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Bu c¢alismada Kitahya bolgesindeki gida Orneklerinden, gida
calisanlarindan, gida alet-ekipmanlarindan ve klinik 6rneklerden 106 adet
Staphylococcus aureus bakterisi izole edilerek karakterize edilmis ve tiplendirme
yontemleri ile ayni yerdeki gida elleyicisiyle onlarin hazirladiklari gidalardan
izole edilen izolatlar arasinda akrabalik iligkisi arastirilmis ve bu Kisilerin
portorltgunin belirlenmesi amaglanmistir.

Identifikasyonu igin geleneksel biyokimyasal testler ve VITEK sistemi
kullaniimistir. Fenotiplendirme icin antibiyotik duyarlilik testleri, SET-RPLA test
Kiti ile enterotoksin belirleme testi, SDS-PAGE ile toplam hiicre proteinlerinin
analizi ve FAME analizleri, genotiplendirme icin ise Sma I restriksiyon enzimi ile
PFGE ve Eco RI ile otomatik ribotiplendirme yontemleri kullaniimistir.

Test edilen izolatlardan sadece dort gida ve iki klinik izolatta metisilin
direnci belirlenmistir. Mupirosin, teikoplanin, vankomisin’e karsi direng
saptanmamistir. izolatlarin % 91,74°u penisilin G’ye Karsi direncli bulunmustur.
Test edilen toplam 99 izolat arasinda ug¢ izolatin higbir enterotoksini Gretmedigi
(9%3.03), Ug izolatin C ve D enterotoksinlerini birlikte trettigi (%3.03), geri kalan
93 izolatin timadnun ise D enterotoksinini drettigi (%93.93) belirlenmistir. SDS-
PAGE ile elde edilen protein profillerinde izolatlar ile izole edildikleri kaynak
arasinda bir iliski belirlenememistir. Bu ¢alisma ile, S. aureus identifikasyonu igin
FAME analizine dayali bir yag asitleri veri tabani olusturulmus ancak izolatlarin
yag asidi profilleri ile kaynak arasinda kesin bir iliski saptanamamistir.

PFGE ve ribotiplendirme ile genotiplendirme ¢alismalarinda sirasiyla 9
pulsotip ve 7 ribogrup belirlenmis ve bu yontemlerin 6zellikle ayni kaynaklardan
izole edilen S. aureus genotiplerinin belirlenmesinde ve enfeksiyon yollarinin
izlenmesinde glvenilir bir sekilde kullanilabilecekleri ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, VITEK, yag asitleri, tiplendirme,
PFGE, Ribotiplendirme.
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In this study, 106 Staphylococcus aureus strains were isolated from
different food samples, food handlers, food processing equipments and clinical
samples in Kutahya province. The isolates were characterised and the relation
between isolates from food handlers and foods from the same source was
investigated in order to explain the infection route of the bacterium.

Conventional biochemical techniques and VITEK were used for
identification of S. aureus isolates. Phenotyping included antibiotic sensitivity
tests, enterotoxin determination test with SET-RPLA, total cell protein analysis by
SDS-PAGE and fatty acid methyl esters analysis (FAME), however genotyping
was carried out by using pulsed field jel electrophoresis (PFGE) with Sma |
restriction enzyme, and otomatic ribotyping with Eco RI .

Methicilin resistance was observed in four isolates obtained from food
samples and two clinical isolates. No resistance was determined to antibiotics
mupirocin, teicoplanin and vancomycin. 91.74 % of isolates tested were resistant
to penicilin G. 99 isolates were tested for enterotoxin production and three isolates
(3.03 %) did not produce any entorotoxin, three isolates (3.03 %) produced
entorotoxins C and D together, and the remaining 93 isolates produced
entorotoxins D only. No relation between isolates and sources of isolates by using
their protein profiles determined with SDS-PAGE method was obtained. In this
study, a FAME database based on the analyses of fatty acids was established for
identification of S. aureus but, no relation was observed between fatty acid
profiles and source of the isolates.

In genotypic studies, nine pulsotypes with PFGE and seven ribotypes
with ribotyping were determined. It is concluded that these methods can be used
reliably to determine S. aureus genotypes among the isolates obtained from the
same sources and monitor infection paths.

Keywords: Staphylococcus aureus, VITEK, fatty acids, typing, PFGE,
Ribotyping.
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1. GIRIS

Staphylococcus aureus insanlarda bircok enfeksiyonlara neden olan bir
bakteridir. Ortam sartlarina dayanikli olduklarindan dogada cok yaygindirlar.
Insanlarda enfeksiyon yapan patojen stafilokoklarin kaynagi yine insanlardir [1].
Dogal olarak en fazla burun ve bogaz boslugunda, insan ve hayvan diskilarinda,
ciltte apseli yaralarda ve sivilcelerde yogun olarak bulunurlar. Gidalarda ve gida
isletmelerinde, elle gida hazirlayanlarda, hastane personeli ve hastane
ortamlarinda da yaygin olarak bulunurlar. Nazal stafilokoklar, tastyicilarla
cevreye yayilarak tehlike olustururlar. Tastyici olan ve 6zellikle gida sektoriinde
bizzat elleriyle gida hazirlayanlar stafilokok besin zehirlenmelerinin Gnemli
kaynagidirlar [1- 4].

Gunimuzde S. aureus’un bir ¢ok antibiyotige direngc gosteren
izolatlarinin ortaya ¢ikmasi ¢ogu hastane icin 6nemli bir sorun haline gelmistir.
Hem cografik bolgeler arasinda hem de ayni bdlgede degiskenlik gosteren
metisilin direncli S. aureus (MRSA) prevelansinin belirlenmesinde izolatlarin
cesitli antibiyotiklere ve 0Ozellikle metisiline direncliliginin arastiriimasi 6nem
arzetmektedir. Cinkid; MRSA izolatlari ciddi ve tedavisi gi¢ enfeksiyonlar
olusturmaktadirlar. Bu nedenle farkl kaynaklardan izole edilen S. aureus
izolatlarinin yayitliminin izlenmesi agisindan bunlarin tiplendirilmesi 6nem
tagimaktadir.

Yapilan calismalarda, Staphylococcus aureus izolatlarini tiplendirmede
birden fazla yontemin birlikte kullanilmasi 6nerilmis ve [5, 6] ribotiplendirme ve
PFGE’nin ayirt edici guclinin daha ylksek oldugu belirtilmistir. Farkl
yontemlerle S. aureus izolatlarinin tiplendirilmesi yapilarak, izolatlar arasinda bir
iliskinin var olup olmadigi ve kullanilan yontemler arasinda uyumun derecesi
belirlenerek S. aureus’un olusturdugu enfeksiyonlarin kokeni daha kisa surede
ortaya cikarilabilir.

Bu calismada farkli gida drnekleri, gida elleyicileri ve ekipman ile klinik
materyallerden izole edilen Staphylococcus aureus bakterileri tanimlama
testlerinden sonra tiplendirme testlerine alinmistir. Degisik izolatlar arasinda

ozellikle de ayni yerdeki gida elleyicisiyle onlarin hazirladiklar gidalardan izole



edilen izolatlar arasinda akrabalik iliskisinin var olup olmadigi, buralarda ¢alisan
Kisilerin portorligunin belirlenmesi amaglanmistir.

Bu nedenle, calismamizda test edilen izolatlarin timandn biyokimyasal
testlerle identifikasyonu Vitek otomatik analiz siseminde dogrulanmis ve
fenotipik tiplendirme antibiyogram testleri, toplam hicre proteinlerinin SDS-
PAGE (Sodyum dedosil silfat poliakrilamid jel elektroforez) ile analizleri ve
hicresel yag asitlerinin Gaz Kromotografisi ile analizleri gerceklestirilmistir.
Ayni kaynaklardan izole edilmis bazi izolatlarin genotipik tiplendirmesi icin
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) ve otomatik ribotiplendirme yotemleri

kullaniimig ve test edilen izolalar arasindaki genetik varyasyon incelenmistir.

1.1. Stafilokoklarin Genel Ozellikleri

Stafilokoklar doga kosullarina dayanikli ve dogada yaygin olarak
bulunan mikroorganizmalardir. Insan, hayvan ve bitkilerde normal flora olarak
bulunabilirler. Bunun yaninda insan ve hayvanlarda birgok hastaliklarin etkeni
olarak da onem tasirlar. Ozellikle stafilokok enfeksiyonlari hastanede yatan
hastalarda sik gortilmekte ve antibiyotiklere karsi direncli olmalarindan o6turd
tedavileri sorun olusturmaktadir. Halen en sik karsilasilan cilt ve yumusak doku
enfeksiyonu, septik artrit, osteomyelit, infektif endokardit, bakteriyemi, mastit,
menenjit gibi klinik bir ¢ok tablonun etkenidirler [2, 4, 6-10]. Ayrica bakteriyel
gida zehirlenmelerine neden olan mikroorganizmalar arasinda yer alan
stafilokoklar gida maddelerinde de bulunabilirler. Gidalarda ve gida
isletmelerinde, kurumlara ait biyik mutfaklarda bu bakteriye rastlanmasi hijyen
kriteri olarak kabul edilmektedir [2, 11, 12]. Gidalarin Uretim, isleme, muhafaza,
tasima, hazirlama ve servis islemlerinde calisan personelin gidalarin
kontaminasyonunda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Gidalar Uzerinde uygun
sartlar yakaladiklarinda ¢ogalarak ve toksin tretmektedirler ve urettikleri toksinler
gida yolu ile viicuda girerek intoksikasyon olustururlar. Cevre sartlarina ¢ok iyi
uyum saglamalari nedeniyle gida maddelerinde bulunmalari dogaldir [3, 7, 8, 13-
15].



Stafilokoklar ile bulasik gidalar bakterilerin ¢ogalmasina uygun sartlarda
muhafaza edilecek olursa, stafilokoklar hizla ¢ogalarak enterotoksin dretir ve
neticede gida zehirlenmelerine sebep olurlar. Bu bakterinin gelismesi ve toksin
tiretmesi icin gerekli sartlar gidaya gore farklilik gosterir. 4-46 °C’ ler arasindaki
sicakliklarda gelisip, toksin tretebilmektedir. Toksinlerin en 6nemli 6zelligi 1siya
dayanikli olmalaridir. Ozellikle yaz aylarinda, hijyenik sartlari uygun olmayan
yerlerde acikta bekletilen gidalar birer blylk tehlike olusturmaktadir.
Sterilizasyon ile 117 °C’ de inaktive olurlar [2, 7, 16, 17].

1.2. Taksonomi

Cesitli hastaliklara kaynak teskil eden Staphylococcus cinsi bakterileri
cok eski zamanlardan beri bilinmekle beraber, ilk stafilokok (Staphylococcus) adi
1880’de Ogston tarafindan kullanilmistir. Uremeleri sirasinda birbirlerinden
ayrilmayarak, (zim salkimina benzeyen, diizensiz kiimeler olusturmalariyla Gzim
salkimi anlamina gelen bu isimle adlandirilmislardir. Sonraki yillarda (1884)
Rosenbach taksonomik agidan anlamli olan Staphylococcus tirlerini tanimlamistir
[4, 13, 18].

Staphylococcus aureus (S. aureus), Staphylococcus cinsinin bir tardar.
Yaklasik 1pum capinda koklar olup tg yonde ve birbirine yapisik olarak ¢ogalarak,
Uzim salkimina benzer kimeler olustururlar. Teker teker incelendikleri zaman
stafilokok hucreleri diger koklara gore yuvarlaga yakin sekildedirler. Gram
pozitif, katalaz pozitif, sporsuz, hareketsiz ve genellikle kapsulstzdirler. Bazi
kokenlerinde belirgin ve polisakkarit yapisinda bir kapsul ya da bir mukus
katmani olur. Hiicre ¢eperleri 6zel yapida olup, peptidogligan, teikoik asit ve tire
Ozgu presipitinojen protein birimlerini igerir. Cogu tur fakulltatif anaerobtur.
Stafilokoklarda DNA G+C igerigi % 30-39 dur. Kati besiyerlerinde 1-2 mm
capinda diizgln koloniler olustururlar. Altin sarisi, limon sarisi ve porselen beyazi
renkte, (¢ cesit, suda eriyen pigment yaparlar. Pigment rengine gore,
isimlendirilirler. S. aureus izolatlari altin sarisi pigment olusturan koloniler ile
tanimlanirlarsa da gidalardan ve hayvanlardan elde edilen izolatlarin gogunun bu

Ozelligi gostermedigi belirlenmistir. Ender olarak bazi izolatlari pigmentsizdir.



Bunlardan yalniz S. aureus tird patojen ve ¢ogu koagulaz pozitiftir. Kanli agar
besiyerinde kolonilerin c¢evresinde genellikle cogu tam hemoliz bolgesi
olustururlar, digerleri ise hemoliz olusturmazlar. Jelatini eritir, nitratlari nitrat ve
amonyaga indirgerler. Laktoz ve maltozu kullanarak asit olustururlar, gaz
yapmazlar. Aerobik ve anaerobik olarak mannitolden asit yaparlar. Aerobik olarak
fruktoz, galaktoz, mannoz, riboz, sukroz, trehaloz, turanoz ve gliserolden asit
olustururlar. En iyi 30-37 °C ‘de gelisirler. Toksin olusturmak icin gerekli
maksimum ve minimum sicaklik dereceleri 10-48 °C arasindadir. Gelismeleri igin
optimum pH 7,0-7,5'dur. %9 oraninda NaCl iceren bir ortamda cogalabilirler.
0,90-0,95 su aktivitesinde kolaylikla Urerler. Ancak bazi toksijenik stafilokoklar
daha yuksek tuz ve seker konsantrasyonlarina oldukca toleranslidirlar.
Stafiloklarin fermantatif ve proteolitik Ozellikleri de vardir, ancak Uredikleri
gidalarda herhangi bir kot koku ve gorinus meydana getirmezler. Stafilokok
zehirlenmelerine neden olan bakterinin bizzat kendisi degil, ortama ¢ikardiklari
enterotoksin adi verilen bir maddedir [2- 4, 7, 16, 18-21].

1.3. Gidalardaki Onemi ve Dogada Dagilimi

Saghkh bitkilerin (sebze ve meyvalar) ve hayvanlarin (et) i¢ dokulari
normal olarak sterildir. Buna ragmen islem go6rmis olsa bile (steril gidalar
disinda) gidalar, bakteri, maya, kuf wve virls tarlerini icerebilirler. Bu
mikrorganizmalar dogal gida kaynaklarindan veya islemeden kullanima kadar
olan sirecte dis kaynaklardan gidalara gecebilirler.

Gidalara cesitli sekilde bulasan mikroorganizmalar onlari ¢ogu kez
kendi gelismeleri icin besin kaynagi olarak kullanirlar. Bu durum ise gidanin
bozulmasina neden olmaktadir. Mikrorganizmalarin gida maddelerinde
cogalmalari, besin 6gelerini tuketmeleri, enzimatik degismelere yol agmalari, ve
yeni bilesikler sentezleyerek ya da mevcut bilesikleri pargalayarak, hosa gitmeyen
tat ve aroma olusturmalari sonucu gidalar bozulmaktadir. Bu durum
mikrorganizma faaliyetinin normal bir sonucudur. Bu sekilde mikrorganizmalar
dogal islevlerini yerine getirirken gidalar tuketilemez duruma sokmaktadir.

Bunun 6nlenmesi igin mikroorganizmalarla gida maddelerinin temasini en aza



indirmek veya onlari gidalardan tamamen uzaklastirmak ya da depolama sartlarini
mikroorganizmalarin gelisemeyecegi sekilde diizenlemek gereklidir.

Gidalarda bulunan mikrorganizma tdrleri icinde en fazla rastlanan tir
bakterilerdir.  Bunun sebebi, bakterilerin  her tirli ortamda diger
mikroorganizmalara oranla blyime hizlarinin ¢gabuk olmasi, gidalardaki besinleri
daha iyi kullanabilmeleri, genis bir sicaklik, oksijen, pH ve su aktivitesi
cercevesinde gelisebilmeleridir.

Gidalara bulasan mikrorganizmalar patojen nitelikte olduklar takdirde
gidalar ayrica saghk acisindan riskli duruma girerler. Gidalarin ¢ogu patojen
mikroorganizmalarin gelismeleri icin elverisli ortamlardir veya onlari tasiyici rol
oynarlar.

Bulagsma, bu mikroorganizmalari tasiyan insan ve hayvanlar yolu ile
olmaktadir. Stafilokoklar, insan ve hayvanlarda sebep olduklari apse, sivilce ve
enfekte yaralarda vyerleserek buralardan gida maddelerine bulasabilirler.
Yetigkinlerde burun, S. aureus’un en yogun bulundugu bdélgelerden biridir. Bu
gibi kisilerin herhangi bir gidanin hazirlanmasi, depolanmasi veya dagitilmasinda
calismasi o gidanin s6z konusu mikroorganizmalarla bulasma olasihigini arttirir ve
bu Kisilerce kontamine edilen gidalar besin zehirlenmesine neden olmaktadir [1, 2,
3,4,11, 12, 17].

Bunun yaninda enterotoksijenik stafilokoklar insanlarin en ¢ok burun ve
bogazlarinda olmak uzere ellerinde, kollarinda, yuzlerinde, gozlerinde yerlesirler.
Bdyle insanlar bakterilerin yayilmasinda portorlik yaparlar [3, 11, 12, 18].

Bazi gidalar ise kaynagindan kontamineli olarak elde edilebilirler. Sayet
elde edildikleri hayvanlar s6z konusu organizmalarla enfekte ise bulasmaya neden
olabilirler. Meme dokusunda gordilen iltihabi bir hastalik olan mastitisin en énemli
etkenlerinden biri S. aureus’tur. Mastitisli bir hayvandan elde edilen suitte
stafilokok bulunmasi her zaman beklenebilir [17, 22-27]. Mastitit olgulari
dunyanin her yerinde buyuk ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Kroniklesen
olgularda 6lum gorilebilmektedir [26].

Cig sutte bulunan S. aureus, hayvanin meme kanallarindan, viicudundan,
havadan, sudan ve sit sagiminda kullanilan aletler ile muhafazasi sirasinda

bulunduklari kaplardan gelebilir.



Bazi gidalar stafilokok zehirlenmesine digerlerinden daha fazla sebep
olurlar. Ayni sekilde bazi besinlerin hazirlanma sekilleri de bakterilerin Ureme
hizini arttirir. Olusan toksin miktari da gida cesidiyle yakindan ilgilidir. Proteinli
ve nisastali (karbonhidratlarca zengin) gidalar stafilokoklarin gelismeleri,
cogalmalari ve toksin olusturmalar igin daha uygun gida maddeleridir.
Zehirlenmelerde daha cok et, tavuk, balk, yumurta, kabuklu deniz Grunleri,
kiymali yemekler, bilhassa kiymali makarna, et suyu ile yapilmis ¢orba ve soslar,
yumurtali, sekerli ve sttlu karisimlar, kremali pastalar, patates, kremali patates,
patates salatasi gibi besinler rol oynamaktadir [2, 16 ,17, 28, 29]. Bu besinler asit
icermediklerinden stafilokoklar buralarda kolayca treyip cogalabilirler. Bunun
yaninda sut, peynir ve dondurma gibi hayvansal (rlinlerde yine bu
mikroorganizmalarin gelismeleri icin uygun birer ortam olup, stafilokok
zehirlenmesi bakimindan tehlikeli gorilmektedir.

Teknigine uygun olarak dretilmis icme sutleri patojenler yéninden ¢ok
az risk arz eder. Pastorizasyon icin yasal olarak belirlenmis minimum dizeydeki
1sil islem bile ¢ig sutte bulunmasi olasi tim bakterileri yok edebilmektedir fakat S.
aureus’un olusturdugu enterotoksinler bu tir 1sil islemlerden etkilenmemektedir.
Yine dondurma yapiminda uygulanan pastorizasyon sicakliklari minimumda
tutuldugu zaman anaerob ve aerob bakteri sporlari canli kalabilmektedir.
Dondurmalara katilan meyveler, aroma maddeleri ve diger katkilar pastérizasyon
sonrasi  katilirlarsa ve distik mikrobiyolojik nitelikte iseler  Gnemli
kontaminasyona neden olurlar. Ayrica iyi temizlenmemis ve dezenfekte
edilmemis ekipman ve ambalaj kaplari da pastorizasyon sonrasi baslica
kontaminasyon kaynagidir. Yine tuketim asamasina kadar olan soguk zincirde bir
aksamanin olmasi durumunda S. aureus patojeniteye sebep olmaktadir.

S. aureus peynirlerde de en fazla risk arz eden bakteridir. Mastitis
olgusunun yaninda personel tarafindan da slte bulastirilabilmektedir. Peynir
uretiminde c¢ig, hafif islem gormis veya pastorize sitler kullanildigindan S.
aureus’un patojen suslari zehirlenmelere sebep olmaktadir.

Tereyaginda bu bakterinin gelismesi sayet krema kotu sartlarda dretilip

saklanmigsa gerceklesir. S. aureus gelisimi sonucu olusan enterotoksin



pastorizasyonla yikilmadigindan tereyagina gecerek zehirlenmelere neden olur
[17].

Besin hazirlama sirasinda ¢ok ellenen veya ugrasilan besinler de
bulasmaya ¢ok miisaittir. Ornegin, saghkli hayvan etleri pek az mikroorganizma
ihtiva ederler. Et hayvanlari ve kanatl hayvanlar, kesim ve derilerinin veya
thylerinin cikarilmasi sonrasi, genelde kendilerinden (deri,tly, bagirsaklar gibi),
yemlerden ve bulunduklari ortamlardan ve kesim yapilan yerlerden gelebilecek
bakteri turlerini bulundururlar. Mikroorganizmalarin ete bulasmasi genellikle
kesim sirasinda dis etkenlerle; kesim, yiuzme, parcalama, tasima, depolama ve
isleme sirasinda olur. Daha sonra etin kemikten ayrilmasi, dogranmasi, makinede
Kiyma yapma, doévme, sekil verme gibi islemler sirasinda temasta bulundugu
aletler, makinalar, yer, hava, su, iscilerin elleri ve elbiseleri besinlerin bakteriler
ile bulasmasini arttirir. Kullanilan bazi aletler bu tir kirlenmelerde 6n plana
cikarlar, bunlar; tasiyicilar, parcalayicilar ve kesiciler gibi temizlenmesi zor olan
aletlerdir. Bu nedenle etler kesim islemleri sirasinda ve hazirlanma sekilleri
nedeniyle yiksek duzeyde mikroorganizmalarla kontamine olabilmektedirler.
Etlerin bu haliyle pazarlanmalari muhafaza surelerini kisaltmakta ve ¢abuk
bozulmalarina neden olmaktadir. Kemiksiz et hazirlanmasi veya etlerin kiyma
haline getirilmesi bu drtnlerde hayvansal ve kullanilan aletlerden gelen bakteri
sayilarini fazlalastirir.

Stafilokokal gida zehirlenmeleri gerek Gretim, gerekse muhafaza
sirasinda etlerin cevresel kaynaklardan S. aureus ile kontamine olmasi ve
hazirlama sartlarina bagli olarak etkenin hizla Ureyerek enterotoksinleri
olusturmasi sonucu meydana gelmektedir.

S. aureus tuza ¢ok dayanikh oldugundan salamura, tuzlama, dumanlama,
kurutma ve benzeri islemlerin uygulandigi su Grunlerinde Greyip ¢ogalabilir [2,
17, 29].

Yogurt gibi asit nitelikli besinler yumurta ile karistirilip kullanildiginda
asit niteligini kaybeder ve stafilokok i¢in uygun bir ortam haline gelebilirler. Ayni
sekilde salata mayonezlerinin iginde asetik asit bulunmasi sebebiyle stafilokok
blytmesine elverisli degildir, ancak yiyeceklerle (haslanmis patates vb.)

karistirilinca stafilokok gelismesine elverigli bir ortam hazirlanir. Isi isleminin



uygulandigi st ve st mamullerinde 1sinin yeterli olmamasi ve bu gibi
mamullerin uygun hijyenik kosullarda islenmemesi halinde ortamda kalan

mikroorganizmalar gida zehirlenmesine neden olmaktadir [2, 17].

1.4. Gelisme ve Yasama Karakteristikleri

Zehirlenme belirtilerinin gordlebilmesi icin gida maddesinde yeteri
kadar S. aureus enterotoksinin olusmasi ve bunun iginde belli miktarda bakteri
hicresinin bulunmasi gerekmektedir. Ayrica bu tip zehirlenmeler gida Gzerinde
enterotoksin yapma yeteneginde olan stafilokok suslarinin g¢ogalmasina, cevre
sartlarina ve gida cesidinin toksin tesekkuliine elverisli olmasina baghdir. Genel
olarak gida maddelerinde 1x10%gr hiicre bulunmasi halinde zehirlenme olaylar
gorulmektedir. Bu seviyede gelistiginde toksin gida tzerinde zehirlenmeye neden
olabilecek dozda Uretilmis olur. Yapilan calismalar sutle zehirlenmede bu
miktarin 5x10" olmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Hastalik belirtileri gida
tiketiminden yaklasik 4 saat sonra gorilmeye baslar. Bu slire 5 ve 7 saat arasinda
degisebilir. Hastalik belirtileri kusma ve diyaredir.Bulanti, bitkinlik, terleme, hatta
vicut sicakhiginin dististi de gozlenebilir [2, 3, 16, 25, 30-32].

Gidalarin  oda sicakliginda hazirlanmasi  sirasindaki  asamalarda
bekletilme siresi veya oda sicakliginda kendi kendine sogumaya birakilmasi
bakteri ¢ogalmasina ve toksin dretimine yardimci olur [16, 17, 30]. Ancak
stafilokok gida zehirlenmesinde bakteri sayisi tek bir faktor degildir. Bunun
yaninda saklama sicakligl, su aktivitesi, suslarin karakteri, ortamin pH'si, ortamda
toksin olusumunu engelleyen maddelerle, rakip organizmalarin bulunup
bulunmamasi gibi ¢ok cesitli faktorler etkili olmaktadir [12, 16 ].

Gelisme icin minimum pH aerobik sartlarda anaerobik sartlarinkinden
daha dusuktar. Ette aerobik sartta minumum pH 4,8, anaerobik sartta 5,5 iken
maksimum pH 9,0'dir. Etlerde, pH 4,0-4,3 de stafilokok gelismesi azdir, pH 5,0'de
ise gelisme cok iyidir. Stafilokoklarin aerobik sartlarda gelismeleri ve toksin
uretebilmeleri icin su aktivitesinin en asagl, 0,86 anaerobik sartlarda ise 0,90
olmasi gerekir. Dislk su aktivitesi ile bakterinin gelisme hizlari ve enterotoksin

olusumu azalir. Koagulaz pozitif stafilokoklar ortamda sit asidi bakterileri ile



birlikte bulunmalari halinde, st asidi bakterileri stafilokoklarin faaliyetine

olumsuz etki yapmaktadir [2, 3, 16-18].

1.5. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Aerobik ve anaerobik sartlarda kanli agar, nutrient agar, tryptic soy agar,
brain heart infusion agar, baird parker agar besiyerinde Urerler, mezofil
karakterdedirler. Sporsuz ve hareketsizdirler. S. aureus izolatlari optimum 37 °C’
de geligirler. Gelisme sinirlari 6-46 °C arasindadir. Toksin olusturmalari igin
gerekli minimum ve maksimum sicaklik dereceleri biraz daha yiiksek olup, 10-48
°C’ dir. Optimum olarak 7-7.5 pH’da gelisirlerken 4.0-9.3 pH sinirlari arasinda da
gelismesini surdarirler. Gidalarda toksin olusturabilmek icin minimum pH
istekleri, vejetatif gelisme isteklerinin biraz Uzerindedir. Benzer durum su
aktivitesi (As) degerlerinde de gorilir. Minimum su aktivite degeri aerob gelisme
icin As= 0.83-0.86, anaerob gelisme icin As= 0.90 olarak belirlenmistir. Toksin
olusturmak icin ise daha yuksek su aktivitesi degerlerini tercih ederler.

Kati besiyerlerinde 6-8 mm c¢apinda diizgln koloniler olustururlar. Altin
sarist, limon sarisi ve porselen beyazi renklerinde pigment yaparlar. Insanlardan
hastalik etkeni olarak tanimlanan stafilokok izolatlari bu ikisi arasinda sari ve
turuncunun cesitli renklerinde koloni yapabilirler. Pigment karotenoid yapisinda
olup, hiicre zarinda yer almaktadir. Pigment olusmasi treme ortami kosullarindan
etkilenmektedir. Ortamda sigir kremasinin  bulunmasi, pigment olusturma
oOzelligini arttirici etki yapar. Ayni stafilokok kokeni degisik kosullarda degisik
renkte pigment olusturabilir. Sivi besiyerlerinde pigment gorilmeyebilir veya bej
renginde goruldrler. Pigment Uretimi 24-48 saatte oda 1sisinda inkiibasyon ile
arttirllabilir. Cogu koyun, at, insan kanli besiyerinde hemolizin Uretir, hemoliz
goruldr. %10-15 NaCl iceren besiyerlerinde iyi Urerler ve %20 tuzlu ortamlara da
tolerans gosteren izolatlari bulunmaktadir. Tuzdan baska; tellurit, civa klordr,
sodyum azid gibi kimyasal maddelere direnclidirler.

Irinli enfeksiyon yapan S. aureus’larin hemen hepsi koagilaz
pozitiftirler. Genel olarak, pigment icin oksijen gerekli olup oda i1sisinda daha iyi

olusur. Aerop sartlarda Uretilen S. aureus’lar katalaz olustururlar.
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Buyyonda o©nce bulaniklik meydana getirerek urerler, sonra besiyeri
durulanir ve dipte ince bir ¢okelti olusur. Besiyerlerine glukoz, kan, serum ve
benzeri maddeler konularak besiyeri zenginlestirilirse Greme daha ¢abuk ve kolay
olur. Basta glukoz olmak Uzere bir cok karbonhidratlari pargalarlar ve son urin
olarak laktik asit olustururlar, fakat gaz olusturmazlar. Sekerlerden mannitol
uzerinde olan etkileri 6zellik tasimakta olup, bu karbonhidrati yalniz koagilaz
pozitif stafilokoklar parcaladiklari halde koagllaz negatif stafilokoklar
parcalayamazlar. Bu nedenle mannitole etki deneyi koagulaz testinden sonra S.
aureus’u diger stafilokoklardan ayirt etmede en yararli deneydir. Nitratlari
nitritlere indirgerler [2, 4, 7, 8, 16, 18].

1.6. Antibiyotiklere Direnclilik

Antibiyotik direnci; bir mikroorganizma tirinin bazi izolatlarinin
antibiyotikten etkilenmemesi ya da antibiyotige duyarh bir izolatin gesitli direng
mekanizmalarindan biri ile direncli hale donmesi olarak tanimlanir. Kazanilmis
antibiyotik direnci ya mikroorganizmalarin kromozomunda olusan mutasyonlarla
ya da direncli bir mikroorganizmanin direng genini duyarli mikroorganizmalara
plazmidleri ile yada transformasyon veya transdiksiyon ile aktarmasi ile ortaya
cikar.

S. aureus oldukga dayanikli bir bakteridir. Pastorizasyon isisindan bile
S. aureus'un enterotoksinleri etkilenmemektedir [17]. Kemoterapdtiklere Kkarsi
hizla diren¢ kazanarak onlardan etkilenmeyen kokenler haline gelirler. Her yeni
cikan antibiyotik baslangicta etkili oldugu halde zamanla ona karsi direng
kazanilmaktadir. Bu olay o6zellikle kemoterapinin en c¢ok kullanildigl hastane
ortaminda gelismektedir. Ozellikle nazal S. aureus tasiyicthginin riskli hasta
grubunda enfeksiyon gelisimine ve epidemilere yol actigi bilinmektedir. Hastane
personeli el temasi ile bulundugu ortamda bu mikroorganizmalarin taginmasi ve
yayllmasinda biyik rol oynar. Cerrahi birimlerde yatan hastalar, hemodiyaliz
hastalari ve toplum kaynakli pnomoni hastalari tasiyicilik esnasinda gelisebilecek

S. aureus enfeksiyonlari agisindan riskli grubu olustururlar [33-38].
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Stafilokok tastyicihiginin en 6nemli kismini da metisilin direnci
olusturmaktadir. Metisiline direncli S. aureus tastyicilari bulundugu hastane
ortami ve yogun bakim birimlerinde bu bakterilerin yayihmini kolaylastirmaktadir
[33-40].

Baslangigta penisiline duyarli olan S. aureus’un 1950°li yillarda
antibiyotiklerin yaygin kullanimiyla birlikte bu bakterinin beta laktamaz Ureten
kokenlerinde artis saptanmistir. Beta laktamaza direncli penisilinlerin kullanima
girmesi direng problemini bir sure igin ¢dzmusse de, 1960’ yillardan itibaren
metisiline direncli S. aureus (MRSA), ozellikle hastane patojeni olarak ortaya
cikmistir [41, 42].

Stafilokoklarda penisilinaz Uretiminin saptanmasindan sonra bu enzime
direncli anti-stafilokokal penisilinler (metisilin, oksasilin) gelistirilmis ancak
1970’li yillardan itibaren metisiline de direng goriilmeye basglanmistir. Metisilin
direncinin klinikteki 6nemi metisilin direncli izolatlarin ayni zamanda eritromisin,
sefalosporinler, karbapenemler, tetrasiklin, klindamisin, aminoglikozid, kinolonlar
gibi bir ¢ok antibiyotige de direng gostermesidir.

S. aureus’un Beta laktam grubu antibiyotiklere direnci iki sekilde
gerceklesmektedir.

Birincisi; bu antibiyotikleri parcalayan beta-laktamazlari Ureterek
gerceklesmekte ve bu sayede metisilin gibi beta-laktamaza direncli penisilinler
gelismektedir.

Ikinci mekanizma Penisilin baglayan proteinler (PBP’ler) de denilen
enzimlerdeki degisikliklerdir. PBP’ler, zara baglidirlar, kromozomda yerlesmis
olan Mec A geni tarafindan kodlanirlar ve peptidoglikan endopeptidaz olarak
gorev yaparlar. Bakterinin canli kalmasinda etkilidirler ve beta laktam grubu
antibiyotiklerin hedefini teskil ederler. Bu nedenle beta laktam grubu
antibiyotiklerin etkili olabilmeleri icin, bakteri PBP’i ile ila¢c arasinda yuksek

afinite olmasi gerekir [41, 43].
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1.7. Antijenik Ozellikleri

S. aureus'un 30" dan fazla antijeni vardir. Bunlarin bir kismi diger
Stafilokok turleri, mikrokoklar ve Listeria gibi baska bakterilerle ortaktir [43]. En
onemli antijenik yapi hicre duvaridir. Hucre duvarinin temel yapisi, duvar
agirhginin % 50'ini olusturan peptidoglikandir. Peptidoglikan, N-asetilmiramik
asit ve N-asetilglukozamin'den olusmus polisakkaritlerdir [18, 21]. Bunlar
Interlokin-1 Gretimini saglar, endotoksin benzeri aktiviteye sahiptir, komplemani
aktive eder ve antikorlarin tretimini saglar.

Diger 6nemli hiicre duvar yapisi fosfat iceren teikoik asittir. Yaklasik
hlcre duvar yapisinin % 40 ini olusturur [43].

Ayrica S. aureus'un dis peptidoglukan seviyesinde 42.000 dalton
molekiil agirhigina sahip PROTEIN A bulunur, en 6nemli 6zelligi cesitli memeli
tirlerinde bulunan bazi immunoglobilin G (IgG) alt siniflarinin - (insan
immunoglobulinin (1IgG 1) (IgG2 ) (IgG4 alt siniflari) Fc uglarina baglanarak
uygun kosullarda komplemani aktivite edebilmesidir [4, 21, 43].

1. 8. Enzim ve toksinleri

S. aureus, patojenik ozellige sahip cesitli enzim ve toksinler salgilar.

1.8.1. Enzimler

Katalaz; Butun stafilokoklar hidrojen peroksiti katalaz salgilayarak su ve
oksijene parcalar.

Koagilaz; Protrombine baglanarak fibrinojenin fibrine ¢evrimini stimule
eder.

Clumping faktor; S. aureus kolonileri plazma ile karistirildiginda,
bakteri hiicre yuzey bilesenleri ve fibrinojen arasindaki etkilesimle pihtilagir. Bu
reseptdr S. aureus’un fibrinojen ve fibrine baglanmasindan da sorumludur.

Deoksiribonikleaz (DNase); DNA’y! hidrolize eder.
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Hyaluronidase; hiyalunorik asidi hidrolize eder, antijen 6zelligi olan bir
maddedir.
Beta laktamazlar; Cogu plazmid gecislidir. Beta laktam antibiyotiklere
direncte rol oynarlar.
Nukleaz; fosfodiesterazdir.
Lipase; infeksiyonun yaytliminda roli oldugu dustnilen enzimlerdir
[4, 21].

1.8.2. Toksinler

Konak hiicre fonksiyon ve yapisini etkileyen, ekstraselltler Grinlerdir.
Alfa toksin; Eritrosit, I0kosit, trombosit gibi cesitli Okaryotik hiicre
membranlarini etkiler. Eritrositler en duyarli hiicrelerdir, hemoliz gorulir.
Beta toksin; Sfingomyelin tzerine etkilidirler.
Gama toksin; Eritrositleri hemoliz eder.
Delta toksin; bazi stafilokokkal enfeksiyonlarda etkilidir. Eritrositler,
makrofajlar, lenfositler, notrofiller Gzerinde litik etkileri vardir.
Leukocidin; fagositik hiicrelerde etkilidir.
Epidermolitik toksinler, enterotoksinler ve toksik sok sendromu toksini

gibi toksinler de patojenitete etkilidirler [4, 21] .

1.8.2.1. Enterotoksinler

S. aureus tarafindan olusturulan toksinlerin sindirim sistemine etkisini
gosterenlere  enterotoksin  denilmistir. ~ Stafilokokal gida zehirlenmeleri
enterotoksin Ureten gidalarin tiketilmesi sonucu olusur. insanlar besinleri
stafilokok tirleri ile kontamine edebilirler. Basta S. aureus olmak (zere
enterotoksijenik stafilokok turleri elverigli sartlarda cesitli besinlerde Gremeleri
sirasinda sentezledikleri enterotoksinlerin alinmasiyla gida zehirlenmeleri goruldr.
Insanlar besinleri kontamine edebilirler. Ancak intoksikasyonun esas kaynagi
hayvansal besinlerdir. Ozellikle mastitisli ineklerden elde edilen st

intoksikasyonda onemli rol oynamaktadir. Gidalarda stafilokoklarin bulunmasi
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her zaman gida zehirlenmesine neden olmayabilir; ¢unki gidada bulunan diger
mikroorganizmalarca bu mikrorganizmalarin Uremeleri inhibe olabilir ya da var
olan izolatin enterotoksin (iretme yetenegi olmayabilir. intoksikasyonun olusmasi
icin gerekli toksin besinden besine, kisiden kisiye degisir. Ayrica enterotoksinler
stafilokokkal gida zehirlenmesinin yaninda, septisemi gibi akut enfeksiyonlara da
neden olur. S. aureus formlari Ozellikle ekzotoksin ve agressinlerle hastalik
yapmaktadir. Stafilokokal enterotoksinlerin molekil agirhiklari distiktir (26.000-
34.000 Da), basit zincir seklinde proteinlerdir [2, 4, 17].

Son zamanlarda Stafilokok enterotoksinlerin 7 antijenik tipi (SEA, SEB,
SEC;, SEC, SEC3; SED ve SEE) tanimlanmistir. S. aureus uygun sartlar
buldugunda hem hizla ¢ogalir hem de izolata bagh olarak bu toksinlerden birini
veya birkacini olusturabilir [2-4, 7, 8, 14-16].

F toksini digerlerinden sok sendrom denilen ciddi toksik rahatsizlikla
ayrilmakta ve F toksini Toksik Sok Sendromu Toksini olarak adlandiriimaktadir.
[2, 31]. Esas gida zehirlenmesi yapan A ve D tipi toksinlerdir. S. aureus
tarafindan olusturulan enterotoksinler insan ve hayvanlarda farklidir [2, 14, 15,
20, 29].

Enterotoksin, I1stya ve barsak enzimlerine dayaniklidir. Kaynamaya 30
dakika dayanir. Gidalarda i1s1 islemi sebebiyle stafilokok izole etme sansi azdir.
Ancak toksinin inaktive edilmemesi sebebiyle gida zehirlenmeleri meydana
gelebilir [1, 2, 4, 17].

Enterotoksin protein tabiatindadir. Barsak bolgesinde irritasyona neden
oldugu gibi merkezi sinir sistemine de etki yapar. Enterotoksin Ureten izolatlarin
cogu koagulaz (+) Ozellik gosterirler. Fakat koagilaz (+) stafilokoklarin hepsi
enterotoksijen degildir. Stafilokok enterotoksininin etkisi sahislara gore
degismektedir. Ayni miktarda toksin alan sahislar arasinda zehirlenme belirtileri
gostermeyenler olabilecegi gibi, cok hafif zehirlenenler veya siddetli zehirlenenler
de olabilir. Bebekler, yasllar ve hastalar gibi riskli gruplarda cok dusik
kontaminasyon seviyelerinde de saglk sorunlari ortaya ¢ikabilmektedir. insanlar,

kediler ve maymunlar stafilokok enterotoksinine karsi hassastirlar [4, 17].
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1.9. Patojenite

S. aureus turG bakteriler insanlar icin firsat¢i patojendir, tim vyas
gruplarinda infeksiyonlara neden olur ve her yerde bulunabilirler. Bakteri,
sicakkanli hayvanlarin vicut ylzeylerinde gecici flora Gyesi olarak bulunabilir. S.
aureus hastane infeksiyonlarinin en 6nemli etkenlerindendir. Son ylz yilda
cerrahi yara enfeksiyonlarinin major etkeni olarak tanimlanmistir. Esas olarak
direkt temas ile bulasir. Daha seyrek olarak ta hava yolu ile tasinan partikullerle
veya kuru ortamlarda bir siire canh kalabildikleri i¢in kontamine esyalarla temas
sonucu bulasir. Ayrica bakteri ile enfekte bir kisiden saglik personelinin elleri
veya giysileriyle digerlerine aktarilmaktadir, bu nedenle belli servisler,
ameliyathaneler ve gida isletmeleri icin 6zel bir tehlike arzederler [2, 4, 6-9, 11,
21, 38].

S. aureus’un yol actigi enfeksiyonlarin biyik cogunlugu, fronkdl,
sellulit, impetigo ve operasyon sonrasi yara enfeksiyonlari gibi cilt
enfeksiyonlaridir. Bu mikroorganizma, bakteriyemi, pnémoni, osteomiyelit, akut
endokardit, miyokardit, perikardit, serebrit, menenjit ve bir cok doku ve organda
apse formasyonu gibi ciddi enfeksiyonlara yol acabilir. Ozellikle enterotoksin ile
besin zehirlenmesine ve yine ekzotoksin olan ‘Toksik Sok Sendrom Toksin
1°(TSST 1) ile toksik sok sendromuna neden olabilir [4, 11, 21, 44, 45].

Yine gida isiyle ugrasan ve ‘Gida Elleyicileri’ olarak tanimlanan ve bu
gruba mensup Kkisilerdeki (asci, cayci, garson,firinci vb.) nazofaringeal ve
Ozellikle nazal stafilokok tastyiciligi ile stafilokoksik besin zehirlenmesi arasinda
belirgin bir iliski vardir [1].

Gidalarin araci oldugu mikrobiyal kokenli hastaliklar gida kaynakli
enfeksiyonlar ile gida intoksikasyonlari olmak Uzere iki sekilde olusmaktadir.

Gida kaynakli enfeksiyonlarda; hastalik etmeni olan patojen
mikroorganizmalar gidalar tzerinde cogalmis olarak viicuda alinirlar. Bunlar
barsak sisteminde tutunarak yayilir ve yangiya neden olurlar. Bazilari da viicuda
alindiktan sonra barsak sisteminde olusturduklari toksinler ile hastaliga sebep

olurlar. Gida kaynakh mikrobiyal intoksikasyonlar; mikroorganizmalarin gidalar
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uzerinde olusturduklari toksinlerin vicuda alinmasi sonucu gorilen toksik
etkilerdir [29].

Mikroorganizmanin hastaliga ve zehirlenmeye yol acip, agmayacagl
mikroorganizmanin 6zelligine, sz konusu gidada beslenme ortami bulabilmesine,
mikroorganizmanin gida igerisindeki miktarina, kisinin dayanikliligina, beslenme
aliskanhigina ve ortamin, nem, 1sI, 1sik, oksijen ve pH sartlarina baghidir.

Stafilokok zehirlenmelerinde hastalik belirtileri salya ¢ikarma ile baslar.
Daha sonra bulanti, 6glirme ve karin agrisi goralur. Siddetli zehirlenmelerde digki
ve kusmukta kana rastlanabilir. Goéralen diger belirtiler; bas agrisi, terleme,
Usime, kramplar, disiuk nabiz, halsizlik ve sok durumlaridir. Vicut sicakhgi
genellikle dustktar. Viucutta su kaybi oldukca fazladir. Zehirlenme belirtileri
stafilokoklarla bulasmis gida maddelerinin yenmesinden 1-6 saat sonra genellikle
2-4 saat iginde gorulmekte ve hasta 1-2 glinde normale donmektedir. Genellikle
tam iyilesme gorular [2, 4, 6, 7, 11, 13, 16, 21, 30, 46].

1.9.1. Toksinlere bagli olarak ortaya ¢ikan hastaliklar

1-Besin Zehirlenmesi;

Uygun sartlar ve 1sida bekleyen S. aureus ile kontamine, bol
karbonhidratli  besin  maddelerinin  yenmesiyle olusur.  Enterotoksinin
alinmasindan 1-6 saat sonra bulanti, kusma ve bazen de ishal baslar. Pisirme ile
bakteriler Olse bile, i1stya direngli enterotoksinin etkisi surebilir [2, 4, 12, 13, 16,
17].

2-Stafilokokal soyulmus deri sendromu;

En sik bes yas altinda saptanir. Yeni doganlarda hastane salginlari
seklinde gorulir. Bu yas grubundaki Stafilokokal soyulmus deri sendromuna
Ritter hastaligi adi verilir.

Daha buyuk ¢oguklarda ve eriskinlerde ise, kirmizi ve nemli gorinumli
yerel biller ortaya cikar. Bu sendrom Lyell hastaligi veya haslanmis deri
sendromu olarak bilinir.

Biyuk cocuklarda ve eriskinlerde kizil benzeri bir dokuntl de ortaya

cikabilir.
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3-Toksik sok sendromu; ilk olarak (vajinal tampon kullanan kadinlarda
gorulen ) 8-17 yaslarindaki coguklarda gorulen, ve yiksek ates, hipotansiyon,
derin diyare, deride yaygin kirmizi dokintd, biling bulanikhgl ve bdobrek
yetmezligi gibi bulgularla seyreder. Etiyolojisinde S. aureus’un drettigi bir
toksinin (enterotoksin F) rol oynadigl disuntlmektedir. Sikhkla o6ldirici
seyreden bu hastalik, sentetik maddelerden yapilmis vajinal tamponlarin ¢ok uzun
stire kullaniimasiyla iliskili bulunmustur. S. aureus derinin dogal florasinda
bulunup, el temasi ile yara pansumani veya tampon kontamine olur. En sik

gortlen 6lum nedeni soktur [2, 4, 11, 13, 21].

1.9.2. Invazyon ve sistemik yayilim sonucu ortaya ¢ikan hastaliklar

1-Dermal enfeksiyonlar;

Genellikle cilt batinltgini bozan, biylk veya kiguk travma ya da
ekzema gibi cilt hastaliklarini teskil ederler. Burun tasiyicilarinda sik olarak
tekrarlayan enfeksiyonlara yol acarlar. Impetigo, fronkil, karbonkil, selldlit,
lenfanjit, lenfadenit, mastit ve yara enfeksiyonlari [9, 11, 21, 47, 48].

2-Kemik, kas ve eklem enfeksiyonlart;

Travma ve yaralarla kemik ve eklem dokusuna ulasir. Osteomiyelit,
septik artrit, bursit, pyomyozit.

3-Stafilokok pnédmonisi;

Stafilokoklarin solunum yolundan aspirasyonlari ya da kan yolu ile
akcigerlere yerlesmeleri suretiyle gelisir. Bazen akcigerlerde genis apselerin
olusmasina bazen de stafilokoklarin diger organlara yayilmasiyla seyreder.

4-Menenjit ve beyin absesi;

S. aureus’un etken oldugu menenjitler siklikla santral sinir sistemine
tanisal amacla yapilan bir girisim veya cerrahi islem komplikasyonu olarak ortaya
cikar.

5-Uriner sistem enfeksiyonlari;

6- Stafilokokal endokardit [4, 11, 21].
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1. 10. identifikasyon

S. aureus'un identifikasyonunda koloni morfolojisi kesin ayirici tani
saglamaz, bu nedenle stafilokoklarin hem cins hem de tir farkliliklari igin diger
oOzelliklerinin de degerlendirilmesi gerekir. Stpheli kolonilerden dogrulama
testlerinde kullanilmak (zere nutrient broth besiyerine inokullasyon ve yatik
nutrient agar besiyerine stirme yapilir. 35-37° C 'de 18-24 saat inkibe edilir.
Secilen tipik veya atipik kolonilerin Gr(+) koklar olup olmadigi belirlenmelidir.
[4]. Genellikle koagilaz ve nukleaz testleri kullanilmaktadir. Lesitinaz aktivitesi
de kullanilan diger testlerden biridir. S. aureus iki tip koagilaz enzimi
icermektedir. Bunlarin biri serbest, digeri ise bagl koagllazdir. Koagiilaz testi
icin ideal olarak heart infusion broth kultirt kullaniimaktadir [16, 19].

Gram pozitif koklarin ayiriminda katalaz pozitif organizmalar igin, ileri
asama olarak koagtilaz bakilir. iki farkl koagiilaz testi yapilabilir.

1.Serbest koagtilaz icin tup testi,

2.Bagli koagulaz igin slide test veya clumping faktor,

Son yillarda S. aureus’u tanimlamak icgin ticari koagiilaz test kitleri
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu amagcla cesitli plazmalardan
yararlaniimaktadir. EDTA’lI tavsan plazmasi da en cok tercih edilen ticari
koagiilaz test kitlerinden birisidir. Sitrat kullanan organizmalar, sitrati tiketerek
pthti olusturabildiklerinden EDTA’lI plazmalar daha Gsttinddr. Lam testi S. aureus
identifikasyonunda hizli tarama testidir. Lam testi icin alternatif medotlar, ticari
hemaglutinasyon lam testleri ve hem clumping faktér hem de protein A’yi
belirleyebilen ticari latex aglutinasyon testleridir [2, 18, 30, 31, 36].

Koagulaz ve DNaz testi S. aureus izolatlarinin patojenligini belirlemede
onemli bir indikatordlr. Deoksiribonilikleaz pozitif mikroorganizmalarin tesbiti
icin DNaz testinden yararlanilir. Yine mannitolden asit olusumu da S. aureus icin
ayirt edici bir ozelliktir. Bu amagla mannitol salt agar besiyerine siirme yapilir,
sar1 rengin gorulmesi pozitif olarak kabul edilir [2, 19, 23, 39, 49, 50].

S. aureus suslari genellikle fosfolipaz C; lesitinaz aktivitesi gosterir. Bu
Ozelligi nedeniyle S. aureus ‘un yumurta sarisinin emdalsiyon halde katildig

besiyerlerinde tanimlanmasi kolaylasmaktadir. Urettikleri lesitinaz, besiyerinde
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yumurta sarisi emdilsiyonunda bulunan lesitini hidrolize ederek koloninin
etrafinda berrak bir zonun olusmasina neden olur [2, 18, 31].

Ancak boyle besiyerlerinde zonsuz atipik koloni olusturan suslarinin da
gelistigi belirlenmistir [2].

S. aureus glukozu anaerobik sartlarda kullanarak, glukoz iceren
karbonhidrat fermentasyon besiyerinde sari renk olusturur [18,19].

Son yillarda kullaniimaya baslanilan ELISA testleri lateks aglutinasyon

testlerinden daha duyarhdir [13].

1.11. S. aureus Izolatlarinda Tiplendirme Calismalari

Identifikasyon; ‘tanima’ anlamina gelir. Bu sayede izole edilmis bir
mikroorganizmanin cins ve tirtnun (ya da serotipinin) belirlenmesi anlasilir. S.
aureus identifikasyonunda basit biyokimyasal testlerin yaninda immonolojik,
genetik, immunoenzimatik vb. pek c¢ok gelismis yodntemler bulunmaktadir.
Identifikasyonda genel olarak ti¢c basamak vardir. Bunlar sirasiyla morfolojik ve
fizyolojik Ozelliklerin belirlenmesi, biyokimyasal testler ve gerekli ise serolojik
veya toksin belirleme testleridir. identifikasyonda tiim asamalar dogru bir sekilde
yapildiktan sonra bakterinin cins ve tirQ belirlenir. Elde edilen bulgular ‘Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology’ gibi temel kaynaklarda verilen sonuclarla
karsilastirihir ve buna gore sonug elde edilir.

Tiplendirme; ise tur alti seviyesinde yapilan ve nomenclatiire yani
isimlendirmede etkisi olmayan daha ileri seviyede identifikasyon islemidir.
Fenotipik kriterlere (serolojik ozellikler, fajlara hassasiyet ve protein Ozellikleri
vb.) dayali testler yaninda genotipik kriterlere (DNA ve RNA 06zellikleri) dayali
testler de vardir [51]. Ancak fenotipik 6zelliklerin her zaman genotipik 6zellikleri
yansitmadigl unutulmamahdir.

Vitek Sistem (Auto Microbic Sistem) ile identifikasyon [52] Faj
tiplendirmesi [5, 6, 28, 51, 53-55 ], kapsuler sero tiplendirme [6, 22, 55]
antibiyogram ve biyotiplendirme [5, 6, 9, 41, 56], MIS (Microbiyal Identifikasyon
Sistem) ile hiicresel yag asitlerinin analizi [57, 58], toplam hiicre proteinlerinin

analizi [6, 59-61], ribotiplendirme [5, 6, 62], multilokus enzim elektroforezi [5, 6,
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59, 63], plasmid analizi [6, 59], kromozom DNA’nin RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polimorphism) ile analizi [5, 6], PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)
ile kromozamal DNA’nin Smal restriksiyon enzim fragment paternleri [5, 6],
PCR (Polymerase Chain Reaction) [24, 29, 37, 64] Ribotyping-PCR [62]
arbitrarly-primed PCR [14] gibi yontemler de S. aureus icin bu gune dek
uygulanmis cesitli fenotipik ve genotipik tiplendirme yontemleridir.

Otomatik, bilgisayarh bakteriyolojik sistem (Vitek Sistem, Biomeriux sa
Inc. France) ile Dbakterilerin daha hizhh bir sekilde identifikasyonu
gerceklestirilebilmektedir. Gram pozitif bakterilerin otomatik identifikasyonu igin
Ruoff ve ark. [52]; yaptiklari bir calismada; Vitek Sistem ile elde edilen sonuglar
ile geleneksel medotlar kullanilarak elde edilen sonuclar birbiriyle uyumlu
bulunmustur. Koagiilaz reaksiyonlarin temel alindigi GPl Kkart sistemiyle
identifikasyonda S. warneri’nin yedi izolati Stafilokok turleri olarak idendifiye
edilirken; geleneksel medotlar ile S. cochni olarak idendifiye edilen izolatlarin
altisindan Ucl S. saprophyticus, biri S. aureus ya da S. simulans, biri S. aureus ya
da S. haemolyticus, digeri de Staphylococcus sp. olarak identifiye edilmistir. S.
capitis’in yirmi dort izolatinin sekizi S. hominis, yedisi Staphylococcus sp. besi S.
aureus ya da S. simulans ikisi S. aureus ya da S. haemolyticus  biri
Corynebacterium xerosis, biri de hi¢ identifiye edilememistir [52].

Uygun antibiyotikler kullanilarak yapilan antibiyogram testleriyle
bakteriler gruplandirilabilmektedir. Bu testler sonucunda bakterilerin ortak direng
paternleri olusturulmaktadir [6, 9, 35, 40-42, 47, 49, 56, 65-68].

Stafilokoklarda metisilin direnci son yillarda giderek artmaktadir [9, 34,
39, 41, 42, 56, 67]. MRSA infeksiyonlarinin yayilisi hem cografik bolgeler
arasinda hem de ayni bolgede yer alan saglik kuruluslari arasinda degiskenlik
gostermektedir [54].

Amerika’da 1944’de penisilinin uygulandigi S. aureus izolatlarinin
%94’un Uzerindekilerde duyarlilik saptanirken, 1950’lere kadar yarisi direncli
hale gelmistir. 1960’lardan sonra bir ¢ok antibiyotige ve metisiline direnclilik
bildirilmistir [41].

Japonya’da metisilin direncli S. aureus’larin nadifloxasin ve diger yedi

grup iceren fluoroquinolon (norfloxacin, oflaxacin, enoxacin, ciprofloxacin,
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lomefloxacin, tosufloxacin ~ ve  sparfloxacin)’lara  karst  duyarhliklar
arastirtimistir.1991 vel994 yillari arasinda 114 deri enfeksiyonundan elde edilen
izolatlardan hig biri minimum inhibitér konsantrasyonlarda nadifloxasin’e direncli
bulunamazken diger yedi grup igeren fluoroguinolonlarin timine karsi bazilarinin
direncli oldugu bulunmustur [47].

2000 yilinda Brezilya’da insan sitiinde metisilin direncinin arastirildigi
bir calismada analize ahinan 500 Ornegin 57°si metisilin direngli olarak
bulunmustur [23].

Brezilya’da yapilan baska bir calismada arastirmacilar gida
elleyicilerinin burun mukozalarinda kolonize olan birden ¢ok sayida S. aureus
izolatlarini - morfolojik yontemler, biyokimyasal yontemler, antibiyotik duyarlilk
testleri ve PFGE yontemlerini kullanarak tiplendirmislerdir. Personelin %30’ unun
burun boslugunda S. aureus taslyiciligi bulmuslardir. izolatlar penisilin’e karsi
%70, Amoksisilin-klavulanik Asit’e karsi ise %45 oraninda direncli bulunurken,
vankomisin, rifampisin, sephalothin, oksasilin, kloromfenikol, gentamisin,
oflaksasin antibiyotiklerine karsi ise duyarl bulunmustur [69].

Ulkemizde yapilan bir calismada S. aureus suslarinda metisilin direng
orani % 49 olarak belirlenirken, siprofloksasin, ofloksasin, levofloksasin ve
moksifloksasin duyarhiliklari sirasiyla % 52, % 55, % 56 ve % 60 olarak
bulunmustur. Ayrica calisilan ajanlarin etkinliklerinde istatistiksel olarak anlamli
bir fark gorulmemistir [70].

Ulkemizde yapilan baska bir calismada hastaneden izole edilen
nozokomiyal izolatlarin %20’sini S. aureus’un olusturdugu bulunmus, bunlar
arasinda MRSA olanlarinin oraninin %50 oldugu bildirilmistir. Ortak antibiyotik
duyarliliklara sahip MRSA izolatlarinin tiplendirilmesinde SDS-PAGE (Sodyum
dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforez) ve N-PAGE (Nativ poliakrilamid jel
elektroforez) kullaniimistir. Elde edilen sonuclara gére MRSA izolatlarinin
timindn ayni klonal grup orjinli olabilecegi distintlmus ve 6nceki calismalar ile
uyum gosterdigi bulunmustur [45].

Almanya’da 2006 yilinda hemsirelerde S. aureus nazal tastyicihigl

arastiriimis ve bulunan izolatlarin metisiline direncli olmadigi belirlenmistir [71].
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Italya’da marketlerde satilan gida Uriinlerinden elde edilen Koagiilaz
pozitif S. aureus ve Stafilokoklarin identifikasyonunda arastirmacilar API-Staph
system ile izolatlari idendifiye etmislerdir. Ayni arastirmacilar SET-RPLA
Stafilokokal Enterotoksin test kitiyle, gida drneklerinden kdltirleri filtre ederek,
A, B, C ve D stafilokok enterototoksinlerini (SEA, SEB, SEC ve SED)
belirlemislerdir. Toplam 298 S. aureus izolatin bir yada birden ¢ok enterotoksin
urettigini (%55.5), (%33.9)’u sadece SEC, (%26.5)’i sadece SEA, (%20.5)’nin
SEA+SED, (%13,4)’i SED, (%2,7)’sinin SEB (%1,7)’sinin  SEA+SEB,
(%0,7)’sinin  SEC+SED, (%0,3)’lnln ise SEA+SEC ve SEB+SEC
enterotosinlerini birlikte Urettiklerini bulmuslardir. Arastirmanin sonucunda bu
organizmalarin ¢ok yaygin olduklarini ve tiketici sagligi acisindan potansiyel bir
risk teskil ettigini bulmuslardir [15].

Son vyillarda mikrobiyal taksonomistler tlrleri tanimlamak ve farkh
organizmalar arasindaki iliskileri ortaya ¢ikarmak icin ¢esitli analiz yontemlerinin
yaninda protein profillerinin elde edilmesi gibi yontemleri de siklikla kullanmaya
baslamiglardir. Proteinler tim canlilarda yapisal ve metabolik fonksiyonun temel
Ogesidirler. Proteinlerle yapilan identifikasyon ve tiplendirme sistemlerinde,
proteinlerin sayisi ve cesitliligi protein ve polipeptidlerin Karsilastirmali
analizlerine dayanir. Bu yontem bakterilerin identifikasyonunda ve bakteriyel tiir
icerisinde subtiplendirme calismalarinda basariyla kullaniimaktadir. Genellikle
ayni tur tarafindan dretilen protein profilleri gok benzerdir, fakat tirler arasinda
onemli 6lcude farkhhiklar vardir. Bir tir icerisinde izolatlar arasindaki en kiglk
farkhihklar subtiplendirme sisteminin temelini olusturmaktadir. Bakteriler
tarafindan Gretilen proteinlerin sayisi ve cesitliligi protein ve polipeptid
karsilastirmal analizine dayanan identifikasyon ve tiplendirilme sistemleri
gelistirilmistir,

Protein profillerinin elde edilmesinde o6ncelikle bir takim islemlerle
mikrobiyal protein elde edilmekte, daha sonra elde edilen protein Ornekleri
poliakrilamid veya nisasta gibi jel matriksinde elektroforeze tabii tutulmaktadir.
Elektroforez sisteminde proteinler buyuklik, elektrik yiki veya izoelektrik
noktalari gibi fizikokimyasal 6zelliklerine gore ayrilabilirler. Kullanilan teknikler

icinde en yaygin olani SDS-PAGE (Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel
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elektroforezi) teknigidir. Bu teknikte proteinler is1, deterjan ve indirgeme ajanlari
ile polipeptit tniteleri olusturulmak tzere denatire edilip, elektroforezde molekiil
agirliklarina gore ayrilmaktadir.

Toplam hiicre proteinlerinin  elektroforezi  mikroorganizmalarin
identifikasyon ve tiplendirme sistemlerinde son yillarda siklikla kullaniimaktadir.
Bu teknik ile hem farkli mikroorganizmalar arasinda karsilastirmali calismalar
yapilabilmekte hem de akrabalik iliskileri belirlenebilmektedir [72].

Genetik olarak ayni olan mikroorganizmalarin hicrelerindeki yag
asitlerinin sayisi, gesitliligi ve % olarak miktarlari (yag asitleri profili) aynidir ve
cere sartlari ayni oldugu sirece degismez. Yag asitlerinin analizleri sonucunda
farkh profillerin olusmasi mikroorganizmalar arasindaki genetik akrabaliklarin
gostergesidir [58, 73]. Kiltur ortaminda ¢ogalabilen mikroorganizmalarin gerek
tanisi ve gerekse onlarin taksonomik siniflarinin belirlenmesi igin yag asitleri
profillerini kullanilabilecegi bir cok bilimsel calisma ile ispat edilmistir. Tlk defa
1985 yilinda, ABD’de MIDI, inc. firmasi tarafindan mikroorganizmalari yag
asitlerine gore tanimlayan bir sistem gelistirilmistir. Bu sistem ¢ ana pargadan
ibarettir;

1-) Gaz Kromotografisi,

2-) Kromotografiyi besleyen gaz tanklari (hidrojen, azot ve hava),

3-) Bilgisayar Sistemi (Sherlock system software, library generation
software, bakteri ve funguslar igin hazirlanmis paket kutuphaneler). Her bir
mikroorganizmadan saf olarak izole edilen yag asidi metil esterlerin profilleri MIS
cihazinda gaz kromotografisi belirlenmektedir. Test edilen gaz kromotografik
ciktilart  (yag asitleri  profilleri) sistemin veri tabanindaki bilinen
mikroorganizmalarin yag-asit profilleri ile karsilastirilarak tanisi yapiimaktadir
[58].

Stoakes ve ark. [57]; Gaz-Sivi Kromotografisi “ni kullanarak, Microbial
Identification System (MIS) ile Stafilokoklarin identifikasyonu igin hiicresel yag
asitlerini belirlemislerdir. Identifikasyon icin yag asitleri analiz sonuglari ile
geleneksel yontemlerle gerceklestirilen analiz sonuclarini karsilastirmislardir.
Analize aldiklari 470 izolatin 430’unun analiz sonugclari her iki ydntemle de

uyumlu bulunurken; 45 izolat yanhs identifiye edilmistir. 12 izolatin ise bu
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sistemde karstligli bulunamamistir. S. hominis ve S. saprophyticus tirleri % 52.6
oraninda yanlis identifiye edilmis ve 78 izolat yeniden test edilmistir. Sonug
olarak 73’Undn isimlendirilmesi degismezken, 5’inin isimlendirilmesinin degistigi
bulmuslardir [57].

Cok buyik DNA molekiillerini (6rnegin, maya kromozomlarinin 200-
300 kb boyutundaki DNA’lari) ayirabilme gucine sahip Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) yontemi de S. aureus tiplendirilmesinde kullaniimaktadir.
Bu yontemde DNA molekulleri belirli zaman araliklarinda birbirlerine farkli agida
iki elektriksel alan etkisinde birakilir. Uygulanan elektrik alani sabit degildir,
ayirma sirasinda yon ve siddet tekrarlanan bicimde degistirilmektedir [74].

Rodgers ve ark. [75]; Kuzey Irlanda’da yaptiklari calismada tavuk tiretme
ciftliginde calisan personelin ve bu isle ugrasan ¢iftci ailelerinin S. aureus burun
ve el tastyiciligini biyotiplendirme, protein A analizi ve PFGE ydntemleri ile
arastirmislar ve nazal tastyicthgin el tastyicihigindan daha yaygin oldugunu
bulmuslardir. Ciftlikteki tavuklardan ve calisan personelden elde edilen izolatlarin
protein A ve biyotiplendirme yontemleri ile analizleri sonucunda izolatlar
arasinda benzerlige rastlamamislardir. Buna karsin ¢iftci ailelerinden izole edilen
izolat ile hastalikli karkastan elde edilen izolatlari ayni grupta gruplandirmiglardir.
PFGE ile tiplendirmede ciftci ailesinden elde edilen izolat farkh bulunmus ve
bunu da Kuzey Irlanda’da hastalik yapan baskin S. aureus izolatiyla birlikte
degerlendirmislerdir. Bakterinin hastalikh karkaslardan ciftgi ailelerinin el
tastyicihgi ile yayildigini bulmuslardir.

Bir baska calismada Tenover ve ark. [5]; geleneksel ve molekuler
medotlarla S. aureus’u tiplendirmis ve bu amacla kullanilan 12 tip tiplendirme
yonteminin hicbirinin tek basina digerlerinden Ustiin olmadigini, biyotiplendirme
yonteminin ise epidemik suslarin belirlenmesinde etkisiz oldugunu belirtmislerdir.

Shimizu ve ark. [76]; Japonya’da meydana gelen gida
zehirlenmelerinden elde ettikleri Koagilaz tipVIl S. aureus izolatlarini
poliakrilamid jel elektroforez ile analiz etmisler ve mikroorganizmayi protein
profillerine gore siniflandirmislardir.

S. aureus’un molekiler tiplendirilmesinde Koagilaz gen restriksiyon

profil analiz teknikleri ve pulsed field jel elektroforez teknikleri gida
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orneklerinden elde edilen izolatlar (Gzerinde arastirilmistir.  Molekiler
tiplendirmede pulsed field jel elektroforez yénteminin Koagilaz gen restriksiyon
profil analiz yonteminden daha etkili bir yontem oldugu sonucuna varilmistir [46].

16S ve 23S rRNA’y1 kodlayan genleri kismen ya da tamamen iceren
genomik DNA restriksiyon fragmentlerin analizi olan Ribotiplendirme yontemiyle
EcoRI restriksiyon enzimiyle kesilen kromozamal DNA fragmentleri boyutlarina
gore ayrilip, isaretli rRNA operon problari ile hibridize olmaktadir. S. aureus’un
bilgisayar ortaminda kayitli refererans marker fragmenti izolattan elde edilen
fragment ile karsilastirilarak izolatin ribotipi belirlenebilmektedir.

Italya’da ortopedik Stafilokok izolatlarinin genetik karakterizasyonu ve
identifikasyonu icin cerrahi hasarlardan elde edilen 64 koagiilaz negatif Stafilokok
ve 38 S. aureus izolatlari otomatik olarak EcoRI restriksiyon enzimiyle
tiplendirilmis ve sonucglar API Staph sistem ile dogrulanmistir. Her iki yontemin

de gucli bir ayirim guciine sahip oldugu belirtilmistir [77].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Orneklerin alinmasi

2.1.1.1. Gida ornekleri

Kitahya merkez ve bagli kdylerden cesitli gida drnekleri (sut, stt Grinleri,
sitle yapilan gidalar, et ve et Urunleri) ve Kitahya Halk Saghgi Laboratuvari’na
analiz edilmek Uzere getirilen cesitli gida ornekleri Saglik Bakanligi Temel Saglk
Hizmetleri Genel Mudurlugd’nin yayinladigi ‘Gida maddeleri Satis ve Toplu
Tuketim Yerlerinden Numune Alma Rehberi’ ne gore [78] en ge¢ 8 saat igerisinde
laboratuvarda olacak sekilde (sitlerde 4 saat) 2°C ve 4°C sicaklik saglayacak ozel

steril kaplarda toplanmistir.

2.1.1.2. Gida elleyicileri ile alet-ekipman

Bu gida 6rneklerinin islendigi yerlerde gidalarla direkt temas eden kisilerin
bogaz-burun kilturlerinden, ellerinden ve de kullanilan alet ve ekipmandan alinan

svap Ornekleri laboratuvara getirilerek incelenmistir [67, 79].

2.1.1.3. Klinik materyaller

Kitahya Halk Saghg Laboratuvari’na analiz edilmek tzere getirilen cesitli
gida ornekleri ile Kitahya Halk Saghgi Laboratuvari’na hasta olarak gelen ve farkl
kilturler istenen hastalardan izole edilen Kklinik izolatlar da calismaya dahil

edilmistir.
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2.1.2. Referans S. aureus izolatlari

CGalismamizda referans olarak kullandigimiz NRRL B 767 S. aureus izolati;
United States Department of Agriculture, Agricultural Research Service’den temin
edilmistir. Metisiline duyarli (MSSA-6) ve Metisiline direncgli (MRSA-1) iki adet S.
aureus izolatl ise Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji A.B.D’ndan

saglanmistir.

2.1.3. Kullanilan besiyerleri

2.1.3.1. ASS-agar (D.S.T. agar) (Antibiotic sulfonamide sensitivity-test agar for

microbiology)

D.S.T.agar 40 gr
Distile su 1000 ml
pH 1,4

40 gr D.S.T.agar (Merck) tartiimis, distile suda hacim 1 It’ye tamamlanmis
ve eritilmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra besiyeri 50
°C’ye sogutulmus, % 5-10 olacak sekilde steril kan ilave edilerek karistiriimis ve

petri kutularina dokiilerek, 4 °C’de saklanmistir.

2.1.3.2. Mueller Hinton agar (MHA)

Mueller Hinton agar 38 gr

Distile su 1000 ml

pH 7,4

38 gr Mueller Hinton agar (Merck) distile suda suspanse edilerek, hacim 1
It"ye tamamlanmis ve eritilmistir. Besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edilmis ve 50 °C’ye sogutulduktan sonra petri kutularina dokilerek, 4 °C’de

saklanmistir.
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2.1.3.3. Yatik nutrient agar (YNA)

Nutrient agar 23 gr
Distile su 1000 ml
pH 6,8

23 gr nutrient agar (Merck) distile suda suspanse edilerek, hacim 1 It’ye
tamamlanmis ve eritilmistir. Kucik tuplere 2’ser ml dagitildiktan sonra otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilmis, sterilizasyondan sonra tiipler bir pipet tizerine

yatik vaziyette konularak, besiyeri katilastiktan sonra 4 °C’de saklanmistir.

2.1.3.4. Nutrient agar (NA)

Nutrient agar 23 gr
Distile su 1000 ml
pH 6,8

23 gr Nutrient agar (Merck) distile suda siispanse edilerek, hacim 1 It’ye
tamamlanmis ve eritilmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmis, besiyeri

50 °C’ye sogutulduktan sonra petri kutularina dékulerek, 4 °C’de saklanmistir.

2.1.3.5. Nutrient broth (NB)

Nutrient broth 8gr
Distile su 1000 ml
pH 6,8

8 gr Nutrient broth (Merck) besiyeri 1 It distile suda suspanse edilmis ve

tiplere 5’ser ml dagitildiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
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2.1.3.6. Glukoz’un anaerobik fermentasyon besiyeri (GAFB)

Tripton 10 gr
Yeast ekstrakt
Glukoz

Brom timol mavisi
Agar

Distile su

pH

lor

10 gr
0.04 gr
2.2 9r
1000 ml
7.0

Tidm maddeler distile suda eritilmis ve tiplere dagitildiktan sonra otoklavda

121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra steril parafin ile

besiyeri Gzeri doldurulmustur [45].

2.1.3.7. Mannitol’un anaerobik fermentasyon besiyeri (MAFB)

Tripton

Yeast ekstrakt
Mannitol

Brom timol mavisi
Distile su

pH

10 gr
1gr

10 gr
0.04 gr
1000 ml
7.0

Tum maddeler distile suda eritilmis ve tlplere dagitildiktan sonra otoklavda

121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra steril parafin ile

besiyeri Gzeri doldurulmustur [45].

2.1.3.8. Mannitol tuzlu agar (MSA)

Mannitol tuzlu agar

Distile su
pH

111 gr
1000 ml
7.4
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Mannitol tuzlu agar (GBL) besiyeri distile suda eritilmis, otoklavda 121°C’de
15 dakika sterilize edilmistir. Besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra petri kutularina

dokiilerek, 4 °C’de saklanmistir.

2.1.3.9. Beyin kalp infiizyon (BHI) agar

Beyin kalp inflizyon agar 52 gr
Distile su 1000 ml
pH 7.4
Beyin kalp inflizyon agar (GBL) besiyeri distile suda eritilmis, otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. 50 °C’ye sogutulduktan sonra petri kutularina

dokilmis ve 4°C’de saklanmistir.

2.1.3.10. Beyin kalp inftizyon (BHI) broth

Beyin kalp infiizyon broth 37 gr
Distile su 1000 ml
pH 7.4
Beyin kalp infuzyon broth (GBL) besiyeri distile suda eritilmis, tlplere veya
erlenlere dagitildiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.

2.1.3.11. Triptik soy agar (TSA)

Triptik soy agar 40 gr
Distile su 1000 ml
pH 7.3

Triptik soy agar (Merck) besiyeri40 gr tartilarak 11t suda eritilmis, otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra petri
kutularina dokiilmis ve 4 °C’de saklanmistir.
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2.1.3.12. Triptik soy broth(TSB)

Triptik soy broth 13 gr
Distile su 1000 ml
pH 7.3

Triptik soy broth (TSB) (Merck) besiyeri distile suda eritilmis, tlplere
dagitildiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.

2.1.3.13. Deoksiriboniikleaz (DNaz) agar

DNaz agar 39 gr
Distile su 1000 ml
pH 7.3

39 gr Deoksiribonikleaz agar (Merck) besiyeri 1lt suda eritilmis, otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra petri
kutularina dokiilerek, 4 °C’de saklanmistir.

2.1.3.14. Ure agar besiyeri (UAB)

Ure 21gr
Distile su 1000 ml
pH 6.8

Ure agar besiyeri (Oxoid) distile suda siispanse edilmis, kiicik tiiplere 2’ser
ml dagitildiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
Sterilizasyondan sonra tlpler bir pipet Uzerine yatik vaziyette konmus ve besiyeri

katilastiktan sonra 4 °C’de saklanmistir.

2.1.3.15. Nutrient jelatin besiyeri (NJB)

Nutrient jelatin 128 gr
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Distile su 1000 ml

pH 6.8

Nutrient jelatin besiyeri (Oxoid) besiyeri distile suda slspanse edilmis,
kiiclik tliplere 2’ser ml dagitildiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edilmistir. Sterilizasyondan sonra tlipler bir pipet lzerine yatik vaziyette konmus ve

besiyeri katilastiktan sonra 4 °C’de saklanmistir.

2.1.3.16. Fermentasyon besiyeri (FB)

Tripton 10 gr
Yeast ekstrakt 1gr
Brom timol mavisi 0.04 gr
Agar 159gr
Distile su 1000 ml
pH 7.0

Besiyeri distile suda suispanse edilerek, otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilize edilmistir. 50°C’ye sogutulduktan sonra %0.5- %1 olacak sekilde filtrasyonla

steril edilen karbonhidratlar ilave edilerek steril petri kutularina dokilmusttr [45].

2.1.3.17. Baird- Parker agar (PBA)

Baird Parker agar 63 gr
Distile su 950 ml
pH 6.9

Baird- Parker agar (GBL)Besiyeri distile suda stspanse edilerek, otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. 50°C’ye sogutulduktan sonra tizerine 50 ml
Egg Yolk Tellurit (GBL-1043) ilave edilerek, petri kutularina dokulmis ve besiyeri
katilastiktan sonra 4 °C’de saklanmistir.
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2.1.4. Kullanilan antibiyotik diskleri

1.Mupirocin (MUP 200 pg Oxoid),

2. Clindamycin (DA 2 pg Oxoid),

3. Fusidic Acid (FA 10 Mcg Bioanalyse),
4. Trimethoprim-SMZ (SXT 25 pg Oxoid),
5. Vankomisin (VA 30 Mcg Bioanalyse),

6. Teicoplanin (TEC 30 Mcg Bioanalyse),
7.Penicilin G (P 10 Mcg Bioanalyse),

8. Oksasilin (OX 1 Mcg Bioanalyse)

9. Eritromycin (15 Mcg Bioanalyse)

2.1.5. Enterotoksin kiti

SET-RPLA,; Staphylococcal Enterotoxin Test Kit (TD900, Oxoid ) (Oxoid
Limited Wade Road, Basingstoke Hampshire RG24 8PW,England) kiti asagidaki
enterotoksinleri icermektedir: Enterotoksin A (TD906), Enterotoksin B (TD907),
Enterotoksin C (TD908) ve Enterotoksin D (TD909).
2.1.6. Boyalar ve diger solusyonlar

2.1.6.1. GBL egg yolk tellurit solusyonu

Egg yolk tellurit solusyonu: 50ml
(Gl Biyoloji Lab. 1043-50ml)

2.1.6.2. Kristal viyole solusyonu

Kristal viyole 29
Etil alkol 20 ml



34

Amonyum oxalat 0.8 gr

2.1.6.3. Lugol solusyonu

Iyot 1g

Potasyum iyodur 29r

Distile su 300 ml’ye tamamlanmistir.
2.1.6.4. HCI

1NHCI asit DNase testinde kullaniimak Gzere hazirlanmistir.

2.1.6.5. Safranin solusyonu

Safranin 0.25¢g
Etil alkol 10 mi
Distile su 90 ml

2.1.7. Poliakrilamid jel elektroforezde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

2.1.7.1. Tris citrate

Tris (Sigma T 8404) 12,1 gr
Sitrik asit 6,6 gr
Distile su 1000 ml

pH’si 7,0’a ayarlanarak otoklavda steril edilmis ve +4 °C’de muhafaza

edilmistir.
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2.1.7.2. %30 Acrylamide karisimi

Acrylamide %29 (Sigma A 3553)
N,N*-metilen bisacrylamide %1(Sigma M 7279)
100 ml ye deiyonize sicak su ile tamamlanarak kullantimistir.

2.1.7.3.1,5M Tris
Tris (Sigma T 8404) 18,15 gr

Distile su 100 ml

pH’si 8,8’a ayarlanarak otoklavda steril edilmistir.

2.1.7.4. 1 M Tris
Tris (Sigma T 8404) 12,1 gr
Distile su 100 ml

pH’si 6,8’a ayarlanarak otoklavda steril edilmistir.

2.1.7.5. %10 SDS

SDS (Sigma L 4509) 10 gr
100 ml distile su ile tamamlanarak 121 °C 15 dakika steril edilmistir.

2.1.7.6. %10 APS
Amanyumpersulfat (Sigma A 3678) 1 gr

10 ml deiyonize suda Amanyumpersiilfat ¢ozduriilerek +4°C’de muhafaza

edilmistir.
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2.1.7.7. %10’luk ayirma jeli (10 ml)

Distile su 4 ml

%30 Acrylamide karigimi ( 2.1.7.2) 3,3 ml
1,5M Tris (2.1.7.3) 2,5ml

%10 SDS (2.1.7.5) 0,1 mi

%10 AMPS (2.1.7.6) 0,1 ml
TEMED (Sigma T 9281) 0,004 ml
Tum malzemeler sira ile steril uclar araciligi ile temiz bir siseye aktarilarak

elektroforez aygitina bosaltiimistir.

2.1.7.8. %5’lik yukleme jeli (3ml)

Distile su 2,1 ml

%30 Acrylamide karisimi (2.1.7.2) 0,5 ml
1 M Tris(2.1.7.4) 0,38 ml

%10 SDS (2.1.7.5) 0,03 ml

%10 AMPS( 2.1.7.6) 0,03 mi
TEMED (Sigma A 9281) 0,004 ml
Tum malzemeler sira ile steril uclar araciligi ile temiz bir siseye aktarilarak

elektroforez aygitina bosaltilmistir.

2.1.7.9. 2x SDS jel yukleme tamponu

Tris HCI (Sigma T 8529) 100 mM
Dithiothreithol (Sigma D 9163) 200 mM
SDS (Sigma L 4509) %4
Bromophenol blue(Sigma B 8026) %2
Gliserol %20

Yukaridaki maddeler karistirilarak +4 °C’de muhafaza edilmistir.



2.1.7.10. 5x yurutme tamponu

Tris (Sigma T 8404) 151 gr
Glisin (Sigma G 8898) 94 gr
Deiyonize su 900 ml

%10 SDS (1.11.2.26) 50 ml

Yukaridaki maddeler karistirilarak +4 °C’de muhafaza edilmistir.

2.1.7.11. Coomasie brillant blue (Jel Boyasi)

Coomasie brillant blue (Sigma B 8647) 0,25 gr

Metanol 45 mi
Distile su 45 ml
Glacial asetik asit 10 ml

Hazirlanan solusyon filtre kdgidindan stzulerek kullantimistir.

2.1.7.12. Yikama tamponu

Metanol 30 ml
Distile su 60 ml
Asetik asit 10 ml

Yukaridaki maddeler karistirilarak soliisyon elde edilmistir.

2.1.7.13. Jel koruma solusyonyu

Distile su 860 ml

Glacial asetik asit 140 ml

37
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2.1.8. Hucresel yag asitlerinin analizinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

2.1.8.1. Cozelti 1 (hiicre parcgalayici)

Sodyum hidroksit(ACS grade) 45 gr

Metil alkol (HPLC grade) 150 ml

Saf su 150 ml

Once metil alkol ve su, 1 It’lik renkli ¢ozelti sisesine ilave edildi daha sonra
kati formdaki Sodyum hidroksit eklenip iyice ¢ozullinceye kadar karistiriimistir.

2.1.8.2. Cozelti 2 (Metillestirme)

Hidroklorik asit(6.00N) 325 ml
Metil alkol (HPLC grade) 275 ml

2.1.8.3. Cozelti 3 (Saflastirma)

Hekzan (HPLC grade) 200ml
Metil-tert butil eter (MTBE, HPLC grade) 200ml
MTBE hekzan uzerine ilave edilerek karistiriimistir.

2.1.8.4. Cozelti 4 (Bazik yikama)

Sodyum hidroksit(ACS grade) 10.8 gr
Saf su 900 ml
Kati forumdaki Sodyum hidroksit su igerisinde iyice ¢ozillinceye kadar

karistiriimistir.
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2.1.8.5. Tlave ¢ozelti

40 gr NaCl ahinip 100 ml su icerisinde iyice c¢ozulinceye kadar

karistiriimistir.
2.2.Yontem
2.2.1. izolasyon

Izolasyon; gidalar, gida elleyicileri ile alet-ekipman ve Kklinik érneklerden

izolasyon seklinde gerceklestirilmistir.
2.2.1.1. Gida 6rneklerinin incelenmesi

Sut ve sut Grtnleri Kutahya merkez ve bagli kdyler ile mandira, pastaneler,
semt pazarlarindan toplanmistir. Et ve et Grtnleri icin il merkezindeki kasap ve
marketlerdeki et ve et Urtinlerinden ( beyaz et ve beyaz et trlnleri de dahil) ve ayrica
Kitahya Halk Sagligl Laboratuvari’na analiz edilmek Uzere getirilen ayni turdeki
gida orneklerinden (sut, sut drunleri, sttle yapilan gidalar, et ve et drinleri)
numuneler toplanmistir (Cizelge 3.1). Orneklerin alinmasi Saglik Bakanhigi Temel
Saglik Hizmetleri Genel Mudirligi’nin yayinladigl “Gida maddeleri Satis ve Toplu
Tuketim Yerlerinden Numune Alma Rehberi” ne gore gerceklestirilmistir. Alinan
ornekler en gec 8 saat icerisinde laboratuvarda olacak sekilde (sitlerde 4 saat) 2°C
ve 4° C sicaklik saglayacak ozel steril kaplarda Kitahya Halk Sagligl
Laboratuvari’na analiz edilmek tizere getirilerek incelenmistir [78].

Uygun sartlarda laboratuvara getirilen gidalarin bu amacla analiz icin daha
onceden hazirlanmis 10 ml steril brain heart infusion broth besiyerine inokilasyonu
saglanmigtir. Brain heart infusion broth besiyerine transfer edilerek, soguk zincir
altinda laboratuvara getirilmis, 37°C de 24 saat inkiibe edilmistir[80]. Daha sonra

Baird- Parker agara ekim yapilarak, gri siyah renkli ve etrafinda 2-5mm berrak bir
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zon olusmus (Lesitinaz pozitif) parlak renkteki kolonilerden secilerek kolonilerin
beta hemoliz yapip yapmadigi kanli agar besiyerine ekim yapilmis 37°C de 24 saat
inklibasyondan sonra hemoliz olusturanlar secilerek diger identifikasyon testlerine

gecilmistir [2,16].

2.2.1.2. Gida elleyicileri ile alet-ekipmandan alinan érneklerin incelenmesi

Bu gida 6rneklerinin islendigi yerlerde gidalarla direkt temas eden kisilerin
bogaz-burun kulttrlerinden, ellerinden ve de kullanilan alet ve ekipmandan svap
ornekleri daha dnce yapilan calismalarda onerildigi gibi ahinmistir [67, 79, 80].
Kisilerin el, burun ve bogazlarindan &rnekler Klinik izolatlardaki gibi steril
ekivyonlarla alinarak kanli agar besiyerine ekim yapilmis ve petriler soguk zincir
altinda laboratuvara getirilmistir 37°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasi beta hemoliz yapan kolonilerden Baird- Parker agara ekim yapilmis, 37°C de
24 saat inkube edilmistir. Gri siyah renkli ve etrafinda 2-5mm berrak bir zon olusmus
(Lesitinaz pozitif) parlak renkteki koloniler secilmistir.Yine alet ve ekipmandan
ornek aliminda steril svaplar énceden hazirlanmig steril Brain Heart Infusion Broth
besiyerine batirilarak 1slatilmis ve 1slak svap yardimi ile 6rnek alinacak yizeye iyice
strtlerek drneklerin alinmasi gerceklestirilmistir. Alinan svap érnekleri icerisinde 10
ml steril Brain Heart Infusion Broth besiyeri bulunan tiiplere transfer edilerek, soguk
zincir altinda laboratuvara getirilmis, 37°C de 24 saat inkibe edilmistir [80]. Daha
sonra Baird- Parker agara ekim yapilarak, gri siyah renkli ve etrafinda 2-5mm berrak
bir zon olusmus (Lesitinaz pozitif) parlak renkteki kolonilerden secilerek kanh agar
besiyerine ekim yapilmis 37°C de 24 saat inkiibasyondan sonra beta hemoliz yapip
yapmadigina bakilmis ve beta hemoliz yapan koloniler segilerek diger identifikasyon
testlerine gecilmistir [2, 16].



41

2.2.1.3. Klinik materyallerin incelenmesi

Klinik izolatlar, Kitahya Halk Saghgl Laboratuvari’na kiltir amagcli
gonderilen hastalardan izole edilen kulak, burun, bogaz, balgam, gaita, yara, abse,
meni gibi degisik klinik materyaller de 6nceki ¢alismalarla uyumlu bir sekilde analiz
edilip degerlendirilmistir.

Klinik drnekler steril eklvyonlarla alinarak direkt kanli agar besiyerine
inokille edilerek, 37° C de 24 saat inkiibe edilmistir. inkilbasyondan sonra beta
hemoliz yapan kolonilerden segilerek, Baird- Parker agara ekim yapilmis, 37° C de
24 saat inkibe edilmis ve gri siyah renkli ve etrafinda 2-5mm berrak bir zon olusmus

(Lesitinaz pozitif) parlak renkteki koloniler secilmistir [2, 16, 23, 75].

2.2.2. izolatlarin tanisi

Kanli agarda hemolitik ve Baird- Parker agarda gri siyah renkli ve etrafinda
2-5 mm berrak bir zon olusmus (Lesitinaz pozitif) parlak renkteki kolonilerin gram
boyama sonucunda mikroskopta mor renkli, salkim gériinimiinde olan kok seklindeki
kolonileri secilmistir. Bu kolonilerden Yatik nutrient agar(YNA) besiyerine ekim
yapilarak bir gece gelistirilmis ve identifikasyon sonucu saf S. aureus olarak
tanimlanan kdltirlerin %15” lik gliserol stoklari hazirlanarak - 80° C de saklanmistir

[23, 75]. izolatlar identifikasyon icin asagidaki testlere alinmistir.
2.2.2.1. Morfolojik ve biyokimyasal testler

Gram boyama

Besiyerinde gelistirilmis saf kultirden lam Gzerine bir 6ze dolusu alinarak,
distile su ile yaydirilarak, havada kurumaya birakilmig, lam alevden gecirilerek fikse

edilmis ve sogutulmustur. Preperat kristal viyole ile boyanarak 1 dakika beklenmistir.

Iyot-Lugol ¢ozeltisi ile yikanarak, kristal viyole uzaklastirilmistir. Preperata tekrar
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Iyot-Lugol ¢ozeltisi damlatilarak,1-2 dakika boyanmis ve fazla boya distile su ile
uzaklastiriimistir. Alkol ile 15saniye muamele edilerek distile su ile yikanmis ve en
son olarak ta preperat safranin ile boyanarak, 30 saniye bekletilip, tekrar distile su ile
yikanmistir. Preperat havada kurutulduktan immersiyon yagi damlatilarak daha sonra
100’luk objektifte incelenmeye alinmistir. Gram boyama sonucunda mor renkli,

salkim gérinimiinde koklardan olusan koloniler pozitif kabul edilmistir [4, 81, 82].

Katalaz testi

Nutrient agar ve BHI broth da retilen ve 37°C de 24 saat inkiibe edilen
bakteri kiltirinden serum fizyolojik (%0.85 NaCl) ile lam Uzerinde siispansiyon
hazirlanmis ve Uzerine %3’lik H,O, damlatilarak gaz cikisinin olup olmadigi
gozlenmistir. Gaz kabarciklarinin gikmasi pozitif olarak degerlendirilmistir [2, 4, 36,
81, 82].

Koagulaz testi

GBL Tavsan plazmali koagilaz ayiraci(0540-5ml)’ndan tiplere 0.5ml
konulmus ve (zerine kontrol edilecek olan izolatin bir gecelik taze buyyon
kultirlerinden 0.5 ilave edilerek 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Tupler 1, 2, 4 ve
24. saatlerde kontrol edilerek, pihtilasma gorilen tlpler pozitif olarak
degerlendirilmistir [45, 75].

Pigment testi

Test edilecek izolatin degisik besiyerlerine ekimi yapilarak olusturacaklari
pigmentler incelenmistir. Bu amacla nutrient agar, Baird-Parker agar ve kanli agar
besiyerleri kullanilmistir. inokiilasyonu takiben izolatlar 37°C de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Nutrient agarda altin sarisi, krem rengi, beyaz pigment; Baird-Parker
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agar’da gri siyah renkli pigment; Kanli agarda altin sarisi, krem rengi, beyaz pigment

olusumu gézlenmistir [2, 18, 45, 82].

Lesitinaz testi

Yumurta sarisi iceren Baird-Parker agar besiyerine bir gecelik kilturlerden
ekim yapilmis ve bakterinin lesitini hidrolize edip etmedigi kontrol edilmistir.
Kolonilerin etrafinda berrak bir zonun olusmasi pozitif olarak degerlendirilmistir [2,
16, 18, 23].

Hemoliz testi

Test edilecek susun BHI broth’daki taze kiltiriinden 0ze ile kanh agara
ekim yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi

hemoliz olusturanlar pozitif olarak degerlendirilmistir [2, 18, 81, 82].

Glukozun anaerobik fermentasyonu

Izolatlarin NA besiyerinde bir gece gelistirilen kiltiirlerinden bir koloni
alinarak fermentasyon broth besiyerine pasaj yapilmistir. Besiyeri Uzerine steril sivi
parafin ilave edilerek, anaerobik ortam saglanmistir. Ekim yapilan tiiplerin 37°C’de
24,48-72 saatlik kalturleri kontrol edilerek, sari renk olusturan izolatlar pozitif olarak
degerlendirilmistir [45, 81].

Mannitolun anaerobik fermentasyonu
Mannitolin anaerobik fermentasyon besiyeri Uzerine sterilizasyon sonrasi

steril parafin ilave edilerek, besiyerlerinin Gzerleri doldurulmus, izolatlarin NA

besiyerinde bir gece gelistirilen kilturlerinden bir koloni alinarak pasaj yapilmistir.
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Ekim yapilan tupler37°C’de 5-7 giin inkiibe edildikten sonra kiltiirler kontrol

edilerek, sari renk olusturan izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir [45].

Mannitol tuzlu agar (MTA) besiyerinde gelisme

MTA besiyeri secici ve ayirict olmasi nedeniyle kullanilmis ve

besiyerindeki gelisme durumuna goére tanimlama yapilmistir [18, 31,35, 39].

Ureaz testi

Ure agar iceren besiyerlerine ekimler yapilarak, bir gece inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyondan sonra pembe renk olusturan izolatlar pozitif olarak
degerlendirilmistir [18, 82].

Jelatinaz testi

Nutrient jelatin besiyerine ekimler yapiimis, tupler oda isisinda 7 giin stre ile

inkibe edilmis ve izolatlarn jelatini eritip eritmedigi kontrol edilmistir[18, 45, 82].

Deoksiribontikleaz (DNaz) testi

Izolatlar NA besiyerinde saflastiriimis ve tek koloni alinarak DNaz
besiyerine spot ekimler yapilarak bir gece gelistirilmistir. Daha sonra (reyen
koloninin Uzerine 1IN HCI asit damlatildiktan sonra petri kutulari koyu zemin
uzerinde incelenmistir. Koloni tizerindeki agilmalar pozitif olarak degerlendirilmistir
[18, 31, 82].
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Karbonhidratlarin aerobik fermentasyonu testi

Fermentasyon temel besiyerine indikatér boya olarak brom timol mavisi
katilarak, besiyeri sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra 45-50°C’ye sogutulan
besiyerine %0,5’lik karbonhidrat filtrasyonla steril edilerek ilave edilmis ve besiyeri
petri kutularina dokulmistur.Bu amacla stkroz, laktoz, glukoz, ksiloz, raffinoz,
D.mannitol, maltoz, arabinoz, trehaloz, fruktoz seker cesitlerinden yararlaniimistir.
Izolatlarin besiyerine inokiilasyonundan sonra 72 saate kadar inkibe edilmis, acik

mavi yesil rengi sariya dondsturen izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir [45].
2.2.2.2. Vitek sistem ile analiz

Tum izolatlarin 6n hazirhiklari ve uygulama prosedirleri Vitek analizori
(VITEK Microbiology Reference Manual, bioMerieux,Inc. Box 15969 Durham,
North Carolina 27704-0969/USA) kullanma klavuzuna gore hazirlanmistir.

Test edilecek susun BHI broth’daki taze kiltiriinden 0ze ile kanh agara
ekim yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi 1.8
ml VITEC solusyonu doldurulmus tup icerisine taze kiltirlerden aktarilarak dilue
edilerek, Mc Farland No:0.5 bulanikhgina ayarlanmistir. Kolorimetre Utzerindeki
kirmizi bolge sinir kabul edilerek, hiicre miktarinin az ya da ¢ok olmamasina dikkat
edilmistir. Stspansiyon GPI kartina doldurularak ilk 20 dakika icerisinde alette
okutulmus ve 4-13 saat sonunda sonuglar degerlendirilmistir [19, 49].

Vitek analizori kullanilarak izolatlarin S. aureus oldugu dogrulanmistir.
Vitek GPI karti sirasiyla su testleri icermektedir: pepton, basitrasin, optokin,
hemiselliloz, %6 sodyum klorid, %10 safra, %40 safra, eskulin, dekarboksilaz baz
kontrol, arjinin, Ure,tetrazolyum tuzu, novobiosin, dekstroz, laktoz, mannitol, rafinoz,
salisin, sorbitol, sukroz, trehaloz, arabinoz, piruvat, pullulan, inulin, melibiyoz,

melezitoz, sellobiyoz, riboz, ksiloz, katalaz ve beta hemoliz testleridir.
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2.2.3. Tiplendirme testleri

2.2.3.1. Fenotipik testler

Antibiyotik duyarhlik testi

Izolatlarin antibiyotiklere duyarhliklari Mueller hinton agar (MHA)
besiyerinde disk diffizyon yontemiyle incelenmistir [35, 36, 38, 40]. Calismamizda;
mupirosin (MUP 200 pg Oxoid), klindamisin (DA 2 pg Oxoid), fusidik asid (FA 10
Mcg Bioanalyse), trimethofrim-SMZ (SXT 25 pg Oxoid), vankomisin (VA 30 Mcg
Bioanalyse), teikoplanin (TEC 30 Mcg Bioanalyse), penisilin G (P 10 Mcg
Bioanalyse), oksasilin (OX 1 Mcg Bioanalyse) ve eritromisin (15 Mcg Bioanalyse)
antibiyotikleri kullaniimistir.

Bu amacla énce tlm izolatlar 6ze ile kanli agar besiyerine ekim yapilmis ve
37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi taze kiiltiirden steril
ekivyonla 1.8 ml izotonik % 0.09 NaCL solusyonu doldurulmus tip igerisine
aktarilarak dilue edilmistir. Mc Farland No:0.5 (10° kob/ml) bulanikhgina
ayarlanmistir. Kolorimetre (zerindeki kirmizi bodlge sinir kabul edilerek, hiicre
miktarinin az ya da ¢ok olmamasina dikkat edilmis ve MHA besiyeri yizeyine
ekivyon ile inokilasyon yapilmistir. Yuzey kuruduktan sonra degisik antibiyotik
diskleri yerlestirilerek bir gece inkiibasyona birakilmis, bir sonraki giin diskler
etrafinda olusan zon caplari él¢limustir. Elde edilen zon caplari NCCLS (National
Commitee for Clinical Laboratory Standarts) tarafindan Onerilen zon tablosu ile

karsilastirilarak duyarli, orta derece duyarli ve direncli olarak degerlendirilmistir[83].

SET-RPLA (Staphylococcal enterotoxin test by reversed passive latex

agglutination) ile enterotoksin analizi

Enterotoksin testi icin SET-RPLA; Staphylococcal enterotoxin test Kkit

(TD900, Oxoid) kullanilmistir. Uretici firmanin tavsiye ettigi sekilde tiim izolatlar
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Trypton soya broth besiyeri icerisinde 37°C’de 24 saat calkalamali etiivde inkiibe
edilmistir. Inkibe edilen 6rnek 9000g’de20 dakika 4°C’ santriflij edilmis, santrifij
edilen Ornegin supernetant kismi temiz bir ependorf tlpe aktarilarak, ¢ozeltiler
calkalanmistir. Calkalama iglemi kontrol ¢ozeltileri Gzerine 0.5 ml diluent ¢ozeltisi
eklendikten sonra ¢oziinmesi igin tekrarlanmistir. Tabani cukur plaktan soldan saga
dogru sekiz cukur olacak sekilde sira hazirlanarak, her bir drnek icin yukaridan
asaglya olacak sekilde bes sira kullaniimigtir. Olusturulan bu siralardaki her bir
cukura 25ul dilient eklenmistir. Yukaridan asagiya dogru bes siradan olusturulan
siranin ilk gukuruna 25ul test 6rnegi eklenmis, temiz bir ugla soldan saga olusturulan
cukurlarin ilk cukurundan baslayarak, 25 ul alinarak sirayla 7. cukura kadar Y2
oraninda seyreltme islemine devam edilmis ve 8.cukur yani son cukur dille
edilmeden birakilmistir. ilk siradaki tiim gukurlara 25 pl anti-enterotoksin A ¢ozeltisi,
ikinci siradaki tim cukurlara 25ul anti-enterotoksin B ¢6zeltisi, tcglinct siradaki tim
cukurlara 25 pl anti-enterotoksin C ¢ozeltisi, dérdinct siradaki tim cukurlara 25 pl
anti-enterotoksin D cozeltisi ve besinci siradaki tim cukurlara ise 25ul lateks kontrol
cozeltisi ilave edilerek, plaklar elle calkalanarak, kapagi nemli bir kutuda 24 saat
inklibe edilmistir. Aglitunasyon olusumuna gore orneklerin hangi enterotoksinleri
urettikleri ya da hangilerini tretmedikleri seklinde degerlendirme yapilmistir [15, 23,
29, 48].

Toplam hiicre proteinlerinin SDS- PAGE elektroforez ile analizi

Toplam htcre proteinlerinin (THP) ekstraksiyonu

BHI agar besiyerinde gelistirilmis taze kultirlerden 3-4 koloni alinarak
100ml BHI broth iceren besiyerine inokile edilmis ve 24 saat inkibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra 10 000 g’de 10 dakika +4 °C’de sogutmali olarak santrifij
edilerek hicreler c¢oktirilmis ve bir enjektor yardimiyla Ustteki slpernetant
atilmigtir. Peletin (zerine 0,008 g lizozim (Sigma L 7651) ve 4000 pl tris-sitrat

cozeltisi ilave edilerek ¢ozdurtlmis, oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir.
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Homojen slspansiyon elde edildikten sonra sonikasyonla hiicreler parcalanmistir.
Sonikatorle parcalama esnasinda sonikator siselerine aktarilan 4sn-4sn periyptlarda
buz icerisinde 5-6 dakika sonike edildikten sonra kirilma 40X objektifte gdzlenmistir.
Daha sonra parcalanan bu izolatlar epondorflara alinarak 20 000 g’de 20 dakika +4
°C’de sogutmali olarak santrifljlenerek protein ekstreleri cikartilmistir. Pelete
dokunulmadan ustteki stpernetant kismi kigciik hacimler halinde ependorflara

paylastirilarak, -20 °C’de muhafaza edilmistir [72].

Elektroforez islemi

Bu amacgla %10’luk ayirma ve %3’10k yigma jeli kullaniimistir. %210’ luk
ayirma jeli icin H,O, %30 akrilamid karisimi, 1,5 M Tris (pH:8.8), %10 SDS, %10
AMPS (Amonyum persulfat) ve TEMED belirli oranlarda alinip, temiz bir tlp
icerisinde hazirlanip daha sonra jel yukleme aygitina bosaltiimistir. Diz bir yuzey
elde etmek icin dokdilen jel tzerine su ile doyurulmus bitanolden 4-5 damla ilave
edilmistir. Jel donduktan sonra butanol distile su ile temizlenmis kurutma kagitiyla
da kalan su alinmistir.

%3’lik yigma jelinin hazirlanmasi icin gerekli olan H,O, %30 akrilamid
karisimi, 1M Tris (pH:6.8), %10 SDS, %10 AMPS (Amonyum persilfat) ve TEMED
belirli oranlarda alinip, temiz bir tip icerisinde hazirlanmis ve donmus olan jelin
uzerine dokilmustir. Daha sonra Jelin Uzerine 12 ya da 15 cukurlu tarak
yerlestirilerek, jel kurumaya birakilmistir. Yigma jeli kuruduktan sonra 1X yirutme
tamponu ile elektroforez tanki doldurulmus, tarak jeli bozmayacak sekilde dikkatlice
cikarilmis ve taragin olusturdugu cukurlara numara verilmistir. Jel dékme islemi
bittikten sonra yuritulecek protein drnekleri ve isaretleyici protein temiz ependorf
tapleri icerisinde hazirlanmistir. 30ul protein érneginin Gzerine 10ul 2x jel yikleme
tamponu ilave edilerek, toplam 40ul hacim elde edilmistir. Benzer sekilde 5ul genis
aralikh isaretleyici protein tUzerinelOul 2x jel yukleme tamponu ve 25 ml distile su
ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan protein 6rnekleri 2-3 dakika kaynayan su

icerisinde bekletilmis, ve ependorflarda toplanan su buharini toplamak icin 12.000
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rpm’de 1 dakika santrifij edilmistir. Bu sekilde hazirlanan 6rnekler %10’luk SDS-
PAGE’de kosturulmustur [72].

Hazirlanan protein &rnekleri hamilton siringa yardimi ile donmus jel
icerisindeki cukurlara aktarilmis ve elektroforez islemi yigma jeline kadar elektrik
guict 80V ta; indikator olarak kullantlan brom fenol mavisi ayirma jeline ulasinca ise
guc kaynagl 120V’a cikartilarak, yuritme islemine devam edilmistir. Brom fenol
mavisi ayirma jelinin sonuna 0.5 cm yaklastiginda yiritme islemi sonlandiriimistir.

Jeller cam plaklar arasindan ¢ikardildiktan sonra, zarar vermeden boyama
cozeltisi buluna kivetlere alinmistir. Coomassie Brillant Blue R-250 boya
solisyonunda calkalayici Gzerinde bir gece bekletilmistir. Ertesi giin jeller boyama
cozeltisinden alinarak, boya giderici ¢ozelti iceren kiivete alinmistir. Bir gece de bu
cozelti icerisinde bekletilerek boyanin tamamen giderilmesine calisiimistir [84].

Jellerde  dagihm  gosteren  proteinlerin -~ molekial  agirhklarinin
hesaplanmasinda molekul agirligi bilinen standart protein marker (Sigma Wide range
M-4038 jele yuklenerek, diger tim yiklenen 6rneklerdeki proteinler bu markerle
kiyaslanmis ve molekdl agirliklari tayin edilmistir. Bu amacla boyasi giderilmis jel,
jel dokumantasyon cihazina (Uvitec Gel Documentation, UVItec Limited Avebury
House 36a Union Lane Cambridge CB4 1QB UK) yerlestirilerek, fotografi ¢ekilmis,
son olarak ta benzerlik oranlarini belirlemek icin tim jellerin  dendogram analizleri

yapilarak izolatlarin dendogram haritalari ¢ikartiimistir [59, 61, 72, 84, 85].

Yag asitleri metil esterlerinin (FAME) analizi

izolatlarin yag asitleri analizi icin gerekli tiim kimyasal bilesenler ve
uygulama proseddrleri Microbial Identification System (MIS)(Microbial ID Inc.
Newark De) kullanma klavuzuna gore hazirlanmistir. Oncelikle test edilecek izolatin
BHI broth’daki taze kiltiriinden 6ze ile %5 kan ilave edilerek hazirlanan besiyerine
dort bolgeden olusan cizgi ekim vyapilarak, 35 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi olan UGglincti bélgede gelisen canli  bakteri
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hlcresinden steril bir 6ze ile 40 mg alinip, steril cam tuplerde tartilarak, analiz igin
hazirlanmistir.

Ilk olarak, saponifikasyonla hiicresel lipitlerin parcalanip, yag asitlerinin
serbest kalmasi saglanmistir. Bu amagcla tartim yapilan tlpln Gzerine 1.¢cozeltiden
iml ilave edilmis ve 5-10 saniye vortekslenmistir. 100°C’ye ayarlanmis su
banyosunda 5 dakika tutularak, cam tipler sogutulmus ve tekrar 5-10 saniye
vortekslenmistir. Bu asamada son olarak 100 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 25
dakika tutulmustur.

Metillestirme basamagi olan ikinci basamakta yag asitlerinin metilatasyonu
gerceklestirilerek, serbest yag asitlerine ester baglari ile metil eklenmis ve yag
asitlerinden yag asit metil esterler elde edilmistir. Yag asitlerine yiiksek sicakliklarda
buharlasma 0zelligi kazandiran bu asamada; tupler sogutularak, Uzerlerine
2.¢ozeltiden 2 ml ilave edilmis ve 5-10 saniye vortekslenmistir. Tipler tekrar 80
%C’ye ayarlanmis su banyosunda 10 dakika tutularak hizla sogumasi saglanmistir.

Uclincli basamak olan saflastirma basamaginda; tlplerin (zerine
3.¢cOzeltiden1.25ml ilave edilmis, 10 dakika karstiricida calkalanmistir. Tip
igerisinde tipun alt kisminda asidik, st kisminda organik sivi faz olmak uzere 2 ayri
faz olusmustur. Bu asamada olusan iki fazdan alttaki asidik faz pastor pipetiyle disari
atilmis, yag asit metil esterler asidik fazdan ayrisarak organik faz bdlgesinde
toplanmis ve organik faz muhafaza edilmistir.

Son basamak olan yikama asamasinda tliplerin tzerine bazik bir solusyon
olan 4.¢cozeltiden 3 ml ilave edilerek, 5 dakika karistiricida calkalanmis ve bu ¢ozelti
serbest yag asit metil esterlerinin daha saf elde edilmesini saglamistir. Ust kisimda
toplanan ve yag asit metil esterlerini iceren faz pastor pipetiyle 2 ml’ lik cam siselere
alinmis ve siselerin agizlari sikica kapatildiktan sonra  Microbial Identification
System (MIS) (Microbial ID Inc., Newark De) cihazi Uzerindeki ¢rnek depolama
tepsisine yerlestirilerek, tavsiye edildigi gibi Gaz Kromotografi cihazinda érnekler
analiz edilmistir. identifikasyon icin once TSBA 50 kitiiphanesi kullaniimistir.
Ancak verilerin beklenenden ¢ok farkl ¢ikmasi lizerine CLIN 50 kuttiphanesi ile
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analiz gerceklestirilmistir. “‘Analiz icin yetersiz’ sonucunun alindigi izolatlar yeniden

ekime alinip yeniden yag asitleri hazirlanmis ve tekrar analiz edilmislerdir [57, 58].
2.2.3.2. Genotipik testler
Kromozamal DNA’nin pulsed field jel elektroforez (PFGE) ile analizi

Calismanin bu kismi Prof Dr. Kiymet Guven ve Arastirma Gorevlisi M.
Burgin Mutlu tarafindan yapilmis olup, kisaca soyledir:

Kromozomal DNA analizleri iligkisi icin 28 izolat (ayni yerde calisan
Kisiler, alet-ekipman ve gida 6rnekleri) secilmis ve bu izolatlarin DNA 6rneklerinin
hazirlanmasinda Hennekinne ve ark. [86]; Vanderlinde ve ark. [87]; tavsiye ettikleri
yontemler modifiye edilerek uygulanmistir [86, 87].

48.5 kb’dan daha buyik fragmentlerin ayirimi icin restriksiyon enzimi
olarak Smal kullaniimistir. % 1’lik jel 19 saat sire ile puls zamani 5-40 sn arasinda
degismek (zere 200V’luk elektroforeze tabii tutulmustur. 48.5-1000 kb bandlar
halinde ayirim gergeklestirilmistir. Marker olarak Lambda DNA (Marka:BioRad 170-
3685) kullantimigtir. Jeller 0.5 mg/lt Ethidium bromid ile boyanmis ve jel
dokimantasyon sistemiyle (Uvitec Gel Documentation, UVItec Limited Avebury
House 36a Union Lane Cambridge CB4 1QB UK) fotografi ¢ekilmistir. Bandlarin
pozisyonu gorsel olarak isaretlenmis ve benzerlik degerleri SPSS 10.0 istatistik

yazilim programiyla hesaplanmistir.
Ribotiplendirme

Tim izolatlar dretici firmanin. [RiboPrinter (Microbial Characterisation
System, DuPont Qualicon,Wilmington, De)] tavsiye ettigi sekilde analize
hazirlanmistir:

Test edilecek susun BHI broth’daki taze kiltiriinden 0ze ile kanh agara

ekim yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi
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uretici firmanin tavsiye ettigi sekilde 40ul 6érnek solusyonu doldurulmus tup icerisine
taze kdlturlerden aktarilarak 5 sn vortekslenmistir. TUpun icerisine ikinci kez ayni
kiltirden tekrar aktarilarak vorteksleme islemi de tekrar edilmistir. Hiicre miktarinin
az ya da ¢ok olmamasina dikkat edilmistir. Stspansiyondan 30 pl cihazin kendi
tiplerine aktarilmis ve 25 dakika istyla muamele cihazinda tutulmustur. Her bir
tlpln Uzerine 5ul A ve 5ul B solusyonlarindan ilave edilmis ve 90 dakika icerisinde
cihaza yuklenmistir. 24-30 saat sonunda sonuglar degerlendirilmistir.

Genetik parmak izi yontemi kullanilarak EcoRI restriksiyon enzimi ile Kkesilen
kromozamal DNA fragmentleri boyutlarina gore ayrilmis, isaretli rRNA operon
problari ile hibridize olmustur. S . aureus’un bilgisayar ortaminda kayitli 252 referans
marker fragmenti izolattan elde edilen fragment ile Kkarsilastirilarak S. aureus
ribotipleri belirlenmistir. Daha sonra ribogruplar belirlenerek, ribogruplar arasindaki
benzerlik orani SPSS 10.0 istatistik yazihm programiyla hesaplanmis ve dendogram

olusturulmustur.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon

Bu calismada Kutahya bolgesindeki gida ornekleri, gida ¢alisanlari, gida
alet- ekipmanlari ve klinik érneklerden toplam 106 S. aureus bakterisi izole edilmistir
(Cizelge 3.1).

Gida 6rneklerinin izolasyonu igin; sit ve sut Grlnleri Kitahya merkez ve
bagh koyler ile mandira, pastaneler, semt pazarlarindan toplanmistir. Et ve et
uranleri icin il merkezindeki kasap ve marketlerdeki et ve et triinlerinden ( beyaz et
ve beyaz et Uriinleri de dahil) ve ayrica Kiitahya Halk Saghgi Laboratuvari’na analiz
edilmek Gzere getirilen ayni tirdeki gida 6rneklerinden (sit, stt trunleri, sitle yapilan
gidalar, et ve et drlnleri) olmak Uzere toplam 82 gida 6rneginden izole edilmistir
(Cizelge 3.1).

Gida elleyicileri ile alet-ekipmandan alinan érneklerin incelenmesinde bu
gida orneklerinin islendigi yerlerdeki gidalarla direkt temas eden kisilerin bogaz-
burun kilturlerinden, ellerinden ve de kullanilan alet ve ekipmandan 6rnek alimi
gerceklestirilmistir. Ozellikle isleme kapasitesi kiiciik isletmelerden ve yerel semt
pazarlarindan numune alimi sirasinda bazi gucliklerle karsilasiimistir. Buralarda
calisanlar ya da bu urunleri pazarlayanlar olumsuz bir durum ciktiginda kendilerinin
sikayet edilecekleri korkusuna kapilmiglar ve ancak bu kisilerin ikna olmalar
sonucuyla kendilerinden numune alma islemi gerceklestirilebilmistir. Bu amacla
toplam 15 izolat izole edilmistir (Cizelge 3.1).

Klinik izolatlar ise; Kitahya Halk Saghgi Laboratuvarina kdltur amacli
gonderilen hastalardan izole edilen kulak, burun, bogaz, balgam, gaita, yara, abse,

meni gibi degisik klinik materyallerden 9 izolat izole edilmistir (Cizelge 3.1).



Cizelge 3.1. izole edilen bakterilerin kaynaklara gore dagilimi

54

incelenen

Kaynak Halk Sag.Lab. Koy Saha Kasap Mandira Pastane Toplam I?ozitif ¥ tizdelik
Ornek Ornek Orani (%)
Peynir 14 7 11 - 1 - 91 33 36,26
Tereyag| 1 - 3 - 1 - 13 5 38,46
Krema - 1 - - 1 - 10 2 20,00
Sit 1 2 1 - 1 - 21 5 23,81
Dondurma 2 - - - - 4 54 6 11,11
Sucuk-Salam 5 - 3 4 - - 43 12 27,91
Kus bag! et - - - 8 - - 21 8 38,10
Kiyma - - - 2 - - 18 2 11,11
Pismis Kofte 1 - - - - 5 1 20,00
Tavuk 3 - - 5 - - 16 8 50,00
Gida Elleyicisi - - - 2 1 4 39 7 17,95
Alet-Ekipman - - - 8 - - 31 8 25,81
Klinik drnekler 9 - - - - - 45 9 20,00
Toplam 36 10 18 29 5 8 407 106 26,04




55

3.2. Identifikasyon

3.2.1. Morfolojik ve biyokimyasal identifikasyonu

Yapilan biyokimyasal testler sonucunda NRRL B 767 referans izolati, MRSA-
1 ve MSSA-6 izolatlari da dahil incelenen toplam 109 izolatin tamaminda gram
boyama, hemoliz, katalaz, koagulaz, lesitinaz aktivitesi, mannitol tuzlu agarda
gelisme, mannitolun anaerobik fermentasyonu, glikozun anaerobik fermentasyonu,
DNaz testleri ile karbonhidratlarin aerobik fermentasyonu testinde kullanilan sukroz,
glikoz, mannitol, maltoz, trehaloz ve fruktoz karbonhidratlari pozitif olarak
bulunmustur. Buna karsilik Ureaz testinde izolatlarin 38’i pozitif, 71’i negatif olarak
degerlendirilirken; jelatinaz testinde ise 24’G pozitif 85’i negatif olarak
degerlendirilmistir. Karbonhidratlarin aerobik fermentasyonu testinde kullanilan
laktoz, ksiloz, rafinoz, arabinoz karbonhidratlari ise negatif olarak bulunmustur.
Izolatlarin 53’uUnun altin sarisi, 39’unun krem rengi, 15’inin beyaz pigment
olusturdugu belirlenmistir. Tum izolatlar S. aureus olarak tanimlanmistir (Cizelge

3.2). Her bir izolatin biyokimyasal test sonuglari EK-1"de verilmistir.

Sekil 3.1. S. aureus’un Baird Parker ve kanl agardaki gorinimi
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Sekil 3.2. Gram boyama ile S.aures’un mikroskobik gérinimu

Cizelge 3.2. Biyokimyasal test sonuglari

Yapilan Test Test Sonug Sayisl

¥ -
Katalaz 109 -
Glikozun anaerobik fermentasyonu 109 -
Koagllaz 109 -
Mannitoliin anaerobik fermentasyonu 109 -
DNaz 109 -
Ureaz 38 71
Jeletinaz 24 85
Lesitinaz 109 -
Hemoliz 109 -
Karbonhidratlarin Fermentasyonu
Siikroz 109 -
Laktoz - 109
Glikoz 109 -
Ksiloz - 109
Rafinoz - 109
Mannitol 109 -
Maltoz 109 -
Arabinoz - 109
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Cizelge 3.2. (Devam) Biyokimyasal test sonuglari

Test Sonug Sayisi
Yapilan Test
+ -
Trehaloz 109 -
Fruktoz 109 -
Pigmentasyon Altin sarisi Krem rengi Beyaz
53 39 15

3.2.2. Vitek otomatik sistem ile analiz

Pepton, basitrasin, optokin, hemiselliloz, %6 sodyum Kklorid, %10 safra,
%40 safra, eskulin, dekarboksilaz baz kontrol, arjinin, Ure, tetrazolyum tuzu,
novobiosin, dekstroz, laktoz, mannitol, rafinoz, salisin, sorbitol, sukroz, trehaloz,
arabinoz, piruvat, pullulan, inulin, mellibiyoz, melisitoz, sellobiyoz, riboz, ksiloz,
katalaz ve beta hemoliz testlerini iceren Vitek analizéri (VITEK Microbiology
Reference Manual, bioMerieux, Inc. Box 15969 Durham, North Carolina 27704-
0969/USA) GPI karti kullanilarak tim izolatlarin %99 oraninda S .aureus oldugu
dogrulanmistir. Ayrica hem geleneksel yontemlerle hem de Vitek GPI kartinda da yer
alan ayni karbonhidrat turleri olan sukroz, laktoz, ksiloz, rafinoz, mannitol, arabinoz,
trehaloz karbonhidratlariyla seker testleri ve Ureaz testi yapilmis, sonuclar uyumlu
bulunmustur. Calismamizda 109 izolat Vitek Otomatik Sistem ile analiz edilmis ve
analiz sonuglari Cizelge 3.3’de verilmektedir. Buna gore; test edilen izolatlarin
timinde pepton, optokin, %6 sodyum klorid, %10 safra, %40 safra, dekstroz,
mannitol, sukroz, trehaloz, katalaz ve beta hemoliz testlerinin pozitif olup, eskulin,
arjinin, novobiosin, laktoz, rafinoz, salisin, sorbitol, arabinoz, piruvat, pullulan,
inulin, mellibiyoz, melesitoz, sellobiyoz, riboz, ksiloz testlerinin ise negatif oldugu
belirlenmistir. Bunun yaninda izolatlarin basitrasin testinde 101’inin pozitif 8’inin
negatif; hemiselliiloz testinde 46’sinin pozitif 63’0nln negatif; Ure testinde 38’inin
pozitif 71’inin negatif; tetrazolyum tuzu testinde ise 58’inin pozitif 51’inin negatif
sonug verdigi belirlenmistir. Her bir izolatin biyokimyasal test sonuglari EK-2’de
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verilmistir. Her bir izolatin basitrasin, optokin ve novobiosine ait antibiyogram profili

EK-3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. S. aureus’un Vitek Otomatik Sistem ile Analiz Sonuglari

Test Test Sonug Sayisi

n -
Pepton 109 0
Basitrasin hassasiyeti 101 8
Optokin hassasiyeti 109 0
Hemiselliiloz 46 63
%6 Sodyum Klorit 109 0
%10 Safra 109 0
% 40 Safra 109 0
Eskulin - 109
Arjinin - 109
Ure 38 71
Tetrazolyum 58 51
Novobiosin hassasiyeti - 109
Dekstroz 109 -
Laktoz - 109
Mannitol 109 -
Rafinoz - 109
Salisin - 109
Sorbitol - 109
Sukroz 109 -
Trehaloz 109 -
Arabinoz - 109
Piruvat - 109
Pullulan - 109
Inulin - 109
Mellibiyoz - 109
Melesitoz - 109
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Cizelge 3.3. (Devam) S. aureus’un Vitek Otomatik Sistem ile Analiz Sonuglar

Test Test Sonug Sayisi

n
Sellobiyoz - 109
Riboz - 109
Ksiloz - 109
Katalaz 109
Beta Hemoliz 109

3.3. Tiplendirme testleri

3.3.1. Fenotipik testler

3.3.1.1. Antibiyotik duyarlilik testi

S. aureus izolatlarinin Kirby-Bauer disk difuzyon yontemi ile NCCLS
(National Commitee for Clinical Laboratory Standarts) standartlarina gore yapilan
antibiyotik duyarlilik testinde toplam 9 antibiyotige karsi antibiyogram yapilmistir.
Antibiyotik duyarhilik test sonuglarina gére mupirosin, teikoplanin, vankomisin’e
karsi direng saptanmamistir. izolatlarin % 91,74°0 penisilin G’ye Karsi direncli
bulunmustur. Cizelge 3.4 de 109 izolatin antibiyotik duyarlilik sonuglari
Ozetlenmistir. Her bir izolatin antibiyogram profili EK-3’de verilmistir. Muller
Hinton agar besiyerinde antibiyotik disklerinin olusturdugu inhibisyon zonlarinin
gorunuma Sekil 3.3’de verilmektedir.

Calismamizda gida elleyicilerinin burun bogaz sdruntilerinden ve bu
kisilerin gahistiklari isletmelerden alinan gidalardan izole edilen S. aureus izolatlari
arasindaki antibiyotik direnci iliskisi X* testi ile yapilarak belirtilmistir Gida
elleyicileri ve gidalardaki S. aureus izolatlarinin bu antibiyotiklere karsi duyarhliklar
arasinda istatiksel olarak fark olmadigi saptanmistir (p>0.05).Test sonuclari Cizelge

3.5’ de gosterilmistir. Her bir izolatin ayrintili istatistik bulgulari EK-4’de verilmistir.
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Sekil 3.3. Muller Hinton Agar besiyerinde antibiyotik disklerinin olusturdugu inhibisyon zonlarinin

gorinimu

Cizelge 3.4. S.aureus izolatlarinin antibiyotik duyarhilik sonuclari

Antibiyotik kodu D* ODD | R %D %O0DD | %R
Klindamicin 74 16 19 67,89 14,68 17,43
Eritromisin 73 18 18 66,97 | 16,51 | 16,51
Fusidik asit 82 17 10 75,23 15,6 9,17
Mupirosin 109 0 0 100 0 0
Oksasilin 103 0 6 94,5 0 5,5
Penisilin G 9 0 100 8,26 0 91,74
Teikoplanin 104 5 0 95,41 4,59 0
Trimethofrim/Sulfamethoksazole 12 7 90 11,01 6,42 83,48
Vankomisin 109 0 0 100 0 0

* D: Hassas, ODD: Orta Derecede Hassas, R: Direncli, %: yuzde oran
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Cizelge 3.5. Gida elleyicileri ile gidalardaki S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarhlik test

sonuglarinin karstlastiriimasi

Antibiyotik kodu P degeri
Klindamisin (p>0.05)
Eritromisin (p>0.05)
Fusidik asid (p>0.05)
Mupirosin (p>0.05)
Oksasilin (p>0.05)
Penisilin G (p>0.05)
Teikoplanin (p>0.05)
Trimethofrim/Sulfamethoksazol (p>0.05)
Vankomisin (p>0.05)

3.3.1.2. SET-RPLA (Staphylococcal Enterotoxin test by reversed passive latex

aglutination) ile enterotoksin analizi

Test edilen toplam 99 izolat arasinda NRRL B-767, Peynir 7 ve Sucuk 2-10
izolatlarinin hicbir enterotoksini Uretmedigi (%3.03), Peynir 2, Y-4 (tavuk eti), 438
(tavuk) izolatlari olmak Uzere g izolatin C ve D enterotoksinlerini birlikte Grettigi
(%3.03), geri kalan 93 izolatin tuminin ise D enterotoksinini rettigi (%93.93)
belirlenmistir (Cizelge 3.6). Klinik izolatlara SET-RPLA ile toksin analizi

uygulanmamistir.



Cizelge 3.6. SET-RPLA ile Enterotoksin Testi Analizi Sonuglari
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izolat Kaynak Toksin Uretimi
NRRL B 767 United States Department of Agriculture, Negatif
AR.S
Pey.7 Ahiler Kéyu Negatif
Pey.8 Ahiler Koy D
Pey.10 Belkavak Koyt D
Krema.39 Ahiler Koy D
Pey.18 Kitahya Merkez D
Pey.19 Kitahya Merkez D
Pey.22 Kitahya Merkez D
Yag.25 Kitahya Merkez D
Siit.26 Kitahya Merkez D
Kakaolu Dondur.27 Kitahya Merkez D
Peynir.28 Kitahya Merkez D
Peynir.28-A Kitahya Merkez D
Peynir.29 Belkavak Kgyl D
Sit.30 Kumluyurt Kéyi D
Tereyag.31 Muhatbogazi Kéyu D
Tereyag.32 Kitahya Merkez D
Peynir.33-A Kitahya Merkez D
Yeni Sucuk Halk Sag.Lab. D
Siit.36 Kumluyurt Koyu D
Sit.36-B Muhatbogazi Koy D
Peynir-38 Kitahya Merkez D
Tereyag-39 Kitahya Merkez D
Peynir-40 Kitahya Merkez D
Peynir-41 Kitahya Merkez D




Cizelge 3.6. (Devam) SET-RPLA ile Enterotoksin Testi Analizi Sonugclar
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izolat Kaynak Toksin Uretimi
Peynir-43 Kitahya Merkez D
Peynir-44 Kitahya Merkez D
Peynir-1 Mandira D
Peynir-2 Halk Sag.Lab. C,D
Peynir-3 Halk Sag.Lab. D
Peynir.11-10 Halk Sag.Lab. D
Peynir.4-L Halk Sag.Lab. D
Peynir.5-C Halk Sag.Lab. D
Kremalé. Halk Sag.Lab. D
Tereyag.2-M Halk Sag.Lab. D
Sit.1-H Halk Sag.Lab. D
Peynir.D Mandira D
Peynir.9 Halk Sag.Lab. D
[-8.Sakizl Don. Pastane D
I-1 Gida Elleyicisi-Pastane D
Y-1.Kusbas! Et Kasap D
Y-4.Tavuk Et Kasap C,D
Y-7.Kuzu Eti Kasap D
Y-8.Kesim Yeri Kasap D
Y-8-A.Kusbas! Et Kasap D
Y-11 Gida Elleyicisi-Kasap D
Y-15.Et Cengeli Kasap D
Y-17.Kiyma Makinesi Kasap D
Y-18.Et Legeni Kasap D
Y-19.Kiyma Et Kasap D
Y-20. Et Kasap D
Y-20-A. Sucuk Kasap D




Cizelge 3.6. (Devam) SET-RPLA ile Enterotoksin Testi Analizi Sonuglari
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izolat Kaynak Toksin Uretimi
Y-Satir Kasap D
Y-Makine-6 Kasap D
Y-* Tavuk Kasap D
E-1-6 Sucuk Kasap D
E-1-7 Et Kasap D
E-1-10 Salam Kasap D
E-2-17 Sucuk Kasap D
E-2-18 Sucuk Kasap D
438 Tavuk. Halk Sag.Lab. C,D
439 Tavuk. Halk Sag.Lab. D
464 Sucuk. Halk Sag.Lab. D
468 Kofte. Halk Sag.Lab. D
Sucuk -B Kitahya Merkez D
Sucuk 22-9 Kitahya Merkez D
Sucuk -8 Kiitahya Merkez D
Sucuk -2-A Kasap D
Kusbas! Et.2-A Kasap D
Baget-14 Kasap D
Bonfile-13 Kasap D
Kanat-10 Kasap D
Kanatl10-A Kasap D
Kiyma Kasap D
Sucuk 2-10 Kasap Negatif
Dana Eti -A Kasap D
Dana Eti —2a Kasap D
Tahta Kasap D
Satir-1 Kasap D




Cizelge 3.6. (Devam) SET-RPLA ile Enterotoksin Testi Analizi Sonuglari

65

izolat Kaynak Toksin Uretimi
Burun Gida Elleyicisi-Kasap D
K-1 Burun Gida Elleyicisi-Kasap D
M.K.(Bog.Bur.) Gida Elleyicisi-Mandira D
48-Peynir Kiitahya Merkez D
528-Peynir Halk Sag.Lab. D
Peynir.5-G Halk Sag.Lab. D
Peynir.377 Halk Sag.Lab. D
Peynir.432 Halk Sag.Lab. D
Peynir.433 Halk Sag.Lab. D
Peynir.433-B Halk Sag.Lab. D
Peynir.506 Halk Sag.Lab. D
Peynir.508 Halk Sag.Lab. D
Dondurma.454 Halk Sag.Lab. D
Dondurma.482 Halk Sag.Lab. D
I-3 Gida Elleyicisi-Pastane D
i-2 Gida Elleyicisi-Pastane D
[-6.Karamelli Don. Pastane D
-7 Gida Elleyicisi-Pastane D
I-5.Cilekli Don. Pastane D

3.3.1.3. Toplam hiicre proteinlerinin SDS- PAGE elektroforez ile analizi

SDS-PAGE teknigi ile %12 ayirma ve %3 yigma jelinde bazi izolatlardan

elde edilen protein bandlari Sekil 3.4°te gosterilmistir.

Sekildeki drnek protein profilinde de goraldigi gibi ayni molekil agirhgina

sahip proteinler jel (zerinde benzer bandlar olusturmustur. Band olusumlarinin

standart marker bandlariyla ve standart referans S. aureus izolatina ait bandlarla
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uyumlu oldugu g6zlenmistir. Bazi kisimlarda molekul agirliklari ayni ya da birbirine
cok yakin olan bu bandlarin, birbirleriyle cakisarak net bir ayirimi yapilamamistir.
Sekilde de goruldugi gibi marker olarak kullanilan ve 7 no’lu cukurda yer alan genis
aralikli protein isaretleyicisi jel Gzerinde farkli molekdl agirhgina sahip 11 farkl

molekul agirlhiginda bandlar olusturmustur.

Sekil 3.4. Toplam hiicre protein profilleri. Soldan saga dogru 1; i-3 (Gida elleyicisi-pastane) 2; i-7
(Gida elleyicisi-pastane) ,3; i-1 (Gida elleyicisi-pastane), 4; I-2 (Gida elleyicisi-pastane), 5;
i-6 (Karamelli Don.), 6; i-8 (Sakizli Don.), 7; marker, 8; MRSA-1, 9; I-5 (gilekli
dondurma), 10;,Peynir-38, 11; Peynir-508, 12; 468 kofte,13; E 1-10 (salam),14; K-
12,(idrar), 15; K-5 (Yara) izolatlari yer almaktadir

Marker ve izolatlara ait protein bandlarinin birbirlerine yuksek oranda
benzerlik gosterdikleri ve ortak band olusturduklari belirlenmistir. Birinci ¢ukurda
yer alan; i-3 ile ticlincti cukurda yer alan; I-1 izolatlariyla; ikinci cukurda yer alan; I-
7, dordiinci cukurda yer alan; i-2, besinci cukurda yer alan; I-6, altinci gukurda yer
alan; 1-8 ve dokuzuncu cukurda yer alan I-5 izolatlari birbirleriyle benzer band
olusturmuslardir. Tim izolatlarin bu sekilde SDS-PAGE ile protein bandlar
olusturulmus ve benzer sonuclar elde edilmistir. Olusan protein band profilleri
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Sekil.3.5’deki dendogramda gosterilmektedir Band olusumu dizglin c¢ikmayan

izolatlar yeni jellere yiiklenerek islemler tekrarlanmistir.
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Calismamizda 6zellikle ayni yerde calisan Kisilerle oradaki gidalardan ve
alet-ekipmandan izole ettigimiz izolatlar arasinda, diger izolatlardan farkli olarak
belirgin bir band ayirimi gézlenmemistir. Elde ettigimiz dendograma gore olusan
gruplarin aralarindaki benzerlik yiizdesi diistik olarak belirlenmistir.

3.3.1.4. Yag asitleri metil esterlerinin (FAME) analizi

Hucresel yag asiti profilleri, MIS (Microbial identification System)’in
icerdigi veri tabanina gore analiz edilmistir. Analize alinan toplam 109 izolatin 22’si
(% 20.18) Staphylococcus sp. (S. xylosus, S. warneri, S. simulans,) olarak
tanimlanirken, bu izolatlar igerisinde sadece 7’si (% 6.42) S. aureus olarak
tanimlanmistir. Bir bélim izolatin ise veri tabaninda karsihg bulunamamistir. EK-
5’de test edilen batun izolatlarin MIDI sistem ile elde edilen yag asitleri profilleri
verilmektedir. EK-6’da CLIN 50 veri tabanina goére S. aureus izolatlarinin
identifikasyon sonugclari verilmistir.

Test edilen izolatlarin icerdikleri yag asitlerine gore akrabalik iligkileri
cluster analizi ile belirlenmistir (Sekil 3.6). Buna gdre birbiriyle iliskili A, B, C, D, E
olmak Uzere 5 ana grup olusturmuslardir. Bu gruplarda yag asitleri bulunma oraninin
cok yiksek oldugu ve ortak olarak bulunan yag asitleri 14:0 1SO, 15:0 ISO, 15:0
ANTE ISO, 16:0, 17:0 ANTE ISO, 18:1W9C yag asitleri olmakla birlikte 15:0
ANTE ISO yag asitinin tim izolatlarda bulunma oraninin % 99.09, ortalamasinin;
43,12, Standart sapmasinin; 7,87 oraninda oldugu belirlenmistir. Olusan dendograma
gore gruplar igerisindeki izolatlar arasindaki mesafe izolatlarin tamamina yakin
kisminda 10 ve daha altinda oldugu ve bu izolatlarin ayni tiire ait olabilecegi
belirlenmistir. En dlsuk oranda bulunan yag asitleri ise %0.91 oraniyla
10:00,12:030H, 14:0ANTEISO, 16:0ALCOHOL, 16:1W11C, 1SO17:1W9C,
18:020H,20:1W7C yag asitlerinde elde edilmistir.
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Test edilen izolatlarda %1 ve daha fazla oranda gorilen yag asitlerinin
ortalamasi, yuzdelikleri ve standart sapmasi Cizelge 3.7‘de verilmektedir. Yag
asitleri metil esterlerinin (FAME) ayrintili analiz sonuclari EK-5’de verilmistir.

Farkli yerlerden alinan izolatlar arasinda ayni yag asitleri bulunmus ve
izolatlarin yag asitleri analizlerinde genis bir heterojenite belirlenmistir.

Ayni yerden izole edilen Y-17, Y-18, Y-20-A, Y-19, Y-20, Y-7, Y-Mak.6,
Y-satir, Y-8, Y-8-A, Y-4, Y-11, Y-1, Y-15 izolatlari; E 2-17, E 2-18, E 1-10, E 1-6,
burun, kiyma; K-1, tahta, Dana eti a, Baget 14, Bonfile 13, sucuk 22.9 izolatlari ile
yine ayni yerden izole edilen i-5, -7, 1-8, i-3, I-6 1-1, i-2 izolatlari; farkli yerlerden
izole edilen izolatlarla benzer yag asiti profili olusturmuslardir.

S. aureus izolatlarinin hicresel yag asitleri analizi ile yaptigimiz
identifikasyonda spesifik bir identifikasyon elde edilememistir. izolatlar ile elde
edildikleri kaynaklar arasinda bir iligki belirlenememistir. Kullanilan NRRLB-767 S.
aureus izolatinin icerdigi yag asitleri diger izolatlarin yag asitleriyle benzer bulunmus
olmasina ragmen MIS ‘in veri tabaninda izolatlarin isimlendirilmelerinin tam
karsthg! bulunamamistir.

Cluster analizine gore; izolatlar arasi mesafe 2.5 ve daha alti ise bu izolatlarin
ayni izolatin farkl tiplerinin olabilecegi belirtilmektedir (57). Bu degerlendirmeye
gore calismamizda izolatlar arasi mesafesi 2.5 ve alti olan ve ayni izolatin farkh
tipleri sunlardir: K-15 -E 2-17; Y-11-K-1; Y-*-K-14; Baget 14-Peynir 5C; Yag 32-
st 26;Peynir 18-439; Peynir 9- Peynir 2; Peynir 8- Peynir 7; K-5- K-9;E 1-10- E 1-6;
Burun 1-5; S.U.Vaj-HY idr; Sucuk 2-10- 468; 1-2-1-8; izolatlar ikiserli
iliskilendirilirken, Y-8-Y-8 a izolatlar1 dnce kendi aralarinda daha sonra da Dana eti a
izolatiyla iligkili bulunmustur. Bonfile-13-Y-19 izolatlari arasinda once ikili bir
iliskisinin oldugu ve daha sonra bu izolatlar ile Ter-2M-48 izolatlarinin 438 izolatiyla

olusturdugu grubun iliskili oldugu bulunmustur.



Cizelge 3.7.

izolatlarin %1 ve daha fazla oranda icerdikleri yag asitlerinin bulunma yiizdesi, ortalamasi

ve standart sapmasil

Yag asidi Bulunma orani (%) | Ortalama | Standart Sapma
09:00 1,81 0,1 0,08
10:00 0,9 0,5 0
11:0ANTEISO 1,82 0,27 0,25
12:00 8,18 0,26 0,18
13:01SO 33,63 0,31 0,20
13:0 ANTEISO 51,82 0,41 0,13
12:030H 0,91 0,44 0
13:00 1,82 0,05 0,07
14:0 1SO 99,09 5,73 2,12
14:0ANTEISO 0,91 0,04 0
14:00 95,5 2,34 1,07
15:0 I1SO 99,09 4,08 1,02
15:0 ANTEISO 99,09 43,12 7,87
16:0NALCOHOL 0,91 0,5 0
16:0 I1SO 98,18 1,95 1,09
16:1W11C 0,91 0,11 0
16:00 99,09 6,54 2,45
16:010METHYL 6,36 0,36 0,44
1ISO17:1W9C 0,91 0,45 0
15:030H 38,18 4,98 4,51
16:010METHYL 3,64 0,56 0,33
17:01SO 60,91 0,84 0,58
17:0 ANTESO 99,09 3,06 3,06
17:1W8C 1,82 0,33 0,3
17:0CYCLO 1,82 0,44 0,29
17:00 47,27 0,41 0,16
18:01SO 40,91 0,63 0,39
18:1W9C 99,09 4,04 2,34
18:1W7C 66,36 1,10 0,42
18:00 94,55 9,00 3,38
17:030H 1,82 0,96 1,1
19:01S0 10,0 0,30 0,14
19:0 ANTEISO 38,18 0,63 0,36
19:0CYCLOWSC 1,82 0,34 0,33
19:00 34,55 0,78 0,38
18:020H 0,91 0,31 0
20:4W6,9,12,15C 86,36 1,12 0,35
18:030H 2,73 0,42 0,21
20:01S0 2,73 0,32 0,12
20:2W6,9C 88,18 2,77 1,47
20:1W9C 73,64 2,14 1,00
20:1W7C 0,91 0,15 0
20:00 94,55 4,22 2,78




72

Ayni sekilde K-36-b- ile Ter-31kendi aralarinda daha sonra da K-28-a izolati ile
iliskili oldugu bulunmustur.Y-4-Sucuk B arasinda énce ikili bir iliski daha sonra bu
izolatlar ile 433-b arasinda bir iliski ve tiimiiniin ise i-6 izolati ile aralarinda bir iliski
belirlenmistir. 508-satir-1 arasinda once ikili bir iliski daha sonra bu izolatlar ile
M.K.Bur-Bog arasinda bir iliski ve tuminin ise satir izolati ile aralarinda bir iligki
belirlenirken; bu grup énce P-377-506 izolatlari arasinda yeni bir grup olusturmus ve
olusan bu yeni grup da ve krema 39 ile I-3 izolatlari arasindaki ikili grupla birlesmis
ve daha sonra ise tum sayilan grup iliskili bulunmustur. Kaynagi ayni olan izolatlar
arasindaki benzerlige karsilik, kaynaklari birbirinden farkli olan klinik izolatlarla gida
orneklerinin ve st drnekleri ile et 6rnekleri gibi farkh gida 6rneklerinin yag asitleri

benzer bulunmustur.

3.3.2. Genotipik testler

3.3.2.1. Kromozamal DNA’nin pulsed field jel elektroforez (PFGE) ile analizi

PFGE Analiz Yontemiyle 28 izolatin genotipik benzerlikleri Smal enzimi
kullanilarak arastirilmistir.  izolatlarin  olusturduklari gruplar Cizelge 3.8°de
verilmistir. Gida elleyicileri ile alet-ekipmandan alinan drneklerin incelenmesinde bu
gida orneklerinin islendigi yerlerdeki gidalarla direkt temas eden kisilerin burun
kilttrlerinden, ellerinden ve de kullanilan alet ve ekipmandan alinan drnekler analiz
edilmistir. PFGE band profilleri Sekil 3.7°de goruldigl gibidir.

Olusan band profillerine gore dokuz farkli band profili ortaya ¢ikmistir.
Sekil 3.8’de PFGE analizi ile izolatlarin 6rnek PFGE profili gérilmektedir. E 2-17, E
2-18, E 1-10, E 1-6, Y-8, Y-15- Y-20-a izolatlari birinci grup; Y-18, Y-19, Y-Mak.6,
Tahta izolatlar ikinci grup; I-1, 1-3, 1-6 izolatlari tigingti grup; I-2, 1-5, i-7, 1-8
izolatlari dérdlncl grup; Y-satir, Y-*, Y-17, satir-1 besinci grup; Y-8 a, E 1-7;
altinci grup; Burun izolati yedinci grup ve Y-20, Y-11 izolatlari sekizinci grup ve
Dana eti a izolatinin da dokuzuncu grubu olusturduklari belirlenmistir. Olusan

dendograma gore 1 ve 3. grubun birbirlerine yaklasik % 98 oraninda benzer oldugu;
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bu iki grubun 6. grup ile %85’in Uzerinde benzer ve diger tim gruplarin birbirleriyle
%75’in Gzerinde benzer olduklari belirlenmistir. Gruplar arasi benzerlik ytzdesi Sekil

3.8’de goruldugu gibidir.

Sekil 3.7. Test edilen bazi S. Aureus izolatlarinin PFGE profilleri . 1.ve 15. ¢ukur, marker; 2: Y-8 a; 3:
satir-1; 4: Burun; 5: E 1-6; 6:E 1-7; 7:E 1-10; 8: E 2-18; 9 :-1; 10: i-2; 11: i-3; 12: I-5;
13:1-6; 14: i-7

Benzerlik ylzdesi

Pulsotip
100 93 o0 25 ] 7
Mum T t t t t t
Pl 1
P3 g J —
PA ]
P5 5
P4 4
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P2 2
P? 7
] 8

Sekil 3.8. S.aureus izolatlarinin PFGE analizi ile benzerlik oranlari



Cizelge 3.8. izolatlarin PFGE analizine gore olusturduklari gruplar

izolat Kaynak PFGE grubu
KASAP 1
Y-8-A.Kushasl Et | Kasap 6
Y-8.Kesim Yeri Kasap 1
Y-11 Gida Elleyicisi-Kasap 8
Y-15.Et Cengeli Kasap 1
Y-17.Kiyma Kasap 5
Makinesi
Y-18.Et Legeni Kasap 2
Y-19.Kiyma Et Kasap 2
Y-20. Et Kasap 8
Y-20-A. Sucuk Kasap 1
Y-Satir Kasap 5
Y-Makine-6 Kasap 2
Y-* Tavuk Kasap 5
KASAP 2
E-1-6 Sucuk Kasap 1
E-1-7 Et Kasap 6
E-1-10 Salam Kasap 1
E-2-17 Sucuk Kasap 1
E-2-18 Sucuk Kasap 1
Dana Eti -A Kasap 9
Tahta Kasap 2
Satir-1 Kasap 5
Burun Gida Elleyicisi-Kasap 7
PASTANE
i-8.Sakizl Don. Pastane 4
i-1 Gida Elleyicisi-Pastane 3
I-3 Gida Elleyicisi-Pastane 3
I-2 Gida Elleyicisi-Pastane 4
i-6.Karamelli Pastane 3
Don.
I-7 Gida Elleyicisi-Pastane
i-5.Cilekli Don. Pastane




75

3.3.2.2. Ribotiplendirme

Bu calismada, 32 izolatin Eco RI enzimi kullanilarak ribotiplendirme ile
benzerlikleri arastiriimistir. izolatlarin Ribotiplendirme yéntemine gore olusturdugu
ribogruplar Cizelge 3.9°da gorilmektedir. Benzer band profilleri olusturan yedi grup
belirlenmistir. Sekil 3.9’da test edilen izolatlar ve bunlarin ribogruplarini

verilmektedir.

Sekil 3.9. S.aureus izolatlarinin ribotiplendirme profilleri

Birinci grup; NRRL B 767, E 2-17, E 2-18, E 1-10, E 1-6, Y-15, Y-7, Y-8,
Y-18, Burun ve Y-tahta izolatlarindan olusmustur. Ikinci grupta sadece Y-20-A
izolatl yer almaktadir. I-5, i-7, I-8, i-3, 1-6 Y-20, Y-11, E 1-7 Y-8 A,Y-satir, Y-17
izolatlari Gg¢lnci grubu olusturmustur. Dérdincl grupta Y-19 izolati yer almaktadir.

Altinci grupta; Y-1ve Kiyma izolatlari yer almistir. Yedinci grupta; -1, Y-Mak.6
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izolatlari ve sekizinci grupta ise; Dana eti a, Y-*, satir-1, 1-2 izolatlari benzer band
profilleri vererek farkli gruplari olusturmuslardir.

Olusan dendograma gore 3. ve 7. grup ile 6. ve 8. grubun birbirlerine
yaklasik % 98 oraninda benzer olduklari ve diger tim gruplarin birbirleriyle %75’in
uzerinde benzer olduklar belirlenmistir. Gruplar arasi benzerlik yuzdesi Sekil 3.10°da

goruldugu gibidir.

Benzerlik ylzdesi
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Sekil. 3.10. Ribotiplendirme gruplarinin benzerlik ytizdesi

Cizelge 3.9. izolatlarin Ribotiplendirme yontemine gére olusturduklari gruplar

izolat Kaynak Ribotiplendirme grubu
NRRL B 767 United States Department of 1
Agriculture, AR.S

KASAP 1

Y-1.Kusbas! Et Kasap 6
Y-7.Kuzu Eti Kasap 1
Y-8.Kesim Yeri Kasap 1
Y-8-A.Kusbas! Et Kasap 3
Y-11 Gida Elleyicisi-Kasap 3
Y-15.Et Cengeli Kasap 1
Y-17.Kiyma Makinesi Kasap 3




Cizelge 3.9. (Devam) izolatlarin Ribotiplendirme yéntemine gore olusturduklari gruplar
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izolat Kaynak Ribotiplendirme grubu
Y-18.Et Legeni Kasap 1
Y-19.Kiyma Et Kasap 4
Y-20. Et Kasap 3
Y-20-A. Sucuk Kasap 2
Y-Satir Kasap 3
Y-Makine-6 Kasap 7
Y-* Tavuk Kasap 8
Y-Tahta Kasap 1
KASAP 2

E-1-6 Sucuk Kasap 1
E-1-7 Et Kasap 3
E-1-10 Salam Kasap 1
E-2-17 Sucuk Kasap 1
E-2-18 Sucuk Kasap 1
Kiyma Kasap 6
Dana Eti —A Kasap 8
Satir-1 Kasap 8
Burun Gida Elleyicisi-Kasap 1
PASTANE

[-8.Sakizl Don. Pastane 3
I-1 Gida Elleyicisi-Pastane 7
i-3 Gida Elleyicisi-Pastane 3
i-2 Gida Elleyicisi-Pastane 8
i-6.Karamelli Don. Pastane 3
-7 Gida Elleyicisi-Pastane 3
I-5.Cilekli Don. Pastane 3
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4. TARTISMA , SONUC ve ONERILER

S. aureus, yumusak doku enfeksiyonlari, toksik sok sendromu, solunum
sistemi enfeksiyonlari, endokardit, besin zehirlenmesi, septik artrit, osteomyelit,
menenjit, sepsis ve bakteriyemi gibi bir ¢ok enfeksiyonun primer etkenidir [41,
70]. Ayrica gidalarda zehirlenmelere yol acan ve hastane enfeksiyonlarinda ilk
siralarda yer alan firsat¢l patojendir. Tim yas gruplarinda enfeksiyonlara neden
olur ve her yerde bulunabilir. Enfekte kisiler ve saghkli tastyicilar bu hastalig
yaydiklari icin belli servisler, ameliyathaneler ve gida isletmeleri igin 6zel bir
tehlike arzederler. Son yillarda cerrahi yara enfeksiyonlarinin en buyuk etkeni
olarak tanimlanmislardir.

Hayati tehdit eden nozokomiyal enfeksiyonlardan en sik soyutlanan
etkenlerin basinda gelen Stafilokoklar, antibiyotiklere karsi gittikce artan
direnclilikleri sebebiyle gerek hastanelerde ve gerekse toplum kokenli
enfeksiyonlarda biyk bir saglik sorunu haline gelmistir [33, 36, 41, 70].

Ozellikle kisisel temas ile yayilmakta, daha seyrek olarak ta hava yolu
ve kontamine esyalar ile temas sonucu bulasmaktadirlar. Hastane ortaminda
bakterinin enfekte kisiden saglik personelinin elleri ve giysileri ile aktariimasi
onemli bir bulasma yoludur. Insan ve hayvanlarda sebep olduklari apse, sivilce ve
enfekte yaralarda yerleserek buralardan gida maddelerine bulasabilirler.
Yetiskinlerde burun, S. aureus’un en yogun bulundugu bdlgelerden biridir. Nazal
tastyicihik orani genel populasyonda %10-40 arasinda degismektedir. Bu gibi
Kisiler kendileri ve baskalari icin tehlike kaynagidirlar. Bunlarin herhangi bir
gidanin hazirlanmasi, depolanmasi veya dagitilmasinda calismasi o gidanin soz
konusu mikroorganizmalarla bulagsma olasiligini arttirmakta, bu Kkisilerce
kontamine edilen gidalar besin zehirlenmesine neden olmaktadirlar. S. aureus
enfeksiyon ve besin zehirlenmesi gelistirme riski acisindan, gidalar ile strekli icli
dish olan gida elleyicilerinin  6zellikle burun patojen mikroorganizma

tastyicithginin toplum icin ne kadar blyk bir risk olusturdugu ortadadir [1].



79

Gida enfeksiyon ve intoksikasyonlarina neden olan c¢ok sayida
mikroorganizmadan sadece bazilari ¢ok 0zel éneme sahiptir. S. aureus’da bu
bakterilerden biridir. Neden oldugu patojenitenin en alt duzeye indirilmesi igin
verilen ugraslara karsin enfeksiyon ve intoksikasyonlarin istenilen diizeyde
azalmamasi, gida kaynakli bu patojen ve toksinlerin gilarda her gegen gin daha
guvenilir yéntemlerle ve dogru olarak belirlenmesini zorunlu hale getirmektedir.

Gerek enfeksiyonlara yol agmadaki patojenitesi ve gerekse gidalarda
meydana getirdigi zehirlenmeler sebebiyledir ki; bu bakterinin Uzerinde c¢ok
sayida arastirma yapilmis ve yapiimaya devam etmektedir.

Calismamizda kullandigimiz izolatlar Kiitahya ili’nde ¢ok genis dagitim
kapasitesine sahip ve cogu uUrunlerinde Tirk Gida Kodeksi’ne gore Uretim
sertifikasi almis olan; kasap, mandira ve pasta imalathanelerinden toplanmistir.

Bu amagla, biyik bir pasta imalathanesi, her turli blyuk bas, kicik bas
ve kiimes hayvani et cesitlerini blnyesinde bulunduran kasaplar; yine ¢ok fazla
sit ve sut drdnundn islendigi  mandiralar segilmistir.  Ayni  zamanda
imalathanelerin ilin degisik mahalle ve semtlerinde Urunlerini pazarladiklari satig
noktalarindan da gida numuneleri alinmigtir. St Grdnleri islendikleri mandiralara
ildeki koylerden buyuk st tanklariyla gelmektedir. Bunun yaninda belirli
kdylerden imkanlar 6lcusiinde sut ve sut Urinleri steril kavanozlara alinarak ve
soguk zincir halkasiyla laboratuvara getirilmis ve analize alinmistir. Yine farkh
mandiralardan, kasaplardan, pastanelerden, semt pazarlarindan alinan gida
numuneleri ayni sartlarda analiz icin laboratuvara getirilerek, incelemeye
alinmistir.

ikinci grup izolasyon olan gida elleyicileri ve alet ve ekipmandan
orneklerin alinmasinda, orneklerinin islendigi yerlerdeki gidalarla direkt temas
eden Kisilerin bogaz-burun kdlturlerinden, ellerinden ve de kullanilan alet ve
ekipmandan 6rnek alimi gerceklestirilmis ve laboratuvara getirilerek analiz
edilmistir.

Uciincli grup izolasyonda ise, Kitahya Halk Saghgi Laboratuvari’na
kaltar amacli gonderilen hastalardan izole edilen kulak, burun, bogaz, balgam,

gaita, yara, abse, meni gibi degisik klinik materyaller alinmig ve incelenmistir.
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Calismamizda 3’0 referans S. aureus olmak Uzere toplam 109 izolat
biyokimyasal testlere tabii tutularak identifiye edilmistir.

Calismamizda izolatlarin identifikasyonu icin geleneksel identifikasyon
yontemlerine paralel olarak farkh test gruplarini iceren Vitek analizori (Vitek
Microbiology Reference Manual, BioMerieux,Inc. Box 15969 Durham, North
Carolina 27704-0969/USA) GPI karti kullanilarak tim izolatlarin %99 oraninda
S. aureus oldugu dogrulanmistir. Ayrica hem geleneksel yontemlerle hem de
Vitek GPI kartinda da yer alan ayni karbonhidrat tirleri olan sukroz, laktoz,
ksiloz, rafinoz, mannitol, arabinoz, trehaloz karbonhidratlariyla seker testleri
yapilmis, sonuclar uyumlu bulunmustur. Yine geleneksel yontemlerle yapilan lre
testi de Vitek analizort ile uyumlu bulunmustur.

Odemeru ve ark. [19] gida zehirlenmelerine yol acan bakterileri
geleneksel yontemler ve Vitek analizori ile identifiye etmisler ve Vitek analizori
ile identifikasyonun geleneksel yontemlerle yapilan identifikasyonla
karsilastirildiginda bu yontemin isgiicinii ve insan kaynakli hatalalari azalttigini,
Ozellikle gida zehirlenmelerine yol agan bakterilerin identifikasyonunda givenilir
ve spesifik bir yontem oldugunu belirtmislerdir.

Ulkemizde yapilan bir calismada arastirmacilar Gilhane Askeri Tip
Akademisi mutfaginda calisan ve gida isi ile ugrasan personelin ellerindeki
bakteriyel kontaminasyonu belirlemeyi amaclamiglardir. Gida isi ile ugrasan
personelin eldiven giymeden ve giydikten sonra alinan érnekleri incelenmis ve en
yaygin bakteri olarak %70 oraninda S. aureus bulunurken, bunu %56.7 ile
Koagulaz Negatif Stafilokoklar, %21.7 ile Difteroit basiller, %10.5 ile Basillus
tarleri, %7.8 ile Escherichia coli takip etmistir. S. aureus ve Escherichia coli’nin
yilksek oranlarda gorilmesi; zayif hijyen olarak belirtilmistir. X testi ile
yaptiklari istatistiksel analiz sonuclarina gére eldiven giyildikten sonra elde edilen
bakteriyal yik orani ile eldiven giyilmeden 6nce elde edilen bakteriyal yiik orani
arasindaki iliski incelendiginde, eldiven giyildikten sonra kaydedilen bakteriyel
yukun daha distk oldugunu ve (p<0.05) degeri bulmuslardir, bu sonu¢ anlamli
olarak degerlendirilmistir. Arastirmalarinin sonucunda gida elleyicilerinin énemli
bir kontaminasyon kaynagi olduklarini, kurumlarin gida glvenligi agisindan

personel hijyenine 6nem vermeleri gerektigini 6nermislerdir [11].
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Shale ve ark. [32] Giiney Afrika’da farkli mezbahalardaki kesim
yerlerindeki inek etlerinden izole ettikleri Stafilokok tirleriyle yaptiklari
arastirmada karkaslardan bulasan stafilokoklarin kontaminasyon seviyesini
azaltici  hijyen uygulamalarinin yetersiz oldugunu belirtmigler ve gida
elleyicilerinden, yiizeyden, ekipman ile cevreden kaynaklanan Stafilokokal
kontaminasyon seviyesinin azaltilmasi icin Gretim asamasinda hijyen kriterlerinin
yeniden gdzden gecirilmesini tavsiye etmislerdir.

S. aureus izolatlarinin Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile yapilan
antibiyotik duyarlilik test sonuclarina gére mupirosin, teikoplanin, vankomisin’e
karsi direnc saptanmamistir. izolatlarin % 91,74’U penisilin G’ye Karsi direncli
bulunmustur.

Sacilik [45], degisik hastanelerden topladigi izolatlarin timuindn
vankomisine duyarli oldugunu, MSSA izolatlarinin  %91.70’inin penisilin G’ye
direncli olduklarini bildirmistir.

Gundogan ve ark. [50]; et ve tavuk drneklerinden izole ettikleri S.aureus
izolatlarinda  antibiyotik  direncini  Kirby-Bauer yontemiyle arastirmiglar
%67.5’inin metisiline, %87.5’inin basitrasine, %53.8’inin penisilin-Gye ve %7.5’
inin ise eritromisine direncli oldugunu; tim izolatlarin ise vankomisine, duyarli
olduklarini belirtmislerdir. Arastirmacilar, penisilin-Gye olan direnci hayvan ve
insanlarda tedavi amaciyla ¢ok vyaygin bu antibiyotigin kullanildigina
baglamislardir. Ozellikle gidalardaki antibiyotik direncli izolatlarin, gida
hazirlanmasinda zayif sanitasyonun goéstergesi olabilecegini ve de tiketicinin
sagligl yoniinden risk tastyabilecegini vurgulamiglardir.

Tondo ve ark. [67]; sut Grinleri isleyen bir fabrikadaki gidalarin S.
aureus ile kontaminasyonu analizinin yapilmasi ve degerlendirilmesinde; PFGE
ve antibiyotik direncini arastirmiglardir. Calismalarinda penisilin G, eritromisin,
klindamisin, oksasilin, sephalotin, gentamisin, sulfametoksazol/trimethofrim ve
vankomisin antibiyotiklerinden yararlanmiglardir. Bu amacgla personelden,
islenmemis sutten ve islenmis sut Griinlerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin
antibiyotik duyarlihklarini  degerlendirmislerdir. Izolatlarin penisilin  G’ye

sirasiyla %94.4, %47.3 ve %50 oranlarinda direnc gosterdiklerini; oksasilin,
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sephalotin, gentamisin, sulfametoksazol/trimethofrim ve vankomisin’e Kkarsi ise
duyarh olduklarini tesbit etmislerdir .

Pesavento ve ark. [33]; islem gérmemis et Urtinlerinden izole ettikleri S.
aureus izolatlarinda antimikrobiyal direng profillerini arastirmiglar ve toplam 42
izolatta gerceklestirdikleri calismada izolatlarin timinin metisilin, teikoplanin ve
vankomisine Kkarsi duyarli olduklarini belirlemislerdir. Sonug¢ olarak sadece
nozokomiyal degil, cevresel kaynakli izolatlarda da antibiyotiklere karsi direncin
oldugunu belirlemiglerdir.

Vankomisine ve teikoplanine karsi bulunan duyarlilik oranlari ile
penisilin Gye karsi bulunan direnclilik oranlari bizim calisma sonuclarimizla
benzer bulunmustur.

Prassana ve Thomas [56]; farkh yillarda yaptiklari calismalarda
antibiyotik kullaniminin artmasiyla birlikte antibiyotiklere karsi duyarliligin
azaldigini bulmuslardir. Yine ayni c¢alismada arastirmacilar vankomisin ile
yaptiklari calismalarda 1995 yilinda %21.4 oraninda orta derecede duyarlilik
belirlerlerken, 1996’da bu oranin  %1.1’e dlstigunu  bildirmiglerdir.
Calismalarinda elde ettikleri bulgularla gelecekte S. aureus izolatlari arasinda
vankomisine direncin gelisecebilecegi yoninde tahminde bulunmuslar ve bu
direncin genetik ve mikrobiyolojik calismalarla dogrulanacagini belirtmislerdir.

Calismamizda gida elleyicilerinin burun sdrintilerinden ve bu kisilerin
calistiklari isletmelerden alinan gidalardan izole edilen S. aureus izolatlar
arasindaki antibiyotik direnci iliskisi X? testi ile yapilarak belirtilmistir Gida
elleyicileri ve gidalardaki S. aureus izolatlarinin bu antibiyotiklere Kkarsi
duyarhhiklarr arasinda istatiksel olarak fark olmadigi saptanmistir (p>0.05).

SET-RPLA Stafilokokkal Enterotoksin test kitiyle, A, B, C ve D
stafilokok enterotoksinleri (SEA, SEB, SEC ve SED) belirlenmistir. Toplam 99
izolat arasinda NRRL B 767, Peynir 7 ve Sucuk 2-10 izolatlarinin higbir
enterotoksini tretmedigi (%3.03), Peynir 2, Y-4 (tavuk eti), 438 (tavuk) izolatlar
olmak Uzere Ug izolatin C ve D enterotoksinlerini birlikte trettigi (%3.03), geri
kalan 93 izolatin timunun ise D enterotoksinini Urettigi (%93.93) belirlenmistir.

Klinik izolatlara SET-RPLA ile toksin analizi uygulanmamistir.
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Atanassova ve ark., [29] islem gérmemis domuz eti, tuzlanmis et ve kolay
hazirlanan titsilenmis janbonlardan olusan toplam 135 &rnekte S. aureus’un
prevelansini ve A’dan D’ye kadar icerdikleri stafilokokal enterotoksinleri Klasik
kiltirel medotlar SET-RPLA ve molekiiler yontem olan PCR ile ¢alisarak sonuglari
karsilastirmiglardir. Arastirmalarinda S. aureus’un patojenlik orani kultir yontemiyle
%25.9’u belirlenirken PCR ile %51.1’i olarak belirlenmistir. Enterotoksin genlerinin
arastirmasinda ise islem gérmemis domuz etlerinde PCR ile %57.1 oraninda belirlenen
oran kiltir+SET-RPLA ile %34.6; tuzlanmis etlerde ise PCR ile %8, kultir+SET-
RPLA ile %25; titstlenmis janbonlarda PCR ile %37.5 oraninda belirlenirken,
kultur+SET-RPLA ile higbir enterotoksin genine rastlanmamistir. Calismalarinda
stafilokokal genlerin PCR yontemiyle SET-RPLA testinden daha hizli ve daha kolay
belirlenebilecegini belirtmislerdir .

Villard, L. ve ark. [20] Fransa’da st Urtinlerinde gida zehirlenmelerinde
ikinci etken olan S. aureus’un enterotoksin Ureten ve enterotoksin Uretmeyen
izolatlarini Smal enzimi ile PFGE yontemini kullanarak tiplendirmislerdir. Enterotoksin
D dureten izolatlarin tek profil olusturdugunu, enterotoksin D’nin de gida
zehirlenmelerine en ¢ok neden olan enterotoksin A’dan sonra geldigini, bu durumda
olusan tek pulsotipin ilging oldugunu belirtmislerdir.

Fueyo, J.M., ve ark. [31], insan ve gida drneklerinden izole ettikleri S. aureus
izolatlarinin A, B, C, D enterotoksinlerinden hangi toksinleri uretip
uretmediklerini SET-RPLA ve PCR yontemleriyle belirleyerek sonuglan
karsilastirmiglardir. SET-RPLA testi ile elde ettikleri sonuglara gore izolatlarin
%44’0nin sadece SEC enterotoksinini, %32’sinin sadece SEA enterotoksinini,
%16’sinin SEDJ enterotoksinini drettiklerini geri kalan izolatlarin ise birden fazla
enterotoksini  birlikte Grettiklerini belirlemislerdir. SEC enterotoksininin taslyicl
Kisilerle gidalara tasindiklarini savunmuslardir.

Normanno ve ark. [15] yaptiklari calismada S. aureus izolatlarinin
cogunun Stafilokokal Enterotoksin (SE) Uretme yeteneginde oldugunu, gidalarda
bu SE formasyonunun uygun Onlemler alinmadigi taktirde tuketiciler igin
potansiyel bir risk tasidigini belirtmislerdir. Ayrica gidalarin tim islem

basamaklarinda gicli hijyen ve sanitasyon standartlarinin uygulanmasinin gerekli
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oldugunu ve gidalarin pisirildikten yenilinceye kadar gecen surede
buzdolabindave 7° C’nin altinda bekletilmesini énermislerdir.

SET-RPLA test kitiyle, toplam 99 izolattan 93 izolatin sadece D
enterotoksinini, U¢ izolatin ise C ve D enterotoksinlerini birlikte Gretmesi, bu
konuda yapilan ¢alismalarda da belirtildigi gibi gida zehirlenmelerine en fazla
neden olan enterotoksin A’dan sonra gelen enterotokin D’nin izolatlarimizda
yuksek oranda bulunmasi toplu gida zehirlenmelerinin zaman zaman gindeme
geldigi Glkemizde tikettigimiz gidalarin ne derece riskli oldugunu géstermektedir.

CGalismamizda SET-RPLA testinin rutin laboratuvar ¢alismalarinda kullanigh
olacagl belirlenmistir.Fakat bu testin yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuclar
verebilecegi calismalarda belirtilmistir [81].

Calismamizda SDS-PAGE ile izolatlarin protein profilleri belirlenmistir.
Ayni molekdl agirligina  sahip proteinler jel UGzerinde benzer bandlar
olusturmustur. Band olusumlarinin standart marker bandlariyla ve standart
referans S. aureus izolatina ait bandlarla uyumlu oldugu gdzlenmistir. Bazi
kisimlarda molekil agirliklar ayni ya da birbirine ¢ok yakin olan bu bandlarin,
birbirleriyle ¢akisarak net bir ayirim yapilamamistir.

Berber ve ark. [88] SDS-PAGE ile Stafilokok tirlerinin toplam hiicre ve
ekstraselliler proteinlerini belirledikleri ¢alismalarinda, S. aureus S. epidermidis,
S. simulans ve diger Stafilokok tirlerinin protein profillerinin analizinde birkag
bantta farklilik belirlemisler ve bu yontemin Stafilokok tlrlerinin ayiriminda
guvenilirliginin yetersiz oldugunu savunmuslardir.

Arastirmacilar SDS- PAGE medotunun kolay tekrarlanabilir olmasi ve
dendogramlarda elde edilen proteinlerin molekul agirliklarina gore hareket
etmesinden dolay! yontemin Gstun oldugunu belirtmislerdir [60, 61].

Calismamizda 6zellikle ayni yerde calisan kisilerle oradaki gidalardan ve
alet-ekipmandan izole ettigimiz izolatlar arasinda, diger izolatlardan farkl olarak
belirgin bir band ayirimi gézlenmemistir. Elde ettigimiz dendograma gore olusan
gruplarin aralarindaki benzerlik yizdesi dustk olarak belirlenmistir. Bu nedenle S.
aureus izolatlarinin identifikasyonunda daha duyarli yontemlerin kullaniimasi

gerektigi kanaatindeyiz.
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Tim izolatlarin hicresel yag asitleri Microbial Identification System
(MIS) kullanma klavuzuna gore hazirlanarak, Gaz Kromotografisi cihazinda
identifiye edilmistir. Kltiphanede yikli yag asitleri ¢calismamizda kullandigimiz
izolatlar ile karsilastiriimis ve bir bolum 39 izolatin veri tabaninda karsilig
bulunamazken, analize alinan toplam 109 izolatin 22’si (% 20.18) Stafilokok sp.
(S. xylosus, S. warneri, S. simulans,) olarak tanimlanmis ve bu izolatlar icerisinde
sadece 7’si (% 6.42) S. aureus olarak olarak belirlenmistir.

Test edilen izolatlar, icerdikleri yag asitlerine gore birbiriyle iligkili A,
B, C, D, E olmak uzere 5 ana grup olusturmuslardir. Bu gruplarda yag asitleri
bulunma oraninin ¢ok yiksek oldugu ve ortak olarak bulunan yag asitleri 14:0
ISO, 15:0 IS0, 15:0 ANTE ISO, 16:0, 17:0 ANTE ISO, 18:1W9C yag asitleri
olmakla birlikte 15:0 ANTE 1SO yag asitinin tim izolatlarda bulunma oraninin %
99.09, ortalamasinin; 43,12, Standart sapmasinin; 7,87 oraninda oldugu
belirlenmistir. Olusan dendograma goére gruplar icerisindeki izolatlar arasindaki
mesafe izolatlarin tamamina yakin kisminda 10 ve daha altinda oldugu ve bu
izolatlarin ayni tire ait olabilecegi belirlenmistir. En dusiik oranda bulunan yag
asitleri ise %0.91 oraniyla 10:00,12:030H, 14:0ANTEISO, 16:0ALCOHOL,
16:1W11C, ISO17:1W9C, 18:020H,20:1W7C yag asitlerinde elde edilmistir.

Ayni yerden izole edilen Y-17, Y-18, Y-20-A, Y-19, Y-20, Y-7, Y-
Mak.6, Y-satir, Y-8, Y-8-A, Y-4, Y-11, Y-1, Y-15 izolatlari; E 2-17, E 2-18, E 1-
10, E 1-6, burun, kiyma; K-1, tahta, Dana eti a, Baget 14, Bonfile 13, sucuk22.9
izolatlari ile yine ayni yerden izole edilen I-5, -7, i-8, i-3, i-6 I-1, i-2 izolatlari;
farkli yerlerden izole edilen izolatlarla benzer yag asiti profili olusturmuslardir.

Stoakes ve ark. [57]; Gaz-Sivi Kromotografisi ‘ni kullanarak, Microbial
Identification System (MIS) ile Stafilokoklarin identifikasyonu icin hiicresel yag
asitlerini belirlemislerdir. Bu amacla geleneksel yontemlerle identifiye ettikleri 76
S. aureus izolatlarinin analiz sonuclarini, MIS ile elde ettikleri yag asitleri analiz
sonuclart ile karsilastirmiglardir. Analize aldiklari izolatlarin 69’unun analiz
sonuglart her iki yontemle de uyumlu bulunurken; 7 S. aureus izolatinin ise bu
sistemde karsthigl bulunamamistir. Buna karsilik S. cohnii, S. epidermidis, S.
intermedius, S. lugdunensis, S. schleiferi, S. sciuri, S. simulans, S. xylosus

izolatlarinin her iki yontemle de analiz sonuclarini uyumlu bulmuslardir. S. aureus
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izolatlarinin yag asiti bilesenlerinin, hi¢ isimlendirilemeyen ya da yanls
isimlendirilen tim koagillaz negatif Stafilokok izolatlarinin yag asiti
bilesenlerinden farkli oldugunu belirlemislerdir. Isimlendirilemeyen 7 S. aureus
izolatina ait yag asiti bilesenlerinin, dogru identifiye edilen diger S. aureus
izolatlarina ait yag asiti bilesenleriyle ayni oldugunu ve 3-6 arasinda maksimum
ya da minimum pik veren degerler elde ettiklerini belirtmislerdir.

Arastirmacilar S. aureus izolatlarina ait yag asiti profillerinin diger
bakterilerin yag asiti profillerinden farkli olduklarini ve bunun da S. aureus
izolatlarinin diger tdrlerden ayirimlarinda kullanilabicegini belirtmislerdir.
Calismalarinda MIS ile 470 Stafilokok izolatinin identifikasyonunda % 87.8
oraninda dogru identifikasyon gerceklestirdiklerini ve bu yodntemin
Stafilokoklarin  identifikasyonunda alternatif bir yOntem olabilecegini
belirtmislerdir [57].

S. aureus izolatlarinin hiicresel yag asitleri analizi ile yaptigimiz
identifikasyonda kullanilan NRRLB-767 S. aureus izolatinin icerdigi yag asitleri
diger izolatlarin yag asitleriyle benzer bulunmus olmasina ragmen MIS ‘in veri
tabaninda izolatlarin timd S. aureus olarak tanimlanmamistir.  Ancak,
biyokimyasal testletle ve Vitek ile S. aureus oldugu 6nceden ispatlanan bu
izolatlarin S. aureus yag asitleri kitliphanesi olusturulmustur. Bundan sonraki S.
aureus yag asidi ile identifikasyon calismalarinda bu kituphane temel teskil
edecektir.

Krishnan ve ark. [54] 1994-1998 yillari arasinda Bangalere ‘deki bir
hastanenin yanik 0nitesinde (Hindistan) yaptiklari bir calismada; PFGE ile
yapilan tiplendirmede 12 farkl patern goézlemlemisler ve izolatlarin yarisindan
cogunu tek patern olusturdugunu belirlemigler ve ayni arastirmacilar izolatlarin
ayiriminda antibiyogramla identifikasyonu ayirt edici bir metot olarak
onermemislerdir. Hindistan’dan izole ettikleri bu izolatlarin endemik izolatlar
olup, bunlarin Amerika Birlesik Devletleri’nde ¢ogu calismalarda kaydedilen
MRSA izolatlarindan oldugunu belirtmiglerdir.

S. aureus izolatlarinin identifikasyonunda genotipik ydntemlerin
kullaniimasi, fenotipik yontemlerle kiyaslandiginda bu yontemlerin daha guvenilir

ve daha spesifik oldugu belirlenmistir.
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Calismamizda fenotipik analizlerin yaninda genotipik analiz yontemleri
olan PFGE ve Ribotiplendirme yéntemleri kullaniimistir.

PFGE analiz yontemiyle, gida orneklerinin islendigi yerlerdeki gidalarla
direkt temas eden kisilerin bogaz-burun kultirlerinden, ellerinden ve de kullanilan
alet ve ekipmandan izole edilen 28 izolatin genotipik benzerlikleri Smal enzimi
kullanilarak arastiriimistir.

Hennekinne ve ark. [86]; Smal enzimini kullanarak 73 S. aureus ve 1 S.
simulans izolatint PFGE analiz yoOntemiyle analiz etmisler ve 62 patern
olusturdugunu gozlemlemislerdir. Birbirleriyle %20 oraninda benzerlik gdsteren
iki  grubun olustugunu, bu gruplardan S. aureus izolatlarinin birinci grubu
olusturdugunu ve bunun da birbiriyle %50 oraninda benzerlik gdsteren 14 alt
grubu oldugunu, diger grubun ise sadece S. simulans izolatini igerdigini
belirlemislerdir. Ayni biyotipler igerisindeki izolatlarin %86°sinin ayni alt gruplari
olusturduklarini ve pulsotip ve biyotipler arasinda bu derece giiclu bir korelasyonu
ilk kez kendi calismalarinda gosterdiklerini savunmuslardir. Calismalarinda
mezbahaya ait biyotip izolatlarinin 6zel bir PFGE grubu olusturduklarini
belirlemiglerdir.

Benzer bir calismayr Vanderlinde ve ark. [87] mezbahadan,
karkaslardan, ellerden ve cevre orneklerinden izole ettigi koagilaz pozitif
Stafilokok izolatlarini Smal enzimini kullanarak PFGE analiz yontemiyle analiz
etmislerdir. Hayvanlarin organlari ¢ikarilmadan onceki ve sonraki paternlerinin
birbirinden farkh olduklarini bulmuslardir. Hayvanlarin organlari parcalandiktan
sonra elde edilen paternlerle burada calisan Kisilerin el izolatlarinin paternleri %93
oraninda benzer bulunmus, bunun da nedeninin Ozellikle parcalama sirasinda
olusan kontaminasyonla ellerden etlere portorlikle gegebilecegini belirtmiglerdir.

Yaptigimiz calismada tum izolatlardan sadece Bonfile-13, Y-11,Y-8-a,
Yag 25, ve G.T. idrar izolatlarinda metisilin direnci belirlenmistir. Calismada
Ozellikle ayni yerden izole edilen gidalar ve buralardaki gida elleyicilerinin
antibiyotik duyarhlik testleri benzer bulunmustur.

SET-RPLA Stafilokokal Enterotoksin test kitiyle, A, B, C ve D
stafilokok enterotoksinleri belirlenmis olup klinik izolatlar hari¢ toplam 99 izolat

arasinda sadece (¢ izolatin higbir enterotoksin retmedigi (%3.03), ¢ izolatin C
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ve D enterotoksinlerini birlikte Orettigi (%3.03), geri kalan 93 izolatin timunun
ise D enterotoksinini Urettigi (%93.93) belirlenmistir. Ayni yerden izole edilen
gidalar ile buralardaki gida elleyicilerinin ayni enterotoksinleri Uretmeleri  bu
enterotoksinin tastyici kisilerle gidalara tasinabilecegini gostermektedir.

Calismamizda SDS-PAGE ile S. aureus’un protein profillerinin
belirlendigi tiplendirme yodnteminde izolatlar ile elde edildikleri kaynaklar
arasinda bir iligki belirlenememistir.

S. aureus izolatlarinin hucresel yag asitleri MIS kullanilarak, Gaz
Kromotografisi cihazinda identifiye edilmistir. Test edilen izolatlar, icerdikleri
yag asitlerine gore birbiriyle iliskili A, B, C, D, E olmak (zere 5 ana grup
olusturduklari ve bu gruplarda yag asitleri bulunma oraninin ¢ok yuksek oldugu
ve ortak olarak bulunan yag asitleri 14:0 ISO, 15:0 ISO, 15:0 ANTE IS0, 16:0,
17:0 ANTE 1SO, 18:1W9C vyag asitleri olmakla birlikte 15:0 ANTE 1SO yag
asitinin ttim izolatlarda bulunma oraninin % 99.09, ortalamasinin; 43,12, standart
sapmasinin; 7,87 oraninda oldugu belirlenmistir. En dusiik oranda bulunan yag
asitleri ise %0.91 oraniyla 10:00,12:030H, 14:0ANTEISO, 16:0ALCOHOL,
16:1W11C, ISO17:1W9C, 18:020H,20:1W7C yag asitlerinde elde edilmistir.

Ayni yerden izole edilen Y-17, Y-18, Y-20-A, Y-19, Y-20, Y-7, Y-
Mak.6, Y-satir, Y-8, Y-8-A, Y-4,Y-11, Y-1, Y-15 izolatlari; E 2-17, E 2-18, E 1-
10, E 1-6, burun, kiyma; K-1, tahta, Dana eti a, Baget 14, Bonfile 13, sucuk22.9
izolatlari ile yine ayni yerden izole edilen i-5, -7, i-8, i-3, 1-6 1-1, I-2 izolatlari;
farkh yerlerden izole edilen izolatlarla benzer yag asiti profili olusturmuslardir.

PFGE analiz yontemiyle yapilan analizde sekiz farkli band profili
ortaya ¢ikmistir. Olusan dendograma gore 1 ve 3. grubun birbirlerine yaklasik %
98 oraninda benzer oldugu; bu iki grubun 6. grup ile %85’in Gizerinde benzer ve
diger tim gruplarin birbirleriyle %75’in izerinde benzer olduklari belirlenmistir.

E 2-17, E 2-18, E 1-10, E 1-6, Dana eti a, Y-8, Y-15- Y-20-a izolatlari
birinci grup; Y-18, Y-19, Y-Mak.6, Tahta izolatlar ikinci grup; i-1, i-3, i-6
izolatlari tclingti grup; I-2, 1-5, 1-7 izolatlar dordincii grup; Y-satir, Y-*, Y-17,
satir-1 besinci grup; Y-8 a, E 1-7; altinci grup; Burun izolati yedinci grup ve Y-
20, Y-11 izolatlari da benzer band profilleri vererek sekizinci grubu olusturduklari

belirlenmistir.
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Birinci grubu olusturan E 2-17, E 2-18, E 1-10, E 1-6, Dana eti a;
izolatlar1 ayni kasaptan, Y-8, Y-15- Y-20-a izolatlari bir baska kasaptan izole
edilmistir. Aralarinda %98 benzerlik orani bulunan tigiincii gruba ait i-2, 1-5, 1-7
izolatlar ayni pastaneden izole edilmis ve birbirinden farkli érneklerdir. Yine bu
iki grubun %85 oraninda benzer oldugu Burun izolati ilk grubu olusturan
orneklerin bir kismiyla ayni kasaptan izole edilmistir. Gruplar arasi benzerlik
oraninin yiiksek olmasi, portorler araciligiyla bakterinin gidalara, alet ekipmana
bulastigini ve en son tuketiciye ulasip gida zehirlenmelerine yol acabilecegi
gorulmektedir.

Calismamizda, gida oOrneklerinin islendigi yerlerdeki gidalarla direkt
temas eden kisilerin bogaz-burun kultlrlerinden, ellerinden ve de kullanilan alet
ve ekipmandan izole edilen 32 izolatin genotipik benzerlikleri EcoRI enzimi
kullanilarak ribotiplendirme yontemiyle de arastiriimistir. Benzer band profilleri
olusturan yedi ribogrup belirlenmistir.

Birinci gubu olusturan E 2-17, E 2-18, E 1-10, E 1-6, burun; izolatlari
ile Y-15, Y-7, Y-8, Y-18, Y-Tahta izolatlar iki ayri kasaplardan izole edilmis ve
bu iki grup; referans izolatimiz olan NRRL B 767 ile ayni ribogrup icerisinde yer
almistir. ikinci grupta sadece Y-20-a izolati yer almaktadir. Uglincli grubu
olusturan I-5, 1-7, i-8, i-3, i-6 izolatlari bir pastanaden, Y-20, Y-11, Y-8 a,Y-
satir, Y-17 izolatlari bir kasaptan ve E 1-7 izolatlari ise diger bir kasaptan izole
edilmistir. Dordlincu grupta Y-19 izolati yer almaktadir. Altinci grupta; Y-15 ve
Kiyma izolatlari yer almistir ve farkl kasaplardan izole edilmislerdir. Yedinci
grupta yer alan ve pastaneden izole edilen i-1 izolati ile kasaptan izole edilen Y-
Mak.6 izolatlari tamamen birbirinden farkli yerlerden izole edilmistir. Sekizinci
grupta ise; Dana eti a, satir-1, izolatlari bir kasaptan, Y-* izolati baska bir
kasaptan, 1-2 izolati ise bir pastaneden izole edilmis ve benzer band profilleri
vererek farkli gruplari olusturmuslardir.

Olusan dendograma goére 3. ve 7. grup ile 6. ve 8. grubun birbirlerine
yaklasik % 98 oraninda benzer olduklari ve diger tum gruplarin birbirleriyle
%75’in Uzerinde benzer olduklari belirlenmistir. Uglincii ve yedinci grubu
olusturan kasap, pastane drnekleri ayni yerlerden izole edilmistir. Altinci grupta

iki farkli kasaptan alinan izolatlar yer alirken, yine ayni kasaplardan izole edilen
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sekizinci grupta yer alan izolatlarla ytizde benzerlik orani ¢cok yiksek riboguplar
olusturmuslardir.

Calismamizda elde edilen sonuclara gore ayni yerden izole edilen Y-17,
Y-18, Y-20-A, Y-19, Y-20, Y-7, Y-Mak.6, Y-satir, Y-8, Y-8-A, Y-4, Y-11, Y-1,
Y-15 izolatlari; E 2-17, E 2-18, E 1-10, E 1-6, burun, kiyma; K-1, tahta, Dana eti
a, Baget 14, Bonfile 13, sucuk 22.9 izolatlari incelendiginde; Y-11 izolati gida
elleyicisine ait olup bu kisinin 6ncelikle Y-17 kiyma makinesi, Y-18; et legeni, Y-
satir ,Y-makine-6, Y-15 et ¢cengeli izolatlari gibi 6ncelikle bakteriyi alet ekipmana
ve gidalara bulastirdigi belirlenmistir. Yine diger kasaptan izole edilen izolatlar
arasinda Burun ve diger bir gida elleyicisinden izole edilen K-1 izolatinin da
bakteriyi ayni sekilde alet ekipmana ve gidalara bulastirdigl belirlenmistir.
Pastaneden izole edilen i-2, 1-1, T -3, i-2, i-7 izolatlari gida elleyicilerinden izole
edilmis olup, pastanedeki gida orneklerini enfekte ettikleri ve bunlardan izole
edilen i-5, i-6 ve I-8 izolatlarinin benzer yag asidi profilillerine sahip olduklar
belirlenmistir.

Gerek geleneksel biyokimyasal testler, Vitek, antibiyotik duyarlilik
testleri, enterotoksin belirleme testi, SDS-PAGE, yag asitleri analizleri gibi
fenotipik yontemler ve gerekse genotipik testler olan PFGE ve Ribotiplendirme
yontemleriyle analiz sonuclari incelendiginde farkli gida orneklerinin islendigi
yerlerdeki gidalarla direkt temas eden Kisilerin burun kilttrlerinden, ellerinden ve
de kullanilan alet ve ekipmandan izole edilen izolatlar arasinda benzerlik
oranlarinin  yiksek c¢ikmasi yayilimin insan kaynakh oldugu dustncesini

kuvvetlendirmektedir.
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Sonug olarak;

1. Yapilan calismada analize alinan Orneklerden S. aureus’ un izole
edilmesi amaglandigl icin, bakterinin o 6rnekte bulunmasi yeterli kabul edilmistir.
Bu nedenle analize alinan gogu érnekte bu bakteri izole edilememistir. Orneklerin
zenginlestirme On-islemine alinmasi S. aureus’ un izole edilme sansini
arttiracaktir.

2. Calismada izolatlarin identifikasyonu icin klasik biyokimyasal testler
yerine farkli test gruplarini iceren Vitek analizérinun kullaniimasinin is gicini
ve insan kaynakli hatalari azaltan ve daha guvenilir bir yontem oldugu
belirlenmistir. Ozellikle gida zehirlenmelerinde son derece énemli yer tutan S.
aureus’ un identifikasyonunda spesifik bir yontem olarak kullanilabilinir.

3. Bu calismada sadece dort gida ve iki klinik izolatta metisilin direnci
belirlenmistir. Son derece ©6nemli olan metisilin direncinin distk olarak
belirlenmesi sevindiricidir. Mupirosin, teikoplanin, vankomisin’e karsi direng
saptanmamistir. izolatlarin % 91,74°u penisilin G’ye Karsi direncli bulunmustur.
Penisilin-G’ye kars! yiiksek diren¢ olmasi bu antibiyotigin hayvan ve insanlarda
tedavi amaciyla ¢ok yaygin kullanildiginin gostergesidir.

4. SET-RPLA Stafilokokal Enterotoksin test kitiyle yapilan calismada
sadece enterotoksin D Ureten izolatlarin ylzde oranini (%93.93) olarak belirlenirken,
C ve D enterotoksinlerini birlikte Greten izolatlarin ylzde orani (%3.03) olarak
belirlenmigstir. Enterotoksin D (reten izolatlarin ylzde oraninin ylksek olmasi
enterotoksin D’nin de gida zehirlenmelerine en ¢ok neden olan enterotoksin A’dan
sonra geldigi gz 6ntne alindiginda bu gidalarin tiiketimi ile meydana gelebilecek gida
zehirlenmeleri agisindan sonug dustndtrtcudr.

5. Calismamizda SDS-PAGE ile S. aureus’un protein profillerinin
belirlendigi tiplendirme yodnteminde izolatlar ile elde edildikleri kaynaklar
arasinda bir iliski belirlenememistir. Elde edilen dendograma goére olusan
gruplarin aralarindaki benzerlik yuzdesi distk olarak belirlenmistir. Bu nedenle
tiplendirme amagcli S. aureus ¢alismalarinda tercih edilmemelidir.

6. S. aureus izolatlarinin hiicresel yag asitlerinin (FAME) identifikasyon
icin kullanilabilmesi icin calisamizda biyokimyasal testlerle ve Vitek ile

dogrulama gerekli olmustur. Ancak bu calisma ile 109 S. aureus izolatina ait yag
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asitleri kutlphanesi olusturulmustur. Bu kituphane bundan sonraki S. aureus yag
asidi ile identifikasyon calismalarinda temel teskil edecektir.

7. Bu calismada kullanilan PFGE analiz yontemiyle izolatlarin kaynak-
pulsotip iliskisi gosterilmis olup, S. aureus epidemiyolojik arastirmalarinda
guvenilir sekilde kullanilabilecegi goserilmisir.

8. Calismamizda, ribotiplendirme yéntemiyle belirlenen ribogruplar (7
ribogrup) ile pulsotipler (9 pulsotip) tamamen cakismasa da yiksek oranda
benzerlik saptanmistir. Ribotiplendirme de alternatif bir ydntem olarak
kullanilabilir.
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Oneriler

Ureticiden tuketiciye uzanan kontaminasyon zincirinde nazal
Stafilokoklar; tastyicilar ve baskalari icin tehlike kaynagidirlar, Enterotoksinleri
vasitasiyla gida zehirlenmelerine sebep olmalari nedeniyle bu bakterinin halk
sagligi agisindan ne denli O6nemli oldugu gorilmektedir. Cevreye Kkolay
yayildiklari igin patojen mikroorganizmayi! bulunduran yiyecegi alan hemen
herkeste  goriilebilmektedirler ve Stafilokoksik besin  zehirlenmelerinin
epidemiyolojisi  kisiden Kkisiye karakterize oldugundan, ¢06zum igin deri
enfeksiyonu olan ve burun tastyicilarinin eredikasyonu saglanmalidir.

Rutin laboratuvar calismalarinda gidalar; Turk Gida Kodeksi(TGK)’nin
ilgili hukimlerine gore degerlendirilmektedir. TGK’nin et drinleri(10.2.2000-
23960 sayil resmi gazete), hazirlanmig taze etler- hazirlanmis dondurulmus etler
ile hazirlanmis taze et karisimlari -hazirlanmis  dondurulmus et karigsimlari
(17.3.2001-24345 sayili resmi gazete) icin yayimladigli mikrobiyolojik kriterlere
gore bu tip gidalarda en fazla 5. 10° cfu/gr S. aureus bulunabilecegi belirtilmistir.

TGK’nin St ve sat drunleri( peynir, tereyagl, sade ve kakaolu
dondurmalar)  (2.9.2001-24511 sayili resmi gazete) igin yayimladig
mikrobiyolojik kriterlere gére ise siit ve siit Uriinlerinde en fazla 1. 10 cfu/gr
S.aureus’un bulunmasina izin verilmistir.

Bu calismada gida o&rneklerinden S.aureus’ un izole edilmesi
amaclandigi igin, S.aureus’ un gidada bulunmasi yeterli kabul edilmis ve pek ¢ok
ornekte sayim yapilmadan identifikasyon calismalarina devam edilmistir. Fakat
cogu gida orneginde (analiz icin gelen 6rneklerde), TGK’nin izin verdigi oranin
ustinde bakteri ile karsilagilmis ve resmi yoldan Halk Sagligi Lab.’na gelen
gidalarin analiz raporlarinda bu durumun T.G.K’ nin ilgili Kriterlerine uygun
olmadigl rapor halinde ilgili resmi kurumlara belirtilmis, kurumca yapilmasi
gereken vyasal islem prosedurleri baslatiimistir.

Bu calismada resmi yollardan laboratuvara getirilmemis Orneklerin
alindigi isletmeler Tirk Gida Kodeksi’ne gore Gretim sertifikasi almis olmalarina
ragmen yer yer hijyen agisindan olumsuz durumlarla Karsilasiimistir. Ozellikle
pasta imalatgilari pastaya sekil verirken eldivenle bu isin zor yapildigini

belirtmislerdir. Isletmelerde eldiven giyilmesi hususu bilyiik oranda ¢ozilmiis
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olmakla birlikte maske takma aliskanligi personel tarafindan uygulanmamaktadir.
Ozellikle satis noktalarinda dagitim isi yapan personelde 6rnek alinan isletmelerin
hic birinde maskeye rastlaniimamistir.

Cogu gida orneklerinde TGK’nin izin verdigi oranin Ustlinde bakteri ile
karsilagiimis olmasi hijyen yonunden isetmeleririn sorgulanmasi gerektigini
gOstermistir. Portorler araciligiyla son derece kolay yayilan S. aureus’ un
yayiliminin engellenmesi icin 6celikle gida tretim ve tlketimi ile ugrasan Kisilerin
eldiven ve maske takma aliskanliklari kisilere kesinlikle kazandiriimalidir.

Calismamizda st ve sut Urinlerinin Ureticiden islenmemis alinarak, sit
tanklariyla isletmelere ulastirildigini, bu durumun da herhangi bir mastititli inegin
sttundin diger tum sitleri enfekte edebilecegini, yine uUlkemizde kdy peynirleri
adinda tlketilen peynirlerin higbir isleme tabii tutulmadan yapildigini
gozlemledik. Koylerde sit sagim makinalarinin gogu Ureticiye gore pahali bir
sistem oldugunu, bu durumda Ureticilerin sit sagim islemini elle ve eldivensiz
gerceklestirdiklerini belirledik. Portér bir Greticinden baslayan enfeksiyon
zincirinde, kirli kaplarin kullanimi, hayvanlarin kesim islemlerinin ardindan
parcalama safhasinda enfeksiyon riskinin artmasinda yine portor kisilerin rolu
cok buyuktur. Ureticilerden satis noktalarindaki satis elemanlarina kadar gidalarla
direkt ilgisi olan Kisilerin hijyen konusunda bilinclendirilmeleri zaman zaman bu
konularda egitime tabii tutulmalari gereklidir.

Uretim yerleri; modern aletlerle donatiimali alet-ekipmanin sterilitesine
dikkat edilmeli, calisan personel egitime tabii tutulmali, koruyucu giysiler
giymeli, maske ve eldiven kullanmalidir. Gerek Uretim asamasinda ve gerekse
gida satis yerlerinde calisan personellerin kanunun da 6n gordigi Uzere portor
muayenelerinin yilda bir kez dizenli yapilmasi, portor ¢ikan Kisilerin tedavileri
tamamlanip ikinci kez temiz raporu alana kadar yaptiklari isten uzaklastiriimalari
gereklidir.Hijyen kriterleri yonunden personel zaman zaman egitime tabii
tutulmalidir.

Bu calismada kullanilan biyokimyasal identifikasyon ve Vitek testi,
antibiyogram duyarhlik testi, SET-RPLA ile enterotoksin testi, rutin laboratuvar
calismalari icin ekip calismasi gerektirmemesi, daha ucuz olmasi, hizli sonug

vermesi bakimindan tercih edilmekle birlikte; molekuler yontemlerle
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kiyaslandiginda guvenilirlikleri az olan yontemlerdir. Fakat Vitek analizor, toplu
zehirlenmelerde S. aureus’un identifikasyonu icin guvenilir bir sekilde
uygulanabilir. Ancak tiplendirme calismalarinda yeterli degildir, enfeksiyon
kaynagini agiklayamaz.

Vitek analizor ile yapilan identifikasyon testlerinde S. aureus olarak
tanimlanan izolatlarin timdniin , Gaz Kromotografi ile MIS sisteminde S. aureus
olarak tanimlanamasinin nedeni sistem kitiphanesinde yeterli veri olmamasi
olarak agiklanabilir. Ancak bu c¢alisma sonucu elde edilen S. aureus yag asitleri
veri tabani bundan sonraki calismalarda iyi bir kitlphane olusturacaktir. Yag
asitleri analizne dayali bir tiplendirme yontemi rutin uygulamalarda kullaniimadan
once bu calismada oldugu gibi zengin ve guvenilir bir veri tabanina sahip
olmahdir.

PFGE ve Ribotiplendirme pahali olmasi, ve ribotiplendirmenin kit
gerektirmesi yoninden dezavantajli olmasina Kkarsin, son derece glvenilir
medotlardir. Ribotiplendirme ile 8 saat gibi kisa bir surede glinde 24 izolat
karakterize edilebilir. PFGE yontemiyle bu sureden daha uzun zaman almaktadir
ama daha az masrafli olup, ayirdedici guicii en az ribotiplendirme kadar yiksektir.

Gerek geleneksel biyokimyasal testler, Vitek, antibiyotik duyarlilik
testleri, enterotoksin belirleme testi, SDS-PAGE, yag asitleri analizleri gibi
fenotipik yontemler ve gerekse genotipik testler olan PFGE ve Ribotiplendirme
yontemleriyle analiz sonuglari incelendiginde PFGE ve Ribotiplendirme
yontemleriyle elde edilen sonuclarin son derece guvenilir oldugu goérilmektedir.
S.aureus’un yol actigi gida zehirlenmelerinin ¢ok sik ortaya ¢iktigi tGlkemizde
etkenin ve bulasma yolunun bir an evvel belirlenmesi igin Saglik Bakanligi’na
bagh bu tip laboratuvarlarda da artik ylksek ayirim giclne sahip, is gicl
gerektirmeyen molekiler yontemlerle analizlerin yapilmasinin halk sagligi
acisindan son derece faydal olacagl kanaatindeyiz.

Saglik Bakanligi’nin 31 Ocak 2005 tarihli yonetmeligi ile gida isi ile
ugrasanlarda ve sihhi miesseselerde ¢alisanlarda portor taramasi igin yapilacak
tetkikleri arasinda yilda bir burun-bogaz kdltirlerinin S. aureus tastyiciliginin
arastiritimasi yoéniinden yapiimasini zorunlu kilmistir. Bu amacla laboratuvarlarda

ve kliniklerde tani konulup, tastyici 6zelligi olan Enteropatojenlerle ilgili kaynak
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ve bulagma yollari ¢alismasinin yapilmasini ve ayrica portorligi tesbit edilenlerin
gecici olarak isten uzaklastirlimasi ve isyerinde yaptigl isin gegici olarak
degistirilmesi ile hastahk yayilimini  engelleyici tedbirlerin alinmasini
Onermektedir.

Tez konusunun belirlenme tarihi olan 2003 tarihinde ¢alismamiza temel
teskil edecek mahiyette olan yasa giincellesmeden ¢ok énce S. aureus ‘un gida ve
gida elleyicileri arasindaki kontaminasyon zincirini belirlemeyi amaclamistik.
Gunumuzde bu uygulamanin Saglik Bakanligl tarafindan zorunlu hale getirilmesi
dogru bir hedef belirledigimizin kanitidir.

Temennimiz bu ¢alismada kullanilan ve tavsiye edilen uygulamalarin en

yakin gelecekte bakanlik laboratuvarlarinda kullanilmaya baslanmasidir.
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EK-1 (Devam). Biyokimyasal test sonuglari
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EK-2. S. aureus izolatlarinin Vitek otomatik sistem ile analiz sonuglari
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EK-2. (Devam) S. aureus izolatlarinin Vitek otomatik sistem ile analiz sonuclari
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EK-2. (Devam) S. aureus izolatlarinin Vitek otomatik sistem ile analiz sonuclari
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EK-2. (Devam) S. aureus izolatlarinin Vitek otomatik sistem ile analiz sonuclari
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EK-3. S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testleri

izolatlar
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Bacitracin

Optochin

Novobiocin

ODD | R

D

OoDD

ODD

R

OoDD

R

D

OoDD

R

O

ODD

R

D|ODD | R

ODD

R

OoDD

R

D

OoDD

OoDD

OoDD

R

M.K.BRN.BGZ

1

Y-15

NRRI6767

P [~ [~ O

1
1
1

1
1
1

E1-10

PEY 10

R
1
1
1
1
1

PEY 18

PEY 38

K 33-A

N e T N [ T

TER 31

K 28-A

YAG 32

PEY 7

PEY 8

N e N A

19

PEY29

GGG GGG

PEYNIR 9

SUCUK 8

L N I e T e T T N N G G R G B

Y-20

Y-19

BAGET 14

TAHTA

Y-20A

[ e T T o P e P P P T

433

Y-7

B

PEYNIR 5C

PEYNIR 2

PEYNIR D

GGG

GG GGG

Rk, |, ||, |, |, |, ]|, ]|~ |~ |~ |~ |O

G G G G G G G R I G R B G R R L

N N N G G R

L e e e e L e I e e e T e e o e [ P T e I I [ I P I L~

N GGG GG G G G R G R R R ]

N N S G G R

N GGG G G G G G R G R R R B

G L R G G G G G S G G G G G G G R G e

114



115

S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testleri

EK-3. (Devam)

Novobiocin
D |ODD | R

Optochin

Bacitracin

D|[ODD |R |D|ODD |R

Teicoplanin

Oxacillin

Erytromycin

ODD|[R|[D|ODD|R |[D |ODD|R[D | ODD |R
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D

R
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D|{ODD|R|D|ODD|R |[D|ODD|R |D |ODD |R |D | ODD

1
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EK-3. (Devam)

S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testleri

izolatlar Clindamcin Penicillin G Vancomycin Mupirocin Sulphamethoxazole | Fusidic acid Erytromycin Oxacillin Teicoplanin Bacitracin Optochin Novobiocin
D|/ODD|R|D|ODD|R |D|ODD|R |D |ODD|R |D |ODD |R D | ODD D|ODD|R |D | ODD D|ODD|R [D|ODD|R ODD |R |D [ODD [R
506 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 |1
1-1 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 |1
1-7 1 1(1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]1
Y-8 1 111 1 1 1 1 1 1 1 1 |1
E 2-18 1 111 1 1 1 1 1 1 1 1 |1
454 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]1
MRSA 1 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 |1
468 1 1(1 1 1 1 1 1 1 1 1 |1
1-8 1 1(1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]1
KANAT-10 1 111 1 1 1 111 1 1 1 ]1
H.Y IDR 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]1
K-1 1 1(1 1 1 1 1(1 1 1 1 |1
K-11 1 1(1 1 1 1 1 1 1 1 1 |1
K-14 1 1(1 1 1 1(11 1 1 1 |1
K-5 1 1(1 1 1 1 1 1 1 1 1 |1
Y-4 1 1(1 1 1 1 1 1 1 1 1 |1
KIYMA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |1
508 1 1(1 1 1 1 1 1 1 1 1 |1
p-377 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 |1
SATIR 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]1
SATIR-1 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 |1
Y-* 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]1
S.U-VJ 1 1)1 1 1 1 1]1 1 1 1 |1
KUSBASIET2-A | 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 |1
Y-11 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 ]1
G.TIDR 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 |1
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EK-3. (Devam)

S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testleri
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EK-4. Gida elleyicileri ile gidalardaki S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarhlik test
sonuglarinin karstlastiriimasi

HASSASCL * TURCL Crosstabulatio

TURCL Toplam
gida elleyicisi gida
hassas Sayl 14 19 33
% icinde HASSASCL 42,4% 57,6% 100,0%
HASSASCL % icinde TURCL 87,5% 79,2% 82,5%
ortaderecehassas | S2Y! 2 5 l
% icinde HASSASCL 28,6% 71,4% 100,0%
% icinde TURCL 12,5% 20,8% 17,5%
Sayl 16 24 40
Toplam % icinde HASSASCL 40,0% 60,0% | 100,0%
% icinde TURCL 100,0% 100,0% | 100,0%

HASSASCL * TURCL Chi-Square Tests

Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square ,462(b) 1 497
Continuity Correction ,065 1 ,799
Likelihood Ratio 478 1 ,489
Fisher's Exact Test ,681 ,408
Linear-by-Linear
Association 450 1 502
N of Valid Cases 40

HASSASPE * TURPE Crosstabulation

TURPE
— Toplam
gida elleyicisi gida
Sayli 0 1 1
AL
hassas e e 0% 1000% | 100,0%
et
?’d‘,ﬁ;g‘ﬂe 0% 4,2% 2,5%
HASSASPE
Sayli 16 23 39
% iginde
diren(}li HASSASPE 4110% 59,0% 100,0%
et
%o 100,0% 95,8% 97,5%
Sayli 16 24 40
% icinde 0 . .
Toplam HASSAGPE 40,0% 60,0% 100,0%
Lt
% o 100,0% 1000% | 100,0%




EK-4. (Devam) Gida elleyicileri ile gidalardaki S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test
sonugclarinin karsilastirilmasi

HASSASPE * TURPE Chi-Square Tests

Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square ,684 408
Continuity Correction ,000 1,000
Likelihood Ratio 1,039 ,308
Fisher's Exact Test 1,000 ,600
Linear-by-Linear
Association 667 1 414
N of Valid Cases 40
HASSASVA * TURVA Crosstabulation
TURVA
— Toplam
gida elleyicisi gida
SayI 16 24 40
% iginde 40,0% 60,0% 100,0%
HASSASVA hassas HASSASVA 70 070 70
% icinde o o o
TURVA 100,0% 100,0% 100,0%
Say!I 16 24 40
% iginde 40,0% 60,0% 100,0%
Toplam HASSASVA ' : ’
% iginde o o 0
TURVA 100,0% 100,0% 100,0%
HASSASMU * TURMU Crosstabulation
TURMU
— Toplam
gida elleyicisi gida
Say!I 16 24 40
% iginde 40,0% 60,0% 100,0%
HASSASMU hassas HASSASMU 70 w70 w70
% iginde o 0 o
TURMU 100,0% 100,0% 100,0%
Say!I 16 24 40
% iginde 40,0% 60,0% 100,0%
Toplam HASSASMU ' ' '
% icinde o o o
TORMU 100,0% 100,0% 100,0%
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EK-4. (Devam) Gida elleyicileri ile gidalardaki S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test
sonugclarinin karsilastirilmasi

HASSASO * TURO Crosstabulation

TURO
. Toplam
gida elleyicisi gida
Sayli 16 22 38
% icinde
hassas HASSASO 42,1% 57,9% 100,0%
YR
% onde 100,0% 91,7% 95,0%
HASSASO
Sayli 0 2 2
% icinde
direngli HASSASO ,0% 100,0% 100,0%
% icinde o 0 o
TURO ,0% 8,3% 5,0%
Sayli 16 24 40
% icinde 40,0% 60,0% 100,0%
Toplam HASSASO o i o
% iginde o o o
TURO 100,0% 100,0% 100,0%
HASSASO * TURO Chi-Square Tests
Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 1,404 236
Continuity Correction ,197 657
Likelihood Ratio 2,113 146
Fisher's Exact Test ,508 354
Linear-by-Linear
Association 1,368 1 242
N of Valid Cases 40
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EK-4. (Devam) Gida elleyicileri ile gidalardaki S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test
sonugclarinin karsilastirilmasi

HASSASTE * TURSTE Crosstabulation

TURSTE
Toplam
gida elleyicisi gida
Sayli 16 22 38
hassas % icinde 0 0 0
HASSASTE 42,1% 57,9% 100,0%
HASSASTE % icinde TURSTE 100,0% 91,7% 95,0%
Sayl 0 2 2
ortaderecehassas | % iginde 0 0 0
HASSASTE ,0% 100,0% 100,0%
% icinde TURSTE ,0% 8,3% 5,0%
Sayl 16 24 40
Toplam % icinde o o o
HASSASTE 40,0% 60,0% 100,0%
% iginde TURSTE | 100,0% 100,0% 100,0%
HASSASTE * TURSTE Chi-Square Tests
Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 1,404 236
Continuity Correction 197 ,657
Likelihood Ratio 2,113 ,146
Fisher's Exact Test 508 354
Linear-by-Linear
Association 1,368 1 242
N of Valid Cases 40
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EK-4. (Devam) Gida elleyicileri ile gidalardaki S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test
sonugclarinin karsilastirilmasi

HASSASCL * TURCL Crosstabulation

TURCL
Toplam
gida elleyicisi gida
SayI 14 19 33
hassas % iginde
0, 0, 0,
HASSASCL HASSASCL 42,4% 57,6% 100,0%
% icinde o o o
TURCL 87,5% 79,2% 82,5%
Sayl 2 5 7
ortaderecehassas | o jcinde
0, 0 0,
HASSASCL 28,6% 71,4% 100,0%
% icinde o o o
TURCL 12,5% 20,8% 17,5%
Sayl 16 24 40
Toplam % iginde
0, 0, 0,
HASSASCL 40,0% 60,0% 100,0%
% iginde 0 o o
TURCL 100,0% 100,0% 100,0%
HASSASCL * TURCL Chi-Square Tests
Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 462 497
Continuity Correction ,065 ,799
Likelihood Ratio 478 489
Fisher's Exact Test 681 ,408
Linear-by-Linear
Association 450 1 502
N of Valid Cases 40
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EK-4. (Devam) Gida elleyicileri ile gidalardaki S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test
sonugclarinin karsilastirilmasi

HASSASXT * TURSXT Crosstabulation

TURSXT
Toplam
gida elleyicisi gida
Say!i 2 1 3
hassas O ici
I{;)/;\(;Slgi\eSXT 66,7% 33,3% 100,0%
YRPE
HASSASXT _?Ulgnggi(%r 12.5% 42% 7%
Say!I 1 1 >
ortaderecehassas | o4 jci
I{;J,AlggieSXT 50,0% 50,0% 100,0%
YRPY
?ngg;j(e'l' 6,3% 4,2% 5,0%
Say| 13 22 35
direncli YT
9 I{;)AlgslgieSXT 31.1% 62,9% 100,0%
YR
?L;Sgi%r 81,3% 91,7% 87,5%
Sayli 16 24 40
Toplam YR
p I{;J,AlggieSXT 40,0% 60,0% 100,0%
YRPE
?’d&'gi% 100,0% 100,0% 100,0%
HASSASXT * TURSXT Chi-Square Tests
Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square 1,091 2 579
Likelihood Ratio 1,069 2 586

Linear-by-Linear
Association
N of Valid Cases

1,061 1 ,303

40
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EK-4. (Devam) Gida elleyicileri ile gidalardaki S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test
sonugclarinin karsilastirilmasi

HASSASFA * TURFA Crosstabulation

TURFA
Toplam
gida elleyicisi gida
Sayl 16 21 37
hassas % ici
I{;)AI\QSIgi%FA 43,2% 56,8% 100,0%
Lo
HASSASFA %o 100,0% 87,5% 92,5%
Sayli 0 2 2
ortaderecehassas | o4 jici
e A 0% 100,0% |  100,0%
La
i 0% 8,3% 5,0%
Sayl 0 1 1
direncli % ici
; e A 0% 100,0% |  100,0%
s
% janoe 0% 42% 25%
Sayli 16 24 40
Toplam % ici
P e A 40,0% 60,0% | 1000%
Lo
%o 100,0% 1000% | 100,0%

HASSASFA * TURFA Chi-Square Tests

Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square 2,162 2 ,339
Likelihood Ratio 3,226 2 ,199
Linear-by-Linear 1,857 1 173

Association
N of Valid Cases

40




Ek-5. Yag asitleri metil esterlerinin (FAME) analiz sonuglari

125

N

Q

o
Yag asiti gesidi 5 ~

Sle s |5 |5 12 (3 |8 |8 |2 |:

— '

s | S |w B O|B OB SO jE (L F |
09:00 0,15
10:00
11:0ANTESO 0,45
12:00
13:01SO 0,17 0,28 0,4 0,36
13:0 ANTESO 0,2 0,27 0,18 0,41 0,48 0,51
12:030H
14:01SO 4,99 5,35 9,07 7,16 8,02 8,74 5,26 8,56 9,8 7,33 5,81
14:0ANTESIO
14:00 3,43 0,9 1,76 2,46 4,06 1,15 1,94 1,14 1,95 3,19 2,08
15:01SO 3,56 4,24 5,99 3,62 5,17 5,61 3,63 5,31 6,04 4,55 3,58
15:0 ANTESON 46,66 | 53,98 | 50,89 | 39,51 | 40,94 | 46,78 | 34,64 | 49,41 | 49,62 | 41,42 | 34,25
16:0NALCOHOL
16:0 1SO 1,12 4,65 2,58 1,89 1,61 3,59 1,43 2,67 2,07 17 1,49
16:1W11C
16:00 10,83 4,62 3,37 5,56 4,97 5,46 6,87 4,97 5,19 6,32 5,53
16:010METHYL
1ISO17:1W9C
15:030H 1,66 11,11
17:01SO 0,81 0,78 0,48 0,5 12 0,59 0,82 0,9 0,32
17:0 ANTESO 1,42 7,65 3,37 2,45 2,07 5,2 2,63 3,75 3,26 2,77 1,66
17:1W8C
17:.0CYCLO 0,24
17:00 0,43 0,31 0,42 0,36 0,4 0,57
18:01SO 0,89 0,62 0,4 1,19 0,66
18:1W9C 7,25 1,49 1,29 4,22 3,88 0,86 4,32 1,54 1,22 3,25 3,24
18:1W7C 1,44 1,08 1,0 1,02 0,91 0,94
18:00 7,93 7,43 6,15 9,95 7,79 12,33 | 1161 7,03 8,09 8,59
17:030H
19:01S0 0,47
19:0 ANTESO 0,4
19:0CYCLOWSC
19:00 0,9 0,64 0,53 0,9 0,59
18:020H
20:4W6,9,12,15C 0,88 19 1,02 1,25 1,71 13 1,01 191 1,62
18:030H 0,58
20:01S0
20:2W6,9C 1,75 3,32 5,31 5,27 0,94 5,03 0,84 1,47 4,73 3,14
20:1W9C 2,47 3,13 2,12 4,61 1,22 1,73
20:1W7C
20:00 2,34 2,3 3,58 4,82 3,73 5,04 7,81 4,74 5,13 4,57 2,74




Ek-5. (Devami)Yag asitleri metil esterlerinin (FAME) analiz sonuglari

126

< 8)

Yag asiti gesidi . E ® p E < E

Sl s 18 |s ]2 ¢ |2 |8 |8 [~ |3

o o n > > m = > < > [an
09:00
10:00
11:0ANTESO
12:00
13:01SO 0,28 0,2
13:0 ANTESO 0,32 0,34 0,63 0,36 0,46
12:030H
13:00
14:0 1SO 6,45 6,66 58 4,44 6,59 5,84 6,76 4,79 2,88 6,04 52
14:0ANTESIO
14:00 2,32 3,33 1,44 2,78 3,34 3,08 1,86 2,21 3,1 1,83 2,34
15:0 ISO 3,54 3,94 4,1 2,89 4,44 3,8 3,89 3,75 3,33 4,14 3,02
15:0 ANTESON 37,42 | 38,61 | 44,66 | 275 35,7 31,86 | 37,53 | 32,61 | 43,97 | 33,64 | 30,95
16:0NALCOHOL
16:0 ISO 1,63 1,38 2,16 0,81 1,47 1,34 2,3 1,29 1,72 14
16:1W11C
16:00 5,53 7,65 4,78 7,06 5,24 571 3,57 4,15 3,19 6,12
1ISO17:1W9C
15:030H 5,73 2,02 8,14 3,02 2,09 5,32 4,49 3,84
16:010METHYL 0,3 0,79 0,89 0,24
17:01SO 0,26 0,31 0,61 0,62 0,56 0,62
17:0 ANTESO 1,93 1,66 3,78 1,54 2,32 2,01 2,64 2,2 2,67 2,06
17:1W8C
17:0CYCLO
17:00 0,24 0,59 0,33
18:01SO 0,16 0,49 0,54 0,39
18:1W9C 3,11 4,06 3,36 2,71 3,77 3,82 2,83 3,42 1,55 381
18:1W7C 0,78 0,99 0,66 0,88 0,84 0,69 0,95 0,99
18:00 10,41 8,95 9,37 175 | 11,711 12,8 11,3 13,64 13,58 13,73
17:030H
19:01S0
19:0 ANTESO 0,57 0,38
19:0CYCLOWSC
19:00 0,92 1,03 0,9 1,39
18:020H
20:4W6,9,12,15C 1,53 1,89 1,27 1,85 1,08 0,87 0,84 0,92 0,93 1,38
18:030H
20:01S0
20:2W6,9C 3,42 4,13 4,31 3,04 5,47 4,53 5,09 3,96 44 4,41
20:1W9C 1,63 2,06 1,72 2,44 2,5 4,31 2,54 3,34 1,91 3,48
20:1W7C
20:00 2,63 3,11 5,38 6,82 8,87 8,18 7,39 7,44 9,27 8,63
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09:00
10:00
11:0ANTESO
12:00 0,57 0,12
13:01SO 0,36 0,36 0,26 | 0,16 | 0,26
13:0 ANTESO 0,43 0,35 0,38 0,25 0,28
12:030H
13:00
14:0 1SO 571 7,03 6,56 6,48 8,91 5,55 5,47 9,67 6,96 5,52 1,7
14:0ANTESIO
14:00 2,41 2,94 5 2,77 1,42 4,58 1 2,1 0,96 1,17 0,75
15:0 1ISO 3,29 419 | 4,09 | 341 5,61 3,42 3,66 6,05 502 | 611 | 5,67
15:0 ANTESON 34,41 | 37,48 32 37,13 | 48,35 | 32,33 | 30,24 | 50,44 | 4558 | 46,5 | 51,4
16:0NALCOHOL
16:0 I1ISO 1,38 1,65 1,23 1,7 2,14 1,0 1,47 2,39 2,7 2,57 3,13
16:1W11C
16:00 6,72 565 | 6,69 | 7,23 496 | 12,55 | 433 3,0 33 504 | 3,78
16:010METHYL
1ISO17:1W9C
15:030H 2,2 1,75 0,52 11,63 3,22
17:01SO 0,91 0,69 0,78 0,85 | 1,26 | 1,48
17:0 ANTESO 2,19 2,01 1,79 2,48 3,56 1,52 2,76 2,71 4,11 4,99 | 573
17:1w8C
17:0CYCLO
17:00 0,53 0,41 0,32 0,49 0,43 | 0,94
18:01SO 0,46 0,43 0,56 0,6 0,92
18:1wW9C 4,04 4,56 4,0 4,3 1,36 4,21 0,89 1,74 151 2,16 | 0,57
18:1wW7C 0,96 1,03 0,44 0,38 | 0,59
18:00 133 | 11,72 | 128 | 11,73 7,6 13553 | 16,94 | 521 8,34 | 644 | 8,07
17:030H
19:01S0 032 | 04
19:0 ANTESO 0,41 039 | 058 | 07
19:0CYCLOWSC
19:00 0,66 0,5 0,58 0,67 0,74 1,18
18:020H
20:4W6,9,12,15C 1,28 4,34 1,16 1,32 1,22 1,45 0,7 1,07 1,13 1,96 | 0,67
18:030H
20:01S0
20:2W6,9C 4,41 4,28 5,93 49 0,77 3,55 4,19 2,89 4,07 0,4
20:1W9C 3,36 3,06 | 347 2,35
20:1wW7C
20:00 8,33 924 | 7,26 | 8,28 4,52 4,94 4,27 37 2,72 | 352 | 441
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09:00
10:00
11:0ANTESO
12:00 0,19
13:01SO 0,33 0,25 0,14 0,27 0,13 0,31 0,23 0,16
13:0 ANTESO 0,47 0,44 0,27 0,31 0,47 0,16 0,39 0,36 0,35 0,24
12:030H
13:00
14:0 1SO 7,46 6,64 6,86 4,05 4,43 7,33 5,2 2,21 511 8,22 8,24
14:0ANTESIO
14:00 4,59 2,84 1,13 2,62 3,49 0,76 3,51 2,46 2,78 0,83 0,93
15:0 ISO 4,69 4,34 4,71 3,11 3,25 4,79 3,32 2,86 3,67 6,19 4,92
15:0 ANTESON 40,6 | 48,99 | 48,91 48,08 44,93 45,74 | 42,47 | 43,17 48,27 | 44,93 51,26
16:0NALCOHOL
16:0 ISO 1,44 2,23 3,52 1,86 1,05 5,43 14 1,21 2,15 5,72 4,87
16:1W11C
16:00 6,52 6,24 6,69 8,7 11,45 5,06 10,66 11,1 8,11 6,01 4,93
16:010METHYL
1SO17:1W9C
15:030H 0,44
17:01SO 0,4 0,38 0,86 0,31 1,31 0,24 0,39 0,33 1,6 1,0
17:0 ANTESO 1,71 2,34 4,95 2,91 1,35 6,41 1,61 3,19 2,71 5,79 5,61
17:1w8C
17:0CYCLO
17:00 0,24 0,32 0,34 0,26 0,32 0,71 0,4 0,32 0,37 0,61 0,41
18:01SO 0,31 0,63 0,27 1,36 0,31 1,05 0,93
18:1W9C 4,81 6,17 3,61 6,87 8,08 1,86 7,33 8,86 6,02 1,98 2,0
18:1W7C 1,03 1,19 0,55 1,31 1,64 0,41 1,89 1,63 1,29 0,3 0,35
18:00 8,08 5,77 5,97 6,77 6,95 9,74 7,36 8,76 6,16 8,99 6,06
17:030H
19:01S0 0,27 0,29 0,11
19:0 ANTESO 0,42 0,24 0,72 0,33 0,25 0,51 0,5
19:0CYCLOWSC
19:00 0,28 0,16 0,72 0,27 0,28 0,5 0,43
18:020H
20:4W6,9,12,15C 0,94 0,83 1,0 1,15 1,34 0,49 1,39 1,11 1,06 0,64 0,65
18:030H 0,18
20:01S0
20:2W6,9C 4,52 2,14 0,68 2,18 1,63 0,76 2,45 2,08 2,06 0,36 1,0
20:1W9C 2,9 1,77 0,52 1,7 2,39 0,48 2,12 2,4 1,25 0,25
20:1W7C
20:00 3,44 1,53 2,44 1,53 1,76 3,18 1,89 19 1,58 2,37 2,29
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09:00
10:00
11:0ANTESO
12:00 0,13
13:01SO 0,33 0,17 0,27
13:0 ANTESO 0,56 0,34 0,94 0,24 0,44
12:030H
13:00
14:0 1SO 6,26 5,6 3,72 8,86 9,75 6,14 4,23 8,97 0,90 4,72 4,09
14:0ANTESIO
14:00 3,15 | 0,48 2,70 4,68 1,01 0,61 3,14 1,12 0,73 3,00 1,95
15:0 ISO 4,25 3,76 3,18 4,34 5,56 4,12 2,82 5,34 5,43 3,34 4,20
15:0 ANTESON 535 | 43,7 | 47,74 | 47,74 | 5523 | 51,31 | 42,37 | 53,69 | 57,67 | 46,35 | 50,93
16:0NALCOHOL
16:0 1SO 149 | 6,11 1,82 1,44 5,24 3,53 1,22 4,57 0,86 1,08 1,98
16:1W11C
16:00 7,16 4,24 8,93 6,66 4,11 4,54 11,85 511 8,83 10,67 8,1
16:010METHYL
1ISO17:1W9C
15:030H 1,24
17:01SO 1,46 0,34 1,05 0,84 0,99 1,92
17:0 ANTESO 2,04 8,84 3,11 1,48 5,63 5,59 1,61 5,36 11,54 1,62 3,25
17:1W8C
17:0CYCLO
17:00 0,48 0,26 0,54 0,2 0,36 0,5
18:01SO 2,09 0,3 0,8 1,26 0,74
18:1W9C 5,32 15 6,71 4,58 0,7 2,01 8,26 1,65 3,76 7,9 6,61
18:1W7C 1,07 0,35 1,38 1,82 0,77 1,59 1,39
18:00 531 | 10,93 | 6,91 7,04 5,47 5,18 8,32 5,07 3,48 8,52 7,35
17:030H
19:01S0 0,4 0,41
19:0 ANTESO 1,39 0,26 0,46 1,34 0,36 0,77
19:0CYCLOWSC
19:00 0,68 0,43 0,46 0,42
18:020H
20:4W6,9,12,15C 0,74 0,36 1,17 0,41 1,04 1,42 0,63 0,82
18:030H
20:01S0 0,29 0,45
20:2W6,9C 1,52 | 0,67 2,18 1,79 2,12 0,52 2,17 1,97
20:1W9C 1,14 | 0,61 1,55 2,32 1,33 2,43 4,94 2,68
20:1W7C
20:00 1,41 45 1,63 2,41 2,11 5,01 1,83 1,86 2,5 2,16
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Y-4

KIYMA

508

p-377

SATIR

SATIR-1

Y-*

S.U-VJ

KUSBASIET2-A

Y-11

G.TIDR

09:00

10:00

11:0ANTESO

12:00

13:01SO

0,35

1,36

13:0 ANTESO

0,32

0,61

0,46

0,46

0,39

0,45

0,77

12:030H

13:00

14:0 ISO

3,64

6,82

4,38

5,22

4,48

4,75

3,41

5,35

3,34

5,33

2,03

14:0ANTESIO

14:00

2,69

5,00

3,22

3,44

3,49

3,17

2,88

3,25

2,93

2,16

1,81

15:01SO

2,91

3,01

3,07

3,30

3,07

2,95

3,33

3,40

3,45

4,11

7,86

15:0 ANTESON

43,97

38,15

46,61

47,28

47,43

45,79

50,62

46,16

46,54

51,36

45,13

16:0NALCOHOL

16:0 1SO

1,03

1,47

1,46

1,2

13

1,12

1,15

2,29

0,46

16:1wW11C

16:00

11,84

10,4

9,93

11,37

10,44

10,03

10,58

72

4,78

16:010METHYL

1ISO17:1W9C

15:030H

3,17

17:01SO

0,33

0,57

17:0 ANTESO

3,0

1,02

2,0

1,67

1,66

1,66

2,57

1,6

2,15

2,72

2,15

17:1w8C

17:0CYCLO

17:00

0,34

18:01SO

0,31

18:1W9C

7,92

10,26

7,37

6,51

7,42

7,66

6,98

75

7,94

6,52

4,36

18:1W7C

1,58

18

1,78

1,69

1,63

1,57

1,31

1,47

1,42

151

0,92

18:00

8,42

7,92

7,42

6,87

6,62

7,6

6,13

8,13

7,05

6,61

9,22

17:030H

19:01S0

19:0 ANTESO

0,91

19:0CYCLOWSC

19:00

18:020H

20:4W6,9,12,15C

1,18

0,59

1,19

0,98

1,22

1,39

1,46

18:030H

20:01S0

20:2W6,9C

2,53

1,94

1,95

1,74

1,64

1,88

1,78

5,16

1,98

2,34

20:1W9C

2,39

3,14

2,43

2,1

2,12

2,47

1,66

1,92

2,17

4,26

20:1W7C

20:00

1,93

1,85

2,11

1,95

1,83

2,16

1,69

2,59

1,88

1,73

3,96
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09:00 0,04
10:00 0,5
11:0ANTESO
12:00 0,1 0,41
13:01SO 0,35 0,32 0,15 0,33 0,33
13:0 ANTESO 0,41 0,46 0,45 0,36 0,36 0,36 0,43
12:030H 0,44
13:00 0,06
14:0 ISO 7,06 5,25 3,8 0,88 2,87 6,61 7,57 9,58 8,17 7,61 6,16
14:0ANTESIO
14:00 3,67 3 3,12 2,49 1,19 1,33 1,36 1,24 2,75 1,16
15:0 ISO 4,07 3,21 3,02 4,62 3,14 411 4,52 5,46 5,15 4,26 4,99
15:0 ANTESON 47,18 | 4435 | 4578 | 58,96 | 46,15 | 36,49 | 39,91 | 515 | 44,84 | 43,11 | 45,99
16:0NALCOHOL
16:0 ISO 2,01 1,45 1,12 1,04 1,52 1,83 1,81 2,2 2,08 1,71 2,94
16:1W11C
16:00 7,28 9,03 11,06 4,12 8,08 4,46 4,93 4,67 4,79 6,16 5,83
16:010METHYL 0,13 0,34
1ISO17:1W9C
15:030H 1,58 0,81 2,18 6,66 5,35 1,28 2,06
17:01SO 1,72 0,37 0,75 0,75 0,66 0,96 1,48
17:0 ANTESO 1,74 1,67 1,68 13,64 3,26 3,22 3,26 2,79 3,61 2,47 6,63
17:1w8C
17:0CYCLO
17:00 0,37 0,31 0,35 0,49 0,58
18:01SO 0,25 0,5 0,44 0,51 0,84
18:1wW9C 6,85 6,61 7,02 3,07 5,81 1,21 1,25 1,27 1,24 3,73 1,62
18:1wW7C 1,55 1,59 1,6 1,11 0,98
18:00 6,18 8,26 7,57 3,48 7,24 12,75 | 12,84 | 5,89 9,32 8,22 8,09
17:030H
19:01S0 0,11
19:0 ANTESO 1,04 0,27 0,62 0,28 0,47 0,88
19:0CYCLOWSC
19:00 1,58 1,0 0,52 0,86
18:020H
20:4W6,9,12,15C 0,65 1,11 1,33 1,03 0,97 0,99 1,15 1,23 1,02 1,77 1,39
18:030H
20:01S0
20:2W6,9C 2,22 1,93 1,54 1,86 1,76 0,5 0,49 0,85 4,71
20:1wW9C 2,34 2,16 2,03 1,76 0,21 2,24
20:1w7C
20:00 1,81 2,2 1,86 1,53 4,09 5,56 3,32 5,05 3,96 4,5
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09:00
10:00
11:0ANTESO 0,09
12:00 0,48 0,12
13:01SO 0,29 0,39 0,21
13:0 ANTESO 0,46 0,35 0,34 0,51 0,38
12:030H
13:00 0,05
14:0 1SO 5,37 4,74 6,74 3,75 8,13 7,02 6,79 7,78 6,05 3,84
14:0ANTESIO 0,04
14:00 2,78 1,33 3,21 2,15 2,56 4,02 2,91 3,16 3,02 3,11
15:0 ISO 2,83 3,08 3,52 2,4 5,23 3,13 4,68 3,84 3,09 3,73
15:0 ANTESON 24,49 33,07 | 38,15 | 24,53 | 46,08 | 32,84 | 37,74 | 37,58 | 32,88 | 47,22
16:0NALCOHOL 0,5
16:0 ISO 1,08 1,63 1,62 1,18 2,12 1,37 1,72 1,56 1,77
16:1W11C 0,11
16:00 4,65 3,59 6,33 6,72 3,72 6,28 4,74 4,61 6,59 8,29
16:010METHYL 1,35 0,19 0,15
1ISO17:1W9C 0,45
15:030H 8,74 16,28 12,34 10,38 155 1,13
17:01SO 0,69 0,6 0,24 0,61
17:0 ANTESO 1,28 2,92 2,28 1,57 2,71 1,79 2,67 1,46 1,64 2,75
17:1W8C 0,54 0,12
17:0CYCLO 0,64
17:00 0,6 0,35 0,34 0,39 0,2
18:01SO 0,35 0,27
18:1W9C 1,62 1,81 2,88 1,61 2,63 4,37 3,16 2,55 2,74 54
18:1W7C 0,68 0,93 0,74 1,03
18:00 15,39 11,67 | 18,81 7,32 12,17 | 11,02 6,31
17:030H 1,73 0,18
19:01S0 0,11
19:0 ANTESO 0,16
19:0CYCLOWSC 0,57 0,1
19:00 0,99 0,62 1,06 0,98
18:020H 0,31
20:4W6,9,12,15C 0,68 1,18 1,47 0,51 1,03 1,0 1,17 11
18:030H
20:01S0
20:2W6,9C 2,89 3,59 4,61 2,23 4,49 5,22 5,76 3,19 3,6 1,71
20:1W9C 1,58 2,56 1,45 3,85 3,11 1,35 3,61 1,11
20:1W7C 0,15
20:00 8,38 6,79 9,28 2,9 4,53 9,6 9,64 2,71 9,28 1,39
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09:00
10:00
11:0ANTESO
12:00 0,26
13:01SO 0,29 0,32
13:0 ANTESO 0,54 0,33 0,27 0,38
12:030H
13:00
14:0 1SO 5,69 7,02 6,33 6,2 8,63 7,01 6,07 3,58 471 0,54 4,50
14:0ANTESIO
14:00 2,4 2,99 1,46 1,77 1,02 0,77 2,53 3,18 0,58 2,51
15:0 ISO 34 4,32 3,54 511 6,28 4,47 4,45 3,22 3,22 5,05 3,45
15:0 ANTESON 3537 | 38,84 | 37,86 | 51,06 | 48,08 | 39,89 | 39,85 | 43,87 | 46,36 | 54,20 | 49,87
16:0NALCOHOL
16:0 1SO 1,37 2,11 1,46 2,58 2,15 2,07 4,24 1,84 1,56 0,58 2,18
16:1W11C
16:00 7,42 5,03 7,69 3,65 5,86 4,64 5,54 9,49 9,59 4,3 8,28
16:010METHYL
1ISO17:1W9C 2,83 2,6 1,2
15:030H 1,33
17:01SO 0,4 0,77 1,12 0,89 1,44 0,43 0,23 1,76
17:0 ANTESO 19 3,65 2,2 4,32 3,99 3,92 6,65 3,55 2,06 10,87 3,33
17:1w8C
17:0CYCLO
17:00 0,33 0,9 0,38 0,1
18:01SO 0,48 0,84 1,46 0,34 0,18
18:1W9C 4,46 1,03 4,48 2,43 1,27 1,34 2,26 7,18 6,83 5,15 6,37
18:1W7C 1,01 1,07 0,6 0,43 1,54 1,81 1,15 1,49
18:00 11,7 15,56 | 10,72 6,02 9,38 12,98 | 13,07 8,51 6,72 3,88 6,32
17:030H
19:01S0 0,4
19:0 ANTESO 0,83 0,42 1,0 1,04 0,36 0,82
19:0CYCLOWSC
19:00 0,85 1,25
18:020H
20:4W6,9,12,15C 1,58 1,65 1,52 1,13 0,52 1,08 1,09 1,19 0,92
18:030H
20:01S0 0,21
20:2W6,9C 4,12 4,43 34 1,82 2,56 2,12 2,61 2,13
20:1W9C 3,28 2,89 0,77 0,66 18 1,94 1,08 1,43
20:1W7C
20:00 5,07 13,03 4,88 2,4 5,84 13,83 5,44 1,98 1,89 1,78
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09:00
10:00
11:0ANTESO
12:00
13:01SO 0,61 0,2 0,41
13:0 ANTESO 0,36 0,46 0,51
12:030H
13:00 514 5,22
14:0 ISO 0,62 0,70 7,54 3,75 8,48 4,46 45 2,88 0,42
14:0ANTESIO 1,98 2,14
14:00 2,26 2,61 0,94 2,79 1,11 3,1 4,1 3,15 0,34
15:0 ISO 4,78 5,58 4,78 3,43 3,85 1,73 3,12 3,33 31,68 32,95 5,86
15:0 ANTESON 56,63 | 60,74 | 49,00 | 42,13 | 41,69 18,36 | 33,57 | 43,97 50,54
16:0NALCOHOL 1,49 1,37
16:0 ISO 0,91 1,14 3,3 1,57 2,0 0,68 2,01 141 0,84
16:1W11C 5,55 5,64
16:00 4,41 2,69 5,59 7,96 577 3,75 3,27 10,35 4,16
16:010METHYL 0,18
1SO17:1W9C 12,27 7,34
15:030H 3,54 14,14 5,98 0,95 0,6 0,33
17:01SO 1,99 2,79 0,83 0,56 0,34 2,19 2,00 3,25
17:0 ANTESO 14,41 19,19 2,93 2,51 3,55 0,82 3,26 2,89 16,14
17:2wW8C
17:0CYCLO
17:00 0,37 0,42 0,21 0,24
18:01SO 0,57 0,73 0,68 0,25 2,98 3,31
18:1W9C 3,57 1,06 4,87 6,19 1,83 2,27 2,36 7,18 0,94 0,87 4,71
18:1W7C 1,18 1,24 0,57 1,25 12,49 0,6
18:00 3,87 2,43 6,73 9,16 11,2 19,0 13,83 7,3 3,77
17:030H
19:01S0 0,5
19:0 ANTESO 1,36 0,58 0,66 0,28 1,45
19:0CYCLOWSC
19:00 0,99 2,01
18:020H 1,46 1,6
20:4W6,9,12,15C 0,99 0,83 1,11 1,2 0,59 0,87 1,11 0,51 0,85
18:030H
20:01S0 3,82 3,38
20:2W6,9C 1,87 2,46 1,95 0,92 2,82 3,63 1,92 1,84 1,72 1,3
20:1W9C 1,21 1,54 0,66 2,33 1,68 1,3 0,73
20:1W7C 3,74 2,88
20:00 1,93 1,76 9,02 6,67 6,01 1,67 0,49
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EK-6. (Devam) CLIN-50 Veri tabanina gore S. aureus izolatlarinin isimlendirilmesi
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EK-6. (Devam) CLIN-50 Veri tabanina gore S. aureus izolatlarinin isimlendirilmesi
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	3.1.  İzolasyon
	Bu çalışmada Kütahya bölgesindeki gıda örnekleri, gıda çalışanları, gıda alet- ekipmanları ve klinik örneklerden toplam 106 S. aureus bakterisi izole edilmiştir (Çizelge 3.1).
	Gıda elleyicileri ile alet-ekipmandan alınan örneklerin incelenmesinde bu gıda örneklerinin işlendiği yerlerdeki gıdalarla direkt temas eden kişilerin boğaz-burun kültürlerinden, ellerinden ve de kullanılan alet ve ekipmandan örnek alımı gerçekleştirilmiştir. Özellikle işleme kapasitesi küçük işletmelerden ve yerel semt pazarlarından numune alımı sırasında bazı güçlüklerle karşılaşılmıştır. Buralarda çalışanlar ya da bu ürünleri pazarlayanlar olumsuz bir durum çıktığında kendilerinin şikayet edilecekleri korkusuna kapılmışlar ve ancak bu kişilerin ikna olmaları sonucuyla kendilerinden numune alma işlemi gerçekleştirilebilmiştir. Bu amaçla toplam  15  izolat  izole edilmiştir (Çizelge 3.1).
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	SDS-PAGE tekniği ile  %12 ayırma ve %3 yığma jelinde bazı izolatlardan elde edilen protein bandları Şekil 3.4’te gösterilmiştir. 
	 
	3.3.1.4. Yağ asitleri metil esterlerinin (FAME) analizi 
	Hücresel yağ asiti profilleri, MIS (Microbial İdentification System)’in içerdiği veri tabanına göre analiz edilmiştir. Analize alınan toplam 109 izolatın 22’si (% 20.18) Staphylococcus sp. (S. xylosus, S. warneri, S. simulans,) olarak tanımlanırken, bu izolatlar içerisinde sadece 7’si (% 6.42)  S. aureus olarak tanımlanmıştır. Bir bölüm izolatın ise veri tabanında karşılığı bulunamamıştır. EK-5’de test edilen bütün izolatların MIDI sistem ile elde edilen yağ asitleri profilleri verilmektedir. EK-6’da CLIN 50 veri tabanına göre S. aureus izolatlarının identifikasyon sonuçları verilmiştir.
	Test edilen  izolatlarda %1 ve daha fazla oranda görülen yağ asitlerinin ortalaması, yüzdelikleri ve standart sapması Çizelge 3.7‘de verilmektedir.  Yağ asitleri metil esterlerinin (FAME) ayrıntılı analiz sonuçları EK-5’de verilmiştir.
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