaktadir (Soysal, 2006).

Diinya tilkelerinde siit {iretim miktar1 2010 yilinda 721 milyon ton iken 2014
yilina gelindiginde yaklasik %11 artarak 801,6 milyon tona ulasmistir (Tablo 1). 2014
yili Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) verilerine gore, diinyada siit iiretiminde Amerika
Birlesik Devletleri (ABD) 183 milyon ton ile birinci sirada, Avrupa Birligi (AB)
tilkeleri 222 milyon ton ile ikinci sirada ve Hindistan ise 146 milyon ton ile liglincii
sirada yer almistir (FAQO, 2014).

Tiirkiye’de siit tiretim miktar1 Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine
gore 2010 yilinda 13,5 milyon ton, 2015 yilinda 18,6 milyon ton, 2016 yilina
gelindiginde ise 18,4 milyon ton olmustur. Tiirkiye’de stit iiretim miktar1 2010 yilindan
2015 yilina kadar %38’lik bir artis gostermis, 2016 yilina gelindiginde ise %1’lik
azalma gostermistir. Tiirkiye yillik ortalama 18 milyon ton siit {iretimi ile diinyada ilk
10 tilke arasinda yer almaktadir (FAO, 2014; TUIK, 2016).

Tablo 1. Tiirkiye, Avrupa Birligi (AB), Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Diinya'da yillara gére siit
tiretimi (ton) (FAO, 2014)

Ulkeler 2010 2011 2012 2013 2014

Tiirkiye 13.543.674 15.056.210 17.401.262 18.223.712 18.630.860
AB-28 213.215.423 214.927.762 215.799.792 215.937.052 222.942.70
ABD 171.394.109 176.163.500 178.794.252 180.289.845 183.686.413
Diinya 721.470.558 738.958.532 756.584.704 774.519.424 801.649.444

AB-28: Avrupa birligine iiye 28 iilke



Diinya’da toplam siit {iretiminin yaklagik %85’ini inek stitii, %2,4’nii kegi
stitli, %1,3”{inli koyun siitli olustururken, manda siitii ise toplam siit iiretiminin yaklagik
%11’ini olusturmaktadir (Tablo 2). Diinya’da manda siiti iiretimi 2010 yilinda 92
milyon ton iken, 2014 yilina gelindiginde %15°lik biiytime ile 114 milyon tona
ulasmistir. Diinya genelinde iiretilen toplam manda siitlinlin %90’ indan fazlasi
Hindistan ve Pakistan’da {iretilmektedir. Bu iilkelerden sonra sirasiyla Misir, Cin, fran

ve Italya gelmektedir (FAO, 2014).

Tablo 2. Diinya’da sagilan hayvan tiirlerine gore siit tiretim miktarlar1 (milyon ton) (FAO, 2014)

Hayvan

2010 2011 2012 2013 2014
tiri/Yil
inek 598,9 612,6 627.2 635.3 655.9
Koyun 10,1 10,4 9.8 10,1 10,4
Kegi 17,1 17,5 17,8 177 18.3
Manda 92,1 95,8 98.9 108.4 114,0
Toplam 718,2 736,3 753,7 7715 798.,6

Turkiye’de toplam siit tretiminin %90,8’ini inek siitli, %6.3’li koyun siitii,
%2,6’s1 kegi siitii ve %0,3’{i ise manda siitii olusturmaktadir (TUIK, 2016). Tiirkiye’de
2003 yilinda toplam manda sayisi 86.360 bas, sagilan manda sayisi 53.378 bas ve
manda siitli miktar ise yaklasik 49 bin ton iken, 2016 yilina gelindiginde toplam manda
sayis1 142.073 bas, sagilan manda sayis1 63.329 bas olarak bildirilmistir (FAO, 2014;
TUIK, 2016). 2016 yili TUIK verilerine gére Tiirkiye’de toplam manda siitii iiretiminin
yillik yaklasik 63 bin ton oldugu ve Samsun ilinin 8.781 ton manda siitli tiretimi ile
Tiirkiye'de en ¢ok manda siitii tiretilen il oldugu bildirilmistir (TUIK, 2016).

Stit ve sit {riinleri icerdikleri zengin besin elementlerinden dolay1 birgok
patojen mikroorganizmanin lremesi i¢in iyi bir ortam olusturmaktadir. Siit kaynakl
hastaliklarin ¢ogu ¢ig siit ve siit tirlinlerinin tiiketilmesi sonucu olusmaktadir. Amerika
Birlesik Devletleri’'nde 1987-2010 yillar1 arasinda ¢ig siit tiiketiminden kaynaklanan
insan kaynakli enfeksiyon sayisi 133, salginlardan etkilenen kisi sayis1 2.659, hastanede

tedavi edilen kisi sayis1 269 ve dlen kisi sayisi da 3 olarak bildirilmistir (FDA, 2011).



Amerika Birlegik Devletleri Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi (CDC)
verilerine gére ABD’de her yil vaklasik 48 milyon kisinin gida kaynakl hastaliklardan
etkilendigi, 128 bin kisinin hastanelere bagvurdugu ve ortalama 3000 kisinin gida
kaynakli hastaliklar nedeniyle 6ldtigii belirtilmistir. Gida kaynakli enfeksiyonlara neden
olan etkenlerin basinda %358 ile norovirlislerin geldigi, S. auwreus kaynakh
enfeksiyonlarin ise %3 ile besinci sirada yer aldig: bildirilmistir (CDC, 2011).

S. aureus basta burun mukozasi ve deri gibi insanlarin dogal florasi olmak
lizere giysiler ve cansiz ylizeyler gibi bir¢ok ortamda bulunarak hayatta kalabilme
yetenegine sahiptir. El deri ve 0Ozellikle apseli yaralar S. awreus ig¢in Onemli
kontaminasyon kaynaklarini olusturmaktadir. S. awreus, toksin olusturmasi, invaziv
karakterde olmasi ve bazi antibiyotiklere kars1 direng gdstermesi nedeniyle hastane ve
toplum kokenli hastaliklarda 6nemli bir etken olarak ortaya ¢ikmistir (Chaibenjawong
ve Foster, 2011).

S.aureus kaynakli tipik bir gida zehirlenme olgusu kontamine gida alimini
takiben yaklagik 3-5 saat gibi kisa bir siirede sekillenir. Bu siire bakterinin gidada
tirettigi toksin miktarina baglidir. Kontamine gidanin alinmasini takiben ishal veya ishal
olusmadan kusma, siddetli karin agris1 ve kramp gibi belirtiler sekillenir. Belirgin bir
stvi kaybimin sekillendigi durumlarda kiside dehidrasyon ve hipotansiyon meydana
gelebilmektedir. Hastalik genellikle bebekler, yaslilar ve bagisiklik sistemi diisiik
olanlar kisiler disinda, 24-48 saat igerisinde kendini simirlayan ve sonlanan bir seyir
izlemektedir (Murray, 2005).

AB tilkelerinde 2013 yilinda 12 iiye tilkede stafilokokal enterotoksinlerin neden
oldugu 386 adet gida kaynakli salgin sekillendigi, bu salginlardan 3203 kisinin
etkilendigi ve 210 kisinin hastanede tedavi gordiigii bildirilmistir. Salgin tespit edilen
lye iilkelerden Fransa 336 vaka ile (%87) ilk sirada yer almistir (EFSA, 2012a).
Diinya’da ¢esitli iilkelerde S. aureus’un insidensi tizerine yapilan c¢alismalarda
Brezilya’da 548 ¢ig manda siitii orneginde Staphylococcus spp. diizeyi %10,8,
koagulaz-negatif stafilokok diizeyi %83.3 ve koagulaz pozitif stafilokok diizeyi ise
%11,1 olarak bildirilmistir (Oliveira ve ark., 2011). Norveg’te ¢ig inek ve kegi siitleri ile
bu siitlerden yapilan {irtinlerde (peynir vd.) enterotoksijenik S. awreus varhig

incelenmis, inek siitli ¢rneklerinin %75 inin, ke¢i siitii 6rneklerinin %96,2’sinin ¢ig



slitten yapilan Urlinlerin ise %37.8’inin S. aureus ile kontamine oldugu bildirilmistir
(Jorgensen ve ark., 2005).

Ulkemizde S. aureus insidensi iizerine yapilan c¢ahismalarda ¢ig siitlerde
insidensin %11-%96, ¢ig ya da pastorize siitlerden elde edilen ¢esitli peynir tiirlerinde
ise insidensin %5-%84 arasinda oldugu bildirilmistir (Uraz ve Arslan, 1997; Giilmez ve
ark., 2001; Demirel ve Karapinar, 2004; Keskin ve ark., 2006; Sengiil, 2006; Can, 2011;
Nassasra, 2011; Yiicel ve Aml, 2011). Samsun ilinde yapilan bir ¢alismada 122 ¢ig sit
ve siit tirlintinden 64’linilin (%52) S. aureus ydniinden pozitif bulundugu bildirilmistir
(Glictikoglu ve ark., 2012). Yine tilkemizde ¢ig koyun siitii ve bu siitlerden elde edilen
peynirler lizerinde yapilan ¢alismada koagulaz pozitif stafilokok diizeyinin ¢ig siitte
%357.3, peynirlerde ise %60 oraninda oldugu bildirilmistir (Ertas ve ark., 2010).

S.aureus’lar tarafindan {iretilen enterotoksinler diinyada gida zehirlenmelerinin
en yaygin sebepleri arasinda ver almaktadir. S. aureus’lar, gidalarda 10° kob/g veya
daha yiiksek sayiya ulastiginda enterotoksin sentezleme yetenegine sahip olmaktadir
(Adams ve Moss, 1993). Ulkemizde Ertas ve ark. (2010), tarafindan yapilan ¢alismada
¢ig siitlerden izole edilen koagulaz pozitif stafilokoklarin %3.8’inin, peynirlerden elde
edilen izolatlarin ise %2,3"lintin enterotoksin olusturdugu bildirilmistir. Enteretoksin
tipine bakildiginda siit ve siit iirtinlerinde en ¢ok SEA ve SEC tespit edildigi
bildirilmektedir (Fueyo ve ark., 2005).

Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi “siit ve siit {irtinleri
tiretim hijyenik kriterleri”ne gore koagulaz pozitif stafilokok sayisi igin kabul edilebilir
limit; ¢ig siitten yapilan peynirler igin 10*-10° kob/g, pastdrizasyondan daha diisiik
sicakliklarda 1s1l islem gérmiis siit iiriinleri icin 10°-10* kob/g, pastdrizasyon veya daha
yitksek sicakliklarda 1s1l iglem uygulanmig siit {riinleri igin 10'-10* kob/g olarak
bildirilmigtir. Ayn1 yonetmeligin Ek-2 “gida giivenilirligi kriterleri’’ne gére koagulaz
pozitif stafilokok sayisi igin kabul edilebilir limit; kaymak ve peynir igin 10*-10° kob/g
olarak bildirilmistir. Stafilokokal enterotoksinlerin ise 25 gram gidada hi¢ bulunmamasi
gerekmektedir (Anon, 2011).

Antimikrobiyal diren¢ tiim diinyada giderek artan onemli bir halk saglig
problemidir. Antibiyotiklerin hayvanlarda tedavi ve biiylimeyi hizlandirici amagla
bilingsiz olarak kullanimi sonucu patojen bakterilerde antibiyotiklere karsi direng

sekillenmektedir (Aestrup ve Wegener, 1999). Metisilinin kullanimi ilk olarak 1959



yilinda klinik uygulamalara girmistir. ilk metisilin direnci de 1961 yilinda Ingiltere’de
S. aureus (MRSA) susuna kars1 sekillenmistir (Jevons, 1961). AB iilkeleri igerisinde
[talya’da metisilin direngli stafilokoklarin (MRSA) olusturdugu enfeksiyonlarin insidansi
%30,3-34,4 olarak en yiiksek oranda oldugu bildirilmistir (Monno ve ark.. 2003).

Bu ¢alismada, Samsun iline bagl Bafra, Ondokuzmayis, Carsamba ve Terme
ilcelerinde bulunan bazi manda isletmelerinden elde edilen i) ¢ig manda siitli, manda
kaymag1 ve peynirlerinde S. aureus’un insidensinin belirlenmesi, ii) elde edilen
izolatlarin enterotoksin olusturma yeteneklerinin sea, seb, sec, sed ve sed genleri
yonlerinden m-PCR ile belirlenmesi, iii) patojenitede dnemli role sahip 16S rRNA ve
nuc genlerinin PCR ile belirlenmesi, iv) elde edilen izolatlarin metisiline direnglilik
profillerinin fenotipik olarak disk difiizyon ve E-test ile genotipik olarak ise mecA geni
yoniinden PCR ile belirlenmesi amaglanmaktadir.

Bu ¢alisma sonucunda Samsun ilinde ¢ig manda siitii, manda peyniri ve manda
kaymagindan izole edilen S. awreus suslari ile gida kaynakli infeksiyonlarin
aydinlatilmasi hedeflenmektedir. Bu ¢aligmada hassas, hizli ve giivenilir metotlarin
kullanilmasi, elde edilen sonuglarin molekiiler teknikler ile desteklenmesi ile bu konuda

calisan ve rutin hizmet veren gida laboratuarlarina model olusturmas: hedeflenmektedir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Tarihge

Stafilokoklar ilk olarak 1878 yilinda Robert Koch tarafindan apseler {izerinde
yapilan incelemelerde tespit edilmis ve ilk kez 1880 yilinda Louis Pasteur tarafindan
stv1 besiyerinde tiretilmistir. 1881 yilinda Iskogyali cerrah Alexander Ogston tarafindan
yapilan mikroskobik incelemede bakterinin {iziim salkimi formunda oldugu tespit
edilmis ve Yunanca kokenli staphyle (liztim salkimi) kelimesinden tiiretilerek
“'Staphylococcus '’ olarak isimlendirilmistir (Ogston, 1882: Bergdoll ve Wong, 2006).

1884 yilinda Alman cerrah Anton J. Rosenbach ilk kez stafilokoklarin
kiiltiiriinii yaparak, kati besiyerinde sar1 renkli koloni olusturan mikroorganizmalara
Latince ‘aurum’ kelimesinden tiirettigi Staphylococcus aureus, beyaz renkli koloni
olusturan mikroorganizmalara ise Latince ‘albus’ kelimesinden tiirettigi Staphylococcus
albus (giiniimiizdeki adi ile epidermidis) adim vermistir (Rosenbach, 1884).

Stafilokoklar, 1957°li yillara kadar mikrokok cinsi igine dahil edilmiglerdir.
1957 yilinda bu iki cinsin glukozdan asit olusturma ve anaerobik lireme ozelliklerine
bakilarak ayirt edilebileceginin ortaya konulmasi ile ‘Bergey’s Manuel of Systematic
Bacteriology’nin 7. baskisinda stafilokoklar ayri bir tiir olarak degerlendirilmistir.
Mannitolii anerobik kullanma ve koagulaz olusturma yeteneklerine gore S. aureus ve S.
epidermidis olmak tizere iki tiir tanimlanmustir (Patrick, 1990).

1974 yilinda S. saprophyticus stafilokoklara tigiincii tiir olarak eklenmistir.
Baird ve Parker 1974 yihinda stafilokoklari, S. aureus, S. epidermidis ve S.
saprophyticus olmak {izere {i¢ tiire ayrmistir. 1980 yilinda ise 13 olan tiir sayisi,
ilerleyen DNA homolojisi, immunokimyasal ve biyokimyasal c¢aligmalarla 25°¢
ulasmustir. Tamimlanan stafilokok tiirlerinden S. aureus, S. intermedius ve S. hyicus
hari¢ tamamiin koagulaz negatif oldugu bildirilmistir (Bergdoll, 1989; Baird-Parker,
1990). Yapilan son arastirmalara gore giiniimiizde stafilokokus cinsinde tanimlanan 52
tiir ve 28 alttiir oldugu bildirilmistir (Schleifer ve Bell, 2015).

Stafilokokal kaynakli gida infeksiyon ve intoksikasyonlar: ile ilgili ilk
bulgular, 1884 yilinda Vaughan ve Stenberg tarafindan Amerika Birlesik Devletleri’nin
Michigan eyaletinde kontamine peynirlerin titketilmesi sonucu sekillenmistir. Daha

sonra 1894 yilinda J. Denny tarafindan S. aureus ile kontamine siitiin tiiketilmesi



sonucu semptomlarin gozlemlendigi bildirilmistir (Jay ve ark.. 2005; Hennekinne ve
ark., 2012).

1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan penisilinin bulunmasi; 1940
yilinda ise Florey ve Chain tarafindan penisilin {iretiminin baglamasi ile stafilokoklarin
neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde énemli adimlar atilmigtir. 1959 yilinda ise ilk
semisentetik penisilinaza direngli antibiyotik olan metisilin kullanima girmistir (Shopsin
ve Kreiswirth, 2001). Metisilinin klinik kullanima girmesinden sonra ilk metisiline
direngli S. aureus (MRSA) izolasyonu 1960°l1 yillarin sonlarinda Amerika Birlesik
Devletleri’nde Boston Sehir Hastanesinde rapor edilmistir (Barrett ve ark., 1968).

196011 yillarin sonlarinda stafilokoklarin tiim diinyada antimikrobiyallere kars:
tedavi segene@inin sinirli olmasindan dolayr énemli bir nozokomiyal etken oldugu
bildirilmistir (Griineberg, 1997). MRSA suslar1 1990’11 yillarda giderek artan oranlarda
insanlardan ve hayvanlardan izole edilmeye baslamistir. MRSA suslar1 zoonoz olmalari,
¢oklu direng gdstermeleri, tedavi segeneklerinin sinirli ve masrafli olmasi ve ozellikle
yogun bakim iinitelerinde hastane enfeksiyonlarina neden olmalarindan dolay: halk

saglig1 agisindan 6nemli bir problem haline gelmistir (Klevens ve ark., 2006).

2.2. S. aureus’un Klasifikasyonu ve Genel Ozellikleri

Stafilokoklar tiremeleri sirasinda {iziim salkimina benzeyen, birbirinden
ayrilmayan diizensiz kiimeler olusturmalari nedeniyle {iziim salkimi anlamina gelen
‘staphyle’ ve graniil anlamina gelen ‘cocci’ kelimelerinden tiiretilmistir (Murray ve ark.,
1998). Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology'nin 1986 yilindaki baskisinda
stafilokoklar, Micrococcaceae ailesi iginde Planococcus, Micrococcus, Stomatococci
cinsleri ile birlikte siniflandirilmistir (Sneath ve ark., 1986). Stafilokoklar, Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology’nin 1923 yilinda yapilan simflandirmasinda Bacilli
smifinda Bacillales takiminda Staphylococcaceae familyasinda yer almistir. 1940
yilinda yapilan son klasifikasyona goére ise stafilakoklar Staphylococcoceae
familyasinda yer almakta ve bu familyada; Staphylococcus, Gemella, Jeotgalicoccus,
Macrococcus, Salinicoccus ve Nasocomiicoccus olmak lizere 6 soy bulunmaktadir
(Prévot, 1940; Garrity ve ark., 2004; Schneewind ve Missiakas, 2009).

Stafilakok tiirleri i¢inde insan ve hayvanlardan en sik izole edilen, gida
zehirlenmelerinde potansiyel risk olusturan, en patojen ve en iyi bilinen tiir

Staphylococcus aureus subsp. aureus (S. aureus)’tur. Cesitli hayvan tiirlerinden izole



edilen diger onemli koagulaz pozitif tiirler arasinda; Staphylococcus aureus subsp.
anaerobius,  Staphylococcus — intermedius, ~ Staphylococcus — hyicus ~ (de@isken),
Staphylococcus delphini, Staphylococcus schleiferi subsp coagulans ve Staphylococcus
lutrae yer almaktadir. Onemli koagulaz negatif tiirler ise: S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. lugdunensis, S. saprophyticus. S. schleiferi, S.capitis, S. warneri, S.
cohnii ve S. hominis’tir (Koneman ve ark., 2006; Cunha, 2009).

Insanlarda ve hayvanlarda normal deri ve mukoza zarlarinda bulunan
stafilokoklar gram pozitif, kiire seklinde, 0,5-1.5 pum ¢apinda, hareketsiz, sporsuz,
genellikle kapsiilsiz ve fakiiltatif anaerop (S. auwreus subsp. anaerobius disinda)
bakterilerdir (Bremer ve ark., 2004). Stafilokok tiirleri biyokimyasal &zelliklerine gére
baslica pigment olusumu, koagulaz, termoniikleaz, hemoliz, mannitol, asetoin,
clumping faktér ve hyaluronidaz, aktivitelerine gére ayirt edilmektedir. Altin sarisi
renkteki koloni pigmentasyonu S. aureus i¢in énemli kiilttirel karakteristik bir 6zelliktir.
Stafilokoklar novobiosin ve lizostafine duyarli, lizozime ise direnglidir (Bergdoll ve
Wong, 2006).

S. aureus, aerobik ve anaeorobik olarak; mannitol, maltoz, siikroz ve trehaloz
gibi ¢esitli sekerleri fermente ederek gaz olusturmaksizin asit olugturur (Koneman ve

ark., 2006). Baz: stafilokok tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri Tablo 3’te belirtilmistir.

Tablo 3. Bazi stafilokok tiirlerinin biyokimyasal zellikleri (Koneman ve ark., 2006)

. S. S. S. S. S.
Ozellikler aureus intermedius hyicus epidermidis choromogenes
Koagulaz + 3z +/- - -
Clumping faktor + +/- - - -
Termostabil niikleaz + =+ + - -
Hemoliz =t # - +/- -
Mannitol (Anaerobik) + +/- - - +/-
Pigmentasyon 2k - - - +
Asetoin + = = it _
Nitrat Rediiksiyon o + & + 4
Lizostafin Duyarli Duyarli Duyarh Az Duyarh Duyarli
Novobiosin Duyarhi Duyarh Duyarh Duyarli Duyarli

+-; degisken



Stafilokoklar, sporsuz bakteriler igerisinde dis gevre sartlarina, kuruluga,
dezenfektanlara ve yiiksek tuz konsantrasyonuna en dayanikli mikroorganizmalardir (Le
Loir ve ark., 2003). Stafilokoklar insan popiilasyonunun yaklagik %35 inde kommensal
(ortak¢1) olarak bulunurlar. Yenidoganlarda ise stafilakoklarin ¢ogunlukla dogumu takip
eden ilk haftalarda kolonize olduklar belirtilmektedir (Dancer ve Noble, 1991).

S. aureus, serbest ve bagh koagulaz (clumping faktor) olmak iizere iki tip
koagulaz enzimi sentezlemektedir. Serbest koagulaz termolabil ve ekstraseliiler bir
enzim iken bagli koagulaz termostabil ve hiicre duvar yiizeyine lokalize bir enzimdir
(Rao, 2006). Koagulaz enzimi patojen S. aureus izolatlarimin ayiriminda kullanilan
Onemli bir 6zellik olmakla birlikte, patojenitede kesin belirleyici bir faktor degildir.
Koagulaz ve termoniikleaz negatif bazi S. aureus izolatlarimin da enterotoksin
olusturabildigi belirtilmektedir (Erol, 2007). Koagulaz, mannitol fermentasyonu,
DNAse testi ve termoniikleaz (TNase) tiretimi S. aureus 'un tespit edilmesinde 6nemli

parametrelerdir (Koneman ve ark., 2000).

2.3. S. aureus’un Ureme ve Toksin Olusturma Kosullar

Stafilokoklar iireme ve gelisimleri igin uygun sicaklik, nem, besin maddesi ve
zamana ihtiya¢ duyarlar. Stafilokoklar genis bir sicaklik araliginda (7-48,5°C)
treyebilen bakterilerdir. Optimal iireme sicakliklar1 30-37°C’dir. S. aureus genellikle
pH 4.2-9,3; optimal olarak ise pH 7.0-7,5 arasinda iiremektedir. Toksin {iretimi igin
optimal pH degeri 6,0-7,0 olmakla birlikte, SEA’nin toksin olusturabilmesi i¢in optimal
pH degeri 5.3-6.8 arasinda degismektedir (Le Loir ve ark., 2003). SEB nin anaerobik
kosullarda %9,2 NaCI igeren kiirlenmis jambonda, 30°C ve pH 5,3’de olusabildigi
bildirilmistir. S. aureus nitrojen kaynag: olarak valin, sistin, arjinin, fenilalanin gibi
aminoasitleri bunun yaninda tiamin ve nikotinik asit gibi B grubu vitaminlerini
kullanmaktadir (Jay ve ark., 2005).

S. aureus 10-47,8°C’ler arasinda (optimal 40-45°C’de) toksin olusturmaktadir.
Buna karsin 10°C’den diisiik sicakliklarda SEA, SEB, SEC ve SED’nin olustugu
bildirilmektedir. Stafilokoklar, uygulanan 1s1 islemine enterotoksinlerden daha
duyarhidirlar. S. aureus i¢in D60 (D-degeri, Desimal indirgenme zamani) ve D70
degerleri sirasiyla 41,2 ve 3,5 saniyedir. Stafilakoklar kiiltiirde -20°C’de 3-6 ay kadar
canli kalabilirler (Jay ve ark., 2005; Erol, 2007).



S. aureus %35 koyun kanli agarda, yuvarlak, dis biikey, 1-4 mm ¢apinda keskin
kenarli, S (Smooth-diiz, piiriizsiiz) tipi, altin saris1 renkte koloniler olusturmaktadir.
Kanli agarda S. aureus kolonilerinin ¢ogu berrak beta hemoliz zonu ile gevrili iken bazi
koagulaz negatif tiirler (S. epidermidis ve S. saprophyticus) ise turuncu ya da sar renkte
pigment ve hemoliz olusturmaktadir (Murray ve ark., 2005; Forbes ve ark., 2007).

S. aureus ozmotolerant 6zellikte, sporsuz, diisikk aw degerinde {ireyebilen ve
kuru ¢evresel kosullarda uzun siire canli kalabilen bir bakteridir. Uremesi ve toksin
olusturabilmesi i¢in ihtiyag duydugu en diisiik aw degeri 0,83-0,86dir. S. aureus %20
tuz konsantrasyonunda tireyebilmekte, %10’a kadar olan tuz konsantrasyonunda ise
toksin olusturabilmektedir (Erol, 2007). S.aureus’un tiireme ve toksin olusturma

kosullar1 Tablo 4’te belirtilmistir.

Tablo 4. S.qureus’un tireme ve toksin olusturma kosullari (Tatini, 1973)

Ureme Enterotoksin Uretimi
Faktor Optimum Min/Maks. Optimum Min/Maks.
Sicaklik 35-41°C 6- 48°C 34- 40°C 10- 46°C
pH degeri 6-7 4-10 7-8 5-9.6
NaCl 0% 0-20% 0% <12%
W deger 0,99 0,83>0,99 0,99 0,8620,99
g::laosli‘;eli (Eh) el >§§gg1v il >+§(1)821V

2.4. Patogenez

S. aureus enfeksiyonlarinin birgogu etkenin agik yaralara bulasmasi sonucu
sekillenmektedir. Viral enfeksiyonlara bagli olarak tist solunum yollarinin mukozal
ylizeylerinde olusan zararlar, kona@i influenza enfeksiyonundan sonra S. aureus
pnémonisine yatkin hale getirmektedir (Novick, 2003).

S. aureus’un patogenezinde ylizeyinde bulunan mikrokapsiil, protein A,
clumping faktér (koagulaz) ve ¢ok sayida inhibe edici komplement sistem rol

oynamaktadir (Tablo 5). Tiim bu faktérler konakg1 savunmasini engelleyerek fagositozu
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onlemektedir (Foster, 2005). S. aureus’un dokularda hasara yol agmasi; i) olusturdugu
ekzotoksinlerin  dolasim sistemine girerek intoksikasyona yol agmasi, ii)
stiperantijenlerin eksprese olmasiyla sekillenen T hiicrelerinin aktivasyonu, iii)
sitokinlerin salmmi seklinde olusan 3 temel mekanizma ile gergeklesmektedir
(Moreillon ve ark., 2005).

S. aureus, doku kolonizasyonu, doku hasar1 ve farkli birgok hastalig: tetikleyen
cok sayida patojenik belirleyiciyi faktor tasimaktadir (Lowy, 1998). S. aureus konakei
hiicrelerinin fibroblast, osteoblast, endotelyal ve epitelyal hiicreleri gibi c¢esitli
profesyonel olmayan fagositlerini istila ederek hem hiicre iginde hem de diginda hayatta
kalabilmektedir. Notrofiller S. aureus’a karsi daha zorlu bir savunma gelistirdiginden
nétrofil islev bozuklugu olan hastalarda invaziv S. aureus enfeksiyonlarinin insidansmin

daha yiiksek oldugu bildirilmistir (de Haas ve ark., 2004; Kubica ve ark., 2008).

Tablo 5. S . aureus’un patogenezinde rol oynayan faktorler (Archer, 1998)

Mikrokapsiil
Protein A
Konakgi savunmasinin engellenmesi Koagulaz
Yag Asidi Metabolize Edici Enzim
Lokosidin ve/veya v Toksin

Proteazlar
Niikleazlar
Lipazlar
Hyalorinidaz
Stafilokinaz

Dokuya yerlesme

Toksik Sok Sendrom Toksini
Enterotoksinler
Sitolitik toksinler (o,B.y ve 8)

Sepsis sendromunun olugsmasi

Toksik Sok Sendrom Toksini
Enterotoksinler
Eksfoliatif Toksin

Spesifik toksinosis’in indiiklenmesi

Baglanma Proteinleri

Endotelyal hiicrelere ve bazal membranlara Fibronektin
tutunma Laminin
Kollajen

Trombospondin

2.5. S. aureus'un Viriilans Faktorleri

S. aureus izolatlarinin biiylik ¢ogunlugu, bagisiklik sistemini baskilayan, konak

i¢in toksik sok sendromu gibi zararli toksik etkilere ve enfeksiyonlara neden olan gok
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sayida viriilans faktor iretmektedir (Lowy, 1998). S. aureus un bashca viriilans
faktorleri arasinda hiicre yiizey bilesenleri (mikrokapsiil, peptidoglikan, protein A,
teiokoik asit), enzimler (katalaz, koagulaz, hyaltronidaz, fibrinolizin, lipaz,
deoksiriboniikleaz. beta-laktamaz) ve toksinler (sitotoksin, eksfoliyatif toksin, toksik
sok sendromu toksin-1, stafilokokal enterotoksinler) yer almaktadir (Sekil 1) (Anon,
2008).

Protein A Y.._______ 1gG

a4 40 Hiicre Membran
s . ) Zaran

§ TDL Sinjer Toksik Sok
— . TSST o e
icre Duvan EFT g Eksfeliasven
ol ¥ Kusma
SEL.G
|nvazmler D

Stafilizin
Lékosidin

Lékotoksin / /

Koaqulaz

Adezinler:
Stahlukmaz '

Hiicreye Baglanan Protein

Sekil 1. S. aureus'un viriilans faktdrleri (Anon, 2008)

2.5.1. Hiicre Yiizey Bilesenleri

Kapsiil ve Slime Tabakasi

S. aureus klinik izolatlarimin %90’ indan fazlasinda bakteriyi fagositozdan
koruyan, polisakkarit yapida, mikrokapsiil veya kapsiil yapisi: bulunmaktadir. S. aureus
izolatlarinda 11 farkli kapsiiler serotip tanimlanmistir. Klinik enfeksiyonlarin gogunda
serotip 5(%25) ve serotip 8(%30) kapsiil gesitleri sorumlu tutulmaktadir (Sompolinsky
ve ark., 1985). Stafilokok enfeksiyonlarina karsi saflastirilmis polisakkarit yapidaki
serotip 5 ve 8 tiirii kapsiiliin a1 ¢aligmalar igin hedef antijen olarak kullanilabilecegi,
ancak etkili bir S. aureus asisinin gelistirilmesi i¢in diger antijenlerin de dahil

edilmesinin biiyiik 6nem tasidig1 belirtilmektedir (O'Riordan ve Lee, 2004).
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Stafilokoklarin gogu, monosakkarit, protein ve peptit formda, gevsek yapil
hiicresel immiin yamti baskilayan ince bir tabaka (slime tabakasi) tretirler (Muray ve
ark., 2005). Slime tabakasi adi verilen bu ekstraselliiler yap1 bakterinin konak hiicreleri
ve yabanci cisimlere yapigmast ve kolonize olmasinda énemli bir rol oynar. Mastitise
neden olan S. aureus suslarinda slime faktor iiretimi patogenezde 6nemli bir virtilans
faktoriidiir. Slime faktor olusumu antibiyotik direncinde onemli rol oynar. Slime
olusturan suslarin antibiyotiklere kargi direncinin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir

(Vasudevan ve ark., 2003).

Murein (Peptidoglikan), Teikoik Asit ve Protein A

Stafilokoklarin hiicre duvarinda bulunan ii¢ ana bilesen murein (peptidoglikan),
teikoik asit ve vyiizey proteinleri (protein A) patojenitede ©nemli rol oynar.
Peptidoglikan tabaka (murein, mukopeptid, glikopeptid) bakteri kuru agirhigimn
yaklasik %350’sini olusturur (Muray ve ark., 2005). Murein, bakteri hiicre duvarinin
yapisal biitiinligiinii saglayan peptit kopriileriyle ¢apraz baglanmis glikan ipliklerinden
olusur (Gally ve Archibald, 1993). Stafilokokal mureinde glikan tabaka N-
asetilglukozamin ~ (GlcpNAc) ve N-asetilmuramik asit (MurpNAc)  seker
molekiillerinden olusur. Murein tabaka ozmotik dengeyi saglayarak bakterinin geklinin
olusmasini saglar (Strominger ve Ghuysen, 1967; Bannerman, 2003).

Teikoik asit, fosfodiester baglar ile bagli, uzun zincirli, suda eriyebilen, seker-
alkol-fosfat polimerlerinden olusur ve yiizey proteinlerinin tamamu ile birlikte murein
tabakasina kovalent olarak baglanir (Lodise ve McKinnon, 2005). S. aureus faj
reseptdriiniin bir pargasi olan teikoik asit, hiicre ylizeyindeki negatif yiike katkida
bulunarak iyonlarin kazanilmasina katkida bulunur (Chatterjee, 1969).

S. aureus hiicre duvarinin son bileseni, yapiskan matrix molekiillerini taniyan
mikrobiyal yiizey bilesenleri (MSCRAMMs) de dahil olan yiizey proteinleridir (Foster
ve Hédk, 1998). Yiizey proteinlerinin en énemli gérevi stafilokoklarin konak dokulara
kolonizasyonunu saglamaktir (Levinson ve Jawetz, 2000). Protein A (SpA) bu
proteinlerin prototipi olarak kabul edilmektedir. Protein A hiicre duvarinin yaklagik
%7’sini olusturur ve molekiil agirligi 42 kDa’dir. Protein A, S. aureus suslarinin
¢ogunda peptidoglikan tabakasinin en diginda yer alan diger stafilokoklarda veya

mikrokoklarda bulunmayan kiigiik bir proteindir (Alen ve ark., 2006).
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2.5.2. Enzimler

Katalaz

Katalaz hiicresel metabolizma sirasinda olusan bir enzim olup hidrojen
peroksiti (H>0,). su ve molekiiler oksijenc donustirir. Oksidatif stresle iliskili birgok
aynstiric1 bakteriyel patojenin potansiyel viriilans faktorlerinden biridir (Kanafani ve
Martin, 1985). Katalaz enzimi, bakterileri fagositlerin icinde bulunan savunma

mekanizmalarina karsi korumaktadir (Bannerman, 2003).

Koagulaz

Patojenitede Onemli role sahip koagulaz enzimi protrombine baglanarak
fibrinolitik etkinligi aktive eden, S. aureus tarafindan olusturulan ekstraselliiler bir
proenzimdir (Moreillon ve ark., 1995). Bagh ve serbest olmak iizere iki gesit koagulaz
enzimi bulunmaktadir. Bagl koagulaz hiicre duvarinda bulunur ve dogrudan fibrinojene
baglanarak fibrinojeni fibrine doniistiiriirerek kiimelesmeye neden olur. Serbest
koagulaz ise plazmada “coagulase-reacting factor (CRF)” ile reaksiyona girerek,
protrombine baglandiktan sonra fibrin pihtilarinin olusumuna katkida bulunan

staphylothrombin adi verilen bir kompleks olusturur (Vanassche ve ark., 2013).

Hyaliironidaz

Hyaliironidaz, yiiksek molekiil agirlikli bir polimer olan hiyaliironik asidin
(HA) B-1.4 glikozidik bagimi pargalayan N-asetilglukozamin ve D-glukuronik asit
disakkarid birimlerinden olusan bakteriyel bir enzimdir. Hiyaltironik asidin hiicre
proliferasyonu, dokulardaki su dengesinin saglanmasi ve bagigiklik sisteminin

diizenlenmesi gibi ok sayida gérevleri bulunmaktadir (Jiang ve ark., 2011).

Fibrinolizin (Stafilokinaz)

Stafilokinaz lizojenik stafilokok suslar tarafindan geg tireme fazinda tiretilen
15.5 kDa agirhiginda ve 136 aminoasitten olugan hiicre dis bir proteindir (Parry ve ark.,
1998). Stafilokinaz fibrin pihtilarin pargalayarak plazminojeni plazmine aktive eder.
Stafilokinazin viriilans faktorii olarak rolii plazminojen ve defensinlere olan
etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Stafilokinaz enzimi bakterisidal etkili bir protein
olan a-defensinler ile plazminojenlere baglanarak konake¢i dokuda bakteri istilasini

arttirmaktadir (Bokarewa ve ark., 2006).
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Lipaz

Lipaz S. aureus suslarimin tiimii ve koagulaz negatif stafilokoklarin iigte biri
tarafindan iiretilen bir enzimdir. Bu enzim lipitleri hidrolize eder. Lipaz viicutta yagdan
zengin bolgelerde (deri, yag bezi, kil folikiilii) bulunan stafilokoklarin canlihginn

devam ettirilmesi ve dokulara yayilmalarini kolaylastirir (Murray ve ark., 2005).

Deoksiriboniikleaz (DNase)

Deoksiriboniikleaz niikleik asitleri parcalayan ekstraseliiler olarak sentezlenen
termostabil 6zellige sahip bir enzimdir. DNA’y1 hidrolize eden DNase enzimi S. aureus
izolatlarinin %90-96’sinda bulunur. S. aureus, S. schleiferi, S. intermedius ve S. hyicus
suslar yiiksek diizeyde, S. epidermidis, S. simulans, S. carnosus suglar ise gok zayif

diizeyde DNase aktivitesine sahiptirler (Alen ve ark., 2006).

Isiya Dayanikh Niikleaz (TNase)

TNase, DNA ve RNA’y1 parcalayan 1siya dayanikl bir enzimdir. Koagulaz
pozitif stafilokoklarin %98’i TNase iiretmektedir. TNase niikleaz (nuc) geni tarafindan
kodlanir ve DNA’y1 niikleotidlere pargalar. TNase enzimi 30 dakika kaynatmaya
direnclidir. TNase aktivitesi S. aureus, S. schleiferi, S. intermedius ve S. hyicus
suslarinda yiiksek, S. epidermidis, S. simulans, S. carnosus suslarinda ise disik
diizeydedir. S. aureus suslarinin TNase aktivitesini digerlerinden ayirt etmek i¢in PCR

ile nuc geni varlig1 ve seroinhibitér testleri kullanilir (Murray ve ark., 2005; Erol, 2007).

Beta-Laktamaz (Penisilinaz)

Stafilokoklarda penisilinin beta laktam halkasinmi pargalayarak penisiline
direngliligi saglayan bir enzimdir. Penisilinaz enzimi, penisilin grubu antibiyotiklerin
yapisim bozarak bakterilerin hiicre duvari sentezini inhibe eden beta-laktam grubu
antibiyotiklere karsi direngli hale gelmesine neden olan bir enzimdir. Beta-laktamaz
enzimini kodlayan diren¢ genleri plazmidler ve transpozonlar aracihifiyla diger suglara

aktarilir (Murray ve ark., 2005).

2.5.3. Toksinler
Insan ve hayvanlarda énemli bir patojen olan S. aureus suslar hafif lokalize
cilt enfeksiyonlarindan hayat: tehdit eden sistemik enfeksiyonlara kadar degisen gesitli

hastaliklara neden olan gesitli toksinler iiretirler. Bu toksinler arasinda sitolitik toksin

15



(sitotoksin), Panton-Valentin Lékosidin (PVL), toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-
1), eksfoliyatif toksin (ETs) ve enterotoksinler yer almaktadir (Murray ve ark., 2005).

Sitotoksinler

Alfa Hemolizin (Alfa Toksin)

Alfa hemolizin (a-toksin) eritrosit, polimorfoniikleer lskosit, trombosit ve
fibroblast gibi birgok hiicre iizerinde sitolitik etkiye sahip 33 kDa molekiil agirhginda
bir ekzotoksindir (Joklik ve ark., 1992). En gii¢lii membran hasar proteini ve en nemli
hemolizindir. Alfa hemolizin bakteriyel kromozomlar veya plazmidler tarafindan
kodlanir. Hiicre membranina baglanarak membran {izerinde litik etki olusturur. Alfa
hemolizin hemolitik, dermonekrotik ve letal etkilere sahiptir. Alfa toksin Panten
Valentin Lokosidin (PVL)’den farkli olarak nétrofilleri lize etmeden 6zellikle makrofaj
ve lenfosit gibi diger bagisiklik hiicrelerini pargalar. (Murray ve ark., 2002; Moreillon
ve ark., 2005).

Beta-Hemolizin (Beta Toksin)

Beta-hemolizin (B-hemolizin veya sfingomiyelinaz C) 35 kDa molekiil
agirhginda, 1siya duyarli bir proteindir. Beta hemolizin en iyi koyun eritrositlerine etki
etmekle beraber insan eritrositlerinde orta dereceli toksisiteye sahiptir. Beta hemolizinin
en onemli 6zelligi sicak-soguk lizis yapabilmesi, dermonekrotik etkisinin olmamasi ve
diisiik 1s1larda lizis 6zelliginin daha da artmasidir. Alfa hemolizinle birlikte stafilokok
enfeksiyonlarinda abse olusumu ve doku hasarindan sorumludur (Joklik ve ark., 1992;

Bannerman, 2003).

Gama (y) Hemolizin ve Panton-Valentin Likosidin (PVL)

Stafilokokal l8kosidinler konakg¢i hiicre plazma membranina zarar veren iki
bilesenli gézenek olusturan toksinlerdir (Alonzo ve Torres, 2014). S. aureus klinik
izolatlarinin tamamina yakin tarafindan Gama (y) hemolizin AB ve CB (HIgAB ve
HlgCB) salgilanir (Spaan ve ark., 2014). Gama (y) hemolizinin molekiil agirlig1 32 ile
35 kDa arasinda degismektedir. Gama (y) hemolizin lékotoksik 6zellige sahip olup
tavsan, koyun ve insan eritrositlerini lize eder (Murray ve ark., 2002).

Panton-Valentine Lokosidin (PVL) S. auwreus tarafindan iretilen deri ve
yumusak doku enfeksiyonlarindan sorumlu iki komponentli bir ekzotoksindir. Bu toksin

LukF-PV ve LukS-PV genleri tarafindan kodlanir (Bannerman, 2003). PVL nétrofillerin
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ylizeyinde bulunan C5aR ve C5L2 kompleman reseptorlerine baglanarak biiyiik ¢apli
gozenekler olugturur (Spaan ve ark., 2013). Insan ve tavsan polimorfoniikleer hiicreleri

ve makrofajlar lizerinde 16kotoksik etkiye sahiptir (Murray ve ark., 2002).

Delta Hemolizin (Delta Toksin)

Delta (&) hemolizin hld geni tarafindan kodlanan 26 aminoasitlik bir peptitdir
(Wiseman, 1975). Delta (8) toksininin béliinebilir bir sinyal sekansi yoktur ve salg
mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. Delta (8) toksin igin yapisal gen, alfa (o)
toksin, enterotoksinler ve toksik sok sendromu toksini gibi bir¢ok viriilans faktoriiniin
transkripsiyonunu aktive eden RNA molekiilii (RNAIII) iginde kodlanir (Dinges ve ark.,
2000). Delta hemolizin S. aureus suslarinin % 97°si tarafindan ¢esitli memeli hiicreleri
ile sferoplastlar ve protoplastlar gibi bazi alt yapi hiicreler tarafindan iiretilmektedir. S.
aureus’un &nemli bir viriilans faktorii olan delta toksin kirmizi ve beyaz kan

hiicrelerinde sitolizise neden olmaktadir (Bhakoo ve ark., 1982).

Eksfoliyatif Toksin (ETs)

Eksfoliyatif toksin vezikiiler ve eksfoliyatif deri lezyonlarindan sorumlu
epidermolitik 6zellikte 30 kDa agirhiginda bir proteindir (Melish ve Glasgow, 1970).
[nsan ve hayvanlardan izole edilen S. aureus izolatlarinda farkli ozellikte 4 tip
eksfoliyatif toksin tespit edilmistir. Insanlardan izole edilen S. aureus suslari agirlikl
olarak Eksfoliyatif toksin A (ETA) (% 1.5) ve Eksfoliyatif toksin B (ETB) (% 0,5)
olmak tzere iki tip toksin {iretirler. Her iki toksinin de viriilans faktorleri yardimer gen
diizenleyici agr (accessory gene regulatory system) sistem tarafindan kodlanir. Diger
bir toksin olan Eksfoliyatif toksin D (ETD) virtlans faktorleri kodlayan kromozomal
bolgede (patojenity island) bulunan 9.0 kb’lik bir gen tarafindan kodlamir. ETA ve
ETB’ye gore daha az tespit edilmektedir (Becker ve ark., 2003). Eksfoliyatif toksin C
(ETC) ise atlarda flegmon (bag doku iltihabi) olgularinda izole edilen S. aureus
izolatlarinda tespit edilmistir (Sato ve ark., 1994).

Eksfoliyatif toksinler (epidermolitik toksinler) insanlarda Stafilokokal
Haslanmis Deri Sendromu (SSSS) adi ile bilinen hastalik tablosuna neden olmaktadir.
Ritter Hastalig1 olarak da bilinen bu hastalik éncelikle cilt soyulmasi ile karakterizedir
(Cribier ve ark., 1994). Hastalik erken dénemde ates, halsizlik, uyusukluk ve yetersiz

beslenme ile kendini gosterir. Ilerleyen vakalarda genis, ince, i¢i sivi dolu kabarciklar
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olusturur. Olugan bu kabarciklar hafif mekanik bir etki ile patlar ve viicuttan
epidermisin koruyucu katmanlari olmadan atilir. SSSS viicudun birgok bolgesini etkiler

ve lezyonlar genelde sterildir (Ladhani ve ark., 1999).

Toksik Sok Sendromu Toksin-1 (TSST-1)

Toksik Sok Sendromu Toksin-1 (TSST-1), molekiil agirlig1 22 kDa olan tek
zincirli bir protein olan, proteolitik enzimlere ve sicakliga direngli bir siiperantijendir.
TSST-1 tipi toksin IL-1, IL-2, TNF-o ve diger sitokinlerin salinimini stimule ederek
toksik sok sendromuna neden olmaktadir (Wilson ve ark., 2011). TSST-1 diistik
konsantrasyonlarda endotelyal hiicrelerde sizintiya neden olurken, yiiksek
konsantrasyonlarda hiicrelere sitotoksik etki gdstermektedir (Dinges ve ark., 2000).
Toksik sok sendromu bireylerde ates, deride yaygin kirmizi dékiintiler ciddi
hipotansiyon, diyare, mental konflizyon ve bobrek yetmezligi ile karakterize
semptomlara neden olmaktadir (Alen ve ark., 2006). Koagulaz negatif stafilokoklarin da
TSST-1 iiretebildikleri ve toksik sok sendromuna neden olduklar bildirilmistir (Crass
ve Bergdoll, 1986).

Stafilokokal Enterotoksinler

Stafilokokal enterotoksinler (SE), 20°den fazla farkli stafilokok ve streptokok
ekzotoksin ailesine ait yaklasik 220-240 amino asitten olugan ve 25-30 kDa' molekiil
agirligina sahip bazik proteinlerdir (Schlievert ve Case, 2007).

Enterotoksin (SE) ve enterotoksin benzeri proteinler (SE/s), kiiresel yapida tek
polipeptitden olusurlar. SE’ler profaj, plazmid veya kromozomal patojenite adalarinda
kodlanirlar (Betley ve Mekalanos, 1985). SE’lerin 6zellikleri arasinda (i) primatlarda
kusma ve mide-bagirsak iltihabina neden olma, (ii) sitokin salimmi ve sistemik soku
takiben spesifik olmayan T lenfosit aktivasyonu ile siiperantijenite 6zelligi, (iii) pepsin
tarafindan sindirilmeye ve 1siya karsi direng yer almaktadir (Dinges ve ark., 2000;
Papageorgiou ve Acharya, 2000).

Enterotoksinler, kimyasal ve antijenik Ozelliklerine gore alfabetik olarak
adlandirilirlar. Stafilokokal enterotoksinler klasik olarak tanimlanmis toksinler (SEs) ve
stafilokokal enterotoksin benzeri toksinler (SEls) olmak tizere iki ana gruba ayrilirlar.

Stafilokokal gida zehirlenmelerinden sorumlu ve klasik olarak serotiplendirilen
toksinler arasinda SEA, SEB, SEC (SEC; SEC, SEC;, SEC koyun ve SEC sigir
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varyantlar1) SED ve SEE tipleri yer almaktadir (Bergdoll ve ark., 1959; Casman ve ark.,
1967). Gida zehirlenme vakalarinda en sik izole edilen enterotoksinlere ait bazi

ozellikler Tablo 6°da belirtilmistir.

Tablo 6. Klasik olarak tanimlanmis stafilokokal enterotoksinlerin genel dzellikleri

Toksin Molekiiler Kiitle Emetik Aktivite Gen Kaynak
(kDa)
SEA 27,100 1y sea Betley ve Mekalanos (1985) ,
Borst ve Betley (1994),
SEB 28,336 + seb Altboum ve ark. (1985),
Shalita ve ark. (1977),
SEC, 5 ~27,500 + sec Altboum ve ark. (19853),

Bergdoll ve ark. (1965),
Hovde ve ark. (1990),

SED 26,360 + sed Bayles ve landolo (1989),
Casman ve ark. (1967),
SEE 26,424 + see Bergdoll ve ark. (1971),

Couch ve ark. (1988),

Stafilokokal gida intoksikasyonlarinin %95°1 klasik enterotoksinler, geri kalan
kismi ise sonradan tanimlanan SE’ler tarafindan meydana gelmektedir. Yeni tip
SE’lerin gida zehirlenmelerindeki rolti heniiz kesinlik kazanmamistir. Bazi
enterotoksinler emetik aktivite gostermezken, bazilari ise halen test edilmektedir.
Enterotoksinlerin isimleri bazi kaynaklarda stafilokokal benzeri enterotoksin
Staphylococcal enterotoxin-like (SE/s) olarak da geg¢mektedir (Lina ve ark., 2004;
Vernozy-Rosand ve ark., 2004). Son yillarda yapilan ¢alismalar ile klasik olarak
tanumlanan toksinler disinda SEs (SEG, SEH, SEI, SER, SES, SET) gibi enterotoksinler
ile SE/s (SE/J, SE/K, SE/L, SE/M, SEIN, SE/O, SE/P, SEIQ, SE/U, SE/U2,SEIV ve
SEIX) gibi enterotoksin benzeri toksinlerin serotiplendirilmesi sonucu 23 farkh
enterotoksinin identifiye edildigi bildirilmistir (Jarraud ve ark., 2001; Thomas ve ark.,
2006; Schelin ve ark., 2011).

Bazi S. aureus izolatlari, enterotoksin tiirlerinin bir veya birkagim aym anda
liretebilmektedir. S. qureus’larin disinda bazi stafilok tiirlerinin de (S. haemolyticus, S.
conhii, S. xylosus, S. equorum, S.lentus, S. capitis, S. intermedius) enterotoksin
olusturdugu bildirilmistir. Gida kaynakli intoksikasyonlara SEA ve SED’nin siklikla,
SEC’nin kismen, SEB ve SEE’nin ise nadiren neden oldugu bildirilmektedir. SEA ve
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SED tipi toksinlere siklikla rastlanmasinin nedeninin bu toksinlerin insan kaynakl
olmast ve SEA’nin olumsuz kosullar altinda (pH. aw, Eh) olusturulabilmesinden
kaynaklanmaktadir (Erol, 2007).

Stafilokokal Enterotoksin A (SEA)

Stafilokokal enterotoksinler igerisinde en sik rastlanan SEA tipi toksindir. Bu
toksin ilk olarak 1966 yilinda Bergdoll ve arkadaslari tarafindan gida zehirlenmesi
vakasindan izole edilmistir (Chu ve ark., 1966). SEA yaklasik 27 kDa molekiil agirliga
sahiptir. 771 baz ¢ifti ve 257 aminoasit zincirinden olusur. SEA bakteriyofaj tarafindan
tasinan entd geni tarafindan kodlamir (Huang ve Bergdoll, 1970). SED ve SEE tipi
toksinler ile %70-90 , SEB, SEC ve TSST-1 tipi toksinler ile %40-60 oraninda sekans
benzerligi gosterir (Schlievert ve ark., 1995).

Stafilokokal Enterotoksin B (SEB)

Stafilokokal Enterotoksin B (SEB) 239 aminoasitten olusur ve 28 kDa’lik bir
molekiil agirliga sahiptir. SEB ¢ok karmasik tigtinciil yapiya sahip iki farkli kompakt
alana (genis ve dar) sahiptir (Swaminathan ve ark., 1992). Bu kompakt yap1 SEB’nin,
bagirsak liimeninde bulunan tripsin, kimotripsin ve papain gibi proteazlara Karsi
oldukca direngli olmasim saglar. SEB suda kolaylikla ¢6ziiniir, sicaklik degisimlerine
karsi dayamklidir. Kaynama derecesinde (100°C) birkag dakika dayanabilir (Bergdoll,
1983). SEB, gida zehirlenmelerinin yam sira savas ve terdrizm igin potansiyel bir

biyolojik silah olarak da kabul edilmektedir (Greenfield ve ark., 2002).

Stafilokokal Enterotoksin C (SEC)

C tipi stafilokok enterotoksinleri (SEC'ler), antijenik 6zelliklere sahip olduk¢a
korunmus protein gruplaridir (Bergdoll ve ark., 1965). SEC antijenik olarak SECI,
SEC2 ve SEC3 (SEC koyun ve SEC sigir varyantlar1) olmak tizere {i¢ alt tipe ayrilir.
SEC3, SEC?2 tipi toksinden dért, SECI tipi toksinden ise dokuz aminoasitlik fark ile
ayrilir. entC3 geni 801 baz ¢ifti igerir ve 267 aminoasitten olugan prekiirsor (6ncii)
protein tarafindan kodlanmaktadir. enfC3 geni entCI geni ile %98 oraninda niikleotid
sekans benzerligi gosterir (Hovde ve ark., 1990). SEC koyun, ke¢i ve sigirlarda,
mastitisli siitlerden izole edilen S. aureus’larda baskin toksin tiirii olarak bildirilmistir

(Scherrer ve ark., 2004).
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Stafilokokal Enterotoksin D (SED)

Stafilokokal Enterotoksin D (SED) gida kaynakli intoksikasyonlarda siklikla
izole edilen ikinci enterotoksin tipidir. SED"yi kodlayan gen 27.6 kb’lik penisilinaz
plazmidi {izerinde lokalize olan entD genidir. SED’nin niikleotid dizisi prototip plazmid
pIB485 tarafindan belirlenmektedir. Bu enterotoksinin sentezi S. aureus’un yardimei
gen diizenleyici sistemi (agr) tarafindan diizenlenir (Bayles ve Iandolo, 1989). SED
siiperantijeni, Zn"* varliginda MHC siuif II molekiiline yiiksek affinite gostererek

baglanir ve SED ile Zn™? ile kristalize olur (Sundstrém ve ark., 1996).

Stafilokokal Enterotoksin E (SEE)

Stafilokokal Enterotoksin E (SEE) 29 kDa molekiil agirhiginda, 771 baz ¢ifti ve
257 aminoasitden olusan entE geni tarafindan kodlananan bir enterotoksindir. DNA dizi
kimligi, SEE’nin SED ve SEA ile yakin iliskili oldugunu gostermektedir. entE ve entA4
geni birbirleri ile yiiksek diizeyde (%84) sekans homolojisi gostermektedir (Lee ve ark.,
1978). SEE stafilokokal gida intoksikasyonlarinda nadiren izole edilmektedir (Balaban
ve Rasooly, 2000).

2.6. S. aureus’un Epidemiyolojik Ozellikleri

Stafilokoklar tiim diinyada hastane ve toplum kaynakli infeksiyonlarin en
onemli etkenlerinden biridir (Schneewind ve Missiakas, 2009). Nazal S. aureus
tastyicilii toplumsal ve hastane kokenli sporadik enfeksiyonlarin ve epidemilerin
gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir (Eriksen ve ark., 1994). Saghkli bireylerde
mevsimsel ve epidemiyolojik faktérlere bagli olarak nazal S. aureus tasiyicilif
prevalansinin ortalama %37 olarak bildirilmistir (Kluytmans ve ark., 1997). Hastane
calisanlarinda ise nazal tasiyicilik oran1 %40-50"ye kadar c¢ikabilmektedir (Wertheim ve
ark., 2005). 2013 yilinda AB iilkeleri i¢inde nazal tasiyicilik orani en diisiik %12 ile
Macaristan’da, en yiiksek %29 ile Isve¢’te oldugu bildirilmistir (den Heijer ve ark.,
2013).

Nazal tasiyicilar gidalarin S. aureus ile kontaminasyonunda onemli bir risk
faktorii olup ozellikle yetersiz ve uygun olmayan personel hijyenine bagl olarak
sekillenen stafilokokal intoksikasyonlara siklikla rastlanilmaktadir. Bursa ilinde gida
sanayinde calisan isc¢ilerde nazal S.aureus tasiyicih@ini belirlemek igin yapilan
calismada, incelenen 1115 kisinin 169’unda burun mukozasinda S. aureus’un pozitif

oldugu saptanmistir. Bulunan izolatlarin 29’unun (%17.2) MRSA pozitif, 21’inin
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(%12,4) ise enterotoksijenik oldugu bildirilmistir. Calisma sonunda gida sanayinde
calisan is¢ilerde nazal S. aureus tasgtyieiliginin %15,2 ve nazal MRSA tasiyicihfinin ise
%2,6 oldugu bildirilmigtir (Pala ve ark., 2010).

Stafilokokal gida zehirlenmeleri, diinya genelinde en yaygin gida kaynakli
hastaliklardan biridir. Stafilokokal intoksikasyon ve infeksiyonlar genellikle hafif seyirli
ve kisa inkiibasyon siiresine sahiptir (Normanno ve ark., 2005; Seo ve Bohach, 2007).
Amerika Birlesik Devletleri'nde 1983-1987 yillar1 arasinda meydana gelen bakteriyel
gida zehirlenmesi olgularinin %7,8’ine stafilokok tiirlerinin neden oldugu bildirilmistir
(Adams ve Moss, 2008). Amerika Birlesik Devletleri'nde 2008-2015 yillar1 arasinda
CDC (Hastalik Kontrol Merkezi) tarafindan bildirilen verilere gére 122 adet
stafilokokal gida zehirlenmesi salgini oldugu, bu salginlardan 2.693 kisinin etkilendigi,
146 kisinin hastaneye kaldirildigi ve 1 kisinin 6ldiigii bildirilmistir Stafilokokal gida
zehirlenme salginlarina ilk sirada et ve et tirtinlerinin (%41,3) neden oldugu, daha sonra
siit {irtinleri (%4,13) ve deniz tirlinlerinin (%4,13) geldigi bildirilmistir (Tablo 7) (CDC,
2016)

Tablo 7. CDC tarafindan 2008-2015 yillari arasinda bildirilen stafilokokal kaynakli gida zehirlenme
salginlar1 (CDC, 2016)

Gida Kaynag Salgin Sayis1 (%)
Et (Toplam) 50 (%41,3)
Kirmizi et (Jambon, Pirzola, Biftek) 18 (%14,8)
Tavuk 14 (%11,5)
Hindi ¥ (%5, 7)
Domuz 11 (%9,1)
Siit iiriinleri 5 (%4,13)
Deniz iiriinleri 5 (%4,13)
Piring 7 (%5,73)
Salata 4 (%3,3)
Yumurta 3(%2.4)

Kanada’da 2007-2010 yillari arasinda gida kaynakl salginlardan toplanan gida
orneklerinin %10,5%inin S. aureus icerdigi belirlenmistir. Pozitif 6rneklerin %65°inin et ve et
iceren hazir gidalar, %15’inin et icermeyen hazir gidalar ve %14 liniin ise siit {irtinleri

oldugu bildirilmistir (Crago ve ark., 2012).
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2014 yilinda EFSA tarafindan yaynlanan rapora gore AB iilkelerinde tespit
edilen gida kaynakli zehirlenme ve salginlar i¢inde en yaygn zehirlenme olgularinin
0420 ile bakteriyel toksinler (Bacillus spp., Clostridium spp. ve Staphylococcus spp.) ile
kontamine peynirin sorumlu oldugu, bunu %31.4 ile diger gidalann izledig
bildirilmistir. Bu salginlarin gidalann depolanma kosullari, sicaklik ihlalleri, yetersiz
sogutma, yetersiz 1sil islem uygulamasi, gida islemede gorevli kontamine personel gibi
sebeplerle sekillenmis olabilecegi belirtilmistir (EFSA, 2014).

2015 yilinda EFSA tarafindan yayimnlanan rapora gore AB iilkeleri gida
zehirlenme salginlart Tablo 8’de gosterilmistir. Buna gore gida zehirlenmeleri i¢inde
953 vaka ile Salmonella spp. kaynakli salginlarin birinci sirada yer aldigi, bunu 849
vaka ile bakteriyel toksinlerin (Bacillus spp., Clostridium spp. ve Staphylococcus spp.)
izledigi bildirilmistir (EFSA, 2015).

Tablo 8. AB iilkelerinde 2015 yilinda bildirilen gida zehirlenme salginlari (EFSA, 2015)

Kesin Kamth Zayif
Etken Ajanlar Salgin Sayisi Salginlar Kanith Salginlar
n % n % n %
Salmonella spp. 953 21,8 184 43,6 769 19,5
Bakteriyel toksinler 849 194 102 24,1 747 18,9
Viriisler 401 91 45 10,6 356 9,0
Campylobacter spp. 387 8.8 25 3.9 362 9,1
Shiga toksin- E. coli (STEC) 69 1,5 6 1.4 63 1,5
Parazitler 52 %l 12 2,8 40 1,0
Diger bakteriyel etkenler 61 1,3 9 2,1 52 1,3
Diger etkenler 127 2,9 25 5.9 102 2,5
Bilinmeyen 1,463 33,5 14 3.3 1,449 36,7
AB toplam 4,362 100 422 100 3,940 100

Bakteriyel toksinler: Bacillus spp., Clostridium spp. ve Staphylococcus spp., Viriisler: Caliciviriis,
Flaviviriis, Rotaviriis, Adenoviriis ve diger tespit edilemeyen viriisler, Diger etkenler: Mantar toksinleri,
biotoksin, histamin vb., Parazitler: Trichinella, Cryptosporodium, Giardia ve diger tespit edilemeyen
parazitler, Diger bakteriyel ajanlar: Listeria, Brucella, Shigella, Vibrio, Francisella ve Yersinia spp.,
AB:Avrupa Birligi; n: salgin sayisi

AB iilkelerinde 2015 yilinda gida kaynakl zehirlenme olgularinda toplam
4,362 vaka tespit edildigi bu orammn 2014 yihna gore %17 oranminda azaldig

bildirilmistir. 2015 yilinda gida ve su kaynakl salginlarda ilk siray: bakteriyel ajanlarin
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aldig (tiim salginlarin %33,7°si), bunu bakteriyel toksinlerin (tim salginlarn %19,5)
izledigi bildirilmistir. 2015 yiinda AB iilkelerinde stafilokokal enterotoksin (SE)
kaynakli 412 adet gida zehirlenme vakasimn meydana geldigi ve enterotoksin kaynakll
gida zehirlenmelerinde ilk siray1 %22 ile et ve et iirinlerinin aldigy bildirilmistir (Tablo
9) (EFSA, 2015).

Tablo 9. 2015 yilinda AB iilkelerinde bildirilen stafilokokal enterotoksin kaynakh gida zehirlenme
salgmlar (EFSA, 2015)

Gida Kaynagi Salgin Sayisi1 (%)
Et (Toplam) 91 (%22)
Kirmizi et 68 (%16,5)
Tavuk eti 23 (%35,5)
Siit 3 (%0,7)
Peynir 15 (% 3,6)
Siit iiriinleri (peynir harig) 4( %0.,9)
Deniz iiriinleri 31 (%7,5)
Sebze ve meyve sulari 18 (%4,3)

Amerika Birlesik Devletleri'nde 1998-2015 yillar1 arasinda CDC verilerine
gore, 373.531 insanm etkilendigi, 343 kisinin oldigi toplam 19.119 besin
zehirlenmesinin meydana geldigi bildirilmistir. Bu zehirlenmelerin 649’ unun (%3)
Staphylococcus spp. bakterisi ve toksinleri tarafindan olugtugu bildirilmistir (CDC,
2016). ABD’nde S. aureus kaynakli gida zehirlenme vakalarimin yilda yaklagik 241.000
hastalik olusturdugu, ancak S. awreus’un neden oldugu sporadik gida kaynaklh
hastaligin rapor edilememesi nedeniyle, gida zehirlenme olgularinmin ger¢ek insidansinin

¢ok daha iistiinde olabilecegi belirtilmektedir (Bennett ve ark., 2013).

2.7. S. aureus’un Gidalarda Bulunusu ve Kontaminasyon Kaynaklan

S. aureus havada, toprakta ve suda bulunabilen (ubiquiter oOzellikte) bir
mikroorganizmadir. Insanlar, hayvanlar, gidalar ve gida isletmeleri bagslica bulagsma
kaynaklarini olusturmaktadir (Eriksen ve ark., 1994). S. aureus dogal olarak insanlarin
deri florasi, burun ve iist solunum yollari, bazen de vajen, rektum ve perineal bélgede

kolonize olmaktadir. S. aureus cilt yiizeyinde ve nazofarinkste tagindigindan bakterinin
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yayilimi1 kolay olmakta ve bu nedenle de birgok hastane enfeksiyona neden olmaktadir
(Wertheim ve ark., 2005).

S. aureus s1gir mastitislerinin en 6nemli etkenlerinden birisidir. Baglica meme,
meme loblar1 ve meme basi derisine yerlesip meme hijyeninin yetersizligine baglh
olarak ¢ig siitte baslica kontaminasyon kaynagimi olusturmaktadir. Bununla birlikte
diger kontaminasyon kaynaklar arasinda sagim sirasinda kullanilan arag¢ ve geregler,
barinak malzemeleri, yemler, hava, ahirda bulunan diger hayvan tiirleri ve bakicilar yer
almaktadir (Larsen ve ark., 2000; Zadoks ve ark., 2002).

Ciftlik, mezbaha, mandira ve perakende iiretim yapilan yerler S. aureus’un
potansiyel kontaminasyon kaynaklarini  olusturmaktadir. Gida isletmelerinde
dezenfeksiyonun yetersiz yapilmasina bagli alet ve ekipmandan kaynaklanan sekonder
kontaminasyonlar olduk¢a 6nemli yer tutmaktadir. Bunlarin basinda iyi temizlenmemis
ve dezenfekte edilmemis sagim ekipmanlar1 gelmektedir. Sagim malzemelerinde kalan
stit kalint1 ve artiklar mikroorganizmalar i¢in milkemmel bir besiyeridir. Sagimlar arasi
periyotlarda mikroorganizmalarin sayisi hizla artarak siitii enfekte etmektedir (Karakus,
1995). Kontamine siit ve siit tirtinleri stafilokokal intoksikasyonlarda ilk sirada yer
almaktadir. Ozellikle mastitisli veya subklinik mastitisli hayvanlardan saglanan siitlerin
normal siitlere karistirilmasi, siitlin pastérizasyon dncesi ve sonrasi kontaminasyonu ve
uygun olmayan kosullarda muhafaza edilmesi, gida zehirlenme olgularina neden
olmaktadir (Erol, 2007).

Gida isleyicileri S. aureus suslarimi burun veya ellerinde tasiyarak veya
solunum salgilar1 ile gidalara bulastirarak kontaminasyona neden olmaktadir
(Kluytmans ve Wertheim, 2005). S. aureus ¢ig gidalardaki mikrobiyal flora ile yeteri
kadar rekabet giictine sahip degildir. Pismis gidalarin ¢apraz kontaminasyonu ve uygun
olmayan kosullarda depolanmasina baglh olarak enfeksiyon sekillenmektedir.
Stafilokokal gida zehirlenmelerinde sorumlu gidalar arasinda et ve et {riinleri, kiimes
hayvanlar1 ve yumurta {irtinleri, siit ve siit tirlinleri, salatalar, firincilik {iriinleri 6zellikle
krema igeren hamur isleri ve sandvigler yer almaktadir (Wieneke ve ark., 1993;
Tamarapu ve ark., 2001). Tuzlu gidalarin S. aureus ile kontamine olmasi bakterinin
diistik su aktivitesi (aw 0.86) degerlerinde gelisebilmesi ile agiklanmaktadir (Qi ve
Miller, 2000).
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Stafilokoklarin neden oldugu intoksikasyonlar tiiketilen gida ¢esitliligine ve
tilkelerin tiiketim aliskanliklarina bagli olarak gére farklilik gostermektedir. 2010-2014
yillari arasinda stafilokokal gida zchirlenmelerinde salgin sayist 274’den 393’e
yiikselmis ve en sik izole edilen gidalar arasinda kansik gida (%29,7), et ve et iriinleri
(%20,8), peynir ve siit iirlinleri (%14.4), ekmek iriinleri (%8.,4), balik ve balik
irtinlerinin (%6,5) yer aldig bildirilmistir (EFSA 2010; EFSA 2011; EFSA 2012;
EFSA 2013; EFSA 2014).

2.7.1. Manda Siitii ve Uriinlerinin Ozellikleri

Mandalar sazlik ve bataklik gibi agir ¢evre kosullarma uyumlu, hastaliklara
karsi dayanikli, et, siit, deri ve ig giiciinden faydalanilan hayvanlardir. Mandalar
seliilozca zengin, diigiik kaliteli ve ucuz kaba yemleri tiiketerek bunlar {iriine
doniistiirdiiklerinden ekstansif yetistiricilik i¢in oldukga uygun hayvanlardir (Sekerden,
2001; Soysal, 2009). Tiirkiye’de manda yetistiriciligi basta Karadeniz Bd&lgesi (6rn.
Samsun, Corum, Amasya, Tokat, ve Sinop) olmak iizere Ege (6rn. Afyon) ve Marmara
Bolgesinde (6rn. Istanbul) kiigiik, orta ve biiyiik 8lgekli isletmelerde yaygin olarak
yapilmaktadir (Sahin ve ark., 2012).

Diinya’da toplam manda varligi 2010 yilinda 188 milyon bas iken 2014 yilina
gelindiginde %4 artis gostererek yaklasik 195 milyon basa ulasmustir (FAO, 2014).
Diinya manda popiilasyonunun %83,5'1 giineydogu Asya {ilkelerinde (Hindistan,
Pakistan ve Cin) bulunmaktadir. Italya diinya manda popiilasyonunun %0,2’si ile
Avrupa’da en ¢ok manda bulunan iilkedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde en ¢ok
manda diinya manda popiilasyonunun %1,9"u ile Brezilya’da bulunmaktadir (Borghese
ve Mazzi, 2005).

Tirkiye’de manda varhigi 1990 yilinda 371 bin bas iken, 2010 yilina
gelindiginde %77 oraninda azalarak 84,7 bin basa diismustiir (Tablo 10). Son yillarda
ozellikle Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhi tarafindan yapilan ana¢ manda
desteklemeleri ve "Halk elinde manda islahi projesi" gibi miidahaleler ile manda
sayisinda artis sekillenmistir. Bu diizenlemeler sonunda Tiirkiye’de manda varligi 2012
yilinda 107.4 bin iken, 2016 yilinda 142 bin basa yikselerek diinya manda
popiilasyonun %0,04iinii olusturmustur (TUIK, 2016).

26



Samsun ilindeki manda varligi 2000 yilinda 19 bin bag iken manda sayisindaki
azalmaya paralel olarak 2007 yilinda yaklagik %33 azalarak 9 bin basa diismiistiir.
Samsun ili 2016 yil1 itibar1 ile 8.871 bini sagilir anag manda olmak ftizere toplamda
17.944 bas manda varhg ile Tirkiye'de en ¢ok manda popiilasyonuna sahip il
konumuna gelmistir (TUIK., 2016). Samsun ilinde kiigiik, orta ve biiyiik dlgekli manda
isletme sayisi 1.512 olarak tespit edilmistir (Anon, 2015).

Tablo 10, Tirkiye ve diinyada toplam ve sagilan manda sayisi (FAO, 2014)

e Tiirkiye Toplam Tiirkiye Sagilan Diinya Toplam Diinya Sagilan
(bin bas) (bin bas) (milyon bas) (milyon bas)

2010 84,7 353 188.1 58,5

2011 97.6 40,2 190,3 58,9

2012 107.4 47,5 192,2 60,4

2013 L1705 51,9 193,0 61,2

2014 121,8 53,7 194.4 61.6

Diinya manda siitii iretimi 2010 yilinda 92 milyon ton iken 2014 yila
gelindiginde yaklagik %12’lik artigla 114 milyon tona ulasmistir. Diinyada manda
siitiiniin %901 Hindistan ve Pakistan’da tretilmekte, daha sonra Misir, Cin, fran ve
italya gelmektedir (FAO, 2014). AB iilkelerinde 2010 yilinda 185 bin ton olan toplam
manda siitii tiretimi, 2014 yilinda 203 bin tona ulasmustir (Tablo 11) (FAO, 2014).
Tirkiye’de manda siitii tiretimi son yillarda hayvan varhifindaki artisa paralel olarak
yiikselmistir. 2010 yilinda 35 bin ton olan manda siiti tiretimi, 2012 yilinda yaklasik
%50 oraninda artarak 47 bin tona, 2015 yilinda ise yaklasik 63 bin tona ulagmustir.
Samsun ili 2016 yilinda toplam 8.871 sagilir mandadan elde edilen 8.781 ton siit ile
Tiirkiye’de manda siitii {iretiminde ilk sirada yer almaktadir (TUIK, 2016).

Tablo 11. Tiirkive, Avrupa Birligi (AB) ve diinyada yillara gére manda siitii iiretimi (ton) (FAO, 2014)

Ulkeler 2010 2011 2012 2013 2014
Tiirkiye 35.487 40.372 46.989 51.947 54.803
AB-28 185.562 201.582 200.720 203.812 203.579
Diinya 92.184.199 95.834.155 98.959.348 108.402.663 114.015.334

AB-28: Avrupa birligine tiye 28 tilke
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Manda siitii protein igerigi ve siit yagi miktar1 yiiksek oldugu i¢in beslenme
fizyolojisi agisindan degerli bir siit olarak kabul edilmektedir. Mandalar yesil yemle
aldiklar1 karotenin tamamini vitamin A’ya ¢evirme 6zelligine sahiptirler. Bu nedenle
siitlerinin rengi inek siitiine oranla daha beyazdir (Inal, 1990; Metin, 1996).

Manda siitli igerdigi yag, laktoz, protein ve toplam kuru madde bakimindan
inek siitlinden daha zengindir (Ahmad ve ark., 2008). Manda siitiiniin yaklasik ortalama
%17’sini kuru madde, %7-8’sini yag, %4-4.2’sini protein, %4,7-5’ini laktoz ve
%0,8ini kiil olusturmaktadir (Tablo 12). Manda siitiiniin yogunlugu 1.027-1.040 g/ml,
asitligi 6.7-10 SH arasinda degismektedir (Inal, 1990; Metin, 1996). Manda siitiinde
kuru madde ve yag miktarinin yiiksek olmasi ve yiiksek oranda kalori igermesi

nedeniyle istlin ve ayirici bir besin olarak degerlendirilmektedir (Soysal, 2009).

Tablo 12. Hayvan tiirlerine gore siitiin bilesimi (%) (Oysun, 1987)

Tiir Su KM Protein Yag Kazein Laktoz
Manda 82,7 17,50 4.2 7.9 3.5 4,7
inek 87.6 12,40 3.5 3.4 3,0 4,6
Koyun 83,9 18,50 507 7.2 4.5 4.6
Kegi 86,9 13,40 3,6 43 3,0 4,5

KM: Kuru madde

Manda siitiinde yagsiz kuru madde miktari, albumin ve globulin, azot, kiil, Ca,
P, CI ve sitrik asit inek siitline nazaran daha yiiksek, fosfolipitler ve kolesterol diizeyi

ise daha diistiktiir (Tablo 13) (Inal, 1990).

Tablo 13. Manda ve inek siitlerinin bilesimleri (Inal, 1990)

Siit Komponentleri Manda siitii (100m1*de g) inek siitii (100m1’de g)
Fosfolipidler 0.21 0.32
Kolesterol 0.04 0.15
Yagsiz kurumadde 9.8 8.9
Alblimin ve globiilin 0.6 0.5
Azot (non protein) 0.3 0.2
Kiil 0.8 0.7
Kalsiyum 0.22 0.13
Fosfor 0.1 0.09
Sitrik asit 0.22 0.17
Klor 0.07 0.1
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Manda siitli disiik 1s1 kapasitesi ve yiksek termal iletkenlik Ozellikleri
nedeniyle inek siitiine kiyasla arzulanan is1 etkilerini elde etmek i¢in daha disiik
miktarda 1s1 enerjisine ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle manda siitiinden elde edilecek
tirtinlerde 1s1l islem i¢in zaman-sicaklik kombinasyonlarinin uygun sekilde degistirilerek
standartlastirilmas: gerekmektedir (Sindhu ve Arora, 2011).

Ulkemizde manda siitinden iiretilen siit triinleri bolgelere ve tiiketim
aliskanliklarina gore degismektedir. Genellikle manda siitiinden kaymak ve peynir
tiretimi 6n plana ¢ikmaktadir. Bununla birlikte manda siitii tereyagi, dondurma ve
yogurt gibi pek ¢ok {iriine islenmektedir. Ulkemizde Afyonkarahisar ilinde rulo halinde
sarilarak satilan kaymak yaygin olarak iiretilmektedir. Lor peyniri iiretiminde manda
siitiinden yapilan peynir alti suyu da kullanilmaktadir. Ayrica {ilkemizde Tulum (Izmir)
ve Orgii peynirlerinin yapiminda manda siitii kullanilmaktadir (Soysal, 2009).

Diinya geneline bakildiginda manda siitii birgok iilkede farkli peynir gesitleri
tiretiminde kullanilmaktadir. Manda siitlinden tiretilen peynirler pek ¢ok tilkede organik
lirtin olarak simiflandirilmakta ve son yillarda iiretiminde biiyiik artis gostermektedir.
Ozellikle italya'da manda siitiinden iiretilen ve pizza yapiminda kullamlan Mozarella
peyniri {iretimi manda siitii tirlinleri icerisinde en ¢ok tiretilen {iriinlerdendir (Bilal ve
ark., 2006).

Manda siitii ¢ig ya da pastérize edilmis olarak; Italya'da Mozzarella, Ricotto,
Scamorza ve diger peynirler, Misir'da Domiati Rumi, Romanya'da Vladaesa ve Braile
Peynirleri, Beyaz salamura peyniri, Hindistan'da Paneer, Channa, Yugoslavya'da Sir 1z
bivoljeg, Filipinler’de Kesong puti tiretiminde kullamilmaktadir (Uglincii, 2004; Moioli
ve Borghese, 2005).

Calismada Kullanilan Geleneksel Manda Siitii Uriinleri

Manda Kaymag

Kaymak siit yaginin yogunlastirilmasiyla elde edilen siitten veya kremadan
vapilan bir siit lrlintidlir. Tirk Gida Kodeksi Krema ve Kaymak Tebligine gore
kaymak; "igerisinde en az %60 oraminda siit yagi bulunan ve disaridan herhangi bir
madde katilmadan 6zel yontemle yapilip sekil verilen krema" olarak tanimlanir (Anon,
2003).
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Geleneksel tarzda yapilan kaymak iiretimi sirasinda manda siitii sagildiktan
sonra ¢ift kath tiilbentle siiziiliir. Daha sonra 3 litrelik alliminyum tavalara yarsi
dolacak sekilde aktarilir. Bu tavalar 90-95°C’ye kadar siirekli dip ve kenarlar
tutmayacak sekilde kargsurilir. Bazi bolgelerde kabin dig béliimiine yakin kismina
aralikli olarak su dokiilerek yapigma Onlenir. 3-4 saat siiren bu islemin ardindan siit 10
cm derinliinde tavalara belirli bir yiikseklikten k&piiklii ve gézenekli kaymak olusumu
saglayacak sekilde dokiilir. Tavalar 40°C’ye gelinceye kadar sogutulmaya birakilir.
Tavalar tekrar kisa siireli bir 1s1tma ile 70°C’ye kadar tekrar 1sitilir. Daha sonra soguk
muhafazada 24 saat bekletilir. Kaymak tabakasinin sertlesmesi igin kiigiik buz parcalar
serpilir ve elde edilen kaymak tabakasi 4 esit par¢aya ayrilarak rulo halinde ya da her
parga elle ters gevrilerek diiz bir tabaga daire olusturacak sekilde yerlestirilir ve sonra
paketlenerek tiiketime sunulur. Bu haliyle kaymak buzdolabinda 3-5 giin niteligini
kaybetmeden saklanabilir. Kaymak alt1 siit ise yogurt yapiminda kullanilabilir. Genel
olarak manda siitiinden 1/8 oraninda kaymak elde edilmektedir (Sekil 2) (Anon, 2007).

Manda Peyniri

Manda siitii ¢esitli tipte peynirlerin tiretiminde kullanilmaktadir. Peynirler
genellikle inek siitli peynirlerine gére daha uzun siire olgunlagma siiresine gereksinim
duymaktadir. Geleneksel tarzda manda peyniri yapiminda siit sagilip siiziildiikten sonra,
oda sicakhifinda 1limas: i¢in birakilir ve sicakligin 40°C’ye diismesi saglamir. Daha
sonra peynir mayasindan 10 kg siite bir ¢ay kasig1 dlgiisiinde eklenir ve karistirilir.
Yazin lizeri agik birakilarak, kisin ise kabin tizeri sarlarak siitiin sicakhigi muhafaza
edilmeye galisilir. Bu kosullarda siit 2 saat mayalanmaya birakilir. Mayalanma sonrasi
olusan pihtilar 6zel sizdirmaz torbalara konur. 10 kg manda siitinden 3 kg peynir

tretilmektedir (Sekil 2) (Anon, 2007).

Manda Pewvniri Manda Kavmag

Sekil 2. Geleneksel yontemle iiretilmis manda peyniri ve manda kaymag:
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2.7.2. Siit ve siit iiriinlerinde S.aureus

Cig stit S aureus kontaminasyonunda baglica kaynagi olusturmaktadir.
S.aureus sigir mastitislerinde zellikle meme loblar1 ve meme basi derisine yerlesip
meme  hijyeninin  yetersizligine bagh olarak siit kaynakli enfeksiyon ve
intoksikasyonlara neden olmaktadir (Larsen ve ark., 2000; Zadoks ve ark., 2002).

Ulkemizde yapilan galismalarda siit ve siit tirlinlerinde S. aureus’un insidensi
farklilik gostermektedir. Ertas ve ark. (2010), Kayseri yoresinden temin ettikleri 50
stitlil tatli ve 100 koyun siitii olmak {izere toplam 150 adet siit ve siit {iriiniinde koagulaz
pozitif stafilokok orammni %357,3 olarak bulmuslardir. Aym arastirmacilar S. aureus
varhfim siitlii tathilarda %60, koyun siitiinde ise %352 olarak tespit etmislerdir. Kav ve
ark. (2011), inceledikleri 127 adet Urfa peynirinde S. aureus varhgim %41,7 olarak
belirtmistir. Aydin ve ark. (2011), Marmara bélgesindeki cesitli illerde bulunan yerel
marketler, perakende pazarlar ve siit ¢iftliklerinden temin ettikleri 1070 gida 6rnegi (¢ig
siit, et ve et Urlinlerl, kaymak, tereyagi, peynir ve gesitli unlu mamiiller) iizerinde
yaptiklari ¢alismada, S. aureus insidensinin %13.8 oldugunu ve elde edilen izolatlarin
92’sinin (%62,6) enterotoksijenik karakterde oldugunu bildirmislerdir. Glictikoglu ve
ark. (2012), Samsun ilinden temin ettikleri 122 adet siit ve siit tiriiniiniin 64’ tintin (¢ig
stitte %75, beyaz peynirde %375, kasar peynirinde %30, tereyaginda %30, dondurmada
%10 oraninda) S. aureus yoniinden pozitif oldugunu bildirmislerdir.

Giilmez ve ark. (2001), Kars ilindeki perakende satis yerlerinden alinan 50 adet
taze ve 50 adet salamura beyaz peynir Ornegini incelemisler, taze beyaz peynir
6rneklerinin %78, salamura beyaz peynir 6rneklerinin ise %30 oraninda S. qureus ile
kontamine oldugunu bildirmislerdir. Keskin ve ark. (2006), Istanbul Uskiidar
Belediyesi'ne bagli 20 semt pazarindan temin ettikleri 50 adet beyaz peynir érneginde
S. aureus diizeyini %66 oraninla bulduklarim bildirmislerdir. Yiicel ve Anil (2011),
Ankara’da yaptiklari ¢alismada, 190 adet ¢ig siit 6rneginde %35, 90 adet peynir
orneginde (kagar, tulum ve lor peyniri) %20,2 oranlarinda S. aureus izole ettiklerini
bildirmislerdir.

Diger tilkelerde yapilan ¢alismalara bakildiginda; Andre ve ark. (2008),
Brezilya'da bir siit isletmesinde yaptiklari ¢alismada 24 ¢ig siit, 24 Minas Frescal
peynirini (Brezilya’ya 6zgii bir ¢esit beyaz peynir) inceledikleri ¢alismada peynir

orneklerinin 17’sinden (%70,8) S. aureus izole etmislerdir.
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Fagundes ve ark. (2010), Brezilya'nin Sao Paulo bolgesinde 37 giftlikte 37 siit
tanki ve 208 ¢ig sifir siitiinii incelemislerdir. Stt orneklerinden 14°tniin (%6,7), siit
tanklarinin ise 4’{iniin (%10.8) S. qureus ile kontamine oldugunu, elde edilen izolatlarin
ise %14,3 {iniin enterotoksijenik karakterde oldugu tespit etmislerdir.

Di Giannatale ve ark. (2011), Italya’da koyun ve inek siitii kullanarak
yaptiklan taze peynirlerde S. aureus varhgim %13,3 olarak bildirmislerdir. Kamal ve
ark. (2013), Misir’da yerel pazar ve marketlerden topladiklar: 35 adet ¢ig siit 6rneginin
%94,3’tinde, 30 adet peynir drneginin %93.3’iinde ve 30 adet dondurma Ornedinin
%356,7’sinde S. aureus tespit etmislerdir.

Bianchi ve ark. (2014), Italya’da ¢esitli mandiralardan elde ettikleri 1245
ornekten (848 ¢ig siit, 397 siit iiriinii) 481 inin (%39) S. aureus ile kontamine oldugunu
tespit etmislerdir. Merz ve ark. (2016), Isvigre’de 104 adet ciftlikten elde ettikleri 162
siit orneginde (131 adet koyun siitl, 31 adet keg¢i siitli) S. aureus prevalansini
arastirmuslar, kegi siitii drneklerinin %60, koyun siitii 6rneklerinin ise %30 oraninda S.
aureus ile kontamine oldugunu bildirmislerdir.

Dehkordi ve ark. (2015), Iran’da 320 ¢ig siit (200 sigir , 60 koyun ve 60 kegi
siitii) ile 350 siit iiriiniinde (geleneksel metodla iiretilen kaymak, hamur, yogurt, peynir,
krema ve peynir alt1 suyu) S. aureus varh@im arastirmislar; ¢ig siit ve siit tirlinlerinde
kontaminasyon diizeyini sirasiyla %27,8 ve %24.85 olarak belirtmislerdir. Akindolire
ve ark. (2015), Giiney Afrika’da 200 adet ¢ig siit, pastorize siit ve siit dokme tanki
6regini inceledikleri ¢alismada S. aureus prevalansim sirasiyla %75, %13 ve %29
olarak tespit etmislerdir.

Ulkemizde manda siitii ve iiriinlerinde yapilan galismalarda, Pamuk ve ark.
(2012), Afyonkarahisar ilinde inceledikleri 360 &rnegi siit ve siit tirtiniinde (120 manda
stitii, 120 manda peyniri, 120 manda kayma@i) S. aqureus oranimi manda sitii
orneklerinde %33,3, manda kaymagi ve manda peyniri drneklerinde ise sirasiyla %21,6
ve %25,8 olarak tespit etmislerdir. Manda siitii ve {irlinlerinin incelendigi bu ¢alismada
total S. aureus insidensini %26,9 olarak bildirmislerdir. Kurt ve Ozdemir (1988),
Erzurum yéresinden temin ettikleri kaymak orneklerinin %50’ sinin 3.10-1,6x10° kob/g
diizeyinde S. aureus ile kontamine oldugunu bildirmislerdir. Con ve ark. (2000), Afyon
ilinde tiretilen kaymaklar iizerine yaptiklar1 ¢alismada kaymaklarda S. aureus diizeyinin

0.60-4.20 log kob/g arasinda oldugunu bildirmislerdir. Yilsay ve Bayizit (2002), Bursa
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ilinde tiiketime sunulan 30 adet kaymak Orneginde yaptiklan galismada stafilokok
sayisimn 0.00-5.44 log kob/g arasinda oldugunu bildirmiglerdir. Akalin ve ark. (2000),
{zmir ilinde inek stitlerinden yapilan kaymaklarda Staphylococcus spp. diizeyinin 0-6,86
log kob/g arasinda oldugunu bildirmiglerdir.

Cesitli tilkelerde manda siitleri iizerinde yapilan ¢aligmalarda; Singh ve
Prakash (2010), Hindistan’da inceledikleri 52 manda siiti Orneginde S. aureus
insidensini %28,84 olarak tespit etmiglerdir. Rahimi ve Alian (2013), [ran’da 40 manda
siitii 6rneginde S. aureus insidensini %17,5, Abo-Shama (2014), ise Misir’da 140 adet
manda siitii 6rneginde S. aureus insidensini %30 olarak tespit etmislerdir. Sangeetha ve
ark. (2014), Hindistan’da 50 adet siit drneginde S. aureus prevalansim belirlemek i¢in
yaptig1 ¢alismada 25 ¢if manda siitii 6rneginin 16’smmn (%64) S. aureus yoniinden
pozitif oldugunu bildirmistir.

Siit ve siit {irtinlerinde enterotoksin varh@gimin tespiti amaciyla yapilan gesitli
calismalarda farkli izolasyon oranlar1 bildirilmistir. Neder ve ark. (2011), Arjantin’de
siit toplama tanklarindan izole ettikleri 94 S. qureus susunun 11'inin (%I11,7)
enterotoksijenik karakterde oldugunu ve izolatlarin 7’sinin (%7.,4) SEC, 2’sinin (%2,1)
SED tipi toksin {irettigini ve en sik izole edilen toksin tipinin SEC tipi toksin oldugunu
bildirmislerdir. Ertas ve Géniilalan (2010), Kayseri ilinde ¢ig stitlerden elde ettikleri 31
enterotoksijenik S. aureus izolatinin 12’sinin (%38,7) sea, 2’sinin (%6,5) seb, 5’inin
(%]16,1) sec, 10’unun (%32,3) sed ve 2’sinin (%6.,5) hem sea hem de sed gen
dagilimina sahip oldugunu belirtmistir. Alisarli ve Solmaz (2003), Van ilinde 100 adet
sagmal inek meme bagi derisi ve ¢ig siitte yaptiklar1 ¢alismada izole ettikleri 38 S.
aureus izolatindan 16’sinin (%42) enterotoksin olusturdugunu bildirmiglerdir.

Muratoglu (2010), Istanbul ilinde ¢ig siitlerden temin edilen 42 S. aureus
izolatinin 12’sinin (%28.5), peynirlerden izole edilen 10 S. aureus izolatinin 5’inin
(%50) en az bir enterotoksin geni tasidigini belirtmistir. Ayn1 ¢alismada ¢ig stitlerden
elde edilen izolatlarin 8’inin sec (%19.,4) ve 5’inin sea (%14,9), peynirlerden elde edilen
izolatlarin ise 3’linlin sea (%60) gen dagilimina sahip oldugunu bildirmistir. Can
(2011), Ankara ilinde farkli marketlerde satisa sunulan 100 adet tulum peyniri
drneginden elde ettigi 7 izolattan 3’tiniin (%42,8) (2 adet SEC,1 adet SEC-SED birlikte)
enterotoksijenik karakterde oldugunu belirtmistir. Alisarli ve ark. (2003), Van ilinde

175 adet siitlii tath (siitlag, puding, kazandibi ve kremali pasta) 6rneginde yaptiklari
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calismada 30 ornekten izole ettikleri S. awreuws’larin 11°inin (%37) enterotoksin
olusturma yetenegine sahip oldugunu ve bunlardan 7’sinin (%23) SEA, 2’sinin (%6)
SEA+SEB ve 1’inin de (%3) SEB ve SEC tipi toksin olusturdugunu bildirmislerdir.

Jorgensen ve ark. (2005), Norveg'te ¢ig inek ve kegi siitleri ile gesitli siit
tirtinlerinden (kaymak, peynir, tereyagi) izole ettikleri 398 S. qureus izolatinin 167’sinin
(%42) en az bir enterotoksin geni tasidigini ve elde edilen izolatlarin 147 sinin (%37,4)
sec geni tasidigim bildirmislerdir. Normanno ve ark. (2003), Italya’da marketlerde
satisa sunulan ¢ig siitlerden elde ettikleri 168 S. aureus izolatinin 94’{intin (%55.,9),
cesitli peynir tiirlerinden elde ettikleri 161 S. aureus izolatinin 99’unun (%61,5) bir
veya daha ¢ok tipte enterotoksin rettigini bildirmislerdir. Cig siitlerden elde edilen
izolatlardan 40’ 1nin (%42) SEC, 17’sinin (%18) SEA ve 6’sinin (%6,3) SED tipi, beyaz
peynir érneklerinden izole edilen izolatlardan ise 32’sinin (%32) SEA, 21’inin (%21)
SEC ve 22’sinin (%22) SED tipi toksin Urettiklerini belirtmislerdir.

Morandi ve ark. (2007), Italya’da gesitli hayvan tiirlerinden (inek, manda,
koyun, keci) elde edilen 86 ¢ig siit ve 26 siit lirlinlinden (peynir, tereyagi, kaymak) izole
ettikleri 112 S. aureus izolatinindan 75’inin (%67) en az bir veya daha fazla toksin geni
tagidigim ve tespit edilen toksinlerin sikligi bakimindan izolatlarin 36’simin (%48) SEA,
37’sinin (%49,3) SED ve 15’inin (%20) SEC tipi toksin {irettiklerini belirtmislerdir.
Rall ve ark. (2008), Brezilya'da ¢ig ve pastorize siitlerden izole ettikleri 57 S. aureus
1zolatinin 39’ unun (%68.,4) en az bir toksin geni tasidigini ve izolatlarin 16’ siin (%41)
sea, 8'inin (%20,5) sec ve 5°inin (%]12,8) sed gen dagilimina sahip oldugunu
belirtmislerdir.

Rahimi ve Alian (2013), Iran’da 200 adet siit dskme tankindan (inek, manda,
koyun ve deve) elde ettikleri 22 S. aureus izolatinin 15°inin (%62,8) enterotoksijenik
karakterde oldugunu ve izolatlarin 6’sinin (%27,3) SEA, 4’iiniin (%18,2) SEC ve
37lnilin (%]13,6) SED tip1 toksin drettiklerini belirtmislerdir. Bianchi ve ark. (2014),
Italya'da 1245 siit ve siit tirliniinden (848 ¢ig siit, 397 siit {irtinii) elde ettikleri 481 S.
aureus izolatinin 255’inin (%53) bir yada daha fazla enterotoksini iirettigini
belirtmiglerdir. Nazari ve ark. (2014), Iran’da 8 farkl ciftlikten elde ettikleri 246 siit
orneginden elde ettikleri 52 S. aureus izolatinin 42’sinin (%80.7) en az bir enterotoksin
geni tagidigim bildirmiglerdir. Carfora ve ark. (2015), Italya'da 565 adet siit ve siit

iirliniinden (428 adet ¢ig siit, 9 adet 1s1l islem gormiis siit, 8 adet lor peyniri, 7 adet
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Ricotto peyniri, 8 adet yogurt ve 105 yumusak, sert, yar1 sert peynirler ve mozarella
peyniri) elde edilen 227 S. aureus izolaundan 93'tntin (%40) enterotoksikenik
karakterde oldugu bildirmistir. Klasik toksinlerden en ¢ok izolatlarin 38’inin (%40)
SED ve 32'sinin (%34.3) SEC tipi toksin Urettigi, ayrica %31.,4 oraminda SELJ ve
%28,6 SER gibi farkli tip toksinlerin de tespit edildigi bildirilmistir. Aynca bu
calismada incelenen manda siitii ve peynirlerinden SEA, SED, SER ve SEIJ tipi toksini
birlikte tireten 3 adet izolat elde edildigi belirtilmistir.

2.7.3. Et ve et iiriinlerinde S. aureus

Kasaplik hayvanlarin normal florasinda bulunabilen S. aureus kesim hijyeninin
yetersiz olmasma bagh olarak tiiketime sunulan et ve et {irlinlerini kontamine ederek
gida intoksikasyonlarina neden olmaktadir (Sentandreu ve ark., 2002).

Et ve et iiriinlerinde S. aureus’un varligina yonelik yapilan caligmalarda;
Giiven ve ark. (2009), Eskisehir ve Kiitahya bolgesinde gesitli et ve et lirlinlerinde (siir
eti, kanath eti, salam, kéfte) yaptiklar1 ¢alismada S. aureus prevalansini %48.7 olarak
tespit etmislerdir. Giindogan ve Ataol (2012), Ankara ilindeki ¢esitli marketlerden
temin ettikleri 15°er adet dana kiyma ve tavuk but O&rneklerinde S. aureus
kontaminasyon diizeyini arastirmiglar, kiyma 6rneklerinin %10,7 oraninda S. aureus ile
kontamine oldugunu tespit etmislerdir. Ayni ¢alismada tavuk but drneklerinde S. aureus
izole edememislerdir. Keyvan (2014), Ankara’da bulunan 2 farkli mezbahada kesilen
120 sigar karkasinin %12,5 oraninda S. aureus ile kontamine oldugunu tespit etmisgtir.

Kitai ve ark. (2005), Japonya’da 145 farkli markette satisa sunulan 444 pili¢
parca etinin 292’sinde (%65.7) S. aureus izole etmislerdir. Izolatlarin %57,1 inin
kanatli, %22,1’inin ise insan orijinli oldugunu bildirmislerdir. Elde edilen 360 i1zolatin
78’inin ise enterotoksijenik dzellikte oldugunu bildirmislerdir.

Di Giannatale ve ark. (2011), taze etlerde (kiyma ve pili¢ eti) S. qureus’un
varligini %19,3 olarak bildirmislerdir. Kelman ve ark. (2011), inceledikleri toplam 694
adet ¢ig kiyma drneginin %29’unun S. aureus ile kontamine oldugunu bildirmislerdir.
FeBler ve ark. (2011), inceledikleri 86 adet taze tavuk ve hindi eti érneginin 32’sinin
(%37,2) S. aureus ile kontamine oldugunu tespit etmislerdir. Hanson ve ark. (2011),
Amerika Birlesik Devleri’nde yaptiklar bir ¢alismada domuz, sigir, hindi ve tavuk
etlerinden olusan 165 6rnedi incelemis ve S. aureus prevalansininin sirastyla %18,2,

%6.9, %19.4 ve %17.8 oldugunu bildirmislerdir.
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Cesitli gidalarda S aureus varh@ tizerine yapilan ¢alismalarda; Normanno ve
ark. (2005), farkli gidalarin bulundugu toplam 11.384 6rnegin %17,3’linde koagulaz
pozitif stafilokok tespit etmistir. Di Giannatale ve ark. (2011), pastacilik {irlinlerinde S.
aureus varligini %3,0, mezelerde %7,7, midyede ise %6 olarak bulmuslardir. Shahraz
ve ark. (2012), inceledikleri toplam 256 adet paketlenmis hamburgerin %25%inin

S.aureus ile kontamine oldugunu bildirmistir.

2.8. 8. aureus Enfeksiyonlar:

S. aureus nozokomiyal enfeksiyonlarda siklikla izole edilen Onemli bir
patojendir. Etken basit yara infeksiyonlari, ylizeysel lezyonlar ve gida
zehirlenmelerinden hayati tehdit eden ciddi infeksiyonlara kadar ¢ok ¢esitli hastaliklara
sebep olmaktadir (Chambers ve Deleo, 2009). S. aureus 'lar insanlarda ¢esitli doku ve
organlarda hastaliklara neden olabilmektedir. Deri ve yumusak dokuda; haslanmis deri
sendromu, impetigo, follikiilit, fronkiil, karbonkiil, dolasim sisteminde; bakteriyemi ve
endokardit, solunum sisteminde; pnémoni ve ampivem, kas ve iskelet sisteminde;
osteomyelit ve septik artrit, santral sinir sisteminde; toksik sok sendromu gibi ¢esitli
infeksiyonlara neden olmaktadirlar (Moreillon ve ark., 2005; Peacock 2005; Murray ve
ark., 2005).

Enterotoksijenik stafilokoklar tarafindan gidada olusturulan bir veya birden
fazla toksinin sindirim yolu ile alinmasi sonucu stafilokokal gida zehirlenmeleri
sekillenmektedir. Gidalar genellikle hazirlanma asamalarinda enterotoksijenik S. aureus
ile kontamine olmaktadir. Gidalarin uygun olmayan sicaklik ve siirede muhafaza
edilmeleri sonucu gidada S. aureus sayisi 10° kob/g ve daha yiiksek diizeylere ulastig
zaman etken enterotoksin olusturma yetenegine sahip olmaktadir. Toksin igeren
gidalarin tiiketilmesi sonucunda ise gida kaynakli zehirlenme vakalarn meydana
gelmektedir (Erol, 2007). Stafilokokal intoksikasyonlara en sik A ve D tipi toksinler
neden olmaktadir (Sutherland ve Varnam, 2002; Jorgensen ve ark., 2005).

Stafilokokal gida zehirlenmelerinde semptomlar oldukga kisa siirede (30
dakika-8 saate kadar) olusmaktadir (Le Loir ve ark., 2003). S. aureus ile kontamine
gidanin alinmasi sonucu siklikla gériilen semptom bulanti ve kusmadir. Alinan gidada
200 nanogramdan az toksin bulunmasi semptomlarin ortaya ¢ikmasi igin yeterlidir
(Evenson ve ark., 1988). Semptomlarin siddeti bireysel duyarlilik (kronik hastalar,

yaslilar ve gengler) ve alinan toksinin miktarina bagli olarak degismektedir. Mide
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bulantis1 ve kusma disinda en sik rastlanan semptomlar; abdominal kramp, bazen ishal,
siddetli olgularda bas agrisi, kas kramplar ve bitkinliktir. Cogu olguda iyilesme hizli
(24 ile 48 saat i¢inde) sekillenmektedir. Ciddi komplikasyonlar, hastaneye yatis ve 6liim
olaylar1 isc nadirdir (Bergdoll ve Lee Wong, 2006; Seo ve Bohach, 2007). Stafilokokal
intoksikasyonda mortalite oran1 genel olarak %0,03 diizeyinde olup, duyarli bireylerde

bu oran %4.,4’e ¢ikabilmektedir (Jay, 1996).

2.9. 8. aureus’un Antibiyotik Direnci ve Mekanizmasi

Antibiyotikler insan ve hayvanlarda basta enfeksiy6z hastaliklarin tedavisi ve
hastaliklardan korunma olmak {izere, hayvanlarda biiyiimeyi artirmak ve nadir olarak da
tarimda bazi bitkileri korumak amaciyla kullanilmaktadir. Antibiyotiklerin bilingsiz ve
asin miktarlarda kullamimi yan etki risklerine ve antibiyotik diren¢ sorunlarina neden
olmaktadir (Cizman, 2003). Insanlar ve hayvanlarda S. aureus enfeksiyonlari genellikle
antimikrobiyal ajanlarla tedavi edilmektedir. S. aureus izolatlarinin son 60 yilda direng
geni edinme kabiliyeti nedeniyle O©nemli miktarda direng geni gelistirdigi
bildirilmektedir (Wendlandt ve ark., 2013).

Hastaneye yatirilan hastalarda stafilokok enfeksiyonlar1 yilizyili askin siiredir
biiylik bir endise kaynagi olmaktadir. "Aseptik teknik" bilesenlerinin kademeli olarak
devreye sokulmasi postoperatif enfeksiyonlarin sikligini azaltmaya yardimei olmus ve
ozellikle siilfonamid ve penisilinlerin ortaya ¢ikmasi ile bu enfeksiyonlarin siklifinda
biiyiik bir azalma sekillenmistir. Bununla birlikte 1950°1lerde, semisentetik penisilinlerin
(6rn. metisilin veya oxacillin) kullanimindan 6nce, penisiline direngli stafilokoklarin,
Amerika Birlesik Devletleri hastanelerinde biiyiik bir sorun haline geldigi bildirilmistir
(Crossley ve ark., 1979). 1959 yilinda metisilinin klinikte kullaniminin baslamasiyla
beta-laktamaz enziminin yol agtifi direng sorununun asildigi, ancak 1960 yilinda S.
aureus infeksiyonlarinin tedavisinde metisilin kullamiminin baslamas: ile ilk MRSA
izolatinin Amerika Birlesik Devletleri'nde Boston Sehir Hastanesi’nde izole edildigi
rapor edilmistir (Barrett ve ark., 1968).

1970°’li yillarda MRSA oram &zellikle hastane enfeksiyonlarinda artis
gostermekle birlikte beta-laktam grubu diginda kalan antibiyotiklere de direng gelisimi
saptanmaya baslanmistir (Enright ve ark., 2002). 1990’larin sonlarindan itibaren,
MRSA diinyanin bir¢cok iilkesinde hastane ve toplumsal kokenli invaziv deri

enfeksiyonlarimin en énemli nedeni haline gelmistir (Salgado ve ark., 2003).
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Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) tarafindan 2011 yilinda Amerika
Birlegik Devletleri’nin dokuz eyaletinde yapilan bir arastirmada MRSA kaynakl 80.000
"mvaziv" enfeksiyonun sekillendigi ve bunun yaklasik 11.000’inin 6limle sonug¢landigi
bildirimistir (Dantes, 2013). Saglik Arastirma ve Kalite Ajansi (AHRQ) verilerine gore,
2011 yilinda ABD’deki ¢esitli hastanelerde MRSA tanisi ile hastaneye yatis yapan
yaklasik 460.000 vakanm bulundugu ve bunun 23.000’inin &liimle sonuglandig
bildirimistir (Eisler, 2013).

Stafilokoklarin beta-laktam antibiyotiklerine karsi iki temel direng
mekanizmasi bulunmaktadir. Bunlardan ilki beta-laktamlar1 hidrolitik olarak yok eden
beta-laktamaz enzimlerinin S. aureus igin PC1 beta-laktamaz ekspresyonu, digeri ise
beta-laktam antibiyotikleri tarafindan inhibisyona duyarli olmayan penisilin baglayici
protein 2a’nin (PBP-2a) sentezlenmesidir. Hidroliz ile beta-laktamlar1 yok eden beta-
laktamaz enzimleri, blaZ geninin aktivasyonu ile eksprese edilmektedir. Yiiksek
seviyede beta-laktam direnci (MRSA), penisilin baglayici protein 2a (PBP-2a)’y1
kodlayan mecA geninden kaynaklanmaktadir (Rosato ve ark., 2003). Beta-laktamaza
bagl direncin stafilokok izolatlarimin > %95’inde bulundugu ve MRSA’nin 6zellikle
Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya’da klinik izolatlarin %25-50’sinden izole edildigi
bildirilmistir (Lowy, 1998; Diekema ve ark., 2003).

Stafilokoklarda metisilin direnci; intrinsik (kromozomal) metisilin direnci
(homojen direng ve heterojen direng), simirda (borderline) metisilin direnci (BORSA) ve

orta diizeyde (moderately) metisilin direnci (MODSA) olmak iizere ii¢ ana bashk

altinda toplanmaktadir.

i) intrinsik (Kromozomal) Metisilin Direnci: S. aureus suslarinda en sik
goriilen diren¢ mekanizmalarindan birisidir. PBP-2 veya PBP-2a olarak gosterilen ve
sadece MRSA’larda bulunan penisilin baglayan proteinin (PBP) sentezlenmesi ile
ortaya ¢ikmaktadir (Waldvogel, 1995). Metisilin direngli stafilokoklarda PBP-2a, beta-
laktam antibiyotiklerinin ¢oguna diisiik affinite gstermektedir. Bu nedenle beta-laktam
antibiyotikler ~hiicre duvarma baglanamadigindan bakteri hayatta kalmay:
basarmaktadir. PBP2a sentezi bakteri kromozomunda ilave olarak bulunan 2kb’lik
mecA geni sayesinde gergeklesmektedir (Unal, 1996). Son yillarda yapilan ¢alismalarda
mecA gen homologu olan mecAigarsi’in de metisilin direncinden sorumlu oldugu

bildirilmigtir. Niikleotid dizilerine gére mecd ve mecA;Gazs;’nin %70 oraninda
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benzerlik gosterdigi bildirilmistir. mecdigassi ilk olarak sigirlardan elde edilen S.
aureus izolatlarinda saptanmis ve yalnizea hayvanlarda bulundugu belirtilmigtir. Ancak
yapilan son g¢alismalarda mecA|gazs;’in insanlarda da metisilin direncinden sorumlu
oldugu bildirilmistir (Pichon ve ark., 2012). Kromozomal metisilin direnci fenotipik

olarak homojen ve heterojen direng olmak {izere iki sekilde ortaya ¢ikmaktadir;

a-Homojen Direnc¢: Popiilasyonu olusturan tiim bakterilerde mecA geni eksprese
olmakta ve hepsinde yiiksek diizeyde metisilin direnci goriilmektedir. Direncin
tespitinde ortamdaki sicaklik, pH, tuz konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi gibi

cevresel faktorlerin etkisi olmadig belirtilmektedir (Faller ve Schleifer, 1981).

b- Heterojen Diren¢: Genotipik olarak mecA4 geni tasiyan ve metisiline direngli oldugu
halde fenotipik olarak metisiline duyarli goriinen bakterilerin neden oldugu direng
tiirtidiir. Stafilokoklarda heterojen metisilin direnci, homojen direngten daha sik
goriilmektedir (Salmenlinna, 2002). Heterojen direngte popiilasyonu olusturan tiim
hiicreler mecA genini tasimalarina ragmen direng ancak 10* ya da 10® bakteriden birinde
tespit edilebilmektedir (Chambers, 1988). Heterojen direngli S. aureus izolatlarinda
mecA geni eksprese olmamakta ve direngli olmasi gereken bakteri, rutin duyarlilik
testlerinde duyarli olarak saptanmaktadir (Stapleton ve Taylor, 2002). Heterojen
direncin ekspresyonundan mecA geni disinda farkli bélgelerde bulunan fem ve aux gibi
gen bolgelerinin de sorumlu olabilecegi belirtilmistir (Chambers, 1997).

Metisiline heterojen direng gdsteren stafilokok suslarinin beta laktam disindaki
antibiyotiklere de ¢oklu direng gdsterdikleri bildirilmistir. Heterojen direngte oxacillin
MIK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu) degerinin 1-100 mg/l arasinda degistigi
belirtilmigtir (Cauwelier ve ark., 2004; Harstein ve ark., 2004). Heterojen direng
olusumunda sicaklik, ozmolarite, inkiibasyon siiresi, pH, 151k, iyon tutucu maddeler,
metal iyonlar1 ve beta-laktam antibiyotiklere 6nceden maruz kalma durumu gibi

cevresel faktorlerin etkili oldugu bildirilmektedir (Matthews ve Stewart, 1984).

ii) Simirda Metisilin Direnci (Borderline-Resistant S. aureus -BORSA)

S. aureus’larda borderline (sinirda) metisilin direnci bakterinin asinn beta-
laktamaz salgilamasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Bu direng oxacillin diisiik seviyede direng
gosteren suglarda, metisilin MIK degerinin duyarlilik noktasinda olmasi ile

tanimlanmaktadir (McDougal ve Thornsberry, 1986; Chambers, 1997). Metisilin MIK
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degeri genellikle 2-4 pg/ml arasinda, oxacillin MIK degeri ise 1-2 pg/ml arasinda olan
borderline-resistant S. aureus (BORSA) suglari simrda duyarlilik gostermektedir

Jorgensen, 1991).

iii) Orta Diizeyde Metisilin Direnci (Moderately-Resistant S. aureus-
MODSA)

Beta-laktamaz iiretmedigi ve mecAd geni tasimadigi halde metisiline direng
gelistiren S, aureus izolatlarmin  gelistirdigi direng mekanizmasi olarak
tanimlanmaktadir. Bu mekanizma ¢ok az sayida stafilokok izolatinda sekillenmektedir.
Bu diren¢ beta-laktam antibiyotiklerin baskisina bagli olarak protein baglayici
proteinleri (PBP2, PBP3, PBP4) kodlayan genlerde olusan mutasyonlar sonucu
olusmaktadir (Ruben ve Norden, 1991). Olusan mutasyonlar sonucu protein baglayici
proteinlerin beta laktam antibiyotiklere orta diizeyde affinite gdstermesi ile oxacillin
direnci sekillenmektedir. Oxacillin direnci olugturan bu suslar orta diizeyde metisilin
direnci (Moderately-Resistant) gosteren S. aureus (MODSA)’lar olarak tammlanmigtir
(Gerberding, 1991; Chambers, 1997).

MRSA agar besiyerine 6 pg/ml oxacillin eklenmesi ile MRSA’lar etkili bir
sekilde tammlanabilmektedir. Ancak mec4 geni tasiyan fakat diisikk oxacillin MIK
degerine sahip MRSA’larin bazen tespit edilemedigi bildirilmektedir. mecAd geni
tasimasina ragmen oxacillin MIK degeri <2 olan MRSA suslar1 (OS-MRSA) diisiik
diizeyli beta-laktam direnci gostermelerinden dolayr uygun dozda beta-laktam
antibiyotikler ile tedavi edilebilmektedir. Diisik dozda beta-laktam antibiyotik
kullanilmasi yiiksek beta-laktam direngli yeni MRSA suslarinin ortaya ¢ikmasina sebep
olabilmektedir (Hososaka ve ark., 2007) (Tablo 14).

Tablo 14. BORSA, MODSA VE OS-MRSA’nin ¢zellikleri (Mcdougal ve Thornsbery, 1986; Tomasz ve
ark., 1989; Chambers, 1997; Hososaka ve ark., 2007)

Oxacillin
» oo foxiti :
mec. Oxacillin Cefoxitin MiK
BORSA - Direngli Direngli 1-2 mg/ml
MODSA - Direngli Direngli 1-2 mg/ml
OS-MRSA - Duyarh Duyarli <2

BORSA: Borderline Resistant S. aureus (Sinirda direngli S.aureus), MODSA: Moderately-Resistant
S.aureus (Orta diizeyde direngli S. aureus); OS-MRSA: Oxacillin duyarll MRSA
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2.9.1. Metisilin Direngli S. aureus (MRSA) Suslarmin Molekiiler
Epidemiyolojisi

S. aureus’daki metisilin direnci, mec stafilokokal kaset kromozomu (SCCmec)
olarak adlandirilan mobil bir element iizerine yerlesmis durumdaki mecd geninin
kazanilmasi sonucu elde edilmistir (Chambers, 1997; Okuma ve ark., 2002). SCCmec’in
(stafilokokal kaset kromozomu) virulans ve metisilin direnci stafilokok tiirleri
arasindaki genomik aktarimindan sorumludur. SCCmec kasetinin kokeni heniiz kesin
olarak bilinmemektedir. Beta-laktam antibiyotiklere karsi duyarl olan Staphylococcus
sciuri susundaki protein baglayici proteinler (PBP) ile MRSA’lardaki PBP2a arasinda
%87.8 oraninda benzerlik bulunmasindan dolayr SCCmec kasetinin kokeninin bu
bakteri oldugu ileri stirtilmektedir (Wu ve ark., 1996).

Mecl ve mecRI olarak adlandirilan ve birbirine yapisik olarak bulunan iki
diizenleyici gen, SCCmec tlizerinde mecA kompleksini olusturmaktadir (Hiramatsu ve
ark., 1992). Stafilokokal beta-laktamaz diizenleyici elementlerden olan blal ve blaRl,
molekiiler organizasyon, yapi ve fonksiyon &zellikleri bakimindan benzerlik gosterirler.
Blal, beta-laktamaz gen transkripsiyonunu baskilayan DNA baglayic1 bir proteindir. Bu
protein beta-laktam antibiyotik varliginda beta-laktamaz gen transkripsiyonuna yol agan
sinyalleri yollamaktadir. BlaRI’in mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. mec/ ve
mecR] ise mecA igin benzer diizenleyici rolleri yerine getirmektedir (Dyke ve Gregory,
1997).

Beta-laktam antibiyotiklerin yoklugunda mec/ geni;, mecA, mecRI- meclnin
traskripsiyonunu baskilamaktadir. Beta-laktam antibiyotiklerin varliginda ise mecR!
otokatalitik olarak ayrilmaktadir. Bakteri penisiline maruz kaldiginda mec4 geninin
beta-laktam antibiyotiklere yanit vermesi mecl ve mecRI genlerinin kontroliinde
gerceklesmektedir (Lowy, 1998; Lee, 2006).

Metisilin direncinin olusmasinda mecA geni disinda femA4 geninin de etkili
oldugu belirtilmektedir (Mehrotra ve ark., 2000). S. aureus izolatlar, mecA geni
tasimadiklar1 halde oxacillin ve cefoxitin gibi antibiyotiklere karsi yapilan testler de
pozitif sonug verebilmektedir. mec4 geninin homologu olan mecC geni varlig1 ve beta-
laktam direnci saglayan diger faktérlerin bunun nedeni olabilecegi belirtilmektedir

(Garcia-Alvarez ve ark., 2011; Petersen ve ark., 2013).
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2.9.2. Gidalarda Metisiline Direncli S. aureus’larin Varhg

Metisiline direngli S. aureus (MRSA)’lar, diinya ¢apinda saglikla iligkili
enfeksiyonlarin ana nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir. MRSA hastanelerde
oldugu kadar toplumda ve hayvancilikta da nemli bir patojendir. MRSA’lar insanlarin
besin zincirine girerek gida kaynakli hastaliklara neden edebileceginden nemli bir halk
saglig1 problemi olarak kabul edilmektedir (Basanisi ve ark., 2017).

Avrupa, Kuzey Amerika ve Asya’da et ve et tirlinlerinde yapilan ¢alismalarda
MRSA prevalansinin %0,99-28 arasinda, siit ve siit tiriinlerinde yapilan ¢aligmalarda ise
9%0-20 arasinda oldugu bildirilmistir (Tablo 15) (Bhargava ve ark., 2011; Haran ve ark.,
2012; Zinke ve ark., 2012; Boost ve ark., 2013: Tenhagen ve ark., 2014; Riva ve ark.,
2015; Igbinosa ve ark., 2016; Basanisi ve ark., 2017).

Tablo 15. Gida orjinli metisiline direngli S. aureus (MRSA) olgular

. Olgu Pozitif
Gida Ulke Kaynak
Sayist  Oran (%)

Haran ve ark., 2012; Zinke ve ark.,

Si?:ﬁ:;elei?t ABDi.tgln;anya, 5 0-20 2012; Tenhagen ve ark., 2014; Riva
e ve ark., 2015; Bassanisi ve ark., 2017
Malfdii Suu.l ve Tirkiye 1 9.2 Pamuk ve ark., 2012
{irtinleri
De Boer ve ark., 2009; Rhee ve Woo,
Hollanda, Kore, 2010; Bhargava ve ark., 2011; Hiroi
" ) ABD, Japonya, Hong ve ark., 2012; Boost ve ark., 2013;
S t 7 0,99-28
e Kong, Almanya, ’ Tenhagen ve ark., 2014; Igbinosa ve
Nijerya ark., 2016
Hollanda, Almanya, De Boer ve ark., 2009; FeBler ve ark.,
ABD, Hong Kong, 2011; Bhargava ve ark., 2011; Boost
Tavuk eti Ingiltere, Nijerya 6 3,9-20 ve ark., 2013; Fox ve ark, 2017;
Igbinosa ve ark., 2016
Hollanda, Almanya, De Boer ve ark., 2009; FeBler ve ark.,
Hindi eti ABD,Hong Kong, 2011; Bhargava ve ark., 2011; Boost
Ingiltere, Nijerya 6 2,2-35,3 ve ark., 2013; Fox ve ark., 2017;
Igbinosa ve ark., 2016
Sebze, meyve Cek Cumhuriyeti 1 0,3 Vojkovska ve ark., 2017
Hammad ve ark., 2012; Arfatahery ve
Deniz {iriinleri Japonya,iran 2 2,5-23,8  ark, 2016
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MRSA suslar1 son yillarda ¢ig et (domuz, pilig, sigir), ¢ig siit ve siit tiriinleri
gibi birgok gidadan izole edilmekte ve bazi olaylarda gida hazirlayan kisilerin ve et
isleyicilerinin de MRSA olgularinda kaynak oldugu belirtilmektedir (De Boer ve ark.,
2009; Haran ve ark., 2012; Boost ve ark., 2013; Tenhagen ve ark., 2014; Igbinosa ve
ark., 2016: Basanisi ve ark., 2017).

MRSA’larin ¢iftlik hayvanlarinin yani sira, tavsan, ordek, yaban domuzu eti,
minimal islenmis sebze ve taze balik igceren diger gidalarda da tespit edildigi
bildirilmistir (Lozano ve ark., 2009; De Boer ve ark., 2009; Hammad ve ark., 2012;
O’Brien ve ark., 2012; Vojkovska ve ark., 2017). S. gureus 'un baliklarin normal flora
parcast olmamakla birlikte, MRSA ve diger bazi metisiline direngli stafilokoklarin
Japonya'da ¢ig baliklarda tespit edildigi ve kontaminasyonun baliklarla temas eden ve
yetersiz hijyene sahip personelden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Hammad ve ark.,
2012).

Italya’da 2003-2005 yillar1 arasinda incelenen hayvansal kékenli 1.634 adet
gidadan (siit ve siit triinleri, et ve et Uriinleri) izole edilen 160 S. aureus izolatinin
6’sinin (%3,75) mecA geni tasidigi tespit edilmistir (Normanno ve ark., 2007). De Boer
ve ark., (2009) Hollanda’da hayvansal kokenli 2.217 farkli et tirlintiniin (hindi, tavuk,
domuz, s1g1r ve dana eti) incelendigi bir calismada MRSA varligin1 %11.,9 olarak tespit
etmislerdir. MRSA prevalansinin hayvan tiirlerine gére farklilik gésterdidi, en yaygin
MRSA varliginin  %35.,3 ile hindi etlerinde bulundugu belirtilmistir. MRSA
prevalansinin tavuk etlerinde %16, dana etlerinde %15,2, domuz etlerinde %10,7, sigir
etlerinde ise %10,6 olarak tespit edildigi bildirilmistir.

Nassasra (2011), Istanbul ilinde 406 siit 6rneginden elde ettigi 119 S. qureus
izolatindan hem fenotipik (disk difiizyon ve ORSAB tarama agar testleri) hem de
genotipik (mecA geni tespiti) olarak sadece 1 (%0.84) susun MRSA olarak tespit
edildigini bildirmistir. Pereria ve ark., (2009), Portekiz’de ¢esitli gida maddelerinden
(¢ig inek siitli, peynir, ¢ig et, fermente et iriinleri) elde edilen 148 koagulaz pozitif
stafilokok izolatinin fenotipik olarak (agar diliisyon yontemi) 56°sinin (%38) oxacilline
kars: direngli oldugunu belirtmislerdir.

Mashouf ve ark. (2015), Iran’da 271 ¢ig siit, 170 peynir ve 66 kaymak
orneginden izole ettikleri toplam 48 S. auwreus izolatindan 5’inde (%5,1) mecA geni

tespit edildigini belirtmislerdir. mecA pozitif izolatlarin siit ve peynir 6rneklerinden
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izole edildigi, kaymak orneklerinde ise MRSA izolatina rastlanmadigi bildirilmistir.
Riva ve ark. (2015), italya’da 383 ¢ig siit ve siit {iriiniiniinden, elde ettikleri 35 S. aureus
izolatinin genotipik olarak (mecA geni pozitif) 7°sinin (%20), Song ve ark. (2016),
Kore’de temin ettiklert 1.222 ¢ig siitten elde ettikler1 165 S. aureus izolatimn 23’{iniin
(%13,9) MRSA pozitif oldugunu tespit etmislerdir.

Bhargava ve ark. (2011), ABD’de yaptiklar1 ¢alismada; inceledikleri 289 ¢ig et
orneginden (156 sigwr, 76 pili¢, 57 hindi) toplam 65 (%22,5) S. aureus izolati elde
etmislerdir. 2’si s1gir eti (%1,3), 3’1 pilig eti (%3,9) ve 1°1 hindi eti (%1,7) orjinli olmak
lizere elde ettikleri toplam 6 izolatin (%9.2) MRSA pozitif oldugunu bildirmislerdir.
Zinke ve ark. (2012), Almanya’da 36 adet ¢ig siit ve 36 adet de pastérize siitten elde
edilen toplam 72 adet peynir 6rneginde yaptiklari ¢alismada S. aureus prevalansinin
%35,5 oldugunu ve MRSA pozitif izolat elde edilemedigini bildirmislerdir.

Kamal ve ark. (2013), Misirda 95 adet siit ve siit iirinii (35 adet ¢ig siit, 30 adet
Kariesh peyniri ve 30 adet dondurma) lizerine yaptiklari ¢alismada total MRSA
prevalansinin  %35.2 oldugunu bildirmislerdir. Arfatahery ve ark. (2016), Iran’da
inceledikleri 600 adet deniz tirliniinde (marine edilmis, taze ve dondurulmus balik ve
karides) MRSA prevalansini %23.8 olarak bildirmislerdir.

Gidalar antibiyotik direng transferi ig¢in Onemli bir ara¢ olarak kabul
edilmektedir. Antibiyotik direngliliginin insanlara tasinmasinda, gidalarda antibiyotik
kalintilarinin ~ bulunmasi,  antibiyotiklere direngli  patojenlerin  varhign  ve

mikroorganizmalar arasinda direnglilik aktarimlar1 énemli rol oynamaktadir (Khan ve
ark., 2000).

2.10. S. aureus’un izolasyon ve identifikasyonu

S. aureus kolonilerinin tanisinda mikrobiyolojik fenotipik yontemler, serolojik
yontemler ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir. S. aureus 'un identifikasyonunda
koloni morfolojisi kesin tani i¢in yeterli degildir. Stafilokoklarda hem cins hem de tiir
ayrimi yapilabilmesi i¢in diger 6zelliklerinin de degerlendirilmesi gereklidir.

Gida Orneklerinden stafilokok tiirlerinin sayiminda genellikle Baird-Parker
agar (BP) kullanilmaktadir. Baird-Parker agarda iireyen stafilokoklar siyah, dis biikey,
parlak, 1-1,5 mm ¢apinda ve olusan proteoliz ve lipolize bagh olarak etrafi hale ile
¢evrelenmis tipik zonlu koloniler olusturmaktadir Enterotoksijenik suslarin ortaya

konulmasi amaciyla besiyerinde iireyen tipik ve atipik koloniler biyokimyasal agidan
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cesitli testler ile identifiye edilmektedir. (ISO, 1999; Lancette ve ark., 2001). Segilen
kiiltiirler morfolojik olarak Gram boyama ile karakterize edilir ve daha sonra katalaz,
koagulaz veya termoniikleaz iretimi agisindan degerlendirilir. Koagulaz veya
termoniikleaz varlif1 genellikle enterotoksin liretme yetenegiyle iliskilidir (Lancette ve
ark., 2001).

Baird-Parker Agar ilk olarak 1962 yilinda formiile edilmistir. Bu agar koagulaz
pozitif stafilokok tiirlerinin gida, cilt, toprak. hava ve diger materyallerden segici
izolasyonu i¢in kullamlan bir besiyeridir. Zebovitz, Evan ve Niven tarafindan
gelistirilen bir 6nceki formiiliin modifikasyonu sonucu Baird-Parker tarafindan mevcut
formiilasyonu gelistirilmistir. Besiyerine lesitinaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
yumurta sarist emiilsiyonu, Gram negatif mikroorganizmalar1 inhibe etmek igin
potasyum telliirit ve stafilokoklarin gelisimini artirmak i¢in de sodium piruvat ilave
edilmistir (Baird-Parker, 1962).

S. aureus’un izolasyon ve identifikasyonunda Uluslararasi Standartlar
Organizasyonu (ISO), Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Uluslararas1 Resmi
Tarim Kimyagerleri Birligi (AOAC International) gibi uluslararasi kuruluslar Baird-
Parker agar besiyeri kullanilmasini énermektedir. S. aureus, Baird-Parker Agar besiyeri
disinda, Rabbit Plazma Fibrinojen Medium (RPF), Modified Giolitti & Cantoni Broth,
BBL CHROMagar Staph aureus, mannitol salt phenol red agar gibi birgok besiyerinde
kiiltiire edilebilmektedir (Cunniff, 1995; ISO, 1999; ISO, 1999a).

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) S. aureus izolasyonu i¢in Baird-Parker
agarin kullamildig: direkt plak sayma yontemi ve bu yonteme paralel olarak %10 NaCl
ve %1 sodyum piruvat ilave edilmis Trypticase (tryptic) soy broth (TSB)’un kullanildig:
en olasi say1 metodunu (MPN) 6nermektedir (Bennett ve Lancette, 2001).

Baird-Parker agarin yaygin kullamim alanmina sahip olmasina karsin, diisiik
segicilik, yanlis sonug¢ sayisi ve uzun analiz siiresi gibi dezavantajlarinin oldugu
bildirilmigtir (Ingham ve Schoeller, 2001). BP agarin sinirlamalar1 géz 6niine
alindiginda gidalarda stafilokoklarin sayimi amaciyla alternatif kiiltiir ortamlar1 ve
metodolojilerin kullanilmas1 onerilmektedir (Beckers ve ark., 1984; Sawhney, 1986).
Uluslararas1 Standartlar Organizasyonu (ISO) tarafindan resmi olarak 6nerilen tavsan
plazmas1 fibrinojen agarin (RPFA) bilesiminde, potasyum telliirit, sigir fibrinojen

sollisyonu, tavsan plazmasi ve tripsin inhibitor soliisyonu bulunmaktadir. Inkiibasyon
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periyodundan sonra stafilokoklar koagulaz aktivitesini belirleyen, etrafi berrak zonla
cevrili, siyah veya gri hatta bazen beyaz kiigik koloniler olusturmaktadir. Bu teknik
koagulaz pozitif ve koagulaz negatif kolonilerin farklilasmasina izin vermekte ve Baird-
Parker agar kullanildiginda uygulanmasi gereken dogrulayict bazi adimlari (koagulaz
testi gibi) ortadan kaldirmaktadir (ISO, 1999a).

Peynir, et ve yumurta &rneklerindeki koagulaz pozitif stafilokoklarin tespiti
amactyla ISO 6888-1 ve ISO 6888-2 yontemleri kullamlmaktadir. Baird-Parker (BP) ve
Rabit Plazmas1 Fibrinojen agar (RPFA) arasinda hassasiyet bakimindan higbir farkin
bulunmadigi bununla birlikte, duyarliligin RPFA’da daha iyi sonuglar verdigi
bildirilmistir (De Buyser ve ark., 2003).

Vicosa ve ark. (2010), ¢ig siit ve taze yumusak peynir rneklerinde koagulaz
ve termoniikleaz pozitif stafilokoklar: belirlemek amaciyla BP ve RPFA besiyerlerini
kullanmislardir. Arastirmacilar RPFA agarda gelisen tipik koloni morfolojisinin
koagulaz ve termoniikleaz {iretimi agisindan uyumlu sonuglar verdigini ve BP agar ile
karsilastirildiginda daha dogru ve giivenilir sonuglar ortaya ¢iktigini bildirmislerdir.

BBL™ CHROMagar™ Staph aureus, gesitli gida orneklerinden (kabuklu
yumurta, somon filme ve pismis biftek) S. aureus’'un izolasyonu, saymm ve
tammlanmasi igin kullanilan AOAC Arastirma Enstitiisii tarafindan onaylanmus secici
bir besiyeridir (Bennett ve Lancette, 2001). BBL™ CHROMagar™ Staph aureus agarin
bilesiminde kromo-pepton, inhibitor ajanlar, kromojen karisimi ve NaCl bulunmaktadir.
Besiyerinde bulunan inhibitor ajanlar ¢esitli Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler ile
baz1 mayalarin {iremesini engeller. Kromojen karisimi ise ¢esitli enzimler tarafindan
hidrolize edilerek ¢6ziinmeyen renkli bir substrat olusumunu saglar. S. aureus renkli
koloniler iireten kromojenik substratlardan birini kullanarak kahverengi koloniler
olusturur ve bu durum diger organizmalardan ayrimim kolaylastinr. BBL™
CHROMagar™ Staph aureus ybnteminin avantaji; Baird-Parker agarda 48 saat olan
inkiibasyon siiresinin bu besiyerine daha kisa (24 saat) olmasidir (Anon, 20135a). S.
aureus izolasyonunda kullanilan bir diger besiyeri ise Modified Giolitti & Cantoni
Broth’dur. Bu besiyeri ISO 6888-3"e gore insan tiiketimi ve hayvanlarin beslenmesi igin
tasarlanmis iriinler ve gida isleme alanindaki ¢evresel orneklerde diisiik sayidaki S.

aureus izolatlarinin tespiti amaciyla kullanilmaktadir (ISO, 2003).
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Giintimtizde daha pratik ve hizli sonuglar veren ve uluslararas kuruluglar
tarafindan onaylanmis gesitli kitler gelistirilmistir. Petrifilm Staph Express Sayim
Sistemi (STX) DNaz Uretebilen stafilokok suslarinin sec¢ici ve farkli sayimina imkan
vermektedir. Bu sistemin avantaji klasik yontemlerde kullamlan kiiltiir ortami ve
reaktiflerin hazirlanmasi gerekmediginden analiz siiresinin en aza indirgenebilmesidir
(Fedio ve ark., 2008).

Giintimiizde klasik kiiltiir tekniklerinin yani sira serolojik ve genetik materyal
temelli molekiiler yontemler ile gidalarda S. aureus varlign tespit edilmektedir. Lateks
agliitinasyon testleri S. aureus’un serolojik tanimlamasinda siklikla kullanilan ayirici
testler arasindadir. Ancak S. lugdunensis ve S.schleiferi subsp. schleiferi’nin bazi suslar
kimelesme faktérli irettiginden lateks agliitinasyon testi ile pozitif sonug
verebilmektedir. Bu nedenle lateks test sonuclarinin 6n tani olarak kabul edilmesi ve
dogrulanmasi gerektigi bildirilmigtir (Winn ve ark., 2006).

Molekiiler yontemler S. aureus tespitinde kalitatif ve kantitatif sonuglar veren
hassas, giivenilir ve hizli tekniklerdir. Molekiller yontemlerle S. aureus’un
tanimlanmasinda niikleaz (nuc), koagulaz (coa) ve protein A (sp4) gibi hedef genler
saptanmaktadir. Ayrica S. aureus tarafindan iiretilen enterotoksinlerin tayininde sea,
seb, sec, sed, see genleri, metisiline direngli S. aureus izolatlarinin tespiti icin mecA
geni tespitine yonelik multipleks PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve multipleks
Real-Time PCR yéntemleri kullanilmaktadir (Grisold ve ark., 2002; Winn ve ark.,
2006).

Stafilakok tiirlerinin tayininde PCR disinda multilokus enzim elektroforez
(MLEE), pulsed-field jel elektroforez (PGFE), field inversion jel elektroforez (FIGE),
immunoblot, ribotiplendirme, IS prop tiplendirme (IS type) ve bakteriofaj tiplendirme

(Phage type) gibi diger molekiiler yontemler de kullaniimaktadir (Tenover, 1994).

2.11. Metisilin Direncinin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

S. aureus ve diger stafilokok tiirlerindeki antimikrobiyel direnci tespit etmek
igin gesitli yontemler kullamilmaktadir. Fenotipik y&ntemler arasinda, agar disk
difizyon ve broth mikrodiliisyon testleri veteriner hekimligi ve gida alaninda rutin
teshiste en yaygin kullanilan yontemlerdir. Bunun disinda spesifik direng genlerinin
PCR veya DNA mikroarray ile tespitine yonelik genotipik testler de yaygin olarak
kullanilmaktadir.
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2.11.1. Difiizvon Metotlar:

Agar disk difiizyon yontemi

Kati1 besiyerinde olusan inhibisyon ¢aplarinin belirlenmesi prensibine dayali
klinik laboratuvarlarda en sik kullamlan bir yontemdir. Bu test i¢in test edilecek
tanimlanns bakteri miktan (inokiiliim), 0,5 McFarland (2x10® kob/ml bakteri)’a
ayarlanarak Mueller-Hinton agara (MHA) esit olarak yayilir. Agarin yiizeyine disklerin
yerlestirilmesini takiben 35°C de 16-18 saat inkiibe edilir. Bu siire zarfinda
antimikrobiyal ajan diskten agara yayilir ve inkiibasyon sonunda antibiyotik disklerinin
etrafindaki inhibisyon zonlarmin gaplar1 6lgiilerek sonug degerlendirilir. Metisilin
direncin belirlenmesi amaciyla en ¢ok oxacillin (1 pg) ve cefoxitin (30 pg) disk
diftizyon yontemleri kullamilmaktadir (Brown ve ark., 2005). CLSI (Clinical and
Laboratory Standarts Institute) tarafindan; oxacillin disk difiizyon yontemi igin
inhibisyon zon ¢apt < 10 mm olan izolatlar direngli, 11-12 mm olan izolatlar orta
diizeyde duyarli, > 13 mm olan izolatlar ise duyarl olarak kabul edilmektedir. Cefoxitin
disk diftizyon yontemi igin inhibisyon zon ¢ap1 > 22 olanlar duyarli, zon ¢ap: < 21
olanlar ise direngli duyarli olarak kabul edilmektedir (CLSI, 2011). Agar disk difiizyon
testinin avantajlari; uygulamasi ve degerlendirmesi kolay, maliyeti uygun, ayn1 anda ve
aym plakta birden fazla mikrobiyal ajanin test edilebilir olmasidir. Dezavantajlar1 ise
yalmzea Kkalitatif test sonuglarinin (hassas-orta-direngli) elde edilebilmesi, MIK
degerlerinin  belirlenmesinin =~ miimkiin  olmamasi ve laboratuvarlar arasi

standartlagsmanin zor olmasidir (Kadlec ve ark., 2015).

E-Test Yontemi

E-test stripleri ile antimikrobiyal ajanlarin MIK degerlerinin belirlenmesini
saglayan bir agar difiizyon metodudur. Standartlastirilmis bakteri miktar: 0,5 McFarland
(2x10® kob/ml bakteri)’a ayarlanarak Mueller-Hinton agara (MHA) esit olarak yayilir.
Ardindan test edilecek antimikrobiyal maddenin konsantrasyon gradyanini igeren strip
agara yerlestirilir. Stripin arka yiiziinde ilag konsantrasyonu diger yiiziinde ise
antimikrobiyal ajanin konsantrasyonlarina karsilik gelen degerler yer almaktadir.
Antimikrobiyal ajan, stripten agara dagilirken, strip etrafinda eliptik bir biiyiime
inhibisyon bolgesi olugur. MIK degeri inhibisyon alanimin E-test seridiyle kesistigi

yerde skaladan okunur. Bu testin avantajlari kantitatif bir test olmas: ve bir diflizyon
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metodu ile MIK degerinin ¢lde edilebilmesidir. Testin dezavantajlar1 ise maliyetinin
yiiksek olmasi, bakterilerin gelisiminin mukoid tarzda ya da hemolitik yapida
olmasindan dolayr MIK degerini okumada zorluk olusturmasi ve veteriner hekimlik
alaninda birgok antibiyotik i¢in E-test striplerinin heniiz mevcut olmamasidir (Kadlec
ve ark., 2015).

2.11.2. Diliisyon Metotlar

Sivi mikrodiliisyon testi

Antimikrobiyal ajanlarin MIK degerlerinin belirlenmesinde en sik kullanilan
antimikrobiyal duyarhlik test metotlarindan biridir. Bu test igin genellikle
antimikrobiyal ajanlarin iki kat sulandinlarak kurutulup donduruldugu mikroplaklar
kullamlir. ISO standardi 20776-1, 2006’ya gore, kolay iireyen organizmalarin sivi
mikrodillisyon testi i¢in katki igermeyen katyonu ayarlanmis Mueller-Hinton sivi
besiyeri kullanilmaktadir (EUCAST, 2014). Testin avantajlari; test edilen
antimikrobiyal ajamin duyarli ya da direngli oldugunun belirlenmesi, mikroplaklarin
piyasada kolayca bulunabilmesi, testin hizli ve kolay uygulanmasi ve kantitatif verilerin
elde edilmesidir. Testin bashica dezavantajlari, antimikrobiyel ajanlarin varligi
numuneden numuneye gore degisebildiginden bu testin  tiim gidalarda
uygulanabilirliginin miimkiin olmamasidir. Bu test ya mikropleytlerin kullanimi ya da
E-test ve broth makrodiltisyon gibi ilave testler ile konfirme edilerek yapilmalidir
(Kadlec ve ark., 2015).

Sivi makrodiliisyon testi

Antimikrobiyal ajanlarin MIK degerlerinin tespit edilmesinde kullanilan
diltisyon y&ntemlerinden birisidir. Mikrodiliisyon testi ile benzer test kosullari
gerektirir. Ancak makrodiliisyon testinde test tiipleri biiyiik hacimde (CLSI'ye gore 2-5
ml) kullamlmaktadir (CLSI, 2011). ikili seyreltme serisi taze hazirlanir ve ticari olarak
bulunmaz. Makrodiliisoyon testi her laboratuvarda uygulanabilen ¢ok diistik maliyetli
ancak ¢cok zaman alic1 bir testtir. Antimikrobiyal ajanlarin saf madde olarak bulunmasi
gerekmektedir. Stok konsantrasyonlar hazirlamirken bireysel hatalarin olusmasi bir

dezavantajdir (Kadlec ve ark., 2015).

49



Agar diliisyon testi

Tipik olarak tek bir agar plakasinda ¢ok sayida bakteri susunun incelendigi
makro ve mikro diltisyon yontemlerinden farkli olarak kati ortamin (oxacillin ve
metisilin testleri igin MHA+%2 NacCl) kullanildig1 test yéntemidir. Agar diliisyon ¢ok
sayida bakteri izolatimn smirli sayida konsantrasyonda ve sl sayidaki

antimikrobiyal ajanla test edilmesinde uygun bir yontemdir (Kadlec ve ark., 2015).

Lateks Agliitinasyon Testi

Lateks agliitinasyon testi, kolay uygulanabilmesi ve diisiik maliyetli olmas:
nedeniyle oldukga sik kullamlan bir metotdur. Protein baglayici proteinin (PBP2a)
saptanmasini temel alan hizli bir aglutinasyon testidir. S. aureus igin testin duyarlilik ve

ozgiillugii oldukea yiiksektir (Unal, 1996; Velasco ve ark. 2005).

2.11.3. Molekiiler Yéntemler

Metisilin direncinin heterojen ekspresyonundan dolayt MRSA suslari fenotipik
metodlarla her zaman dogru olarak tanimlanamamaktadir. MRSA’larin tanimlanmasinda
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve DNA mikroarray teknikleri ile mecAd geninin
varli@inin belirlenmesi altin standart olarak kabul edilmektedir (Brown ve ark., 2005;

Chongtrakool ve ark., 2006).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Testleri

Antimikrobiyal direncin belirlenmesi amaciyla yapilan genotipik testler
bakterilerde direng genlerinin tespitinde kullanilmaktadir (Wendlandt ve ark., 2013a).
Stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesinde genotipik olarak mecd geninin
saptanmasinin fenotipik yontemlere kiyasla daha duyarli oldugu bildirilmistir. Bu
nedenle giintimiizde konvansiyonel PCR y6nteminin yanisira, mecA geni ve S. aureus’u
(16S rRNA, nuc genleri) eszamanh olarak tespit etme yetenegine sahip olan gercek
zamanh PCR (Real-Time PCR) testi de kullamimaktadir (Wang ve ark., 2014).

PCR testinin avantajlari; ¢ok spesifik, hizli ve gergeklestirilmesi kolay olmasi
ve PCR dirlinlerinin ihtiya¢ duyuldugunda kullanilmak iizere saklanabilmesidir.
Dezavantajlar1 ise pozitif kontrollere ihtiya¢ duyulmas: ve zaman alici olmasidir
(Kadlec ve ark., 2015).
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DNA Mikroarray Testi

Yaygin olarak kullamlan bu tani yonteminde S. auwreus’a Ozgli DNA
mikroarray kitleri (StaphyType, Alere Technologies, Jena, Almanya) kullanilmaktadir.
Bu DNA mikrodizisi antimikrobiyal diren¢ genleri de dahil olmak tizere toplam 330
farkli gen ve alleli tanimaktadir. Diziler tiiplere veya striplere monte edilir ve ilke olarak
tiim hedefler bir primer uzama reaksiyonunda gogaltilir ve etiketlenir. Hedef bagina tek
bir primer kullanildigindan reaksiyon dogrusaldir ve tek bir multipleks reasksiyonda
tiim hedefleri ayni anda tespit etmeyi saglamaktadir (Kadlec ve ark.. 2009; Monecke ve
ark., 2011). DNA mikroarray testi ile ¢ok sayida direng geni ve diger genlerin ayni1 anda
tespit edilebilmesi biiyiik bir avantajdir (Kadlec ve ark., 2015).

2.12. Korunma ve Kontrol

Stafilokokal gida zehirlenmeleri; basta enterotoksijenik stafilokok suslari,
nadiren de koagulaz negatif stafilokoklarin gidalar ile alinmasi sonucu sekillenen en
yaygin gida kaynakli hastaliklardan birisidir. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi
tarafindan 2006-2008 yillar1 yapilan degerlendirmede stafilokokal gida zehirlenme
olgularimin tiim gida zehirlenmeleri igerisindeki oramimin %S5 diizeyinde oldugu
bildirilmistir (Hennekinne ve ark., 2012). Stafilokokal intoksikasyonlarin asil nedenleri
arasinda gidalarin yetersiz pisirilmesi ve sogutulmas: ile yetersiz personel hijyeni
bulunmaktadir. Gida kaynakli stafilokokal zehirlenme olgularimin &nlenmesi igin
Ozellikle 1s11 islem gormiis gidalarin insanlar tarafindan kontamine edilmesinin
o6nlenmesi, gidalarin uzun siire ortam sicakliinda tutulmamasi, soguk zincirin
saglanmasi, ¢iftlikten ¢atala kadar alet ve ekipmanlarin dezenfeksiyonunun saglanmasi
gerekmektedir (Bhatia ve Zahoor, 2007; Erol, 2007; Hennekinne ve ark., 2012).

Stafilokokal intoksikasyonlardan korunma ve kontrolde asagida belirtilen
hususlara dikkat edilmelidir (Erol, 2007).

-Personel hijyeni: Stafilokoklarin insanlardan gidalara bulasmasinin 6nlenmesi
i¢in personel hijyenine yonelik etkin ve titiz uygulamalar yapilmali, ellerin temizlik ve
dezenfeksiyonuna dikkat edilmeli, gerektigi yerde eldiven, bone ve agiz maskesi
kullanimina 6zen gosterilmeli, ¢alisanlarin ¢iplak elle gidalara temas etmesi ve yarali

eller ile ¢alismalar1 6nlenmelidir.
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-Is1 islemi gérmiis iiriinlerin rekontaminasyonu énlenmeli ve soguk muhafazasi
(<6,7°C) saglanmahdir.

-Gidalarla temas edecek yiizeyler ile alet ve ekipmanin temizlik ve
dezenfeksiyonu etkin bir sekilde yapilmalidir.

-Siit veren hayvanlarda meme saglhigina ve sagim hijyenine dzen gosterilmeli,
siit {rlinleri iretiminde pastorize siit kullammi ve pastdrizasyon sonrasi
kontaminasyonun énlenmesine edilmelidir.

-Gida teknolojisindeki uygulanan fermentasyon, 1s1 islemi, sogutma, uygun
kosullarda muhafaza gibi islemlerle stafilokoklarin gidalarda g¢ogalmasi ve toksin
olusturmasi énlenmelidir.

-Gida isletmelerinde tehlike analizleri, iyi liretim ve hijyen uygulamalarina
yonelik gida giivenligi sistemlerinin (HACCP) etkin ve kontrolld kullanim
saglanmalidir.

Bu tez ¢alismasinda kiigiik orta ve biiyiik 6lgekli aile isletmelerinden elde edilen
manda siitli ve iriinlerindeki a) S. aureus varliginin klasik yontemle izolasyon ve
identifikasyonu, b) Izolatlarin PCR teknigi ile dogrulanmasi, ¢) S. aureus izolatlari
icinde enterotoksin genleri varhgmm PCR yontemi ile saptanmasi, d) Izolatlarin
metisilin direngliliklerinin fenotipik ve genotipik (mecA4) olarak belirlenmesi

amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Bu ¢alismada Kasim 2012 - Mayis 2013 tarihleri arasinda Samsun iline bagl 4
ilcede (Carsamba, Bafra, Terme ve 19 Mayis) manda yetistiriciligi yapan 30 isletmeden
elde edilen 100 adet manda siitii, 50 adet manda kaymagi ve 50 adet manda peyniri
olmak iizere toplam 200 adet 6rnek materyal olarak kullanildi (Tablo 16). Isletmeler
icerdikleri manda sayilarina gére kiiciik (5-10 bas), orta (10-50 bas) ve biiyiik (50 ve

iistli) 6lcekli olmak tizere simiflandirildi (Tablo 17).

Tablo16. Calismada temin edilen numunelerin ilge ve isletme bazh dagihimi

fleeler Isletme sayis: Manda siitii Manda kaymagi Manda peyniri
Bafra 15 50 37 >
19 Mayis 6 25 13 18
Terme 5 15 ) i
Carsamba 4 10 y i
Toplam 30 100 50 50

Tablo 17. Caligmada segilen isletmelerin manda sayisina gire dagilimi

Manda sayisi (bas)
figeler 5-10 arasi 10-20 arasi 20-50 aras! 50 ve tistil Toplam
Bafra 5 4 3 3 15
19 Mayis 2 1 2 1 6
Terme 2 2 1 - 5
Carsamba 3 1 - 4
Toplam 12 8 6 4 30

Temin edilen 100 manda siitli belirlenen isletmelerden sagim esnasinda bizzat
toplanarak, siitlerin temini esnasinda genel isletme sartlari, meme hijyeni, sagim yapan
personelin hijyeni gibi hususlar takip edildi. Calismada kullanilan siit &rnekleri

mandalarin ahirda olduklari Kasim-Mayis aylar arasindaki alti aylik dénemde temin
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edildi. Toplanan drnekler soguk zincir altinda miimkiin olan en kisa stirede laboratuvara

getirildi.
3.1.1. S.aureus’un Izolasyon ve Identifikasyonunda Kullanilan Malzemeler

Peptone Water (Maximum Recovery Diluent) (Merck 1.12535, Almanya)

Bilesimi: 1 gr pepton, 8,5g NaCl

Hazirlanisi: Besiyerinden 9.5 g tartildi ve 1000 ml distile suda ¢6ziindiiriildii.
pH degeri 7,0 £ 0,2 olarak ayarlandi. Cam tiiplere 9’ar ml konularak otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edildi. Tamamen sogutulduktan sonra 4°C’de muhafaza
edildi.

Tween 80 (Merck 8.22187)

0,1 ml/L seklinde hazirlandi.

Baird-Parker Agar Base (BPA) (Merck 1.05406)

Hazirlamsi: Besiyerinden 58 g tartild1 ve 950 ml distile suda ¢6ziindiiriildti. pH
degeri 6,8 + 0,2 olarak ayarlandi. Su banyosunda 95°C’de eritildi. Daha sonra besiyeri
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 45°C’ye kadar
sogutuldu. Uzerine onceden oda sicakligina getirilmis 50 ml Egg-Yolk Tellurite
Emulsion (Merck 1.03785) ilave edilip karistirildi. Besiyeri steril plastik petrilere
dokiildii. Analize kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

Egg-Yolk Tellurite Emulsion %20 (Merck 1.03785)

Bilesimi: 200 ml steril Egg-Yolk (yumurta saris1), 4,25 g NaCl ve 2,1 g
Potassium tellurite 1 litre steril distile su igerir.

Hazirlanisi: 50 ml sise igerigi: 950 ml olarak hazirlanip sterilize edilen ve
otoklav sonrasi 45°C’e sogutulan Baird-Parker Agar besiyerine ilave edildi. Hazirlanan

besiyeri analize kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

Brain Hearth Broth (BHI) (Merck 1.10493)

Hazirlanisi: Besiyerinden 37 g tartildi ve 1000 ml distile suda ¢6ziindiiriildi.
pH degeri 7.4 £ 0,2 olarak ayarlandi ve cam tiiplere 10’ar ml konularak otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 50 °C’ye kadar sogutuldu ve
4°C’de muhafaza edildi.
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Tryptone Soya Agar (TSA) (Merck 1.05458)

Hazirlanisi: Besiyerinden 40 g tartildi ve 1000 ml distile suda ¢Oziindiiriildii.
pH degeri 7,3 + 0,2 olarak ayarlandi ve su banyosunda 95°C’de eritildi. Daha sonra
besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 50°C’ye
kadar sogutuldu. Steril plastik petrilere dokiildii ve 4°C” de muhafaza edildi.

Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck 1.05459)

Hazirlanisi: Besiyerinden 30 g tartildi ve 1000 ml distile suda ¢6ziindurildi.
pH degeri 7.3 + 0.2 olarak ayarlandi. Amaca uygun olarak tiiplere dagitildi. Otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edildi. Steril plastik petrilere dokiildii ve 4°C” de muhafaza
edildi.

DNase Agar (Merck 1.10449)

Hazirlamigi: Besiyerinden 42 g alinarak 1000 ml distile su igerisinde
¢oziindirildii. pH degeri 7.3 £ 0,2 olarak ayarlandiktan sonra, sicak su banyosunda
tamamen eritildi. Daha sonra besiveri 121°C’de 15 dk otoklavda sterilize edildi.

Besiyeri 50°C’ye sogutulduktan sonra steril petrilere 12-13 ml miktarinda dokiildii.

Purple Broth Base (PBB) (HiMedia M284, Mumbai, Hindistan)

Hazirlanigi: Besiyerinden 15,02 g tartildt ve 1000 ml distile suda
coziindiiriildi. pH degeri 6.8 + 0,2 ayarlandiktan sonra cam tiiplere 9’ar ml paylastirildi
ve otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. Hazirlanan besiyeri sogutulduktan sonra

icine %0,5 oraninda steril seker solusyunu ilave edildi.

Mannitol Soliisyonu

Bilesimi: Mannitol (Merck 1.05980), Distile su 100ml

Glukoz Soliisyonu

Bilesimi: Glukoz (Merck 1.08342), Distile su 100ml

Hazirlanisi: Sekerlerden 5’er g tartilarak 100 ml distile su iginde ¢6ziindiiriildii.
%0,5 oraninda ¢o6zelti hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozelti 0,45 pm por genisligine sahip

steril filtre ile (Corning, MA - USA ) steril edildi ve kullanima hazir hale getirildi.

55



MR-VP Broth (Merck 1.05712)

Hazirlamsi: Besiverinden 17 g tartildi 1000 ml distile suda ¢dziindiirildi. pH
degeri 6,9 = 0,2 ayarlandiktan sonra cam tiiplere paylastirildi. 121°C’de 15 dakika steril
edildi.

a-naftol (Merck 1.06223)

5g a-naftol 100 ml %96 alkol i¢inde hazirland:

Potassium Hydroxide (Merck 1.05033)

%40’ ik konsantrasyonda hazirlandi.

Koyun Kanh Agar (Oxilab)
Kullanima hazir 20°1i paket

Bactident Coagulase (Merck 1.13306)

EDTA ilave edilmis liyofilize tavsan plazmasidir.

Hazirlanisi: Bir pakette EDTA ilave edilmis liyofilize tavsan plazmasi i¢eren 6
adet sise bulunur. Her sise lizerine 3 ml steril damitik su ilave edilerek karigtirild.

Bundan 0,3 ml’si 1 6rnek analizi i¢in tiipte koagulaz testinde kullanildi.

Staphaurex Plus (Remel R30950102, Dartford, EN)
Bagh koagulaz (clumping factor) tespiti i¢in hazir Remel Staphaurex Plus

agliitinasyon test kiti kullanildi.
Katalaz Testi

Hidrojen Peroksit %30 (H,0,) (Merck 8597)
Hazirlanisi: Ticari %30°luk H,O,’den 3 ml alind1 ve 27 ml distile su ile

karistirildi ve %3 liikk H,O, soliisyonu elde edildi.

3.1.2. PCR Analizlerinde Kullanilan Malzemeler
Proteinase K (Sigma P6556, USA)

10mg/ml Proteinase K

Tris (Merck 1.082129)
0,1 M Tris pH 7,5
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Lysostaphin (Sigma L.7386)

Hazirlamsi: 1 mg lysostaphin 10 ml steril distile su igerisinde sulandirilarak
100 pg/mI’lik konsantrasyon elde edildi. Bu karisim 1’er ml’lik hacimlerde ependorf
tliplere paylastirildi. Tiipler -20°C’de muhafaza edildi.

DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific SM0243)
100 bp DNA Ladder

Tris EDTA Buffer (Sigma T9285)
100X Tris EDTA Buffer, 1X hacimde TE buffer soliisyonu kullamldi.

Taqg DNA Polymerase Seti (Thermo Fisher Scientific EP0402, Litvanya)
100 pl Tag DNA Polymerase 500 units, 5U/ul

1,25 ml 10X Tag Bufter with KCl

1,25 ml 10X Tag Buffer with (NH4),SO4

1,25 ml 25mM MgCl,

dNTP Mix (Thermo Fisher Scientific R0193)
10mM dNTP Mix (dATP, dTTP, dGTP ve dCTP karisimu igerir)

TBE Soliisyonu (Thermo Fisher Scientific B52)
10X TBE buffer (Tris-borate-EDTA)

Hazirlamgi: 10X konstantrasyonda olan TBE buffer soliisyonundan 100 ml

alinarak 1 litreye tamamlandi. Elde edilen 1X konsantrasyon analiz igin kullanildi.

Loading dye (Thermo Fisher Scientific R0611)
6X DNA Loading dye

Primerler (Iontek, istanbul)
Primeler lontek firmasi tarafindan sentezlendi. Uretici firmamin onerdigi

miktarlarda steril bidistile su ile 100 pmol konsantrasyonda hazirlandi.
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Hedef gen Primer dizisi bp
F: 5> AACTCT GTT ATT AGG GAAGAACA Y 750
16S rRNA R: 5’ CCA CCT TCC TCC GGT TTG TCA CC 3’
F: 5 AGC CAA GCCTTG ACG AACTAA Y 279
nuc R: 5° GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 3’
F: 5°GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA 3’ 310
mecA R: 5°CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A 3’
F: 5" GGTTATCAATGTGCGGGTGG 3’ 102
sea R: 5’CGGCACTTTTTTCTCTTCGG 3’
F: 5 GTATGGTGGTGTAACTGAGC 3’ 164
seb R: 5" CCAAATAGTGACGAGTTAGG 3’
F: 5° AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 3° 451
sec R: 5 CACACTTTTAGAATCAACCG 3’
F: 5" CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG Y’ 317
sed R: 5" ATTGGTATTTTTTTTCGTTC 3’
F: 5 AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 3’ 209

see

R: 5’ CTTTTTTITICTTCGGTCAATC 3’

Agarose (Sigma A9539)

Hazirlanisi: 1,5 g agaroz tartildi ve 100 ml 1X TBE ile sulandirldi. Daha sonra

mikrodalga firinda eritildi. 50°C’ye sogutulduktan sonra igerisinde 5 pl ethidium

bromide (10 mg/ml) ilave edilerek kullanildi.

Ethidium Bromide (Applichem A1152, USA)

Ethidium Bromide solution, %1, 10 mg/ml

Hazirlanisi: 10 mg/ml konsantrasyonunda ethidium bromide soliisyonundan 5

ul alind1 ve 100 ml agaroz i¢inde kullanildi.

3.1.3. Antibiyotik Direngclilliginin Belirlenmesinde Kullanilan Malzemeler

Mueller Hinton Agar (MHA) (Oxoid CM0337)

Hazirlanisi: Besiyerinden 38 g tartildi ve 1000 ml distile su igerisinde
¢ozlindiiriildi. pH degeri 7.3 £ 0,1’e ayarlandi. Su banyosunda 95°C’de eritildi. Daha
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sonra besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri
45°C’ye kadar sogutuldu ve steril plastik petrilere dokiildii.

Antibiyotik Diskleri
Oxacillin 1ug (Oxoid CT0159B, Hampshire, UK)
Cefoxitin 30 pg (Oxoid CT0119B, Hampshire, UK)

E-Test Stripleri
E-TEST Oxacillin (Biomerieux 520518, USA)
E-TEST Cefoxitin (Biomerieux 506518, USA)

3.2. Metot

Soguk zincirde laboratuvara getirilen ¢ig manda siitii ve siit iiriinlerinde i) ilk
asamada S. qureus’un izolasyon ve identifikasyonu EN ISO 6888-1-2:1999°de belirtilen
yonteme gore yapildi (ISO, 1999). ii) Klasik Kkiiltir yontemi ile elde edilen
Staphylacoccus spp. ve S. aureus izolatlar1 16S rRNA ve nuc genleri varligi yoniinden
PCR ile dogruland: (Brakstad ve ark., 1992; Maes ve ark., 2002). iii) S. aureus pozitif
bulunan izolatlardaki enterotoksin genlerin (sea, seb, sec, sed ve see genleri) varhig
multipleks PCR ile belirlendi (Mehrotra ve ark. 2000). iv) Son asamada S. aureus
izolatlarimin metisilin direngliligi fenotipik olarak disk difiizyon ve E-test ile (CLSI,
2011) genotipik olarak ise mecA geni varh@ yoniinden PCR ile belirlendi (Geha ve ark.,
1994).

3.2.1. 8. aureus’un Izolasyon ve Identifikasyonu

Orneklerin Alinmasi ve Mikrobiyolojik Ekimler

Manda siitii ve siit tirtinlerinde S. aureus’un izolasyon ve identifikasyonunda
EN ISO 6888-1-2:1999 metodu (The International Standards Organization-Uluslararas
Standartlar Organizasyonu) kullanild: (Sekil 3) (ISO, 1999). Aseptik kosullarda 200
ml/g alinan Srnekler soguk zincir altinda laboratuvara getirildi. 10 g/ml 6rnek stomacher
posetine alinarak iizerine 90 ml peptonlu su ilave edildi ve stomacherda (Interscience
Bagmixer 400) orta hizda 3 dk homojenize edildi. Kaymak ve peynir numunelerinin
homojenizasyonun saglanmasi i¢in 90 ml peptonlu su igerisine steril %1 Tween 80
(Merck 8.22187) ilave edildi. Daha sonra elde edilen bu homojenattan 1 ml alinarak

icinde 9 ml peptonlu su bulunan tiiplere gecildi ve desimal diltisyonlar 107 e kadar
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hazirlandi. Hazirlanan diliisyonlardan 0,1 ml alinarak Baird-Parker agara (Merck
1.05406, Egg Yolk Telltirite Emulsion Merck 1.03785) yayma plak teknigi ile ekim
yapildi. Petriler 37°C’de 24-48 saat siire ile aerob ortamda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda tireme saptanan plaklarda toplam mikrokok/stafilokok diizeyi
belirlendikten sonra, plaklarda tireyen 1-3 mm ¢apinda siyah, koyu kahverengi,
konveks, kenarlar1 diizgiin ve etrafi haleli lesitinaz pozitif tipik koloniler ile etrafi
halesiz atipik kolonilerden 3-5 adet koloni segildi (Sekil 4).

Baird-Parker agarda (Merck 1.05406) drnekleme yoluyla segilen tipik ve/veya
atipik koloniler TSA (Merck 1.05458) besiyerine gecildi ve 37°C’de 24 saat aerob
ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra koagulaz pozitif stafilokoklarin saptanmast
i¢in kat1 besiyerlerindeki izolatlar BHI broth’a (Merck 1.10493) ge¢ildi ve 24 saat
37°C’de aerob ortamda inkiibasyona birakildi. Liyofilize tavsan plazmasi (Bactident
Coagulase Rabbit Plasma with EDTA-Merck 1.13306) ile tiipte koagulaz test yapildi.
Test sonucunda 3" ve 4" reaksiyon veren izolatlar koagulaz pozitif stafilokoklar olarak
degerlendirildi. Daha sonra koagulaz pozitif olarak degerlendirilen stafilokoklarda
clumping faktor Staphaurex Plus Test Kit (Remel) kullanilarak belirlendi (Sekil 7).

Biyokimyasal testler sonucunda Gram pozitif, kanli agarda hemoliz yapan,
katalaz, asetoin ve DNase test pozitif, anaerob glikoz ve mannitol sekerleri fermente
izolatlar S. aureus olarak identifiye edildi (Lancette ve Tatini, 1992; Baumgart, 1997;
Bennett ve Lancette, 1998; Bridson, 2008).

Sekil 3. Baird-Parker agarda Staphylococcus spp. kolonilerinin goriiniisii
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Sekil 4. S. aureus’un izolasyon ve identifikasyon semasi
Biyokimyasal Testler

Gram Boyama

TSA’da (Merck 1.05458) tireyen taze kolonilerden 6ze ile 1-2 tane alinip temiz
bir lam {izerine yayildi. Steril fizyolojik tuzlu su ile homojen hale getirildi. Lam oda
sicaklifinda kurutulduktan sonra birkag defa alevden gegirilerek tespit edildi.
Preperatlar sirasiyla 2 dk kristal viyole, 2 dk lugol soliisyonu ile boyandi. Boya
dokiildiikten sonra %95°lik etil alkol-su ile 20-30 sn yikandi. Daha sonra 30 sn karbol
fuksin ile boyandi, boya dokiildiip yikandi ve lam kurutuldu. Hazirlanan preperatlar
Olympus (CX 21) mikroskop ile 100X biiyiitmede immersiyon yag damlatilarak
incelendi. Mikroskobik baki sonucunda Gram boyama sonucunda mor renkli, iiziim
salkimi gortinlimiinde koklardan olusan koloniler pozitif olarak kabul edildi (Sekil 5)
(Harrigan, 1998).
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Sekil 5. Staphylococcus spp. kolonilerinin gram boyama goriintiisii

Koagulaz Testi
Serbest koagulaz: tespit etmek igin liyofilize tavsan plazmasi kullanilarak tiipte
koagulaz testi, bagh koagulazi (clumping faktdr) tespit etmek i¢in ise Staphaurex Plus

test kiti kullanilarak lateks agliitinasyon testi yapildi.

Tiipte Koagulaz Test

TSA’da lireyen taze kolonilerden kolonilerden BHI broth’a (Merck 1.10493)
gegilerek 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Liyofilize tavsan plazmas: (Merck 1.13306)
3 ml steril distile su ile sulandirildiktan sonra steril koagulasyon tiiplerine 0,3’er ml
olarak dagitildi. Daha sonra tizerine 18-24 saatlik siv1 kiiltiirlerinden 0,1 ml ilave edilip,
37°C’de aerob kosullarda inkiibasyona birakildi. 11k 6 saat boyunca 30 dk’lik periyotlar
halinde kontroller yapild1 ve pihtilasma oranlari +1, +2, +3 ve +4 olarak degerlendirildi.
Piht1 g6zlenen ve +3, +4 olarak degerlendirilen tiipler koagulaz (+) olarak belirlendi.

Koagulasyon olmayan veya yeterli oranda pihti sekillenmeyen tiipler 24 saat

inkiibasyona birakilarak tekrar kontrol edildi (Bennett ve Lancette, 1998) (Sekil 6).

Negartif Kcagulaz
Reaksiyonu

Pozitif Koagulaz
Reaksiyonu

Sekil 6. Tiipte koagulaz testi
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Clumbing Faktor (Staphaurex Plus Lateks Agliitinasyon Testi)

Staphaurex Plus (Remel R30950102) test ile S. aureus suslarinin koagulaz
enzimi tretip tiretmedigi 20 saniye i¢inde lateks agliitinasyon prensibine gore saptanir.
Reaksiyon kartinda S. qureus kolonileri ile lateks test reaktifi karsilastiginda
mikroorganizmada mevcut bagli koagulaz, fibrinojenle birleserek gézle goriilebilen bir
agliitinasyon olusturur. Bu amagla -20°C’de muhafaza edilen izolatlar BHI broth’da
(Merck 1.10493) 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkubasyon sonunda taze kiiltiirden
0.1 ml alinarak reaksiyon karti lizerine damlatildi. Uretici firmamn talimatlar
dogrultusunda bir damla Staphaurex Plus test lateks ve 1 damla Staphaurex Plus
kontrol lateks ilave edilerek steril 6ze ile karigmalari saglandi. Yaklasik 30 saniye

iginde olusan agliitinasyon derecelerine gére koagulaz 3 ve 47 izolatlar pozitif kabul

edildi (Sekil 7).

Koagulaz (++++
Koagulaz (-} . ]

Koagulaz (+++) Koagulaz (++)

Sekil 7. Staphaurex plus lateks agliitinasyon testi

Katalaz Testi

TSA’da tireyen kolonilerden 1-2 tane temiz bir lam iizerine alind1 ve lizerlerine
1 ml %3’liikk H,O, damlatildi. 1-2 sn iginde olusan képiirme ve gaz ¢ikisi katalaz pozitif
olarak degerlendirildi (Sekil 8) (Bennett ve Lancette, 1998).
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Sekil 8. Katalaz testi

DNase Testi

Bu test, mikroorganizmalarin 1siya dayanikli olan deoksiribonuklease (DNase)
enzimini sentezleyebilme yeteneklerini dlgmede kullamilir. TSA’da iireyen koloniler
icinde 4-5 ml BHI broth (Merck 1.10493) bulunan tiiplere inokule edildi. Broth 37°C’de
18-24 saat aerob kosullarda inkiibasyona birakildi. Inkubasyon sonunda sivi brothdan
bir 6ze dolusu alinarak DNase Agar’a (Merck, 1.10449) ¢izme plak yontemi ile ekim
yapildi ve plaklar 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
DNase agarda tireyen kolonilerin tizeri 1N HCI ince bir tabaka halinde yayildi. Birkag
dakika iginde kolonilerin etrafinda berrak bir zonun olusmasi pozitif, opak bir alanin
olusmas: ise negatif olarak degerlendirildi (Bennett ve Lancette, 1998; Anon, 2014)
(Sekil 9).

~Negarif Reaksivon

Pozitif Reaksivon

Sekil 9. DNase testi
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Kanh Agarda p-Hemoliz Testi

S. aureus kolonilerinin kanli agarda p-hemoliz olusturma ozellikleri diizgiin bir
hat ile ¢evrili berrak bir zon olusturmalarina bakilarak tespit edildi. BHI broth (Merck
1.10493)" da kiiltiire edilen kolonilerden 1-2 6ze dolusu almip kanli agara ¢izme
yontemi ile ekim yapildi. Plaklar 37°C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda

berrak hemoliz zonu olugturan koloniler f-hemoliz pozitif kabul edildi (Sekil 10).

Sekil 10. Kanl agarda B —hemoliz

Karbonhidrat Fermentasyon Testleri

Hazirlanan Purple Broth Base (HiMedia M284) cam tiiplere 9’ar ml
paylastirildi. Seker solusyonlar1 %5 konsantrasyonda hazirlandi. 0,22 pum por ¢apmnda
steril filtreden gegirildi ve iginde Purple Broth Base bulunan tiiplere 1’er ml aktarildi.
Tryptone Soya Agar’da iireyen koloniler igerisinde karbonhidrat olan bu tiiplere inokiile
edilerek tiipler steril parafin ile kapatildi. Bunu takiben tiipler 37°C’de 5 giin siireyle
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda besiyeri renginin sariya déniismesi pozitif,
renk degisikliginin olmamasi negatif reaksiyon olarak kabul edildi (Bennett ve
Lancette, 1998; Harrigan, 1998) (Sekil 11).
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Sekil 11. Mannitol pozitif ve negatif izolatlar

Voges Proskauer Testi (Asetoin Testi)

Bu test, mikroorganizmalarin glikozu fermente ederek nétral bir {irlin olan
acetyl methyl carbinol (acetoin) meydana getirme yeteneginin tayininde
kullanilmaktadir. TSA’da iireyen koloniler MR-VP broth (Merck 1.05712)’a gegilerek
37°C de 2-4 giin inkube edildi. Inkiibasyon sonunda MR-VP broth besiyerinden 2 ml
alinarak tizerine 0,6 ml a-naftol (%5°1ik) ¢dzeltisi ve 0.2 ml %40°lik potasyum hidroksit
(KOH) (%0,5 kreatin iceren) ilave edilerek karistirildi. 15 dakika i¢inde {ist kisimda
pembeden parlak kirmiziya kadar degisen halka olusumu pozitif, halka olusmamasi ise
negatif reaksiyon olarak degerlendirildi (Voges ve Proskauer, 1989; Harrigan, 1998)
(Sekil 12).

‘ - - ' -'—Pnzitiﬂ{uksi}m

Sekil 12. Voges proskauer testi (Asetoin testi)
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3.2.2. 8. aureus’un PCR ile Dogrulanmasi

Biyokimyasal testler sonucu S. aureus pozitif veya siipheli olarak tespit edilen
izolatlar PCR teknigi kullamlarak dogrulandi. Bu amagla éncelikle izolatlarin genomik
DNA cekstraksiyonu yapildi. Staphylacoccus spp.’ye ozgii 16S rRNA geni ve S.
aureus’a 6zgii nuc geni primerleri kullanildi. S. aureus izolatlarinin metisilin direncinin
belirlenmesinde ise altin standart olarak kabul edilen mecAd genine ait primerler
kullanildi. 16S rRNA, nuc ve mecA genleri ayn1 master miks icinde hazirlandi ve
multipleks PCR islemi gergeklestirildi. Amplifikasyon islemleri sonras: elde edilen PCR
tirtinleri %1,5’luk agaroz jel elektroforezde yiiriitiilerek elde edilen DNA bantlar1 UV

transiluminat6r yardimiyla goriintiilendi.

Genomik DNA Ekstraksyonu

Genomik DNA ekstraksiyonu Unal ve ark. (1992) ve Maniatis ve ark. (1982)
tarafindan belirtilen y6nteme gore yapildi. -20°C’de muhafaza edilen izolatlar BHI
broth’da 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkubasyon sonunda taze kiiltiirden 0,1 ml
almarak 12 000 rpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Dipte
kalan tortu 50 pl lizostafin (100 pg/ml) (Sigma L7386) igerisinde siispanse edildi. Daha
sonra kuru blok 1siticida (Biosan Bio TDB-100, Istanbul, Tiirkiye) 37°C’de 10 dk
inkiibe edildi ve hiicre siispansiyonuna 50 pl proteinaz K (Sigma P6556) (1 00pg/ml) ve
150 pl buffer soliisyonu (0,1 M Tris, pH 7.5) ilave edilerek tekrar 37°C’de 10 dk
inkiibasyona burakildi. Inkiibasyonun ardindan tiipler kuru blok 1sitici igerisinde

95°C’de 5 dk tutuldu. Elde edilen genomik DNA hemen buz iizerine alinarak analize
kadar -20°C’de muhafaza edildi.

16S rRNA, nuc ve mecA Genlerinin Multipleks PCR ile Tespiti

16S rRNA gen varhigmin belirlenmesi Maes ve ark. (2002), nuc
(termoniikleaz) gen varhifimin belirlenmesi ise Brakstad ve ark. (1992) tarafindan
onerilen primer dizileri kullamlarak yapildi. mecA4 gen varliginin belirlenmesinde Geha
ve ark. (1994), tarafindan belirtilen primer dizileri kullanildi (Tablo 18). Pozitif kontrol
olarak S. aureus ATCC 43300 kullamldi. Hazirlanan master miks ve PCR kosullar1
Tablo 19 ve Tablo 20°de belirtildi. PCR amplifikasyonu sonucu PCR {iriinleri UV

transilluminatdrde goriintiilenerek 750 bp’de goriintiilenen bantlar 16S rRNA geni, 279

67



bp goriintiilenen bantlar nuc geni, 310 bp’de goriintillenen bantlar ise mecA geni pozitif
olarak kabul edildi.

PCR miksinin hazirlanmas: igin toplam 25 pl hacimde 1X PCR buffer (500
mM KCl, 200 mM Tris HCI ), 0,2 mM dNTPs, 2mM MgCl,, 2 U Tag DNA polimeraz,
0,6 uM primer (16S rRNA geni igin) 0.4 pM primer (nuc ve mecA geni igin) ve 3 pL
template DNA olacak sekilde karigim tiipte hazirlandi (Tablo 19). 16S rRNA, nuc ve
mecA genleri igin hazirlanan master miksden 22 pl alinarak tizerine 3 pl genomik DNA
ilave edildi. Hazirlanan tiipler termal cycler (Bio-Rad MJ Mini-PTC-1148) cihazina
yerlestirildi. 94°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon, takiben 30 siklus, 94°C’de 2 dakika
denatiirasyon, 52°C’de 2 dakika baglanma, 72°C’de 2 dakikada uzama, 72°C’de 7
dakika final uzama olacak seklinde cihaz ayarlandi (Tablo 20).

Tablo 18. 165 rRNA, nuc ve mecA genlerine ait primer dizileri

Gen Primer Dizisi bp Kaynak

16S rRNA F: 5" AACTCT GTT ATT AGG GAA GAACA 3’ 750 Maes ve ark.
R: 5’ CCA CCT TCC TCC GGT TTG TCA CC 3° (2002)

nuc F: 5’ AGC CAA GCC TTG ACG AACTAA 3’ 279 Brakstad ve ark.
R: 5" GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 3° (1992)

mecA F: 5’GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA 3° 310 Geha ve ark.
R: 5’CCA ATT CCA CAT TGTTTC GGTCTAA 3’ (1994)

Agaroz Jel Elekteroforez

Elektroforez islemi i¢in %1.5°lik agaroz 1X TBE (Tris-borate-EDTA)
(Thermo Fisher Scientific B52) iginde hazirlandi ve igine 5 pl (10 mg/ml) Ethidium
bromide (Applichem, A1152) ilave edildi. Hazirlanan agaroz mikrodalga firinda eritildi.
PCR firiintinden 25 pl alinarak 3 pl loading dye (Thermo Fisher Scientific RO611) ile
boyand: ve jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Kuyucuklara DNA marker, pozitif ve negatif
kontrol yiiklendikten sonra 90 volt elektrik akiminda 50 dk siireyle elektroforez islemi
yapildi (BioRad CA - USA). Elektroforez sonunda genler UV transilluminatérde (Wise-
UVWuv-L50, DAIHAN Scientific, Seoul, Korea) goriintiilendi.
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Tablo 19. 16S rRNA, nuc ve mecA genleri igin master miks hazirlanmasi

Reaktif Final Konsantrasyon Volum
10XPCR bufter 1 X 2,5 pl
25 mM MgCI2 2mM 2ul
10 mM dNTP) 0,2 mM 0,5 pul
16S rRNA Primer- F (20 pmol) 0,6 uM 0,75 ul
16S rRNA Primer- R (20 pmol) 0,6 uM 0,75 ul
nuc Primer - F (20 pmol) 0,4 uM 0,5 ul
nuc Primer - R (20 pmol) 0.4 uM 0,5 pul
mec Primer - F (20 pmol) 0.4 uM 0,5 pl
mec Primer - R (20 pmol) 0,4 uM 0,5 ul
5U Tag polimeraz 2U 0,2 ul
DNA 3ul
dH,0 Son voliime tamamlanir
Total Volum 25 pul
Tablo 20. 165 rRNA, nuc ve mecA genleri igin termal cycler programi

Basamak Dongii Sayisi Sicakhk Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 1 94°C 5dk
Denatiirasyon 30 94°C 2 dk
Baglanma 30 A2°C 2 dk
Uzama 30 725¢ 2 dk
Son Uzama 1 729C 7 dk
Bekletme 1 4°C o dk

3.2.3. 8. aureus’un Enterotoksin Genlerinin PCR ile Belirlenmesi

S. aureus izolatlarinda sea, seb, sec, sed ve see enterotoksin genlerinin varligi
Mehrotra ve ark. (2000), tarafindan bildirilen primerler dizileri kullanilarak multipleks
PCR yontemi ile belirlendi (Tablo 21). Pozitif kontrol olarak S. agureus National
Collection of Type Cultures (NCTC) 10652 (sea+), S. aureus NCTC 10654 (seb+),
S.aureus NCTC 10655 (sec+), S. aureus NCTC 10656 (sed+ ve sea+) ve ATCC 27664

(see+) kullamldi.
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Tablo 21. S. aureus enterotoksin genlerine ait primer dizileri

Gen  Primer bp Kaynak

sea  R:53° GGTTATCAATGTGCGGGTGG 3’ 102 (Mehrotra ve ark.,
R:5’ CGGCACTTTTTTCTCTTCGG 3° 2000)

seb  R:5° GTATGGTGGTGTAACTGAGC 3’ 164 (Mehrotra ve ark.,
R:5° CCAAATAGTGACGAGTTAGG 3’ 2000)

sec  R:5° AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 3’ 451 (Mehrotra ve ark.,
R:5" CACACTTTTAGAATCAACCG 3’ 2000)

sed  R:5° CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG3S’ 278 (Mehrotra ve ark.,
R:5" ATTGGTATTTTTTTTCGTTC 3° 2000)

see R:5° AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 3’ 209 (Mehrotra ve ark.,
R:5' CTTTTTTTICTTCGGTCAATC 3’ 2000)

Multipleks PCR igin toplam hacim 25 pl olacak sekilde; 1X PCR buffer, 2 mM
MgCl. 0,2 uM dNTP, 20 pmol sea, seb, sec, see primerleri ve 40 pmol sed primeri, 2,5
U Tagq polimeraz, 3 pul template DNA hazirland: (Tablo 22).

Tablo 22. Enterotoksin genleri (sea, seb, sec, sed see ) igin master miks hazirlanmasi

Reaktif Final Konsantrasyon Volum
10XPCR buffer 1X 2.5 il
25 mM MgClI2 2mM 2 ul
10 mM dNTP 0,2 mM 0,5 ul
sea Primer- F (20 pmol) 0,4 uM 0,5 ul
sea Primer- R (20 pmol) 0,4 uM 0,5 ul
seb Primer - F (20 pmol) 0,4 uM 0,5 ul
seb Primer - R (20 pmol) 0,4 uM 0,5 ul
sec Primer - F (20 pmol) 0,4 uM 0,5 pl
sec Primer - R (20 pmol) 0,4 uM 0,5 ul
sed Primer - F (40 pmol) 0,8 uM 1 ul
sed Primer - R (40 pmol) 0,8 uM 1 pl
see Primer - F (20 pmol) 0.4 uM 0,5 ul
see Primer - R (20 pmol) 0.4 uM 0,5 ul
5U Tagq polimeraz 25U 0,5 ul
DNA 3l
dH,O Son voliime tamamlanir
Total Volum 25 ul
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Enterotoksin genler i¢in hazirlanan master miksden 22 pl alinarak {izerine 3 pl
genomik DNA ilave edildi ve termal cycler cihazina (Bio-Rad MJ Mini-PTC-1148)
yerlestirildi. Program 94°C’da 5 dakikalik &n denatiirasyonu takiben 30 siklus 94°C’de
2 dakika, 52°C’de 2 dakika ve 72°C’de 2 dakikada uzama, 72°C’de 7 dakika final
uzama olacak sekilde ayarland: (Tablo 23).

Tablo 23. Enterotoksin genleri (sea,seb,sec,sed,see) igin termal cycler programi

Basamak Déngii Sayisi Sicakhik Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 1 94°C 5dk
Denatiirasyon 30 94°C 2 dk
Baglanma 30 52°0 2dk
Uzama 30 T27C 2 dk
Son Uzama 1 72°C 7 dk
Bekletme 1 4°C o dk

3.2.4. Antibiyotik Direncliligin Belirlenmesi

Fenotipik Direnclilik

a. Disk Difiizyon Testi: S. aureus izolatlarinin fenotipik metisilin direncinin
belirlenmesi i¢in Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan
bildirilen disk diflizyon metodu kullanildi (CLSI, 2011). Bu amagla oxacillin (1 pg,
Oxoid CT 0159B) ve cefoxitin (30 pug, Oxoid CT0119B) antibiyotik diskleri kullanildi
(Tablo 24). -20°C’de saklanan S. aureus izolatlar1 Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck
1.05459)’a transfer edildi ve 37°C’de 24 saat aktive edildi. Buradan 1 6ze dolusu
almarak 5 ml %0,09°luk fizyolojik tuzlu su igesinde 0,5 McFarland (2x10® kob/ml
bakteri)’a ayarlandi. Daha sonra bu siispansiyondan 1 ml Mueller-Hinton Agar’a
(Oxoid CMO0337) transfer edildi ve steril bir ekiivyon ¢ubugu ile yayildi. Agarin
yiizeyinin 3-5 dakika kurumasi beklendi. Daha sonra antibiyotik diskleri yerlestirildi ve
pleytler 35°C de 16-20 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda antibiyotik disklerinin
etrafindaki inhibisyon zonlarinin g¢aplar1 &l¢iildii (Sekil 13). Elde edilen zon ¢aplan
CLSI'deki standartlar ile karsilastirilarak elde edilen izolatlar antibiyotiklere karsi
duyarli, orta direngli veya direngli olarak siniflandirildi. Oxacillin i¢in zon ¢ap1 >13

olanlar duyarh, 11-12 olanlar orta direngli, 10 < olanlar ise diren¢li kabul edildi.
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Cefoxitin igin zon ¢ap1 222 olanlar duyarl, zon ¢apt < 21 olanlar ise direncli kabul
edildi (Tablo 25) (CLSI, 2011).

b. E-Test Yontemi: E-Test ytntemi; oxacillin ve cefoxitin (Biomerieux
520518, USA) E-Test stripleri kullanilarak tiretici firmamin 6nerileri dogrultusunda
uygulandi. -20°C’de saklanan S. aureus izolatlar1 TSB’ye transfer edildi ve 37°C de 24
saat aktive edildi. Buradan 1 6ze dolusu alinarak 5 ml %0,09’luk fizyolojik tuzlu su
igesinde 0,5 McFarland (2x10° kob/ml bakteri)’a ayarlandi. Daha sonra bu
stispansiyondan 1 ml Mueller-Hinton Agar’a (Oxoid CM0337) transfer edildi ve steril
bir ekiivyon ¢ubugu ile yayildi. Agarin yiizeyinin 15 dk kurumas: beklendi ve ardindan
E-Test stripleri besiyeri tizerine yerlestirilerek 35°C’de 10-20 saat inkiibe edildi. Strip
etrafindaki MIK (Minimal inhibisyon konsantrasyonu) degeri okundu. MiK degeri serit
etrafinda olusan inhibisyon elipsinin serit tizerindeki 6lgekle kesistigi nokta olarak
degerlendirildi (Sekil 13). Iki ug yiikseklik farki oldugunda daha yiiksek olan iistteki ug
MIK degeri olarak kabul edildi. Oxacillin igin MIK degeri <2 olanlar duyarl, >4 olanlar
direngli, cefoxitin i¢in MIK degeri <4 olanlar duyarli, > 8 olanlar ise direngli kabul
edildi (CLSIL, 2011) (Tablo 25).

Tablo 24. Antibiyotik diskleri ve dozlari

Antibiyotik Diski Sembolii Dozu
Oxacillin (0),¢ 30 g
Cefoxitin CFX 1 pug

Tablo 25. CLSI tarafindan 8nerilen oxacillin-cefoxitin i¢in disk difiizyon ve E-test duyarlilik sinirlar

Disk Difiizyon

Antibiyotik Zon ¢api (mm) MiK(mg/ml)

R I S R S
Oxacillin <10 11-12 =13 >4 <2
Cefoxitin <21 =22 > 8 <4

MIK: Minimal inhibisyon konsantrasyonu



(a) Disk Difuzyon Test (b) E Test

Sekil 13. Oxacillin-cefoxitin igin disk diflizyon ve E-test goriiniimii

Genotipik Direnclilik

S. aureus izolatlarimin genotipik metisilin direncinin belirlenmesi igin Geha ve
ark. (1994) tarafindan bildirilen yonteme gdre mecA gen varligimn belirlenmesi esas
alindi. Bu amagla F: 5> GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA 3’ve R: 57 CCA
ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A 3’ primer dizileri kullamldi. mecA geni, 16S
rRNA ve nuc genleri ile birlikte ayni master miks ve PCR kosullarinda analiz edildi
(Tablo 19 ve Tablo 20). PCR’da amplifikasyonu sonucu elde edilen PCR iriinlerinin
UV transilluminatérde goriintiilenmesi sonucu 310 bp’de goriintiilenen bantlar mecA

pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.5. istatistik analizler

Verilerin istatistiksel analizleri Tukey testi ile SPSS 11 paket program
kullamilarak yapildi (Chicago, Illinois). Sonuglar one-way ANOVA yontemi ile
degerlendirildi. p<0,05 diizeyi 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢aligmada, Kasim 2012 - Mayis 2013 tarihleri arasinda Samsun ilinde
bulunan 4 ilgeye (Carsamba, Bafra, Terme ve 19 Mayis) ait toplam 30 adet kiiciik, orta
ve biiylik 0lgekli aile isletmesinden temin edilen 100 adet manda siitii, 50 adet manda
kaymag1 ve 50 adet manda peyniri olmak iizere toplam 200 numune materyal olarak
kullanildi. Manda kaymag: ve manda peyniri rnekleri yalmizca Bafra ve 19 Mayis
ilgelerinde {iretimi yapilmasi nedeniyle bu ilgelerde bulunan isletmelerden temin edildi.

Manda siitii ve tirtinlerinde S. aureus’un izolasyon ve identifikasyonu EN ISO
6888-1-2:1999°de belirtilen yonteme gére yapildi. Identifiye edilen S. aureus izolatlari
16S rRNA ve nuc genine 6zgii primerler kullanilarak PCR ile dogrulandi. izolatlarin
enterotoksin olusturma yetenekleri sea, seb, sec, sed ve see genleri yoniinden PCR ile
belirlendi. Son olarak S. aureus izolatlarimin metisiline direnglilikleri fenotipik olarak
disk diftizyon ve E-test yontemi ile genotipik olarak ise mecA geni iizerinden PCR ile

tespit edildi.
4.1. Mikrobiyolojik Ekim Sonuclar:

Koagulaz Pozitif Stafilakok Sayis

Manda siitii ve {lrlinlerinde koagulaz pozitif stafilokok sayis1 toplam 104
ornekte 2,20 - 6,11 log 19 kob/g arasinda tespit edildi. Incelenen 200 6rnekten 96°sinda
koagulaz pozitif stafilokok tespit edilemedi. Koagulaz pozitif stafilokok sayisi agisindan

¢ig manda siiti, manda peyniri ve manda kaymag arasindaki farkhilik istatistiksel
olarak énemli (p<0,05) bulundu (Tablo 26).

Tablo 26. Analiz edilen drneklerde koagulaz pozitif stafilokok sayisi (log 1o kob/g)

Numune n Min-Mak (x£Sx)

Manda siitii (n:100) 65 2,20-5,28 (3,58+0,09%
Manda peyniri (n:50) 29 2,20-6,11 (4,60+0,23"
Manda kaymagi (n:50) 10 2,30-2,78 (2,44+0,71%)
Toplam (n:200) 104 2,20-6,11 (3,75+0,10)

a, b,c : Ayni siitundaki farkli harfleri tagiyan grup ortalamalari arasindaki fark énemlidir.
*: p<0.03, Tukey test,

x: Ortalama, Sx: Standart hata, min: Minimum, mak: Maksimum

n: Koagulaz pozitif stafilokok rnek sayisi
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Koagulaz pozitif stafilokok sayisinin incelenen 100 manda stitli 6rneginin
65'inde, 50 manda peyniri 6rneginin 29'unda, 50 manda kaymagi 6rneginin ise 10’unda
Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi (Anon, 2011) ve Cig Siit ve Isil
Islem Goérmiis Icme Siitleri Tebligi’ne (Anon, 2009) gore kabul edilebilir limit olan
>10? kob/ g diizeyini agtif1 belirlendi (Tablo 27).

Tablo 27. Analiz edilen érneklerde koagulaz pozitif stafilokok sayisinin (kob/g) bazinda dagilimi

Koagulaz pozitif stafilokok sayisi

Huitang 10° 10 10° 10 10° Toplam

Manda siitii (n:100) 18 28 16 3 - 65/100 (%65)
Manda peyniri (n:50) 5 3 7 10 4 29/50 (%58)
Manda kaymagi (n:50) 10 - g - ; 10/50 (%20)

n:Analiz edilen drnek sayisi

4.2. S. aureus’un Izolasyon ve Identifikasyonu

Manda siitii ve lriinlerinde S. aureus’un izolasyonu klasik kiiltiir yontemi EN
ISO 6888-1-2:1999"ye gére yapildi ve elde edilen izolatlar biyokimyasal testler (gram
boyama, katalaz, koagulaz, hemoliz, glikoz, mannitol, DNAse, Staphaurex Plus Latex
testleri) ile identifiye edildi. Klasik kiiltiir teknigi ile Staphylococcus spp. ve S. aureus
olarak tespit edilen izolatlar 16S rRNA ve nuc genleri varligi yoniinden PCR ydntemi
ile dogrulandi.

Klasik kiiltiir teknigi sonucunda incelenen 100 ¢ig manda siitli rneginin 36
tanesinin (%36), 50 manda kaymag: drneginin 9 tanesinin (%18) ve 50 manda peyniri
Orneginin 21 tanesinin (%42) S. aureus ile kontamine oldugu belirlendi (Tablo 28).

PCR analizleri sonucunda incelenen 100 ¢ig manda siitii 6rneginin 76 tanesinin
(%76), 50 manda kaymag: 6rneginin 15 tanesinin (%30) ve 50 manda peyniri 6rneginin
35 tanesinin (%70) Staphylococcus spp. ile kontamine oldugu belirlendi. S.aureus
oranlarina bakildiginda ise 100 ¢ig manda siitli 6rneginin 30 tanesinin (%30), 50 manda
kaymag drneginin 9 tanesinin (%18) ve 50 manda peyniri érneginin 17 tanesinin (%34)
S. aureus ile kontamine oldugu belirlendi (Tablo 28) (Sekil 14).

PCR amplifikasyon sonucu elde edilen PCR iiriinlerinin UV lamba altinda
goriintlilenmesi sonucu 750 bp’de bant veren izolatlar 16S rRNA geni pozitif

Staphylococcus spp., 279 bp’de bant veren izolatlar ise nuc geni pozitif S. aureus olarak
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kabul edildi (Sekil 15). incelenen 200 manda siitii ve siit tirintiniin 172’sinden toplam
555 izolat elde edildi. PCR analizleri sonucunda 555 izolatin 283iiniin 16S rRNA geni
igererek Staphylococcus spp. oldugu, 99 izolatin ise nuc geni igererek S. aureus oldugu
dogrulandi. S. aureus olarak dogrulanan 99 izolatin 57°si manda siitlinden, 9'u manda
kaymagindan ve 33’ti manda peynirinden elde edildi (Tablo 26). Konvansiyonel
yontemde biyokimyasal testler sonucu bir veya birden fazla testin atipik kimyasal
reaksiyon vermesi sonucu elde edilen 116 S. aureus stipheli izolatin 99 unun nuc geni

yoniinden pozitif S. aureus oldugu PCR ile dogrulandi.

Tablo 28. Analiz edilen 6rneklerden elde edilen izolatlarin 16S rRNA, nuc ve mecd gen

varhig1 sonuglar

Konvansiyonel Kiiltiir Teknigi PCR Teknigi

BP agarda KPS S. aureus Staphylococcus 8. aureus mecA

tipik-atipik sayist Spp. sayisi sayisi

koloni sayisi (16S rRNA) (nuc)
Numune n i n i n i n i n i n i
Manda 98 349 65 199 36 75 76 167 30 57 - 8
siitii (%98)" (%65) (%36) (%76) (%30) (%13,3) (%8.,0)
(n:100)
Manda 26 45 10 13 9 7 15 27 9 9 0 0
kaymagi (%52) (%20) (%18) (%30) (%18) %0
(n:50)
Manda 48 161 29 a2 21 34 35 89 17 33 1 1
peyniri (%96) (%058) (%42) (%70) (%34) (%5,8) (%1)
(n:50)
Toplam 172 555 104 264 69 116 126 283 56 99 5 9
(n: 200) (%86) (%52) (%34,5) (%63) (%28) (%8) (%9)"

n: Numune; i: Izolat; KPS: Koagulaz pozitif Staphylococcus spp. sayisi
*: % oranlar1 incelenen numune sayilar: izerinden hesaplanmistir.
**; % oranlar S.aureus pozitif 99 izolat tizerinden hesaplanmigtir.
S. aureus pozitif bulunan numunelerin aylara goére dagilimi Tablo 29°da,
ilgelere gore dagilimi ise Tablo 30°da belirtildi. Buna gore S. aureus en fazla %46 ile

Mayis ayinda izole edildi. Ilge bazinda bakildiginda ise en yiiksek insidensin %40 ile

Carsamba ve Terme ilgelerinde oldugu tespit edildi.
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Tablo 29. Analiz edilen orneklerde S. aureus pozitif numunelerin aylara gore dagilimi

Numune Kasim Aralik Ocak Subat Mart Nisan Mayis Toplam
8/20 2/18 6/10 8/17 6/15 30/100
Manda siitli 0/15 0/5
(%40) (%11) (%60) (%47)  (%40) (%30)
3/8 1/7 5/5 9/50
Manda kaymagi 0/7 0/7 0/8 0/8
(%38) (%14) (%100) (%018)
1/6 2/9 5/8 4/8 3/9 2/5 17/50
Manda peyniri 0/5
(%17) (%22) (%63) (%350)  (%33) (%40) (%34)
12/34 5/34 0/27 11/25 12/33 9/32 7/15 56/200
Toplam
(%35) (%14) (%0) (%44) (%36)  (%28) (%46) (%28)

Tablo 30. S. aureus pozitif izolatlarin ilge bazli dagilimi

Manda siitii Manda kaymagi Manda peyniri
ilgeler n i n i n i
B 3 2
afra 14/50 27 9/37 9 12/3 20
(%28) (%24) (%37.5)
19 Mayis 6/25 5/18
4 3 .
(%24) 1 - (%27,7) 13
Carsamba 6/15 .
(%40) i
Terme 4/10 5
(%40) i ) )
30/100 9/50 17/50
Topl
A %30 37 %18 : %34 o

n: Numune; i: [zolat

Sekil 14. Analiz edilen 6rneklerde S. gureus’un bulunma oranlari
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Sekil 15. Manda siitii ve triinlerinden elde edilen Staphylococcus spp. izolatlarinin 16S rRNA, nuc ve
mecA genlerinin multipleks PCR goriintiisii. M: 50 bp DNA marker, Sira 1: Pozitif kontrol 16S
rRNA (750bp), nuc (279bp) geni igeren S. aureus ATCC 43300, Sira 2: Pozitif kontrol mecA
(310 bp) geni igeren S. aureus ATCC 46300, 3: Negatif kontrol (steril deiyonize su), Sira 4, 5,
11, 12, 16: Negatif manda siitli izolatlar1, Sira 6, 7, 8, 9, 13, 15: 16S rRNA pozitif manda siltii

izolatlari, Sira 10, 14: 16S rRNA, nuc ve mecA geni pozitif manda siitii izolatlari

4.3. S. aureus izolatlarmim Enterotoksin Genlerinin Belirlenmesi

S.aureus izolatlarinda enterotoksin genlerinin varligi Mehrotra ve ark. (2000)
tarafindan bildirilen sea, seb, sec, sed ve see genlerine ait primer dizileri kullanilarak
multiplex PCR yéntemi ile arastirildi. UV goriintiileme sonucu 102 bp’de bant veren
izolatlar sea, 164 bp’de bant veren izolatlar seb, 451 bp’de bant veren izolatlar sec, 278
bp’de bant veren izolatlar sed ve 209 bp’de bant veren izolatlar see olarak
degerlendirildi (Sekil 17.,18). Yapilan degerlendirme sonucunda S.aureus pozitif
bulunan 56 ¢ig manda siitii ve iriiniiniin 9’unun (%16) en az bir enterotoksin icerdigi
tespit edildi. [zolat bazinda bakildiginda 99 S. aureus izolatimin 12 tanesinin (%12) en
az bir enterotoksin tirettigi tespit edildi. Bu enterotoksinlerin siit ve siit {iriinlerindeki
dagilimina bakildiginda; ¢ig siitten elde edilen 57 izolatin 2 (%2) tanesinin SEA, 2 (%2)
tanesinin SEC, 1(%]1) tanesinin SEE, 3 (%3) tanesinin ise SEC ve SED tipi toksini
birlikte Urettikleri tespit edildi. Manda kaymagindan elde edilen 9 izolatin 1(%1)
tanesinin SED, manda peynirinden elde edilen 33 izolatin 3(%3) tanesinin ise SEA tipi
toksin irettidi tespit edildi. Enterotoksin tespit edilen 12 izolattan en fazla SEA tipi
toksin (%41,2) elde edildi. Bunu takiben sirasiyla SEC+SED (%25), SEC (%16.6), SED
(%8,3) ve SEE (%8,3) elde edildi (Tablo 31) (Sekil 16).
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Tablo 31. Analiz edilen 5rneklerden elde edilen S. aureus enterotoksin genlerinin dagilimi

Enterotoksin genlerinin dagilim

Numune
- S.aureus pozitif ~ Enterotoksin iceren  sea seb sec sed see sec
s n i n i sed
Manda siitii
(1:100) 30 57 6 8 2 - 2 - 1 3
Manda
kaymag 9 9 1 1 - - - 1 - -
(n:50)
Manda
peyniri 17 33 2 3 3 - - - - -
(n:50)
Toplam o i 9/56 12/99 5/12 ) 2/12 1/12 1/12 3/12
(n:200) (%]16) (%12,1)  (%41,2) (%16,6) (%8,3)  (%8,3) (%25)
n: Numune; i: Izolat
41.20%
®sea
m sec
sed
m see
= sea+sec

16.60%

Sekil 16. S. aureus enterotoksin genlerinin dagilim
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2. 3. 4 .56 7.8 29:90.:11-12:11- M
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Sekil 17. Manda siitiinden izole edilen S.aureus enterotoksin genlerinin elektroforez goriintiisii. M: 50 bp
DNA marker, Sira, 1: Pozitif kontrol sea (102 bp) (S. aureus NCTC 10652), Sira 2: Pozitif
kontrol seb (164 bp) (S. aureus NCTC 10654), Sira 3: Pozitif kontrol sec (451 bp) (S. aureus
NCTC 10655), Sira 4: Pozitif kontrol sed (278 bp) ve sea (102 bp) (S. aureus NCTC 10656),
Swra 5: Pozitif kontrol see (209 bp) (S. aureus ATCC 27664) Sira 6: Negatif kontrol (steril
deiyonize su), Sira 7, 8, 9: sec (451 bp) ve sed (278 bp) pozitif manda siitii izolatlari, Sira 10,
11, 12, 13, 14, 15, 18: Negatif manda siitii izolatlari, Sira 16, 17: sea (102 bp) pozitif manda

siitii izolatlar

e e e e I 1 M Y A St o e
2 i R et R S 10 11 12 13 14 15 16 17 18 _ 19

L1
- -

Sekil 18. Manda peynirinden izole edilen S.aureus enterotoksin genlerinin elektroforez gériintiisii. M: 50
bp DNA marker, Sira I: Pozitif kontrol sea (102 bp) (S. aureus NCTC 10652), Sira 2: Pozitif
kontrol seb (164 bp) (S. aureus NCTC 10654), Sira 3: Pozitif kontrol sec (451 bp) (S. aureus
NCTC 10655), Sira 4: Pozitif kontrol sed (278 bp) ve sea (102 bp) (S. aureus NCTC 10656),
Sira 5: Pozitif kontrol see (209 bp) (S. aureus ATCC 27664), Sira 6: Negatif kontrol (steril
deiyonize su), Sira 7,8: Negatif manda siitii izolatlari, Swra 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 19: Negatif

manda peyniri izolatlar1, Sira 16, 17, 18: sea (102 bp) pozitif manda peyniri izolatlari

80



4.4. S. aureus izolatlarmm Antibiyotik Direnglilik Sonuglar
Fenotipik Direnclilik

Disk Difiizyon Testi Sonuclar:

PCR ile dogrulanan S. aureus izolatlarinin fenotipik metisilin direncinin
belirlenmesi amaciyla oxacillin ve cefoxitin disk diflizyon testleri yapildi. Bu test
sonucunda 99 S. aureus izolatimn 7’sinin (%7) yalmizca oxacilline, 2’sinin (%2)
yalmzca cefoxitine ve 7’°sinin (%7) ise her iki antibiyotige karsi direngli oldugu
belirlendi (Tablo 32).

Tablo 32. S. aureus izolatlarinin oxacillin-cefoxitin antibiyotiklerine kars1 disk difiizyon sonuglar

8. aureus (+) Oxacillin Cefoxitin Oxacillin+ Cefoxitin
izolatlar S 1 R S | R S | R
Manda Siti (n:57) 52 . 5 57 : = 54 * 3
. 6 - 3
Manda Kaymagi (n:9) 9 - - 9 - -
Manda Peyniri (n:33) 31 - 2 31 - 2 32 - 1
Toplam (n:99) 92 - 7 97 - 2 92 - 7

R: Direngli; I:Orta direngli; S:Duyarh

E-Test Sonuclar

Disk difiizyon testi ile direngli bulunan S. awreus izolatlarinin metisilin
direncinin belirlenmesi ve MIK degerlerinin tespiti amaciyla E-Test yapildi. Oxacillin
MIK degerlerine gore <2 ug/mL duyarh (S), > 4 pg/mL direngli (R), cefoxitin MIK
degerlerine gére <6 pg/mL duyarh (S), > 8 pg/mL direngli (R) olarak degerlendirildi.
Buna gore oxacilline direngli izolat sayis1 11 (%11) ve cefoxitine direngli izolat sayisi
ise 5 (%5) olarak belirlendi (Tablo 33).

E-Test sonucuna goére oxacilline direngli bulunan 11 izolatin; 1 adeti 64 pg/ml,
1 adeti 32 pg/ml, 1 adeti 16 pg/ml, 1 adeti 12 pg/ml, 3 adeti 8 pg/ml, 1 adeti 6 ug/ml, 3
adeti ise 4 pg/ml, cefoxitine kars1 direngli bulunan 5 izolatin ise 1 adedi 24 pg/ml, 3
adeti 12 pg/ml ve 1 adeti 8 pg/ml MIK degerinde tespit edildi (Tablo 34).
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Tablo 33. S. aureus izolatlarinin oxacillin-cefoxitin antibiyotiklerine karsi E-test sonuglari

S. aureus (+) Oxacillin Cefoxitin
izolatlar (MIK) degeri pg/ml (MIK) degeri pg/ml

0,16

12,0 (R)

0,38 6,0
Manda siitil

8,0 (R) 24,0 (R)
(n:57)

4,0 (R) 12,0 (R)

16,0 (R)

32,0 (R)

64,0 (R)

8,0 (R) 12,0 (R)
Manda kaymagi

6.0 (R) 6,0
(n:9)

1,0 2,0

8,0 (R) 4,0
Manda peyniri

4,0 (R) 8,0 (R)
(n:33)

4,0 (R) 12,0 (R)
R: Direngli

Tablo 34. S. qureus izolatlarinin oxacillin-cefoxitin antibiyotiklerine karsi MIK degerleri dagilhimi

Oxacillin-Cefoxitin MiK degerlerine gire izolat sayilari (ug/ml)

I <025 032 050 064 075 10 1.5 2 3 4 6 8 12 16 24 32 64

0.38
OX 99 56 13 6 1 2 6 3 I = 3 1 3 1 1 - 1 1
CFX 99 16 9 9 = 7/ 9 15 16 7 4 2 1 3 - 1 - -

I: izolat sayis1, OX: Oxacillin, CFX: Cefoxitin
Genotipik Direnclilik

mecA geni PCR Sonuglar

Manda siitii ve tirtinlerinden elde edilen S.aureus izolatlarinda metisilin direnci
(mecA) geni varligl yoniinden Geha ve ark. (1994) tarafindan belirtilen yonteme gore
PCR ile belirlendi. UV goriintiileme sonucunda 310 bp’de bant veren izolatlar mecA
geni pozitif olarak kabul edildi (Sekil 19). Buna gore toplam 99 izolatin 9’unun (%9)

mecA geni igerdigi belirlendi. Numune dagilimina gére, manda siitii 6rneklerinden izole
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edilen 57 S. auwreus izolatimn 8’inin (%8.0). manda peynirlerinden e¢lde edilen 9 .
aureus izolatinin 1'inin (%1,0) mecA geni tagidigi, manda kaymaklarindan elde edilen S.

aureus izolatlarinin ise mecA geni tasimadig tespit edildi.

_"<€— 750 bp 165 rRNA

310 bp mecAa
279 bp nuc

Sekil 19. mecA geni elektroforez goriintiisii. M: 50 bp DNA marker, Sira 1: 165 rRNA, nuc, ve mecA
geni pozitif manda stitii izolati, Sira 2,3,4,6: 16S rRNA pozitif manda siitii izolatlar1, Sira 5:

16S rRNA ve nuc pozitif manda siitil izolat:

4.5. Metisilin Direncinin Fenotipik ve Genotipik Olarak Karsilastirmasi

Calismamizda manda siitii ve trilinlerinden elde edilen 99 S. aureus izolatinin
metisilin direnci fenotipik ve genotipik yontemlerle karsilastirildi. Buna goére fenotipik
olarak 16 izolatin (disk difiizyon ve E-Test), genotipik olarak ise 9 izolatin (mecA geni
pozitif) metisiline kars1 direngli oldugu tespit edildi.

PCR analizi sonucunda genotipik olarak mecA4 geni tasiyan 9 izolatin 3 tiniin,
disk difiizyon testi ile oxacilline, 2’sinin ise cefoxitine diren¢li oldugu belirlendi. Baska
bir ifade ile disk diflizyon testi ile oxacilline direngli bulunan 14 izolattan 3’iiniin,

cefoxitine direngli bulunan 9 izolattan ise 2’sinin mecA geni tasidigi belirlendi (Tablo
35)
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Tablo 35. Metisilin direncinin fenotipik ve genotipik olarak karsilagtiriimas:

Fenotipik
No Numune/ Genotipik Disk difiizyon E-test (MIK degeri)
Izolat kodu mecA geni Oxacillin Cefoxitin Oxacillin Cefoxitin

1. Manda siitii/16b + S S 0,19 1,3
2. Manda siitii /17¢ + S S 0,38 1,5
3. Manda siitil /19a + S S 0,50 1,0
4. Manda siitii /19¢ + S S 0,38 0,38
5.  Manda stitii /19d + R S 12,0 2,0
6. Manda siitii /19e =+ S S 0,50 1:5
7. Manda peyniri/66a + S R 2,0 4.0
8. Mandasiitii /131d # R R 4,0 24,0
9. Manda siitii /13 1e S R S 16,0 0,094
10. Manda siitii /9a R S 0,16 0,16
11. Manda siitii /44c R R 0,38 6,0
12. Manda siitii /94a R 5 8,0 15
13. Manda siitii /185¢ R R 32,0 12,0
14. Manda siitii /190d R S 64,0 0,25
15. Manda kaymagi /27e R R 8,0 12,0
16. Manda kaymag: /50d R R 6,0 6,0
17. Manda kaymag: /202a R R 1,0 2,0
18. Manda peyniri /69a R R 8,0 8.0
19. Manda peyniri /114a R S 4,0 0,50
20. Manda peyniri /122¢ S R 0,38 12,0
21. Manda peyniri /142d R 5 4,0 3.0

R: Direngli; S:Duyarli

Calismamizda disk diflizyon testi ile oxacilline direngli bulunan 11 izolat ve
cefoxitine direngli bulunan 7 izolatin mecA4 geni tasimadigi halde fenotipik olarak
metisiline direngli oldugu tespit edildi. E-Test yonteminde ise elde edilen MIK
degerlerine gore 11 izolat oxacilline direngli, 5 izolat ise cefoxitine direngli bulundu.
Oxacilline direngli bulunan 11 izolattan 3'{inlin mecA4 geni tasirken, 8’inin tasimadigi,
cefoxitine direngli bulunan § izolattan 2’sinin mecA geni tasirken 3’liniin ise tasimadigi

goriildi (Tablo 36).
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Tablo 36. S. aureus izolatlarinda mecA4 geni varhginin fenotipik yontemlerle karsilagtiriimasi

Disk Diflizyon E-Test
mecA Oxacillin Cefoxitin Oxacillin Cefoxitin

R s R S R S R )
mecA (+) 3 6 2 i 3 6 2 7
n:9
mecA (-) 11 79 7 83 8 82 3 87
n:90
Toplam 14 85 9 90 in 88 5 94
n:99

R: Direngli; S:Duyarl

Calismamizda manda siitii orneklerinden, mecA (+) oldugu halde oxacillin
MIK degeri <2 olan ve OS-MRSA (oksasiline duyarli mecd pozitif S. aureus) olarak
degerlendirilen 5 (%5) adet MRSA susu izole edildi (Tablo 37).

Tablo 37. Oxacilline duyarl mecA pozitif S.aureus (OS-MRSA) izolatlar:

izolat No O MiK mecA OoDD SDD Numune

1- 16b <2 + S S Manda Siitii
2-17c <2 + S 8 Manda Siitii
3- 19a <2 5 S 8 Manda Siitii
4- 19¢ <2 + S S Manda Siitii
5- 19e <2 + S S Manda Siitii

OS-MRSA: Oxacillin duyarli mecAd pozitif S.aureus; OMIK: Oxacillin minimal inhibisyon
konsantrasyonu; ODD: Oxacillin disk diflizyon; SDD: Cefoxitine disk difiizyon; S: Duyarli
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5. TARTISMA

Calismamizda, Samsun ilinde manda yetistiriciligi yapan igletmelerden temin
edilen 200 adet manda siitii ve iiriinlerinin 56’sinda (%28) S. aureus izole edilmistir.
Numune bazinda dagilim incelendiginde 100 manda siitii 6rneginin %30™unun (30/100),
50 kaymak 6rneginin %]18’inin (9/50) ve 50 peynir drneginin ise %34 tniin (17/50) S.
aureus ile kontamine oldugu tespit edilmistir.

Ilge bazli dagilim incelendiginde; Bafra ilgesinden elde edilen 50 manda siitii
Orneginin %28’inin, 37 manda kaymag: 6rneginin %]18’inin ve 32 manda peyniri
Orneginin %24’iniin S. aureus ile kontamine oldugu tespit edilmistir. 19 Mayis
ilgesinden elde edilen 25 manda siitii 6rneginin %24 {iniin, 18 manda peyniri 6rneginin
%27’sinin S. aureus ile kontamine oldugu, incelenen 13 manda kaymaginda ise
S.aureus izole edilemedigi tespit edilmistir. Carsamba il¢esinden elde edilen 15 manda
slitlt. orneginin %40’ mnin ve Terme ilgesinden elde edilen 10 manda siitli 6rneginin
%40 mmin S. aureus ile kontamine oldugu tespit edilmistir. Bafra ve 19 Mayis
ilgelerindeki isletmelerden temin edilen manda siitlerindeki kontaminasyon diizeyi
Terme ve Carsamba ilgelerine gore daha diisiikk bulunmustur. Manda yetistiriciligi
yapilan Bafra ve 19 Mayis’daki isletmelerin daha biiylik 6lgekli olmasi, siit sagim ve
tiretim islemlerinin daha hijyenik ve teknik kosullarda gergeklestirilmesi, personel
hijyeni, ahir, alet ve ekipman hijyenine dikkat edilmesinden dolay1 bu igletmelerde
insidensin daha diisiik bulundugu kanisina varilmistir.

Isletme bazli dagilim incelendiginde; S. aureus izolasyon oram kiiciik 6lcekli
(5-10 bas) isletmelerde %25-40, orta 6lgekli isletmelerde (10-50 bas) %20-30 ve biiyiik
olgekli isletmelerde %10-28 diizeylerinde tespit edilmistir. Sonug olarak kontaminasyon
diizeylerinin isletme blytkligi ile ters orantih oldugu belirlenmistir. Hayvan
popiilasyonunun fazla oldugu orta ve biiyiik dlgekli isletmelerde manda siitiiniin ¢esitli
siit drtinlerinin yapiminda degerlendirilmesine bagli olarak sagimin daha dikkatli ve
hijyenik olarak yapildigi, bazi isletmelerde makineli sagim ydnteminin uygulandigi
belirlenmistir.

Calismamizda ¢ig manda siitli 6rneklerinde S. aureus insidensi %30 olarak
tespit edilmis olup, bizim bulgularimiza benzer olarak Pamuk ve ark. (2012),
Afyonkarahisar ilinden temin ettikleri 120 manda siitiiniin %33 iinde, Singh ve Prakash
(2010), Hindistan’da inceledikleri 52 manda siitii 6rneginin %28.84 ’inde, Abo-Shama
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(2014), Misir’da 140 adet manda siitii drneginin %30’unda, Sharma ve ark. (2011),
Hindistan"da 40 manda siitii 6rneginin %34,78’inde S. aureus izole etmislerdir. Calisma
bulgularimizdan daha diislik olarak ise Rahimi ve Alian (2013), [ran’da 40 manda siitii
orneginin %17,5’unda S. aureus izole etmislerdir.

Inek siitinde yapilan arastirmalarda calisma bulgularimiza benzer olarak,
Yiicel ve Anil (2011), Ankara ilinde inceledikleri 190 ¢ig siit 6rneginin %35 inden,
Nassasra (2011), Istanbul ilinden temin ettikleri 406 siit 6rneginin %29,31%inden S.
aureus izole etmislerdir. Calisma bulgularimizdan yiiksek olarak ise Muratoglu (2010),
Istanbul ilinden temin ettii 122 adet ¢ig siit Srnedinde S. aureus insidensini %43,3
olarak bulmustur.

Diger iilkelerde yapilan galigmalara bakildiginda, Jorgensen ve ark. (2005),
Norveg’te temin ettikleri 220 adet inek siitli 6rneginin %75’inde, 213 adet kegi siitli
Orneginin %96.2°sinde, Rall ve ark. (2008), Brezilya’da temin ettikleri 54 ¢ig siit
drneginin %70’inde ¢alisma bulgularimizdan daha yiiksek insidenslerde S. aureus izole
etmislerdir. Dehkordi ve ark. (2015), Iran’da 320 ¢ig siit (sigir, koyun ve kegi siitii)
orneginde calismamiza benzer olarak %27.8 oraninda S. aureus izole etmislerdir.
Fagundes ve ark. (2010), Brezilya’da 208 ¢ig sigir siitliinde %6,7 oraninda, Riva ve ark.
(2015), ise italya’da 383 ¢ig siit 6rneginde %9,1 oranindan g¢alisma bulgularimizdan
diistik insidenslerde S. aureus pozitif bulmuslardir.

S. aureus hayvanlarin deri mukozasi ve ¢evrede bulunmaktadir. Toz, toprak ve
giibre ile S. aureus mikroorganizmalar: siite rahatlikla bulasabilmektedir. S. aureus’un
slitte bulunmas: kétli hijyen kosullari, sagim hijyenine dikkat edilememesi, eldiven
giyilmemesi, siit ekipmanlarmin kirliligi ve g¢evresel kontaminasyona bagh
olabilmektedir. Yapilan c¢alismalarda ¢ig siitte S. aureus’un farkli insidenslerde
bulunmas: siitiin hijyenik kosullarinin farkliligi, hayvanlarm saghk durumu ozellikle
subklinik mastitisli hayvanlar, siitin uygun olmayan kosullarda muhafaza ve
nakliyesine bagl olabilir (Mutluer ve ark., 1993). Bu ¢alismada ¢ig siitte yiiksek oranda
S. aureus izole edilmis olmasimn, siit numunelerinin toplandig ¢iftlikler ve
mandiralardaki hijyen yetersizligi ve siitiin temin edildigi hayvanlardaki meme
hastaliklariyla iligkili olabilece@i kanaatine varilmistir. Numune temini asamasinda
isletmelerde yapilan incelemelerde ¢ig siitiin sagimi esnasinda gerek alet ve ekipman

gerekse personel hijyenine dikkat edilmedigi gozlemlenmistir.
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Bu arastirmada manda siitiinden yapilan peynirlerde S. aureus izolasyon orant
%34 olarak bulunmustur. Calisma bulgularimizdan daha diisiik olarak Pamuk ve ark.
(2012), Afyonkarahisar ilinden temin ettikleri 120 manda peynirinin %25,8’inden,
Yiicel ve Aml (2011), Ankara ilinden temin ettikleri 90 adet peynir 6rneginin (kasar,
tulum ve lor peyniri) %20,2’sinden, Muratoglu (2010), Istanbul ilinden temin ettigi 92
peynir rneginin %25,2°sinden S. aureus izole etmislerdir. Giilmez ve ark. (2001), Kars
ilinden temin ettikleri 50 adet salamura beyaz peynir érneginde ¢alisma bulgularimiza
benzer olarak %30 oraninda, 50 adet taze beyaz peynir érneginde ise bulgularimizdan
daha yiiksek olarak %78 oraninda S.aureus izole etmislerdir. Calisma bulgularimizdan
yiiksek olarak ise, Keskin ve ark. (2006), Istanbul ilinde gesitli semt pazarlarindan
temin ettikleri 50 adet beyaz peynir drneginin %66’ sinin, Sengiil (2006), Erzurum ilinde
farkli marketlerde satisa sunulan 15 adet civil peyniri 6rneginin %66,6’sinin S. aureus
ile kontamine oldugunu belirtmislerdir.

Diger iilkelerde yapilan g¢aligmalara bakildiginda, Manfreda ve ark. (2005),
¢alisma bulgularimiza benzer sekilde ltalya’da inceledikleri 427 peynir orneginin
%34’ linlin, bulgularimizdan daha yiiksek olarak ise Andre ve ark. (2008), Brezilya’da
inceledikleri 24 adet peynir drnedinin %70.8 inin, Basanisi ve ark. (2016), italya’da
inceledikleri 90 adet koyun ve ke¢i peynirinin %41,1%inin S. qureus ile kontamine
oldugunu belirtmislerdir. Dehkordi ve ark. (2015), ise ¢alisma bulgularimizdan daha
diigiik olarak Iran’da 350 siit Giriiniiniin (geleneksel metodla iiretilen kaymak, hamur,
yogurt, peynir, krema ve peynir alt1 suyu) %24,85%inde S. aureus pozitif bulmuslardir.

Basanisi ve ark. (2017), Italya’da toplam 3760 siit iiriinii (siit, mozzarella
peyniri ve gesitli yoresel peynirleri) lizerine yaptiklar1 ¢alismada, S. aureus insidensini
¢aligma bulgularimizdan daha diisiik %12,9 olarak tespit etmislerdir.

Elde edilen veriler arasindaki farkliliklarin, hayvanlarin genel saglik durumlari
(mastitis), yetistirme kosullari, mevsimsel ve cografi farkliliklar, numunelerin temin
edildigi mandira ve isletmelerin kosullar, siit iriinlerindeki {iretim teknikleri
farkliliklar (uygulanan pastérizasyon sicaklik ve siireleri), uygulanan analiz metotlar:
ve yontemlerinin farklhilig1 gibi nedenlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Caligmamizda kullanilan mandalarin  giinliik siit verimi olduk¢a diisiik
oldugundan (ortalama 3-4 kg) peynir {retiminde kullanilan siitlerin yeterince

kaynatilmadan firtine islendigi, genellikle de ¢ig siitlerin peynir tiretiminde kullamldig
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gézlemlenmistir. Manda siitiinden yapilan peynir Srneklerinde S.aureus'un ytksek
diizeyde bulunmasi ¢ig siit kaynakl bir kontaminasyon, sagim sirasinda personel ve
meme hijyenine dikkat edilmemesi, peynir yapimi sirasinda sitin pastorizasyon
derecelerine kadar 1sitilmamasi, iiretim sonrasi kullanilan alet ve ekipmanlardan
kaynaklanan kontaminasyon kaynakli olabilecegi diisiintilmektedir.

Calismanuzda manda siitiinden yapilan kaymaklarda S. aureus izolasyon oram
%18 olarak bulunmustur. Calisma bulgularimiza benzer olarak, Sagun ve ark. (2001),
Van ilinden temin ettikleri kaymak &rneklerinin %20’sinden S. aureus izole etmislerdir.
Caligsma bulgularimizdan yiiksek olarak Pamuk ve ark. (2012), Afyonkarahisar ilinden
temin ettikleri 120 manda kaymaginin %21,6’sinda, Kurt ve Ozdemir (1988), Erzurum
ilinden temin ettikleri 10 kaymak &rneginin %50°sinde, S.aureus izole etmislerdir. Yine
¢alisma bulgularimizdan yiiksek olarak Yilsay ve Bayizit (2002), Bursa ilinde tiketime
sunulan 30 adet kaymak 6rneginin %86,6’sinda, Akalin ve ark. (2006), Izmir ilinde inek
siitlerinden elde edilen 5 kaymak Orneginin %60’inda Staphylococcus spp. izole
etmislerdir.

Calisma bulgularimizdan diisiik olarak, Mashouf ve ark. (2015), Iran’da temin
ettikleri 66 kaymak 6rneginin %6,1°inde, Muratoglu (2010), ise Istanbul ilinden temin
ettigi 6 kaymak ornedinin higbirinde S. auwreus izole edilemedigini bildirmislerdir.
Arastirmacilar kaymak iretiminde yiiksek 1sil iglem uygulanmasi ve incelenen
drneklerin hijyenik kosullarda muhafazas: nedeniyle etkenin izole edilememis oldugunu
belirtmistir. Benzer sekilde bizim c¢aliyjmamizda da kaymak &rneklerinde S.aureus
insidensi ¢ig siit ve peynirden daha diisiik oranda bulunmustur. Bélgemizde kaymak
tiretimi 6zel siparis ile sinirh sayida iiretilmekte olup semt pazarlar gibi noktalarda
satisa sunulmadan direk iireticiden tiiketiciye ulasmakta boylece kontaminasyon diizeyi
diisiik olmaktadir. Bunun yaninda kaymak tiretiminde yiiksek 1sil islem uygulanmasi,
{iriniin  hijyenik kosullarda muhafaza edilmesi gibi nedenlerle S.aureus ile
kontaminasyon diizeyinin diisiik oldugu kanisina varilmugtir.

Calismamizda incelenen 100 manda siitii 6rneginin 65 (%65)’inin, 50 manda
peyniri 6rneginin 29 (%58) unun, 50 manda kaymag: drneginin ise 10 (%20)’unun Tiirk
Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi'ne gére kabul edilebilir limit olan 10°
kob/g diizeyini astig1 belirlenmistir (Anon, 2011).
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Calismamizda koagulaz pozitif stafilokok sayis1 manda stitii 6rneklerinde 1,0 x
10" - 1,9 x 10° kob/ml arasinda (ort 3.8 x 10° kob/ml), manda peyniri 6rneklerinde 2,0 x
10° - 1,3 x 10° kob/g arasinda (ort 4,0 x 10* kob/g), manda kaymag: 6rneklerinde 2,0 x
10%- 6,0 x 10 kob/g (ort 2,8 x 10 i kob/g) diizeyinde tespit edilmistir.

(Galismamizda manda siitii 6rneklerinin %65’ inde koagulaz pozitif stafilokok
tespit edilmis olup ¢alisma bulgularimiza benzer sekilde Yildinm ve ark. (2016),
Amasya ilinde 50 ¢ig siit 6rneginin %64’tinde, Pamuk ve ark. (2012), Afyonkarahisar
ilinde 120 manda siitliniin, %60.8’inde koagulaz pozitif stafilokok tespit etmislerdir.
Calisma bulgularimizdan diisiik olarak Normanno ve ark. (2005), Italya’da inceledikleri
¢ig siit orneklerinin %38.4’linde, Oliveira ve ark. (2011), Brezilya’da 548 ¢ig manda
stittiniin %11,1’inde koagulaz pozitif stafilokok tespit etmislerdir. Calismamizda manda
stitlerinde koagulaz pozitif stafilokok sayisi ortalama 3,8 x 10° kob/ml olup ¢alisma
bulgularimiza benzer olarak, Pamuk ve ark. (2012), inceledikleri manda siitlerinin
ortalama 5,7x10° kob/ml diizeyinde koagulaz pozitif stafilokok igerdigini
bildirmislerdir. Caligma bulgularimizdan yiiksek olarak Evrensel ve ark (2003),
yaptiklar1 galismada ¢ig siit rneklerinin ortalama 1,9 x 10* kob/ml, Rola ve ark. (2016),
ise Polonya’da inceledikleri ¢ig inek siitlerinin %46,2’sinin 0-1,2 x 10° kob/ml, Vigosa
ve ark. (2010), Brezilya'da inceledikleri 31 ¢ig siit 6rneginin %54 linlin ortalama 4,2 x
10* kob/ml diizeylerinde koagulaz pozitif stafilokok igerdigini bildirmislerdir.

(Galismamizda manda peyniri 6rneklerinin %58’ inin koagulaz pozitif stafilokok
icerdigi tespit edilmistir. Calisma bulgularimizdan diisiik olarak Tekinsen ve Celik
(1979), Elaz1g ilinden temin ettikleri Savak peynirlerin %20,5’inin, Kiipliili ve ark.
(2004), Ankara ilinden temin ettikleri 214 peynir 6rneginin %26.2’sinin,Yildirim ve
ark. (2016), Amasya ilinden temin edilen 60 peynir 6rneginin %30 unun, Pamuk ve ark.
(2012), Afyonkarahisar ilinden temin ettikleri 120 manda peyniri orneginin
%33,3’{iniin, Normanno ve ark. (2005), Italya’da cesitli peynir 6rneklerinin %23,7’sinin
koagulaz pozitif stafilokok i¢erdigini tespit etmislerdir. Williams ve Syson (1984), ise
Kibris’ta bagta hellim peyniri olmak {izere cesitli peynirlerde yaptiklari ¢alismada
koagulaz pozitif stafilokok tespit edilmedigini bidirmislerdir. Calisma bulgularimizdan
yiiksek olarak Rola ve ark. (2016), Polonya’da inek siitiinden iiretilen 26 olgunlasmis

peynir drneginin %69,2’sinin koagulaz pozitif stafilokok i¢erdigini bildirmistir.
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Caligmamizda manda peynirinde koagulaz pozitif stafilokok sayisi ortalama
4,0 x 10* kob/g olup, ¢aligma bulgularimiza benzer sekilde, Tekingen ve Celik (1979).
Elazig ilinden temin ettikleri taze Savak peynirlerinin %20,5’nin 5,0 x 10° kob/g,
Evrensel ve ark (2003), inceledikleri peynir drneklerinin ortalama 3,0 x 10" kob/g,
Pamuk ve ark. (2012), ise inceledikleri manda peyniri 6rneklerinin %33,3 iintin 2.2 x
10* kob/g diizeyinde koagulaz pozitif stafilokok igerdigini belirtmislerdir. Calisma
bulgularindan disiik olarak Usca ve Erol (1998), inceledikleri 50 adet hellim peyniri
orneginin %26’smin 1,0 x 10° kob/g diizeyinde koagulaz pozitif stafilokok igerdigini
bildirmislerdir. Cahigma bulgularimizdan yiiksek olarak, Vigosa ve ark. (2010),
Brezilya’da 37 adet ¢ig siitten {iretilmis peynir 6rneginin %43 iiniin ortalama 1,4 x 10°
kob/g diizeyinde koagulaz pozitif stafilokok ile kontamine oldugunu belirtmistir.

Caliyjmamizda manda kayma@ &rneklerinin %20’sinin  koagulaz pozitif
stafilokok igerdigi tespit edilmistir. Calisma bulgularimizdan yiiksek olarak Pamuk ve
ark. (2012), Afyonkarahisar ilinde 120 manda kaymaginin %33,3’iniin, Rola ve ark.
(2016), Polonya’da inek stitlerinden iiretilen 27 kaymak Orneginin  %70,4’{iniin
koagulaz pozitif stafilokok i¢erdigini tespit etmistir.

Caligmamizda manda kaymaginda koagulaz pozitif stafilokok sayisi ortalama
2,8 x 10° kob/g olup, ¢alisma bulgularimizdan daha yiiksek olarak Pamuk ve ark.
(2012), Afyonkarahisar ilinde 120 manda kaymaginda ortalama 1,3 x 10* kob/g, Pamuk
ve Giirler (2009), Afyonkarahisar ilinde inceledikleri 150 kaymakli lokum orneginde
8,0 x 10* kob/g diizeyinde koagulaz pozitif stafilokok tespit etmislerdir. Siit ve siit
Urtinlerinin koagulaz pozitif stafilokoklarla yiiksek diizeyde kontamine olmasi, toksin
tiretilmesine neden olabileceginden halk saglig igin olduk¢a Snemlidir (Le Loir ve ark.,
2003).

Stafilokokal gida zehirlenmeleri basta S.aureus olmak tizere enterotoksijenik
karakterdeki tiim stafilokoklar tarafindan iiretilebilen bir veya daha fazla enteretoksinin
kontamine gidalarla alinmasi sonucu sekillenmektedir. Stafilokokal enterotoksinler,
fonksiyonel olarak birbiri ile yapisal, fonsiyonel ve filogenetik iliskisi olan protein
yapisinda pirojenik ekzotoksinlerin bir iiyesidir (Kluytmans ve ark., 1997).

Calismamizda S. aureus pozitif 56 manda siitii ve triiniinden 9’unun (%16) en
az bir enterotoksin igerdigi tespit edildi. Numune bazinda dagilimina bakildiginda

S.aureus pozitif 30 manda siitliniin 6’siin (%20), 9 manda kaymaginin 1’inin (%11),
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17 manda peynirinin 2’sinin (%11) enterotoksijenik 6zellikte oldugu tespit edildi. Izolat
bazinda bakildiginda ise elde edilen 99 S.aureus izolatimin 12 tanesinin (%12)
enterotoksin firettigi tespit edildi. Bu izolatlarin 8 tanesi manda siitii, 1 tanesi manda
kaymagi, 3 tanesi de manda peynirinden elde edildi.

Calisma bulgularimizdan yiiksek olarak, Carfora ve ark. (2015), Italya'da S.
aureus pozitif 54 siit ve siit {iriinii 6rneginin 31’inin (%357.4) enterotoksijenik yapida
oldugunu belirtmislerdir. Caligma bulgularimiza benzer olarak, Kiipliilii ve ark. (2004),
Ankara ilinde tiiketime sunulan toplam 214 adet peynir (77 beyaz peynir, 65 tulum
peyniri, 72 kasar peyniri) 6rneginin 35’inin (%16.,4) enterotoksijenik stafilokok tiirleri
ile kontamine oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda izole edilen 99 S.auwreus izolatindan %12’sinin (%12)
enterotoksin tirettigi tespit edildi. Calisma bulgularimiza benzer olarak, Neder ve ark.
(2011), Arjantin’de 47 farkli ¢iftlikteki siit toplama tanklarindan temin ettikleri siit
orneklerinden izole ettikleri 94 S. aureus izolatimin 11°inin (%11,7) enterotoksijenik
karakterde oldugunu belirtmislerdir. Calisma bulgularimizdan yiiksek olarak Ertag ve
Goniilalan (2010), Kayseri ilinde 100 adet ¢ig siitten izole ettikleri 42 S. aureus
izolatinin 31°inin (%73,8), Muratoglu (2010), Istanbul’da 225 ¢ig siit ve siit {iriiniinden
izole ettigi 52 S. aureus izolatimin %32,6’simn, Rahimi ve Alian (2013), Iran’da 200
adet siitten (inek, koyun,keci,deve ve manda siitii) izole ettikleri 22 S. aureus izolatinin
%62.,8’inin, Normanno ve ark. (2005), Italya’da 3097 siit ve siit {iriiniinden izole
ettikleri 362 S. aureus izolatimn 217’sinin (%39,9), Morandi ve ark. (2007), Italya’da
86 ¢ig siit ve 26 siit {irlintinden izole ettikleri 112 S. aureus izolatinin 75’inin (%67),
Normano ve ark. (2007), italya’da 641 ¢ig siit ve siit iirliniiniinden (mozzarella, ricotta,
koyun ve sigir peynirleri, dondurma) izole ettikleri 109 S. aureus izolatinin %54 {iniin,
Rall ve ark. (2008), Brezilya’da 54 adet ¢ig ve pastdrize siitten izole ettikleri 57 S.
aureus izolatinin %68,4 {inlin en az bir enterotoksin igerdigini bildirmislerdir. Calisma
bulgularimizdan dusiik olarak, Paji¢ ve ark. (2016), Sirbistan’da 111 adet inek siitlinden
izole ettikleri 62 S. aureus izolatinin 5’inin (%6,67) en az bir enterotoksin tasidigini
belirtmistir. Bostan ve ark. (2006), Istanbul ilinde 30 adet beyaz peynir &rneginden izole
ettikleri 11 S. aureus izolatinin, Gencay ve ark. (2010), Kirikkale ilinde 24 siit

tirintinden elde ettikleri 17 S.aureus izolatinin ve Can (2011), Ankara ilinde 100 adet
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beyaz peynirden izole ettigi 5 S.aureus izolatinin higbirinde enterotoksijenik S. aureus
tespit edilemedigini belirtmislerdir.

S. aureus izolatlarinin enterotoksijenik 6zelliklerine bakildiginda ¢alismamizda
manda siitii ve tiriinlerinden en gok SEA tipi (%41,2) enterotoksin elde edildigi bunu
SEC ve SED (%25) tipi toksinlerin takip ettigi goriilmiistiir. Yapilan literatiir
taramalarinda benzer sekilde siit ve siit iiriinlerinde SEA, SEC ve SED tipi toksinlerin
en sik tretildigi gdzlemlenmistir (Normanno ve ark., 2005; Jorgensen ve ark., 2005;
Morandi ve ark. 2007; Ertas ve Géniilalan, 2010: Muratoglu, 2010; Neder ve ark.,
2011).

Muratoglu (2010), Istanbul ilinde ¢ig siitlerden temin edilen 42 S. aureus
izolatinin 12°sinin (%28,5), peynirlerden izole edilen 10 S. qureus izolatinin 5’inin
(%50) en az bir enterotoksin geni tagidigini belirtmistir. Aym ¢alismada calisma
bulgularimiza benzer olarak ¢ig siitlerden elde edilen izolatlarin 8inin sec (%19.4) ve
5’inin sea (%14.,9), peynirlerden elde edilen izolatlarin ise 3’iiniin sea (%60) gen
dagilimina sahip oldugunu bildirmistir. Can (2011), Ankara ilinde farkli marketlerde
satisa sunulan 100 adet tulum peyniri 6rneginden elde ettigi 7 izolattan 3’iiniin (%42,8)
(2 adet SEC,1 adet SEC-SED birlikte) enterotoksijenik karakterde oldugunu
belirtmistir. Morandi ve ark. (2007), Italya’da ¢esitli hayvan tiirlerinden (inek, manda,
koyun, kegi) elde edilen 86 ¢ig siit ve 26 siit tirliniinden (peynir, tereyadi, kaymak) izole
ettikleri 112 S. aureus izolatmindan 75’inin (%67) en az bir veya daha fazla toksin geni
tasidigini ve tespit edilen toksinlerin sikligi bakimindan galisma bulgularimiza benzer
olarak izolatlarin 36 simin (%48) SEA, 37°sinin (%49,3) SED ve 15’inin (%20) SEC tipi

toksin tirettiklerini belirtmislerdir.

Yapilan ¢aligmalarda S. aureus enterotoksinlerinin neden oldugu stafilokokal
gida zehirlenmelerinin %95’ ine SEA, SEB, SEC. SED ve SEE tipi toksinlerin neden
oldugu bildirilmektedir. Bu toksin tipleri icinde stafilakokal infeksiyonlarin yaklasik
%80°ine A tipi toksinlerin neden oldugu bunu SEB ve SED’nin izledigi
bildirilmektedir. (Bergdoll, 1983). SEA ve SED tipi toksinlerin en sik goriilme nedeni
bu toksinlerin asil kaynagimin insan orjinli olmasi, logaritmik tireme fazinda primer
metabolit olarak olusmasi, olumsuz c¢evre kosullan direngli  olmasindan
kaynaklanmaktadir (Erol, 2007).
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Son yillarda yapilan molekiiler ¢aligmalarla stafilokoklarin yaygin olarak izole
edilen toksin tiplerinin yam sira ¢ok sayida farkli enterotoksin tipi (SEG, SEH, SEI,
SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SEU) iretebilme potansiyeline
sahip olduklar bildirilmistir (Omoe ve ark., 2003).

Calismamizda inceledigimiz izolatlarin %12’sinin sea, seb, sec, sed ve see
genlerine sahip olmasi, %88’inin enterotoksin olusturmadigi anlamina gelmemelidir.
Negatif izolatlarin %35 lik kismi temsil eden diger enterotoksin tiplerini olusturabilme
potansiyeli oldugu ve stafilokokal gida intoksikasyonlarina neden olabilecegi goz ard
edilmemelidir. Gida maddesinin tiirii ile iliskili olarak sekillenen zehirlenme
vakalarinda klasik toksinlerin yani sira diger toksin tiplerinin de yiiksek diizeylerde
tespit edildigini bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir (Jorgensen ve ark. 2005).

Nitekim yapilan gesitli ¢aligmalar incelendiginde; Rall ve ark. (2008),
Brezilya’da ¢ig ve pastérize siitlerden izole ettikleri 57 S. aureus izolatinda klasik
enterotoksinlerin yanmi sira 11 izolatta (%19.2) SEG, 10 izolatta (%17,5) SEI ve 3
izolatta (%5,2) SEH ve SEIJ tipi toksin tespit ettiklerini bildirmislerdir. Hait ve ark.
(2014), ABD’de 585 adet gevresel swap ile 16 ¢ig hammadde igeren gesitli gidalardan
izole ettikleri 85 S. awreus izolatinin 81’inin (%95,3) klasik enterotoksin tiplerini
{irettigini, 4’tiniin (%4.,7) ise klasik olmayan enterotoksin tiplerini igerdidini
belirtmislerdir. Bianchi ve ark. (2014), Italya’da 1245 siit ve siit iiriiniinden (848 ¢ig siit,
397 siit tirlinii) izole ettikleri 481 S. aureus izolatinin 255’inin (%53) bir yada daha fazla
enterotoksin drettigini belirtmislerdir. Calisma bulgularimizdan farkli olarak klasik
enterotoksinlerin yani sira 134 (%28) izolatta SER tipi toksin sonra sirasiyla 120
izolatta (%25) SED ve 120 izolatta (%25) SEU tipi toksin tipelrini tespit ettiklerini
bildirilmislerdir. Nazari ve ark. (2014), Iran’da 8 farkli giftlikten elde ettikleri 246 siit
drneginden elde ettikleri 52 S. qureus izolatinin 42’sinin (%80,7) en az bir enterotoksin
geni tasidifini ve ¢alismamizla benzer olarak SEA tipi toksinin en fazla izole edilen
toksin oldugunu ve klasik toksin tiplerinin yam sira 8 izolatta (%15,8) SEG ve SEH tipi,
6 izolatta (%11,5) SEJ tipi, ve 1 izolatta (%3.8) SEI tipi toksinlerin tespit edildigini
bildirmislerdir.

Stafilokokal gida intoksikasyonlarinda klasik enterotoksin tiplerinin yanin sira
yeni tamimlanan ve klasik olmayan toksin tiplerinin de rolii hafife alinmamalidir. Gerek

¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar gerekse literatiir bilgiler incelendiginde SEA ve
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SED tipi toksinlerin yani sira SEC’nin de kontamine siit ve siit tirinlerinden siklikla
izole edildigi ve bu firiinlerin tiiketimine bagh olarak gida kaynakli stafilokokal
intoksikasyonlarin olugabilecegi kanaatine varilmistir,

Metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslan sahip olduklar antimikrobiyal
direng, viriilans faktorleri ve enfeksiyon olusturma yetenekleri gibi 6zellikleri nedeniyle
diinya ¢apinda nazokomiyal ve toplum kékenli enfeksiyonlarda insan saghg agisindan
biiyiik bir tehdit olugturmaktadir (Chambers, 2005). Antibiyotiklerin tedavi, koruma ve
verim arttirmak amaciyla bilingsiz ve yiltksek dozlarda kullanilmasi sonucu olusan
antimikrobiyel direng onemli bir halk saghigi problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadur.
Ayrica olusan bu direng tedavide basarisizliklar: beraberinde getirmekte, yeni ve daha
kuvvetli antimikrobiyel ajanlara ihtiya¢ duyulmasina sebep olmaktadir (Perreten ve
ark., 1997).

Hayvansal kokenli gidalarda metisilin  direngli S.aureus’larin  (MRSA)
kontaminasyonu ¢iftlik, mezbaha, gida iiretim ve igleme alanlar1 ve bu alanlarda galisan
personel tarafindan sekillenebilmektedir. Yapilan galigmalarda gida orjinli MRSA
suslarinin prevalansinin hastane ve toplumsal orjinli MRSA suslarina oranla oldukga
diisiik diizeylerde oldugu bildirilmigtir (Shimamura ve ark., 2009). Toplumsal orjinli
MRSA suslar1 direkt temas yoluyla bulasabilecegi gibi hayvansal orjinli gidalarin
tilketimi yoluyla da bulasabilmekte ve gida kaynakli hastaliklarin yani sira deri
enfeksiyonlarindan pndmoniye varan oliimeiil enfeksiyonlara neden olabilmektedir.
(Stastkova ve ark., 2009).

Hastane kdkenli MRSA suslarina 6zellikle yogun bakim {initeleri gibi invaziv
girisimin fazla oldugu kliniklerde fazla rastlamilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda MRSA
diren¢ oranlarinin %70’lere ulastigi bildirilmistir (Esel ve ark., 2003). Ersoy ve ark.
(2003), Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde hastane infeksiyonlarim
arastirdiklar1 ¢alismada metisilin direncini %89.2 olarak bildirmislerdir. Klevens ve ark.
(2007), ABD’de hastane kokenli invaziv MRSA enfeksiyonlarini arastirdiklart bir
calismada diren¢ oranini %26,6 olarak bildirmislerdir. Hastane kokenli MRSA
suslarinin gida ve toplumsal orjinli MRSA suslarindan daha yiiksek olmasina, saglik
personelinde nazal S. aureus tasiyiciligimin daha yiliksek olmasi (%50-70), hasta

odalarinin kosullari, kateter gibi gere¢lerin kullanimi, kronik ve bilingsiz antibiyotik ilag
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kullanimu, recetesiz antibiyotik satisi, yetersiz veya yanlis tedaviler gibi bir¢ok faktoriin
neden olabilecegi belirtilmektedir (Sherertz ve ark., 1993).

Gidalarda metisilin direncinin belirlenmesinde kullanilan metisilin disklerinin
giivenilir sonu¢ vermedigi bu nedenle metisilin direncinin tespiti amaciyla metisilin
disklerinin yerine oxacillin ve cefoxitin disklerinin birlikte kullamilmasi gerektigi
Onerilmektedir (Cauwelier, 2004; CLSI, 2011).

Fenotipik metisilin direncinin belirlenmesi amaciyla ¢alismamizda oxacillin (1
ng) ve cefoxitin (30 pg) diskileri kullanilarak disk difiizyon testleri yapildi. MIK
deZerlerinin belirlenmesi i¢in ise E-Test ydntemi kullanildi. Calisma bulgularimiz
sonucunda 99 S. aureus izolatimn 16’simn (%16) oxacillin ve/veya cefoxitine karsi
direngli oldugu tespit edildi. Tespit edilen sonuglara gore ¢ig siit numunelerinden elde
edilen 57 izolattan 8’inin (%14), kaymaklardan elde edilen 9 izolattan 3’iiniin (%33) ve
peynirlerden elde edilen 33 izolattan 5°inin (%15) oxacillin ve/veya cefoxitine karsi
direngli oldugu belirlendi. Disk difiizyon testi sonucunda 99 S. aureus izolatinin 7’sinin
(%7) yalnizea oxacilline, 2°sinin (%2) yalnizca cefoxitine ve 7’sinin (%7) ise her iki
antibiyotie karsi direngli oldugu belirlendi. MIK degerlerinin tespiti amaciyla yapilan
E-Test yontemi sonucunda oxacilline direngli izolatlarin MIK degerlerinin 4-64 pg/ml,
cefoxitine direngli izolatlarin MIK degerlerinin ise 8-24 pg/ml arasinda oldugu tespit
edildi.

Gida orjinli MRSA suslarinin tespitine yonelik gerek tilkemizde gerekse ¢esitli
tilkelerde ¢ig siit ve siit tirlinleri, kirmizi ve beyaz et ve et {iriinleri gibi ¢esitli hayvansal
gidalar tizerinde yapilan ¢alismalarda farkli izolasyon oranlari bildirilmistir. Calisma
bulgularimizla benzer olarak Can (2011), Ankara’da 200 adet beyaz peynir ve tulum
peyniri drneginden izole ettigi 12 S.aureus izolatindan 2’sinin (%16,2) fenotipik olarak
(disk difiizyon testi) metisiline direngli oldugunu belirtmistir. Calisma bulgularimizdan
diistik olarak, Pamuk ve ark. (2012), Afyonkarahisar ilinde 360 6rnekten (120 manda
siitli, 120 manda peyniri, 120 manda kaymag) elde ettikleri 97 izolatin fenotipik olarak
(disk difiizyon testi) 9’unun (%9,2), Unal ve Istanbulluoglu (2009), Kirikkale ilinde
mastitli siit, inek meme basi ve hayvan bakicilarindan izole ettikleri toplam 96 S. aureus
izolatindan 3’tintin (%3.1) fenotipik olarak (E-test) oxacilline direngli oldugunu tespit
etmiglerdir. Nam ve ark. (2011), Kore’de mastitisli siit ineklerinden izole ettikleri 402

adet S.aureus izolatindan 25’inin (%6,2) fenotipik olarak oxacillin ve cefoxitine karsi
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diren¢li oldugunu bildirmislerdir. Pu ve ark. (2014), Cin Halk Cumhuriyeti’nde
mastitisli sifirlardan izole ettikleri 103 S. aureus izolatimn 13’tintin (%12,6) fenotipik
olarak oxacilline direngli oldugunu belirtmislerdir.

Genotipik metisilin direncinin belirlenmesi amaciyla ¢alismamizda elde edilen
S. aureus izolatlarinda mecA geni varligi PCR ile aragtinrildi. Elde edilen bulgular
sonucunda 99 S. aureus izolatmin 9’unun (%9) mecA geni tasidigi tespit edildi.
[zolatlarn numune bazinda dagilimina bakildiginda ¢ig siitten elde edilen 8 izolatin,
peynirlerden elde edilen 1 izolatin mecd geni igerdigi tespit edildi. Kaymak
orneklerinde ise MRSA’ya rastlanilmadi. Calisma bulgularimiza benzer olarak, Pamuk
ve ark. (2012), Afyonkarahisar ilinden temin ettikleri 360 manda siitii ve siit {iriiniinden
izole edilen 97 S. aureus izolatimin 9*unun genotipik olarak mecA geni tasidigini (%9,2)
belirtmislerdir. Arastirmacilar ¢aligmamizdan farkli olarak fenotipik yontemlerle (disk
difiizyon) oxacilline direngli bulduklar1 9 izolatin tamaminin genotipik olarak mecA
geni igerdigini belirtmislerdir. Vanderhaegen ve ark. (2010), Belgika'da mastitisli siit
orneklerinden elde ettikleri 118 adet S. aureus izolatimn 11’inin (%9), Rizek ve ark.
(2011), Brezilya’da hazir gida maddeleri ve hazir yemeklerden elde ettikleri 57 S
aureus izolatinin 5’inin (%9), Basanisi ve ark. (2017), Italya’da 3760 ornekten (siit ve
siit tirlinleri) elde ettikleri 484 S. aureus izolatin 40’ min (%8.3) genotipik olarak mecA
geni tagidigim belirtmislerdir. Calisma bulgularimizdan diisiik olarak, Normanno ve ark.
(2007a), Italya’da 1634 adet gida Grnegininden (siit, siit drtinleri, et, et tirtinleri) elde
edilen 160 S.aureus izolatinin 6°sinin (%0,4) mecA geni tasidigim ve MRSA pozitif tiim
izolatlarin ¢ig inek siitii ve peynirlerden elde edildigini belirtmislerdir. Pereria ve ark.,
(2009), Portekiz’de gesitli gida maddelerinden (¢ig inek siitii, peynir, ¢ig et, fermente et
urtinleri) elde ettikleri 148 koagulaz pozitif stafilokok izolatiin yalnizca 1’inin
(%0,68), Nam ve ark. (2011), Kore’de mastitisli siit ineklerinden izole ettikleri 402 adet
S.aureus izolatimin 17°sinin (%4,2) genotipik olarak metisiline direngli S. aureus
oldugunu bildirmislerdir.

Metisilin direnci homojen ve heterojen direng olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Homojen direngte bakteriler mec4 genine sahiptir ve bu gen fonksiyonel durumdadir.
Bakteriler yiiksek konsantrasyondaki metisilin varliginda iireyebilmekte ve yiiksek
diizeyde direng ortaya koymaktadir. Heterojen direngte ise bakteriler mecd geni

tasimalarina ragmen sadece belirli kisminda diren¢ agiga ¢ikmaktadur. Homojen
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direngte mecA genine sahip bakterilerde oxacillin MIK degeri >4 mg/L iken direng
sekillenmekte, heterojen direngte ise mecA genine sahip bakterilerde oxacillin MIK
degeri <2 mg/L altinda yani oxacilline duyarli iken direng sekillenebilmektedir
(Chambers, 1988; Hartman ve Tomasz, 1986; Jacoby ve Archer, 1991).

Bu veriler 1s1ginda ¢alismamizda elde edilen 99 S. aureus izolatinin 16°sinin
fenotipik, 9'unun ise genotipik olarak metisiline direngli oldugu tespit edildi. Cig
stitlerden elde edilen 5 izolatin genotipik olarak mecA geni tasimasina ragmen fenotipik
olarak (disk difiizyon testi) oxacillin ve cefoxitine duyark oldugu goriildii. Bu
izolatlarin E-test yontemi ile MIK degerleri incelendiginde, MIK degerlerinin de diigiik
oldugu goriildii. mec4 geni tespit edilen diger 4 izolatin ise hem genotipik hem de
fenotipik olarak direngli oldugu, oxacillin ve cefoxitin disk diftizyon testleri ile E-Test
yonteminin sonuglarmin uyumlu oldugu goriildii. Calismamizda mecA4 geni tagidigt
halde fenotipik yontemlerle oxacillin ve cefoxitine duyarli bulunan 5 izolatin (%S5)
MIK degeri <2 mg/L elde edilmesi bu izolatlarin heterojen dirence sahip olmasi ve
oksasiline duyarli mecA pozitif S. aureus olmalar ile iligkilendirildi.

Fenotipik yontemlerle metisilin direncinin belirlenmesi amaciyla yapilan
testlerde sonuglarin inkitbasyon siiresi, diisiik sicaklikta inkiibasyon, inokiiliim diizeyi,
sodyum kloriir (NaCl) ilavesi ve ortamin pH’s1 gibi birgok kosuldan etkilenebildigi ve
direncin belirlenmesinde hatali sonuglar ortaya ¢ikabilecegi bildirilmektedir (Cauwelier
ve ark.. 2004). Heterodirengli MRSA suslarinin fenotipik yéntemlerle her zaman dogru
olarak tanimlanamadigindan dolay1 metisilin direncinin belirlenmesinde mecA4 geninin
tespiti altin standart olarak kabul edilmistir (Tomasz ve ark., 1991).

Stafilokoklarda metisilin direnci; degistirilmis penisilin baglayici protein 2a
(PBP2a) tarafindan kodlanan ve beta-laktam antibiyotiklere karsi affiniteyi azaltan
mecA geninin varh@ma baghdir (Oliveira ve de Lencastre, 2002). Bu ¢aligmada
metisiline fenotipik direng gosteren 16 izolattan yalmzca 5’inin (%31,2) PBP2a’y1
eksprese ederek mecA geni tasidign belirlendi. Calismamiza benzer sekilde yapilan
arastirmalarda fenotipik dirence yalmzca mecd geninin aracilik etmedigi ve bu tip
direncin beta-laktamaz ve metisilinaz enzimlerinin iretimine bagl olarak PBP2a’da
sekillenen degisikliklerden kaynaklanabilecegi belirtilmektedir. Bununla birlikte

fenotipik olarak metisiline direngli olmayan ve mec4 geni tasidig1 belirlenen izolatlarin

98



¢ciddi saglik sorunlarina neden olabilecegi ve klinik agidan biiyiik 6neme sahip oldugu
bildirilmistir (Oliveira ve de Lencastre, 2002; Swenson ve ark., 2007).

Calisma bulgularimiza benzer olarak Tirkyillmaz ve ark. (2010), MRSA
tespitinde fenotipik ve genotipik yontemler arasinda fark oldugunu ve molekiiler
teknikler ile daha iyi sonug elde edildigini belirtmislerdir. Cekovska ve ark. (2005).
MRSA tespiti i¢in oxacillin disk diftizyon, mikrodiliisyon ve oxacillin agar tarama
testlerini karsilastirmis, heterojen direngten dolayr test sonuglarinin degiskenlik
gosterdigini ve bu testlerin baska bir konvansiyonel yoéntemle birlikte kullaniimasi
gerektigini belirtmistir. Lee (2003), Kore'de sigir, domuz ve tavuk kaynakli 1,913
ornekten elde ettikleri 421 S. aqureus izolatindan 28’inin (%6.65) fenotipik olarak
MRSA oldugunu, fakat genotipik degerlendirmede galismamiza benzer olarak sadece
15°inin (%3.,56) MRSA pozitif bulundugunu bildirmislerdir. Pu ve ark. (2014), Cin
Halk Cumbhuriyeti’nde mastitisli sigirlardan izole ettikleri 103 S. aureus izolatinin
49’unun (%47,6) mecA geni tasidigini ¢alismamiza benzer olarak mecA pozitif bulunan
49 izolattan 37’sinin (%75) fenotipik olarak oxacilline duyarli oldugunu belirtmistir.
Aym arastirmacilar elde ettikleri izolatlarin ¢alismamizla benzer sekilde oxacilline
duyarh mecA pozitif S. aureus (OS-MRSA) oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda antibiyotik duyarlilik testlerinin fenotipik
degisikliklerden (diisiik sicaklikta inkiibasyon, inokiiliim diizeyi, sodyum klortir (NACI)
ilavesi ve ortamin pH’si, 11k ve iyon tutucu maddeler vb.) etkilendigi, buna kargin
genotipik yontemlerin daha duyarh ve giivenilir oldugu bildirilmigtir. Sonug olarak
¢alismamizda da fenotipik ve genotipik metisilin direncinin farkli insidenslerde

bulunmasi her iki testin de birlikte yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada Samsun iline bagh 4 ilgede (Carsamba, Bafra, Terme ve 19
Mayis) manda yetistiriciligi yapan 30 isletmeden elde edilen 100 adet manda siitiinlin
30’unun (%30), 50 adet manda kaymaginin 9’unun (%18) ve 50 adet manda peynirinin
17°sinin (%34) S. aureus ile kontamine oldugu saptandi. Caligmamizda elde etti§imiz S.
aureus izolatlarinin %12’sinin enterotoksin olusturdugu ve en stk SEA ve SEC+SED
tiplerinin elde edildigi gérildii.

Calismamizda antibiyotik direnglilik testleri sonucunda izolatlarin %16’sinin
fenotipik olarak, %9 unun ise mecA4 geni igererek genotipik olarak metisiline direngli
oldugu belirlendi. Ayrica calismada fenotipik olarak direng gostermeyen ancak
genotipik incelemeler sonucu metisiline direngli bulunan S. aureus (OS-MRSA)
izolatlarimin bulunmasi klinik agidan Onem tasimaktadir. Antibiyotiklere karsi artan
direncin Onlenebilmesi ig¢in lreticilerin bilingsiz ve gelisi giizel ilag kullanimi
konusunda bilgilendirilmeleri 6nerilmektedir.

Calismamizda isletmelerden temin ettifimiz ¢ig siit ve peynirlerin genellikle
hijyenik olmayan kosullarda muhafaza edildigi, peynir yapimi asamasinda siitiin
kaynatilmadan maksimum 40-45°C’ye kadar 1siltildig1 ve mayalandifi gézlemlenmistir.
Bu siit ve siit {irlinlerinde S.aureus un %28 oraninda bulunmasi halk saglig: agisindan
O6nemli bir problemdir.

Sonug olarak manda siitli ve (irlinlerinde enterotoksijenik ve metisiline direngli
S. aureus’larin tespit edilmesi halk sagligi agisindan 6nemli bulunmustur. Bu nedenle
sektordeki {tireticilerin iiretim teknikleri, hijyen ve muhafaza kosullar1 konularinda
egitilmeleri, tliketicilerin ise bu tip ¢ig ya da diisiik 1s1 islemi gormiis tirtinleri

tiiketmemeleri konusunda bilinglendirilmeleri gerekmektedir.
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EKLER

EK 1. S. aureus izolatlarmm antibiyotik direngliliklerinin disk diftizyon, E test ve PCR test sonuglari

E-test (MIK degeri)

3 Numune/izolat kodu  mecA geni Disk difiizyon
0

Oxacillin  Cefoxitin  Oxacillin  Cefoxitin
1. Cig stit/Sc S S 0.25 0,50
2. Cig stit/8d S S 0,64 0,38
3. Cig siit8e S S 0,19 0,125
4. Cig siit/9a R S 0,16 0,16
5. Cig siit/16b + S S 0,19 1,5
6. Cig sit/17¢ + S S 0,38 1,5
7 Cig siit/19a + S S 0,50 1,0
8. Cig stit/19¢ + S S 0,38 0,38
9. Cig stit/19d + R S 12,0 2,0
10. Cig siit/19e + S S 0,50 1,5
1. Cig sit/21d S S 0,50 1,5
12, Cig siit/21e S S 0,38 1,5
13. Cig siit/23a 5 S 1,0 2,0
14. Cig siit/23¢ S S 1.3 2,0
5. Cig sut/24a S S 1,0 3,0
16. Gig suvddc R R 0,38 6.0
17. Cig siit/52b S S 1.5 0,064
18. Gig sit/88c S S 1.0 0,25
19. Cig siit/88d S S 0,25 0,19
20. Cig siit/89a S 8 0,25 0,38
21. Cig siit/89b S S 0,19 1,5
22, Cig stit/89c S S 0,38 3,0
23. Cig siit/89d S S 1,0 2,0




EK 1. Devami

E-test (MIK degeri)

Numune/izolat kodu  mecA geni Disk difiizyon
No
Oxacillin  Cefoxitin  Oxacillin  Cefoxitin

24, Cig siit/89e S S 0,125 1.0
25 Cig siit/90a S S 038 0,094
26. Cig siit/92a S S 0,094 1,0
27, Cig siit/93b ) S 0,125 1.5
28. Cig siit/93c S S 0,25 0,75
29. Cig stit/93d S S 0,125 0,75
30. Cig stit/93e S S 0,125 1,0
3. Cig siit/94a R S 8,0 1.5
32, Cig siit/94b S S 0,094 3,0
33. Cig stit/94d S S 0,19 2,0
34. Cig siit/94e S S 0,19 0,50
35, Cig siit/109e S S 0,50 2,0
36. Cig siit/110b S S 0,032 0,75
37, Cig stit/110e S S 0,125 0,25
38. Cig sut/111b S S 0,125 0,19
39. Cig stit/112e S S 0,38 15
40. Cig stit/113d S S 0,75 0,38
41. Cig sur131d - R R 4,0 24,0
42 Cig stit/131e + R S 16,0 0,094
43. Cig stit/132d S S 0,19 2,0
44, Cig siit/132e S S 0,38 0,25
45, Cig siit/133a S S 0,064 0,75
46. Cig siit/133b S S 0,094 0,047
47. Cig siit/133d S S 0,125 1,5
48. Cig siit/158¢ S S 0,125 0,1125
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EK 1. Devami

E-test (MIK degeri)

Numune/izolat kodu  mecA geni Disk difiizyon
No
Oxacillin  Cefoxitin  Oxacillin  Cefoxitin

49. Cig siit/183e S S 0.064 0,75
50. Cig siit/184d S S 0,023 0.25
b Cig suit/184e S 8 0,38 4.0
52. Cig stit/185a S S 0,50 3,0
534 Cig siit/185¢ R R 32,0 12,0
54. Cig siit/186b S S 0.38 3,0
55. Cig sut/190c S S 0,25 0,50
56. Cig siit/190d R S 64,0 0,25
57. Cig stit/190e S S 0,125 15
58. Kaymak/27e R R 8,0 12,0
59, Kaymak/31a S S 1,0 0,50
60. Kaymak/32a S S 0.47 0,32
61. Kaymak/50d R R 6,0 6,0
62. Kaymak/199a S S 0,50 155
63. Kaymak/200c S S 0,125 1,0
64, Kaymak/201a S S 0,125 0,50
65. Kaymak/202a R R 1.0 2,0
66. Kaymak/205a S S 0,75 1,0
67. Peynir/34a S S 0,32 2,0
68. Peynir/66a = S R 2,0 4.0
69. Peynir/69a R R 8.0 8,0
70. Peynir/96¢ S S 0,194 1,0
71, Peynir/97e S S 0,19 2,0
7i0. Peynir/98a S S 0,094 2,0
73. Peynir/98b S s 0,19 1,0




EK 1. Devami

E-test (MIK degeri)

Numune/izolat kodu  mecA geni Disk difiizyon
No
Oxacillin  Cefoxitin  Oxacillin  Cefoxitin

74. Peynir/98c S S 0,125 1,5
75. Peynir/98e S S 0,25 2,0
76. Peynir/99¢ S S 0,19 3,0
7. Peynir/99d S S 0,50 2,0
78. Peynir/100a S 8 0,25 1,5
79. Peynir/100e S S 0,125 2,0
80. Peynir/114a R S 4,0 0,50
81. Peynir/114b S S 0,094 0,50
82. Peynir/1l4c S S 0,125 0,38
83. Peynir/114d S S 0,125 0,50
84. Peynir/114e S S 0,125 0,38
8s. Peynir/115a S S 0,094 0.38
86. Peynir/115b S S 0,47 1,25
87. Peynir/121¢ S S 0,19 2,0
88. Peynir/121d S S 0,38 4,0
89. Peynir/121e S S 0,38 4,0
90. Peynir/122a S S 0,25 0,38
91. Peynir/122¢ S R 0,38 12,0
92. Peynir/122e S S 0,125 1,0
93, Peynir/140b S 5 0.125 2,0
94, Peynir/141¢c S S 0,125 0,75
95. Peynir/142d R S 4,0 3,0
96. Peynir/195¢ S S 0,094 0,75
97. Peynir/195e S S 0.064 0,50
98. Peynir/196d 8 S 15 0,19
99. Peynir/196e S S 0,047 1,5




EK 2. Cig manda siitli Srneklerinde koagulaz (+) stafilokok say1si

Koagulaz (+) stafilokok

No Numune tiirii-kodu syt (el log 10 kob/ml
1. Cig Sut/ 2-S1 48x107 3,681
2 Cig Siit/ 3-S2 <1,0x10™"

3. Cig Sut/ 4-S3 3,6x 107 3,556
4. Gig Sit/ 5-S4 72x 107 2,857
5. Cig Siit/ 6-S5 <1,0x10"!

6. Gig Siit/ 7-S6 2,6x10° 3,414
7 Cig Siit/ 8-S7 24x10° 3,380
8. Cig Siit/ 9-S8 84x10° 3,924
9. Cig Siit/ 14-S9 2,0x10° 3,301
10. Cig st/ 15-S10 6,0x 107 3,778
11. Cig Siit/16-S11 8,0x 107 2,903
12. Cig Sut/ 17-S12 58x10° 3,763
13. Cig Sut/ 18-S13 49x 107 3,690
14. Cig Siit/ 19-S14 1,2x 10" 4,079
14, Cig Siit/ 20-S15 <1,0x10""

16. Cig Siit/ 21-S16 2,8x 10" 4,447
17. Cig Sut/ 22-S17 1,2x 10" 4,079
18. Cig Siit/ 23-S18 1.9x10™ 4,278
19. Cig Siit/ 24-S19 4,0x 107 2,602
20. Cig Sut/ 25-S20 <1,0x10"

21. Cig Siit/ 40-S21 <1,0x10™

22 Cig Sut/ 41-S22 4,0x 107 3,602
23. Cig Siit/ 42-S23 56x10° 3,748
24, Cig St/ 43-824 <1,0x10"

28, Cig St/ 44-S25 1,0x 10" 4,000
26. Cig Siit/ 45-S26 6,4 x 107 2,806
27. Cig Sut/ 46-S27 2,0x10° 2,301
28. Cig Sut/ 51-S28 1,5x10° 3,176
29. Cig Siit/ 52-S29 6,8x 107 2,832
30. Cig Siit/ 53-S30 1,6x10™ 4,204
31. Cig Siit/ 54-S31 56x107 2,748
32, Cig Siit/ 55-S32 <1,0x10™

33. Cig Sut/ 58-S33 2,6x10° 3,414

*.<1.0 x 10”'= Tespit limitinin altinda
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EK 2. Devami

Koagulaz (+) stafilokok

No Numune tiirii-kodu sy kahinl) log 10 kob/ml
34, Cig Stit/ 59-S34 <1,0x10""

35. Cig Siit/ 60-S35 <1,0x10"

36. Cig St/ 61-836 <1,0x10™

37. Cig Siit/ 62-S37 82x10° 3,913
38. Cig Siit/ 63-S38 8.8x10° 3,944
39. Cig Siit/ 64-539 2,0x 107 3,301
40. Cig Siit/ 74-S40 <1,0x10"" :
41, Cig Siit/ 75-S41 6,6x 107 2,819
42, Cig Siit/ 76-S42 <1,0x10™

43. Cig Stit/ 77-843 <1,0x10™

44, Cig Siit/ 78-S44 4,0x 107 2,602
45, Cig Stit/ 79-S45 <1,0x10™ :
46. Cig Siit/ 80-S46 <1,0x10™

47, Cig Sut/ 81-847 <1,0x10"!

48. Cig Siit/ 82-548 <1,0x10""

49, Cig St/ 83-S49 <1,0x10"'

50. Cig Sut/ 84-S50 53 107 3,724
51. Cig Siit/ 85-S51 <1,0x10"!

52. Cig Siit/ 86-S52 1.7x16" 4,230
53. Cig Sit/ 87-853 1,3x 10 4,113
54, Cig Siit/ 88-S54 4,8x 107 2,681
55. Cig Siit/ 89-S55 8,0x 107 3.903
56. Cig Siit/ 90-S56 2,0x 107 2,301
5. Cig Siit/ 91-S57 5 7% 10° 3,755
58. Cig Siit/ 92-5S58 2,6x 107 3,414
59. Cig St/ 93-S59 2,6x10° 3,414
60. Cig Siit/ 94-S60 1,1 x107° 3,041
61. Cig Stit/ 95-S61 1,2x 107 3,079
62. Cig Siit/ 104-S62 24x10" 4,380
63. Cig Siit/105-S63 8,0x 107 3,903
64. Cig Siit/ 106-S64 <1,0x10™

65. Cig Siit/ 107-S65 5.1x10* 4,707
66. Cig Stit/ 108-S66 <1,0x10™

67. Cig Siit/ 109-S67 2,1x10" 4,322
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EK 2. Devami

Koagulaz (+) stafilokok

No Numune tiirii-kodu sayisi (kob/mly log 10 kob/ml
68. Cig Sut/ 110-S68 4,0x 107 3,602
69. Cig Sut/ 111-S69 7,0x 10" 4,845
70. Cig St/ 112-S70 1.9x 107 5278
71. Cig Sut/ 113-871 1,2x10° 5,079
72. Cig Sut/ 130-S72 32x10* 4,505
73. Cig St/ 131-873 §3x 10" 4,944
74, Cig Sut/ 132-S74 32x10* 4,505
75. Cig Sut/ 133-S75 8.0x 10" 4,903
76. Cig Sut/ 134-S76 1,5x10° 5,176
77. Cig Siit/ 135-877 <1,0x10" '
78. Cig Stit/ 136-S78 <1,0x10™

79. Cig Siit/ 137-S79 <1,0x10"!

80. Cig Siit/ 156-S80 <1,0x10™!

81. Cig Siit/ 157-S81 <1,0x10™

32 Cig Siit/ 158-S82 <1,0x10"

83. Cig Stit/ 159-S83 <1,0x10™

84. Cig Siit/ 160-S84 <1,0x10™

85. Gig Sut/ 161-S85 <1,0x10"!

86. Cig St/ 162-S86 <1,0x10"!

87. Cig Sut/ 163-S87 <1,0x10""

88. Cig Siit/ 164-S88 <1,0x10™"

89. Cig Sut/ 183-S89 6,0 x 107 2,778
90. Cig Sut/ 184-S90 8.0x 107 2,903
91. Cig Siit/ 185-S91 8,0x 107 2,903
92. Cig St/ 186-892 1,2x10° 3,079
93. Cig Siit/ 187-S93 8,0 x 107 2,903
94, Cig St/ 188-894 1,4x 107 3,146
95. Cig Sit/ 189-895 <1,0x10"" :
96. Cig Sut/ 190-896 7,2x 107 2,857
97. Gig St/ 191-897 4,8x 102 2,681
98. Cig Siit/ 192-S98 <1,0x10" )
99. Cig Siit/ 193-S99 1,6 x 107 2,204
100. Cig Siit/ 194-S100 2,8x 107 2,447
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EK 3. Manda kaymag: érneklerinde koagulaz (+) stafilokok sayisi

Koagulaz (+) stafilokok

No Numune tiirii-kodu log 10 kob/ml
sayisi (kob/ml)

1. Kaymak/ 26-K1 <2.0 x 107

% Kaymak/ 27-K2 56x107 2,748
3 Kaymak/ 28-K3 <2.0 x 107

4, Kaymak/ 29-K4 <2.0 x 107

5 Kaymak/ 30-K35 <2.0 x 107

6. Kaymak/ 31-K6 2,0x 107 2,301
i Kaymak/ 32-K7 2.0x 107 2,301
8. Kaymak/ 33-K8 6,0 x 107 2,778
9, Kaymak/ 47-K9 <2.0 x 107

10. Kaymak/ 48-K10 2.0/ x 107

11.  Kaymak/49-K11 <2.0 x 107

12.  Kaymak/ 50-K12 6,0 x 107 2,778
13, Kaymak/ 101-K13 <2.0 x 107

14, Kaymak/ 102-K 14 <2.0 x 107

15.  Kaymak/ 103-K15 <2.0x107?

16.  Kaymak/ 123-K16 <2.0 x 107

17.  Kaymak/ 124-K17 <2.0 x 107

18.  Kaymak/ 125-K18 <2.0 x 107

19.  Kaymak/ 126-K19 <2.0 x 107

20.  Kaymak/ 127-K20 <2.0 x 107

21.  Kaymak/ 128-K21 <2.0 x 107

22.  Kaymak/ 129-K22 <2.0 x 107

23 Kaymak/ 148-K23 <2.0 x 107

24.  Kaymak/ 149-K24 <2.0 x 107

25.  Kaymak/ 150-K25 <2.0 x 107

*,<2.0 x 10”= Tespit limitinin altinda
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EK 3. Devami

Koagulaz (+) stafilokok

No Numune tiirii-kodu log 10 kob/ml
sayisi (kob/ml)

1. Kaymak/ 151-K26 <2.0 x 10™

2 Kaymak/ 152-K27 <2.0 x 107

3 Kaymak/ 153-K28 <2.0 x 107

4. Kaymak/ 154-K29 <2.0 x 107

5. Kaymak/ 155-K30 <2.0 x 107

6. Kaymak/ 174-K31 <2.0 x 107

7 Kaymak/ 175-K32 <2.0 x 107

8. Kaymak/ 176-K33 <2.0 x 107

9, Kaymak/ 177-K34 <2.0 x 107

10. Kaymak/ 178-K35 <2.0 x 107

11 Kaymak/ 179-K36 <2.0 x 107

12. Kaymak/ 180-K37 <2.0 x 107

13. Kaymak/ 181-K38 <2.0 x 107

14, Kaymak/ 182-K39 <2.0 x 107

15. Kaymak/ 197-K40 <2.0 x 107

16. Kaymak/ 198-K41 <2.0 x 107

17. Kaymak/ 199-K42 2,0x 107 2,301

18. Kaymak/ 200-K43 2,0x 107 2,301

19. Kaymak/ 201-K44 2,0x 107 2,301

20. Kaymak/ 202-K45 2,0x 107 2,301

21. Kaymak/ 203-K46 <2.0 x 107 :

22, Kaymak/ 204-K47 <2.0 x 107

23. Kaymak/ 205-K48 2,0x 107 2,301

24, Kaymak/ 206-K49 <2.0 x 107

23, Kaymak/ 207-K50 <2.0 x 107




EK 4. Manda peyniri rneklerinde koagulaz (+) stafilokok sayist

Koagulaz (+) stafilokok

No Numune tiirii-kodu log 10 kob/ml
sayisi (kob/ml)
1, Peynir/ 34-P1 32x% 107 2,505
2 Peynir/ 35-P2 1,4x 10" 4,146
3. Peynir/ 36-P3 8,0x 107 3,903
4, Peynir/ 37-P4 <2.0 x 107 :
5. Peynir/ 38-P5 <2.0 x 107
6. Peynir/ 39-P6 <2.0 x 107
T Peynir/ 65-P7 1,6 x 107 2,204
8. Peynir/ 66-P8 56x 107 2,748
9. Peynir/ 67-P9 3,7x 10 4,568
10.  Peynir/ 68-P10 2,0x 107 2,301
11.  Peynir/ 69-P11 2,0x 107 2,301
12.  Peynir/ 70-P12 1.1x 10" 4,041
13.  Peynir/ 71-P13 53x 107 3,724
14.  Peynir/ 72-P14 2,6x10° 3,414
15.  Peynir/ 73-P15 1,3x10™ 4,113
16.  Peynir/ 96-P16 1,3x10° 6,113
17.  Peynir/ 97-P17 9,6x 107 5,819
18.  Peynir/ 98-P18 1,2x10° 6.079
19.  Peynir/ 99-P19 1.1x10° 6,041
20.  Peynir/ 100-P20 4,8x10° 5.681
21.  Peynir/ 114-P21 <2.0 x 107 k
22.  Peynir/ 115-P22 4,0x 10 4,602
23.  Peynir/ 116-P23 <2.0 x 107
24, Peynir/ 117-P24 <2.0 x 107
25.  Peynir/ 118-P25 <2.0 x 107

*. <2.0 x 10= Tespit limitinin altinda
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EK 4. Devam

Koagulaz (+) stafilokok

No Numune tiirii-kodu log 10 kob/ml
sayis1 (kob/ml)

1. Peynir/ 119-P26 <2.0 x 10~

Z, Peynir/ 120-P27 <2.0 x 107

3. Peynir/ 121-P28 17 %167 5,230

4. Peynir/ 122-P29 52 % 107 5,716

5: Peynir/ 138-P30 <2.0 x 107 :

6. Peynir/ 139-P31 <2.0 x 107

- § Peynir/ 140-P32 4,0x10° 5,602

8 Peynir/ 141-P33 3,6x10° 5,556

9. Peynir/ 142-P34 2,0x10° 5,301

10.  Peynir/ 143-P35 1,2x 107 5,079

11.  Peynir/ 144-P36 8,0x 107 5,903

12.  Peynir/ 145-P37 1,1x10° 6,041

13.  Peynir/ 146-P38 2,0x 107 5,301

14.  Peynir/ 147-P39 <2.0 x 107 :

15.  Peynir/ 165-P40 <2.0 x 107

16.  Peynir/ 166-P41 <2.0 x 107

17.  Peynir/ 167-P42 <2.0 x 107

18.  Peynir/ 168-P43 <2.0 x 107

19.  Peynir/ 169-P44 <2.0 x 107

20.  Peynir/ 170-P45 <2.0 x 107

21.  Peynir/ 171-P46 <2.0 x 107

22.  Peynit/ 172-P47 <2.0 x 107

23.  Peynir/ 173-P48 <2.0 x 107

24.  Peynir/ 195-P49 48x10* 4,681

25.  Peynir/ 196-P50 8,0x 10" 4,903
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