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OZET

CESITLI KAYNAKLARDAN iZOLE EDILEN STAPHYLOCOCCUS
AUREUS’UN BAZI VIRULENS OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Kizanhk Koc¢ak P. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Besin
Hijyeni ve Teknolojisi Programi Doktora Tezi, Aydin, 2019

Staphylococcus aureus (S. aureus) iilkemizde ve diinyada gida intoksikasyonlarinda ve
antibiyotiklere gostermis oldugu direng ile halk sagligini tehdit eden patojenler arasinda ilk
siralarda yer almaktadir. Hayvansal gidalarin S. aureus ile kontaminasyonu; dogrudan
bulasmis gidalarin elde edildikleri hayvanlardan kaynaklanabilecegi gibi, dolayli olarak da
gidalarin islenmesi siiresince yetersiz hijyen sartlarina bagli alet-ekipman ve personel
kaynakli sekillenebilmektedir. Metisilin Direngli S. aureus (MRSA) baslangigta nozokomiyal
bir etken olarak bilinirken, daha sonrasinda etkenin toplum iliskili ve son olarak da ¢iftlik
hayvanlar iligkili suslarinin ortaya c¢ikmasi halk sagligi agisindan oldukca biiyiik bir risk
olarak degerlendirilmektedir. Biitiin bu nedenler géz dniinde bulundurularak, ¢calismada g¢esitli
kaynaklardaki S. aureus diizeyi, etkenin bazi virulens oOzellikleri ve antibiyotik direng

profilinin saptanmas1 amaglanmuistir.

Arastirma kapsaminda 2016 ile 2018 yillar1 arasinda Bati Ege Bolgesi illerinde (Aydin,
Izmir, Mugla) bulunan ¢esitli noktalardan temin edilen gida (850 adet), mezbahada kullanilan
alet-ekipman (150 adet bigak, 150 adet masat ve 150 adet 6nliik) ile ¢alisan personelden (150
adet) olmak {izere toplam 1450 adet 6rnek incelenmistir. Orneklerden konvensiyonel olarak
tespit edilen 106 izolatin 92’sinin (%86,8) PCR ile dogrulamasi yapilmigtir. Tank siiti
orneklerinin %10,8’inin ortalama 3,01 log kob/ml, tulum peyniri 6rneklerinin %17’sinin
ortalama 3,08 log kob/g, tavuk eti 6rneklerinin ise %12’sinin ortalama 2,89 log kob/g ve
karkas orneklerinin ise %4’iiniin ortalama 1,28 log kob/cm? diizeyinde S. aureus ile
kontamine oldugu belirlenmistir. Mezbahada uygulanan kesim proses zamani g6z Oniinde
bulundurularak prosesin basinda alet-ekipman ile personelden alinan 6rneklerin higbirinde S.
aureus’a rastlanilmamustir. Prosesin ortasinda alinan 6nliik 6rneklerinden 1’inde (0,58 log
kob/cm?), personelin ellerinden alman orneklerin ise 2’sinde (1,26 log kob/cm?) S. aureus
saptanmistir. Prosesin sonunda personelden alinan orneklerde S. aureus tespit edilememis,

ancak bicak (0,81 log kob/cm?), masat (0,63 log kob/cm?) ve énliik (0,58 log kob/cm?)
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orneklerinden her birinden 1’er adet olmak iizere kesim prosesinde kullanilan alet-
ekipmanlarda farkli diizeylerde S. aureus kontaminasyonu belirlenmistir.

S. aureus izolatlarinda enterotoksin olusturan 10 genin varligi (Sea-see, seg-selj, sep) varlig
arastirllmis ve 39 adet (%42,4) izolatin bir ya da birden fazla enterotoksin geni igerdigi
belirlenmistir. Enterotoksijenik izolatlarda, klasik enterotoksinleri olusturan genler igerisinde
en ¢ok sed geni saptanmis, yeni tanimlanan enterotoksin genlerinden en ¢ok sei (21 adet), seg
(19 adet) ve seh (20 adet) genleri tespit edilmis, bununla birlikte izolatlarin hig¢birinde selj
geni saptanamamuistir. Ayrica, S. aureus izolatlariin antibiyotiklere kars1 duyarliligt VITEK 2
sistemi ile incelenmis, 92 adet izolattan 66’simin (%71,7) farkli antibiyotik gruplarina karsi
direncgli oldugu belirlenmistir. izolatlarin en ¢ok %65,3 oraninda penisiline direncli oldugu
tespit edilmistir. Bu diizeyi %22,8 ile oksasilin, %18,4 ile klindamisin, %11,9 ile eritromisin,
%09,8 ile sefoksitin, siprofloksasin ve fusidik asit, %7,7 ile daptomisin, %6,6 ile tetrasiklin ve
fosfomisin direncliligi izlemistir. Gentamisine kars1 1 adet (%]1), teikoplanin, vankomisin ile
trimetoprim/sulfametoksazole karsi 3’er adet (%3,2), linezolide karsi ise 4 adet (%4,3)
izolatin direngli oldugu belirlenmistir. Ancak tigesikline kars1t direngli S. aureus izolati
saptanamamistir.

Calisma kapsaminda tiim izolatlarda PCR yontemi ile mecA geni varligi arastirilmis, 13
izolatta (%14,1) mecA geni tespit edilmistir. Ayrica mecA geni tasimayan izolatlar mecC geni
varlig1 yoniinden incelenmis, ancak izolatlarin higbirinde mecC geni varligi belirlenmemistir.
Sonu¢ olarak, c¢esitli kaynaklardan elde edilen S. aureus izolatlarinin ¢ogunun
enterotoksijenik genlere sahip olmasi, S. aureus kaynakli gida intoksikasyonlarinin meydana
gelmesinin miimkiin olabilecegini, izolatlarda saptanan antibiyotik direngliliginin belirli
antibiyotikler agisindan ¢ok yiiksek olmasinin ve aralarinda MRSA izolatlarinin da
bulunmasinin halk saglig1 a¢isindan sorun yaratabilecegi ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, virulens 6zellikleri, antibiyotik direngliligi, halk

sagligl
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ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME VIRULENCE FEATURES OF
STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLATED FROM VARIOUS SOURCES

Kizanlik Kocak P. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences,
Department of Food Hygiene and Tecnology, Phd Thesis, 2019

Staphylococcus aureus (S. aureus) is one of the most important pathogens which threat public
health due to foodborne intoxications and antibiotic resistance in Turkey and all around the
world. The contamination of S. aureus in food occurs due to the animal as the main sources of
animal originated food, lack of hygiene during the processing stages, e.g. contamination of
equipment and food-handler. Methicillin Resistant S. aureus (MRSA), initialy, was known as
a nosocomial agent. Then community-associated MRSA, began to cause infections outside
the health-care environment. The last significant emergence of MRSA has been associated
with livestock animals. Due to this extended spectra in the dissemination, MRSA has become
a great risk for public health. That is because of these reasons, this study was aimed to
investigate the level of S. aureus in various sources and to determine some virulence features,
and antibiotic resistance profile of this agent.

In this study, a total of 1450 samples obtained from food (n:850), equipment (n: 150 knife, n:
150 knife sharpener and n: 150 apron) and workers (n: 150) at the slaughterhouse collected
from some provinces (Aydin, Izmir, Mugla) located in Western Aegean Region of Turkey.
Ninety-two out of 106 (86.8%) conventionally isolated isolates were confirmed as S. aureus
by PCR. It was determined that 10.8% of bulk tank milk samples were contaminated with a
mean of 3.01 log cfu/ml S. aureus. The contamination rates and mean contamination levels
for tulum cheese, chicken meat and beef carcasses were 17% and 3.08 log cfu/g, 12% and
2.89 log cfu/g, and 4% and 1.28 log cfu/g, respectively. When the processing period duration
considered, none of the samples taken from equipment and personel examined at the
beginning of process were found to be contaminated with S. aureus. One of the samples taken
from butcher aprons (0.58 log cfu/ cm?) and 2 of the hands of butchers (1.26 log cfu/cm?)
were found to be contaminated when samples were taken at the middle of the processing
period. At the end of the process, none of the samples taken from personel were found to be

contaminated with this agent. But, one of the samples (each) taken from knives (0.81 log
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cfulcm?®), knife sharpeners (0.63 log cfu/cm?) and aprons (0.58 log cfu/cm?) were found to be
contaminated with S. aureus.

The presence of 10 gens (sea-see, seg-selj, sep) expressing enterotoxins in S. aureus were
investigated and 39 of the isolates (42.4%) were found to be consisting one or more
enterotoxin gens. In isolates, sed was the most often found classical enterotoxin producing
gene, and sei was the most often found (21 isolates) new enterotoxin gene which was
followed by seg (19 isolates) and seh (20 isolates). No selj gen was found in any of the
isolates determined. The antibiotic sensitivity of S. aureus isolates were investigated by
VITEK 2, and 66 out of 92 isolates (71.7%) were found to be resistant to various antibiotics.
The isolates were mostly resistant to penicillin (65.3%), which was followed by oxacillin
(22.8%), clindamycin (18.4%), erythromycin (11.9%), cefoxitin, ciprofloxacin and fusidic
acid (9.8%), daptomycin (7.7%), tetracycline and phosphomycine (6.6%). Beside this, 1
isolate for gentamicin (1%) and 3 isolates for each of teicoplanin, vancomycin,
trimethoprim/sulfamethoxazole (3.2%), and 4 isolates for linezolid (4.3%) were found to be
resistant. But, no S. aureus was found to be resistant to tigecycline.

In this study PCR was carried out for all isolates in order to determine mecA, and this gen was
found in 13 isolates (14.1%). The isolates considered as not carrying mecA were subjected to
PCR analysis in order to determine mecC. But no mecC was determined in any of the isolates
analysed.

It was concluded that most of the S. aureus isolates isolated from various sources related with
food and food processing possesed enterotoxin genes which might have the possibility of
causing foodborne intoxications, and high antibiotic resistance profiles of these strains,
including MRSA strains, for some antibiotics might also result in public health hazards.

Key Words: Staphylococcus aureus, virulence features, antibiotic resistance, public health
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization-WHO) tarafindan gida kaynakli
hastalik; kontamine gida ve suyun tliketilmesi sonucu olusabilen enfeksiyoz veya toksik
karakterli hastalik olarak tanimlanmaktadir. Giiniimiizde 250 adede yakin gida kaynakli
hastalik tanimlanmis, bu hastaliklarin da yaklasik iigte birinin bakteriyel etkenler tarafindan
meydana getirildigi saptanmistir. Gida kaynakli bakteriyel hastaliklar, etkenlerin 6zelliklerine
bagl olarak ii¢ farkli sekilde olusmaktadir. Bunlardan ilki patojen bakterilerin iirettikleri
ekzotoksin veya endotoksinlerin alinmasiyla meydana gelen intoksikasyon tipidir. Ikincisi
bakterilerin vejetatif sekillerinin alinmasi1 sonucu enfeksiyon tipi, sonuncusu ise etkenlerin
gida ile alindiktan sonra bagirsaklarda toksin iiretmesi sonucu olusan toksi enfeksiyon tipidir
(Bhatia ve Zahoor, 2007; Muratoglu ve ark, 2015).

Gida kaynakli bakteriyel hastaliklarda kontamine gidanin tiiketiminin ardindan patojenin
veya toksinlerinin sindirim sisteminin bariyeri olarak kabul edilen epitelyum hiicrelerini
gecmesi sonucu genelde gidanin tiiketilmesinden belirli bir siire sonra bulanti, kusma,
abdominal kramp, ishal gibi semptomlar goriilmektedir. Gida kaynakli enfeksiyonlardan
genellikle hayvansal (et ve et lriinleri, siit ve siit tiriinleri vb.) kaynakli gidalar sorumlu
tutulmakla birlikte, bu hastaliklara bebekler, ¢ocuklar, yaslilar, hastalar gibi immunsiipresif
kisiler predispoze kabul edilmektedir (Normanno ve ark, 2007a; Aydin ve Sudagidan, 2016).

Son donemlerde yapilan epidemiyolojik calismalarda gida kaynakli hastaliklarin
insidansinin  arttigr  belirlenmistir. Bu duruma neden olarak da gida endiistrisinin
kiiresellesmesi, hizli niifus artisi, klimatik degisiklikler, go¢lerin artisi, insanlarin yasam tarzi
ve beslenme aliskanliklarindaki demografik degisimler, toplumlarda hastaliklara predispoze
insan sayisinin artmasi, mikrobiyel adaptasyon ve antimikrobiyel diren¢ gibi faktorler
gosterilmektedir. Bununla birlikte, bakterilerin gelisme ve hayatta kalma regiilasyonu ile ilgili
mekanizmalar, polimikrobiyal etkilesim ve c¢evresel faktorlere karsi bakterilerin savunma
mekanizmalarindaki degisimler de hastaliklarin insidansindaki artigta rol oynamaktadir (Erol,
2016; Xu ve ark, 2016).

Hastalik Kontrol ve Engelleme Merkezi (The Centers for Disease Control and
Prevention; CDC) 2015 degerlendirme raporunda Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) 902
adet gida kaynakli salgininin kayit altina alindigi, 15 202 kisinin gida kaynakli hastaliklardan
etkilendigi, bunlardan 950’°sinin hastaneye kaldirildigi ve 15 kisinin de 6ldigii bildirilmistir.
ABD’de gida kaynakli hastaliklarin son 20 yilda 6nemli 6l¢iide artmis oldugu ve niifusun
yaklagik dortte birinin gida kaynakli hastaliklar agisindan yiiksek risk tasidigi arastirmacilar



tarafindan ortaya konulmustur. Ayni raporda, bu hastaliklardan sorumlu ilk bes bakterinin
sirastyla Salmonella spp, Clostridium perfringens, shiga toksin benzeri toksin iiretebilen
Escherichia coli, Campylobacter spp. ve enterotoksijenik S. aureus oldugu bildirilmistir
(CDC, 2018).

S. aureus gida kaynakli bir patojen olmanin yaninda sahip oldugu virulens faktorleri
nedeniyle insanlarda ve hayvanlarda ¢ok sayida enfeksiyona neden olabilen, ortam sartlarina
oldukca dayanikli ve cevresel kaynaklarda yaygin olarak bulunan bir mikroorganizmadir.
Etken patojen bir tiir olmasina karsin insanlarin deri ve burun mukozalarinda da bulunmakta
ve bu durum etkenin yayilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte S. aureus’a
gidalarda, gida isletmelerinde ve bu isletmelerde c¢alisan personellerde siklikla
rastlanmaktadir. Gida isletmelerinde asemptomatik personel olasi kontaminasyon riskinden
dolay1 Stafilokok kaynakli intoksikasyonlarin dnemli kaynagi olarak kabul edilmektedir. Gida
isleme prosesinde hijyen uygulamalarina dikkat edilmedigi takdirde personel haricinde
gidalarin hazirlanmasinda kullanilan alet-ekipmanin da kontaminasyonda onemli bir paya
sahip oldugu bilinmektedir (Doyle ve ark, 2012).

Stafilokok kaynakli intoksikasyonlarin ¢ok biiylik bir béliimii S. aureus’un toksijenik
suslari tarafindan tiretilen siiperantijenik yapidaki, 1siya direngli enterotoksinler ile kontamine
olmus gidalarin alinmast sonucu meydana gelmektedir. Stafilokokal intoksikasyanlarin
olusabilmesi i¢in gidanin enterotoksijenik S. aureus ile kontamine olmasi ve etken tarafindan
toksin Uretilebilmesi i¢in uygun sartlarda bir siire beklemis olmasi gerekmektedir (Normanno
ve ark, 2007a; Cakici ve ark, 2015). Etkenin yarigmaci 6zelligi zayif olmasi nedeniyle ¢ig
gidalardaki mikroflora ile rekabet edemediginden, kontaminasyon genellikle gidalarin
islenmesi, pisirilmesi, depolanmasi, tasinmasi ve tiiketime sunulmasi sirasindaki uygun
olmayan sartlar ve yetersiz hijyen uygulamalart sonucu meydana gelmektedir (Argudin ve
ark, 2010; Hennekinne, 2018).

S. aureus protein ve karbonhidratlarca zengin, asitligi diisiik olan gidalarda rahatlikla
gelisebildiginden, intoksikasyonlardan sorumlu gidalarin biiylik bir kismimin hayvansal
gidalar oldugu dikkat c¢ekmektedir. Stafilokokal intoksikasyonlar, enterotoksin iceren
gidalari alinmasindan 1-6 saat sonra abdominal agri, mide bulantisi, kusma ve gastroenterit
gibi semptomlar ile agiga ¢ikmaktadir (Argudin ve ark, 2010; Aydin ve ark, 2011a; Crago ve
ark, 2012; Doyle ve ark, 2012).

Stafilokokal enterotoksinler antijenik 6zelliklerine gore SEA, SEB, SEC, SED ve SEE
olmak iizere 5 biiyiik serotipe ayrilmistir. Ancak SEH’nin bulunmasiyla birlikte klasik

enterotoksinler haricinde de gesitli Stafilokokal enterotoksinler ve enterotoksin benzeri



toksinlerin varlig1 ortaya konulmustur. intoksikasyondan sorumlu toksinler hakkinda yapilan
arastirmalarin bazilarinda klasik enterotoksinlerden c¢ok, yeni tespit edilen enterotoksinlerin
intoksikasyonlarda daha fazla oranda rol oynadiklar1 bildirilmistir. S. aureus’un neden oldugu
patojenitenin en alt seviyeye indirilmesi i¢in ¢alisilmasina ragmen intoksikasyonlarda
beklenen diizeyde azalma goriilmemesi, etkenin gidalarda her gegen giin daha gilivenilir
yontemlerle ve dogru olarak belirlenmesini, epidemiyolojisinin ve patogenezinin daha iyi
ortaya konulmasini gerektirmektedir. Dolayisiyla son donemlerde yapilan ¢alismalarda yalniz
enterotoksinlerin tespiti yerine S. aureus izolatlarinda enterotoksin olusumundan sorumlu
genlerin varhigi da arastirilmaktadir (Bania ve ark, 2006; Aydin ve ark, 2011a; Xu ve ark,
2016; Fisher ve ark, 2018)

Hem insan hem de hayvanlarin tedavisinde, ayn1i zamanda profilaktik amagli ve
bliylimeyi hizlandirmak gibi diger amaclarla bilingsiz antibiyotik kullanimi sonucu
antibiyotiklere karsi direng gelismekte ve bu direng bakteriler arasinda yayilmaktadir. Son
yillarda antibiyotiklere kars1 direncin arttigi, bu artisin da antibiyotik Oncesi ¢aga doniise ve
tedavi edilemeyen hastaliklara yol acabilecegi bildirilmektedir. WHO ve ¢ok sayidaki diger
organizasyonlar, antibiyotik direncini halk sagligmni tehdit eden 6nemli tehlikelerden biri
olarak tanimlamakta, diren¢ olusumunun Onlenmesinin ve kontrol programlarinin
gelistirilmesinin hayati énemini vurgulamaktadir (Normanno ve ark, 2007b; Aydm ve ark,
2011b).

Halk sagligi agisindan, S. aureus’un intoksikasyon disinda Onemli olan bir diger
ozelligi ise antibiyotiklere kars1 gosterdigi direnctir. S. aureus daha onceki caligmalarda
nozokomiyal enfeksiyonlardan sorumlu tutulsa da, yapilan arastirmalar gida kaynakli
enfeksiyonlarda S. aureus tasiyict veya enfekte kisilerin gidalarin kontaminasyonunda ve
enfeksiyonun yayilmasinda etkin oldugunu géstermistir. Kontamine gidanin tiiketilmesiyle
ozellikle immunsupresif insanlarin bagirsaklarinda patojenik ve patojenik olmayan bakteriler
arasinda diren¢ genlerinin transferiyle direncin yayildigi saptanmistir (Normanno ve ark,
2007a; Pesavento ve ark, 2007; Aydin ve ark, 2011b).

Penisilinin klinik kullanima sunulmasiyla S. aureus’a bagli enfeksiyonlarin
oranlarinda 6nemli azalmalar goriilmiis, ancak hizla penisilinlere ve ardindan yar1 sentetik
tirevi olan metisiline kars1 direng geligsmistir. Bunu takiben tiim diinyada yayginlasan
Metisilin Direngli S. aureus (Methicillin Resistant S. aureus-MRSA) suslar1 nozokomiyal
enfeksiyonlarin 6nemli bir etkeni haline gelmistir. Daha sonrasinda toplum iliskili MRSA

enfeksiyonlart meydana gelmis ve yaygin olarak goriilmeye baslanmis, ardindan da giftlik



hayvanlar1 kaynakli MRSA ile farkli bir boyut kazanmistir (Doyle ve ark, 2012; Sergelidis ve
Angelidis, 2017).

Son donemlerde yaygin bir sekilde kullanilan molekiiler yontemler, gidalardaki hedef
mikroorganizmanin saptanmasinda giivenli bir alternatif olarak onem kazanmistir. Ayrica,
konvansiyonel analiz metodlarinda, molekiiler yontemlere gore istatistiksel ve metodolojik
hata olasiliginin daha yiiksek oldugu bilinmekte ve ayni zamanda konvansiyonel analiz
metodlar ile izolasyon ve identifikasyon i¢in gereken siirenin uzun, laboratuvar yiikiiniin de
daha fazla oldugu ifade edilmektedir. Diger taraftan, gida mikrobiyolojisinde tiir
identifikasyonu haricinde siipheli izolatin patojenite agisindan karakterize edilmesinin 6nem
kazanmast ve molekiiler tekniklerle izole edilen suslarin patojenite ve toksijenite
ozelliklerinin genetik diizeyde tanimlanabilmesi, s6z konusu yontemlerin 6nemini daha da
arttirmaktadir. Ayrica genotipik yontemlerin, fenotipik yontemlere gore tiplendirilebilirlik ve
tekrarlanabilirlik bakimindan daha da iistiin yontemler oldugu bilinmektedir. Bu nedenle gida
giivenligi ile halk sagliginin kontrolii ve devamliligin saglanmasi amaciyla kullanilan klasik
yontemlerin diginda, hizli ve hassas sonu¢ veren molekiiler yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
S6z konusu molekiiler yontemlerden en ¢ok kullanilani Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction-PCR) olup, bu yontem mikroorganizmalarda g¢esitliligin
saptanmasinda, patojenite 6zeliklerinin ortaya konulmasinda biiyiik kolayliklar saglamaktadir
(Aydin ve Sudagidan, 2016).

Sonug olarak, gida gilivenliginin halk saglig: ile iliskili kiiresel olarak genisleyen bir
konu oldugu ve “siftlikten ¢atala” biitiin boyutlar1 ile degerlendirilmesi gerekliligi ortaya
¢ikmaktadir. Ulkemizde ve diinyada gida zehirlenmelerinde ve antibiyotiklere gostermis
oldugu direnc ile patojenler arasinda S. aureus ilk siralarda yer almaktadir. S. aureus
toksinleri araciligiyla hastalik olusturdugundan, kendisinin varli§inin yani sira toksin
olusturma yeteneginin olup olmadigi da arastirilmalidir. Etkenin ¢ogu hayvansal gidada, alet-
ekipmanda ve personelde bulunmasi sebep olabilecegi intoksikasyon riskinin yaninda
antibiyotik direncliliginin yayilmasinda da onemli bir faktor olarak kabul edilmektedir.
Yapilan literatlir taramasinda, bolgemizde gida kaynakli S. aureus hakkinda yapilan
caligmalarin smirli sayida oldugu goriilmiistiir. Rapor edilen tez calismasinda gesitli
kaynaklardaki S.aureus diizeyinin, etkenin bazi virulens 6zelliklerinin, antibiyotik duyarlilik

profilinin saptanmasi ve konu ile ilgili ¢6ziim 6nerilerinin ortaya konulmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. S. aureus’un Tarihcgesi

Stafilokoklar ilk kez 1880 yilinda Iskogyali cerrah Sir Alexander Ongston tarafindan
bir hastanin diz eklemindeki apsede tanimlanmistir. Bunun ardindan Ongston apselerden izole
ettigi bakteriler ile saglikli kobaylar ve fareler iizerinde deneysel olarak apseleri tekrar
olusturmus ve etkenin enfeksiyoz 6zelligini kanitlamistir. Mikroskobik incelemede ise etken
tiziim salkimina benzedigi i¢in Yunanca staphylo lizim salkimi, coccus da tane anlamina
geldiginden “Staphylococcus” olarak isimlendirilmistir (Adams ve Moss, 2008; Myles ve
Datta, 2012; Henry, 2013).

Alman doktor Friedrich Julius Rosenbach 1884 yilinda ilk kez saf kiiltiirlinli yaparak
Stafilokoklarin karakteristik 6zelliklerini incelemistir. Yaptig1 incelemede kati besiyerinde iki
farkli renkte koloni tespit etmistir. Rosenbach, besiyerinde sar1 renk veren kolonileri S.
pyogenes aureus, beyaz renk verenleri ise S. pyogenes albus olarak isimlendirmistir. Yirminci
ylizyillin baglarinda yapilan c¢aligmalar Stafilokoklarin Mikrokoklardan farkli oldugunu
gosterse de Winslow 1920°de bakteriyel siniflandirmada Stafilokoklar1 Micrococcus cinsine
dahil edilmistir. Evans 1955’te anaerobik sartlarda glikozdan asit olusturabildiklerini ortaya
koyarak “Staphylococcus” ismini ayri bir cins olarak tanimlamistir (Baird-Parker, 1965;
Bhatia ve Zahoor, 2007; Henry, 2013).

Ik kez 1884 yilinda Vaughan ve Sternberg tarafindan Michiagan’da kontamine
peynirlerin tliketimi sonucu sekillenen toksikasyonun Stafilokokal kaynakli olabilecegi
belirtilmistir. Owen 1907°de kuru sigir eti tiikketimiyle olusan salginda Stafilokokal gida
zehirlenmesi ile benzer semptomlara rastladigini bildirmistir.  Barber ise 1914 yilinda
mastitisli bir hayvandan elde edilen siitii tiiketmesi sonucu Stafilokok intoksikasyonunun
semptomlarin1 gostermis, sonrasinda bu siitten Stafilokok izole edip, semptomlarin toksin
kaynakli oldugunu ilk kez kanitlamistir. Stafilokokal intoksikasyonunun etiyolojisi hakkinda
bir sonraki ilerleme 1930’da Dack ve arkadaslari tarafindan bildirilmistir. Dack ve arkadaslar
11 kisinin intoksikasyonunun tiiketmis olduklar1 kek nedeniyle sekillendigini bulmus ve bu
toksikasyondan enterotoksin tireten sar1 renkli hemolitik Stafilokoku sorumlu tutmustur. Daha
sonrasinda keklerden izole edilen stafikok kiiltiirlerinden elde edilen siipernatanti bir tavsana
intravendz olarak, 3 goniillli insana da oral olarak verilmistir. Tavsan sekillenen ishalin hemen
ardindan oliirken, insanlarda silipernatant verilmesinden 3 saat sonra mide bulantisi,

abdominal kramp, kusma, ishal ve sersemleme sekillenmis ve gastrointestinal sistem lizerine



etkili olan Stafilokoksik toksin ilk ger¢ek enterotoksin olarak kabul edilmistir (Hennekinne ve
ark, 2012; Henry, 2013; Seo ve Bohach, 2013).

2.2. S. aureus’un Klasifikasyonu

Bergey’in “Manuel of Systematic Bacteriology” 1986 basiminda, Staphylococcus ve
Micrococcus cinsleri, Micrococcaceae ailesinde Stomatococcus ve Planococcus cinsleri ile
birlikte bulunmaktaydi. Ancak yapilan molekiiler filogenetik ve kemotaksonomik analizler ile
Stafilokoklarin Mikrokoklarla yakindan iligkili olmadigi ortaya konulmustur. Bergey’in
“Manuel of Systematic Bacteriology” son baskisinda Stafilokoklar Firmicutes subesi Bacilli
simifi Bacillales takiminda Staphylococcaceae ailesi iginde Genus 1 olarak tanimlanmistir
(Winn ve ark, 2006; Becker ve ark, 2015).

Ocak 2013 itibariyle Staphylococcus cinsinin i¢inde 21 alt tiir dahil olmak iizere 45 tiir
tanimlanmistir. Stafilokok tiirlerinin ¢ogu memelilerin ve kanathilarin deri ile mukozalarinda
bulunmaktadir. Stafilokoklar arasindan S. aureus insanlar i¢in en dnemli patojen tiir olarak
kabul edilmekte ve S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus subsp. saprophyticus ve
S. lugdunensis de insanlarda enfeksiyon olusturabilmektedir. Ayrica enfeksiyonlardan nadir
olarak S. auricularis, S. capitis subsp. capitis, S. capitis subsp. urealyticus, S. caprae, S.
cohnii subsp. cohnii, S. cohnii subsp. urealyticus, S. hominis subsp. hominis, S. hominis
subsp. novobiosepticus, S. pasteuri, S. pettenkoferi, S. saccharolyticus, S. schleiferi subsp.
schleiferi, S. simiae, S. simulans, S. warneri ve S. xylosus da sorumlu tutulmaktadir (Becker
ve ark, 2015).

2.3. S. aureus’un Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

S. aureus Gram pozitif, yaklasik 1 pm capinda bir bakteri olup, mikroskobik
incelemede tek, ¢ift veya {iziim salkimi formunda kok seklinde gozlemlenmektedir. Hiicre
duvart lizozime direngli ancak lizostafine duyarli, hareketsiz, katalaz ve koagulaz pozitif,
oksidaz negatif olan S. aureus, gida toksikasyonlarindan sorumlu Clostridium perfringens, C.
botulinum ve Bacillus cereus’un aksine sporsuz bir bakteridir. S. aureus hemoliz yapma
yetenegi nedeniyle koyun kanli agarda sar1 renkte koloni pigmentasyonu gostermektedir.
Stafilokoklar peptidoglikan tabaka ve teiokik asit igeren tipik bir Gram pozitif bakteri hiicre
duvarma sahipken, S. aureus’un antibakteriyellere diren¢ gelistirmis suslarinin hiicre
duvarlarinda farkli yapilar bulunabilmektedir (Le Loir ve ark, 2003; Jay ve ark, 2005; Adams
ve Moss, 2008; Bhunia, 2008; Seo ve Bohach, 2013; Becker ve ark, 2015).



S. aureus fakiiltatif anaerob olmasina ragmen aerob kosullar altinda daha fazla tireme
gostermekte ve glikoz metabolizmasinin son iiriinii olan asetoini iiretebilmektedir (Seo ve
Bohach, 2013). Koagulaz enzimi S.aureus suslarinin identifikasyonunda kullanilan 6nemli bir
ozellik olmakla birlikte kesin belirleyici bir faktoér degildir (Erol, 2007). Etkenin mannitolii
fermente edebilmesi ise identifikasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Winn ve ark, 2006; Seo
ve Bohach, 2013).

S. aureus i¢in en basarili ve yaygin olarak kullanilan besiyeri 1960’11 yillardan bu yana
Baird Parker agardir. Selektif 6zelligi oldukg¢a iyi olan bu besiyeri igermis oldugu lityum
kloriir ve suplement igerisinde bulunan telliirit ile rekabetci floranin inhibisyonunu saglarken,
yapisindaki piruvat ve glisin ile hazirlandiktan sonra ilave edilen yumurta saris1 hasar géren
hiicrelerin toparlanmasina yardimci olmaktadir. Telliiritin S. aureus tarafindan indirgenmesi
sonucu Karakteristik parlak siyah koloniler goriilmektedir. Kolonilerin etrafinda da yumurta
sarisindaki lipovitellinin lesitinaz tarafindan hidrolizi sonucu seffaf zon olusmakta ve boylece
S. aureus icin 2 tipik 6zellik belirlenebilmektedir. Ancak koagulaz, termoniikleaz testleri gibi

diger testlerle de sonuglarin dogrulanmasi gerekmektedir (Adams ve Moss, 2008).

2.4. S. aureus’un Gelisimini ve Enterotoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Her mikroorganizma gibi S. aureus da sicaklik dereceleri, pH, besin maddeleri gibi i¢
ve dis faktorlerden etkilenmektedir (Hennekinne ve ark, 2012). S. aureus aminoasitleri genel
anlamda nitrojen kaynagi olarak kullanmaktadir. Ayrica etken yasamsal faaliyetlerini
stirdiirmek i¢in B grubu vitaminlerden niasin ve tiamine de ihtiya¢ duymaktadir. S. aureus’un
iremesinde aerob ortam optimal olarak kabul edilirken, anaerob ortamda ise etken urasile
gereksinim duymaktadir (Le Loir ve ark, 2003; Jay ve ark, 2005).

S. aureus rekabetgi Gzelliginin zayif olmasi nedeniyle gidalarda bulunan yarigmact
mikroflora tarafindan inhibe edilmektedir. Bu inhibisyon mikroflora kaynakli pH diisiist,
hidrojen peroksit (H,0,) {iretimi, bakteriyosinler, ugucu bilesikler gibi nedenlerden
kaynaklanmaktadir. Inhibisyon seviyesini etkileyen en dnemli faktdrler; rekabetci flora diizeyi
ve bu diizeyin S. aureus diizeyine orani ile ortam sicakligidir (Le Loir ve ark, 2003; Paulin ve
ark, 2011; Hennekinne ve ark, 2012).

Stafilokokal enterotoksinleri (SE) iireten suslar 1sil islem ile kolayca
yikimlanabilmesine ragmen enterotoksinler 1sil isleme dayaniklidir. Enterotoksinler ayni
zamanda gastrointestinal sistemdeki proteolitik enzimlere karsi da direng gostermektedir.

Ancak glikoz SE iiretimini, 6zellikle de SEB ve SEC iiretimini inhibe etmektedir. Bu



inhibisyon glikoz metabolizmasina bagl pH diisiisiinden kaynaklanmaktadir (Le Loir ve ark,
2003; Hennekinne ve ark, 2012; Seo ve Bohach, 2013).
S. aureus’un iiremesi ve toksin olusturabilmesi ile ilgili gerekli kosullar Tablo 1'de

verilmistir (Adams ve Moss, 2008).

Tablo 1. S. aureus’un lireme ve toksin olusturmasi i¢in genel kosullar

Ureme Toksin Olusturma
Optimum Spektrum Optimum Spektrum
Sicaklik (°C) 35-37 7-48 35-40 10-45
pH degeri 6,0-7,0 4-9,8 6,0-7,0 4,8-9,0
aw degeri 0,98->0,99 0,83->0,99 0,98 0,86->0,99
% NaCl 0,5-4 0-20 0,5 0-10
Aerob
Atmosfer Aerob Aerob—Anaerob (%5-20 DO,) Aerob-Anaerob

2.4.1. Sicakhik

S. aureus 7-48°C’ler arasinda iireyebilen tipik bir mezofilik bakteri olmakla birlikte
optimum tireme sicakligr 37°C’dir. Toksin olusumu i¢in sicaklik degerleri 10 ile 46°C’ler
arasinda gosterilmekle beraber, optimum sicaklik 35 ile 40°C’ler arasinda kabul edilmektedir.
Ancak yapilan galigmalarda etkenin 10°C’de de enterotoksin olusturabildigi bildirilmistir. S.
aureus’un siitteki logaritmik fazindan elde edilen kiiltiirlerinde Dg, nin 20-65 sn, D7,’nin 4,1
sn oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte S. aureus’un diger siit triinlerinde su aktivitesi
degerinin (ay) 0,70-0,80’lere diisene kadar 1s1ya direngli oldugu, daha diisikk degerlerde ise
bu direncin azaldigi rapor edilmistir. Yapilan ¢aligmalarda 1s1 direncinin degisken oldugu ve
sabit fazdaki kiltiirlerin daha direngli oldugu tespit edilmistir (Adams ve Moss, 2008;
Hennekinne ve ark, 2012).

2.4.2. pH Degeri

pH 4,0 ile 10,0 arasinda olduk¢a genis bir spektrumda iireyebilen S. aureus igin

optimal tireme ve enterotoksin iiretim pH diizeyi 6,0 ile 7,0 arasinda bulunmaktadir. S.



aureus’un gelismesini etkileyen diger parametrelerde oldugu gibi minimum tireme pH’s1 da
diger tiim parametrelerin optimal seviyede olma derecesine baglidir. Ornegin pH 5,1°de aerob
sartlarda enterotoksin tretimi belirlenirken, anaerobik sartlarda pH 5,7°’de enterotoksin
iiretimi belirlenememistir. Ayn1 zamanda pH’nin alkali olmasinin da enterotoksin liretimini
olumsuz etkiledigi bildirilmistir (Le Loir ve ark, 2003; Jay ve ark, 2005; Paulin ve ark. 2011;
Hennekinne ve ark, 2012).

2.4.3. Su Aktivitesi Degeri (aw)

Gida ile iliskili diger patojenlere kiyasla S. aureus a,, degeri agisindan ¢ok daha genis
aralikta tireyip, enterotoksin olusturabilmektedir. S. aureus genellikle %7-10 diizeyinde NaCl
iceren ortamlarda iireyebilirken, bu deger pH, a,, sicaklik gibi faktorlere bagli olmakla
birlikte bazi1 suslar1 i¢in %20’ye kadar ¢ikmaktadir. Toksin olusturmak i¢in ortamdaki
maksimum NaCl miktarmnin %10’a kadar diistiigii belirtilmektedir. S. aureus’un gelisebildigi
ve toksin olusturabildigi minimum a,, degerleri sirasiyla 0,83 ve 0,86 olarak bildirilmektedir
(Adams ve Moss 2008).

Genel olarak, ortamdaki tuz konsantrasyonu arttiginda, etkenin gelismesi icin gerekli
olan minimum pH degerinin yiikseldigi, ayrica yiiksek NaCl konsantrasyonunun pH’dan
bagimsiz olarak da enterotoksin iiretimini olumsuz yonde etkiledigi belirtilmektedir (Le Loir
ve ark, 2003).

S. aureus’un osmotolerant 6zelligi lizerine yapilan arastirmalarda, etkenin diisiik ay,
degerlerinde, ortama tepki olarak glisin, betain, karnitin, prolin gibi diisiik molekiil agirlikli
bilesikler rettigi saptanmig, bu maddelerin sadece tiremeyi degil aynmi zaman da toksin
sentezini de uyardigi tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada diisiik a, degerine sahip bir
ortamda prolin varliginda SEB iiretiminin belirgin bir sekilde uyarildigi bildirilmistir (Qi1 ve

Miller, 2000; Hennekinne ve ark, 2012).

2.4.4. Atmosfer

S. aureus fakiiltatif anaerob bir bakteri olmasina ragmen aerob sartlarda daha iyi
ireyebilmekte ve toksin olusturabilmektedir. Anaerob sartlardaki lireme oldukg¢a yavas
olmakla birlikte inkiibasyon siiresi uzatilsa dahi aerob sartlar altinda ulasilan degerlere
ulasilamadig1 yapilan arastirmalarla da kanitlanmistir (Hennekinne ve ark, 2012).

Belay ve Rasooly (2002) tarafindan yapilan arastirmada, 37°C’de inkiibe edilen
kiiltiirlerin tireme siiresinin (generation time) aerob sartlarda 35 dakika, anaerob sartlarda ise

80 dakika oldugu tespit edilmistir. Yine ayni ¢alismada SEA’nin anaerob sartlarda aerob



sartlara gore nispeten daha az olmakla birlikte her iki durumda da 120 dakika inkiibasyonun

ardindan tiretildigi bildirilmistir.

2.5. S. aureus’un Virulens Faktorleri

S. aureus hem insan hem de memeli hayvanlarin deri ve mukozal yiizeylerinin normal
florasinda bulunabilen bir bakteri olmakla birlikte, sahip oldugu virulens faktorleri nedeniyle
cesitli enfeksiyon ve intoksikasyonlara da neden olabilmektedir (Bhatia ve Zahoor, 2007;
Zecconi ve Scali, 2013). Konake1 iligkili faktorlere karst etkenin sahip oldugu toksinlerin,
hiicre duvarn ile iliskili adezinlerin ve ekzoproteinlerinin patojenite de énemli rollere sahip

oldugu bilinmektedir (Peacock ve ark, 2002).

2.5.1. Kapsiil

S. aureus’un genellikle mukoid tirlerinde polisakkarit yapida  kapsiil
bulunabilmektedir. Bu kapsiil etkeni fagositozdan koruyarak virulensini arttirmaktadir. S.
aureus’a ait her biri heksoz-amin-iironik asit igeren polisakkarit yapida 11 tip kapsiil
tamimlanmis ve kapsiillerden 4’tniin (tip 1, 2, 5 ve 8) biyokimyasal karakterizasyonu
yapilmustir. Klinik izolatlarinin %70-80’inde tip 5 ve 8 kapsiil serotiplerinin varlig
bildirilmistir. Ayrica bu iki kapsiil serotipinin diger virulens faktorleriyle iliskili oldugu,
oksasilin direngli S. aureus suslarinin biiylik ¢ogunlugunda tip 5 kapsiil, toksik sok sendromu
toksini tireten suslarinin ¢ogunda da tip 8 kapsiil bulundugu arastirmacilar tarafindan tespit

edilmistir (O’Riordan ve Lee, 2004; Winn ve ark, 2006).
2.5.2. Hiicre Duvari

2.5.2.1. Peptidoglikan tabaka

S. aureus’taki peptidoglikan tabaka; N-asetilmuramik asit (NAMA) ve N-
asetilglukozamin  (NAGA) rezidiilerinden olusan, tipik olarak 20-30 nm kalinliginda,
koruyucu bir bariyer olmanin yani sira hiicre morfogenezi, hiicre boliinmesi ile patogenez igin
gerekli ylizey proteinleri ve hiicre dis1 matriksin adezyonunda gorevli bir yapidir (Sharif ve
ark, 2009).

Hiicre duvari sentezi enzimatik adimlardan olugmaktadir. Transglikozilaz disakkarid
pentapeptidlerin birbirlerine baglanmalarina, transpeptidaz pentapeptid kopriiler olusturarak
peptidoglikan yapinin retikiiler bir yap1 kazanmasina ve D-karboksipeptidaz ise pentapeptid

yap1 igindeki son D-alaninin zincirden ayrilmasina neden olmaktadir (Cottagnoud, 2002).
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Transpeptidaz sitoplazmik membrana gomiilii, karbokispeptidaz ise periplazmik
araliga uzanan iki kisstmdan olusmaktadir. Transpeptidazin aktif bolgesi periplazmik kisimda
yer almaktadir. Penisilin ve diger beta-laktamlar bu enzimlerin substrat analoglari oldugu ve
NAMA-pentapeptid iinitesinin son kisminda yer alan D-alanin-D-alanin dipeptidine
benzediklerinden dolay1 Penisilin Baglayan Proteinler (Penicillin Binding Proteins-PBP)
olarak da isimlendirilmektedirler. Beta laktam antibiyotikler, transpeptidazlara geri
doniisiimsiiz olarak baglanip, enzimin aktif bolgesini etkileyerek stabil ve islevsiz bir enzim
kompleksi olusturmaktadir (Moreillon ve ark, 2005). PBP’lerin inhibisyonu bakterinin
oliimiine neden olurken, PBP’lerin beta-laktam antibiyotiklere olan afinitesindeki azalma ise
antibiyotik direncine neden olmaktadir (Cottagnoud, 2002). Bunlara ek olarak MRSA’lar
farkli bir PBP olan PBP2a’ya sahiptirler. PBP2a metisilin ile diger beta-laktam ilaglarin
coguna afinitesi diisiik olan, hiicre membranina bagli ve transpeptidasyon reaksiyonunu
katalizleyen bir enzimdir. Boylece diger PBP’ler beta laktam grubu antibiyotiklerle inhibe
olsalar da, hiicre duvar1 sentezi PBP2a’nin transpeptidaz aktivitesi aracilifiyla devam

etmektedir (Unal, 2009).

2.5.2.2. Teikoik asit

Teikoik asit, sadece Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan, 5-karbonlu
ribitol ya da 3-karbonlu gliserol birimlerinden meydana gelmis bir polimerdir. Hiicre
duvarmin yaklasik %30-50’sini olusturmakta ve kalinliginin yaklagik 10-12 nm arasinda
oldugu belirtilmektedir. Bu polimer, ribitol veya gliserol molekiillerinin fosfodiester baglar
ile baglanarak ribitol teikoik asiti ya da gliserol teikoik asiti olusturur. Ribitol teikoik asit
hiicre duvarina baglanirken, gliserol teikoik asit hiicre membranina baglanmaktadir.

(Swoboda ve ark, 2010).

Teikoik asit yapisi, hiicre yiizeyine negatif ylik vererek c¢esitli metal iyonlarinin,
katyonlarin lokalizasyonunda ve otolitik enzimlerin aktivasyonunda rol oynamaktadir (Winn
ve ark, 2006). S. aureus’ta bulunan ribitol teikoik asit mukozalarda bulunan 6zgiil
reseptorleri (fibronektin, fibrinojen, elastin, sialoprotein ve kollojen) ile birleserek etkenin
konaga tutulumunu (adherens) saglamaktadir. Ayrica hiicre duvarinin sertligini ve esnekligini
de desteklemektedir (Neuhaus ve Baddiley, 2003; Weidenmaier ve ark, 2005; Winn ve ark,
2006).
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2.5.3. Yiizey Proteinleri

S. aureus’un konakg¢min ekstraselliiler matriks ve plazma proteinlerine adezyonu
etkenin kolonizasyonu ve yayiliminda oldukc¢a onemli bir faktordiir. Ekstraselliiler matrikse
baglanma “Adeziv Matriks Molekiillerini Taniyan Mikrobiyel Yiizey Bilesenleri” (Microbial
Surface Components Recognising Adherence Matrix Molecules-MSCRAMM) ve
“Salgilanabilen Genisletilmis Adezyon Molekiilleri” (Secretable Expanded Repertoire
Adhesive Molecules-SERAMS) olarak bilinen bakteri ylizey proteinlerinin aracilik ettigi
enfeksiyon siirecinin ilk adimidir. Yiizey proteinlerinin ¢ogu sortaz enzimi araciligi ile
konakg¢1 hiicresine kovalent olarak baglanabilmektedir. Bu proteinler ekstraselliiler matrikse
baglanmanin yanit sira konak¢inin  immun cevabi {izerine etkili olup, etkenin
internalizasyonunda da gorev almaktadir (Clarke ve Foster, 2006; Chavakis ve ark, 2007).

Yiizey proteinlerinden Stafilokokal Protein A (SpA) konakgi hiicre duvarina baglanma
ile ilgili ¢ogu arastirmada model olarak kullanildigindan ayr1 bir 6neme sahiptir (Clarke ve
Foster, 2006). Molekiil agirligi 42 kDa olan SpA, IgG’nin Fc (fragment crystallizable—
kristalize olabilen fragment) kismina baglanip, Fc ile reseptor iliskili fagositozu bloke
etmekte, ayrica kompleman aktivasyonunun baslatilmasini da engelleyebilmektedir. SpA,
spesifik olarak Timo6r Nekroz Faktori-oa’nin (Tumor Necrosis Factor-o; TNF-a) reseptorii
Tiimor Nekroz Faktor Reseptor 1°e (Tumor Necrosis Factor Receptor 1; TNFR 1) baglanarak
yangisal uyarilmay1 azaltir (Palmgqvist ve ark, 2002; Chavakis ve ark, 2007; Zecconi ve Scali,
2013). Ayrica SpA insanlarda bulunan “Von Willebrand Faktori” (VWF)’nli de baglama
yetenegine sahiptir. Trombositler normal sartlar altinda endotele veya birbirlerine
yapismazken, entodel biitiinliigliniin bozuldugu durumlarda agiga ¢ikan subendotelyal
kollojene yapismaktadir. Bu durumda endotel hiicreler tarafindan iiretilen VWF, trombosit ile
subendotelyumu birlestiren bir koprii gorevindedir. Ancak S. aureus enfeksiyonlarinda SpA
VWF’e baglandigindan doku hasarinin onarllamamasina ve vaskulit tablosuna neden

olmaktadir (O’Seaghdha ve ark, 2006).

2.5.4. Enzimler

S. aureus konakcida yasamini devam ettirebilmek ve konak¢i immun yanitina karsi
kendini korumak amaciyla birgok enzim iiretmektedir. Bunlardan bazilar; katalaz, koagulaz,
hyaluronidaz, fosfotidilinozitol-spesifik fosfolipaz C, deoksiriboniikleaz, termoniikleaz,

stafilokinaz ve betalaktamazdir (Dinges ve ark, 2000; Sandel ve McKillip, 2004).
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25.4.1. Katalaz

S. aureus, monosit, makrofaj ve polimorf niikkleer l6kositler icerisinde de
yasayabilmekte, ancak bu durumda konak¢i immun sistemin yanitt olan reaktif oksijen
tirlerine (Reactive Oxygen Species-ROS) maruz kalmaktadir. Etken serbest radikallere karsi
etkili olan katalaz enzimi sayesinde makrofajlar tarafindan iiretilen hidrojen peroksiti (H205)
metabolize etmektedir. Dolayisiyla fagositoz sirasinda kendini konak¢inin immun yanitina
kars1 korumaktadir. Katalazin spesifik aktivitesi etkenin logaritmik fazinin basinda diistikken,
duragan fazda maksimum seviyeye ulagsmaktadir (Sandel ve McKillip, 2004; Das ve ark,
2008).

2.5.4.2. Koagulaz

S. aureus’un ekzoenzimlerinden olan koagulaz, etkenin tanimlanmasinda kullanilan
baslica virulens faktorii olarak kabul edilmektedir. S. aureus suslar1 bagli ve serbest olmak
iizere 2 tip koagulaz enzimi iiretmektedir. Hiicre duvarinda bulunan baglh koagulaz, dogrudan
fibrinojeni ¢o6ziinemez fibrin haline getirerek etkenin kiimelenmesine neden olmaktadir.
Serbest koagulaz ise Koagulaz Reaksiyon Faktorii (Coagulase Reacting Factor-CRF) ile
reaksiyona girerek trombin benzeri faktor olan stafilotrombin olusturmaktadir. Olusan
stafilotrombin fibrinojenin fibrine donilisiimiinii katalizleyerek bakterilerin kiimelesmesini
saglamaktadir. Laboratuvar sartlarinda bagli koagulaz lam testinde etkenin agliitinasyonu
seklinde, serbest koagulaz ise tiip testinde pihti olusumu seklinde tespit edilmektedir.
Uygulanabilirligi kolay olmasi nedeniyle lam testinin kullanimi1 daha yaygindir. Ancak lam
testinin negatif sonu¢ verdigi durumlarda dogrulama icin tiip testine bagvurulmasi
gerekmektedir. Koagulaz, etkenin tizerini fibrin ile kaplayarak fagositozu ve graniilosit
aktivasyonunu inhibe etmekte, bdylece konak¢i immun sisteminin = savunma
mekanizmalarindan etkeni koruyabilmektedir (Haghkhah, 2003; Sandel ve McKillip, 2004;
Winn ve ark, 2006; Peetermans ve ark, 2015; UMS, 2015).

2.5.4.3. Hyaluronidaz

S. aureus suslarmin %90’indan fazlasi tarafindan iiretilen hyaluronidaz enzimi,
ozellikle bag dokuda bulunan hiicreleri bir arada tutan asidik mukopolisakkaritlerden
hyaluronik asidi hidrolize ederek etkenin doku igerisinde yayilimini saglamaktadir. Ayrica bu
enzim bakterinin doku icerisindeki yayilimini sagladigi ig¢in “yayilma faktori” olarak da
adlandirilmaktadir (Sandel ve McKillip, 2004; Winn ve ark, 2006; Hart ve ark, 2009).

13



2.5.4.4. Fosfatidilinozitol-Spesifik Fosfolipaz C

S. aureus fosfotidilinozitol-spesifik fosfolipaz C (PI-PLC) sayesinde 6karyotik hiicre
membranlarindaki fosfolipitleri hidrolize ederek, hiicresel sinyal prosesini bozmakla birlikte
etkenin kutan6z ve subkutandz dokulara yayilimini saglamaktadir. Bununla birlikte PI-PLC
tarafindan etkilenen dokular, kompleman aktivasyonu sirasinda biyoaktif tamamlayici bilesen
ve uriinler tarafindan hasara ve tahrip olmaya daha duyarli hale gelmektedir. Ayrica yapilan
caligmalarda 6zellikle akut respiratorik distres sendromu (ARDS) ve dissemine intravaskuler
koagulapatili (DIC) hastalardan izole edilen suslarda PI-PLC enziminin varligmin dikkat
¢ekici oldugu bildirilmistir (Daugherty ve Low, 1993; Sandel ve McKillip, 2004; Winn ve ark,
2006).

2.5.4.5. Deoksiriboniikleaz

Isiya direngli olan Deoksiriboniikleaz (DNaz) enzimi niikleik asitleri 3’-
fosfomononiikleotidlere pargalayan bir fosfodiesteraz olup, patojenik Stafilokok ve patojenik
olmayan yerlesik flora arasindaki farki belirlemede koagulaz enziminden sonra en Snemli

ozellik olarak kabul edilmektedir (Giindogan ve ark, 2006).

2.5.4.6. Termoniikleaz

Ekzo ve endoniikleaz aktiviteye sahip Termoniikleaz (TNaz) enzimi, DNA ve RNA’y1
yapilarinda bulunan fosfodiester baglarini hidrolize ederek niikleotidlere parcalamaktadir.
TNaz 1s1ya oldukga direngli olup, 100°C’de 1 saat kaynatildiginda dahi enzimatik aktivitesini
koruyabilmektedir (Brakstad ve ark, 1992; Sandel ve McKillip, 2004; Winn ve ark, 2006;
Tang ve ark, 2011).

2.5.4.7. Stafilokinaz

Genellikle insan kaynakli Stafilokoklar tarafindan tiretilen Stafilokinaz enzimi konak
proteinlerinden olan a-defensin ve plazminojen ile kompleks olusturarak etkeni hem
fagositozdan korumakta hem de ¢evresel dokulara invazyonunu kolaylagtirmaktadir
(Bokarewa ve ark, 2006).

2.5.4.8. Beta laktamaz (p-laktamaz, Penisilinaz)

B-laktamaz, penisilinden ve diger B-laktam halkasi bulunan bilesiklerden inaktif
penisiloik asit olusturarak penisilin direncine neden olan bir enzimdir. S. aureus’un penisilin

direnci ilk kez 1941°de tespit edilmis, her gecen yil diren¢ orani artig gdstermistir. Penisilin
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direnci plazmid kokenli oldugundan, ¢ok hizli bir sekilde yayilmis ve direngli suslarin
rastlanma siklig1 1980’lerin sonunda %90’lara ulasmistir (Pesavento ve ark, 2007; Unal,

2009).

2.5.5. Toksinler

S. aureus, konak¢inin immun sistemini etkileyip immun yanitin olusmasini engelleyen
bir¢ok toksin sentezleyebilmektedir. Bu toksinler esas olarak enfeksiyonun yakin ¢evresindeki
hiicreleri etkileyerek, etken i¢in besin maddesi saglamanin yani sira kolonizasyon ve
enfeksiyon alaninin genisletilmesinde de rol oynamaktadir. S. aureus’un bazi suslari
hemolizin olarak tanimlanan sitolitik toksinlerin, Panton Valentine Lokosidin’in (PVL),
stafilokokal enterotoksinlerin (SE), Toksik Sok Sendromu Toksin-1’in ve eksfoliyatif
toksinlerin ayni anda birini veya daha fazlasini tiretebilmektedir (Dinges ve ark, 2000; Huseby
ve ark, 2007).

Toksinlerin iiretiminde basta agr (accessory gene regulator) lokusu olmak iizere,
cesitli diizenleyicilerinin rolii bulunmaktadir. Bu diizenleyicilerin yani sira toksinlerin
sentezlenme zamani ve gevresel etkenlere gore toksin sentezlenmesi ise sigma (6) faktorler
tarafindan diizenlenmektedir. Yiizey proteinleri genellikle hiicrenin logaritmik fazinda
sentezlenirken, toksinler de dahil olmak iizere ekzoproteinlerin ¢ogu ise logaritmik fazin
sonlarina dogru veya erken durgunluk fazinda iiretilmektedir. Enfeksiyonun baslangicinda
ylizey proteinleri ekstraseliiler matriks proteinlerine baglanarak etkenin konak dokularina

kolonizasyonunu saglarken, ekzoproteinler etkenin komsu dokulara yayilmasma yardimci

olmaktadir (Seo ve Bohach, 2013).

2.5.5.1. Sitolitik toksinler

S. aureus tarafindan fretilen sitolitik toksinler litik fonksiyonlarina gore
isimlendirilmektedir. Kirmizi kan hiicrelerini lize edenlere hemolizin, beyaz kan hiicrelerini

lize edenlere ise 16kotoksin ad1 verilmektedir (Otto, 2014).

2.5.5.1.1. Alfa toksin

S. aureus’un birgok susu tarafindan sentezlenebilen alfa toksin (a-toksin), 33 kDa
agirhiginda bir polipeptit olup, memeli hiicrelerinin ¢ogu i¢in olduke¢a toksiktir. Eritrosit ve
baz1 10kosit tipleri lizerine hemolitik etkiye sahip olmasina ragmen nétrofillere karsi
etkisizdir. Ozellikle tavsan eritrositlerine karsi hemolitik aktivitesi yiiksek olan o-toksin, ayni

zamanda norotoksik ve dermonekrotik etkiye de sahiptir. Tavsan eritrositlerinin a-toksine
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diger memeli eritrositlerine goére en az 100 kat, insan eritrositlerine gore ise 1000 kat fazla
duyarli oldugu bildirilmistir (Dinges ve ark, 2000; Huseby ve ark, 2007; Otto, 2014).

a-toksin monomerleri bir araya gelerek silindirik heptamerleri olusturmakta ve hiicre
membranina baglanarak membranda 1-2 nm’lik porlar meydana getirmektedir. Hiicre
membranina baglanma siirecinde a-toksin diisiik konsantrasyonlarda spesifik reseptorlere
ihtiya¢ duyarken, yiiksek konsantrasyonlarda reseptdr ayirt etmeksizin membrana
baglanabilmekte ve diizensiz porlar olusturmaktadir. Membranda diizensiz bir sekilde porlarin
olusmastyla birlikte, potasyum iyonlar1 ile diger kiicliik molekiiller hiicre disina ¢ikarken,
kalsiyum, sodyum ve diisiik molekiiler agirliga sahip molekiiller hiicre i¢ine girmektedir. Bu
durum hiicrede osmotik degisiklige neden olmakta ve hiicrenin lizisiyle sonuglanmaktadir

(Dinges ve ark, 2000; Otto, 2014).

2.5.5.1.2. Beta toksin (Sfingomyelinaz C)

Beta toksin (B-toksin) 35 kDa agirliginda, sfingomyelinaz fonksiyonuna sahip bir
polipeptittir. Hiicre yiizeyindeki sfingomyelin konsantrasyonu ile orantili olarak
membranlarda fosfolipidlerin hidrolizini katalizlemektedir. B-toksin lenfositler ve nétrofiller
tizerine etkili de olsa, asil etkisini eritrositler lizerine géstermektedir. En iyi koyun, daha az
olarak da insan ve tavsan eritrositleri iizerinde etkilidir. Bu durum tiirlere gére eritrositlerin
degisen diizeylerde sfingomyelin icermelerinden kaynaklanmaktadir (Dinges ve ark, 2000;
Huseby ve ark, 2007).

B-toksin, koyun kanli agarda 37°C'de eritrositler ile etkilesime girmekte, ancak onlar1
tam olarak lize edememektir. Agarlar takiben 4°C’de inkiibe edildiginde ise hemolitik aktivite
arttigindan lizis tamamlanmaktadir. Bu nedenle B-toksin "sicak-soguk toksin" olarak da
adlandirilmaktadir. Ayn1 zamanda B-toksin tanisal mikrobiyolojide baz1 bakterilerin hemolitik
aktivitelerinin belirlendigi CAMP testinde de kullanilmaktadir (Dinges ve ark, 2000; Huseby
ve ark, 2007).

2.5.5.1.3. Gama toksin

Gama toksin (y-toksin) ¢ogu S. aureus susu tarafindan sentezlencbilen, 32 kDa
molekiil agirligina sahip bir polipeptittir. Toksin hem hemolitik hem de l6kotoksik aktivite
gosterebilmekte; notrofil ve makrofajlar etkilemenin yani sira birgcok memeli eritrositlerini de
hemolize etmektedir. Bununla birlikte, agarin toksin aktivitesi {izerindeki inhibisyon
etkisinden dolayi, kanli agarda hemoliz tanimlanamamaktadir (Dinges ve ark, 2000; Huseby

ve ark, 2007).
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2.5.5.1.4. Delta toksin

Delta toksin (d-toksin), 3 kDa molekiil agirliginda, hiicre membraninda porlar
olusturabilen bir polipeptittir. Birgcok S. aureus susu tarafindan sentezlenebilen bu toksin
genis bir sitolitik aktivite spektrumuna sahip olmasina ragmen diger sitolitik toksinler kadar
etkin degildir. é-toksin eritrositler ve diger memeli hiicreleri ile birlikte membrana bagh
organeller, sferoplast ve protoplast gibi subseliiler yapilari da lize edebilmektedir (Dinges ve
ark, 2000). Ayrica son yillarda yapilan ¢alismalarda 6-toksinin mast hiicre degraniilasyonunu

indiikleyerek atopik dermatite neden oldugu bildirilmistir (Otto, 2014).

2.5.5.1.5. Panton-Valentine Lokosidin

Panton Valentine Lokosidin (PVL), S. aureus tarafindan dretilen y-toksin
homologlarindan biridir. y-toksin birgok S. aureus susu tarafindan iiretilirken, PVL {ireten
suslarin ylizdesi oldukga diisiiktiir. Yapisal olarak a-toksine benzemekle birlikte patojenitede
onemli role sahip olan PVL ilk olarak toplum iliskili MRSA suslarinda tespit edilmistir
(Dinges ve ark, 2000; Boyle-Vavra ve Daum, 2007; Otto, 2014).

PVL sinerjik olarak calisan F (hizli) ve S (yavas) olmak {lizere iki protein
komponentinden olusmaktadir. Gama toksin ve PVL’i sentezleyebilen suglar 3 S (yavas)
bileseni (HIgA, HIgC ve LukS-PV) ve 2 F (hizl) bileseni (HIgB ve LukF-PV) kodlayan gen
bolgelerine sahip olup, 6 farkli kombinasyon seklinde bulunabilmektedir. Bu komponentler tek
tek hareket ettiklerinde toksik olmalarina ragmen hemolitik ve lokotoksik etkileri yoktur
(Dinges ve ark, 2000; Kaneko ve Kamiro, 2004).

PVL sitotosik etkiye sahip olmasina ragmen, diger toksinlerin aksine non
hemolitiktir. Ayrica PVL polimorfniikleer 16kosit (PMNL) ve makrofajlar1 tizerine sitolitik
etki gosterirken, diger hiicre tiplerine etki etmemektedir (Dinges ve ark, 2000). Toksinin S ve
F komponenti birlikte ¢alistiginda hiicre membraninda porlar olusturarak degraniilasyona
neden olmaktadir (Holzinger ve ark, 2012). Baslangigta IukS-PV bileseni PMNL {izerindeki
reseptore baglanmakta, bunu IukF-PV bileseninin S komponenti {izerine baglanarak dimer yapinin
olusumu izlemektedir. Sirasiyla IUKS-PV ve IukF-PV bilesenleri birbirleri {izerine baglanarak
PMNL lizisine neden olan heptamer halka yapisini olusturmaktadir. IukS-PV bileseni PMNL
iizerine baglandiginda protein kinaz tarafindan fosforile edilmekte ve Ca™ kanallan aktive
olmaktadir. Bu durum interlokin ve diger inflamatuvar mediatorlerin {iretimi ve salinimi i¢in sinyal
olusturmaktadir. Ortamda bulunan PVL konsantrasyonu fazla ise, hiicre membraninda porlar
olusarak PMNL’ler lize olmaktadir. Ancak PVL konsantrasyonu az ise, mitokondri membraninda

por olusturularak sitokrom C salinmakta ve kaspaz enzimleri indiiklenmektedir. Kaspaz
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enzimlerinin aktivasyonuyla da hiicre apoptozise ugramaktadir (Boyle-Vavra ve Daum, 2007).
Arastirmalarda PVL’nin frunkiiloz, primer cilt apseleri ve ciddi deri nekrozlariyla seyreden
enfeksiyonlar ve Ozellikle ¢ocuklarda ve geng eriskinlerde goriilen nekrotizan pndmoni gibi
hastaliklarla iligkili oldugu belirtilmistir. Nekrotizan pnomonilerle iligkili PVL pozitif S. aureus
enfeksiyonlarinda sepsis, yiiksek ates, 16kopeni, pleural efiizyon ve 6liim daha sik goriilmektedir.
Bu tip S. aureus pnomonisi hizla ilerleyebilme yetenegine ve yiiksek mortalite orammna sahiptir.
Akcigerin inflamatuar ve nekrotik histopatolojik goriiniimii nedeniyle de bu tip pnomonilere
"S.aureus hemorajik nekrotizan pnémoni" adi verilmektedir. Ayrica PVL fireten epidemik toplum
iliskili MRSA suslarmin da tiretmeyenlere oranla daha ciddi seyreden enfeksiyonlara neden oldugu

tespit edilmistir (Kaneko ve Kamio, 2004; Boyle-Vavra ve Daum, 2007; Holzinger ve ark, 2012).

2.5.5.2. Siiperantijenler

Hiicre i¢i immun yanit hiicre membranina bagh o ve B ya da y ve & zincirlerinden
olusan T hiicre antijen reseptorleri (TCR-T cell receptor) tarafindan antijenin taninmasiyla
sekillenmektedir. Antijen sunan hiicrelerin (APC-Antigen presenting cell) lizerinde membrana
bagli proteinlerden major histokompatibilite kompleks II ~ (MHC-II) molekiilleri yer
almaktadir. Siiperantijenler konvensiyonel antijenlerin aksine TCR’nin B zincirinin degisken
bolgesine (V) direkt olarak baglanmakta ve bu reseptorleri APC’deki MHC-II molekiilleri
ile koprii olusturarak non-spesifik olarak birlestirmektedir. Bununla birlikte bazi
enterotoksinlerin  MHC-IT molekiillerine yiiksek diizeyde baglanmasi Zn* iyonlarinin
varliginda gerceklesmektedir. Konvensiyonel antijenler ise APC’nin isleyisini takiben MHC-
IT molekiiliiniin antijen baglayic1 peptid olugu ile baglantili olarak spesifik T hiicreleri ile
etkilesime girmektedir. Sonug olarak siiperantijenler antijen baglayict peptid yolagi disinda
MHC-II ile etkilesime girip ve T hiicrelerine baglandigindan, konvensiyonel antijenler
tarafindan aktive edilebilenlerden daha yiiksek bir T hiicresi ylizdesini etkinlestirebilmekte ve
daha fazla sitokin salinimina neden olmaktadir (Le Loir ve ark, 2003; Baker ve Acharya,
2004; Erol ve Iseri, 2004; Seo ve Bohach, 2013; Aman, 2017).

S. aureus tarafindan sentezlenen TSST-1, eksfoliyatif toksin, enterotoksinler ve
enterotoksin benzeri toksinler siiperantijen olarak fonksiyon gostermektedirler. S. aureus’un
diger toksinleri gibi siiperantijenler de ge¢ logaritmik fazda veya erken durgunluk fazinda en

yiiksek diizeyde sentezlenmektedir (Seo ve Bohach, 2013).
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2.5.5.2.1. Toksik sok sendromu toksin-1

Toksik Sok Sendromu Toksin-1 (TSST-1) ilk kez 1978’de toksik sok sendromu
gozlenen hastalardan izole edilen Stafilokoklarda bildirilmistir. Ilk olarak 1981 yilinda
yapilan deneylerde maymunlarda emetik aktivite goriildiigiinden dolay: toksine Stafilokokal
Enterotoksin F ismi verilmistir. Ayrica 1983 yilinda tavsanlarda yapilan deneylerde de
pirojenik aktivite gozlemlendiginden toksin ayni zamanda pirojenik ekzotoksin C olarak da
adlandirilmigtir. Ancak 1984’teki dogrulama c¢alismalarinda toksinin emetik aktivite igin
onemli olan sistein dongii yapisina sahip olmamasi nedeniyle emetik aktivitesinin
bulunmadigi, ilk yapilan arastirmada da emetik aktivitenin SEA’dan kaynaklandigi ortaya
konulmustur. Bu calisma ile birlikte toksin tekrar isimlendirilerek TSST-1 adin1 almustir
(Bergdoll ve ark, 1981; Dinges ve ark, 2000; Spaulding ve ark, 2013).

TSST-1, 22 000 Da molekiil agirligina sahip, tek polipeptid zincirinden olusan, 1s1 ve
proteolize direngli, siiperantijen aktivitesine sahip kromozomal koékenli bir ekzotoksindir.
Toksin yiiksek oranda hidrofobik karakterde aminoasitler igermesine ragmen sudaki
¢oziiniirligl yiiksektir (Dinges ve ark, 2000).

TSST-1’in neden oldugu Toksik Sok Sendromu (TSS) yiiksek ates, diffuz eritematoz
dokiintii, hipotansiyon ve ¢oklu organ yetmezligi ile karakterize akut bir hastaliktir. TSS’nin
cesitli yaralar, enfekte yaniklar dahil olmak {izere yumusak doku enfeksiyonlari, postpartum
enfeksiyonlar: ve pnomonilerle de iliskili oldugu rapor edilmistir (Silversides ve ark, 2010).

TSST-1 T hiicreleri ve makrofajlar aktive ederek interlokin-2 (IL-2), TNF-a ve IL-6
salinimin1 uyarir. Bu sitokinlerin salinimina bagli olarak da hipotalmik ates meydana
gelmektedir. Ayn1 zamanda toksin diisiik konsantrasyonlarda endotelyal hiicre gegirgenligini
saglarken, yliksek konsantrasyonlarda da sitotoksik etki gostermektedir. TSST-1 TNF-a ve
TNF-B gibi vazoaktif medyatdrlerin sistemik salinimini indiiklemekte ve lipopolisakkarit
yapidaki molekiilerle sinerjist etki gostererek vaskuler endotelyumun hasarma yol agmaktadir.
Endotelyal hiicrelerdeki hasar nedeniyle de hipotansiyon ve sok tablosu sekillenebilmektedir.
TSS’de 6liim ise hipovolemik sokun neden oldugu ¢oklu organ yetmezligi sonucu meydana

gelmektedir (Dinges ve ark, 2000; Silverside ve ark, 2010; Spaulding ve ark, 2013).

2.5.5.2.2. Eksfoliyatif toksin

Epidermolitik toksin, epidermolizin veya eksfoliyatin olarak da isimlendirilen
eksfoliyatif toksin, lokalize kabarciklardan generalize eksfoliasyonlara kadar uzanan hastalik

spektrumundan sorumludur. Ciltte yaygin biiller ve cildin soyulmasiyla karakterize
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Stafilokokal Haslanmis Deri Sendromu (Staphylococcal Scalded Skin Syndrome-SSSS)
toksinin neden oldugu en yaygin hastalik olarak bilinmektedir (Ladhani, 2003).

SSSS ilk kez 1878’de Baron Gottfried Rotter Von Rittershain tarafindan
yenidoganlarda epidermal eksfoliyasyon lezyonlarindan tanimlanmistir. Toksin kan dolasimi
yoluyla enfeksiyon bolgelerine geldiginden uzun bir siire eksfoliyasyonun S. aureus iliskili
oldugu tespit edilememistir. Bununla birlikte 1967 yilinda Lyell bu klinik tablonun toksin
kaynakli olabilecegini 6ne siirmiis, 1972°de Melish ve arkadaslari ise yapmis olduklar
arastirmalar sonucu toksinin S. aureus ile iliskili oldugunu bildirmistir (Bukowski ve ark,
2010).

S. aureus tarafindan sentezlenen eksfoliyatif toksinin antijenik ve yapisal 6zelliklerine
gore 4 serotipi bulunmakla beraber, bunlardan eksfoliyatif toksin A (ETA), ETB ve ETD
insanlarda goriilen enfeksiyonlarda tespit edilmistir (Mariutti ve ark, 2017). SSSS
olgularindan sorumlu olan ETA ve ETB serotipleridir. ETA 26 950 Da molekiil agirliginda,
istya direngli olup, yapisinda 242 aminoasit bulundurmakta ve kromozomal olarak
kodlanmaktadir. ETB ise 27 274 Da molekiil agirliginda, 1siya duyarli olup, 246 aminoasitten
olusmakta ve plazmidal olarak kodlanmaktadir. insanlardaki enfeksiyonlarla iligkili olmayan
ETC ise ilk kez bir attaki deri enfeksiyonundan izole dilmistir. ETC 27 kDa molekiil
agirhginda, 1siya duyarli bir toksin olup, yapilan arastirmalarda toksinin bu serotipinin
yenidogan farelerde ve civcivlerde intraepidermal ¢atlaklar ve eksfoliye alanlar olusturabildigi
gozlemlenmistir. ETD de 27 kDa molekiil agirliginda olup, ETA ile %40, ETB ile %59 ve
ETC ile %13 oraninda genetik benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte ETD ile SSSS
arasinda bir iliski olmadigi, ETD’nin epitelyal bariyerin biitiinliiglinii bozarak, S. aureus’un
dokulara invazyonunu kolaylastirdigi bilinmektedir (Ladhani, 2003; Miistak ve Esendal,
2008; Bukowski ve ark, 2010; Mariutti ve ark, 2017).

SSSS genel ve lokal olmak tizere 2 form olarak gézlemlenmektedir. Ritter hastalig:
olarak da adlandirilan generalize form genellikle bebeklerde ve ¢ocuklarda goriilmektedir.
Hastalik ates ve eritem ile baslamakta, takibinde istahsizlik, halsizlik, viicudun c¢esitli
bolgelerinde kolay parcalanan biiyiik yiizeysel kabarciklar gézlemlenmektedir. Tedavinin
gergeklesmedigi durumlarda derinin epidermis katmani soyuldugundan dolay: hassasiyet ve
agr1 artmaktadir. Bullous impetigo olarak bilinen lokalize form ise her yastan bireyi
etkileyebilmektedir. Bu formda genellikle i¢i ser6z karakterden purulent karaktere kadar
degisen sivi ile dolu yiizeysel kabarciklar goriilmekle birlikte sistemik bulgulara
rastlanilmamaktadir. Lezyonlar yenidoganlarda perineum bolgesinde, daha biiyiik cocuklarda

ise ekstremitlerde yaygin olarak goriilmektedir (Ladhani, 2003; Koosha ve ark, 2014).
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ETA, ETB ve ETD derinin sadece epidermidis tabakasinda etki gosterirken, diger
tabakalarinda herhangi bir degisiklige neden olmamaktadir. Bu durumun nedeni de toksinlerin
desmozomal kaderin olan Desmoglein-1’i (Dsg-1) hidrolize etmesidir. Lezyonlarin sadece
stratum granulosumda goriilmesi ise toksinlerin Dsg-1’e affinitesi olup, Dsg-3’e etki
etmemesinden kaynaklanmaktadir. Dsg-1 derinin tiim katmanlarinda bulunurken, Dsg-3 ise
sadece derinin derin katmanlarinda bulunmaktadir. Toksinlerin olusturdugu hasarlar stratum
granulosum tabakasi haricinde Dsg-3 tarafindan diizeltilirken, stratum granulosumda Dsg-3

olmadigindan lezyonlar meydana gelmektedir (Bukowski ve ark, 2010).

2.5.5.2.3. Enterotoksinler

Stafilokoklar tarafindan olusturulan bu toksinler basta S. aureus olmak iizere S.
intermedius, S. hyicus, S. xylosus ve S. epidermidis gibi bu grupta yer alan diger tiirler
tarafindan da dretilebilmektedir. Stafilokokal enterotoksinler (SE) ve Stafilokokal
enterotoksin benzeri toksinler (staphylococcal enterotoxin like toxin-SEl) o6zellikle gida
giivenligi acisindan S. aureus’un baslica virulens faktorleri olarak kabul edilmektedir. Hem
enterotoksinler hem de enterotoksin benzeri toksinler glikolizasyon ozelligi olmayan, suda
¢oziinebilen, diisiik molekiil agirlikli (19-29 kDa), 168-261 aminoasit igeren tek zincirli
globuler yapida proteinlerdir. Enterotoksinler biitiin lireme fazlar1 boyunca iiretilebilmekte
ancak temel olarak logaritmik fazin ortasinda veya sonunda iiretim oran1 artmaktadir (Balaban
ve Rasooly, 2000; Bhatia ve Zahoor, 2007; Argudin ve ark, 2010; Hu ve Nakane, 2017; Fisher
ve ark, 2018; Hu ve ark, 2018).

Toksinlerin tiretiminde agr (accessory gene regulator), sar (staphylococcal accessory
regulator), srrAB (staphylococcal respiratory response), saeRS (S. aureus exoprotein
ekspression system), oB (sigma) ve rot (repressor of toxins) gen regulatorlerinin roli
bulunmaktadir. Her regulator, belirli gen kiimelerinin transkripsiyonunu dogrudan veya
dolayli olarak kontrol edebilmektedir. Bununla birlikte, bir genin transkripsiyonu, birden fazla
regulator tarafindan kontrol edilmektedir. Regulatorlerin tamamu gesitli gevresel streslere ve
uyaranlara cevap vermektedir. agr ¢evresel algilama sistemi (Quorum Sensing) ile birlikte
caligmakta ve bakteri yogunlugunun artigi durumlarda aktive olup, toksinlerin olusumunu
indiiklerken, yiizey proteinlerinin olusumunu baskilamaktadir. sarA agr sistemini uyarirken
ayni zamanda asitlik, sicaklik gibi mikro ¢evredeki degisikliklere yanit olusturmakta ve bazi
ekzoproteinlerin sentezini de diizenlemektedir. SrTAB sistemi anaerobik kosullar altinda
bakteriyel biiyiimeyi etkilerken, saeRS sistemi de konakg¢i savunma sistemi tarafindan

olusturulan antimikrobiyal maddelere yanit olusturmaktadir. oB sistemi yiiksek sicakliga,
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katabolitlere, alkali pH'a, yiiksek konsantrasyondaki tuz oranma karsi cevap verirken, rot
sistemi ise transkripsiyonel 0Ozellige sahip oldugundan agr sistemini etkileyerek bazi
toksinlerin sentezlenmesini kontrol etmektedir. Toksin genlerinin sentezinden gorevli gen
regiilatorleri Sekil 1°de verilmistir (Le Loir ve ark, 2003; Seo ve Bohach, 2013; Fisher ve ark,
2018).

Lllero gevradsln

Vidcsele sealchle  defiglelildle (asitlite, Baleteri yofualsfu  Anaercbik Konalg
Katabolitler srcaldile vh ) kogullar immun vants
Afkal: pH

Sekil 1. Toksin genlerinin sentezinden gorevli gen regiilatorleri

Gida zehirlenmelerinden 1990'lardan 6nce emetik aktivitelerinden dolay1 toplam 7 tip
klasik enterotoksin (SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED VE SEE) sorumlu tutulmaktaydi.
Ancak 1994 yilinda SEH’nin bulunmasiyla birlikte, klasik SE’ler ile genetik homolojiye
dayali olarak ¢ok ¢esitli SE veya SEI’ler rapor edilmistir (Xu ve ark, 2016)

Gliniimiize kadar 24 farkli SE ve SEIl tamimlanmistir. Toksinlerin tanimlanmasinda
primatlarda emetik aktivite gosterebilme, siiperantijenite, sindirim enzimlerine ve sicaga
direncli olma ile yapisal benzerlik kriterleri g6z 6niinde bulundurulmakta olsa da asil olarak
emetik aktivite dikkate alinmaktadir. Bir toksinin SE olarak isimlendirilmesi i¢in bir primat
modele (maymun, sivri burunlu fare vb.) oral veya intraperitoneal uygulama yoluyla verilmesi
ve emetik aktivitesinin kanitlanmasi zorunludur. Emetik aktivite deneylerinde negatif sonug
alimmas1 veya heniiz deneylerin yapilmamasi halinde yapisal benzerlik gosterdiginden bu
toksinler SEl olarak adlandirilmaktadir (Hennekinne ve ark, 2010; Hu ve Nakane, 2014;
Benkerroum, 2017; Fisher ve ark, 2018).

Genel olarak SE ve SEl’lerden sorumlu genler plazmidler, profajlar, transpozonlar, S.

aureus patojenite adalar1 (SaPI), enterotoksin gen kompleksi (enterotoxin gene cluster-egc)
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gibi mobil genetik elemanlar (MGE) {izerinde tasinmaktadir. Bu durum sayesinde suslar
arasinda horizontal gen transferi saglanabilmektedir (Benkerroum, 2017).

SE ve SEller; yapilarinda bulunan niikleotit ve aminoasit sekanslarinin
karsilastirilmasina dayanarak SEA grubu (SEA, SED, SEE, SEIJ, SEH, SEN, SEO, SEP,
SES), SEB grubu (SEB, SEC, SEG, SER, SEIU, SEIW), SEI grubu (SEI, SEK, SEL, SEQ,
SEM, SEIV), SEIX grubu (TSST-1, SET, SEIX, SEIY, Stafilokokal siiperantijen benzeri
toksinler) ve streptokoklar tarafindan iretilen ancak Stafilokoklar tarafindan iretilmeyen
yapisal olarak Stafilokokal siiperantijenik toksinlere benzeyen toksin grubu olmak iizere 5
gruba ayrilmistir (Ono ve ark, 2015; Fisher ve ark, 2018; Hu ve ark, 2018). Spesifik 2 yapisal
ozelligin varlig1 ya da yoklugu siiperantijen ve enterotoksijenik 6zellikleri tanimlamakta ve
gruplar arasi farkliliklar1 ortaya koymaktadir. Bunlarin ilki MHC-II molekiiliine baglanma
alanlaridir. SEIX ve SEB gruplarindaki toksinler MHC-II molekiillerinin o-zinciri ile
etkilesime giren diisikk afiniteli MHC-II baglanma bolgesi igerirken, SEA ve SEI
gruplarindaki toksinler ise a-zinciri ile etkilesime giren diisiik afiniteli MHC-II baglanma
bolgesine sahip olmasmin yani sira MHC-II molekiillerinin B-zinciri ile etkilesime giren
yiksek affiniteli MHC-II baglanma bdlgesine de sahiptir. Bundan dolay1 siiperantijen
aktivitesi artmakta, T hiicreleri ve APC’lerden sitokin salinimi normalden fazla olmaktadir.
Gruplar arasi farkliliga neden olan ikinci yapisal 6zellik ise 9-19 aminoasit igeren Sistein
dongiilerinin olusturdugu disiilfit kopriileri olup, bu yapinin ayni zamanda emetik aktiviteyi
de indikledigi rapor edilmistir. Ancak yapilan caligmalarla emetik aktivitenin
indiiklenmesinde sistein dongiilerinden ziyade distilfit kdpriilerinin daha etkili oldugu ortaya
konulmustur. SEA ve SEB gruplarinda sistein dongiisii bulunmakta, SEA grubundaki sistein
dongiisii 10-19 aminoasit igerirken, SEB grubundaki dongii sadece 9 aminoasitten
olugmaktadir. SEI ve SEIX gruplarinin yapisinda ise sistein dongiisii bulunmamaktadir. Bir S.
aureus izolat1 bu enterotoksinlerin bir ya da birkagini tiretebilmektedir (Bania ve ark, 2006;
Fisher ve ark, 2018; Hu ve ark, 2018). Son yillarda yapilan arastirmalarda klasik
enterotoksinlerin haricinde SEG, SEH, SEI, SEIJ ile SEP’ye de siklikla rastlanildigi
belirtilmistir. Calismamizda klasik enterotoksinlerden sorumlu genlerle beraber SEG, SEH,
SEI, SEWJ ile SEP enterotoksinlerinin sentezinden sorumlu genlerin de varlig1 arastirilmistir.
Asagida ¢alismamizin konularindan bir tanesi olan s6z konusu enterotoksinlerle ilgili literatiir
bilgisi verilmistir.

Stafilokokal enterotoksin A: SEA ilk kez 1959 yilinda tanimlanmis, sonrasinda insanlar i¢in
toksik dozu 20-100 ng arasinda degisen ve gida zehirlenmeleri ile iligkili en sik karsilasilan

enterotoksin olarak bildirilmistir. SEA’y1 771 baz ciftinden olusan sea geni kodlamaktadir.
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sea geninin bir bakteriyofaj tarafindan tasinmakta oldugu ve karsilikli gen aktariminin ise
kromozom igerisinde tamamlandigi tespit edilmistir. Molekiiler agirligt 27 kDa olan SEA
diger enterotoksinlerin aksine logaritmik fazin ilk donemlerinde de sentezlenebilmekte ve pH,
tuz konsantrasyonu gibi ¢evresel sartlar uygun olmasa dahi intoksikasyon yapacak diizeye
ulagabilmektedir. Bundan dolay1 gida intoksikasyonlarindan en ¢ok sorumlu tutulan toksin
olarak kabul edilmektedir (Erol ve Iseri, 2004; Seo ve Bohach, 2013; Xu ve ark, 2016).
Stafilokokal enterotoksin B: Enterotoksinler arasinda en giiclii toksik etkiye sahip olan SEB,
diistik konsantrasyonlarda dahi gida intoksikasyonlari disinda atopik dermatite, solunum
hastaliklarina (astim ve nazal polipler), ¢oklu organ yetmezligine ve Oliimlere neden
olabilmektedir. SEB sentezinden sorumlu seb geni 705 bp uzunlugundadir. Gida
intoksikasyonlarindan sorumlu olan izolatlarda seb geninin kromozal yapida oldugu, diger
bakteri suglarinda ise genin bir plazmid tarafindan tasindig: tespit edilmistir. SEB iiretimi
genellikle logaritmik fazin sonlarina dogru gergeklesmektedir. SEB 1siya dayanikli bir
enterotoksin olup, pH degisikliklerine toleransli ve proteolitik enzimlere kars1 da direnglidir.
Ancak sicakligin azalisi, tuz konstarasyonunun artisi ve Kkatabolitlerin varligi SEB
sentezlenmesini baskilamaktadir (Balaban ve Rasooly, 2000; Miistak ve Esendal, 2008; Xu ve
ark, 2016).

Stafilokokal enterotoksin C: SEC hakkinda yapilan ¢alismalarla antijenik olarak SECI,
SEC2 ve SEC3 olmak fizere ii¢ farkli alt tipinin oldugu bildirilmistir. SEC1’in SEC2 ile
arasinda %97, SEC3 ile arasinda da %97,9 oraninda, diger taraftan SEC3 ile SEC2 arasinda
ise %98 oraninda benzerlik oldugu tespit edilmistir. Bu alt tiplerin yan1 sira toksinin >%95
aminoasit homolojisine sahip ek varyantlari (SEC-bovine, SEC-ovine gibi) da bulunmaktadir.
SEC’lerin sentezinden sorumlu genler 801 bp uzunlugunda olup, kromozomlardaki patojenite
adalar1 tarafindan tagmmaktadir. SEC iiretimi de genellikle ge¢ logaritmik fazda
gerceklesmektedir. S. aureus’un SEC {ireten suslarinin genellikle siit ve siit tiriinleri ile iliskili
oldugu, ancak peynirde SEC oranminin diger enterotoksinlere oranla daha az oldugu
bildirilmistir (Balaban ve Rasooly, 2000; Erol ve Iseri, 2004; Seo ve Bohach, 2013; Xu ve
ark, 2016). Diger taraftan Valihrach ve ark (2014) bir arastirmada saglikli hayvandan elde
edilen siitiin Stafilokokal gelisme iizerine etkili olmasa da enterotoksin ekpresyonunu
baskiladigi, ozellikle SEC {iretiminde bu durumun siitteki protein seviyesinden
kaynaklanabilecegi rapor edilmistir.

Stafilokokal enterotoksin D: Gida zehirlenmelerinde SEA’dan sonra en sik izole edilen
enterotoksin SED’dir. SED sentezinden sorumlu sed geni penisilinaz plazmidi plB485

tarafindan taginmakta ve SED, SEA gibi logaritmik fazda da sentezlenebilmekte ancak

24



logaritmik fazdan duragan faza gegis sirasinda maksimum seviyeye ulasmaktadir. Ayrica
yapilan arastirmalarda SED sentezinde NaCl konsantrasyonun inhibe edici etkisinin
olabilecegi bildirilmistir (Balaban ve Rasooly, 2000; Seo ve Bohach, 2013; Xu ve ark, 2016).
Stafilokokal enterotoksin E: SEE sentezinden sorumlu see geni 771 bp uzunlugunda olup,
bir bakteriyofaj tarafindan tasinmaktadir. Yapilan sekans calismalarinda SEA, SED ve
SEE’nin birbirleriyle yakin iligkili oldugu tespit edilmistir. SEE’nin karsilastig1 asir1 asidik
(pH 2) ve asir1 bazik (pH 12) kosullar disinda, 1s1l isleme maruz kaldiginda da toksisite ile
antijenite Ozelliklerinin azaldigi, bu durumun da yapisal degisiklikten kaynaklanabilecegi
rapor edimistir. SEE’nin gida intoksikasyonlarinda diger klasik enterotoksinlere nazaran daha
az siklikta tespit edildigi bidirilmistir (Erol ve Iseri, 2004; Xu ve ark, 2016; Fisher ve ark,
2018).

Stafilokokal enterotoksin G: SEG 27 kDa molekiiler agirhiginda olup, egcl, egc2, egc3,
egc4d iizerinde bulunan seg geni tarafindan kodlanmaktadir. SEG iretimi logaritmik fazin
erken donemlerinde maksimum seviyeyedir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda SEG ile SEB, SEC
arasinda benzerlik oldugu belirlenmistir (Erol ve Iseri, 2004; Fisher ve ark, 2018; Hu ve ark,
2018)

Stafilokokal enterotoksin H: SEH 27 300 Da molekiil agirligina sahiptir. SEH sentezinden
sorumlu seh geni transpozonlar tarafindan taginmaktadir. SEH SEA grubunda yer almakta,
bununla birlikte SEA kadar potansiyele sahip olmamasina ragmen insan MHC-II molekiiliine
baglanma afinitesi yliksek olup, insan T hiicreleri iizerine mitojenik aktivite gostermektedir.
Boylece ¢ok daha fazla miktarda T hiicresi aktive olmaktadir. SEH iiretimi diger
enterotoksinlerde de oldugu gibi cevresel faktorlerden etkilenmektedir. Aerob sartlarda veya
pH seviyesi 7 oldugunda SEH iiretimi artig gosterirken, anaerob sartlarda veya hafif bir pH
degisiminde toksinin iiretiminde azalma meydana gelmektedir (Balaban ve Rasooly, 2000;
Pettersson ve Forsberg, 2002; Xu ve ark, 2016).

Stafilokokal enterotoksin I: SEI SEG ile ayn1 zamanda birlikte tanimlanmistir. SEI 24 928
Da molekiil agirhiginda olup, egcl, egc2, egc3 ilizerinde bulunan sei geni tarafindan
kodlanmaktadir. Cevresel faktorlere bagli olmakla birlikte egc {iizerinde tasman genler
tarafindan sentezlenen diger enterotoksinler gibi SEI da logaritmik fazin erken donemlerinde
yiiksek seviyede sentezlenebilmektedir (Xu ve ark, 2016; Fisher ve ark, 2018).

Stafilokokal enterotoksin benzeri toksin J: SEl’nin emetik aktivitesi tespit edilememistir.
SEIJ’yi sentezinden sorumlu selj geni ayni zamanda sed genini de tasiyan plazmid plB485

tizerinde bulunmaktadir. SEIJ; yapisinda 269 aminoasit bulundurmakta, SEA, SED ve SEE’ye
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%64-66 oraninda dizilim benzerligi gdstermektedir (Balaban ve Rasooly, 2000; Erol ve Iseri,
2004).

Stafilokokal enterotoksin P: SEP yapisinda 230 aminoasitten olusan, molekiil agirligi 26
351 Da olan ve sentezinden sorumlu sep geni profajlar tarafindan tasinan bir enterotoksindir.
Yapilan arastirmalarda sep geni tasiyan MRSA suslarinda bakteriyemi riskinin fazla oldugu,
dolayisiyla da sep geni varliginin invaziv hastaliklar i¢in prediktif virulans faktorii oldugu

bildirilmistir (Omoe ve ark, 2005; Xu ve ark, 2016).

2.6. Patogenez

SE kaynakli gida intoksikasyonlari bir ya da daha fazla enterotoksinin alinmasi sonucu
olusmaktadir. SE iiretimi; gidanin bilesimi, sicaklik, antimikrobiyel inhibitdrler gibi faktorler
ile gidalarda bulunan suslarin SE iiretme yetenegine bagli oldugundan gida zehirlenmesi i¢in
gerekli olan S. aureus diizeyi net olarak belirlenememektedir. Ancak yapilan ¢alismalar
gidalarda S. aureus’un 10°-10° kob/g diizeyinde bulunmasinin gida zehirlenmesine neden
olabilecek toksik doz miktarinin iiretilmesi igin yeterli oldugunu gdstermistir. Intoksikasyon
semptomlarinin  indiiklenmesi i¢in gerekli SE miktari, intoksikasyondan sorumlu SE
tipine/tiplerine, intoksikasyona maruz kalan tiiketici grubuna bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Bununla birlikte genel olarak 70 kg agirligindaki bir insan i¢in toksik dozun
20-100 ng arasinda degistigi kabul edilmektedir (Bhunia, 2008; Seo ve Bohach, 2013,
Benkerroum, 2017).

Stafilokokal kaynakli gida intoksikasyonlarinda kontamine gidanin tiiketiminden kisa
bir siire sonra semptomlar agiga ¢ikmaktadir. Semptomlar; mide bulantisi, kusma, ishal,
abdominal kramp ve prostrasyon olarak siralanabilir. Bazi hastalarda ates, bas donmesi,
titreme, terleme, diislik nabiz ve anaflatik sok semptomlar: da goriilebilmektedir. Semptomlar
genellikle gida tiikketiminden sonra ortalama 6 saat i¢erisinde goriilmekte ve 1-2 giin igerisinde
kaybolmaktadir. Bu tip intoksikasyonlarda mortalite oran1 genellikle oldukc¢a diisiik olmasina
ragmen, bebekler, hamileler, hastalar ve yashlar gibi riskli gruplarda mortalite orani
artabilmektedir (Adams ve Moss, 2008; Bhunia, 2008; Seo ve Bohach, 2013).

SE’ler ile kontamine gidalarin tilketiminden sonra toksinler gastrointestinal sistemde
absorbe edilmekte, tipik kusma ve ishal tablosu meydana gelmektedir. Diger bir¢ok bakteriyel
enterotoksinin aksine SE’lerin gastrointestinal sistemde spesifik bir reseptorii yoktur.
Enterotoksinler gastrointestinal sisteme alindiktan sonra bagirsak epitelyumunda goblet
hiicreleri ve epitelyum hiicrelerinden gecerek lamina propriyaya ulasirlar. Burada

enterotoksinler mast hiicrelerine baglanmakta ve mast hiicrelerinden 5-hidroksitriptamin
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(seratonin: 5 HT) salgilanmasina neden olmaktadir. Bu mediatér de vagal afferent sinir
tizerinde 5-hidroksitriptamin 3 (5-HT3) reseptorlerine baglanmaktadir. 5-HT nin olusturdugu
depolarizasyon sonucunda medulla oblangatada bulunan emetik merkez uyarilmakta ve
kusma tablosu sekillenmektedir. Ayrica yapilan aragtirmalarda mast hiicrelerinin
degraniilasyonu sonucu agiga c¢ikan histamin, prostaglandin E,, sisteinil lokotrien, 5
hidroksieikosatetraenoik asit gibi ¢esitli yangi mediyatorlerinin de emetik aktivitede rol aldig1
bildirilmistir (Argudin ve ark, 2010; Seo ve Bohach, 2013; Benkerroum, 2017; Fisher ve ark,
2018).

SE’lerin neden oldugu ishal semptomunun mekanizmasi tam olarak agiklanamamustir.
Ancak SE’lerin yapilan hayvan deneylerinde bagirsak liimenindeki Na iyonunu azalttigindan
kolera toksinin etki mekanizmasina benzer sekilde hareket ettigi kabul edilmistir. Toksinler
intestinal mukoza hiicrelerinden enterositlerin {izerindeki GM1 gangliositlere baglanip
adenilat siklaz enzimini aktive etmektedirler. Enzimin aktivasyonu nedeniyle de siklik
adenozin mono fosfat (CAMP) iiretimi artmakta ve bununla dogru orantili olarak bagirsak
limenindeki Cl iyonunda da artiy meydana gelmektedir. Olusan ozmotik degisiklikler
nedeniyle Na iyonlart gibi elektrolitler bagirsak liimenine gecis yaparak diyareyi
sekillendirmektedir (Benkerroum, 2017).

Intestinal epitelyum, liimeni bagisiklik sistemi hiicrelerinden ayiran, antijenler,
bakteriler ve viruslar igin bariyer goérevi goren hiicreler tabakasidir. SE’lere karsi olusan
immun yanit tarafindan indiiklenen inflamasyon nedeniyle bagirsak permeabilitesinde artis ve
siki baglant1 proteini (tight junction protein) sentezinde azalma meydana gelmektedir.
Epitelyumun bariyer fonksiyonun bozulmasi sonucu antijenler ile bagisiklik sistemi hiicreleri
etkilesime girmektedir. SE’ler epitelyal bariyer bozulmadan da liimene gegis saglayabilmekte
ve boylece T hiicreleri ile karsi karsiya gelmektedir. Ayn1 zamanda SE’ler T hiicrelerini
indiikklemenin yani1 sira MHC-II"ye baglanip APC’lerden inflamatuar yanitlar da meydana
getirmektedir. Sonu¢ olarak enterotoksinler toksisite haricinde siiperantijen aktivitesi
nedeniyle de konakg¢t immun yanitin1 daha fazla uyarmakta ve dolayisiyla da normalden daha

fazla sitokin salinimina yol agmaktadir (Argudin ve ark, 2010; Pinchuk ve ark, 2010).

2.7. Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler ¢esitli mikroorganizmalar (bakteriler, mantarlar) tarafindan meydana
getirilen veya sentetik olarak da elde edilen, diisiik dozlarda dahi bakterilerin gelismesini
engelleyen veya onlar1 6ldiiren maddeler olarak tanimlanmaktadir. Ilk antibiyotik 1928°de

Alexander Fleming tarafindan Penicillium kiifiiniin ~Stafilokoklar1 inhibe etmesinin
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gbzlemlenmesi sonucu kesfedilmis ve Penicillium kiiftinden elde edilin maddeye “penisilin”
ad1 verilmistir. Ancak penisilinin klinik kullanimi i¢in gerekli in vivo deneylerin yetersizliligi
nedeniyle kullanima girmesi zaman almis ve aktif kullanimi 1940’lar1  bulmustur.
Mikroorganizmalara karst kemoterapi donemi 1930’larda siilfanamidlerin, 1940’larda
streptomisinin, 1950’lilerde makrolidlerin kullanima girmesiyle baslamistir. Bundan sonraki
yillarda antibiyotikler tiim diinyada en ¢ok kullanilan ilaglar arasinda ilk sirada yer almistir
(Rolinson, 1998; Kaya, 2007; Topal ve ark, 2015).

Antibiyotikler etki giiclerine, etki mekanizmalarina ve kimyasal yapilarina gore
smiflandirilmaktadirlar.  Ancak yapilan bilimsel ¢alismalarda kullanilan en yaygin
siiflandirma etki mekanizmalarina gore yapilan simiflandirma seklidir. Antibiyotiklerin etki

mekanizmalarina gore siniflandirilmasi Tablo 2°de belirtilmistir (Reygaert, 2013).

Tablo 2. Etki mekanizmalarina gore antibiyotik gruplari

Etki Mekanizmasi Antibiyotik Grubu

B-laktamlar (karbapenemler, sefalosporinler,

Bakteri hiicre d tezinin inhibe edilmesi . .
axter! uete quvatl sentezinifl Iiibe ealimest monobaktamlar, penisilinler), glikopeptidler

Hiicre membraninin permeabilitesinin

Li idler
arttirilmasi ipopeptidle

Ribozomun 308 alt {initesine baglananlar:
aminoglikozidler, tetrasiklinler

Ribozomlardaki protein sentezinin bozulmasi | Ribozomun 508 alt tinitesine baglananlar:
kloramfenikol, linkozamidler, makrolidler,
oksazolidinonlar, streptograminler

Nikleik asit sentezinin bozulmasi Kinolonlar

Ara metabolizmanin bozulmasi Siilfanamidler, trimetoprim

Antibiyotikler insanlarda ve hayvanlarda baslica enfeksiy6z hastaliklarin tedavisinde
olmak {lizere hastaliklardan korunmak, hayvanlarda biiyiimeyi hizlandirmak ve daha az
miktarlarda da tarim sektoriinde bitkileri korumak amaciyla kullanilmaktadir. Ancak
antibiyotiklerin yogun bir sekilde ve bilingsiz olarak kullanimi sonucu yan etki riskleri
artmakta ve patojen etkenlerde antibiyotik diren¢ sorunlari ortaya cikmaktadir. Ayrica
kullanilan antibiyotikler patojenlerin haricinde normal flora bakterilerini de etkileyerek
canlida saglik problemlerine neden olabilmektedirler (Cizman, 2003).

Antibiyotik direnci genel anlamda bir bakterinin antimikrobiyel bir ajanin dldiriici
veya Uremeyi durudurucu etkisine karsit koyabilme yetenegidir. Klinik olarak antibiyotik

direnci ise bir ilacin kullanildigi sagaltim dozlarinda plazmada sagladigi yogunluklarda
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duyarli oldugu bilinen bakteri tiiri veya suslarinin yasayabilme ve cogalabilmeleri
anlamina gelmektedir. Antibiyotik direnci dogal, kazanilmis ve ¢apraz diren¢ olmak tizere
tice ayrilmaktadir. Dogal direng; bakterilerin kendi yapilari nedeniyle ilacin hedefi olan
yapilarin bulunmayisi veya ilacin bakterinin yapisal bir 6zelliginden dolay1r hedefine
ulagamamasindan kaynaklanmaktadir. Bakteriler bu direngten sorumlu genleri vertikal
yolla aktarmaktadir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda benzilpenisilinlerin
gecemedikleri lipopolisakkarid yapida bir tabakanin bulunusu dogal dirence Ornek
gosterilmektedir. Kazanilmis direng; kromozom DNA’sinda sekillenen mutasyonlarla
veya plazmid, transpozon ve integronlar tarafindan tasinan diren¢ genlerinin bagka
bakterilerden transformasyon, transdiiksiyon veya konjugasyon yoluyla alinmasi sonucu
meydana gelen direng olarak tanimlanmaktadir. Kazanilmis direngten sorumlu genler
bakteriler arasinda horizontal yolla aktarilmaktadir. Horizontal gen transferi yeni direncli
genlerin ve mekanizmalarin bir kombinasyonunu tasiyan yeni bakteriyel popiilasyonlara
yol agmakta ve boylece farkli direng profilleri olusabilmektedir. Streptomisin, eritromisin,
linkomisin ve aminoglikozidlere karsi gelisen diren¢ kazanilmis dirence 6rnektir. Capraz
direng ise belli bir ilaca karsi direncli olan bazi mikroorganizmalarin, ayni veya benzer
mekanizma ile etki eden diger ilaglara karsi da direngli olmasi halidir. Eritromisin-linkomisin
arasindaki capraz diren¢ buna 6rnek olarak verilebilir (Yiice, 2001; Kaya, 2007; Founou ve

ark, 2016).

2.7.1. S. aureus ve Antibiyotik Direnci

S. aureus enfeksiyonlariin tedavisi icin penisilinin kullanilmasindan 6nce bireylerin
mortalite oran1 yaklasik %80 iken, 1940’11 yillarin baslarinda penisilin kullanimi ile birlikte
bu oranda biiyiik bir azalma goriilmiistiir. Ancak bu durum ¢ok uzun stirmemis, 1942 yilinda
bir hastane enfeksiyonundan ilk kez penisilin direngli S. aureus izole edilmistir. Penisiline
kars1 sekillenen direng 1960 yilinin sonuna dogru, hem hastane hem de toplum iliskili suslarin
%80’ine ulasmistir. Penisilin direnci plazmidlere baglh bir diren¢ olup, bu direncin aktarimi
olduk¢a hizli sekillenmektedir. Dolayisiyla plazmidlerin aktariimasi sonucu meydana gelen
direngli suslarin orami giin gegtikge artmistir. Bu nedenle penisilin direngli S. aureus
enfeksiyonlarinin tedavisinde eritromisin, tetrasiklin ve gentamisin gibi antibiyotikler
kullanilmaya baslanmis, ancak zaman igerisinde bu antibiyotiklere karsi etkende c¢oklu
antibiyotik direnci gozlemlenmistir. Ortaya cikan direng sorunu, 1959°da semisentetik
penisilin olan metisilin ile ¢dziilmeye calisilmis, ancak 1961°de ilk olarak Ingiltere’de klinik

suslarda metisiline de kars1 direng saptanmis ve metisilin direncinin orani da kisa siirede artig
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gostermistir (Lowy, 2003; Pesavento ve ark, 2007; Deurenberg ve Stobberingh, 2008; Sancak,
2011).

S. aureus’un antibiyotiklere kars1 direncinden dort mekanizma sorumlu tutulmaktadir.
Bunlar; ilacin enzimatik inaktivasyonu, ila¢ hedefinin modifikasyonu, transmembran akis
pompalarinin (disa atimpompalari-efluks pompalar1) aktivasyonu ve hiicre membraninin ilaca
permeabilitesini azaltarak ilag aliminin kisitlanmasidir (Reygeart, 2013; Yang ve ark, 2016).
Tablo 3’te S. aureus’un antibiyotik direncinden sorumlu etki mekanizmalar1 belirtilmistir

(Lowy, 2003; Reygeart, 2013).

Tablo 3. Antibiyotik direncinden sorumlu etki mekanizmalari

Antibiyotik Grubu Diren¢ mekanizmasi

B laktamlar B laktam halkasi inhibisyonu

PBP’lerin affinitesinin azalmasi

Hiicre membraninin kalinlagmasi

Glikopeptidler Dipeptit sentezi ile vankomisine duyarliligin
azalmas1

Kinolon direncini belirleyen bolge (QRDR)’de
Kinolonlar mutasyon

Efluks pompalarinin aktivasyonu

Asetiltransferaz, fosfotransferaz ile antibiyotik

Aminoglikozidler modifikasyonu

Tetrasiklinler Efluks pompalarinin aktivasyonu

[lacin hedef bélgesine yarismaci baglanma

Oksazolidinonlar rRNA mutasyonu

Makrolidler, Linkozamidler, Streptograminler RNA metilasyonu

Sulfametoksazol, Trimetoprim [lacin hedefindeki enzimin modifikasyonu
Lipopeptidler Hiicre membran yapisinin degismesi

2.7.1.1. p-laktam direnci

Penisilinin de i¢in de bulundugu p-laktam grubu antibiyotikler, peptidoglikan
tabakanin sentezindeki transpeptidasyon basamagindan sorumlu PBP’lere baglanarak
peptidoglikan tabakanin ¢apraz baglarinin olusumunu inhibe etmekte, hiicre duvarint mekanik
olarak zayiflatmakta ve etkenin Oliimiine neden olmaktadir. S. aureus’ta [-laktam
antibiyotiklere kars1 diren¢ B-laktamaz enzimleri ve PBP’lerin antibiyotigi inaktive etmesiyle
meydana gelmektedir. p-laktamaz enzimi antibiyotigin B-laktam halkasini hidrolize ederek

ilacin inaktivasyonunu saglamakta ve sonu¢ olarak hiicredeki PBP’lere baglanmasin
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engelleyerek direng olusturmaktadir. Diger taraftan da PBP’lerin yapilarindaki mutasyonlar
sonucu B-laktam grubu antibiyotiklere afinite azalmakta ve bu antibiyotiklere direng
sekillenmektedir (Lowy, 2003; McCallum ve ark, 2010; Reygaert 2013).

2.7.1.1.1. Metisilin direnci

S. aureus’un sahip oldugu B-laktamaz enziminin neden oldugu direng sorununa karsi
1959°da bu enzimin hidrolizine direngli yar1 sentetik penisilin olan metisilin klinik kullanima
girmistir. Ancak iki y1l gibi kisa bir siire sonra ilk kez ingiltere’de klinik suslarda metisiline
direngli S. aureus saptanmis ve bundan sonraki yillarda birgok iilkede etken endemik hale
gelmistir. MRSA suslar1 1970’lerin sonunda makrolidler, kloramfenikol, tetrasiklinler,
aminoglikozidler gibi ¢ok sayida antibiyotik grubuna karsi diren¢ kazanmaya baslamus,
1980’li yillardan sonra ise MRSA suslart tim diinyada hastane enfeksiyonu etkenleri
arasinda ilk siralardaki yerini almistir. MRSA’lar dnceleri 6nemli bir nozokomiyal patojen
olarak kabul edilmekteyken, takip eden yillarda toplumda MRSA enfeksiyonlarinin goriilme
sikligi artmis ve 2000°1i yillarin basindan itibaren de ¢iftlik hayvanmi kdkenli suslar dikkat
¢ekmeye baslamistir (Lowy, 2003; Fitzgerald, 2012).

S. aureus’ta metisiline direng gelisimi 3 sekilde olmaktadir.

1- Intrinsik (kromozomal) direng: Bu direng tipi S. aureus’un diger PBP’lerden farkli
olan PBP2a’y1 sentezlemesi sonucu sekillenmektedir. PBP2a peptidoglikan tabakanin
olusumunda transpeptidasyon basamagini katalizlemektedir. Sonu¢ olarak diger PBP’ler (-
laktam grubu antibiyotiklerle inhibe olsalar da, PBP2a’nin transpeptidaz aktivitesi araciligiyla
bakterinin hiicre duvar1 sentezi devam etmektedir. PBP2a, Stafilokokal Kaset Kromozom
(SCCmec; Staphylococcal cassette chromosome mec) tarafindan taginan mec gen kompleksi
ile kontrol edilen mecA geni tarafindan kodlanmaktadir. mec gen kompleksi mecA geni ve
bunu regiile eden mecl ve mecR1 genlerinden olusmaktadir. Ayrica bu regiilatér genlerin,3-
laktamaz enzimini kodlayan blaZ geninin regiilatorleri olan blaR1 ve blal genleri ile homolog
yapida olduklari saptanmistir. mecl geni, mecA transkripsiyonunu baskilayan Mecl proteinini,
mecR1 ise membrana bagh sinyal transdiiksiyon proteini olan MecR1’1 kodlamaktadir. mecA
geninin sentezi pB-laktam grubu antibiyotiklere maruz kalindiginda etkin bir sekilde
indiiklenmektedir. Bununla birlikte B-laktamaz regiilator proteinleri Blal ve BlaR’de mecA
ekspresyonunu baskilayabilmekte, PBP2a sentezi Mec ve Bla regiilatorlerinin varligina bagl
olarak  sustan  susa  degistiginden  peptidoglikan  tabakada da  farkliliklar
gozlemlenebilmektedir. Etkende kromozomal direncin meydana gelmesi igin mecA geninin

ekspresyonu sarttir. Ancak bu ekspresyon her bakteri igin ayni olmadigindan, mecA geni
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tasimasimma ragmen degisik dilizeylerde direngli, hatta duyarli S. aureus suslar1 da
gdzlemlenmektedir. Intrinsik metisilin direnci fenotipik olarak homojen ve heterojen direng
olmak tizere 2 sekilde goriilebilmektedir. Homojen direng yapisal (kromozomal) olup, bakteri
toplulugundaki tiim bakteriler mecA genini tasimaktadirlar. Ayrica homojen direng gelisimi
ortamin sicakligi, tuz konsantrasyonu, pH gibi cevresel faktorlerden etkilenmemektedir.
Ancak saha suslarinin ¢ok az bir kisminda homojen metisilin direnci goriilebilmektedir.
Heterojen direng ise genellikle metisilin veya diger beta-laktam grubu antibiyotiklerin
varliginda indiiklenebilmektedir. Ayni bakteri toplulugunda direngli sus orani 103-10°
arasinda degismektedir. Heterojen dirence saha ¢alismalarinda daha sik rastlanmakta, ancak
cevresel faktorlerden etkilenmesi nedeniyle tespit edilmesi gii¢ olmaktadir. Koloniyi olusturan
bakteriler mecA genini tagimalarina ragmen, direng fenotipik olarak 10 bakteriden birinde
tespit edilebilmektedir. Bu durumdan da mec bolgesi disinda bulunan “factors essential for the
expression of methicillin resistance” (fem) genleri veya direngten sorumlu regiilator genler
sorumlu tutulmaktadir. Hem duyarli hem de direngli suslarda bulunabilen fem genleri hiicre
duvarinda bulunan peptidoglikan yapinin sentezinde gorevlidir. Bu genlerin inaktivasyonu
veya genlerde sekillenebilecek mutasyonlar sonucu hiicre duvart yapist degisiklik
gostermekte, dolayisiyla metisilin direncinde farkliliklar goriilebilmektedir (Chambers, 1997;
Lowy, 2003; Chongtrakool ve ark, 2006; Unal, 2009; Sancak, 2012; Foster, 2017).

2- Bordeline metisilin direnci: Bu diren¢ tipine kazanilmis metisilin direnci de
denilmektedir. Bazi suslar mecA geni tasimamasina ragmen oksasiline karst direng
gostermekte ve bu direng tipine sahip suslar “Borderline-Resistant S. aureus” (BORSA)
olarak adlandirilmaktadir. BORSA suglarinin gostermis oldugu direng PB-laktamazin asirt
sentezlenmesinden kaynaklanmaktadir. Etken tarafindan yiiksek miktarda sentezlenen [-
laktamaz metisilin ve oksasilini yavas fakat onemli Ol¢iide parcalayabilmektedir. Ayrica
BORSA suslarinin PBP2a olusturmamalari ve direng kontroliiniin kromozal degil de plazmide
bagimli olmasi onlart MRSA suslarindan farkli kilmaktadir (Lowy, 2003; Peacock ve
Paterson, 2015; Oniciuc ve ark, 2017).

3- Intermediate metisilin direnci: Bu direng tipinde mevcut PBP’lerde [-laktam
antibiyotik afinitesinde azalma goriilmektedir. Hem B-laktamaz sentezlemeyen hem de mecA
geni tagimayan S. aureus suslarinda B-laktamlar tarafindan hedeflenen transpeptidaz alaninda
ozellikle PBP2 ile diger PBP’lerde sekillenen nokta mutasyonlar sonucu metisilin direnci
tanimlanmis ve bu direng tipini gosteren suslara “Moderately-Resistant S. aureus” (MODSA)
adr verilmistir (Chongtrakool ve ark, 2006; Peacock ve Paterson, 2015; Oniciuc ve ark,
2017).
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Yapilan arastirmalarda bazi S. aureus suslariin, mecA geni tagimamasina ragmen
oksasilin, sefoksitin gibi metisilin direncinin tespitinde kullanilan antibiyotiklere karsi direng
gosterdigi ve bu durumun mecA geninin homologu olan baska bir gen ile diger p-laktam
direnci saglayan faktorlerden kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Daha Onceki ¢alismalar
incelendiginde, laboratuvar analizleri sonucu MODSA olarak kabul edilen suslarin bu homolog
gene sahip olabilecegi goz dniinde bulundurulmalidir. Bununla birlikte ilk kez ingiltere’de 2007
yilinda tank siitlerinden izole edilen fenotipik olarak MRSA oldugu dogrulanan suslarda yapilan
molekiiler analizlerde mecA geni yerine mecA ile yaklasik %70 homolojiye sahip baska bir gene
rastlanilmistir. Molekiiler arastirmalar sonucu bu gen hem SCCmec tarafindan tagiip benzer
regiilator mekanizmalara sahip olmasi, hem de mecA ile yiiksek oranda homoloji gostermesi
nedeniyle mecC olarak isimlendirilmistir. (Garcia-Alvarez ve ark, 2011; Paterson ve ark, 2014;
Peacock ve Paterson, 2015).

Yapisal ve evrimsel temelleri heniiz tam olarak agiklanamamis olsa da mecA ve mecC
tarafindan kodlanan PBP'ler arasinda farkliliklar gbézlemlenmektedir. PBP2amecc metisilin
direncinin belirlenmesinde kullanilan oksasiline sefoksitinden daha fazla afinite géstermekte,
PBP2ameca ise her iki antibiyotik arasinda da fark gozetmemektedir. PBP2apyeca OKsasilin
direnci i¢cin PBP2’nin transglikosilaz aktivitesine ihtiyag duymakta ancak PBP2apecc
PBP2’ye ihtiyag duymadan diger monofonksiyonel glikotransferazlarla etkilesime girerek
direng gostermektedir. Ayrica iki protein arasinda termostabilite agisindan da farklilik
bulunmakta, PBP2ameca’nin 37°C’de PBP2apecc’ye gore daha stabil oldugu bilinmektedir
(Kim ve ark, 2012; Paterson ve ark, 2014; Peacock ve Paterson, 2015).

2.7.1.2. Glikopeptid direnci

Glikopeptid grubu antibiyotikler (vankomisin, teikoplanin, avoparsin vb.); Gram
pozitif bakterilerin peptidoglikan tabakasinda bulunan D-alanin-D-alanin yapisina baglanarak
hiicre duvari sentezindeki enzimlerin hedefini bozup, transpeptidasyon basamagini inhibe
ederek etki gostermektedirler. Glikopeptidlerin ilk temsicisi olan vankomisin 1956’da
kullanima girmis, uzun siire direngli suslarin tedavisinde kullanilmistir. Ancak MRSA’nin
sorumlu oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde vankomisinin yaygin bir sekilde kullanilimi
sonucu diren¢ problemi sekillenmistir. S. aureus’ta vankomisin direncinin olugmasinda
peptidoglikan biyosentezindeki degisiklik ve direngten sorumlu genlerin konjugal transferi
olmak tizere 2 mekanizma rol oynamaktadir. Direngten sorumlu ilk mekanizmada hiicre
duvarindaki peptidoglikan zincirleri arasindaki ¢apraz bag sayisinda sekillenen azalma sonucu

ortamda D-alanin-D-alanin miktar1 artmakta, vankomisinde bu serbest D-alanin-D-alanin
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rezidiilerine baglanarak asil hedefine ulasamamaktadir. Sonug¢ olarak vankomisini yakalayip
ona baglanabilecek daha fazla D-alanin-D-alanin rezidiisii oldugundan vankomisine orta
diizeyde direng gosteren VISA (Vancomycin Intermediate-Resistant S.aureus) suslar
olusmaktadir. Bu suslardaki hiicre duvari daha kalin ve diizensiz sekildedir. Ikinci direng
mekanizmasinda ise vankomisin diren¢li Enterokoklardan direng genlerinin konjugasyonu ile
VRSA (Vancomycin Resistant S. aureus) suslart olusmaktadir. Bu genlerin aktarimi
sonucunda  peptidoglikan  tabakada  D-alanin-D-alanin  yerine  D-alanin-D-laktat
sentezlenmekte, vankomisin ise bu dipeptide baglanamadigindan direng meydana gelmektedir
(Lowy, 2003; McCallum ve ark, 2010).

2.7.1.3. Kinolon direnci

Kinolonlar DNA replikasyonu ve transkripsiyonunda rol oynayan enzimlerden DNA
giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek bakterisidal etki gostermektedirler. S.
aureus’taki kinolon direncinden sorumlu mekanizmalar DNA giraz ve topoizomeraz IV teki
kromozomal mutasyonlar ve efluks pompasinin aktivasyonudur. S. aureus’ta kinolonlarin
oncelikli hedefi topoizomeraz IV oldugu i¢in, bu enzimde meydana gelen mutasyonlar direng
gelisiminde daha 6nemli kabul edilmektedir. Enzim-DNA kompleksinin QRDR (Quinolone
Resistance-Determining Region)’nin sorumlu bdlgelerindeki aminoasit degisiklikleri
kinolonlarin bu hedefe afinitesini diisiirmektedir. Efluks pompa sisteminde bulunan proteinler
yapisal olarak transport proteinlerine benzemekte ve enerji bagimli olarak etkinlik
gostermektedirler. Bu direng tipinde efluks pompalari antibiyotikler de dahil olmak {izere, ¢ok
sayida yabanci, sitotoksik ve metabolizma {irlintinii hiicreden uzaklastirmaktadir (Yiice, 2001;

Lowy, 2003; Reygaert, 2013).

2.7.1.4. Aminoglikozid direnci

Bakterisidal etkili aminoglikozidler ribozomun 30S alt iinitesine baglanip tRNA’nin
translokasyonunu bozarak mRNA’nin tasidigi genetik kodun yanlis okunmasma neden
olmaktadir. Boylece protein sentezi inhibe olmaktadir. Ayrica aminoglikozidler Gram pozitif
bakterilerin hiicre duvarinda bulunan fosfolipitlere ve teikoik aside baglanip membran
stabilitesini bozarak da etki gostermektedirler. S. aureus’un aminoglikozidlere kars1 gosterdigi
en yaygin direng tipi enzimatik modifikasyondur. Bu direng tipinde etken asetilasyon,
niikleotidilasyon ve fosforilasyon olmak iizere 3 6nemli reaksiyonu sirasiyla asetil transferaz
(AAC), adenil transferaz (ANT) ve fosfo transferaz (APH) enzimleriyle katalizlemektedir.
ANT ve APH ilacin hidroksil gruplarimi, AAC ise amino gruplarimi etkilemekte ve
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reaksiyonlar sonucu antibiyotik molekiillerine adenil, asetil ve fosforil gruplar1 eklenerek
ilacin etkinligi ortadan kaldirilmaktadir (Jensen ve Lyon, 2009; McCallum ve ark, 2010;
Foster, 2017).

2.7.1.5. Tetrasiklin direnci

Tetrasiklinler genis spektrumlu ve bakteriyostatik etkili bir antibiyotik grubudur.
Tetrasiklinler ribozomun 308 alt iinitesine baglanip tRNA ‘nin ribozomal komplekse erigimini
engelleyerek protein sentezini inhibe etmektedirler. S. aureus’ta tetrasiklin direncinin
olusmasinda efluks pompalarinin aktivasyonu ve ilacin hedef bdlgesine yarismaci proteinin
baglanmasi olmak iizere 2 mekanizma etkili olmaktadir. Efluks pompalarinin aktivasyonu ile
sekillenen direng tipinde, hiicre igine giren ilag enerji bagimli pompa sistemi ile hizla disar1
atilmaktadir. Ilacin hedef bolgesine yarismaci baglanma mekanizmasi ile olusan direng
tipinde ise, etken tarafindan sentezlenen ribozomal koruma proteini (Ribosomal Protection
Protein-RPP) ilacin hedef bolgesine baglanarak ilacin etkinligini bloke etmektedir (Yiice,
2001; Jensen ve Lyon, 2009; Reygaert, 2013).

2.7.1.6. Oksazolidinon direnci

Linezolid, oksazolidinon grubunda bulunan sentetik bir antibiyotik olup, ribozomun
508 alt tinitesindeki peptidil transferaza baglanip protein sentezini baslangigta inhibe ederek
bakteriyostatik etki gostermektedir. Linezolid direnci 23S RNA’daki nokta mutasyonlar ve
ribozomal RNA’nin metilasyonu nedeniyle ilacin hedef bolgeye baglanmasinin azalmasi veya

engellenmesi sonucu sekillenmektedir (Sancak, 2011; Reygaert, 2013).

2.7.1.7. Makrolid, linkozamid, streptogramin direnci

Makrolid-Linkozamid-Streptogramin (MLS) tiirii antibiyotikler kimyasal olarak
birbirlerinden farkli olsalar da, bakterilerdeki RNA bagimli protein sentezini ribozomun 50S
alt iinitesine baglanarak inhibe etmektedir. Bu antibiyotikler ayni alt {initeyi etkilediklerinden
dolayr, burada olugan mutasyonlar her 3 antibiyotige de direng gelisimi ile
sonuglanabilmektedir (¢apraz direng). Direngten 3 farkli mekanizma sorumludur. Bunlar;
ribozomal hedefin degismesi, disa atim pompalarinin aktivasyonu ve enzimatik
inaktivasyondur. Bununla birlikte en sik goriilen diren¢ mekanizmasi ribozomal hedefin
degismesidir. Metiltransferaz enzimi sentezlenerek 23S rRNA’nin metilasyonu sonucu
antibiyotikler ribozoma baglanamamakta ve bdylece direng gelismis olmaktadir (Yiice, 2001;
Sancak, 2011; Reygaert, 2013).
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2.7.1.8. Siilfametoksazol-trimetoprim direnci

S. aureus da diger bakteriler gibi RNA ve DNA sentezinde kullanmak tizere folik asidi
disaridan alamadigindan dolay1r para-aminobenzoik asitten (PABA) sentezlemektedir.
Siilfametoksazol PABA’dan dihidropteroik asit olusturan dihidropteroat sentetaz (DHPS)
enzimini inhibe ederek folik asit sentezini engellemektedir. Trimetoprim ise dihidrofolik asidi
tetrahidrofolik aside ¢eviren dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimini inhibe ederek etki
gostermektedir. Her iki antibiyotik ayr1 ayri bakteriyostatik olmasina ragmen, beraber
kullanildiklarinda bakterisidal etki gostermektedir. Siilfametoksazol-trimetoprim direnci
DHPS ile DHFR enzimlerinin sentezindeki sorumlu genlerin mutasyonu sonucu DHPS ve
DHFR’nin aminoasit dizilimlerinin degisimi ve PABA’nin asir1 sentezlenmesi sonucu

sekillenmektedir (Kaya, 2007; Reygaert, 2013; Foster, 2017).

2.7.1.9. Lipopeptid direnci

MRSA da dahil olmak {izere ¢ogu Gram pozitif bakterilere karsi bakterisidal etki
gosteren daptomisin siklik lipopeptid yapisindadir. Daptomisin ortamdaki Ca ile baglanarak
aktif hale gecmekte ve Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan teikoik asit
icerisinde transmembran iyon kanallarini olusturmaktadir. Olusan kanallardan hiicre ici
iyonlar hiicre disina ¢iktigindan membran depolarizasyonu sekillenmekte ve sonu¢ olarak
hiicre oliimii gergceklesmektedir. S. aureus hiicre yilizeyi elektrik yiikiinii degistirerek ve
teikoik asit iiretimini arttirtp hiicre membranin1 kalinlastirarak daptomisine karsi direng
gelistirmigtir. Yapilan arastirmalarda VISA izolatlarinda daptomisin direncinin tespit
edilmesiyle, iki diren¢ arasinda iligki olabilecegi diisiiniilmiis ve vankomisine bagli hiicre
membraninda sekillenen kalinlagma sonucunda daptomisinin de hiicre duvarina

baglanmasinda azalma olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Jensen ve Lyon, 2009; Foster, 2017).

2.8. Diinya ve Tiirkiye’de Gida iligkili S. aureus Prevalansi

S. aureus kaynakli gida intoksikasyonlari, etken tarafindan iiretilen enterotoksinlerin
alimenter yolla alinmasi sonucu sekillenmektedir. Etken gidalarin yani sira su, hava, gida
isletmelerinde kullanilan alet-ekipmanlar, insanlar ile hayvanlardan da izole edilebildiginden
halk sagligi igin biiyiik bir tehdit olusturmaktadir (Argudin ve ark, 2010; Doyle ve ark, 2012).

S. aureus protein ve karbonhidratlarca zengin, asitligi diislik olan gidalarda rahatlikla
gelisebildiginden, hayvansal kaynakli gidalar etken i¢in olduk¢a uygun bir ortam
olusturmaktadir. Stafilokokal intoksikasyonlara neden olan gidalar arasinda siit ve siit

iirlinleri, et ve et iirlinleri, kanath eti, yumurta, unlu mamuller, kremal1 pastacilik iirtinleri,
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salatalar ve sandvig gibi tiiketime hazir gida iiriinleri bulunmaktadir. Ozellikle tiiketime hazir
gidalarin yapim siireci, depolanmasi ve tiiketime sunulmasi asamalarmda kontamine
edilmeleri intoksikasyon agisindan risk teskil etmektedir (Argudin ve ark, 2010; Aydin ve ark,
2011a).

S. aureus patojen bir tiir olmasina karsin insanlarin deri ve burun mukozalarinda da
bulunmaktadir. Yapilan calismalarda etkenin, saglikli insanlarin %30-50’sinin burun
mukozasindan izole edildigi bildirilmektedir. Bu nedenle gida isletmelerindeki asemptomatik
personelin ¢iplak elle gidalara dokunmasiyla, gidalara karsi aksirip-okstirmeleriyle de
kontaminasyon sekillenebilmektedir (Doyle ve ark, 2012; Al-Bahry ve ark, 2014).

S. aureus, c¢ig gidalardaki mikroflora ile iyi bir sekilde rekabet edemediginden,
kontaminasyon, c¢ogunlukla gidalarin islenmesi, pisirilmesi, depolanmasi, tasinmasi ve
tiikketime sunulmasi sirasindaki uygun olmayan sartlar ve yetersiz hijyen uygulamalari sonucu

olusmaktadir (Argudin ve ark, 2010; Hennekinne, 2018).

Stafilokokal intoksikasyonun olusmasi i¢in 5 sart gereklidir. Bunlardan ilki
enterotoksin liretebilen suslar1 i¢eren gidalar veya enfekte tastyicilarin bulunmasi, ikincisi bu
suslar ile kot hijyen sartlari, uygun olmayan depolama gibi uygulamalarla kontaminasyonun
saglanmas1 ve yayilmasidir. Ugiincii sart ise etkenin gelismesi ve toksin olusturabilmesi igin
uygun fizikokimyasal 6zelliklere sahip gidalarin olmasidir. Dordiincii sart bakteriyel biiylime
ve enterotoksin lretilebilmesi i¢in uygun sicaklik ve yeterli zamanin saglanip son olarak da
tilketicide intoksikasyon sekillenebilmesi igin yeterli miktarda enterotoksin iceren gidanin
alinmasidir. Bu 5 sart yerine getirildiginde intoksikasyon sekillenmekte ve kisa siirede

semptomlar gozlemlenebilmektedir (Hennekinne, 2018).

Ulkelerin  tiiketim  aligkanliklarindaki ~ farkliliklardan  dolayr  Stafilokokal
intoksikasyonlara neden olan gidalar da iilkeden iilkeye degiskenlik gostermekle birlikte
birgok tilkede Stafilokokal intoksikasyon olgulari toplam gida enfeksiyon/intoksikasyonlarinin
onemli bir bolimiini olusturmaktadir (Le Loir ve ark, 2003). S. aureus haricinde diger
koagulaz pozitif Stafilokoklarin da intoksikasyonlarda rol oynamasi yasal diizenlemelerde
belirtilen kriterlerin genisletilmesine neden olmustur. Bu durum goéz Oniine alindiginda
tilkemizin de dahil oldugu cesitli iilkelerde yapilan yasal diizenlemelerde koagulaz pozitif
Stafilokoklarin gidalardaki diizeyinin belirlenmesinin yani sira enterotoksin iceriginin de
tespitine yer verilmistir. Avrupa Birligi’nde EC 2073/2005 say1 ve tarihli diizenlemede ve
tilkemizde 29 Aralik 2011 tarihinde kabul edilen Tiirk Gida Kodeksi (TGK) Mikrobiyolojik
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Kriterler Yonetmeligi’'nde gidalardaki koagulaz pozitif Stafilokoklarin ve Stafilokokal

enterotoksinlerin limitleri ayn1 sekilde belirtilmistir.

Avrupa Birligi (AB) ve ABD’de gida kaynakli intoksikasyon olgular1 kayit altina
alindigindan, konu ile ilgili istatistiksel verilere ulasilabilmektedir. Ancak iilkemizde soz
konusu kayitlar detayli sekilde tutulamadigindan dolayi istatistik veriler ve intoksikasyonlarin
insidans1 ile {ilke ekonomisine getirdigi is gicii kaybt net olarak

maliyet ve

belirlenememektedir.

ABD’de 2012-2015 yillar1 arasinda bildirilen Stafilokokal gida intoksikasyonlari,
Tablo 5’te ise 2012-2015 yillar1 arasinda AB’de bildirilen Stafilokokal gida intoksikasyonlari
belirtilmistir. Tablolarda da goriildiigl iizere AB ile ABD arasindaki sayisal fark oldukca
yilksek olup, bu sayisal farkin raporlama sistemlerinden kaynaklandigr bildirilmistir

(Hennekinne, 2018).

Tablo 4. 2012-2015 yillar1 arasinda ABD’de bildirilen Stafilokokal gida intoksikasyonlari

Hastaneye
Yil Salgin Sayisi Olgu Sayisi Kaynak
yatislarin sayisi
2012 5 149 4 CDC (2014)
2013 10 263 27 CDC (2015)
2014 17 566 10 CDC (2016)
2015 17 306 31 CDC (2018)

Tablo 5. 2012-2015 yillar1 arasinda AB’de bildirilen Stafilokokal gida intoksikasyonlari

Hastaneye
Yil Salgin Sayis1 Olgu Sayis1 Kaynak
yatislarin sayisi
2012 346 2532 288 EFSA ve ECDC (2014)
2013 386 3203 210 EFSA ve ECDC (2015a)
2014 393 2952 264 EFSA ve ECDC (2015b)
2015 434 3630 316 EFSA ve ECDC (2016)

Yukarida da belirtildigi tlizere gida kaynakli enfeksiyon/intoksikasyonlarin etken

izolasyonu ve

bulunmamaktadir.

insidansi

acisindan  llkemizde

herhangi

bir

surveyans

programi

Dolayisiyla tezin bu bolimiinde Tirkiye’de S. aureus kaynakli

intoksikasyonlar ile ilgili saglikli bir veri verilmesi miimkiin olamamistir. Ancak 2010-2018
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yillar1 aras1 lilkemizde arastirmacilar tarafindan yapilan cesitli ¢calismalarda farkli gidalardaki

S. aureus’un bulunma oranlar1 Tablo 6’da belirtilmistir.

Tablo 6. Ulkemizde ¢esitli gidalarda S. aureus iizerine yapilan bazi arastirmalar

S.aureus pozitif 6rnek

Gida Ornegi Kaynak
sayisl
Koyun peyniri 60 (%60)
Siitl tath 26 (%52) Ertag ve ark (2010)
Et (s181r, koyun, tavuk, hindi) 16 (%10,2)
Et iiriinii (sucuk, salam, sosis) 8 (%5,1)
Cig siit 64 (%40,7)
Siit tirtini (peyrtir, yogurt, 54 (%34.4) Aydin ve ark (2011)
kaymak, tereyagi)
Unlu mamiiller (yufka,pasta) 10 (%6,4)
Tiiketime hazir yemek 2 (%1,3)
Cig Siit 45 (%75)
Beyaz peynir 12 (%32,5)
Kasar peyniri 3 (%30) Giictikoglu ve ark (2012)
Tereyagi 3 (%30)
Dondurma 1 (%10)
Tulum peyniri 31 (%25,8)
Manda kaymagi 26 (%21,6) Pamuk ve ark (2012)

Cig manda siitii

40 (%33,3)

Tavuk eti 4 (%13,3) Yurdakul ve ark (2013)
Cig siit 28 (%56)

Beyaz peynir 24 (%48) Glindogan ve Avci (2014)
Dondurma 18 (%36)

S1gir kiymasi 35 (%28) )

Kuzu kiymast 43 (%34.4) Gtiran ve Kahya (2015)
Sigir karkasi 15 (%12,5) Keyvan ve Ozdemir (2016)
Siit, peynir, tavuk eti, kiyma 20 (%12,5) Can ve ark (2017)
Tankstth V 14 (%28) Ektik ve ark (2017)

Siit tirlinii (peynir,tereyag) 3 (%2,4)

Manda siitii 30 (%30)

Manda kaymagi 9 (%18) Saka ve Terzi Giilel (2018)
Manda peyniri 17 (%34)
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2.9. Gidalarin Hazirlanmasinda Kullanilan Alet-Ekipmanlarin ve Calisan Personelin S.

aureus Kontaminasyonundaki Rolii

Gida isleme tesislerindeki yetersiz hijyen uygulamalar1 gida iirlinlerinin patojenlerle
kontaminasyonuna neden olabilmektedir. Dolayisiyla bu durum hem ekonomik kayba
sebebiyet vermekte hem de tiiketicilerin saghigi i¢in ciddi riskler teskil etmektedir. Siit ve siit
triinleri ile et ve et iriinlerinin isleme siirecinde caligan personel ve kullanilan alet-ekipman
kaynakli S. aureus kontaminasyonuna siklikla rastlanilmaktadir. Ayrica yapilan
arastirmalarda hayvansal kaynakli gidalarin hazirlanma siirecindeki maniiplasyonlarin sayisi
ile S. aureus kontaminasyonu arasinda dogru oranti oldugu tespit edilmis, kontaminasyon
kaynaklar1 incelendiginde ise ¢cogunun, {irliniin elde edildigi hayvan haricinde ¢alisan personel
ve kullanilan alet-ekipmandan kaynaklandigi belirtilmistir (Aydin ve ark, 2007; Gutierrez ve
ark, 2012; Kadariya ve ark, 2014; Abunna ve ark, 2016).

Siit ve siit driinlerinde S. aureus kontaminasyonu hayvanin viicut yiizeyinden,
mastitisli hayvanlardan elde edilen siitlerden, sagim makinelerinden, siitlerin depolandigi
tanklardan, pastorizasyondan sonra siitlerin iriine isleme prosesinde kullanilan alet-
ekipmandan (teleme bicagi, teleme bezi, kaliplar vb.) sekillenebilmektedir (Abunna ve ark,
2016; Basanisi ve ark, 2016).

Et ve et rlinlerinin S. aureus ile kontaminasyon riski hayvanin kesilmesinden
tilketilmesine kadar her basamakta devam etmektedir. Karkaslar icin ilk kontaminasyon
kaynagi deri kabul edilmekle birlikte kesim prosesinde kullanilan bigak, masat, karkas
kancalar1 gibi alet-ekipmanlarin da kontaminasyonda 6nemli birer kaynak oldugu yapilan
arastirmalarda belirtilmistir. Kesim siirecinde kullanilan alet-ekipmanlarin  haricinde
personelin kiyafetleri (onliik) ve elleri de kontaminasyon oranimi arttirabilmektedir
(Schlegelova ve ark, 2004; Bakhtiary ve ark, 2016).

Kanatli etlerinde de genel anlamda kontaminasyon hayvanlarin ayak ve tiiylerinde,
alet-ekipmanlarda ve c¢alisan personelde bulunan etkenin karkasa bulagsmasi ile
gerceklesmektedir. Ayrica kanatli kesim prosesinin bircok asamasinda su kullanilmasi da
kontaminasyon riskini arttiran diger 6nemli bir faktordiir. Bununla birlikte ¢ogunlukla kanatl
karkasinin tiim olarak degil de pargalanmis bir sekilde paketlenip satisa sunulmasi da karkasa
uygulanan maniiplasyonlar1 arttirdiindan c¢apraz kontaminasyon oranint daha da

yiikseltmektedir (Wang ve ark, 2013).

40



2.10. MRSA’nin Gidalarla Tasinmasi

Metisilinin klinik kullanima girmesinden kisa bir siire sonra klinik S. aureus suslarinda
direng gelisimi goézlemlenmistir. S. aureus, metisilin direncinin saptanmasindan sonra belirli
bir siire sadece nozokomiyal (Hospital Associated MRSA/HA-MRSA) olarak giindemde olsa
da, 1990’larin basindan itibaren daha 6nce saglik hizmeti almamis hastalarda da MRSA’ya
bagli enfeksiyonlar artis gostermis ve bu enfeksiyonlardan sorumlu suslar toplum iligkili
MRSA (Community Associated MRSA/CA-MRSA) olarak isimlendirilmistir. Son on yilda
HA-MRSA enfeksiyonlarinin insidansi diismiis olmakla birlikte CA-MRSA enfeksiyonlarinin
insidans1 genel populasyonda artis goOstermistir. Bunun yanmi sira son donemlerde onem
kazanan bir diger konu ise ¢iftlik hayvanlan iligkili MRSA’dir (Livestock Associated
MRSA/LA-MRSA). LA-MRSA ilk kez 2003’te Hollanda’da bir domuz ciftliginde hem
domuzlardan hem de ¢iftlikte ¢alisanlardan izole edilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda
izolatin insanlardan koken aldigi ve insanlardan hayvanlara tasindigir saptanmistir (Doyle ve
ark, 2012; Sergelidis ve Angelidis, 2017).

HA-MRSA, CA-MRSA ve LA-MRSA gidalarda bulunabildiginden hem gida giivenligi
hem de halk saglig1 agisindan biiyiik bir tehdit unsuru olarak kabul edilmektedir. Bu acidan
degerlendirildiginde gida sektoriinde calisan MRSA portdrii ya da MRSA ile enfekte kisiler
gidalar1 kontamine edebileceginden gida kaynakli bulasmada personelin etkin bir role sahip
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte MRSA ile enfekte hayvanlardan elde edilmis
gidalarin da enfeksiyonun yayilmasinda etkili oldugu belirtilmistir (Normanno ve ark, 2007b;
Doyle ve ark, 2012; Sergelidis ve Angelidis, 2017).

Giliniimiizde MRSA tiim diinyada yaygin olarak goriilmekte olup, prevalansi cografi
sartlar, gelismislik diizeyi, etken izolasyonunda laboratuvarda kullanilan yontemler gibi
nedenlerle tilkeler arasinda farklilik gostermektedir. Tablo 7°de Diinya’da ve Tiirkiye’de gesitli

gidalarda MRSA iizerine yapilan aragtirmalar gosterilmistir.
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Tablo 7. Diinya’da ve Tiirkiye’de ¢esitli gidalarda MRSA iizerine yapilan bazi arastirmalar

.. . MRSA pozitif
Ulke Gida Ornegi Kaynak
ornek sayis1 (%)
Cig Siit, Koyun Peyniri,
Tiirkiye Siitlii Tatli, Et Uriinleri, 9 (%9,4) Hizlisoy ve ark (2018)
Kanath Eti
_ Papadopoulos ve ark
Yunanistan Tank Stitii 1 (%2,7)
(2018)
Italya Siit, Peynir 40 (%8,3) Basanisi ve ark (2017)
Danimarka Tavuk Eti 4 (%4) Tang ve ark (2017)
Sigir Eti, Tavuk Eti,
ABD o 66 (%1,9) Ge ve ark (2017)
Domuz Eti, Hindi Eti
Tiirkiye Peynir 2 (%1) Can ve Celik (2012)
Et, Siit, Et Iceren ve
Kanada Icermeyen Gidalar, Siit - Crago ve ark (2012)
Uriinleri
Tiirkiye Peynir 4 (%7,5) Kav ve ark (2011)
Fermente Et Uriinii,
Portekiz Unlu Mamiil, Tiiketime 4 (%5,5) Castro ve ark (2017)
Hazir Gida
Cin Tavuk Eti 20 (%1,7) Wang ve ark (2013)
. Alvarez-Suarez ve ark
Ispanya Kegi Siitii -
(2015)
Kore Sigir Karkasi 9 (%0,3) Moon ve ark (2015)

Bugiine kadar yapilan arastirmalardan elde edilen verilere dayanarak, MRSA'nin
gidalarda zaman zaman mevcut olabilecegi ve potansiyel bir halk sagligi riski olusturabilecegi
aciktir. Ancak etkenin bir diger halk sagligi problemi olan enterotoksijenik ozelligi ile
antibiyotik direnci arasinda korelasyon olup olmadigi uzun siire tartigilmistir. Yapilan
caligmalar sonucu enterotoksin genleri tastyan MRSA suslarinin, diger metisilin duyarh
enterotoksijenik S. aureus’lara benzer sekilde enterotoksinler iiretebildikleri saptanmus,
metisilin direnci ile enterotoksin {iiretimi arasinda herhangi bir iliski bulunamamistir

(Sergelidis ve Angelidis, 2017).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec

Bu arasgtirmada 2016-2018 yillar1 arasinda Aydin ilinin farkli ilgelerinden (Efeler,
Cine, Germencik, Karpuzlu, Kogarli, Soke, Yenipazar) toplanan 450 adet tank siitii 6rneginde,
Aydin ve Izmir illeri mandira satis noktalarindan temin edilen 100 adet tulum peyniri ve
kasap ile marketlerden alinan 40 adet kanat, 30 adet derisi {izerinde bulunan gogiis ve 30 adet
de derisi iizerinde bulunan but olmak iizere toplam 100 adet tavuk eti 6rneginde, Mugla
Biiytiksehir Belediyesi Mentese Mezbahasi’ndan yeni kesilmis ve rastgele secilmis 100 adet
sigir karkasindan deri yiiziimii sonrasi ve proses sonunda olmak tizere 2 kez alinmak suretiyle
toplamda 200 adet siinger svap 6rneginde, 1 kesim prosesinde 5 personelin ¢alistigi dikkate
alinarak 10 proses boyunca personelin ellerinden (50 adet) ve proseste calisan personel
tarafindan kullanilan alet-ekipmandan (50 adet bigak, 50 adet masat, 50 adet Onliik) prosesin
basinda, ortasinda ve sonunda olmak iizere toplam 600 adet svap 6rneginde, genel toplamda
ise 1450 adet 6rnekte S. aureus kontaminasyon diizeyi ve etkenin bazi virulens faktorleri ile
antibiyotik direng profilinin belirlenmesi amaglanmustir.

Siit 6rneklerinin alinmasi isleminde tankin bosaltma muslugu flambe edildikten sonra,
musluk agzinda bekleyen siit bir miktar bosaltilmig, takibinde steril numune kaplarinin
icerisine yaklagik 200 ml siit 6rnegi alinmistir. Peynir ve tavuk eti Ornekleri ise satig
noktalarindan yaklasitk 200 g olmak iizere aseptik sartlarda toplanmistir. Tim Ornekler
analizlerinin yapilmasi amaciyla soguk zincir altinda laboratuvara getirilmistir.

Caligma kapsaminda karkas, alet-ekipman ve personel Orneklerinin alindigi
mezbahanin kesim prosesi, kasaplarin ¢alisma basamaklar1 ile karkas Orneklerinin alinma

noktalar1 Sekil 2°de belirtilmistir.
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[ Kesim ] —» |. Kasap

A

[ Deri Yiiziimiine Hazirlik ] — |l. Kasap

A

Karkasin I [ Derinin Yiiziilmesi ] — |Il. Kasap

Ornegi
(sag yarim)

A

A

[ I¢c Organ Cikarimi ] —> V. Kasap

A

[ Karkasin Ikiye Ayrilmasi ve Traslama ] \
A

[ Tartim ve Yikama ] /

V. Kasap

Karkasin II.
Ornegi (sol <
yarim)

A

[ Sogukta Muhafaza ]

Sekil 2. Mezbaha kesim prosesi ve 6rnek alma noktalari

Mezbaha 6rneklerinde karkas numunelerini yeni kesilmis ve rastgele se¢ilmis 100 adet
sigir karkasi olusturmustur. Segilen karkaslarin kesim prosesinde deri yiiziilmesinden sonra
sag yarimindan, kesim prosesi tamamlandiktan sonra da sol yarimindan 100 cm?lik (10 cm x
10 cm) steril sablon ile isaretlenen boyun, dos, bos bogiir ve but bolgelerinden toplam 400
cm? olacak sekilde siinger svap teknigi ile érnekler almmistir. Steril siinger svaplar (World
Bioproduct SR-DRY-G) kullanilmadan 6nce 10 ml tamponlanmis peptonlu su (Oxoid
CMS509) ile sulandirilmistir. Svabin bir yiiziiyle karkasin boyun bdlgesinden, diger yiiziiyle
karkasin dos bolgesinden, bir diger svabin bir yiiziiyle karkasin bos boglir bolgesinden, diger
yliziiyle de but bolgesinden 10 kez yatay, 10 kez de dikey sekilde siinger svaplar siiriilerek
ornekler alinmistir. Ayni islem proses tamamlandiktan sonra karkasin diger yarimi igin de
uygulanmistir (Commission Regulation, 2005; Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler
Yonetmeligi, 2011; TSE EN ISO 17604, 2016).

Mezbahada kullanilan alet-ekipman (bigak, masat, 6nliik) ve ¢alisan personelden
kesim proses zamani goz Oniinde bulundurularak prosesin basinda, ortasinda ve sonunda
olmak tizere 3 ayr1 periyotta, her bir periyotta 50’ser adet olmak iizere toplamda 600 numune

alinmigtir. Mezbahanin hijyen politikasi geregi kasaplar kesim baglamadan bir giin 6nce bigak
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ve masatlarii1 dezenfekte etmekte ve kesim hatti boyunca her karkastan sonra bigaklarini
suyla yikamaktadir. Bicak ve masat 6rneklerinde 20 cm®lik alandan numune almak igin 10
ml tamponlanmis peptonlu su ile 1slatilmig steril svaplar kullanilmistir. Svaplar 10 kez yatay
10 kez de dikey olacak sekilde alana stiriilereck numuneler alinmistir. Kesim hattinda bulunan
kasaplarin onliiklerinden 100 cm®lik (10 cm x 10 cm) alandan daha énce 10 ml
tamponlanmis peptonlu su ile sulandirilan siinger svaplar kullanilarak ornekler alinmustir.
Kesim prosesinde g¢alisan personel, isletme prensipleri geregi proses basinda lateks eldiven
giymekte ve bu eldivenleri ¢esitli araliklarda degistirmektedir. Personelin her iki elindeki
eldivenlerden toplamda 20 cm?’lik alandan 6rnekler; daha énce 10 ml tamponlanmis peptonlu
su ile 1slatilmig svaplar kullanilarak, 10 defa yatay ve 10 defa dikey sekilde siiriilmek suretiyle
almmustir (ISO 18593, 2004).

Toplanan biitlin o6rnekler ayn1 giin igerisinde soguk muhafaza kosullarinda
laboratuvara getirilmis ve S. aureus yoniinden incelemeye alinmistir. Arastirmanin
gerceklestirilmesinde, Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 08.12.2016 tarihli 53043469-050.04.04 sayili yazisi 13

numarali karari ile etik agidan sakinca bulunmadigi bildirilmistir.
3.2. Yontem

3.2.1. S. aureus’un Standart Bakteriyoloji ile izolasyonu

Tank siitli numuneleri 10 ml, peynir ve tavuk eti numuneleri ise 10’ar gram tartilip
aseptik sartlarda stomacher torbalarina aktarilmig, tizerine 90 ml steril tamponlanmis peptonlu
su (Oxoid CMO0009) ilave edildikten sonra, ornekler stomacher cihazinda (Bagmixer,
Interscience, France) 2 dakika boyunca homojenize edilmistir. Bigak, masat ve personelin
ellerinden alinan svap Orneklerinin ise vorteks (IKA, ABD) yardimiyla homojenizyonu
saglanmistir. Onliiklerden alman siinger svap drnekleri iizerine 15 ml tamponlanmis peptonlu
su ilave edilerek, 2 dakika boyunca homojenize edilmistir. Karkaslardan alinan siinger svap
orneklerinin ilizerine de 15 ml tamponlanmis peptonlu su ilave edilip, 2 dakika boyunca
stomacher cihazinda (Bagmixer, Interscience, France) homojenizasyonun ardindan karkasin
sag yarimina ait homojenizatlar bir stomacher torbasina, sol yarimina ait homojenizatlar ise
bir diger stomacher torbasina alinarak tekrar homojenizasyona tabi tutulmustur. Daha
sonrasinda elde edilen homojenizatlardan desimal diliisyonlar hazirlanarak, Egg Yolk
Tellurite Emiilsion (Oxoid SR0054) eklenmis Baird Parker Agar’a (Oxoid CM0275) yayma
plak yontemiyle ekimler yapilip, 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkubasyon
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sonunda siyah, parlak, konveks, lesitinaz aktivitesi nedeniyle etrafinda seffaf zon olusturan
koloniler S. aureus siipheli olarak kabul edilmistir. Siipheli kolonilerden ornekleme
metoduyla 5 adet segilerek Gram boyama yapilmig, Gram pozitif olan koloniler, katalaz testi,
lam koagulaz testi, tiip koagulaz testi, DNaz aktivitesi, mannitol fermantasyon testi ile lateks
agliitinasyon testi agisindan degerlendirilmis ve bu konvansiyonel testlerin sonuglar1 pozitif
olan koloniler S. aureus olarak kabul edilmistir (TS 6582-1 EN 1SO 6888-1, 2001). Baird
Parker Agar’daki tipik S. aureus goriiniimii Resim 1°de belirtilmistir.

Resim 1. Baird Parker Agar’da S. aureus kolonilerinin gériinimii

3.2.1. S. aureus’un Identifikasyonu

3.2.1.1. Tryptic Soy Agar’da gelisim

izole edilen siipheli koloniler saflastirma ve diger identifikasyon testlerinin yapilmasi
amaciyla 6ze yardimiyla Tryptic Soy Agar’a (TSA) (Oxoid CM 0131) gegilerek 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. TSA’da saflastiralan koloniler Resim 2’de belirtildigi sekildedir.
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Resim 2. Tryptic Soy Agar’da S. aureus kolonilerinin goriinimii

3.2.1.2. Gram boyama

TSA’da iiretilen bakteriler Gram boyama teknigi ile boyanmistir. Bu amagla temiz bir
lam {izerinde %0,9’luk NaCl igerisinde se¢ilen koloniler homojenize edilmistir. Hazirlanan
lam ateste fiske edildikten sonra 2 dakika kristal viyole ¢ozeltisi ile muamele edilmis,
sonrasinda boya dokiilmiis ve distile su ile lam yikanmistir. Yikama sonrasi lam iizerine lugol
sollisyonu damlatilarak 2 dakika beklenmistir. Siire sonunda lam {izerindeki boya dokiilmiis,
%96’lik etil alkolle 10-15 saniye dekolorizasyon islemi yapilmistir. Lam iizerindeki alkoliin
giderilmesi amaciyla lam distile su ile yikanmistir. Son olarak karbol fuksin boyasiyla 1
dakika muamele edilen lam siire sonunda distile su ile yikanip, kurutma kagidinda kurumaya
birakilmigtir. Kuruyan lam iizerine immersiyon yagi damlatilmis, mikroskop altinda 100x
objektifte bakterilerin renk ve morfolojileri incelenmistir. Incelenen kolonilere ait mikroskop
goriintlisii Resim 3’te verilmistir. Gram pozitif (mor renkte) ve iiziim salkimi morfolojisinde
diizensiz kiimelenmis olan mikroorganizmalar “Stafilokok™ olarak kabul edilmistir (Winn ve

ark, 2006).

i
g

L5
]

Resim 3. Gram boyama yapilan kolonilere ait mikroskop gortintiisii
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3.2.1.3. Katalaz testi

Identifikasyon icin iiretilen bakteri kiiltiiriinden 6ze yardimiyla birkag koloni temiz bir
lama alinip, birka¢ damla %3’liikk H,0, ile karistirilmistir. Katalaz enzimine sahip etkenler
H,0,’yi su ve oksijene ayristirmakta, dolayisiyla ortamdaki oksijen ¢ikis1 kabarcik olusumu
ile belirlenmektedir. Sonug olarak kabarcik olusumu gézlenen koloniler katalaz pozitif olarak
degerlendirilmistir (Winn ve ark, 2006).

TSA’da iiretilen kolonilere uygulanan katalaz testi sonucu pozitif olan 6rnege ait

gorilintii Resim 4’te belirtilmistir.

Resim 4. Katalaz testinde pozitif 6rnek goriiniimii

3.2.1.4. Lam koagulaz testi

Temiz bir lam {izerine kiigiik bir damla distile su konulup, 6ze yardimiyla TSA’da
iiretilen bakteri kiiltlirinden alinarak lam tizerinde bir siispansiyon elde edilmistir. Elde edilen
siispansiyona 10-15 pl tavsan plazmasi eklenip karistirilmis ve 10 saniye igerisinde gozle
goriilir bir kiimelenme olup olmadigi incelenmis, kiimelenme olan 6rnekler pozitif olarak
degerlendirilmistir (UMS, 2015).

TSA’da iiretilen kolonilere uygulanan lam koagulaz tesitinde pozitif olan 6rnege ait

gorilintii Resim 5’te belirtilmistir.

Resim 5. Lam koagulaz testinde pozitif 6rnek goriiniimii

48



3.2.1.5. Tiip koagulaz testi

TSA’da iiretilen kolonilerden Brain Heart Infusion Broth’a (BHI) (Oxoid CM0225)
0ze yardimiyla inokulasyonlar yapilmig, 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda igerisinde 0,3 ml tavsan plazmasi bulunan tiiplere her kiiltiirden 0,1 ml eklenerek
37°C’de 4-6 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan koagulum olusan tiipler pozitif
olarak degerlendirilmis, negatif olanlarin inkiibasyonu 24 saate kadar uzatilmig ve tekrar
degerlendirmeye alinmistir (TS 6582-1 EN 1SO 6888-1, 2001). Koagulaz testi sonucu pozitif

orneklerde Resim 6’da belirtildigi sekilde reaksiyon gozlemlenmistir.

Resim 6. Tiip koagulaz testi pozitif ve negatif veren 6rneklerin goriiniimii

3.2.1.6. DNaz testi

BHI’dan elde edilen kiiltiirlerden 6ze yardimiyla DNaz Agar’a (Oxoid CM 321)
gecisler yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda petri ylizeyini kaplayacak
sekilde IN HCl (Merck 100314.2500) ilave edilerek DNA’nin HCI ile muamelesi sonrasi
presipitasyon varligt incelenmis, berrak zonlarin olustugu kiiltiirler DNaz pozitif olarak

degerlendirilmistir (United Kingdom Standards for Microbiology Investigations, 2014).

3.2.1.7. Mannitol fermentasyon testi

BHI’dan elde edilen kiiltiirlerden 6ze yardimiyla Mannitol Salt Agar’a (Oxoid
CMO0085) inokulasyonlar yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
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sonunda besiyerinin pH degisimine bagli olarak fenol kirmizi renginin sariya doniismesi
mannitol fermentasyonu agisindan pozitif olarak degerlendirilmistir (Bridson, 1998).
Incelenen &rneklerin DNaz Agar ve Mannitol Salt Agar’daki goriiniimleri Resim 7°de

belirtilmistir.

Resim 7. Incelenen &rneklerin DNaz Agar (sol taraf) ve Mannitol Salt Agar’daki (sag taraf)

goriiniimleri

3.2.1.7. Lateks agliitinasyon testi

Dryspot staphytect plus testi (Oxoid DRO0100) ile Stafilokoklarin bagli koagulaz
enziminin ve protein A varliginin tespiti yapilmaktadir. Bu amagla TSA’dan elde edilen taze
kiiltiirler kullanmilmistir. Test kartiin isaretli bolimiine 1 damla serum fizyolojik eklenip
iizerine bir 6ze dolusu siipheli koloni konularak homojenize edilmis ve yaklasik 1 dakika
sonra agliitinasyon sekillenip sekillenmedigi kontrol edilmistir. Agliitinasyonun sekillendigi
ornekler pozitif kabul edilmistir (Bridson, 1998).

Bir ornek icin testlerde pozitif ¢ikan koloni sayisi ile Baird Parker Agar petri
kabindaki siipheli koloni sayis1 ¢arpilip, test uygulanan koloni sayisina boliinerek S. aureus
sayist belirlenmistir.

Bakteriyolojik analizler sonucunda pozitif olarak kabul edilen S. aureus izolatlar1 daha
sonraki molekiiler analizlerde kullanilmak tizere %20 gliserol (Merck 1.04092.100) igeren
Tryptone Soy Broth’ta (Oxoid CM 129) -20 °C de muhafaza edilmistir.
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3.2.2. S. aureus’un Genotipik Identifikasyonu

3.2.2.1. DNA ekstraksiyonu

Standart bakteriyoloji ile S. aureus olarak identifiye edilen izolatlardan PCR’da
kullanilmak tizere total DNA ekstraksiyonu, Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification
ekstraksiyon Kkiti kullanilarak iiretici firmanin onerdigi sekilde asagida belirtildigi gibi
gerceklestirilmistir.

Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification Kit Prosediirii:

*Bir 6ze dolusu kiiltiir steril ependorf i¢erisinde 400 pl lizis sollisyonu ile siispanse
edilip, 65°C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir.

*Inkiibasyonun ardindan siispansiyona 600 pl kloroform eklenip, 10.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edildikten sonra siipernatant atilmistir.

*Ependorfta kalan pelet lizerine 800 ul presipitasyon solusyonu ilave edilmis ve oda
sicakliginda (21£1°C) 1-2 dakika karistirildiktan sonra 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
(Hettich, Mikro 200R, Almanya) edilmistir.

*Santrifiijiin ardindan DNA igeren pelet 1,2 M NaCl soliisyonunda ¢ozdiiriilmiis ve
tizerine 300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°C’de bekletilmistir.

*Bekleme siiresi bitiminde 10.000 rpm’de 3 dakika santrifiij islemi uygulanmig ve
sonrasinda %70’lik etanol ile yikama islemi yapilmstir.

*Son olarak ependorf igerisindeki DNA igerigi 100 pul steril distile suda
cozdiiriilmiistiir. Her bir PCR reaksiyonu i¢in 1-3 pl kalip (template) DNA kullanilmistir.

3.2.2.2. S. aureus’un PCR ile tanimlanmasi

Standart bakteriyolojik yontemlerle S. aureus olarak saptanan suslar PCR teknigi
kullanilarak dogrulanmistir. S. aureus’un tanimlanmasinda Stafilokoklara 6zgii 16S rRNA
geni, S. aureus’a oOzgli termoniikleaz aktivitesinden sorumlu nuc geni ile koagulaz
aktivitesinden sorumlu coa geni varligi aragtirilmistir.
16S rRNA ve nuc Geninin Multipleks PCR Yontemi ile Tespiti:

S. aureus’un dogrulanmasinda kullanilan 16S rRNA ve nuc geni Keyvan ve Ozdemir
(2016) tarafindan oOnerilen standart PCR yontemi ile tespit edilmistir. Bu amagla kullanilan

primerler Tablo 8’de belirtilmistir.
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Tablo 8. 16S rRNA ve nuc geni i¢in kullanilan primerler

Gen Primer Sekansi (5°-3°) Amplikon Biiyiikliigii (bp)
16S rRNA-F GTAGGTGGCAAGCGTTATCC
16S rRNA-R CGCACATCAGCGTCAG 228
nuc-F GCGATTGATGGTGATACGGTT
nuc-R AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 210

Primer miksin hazirlanmasi asamasinda; 100 pmol olarak bulunan 16S rRNA ile nuc
forward ve reverse primerleri ayr1 ayr1 sulandirilip 10 pmol yogunluguna getirilmis ve esit
hacimde karistirilarak primer miski hazirlanmistir. 16S rRNA ve nuc primerlerine spesifik
driinlerin aranmast amaciyla yapilan PCR reaksiyonlarinda bir ornek i¢in PCR
amplifikasyonu toplam 25 pl hacimde mastermiks hazirlanarak gergeklestirilmistir.

Mastermiks hazirlanmasinda kullanilan malzemeler ve hacimleri Tablo 9’da belirtilmistir.

Tablo 9. 16S rRNA ve nuc genleri igin mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim

Master Mix _ _ 12,5 pl
(GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X), G-5000)

MgCl, (50 mM) 0,75 ul
Forward Primer s (10 pmol) 1 ul
Reverse Primer s (10 pmol) 1 ul

Kalip DNA 1 pl
ddH,0 8,75 ul
TOPLAM 25 ul

Hazirlanan mastermikslerden 0,2 ml’lik tiiplerin her birine 24 pl aktarilmistir. Daha
onceden her bir 6rnek i¢in hazirlanmis kalip DNA’dan ilgili tiiplere 1’er pl eklenmistir.
Tiipler daha sonra Applied Biosystems Gene Amp® PCR System 9700 termal déngiileme
cihazina (ABD) yiiklenmistir. Bu amplifikasyon islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami
Tablo 10°da belirtilmistir. Islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez

asamasina kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 10. 16S rRNA ve nuc geni PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Sicaklik Siiresi Dongii Sayisi
Baslangi¢c Denatiirasyon 94°C 4 dk 1
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 57,5°C 30sn 35
Uzama 72°C 40 sn
Son Uzama 70°C 10 dk
Bekletme 4°C o dk

coa Geninin PCR Yontemi ile Tespiti:

16S rRNA ve nuc geni tespit edilen tiim S. aureus suslarinda coa geni varligir da
arastirilmistir.  coa geninin boyutlar1 sabit olmayip 500-650 bp arasinda bantlar
goriilebilmektedir. coa geni varliginin tespiti amaciyla Hookey ve ark (1998) tarafindan
onerilen yontem modifiye edilerek uygulanmistir. Kullanilan primer seti Tablo 11’de

belirtilmistir.

Tablo 11. coa geninin belirlenmesinde kullanilan primerler

Gen Primer Sekansi (5°-3°) Amplikon Biiyiikliigii (bp)
coa-F ATAGAGATGCTGGTACAGG £00.650
coa-R GCTTCCGATTGTTCGATGC

coa primerlerine spesifik iiriinlerin aranmasi1 amaciyla yapilan PCR amplifikasyonu
icin toplam 25 pl hacimde mastermiks hazirlanmistir. Mastermiks hazirlanmasinda kullanilan

malzemeler ve hacimleri Tablo 12°de belirtilmistir.

Tablo 12. coa geni igin mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim

Master IV_Iix _ _ 125 ul
(GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X), G-5000)

MgCl, (50 mM) 1,5 ul
Forward Primers (10 pmol) 1l
Reverse Primer s (10 pmol) 1l

Kalip DNA 3pul
ddH,0 6 ul
TOPLAM 25 pl
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Hazirlanan mastermikslerden 22°ser pl 0,2 ml’lik tiiplerin her birine aktarilmus,

sonrasinda ilgili tiiplere 3’er pl kalip DNA’dan ilave edilmis ve hazirlanan tiipler termal

dongiileme cihazina yerlestirilmistir. islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel

elektroforez asamasina kadar 4°C’de muhafaza edilmistir. Amplifikasyon isleminin 1s1l dongii

ve slire diyagrami Tablo 13’te belirtilmistir.

Tablo 13. coa geni PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Sicakhik Siiresi Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 94°C 45 sn 1
Denatiirasyon 94°C 20 sn
Baglanma 57°C 15 sn 30
Uzama 70°C 15sn
Son Uzama 72°C 2dk 1
Bekletme 4°C oo dk 1

3.2.2.3. S. aureus’un enterotoksin genlerinin tespiti

Calismada S. aureus tarafindan iiretilen enterotoksinlerin sentezinden sorumlu ve

siklikla karsilagilan sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, selj ve sep genlerinin varligi

arastirilmistir. Bu amagla 16S rRNA, nuc ve coa ile S. aureus olarak tanimlanan suslarin,

enterotoksin genlerinin tespiti Mehrotra ve ark (2000) ile Bania ve ark (2006) tarafindan

onerilen yontemler modifiye edilerek setler halinde, multipleks PCR yOntemine gore

yapilmistir. Olusturulan PCR setleri Tablo 14°te belirtilmistir.

Tablo 14. S. aureus enterotoksin PCR setleri

Set | Set 11 Set 111
sea seg seh
seb sei sep
sec selj
sed
see

S. aureus enterotoksin Set | PCR protokolii ve amplifikasyonu:

Set I icin Mehrotra ve ark (2000) tarafindan 6nerilen yontem uygulanmistir. Kullanilan

primer seti Tablo 15°te belirtilmistir.
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Tablo 15. S. aureus enterotoksin Set I igin kullanilan primerler

Gen Primer Sekansi (5°-3°) Amplikon Biiyiikliigii (bp)
sea-F GGTTATCAATGTGCGGGTGG
sea-R CGGCACTTTTTTCTCTTCGG 102
seb-F GTATGGTGGTGTAACTGAGC
seb-R CCAAATAGTGACGAGTTAGG 1o
sec-F AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG
sec-R CACACTTTTAGAATCAACCG oL
sed-F CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG
sed-R ATTGGTATTTTTTTTCGTTC 218
see-F AGGTTTTTTCACAGGTCATCC
see-R CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC 29

Set I’de belirtilen enterotoksin gen primerlerine spesifik iirlinlerin aranmas1 amaciyla

yapilan PCR amplifikasyonu igin toplam 25 pl hacimde mastermiks hazirlanmigtir.

Mastermiks hazirlanmasinda kullanilan malzemeler ve hacimleri Tablo 16’da belirtilmistir.

Tablo 16. S. aureus enterotoksin Set | i¢in mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim

Master Mix _ _ 125 ul
(GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X), G-5000)

MgCl, (50 mM) 0,5 ul
Forward Primerge, sen sec,see (10 pmol) 1 ul
Reverse Primer e sen sec,see (10 pmol) 1 ul
ForwardPrimersg (10 pmol) 1 ul
ReversePrimersey (10 pmol) 1l
Kalip DNA 3pul
ddH,0 5ul
TOPLAM 25ul

Hazirlanan mastermikslerden 0,2 ml’lik tiiplere aktarilip, kalip DNA’nin da

eklenmesinden sonra, tiipler termal dongiileme cihazina yerlestirilmistir. Islem sonunda elde

edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez asamasina kadar 4°C’de muhafaza edilmistir. Set |
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icin uygulanan amplifikasyon isleminin 1s1l dongli ve silire diyagrami Tablo 17°de

belirtilmistir.

Tablo 17. S. aureus enterotoksin Set | PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Sicakhik Siiresi Dongii Sayisi
Baslangic Denatiirasyon 94°C 5dk 1
Denatiirasyon 94°C 2 dk
Baglanma 57°C 2 dk 35
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 72°C 7 dk 1
Bekletme 4°C oo dk 1

S. aureus enterotoksin Set 11 PCR protokolii ve amplifikasyonu:
Set II i¢in Bania ve ark (2006) tarafindan Onerilen yontem modifiye edilerek

uygulanmistir. Kullanilan primer seti Tablo 18’de belirtilmistir.

Tablo 18. S. aureus enterotoksin Set II i¢in kullanilan primerler

Gen Primer Sekansi (5°-3°) Amplikon Biiyiikliigii (bp)
seg-F GTTAGAGGAGGTTTTATG
seg-R TTCCTTCAACAGGTGGAGA 198
sei-F GGCCACTTTATCAGGACA
sei-R AACTTACAGGCAGTCCA 328
selj-F GTTCTGGTGGTAAACCA
selj-R GCGGAACAACAGTTCTGA st

Set II’de belirtilen enterotoksin gen primerlerine spesifik iirlinlerin aranmasi amaciyla
yapilan PCR amplifikasyonu i¢in toplam 25 pl hacimde mastermiks hazirlanmistir.

Mastermiks hazirlanmasinda kullanilan malzemeler ve hacimleri Tablo 19°da belirtilmistir.
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Tablo 19. S. aureus enterotoksin Set Il i¢in mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim

Master Mix _ _ 125 ul
(GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X), G-5000) ’

MgCl, (50 mM) 1 ul
Forward Primersegseiseij (10 pmol) 1 ul
Reverse Primer seq sei seij (10 pmol) 1 ul

Kalip DNA 2 ul
ddH,0 7,5 ul
TOPLAM 25 ul

Hazirlanan mastermikslerden 0,2 ml’lik tiiplerin her birine 23’er pl aktarilmis, ilgili

tiplere 2’ser pl kalip DNA’dan eklendikten sonra hazirlanan tiipler termal dongiileme

cihazina yerlestirilmistir. Islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez

asamasina kadar 4°C’de muhafaza edilmistir. Bu amplifikasyon islemine ait 1s1l dongii ve siire

diyagrami Tablo 20’de belirtilmistir.

Tablo 20. S. aureus enterotoksin Set Il PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Sicaklik Siiresi Dongii Sayisi
Baslangi¢c Denatiirasyon 95°C 5 dk 1
Denatiirasyon 95°C 30sn
Baglanma 52°C 30sn 35
Uzama 72°C 1,5dk
Son Uzama 72°C 5 dk
Bekletme 4°C oo dk

S. aureus enterotoksin Set 111 PCR protokolii ve amplifikasyonu:

Set III i¢in Bania ve ark (2006) tarafindan onerilen yontem modifiye edilerek

uygulanmigtir. Kullanilan primer seti Tablo 21°de belirtilmistir.

Tablo 21. S. aureus enterotoksin Set III i¢in kullanilan primerler

Gen Primer Sekansi (5°-3°) Amplikon Biiyiikliigii (bp)
seh-F CAACTGCTGATTTAGCTCAG
seh-R CCCAAACATTAGCACCA L
sep-F TCAAAAGACACCGCCAA 306
sep-R ATTGTCCTTGAGCACCA
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Set III’te belirtilen enterotoksin gen primerlerine spesifik iirlinlerin aranmasi amaciyla
yapilan PCR amplifikasyonu igin toplam 25 pl hacimde mastermiks hazirlanmistir.
Mastermiks hazirlanmasinda kullanilan malzemeler ve hacimleri ile bu amplifikasyon
islemindeki 1s1l dongii ve stireler SET Il i¢in Tablo 19 ve Tablo 20°de belirtildigi sekilde
uygulanmstir. Islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez asamasina kadar

4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.4. PCRiiriinlerinin agaroz jel elektroforez ile goriintiilenmesi

Her bir izolat i¢in PCR denemeleri kontroller ile birlikte 2 defa tekrarlanmistir.
Amplifikasyon islemleri tamamlanan PCR firiinleri agaroz jel elektroforezi ile incelenmistir.
Bu amagla 1x TAE tamponu (Thermo Scientific B49) ile %1,5 oraninda agaroz jel
hazirlanmis, 50°C’ye sogutulmus ve 50 ml agaroz jele 3 ul %1’lik ethidium bromide
(Biochemica A1152.0025) eklenip, karistirilmistir. Daha sonrasinda agaroz jel yiikleme
kuyucuklarini olusturan taraklar yerlestirilmis jel kalibinin igerisine dokiiliip, donmasi
saglanmistir. Donan jelden taraklar ¢ikarilarak, 1x TAE tamponu ile birlikte elektroforez
tankina yerlestirilmistir. Amplifiye edilen DNA’larin tespiti i¢in, 0,2 ml tiiplerde bulunan
PCR iiriinlerinden her bir {irlin i¢in 10 pl alimip, 3 pl 6x Loading Dye (Fermentas) ile
karigtirthp, boyanmistir. Ayni islem pozitif ve steril distile su ile hazirlanmis negatif
kontroller i¢in de yapilmistir. DNA marker olarak 100 bp’lik DNA Ladder (Fermentas)
kullanilmistir. Markerdan 1 ul alinip, 1ul 6x Loading Dye, 4ul steril deiyonize suyla
karistirilmigtir. Hazirlanmis olan jele marker, pozitif kontrol, negatif kontrol ve 6rneklere ait
PCR dirtinleri yiiklenmis, 80 voltta 1 saat elektroforez cihazinda (Bio-Rad, ABD)
yuritiilmistir. Strenin bitiminin ardindan jel bilgisayara baglhi durumdaki UV
transilluminator cihazindaki (Vilber Lourmat, Fransa) ilgili bolmeye yerlestirilip, goriintii
alinmis, elde edilen bandlarin konumu DNA marker ve pozitif kontrol ile karsilastirilarak

degerlendirilmistir.

3.2.3. S.aureus Suslarmin Antibiyotiklere Karsi Duyarhhgmin Tespiti

Gida, ekipman ve personel kaynakli S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarliliklart
CLSI (2017) ile EUCAST (2018) standartlar1 dogrultusunda arastirilmistir. Antibiyogram
analizinde 41879 referans numarali VITEK AST-P640 kartlar1 kullanilmig, Tablo 22’de
VITEK AST-P640 kartinda yer alan antibiyotikler, konsantrasyonlari ve raporlanabilir

araliklar1 belirtilmistir.
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Tablo 22. VITEK AST-P640 kartinda yer alan antibiyotikler, konsantrasyonlari ve

raporlanabilir araliklart

Antibiyotik Konsantrasyon Raporlanabilir Arahk
< >
Penisilin (P) 0,125-0,25-1-2-8-64 0,12 8
Sefoksitin (OXSF) 6 Negatif Pozitif
Oksasilin (OX) 0,5-1-2 0,25 4
Gentamisin (GM) 8-16-64 0,5 16
Siprofloksasin (CIP) 1-2-4 0,5 8
Eritromisin (E) 1-2-4-8 0,25 8
Klindamisin (CM) 0,06-0,25-1 0,125 4
Linezolid (LNZ) 0,5-1-2 0,5 8
Daptomisin (DAP) 0,5-1-2-4-16 0,12 8
Teikoplanin (TEC) 0,5-2-8-32 0,5 32
Vankomisin (VA) 1-2-4-8-16 0,5 32
Tetrasiklin (TE) 0,5-1-2 1 16
Tigesiklin (TGC) 0,25-0,5-1 0,12 2
Fosfomisin (FOS) 8-32 8 128
Fusidik asit (FA) 0,5-1-4 0,5 32
Trimetoprim/Sulfametoksazol (SXT) 8/152-16/304-32/608 10(0,5/9,5) | 320(16/304)
Yiiksek Diizey Gentamisin Direnci (GHLR) 150 Pozitif Negatif
Indiiklenebilir Klindamisin Direnci (ICR) CM 0,5, CM/E 0,25/0,5 Negatif Pozitif

Orneklerden izole edilen S. aureus izolatlarinin VITEK AST-P640 kartinda yer alan
antibiyotiklere kars1 duyarliliklarini tespit etmek amaciyla izolatlar 6ze yardimiyla TSA’ya
gecilip, 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda TSA’da iireyen 18-24
saatlik taze kiiltiirlerden steril svap yardimi ile alinan kolonilerden iireticinin talimatlari
dogrultusunda, 3 ml steril NaCl soliisyonu igerisinde 0,50-0,63 McFarland arasinda
yogunluga sahip siispansiyon hazirlanmistir. McFarland 6l¢iimiinde DensiCHEK™ Plus
McFarland cihazi (bioMérieux, Fransa) kullanilmistir. Yogunlugu belirlenen bakteri
stispansiyonundan 280 pl alinarak steril baska bir 3 ml’lik NaCl soliisyonuna aktarilmis ve
otomatik pipet vasitasi ile 6rnegin homojen sekilde karisimi saglanmistir. Hazirlanan bakteri
stispansiyonu tiiplerine VITEK AST kartlar1 yerlestirilip, tireticinin talimatlari dogrultusunda

kart barkodlar1 ile 6rnek isimleri eslestirilerek VITEK 2 Compact (bioMérieux, Fransa)
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cihazinin doldurucu kismina yiiklenmistir. Doldurucu kisminda dolum isleminin bitiminin
ardindan, cihaz tarafindan, girilen 6rnek isimleri ve kart barkodlarinin eslestirmeleri yeniden
kontrol edilip, dolumu yapilan kartlar cihazin inkiilbasyon modiiliine otomatik olarak
aktarilmis ve inkiibasyon siireci sonunda cihaz tarafindan sonuglar 8 saat icerisinde otomatik

olarak yazdirilmistir.

3.2.4. mecA Geninin PCR Yontemiyle Tespiti

Yapilan antibiyogram testleri sonucu sefoksitine ve oksasiline direng gdsteren suslar
ile birlikte diger tiim suslarda PCR yoOntemi ile mecA geni varligi arastirilmistir. mecA geni
varli@inin tespiti amaciyla Mehrotra ve ark (2000) tarafindan 6nerilen yontem uygulanmustir.

Kullanilan primer seti Tablo 23’te belirtilmistir.

Tablo 23. mecA geninin belirlenmesinde kullanilan primerler

Gen Primer Sekansi (5°-3°) Amplikon Biiyiikliigii (bp)
mecA-F ACTGCTATCCACCCTCAAAC 163
mecA-R CTGGTGAAGTTGTAATCTGG

Tablo 23’te belirtilen mecA primerlerine 6zgii iriinlerin aranmasi amactyla yapilan
PCR amplifikasyonu i¢in toplam 20 pl hacimde mastermiks hazirlanmistir. Mastermiks

hazirlanmasinda kullanilan malzemeler ve hacimleri Tablo 24°te belirtilmistir.

Tablo 24. mecA geni igin mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim

Master Mix _ _ 10l
(GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X), G-5000)

Forward Primer e.a (20 pmol) 1 ul
Reverse Primerpeca (20 pmol) 1l
Kalip DNA 3ul
ddH,0 5ul
TOPLAM 20 pl

Hazirlanan mastermikslerden 0,2 ml’lik tiiplere 17°ser pl aktarilmis, sonrasinda ilgili
tiiplere 3’er pl kalip DNA’dan ilave edilip, hazirlanan tiipler termal dongiileme cihazina

yerlestirilmistir. Bu amplifikasyon isleminde S. aureus enterotoksin SET I i¢in Tablo 17°de
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belirtilen 1511 déngii ve siire uygulanmistir. Islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel
elektroforez agamasina kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.
Amplifikasyon iglemleri tamamlanan PCR iiriinleri 3.2.2.4’te belirtildigi gibi agaroz

jel elektroforezi ile incelenmistir.

3.2.5. mecC Geninin PCR Yontemiyle Tespiti

Yapilan analizler sonucunda mecA geni tasimayan suglarda PCR yontemi ile mecC
geni varligl arastirillmistir. mecC geni varligini tespit etmek amaciyla Cuny ve ark (2011)
tarafindan Onerilen yontem uygulanmis, uygulamada kullanilan primer setleri Tablo 25°te

belirtilmistir.

Tablo 25. mecC geninin belirlenmesinde kullanilan primerler

Gen Primer Sekansi (5°-3°) Amplikon Biiyiikliigii (bp)
mecC-F GCTCCTAATGCTAATGCA 304
mecC-R TAAGCAATAATGACTACC

Yukaridaki tabloda belirtilen mecC primerlerine spesifik iirlinlerin aranmasi amaciyla
yapilan PCR amplifikasyonu i¢in toplam 20 ul hacimde mastermiks hazirlanmig, mastermiks

hazirlanmasinda kullanilan malzemeler ve hacimleri ise Tablo 26°da belirtilmistir.

Tablo 26. mecC geni i¢in mastermiks hazirlama oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim

Master IV_Iix _ _ 10 ul
(GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X), G-5000)

Forward Primer e.c (50 pmol) 1 ul
Reverse Primere.c (50 pmol) 1 ul
Kalip DNA Sul
ddH,0 3ul
TOPLAM 20 pl

Belirtilen sekilde hazirlanan mastermikslerden 0,2 ml’lik tiiplere 15’er pl aktarilmus,
ilgili tiiplere 5’er ul kalip DNA’dan eklenmis, sonrasinda hazirlanan tiipler termal dongiileme

cihazina yerlestirilmistir. Islem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez
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asamasina kadar 4°C’de muhafaza edilmistir. Bu amplifikasyon islemine ait 1s1l dongii ve siire

diyagrami Tablo 27°de belirtilmistir.

Tablo 27. mecC geni PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Sicakhik Siiresi Dongii Sayisi
Baslangi¢c Denatiirasyon 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 50°C 1dk 35
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 72°C 7 dk 1
Bekletme 4°C oo dk 1

Amplifikasyon iglemleri tamamlanan PCR iirlinleri 3.2.2.4’te belirtildigi gibi agaroz

jel elektroforezi ile incelenmistir.

3.2.6. Referans Suslar

Bu c¢alismada 16S rRNA, nuc ve coa geni varliginin tespiti amaciyla yapilan
analizlerde S. aureus ATCC 25923, mecA geni varliginin tespiti amaciyla yapilan analizlerde
ise S. aureus ATCC 43300 suslar1 pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Enterotoksin genleri
ile mecC geni varliginin tespiti amaciyla yapilan analizlerde Prof. Dr. Ali AYDIN (Besin
Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Veteriner Fakiiltesi)
tarafindan daha once ¢esitli kaynaklardan izole edilen enterotoksin ve antibiyotik direnci
iceren laboratuvardaki S. aureus izolatlar1 pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Tim

analizlerde steril distile su negatif kontrol olarak kullanilmistir.

62



4. BULGULAR

Arastirma kapsaminda 2016 ile 2018 yillar1 arasinda Bati Ege Bolgesi illerinde
(Aydin, Izmir, Mugla) bulunan gesitli noktalardan temin edilen gida (850 adet), mezbahada
kullanilan alet-ekipman (450 adet) ve ¢alisan personelden (150 adet) olmak iizere toplanilan
1450 adet 6rnek incelenmis, 6rneklerin S. aureus ile kontaminasyon diizeyi, 6rneklerden izole
edilen etkenlerin de bazi virulens faktorleri ve antibiyotik direng profili belirlenmistir. Ayrica
mezbaha Orneklerinde 10 kesim prosesi incelenmis ve kesim proses zamani gbz Oniinde
bulundurularak prosesin basinda, ortasinda ve sonunda olmak iizere 3 ayri1 periyotta svap
ornekleri alinmistir.

Ornekler 6ncelikle bakteriyolojik yontemler kullanilarak incelenmis ve 106 adet
(%7,3) Ornegin cesitli diizeylerde S. aureus ile kontamine oldugu belirlenmistir.
Konvansiyonel yontemlerle S. aureus ile kontaminasyonu tespit edilen her 6rnekten birer adet
izolat alinip PCR teknigi kullanilarak, Stafilokoklara 6zgii 16S rRNA geni ile S. aureus’a 6zgii
nuc ve coa geni varliglr yoniinden arastirtlmistir. Analizler sonucunda 1450 adet 6rnekten
konvensiyonel olarak tespit edilen 106 izolatin 92’sinin (%86,8) PCR ile dogrulamasi
yapilmis ve dogrulanan Orneklerin S. aureus ile kontaminasyon diizeyi c¢alismada
kullanilmistir. Resim 8’de 16S rRNA geni ile nuc geni tespit edilen 6rneklerin elektroforez

gorlintiisii, Resim 9’da ise coa geni pozitif 6rneklerin elektroforez goriintiisii verilmistir.

56 7 8 9 10 1112

Resim 8. 16S rRNA geni ile nuc geni tespit edilen drneklerin elektroforez goriintiisii
M: 100 bp’lik Marker, P: Pozitif Kontrol (S. aureus ATCC 25923), N: Negatif Kontrol, 1-12:
16S rRNA geni ile nuc geni Pozitif Ornekler
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Resim 9. coa geni pozitif 6rneklerin elektroforez goriintiisii
M: 100 bp’lik Marker, P: Pozitif Kontrol (S. aureus ATCC 25923), N: Negatif Kontrol, 2, 3,
4,5, 6, 8: coa geni Pozitif Ornekler, 1,7: coa geni Negatif Ornekler

Analizler sonucunda tank siitii 6rneklerinin %10,8’inin, tulum peyniri 6rneklerinin
%17’sinin, tavuk eti drneklerinin ise %12’sinin S. aureus ile kontamine oldugu belirlenmistir.
Mezbaha prosesi goz Oniine alindiginda karkasin sag ve sol yarimindan alinan siinger svap
ornekleri birlikte degerlendirilmis ve bu Orneklerden de %4’linlin s6z konusu etken ile
kontaminasyonu tespit edilmistir. Genel olarak degerlendirmek gerekirse incelenen tim gida
orneklerinin %10,1’inin gesitli diizeylerde S. aureus ile kontamine oldugu analizler sonucu
belirlenmistir.

Incelenen 10 mezbaha prosesinde; derinin yiiziilmesinden sonra alinan karkas
orneklerinden 2 adedinin, proses tamamlandiktan sonra alinan 6rneklerden ise 6 adedinin S.
aureus ile kontamine oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, deri yliziimiinden sonra
kontaminasyon belirlenen karkas orneklerinin proses tamamlandiktan sonra kontaminasyon
tespit edilen 6rneklerden farkli oldugu belirlenmistir. Inceleme boyunca farkli proseslerin ayri
asamalarinda alet-ekipman orneklerinin 4’iinde, calisan personelin ise 2’sinde s6z konusu
etken izole edilip, dogrulanmistir. Tablo 28’de S. aureus izolatlarmin gida ve mezbaha

orneklerine gore dagilimi verilmistir.
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Tablo 28. S. aureus izolatlarinin gida ve mezbaha 6rneklerine gore dagilimi

Incelenen Bakteriyolojik
. PCRle dogrulanan  Dogrulama
Ornek grubu ornek yontemlerle tespit edilen
ornek sayisi (%) Orani (%)
sayisi ornek sayisi (%)

Tank siitii 450 54 (12) 49 (10,8) 90,7
Tulum peyniri 100 18 (18) 17 (17) 94,4
Tavuk eti 100 16 (16) 12 (12) 75
Karkas* 200 10 (5) 8 (4) 80
Toplam 850 98 (11,5) 86 (10,1) 87,7
Alet-ekipman™ 450 6 (1,3) 4(0,8) 66,6
Personel™ 150 2 (1,3) 2(1,3) 100
Toplam 600 8(1,3) 6 (1) 75
Genel Toplam 1450 106 (7,3) 92 (6,3) 86,8

*Karkasin sag ve sol yarimlarindan alinan 6rnekler birlikte degerlendirilmistir.
** Proses boyunca kullanilan alet-ekipman (bigak, masat, dnliik) ve ¢alisan personelin ellerinden alinan svap
orneklerinin tamami degerlendirilmistir.

4.1. Gida, Alet-Ekipman ve Personel Orneklerinin S. aureus ile Kontaminasyon Diizeyleri

Calisma kapsaminda analizleri yapilan 450 tank siitii 6rneginin 49’unda ortalama 3,01
log kob/ml, 100 peynir drneginin ise 17’sinde ortalama 3,08 log kob/g diizeyinde S. aureus
kontaminasyonu saptanmistir. Ayrica ¢alismada 40 adet kanat eti, 30 adet derili gogiis eti ve
30 adet de derili but eti olmak iizere toplam 100 adet tavuk eti numunesi incelenmis, kanat eti
orneklerinden 4’iiniin, gogilis eti drneklerinden 2’sinin, but eti drneklerinden ise 6’simnin S.
aureus ile kontamine oldugu belirlenmistir. Ortalama kontaminasyon diizeyleri de kanat ve
gogis eti 6rneklerinde 2,92 log kob/g, but eti 6rneklerinde 2,85 log kob/g olarak bulunmus,
tavuk eti ornekleri genel olarak degerlendirildiginde S. aureus diizeyinin ortalama 2,89 log
kob/g oldugu tespit edilmistir. Sigir karkaslarindan alinan 6rneklerden 8’inde ortalama 1,28
log kob/cm? diizeyinde S. aureus bulunmustur. Tablo 29°da ¢alisma kapsaminda incelenen

gida orneklerinin S. aureus ile kontaminasyon diizeyleri verilmistir.
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Tablo 29. Analiz edilen tank siitii, tulum peyniri, tavuk eti ve sigir karkasi orneklerinin S.

aureus ile kontaminasyon diizeyleri

Ornekler
Tank Siitii Tulum Tavuk Eti (log kob/g) Sigir
(log kob/ml) Peynir Karkas1™
Kanat Gogiis But )
(log kob/g) (log kob/cm®)
n/N 49/450 17/100 4/40 2/30 6/30 8/200
Minimum 2 2,3 2,84 2,95 2,3 0,47
Maksimum 417 3,77 3,23 2,9 3,27 2,23
2,92+0,20  2,92+0,03  2,85+0,37
O_rtalama 3,01+0,48 3,08+0,42 . 1,28+0,54
(X£Sy) 2,89+0,27

n: S. aureus pozitif olan 6rnek sayis1 N: Analiz edilen 6rnek sayis1 *Tavuk eti 6rnekleri genel ortalama
** Karkasin sag ve sol yarimlarindan alinan drnekler birlikte degerlendirilmistir.

Incelenen 10 mezbaha prosesinden rastgele secilen 100 sigir karkasinm deri
yiiziilmesinden sonra alan 6rneklerinden 2 adedinde ortalama 0,66 log kob/cm?, proses
tamamlandiktan sonra alinan Orneklerinden ise 6 adedinde ortalama 1,49 log kob/cm?
diizeyinde S. aureus saptanmistir. Ayrica elde edilen bulgular incelendiginde kontaminasyon
belirlenen 6rneklerin farkli hayvanlara ait karkaslar oldugu tespit edilmistir. Tablo 30’da sigir

karkas 6rneklerinin S. aureus diizeyleri belirtilmistir.

Tablo 30. Deri yiiziilmesinden sonra (sag yarim) ve kesim prosesi sonunda (sol yarim) analiz

edilen sigir karkas rneklerinin S. aureus ile kontaminasyon diizeyleri (log kob/cm?)

n/N Minimum Maksimum Ortalama (X+S,)
Karkasin Sag Yarimi 2/100 0,47 0,84 0,66+0,26
Karkasin Sol Yarimi 6/100 0,96 2,23 1,49+0,44

n: S. aureus pozitif olan 6rnek sayisi N: Analiz edilen 6rnek sayist

Mezbahada uygulanan kesim proses zamani g6z Oniinde bulundurularak prosesin
baginda alet-ekipman ile personelden alinan o&rneklerin  higbirinde S. aureus’a
rastlanilmamistir. Prosesin ortasinda alinan onliilk 6rneklerinden 1’inde, personelin ellerinden
alman Orneklerin ise 2’sinde S. aureus saptanmistir. Prosesin sonunda personelden alinan
orneklerde S. aureus tespit edilmemis, ancak bigak, masat ve 6nliik érneklerinden her birinden
birer adet olmak iizere kesim prosesinde kullanilan alet-ekipmanlarda farkli diizeylerde S.

aureus kontaminasyonu belirlenmistir. Genel olarak elde edilen bulgular degerlendirildiginde,
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kontaminasyon belirlenen orneklerin farkli proseslere ait oldugu goriilmiistiir. Tablo 31°de
kesim prosesinde kullanilan alet-ekipman ve proseste ¢alisan personelin ellerinin S. aureus ile

kontaminasyon diizeyleri belirtilmistir.

Tablo 31. Kesim prosesinde kullanilan alet-ekipman (bigak, masat, onliik) ve proseste ¢alisan

personelin ellerinin S. aureus ile kontaminasyon diizeyleri (log kob/cm?)

Proses zamani n/N S. aureus diizeyi
Proses baslangict 0/200

Bigak 0/50 -
Masat 0/50 -
Onliik 0/50 -
Personel 0/50 -
Proses ortast 3/200

Bigak 0/50 -
Masat 0/50 -
Onliik 1/50 0,58
Personel 2/50 1,26*
Proses sonu 3/200

Bigak 1/50 0,81
Masat 1/50 0,63
Onliik 1/50 0,58
Personel 0/50 -

n: S. aureus pozitif olan 6rnek sayisi N: Analiz edilen 6rnek sayist
*ki 6rnekte belirlenen S. aureus kontaminasyon diizeyinin ortalamas1 (Sx:£0,19)

4.2. S. aureus Izolatlarinda Enterotoksin Genlerinin Varhig

Calismada elde edilen 92 adet S. aureus izolatindan 39’unun (%42,4) enterotoksin
genlerinden (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, selj, sep) en az birine sahip oldugu tespit
edilmistir. Tank siitli, tavuk eti ve si@ir karkas orneklerine ait izolatlarin enterotoksijenik
ozellikte oldugu, ancak tulum peyniri, alet-ekipman ile personelden elde edilen izolatlarin ise
incelenen enterotoksin genlerinden higbirini i¢cermedigi yapilan analizler sonucunda
belirlenmistir. Tablo 32°de enterotoksin geni varlig1 yoniinden S. aureus izolatlarinin dagilimi

verilmigtir. S. aureus izolatlarinin enterotoksijenik 6zellikleri 3 set olusturularak multipleks
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PCR teknigi ile tanimlanmis olup, buna iligskin elektroforez goriintiileri de Resim 10, Resim

11 ve Resim 12’de belirtilmistir.

Tablo 32. Enterotoksin geni varlig1 yoniinden S. aureus izolatlarinin dagilimi

Numbne Grubuy izolat sayst Enterotoksin geni iceren Enterotoksin geni
izolat sayisi1 (%) icermeyen izolat sayisi (%)

Tank siitii 49 33 (67,3) 16 (32,6)
Tulum peyniri 17 - 17 (100)
Tavuk eti 12 4 (33,3) 8 (66,6)
Karkas” 8 2 (25) 6 (75)

Alet-ekipman™ 4 - 4 (100)
Personel™ 2 - 2 (100)
Toplam (%) 92 39 (42,4) 53 (57,6)

*Deri yiiziilmesinden sonra ve proses tamamlandiktan sonra alinan karkas Orneklerinin tamami
degerlendirilmeye alinmistir.

** Proses boyunca kullanilan alet-ekipman (bigak, masat, 6nliik) ve ¢alisan personelin ellerinden alinan svap
orneklerinin tamami degerlendirilmeye alinmistir.

102 bp 164 bp

Resim 10. S. aureus enterotoksin Set | pozitif 6rneklerin elektroforez goriintiisti

M: 100 bp’lik Marker, 1: sea Geni Pozitif Kontrol, 2: Negatif Kontrol, 3: seb, sed Genleri
Pozitif Orek, 4, 5: seb Pozitif Ornekler, 6: sec Geni Pozitif Kontrol, 7, 8: sec Geni Pozitif
Ornekler, 9, 13: sed, see Genleri Pozitif Ornek, 10: see Geni Pozitif Kontrol, 11,12: sea Geni
Pozitif Ornekler
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- — 328 bp

“ —===198 bp

Resim 11. S. aureus enterotoksin Set Il pozitif 6rneklerin elektroforez goriintiisii
M: 100 bp’lik Marker, P: Pozitif Kontrol (seg, sei), N: Negatif Kontrol, 1-10: seg, sei Genleri
Pozitif Ornekler, 11: seg, sei Genleri Negatif Ornek

Resim 12. S. aureus enterotoksin Set 11 pozitif 6rneklerin elektroforez goriintiisii
M: 100 bp’lik Marker P1: seh Pozitif Kontrol, N: Negatif Kontrol, 1-7: seh Geni Pozitif
Ornekler, 8-10: seh, sep Genleri Pozitif Ornekler

Ayrica Tablo 32’de de belirtildigi iizere sigir karkas orneklerinden elde edilen
izolatlardan 2’sinin enterotoksijenik 6zellige sahip oldugu, bu izolatlarin da kesim siireci
bittikten sonraki karkaslardan alinan 6rneklerde bulundugu saptanmustir.

Calisma gergevesinde elde edilen S. aureus izolatlarmin %42,4’iniin enterotoksijenik
ozellikte oldugu saptanmustir. incelenen drnekler igerisinde bir ya da birden fazla enterotoksin
geni iceren izolatlarda klasik enterotoksinlerin (SEA-SEE) iiretiminden sorumlu genlerin
varlig1 degerlendirildiginde; toplam 39 enterotoksijenik S. aureus izolatinin en ¢ok sed geni (6

adet) tasidigi, bunu 5 adet ile sec geni, 4 adet ile seb geni ve 2’ser adet olmak {izere sea ile see
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genlerinin takip ettigi belirlenmistir. Uriin gruplar1 degerlendirildiginde ise tank siitii
izolatlarinin en ¢ok sec (%15,1) geni igerdigi, karkaslardan izole edilen 2 adet
enterotoksijenik izolatin her ikisinin de sadece seb ve sed genlerine sahip oldugu, tavuk eti
izolatlariin ise klasik enterotoksinlerden hi¢birini tagimadig1 tespit edilmistir.

Calismada klasik enterotoksinlerden sorumlu genler haricinde seg, seh, sei, selj ve sep
genlerinin de varlig1 arastirilmistir. Buna gore enterotoksijenik S. aureus izolatlarinda en fazla
sei geni (21 adet) tespit edilmis olup, bunu seh (20 adet), seg (19 adet) ve sep (3 adet) genleri
izlemistir. Calisma kapsaminda elde edilen izolatlarin higbirinde selj geni saptanmamustir.
Uriin gruplar1 géz 6niine alindiginda tank siitii izolatlarmin %60,6’min seh genine %51,5’inin
sei genine, %48,5’inin Sseg genine sahip oldugu, sep genini ise %9,1 oraninda tasidig1 yapilan
analizler sonucu ortaya konulmustur. Tavuk eti izolatlarinda seg ve sei genlerinin varlig
belirlenmis, ancak tulum peyniri ile karkas izolatlarinin higbirinde seg, seh, sei, selj ve sep
genlerinin varlig1 tespit edilmemistir. Tablo 33’te oOrneklere ait S. aureus izolatlarinda

enterotoksin genlerinin varligi belirtilmistir.

Tablo 33. Analiz edilen 6rneklere ait S. aureus izolatlarinda enterotoksin genlerinin varlig

Enterotoksin genleri Tank siitii Tavuketi  Sigir Karkasi Toplam
(n=33) (%)  (n=4) (%)  (n=2) (%) (n=39) (%)

sea 13) 1(2,5)
seg 2 (6) 2(51)
seh 12 (36,3) 12 (30,7)
sei 1(25) 1(2,5)
seb, sed 2 (100) 2(51)
seg, sei 8 (24,2) 3(75) 11 (28,2)
sea, seg, sei 13) 1(2,5)
sec, seh, sei 3(9,1) 3(7,6)
seg, seh, sei 2 (6) 2 (51
sed, see, seh, sep 1(3) 1(2,5)
seb, sed, seg, sei, sep 1(3) 1(2,5)
seb, sec, sed, seg, seh, sei 1(3) 1(2,5)
sec, sed, see, seg, seh, sei, sep 1(3) 1(2,5)

Enterotoksijenik izolatlar genel olarak degerlendirildiginde S. aureus izolatlarinin
%71,8’inin  klasik enterotoksin genlerini tasimadigi, ancak varligi arastirilan diger

enterotoksin genlerine sahip oldugu belirlenmistir.
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4.3. S. aureus Izolatlarmin Antibiyogram Bulgular

Calismada elde edilen S. aureus izolatlarina 41879 referans numarali VITEK AST-
P640 kartlar1 kullamlarak VITEK 2 Compact cihaz ile antibiyogram yapilmstir. Izolatlarin
Tablo 34’te belirtilen CLSI (2017) ile EUCAST (2018) standartlarina gore antibiyotik
duyarhiliklar1 belirlenmistir. Tigesiklin, fosfomisin ve fusidik asit i¢in CLSI (2017)
standardinda deger belirtilmediginden, s6z konusu antibiyotikler EUCAST (2018)

standartlarina gore degerlendirilmistir.

Tablo 34. CLSI ve EUCAST standart MIC degerleri (ug/ml)

Antibiyotikler S I R
Penisilin (P) <0,12 >0,25
Sefoksitin (OXSF) <4 >8
Oksasilin (OX) <2 >4
Gentamisin (GM) <4 8 >16
Siprofloksasin (CIP) <l 2 >4
Eritromisin (E) <0.5 1-4 >8
Klindamisin (CM) <0.5 1-2 >4
Linezolid (LNZ) <4 >8
Daptomisin (DAP) <l

Teikoplanin (TEC) <8 16 >32
Vankomisin (VA) <2 4-8 >16
Tetrasiklin (TE) <4 8 >16
Tigesiklin (TGC) <0.5

Fosfomisin (FOS) <32

Fusidik Asit (FSA) <l
Trimetoprim/Sulfametoksazol (SXT) | <2/38 >4/76

Calisma kapsaminda c¢esitli orneklerden izole edilen 92 adet S. aureus izolatinin
degisik grup antibiyotiklere karsi duyarlilik sonuclart genel olarak Tablo 35°te, Ornek
gruplarina gore antibiyotiklere karsi duyarlilik oranlar1 ise Tablo 36’da belirtilmistir. Buna
gore izolatlarin en ¢ok %65,3 oraninda penisiline direngli oldugu tespit edilmistir. Bu diizeyi
%22,8 ile oksasilin, %18,4 ile klindamisin, %11,9 ile eritromisin, %9,8 ile sefoksitin,
siprofloksasin ve fusidik asit, %7,7 ile daptomisin, %6,6 ile tetrasiklin ve fosfomisin
direncliligi takip etmektedir. Bununla birlikte linezolide kars1 4 adet (%4,3), teikoplanin,
vankomisin ile trimetoprim/sulfametoksazole kars1 3’er adet (%3,2), gentamisine karsi ise 1

adet (%1) izolatin direngli oldugu belirlenmistir. Ancak tigesikline kars1 direngli S. aureus
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izolat1 tespit edilememistir. Elde edilen bulgular genel olarak degerlendirildiginde 92 adet
izolattan 66’sinin (%71,7) farkli antibiyotik gruplarina karsi direngli oldugu saptanmustir.
Antibiyotik direnglilik bakimindan izolatlardan 29’unun (%43,9) 2 ve daha fazla farkli
antibiyotik cesidine direncli (Coklu Ilag Direnci-CID) oldugu belirlenmekle birlikte, 1 adet
tulum peyniri Ornegine ait izolatin 11 adet farkli antibiyotige (penisilin, oksasilin,
siprofloksasin, eritromisin, klindamisin, linezolid, daptomisin, teikoplanin, vankomisin,
tetrasiklin, trimetoprim/sulfametoksazol), 1 adet tank siitii izolatinin da 12 farkli antibiyotige
(penisilin, oksasilin, siprofloksasin, eritromisin, klindamisin, linezolid, daptomisin,
teikoplanin, vankomisin, tetrasiklin, fusidik asit, trimetoprim/sulfametoksazol) direngli oldugu

saptanmastir.

Tablo 35. S. aureus izolatlarinin genel antibiyotik duyarliliklari

S. aureus izolat sayis1 (n=92)
Antibiyotikler

S (%) I (%) R (%)
Penisilin 32(34,7) 0 60 (65,3)
Sefoksitin 83 (90,3) 0 9(9,8)
Oksasilin 71(77,2) 0 20 (22,8)
Gentamisin 91 (99) 0 1)
Siprofloksasin 81 (88) 2(2,2) 9(9,8)
Eritromisin 65 (70,8) 16 (17,3) 11 (11,9)
Klindamisin 75 (81,6) 0 17 (18,4)
Linezolid 88 (95,7) 0 4 (4,3)
Daptomisin 85 (92,3) 0 77,7
Teikoplanin 89 (96,8) 0 3(3,2)
Vankomisin 89 (96,8) 0 3(3,2)
Tetrasiklin 85 (92,4) 1(2) 6 (6,6)
Tigesiklin 92 (100) 0 0
Fosfomisin 86 (93,4) 0 6 (6,6)
Fusidik asit 83(90,2) 0 9(9,8)
Trimetoprim/Sulfametoksazol 89 (96,8) 0 33,2
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Tablo 36. S. aureus izolatlarinda 6rnek gruplarina gore antibiyotik duyarlilik oranlari

. ANTIBIYOTIKLER
Ornek Grubu *
P OXSF | OX GM CIP E CM LNZ | DAP | TEC VA TE | TGC | FOS | FSA SXT
S | %51,1 | %89,8 | %73,7 | %98 | %91,8 | %85,8 | %87,8 | %98 | %93,9 | %98 %98 | %91,8 | %100 | %91,9 | %87,8 | %98
Tank siitii (n=49) I % 2 %6,1
R | %48,9 | %10,2 | %183 | %2 | %6,2 | %81 | %122 | %2 %6,1 % 2 % 2 %8,2 %8,1 | %12,2 | %2
S | %11,7 | %88,3 | %47,1 | %100 | %82,4 | %47 | %58,9 | % 82,4 | %82,4 | %88,3 | %88,3 | %82,3 | %100 | %88,3 | %94,2 | % 88,3
Tulum peyniri (n=17) | 1 %29,4 %6
R | %88,3 | %11,7 | %52,9 %17,6 | %23,6 | %41,1 | % 17,6 | %17,6 | %11,7 | %11,7 | %11,7 %11,7 | %5,8 | % 11,7
S | %33,3 | %83,4 | %83,4 | %100 | %66,7 | %50 | %83,3 | %100 | % 92 | %100 | %100 | %100 | %100 | % 100 | %91,7 | % 100
Tavuk eti (n=12) I %8,3 | %33,3
R | %66,7 | %16,6 | %16,6 %25 | %16,7 | %16,7 %8 %8,3
S %100 | %87,5 | %100 | %100 | %50 | %75 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | % 100 | %87,5 | % 100
Karkas
I %37,5
(n=8)
R | %100 %12,5 %125 | % 25 %12,5
S| %25 | %100 | %100 | %100 | %100 | % 75 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | % 100 | %100 | %100
Alet-ekipman (n=4) | | % 25
R| %75
5 | S %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | % 10 | % 100 | % 100
ersone
I
(n=2)
R | % 100

*Antibiyotik duyarlilik durumlari; S: Duyarli, I: Orta Diizeyde Duyarli, R: Direngli
P: Penisilin, OXSF: Sefoksitin, OX: Oksasilin, GM: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin, E: Eritromisin, CM: Klindamisin, LNZ: Linezolid, DAP: Daptomisin,

TEC: Teikoplanin, VA: Vankomisin, TE: Tetrasiklin, TGC: Tigesiklin, FOS: Fosfomisin, FSA: Fusidik Asit, SXT: Trimetoprim/Sulfametoksazol
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4.3.1. S. aureus izolatlarinda Ornek Gruplarina Gore Antibiyotik Duyarhhklari

4.3.1.1. Tank siitii 6rneklerine ait izolatlarda antibiyotik duyarhhiklar

Tank siitii 6rneklerinden izole edilen 49 adet S. aureus izolatindan 26’sinda (%53)
antibiyotik direncinin ¢esitli diizeylerde oldugu saptanmis ve Sekil 3’te verilmistir.
Izolatlardan 24’1 (%48,9) penisiline, 9’u (%18,3) oksasiline direng gdstermistir. Klindamisine
ve fusidik aside karsida 6’sar izolatin direngli oldugu tespit edilmistir. CID agisindan bulgular
degerlendirildiginde 26 adet direngli izolattan 10’unun (%38,4) 2 ve daha fazla farkli

antibiyotik ¢esidine direngli oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3. Tank siitii 6rneklerine ait izolatlarda antibiyotik duyarliliklari

P: Penisilin, OXSF: Sefoksitin, OX: Oksasilin, GM: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin, E: Eritromisin, CM:
Klindamisin, LNZ: Linezolid, DAP: Daptomisin, TEC: Teikoplanin, VA: Vankomisin, TE: Tetrasiklin, TGC:
Tigesiklin, FOS: Fosfomisin, FSA: Fusidik Asit, SXT: Trimetoprim/Sulfametoksazol

4.3.1.2. Tulum peyniri 6rneklerine ait izolatlarda antibiyotik duyarhhklar

Tulum peyniri 6rneklerinden izole edilen 17 adet S. aureus izolatinin tamaminin en az
bir antibitotige direncli oldugu tespit edilmistir. Izolatlardan 15’inin (%88,3) penisiline,
9’unun (%52,9) oksasiline, 7’sinin (%41,1) klindamisine direngli oldugu saptanmistir. Tiim
izolatlarin gentamisin ve tigesikline duyarli oldugu belirlenmistir. Tulum peyniri drneklerine

ait izolatlarin antibiyotik direnglilikleri Sekil 4’te belirtilmistir. CID agisindan bulgular
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degerlendirildiginde 17 adet direngli izolattan 10’unun (%58,8) 2 ve 2’den fazla farkl
antibiyotik ¢esidine direngli oldugu gorilmistiir.
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Sekil 4. Tulum peyniri drneklerine ait izolatlarda antibiyotik duyarliliklar:

P: Penisilin, OXSF: Sefoksitin, OX: Oksasilin, GM: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin, E: Eritromisin, CM:
Klindamisin, LNZ: Linezolid, DAP: Daptomisin, TEC: Teikoplanin, VA: Vankomisin, TE: Tetrasiklin, TGC:
Tigesiklin, FOS: Fosfomisin, FSA: Fusidik Asit, SXT: Trimetoprim/Sulfametoksazol

4.3.1.3. Tavuk eti 6rneklerine ait izolatlarda antibiyotik duyarhliklar:

Tavuk eti 6rneklerinden izole edilen 12 adet S. aureus izolatindan 10’unda (%83,3)
cesitli diizeylerde farkli gruplardan antibiyotiklere karsi direng belirlenmistir. izolatlardan
8’inin (%66,7) penisiline, 3’iiniin (%25) siprofloksasine direncli oldugu yapilan analizler
sonucunda tespit edilmistir. Izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 Sekil 5’te belirtilmistir. Tiim
izolatlarin gentamisin, linezolid, teikoplanin, vankomisin, tetrasiklin, tigesiklin, fosfomisin ve
trimetoprim/sulfametoksazole duyarli oldugu saptanmustir. Tavuk eti Orneklerinden izole

edilen 10 adet direngli izolattan 6’sinda (%60) CID gézlemlenmistir.
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Sekil 5. Tavuk eti drneklerine ait izolatlarda antibiyotik duyarliliklar

P: Penisilin, OXSF: Sefoksitin, OX: Oksasilin, GM: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin, E: Eritromisin, CM:
Klindamisin, LNZ: Linezolid, DAP: Daptomisin, TEC: Teikoplanin, VA: Vankomisin, TE: Tetrasiklin, TGC:
Tigesiklin, FOS: Fosfomisin, FSA: Fusidik Asit, SXT: Trimetoprim/Sulfametoksazol

4.3.1.4. Sigir karkasi orneklerine ait izolatlarda antibiyotik duyarhhklari

Bu 6rnek grubundaki 8 adet S. aureus izolatinin tamaminin en az bir antibiyotige karsi
direncli oldugu belirlenmis ve izolatlara ait ¢esitli diizeylerde antibiyotik direnci Sekil 6’da
belirtilmistir. Izolatlarn tamaminin penisiline kars1 direncli olduklar1 tespit edilmistir.

Direngli izolatlardan da 3’iinde (%37,5) CID saptanmustir.
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Sekil 6. Karkas drneklerine ait izolatlarda antibiyotik duyarliliklar

P: Penisilin, OXSF: Sefoksitin, OX: Oksasilin, GM: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin, E: Eritromisin, CM:
Klindamisin, LNZ: Linezolid, DAP: Daptomisin, TEC: Teikoplanin, VA: Vankomisin, TE: Tetrasiklin, TGC:
Tigesiklin, FOS: Fosfomisin, FSA: Fusidik Asit, SXT: Trimetoprim/Sulfametoksazol
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4.3.1.5. Alet-ekipman ve personel 6rneklerine ait izolatlarda antibiyotik duyarhliklar:

Yapilan analizler sonucunda alet-ekipman kaynakli 4 adet S. aureus izolatindan
3’lniin (%75) penisiline direngli oldugu, penisiline direngli izolatlardan birinin de ayni
zamanda eritromisine orta diizeyde duyarli oldugu tespit edilmistir. Direncgli izolatlarin
incelenen diger antibiyotiklere duyarli oldugu belirlenmistir.

Personel kaynakli 2 adet S. aureus izolatinin her ikisinin de sadece penisiline direngli
olup, antibiyogram analizlerinde degerlendirilen diger antibiyotiklere duyarli oldugu tespit

edilmistir.

4.4.S. aureus Izolatlarmda mecA ve mecC Genlerinin Varligiin Arastirilmasi

Calisma kapsaminda elde edilen 92 adet S. aureus izolatinda sefoksitine ve oksasiline
direng gosteren izolatlar ile birlikte diger tiim izolatlarda PCR yontemi ile mecA geni varligi
arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda 13 adet izolatta (%14,1) mecA geni varlig: tespit
edilmistir. Resim 13°te mecA geni tespit edilen 6rneklerin elektroforez goriintiisii verilmistir.
Elde edilen bulgularin 6rnek gruplarina gore dagilimi degerlendirildiginde, 49 adet tank siitii
ornegine ait izolatlardan 7’sinde (%14,3), 17 adet tulum peyniri 6rnegine ait izolatlardan
3’tinde (%17,6), 12 adet tavuk Ornegine ait izolatlardan 2’sinde (%16,6) ve 8 adet karkas

orneklerine ait izolatlardan 1’inde (%12,5) mecA geni varlig1 belirlenmistir.

Resim 13. mecA geni pozitif 6rneklerin elektroforez goriintiisii
M: 100 bp’lik Marker, P: Pozitif Kontrol (S. aureus ATCC 43300), N: Negatif Kontrol, 1-7:

mecA geni Pozitif Ornekler
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MRSA olarak tespit edilen 13 adet izolattan 9’unun hem sefoksitine, hem de
oksasiline fenotipik olarak da direngli oldugu, izolatlardan 5’inin de ayni zamanda 2 ve 2’den
fazla farkli antibiyotik ¢esidine direng gosterdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte MRSA
izolatlarmin enterotoksijenik 6zellikleri degerlendirildiginde, 6 adet izolatin enterotoksijenik
karakterde oldugu belirlenmistir. MRSA izolatlarinin 6rnek gruplarina gére dagilimlar ile

sefoksitin ve oksasilin direnci Tablo 37°de belirtilmistir.

Tablo 37. MRSA izolatlarinin sefoksitin ve oksasilin direnci ile 6rnek gruplarina gore

dagilimlar
Ornek Izolat Sefoksitin Oksasilin
grubu numarasi direnci direnci
S12 + +
S15 - -
. S17 + +
Tank stitli S19 - -
(n=7)
S35 + +
S37 + +
S38 + +
Tulum P9 - -
peyniri P15 + +
(n=3) P16 + +
Tavuk eti T3 + +
(n=2) T5 + +
Karkas K4 i i
(n=1)
Toplam 9 9
(n=13)

Yapilan analizler sonucunda mecA geni tasimayan 79 adet izolatta PCR yontemi ile
mecC geni varhig1 arastirilmig, ancak izolatlarin hicbirinde mecC geni varligi tespit

edilmemistir.
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5. TARTISMA

S. aureus sahip oldugu virulens faktorleri nedeniyle meydana getirdigi cesitli sistemik
enfeksiyon/toksikasyonlarin yani sira, gidalarda olusturdugu enterotoksinleri araciligiyla da
intoksikasyonlara neden oldugundan gida hijyeni ve halk sagligi agisindan ayri bir 6neme
sahiptir. Bununla birlikte Diinya’da son yillarda MRSA prevelansinda goriilen artigla
Stafilokok kaynakli enfeksiyonlarin ve antibiyotiklere kars1 etkenin direng gelisiminin artmasi
ile kontroliiniin zor olmasi, gelisen direncin gidalar vasitasiyla insanlara aktarilmasi etkenin
halk saghg acisindan Onemini giin gectikce artirmaktadir. Dolayisiyla S. aureus
epidemiyolojisinin ve patogenezinin giivenilir yontemlerle belirlenmesi ve buna gore
Onlemler alinmasi biiyiik 6nem arz etmektdir.

Burada rapor edilen tez ¢alismasinda gesitli gida ve gida iliskili kaynaklarda bulunan
S.aureus diizeyi ile etkenin bazi virulens ozellikleri ve antibiyotik direng profilinin tespit
edilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda toplamda 1450 adet 6rnek ilk olarak bakteriyolojik
yontemlerle analize edilmis ve 106 drnegin ¢esitli diizeylerde S. aureus ile kontamine oldugu
tespit edilmistir. Kontaminasyon tespit edilen her 6érnekten bir izolat PCR teknigi kullanilarak
dogrulanmis ve 106 adet 6rnekten 92’sinin S. aureus oldugu belirlenmistir.

Calismada incelenen 850 adet hayvansal kaynakli gida numunesinin (450 adet tank
stitii, 100 adet tulum peyniri, 100 adet tavuk eti, 200 adet sigir karkasi) %10,1’inden S. aureus
izole edilmistir. Aydin ve ark (2011a) tarafindan yapilan arastirmada, Marmara Bolgesi’nde
tilketime sunulan 115 adet et (dana eti, koyun eti, tavuk ve hindi eti), 15 adet et {iriinli (sucuk,
salam, sosis), 303 adet ¢ig siit, 452 adet siit liriinii (peynir, tereyagi, yogurt ve kaymak), 141
adet unlu mamul (makarna, yufka, pasta) ve 44 adet de tiiketime hazir gida (helva, salata,
yemek) numunesi olmak tizere toplam 1070 adet gida Ornegi incelenmis ve Orneklerin
%13,8’inin S. aureus ile kontamine oldugu tespit edilmistir. Can ve ark (2017) 2014-2015
yillart arasinda 160 adet hayvansal kaynakli gida numunesinin (50 adet ¢ig siit, 50 adet
peynir, 30 adet sigir kiymasi, 30 adet tavuk eti) 20’sinden (%12,5) S. aureus izole etmistir.
Diger bir ¢alismada 2004-2006 yillar1 arasinda Eskisehir ve Kiitahya’dan toplanan 413 adet
cesitli siit ve siit Uriinii ile et ve et irini S. aureus varligi bakimindan arastirilmig ve
orneklerin %33,4’linlin kontamine oldugu bildirilmistir (Giiven ve ark, 2010). Koluman ve
ark (2011) tarafindan gidalardaki S. aureus prevalansini belirlemek amaciyla yapilan
arastirmada 300 adet hayvansal kaynakli gida Ornegi (dana eti, tavuk eti, hindi eti, dana
kiyma, beyaz peynir, ¢edar peyniri, krem peynir, pastorize siit) incelenmis, drneklerin, krem

peynir hari¢, %40,72’sinin ¢esitli diizeylerde S. aureus ile kontamine oldugu belirlenmistir.
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Italya’da S. aureus kontaminasyonunu saptamak amaciyla et ve siit iiriinlerinden olusan
toplam 1634 gida 6rnegi incelenmis, drneklerin %12,8’inin s6z konusu etken ile kontamine
oldugu bildirilmistir (Normanno ve ark, 2007a). Baska bir ¢aligmada ise, S. aureus
prevalansimi belirlemek amaciyla et, taze peynir, unlu mamiiller ve sarkiiteri iirlinlerinden
olusan toplam 350 adet 6rnek incelenmis, drneklerin %14’°linde ¢esitli diizeylerde S. aureus
bulunmustur (Di Giannatale ve ark, 2011). Crago ve ark (2012) 2007-2010 yillar1 arasinda
Kanada’da yapmis olduklar1 arastirmada 693 adet gida numunesinin 73’tinden (%10,5) S.
aureus izole etmistir. Castro ve ark (2017) ise gesitli gidalardan olusan 1454 adet Ornegin
73’1iniin (%5,02) S. aureus ile kontamine oldugunu tespit etmistir.

Burada rapor edilen galismanin bulgulart Aydin ve ark (2011a), Can ve ark (2017),
Normanno ve ark (2007a), Crago ve ark (2012) tarafindan yapilan aragtirmalarin bulgulari ile
benzerlik gostermistir. Ancak Giiven ve ark (2010), Koluman ve ark (2011), Di Giannatale ve
ark (2011) ile Castro ve ark ‘nin (2017) bulgularinin ¢alismanin bulgularindan farkli oldugu
belirlenmistir. Bu farkliliklarin; incelenen Orneklerin hijyenik kalitesinden, bdlgesel
farkliliklardan, Ornek niteligi ve sayisi ile uygulanan analiz metodlar1 gibi nedenlerden
kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir.

Calisma iirlin cesitlerine gore incelendiginde, 450 tank siitii 6rneginden 49’unun
(%10,8) minimum 2,00 log kob/ml, maksimum 4,17 log kob/ml ve ortalama 3,01 log kob/ml
diizeyinde S. aureus ile kontamine oldugu tespit edilmistir. S. aureus ile kontamine
orneklerden 21 adedinin (%42,8) TGK Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’nde (2011)
belirtilen smir1 gectigi belirlenmistir. Kayseri’de tiiketime sunulan 100 adet ¢ig siit
orneginden elde edilen 300 izolatin %14’linlin S. aureus oldugu arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Ertas ve Goniilalan, 2010). Nassasra (2011) tarafindan yapilan arastirmada ise
Istanbul ve gevresinde bulunan 6 farkli ¢iftlikten bir yil boyunca farkli dénemlerde toplanan
406 adet siit numunesinin %29,3’inin S. aureus ile kontamine oldugu saptanmustir.
Gilindogan ve Avcr (2014) incelemis olduklar1 50 adet ¢ig siit orneginden 28’inin 4,32-4,49
log kob/ml diizeyinde S. aureus ile kontaminasyonunu, kontamine 6rneklerin tamaminin da
TGK tarafindan belirlenen smirin istiinde oldugunu tespit etmistir. Macaristan’da 20
ciftlikten elde edilen tank siitleri incelenmis, 14 ¢iftlikte S. aureus kontaminasyonuna
rastlanilmis ve kontaminasyon diizeyinin ortalama 6x10° kob/ml diizeyinde oldugu
belirlenmistir (Peles ve ark, 2007). Fagundes ve ark (2010) Brezilya’da 208 adedi subklinik
mastitisli ineklerden elde edilen ve 37 adedi de tanktan alinan toplam 245 adet siit 6rnegini S.
aureus acisindan analiz etmistir. Analiz sonucunda mastitisli ineklerden alinan siit

orneklerinin  %6,7’sinden, tank siiti Orneklerinin ise %10,8’inden, genel olarak
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degerlendirildiginde de 245 siit 6rneginin %7,3’{linden S. aureus izole edilmistir. De Oliveira
ve ark (2011) incelemis olduklari 50 ¢ig siit Orneginin 34’iinde 2,79-5,44 log kob/ml
diizeyinde S. aureus kontaminasyonu belirlemistir. Bianchi ve ark (2014) tarafindan yapilan
bir arastirmada 848 adet siit 6rnegi incelenmis ve 6rneklerin %40’ S. aureus ile kontamine
oldugu tespit edilmistir. Italya’nin kuzeyinde yapilan bir arastirmada toplanilan 383 ¢ig siit
Ornegi (282 adet tank siitii ve 101 adet de siit otomatlarindan) S. aureus yoniinden incelenmis,
tank stitii 6rneklerinin %10,6’smin, otamatlardan alinan 6rneklerin %4,9’unun, genel olarak
da incelenen tiim orneklerin %9,1’inin S. aureus ile kontamine oldugu bildirilmistir (Riva ark,
2015).

Burada rapor edilen tez ¢aligmasinin bulgular1 Peles ve ark (2007), Fagundes ve ark
(2010), Riva ve ark (2015) tarafindan elde edilen bulgular ile kismen benzerlik gostermistir.
Bununla birlikte, ¢alismadaki izolasyon oraninin Ertas ve Goniilalan (2010), Nassasra (2011),
Giindogan ve Avci (2014), De Oliveira ve ark (2011), Bianchi ve ark (2014) tarafindan elde
edilen izolasyon oranlarindan daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Calismalar arasindaki
farkliliklarda 6rneklerin toplandigi ciftliklerin, 6rneklerin sayisinin, mevsimsel ve bolgeler
aras1 farkliliklarin, kullanilan analiz metodlarinin, siitte bulunan mikrofloranin yarigsmaci
etkisi ile yine siitiin kendine ait inhibitérik maddelerinin de etkili olabilecegi kanisina
varilmistir. Ayrica, ¢ig siit diger birgok mikroorganizma i¢in oldugu gibi S. aureus igin de
uygun bir ortam olarak kabul edilmektedir. S. aureus mastitis olgularinin yaklagik %30-
40’mndan sorumlu tutulmaktadir. Etken siite enfekte memeden gegebilecegi gibi sagimda
kullanilan ekipmandan, sagim personelinden, ortam sartlarindan ve depolama sirasinda
tanktan da bulasabilmektedir. Bununla birlikte subklinik mastitli hayvanlarin siitleri ile
saglikli hayvanlarin siitlerinin aymi tankta bulunmasi da ayr1 bir risk teskil etmektedir
(Jorgensen ve ark, 2005a; Peles ve ark, 2007; Fagundes ve ark, 2010, Seo ve Bohach, 2013).

Calisma kapsaminda incelenen 100 adet tulum peyniri 6rneginin 17’sinin (%17)
minimum 2,3 log kob/g, maksimum 3,77 log kob/g ve ortalama 3,08 log kob/g diizeyinde S.
aureus ile kontamine oldugu, kontamine 6rneklerin tamaminin TGK Mikrobiyolojik Kriterler
Yonetmeligi’nde belirtilen sinir1 gectigi belirlenmistir. Can ve Celik (2012) Ankara’da
tiiketime sunulan 200 adet peynir 6rnegini (100 adet beyaz peynir, 100 adet tulum peyniri) S.
aureus kontaminasyonu agisindan incelemistir. Beyaz peynir 6rneklerinin %5’inin ortalama
3,98 log kob/g, tulum peyniri 6rneklerinin %7’sinin ortalama 4,55 log kob/g, genel olarak tiim
peynir Orneklerinin %6’smin ortalama 4,31 log kob/g diizeyinde S. aureus ile kontamine
olduklar1 tespit edilmistir. Istanbul’da tiiketime sunulan farkli cesitlerdeki 150 adet peynir
orneginin (25 beyaz peynir, 25 tulum peyniri, 25 mihali¢ peyniri, 25 hellim peyniri, 25 6rgii
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peyniri ve 25 civil peyniri) 40’mnin (%26,66) cesitli diizeylerde S. aureus ile kontamine
oldugu belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada incelen tulum peyniri drneklerinin %32’sinde ortalama
4,25 log kob/g diizeyinde S. aureus kontaminasyonu tespit edilmistir (Bingol ve ark, 2012).
Ozpinar ve Giimiissoy (2013) incelemis olduklar1 100 adet Erzincan tulum peyniri drneginin
61’inin S. aureus pozitif oldugunu bildirmislerdir. Ektik (2015) Balikesir’de bulunan agik
semt pazarlarindan ve c¢esitli marketlerden toplanan 40 beyaz peynir, 10 kasar peyniri, 15
tulum peyniri, 12 mihali¢ peyniri, 10 sepet peyniri ve 13 lor peyniri olmak iizere toplam 100
adet peynir 6rnegini incelemis, beyaz peynir, tulum peyniri ve sepet peyniri drneklerinden
I’er 6rnekte S. aureus izole etmistir. Elazig’da tiikketime sulunan 100 adet Savak tulum peyniri
orneginin %18’inde S. aureus kontaminasyonu belirlenmis, kontaminasyon diizeyinin
ortalama 1,42 log kob/g oldugu bildirilmistir (Demir ve ark, 2018). Normanno ve ark (2005)
Italya’da yaptiklar1 arastirmada, arasinda peynir drneklerinin de yer aldig: toplam 3097 adet
slit ve siit Urliniinii S. aureus varligir yoniinden analiz etmistir. Analiz sonucunda ¢ig siit
orneklerinin %38,4’{inilin, peynir drneklerinin %23,7’sinin, genel degerlendirildiginde ise tiim
orneklerin %20,7’sinin koagulaz pozitif Stafilokoklarla kontamine oldugu, koagulaz pozitif
Stafilokok olarak belirlenen izolatlarin da %56,47’sinin S. aureus oldugu tespit edilmistir.
Japonya’da 2002-2004 yillar1 arasinda incelenen 185 adet yar1 sert ve sert peynir drneklerinin
19°unda (%10,27) gesitli diizeylerde S. aureus kontaminasyonu belirlenmistir (Ikeda ve ark,
2006). Saadat ve ark (2014) incelemis olduklart 100 peynir numunesinin 45’inin 10%-10°
kob/g arasinda degisen diizeylerde S. aureus ile kontamine oldugunu bildirilmistir. Carfora ve
ark (2015) arasinda 105 adet de peynir 6rnegi bulunan toplam 565 adet siit ve siit iiriiniiniin
54’tinden (%9,6), peynir 6rneklerinin ise 21’inden (%20) S. aureus izole etmistir.

Calismada elde edilen S. aureus oran1 Demir ve ark (2018) ile Carfora ve ark (2015)
tarafindan tespit edilen oranlarla kismen benzerlik gostermistir. Ancak calismada belirlenen S.
aureus kontaminasyon oranmnin Can ve Celik (2012), Ektik (2015), Normanno ve ark (2005)
ile Ikeda ve ark (2006) tarafindan elde edilen oranlardan yiiksek, Bingdl ve ark (2012),
Ozpinar ve Giimiissoy (2013) ile Saadat ve ark (2014) tarafindan bulunan oranlardan daha
diisiik oldugu tespit edilmistir. Calismalar arasindaki farkliliklarin peynir {iretiminde
kullanilan siitiin ¢ig ya da pastorize olmasindan, iiretim tekniklerinin farkli olmasindan,
muhafaza kosullarindan, iiretimden tiiketime kadar olan siiregteki hijyen yetersizliginden,
orneklerin farkli bolgelerden ve kaynaklardan saglanmasi ile incelenen ornek sayisindan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Tulum peyniri yari sert bir peynir olup olgunlastirilmis
peynirler grubunda yer almaktadir. Ulkemizde Orta Anadolu, Dogu ve Giineydogu Anadolu

Bolgelerinde kuru tulum peyniri (Erzincan tulum peyniri), Ege Bolgesinde ise salamurali
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tulum peyniri (Izmir tulum peyniri) iretilmektedir. Salamurali tulum peyniri yapiminda
koyun, kegi ve inek siitli karisim1 70°C’de 15 saniye 1sitildiktan sonra, mayalanma sicakligina
sogutulup mayalanmaktadir. Baz1 isletmelerde siite yogurt starter kiiltlirii ilave edildikten
sonra mayalama islemi gerceklestirilmektedir. Olusan pihtt parcalanip cendere bezine
aktarilmakta ve cendere bezindeki piht1 baskiya alinmaktadir. Sinerezisin tamamlanmasinin
ardindan teleme kaliplar halinde kesilip, kuru tuzlama islemine tabi tutulmaktadir. Kesilen
kaliplar yaklagik 1-3 giin bekletilmektedir. Siire sonunda kaliplar tenckeye aktarilip, tizerine
%12’lik salamura ilave edilerek yaklasik 4 ay olgunlagsmaya birakilmaktadir (Tekingen, 2000;
Ucgiincii, 2004). Tulum peynirinde S. aureus izole edilmesinin iiretimde kullanilan siite yeterli
pastOrizasyon uygulanmamasi, pastdrizasyon sonrasi kontaminasyon sekillenmesi, starter
kiiltiiriin aktivitesinin normalin altinda olmasi ya da starter kiiltiir kullanilmamasi, peynirin
hijyenik olmayan sartlarda tretilmesi ve olgunlasma asamasi bitmeden erken tiiketime
sunulmasi gibi nedenlere bagl olabilecegi bildirilmistir (Cakir, 2011; Ektik, 2015; Kizanlik
ve Goksoy, 2018). Yapilan calismalar S. aureus diizeyinin peynirin olgunlagsma periyodu
boyunca starter kiiltiir aktivitesi, pH ve muhafaza gibi faktorlere bagli olarak azaldigini
gostermistir. Starter kiiltiirlerin aktivitesi sonucu laktik asit miktar: artmakta dolayisiyla pH
degeri diismektedir. Ayrica S. aureus’un yarismaci 6zelligi zayif oldugundan ortamdaki besin
elementlerinden yeteri kadar faydalanamamakta ve starter kiiltiirlerin tiretmis oldugu nisin
basta olmak {izere bakteriyosinler S. aureus’u baskilayabilmektedir. Bununla birlikte etken
rekabet halindeyken enterotoksin {iretiminin azaldigi, enterotoksin sentezinin optimum
seviyeye ulagmasi i¢in yarismaci etkinin ortadan kalkmasi gerektigi bildirilmistir (Kiiglikgetin
ve Milci, 2008; Paulin ve ark, 2011).

Calismada 40 adet kanat eti, 30 adet gogiis eti ve 30 adet de but eti olmak {izere
toplam 100 adet tavuk eti Ornegi incelenmistir. Kanat eti Orneklerinden 4’iniin (%10)
ortalama 2,92 log kob/g, gogiis eti 6rneklerinden 2’sininde (%6,6) ortalama 2,92 log kob/g,
but eti orneklerinden ise 6’sinin (%20) ortalama 2,85 log kob/g diizeyinde S. aureus ile
kontamine oldugu belirlenmistir. Tavuk eti Ornekleri genel olarak degerlendirildiginde
orneklerin %12’sinin ortalama 2,89 log kob/g diizeyinde kontamine oldugu, bu 6rneklerden
de 3 adedinin TGK Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’nde (2011) belirtilen sinir1 gectigi
tespit edilmistir. Giindogan ve Ataol (2012) Ankara’da tiiketime sunulan 15 adet tavuk but
ornegini Stafilokok yoniinden incelemis, but 6rneklerinden 41 izolat elde etmis, izolatlarin
hepsinin koagulaz negatif Stafilokok oldugunu belirlemistir. Yurdakul ve ark (2013)
tarafindan yapilan bir arastirmada Adana’da satisa sunulan 50 adet tavuk eti Orneginin

%13,3’linde S. aureus kontaminasyonu tespit edilmistir. Tokat’ta tiiketime sunulan 25 adet
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tavuk gogiis eti orneginin %64’iinde ortalama 4,40 log kob/g, 25 adet but eti 6rneginin
%60’1inda 4,41 log kob/g diizeyinde S. aureus bulundugu bildirilmistir (Yildirim ve ark,
2015). Ozdemir ve Keyvan (2016) 225 adet et 6rneginde (75 sigir eti, 75 koyun eti, 75 tavuk
eti) S. aureus varligini arastirmistir. Arastirma sonucunda sigir eti 6rneklerinin %14,6’sindan,
koyun eti 6rneklerinin %30,6’sindan, tavuk eti 6rneklerinin ise %45,3’linden S. aureus izole
etmislerdir. Sahin ve ark (2017) 100 biitiin tavuk, 100 kanat eti, 100 gogiis eti ve 100 de but
eti olmak tizere toplam 400 adet tavuk eti 6rnegini incelemistir. Yapilan analizler sonucunda
biitiin tavuk Orneklerinin 96’simin ortalama 3,44 log kob/g, kanat eti Orneklerinin 91’inin
ortalama 3,11 log kob/g, gogiis eti drneklerinin 56’sinin ortalama 1,53 log kob/g, but eti
orneklerinin ise 78’inin ortalama 2,67 log kob/g diizeyinde S. aureus ile kontamine oldugu
tespit edilmistir. Hanson ve ark (2011) tarafindan yapilan bir arastirmada farkli hayvanlara ait
toplam 165 et 6rnegi (45 tavuk butu ve gogsii, 29 sigir kiymasi ve eti, 55 domuz kiymasi ve
eti) S. aureus yoniinden analiz edilmistir. Analiz sonucunda tavuk eti 6rneklerinin %17,8’inin,
incelenen drneklerin tamami degerlendirildiginde ise drneklerin %16,4 {inlin S. aureus pozitif
oldugu bulunmustur. Akbar ve Anal (2013) incelemis olduklar1 209 adet tavuk eti 6rnegininin
%18,18’inde S. aureus tespit etmislerdir. Oklahoma’da yapilan diger bir arastirmada ise, 114
adet tavuk eti Orneginden 48’inin (%42,1) S. aureus ile kontamine oldugu belirlenmistir
(Abdalrahman ve ark, 2015). Sallam ve ark (2015) farkli ¢esitlerdeki 200 adet tavuk eti ve
sakatat 6rneginin (50 karkas, 50 but, 50 kursak, 50 ciger) tamaminda ortalama 3,17 log kob/g
diizeyinde S. aureus kontaminasyonu oldugunu belirlemistir. Arastiricilar ¢alisma kapsaminda
incelenen but 6rneklerinin etken ile ortalama 2,89 log kob/g diizeyinde kontamine oldugunu
tespit etmislerdir. Danimarka’da 2014-2015 yillar1 arasinda incelenen farkli hayvanlara ait
145 et orneginin (23 hindi eti, 20 domuz eti, 102 tavuk eti) %68’inden S. aureus izole
edilmistir. Ayn1 ¢calismada tavuk eti 6rneklerinin %75’inde, domuz eti 6rneklerinin %60’1inda
ve hindi eti 6rneklerinin %52’sinde S. aureus kontaminasyonu belirlenmistir (Tang ve ark,
2017).

Calisma kapsaminda incelenen tavuk eti Orneklerine ait bulgular Yurdakul ve ark
(2013), Hanson ve ark (2011) ile Akbar ve Anal (2013) tarafindan elde edilen bulgularla
benzerlik gostermistir. Bununla birlikte calismada but etlerinde tespit edilen S. aureus orani
Sahin ve ark (2017) ile Sallam ve ark (2015) tarafindan belirlenen oran ile paralel olmamasina
ragmen, kontaminasyon diizeyi benzer bulunmustur. Ancak c¢alismada belirlenen S. aureus
kontaminasyon oraninin Giindogan ve Ataol (2012) tarafindan elde edilen orandan yiiksek,
Yildirim ve ark (2015), Ozdemir ve Keyvan (2016), Abdalrahman ve ark (2015) ile Tang ve
ark (2017) tarafindan bulunan oranlardan daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Calismalar
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arasindaki farkliliklarin kesimhane prosesinden, kesimhane hijyeninden (personel, alet-
ekipman), depolama ve satis sartlarindan, incelenen 6rneklerin farkliligindan, 6rneklerin derili
ya da derisiz olmasindan, raf omiirleri arasindaki farkliliklardan, 6rnek sayisi ile kullanilan
analiz metodlarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Tavuk etinin protein oraninin
yiiksek, yag miktarinin diisiik ve kisa lifli olmasindan dolay:1 sindirimi kolaydir. Tavuk eti
kirmizi ete nazaran daha ekonomik olmasi ve kolay pismesi nedeniyle oldukg¢a fazla
tiikketilmektedir. Ancak tavuk eti liretiminde kontaminasyonu kontrol etmek oldukca giictiir.
Bu durumdan birim zamanda ¢ok sayida kesim yapilmasi, kesim hattinda birden fazla
kontaminasyon noktasinin bulunmasi (tiiy 1slatma, tiiy yolma, i¢ organ ¢ikartimi, sogutma),
kesim hattindaki islemler sonucu deride su tutulmas: ve deride olusan catlaklar ile tiy
folikiillerinden bakteri girisinin engellenememesi gibi nedenler sorumlu tutulmaktadir. Ek
olarak kesim sonrasi sogutma, par¢alama, ambalajlama ve muhafaza kosullar1 ile birlikte
kesim hattinda kullanilan su, alet-ekipman ve galisan personel de kontaminasyonda rol
oynamaktadir. Bununla birlikte tavuk etinin a, (0,98-0,99) ve pH degeri de patojenlerin
gelisimi i¢in olduk¢a uygundur. Kanatlilarda karkasin boliimleri arasinda pH degeri farklilik
gostermektedir. Ornegin pH degeri gogiis etinde 5,7-5,9 arasinda, but etinde ise 6,4-6,7
arasinda degismektedir. Bu da farkli kisimlarda bakteri yiikiiniin degisken olabilecegini isaret
etmektedir (Goksoy ve ark, 2004; ICMSF, 2005; Akbar ve Anal, 2013; Yildirim ve ark,
2015).

Caligmada kesim prosesleri tamamlandiktan sonra rastgele secilen 100 adet sigir
karkasindan alinan orneklerin 6 adedinde (%6) ortalama 1,49 log kob/cm? diizeyinde S.
aureus saptanmistir. Yilmaz ve Giimiis (2008) tarafindan yapilan bir arastirmada 150 adet
sigir karkasi incelenmis, karkaslarin %30’unun 10%-10* kob/cm? arasinda degisen diizeylerde
S. aureus ile kontamine oldugu bildirilmistir. Keyvan ve Ozdemir (2016) incelemis olduklari
120 adet sigir karkasinin 15’inde (%12,5) S. aureus izole etmistir. Schlegelova ve ark (2004)
35 adet sigir karkasinin boyun ve kaudal bolgelerinden olmak {izere toplam 67 adet svap
ornegi ile yine ayni1 bolgelerden eksizyon yontemiyle alinan toplam 70 adet et 6rnegini S.
aureus kontaminasyonu agisindan degerlendirmistir. Yapilan analizler sonucunda svap
orneklerinin 5’inde (%7,5), eksizyon yontemiyle alinan et 6rneklerinin de 17°sinde (%24,3) S.
aureus belirlenmistir. Lim ve ark (2010) 2003-2008 yillar1 arasinda mezbaha ve perakende
satig noktalarindaki sigir etlerinden almis olduklar1 890 adet svap 6rneginin 86’sindan (%9,7)
S. aureus izole etmistir. Tanih ve ark (2015) incelemis olduklari 84 adet sigir karkasinin
30’unda (%35,7) S. aureus kontaminasyonu tespit etmistir. Kore’de yapilan bir ¢caligmada ise

30 sigir mezbahasindan alinan 3396 adet karkas 6rnegi S. aureus kontaminasyonu agisindan
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degerlendirilmis, 6rneklerden 175’inin (%5,2) S. aureus ile kontamine oldugu belirlenmistir
(Moon ve ark, 2015). Pekana ve Green (2018) ise sigir karkaslarindan almig olduklar1 500
adet svap 6rneginin 102’sinden (%20,4) S. aureus izole ettiklerini bildirmistir.

Calismada incelenen karkas 6rneklerine ait S. aureus oran1 Schlegelova ve ark (2004),
Lim ve ark (2010) ile Moon ve ark (2015) tarafindan tespit edilen oranlarla benzerlik
gostermistir. Bununla birlikte Schlegelova ve ark (2004) tarafindan yapilan arastirmada
eksizyon yontemi ile alinan 6rneklerden elde edilen oranin ¢alismada belirlenen orandan daha
yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Ayrica ¢alismadaki S. aureus kontaminasyon oraninin
Yilmaz ve Giimiis (2008), Keyvan ve Ozdemir (2016), Tanih ve ark (2015) ile Pekana ve
Green (2018) tarafindan elde edilen oranlardan daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
Calismalar arasindaki farkliliklarda kesime gelen hayvanlarin derilerinin temizlik durumunun,
mezbahalardaki hijyenik kosullarin, kesim tekniklerinin, mezbahalardaki kesim kapasitlerinin,
kesim hattinda kullanilan alet-ekipmanlar ile ¢alisan personelden kaynaklanan kontaminasyon
riskinin, ornek sayisinin ve ornekleme tekniklerinin etkili olabilecegi kanisina varilmigtir. S.
aureus hem insanlarin hem de hayvanlarin deri ve mukozalarinda normal flora iiyesi olarak
bulundugundan, diger gidalarda oldugu gibi karkaslardan da siklikla izole edilmektedir.
Saglikli hayvanlarin derilerinin altindaki dokunun kesim anma kadar steril oldugu, ancak
kesimin baglamasi ile kontaminasyonun da bagladigi kabul edilmektedir. Kontaminasyon
hayvan kaynakli ise etken deriden karkaslara, ¢alisanlarin ellerine, ekipman yiizeylerine ve
diger karkas ylizeylerine gegis yaparak yayilmaktadir. Mezbaha prosesindeki deri yiiziimii,
eviserasyon, karkasin boliinmesi, trimleme islemi, karkasin yikanmasi basamaklar: ile
karkasin kesim hattindaki gecirdigi siire ve ortam sicakliginin da kontaminasyon diizeyinde
etkili oldugu bilinmektedir (Podpecan ve ark, 2007; Yilmaz ve Glimiis 2008).

Calisma kapsaminda incelenen 10 mezbaha prosesinde rastgele segilen 100 karkasin
deri yliziilmesi isleminden hemen sonra sag yarimindan ve proses tamamlandiktan sonra ise
sol yarimindan siinger svaplar yardimiyla 6rnekler alinmistir. Deri yiiziilmesinden sonra
alman 100 karkas rneginin 2 adedinde ortalama 0,66 log kob/cm? proses tamamlandiktan
sonra alinan karkas Orneklerinin ise 6 adedinde ortalama 1,49 log kob/cm? diizeyinde S.
aureus saptanmigtir. Calismada proses sonunda daha fazla sayida karkasin kontamine oldugu
tespit edilse de, kontaminasyon belirlenen Orneklerin deri yiliziimiinden sonra kontamine
oldugu saptanan karkaslardan farkli karkaslara ait oldugu goriilmiistiir. Erzurum’da bir et
kombinasinda petrifilm yontemi kullanilarak yapilan bir calismada 36 sigirin derisinden kol
ve but bolgelerinden olmak suretiyle 72 6rnek, karkastan ise deri yiiziildiikten sonra 72 6rnek,

eviserasyon sonrasi da 72 ornek olmak iizere toplam 216 Ornek analiz edilmistir. Yapilan
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analizler sonucu deriden alinan Orneklerin tamaminda ortalama 3,88 log kob/cm?, deri
yiiziildiikten sonra alman &rneklerin 53’tinde (%73,6) ortalama 2,61 log kob/cm? ve
eviserasyon sonrasi alman 6rneklerin 62’sinde (%86,1) ortalama 2,71 log kob/cm? diizeyinde
S. aureus kontaminasyonu tespit edilmistir (Atasever, 2006). Bhandare ve ark (2007) 36 adet
koyun ve kegi karkasindan deri yiliziimiinden sonra ve kesim prosesi sonunda olmak iizere iki
kez numune almistir. Deri yiliziimiinden sonra alinan 6rneklerden 5’inin (%13,8) ortalama
3,09 log kob/cm?, proses sonunda alinan érneklerden de 5’inin (%13,8) ortalama 3,11 log
kob/cm? diizeyinde S. aureus ile kontamine oldugu belirlenmistir. Niyonzima ve ark (2013)
yaptiklar1 ¢aligmada sigir karkaslarinin mezbaha prosesinden kasaplarda satisa sunulmasi
asamasina kadar gecen siiregte S. aureus ile kontaminasyonunu degerlendirmistir. Bu amagla 24
adet karkastan deri yiiziimiinden sonra 6 adet, kesim prosesinden sonra 6 adet, karkaslarin
transportundan sonra 6 adet ve en son kasaplarda satis asamasinda 6 adet olmak iizere toplam
24 adet 6rnek alinmus, ancak alinan Orneklerin hicbirinde S. aureus tespit edilmemistir.
Bakhtiary ve ark (2016) ise 8 adet sigir karkasindan deri yiiziimiinden, eviserasyondan,
trimlemeden ve proses tamamlandiktan sonra olmak iizere 4 kez 6rnek almislardir. Yapilan
analizler sonucunda trimleme islemi sonrasi alman Orneklerin %3’iinde S. aureus izole
edilirken, diger asamalarda alinan 6rneklerde s6z konusu etkene rastlaniimamastir.

Calismada elde edilen S. aureus oraninin Atasever (2006) ile Bhandare ve ark (2007)
tarafindan tespit edilen oranlardan diisiik, Niyonzima ve ark (2013) ile Bakhtiary ve ark
(2016) tarafindan elde edilen oranlardan ise yiiksek oldugu tespit edilmistir. Calismalar
arasindaki farkliliklarin kesimi yapilan hayvanlarin derilerinin kirliliklerinden, mezbahalardaki
hijyenik kosullardan, kesim prosesinde kullanilan alet-ekipmanlar ile ¢alisan personellerden,
mezbahalarin kapasitelerinden, 6rneklerin kesim hattindaki farkli noktalardan (eviserasyon,
trimleme vb.) alinmasindan, 6rnek alma sirasinda kullanilan yontemlerden ve 6rnek sayisindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Yukarida belirtilen ¢alismalar karkasin S. aureus ile
kontaminasyon diizeyinin kesim hattindaki islemler ile iligkili oldugunu ortaya koymustur.
Kontaminasyon diizeyi hayvaninin temizlik durumuna bagli olarak derinin yiiziilmesi
basamaginda yiikselmeye baglamakta, kesim hatti boyunca karkasa uygulanan islemlere bagl
olarak yiikselmeye devam etmektedir. Bununla birlikte deri yiiziilmesinden sonra kesim
prosesindeki en ¢ok kontaminasyon artigmnin goriildiigii bir diger asama ise eviserasyon
islemidir. Yapilan arastirmalarda karkaslarin  ylizeysel kontaminasyonunda o&zellikle
eviserasyon basamagindan sonra artis oldugu, bu artisin da hayvanlarin kesime tok
getirilmesinden, hayvanlarin dinlendirilmeden kesilmesinden, eviserasyon sirasinda sindirim

sistemi organlarmin yirtilmasindan ve hijyen eksikliginden kaynaklanabilecegi bildirilmistir.
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Karkasin ikiye ayrilma ve trimleme basamaginda da kullanilan alet-ekipman ile ¢alisan personel
kaynakli ¢apraz kontaminasyon sekillenebilmektedir (Popdecan ve ark, 2007; Niyonzima ve
ark, 2013).

Calismada mezbahadaki kesim proses zamani goz oniinde bulundurularak 10 prosesin
basinda, ortasinda ve sonunda olmak suretiyle 3 ayr1 periyotta, her bir periyotta bicak, masat ve
onliiklerden 50’ser adet olmak {izere alinan toplam 450 adet svap 6rnegi incelenmistir. Herhangi
bir isleme baslamadan proses basinda almman Orneklerin higcbirinden S. aureus izole
edilmemistir. Proses ortasinda alman onliik érneklerinden 1’inde 0,58 log kob/cm? diizeyinde,
prosesin sonunda ise bigak, masat ve Onliik 6rneklerinden her birinden birer adet olmak iizere
sirastyla 0,81 log kob/cm?, 0,63 log kob/cm? ve 0,58 log kob/cm? diizeyinde S. aureus
kontaminasyonu tespit edilmistir. Bulgular degerlendirildiginde de kontaminasyon belirlenen
orneklerin farkli proseslere ait oldugu goriilmiistiir. Erdogrul (2005) yapmis oldugu arastirmada
Kahramanmaras’ta et satisi yapan siipermarket, yerel market ve kasaplarda kullanilan 255 adet
bicak ve 278 adet onliik 6rnegini incelemis, analizler sonucu bigak 6rneklerinden 5’inin (%1,9),
onliik 6rneklerinin ise 9’unun (%3,4) S. aureus ile kontamine oldugunu belirlemistir. Atasever
(2006) bir et kombinasinda isletme hijyenini belirlemek amaciyla yaptigi ¢alismada 12 farkl
zamanda iiretim hattinda kullanilan 3 farkli personele ait bigaklardan ve onliiklerden 36’sar
adet, omurga testeresinden ise 12 adet olmak {iizere toplam 84 adet 6rnek almustir. Calismada
incelenen bigak érneklerinden 9’unda ortalama 1,36 log kob/cm?, 6nliik drneklerinden 24’iinde
ortalama 2,11 log kob/cmz, omurga testeresi Orneklerinden ise 2’sinde ortalama 1,27 log
kob/cm? diizeyinde S. aureus kontaminasyonu tespit edilmistir. Podpecan ve ark (2007) kesim
hattinda kullanilan alet-ekipmanlarin hijyenik durumlarini belirlemek amaciyla 40 adet alet-
ekipmanin yiizeyinden kesim baglamadan ve kesim sonunda olmak tizere 2 kez svap Ornegi
almigtir. Yapilan analizler sonucunda kesim baslamadan alinan svap Orneklerinin 2’sinden
(%5), kesim sonunda alinan 6rneklerin de 19’undan (%46,3) S. aureus izole edilmistir. Gowda
ve ark (2017) 4 farkli si§ir mezbahasinda kesim prosesi boyunca kullanilan bigaklardan alinan
toplam 109 adet svap 6rnegini incelemis, 6rneklerin 56’smin (%51,3) S. aureus ile kontamine
oldugunu belirlemistir. Hassan ve ark (2018) bir mezbahada sigir kesim hattinda kullanilan 10
adet bigak, 10 adet kanca, 10 adet balta ve 10 adet kasap Onliigiinden aldiklar1 svap 6rneklerini
S. aureus kontaminasyonu agisindan degerlendirmistir. Arastirmada bigak 6rneklerinin 5’inden,
kanca orneklerinin 6’sindan, balta orneklerinin 5’inden ve Onliikk O6rneklerinin ise 4’{inden S.
aureus izole edilmistir.

Calisma kapsaminda incelenen alet-ekipmanlara ait S. aureus oraninin Erdogrul (2005),
Atasever (2006), Podpecan ve ark (2007), Bakhtiary ve ark (2016), Gowda ve ark (2017) ile
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Hassan ve ark (2018) tarafindan bulunan oranlardan diisiik oldugu tespit edilmistir.
Aragtirmalar arasinda sekillenen bu farkliligin mezbalarda uygulanan hijyen protokollerinden,
kesim kapasitesinden, alet-ekipmani kullanan personelden, personelin alet-ekipmanlari
kullanim aligkanliklarindan ve kullanim sekillerinden, kesime gelen hayvanlarin derilerinin
kirlilik durumundan, kesim prosesindeki ornekleme zamanindan, Ornek sayisindan ve
uygulanan analiz metodlar1 gibi nedenlerden kaynaklanabilecegi diisiinilmektedir. Burada
rapor edilen calismada proses sonundaki kontaminasyon oraninin proses baslangicinda
belirlenen kontaminasyon oranindan daha yiiksek olmasi Podpecan ve ark (2007) tarafindan
yapilan arastirmanin sonuglari ile ortiismektedir. Arastirmanin yapildigi mezbahanin hijyen
politikalar1 geregi kasaplar kesim baglamadan bir giin nce bigak ve masatlarini dezenfekte
etmekte ve kesim hatt1 boyunca her karkastan sonra bigaklarini suyla yikanmaktaydi. Capraz
kontaminasyonu en aza indirgemek i¢in yapilan bu uygulamalara ragmen, elde edilen
sonuglar kontaminasyonun proses boyunca artabilecegini gostermistir. Daha Once de
belirtildigi lizere kesim anina kadar saglikli hayvanlarin derilerinin altinin steril oldugu kabul
edilmektedir. Kontaminasyon kesim prosesi siiresince sekillenen ve kaginilamayacak olan bir
olgudur. Karkaslarin mikrobiyel kontaminasyonu basta hayvanlarin derileri, tirnaklari ve
bagirsaklari ile iligkili olmak iizere, kullanilan alet-ekipmanlardan da kaynaklanmaktadir.
Mezbahada kullanilan alet-ekipmanlarin, 6zellikle de bigaklar ile kasap oOnliiklerinin S.
aurues’un capraz kontaminasyonunda Onemli rol oynadigi arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda kullanilan alet-ekipmanlarin ylizeylerinin sicak su ile
temizlenmesinin, kesim hattinda c¢alisan kasaplarin ¢ift bigak kullanmasinin, her karkas
maniiplasyonundan sonra bigak degistirilmesinin ve bunun takip edilmesinin, proses sonunda
kullanilan alet-ekipmanlarin dezenfeksiyonunun yapilmasinin ve kesim hattindaki personelin
egitilmesinin kontaminasyonun azaltilmasinda etkili oldugu ortaya konulmustur (Food and
Drug Administration, 2012; Bakhtiary ve ark, 2016; Gowda ve ark, 2017). Ayrica yapilan
literatiir taramasinda mezbahada kullanilan masatlarla ilgili bir arastirmaya rastlanilmamaistir.
Bu nedenle ¢alisma kapsaminda elde edilen masatlara ait bulgularin daha sonra yapilacak olan
caligmalara yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir.

Caligmada alet-ekipman orneklerinde oldugu gibi mezbahadaki kesim proses zamani
g6z onilinde bulundurularak 10 prosesin baginda, ortasinda ve sonunda olmak suretiyle 3 ayr1
periyotta, kesim hattinda ¢alisan personelin proses boyunca giydikleri eldivenlerden toplam
150 adet svap Ornegi alinmistir. Yapilan analizler sonucu proses basinda ve sonunda alinan
orneklerin higbirinden S. aureus izole edilmemistir. Ancak prosesin ortasinda alinan

6rneklerin 2’sinde ortalama 1,26 log kob/cm? diizeyinde S. aureus kontaminasyonu
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belirlenmistir. Bulgular degerlendirildiginde de kontaminasyon belirlenen 6rneklerin farkli
proseslere ait oldugu goriilmiistiir. Isletme hijyeninin kontrolii amaciyla Erzurum’da bir et
kombinasinda yapilan arastirmada iiretim hattinda calisan 3 kasabin ellerinden 12 kez farkli
zamanda olmak tlizere petrifilm yontemi kullanilarak toplam 36 adet oOrnek alinmustir.
Analizler sonucunda incelenen 36 6rnegin 14’linde ortalama 1,85 log kob/cm?® diizeyinde S.
aureus kontaminasyonu tespit edilmistir (Atasever, 2006). Bacak ve ark (2014) tarafindan
yapilan arastirmada ise mezbahada gorevlerine gore segilen 7 personelin ellerinden 4 haftalik
periyot boyunca birer haftalik aralar ile toplam 28 adet svap o6rnegi alinmis ve alinan
Srneklerin  tamaminda ortalama 2,87 log kob/em® diizeyinde Stafilokok/Mikrokok
kontaminasyonu belirlenmistir. Ispanya’da 3 farkli koyun mezbahasinda yapilan bir ¢alismada
mezbaha personelinin ellerinden ve eldivenlerinden toplam 81 adet svap Ornegi alinmis ve
orneklerin sadece 1’inden S. aureus izole edilmistir (Oses ve ark, 2012). Abunna ve ark
(2016) bir sigir mezbahasinda calisan personelin ellerinden alinan 14 adet svap Ornegini
incelemis ve yapilan analizler sonucunda 6rneklerin 3’tinde S. aureus kontaminasyonu tespit
etmistir. Beyene ve ark (2017) yaptiklart bir arastirmada mezbahada kesim hattindaki 6
personelin ellerinden almis olduklar1 svap Orneklerinin higbirinden S. aureus izole
etmediklerini bildirmislerdir. Gowda ve ark (2017) ise S. aureus kontaminasyonunu
belirlemek amaciyla 4 farkli mezbahanin kesim hattinda calisan personelden Ornekler
almiglardir. Yapilan analizler sonucunda birinci mezbahadan alinan 30 adet Ornegin
tamamininda, ikinci mezbada 25 6rnekten 22’sinde, li¢iincii mezbahada 21 6rnekten 17’sinde
ve dordiincli mezbahada ise 32 drnekten 17°sinde S. aureus tespit edilmistir.

Calisma kapsaminda personele ait 6rneklerden yapilan analizler sonucu elde edilen
bulgular Oses ve ark (2012) tarafindan tespit edilen bulgularla benzerlik gdstermistir.
Calismada tespit edilen S. aureus oraninin Atasever (2006), Bacak ve ark (2014), Abunna ve
ark (2016) ile Gowda ve ark (2017) tarafindan belirlenen oranlardan diisiik oldugu, ancak
Beyene ve ark (2017)’nin ¢alismasinda tespit edilen orandan daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte burada rapor edilen ¢alismada belirlenen S. aureus orani ile tam
olarak benzerlik gostermese de Atasever (2006) tarafindan yapilan aragtirmada tespit edilen S.
aureus kontaminasyon diizeyinin elde edilen bulgularla Ortiistiigii goriilmiistiir. Bulgular
arasindaki farkliliklarin mezbahalarin yapisal Ozelliklerinden, kesim siirecindeki hijyen
protokollerinden, kesim kapasitesinden, personelin egitim seviyesinden, el yikama ve eldiven
kullanma aliskanliklarindan, kesim prosesindeki 6rnekleme zamanindan, 6rnek sayisindan ve
uygulanan analiz metodlart gibi nedenlerden kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. S.

aureus’un saglikli insanlarin ¢ogunun burun mukozalari ile ellerinde bulunmasi ve bu
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insanlarin  gida  sektoriiniin  herhangi bir basamaginda calismasi g6z Oniinde
bulunduruldugunda, s6z konusu etkenin gidalara bulagsma olasiligi1 artmaktadir. Mezbahalarda
da durum diger gida isleme yerleri ile benzer sekilde olup, kasaplarin elleri yetersiz kisisel
hijyen ve capraz kontaminasyondan dolayr S. aureus’un yayilmasina rol oynamaktadir.
Uretim alanlarinda ellerden kaynakli kontaminasyonu engellemek igin eldiven kullanilmasi,
stire¢ igerisinde kirlenen eldivenlerin belirli araliklarla degistirilmesi ve bir isten farkli bir ige
gecgerken yeni eldiven kullanilmasi gida giivenligi agisindan onerilmektedir (Cakici ve ark,
2015). Yapilan bir arastirmada kontaminasyon diizeyleri degerlendirildiginde ¢alisma
stiresince eldiven degistirilmeden c¢alismaya devam edilmesinin eldiven takmamakla ayni
etkiye sahip olabilecegi bildirilmistir. Ayrica personelin ayni eldiven ¢iftini uzun siire
kullanmasinin ve ellerin daha az yikanmasinin kontaminasyonu arttirdig1 da arastirmacilar
tarafindan belirlenmistir (Lynch ve ark, 2005). Bu ¢alismada kesime baslamadan dnce ve
proses sonunda personel drneklerinde S. aureus’un tespit edilemeyisi, proses ortasinda alinan
orneklerden 2’sinde soz konusu etkenin kontaminasyonunun belirlenmesi arastirmanin
yapildig1 mezbahadaki gida giivenligi yonetim sisteminin etkili oldugunu diistindiirmektedir.
Dolayisiyla kontaminasyonu engellemek icin eldiven kullanilmasinin tek basina yeterli
olmadigi, eldivenin dogru kulaniminin ve personelin kisisel hijyeninin de saglanmasinin
onemi bir kez daha ortaya konulmustur.

Calismada yapilan analizler sonucu 92 adet S. aureus izolatindan 39’unun (%42,4)
enterotoksijenik ozellikte oldugu tespit edilmistir. Enterotoksijenik 39 izolatin analiz edilen
sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, selj ve sep genlerinden en az birine sahip oldugu
belirlenmis, 53 izolatta ise s6z konusu enterotoksin genlerinin varli§ina rastlanilmamaistir.
Ayrica ¢alisma kapsaminda incelenen izolatlardan tank siitii (%67,3), tavuk eti (%33,3) ve
karkas (%25) orneklerine ait izolatlarin enterotoksijenik ozellikte oldugu, ancak tulum
peyniri, alet-ekipman ile personelden elde edilen izolatlarin ise incelenen enterotoksin
genlerinden higbirini tagimadigl yapilan analizler sonucunda tespit edilmistir. Calismanin
bulgular klasik enterotoksinlerin (SEA-SEE) iiretiminden sorumlu genlerin varligi agisindan
degerlendirildiginde; 39 enterotoksijenik S. aureus izolatinin en ¢ok sed geni (6 adet) tasidigy,
bunu 5 adet ile sec geni, 4 adet ile seb geni ve 2’ser adet olmak tizere Sea ile see genlerinin
takip ettigi belirlenmistir. Bulgular 6rnek gruplari agisindan degerlendirildiginde ise tank siitii
orneklerinden elde edilen izolatlarin en ¢ok sec (%15,1) genine, karkas drneklerine ait 2 adet
enterotoksijenik izolatin her ikisinin de sadece seb ve sed genlerine sahip oldugu, ancak tavuk
eti izolatlarinin ise klasik enterotoksinlerden higbirini tagimadigi tespit edilmistir. Tez

calismasinda klasik enterotoksinler haricinde seg, seh, sei, selj ve sep genlerinin de varhigi

91



arastirtlmistir. Yapilan analizler sonucunda enterotoksijenik S. aureus izolatlarinda en fazla
sei geni (21 adet) belirlenmis, bunu seh (20 adet), seg (19 adet) ve sep (3 adet) genleri
izlemistir. Izolatlarin higbirinde selj geni tespit edilmemistir. Ayrica 17 enterotoksijenik
izolatin ayn1 anda seg ve sei genlerine sahip olusu dikkat ¢ekmektedir. Elde edilen bulgular
irlin bakimindan degerlendirildiginde enterotoksijenik tank siitli izolatlarinin 20’sinin
(%60,6) seh genine, 17’sinin (%51,5) sei genine, 16’sinin (%48,5) seg genine sahip oldugu, 3
izolatin da (%9,1) sep genini tasidig1 yapilan analizler sonucu ortaya konulmustur. Tavuk eti
izolatlarinda seg ve sei genlerinin varlig1 belirlenmis, ancak karkas izolatlarinin higbirinde
seg, seh, sei, selj ve sep genlerinin varhigr saptanamamustir. Bulgular genel olarak
degerlendirildiginde ise 39 adet enterotoksijenik izolatin 28’inin (%71,8) klasik enterotoksin
genlerini tagimayip, varligi arastirilan diger enterotoksin genlerine sahip oldugu sonucuna
varilmistir.

Aydin ve ark (2011a) 1070 adet gida 6rnegini inceledikleri calismada elde ettikleri 147
S. aureus izolatmin 92’sinin (%62,6) enterotoksijenik 6zellikte oldugunu, enterotoksijenik
izolatlardan 49’unun (%53,3) yeni izole edilen (seg, seh, sei, sej, sek, sel, sem, sen, seo, sep,
seq ve seu) toksin genlerine, Kklasik toksinlerden daha fazla oranda sahip olduklarini tespit
etmislerdir. Bununla birlikte enterotoksijenik izolatlardan 28’inin (%30,4) seg ve sei genlerini
bir arada tasidigi saptanmistir. Ayni ¢alismada incelenen ¢ig siit 6rneklerinden elde edilen
izolatlarin klasik enterotoksin genlerinden en ¢ok sec genine (%35,5) sahip olduklar
belirlenmistir. Giiclikoglu ve ark (2012) tarafindan yapilan calismada 122 adet siit ve siit
iriinleri 6rneginden (60 ¢ig siit, 32 beyaz peynir, 10 kasar peyniri, 10 tereyag, 10 dondurma)
81’inde S. aureus kontaminasyonu, elde edilen S. aureus izolatlarindan da 14’tiniin (%17,2)
enterotoksijenik Ozellikte oldugu tespit edilmistir. Cig siit Orneklerine ait izolatlarin
%13,7’sinin, peynir orneklerine ait izolatlarin %24’iliniin, terayagi drneklerine ait izolatlarin
%25’inin Sea, seb, sec ve sed genlerinden en az birini tasidigi, ancak dondurma 6rneklerine ait
izolatlarin bu genlerden higbirine sahip olmadigr belirlenmistir. Ayrica c¢alismada
enterotoksijenik izolatlarda %64,28 oranla en ¢ok sea geni varligi bildirilmistir. Ankara’da
yapilan bir arastirmada 225 et 6rneginden (75 sigir eti, 75 koyun eti, 75 tavuk eti) elde edilen
114 S. aureus izolatindan 80’inin (%70,17) enterotoksijenik karakterde oldugu saptanmustir.
Enterotoksijenik izolatlardan 66’sinin (%82,5) klasik enterotoksin genlerinden Sea, sec ve
sed’den en az birini, 26’sinin ise (%32,5) seg, seh, sei ve selj genlerinden bir veya birkagini
tagidigr aragtirmacilar tarafindan tespit edilmistir. Ayni1 ¢alismada klasik enterotoksin
genlerinden %70 oranla en ¢ok sea geninin, diger enterotoksin genlerinden de %15 oranla seh

geninin varligi saptanmustir (Ozdemir ve Keyvan, 2016). Saka ve Terzi Giilel (2018)
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tarafindan Samsun’da yapilan ¢alismada manda siitii ve siit {iriinlerinden elde edilen 99 S.
aureus izolatinin 12’sinin klasik enterotoksin genlerinden en az birini tasidig1 belirlenmistir.
Enterotoksijenik izolatlardan 5’inin (%41,6) sea genini, 2’sinin (%16,6) sec genini, 1’nin
(%8,3) sed genini ve 1’nin (%8,3) de see genini tasidigi, 3 izolatta da sec ve sed geninin
beraber bulundugu, ancak izolatlarin higbirinde seb genine rastlanilmadigi arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir. Jorgensen ve ark (2005b) tarafindan yapilan bir arastirmada ¢ig siit
ve siit Unlerinden elde edilen 225 adet S. aureus izolatindan 127’sinin enterotoksin
genlerinden (sea-see, seg-selj) en az bir veya daha fazlasina sahip oldugu saptanmuistir.
Izolatlarm %38,7 oranla en ¢ok sec genini sentezledigi bildirilmistir. Aym1 c¢alismada
enterotoksijenik izolatlardan 2’sinde sea, 2’sinde seb, 4’linde sed, 19’unda seg, 11’inde Sel,
10’unda seh ve 4’tinde selj geni tespit edilirken, izolatlarin higbirinde see geni varligi
belirlenmemistir. Bununla birlikte 127 enterotoksijenik izolattan sadece 5’inde Seg ve sei
genlerinin birlikte bulundugu gozlemlenmistir. Bania ve ark (2006) tarafindan yapilan
calismada ise 50 adet S. aureus izolatindan 27’sinin (%54) enterotoksijenik 6zellikte oldugu,
enterotoksijenik izolatlarin 9’unun klasik enterotoksin genlerine, 18’inin ise bu genler
disindaki enterotoksin genlerine (seg, seh, sei, selj, sek, sel, sem, sen, seo, sep, seq, seu) sahip
oldugu belirlenmistir. Ayni ¢alismada enterotoksijenik izolatlardan 3’tiniin seg ve sei
genlerini bir arada tasidigi, 14 izolatin seh genini, 3 izolatin selj genini, 8 izolatin ise sep
genini sentezleyebildigi bildirilmistir. italya’da yapilan bir arastirmada 1634 gida &rneginden
209’unun S.aureus ile kontamine oldugu, elde edilen izolatlardan ise 125’inin (%59,8) klasik
enterotoksin genlerinden bir veya daha fazlasin1 sentezleyebildigi tespit edilmistir.
Enterotoksijenik izolatlardan %33,6’smin sed, %18,4’liniin sea, %15,2’sinin sec, %6,4’liniin
seb ve %0,8’nin see genlerine sahip olduklar1 saptanmigtir (Normanno ve ark, 2007a). Pereira
ve ark (2009) tarafindan yapilan arastirmada gesitli kaynaklardan izole edilen (siit ve siit
irlini, et ve et iiriinll, gida ile temas eden yiizey) 148 adet S. aureus izolatindan 101’inin
(%69) sea-see, seg-selj enterotoksin genlerinden en az birini tasidigr belirlenmistir.
Enterotoksijenik izolatlardan 51’inde (%51,5) seg ve sei genlerinin beraber bulundugu,
23’{iniin (%23) ise sea, seg ve sei genlerini ayni anda tasidigi, ancak izolatlardan higbirinin
selj genine sahip olmadig1 yapilan analizler sonucunda tespit edilmistir. Brezilya’da tank siitii
ve peynir Orneklerinin incelendigi bir arastirmada tank siitii 6rneklerinden 96 adet, peynir
orneklerinden de 70 adet olmak iizere toplam 166 adet S. aureus izolati elde edilmistir. Tank
siitli izolatlarindan 41’inin, peynir izolatlarindan da 50’sinin en az bir enterotoksin geni
tasidigl,  izolatlardan 78’inin yeni tanimlanan enterotoksin genlerine sahip oldugu

bildirilmistir. Yine ayni ¢aligmada 91 adet enterotoksijenik izolattan 29’unda seg ve sei
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genlerinin birlikte bulundugu saptanmistir (Arcuri ve ark, 2010). Polonya’da yapilan bir
arastirmada ise ¢ig siit 6rneklerinden elde edilen 77 adet S. aureus izolatinin 5’inin klasik
enterotoksin genlerine sahip oldugu, enterotoksijenik izolatlarin 3’{inlin Sec genini, 2’sinin ise
sea genini tasidigi bildirilmistir (Korpysa-Dzirba ve Osek, 2011). Portekizde yapilan bir
arastirmada gida sektoriinde ¢alisan 162 personelin ellerinden svap 6rnegi alinmis, érneklerin
18’inden S. aureus izole edilmis, elde edilen izolatlarda klasik enterotoksinlere ait genlerin
yaninda seg, seh, sei ve selj genlerinin varligi da arastirilmig, izolatlardan 10’unun
enterotoksijenik karakterde oldugu tespit edilmistir (Castro ve ark, 2016).

Calismada elde edilen enterotoksijenik S. aureus oranmmin Aydmn ve ark (2011a),
Ozdemir ve Keyvan (2016), Jorgensen ve ark (2005b), Bania ve ark (2006), Normanno ve ark
(2007a), Pereira ve ark (2009), Arcuri ve ark (2010) ile Castro ve ark (2016) tarafindan tespit
edilen oranlardan diisiik, Giiciikoglu ve ark (2012), Saka ve Terzi Giilel (2018) ile Korpysa-
Dzirba ve Osek (2011) tarafindan elde edilen oranlardan ise yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ayrica burada rapor edilen ¢alisma ile benzer sekilde Aydin ve ark (2011a), Bania ve ark
(2006) ile Arcuri ve ark (2010) da yapmis olduklari arastirmalarinda elde ettikleri
enterotoksijenik S. aureus izolatlarinin yeni tanimlanmis enterotoksin genlerine sahip olma
oraninin klasik enterotoksin genlerinden daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Cogu
aragtirmalarin bulgulart klasik enterotoksin genleri acisindan degerlendirildiginde en ¢ok sea
genine rastlanildigi bildirilmistir. Ancak bu ¢alismada oldugu gibi Normanno ve ark (2007a)
tarafindan yapilan arastirmada da klasik enterotoksin genlerinden en ¢ok sed geni
belirlenmistir. Bununla birlikte gida maddesinin tipi ile iligkili olarak diger enterotoksin
genlerinin de yiiksek diizeyde oldugu ¢alismalar mevcuttur. Burada rapor edilen g¢alisma ile
benzer sekilde Aydin ve ark (2011a), Jorgensen ve ark (2005b) ile Korpysa-Dzirba ve Osek
(2011) tarafindan yapilan arastirmalarda siit ve siit triinlerinde klasik enterotoksin
genlerinden en ¢ok sec geninin varligi tespit edilmistir. Gidalardan elde edilen
enterotoksijenik S. aureus izolatlarinda see geni nadiren bildirilmistir. Ancak bu ¢alismada
oldugu gibi Saka ve Terzi Giilel (2018), Jorgensen ve ark (2005b) ile Normanno ve ark (2007)
yapmis olduklart aragtirmalarda see geni varligini tespit etmislerdir. Genel olarak seg ve sei
genleri arasinda korelasyon oldugu bilinmektedir. Caligmada elde edilen bulgular
degerlendirildiginde bu korelasyonun goriildiigli, ayn1 korelasyonun Aydin ve ark (2011a),
Bania ve ark (2006), Pereira ve ark (2009) ile Arcuri ve ark (2010) tarafindan da tespit
edildigi belirlenmistir. Bu ¢aligmanin bulgulari ile diger arastirmacilarin ¢aligmalar1 sonucu
elde ettikleri bulgularin arasinda farkliliklarin bagta ornek tipleri ve sayilari olmak {izere,

bolgesel farkliliklardan, kontaminasyon kaynaklarindan (hayvan, insan vb.), laboratuvarda

94



uygulanan analiz metodlar ile enterotoksin genlerinin ekspresyonu iizerine etkili ¢evresel ve
diger faktorlerden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Enterotoksijenik S. aureus suslari
tarafindan tretilen enterotoksinler ile kontamine olmus gidalarin tiiketilmesi gida
intoksikasyonlarina neden olabilmektedir. Bu zehirlenmelerden sorumlu gidalar arasinda
hayvansal kaynakli gidalar basta olmak tizere salatalar, pastacilik iirlinleri, pismis yemekler ve
sandvi¢ gibi tilketime hazir gidalar bulunmaktadir. Kontaminasyon gidaya uygulanan 1sil
islemden sonra personel ve alet-ekipmanla olabilecegi gibi hayvansal kaynakli gidalarda
gidanin elde edildigi hayvandan da kaynaklanabilmektedir. Genellikle Stafilokokal gida
intoksikasyonlarina enterotoksin A ve D tiplerinin neden oldugu bildirilmesine ragmen,
gidanin ¢esidi ile iligkili olarak diger toksinler de Yyiiksek diizeyde tespit edilebilmektedir.
Ozellikle siit ve siit iiriinlerinde sec ve seh genlerine siklikla rastlanilmakla birlikte yapilan
aragtirmalarda benzer sartlarda ekspresyonlarinin baskilandigi tespit edilmistir. Ancak
ekspresyonu agr bagimli olan sec geni ile ekspresyonu agr bagimli olmayan seh geni
arasindaki iliski heniiz kanitlanamamistir (Jorgensen ve ark, 2005b; Normanno ve ark, 2007b;
Ortega ve ark, 2010; Valihrach ve ark, 2014; Basanisi ve ark, 2017).

Stafilokokal gida intoksikasyonlarindan genellikle ¢ig ya da yeterli 1sil islem
goérmemis veya 1sil islem sonrasi kontaminasyona ugramis siit ve siit driinleri sorumlu
tutulmaktadir. Ancak daha Oncede belirtildigi lizere enterotoksin genlerinin ekspresyonu,
etkenin bulundugu faz (logaritmik faz, duragan faz), gidanin yapisi, ortammn pH’si, NaCl
konsantrasyonu ve rekabetci flora gibi birgok faktore baglh olarak degiskenlik gostermektedir.
Ozellikle starter kullanilan, olgunlastirmaya birakilan peynirlerde enterotoksin genlerinin
ekspresyonunun baskilanabildigi bildirilmistir (Duquenne ve ark, 2010; Cretenet ve ark, 2011;
Valihrach ve ark, 2014).

Stafilokokal enterotoksin genlerinin hemen hemen tiimii plazmidler, profajlar, S.
aureus patojenite adalar1 ve stafilokokal kaset kromozomu gibi mobil genetik elemanlarin
tizerinde tekli veya coklu olarak bulunmaktadir. Bu durumun enterotoksin genlerinin
kombinasyonunda rol oynayabilecegi cesitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Omoe ve
ark, 2002; Argudin ve ark, 2010; Umeda ve ark, 2017). Genel olarak bir¢ok ¢alismada seg ve
sei genlerinin bir arada bulundugu ifade edilmektedir (Jorgensen ve ark, 2005b; Bania ve ark,
2006; Pereira ve ark, 2009; Aydin ve ark, 2011a; Basanisi ve ark, 2017). Bu kombinasyonun
nedeni ise seg ve sei genlerinin ayni egc {lizerinde yer almalari olarak agiklanmaktadir (Omoe
ve ark, 2002). Benzer durumun sed ve selj toksin genleri i¢in de ayni plasmid tarafindan
tasindigindan gegerli olabilecegi disiiniilmektedir (Zhang ve ark, 1998; Jorgensen ve ark,

2005b; Bania ve ark, 2006). Burada rapor edilen tez ¢alismasinda da séz konusu seg+sei
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kombinasyonu ile karsilasilmasina ve klasik enterotoksin genlerinden en ¢ok sed tespit
edilmesine ragmen, higbir izolatta Selj geni varligi belirlenememistir. Bu farkliigin pH,
redoks potansiyeli, NaCl konsantrasyonu gibi faktorlerden, 6rnek tipinden ve kullanilan analiz
yontemlerinden kaynaklandigi kanisina varilmistir.

Calismada c¢esitli Orneklerden izole edilen 92 adet S. aureus izolatinin 66’sinin
(%71,7) farkl antibiyotik gruplarma kars1 direngli oldugu tespit edilmistir. Izolatlardan 60
adedinin (%65,3) penisiline direngli oldugu belirlenmistir. Penisilin direng diizeyini %22,8 ile
oksasilin, %18,4 ile klindamisin, %11,9 ile eritromisin, %9,8 ile sefoksitin, siprofloksasin ve
fusidik asit, %7,7 ile daptomisin, %6,6 ile tetrasiklin ve fosfomisin direncliliginin takip ettigi
saptanmistir. Ayrica linezolide kars1 4 adet (%4,3), teikoplanin, vankomisin ile
trimetoprim/sulfametoksazole karsi ise 3’er adet (%3,2) ve gentamisine karsi 1 adet (%]1)
izolatin direngli oldugu belirlenmis, ancak calisma kapsaminda tigesikline karsi direncli S.
aureus izolatma rastlanilmamustir.

Bulgular iiriin gruplar1 acisindan degerlendirildiginde ise tank siitii 6rneklerinden elde
edilen 49 adet S. aureus izolatindan 26’sinda (%53) antibiyotik direncinin ¢esitli diizeylerde
oldugu belirlenmistir. izolatlarda penisiline direnclilik diizeyi %48,9 iken, oksasilinde %18,3,
klindamisinde ve fusidik asitte %12,2, sefoksitinde %10,2, eritromisin, tetrasiklin
fosfomisinde %8, 1, siprofloksasin ve daptomisinde %6,1’dir. Bununla birlikte gentamisine,
linezolide, teikoplanine, vankomisine, trimetoprim/sulfametoksazole karsi birer izolat direng
gostermistir. Ayrica izolatlardan 1’inde (%2) siprofloksasine, 3’tinde (%6,1) ise eritromisine
kars1 orta diizeyde direnglilik saptanmistir.

Tulum peyniri 6rneklerinden elde edilen 17 adet S. aureus izolatinin tamaminin en az
bir antibiyotige direngli oldugu tespit edilmistir. izolatlarda belirlenen direnclilik diizeyi
penisilinde %88,3, oksasilinde %52,9, klindamisinde %41,1, eritromisinde %23,6 iken,
linezolid, daptomisin ve siprofloksasinde %17,6, sefoksitin, teikoplanin, vankomisin,
tetrasiklin, fosfomisin ve trimetoprim/sulfametoksazolde %11,7, fusidik asitte %5,8dir.
Izolatlardan 1’inde (%6) tetrasikline, 5’inde (%29,4) ise eritromisine karsi orta diizeyde
direnglilik saptanmigtir. Ayrica tiim izolatlarin gentamisin ve tigesikline duyarli oldugu
belirlenmistir.

Tavuk eti Orneklerine ait 12 adet izolattan 10’ununda cesitli diizeylerde farkli
gruplardan antibiyotiklere karsi direng tespit edilmistir. Izolatlardan 8 adedinin (%66,7)
penisiline direngli oldugu belirlenmistir. Penisilin direng diizeyini %25 ile siprofloksasin,
%16,6 ile sefoksitin, oksasilin, eritromisin ve klindamisin, %8,3 ile daptomisin ve fusidik asit

direncliliginin takip ettigi saptanmistir. Ayrica izolatlardan 1’inde (%8,3) siprofloksasine,
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4tinde (%33,3) ise eritromisine kars1 orta diizeyde direnglilik saptanmistir. Tiim izolatlarin
gentamisin, linezolid, teikoplanin, vankomisin, tetrasiklin, tigesiklin, fosfomisin ve
trimetoprim/sulfametoksazole duyarli oldugu belirlenmistir.

Karkas orneklerinden elde edien 8 adet S. aureus izolatinda penisilin direng diizeyi
%100 iken, klindamisinde %25, oksasilin, eritromisin ve fusidik asit diren¢ diizeyi %12,5
olarak tespit edilmistir. Izolatlardan 3’iiniin eritromisine orta diizeyde duyarli oldugu
saptanmustir. Izolatlarin tamaminin sefoksitin, gentamisin, siprofloksasin, linezolid,
daptomisin,  teikoplanin,  vankomisin, tetrasiklin,  tigesiklin,  fosfomisin  ve
trimetoprim/sulfametoksazole duyarli oldugu yapilan analizler sonucu goriilmiistiir.

Alet-ekipman orneklerine ait 4 adet S. aureus izolatinin 3’tiniin (%75) penisiline
direngli oldugu, direngli izolatlardan 1’inin ayn1 zamanda eritromisine orta diizeyde direngli
gosterdigi, personele ait 2 adet S. aureus izolatinin ikisinin de penisiline direngli oldugu
belirlenmistir. Hem alet-ekipmana ait direngli izolatlarin hem de personel izolatlarinin
antibiyogram analizlerinde degerlendirilen diger antibiyotiklere duyarli oldugu tespit
edilmisgtir.

Sudagidan ve Aydin (2008) tarafindan yapilan bir arastirmada 120 adet et ve et iiriinii
(dana kiyma, dana eti, tavuk eti, hindi eti, ¢ig hamburger koftesi ve sucuk) 6rneginden elde
edilen 9 adet S. aureus izolatindan 5’inde penisilin, penisilin direngli izolatlardan 1’inde
eritromisin direnci belirlenmistir. Incelenen izolatlarin higbirinde vankomisin, teikoplanin ve
gentamisin direnci tespit edilmemistir. Aydin ve ark (2011b) gesitli gida orneklerini
inceledikleri ¢calismada elde ettikleri 142 S. aureus izolatinda (16 adet et izolati, 8 adet et
iriinl 1zolati, 64 adet ¢ig siit izolati, 54 adet siit iirlinli izolat) antibiyotiklere direngliligi
incelemigler, izolatlarin sirasiyla en fazla %70,4 ile penisilin, %23,2 ile linezolid, %16,1 ile
eritromisin, %15,4 ile tetrasikline, %13,3 ile trimetoprim/sulfametoksazol, %9,1 ile fusidik
asit, %8,4 ile klindamisin, %7 ile gentamisin, %0,7 ile teikoplanine direngli olduklarini tespit
etmislerdir. Bununla birlikte izolatlarin %25,3’1linlin klindamisine, %19 unun fusidik asite,
%16,9’unun teikoplanine, %12,6’sinin tetrasikline, %2,1’inin trimetoprim/sulfametoksazole,
%0,7’sinin gentamisine orta diizeyde direncgli olduklar1 bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada ¢ig siit
orneklerine ait 64 adet S. aureus izolatinda belirlenen penisilin direnci %82,8 diizeyinde iken,
bu diizeyi %34,3 ile linezolid, %29,6 ie eritromisin, %18,75 ile tetrasiklin, fusidik asit ve
trimetoprim/sulfametoksazol, %14 ile klindamisin, %10,9 ile gentamisin takip etmistir.
Ayrica izolatlarin tiimiiniin oksasilin, sefoksitin ve vankomisine duyarli oldugu belirlenmistir.
Can ve Celik (2012) tarafindan yapilan bir arastirmada beyaz ve tulum peyniri 6rneklerinden

elde edilen 12 adet S. aureus izolatindan 10’unun (%83,3) en az bir antibiyotige direngli
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oldugu tespit edilmistir. S. aureus izolatlarinin %16,6 diizeyinde oksasiline, %8,3 diizeyinde
klindamisin, eritromisin ve tetrasikline direngli, %41,6 diizeyinde eritromisine, %25
diizeyinde klindamisin ve teikoplanine, %16,6 diizeyinde tetrasikline orta diizeyde direncli
oldugu, tiim izolatlarin gentamisin ve vankomisine diren¢ gostermedikleri belirlenmistir.
Ankara’da yapilan bir arastirmada siit ve siit liriinlerine (siit, peynir, dondurma) ait 70 adet S.
aureus izolatinda penisilin direnglilik diizeyi %97,1 iken, tetrasiklinde %54,3, eritromisinde
%45,7, gentamisinde %41,4, trimetoprim/sulfametoksazolde %30 olarak bildirilmistir. Ayni
caligmada tiim izolatlarin siprofloksasine duyarli oldugu saptanmistir (Giindogan ve Avci,
2014). Keyvan ve Ozdemir (2016) tarafindan yapilan arastirmada sigir karkaslarindan elde
edilen 22 adet S. aureus izolatindan %54,5’inin tetrasikline, %40,9’unun eritromisine,
%22,7’sinin trimetoprim/sulfametoksazole, %18,1’inin oksasiline, %13,6’siin sefoksitine,
%4,5’inin  gentamisine direncli oldugu, izolatlardan higbirinin vankomisine direng
gostermedigi yapilan analizler sonucunda belirlenmistir. Can ve ark (2017) tarafindan yapilan
aragtirmada 160 adet ¢esitli gida 6rneginden (¢ig siit, peynir, tavuk eti, dana kiyma) elde
ettikleri 40 S. aureus izolatindan (25 adet ¢ig siit izolati, 4 peynir izolati, 11 tavuk eti izolat1)
39’unun (%97,5) cesitli diizeylerde en az bir antibiyotige karsi direngli oldugu tespit
edilmistir. Izolatlarin penisilin direnci %95, tetrasiklin direnci %30, eritromisin direnci %20,
siprofloksasin direnci %12,5, sefoksitin direnci %2,5 olarak bildirilmistir. izolatlardan
higbirinin gentamisin, oksasilin ve vankomisine kars1 direngli olmadig1 belirlenmistir. Ornek
gruplar1 degerlendirildiginde ¢ig siit ile peynir 6rneklerinden elde edilen izolatlarin tamaminin
penisilene direngli oldugu saptanmistir. Bununla birlikte ¢ig siit 6rneklerine ait izolatlarin
tetrasiklin direng diizeyinin %28, eritromisin direng¢ diizeyinin ise %16 oldugu belirlenmistir.
Tavuk eti Orneklerine ait izolatlardan 9’unun (%81,8) penisiline direngli oldugu tespit
edilmistir. Penisilin direng diizeyini, %45,4 ile tetrasiklin ve siprofloksasin, %36,3 ile
eritromisin, %9,9 ile sefoksitin direngliliginin takip ettigi yapilan antibiyogram testleri sonucu
saptanmistir. Izolatlardan 2’sinin (%18,1) siprofloksasine orta diizeyde direngli oldugu
bildirilmistir. Kayseri’de siit ve siit iirlinleri ile et ve et tirlinleri 6rneklerinden (¢ig siit, koyun
peyniri, siitlii tatli, tavuk eti, pastirma, sosis, salam, sucuk) elde edilen 95 adet S. aureus
izolatinda antibiyotik direncliligi arastirilmis, izolatlarin penisilin direnci %81,1, tekrasiklin
direnci %28,4, vankomisin direnci %18,9, eritromisin direnci %17,9, gentamisin ve sefoksitin
direnci ise %9,4 olarak bildirilmistir (Hizlisoy ve ark, 2018).

Italya’da yapilan bir arastirmada 42 tavuk eti drneginin 12’sinden, 68 dana eti
orneginin ise 20’sinden S. aureus izole edilmistir. Yapilan analizler sonucu tavuk eti

orneklerine ait izolatlarda %66,6 diizeyinde oksasilin, %25 diizeyinde penisilin, %16,6
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diizeyinde gentamisin, %8,3 diizeyinde eritromisin, klindamisin, tetrasiklin ve
trimetoprim/sulfametoksazol direnci belirlenirken, tiim izolatlarin teikoplanin ve vankomise
duyarli oldugu saptanmistir. Dana eti 6rneklerine ait izolatlarda ise oksasilin direng diizeyi
%30 iken, bu diizeyi %25 ile eritromisin, klindamisin ve tetrasiklin, %10 ile penisilin, %5 ile
gentamisin  takip  etmis, izolatlarin  tamamimun  teikoplanin, vankomisin  ve
trimetoprim/sulfametoksazole duyarli oldugu bildirilmistir (Pesavento ve ark, 2007).
Portekiz’de yapilan bir arastirmada ¢esitli kaynaklardan izole edilen (siit ve siit iiriinii, et ve et
iirlinli, gida ile temas eden yiizey) 148 adet S. aureus izolatlarinda antibiyotik direncliligi
arastirilmis, izolatlarin %85 inin antibiyogrami yapilan antibiyotiklerden en az birine direncli
oldugu tespit edilmistir. Penisilin direncinin %73, oksasilin direncinin %38, eritromisin
direncinin %5, gentamisin direncinin %2 ve tetrasiklin direncinin %0,7 diizeyinde oldugu,
izolatlardan higbirinin siprofloksasin ve vankomisine direng gostermedigi bildirilmistir
(Pereira ve ark, 2009). Pu ve ark (2011) tarafindan ABD’de yapilan arastirmada dana ve
domuz eti d6rneklerinden 152 adet S. aureus izolati elde edilmistir. Yapilan antibiyogram testi
sonucu izolatlarin %71 diizeyinde penisiline, %67 diizeyinde tetrasikline, %30 diizeyinde
eritromisine, %18 diizeyinde klindamisine, %14 diizeyinde oksasiline, %13 diizeyinde
siprofloksasine ve %3 diizeyinde gentamisine direngli olduklari, ancak tiim izolatlarin
daptomisin, linezolid, tigesiklin, vankomisin ve trimetoprim/sulfametoksazole duyarli
olduklar1 bildirilmistir. He ve ark (2013) cesitli gida 6rneklerinden (siit, tavuk eti, domuz
karkasi, domuz eti) izole ettikleri 29 adet S. aureus izolatinda tetrasiklin direng diizeyini
%386,2 olarak tespit etmistir. Bu diizeyi %51,7 ile eritromisin, %44,8 ile klindamisin, %31 ile
siprofloksasin, %20,7 ile gentamisin, %13,8 ile trimetoprim/sulfametoksazoliin takip ettigini
belirtmistir. Izolatlarin tamaminin ise oksasilin, sefoksitin, teikoplanin, vankomisin, linezolid,
tigesiklin ve daptomisine duyarli oldugunu saptamistir.

Tan ve ark (2014) gida iiretim hattinda ¢alisan personelin ellerinden alinan &rneklerde
S. aureus varligini ve antibiyotik duyarliliklarini arastirmiglar ve yapilan analizler sonucu 179
adet S. aureus izole etmislerdir. Izolatlarin 148’inde ¢esitli antibiyotiklere karsi direng
saptanmistir. Direngli izolatlarin %53,3’inin penisiline, %0,68’sinin tetrasikline direngli,
%1,35’inin siprofloksasine ve %4,05’inin tetrasikline orta diizeyde direncli olduklari, hicbir
izolatin da gentamisin ve trimetoprim/sulfametoksazole direng¢ gostermedigi bildirilmistir.
Gowda ve ark (2017) tarafindan yapilan bir arastirmada 4 farkli sigir mezbahasindan karkas,
parca et, alet-ekipman, personel eli, hava ve sudan alinan 6rneklerden toplam 389 adet S.

aureus izole edilmistir. Izolatlarin 148’inin (%38) penisiline direncli oldugu tespit edilmistir.
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Penisilin direng diizeyini %24,4 ile tetrasiklin, %14,9 ile eritromisin, %11,3 ile oksasilin ve
%38,5 ile vankomisin direncliliginin takip ettigi belirlenmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen antibiyotik diren¢li S. aurues izolatlarinin oraninin
Pesavento ve ark (2007), Pereira ve ark (2009) ile Tan ve ark (2014) tarfindan tespit edilen
oranlar ile benzer, Sudagidan ve Aydin (2008) tarafindan belirlenen orandan yiiksek, Aydin
ve ark (2011b), Can ve Celik (2012), Keyvan ve Ozdemir (2016) ile Can ve ark (2017)
tarafindan elde edilen oranlardan ise diisiik oldugu goézlemlenmistir. Burada rapor edilen tez
caligmasinda biitiin 6rnek gruplarina ait S. aureus izolatlarinin arastirma kapsaminda
incelenen 16 adet antibiyotikten en ¢ok penisiline direng gosterdigi (%65,3) tespit edilmistir.
Benzer sekilde Sudagidan ve Aydin (2008), Pereira ve ark (2009), Aydin ve ark (2011b), Pu
ve ark (2011), Giindogan ve Avci (2014), Tan ve ark (2014), Can ve ark (2017), Gowda ve
ark (2017) ile Hizlisoy ve ark (2018) yapmis olduklar1 arastirmalarda S. aureus izolatlarinin
en ¢ok pensiline direngli oldugunu bildirmislerdir. Penisilin direncindeki bu durumun,
penisilinin en eski antibiyotiklerden biri olmasi, dolayisiyla beseri ve veteriner hekimlikte
uzun zamandir yaygin olarak kullanilmasi, S. aureus izolatlar icerisinde B-laktamaz iireten
suslarin bulunmasi ile penisilin direncinin plazmidik olmasi nedeniyle suslar arasinda hizla
yayllmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Aydin ve ark, 2011b). Calismada
belirlenen tetrasiklin direng diizeyinin Pu ve ark (2011), He ve ark (2013), Giindogan ve ark
(2014), Keyvan ve Ozdemir (2016), Can ve ark (2017), Gowda ve ark (2017) ile Hizlisoy ve
ark (2018) tarafindan belirlenen diizeylerden oldukca diisiik oldugu tespit edilmistir. Genis
spektrumlu tetrasiklinler hayvanlarda ve insanlarda meydana gelen bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bulgular arasindaki farkliliklarin arastirmalarin
yapildiklar1 cografi bolgelere, veteriner hekimlerin tedavilerde kullandiklari antibiyotik
secimlerine ve iilkelerin antibiyotik kullanim politikalarina bagl olarak sekillendigi kanisina
varilmistir. Calismada 1 adet tank siitii 6rnegine ait S. aureus izolatinda, 2 adet de tulum
peyniri 6rnegine ait S. aureus izolatinda vankomisin direngliligi tespit edilmistir. Vankomisin
direnc¢li S. aureus izolatlarinin bulunmast Gowda ve ark (2017) ile Hizlisoy ve ark (2018)
tarafindan yapilan arasgtirmalarin sonuglar1 ile Ortiismektedir. Ancak yukarida belirtilen
vankomisin direnci arastirilan diger ¢aligmalarda elde edilen S. aureus izolatlarinin tiimiiniin
vankomisine duyarli oldugu belirlenmistir. Caligmalar arasindaki farkliliklarin 6rnek tiplerine,
kullanilan analiz yontemlerine, cografi bolgelere, tedavilerdeki antibiyotik segimleri gibi
faktorlerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ozellikle MRSA kaynakli enfeksiyonlarin
tedavisinde onemli bir yere sahip olan vankomisine kars1 direng gelisimi tiim diinyada halk

sagligr agisindan biiyiik bir tehdit olarak goriilmektedir. Bununla birlikte ¢ogu arastirmada S.
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aureus izolatlarinin vankomisine duyarli bulunmasi s6z konusu durum i¢in oldukga iyi olarak
degerlendirilse de, kontrolsiiz antibiyotik kullanimlar1 ve vankomisin diren¢ mekanizmasi goz
onlinde bulundurularak antibiyotik sec¢imlerinde daha dikkatli olunmasi gerekliligi
unutulmamalidir.

Calismanin bulgulart iilkemizde yapilan diger calismalarin bulgular1 (Sudagidan ve
Aydi, 2008; Aydin ve ark, 2011b; Can ve Celik, 2012; Giindogan ve ark, 2014; Keyvan ve
Ozdemir, 2016; Can ve ark, 2017; Hizlisoy ve ark, 2018) ile karsilastirildiginda direng
diizeyleri arasinda farkliliklar olmakla birlikte, en yiiksek diren¢ diizeyinin diger ¢alismalarda
da bildirildigi gibi penisiline ait oldugu tespit edilmistir. Ayrica calismalarda diger
antibiyotiklerle kiyaslandiginda gentamisin, trimetoprim/sulfametoksazol, vankomisin,
teikoplanin direncinin daha disiik diizeylerde oldugu gorilmiistiir. Calismalar arasindaki
farkliliklarin iilkemizde bolgesel olarak veteriner hekimlikte hastaliklarin tedavisinde farkl
antibiyotiklerin kullanimi ve kullanim aligkanliklarindan kaynaklandig diistiniilmektedir.

Omek gruplarina gére degerlendirme yapildiginda tank siitii ve peynir drneklerine ait
S. aureus izolatlarinin sahip olduklar1 diren¢ diizeylerinden penisilin direncinin Aydin ve ark
(2011b) ile Can ve ark (2017) tarafindan tespit edilen diizey ile benzer oldugu goriilmiistiir.
Tank siitii izolatlarina ait klindamisin ve fusidik asit direng diizeyleri ile Aydin ve ark (2011b)
tarafindan ¢ig siit izolatlarina ait elde edilen direng diizeyleri arasinda benzerlik olmasina
ragmen linezolid, eritromisin, gentamisin, tetrasiklin ve trimetoprim/sulfametoksazol direng
diizeylerinin farkli oldugu tespit edilmistir. Ayni1 sekilde Can ve ark (2017) tarafindan ¢ig siit
izolatlarima ait belirtilen tetrasiklin ve eritromisin diren¢ diizeyleri burada rapor edilen
caligmanin bulgularindan yiiksek bulunmustur. Tulum peyniri izolatlarindaki oksasilin,
klindamisin, eritromisin ve tetrasiklin diren¢ diizeylerinin ise Can ve Celik (2012) tarafindan
belirlenen diizeylerlerden yiiksek oldugu goriilmistiir.

Burada rapor edilen ¢alismada tavuk eti izolatlarina ait direng diizeylerinin pensilin,
eritromisin ve tetrasiklin agisindan Pesavento ve ark (2007) tarafindan belirlenen diizeyden
yiiksek, ancak Can ve ark (2017) tarafindan tespit edilen diizeyden diisiik oldugu saptanmistir.
Bununla birlikte vankomisin ve teikoplanin direngliliginin tespit edilmemesi diger iki ¢caligma
ile benzerlik teskil etmektedir.

Karkas izolatlarma ait klindamisin direng diizeyi ile vankomisin, teikoplanin ve
trimetoprim/sulfametoksazol duyarliliginin Pesavento ve ark (2007) tarafindan belirtilen
bulgular ile benzer oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte ¢aligmada belirlenen oksasilin ve
eritromisin diren¢ diizeyinin Keyvan ve Ozdemir (2016) ile Pesavento ve ark (2007)

tarafindan belirlenen diizeylerden diisiik oldugu goriilmistiir. Ayrica her iki ¢aligmada da
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gentamisin ve tetrasiklin direnci tespit edilmis, ancak burada rapor edilen ¢alismada karkas
izolatlarinda bu antibiyotiklere kars1 gelisen bir dirence rastlanilmamustir.

Caligma kapsaminda mezbahada kullanilan alet-ekipman oOrnekleri ile personel
orneklerinden elde edilen izolatlarda yiiksek oranda penisilin direnci saptanmis olup, bu
durum Tan ve ark (2014) ile Gowda ve ark (2017) tarafindan elde edilen bulgularla benzerlik
gostermistir. Bununla birlikte Tan ve ark (2014) tarafindan yapilan arastirmada da gentamisin
ve trimetoprim/sulfametoksazol direncine rastlanilmamistir. Ancak burada rapor edilen
caligmada izolatlarin oksasilin, tetrasiklin, eritromisin ve vankomisin duyarli olmasi s6z
konusu iki arastirma ile farklilik teskil etmektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde c¢alismalar arasindaki farkliliklarda cografi
farkliliklar bagta olmak iizere, hayvan tiirleri, tedavi amagli antibiyotik kullanim tercihleri ve
siklig1, hayvanlarda antibiyotik kullanilma gegmisleri, 6rneklerin elde edildikleri isletmelerin
hijyenik durumu, 6rnegin niteligi ve sayisi, kullanilan analiz yontemleri, gida gilivenligine
iligkin yasal diizenlemeler gibi bir¢cok faktoriin rol oynadig: diistiniilmektedir.

Antibiyotik direnci diinya ¢apinda 6nemli bir halk saglig1 sorunudur. Tarimda, hayvan
ve insanlarin tedavisinde antibiyotiklerin uzun stiredir siklikla, kontrolsiiz ve yanls
kullanilmas1 nedeniyle bakteriler tarafindan ¢ogu antibiyotige direng gelismistir. Once
penisiline kars1 baslayan ve daha sonra diger antibiyotik g¢esitlerinde de ortaya ¢ikan direng
problemi zamanla antibiyotik kullanim1 ve etkinligi a¢isindan hem saglik hem de ekonomik
kayiplara neden olan endise verici boyutlara ulasmistir. Konu ile ilgili yapilan arastirmalarda
antibiyotik direncliliginin insanlara taginmasinda gidalarin 6énemli bir ara¢ oldugu belirtilmis,
bu durumun da gidalarda bulunan antibiyotik kalintilari, direngli gida patojenlerinin transferi
ya da gidanin mikroflorasinda bulunan direngli suslarin sindirim sistemine girmesi sonucu
hem patojenik hem de patojenik olmayan bakterilere direng transferi ile miimkiin olabilecegi
bildirilmistir. S. aureus suslarinin ekzopolisakkarit yapida bir bariyer iiretmeleri (biyofilm
olusumu), ilaglarin hareketlerini sinirlayan mikroapselerdeki konumlar1 ve yapisal 6zellikleri
nedeniyle antibiyotik tedavisine siklikla direng gosterdikleri bilinmektedir. Hayvansal gida
kaynakli izolatlar degerlendirildiginde siit ve siit iriinlerinde en ¢ok p-laktam grubu
antibiyotiklere, 6zellikle de penisiline kars1 direng gelistigi gézlemlenmistir. Bu durumun
mastitis tedavisinde pB-laktamlarin uzun siire, yaygin ve kontrolsiiz kullanimina bagh
sekillendigi aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir. Penisilinden sonra siklikla rastlanan bir
diger direng ise tetrasiklin direncidir. Genis spektrumlu olan tetrasiklinler S. aureus kaynakli
enfeksiyonlarda yaygin sekilde kullanildigindan diren¢ gelisimi kac¢inilmaz olmustur. Bu

nedenle etkene karsi spesifik antibiyotik se¢imi, hem tedavinin daha etkin olmasinda hem de
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direncin bakteriler arasinda yayilimlarmin dnlenmesinde biiyiik rol oynamaktadir. Ornek
gruplarina ait direng profillerinin arasindaki farkin 6rneklerin elde edildigi hayvan tiirlerinde
farkl1 antibiyotik gruplarinin kullanilmasindan kaynaklanabilecegi kanisina varilmistir.
Ornegin tavuk etlerine ait izolatlarm direng profili degerlendirildiginde diger &rnek gruplarma
ait izolatlardan daha yiiksek oranda siprofloksasin ve eritromisine diren¢ gosterdigi, ayni
durumun diger ¢alismalarda da gegerli oldugu goriilmiistiir. Sekillenen bu direng profili
farkinin kanatlhi hayvan ciftliklerinde tedavi edici ve profilaktik amagli s6z konusu
antibiyotiklerin yaygm sekilde kullanilmasia bagl olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle
gidalarda antibiyotik direnc¢li S. aureus izolatlarinin bulunusunun gidalarin ¢iftlikten c¢atala
kadar gelen siiregte hijyen sartlarinin yeteri kadar saglanamamasi sonucu sekillendigi,
dolayisiyla gida sektoriinde calisan personelin hijyen aligkanliklarinin, kullanilan alet-
ekipman temizliginin ve personelin tasiyiciik durumunun antibiyotik direncinin
yayginlagsmasinda biiyiik rol oynadigi bilinmektedir (Giindogan ve ark, 2006; Pesavento ve
ark, 2007; Pereira ve ark, 2009; Aydin ve ark, 2011b; Gouvea ve ark, 2015; Can ve ark, 2017,
Mund ve ark, 2017). Ayrica birgok iilkede yapilan arastirmalarin ortaya koydugu bulgularin
sonucu olarak gilinlimiizde, antibiyotik direncliliginin kontrol altina alinmasi i¢in basta WHO
ve FAO olmak tizere ulusal ve uluslararasi organizasyonlar bir ¢ok global strateji ¢alismasi ve
slirveyans programinit uygulamaya koyarak antibiyotik direncliliginin azaltilmasi ile ilgili
cesitli calismalarda bulunmaktadirlar.

Calismada gesitli 6rnek gruplarindan elde edilen 92 adet S. aureus izolatinda fenotipik
metisilin direngliligini tespit etmek amaciyla CLSI’da (2017) belirtildigi sekilde sefoksitin ve
oksasilin direngliligi degerlendirilmistir. Yapilan analizler sonucunda S. aureus izolatlarindan
9’unda (%9,8) sefoksitin, 21’inde (%22,8) ise oksasilin direnci tespit edilmistir. Ayrica
sefoksitin direnci gosteren izolatlarin tamaminin oksasiline de direngli oldugu belirlenmistir.
Calisma kapsaminda elde edilen tiim izolatlarda mecA geni varlig1 arastirilmis, izolatlardan
13’liniin (%14,1) bu geni tasidigi tespit edilmistir. Bulgularin 6rnek gruplarina gore dagilimi
degerlendirildiginde, 49 adet tank siitii 6rnegine ait izolattan 7’sinde (%14,3), 17 adet tulum
peyniri ornegine ait izolattan 3’iinde (%17,6), 12 adet tavuk eti drnegine ait izolattan 2’sinde
(%16,6) ve 8 adet karkas oOrnegine ait izolattan 1’inde (%12,5) mecA geni varlig
belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda mecA geni tasimayan 79 adet izolatta PCR
yontemi ile mecC geni varli@i arastirillmis, ancak izolatlarin higbirinde mecC genine
rastlanilmamistir. MRSA olarak tespit edilen 13 adet izolattan 5’inin ayn1 zamanda 2 ve 2’den

fazla farkli antibiyotik ¢esidine direng¢ gosterdigi saptanmistir.
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Ankara’da yapilan bir arastirmada incelenen beyaz ve tulum peyniri 6rneklerinden
elde edilen 12 adet S. aureus izolatindan 2 adet (%16,6) tulum peyniri 6rnegine ait izolatin
hem fenotipik olarak oksasilin direncli oldugu hem de mecA genine sahip oldugu bildirilmistir
(Can ve Celik, 2012). Giciikoglu ve ark (2013) antibiyotik duyarlilik profilini fenotipik
olarak belirlemedikleri 35 S. aureus izolatindan sadece 1’inde (%2,8) mecA geninin varligini
tespit etmislerdir. Ozpinar ve Giimiissoy (2013) tulum peyniri drneklerinden elde ettikleri 61
adet S. aureus izolatindan 9’unun oksasiline, 8’inin ise sefoksitine direngli oldugunu, bununla
birlikte 10 (%16,3) S. aureus izolatinin mecA geni tasidigini belirlemislerdir. Dogan ve ark
(2016) 177 adet S. aureus izolatindan 45 adedinin (%25,4) fenotipik olarak sefoksitin ve
oksasiline direngli oldugunu, s6z konusu direngli izolatlarin tamaminin mecA geni tasidigini
tespit etmistir. Ayni ¢alismada izolatlarin tamaminda mecC geni varligi arastirilmis ancak
higbirinde mecC varligi belirlenmemistir. Ozdemir ve Keyvan (2016) 225 adet et érneginden
(75 sigir eti, 75 koyun eti, 75 tavuk eti) 114 adet S. aureus izolat1 elde etmistir. izolatlarin
26’sinn (%22,8) sefoksitine, 18’inin (%15,7) oksasiline direngli oldugu, ancak izolatlardan
hi¢birinin mecA genine sahip olmadig bildirilmistir. Balikesir’de yapilan bir arastirmada 175
adet tank siitli ve siit tirlinii (beyaz peynir, kasar peyniri, tulum peyniri, mihali¢ peyniri, sepet
peyniri, lor peyniri, yogurt ve tereyagl) orneginden 17 adet S. aureus izole edilmistir.
Izolatlardan 2 adet tank siitii 6rnegine, 1 adet de tulum peyniri 6rnegine ait toplam 3 izolatin
oksasilin ile sefoksitine diren¢li oldugu, aymi izolatlarin lateks test sonuglarina goére de
fenotipik olarak MRSA olduklart tespit edilmistir. Ancak yapilan analizler sonucu Sadece
tulum peyniri drnegine ait izolatin mecA geni tagidig: bildirilmistir (Ektik ve ark, 2017).

Pereira ve ark (2009) Portekiz’de yaptiklar1 bir arastirmada gesitli gida 6rneklerinden
elde ettikleri 148 adet S. aureus izolatinin 56’smin (%38) fenotipik olarak oksasilin direngli
oldugunu tespit etmislerdir. Ancak yapilan analizler sonucu oksasilin direngli izolatlardan
sadece 1’inde (%0,67) mecA geni varligi belirlenmistir. Kreausukon ve ark (2012) tarafindan
yapilan arastirmada 384 adet tank siitii orneginden elde edilen 36 adet (%9,3) MRSA
izolatinin fenotipik olarak oksasiline direngli oldugu, fenotipik diren¢ goriilen izolatlarin
tamaminin MecA genine sahip oldugu tespit edilmistir. Krupa ve ark (2014) incelemis
olduklar1 kloaka ve tavuk eti drneklerinden izole ettikleri 263 S. aureus izolatindan 3 adet
kloaka Ornegine ait izolatin, 1 adet de tavuk eti Ornegine ait izolatin hem oksasilin ve
sefoksitine fenotipik olarak direngli oldugunu, hem de mecA geni tasidigini tespit etmistir.
Ayrica elde edilen izolatlarin hi¢birinde mecC geni varligi belirlenmemistir. Oklahoma’da
yapilan bir aragtirmada tavuk ve hindi etlerinden elde edilen 168 adet S. aureus izolatindan 52

adet izolatin sefoksitine, 80 adet izolatin da oksasiline direncli oldugu tespit edilmistir. Ayn1
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caligmada sefoksitin ve oksasilin direngli 12 izolatta mecA geni varligi belirlenmis, diger
izolatlarda da fenotipik metisilin direncini dogrulamak amaciyla mecC geni varligi
arastirllmistir. Ancak izolatlarin higbirinde mecC geni varligi saptanmamistir (Abdalrahman
ve ark, 2015). Jamali ve ark (2015) incelemis olduklar1 siit ve siit {iriinii 6rneklerine ait 328
adet S. aureus izolatindan 53 (%16,2) adedinin hem fenotipik olarak oksasiline direngli
oldugunu hem de fenotipik direng¢ goriilen izolatlarin mecA genine sahip olduklarini ifade
etmistir. Basanisi ve ark (2017) tarafindan yapilan bir aragtirmada 3760 adet siit ve siit tirlinii
orneginden elde edilen 484 (%]12,9) S. aureus izolatindan 40’mm MRSA oldugu tespit
edilmistir. MRSA olarak belirlenen izolatlarin tamaminin oksasilin direngli oldugu,
kromojenik agarda dogrulandigi ve mecA geni tasidigi bildirilmistir. Giacinti ve ark (2017)
286 adet koyun tank siitii 6rneginden 153’iniin S. aureus ile kontamine oldugunu tespit
etmistir. S. aureus pozitif olan 6rneklerden elde edilen 679 adet izolattan 104 izolatin
sefoksitine duyarli oldugu belirlenmistir. Ayni ¢alismada sefoksitin direngli izolatlardan 1
izolatin mecA, bir izolatin da mecC genine sahip oldugu bildirilmistir. Pekana ve Green
(2018) toplam 1200 adet ¢ig siit ve karkas svap 6rneginden 134 adet S. aureus izole etmistir.
Izolatlarin 82’sinde fenotipik olarak oksasilin direnci belirlenmesine ragmen, sadece 1 izolatta
mecA geni varlig1 tespit edilmistir.

Calisma kapsaminda tespit edilen mecA geni oran1 Can ve Celik (2012), Ozpinar ve
Glimiissoy (2013) ile Jamali ve ark (2015) tarafindan tespit edilen oranlar ile benzer,
Giiciikoglu ve ark (2013), Ozdemir ve Keyvan (2016), Ektik ve ark (2017), Pereira ve ark
(2009), Kreausukon ve ark (2012), Abdalrahman ve ark (2015), Basanisi ve ark (2017) ile
Pekana ve Green (2018) tarafindan belirlenen oranlardan yiiksek, ancak Dogan ve ark (2016)
tarafindan elde edilen orandan ise diisiik bulunmustur. Calismalar arasindaki farkliliklarin
orneklerin elde edildigi hayvanlarin antibiyotik kullanim ge¢misleri, cografi farkliliklar, 6rnek
sayist ve niteligi, kullanilan analiz yontemleri, 6rneklerin iiretildigi ortam ve kullanilan alet-
ekipman hijyeni, iretimdeki personel ile depolama ve satis asamalarindaki hijyen kosullart
gibi nedenlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Yukarida belirtilen ¢aligmalarda da oldugu
gibi MRSA prevalans: farkli {ilkelerde ve ayni iilke icindeki bdlgeler arasinda dahi farkliliklar
gosterebilmektedir. Bu farkliliklar bolgedeki veteriner hekimlerin antibiyotik tercihleri ve
kullanim aligkanliklarindan, konu ile ilgili ulusal politakalar ve diizenlenmelerden
kaynaklanabilmektedir.

MRSA Diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi problemi olarak goriildiigiinden, MRSA
prevalansinin hizli ve giivenilir yontemlerle tespiti biiylik 6nem tasimaktadir. Burada rapor

edilen tez galismasinda S. aureus izolatlarinda fenotipik metisilin direngliligini tespit etmek
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amaciyla CLSI’da (2017) belirtildigi sekilde sefoksitin ve oksasilin direngliligi
degerlendirilmis, bununla birlikte izolatlarin tamaminda mecA geni varligi aragtirilmistir. S.
aureus izolatlarindan 9’unda (%9,7) sefoksitin, 21’inde (%?22,8) ise oksasilin direnci
belirlenmistir. Yapilan analizler sonucu mecA geni tespit edilen 13 izolatin 9’unda fenotipik
olarak hem sefoksitin hem de oksasilin direnci gbzlemlenmis, ancak 4 izolatta s6z konusu her
iki antibiyotige de fenotipik olarak direng tespit edilmemistir. Ayrica mecA geni tespit
edilmeyen izolatlarda mecC geni varlig: arastirilmis ancak izolatlarin higbirinde mecC genine
rastlanilmamustir. Fenotipik olarak oksasilin direngli ancak mecA geni tasimayan 12 adet
izolatta sekillenen bu durumun B-laktamazin asir1 sentezlenmesinden (borderline direnglilik)
ya da PBP’lerin yapisinda meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanabilecegi
diisiniilmektedir. Bu dogrultuda calismanin bulgulari ile Abdalrahman ve ark (2015)
tarafindan elde edilen bulgular ortiismektedir. Ancak burada rapor edilen ¢alismadan farkl
olarak Krupa ve ark (2014), Giacinti ve ark (2017) ile Pekana ve Green (2018) yapmis
olduklari ¢alismalarda blaZ geni varligini da arastirdiklarindan dolay1 B-laktamaz sentezi ile
ilgili durumu da bildirmiglerdir. Cesitli arastirmacilar da fenotipik direng bulgulari ile
genotipik diren¢ bulgular1 arasindaki farkhiliklarin fenotipik direncin sekillenmesinde rol
oynayan B-laktamazin asir1 sentezlenmesi, nokta mutasyonlar ve biyofilm olusumundan da
kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir (Pereira ve ark, 2009; Fessler ve ark, 2010; McCallum
ve ark, 2010; Peacock ve Paterson, 2015; Hizlisoy ve ark, 2018).

Calisma kapsaminda elde edilen mecA geni tasiyip, fenotipik olarak sefoksitin ve
oksasiline duyarli oldugu tespit edilen 4 adet izolatin heterojen metisilin direncine sahip
oldugu diisiiniilmektedir. Bilindigi iizere heterojen metisilin direncinde koloniyi olusturan
bakteriler mecA genini tagimalarina ragmen, direng fenotipik olarak 10 bakteriden birinde
tespit edilebilmektedir. Bu durumdan da mec bolgesi disinda bulunan fem genleri veya
direngten sorumlu regiilator genler sorumlu tutulmaktadir. Bu genlerin inaktivasyonu veya
genlerde sekillenebilecek mutasyonlar sonucu hiicre duvart yapisi degisiklik gostermekte,
dolayisiyla metisilin direncinde farkliliklar goriilebilmektedir. Ornegin homojen direng
tipinde peptidoglikan tabakadaki ana peptidler normal peptid konfigiirasyonuna sahiptir.
Ancak heterojen direng tipinde ortamdaki glisin miktarina bagl olarak peptidoglikan zinciri
normal kosullarda olmasi gereken iki alanin rezidiisii yerine, iki glisin rezidiisii ile son
bulmaktadir. Bu durumun da metisilin direncinde azalmaya ve homojen fenotipin heterojen
fenotipe doniismesine neden oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica bu direng tipi pH, sicaklik,

NaCl konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi gibi ¢evresel faktorlerden de etkilenmekte ve saha
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izolatlarinda heterojen direng ile siklikla karsilasiimaktadir (Chambers, 1997; Chongtrakool
ve ark, 2006; McCallum ve ark, 2010; Foster, 2017).

MRSA’lar direkt temas yoluyla bulagabilmesinin yan1 sira hayvansal kokenli gidalarin
tiketimi yoluyla da bulasabilmektedir. Gida hijyeni ve personel hijyenin yetersiz olmasi
bulasma potansiyelini arttirmaktadir. MRSA'nin hayvansal kaynakli gidalarda tespit edilmesi
tilketiciler ve ozellikle de immiin sistemi baskilanmig bireyler i¢in risk teskil etmektedir.
Immiin sistemi baskilanmis bireylerde, spesifik ve spesifik olmayan immiin yanitlar,
gastrointestinal sistemde MRSA’nin kolonizasyonunun engellenmesinde yeterli olamamakta
ve MRSA kaynakli sistemik enfeksiyonlar goriilebilmektedir (Normanno ve ark, 2007b; Pu ve
ark, 2011; Basanisi ve ark, 2017).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada ¢esitli kaynaklarda (tank siitli, tulum peyniri, tavuk eti, sigir karkasi,
alet-ekipman ve personel) farkli diizeylerde S. aureus kontaminasyonu tespit edilmis, elde
edilen izolatlarin yariya yakinin enterotoksijenik ozellikte oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte izolatlarin klasik enterotoksinlerin yaninda, yeni tanimlanan enterotoksin genlerini de
tagidiklarinin goériilmesi bu tip enterotoksinlerin de potansiyel olarak gida intoksikasyonlarina
neden olabilecegini gostermistir. Ayrica ¢alismada elde edilen S. aureus izolatlarinin gogunun
farkli antibiyotik gruplarina karsi direngli oldugu saptanmis, yapilan analizler sonucunda da
gida orneklerinde MRSA tespit edilmistir. Bu durum ayni1 zamanda MRSA’nin gida aracili
transferinin miimkiin olabilecegini gostermektedir. Elde edilen sonuglarin 1s1iginda, etkenin
enterotoksijenik ozellikleri ve antibiyotik direng profili degerlendirildiginde, halk saglig
acisindan 6nemli problemler olusturabilecek potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir.

S. aureus hayvansal gidalara hayvan kaynakli (mastitis vb), hayvanlarin kesilmesi ve
islenmesi sirasinda enfekte personel tarafindan veya gida hazirlama islemi sirasinda c¢apraz
kontaminasyonla bulasabilmektedir. Kontaminasyonunu takiben etken uygun ortam kosullari
saglandiginda hizla geliserek toksin olusturmakta ve toksin igeren gidalarin tiiketilmesine
bagl olarak intoksikasyon meydana gelebilmektedir. Bununla birlikte, antibiyotiklerin yogun
bir sekilde ve bilingsiz kullanimi S. aureus’un antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasini
hizlandirmakta olup, bu durumun her gegen giin diinya ¢apinda ciddi saglik sorunlarina neden
olabilecegi ongoriilmektedir.

S. aureus kaynakli intoksikasyonlari dnlemek ve antibiyotik direngliligini azaltmak
amaciyla gidalarda “ciftlikten catala” prensibi gz Oniine alinarak, tiim {iretim hatt1 boyunca
etkin bir bigcimde 6n gereksinim programlari ile birlikte HACCP sistemi eksiksiz olarak
uygulanmalidir. Konu ile ilgili olarak sektorde c¢alisan personel ile birlikte tiiketicilere de
cesitli egitim programlari diizenlerek, farkindalik saglanmalidir. Sadece S. aureus’un degil
tim gida patojenlerinin neden oldugu enfeksiyon ve intoksikasyonlar ile s6z konusu
etkenlerin antibiyotik direng profillerinin belirlenip gerekli Onlemlerin ve diizeltici
faaliyetlerin yapilmasi i¢in iilkemizde konu ile ilgili siirveyans sistemi olusturulmalidir.
Bununla birlikte MRSA’nin gidalar yoluyla insanlara gegisi goz oniinde bulundurularak, Tiirk
Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’nde (2011) hayvansal gidalarda
MRSA’nin da aranmasi gerektigi onerilmektedir. Yogun antibiyotik kullanimi1 ve buna bagl
direng problemleri ile ilgili olarak hekimlik alanlarinda antibiyotik diren¢ sorunu iizerinde

entegre tarama sistemleri olusturulmalidir. Ayrica diren¢ gelisiminin onlenmesi i¢in insan
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preparatlart hayvanlarin tedavisinde kullanilmamalidir. Direng 6zelliklerinin molekiiler
epidemiyolojisinin yeterli diizeyde agiklanabilmesi icin daha fazla sayida molekiiler
caligmalarin yapilmasi desteklenmeli ve diren¢ olgusunun kontrolii igin stratejiler gelistirilip
uygulanmaya konulmalidir. Bununla birlikte antibiyotiklerin yogun ve bilingsiz kullaniminin
onlenmesi ve gerekli kontrollerin yapilarak, kalinti izleme programlarinin etkin olarak
siirdiiriilmesi saglanmalidir. Ozellikle antibiyotik tedavisi gereken hastaliklarda antibiyogram

testleri uygulanip, etkili antibiyotik secilerek gereksiz kullanimin 6niine gecilmelidir.
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