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Bu calismada Eskisehir merkezde satis yapan g¢esitli kasap, mandira,
pastane, semt pazarlarindan gida 6rnekleri temin edilip, toplam mezofilik bakteri
yikli arastirilmig, ayni zamanda bu gida orneklerinde Staphylococcus aureus
bakterisi izole edilerek karakterize edilmeye calisilmistir.

Toplam mezofilik bakteri yogunlugu agisindan ii¢ gida orneginin Tiirk
Gida Kodeksinin belirledigi mikrobiyolojik kriterleri agtig1 tespit edilmistir.

Identifikasyon testlerinde geleneksel biyokimyasal testler ve VITEK
sistemi kullanilmistir. Fenotipik tiplendirme icin, antibiyotik duyarlilik testleri,
SET-RPLA test kiti ile enterotoksin belirleme testi ve FAME analizleri,
genotiplendirme i¢inse PFGE ve Ribotiplendirme metotlar: kullanilmistir.

Analiz edilen izolatlarin geleneksel biyokimyasal testleri ile VITEK
analizatorii ile yapilan test sonuglart uyumlu bulunmustur. Antibiyotiklere karsi
duyarlilik sonuglarina gore izolatlarin %30,64’°1 oksasiline direngli bulunmustur.
En yiiksek direnglilik Amoksisilin-klavulanik asit’e (% 79,03) gosterilmistir.
SET- RPLA test kiti ile {i¢ izolatin enterotoksin D, dort izolatin enterotoksin A ve
bir izolatin C ve D enterotoksini Urettigi belirlenmistir. FAME analizi ile
izolatlarin identifikasyonu gergeklestirilmis, yag asitleri profilleri belirlenmis ve
gelecekteki S. aureus ¢alismalar i¢in yag asitleri veri tabani olusturulmustur.

[zolatlarin PFGE analizi sonucunda 35 pulsotip, ribotiplendirmede ise 7
ribogrup  tespit edilmistir. Bu yontemler ozellikle strainlerin genotiplerinin
belirlenmesinin gerektigi epidemiyolojik calismalarda glivenilir bir sekilde
kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, VITEK, FAME, PFGE,
Ribotiplendirme
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In this study, food samples were obtanined from different butchers, dairies,
patisseries, street markets in Eskisehir and total mesofilic bacteria load were
investigated . Staphylococcus aureus bacterium was also isolated from this food
samples then they were characterized.

It was determined that total mesofilic bacteria load of three food samples
has exceeded the microbiological criteria of Turkish Food Criteria.

For identification, conventional biochemical techniques and VITEX
system were used. Phenotyping included antibiotic sensitivity tests, enteretoxin
determination test with SET-RPLA, Fatty Acid Methyl Esters analysis, however
genotyping was carried out by using pulsed field gel electrophoresis and
automatic ribotyping.

Conventional biochemical test results consisted with VITEX results.
According to the antibiotic sensitivity tests results 30,64 % of the isolates showed
resistance to oxacilin. The highest resistance (79,03%) was obtained with the
amoxicilinklavulanic acid. SET-RPLA tests indicated that three isolates produced
enteretoxin D, four isolates produced enteretoxin A and one isolate produced
enteretoxin C and D together. Identification of isolates was done by FAME
analysis and fatty acid profiles were determined for each isolate. A fatty acids
database for Staphylococcus aureus was constructed for future studies.

PFGE analysis of isolates resulted 35 pulsotypes while ribotyping resulted
7 ribogroups. This methods can be used reliably for determining strain genotypes
in epidemiological studies.

Keywords: Staphylococcus aureus, VITEK, FAME, PFGE, Ribotyping
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1.GIRiS

'Staphylococcus' ismi ilk defa 1881 yilinda insan abselerinden izole ettigi
organizmalar1 tanimlayan ve fareye enjekte edildiginde piyojenik hastaliklara
neden oldugunu gosteren Iskogyali cerrah Alexander Ogston tarafindan
verilmistir. Staphylus eski Yunanca'da iiziim anlamina gelmekte olup bu
bakterilerin lireme esnasinda birbirlerinden ayrilmayarak iiziime benzer kiimeler
yapmalarindan dolay1 bu deyim kullanilmistir (Sandel ve Mc Killip 2004; Brock
ve Madigan, 2006). 1ki yil sonra Rosenbach saf kiiltiirdeki gelisimlerini
pigmentasyon bazinda tanimlayarak sar1 koloni olusturan suslara Staphylococcus
aureus adin1 vermistir (Unliitiirk ve Turantas 1998; Demiroluk 2000; Brock ve
Madigan 2006).

Stafilokoklar ortam sartlarina karsi olduk¢a dayanikli mikroorganizmalar
olup dogada ¢ok yaygin olarak bulunurlar (Hacibektasoglu ve ark. 1993). insan,
hayvan ve bitkilerde normal flora iiyesi olarak bulunabilirler. Dogal olarak en
fazla burun ve bogaz boslugunda, insan ve hayvan diskilarinda, ciltte abseli
yaralarda ve sivilcelerde yogun olarak bulunurlar. S. aureus insanlarda bir¢ok
infeksiyonlara neden olmaktadir. Ortam sartlarina dayanikli olduklarindan dogada
cok yaygindirlar. Bunun yaninda insan ve hayvanlarda bir¢ok hastaliklarin etkeni
olarak da Onem tasirlar. Halen en sik karsilasilan cilt ve yumusak doku
enfeksiyonu, septik artrit, ostomyelit, infektif endokardit, bakteriyemi, mastit,
menenjit, gibi klinik bir ¢ok tablonun etkenidirler (Avkan 1997; Tiikel ve Dogan
1999; Giilbandilar 2006 )

Gidalarda, gida isletmelerinde, kurumlara ait biiyilk mutfaklarda bu
bakteriye rastlanmamasi hijyen gostergesi olarak kabul edilir (Tunail 2000).
Gidalarda ve gida isletmelerinde, elle gida hazirlayanlarda, hastane personelinde
ve hastane ortamlarinda da yaygin olarak bulunurlar. S6z konusu bakteri ellere
bulasir ve derinin alt tabakalarina gecerek gozeneklerde ve kil kdklerinde ¢ogalir.
Nasal stafilokoklar, tasiyicilarla ¢evreye yayilarak tehlike olustururlar. Tastyici
olan ve Ozellikle gida sektoriinde bizzat elleriyle gida hazirlayanlar stafilokok

besin zehirlenmelerinin 6nemli kaynagidirlar. Gidalar {izerinde uygun sartlar



yakaladiklarinda ¢ogalmakta ve toksin iiretmektedirler. Urettikleri toksinler gida
yoluyla viicuda girerek intoksikasyon olustururlar (Giilbandilar 2006).

Stafilokoksik besin zehirlenmelerinin epidemiyolojisi kisiden kisiye
tasinma ile karakterizedir. Sorumlu mikroorganizma genellikle yiyecegi
hazirlayan kisiden izole edilebilir. Stafilokoksik besin zehirlenmesi bir
infeksiyondan ¢ok gastrointestinal bir intoksikasyondur. Staphylococcus
aureus'un toksijenik suslari ile kontamine olmus yiyeceklerin alinmasiyla
meydana gelir. Enterotoksin yapan stafilokoklar ¢ogu kez patojen stafilokoklardir
ve Staphylococcus aureus kokenlerinin %50’den fazlasi enterotoksijen olup ¢ogu
insanlardan 6zellikle burun ve el tasiyicilarindan kaynaklanir (Hacibektasoglu ve
ark. 1993).

Bu c¢alismada ¢esitli gida ornekleri, gida elleyicileri ve ekipmanlardan
secici olarak izole edilen S. aureus bakterileri, 6nce tanimlama testlerine alinmis
daha sonra tiplendirme testlerine ge¢ilmis, farkli izolatlar arasinda akrabalik
iligkisinin var olup olmadig arastirilmaya calisilmistir. Bu amagla elde edilen tiim
izolatlarin biyokimyasal testleri yapildiktan sonra VITEK otomatik analiz
sisteminde identifikasyonlar1 dogrulanmis ve fenotipik tiplendirmesi igin
antibiyogram testleri, enterotoksin analizi ve yag asidi metil esterlerinin (FAME)
gaz kromotografisi ile analizi, genotipik tiplendirmesi i¢in ise Pulsed Field Gel

Elektrophoresis (PFGE) ve ribotiplendirme yontemleri kullanilmistir.

1.1 Taksonomi, Ureme Ve Biyokimyasal Ozellikleri

Firmucutes subesi, Bacilli smifi, Bacillates takimi, Staphylococcaceae
familyasi, Staphlococcuc cinsi i¢inde yer alan S. aureus, hareketsiz gram pozitif
kok seklinde, genellikle diizensiz kiimeler olusturur (Boone ve ark. 2001).

Fakiiltatif anaerop, katalaz pozitif olan S. aureus segici olmayan
besiyerlerinde diiz, parlak, dairesel, konveks koloniler olusturmaktadir. Genellikle
koagiilaz tireten S. aureus %10’a kadar olan NaCl konsantrasyonlarinda iyi
gelisirken, %15 NaCl konsantrasyonlarinda gelisimi zayiftir. S. aureus suslari
optimum 30-37°C’lerde gelisirler. Optimum olarak 7.0-7.5 pH’da gelisirler.

Glukoz, laktoz, maltoz ve mannitolden aerobik ve anaerobik kosullarda asit



meydana getirir, ayrica diger karbonhidratlarin ¢ogundan aerobik kosullarda asit
meydana getirirler (Tiikel ve Dogan 1999; Tunail 2000; Tiikel ve Dogan 2000;
Wang ve ark. 2003).

Altin saris1, limon sarisi ve porselen beyazi renkte ii¢ ¢esit suda eriyen
pigment {retirler. Pigment rengine gore isimlendirilirler. Ender olarak bazi
izolatlar pigmentsizdir. Anaerobik sartlarda veya sivi besiyerlerinde iireyenlerde
pigment goriilmeyebilir veya bej rengi olarak goriiliir. Pigment iiretimi 24-48
saatte oda 1sisinda inkiibasyon ile arttirilabilir. Ortamda sigir kremasinin
bulunmasi, pigment olusturma 6zelligini arttirici etki yapar. Cogu koyun, at, insan
kanli besiyerinde 24-36 saat i¢inde hemolizin iiretir, hemoliz goriiliir. Kanli agar
besiyerinde kolonilerin c¢evresinde genellikle ¢ogu tam hemoliz bolgesi
olustururlar, digerleri ise hemoliz olusturmazlar. Jelatini eritir, nitratlari nitrat ve
amonyaga indirgerler. Stafilokoklarin fermantatif ve proteolitik 6zellikleri de
vardir. Ancak, tiredikleri gidalarda herhangi bir kotii koku ve goriiniis meydana
getirmezler. Stafilokok zehirlenmelerine neden olan bakterinin bizzat kendisi
degil, ortama salgiladiklar1 enterotoksin adi verilen bir maddedir (Vural ve Oztan
1993; Avkan 1997; Demiroluk 2000; Giilbandilar 2006 ).

Aerobik ve anaerobik sartlarda selektif olmayan kanli agar, niitrient agar,
tryptic soy agar, brain heart infusion agarda tirerler. S. aureus kolonileri genisligi
6-8 mm ¢apinda keskin kenarli, diiz, konveks, yar1 seffaftir. Besin istekleri fazla
degildir. Gelisme sinirlart 6-46°C arasindadir. Toksin olusturmalari i¢in gerekli
minimum ve maksimum sicaklik dereceleri biraz daha yiiksek olup 10-48°C’dir.
Optimum olarak 7.0-7.5 pH’da gelisirler. Minimum su aktivite degeri aerop
gelisme icin As:0.83-0.86, anaerop gelisme icin As:0.90 olarak belirlenmistir.
Feces gibi kontamine orneklerden stafilakoklar1 ayirmak ve cogaltmak igin
selektif besiyerleri (mannitol salt agar, schleifer-kramer agar, columbia colistin-
nalidixic asit agar- CNA-, lipaz salt mannitol agar veya feniletil alkol agar)
kullanilir (Vural ve Oztan 1993; Avkan 1997).

Agir metallere, klinik mikrobiyolojide kullanilan pek cok antibiyotige
kars1 genetik olarak kazanilmig bir direng sistemine sahiptir. Bununla beraber tuz

disinda gida koruyucularma direnci yoktur. Tuza dayaniklilikta en Onemli



ozmoprotektant maddeler hiicre igine biriken glisin, betain, ve prolin’dir. Tuzlu ve
diisiik su aktiviteli gidalarda gelisemez iken diger bakterilerin rekabetci etkisinden

kurtularak daha rahat bir gelisme gosterir (Tiikel ve Dogan 2000).

1.2 identifikasyon

Stipheli kolonilerden dogrulama testlerinde kullanilmak tizere niitrient
broth besiyerine inokiilasyon ve yatik niitrient agar besiyerine stirme yapilir.35-37

°C’de 18-24 saat inkiibe edilir.
Secilen tipik ve atipik kolonilerin gram pozitif koklar olup olmadigi

belirlenmelidir. Katalaz reaksiyonu pozitif olan mikroorganizmalar ic¢in diger
asamada koagiilaza bakilir. Koagiilaz, kan plazmasini koagiile eden bir enzimdir.
S. aureus iki tip koagiilaz enzimi icermektedir: 1 serbest koagiilaz
ekstraselliiler bir enzimdir, protrombin ve derivatlari ile reaksiyona girer. 2. bagl
koagiilazdir, hiicre duvan yiizeyine lokalize olmustur. Koagiilaz testi, her iki
koagiilaz formunda da belirlenmektedir (Tiikel ve Dogan 1999). Koagiilaz testi
i¢in ¢esitli plazmalar kullanilabilir fakat EDTA'l1 tavsan plazmasi tercih edilir.
Slide test S. aureus identifikasyonunda hizli tarama testidir. S. aureus

tiirlerinin % 95’inden fazlasi pozitiftir. Slide testleri i¢in alternatif metotlar, ticari
hem agliitinasyon slide testleri ve hem clumping faktéor hem de protein A"y1
saptayabilen ticari latex agliitinasyon testleridir (Avkan 1997).

S.aureus suglarimin  glikozu ve mannitolii anaerobik kosullarda
kullanmaktadir. Glukozu anaerobik sartlarda kullanarak sar1 renk olustururlar.

Deoksiriboniikleaz tespiti i¢in uygulanan bir test olan Dnase testi,
deoksiriiboniikleaz  pozitif mikroorganizmalarin tespit edilmesi amaciyla
kullanilmaktadir. Asitte, DNA’larin  farkli ¢oziniirliikleri degerlendirilir.
Koagiilaz ve DNaz testi S. aureus izolatlarinin patojenligini belirlemede 6nemli
bir indikatordiir (Tiikel ve Dogan 1999; Giindogan ve ark. 2005).

S. aureus suslart genellikle fosfolipaz C; lesitinaz aktivitesi gosterir. Bu
0zelligi nedeniyle S. aureus’un yumurta sarisinin  emiilsiyon halde katildigi
besiyerlerinde tanimlanmasi kolaylasmaktadir. Urettikleri lesitinaz, besiyerinde

yumurta sarist emiilsiyonunda bulunan lesitini hidrolize ederek koloninin



etrafinda berrak bir zonunun olugsmasina neden olur. Fakat bdyle besiyerlerinde
zonsuz atipik koloni olusturan suglarin da gelistigi belirlenmistir (Tiikel ve Dogan
2000; Giilbandilar 2006).

Koloni morfolojileri kesin ayirici tan1 saglamaz. Bu nedenle stafilakoklarin
hem cins hem de tiir farkliliklari i¢in diger 6zelliklerinin degerlendirilmesi gerekir

(Avkan 1997).
1.3 Antijenik Ozellikleri

S. aureus’un 30’dan fazla antijeni vardir. Bunlarin bir kismi diger
stafilokok tiirleri, mikrokoklar ve Listeria gibi bagka bakterilerle ortaktir. En
onemli antijenik yap1 hiicre duvaridir. Hiicre duvarinin temel yapisi, duvar
agirhiginin %50’sini olusturan peptidoglikandir. Peptidoglikan, N-asetilmuramik
asit ve N-asetilglukozamin’den olusmus polisakkaritlerdir. Bunlar interlokin-1
iretimini saglar, endotoksin benzeri aktiviteye sahiptir, kompleman1 aktive eder

ve antikorlarin tiretimini saglar.

Diger 6nemli hiicre duvar1 yapisi fosfat igeren teikoik asittir. Yaklasik

hiicre duvar yapisinin %40°n1 olustururlar.

Ayrica S. aureus’un dis peptidoglikan seviyesinde 42.000 dalton molekiil
agirhga sahip PROTEIN A bulunur. En énemli 6zelligi gesitli memeli tiirlerinde
bulunan bazi immunoglobilin G (IgG) alt siniflarinin (insan immiinoglobulinin
IgG 1, IgG 2, IgG 4 alt smiflar1)) Fc ucglarina baglanarak uygun kosullarda
komplemani aktivite edebilmesidir (Avkan 1997; Giilbandilar 2006 ).

1.4 Enzim Ve Toksinleri

1.4.1 Enzimler

Katalaz; biitiin stafilokoklar hidrojen peroksiti katalaz ile su ve oksijene
pargalar. Stafilokokkal fagositik Olim fagositlerde iiretilen toksik oksijen

radikalleri ile iliskili oldugu i¢in, katalaz {iretiminin konak defans mekanizmalari

ile etkileserek, patojenisite ile uyumlu oldugu gosterilmistir



Koagiilaz; protrombine baglanarak fibrinojenin fibrine ¢evrimini stimule
eder.

Clumping faktor; S. aureus kolonileri plazma ile karigtirildiginda, bakteri
hiicre yiizey bilesenleri ve fibrinojen arasindaki etkilesimle pihtilagir. Bu reseptor
S. aureus’un fibrinojen ve fibrine baglanmasindan sorumludur.

Nukleaz; bir fosfodiesterazdir.

Lipase; infeksiyonun yayiliminda rolii oldugu diisiiniilen enzimlerdir

Hyaliironidase; bag dokusunun hiicresiz matriksindeki mukopolisakkarit
asidin bir grubu olan hiyaliinorik asidi hidrolize eder.

Beta laktamazlar, cogu plazmid gecislidir. Beta laktam antibiyotiklere

direncte rol oynarlar.

1.4.2 Toksinler

Alfa toksin; eritrosit, l0kosit, trombosit gibi cesitli eukaryotik hiicre
membranlarini etkiler. Bakteriyel sitoplazmik membrani etkilemez. Eritrositler en
duyarl hiicrelerdir, hemoliz goriiliir.

Beta toksin; sfingomyelin {izerine sitotoksik etkilidir.

Gama toksin; baslica sitolizindir. insan dahil bircok tiirde eritrositleri
hemoliz eder. Mekanizmasi bilinmez. Konak hiicre fonksiyon ve yapisini
etkilediklerinden dolay1 toksin olarak tanimlanan gesitli ekstraselliiler tiriinlerdir.
Bazilar1 enzimatik olarak zararli etkiler olustururken, enterotoksin ve eksfoliyatif
toksin gibi bazilar1 superantijen gibi davranan giiclii sitokinlerdir

Delta toksin; 68-200 kD. arasinda elektroforetik olarak heterojen alt gruplar
igerir. Giiglii yiizey aktif molekiillerdir. Eritrositler, makrofajlar, lenfositler,
notrofiller tizerinde litik etkileri vardir.

Leukocidin; iki pargasi vardir. Fagositik hiicrelerde etkilidir. Direkt
membran hasar1 mikroskobik olarak 60 dakika i¢inde gdzlenebilir. Her iki parca
fagosit membran seyiyesinde porlar1 sinerjist olarak etkiler. Katyon
gecirgenliginde artiga sebep olur.

Toksik sok sendromu toksin - 1 (TSST - 1, Enterotoksin -F) ve diger

enterotoksinler, ates, ras, hipotansiyon ve multisistem tutulumu ile karakterize



toksik sok sendromunu olustururlar. Bu sedromun S.pyogenes ve koagiilaz negatif
stafiilokok infeksiyonlarinda da olustugu bildirilmistir. Biitiin izole edilen S.
aureus tirlerinin yaklasik yaris1 enterotoksin {iretir. Sempatik aktivasyonla
intetinal  peristaltizmi  belirgin  olarak  arttirarak, stafilokoksik  gida
zehirlenmelerinin baslica sebebini olustururlar Hepsi T lenfositlerin bir grubunu
stimule ederek etkili olduklar1 i¢in bakteriyel siiperantijenler olarak

isimlendirilirler (Avkan 1997).

1.5 Patojenite

Stafilokoklar sicak kanli hayvanlarin viicut yiizeylerinde yaygin olarak
bulunurlar. Bu mikroorganizmalarin neden olduklar1 hastaliklar septisemi,
stafilokokkal gida zehirlenmesi gibi akut enfeksiyonlardir. S. aureus formlari
ozellikle ekzotoksin ve aggresinlerle hastalik yapmaktadirlar (Brock ve Madigan
2006).

S. aureus’un yol actig1 enfeksiyonlarin biiyiik cogunlugu, fronkiil, selliilit,
impetigo ve operasyon sonrasi yara enfeksiyonlar1 gibi cilt enfeksiyonlaridir. Bu
mikroorganizma bakteriyemi, pndmoni, osteomiyelit, akut endokardit, perikardit,
serebrit, menenjit ve bir ¢cok doku ve organda apse formasyonu gibi ciddi
enfeksiyonlara yol agabilir (Demiroluk 2000).

S. aureus tarafindan olusturulan toksinler sindirim sisteminde etkisini
gosterdigi i¢in bunlara ‘enteretoksin’ denilmistir. Enterotoksinler pirojenik
olarakta bilinen immun sistem hiicrelerine etkili, diisiik molekiil agirlikli (26000-
34000 Da) suda ¢oziilebilen tek zincirli proteinlerdir. Enterotoksinler susa 6zgii
olmakla birlikte bir sus birden fazla toksin iiretebilmektedir. Antijenik 6zellikleri
dikkate alindiginda enterotoksinler bes biiyiik serolojik gruba ayrilirlar (SEA,
SEB, SEC, SED, SEE). Ayrica son yillarda yapilan aragtirmalarla dokuz yeni
enterotoksin identifiye edilmistir SEG-O. Gida zehirlenmelerine daha ¢ok A ve D
enterotoksinleri neden olmaktadir. Yapilan arastirmalarda enterotoksin A’nin
cogunlukla insan kaynakli suslar tarafindan iiretildigi, enterotoksin C ve D’nin ise

diger memelilerden izole edilen suslar tarafindan iiretildigi belirtilmistir ( Fueyo



ve ark. 2001; Chen ve ark. 2001; Normanno ve ark. 2005; Pinto ve ark. 2005;
Villard ve ark. 2005 ).

S. aureus tarafindan iretilen enterotoksinler 1siya ve proteaz, tripsin,
kimotripsin, papain, rennin’e diren¢li bir ekzotoksindir ve sliperantijenik bir
karakter tasirlar. Enterotoksin igeren gidalarin tiiketiminden yaklasik 2-6 saat
sonra mide bulantisi, karin agrisi, ishal gibi belirtiler goriiliir(Atanassova ve ark.
2001; Wang ve ark. 2003). Goriilen diger belirtiler bas agrisi, terleme, iigiime,
kramplar, diisiik nabiz, halsizlik ve sok durumlaridir (Tiikel ve Dogan 1999).
Viicutta su kaybi oldukca fazladir. Hasta 1-2 giinde normale donmektedir.
Genellikle tam iyilesme goriiliir. Enterotoksinlerin inaktivasyonu i¢in gerekli
sicaklik derecesi 100°C’de 1-3 saat veya 120°C’de 10-40 dakika olarak
verilmektedir (Hacibektagsoglu ve ark. 1993; Tiikel ve Dogan 1999; Tiikel ve
Dogan 2000; Giilbandilar 2006 ).

Mikroorganizmanin hastaliga ve zehirlenmeye yol agip agmayacagi
mikroorganizmanin 6zelligine, s6z konusu gidada beslenme ortami bulabilmesine,
mikroorganizmanin gida igerisindeki miktarina, kiginin dayanikliligina, beslenme
aligkanligina ve ortamin, nem, 1s1, 151k, oksijen ve pH sartlarina baghdir (Villard
ve ark. 2005; Giilbandilar 2006).

Cesitli  iilkelerdeki rastlanma sikligi cografi kosullara ve yemek
aligkanliklarina baghdir. Goriilen vakalardaki 6lim oranmin diisiik olmasi ve
klinik belirtilerin hafif olmasina ragmen en sik goriilen gida zehirlenmelerinden
biridir .

Stafilokoklarda esas sorun artan oranda goriilen metisilin direncidir.
Baglangigta penisine direncgli iken antibiyotiklerin yaygmn bir sekilde
kullanilmastyla bu bakterilerin beta laktamaz enzimi iiretiminde artig goriilmiistiir.
1960 yillarda ise metisiline direncli S. aureus (MRSA) patojeni ortaya ¢ikmustir
(Livermore 2000).

1.5.1 Toksinlere Bagh Olarak Ortaya Cikan Hastalklar

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

bagslar. Pigirme ile bakteriler 6lse bile, 1s1ya direncli enterotoksinin etkisi siirebilir.

2. Stafilokokkal soyulmus deri sendromu: En sik bes yas altinda saptanir.
Yeni doganlarda hastane salginlari seklinde goriiliir. Bu yas grubundaki

stafilokokkal soyulmus deri sendromuna Ritter hastalig1 ad1 verilir.

Daha biiyiik ¢ocuklarda ve eriskinlerde ise, kirmizi ve nemli goriintimlii
yerel biiller ortaya ¢ikar. Bu sendrom Lyell hastaligi veya haslanmig deri
sendromu olarak bilinir. Bilyiik ¢ocularda ve eriskinlerde kizil benzeri bir dokiintii

de ortaya cikabilir.

3. Toksik sok sendromu: Ilk olarak (vajinal tampon kullanan kadinlarda
goriilen) 8-17 yaslarindaki ¢ocuklarda goriilen ve yiiksek ates, hipotansiyon, derin
diare, deride yaygin kirmizi dokiintii, biling bulaniklig1 ve bobrek yetmezligi gibi
bulgularla seyreder. Etiyolojisinde S. aureus’un iirettigi bir toksinin (enterotoksin
F) rol oynadig1 distiniilmektedir. Siklikla 6ldiriicii seyreden bu hastalik, sentetik
maddelerden yapilmis vajinal tamponlarin ¢ok uzun siire kullanilmasiyla iligkili
bulunmustur. S. aureus derinin dogal florasinda bulunup, el temas: ile yara

pansumani veya tampon kontamine olur. En sik goriilen 6liim nedeni soktur.
1.5.2 invazyon Ve Sistemik Yayihm Sonucu Ortaya Cikan Hastahklar

1. Dermal enfeksiyonlar: Genellikle cilt biitiinliglinii bozan, biiyiik veya
kiigiikk travma ya da ekzema gibi cilt hastaliklarin1 teskil eder. Burun
tastyicilarinda sik olarak tekrarlayan enfeksiyonlara yol acar. Impetigo, fronkiil,

selliilit, lenfanjit, lenfadenit, mastit veya yara enfeksiyonlar1

2. Kemik kas ve eklem enfeksiyonlari: Travma ve yaralarla kemik ve

eklem dokusuna ulasir. Osteomiyelit, septik artrit, bursit, pyomyozit.

3. Stafilokok pnomonisi:  Stafilokoklarin ~ solunum yollarindan

aspirasyonlar1 ya da kan yolu ile akcigerlere yerlesmeleri suretiyle gelisir. Bazen
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akcigerlerde genis apselerin olusmasma bazende stafilokoklarin diger

organlara yayilmasiyla seyreder.

4. Menenjit ve beyin apsesi: S. aureus’un etken oldugu menenjitler siklikla
santral sinir sistemine tanisal amacgla yapilan bir girisim veya cerrahi islem

komplikasyonu olarak ortaya ¢ikar.

5. Uriner sistem enfeksiyonlar: S. aureus iki yolla iiriner sistem
infeksiyonuna sebep olur. Bakteriyemik bir atak sirasinda renal kortekse
yerleserek renak kortikal abseye yol acar. Ikinci olarak kalici iiriner kateteri

olanlarda asentan yolla enfeksiyona yol agabilir.

6. Stafilokokkal endokardit: Miyokardiyal abse, piiriilan perikardit, ring

abseleri lokal komplikasyonlar S. aureus’un endokarditlerinde en sik goriiliir.

7. Stafilokokal bakteriyemi: Titremeyle yiikselen ates, eklem agrilar,
ploretik agri, biling durumunda degisiklikler goriiliir (Avkan 1997; Giilbandilar
2006).

1.6 Gidalardaki Onemi Ve Dogadaki Yayilimi

Stafilokokkal gida zehirlenmesinde rol alan gidalar et ve et iirilinleri;
kiimes hayvanlar1 ve iirlinleri; salatalar (yumurta, ton baligi, balik, patates ve
makarna salatalar1 gibi); firin {irtinleri (kremali pastalar ve tartlar, cikolata);
sandavicler; siit ve giinliik tiriinlerdir. Hazirlanma asamasinda dikkatli bir isleme
tarz1 gerektiren ve bu asamadan sonra azar azar yiikselen sicakliklarda tutulan
gidalar, stafilokokal gida zehirlenmesi riski altindadir (http:1; Tiikel ve Dogan
1999).

S. aureus’un gidalardaki varligi bu mikroorganizma ile kontamine olmusg
personelin elle muamelelerinden kaynaklanir. Stafilokoklar insan ve hayvanlarda
sebep olduklar1 apse, sivilce ve enfekte yaralarda yerleserek buralardan gida
maddelerine bulasabilirler. Bu gibi kisilerin herhangi bir gidanin hazirlanmasi,

depolanmast veya dagitilmasinda c¢alismast o gidanin s6z  konusu
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mikroorganizmalarla bulasma olasiligini arttirir (Tondo ve ark. 2000; Giindogan
ve ark. 2005; Giilbandilar 2006 ).

S. aureus’un ilk habitati insan nasofarinksleri mukoz membranlar1 ve
hayvan derileridir. Ayrica, hava, toz, lagim, su, siit, gida ve gida aletlerinin
lizerinde, cevresel yiizeylerde bulunur. Insanlar ve hayvanlar stafilokoklarin
baslica konak yerleridir. Stafilokoklar, genizde ve bogazda, % 50 veya daha fazla
oranda saglikli bireylerin sa¢ ve derisinde bulunmaktadir. Ozellikle, hastane
ortami ve hasta bireylerle temas halinde olan kisilerde daha ¢ok gozlenir (http:1;
Glindogan ve ark. 2005).

Stafilokok infeksiyonlar1 i¢in en 6nemli kaynagi insanlar olusturur. S.
aureus 1insanlar i¢in firsat¢1 patojenlerdir. Stafilokoklar, burunda, deride ve
lezyonlar iizerinde ¢ogalirlar. Fakat kuru ortamlarda bir siire canli kalabildikleri
icin esya araciligiyla da yayilabilirler. infekte kisiler ve saglikli tasiyicilar bu
bakteriyi yaydiklar1 i¢in belli servisler ve ameliyathaneler i¢in 6zel bir tehlike
gosterirler (Demiroluk 2000; Sandel ve McKillip 2004 ).

Stafilokoklarin epidemiyolojisinde en 6nemli ortam hastane ortamudir.
Doktorlar, hemsireler ve diger hastane personeli genel populasyona oranla daha
ylksek oranda stafilokoklarin nasofaringial tasiyicilaridir (Hacibektasoglu ve ark.
1993).

S. aureus basta 1s11 islem olmak {izere mikroorganizmalarin
indirgenmesine yonelik tiim uygulamalara karsi yliksek bir duyarlilik gosterir.
Dolayisiyla gidalarda ve personel ekipmanlarinda bu bakteriye veya
enterotoksinlerine rastlanmasi zayif bir sanitasyon gostergesidir (Tiikel ve Dogan
1999).

Gida zehirlenmesine sebep olan gida kontaminasyonunun asil kaynagi
giday1 isleyen kisilerdir. Ayni zamanda ekipmanlar ve cevresel yiizeyler de S.
aureus ile beraber kontaminasyonun asil kaynagi olabilirler (http:1).

Saglikli  hayvan etleri pek az mikroorganizma ihtiva ederler.
Mikroorganizmanin ete bulagmasi genellikle kesim sirasinda dis etkenlerle olur.
Daha sonra eti kemikten ayirmasi, dogranmasi, makinede kiyma yapma, dévme,
sekil verme gibi islemler sirasinda temasta bulundugu aletler, makinalar, yer,

hava, su, is¢ilerin elleri ve elbiseleri bakteriler ile bulagsmasini arttirir.
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Baz1 gidalar ise orjininden bulasik olarak elde edilebilirler. Sayet elde
ettikleri hayvanlar s6z konusu organizmalarla enfekte ise bulagmaya neden
olabilirler. Mastitisli bir hayvandan elde edilen siitte stafilokok bulunmasi her
zaman beklenebilir.

Baz1 gidalar stafilokok zehirlenmesine digerlerinden daha fazla sebep
olurlar. Aym sekilde bazi besinlerin hazirlanma sekillerinde bakterilerin lireme
hizin1 arttirir. Olusan toksin miktar1 da gida ¢esidiyle yakindan ilgilidir. Proteinli
ve nisastalt (karbonhidratlarca zengin) gidalar stafilokoklarin gelismeleri,
cogalmalar1 ve toksin olusturmalar1 icin daha uygun gida maddeleridir.
Zehirlenmelerde daha c¢ok et, tavuk, balik, yumurta, kabuklu deniz {iriinleri,
kiymali yemekler, bilhassa kiymali makarna, et suyu ile yapilmis ¢orba ve soslar,
yumurtali, sekerli ve siitlii karisimlar, kremali pastalar, patates, kremali patates,
patates salatasi gibi besinler rol oynamaktadir. Bu besinler asit ihtiva
etmediklerinden stafilokoklar buralarda kolayca iireyip cogalabilirler. Bunun
yaninda siit, peynir ve dondurma gibi hayvansal {iriinlerde yine bu
mikroorganizmalarin gelismeleri i¢in uygun birer ortam olup, stafilokok
zehirlenmesi bakimindan tehlikeli goriilmektedir. Yogurt gibi asit nitelikli
besinler yumurta ile karistirthp kullanildiginda asit niteligini kaybeder ve
stafilokok i¢in uygun bir ortam haline gelebilirler. Ayni sekilde salata
mayonezlerinin i¢ginde. asetik asit bulunmasi sebebiyle stafilokok biiylimesine
elverigli degildir, ancak yiyeceklerle (haslanmis patates vb.) karistirilinca
stafilokok gelismesine elverisli bir ortam hazirlanir. Is1 isleminin uygulandig siit
ve slit mamullerinde 1s1n1n yeterli olmamasi ve bu gibi mamullerin uygun hijyenik
kosullarda islenmemesi halinde ortamda kalan mikroorganizmalar gida
zehirlenmesine neden olmaktadir.

Stafilokoklar en fazla pili¢ etinde daha sonra sirasiyla balik, baharath
jambon, sigir biftegi, hamburger ve si@ir karacigeri, dana biftegi, kuzu
pirzolasinda tiremektedir. Salam, kabuklu istiridye, sucuk ve sosislerde ise
bulunmamaktadir (Giilbandilar 2006).

Siit ve siit drtinleri de bir ¢ok patojen i¢in oldugu gibi S. aureus igin de
uygun bir ortamdir. S. aureus ¢ig siitte dogal olarak bulunurken, yetersiz

pastorizasyon veya ekipman ve personel kaynakli kontaminasyon nedeni ile



13

pastorize siit ve diger siit lirinlerinde de bulunmaktadir. S. aureus siite sagildigi
hayvandan bulasmaktadir. Ozellikle mastitisli hayvanlardan sagilan siitle
enteropatojenik S. aureus suslarinin 6nemli bir kaynagidir. S. aureus’un neden
oldugu gida zehirlenmelerinin siit iirtinlerinden ¢ogunlukla peynir ve siit tozu gibi
tiriinlerden kaynaklandig: belirtilmektedir.

S. aureus pastorize siitte ¢ig siite gore daha rahat gelistigi bunun nedenin
de rekabetci floranin azalmasi oldugu diisiiniilmektedir.

Gidalarda S. aureus’un gelisimi ve toksin olusturmasi bir¢ok faktore
baglidir. Bunlar S. aureus susu, su aktivitesi, pH, ortam sicakligi, tuz miktari,
rutubet, gidanin 6zelligi (igerik, ¢ig, fermente) ve rekabetei floradir. S. aureus’un
toksin olusturabilmesi i¢in saymim 10°-10" kob/g olmasi ve dominant durumda
olmas1 gerektigi bildirilmistir (Sagun ark. 2003).

Tam olarak bir 6nlem miimkiin olmasa da uygun bir sekilde stoklanmus,
1sitilmis ve pisirilmis gidalar genellikle giivendedir. Capraz kontaminasyon pismis
gida maddelerinin pigsmemis olanlarla veya kontamine malzemelerle (kesme
tahtas1) temasi en biiyiik risktir. Gidalarin uygun olmayan bir sekilde islenmesi ve
depolanmasi bakterilerin ¢ogalmasina ve toksin iliretimine sebebiyet verir. Az

oranda pisirme toksini yok etmeye yeterli degildir (http:1).

1.6.1 Tiirk Gida Kodeksive S. aureus

Tiirk gida kodeksini’nin et {irtinleri (10,02,2000-23960 sayil1 resmi gazete)
hazirlanmis taze etler- hazirlanmis dondurulmus etler ile hazirlanmis taze et
karigimlari, hazirlanmis dondurulmus et karigimlari (17,03,2001-24345 sayili
resmi gazete) igin belirttigi mikrobiyolojik kriterlere gore bu gida 6rneklerinde
bulunabilecek en fazla S aureus sayist 5,10° kob/g’dir.

Siit ve siit {irtinleri (02,09,2001-24511 sayili resmi gazete) igin belirtilen
mikrobiyolojik kriterlere gore bu gidalarda bulunabilecek en fazla S. aureus sayisi

10% kob/g’dr.
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1.7. S. aureus izolatlarinda Tiplendirme Calismalar

S. aureus izolatlarinin tiplendirilmesinde bir¢ok yontem kullanilmaktadir.
Bunlar arasinda, faj tiplendirmesi (Schlichting ve ark. 1993; Tenover ve ark.
1994; Demiroluk 2000; Shimizu ve ark. 2000), kapsiiler serotiplendirme
(Schlichting ve ark. 1993; Guidry ve ark. 1997), antibiyogram ve biyotiplendirme
(Tenover ve ark. 1994; Prasanna ve Thomas 1998; Livermore 2000), MIS
(Mikrobial Identification System) ile hiicresel yag asitlerinin analizi (Stoakes ve
ark. 1994) toplam hiicre proteinlerinin analizi (Sagilik ve ark. 2000; Berber ve ark.
2003), ribotiplendirme (Tenover ve ark. 1994), multilokus enzim elektroforezi
(Selander ve ark. 1986), plazmid analizi (Tenover ve ark. 1994; Kondoh ve ark.
2002), kromozomal DNA’nin RFLP ile analizi (Tenover ve ark. 1994), PFGE ile
kromozomal DNA’nin Smal restriksiyon enzimi fragment patternleri analizi
(Belkum ve ark. 1993; Tenover ve ark. 1994; Kondoh ve ark. 2002), ve PCR
(Larsen ve ark. 2000; Atanassova ve ark. 2001; Cremonesi ve ark. 2005)

gosterilebilir.

Antibiyogram testleri ile bakterilerin gruplandirilmasi saglanir ve ortak
direng paternleri olusturulmaktadir (Nishijima ve ark. 1996; Nishijima ve ark.
1997; Prasanna ve Thomas 1998; Kampf ve ark 1998; Demiroluk 2000;
Livermore 2000; Tondo ve ark 2000; Giindogan ve ark. 2005; ).

Acco ve ark (2003); gida elleyicilerinin burun mukozalarindan izole
ettikleri S. aureus izolatlarim1 morfolojik, biyokimyasal, antibiyotik duyarlilik
testleri ve PFGE yontemleri ile tiplendirme c¢alismalar1 yapmislardir. 47 gida
elleyicilerin 14’ilinde S. aureus izole etmislerdir. Bunlarin %70°1 penisiline, %45’
Amoksisilin-klavulanik asit’e karsi diren¢li bulunurken, vankomisin, rifampisin,
sefalatin, oksasilin, kloromfenikol, gentamisin, oflasaksin antibiyotiklerine kars1

duyarli bulunmustur.

Duijkeren ve ark. (2004); c¢esitli et iirlinlerinden izole ettikleri 311
stafilokoklardan iki tanesinin metisiline diren¢li S. aureus, dordiiniin ise S.

haemolyticus oldugunu belirtmislerdir.
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Gilindogan ve ark. (2005); yaptig1 bir calismada ise ¢esitli gidalardan izole
edilen S. aureus’larin metisiline direnglilik oranin1 % 67.5 olarak belirlemislerdir.
S. aureus suslarmin % 87.5°1 basitrasine , % 53.8’1 penisilin G’ye, % 7.5°1
eritromisin’e direngli bulunurken vankomisin, sulbaktam amfisilin, siproflaksasin,

sefaperozon-sulbaktam’a duyarli bulunmustur.

Italyada yapilan bir arastirmada marketlerde satisa sunulan cesitli
gidalardan izole edilen koagiilaz pozitif S. aureus suslar1 API staph sistemi ile
identifiye edilmistir. Ayn1 zamanda SET-RPLA test kiti ile A, B, C ve D
enterotoksinlerini belirlemislerdir. Yapilan arastirmaya gore 298 S. aureus
strainlerinin %55.5°1 bir ya da birden ¢ok enterotoksin iirettigini, %33.9’u SEC,
%26.5’1 SEA, %20,5’1i SEA+SED, %13.4’i SED, %2.7°si SEB, %1.7’si
SEA+SEB, %0.07°si SEC+SED, %0.3’i  SEA+SEC ve SEB+SEC

enterotoksinlerini tirettikleri rapor edilmistir (Normanno ve ark. 2005)

Livermore’un yaptig1 ¢aligmada (2000); 1944 yilinda penisilin uygulanan
S. aureus izolatlarmin %94’den fazlasi bu antibiyotige duyarli bulunurken
1950°de yarisinin direngli oldugu saptamistir. 1960’larda ise ¢ogu hastanede ¢ok

direngli S. aureus izolatlarmin ortaya ¢iktigini rapor etmistir.

Tiirkiye’de  yapilan bir baska c¢alismada Giilhane Askeri Tip
Akademisi’nde degisik klinik 6rneklerden izole edilen MRSA suslar1 arasindaki
iligki arastinnlmistir. 1997 yilinda hastanedeki biitiin nosakomiyal izolatlar
arasinda S. aureus orani %20 bunlar arasinda metisiline direnclilik oran1 %50
olarak bulunmustur. MRSA izolatlarinin tiplendirilmesi i¢in hem SDS-
PAGE(sodyum dodesil stilfat poliakrilamit jel elekroforezi) hem de N-PAGE
(nativ poliakrilamit jel elektroforezi) kullanilmis ve neticede hepsinin ayni klonal

gruptan orjinli oldugu belirlenmistir (Sagilik ve ark. 2000).

Genetik olarak ayn1 mikroorganizmalarin hiicrelerindeki yag asitleri sayisi,
cesitliligi ve % olarak miktarlar1 (yag asitleri profili) aynidir ve g¢evre sartlart ayni
oldugu siirece degigsmez. Yag asitleri metil esterlerinin (FAME) analizi sonucunda
farkl1 profillerin olugmasi1 mikroorganizmalar arasindaki genetik akrabaliin

gostergesidir. Ik defa 1985 yilinda ABD’de MIDI, INC. Firmas: tarafindan
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mikroorganizmalar1 yag asitlerine gore tanimlayan bir sistem gelistirilmistir. Bu

sistem ii¢ ana parcadan 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 i¢in hazirlanmis paket kiitiiphaneler)

Her bir mikroorganizmadan saf olarak izole edilen yag asiti metil esterlerin
profilleri MIS cihazinda gaz kromotografisi belirlenmektedir. Test edilen gaz
kromotografik ¢iktilar1 (yag asitleri profilleri ) sistemin veri tabanindaki bilinen
mikroorganizmalarin yag asit profilleri ile karsilagtirilarak tanisi yapilmaktadir

(Giilbandilar 2006).

Stoakes ve ark. (1994); bilgisayar destekli mikrobiyal identifikasyon
sistemi (MIS) kullanarak gaz-sivi kromotografisi ile bakterilerin yag asitlerini
belirlemislerdir. Bu yontemle elde edilen sonuglar geleneksel yontemle elde
edilen sonuglarla karsilastirilmistir. 470 izolattan 413’1 her iki yontemle uyumlu
iken 45 izolat yanls identifiye edilmistir.12’si ise bu sistemde karsilig
bulanamamustir. S. hominis ve S. saprophyticus %52.6 oraninda yanlis identifiye
edilmigstir. 78 izolat yeniden test edilerek ayni sonuglar bulunurken besinin

sonuclarinin degistigini rapor etmislerdir.

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) bakterilerin molekiiler
tiplendirilmesinde kullanilan yiiksek derecede ayirt edici genotipik bir metottur.
Epidemiyolojik calismalarda farkli mikobakteri, gram negatif ve gram pozitif
organizmalarda genis oranda uygulanan basarili bir yontemdir (Matushek ve ark.
1996). Bu yontemde DNA molekiilleri belirli zaman araliklarinda birbirlerine

farkli agida iki elektriksel alan etkisinde birakilir.

Geleneksel agaroz jel elektroforezi genelde 50,000 bg¢.’den daha kiigiik
niikleik asit pargalarinin ayirimi i¢in uygundur; yiiksek ayrisim istendiginde bu
siir 20.000- 30.000 bg.’ne kadar diiser. PFGE ile ¢ok biiyiik DNA molekiilleri
ayrilabilmektedir. PFGE’nin standart jel elektroforezinden en belirgin farki,
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uygulanan elektrik alaninin sabit olmamasi, ayirma sirasinda yoniiniin ve

siddetinin tekrarlanan bi¢cimde degistirilmesidir (Temizkan ve Arda 2002).

Japonya’da yapilan bir aragtirmada stafilokokal gida zehirlenmesinden
elde edilen S. aureus strainlerinin c¢ogunlugunun koagiilaz tip VII  olarak
belirlemigler ve Sma I ile kesilmis kromozomal DNA’nin ayirt edilmesinde
PFGE yontemini kullanmiglardir. Sonug olarak PFGE tiplendirmesi koagiilaz tip
VII S. aureus starinlerinin alt gruplandirilmasinda kullanish bir metot oldugunu

rapor etmislerdir. (Shimizu ve ark.2000).

Ribotiplendirme, ribozomal RNA veya buna karsilik gelen genlerin prob
olarak kullanimina dayanmaktadir. rRNA sekansi herhangi bir mikrobiyal tiire ait
rRNA genlerini hibridize edecek bolgeler tagimaktadir. Bakterilerde bulunan
rRNA dizilislerinin pek ¢ogu evrim siirecinde ¢ok az degisiklige ugramistir. Bu
nedenle bu dizilisler i¢in spesifik problar benzer rRNA dizilisine sahip cesitli

bakterileri tayin edebilir.

16S ve 23S rRNA’y1 kodlayan genleri kismen yada tamamen igeren
genomik DNA restriksiyon fragmentlerin analizi olan ribotiplendirme yontemiyle
EcoRI restriksiyon enzimiyle kesilen kromozomal DNA fragmentleri boyutlarina
gore ayrilip, isaretli rRNA operon proplari ile hibridize olmaktadir. S. aureus’un
bilgisayar ortaminda kayith referans marker fragmenti izolattan elde edilen
fragment ile karsilagtirilarak izolatin ribotipi belirlenebilmektedir (Giilbandilar

2006).

Ruzickova ve ark (2003); iki farkli hastanenin dogumhane bdoliimiinden
izole ettikleri S. aureus strainlerinin genomik tiplendirmesini PFGE ve
ribotiplendirme ile gergeklestirmislerdir. Cesitli genomik profillerden elde edilen
sonuglarin karsilagtirilmasi sonucunda 9 genotipin tanimlanmasi yapilmistir. Her
iki hastanede yaygin olarak bir genotipin oldugu gosterilmis ve her iki hastanede
yaygin olarak goriilmeyen ve deri hastaliklarina neden olan enterotoksin pozitif
bir strainin ortak bir atadan veya tek bir kaynaktan koken aldigini rapor

etmislerdir.
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Rodriguez ve ark (2006); tavsan karkaslarindan izole edilen S aureus
izolatlariin farkliliklarin1 ve muhtemel orjinlerini  belirlemek i¢in PFGE,
ribotiplendirme molekiiler yontemleri kullanmislardir. Yiiksek tanimlama indeksi
olan PFGE ile birden fazla bant farklilig1 olan 19 pattern ve iicden fazla bant
farklilig1 olan 10 tip tanimlanmistir. Ribotiplendirmede ise 7 tip belirlenmistir.
PFGE ile her fabrikadan elde edilen 6rneklerin farkli S. aureus tiplerini tasidig: ve

bunlarin bazilar1 uzun zaman varligini korudugu belirtilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyaller

2.1.1 Orneklerin Alinmasi

Bu calismada ¢esitli gida 6rneklerinden (siit, siit iirlinleri, et, et {iriinleri),
bu gida 6rneklerinin islendigi yerlerde gidalarla direkt temas eden kisilerin bogaz,
burun Kkiiltiirlerinden, ellerinden ve kullanilan alet ve ekipmandan S.aureus
bakterisi izole edilmeye calisilmistir. Gida 6rnekleri mandira, mahalli pazarlar ve
kasaplardan temin edilmistir. Calismamizda kullanilan standart Staphylococcus
aureus NRRL B-767 izolat1 United States Department of Agriculture, Agricultural

Research Service’den temin edilmistir.

2.1.2 Kullanilan Malzeme Ve Ekipman

Bu ¢alismada kullanilan besiyerlerinin bazilar1 hazir olarak satin alinmais,
bazi besiyerleri ile kimyasal ¢ozelti ve ayirag ise kaynaklarda belirtildigi sekilde

laboratuarimizda hazirlanarak kullanilmstir.

2.1.3 Kullamilan Besiyerleri

2.1.3.1 Baird Parker Agar (BPA, Oxoid)

Baird parker agar 63 ¢g

Distile su 950 ml

Baird Parker Agar besiyeri pH’s1 6.9’a tamponlanmis ve 121°C’de 15
dakika otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra 50°C’ye kadar sogutulan
besiyerine 50 ml Egg Yolk Tellurit emiilsiyonu ilave edilerek petri kutularina

dokiilmiistiir.
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2.1.3.2 Plate Count Agar (PCA, Merck)

Plate Count Agar 225¢
Distile su 1000 ml

Plate Count Agar besiyeri (Merck) pH’s1 7.2 ye tamponlanmis ve
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.3.3 Nutrient Agar (NA, Merck)

Nutrient Agar 20g
Distile su 1000 ml
Nutrient Agar besiyeri (Merck) pH’s1 6.8’e tamponlanmus ve 121°C’de 15

dakika otoklavda steril edilmistir.
2.1.3.4 Nutrient Broth (NB, Merck)

Nutrient Broth 8g
Distile su 1000 ml
Nutrient Broth besiyeri (Merck) pH’s1 6.8’e tamponlanmus ve 121°C’de 15

dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.3.5 Glukozun Anaerobik Fermantasyon Besiyeri (GAFB)

Tripton 10 g
Yeast ekstrakt 1.0g
Glukoz 10 g

Brom timol mavisi  0.04 g
Agar 22¢g
Distile su 1000 ml
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Karisim pH’st 7.0° a tamponlanmis olup, tiiplere 5 ml dagitilarak,
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra steril

parafinle besiyeri iizeri doldurulmustur.

2.1.3.6 Mannitolun Anaerobik Fermantasyon Besiyeri (MAFB)

Tripton 10 g
Yeast ekstrakt 1.0g
Mannitol 10 g

Brom timol mavisi  0.04 g

Distile su 1000 ml

Karistm pH’s1 7.0’a tamponlanmus olup, tiiplere 5 ml dagitilarak, 121°C°de
15 dakika otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra steril parafinle

besiyeri lizeri doldurulmustur.
2.1.3.7 Mannitol Tuzlu Agar (MTA, Merck)

Mannitol tuzlu agar 111 g
Distile su 1000 ml
Besiyeri (Merck) pH’st 7.4’¢ tamponlanmis ve 121°C’de 15 dakika

otoklavda steril edilmistir.
2.1.3.8 Nutrient Jelatin Besiyeri (NJB, Oxoid )

Nutrient jelatin 128 g

Distile su 1000 ml

Besiyeri (Oxoid) pH’s1 6.8’e tamponlanmis olup, tiiplere 2 ml dagitilarak,
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.3.9 Mueller Hinton Agar (MHA, Merck )

Mueller hinton agar 38¢g
Distile su 1000 ml
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Besiyeri (Merck) pH’s1 7.4°¢ tamponlanmis ve 121°C’de 15 dakika

otoklavda steril edilmistir.

2.1.3.10 Triptik Soy Broth (TSB, Merck)

Triptik soy broth 13 g
Distile su 1000 ml
Besiyeri (Merck) pH’s1 7.3’¢ tamponlanmis ve 121°C’de 15 dakika

otoklavda steril edilmistir.

2.1.3.11 ASS Agar (D.S.T agar Antibiotic sulfonamide sensitivity- test agar

for microbiology)

D.S.T agar 40 ¢g

Distile su 1000 ml

Besiyeri (Merck) pH’st 7.4’¢ tamponlanmis ve 121°C’de 15 dakika
otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra 45-50°C’ye sogutulan

besiyerine %5-10 olacak sekilde steril kan ilave edilerek petrilere dokiilmiistiir.

2.1.3.12 Deoksiriboniikleaz Agar (DNaz, Merck )

DNaz agar 39¢g
Distile su 1000 ml
Besiyeri (Merck) pH’s1 7.3’¢ tamponlanmus ve 121°C’de 15 dakika

otoklavda steril edilmistir.

2.1.3.13 Brain Heart infiision Broth (BHIB, Merck)

Brain heart infiision broth 37¢g
Distile su 1000 ml
Besiyeri (Merck) pH’st 7.4’¢ tamponlanmis ve 121°C’de 15 dakika

otoklavda steril edilmistir.
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2.1.3.14 Fermantasyon Besiyeri (FB)

Tripton 10g
Yeast ekstrakt lg
Brom timol mavisi  0.04 g
Agar 15¢
Distile su 1000 ml

Besiyeri distile suda homojen hale getirilmis ve 121°C’de 15 dakika
otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra 45-50°C’ye sogutulan
besiyerine %0.-%1 olacak sekilde filtrasyonla steril edilen karbonhidratlar ilave
edilerek steril petri kutularina dékiilmiistiir.

2.1.4 Boyalar Ve Diger Soliisyonlar
2.1.4.1 Egg Yolk Tellurit Soliisyonu (Oxoid, SR0054C LOT:350561)

Egg yolk tellurit soliisyonu 50 ml

2.1.4.2 Kristal Viyole Soliisyonu

Kristal viyole 20¢g
% 95’lik etil alkol 20 ml
Amonyum oksalat 0.8 ¢g

Tiim maddeler 80 ml distile su i¢erisinde ¢ozlindiirilmistiir.
2.1.4.3 Tyot Soliisyonu
Iyot 1.0g

Potasyum iyodiir 20¢g

Tiim maddeler 300 ml distile su igerisinde ¢oziindiirilmiistiir.



2.1.4.4 Safranin Soliisyonu

Safranin 025¢
% 95’lik etil alkol 10 ml
Distile su 90 ml

24

Safranin etanolde ¢oziiliip, distile su ilave dilerek iyice karistirilmis ve

sonra filitre kagidindan siizilmiistiir.

2.1.4.5 HC1

1 N HCI asit DNaz testinde kullanilmak iizere hazirlanmustir.

2.1.5 Pulset Field Jel Elektroforez analizinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

2.1.5.1 TEN Tamponu

100 mM Tris HCI1 1.211¢g
100 mM EDTA 3722 g
150 mM NacCl 0.876 g
Distile su 100 ml

Karisim pH’s1 7.5’ tamponlanmus ve 121°C’de 15 dakika otoklavda steril

edilmigtir

2.1.5.2 Lysis Tamponu

6 mM Tris HCI

1 M NacCl

100 mM EDTA

% 0.5 Brij 58

% 0.2 sodyum deoksikolat(1.5 mg/ml)

0.07266 g pH:7.6
5844 g

3722 g

05¢g

02¢g
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%0.5 sarkosil 05¢g
Distile su 100 ml
Karisim 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir

2.1.5.3 ESP Tamponu

0.5 M EDTA 18.612 g pH:9-9,5
%1 sarkosil lg

Proteinaz K 1 mg

Distile su 100 ml

Karisim 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir

2.1.5.4 TE Tamponu

10 mM Tris HC1 1,211 ¢g
1 mM EDTA 0,372 g
Distile su 1000 ml

Karisim pH’s1 8.0’a tamponlanmus ve 121°C’de 15 dakika otoklavda steril

edilmistir

2.1.5.5 5X TBE Tamponu

Tris-Base S4¢

Borik Asit 275¢g

250 mM EDTA 40 ml pH:8,0
Distile su 1000 ml

2.1.5.6 Lysostaphin (Sigma, Lot:083K4024)

1 g lysostaphin tartilip 1 ml distile suda ¢oziinmiis ve -20°C’de muhafaza

edilmistir.



2.1.5.7 LMP agaroz (Low melting point agaroz) (Sea Plaque GIG 50111)

LMP agaroz 0.1g
Distile su 10 ml

Karisim mikrodalgada eritilmistir.
2.1.5.8 Elektroforez jeli (Bio-Rad agaroz, Sea Kem GTC 1-800-342-1574)
Agaroz 08¢g
0.5X TBE 80 ml
Karigim mikrodalgada eritilmistir.

2.1.5.9 Boyama Soliisyonu

Ethidium bromid 40 pl

Deiyonize su 450 ml

2.1.5.10 Restriksiyon Buffer

NE buffer 4 300 pul (B7004S)
BSA buffer 30 ul (R396A)
TE buffer 2670 ml
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2.1.6 Hiicresel Yag Asitlerinin Analizinde Kullanilan Tampon Ve Cozeltiler

2.1.6.1 Cozelti 1(Hiicre parcalayici)

Sodyum hidroksit 45 ¢
Metanol 150 ml
Distile su 150 ml

Once metil alkol ve su, 1 1t’lik renkli ¢ozelti sisesine ilave edilmis ve daha

sonra sodyum hidroksit eklenerek ¢oziilmesi saglanmistir.
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2.1.6.2 Cozelti 2 (Metillestirme)

6N hidroklorik asit 325 ml
Metanol 275 ml

2.1.6.3 Cozelti 3 (Saflastirma)

Hekzan (HPLC Grade) 200 ml
Metil tert- butil eter (MTBE, HPLC gade ) 200 ml

2.1.6.4 Cozelti 4 (Bazik Yikama)

Sodyum hidroksit (ACS grade) 10.8 g
Distile su 900 ml
2.1.6.5 Tlave Cozelti

40 g NaCl 100 ml su igerisinde ¢oziilmiistiir.
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2.2 Yontem

2.2.1 Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Analiz edilecek orneklerin her birinden 10’ar gram tiiketime sunuldugu
sekli ile steril kavanozlar i¢cine alinmis ve ayni giin laboratuara getirilerek ekim
icin hazirlanmistir. 10 gram gida ornekleri % 1°lik peptonlu sudan 90 ml alinarak
yiiksek devirde blenderda homojen hale getirilmistir. Hazirlanan bu homojenattan
1 ml alinarak 9 ml % 1’lik steril peptonlu suda 107 ‘e kadar diliisyonlar
hazirlanmis tiim diliisyonlardan ve homojen haline getirilmis 6rneklerden toplam
hiicre sayim1 i¢in PCA’ya 20 pl’lik damla ekimler yapilmistir (Sagun ve ark.
2003).

S.aureus izolasyonu i¢inse homojenattan, Brain Heart Infiision Brotha 1ml
alinarak ekim yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve Egg Yolk Telliirit
iceren Baird Parker Agara ekim yapilmustir. 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir.

Gida orneklerinin iglendigi yerlerde gidalarla direkt temas eden kisilerin
bogaz, burun kiiltiirleri, ellerinden ve kullanilan alet ve ekipmanlardan alinacak
ornekler steril ekiivyonlarla daha 6nceden hazirlanmis 10 ml steril Brain Heart
Infusion Broth besiyerine inokule edilerek soguk zincir altinda laboratuara
getirilmis, 37°C de 24 saat inkiibe edilmisti. Daha sonra kanli agara ekim
yapilarak hemoliz yapan koloniler sec¢ilip Egg Yolk Telliirit igceren Baird Parker
Agara ekim yapilmistir. 37°C’°de 24 saat inkiibasyondan sonra izolatlarm gri-
siyah renkli ve etrafinda 2-5 mm berrak bir zon olusmus (lesitinaz pozitif) parlak
renkteki koloniler secilerek identifikasyon testlerine gegilmistir (Adesiyum ve ark.
1992; Sagun ve ark. 2003; Tiikel ve Dogan 2000).

Staphylococcus aureus oldugu tahmin edilen kolonilerden Baird Parker
Agar’a ekim yapilmis ve saf Kkiiltiir olduklart kontrol edildikten sonra,
identifikasyon testlerine almmasi icin %15°lik gliserolde stoklanmus ve — 85°C’de

muhafaza edilmistir.
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2.2.2 Elde Edilen Izolatlara Uygulanan Identifikasyon Testleri

Baird Parker Agarda tespit edilen tipik S. aureus gorlinimii veren
izolatlarin safligi kontrol edildikten sonra asagidaki identikasyon testlerine

alimmugtir.

2.2.2.1 Morfolojik Ve Biyokimyasal Testler

Gram Boyama

Gram boyama i¢in, lam {izerine tespit edilen preparata 6nce kristal viyole
boyas1 damlatilmig, iyot ¢ozeltisi uygulandiktan sonra %96’lik etil alkolle
muamele edilmistir. Daha sonra safranin damlatilan preparat su ile yikanarak

kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparat 100 X objektifte incelenmistir.

Katalaz Testi

Nutrient agara inokule edilen taze kiiltiirin 24 saat 37°C’de inkiibe
edilerek gelisimi saglanmus, siire sonunda kiiltiirler tizerine %3 liik H>O, (hidrojen
peroksit) damlatilarak gaz ¢ikist olup olmadig1 gozlenmistir. Gaz ¢ikisinin olmasi

pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

Koagiilaz Testi

Steril sartlarda hazirlanan 1/10 oraninda sulandirilmis koagiilaz plazma
EDTA’dan tiiplere 0.5 ml konulmus ve iizerine kontrol edilecek susun bir gecelik
taze buyyon kiiltiirlerinden 0.5 ml ilave edilerek 24 saat 37°C’de inkiibe
edilmigtir. Tiipler 1, 2, 4 ve 24. saatlerde kontrol edilmis ve pihtilasma goriilen

tiipler pozitif olarak degerlendirilmistir (Adesiyum ve ark 1992).
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Pigment Testi

Test edilecek suslarin  farkli  besiyerlerine ekimleri yapilarak
olusturacaklar1 pigmentler incelenmistir. Bu amagla Nutrient Agar, Baird Parker

Agar, Kanli Agar besiyerleri kullanilmistir (Giilbandilar 2006).

Lesitinaz Testi

Yumurta sarisi iceren Baird Parker agar besiyerine bir gecelik kiiltiirlerden
ekim yapilmis ve bakterinin lesitini hidrolize edip etmedigi kontrol edilmistir.
Koloninin etrafinda berrak bir zon olugmasi pozitif olarak degerlendirilmistir

(Adesiyum ve ark 1992; Tiikel ve Dogan 2000; Sagun ve ark. 2003).

Hemoliz Testi

Test edilecek susun BHI broth’daki taze kiiltlirlinden kanli agara ekim
yapilmis ve 24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi hemoliz

olusturanlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Akvan 1997).

Glukozun Anaerobik Fermantasyonu

Nutrient agarda gelistirilen bir gecelik kiiltiirlerden fermantasyon broth
besiyerine pasaj yapilmistir. Besiyeri lizerine steril parafin ilave edilerek
anaerobik ortam saglanmistir. Ekim yapilan tiipler 24, 48 ve 72 saatlik kiiltiirleri
kontrol edilerek, sar1 renk olusturan izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir

(Adesiyum ve ark. 1992; Capite ve ark. 2002 ).
Mannitoliin Anaerobik Fermantasyonu
Nutrient agarda gelistirilen bir gecelik kiiltiirlerden mannitoliin anaerobik

fermantasyon besiyerine pasaj yapilmistir. Besiyeri lizerine steril parafin ilave

edilerek anaerobik ortam saglanmistir. Ekim yapilan tiipler 5-7 giin inkiibe
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edildikten sonra kontrol edilerek, sar1 renk olusturan izolatlar pozitif olarak

degerlendirilmistir (Adesiyum ve ark. 1992; Capita ve ark. 2002).

Mannitol Tuzlu Agar Besiyerinde Gelisme

Mannitol tuzlu agar secgici ve ayirtedici olmasi nedeniyle kullanilmis ve

basiyerinde gelisme durumuna gore tanimlama yapilmistir (Akvan 1997).

Jelatinaz Testi

Nutrient jelatin besiyerine ekimler yapilmis, tiipler oda 1sisinda 7 giin
stireyle inkiibe edilmis ve izolatlarin jelatini eritip eritmedigi kontrol edilmistir

(Giilbandilar 2006).

Deoksiriboniikleaz (DNaz) Testi

Nutrient agarda gelistirilen bir gecelik kiiltiirlerden tek koloni alinarak
DNaz besiyerine spot ekimler yapilmis ve 37°C’de 24 saat gelistirilmistir. Daha
sonra lireyen koloninin lizerine IN HCL asit damlatilmis ve petriler koyu zemin
lizerinde incelenmistir.  Koloni  etrafindaki  agilmalar  pozitif olarak

degerlendirilmistir (Tiikel ve Dogan 2000; Giindogan ve ark. 2005).

2.2.2.2 Vitek Sistem ile Analiz

Izolatlarmn 6n hazirhiklar1 ve uygulama prosediirleri Vitek analizatorii
(VITEK Mikrobiology Reference Manual, bioMerieux, Inc. Box 15969 Durham,
North Carolina 27704-0969/USA ) kullanma klavuzuna gore hazirlanmistir.

Test edilecek susun BHI broth’daki taze kiiltiirlerinden kanli agara ekim
yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, 1.8 ml
VITEK soliisyonu doldurulmus tiiplere taze kiiltiirlerden aktarilarak Mc Farland
No:0.5 bulanikligina ayarlanmistir. Kolorimetre iizerindeki kirmizi bolge sinir

kabul edilmistir. Daha sonra hazirlanan siispansiyon GPI kartina doldurularak ilk
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20 dakika igerisinde alette okutulmus ve 4-13 saat sonunda sonuglar
degerlendirilmistir.

Vitek analizatorii kullanilarak izolatlarin S. aureus oldugu dogrulanmustir.
Vitek GPI kart1 sirasiyla su testleri igermektedir: pepton, basitrasin, optokin,
hemiselliiloz, %6 sodyum klorid, %10 safra, %40 safra, eskulin, dekarboksilaz
baz kontrol, arjinin, iire, 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.

2.2.3 Tiplendirme Testleri

2.2.3.1 Fenotipik testler

Antibiyogram Testi

Izolatlarin antibiyotiklere duyarliliklari Miiler Hilton Agar besiyerinde
disk diffizyon yontemiyle incelendimistir Bu amagla bir gecelik BHI broth kiiltiirii
Mc Farland No: 0.5 bulanikligina ayarlanarak MHA besiyeri {izerine 1 ml yayma
ekimler yapilmistir. Daha sonra petrilere degisik antibiyotik diskleri yerlestirilip,
37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra diskler etrafinda olusan
zon ¢aplar1 Ol¢iilmiistiir. Elde edilen zon ¢aplart NCCLS (National Comminitee
for Clinical Laboratory Standarts) tarafindan Onerilen zon tablosu ile
karsilastirarak duyarli, orta dereceli duyarli ve direngli olarak degerlendirilmistir
(Nishijima ve ark. 1996; Avkan 1997; Nishijima ve ark 1997).

Arastirmamizda  kullandigimiz ~ antibiyotik  diskleri  sunlardir:
Ciproflaxacin(CIP 5 mcg bioanalyse), Gentamicin (CN 10mcg bioanalyse),
Netilmisin (NET 30 mcg bioanalyse), Rifampcin (RA 5 mcg bioanalyse),
Trimethoprim-siilfamethoxazole (SXT 25 pg bioanalyse), Vancomycin (VA 30
mcg bioanalyse ), Oflaxacin (OX 1 mcg bioanalyse), Lincomycin (L 2 mcg
bioanalyse), Azithromycin (AZM 15 mcg bioanalyse), Amoksisilin-klavunik asit
(AMC 30 mcg bioanalyse ) .
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SET-RPLA (Staphylococcal enterotoksin test by reserved passive latex

agglutination) ile enterotoksin analizi

Enterotoksin tesiti icin SETRPLA: Staphylococcal enterotoksin test kit
(TD900, Oxoid) kullamilmustir. Uretici firmanin tavsiye ettigi sekilde izolatlar
tripton soya broth besiyerine ekilerek 37°C’de 24 saat ¢alkalamali etiivde inkiibe
edilmistir. inkiibasyondan sonra kiiltiirler 9000 g’de 20 dakika 4°C’de sanrifiij
edilerek siipernatant kisimlar1 temiz bir ependorf tlipline aktarilmigtir. Test
kitindeki ¢ozeltiler calkalandiktan sonra kontrol ¢dzeltileri iizerine 0.5 ml diliient
¢oOzeltisi ilave edilmis ve ¢oziinmesi saglanmistir.

ELISA petrilerinde yatay konumda sekiz kuyucuk olacak sekilde sira
hazirlanarak, her bir 6rnek i¢in dikey konumda bes sira kullanilmistir. Hazirlanan
bu kuyucuklara 25 pl diliient eklenmistir. Dikey konumda hazirlanan ilk
kuyucuga 25 pl test 6rnegi eklenmis temiz bir ugla soldan saga olusturulan
kuyucuklarin ilkinden baglayarak, 25 pl alinarak 7. kuyucuga kadar '2 oraninda
seyreltme islemi yapilmistir, son cukur ise diliie edilmeden birakilmistir. Bir
ornek i¢in diliisyon islemi bittikten sonra yatay konumdaki ilk siraya 25 pl anti-
enterotoksin A ¢ozeltisi, ikinci siraya 25 ul anti-enterotoksin B ¢6zeltisi, tigiincii
siraya 25 pl anti-enterotoksin C ¢dzeltisi, dordiincii siraya 25 pl anti-enterotoksin
D c¢ozeltisi ve besinci siradaki kuyucuklara 25 pl lateks kontrol ¢ozeltisi ilave
edilerek plaklar ¢alkalanarak kapakli nemli bir kutuda oda 1sisinda 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra agliitinasyon olusup olusmamasma bakilarak

hangi enterotoksinin tiretilip liretilmedigi degerlendirilmistir.
Yag Asitleri Metil Esterlerinin (FAME) Analizi

Izolatlarin yag asiti analizleri igin gerekli olan tiim kimyasallar ve
uygulama prosediirleri Mikrobial Identification System (MIS) (Microbial ID Inc.
Newark De) kullanma klavuzuna gore hazirlanmistir. Analize alinacak ornekler
kanli agara dort bolgeden olusan ¢izgi ekim yapilmis 35°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra iiciincii bolgede gelisen hiicrelerden steril cam

tiiplere 6ze ile 40 mg tartilmigtir.
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Ik basamakta saponifikasyonla hiicresel lipitlerin parcalanip, yag
asitlerinin serbest kalmasi saglanmistir. Bunun i¢in 40 mg 6rnek bulunan tiiplerin
tizerine 1. ¢ozeltiden 1 ml ilave edilmis ve 5-10 saniye vortekslenmistir. 100°C’lik
su banyosunda 5 dakika tutulduktan sonra tekrar vortekslenmis ve daha sonra
tekrar 100°C’lik su banyosunda 25 dakika tutulmustur.

Ikinci basamakta yag asitlerin metilasyonu saglanmis, serbest yag
asitlerine ester baglartyla metil eklenmis ve yag asit metil esterler elde edilmistir.
Bunun iginse 100°C’lik su banyosundan ¢ikarilan tiiplere 2. ¢ozeltiden 2 ml ilave
edilmis ve 5-10 saniye vortekslenmis ve 80°C’lik su banyosunda 10 dakika
tutulmustur.

Ugiincii basamak olan saflastirma basamaginda sogutulan tiiplerin {izerine
3. ¢ozeltiden 1.25 ml ilave edilmis ve 10 dakika karigtiricida galkalanmistir. Bu
basamak sonunda tiiplerde altta asidik, iistte organik sivi faz olmak {izere iki faz
gozlenmistir. Tiiplerdeki asidik faz pastor pipeti ile uzaklastirilmis, yag asit metil
esterler asidik fazdan ayrisarak organik faz bolgesinde toplanmis ve organik faz
muhafaza edilmistir.

Son basamakta ise tiiplerin lizerine 4. ¢ozeltiden 3 ml ilave edilmis ve 5
dakika karistiricida ¢alkalanmustir. Boylece serbest yag asit metil esterlerinin saf
olarak elde edilmesi saglanmistir. Tiiplerde gdzlenen iist faz pastor pipeti ile 2 ml
viellere alinmis ve Mikrobial Identification System (MIS) (Microbial ID Inc.
Newark De) cihazina yerlestirilerek Gaz kromotografi cihazinda CLIN 50

kiitiiphanesi kullanilarak analiz edilmistir.

2.2.3.2 Genotipik Testler

Kromozomal DNA’min Pulsed Field Jel Elektroforez (PFGE) ile

Analizi

Bu analiz i¢in DNA Orneklerinin analizinde Hennekinne ve ark. (2003);
Vanderlinde ve ark (1999); tavsiye ettikleri yontemler modifiye edilerek

uygulanmistir.
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Agaroz plaklar1 hazirlama: Izolatlar 5 ml BHI besiyerine ekilmis ve 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Gelisen kiiltiirlerin 1,5 ml’si 3500g’de 20 dakika +4°C’de
santrijiijlenip siipernatant kisimlar1 atilmig ve peletlerin iizerine 1 ml TEN buffer
pipetlenip 3500 g’de 20 dakika +4°C’de tekrar santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras
TEN buffer uzaklastirilmig 500 pl Lysis buffer pipetlenmistir. Bu siispansiyondan
250 pl, %1’lik LMP agarozdan 250 pl, Lysostaphin’den 8 pl alinip baska bir
ependorf tlipe aktarilmigtir. Bu karisim agaroz plaklart hazirlamak i¢in moltlara
pipetlenmis ve +4°C’de 30 dakika tutulmustur. Daha sonra agaroz plaklar 2 ml
Lysis buffer bulunan cam tiiplere aktarilmis ve 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi lysis buffer uzaklastirilmis ve tiiplere 2 ml ESP buffer konmus
ve 55°C’ye ayarli su banyosunda bir gece inkiibe edilmistir.

Bir gecelik inkiibasyondan sonra agaroz plaklar1 3 kez TE buffer’la
yikannustir. Ik yikamada 10 ml, daha sonraki yikamalarda 5 ml TE buffer’la birer
saat arayla gerceklestirilmistir. Son yikamadan sonra agaroz plaklar1 5 ml TE
buffer’da birakilmustir.

Restriksiyon ve yilikleme: Her bir ornek i¢in ependorflara 100 pl
restriksiyon buffer konulmustur. Kesilen agaroz plaklar1 bu bufferin icine
konulmus ve buz {izerinde 30 dakika bekletilmistir. Bekleme siiresinden sonra
buffer uzaklastirilmis ve 100 pl taze buffer ve 1 pl Sma I enzimi eklenmis ve 2
saat oda 1sisinda birakilmigtir. Bu islemden sonra buffer i¢indeki agaroz plaklar
hazirlanan elektroforez jelinin kuyucuklarina yerlestirilmis ve iizerleri %]1’°lik
LMP agarozla kapatilmistir.

Agaroz plaklarinin yerlestirilmesinden sonra elektroforez jeli tanka
yerlestirilmis ve 19 saat siire ile puls zaman1 5-40 saniye arasinda degismek iizere
200 V’luk elektroforeze tabi tutulmustur. Marker olarak Lambda DNA (Marka:
Bio-Rad 170-3685) kullanilmistir. Elektroforez sonrasi jel 0.5 mg/lt ethidium
bromid ile 25 dakika muamele edilmis ve jel dokiimantasyon sistemi ile (Univec
Gel Documentation, UV Itec Limited AVebury Hause 36a Union Lane
Cambridge CB4 1QB UK )fotograflar1 ¢ekilmistir. Bantlarin  goriiniimii
saglanarak benzerlik degerleri SPSS 10.0 istatistik yazilim programiyla

hesaplanmastir.
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Ribotiplendirme

Izolatlar iiretici firmanm Riboprinter (Mikrobial Characterisation System,
DuPont Qualicon, Wilmington; De) tavsiye ettigi sekilde analize hazirlanmistir.

Analize alinacak ornekler kanli agara ekilmis 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Firmanin tavsiyesi dogrultusunda 40 pl ornek soliisyonu bulunan
tiiplere kanli agarda gelisen kiiltlirlerden alinarak 5 saniye vortekslenmistir. Bu
islem iki kez tekrarlanmigtir. Hazirlanan bu siispansiyondan 30 pl cihazin kendi
tiiplerine aktarilmig ve 25 dakika 1siyla muamele edilmistir. Bu islemden sonra her
bir tiipe 5 ul A ve 5 ul B soliisyonlarindan ilave edilmis ve cihaza yiiklenmistir.
24-30 saat sonunda sonuglar degerlendirilmistir.

Genetik parmak izi yontemi kullanilarak EcoRI restriksiyon enzimi ile
kesilen kromozomal DNA fragmentleri boyutlarina gore ayrilmis, isaretli rRNA
operon problari ile hibridize olmustur. S.aureus’un bilgisayar ortaminda kayitl
252 referans marker fragmenti izolattan elde edilen fragment ile karsilastirilarak
S.aureus ribotipleri belirlenmistir. Daha sonra ribogruplar belirlenerek,
ribogruplar arasindaki benzerlik oran1 SPSS 10.0 istatistik yazilim programiyla

hesaplanmis ve dendogram olusturulmustur.
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3.BULGULAR

3.1. incelenen Orneklerdeki Mikroorganizma Sayisi
3.1.1. Et Orneklerindeki Toplam Mikroorganizma Sayisi

Bu calismada incelenen parga et, kiyma, sucuk, tavuk eti Eskisehir
merkezde satis yapan cesitli kasap ve marketlerden temin edilmistir. incelen bu et
orneklerindeki toplam bakteri sayis1 Cizelge 3.1° de verilmistir. Incelen
orneklerdeki en diisiik toplam bakteri sayis1 T2 6rneginde gozlenmistir ve 2 kob/g
olarak belirlenmistir. En yiiksek sayim ise E6 6rneginde gozlenmis ve 5,7.10°

kob/g olarak bulunmustur.

Cizelge 3.1. Et orneklerindeki toplam bakteri sayisi

Et Ornekleri Toplam Bakteri Sayisi
El 8.10"
E2 3.10°
E3 3,2.10°
E4 45.10°
E5 7.10°
E6 5,7.10°
E7 5.107
ES 48.10°
E9 3,5.10°
E10 67
Ell 61
El12 9.10?
El13 1,7.10°
El4 3,0.10"
E15 53
El6 73
El7 5,0.10'
E18 2,4.10°
E19 6,2.10°
E20 9.10?
E21 43.10"
E22 2,4.10°
E23 1,5.10°
E24 2,6.10°
E25 1,7.10°
E26 2,9.10°
E27 1,1.10"
E28 1,0.10"
E29 23
E30 4,9.10"
E31 1,5.10°
E32 5,4.10°
E33 4,2.10*
E34 55
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Cizelge 3.1. (Devam) Et 6rneklerindeki toplam bakteri sayisi

E35 125
E36 5,6.10'
E37 109
E38 39
E39 2,5.10"
E40 38
E41 27
E42 2,4.10°
E43 4,6.10°
E44 73
E45 1,8.10"
E46 6,3.10'
E47 44
E48 4,1.10"
E49 2,7.10"
E50 40
E51 96
E52 2,6.10°
E53 1,3.10°
E54 3,4.10°
E55 3,4.10"
T1 31
T2 2
T3 1,3.10°
T4 41
T5 47.10°
Cl 2,4.10"
2 8.10°
C3 5,9.10°
Sucuk 1 43
Sosis 2 37

3.1.2. Siit Orneklerindeki Toplam Mikroorganizma Sayisi

Bu c¢alismada incelenen siit drnekleri Eskisehir merkezde satis yapan
cesitli mandira, mahalli pazarlardan ve marketlerden temin edilmistir. Incelen siit
orneklerindeki toplam bakteri sayis1 Cizelge 3.2° de verilmistir. Incelen
orneklerdeki en diisiik toplam bakteri sayis1 S13 nolu siit 6rneginde gozlenmistir
ve 3,2.10° kob/g olarak belirlenmistir. En yiiksek sayim ise S3 nolu siit 6rneginde

4,8.10°kob/g olarak bulunmustur.
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Cizelge 3.2. Siit 6rneklerindeki toplam bakteri sayist

Siit Ornekleri Toplam Bakyeri Sayisi
S1 1,6.10*
S2 3,6.10°
S3 4.8.10°
S4 3,7.10°
S5 2,5.10°
S6 3,7.10°
S7 2,7.10°
S8 7,0.10°
S9 5,0.10°
S10 3,2.10*
S11 3,2.10°
S12 5,2.10%
S13 3,2.10°
S14 4,8.10°
S15 44.10°
S16 2,4.10"
S17 2,5.10°

3.1.3. Peynir Orneklerindeki Toplam Mikroorganizma Sayisi

Bu calismada incelenen peynir 6rnekleri Eskisehir merkezde satis yapan
cesitli mandira, mahalli pazarlardan ve marketlerden temin edilmistir. incelen bu
peynir 6rneklerindeki toplam bakteri sayis1 Cizelge 3.3 de verilmistir. En yiliksek
sayim ise P4 drneginde 2.9.10° kob/g olarak bulunmus olup. En diisiikk toplam
bakteri sayis1 ise P19 6rneginde 12 kob/g olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.3. Peynir 6rneklerindeki toplam bakteri sayisi

Peynir Ornekleri | Toplam Bakteri Sayist
Pl 22.10°
P2 3,2.10°
P3 1,4.10*
P4 2,9.10°
P5 5,4.10*
P6 4,6.10°
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Cizelge 3.3. (Devam) Peynir 6rneklerindeki toplam bakteri sayisi

P7 3,0.10*
P8 6,4.10°
P9 4,5.10°
P10 2,5.10°
P11 4.4.10
P12 2,0.10*
P13 4,5.10
P14 1,8.10°
P15 5,2.10°
P16 4.8.10
P17 7,1.10"
P18 9.9.10°
P19 12

P20 7.3.10°
P21 9,0.10°
P22 4,7.10°
P23 1,7.10°
P24 7,6

P25 4,0.10"
P26 17

P27 2,5.10"

3.1.4. Dondurma Orneklerindeki Toplam Mikroorganizma Sayisi

Bu c¢alismada incelenen dondurma ornekleri Eskisehir merkezde satis
yapan cesitli pastanelerden temin edilmistir. Incelen bu dondurma 6rneklerindeki
toplam bakteri sayis1 Cizelge 3.4’ de verilmistir. En yliksek sayim D16 6rneginde
1,12.10° kob/g olarak bulunmus olup en diisiik sayim D18 &rneginde 0,5 olarak

belirlenmistir.



Cizelge 3.4. Dondurma drneklerindeki toplam bakteri sayist

b]')r(r)lrelzilll;?a Toplam Bakteri Sayis1
D1 6,7

D2 4,8

D4 43

D5 3,4.10°
D6 3,5x10
D7 4,8x10
D8 1

D9 2.10°
D10 4,5.10°
D11 3,2x10
D12 4.10"
D13 33.10°
D14 3,3x10'
D15 7,4x10"
D16 1,12.10°
D17 2.4

D18 0,5

3.2. S.aureus izolasyonu
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Bu calismada, parca et, kiyma, tavuk, sucuk, sosis, siit, peynir ve

dondurma o6rneklerinin ve gida orneklerinin islendigi bu yerdeki gidalarla direkt

temas eden kisilerin bogaz, burun kiiltiirlerinden ve ellerinden alinan 6rneklerin

incelenmesi sonucunda toplam 61 adet tahmini S. aureus izolat1 elde edilmistir.

Bu izolatlarin 49’u et 6rneklerinden, 1 tanesi peynir 6rneklerinden, 7 tanesi siit

orneklerinden ve 4’ii gida orneklerinin islendigi yerdeki gidalarla direkt temas

eden kisilerin bogaz kiiltiirlerinden izole edilmistir. Tiim izolatlar %15°lik

gliserolde stok kiiltiirleri hazirlanarak identifikasyon testlerinde kullanilmak tizere

muhafaza edilmistir (Cizelge 3.5).



Cizelge 3.5. izole edilen bakterilerin kaynaklarma gére dagilimi
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Incelenen Pogitif Zlci)ll:n Yiizdelik
Kaynak Kasap Mandira | Pastane | Toplam -- - Oran
~- Ornek Ornek
Ornek (%)
sayisi
Peynir - 15 - 27 1 1 3,70
Siit - 12 - 17 7 35,2
Par¢a et 28 - - 55 15 42 27,2
Tavuk 6 - - 9 4 4 44 4
Sosis- 3 - - 3 2 2 66,66
sucuk
Ciger 1 - - 3 1 1 33,3
Dondurma | - - 10 18 - - 0
Bogaz 1 1 4 100
svaplari
Gida Burun
. - - 1 - - 0
elleyicisi svaplar
El 1 . . 0
svaplari
3.3. Identifikasyon

3.3.1. Morfolojik Ve Biyokimyasal identifikasyon

S. aureus NRRL B-767 referans izolat1 ve bu ¢alismada izole edilen 61
izolat ile yapilan biyokimyasal testler sonucunda gram boyama, hemoliz, katalaz,
koagiilaz, lesitinaz aktivitesi, mannitol tuzlu agarda gelisme, mannitoliin
anaerobik fermantasyonu, glikozun anaerobik fermantasyonu, DNaz testleri ile
dekstroz, mannitol, siikroz, trehaloz karbonhidratlarinin aerobik fermantasyonu
testinde test edilen tiim izolatlar pozitif sonu¢ vermistir. Buna karsin rafinoz,
ksiloz, arabinoz, karbonhidratlar1 ise aerobik olarak fermente edilememistir
(negatif). Jelatinaz testinde ise 3 izolat hari¢ (Ksla, Kslc, Sosisla), 59 izolat
pozitif sonu¢ vermistir. Pigmentasyon testinde izolatlarin 27’si altin sarisi, 20’1
krem rengi, 15 beyaz pigment olusturdugu belirlenmistir (Cizelge 3.6). Sekil
3.1.°de S. aureus strainlerinin Baird Parker Agardaki gelisimi, Sekil 3.2.’de gram
boyama ile S. aureus strainlerinin mikroskobik goriiniimii verilmistir. Her bir

izolatin biyokimyasal test sonuglar1 EK-1’de verilmistir.
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Sekil 3.1. S.aureus’un Baird Parker Agar’daki goriiniimii

Sekil 3.2. Gram boyama ile S. aureusun mikroskobik goriiniimii. Gr pozitif (+), kok

sekilli hiicreler.
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Cizelge 3.6. Biyokimyasal test sonuclar1

Yapilan test IeSt sonug sayist
Katalaz 62 -
Koagiilaz 62 -
Hemoliz 62 -
Mannitoliin anaerobik

62 -
fermantasyonu
Glikozun anaerobik

62 -
fermantasyonu
Lesitinaz aktivitesi 62 -
Mannitol tuzlu agarda gelisme 62 -
DNaz 62 -
Jelatinaz 3 59
Karbonhidrat fermantasyonu
Siikroz 62 -
Glikoz 62 -
Mannitol 62 -
Maltoz 62 -
Trehaloz 62 -
Fruktoz 62 -
Rafinoz - 62
Arabinoz - 62
Laktoz - 62
Ksiloz - 62
Pigmentasyon Altin saris1 Krem rengi Beyaz

27 20 15

+: olumlu, pozitif sonug, -: olumsuz, negatif sonuc

3.3.2. Vitek Otomatik Sistem ile Analiz

Pepton, basitrasin, optokin, hemiselliiloz, %6 sodyum klorid, %10 safra,
%40 safra, eskulin, arjinin, iire, tetrazolyum tuzu, novobiosin, dektroz, laktoz,
mannitol, rafinoz, salisin, sorbitol, sukroz, trehaloz, arabinoz, piiruvat, pullulan,
inulin, mellibiyoz, melisitoz, sellobiyoz, riboz, ksiloz, katalaz ve beta hemoliz
testleri olmak tizere 31 adet test iceren vitek analizatorii (VITEK Mikrobiology
Reference Manual, bioMericux, Inc. Box 15969 Durham, North Carolina 27704-
0969/USA ) GPI kart1 kullanilarak izolatlarin 60’ min %99 oraninda S. aureus
oldugu dogrulanmistir. 3A izolat1i %96 oraninda, Ggla izolat1 %97 oraninda S
.aureus olarak tespit edilmistir. Ayn1 zamanda geleneksel yontem ile Vitek GPI

kartinda yer alan siikroz, laktoz, ksiloz, rafinoz, mannitol, arabinoz, trehaloz seker



45

testleri yapilmis, geleneksel ve otomatize sistemde yapilan test sonuglari
birbirleriyle uyumlu bulunmustur. Vitek Otomatik Identifikasyon Sistemi ile
analiz edilen 62 izolatin analiz sonuglar1 Cizelge 3.7’de verilmistir. Buna gore
analiz edilen izolatlarin tiimiinde pepton, %6 sodyum klorit, %10 safra, dekstroz,
mannitol, siikroz, trehaloz, katalaz, beta hemoliz, optokin testleri pozitif, rafinoz,
salisin, sorbitol, arabinoz, pullulan, inulin, mellibiyoz, melesitoz, sellobiyoz,
riboz, ksiloz, novabiyosin ise negatif olarak belirlenmistir. Bunun yaninda
hemiseliiloz testinde 7’si pozitif, 55’1 negatif; %40 safra testinde 28’1 pozitif, 34’1
negatif; eskulin testinde 1’1 pozitif, 61’1 negatif; arjinin testinde 6’s1 pozitif, 56’s1
negatif; {ire testinde 2’si pozitif 60’1 negatif; tetrazolyum testinde 24’ pozitif 38’1
negatif; laktoz testinde 7’si pozitif, 55’1 negatif; piirivat testinde 2’si pozitif, 60’1
negatif; basitrasin testinde 43’ pozitif, 19’u negatif sonu¢ vermistir. Tim

izolatlarin Vitek sistemi ile identifikasyon test sonuglar1 EK-2’de verilmistir.



Cizelge 3.7. Vitek analiz sonuglari

Test Test Sonuglari

+ -
Pepton 62 -
Basitrasin Hassasiyeti 43 19
Optokin Hassasiyeti 62 -
Hemiselliloz 7 55
%6 Sodyum Klorit 62 -
%10 Safra 62 -
%40 Safra 28 34
Eskulin 1 61
Arjinin 6 56
Ure 2 60
Tetrazolyum 24 38
Novabiyosin i 62
Hassasiyeti
Dekstroz 62 -
Laktoz 7 55
Mannitol 62 -
Rafinoz - 62
Salisin - 62
Sorbitol - 62
Siikroz 62 -
Trehaloz 62 -
Arabinoz - 62
Piiruvat 2 60
Pullulan - 62
Inulin - 62
Mellibiyoz - 62
Melesitoz - 62
Sellobioz - 62
Riboz - 62
Ksiloz - 62
Katalaz 62 -
Beta hemoliz 62 -

+: olumlu, pozitif sonug, -: olumsuz, negatif sonu¢
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3.4. Tiplendirme Testleri

3.4.1. Fenotipik testler

3.4.1.1. Antibiyotiklere Duyarhhk Testi

S. aureus izolatlarinin disk diflizyon yontemi ile NCCLS (National
Commitee for Clinical Laboratory Standarts) standartlarina gore yapilan
antibiyotik duyarlilik testinde toplam 11 antibiyotik diski kullanilmistir. Test
sonuglarmma gore izolatlarin %79,3’1 amoksisilin-klavunik asid’e, %51,61°1
azitromisin’e, %43,4’l netilmisin’e, %30,64’i rifampin ve oksasilin’e, %25.8’1
trimetoprimsulfametokzol’e, %?25,8’1 gentamisin’e, %29,3’i  oflasaksin’e,
%19,35’1 linkomisin’e, %12,9’u siproflaksasin’e, %9,6’s1 vankomisine direngli
bulunmustur. Cizelge 3.9°da 62 izolatin antibiyotik duyarlilik sonuglari, Sekil
3.3’de Miiller Hinton Agar besiyerinde antibiyotik disklerinin olusturdugu
inhibisyon zonlarin goriiniimii verilmistir. Her bir izolata ait antibiyogram profili

EK-3’de verilmistir.

Sekil 3.3. Mueller Hinton Agar besiyerinde E29b izolatina ait bakteri halisi iizerinde antibiyotik

disklerinin olusturdugu inhibisyon zonlari. Antibiyotik diskleri: 1:Amoksisilin-klavulanik asit
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(AMC30), 2: Gentamisin (CN10), 3: Vankomisin (VA30), 4: Siproflaksasin (CIPS), 5: Oflasaksin
(OFXS5), 6: Netilmisin (NET30), 7: Oksasilin (OX1)

Cizelge 3.8. S.aureus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik sonuglari.

Antibiyotik kodu | D" ODD R %D %0ODD %R
Ciproflaksasin 49 5 8 79,03 8,06 12,90
Gentamisin 41 4 17 66,12 6,45 27,41
Vankomisin 30 26 6 48,38 41,93 9,67
Oksasilin 38 5 19 61,29 8,06 30,64
Amoksisilin-

klavulanik asit 13 i 49 20,96 i 79,03
Oflosaksin 39 5 18 62,90 8,06 29,03
Azitromisin 18 12 32 29,03 19,35 51,61
Rifampin 43 - 19 69,35 - 30,64
Linkomisin 22 18 12 35,48 8,06 19,35
Netilmisin 31 4 27 50 6,45 43,54
Trimethoprim-

sulfamethoksazol 38 7 17 61,29 11,29 27,41

*D: Hassas, ODD: Orta Derecede Hassas, R: Direngli, % yiizde oranlari

3.4.1.2. SET-RPLA (Staphylococcal enterotoksin test by reserved passive

latex agglutination) ile enterotoksin analizi

Tiim izolatlar arasinda 3 izolatin (Bg2a, 16a, 16b) enterotoksin D, 4

izolatin (Bg2b, Bg2c, Bg2d ve 10b) enterotoksin A ve sadece 7c izolatinin C ve D

enterotoksini iirettigi belirlenmistir. Referans izolatimiz dahil test edilen diger

izolatlarin higbirinin enterotoksin iiretmedigi saptanmistir (Cizelge 3.9).




Cizelge 3.9. SET-RPLA ile enterotoksin testi analiz sonuglar1

. Toksin Uretimi | ; Toksin Uretimi
Izolatlar . Izolatlar ..
ve tip1 ve tip1

Ksla - E27c -
Kslb - E29a -
Kslc - E29b -
Bg2a D E29c -
Bg2b A E29d -
Bg2c A E25b -
Bg2d A E27a -
Butla - E27b -
Butlbl - E33a -
Tvlal E33b -
Cg2a - E33c -
Sosisla - E34a -
Brglb - E34b -
Gogiusla - E34c -
3A - E34d -
4A - E46b2 -
10b A E48a -
16a D E48b -
16b D E49a -
17a - E49b -
7c C,D E49c -
El6a - E50a -
E16b - E50b -
El6c - E50c -
El7a - E53a -
E17b - E53b -
El7c - E54a -
E2la - E54b -
E21b - E54c -
E21c - P5a -
E25a - NRRL B 767 | -

3.4.1.3. Yag Asitleri Metil Esterlerinin (FAME) Analizi
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Hiicresel yag asidi profilleri, MIS (Microbiyal Identifikasyon sistem)’in

icerdigi veri tabanina gore analiz edilmistir. Analiz edilen 62 izolatin sadece 5’ 1

(%8,006) sistem tarafindan S. aureus olarak tanimlanirken, referans izolat dahil 48

izolat (%77,4) Kocuria rosea, 4 izolat (%6,45) Staphylococcus sp. (S. cohnii, S.
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simulans), ve 1 izolat (%1,61) Rothia mucilaginosa ve dort izolat (%6,45)
Bacillus circulans olarak tanimlanmistir. EK-4’de analiz edilen izolatlarin MIDI
sistem ile analiz edilen yag asidi profilleri ve EK-5’de CLIN 50 veritabanina gore
izolatlarin identifikasyon sonuclar1 verilmistir.

Analiz sonuglarina gore izolatlarda bulunan yag asitleri soyledir; 13:0 ISO,
13:0 ANTEISO, 14:0 ISO, 14:0, 15: ISO, 15:ANTEISO, 16:0, SUM IN
FEATURE 3, 16:0, 17:0 ISO, 17:ANTEISO, 17:0, 18:0 ISO, SUM IN FEATURE
5, 18:1W9c, 18:1 W7c, 18:0, 19: ISO, 19:0 ANTEISO, 19:0, 20:4W6,9,12,15c,
18:030H, 20:2W6.,9¢, 20:1W9c, 20:0, SUMMED FEATURE 3, SUMMED
FEATURE 5

15:0 ISO, 15:0 ANTEISO, 16:0 ISO, 16:0, 17:0 ANTEISO, SUM IN
FEATURE 5, 18:1W9c, 18:0, SUMMED FEATURE 5 yag asitleri tiim izolatlarda
bulunmustur. Bunlardan 15:0 ANTEISO en yiiksek oranda goézlenmis olup
ortalamas1 50,83 ve standart sapmasi 4,07 olarak bulunmustur. Bunun yani sira
18:030H yag asidi sadece bir izolatta (E16a) tespit edilmistir.Analiz edilen tiim
izolatlarin yag asitlerinin, ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Cizelge 3.10’de

verilmektedir.

Cizelge 3.10. izolatlarin igerdikleri yag asitlerinin, ortalamasi ve standart sapmasi

Yag asidi Ortalama Standart sapma
13:0 ISO 0,19 0,09
13:0 ANTEISO 0,18 0,04
14:0 ISO 1,00 1,45
14:0 0,70 0,53
15 ISO 5,85 1,74
15:ANTEISO 50,83 4,07
16:0 1,08 0,43
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Cizelge 3.10. (Devam) Izolatlarin igerdikleri yag asitlerinin ortalamasi ve standart

sapmasi
?UM IN FEATURE 0.22 0,04
16:0 4,35 0,96
17:0 ISO 2,56 0,96
17:ANTEISO 12,54 2,93
17:0 0,26 0,12
18:0 ISO 0,26 0,11
?UM IN FEATURE 5.51 113
18:1W9C 4,61 1,30
18:1 W7C 0,92 0,27
18:0 4,18 1,09
19: ISO 0,40 0,13
19:0 ANTEISO 0,97 0,22
19:0 0,49 0,27
20:4W6,9,12,15C 0,93 0,15
18:030H 0,32 -
20:2W6,9C 1,91 0,65
20:1W9C 0,94 0,37
20:0 0,76 0,53
SUMMED
FEATURE 3 0,22 0,04
SUMMED
FEATURE 5 31 L,I3

Yapilan bu analize gore farkli yerlerden izole edilen izolatlar ayn1 yag
asitlerini icerdigi goriilmiistiir. NRRL B 767 S. aureus referans izolatin igerdigi
yag asitleri diger izolatlarla benzer bulunmus olmasia ragmen Kocuria rosea

olarak isimlendirilmistir.
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3.4.2. Genotipik Testler

3.4.2.1. Kromozomal DNA’nmin Pulsed Field Jel Elektroforez (PFGE)

ile Analizi

PFGE analiz yontemi ile 62 izolatin genotipik benzerlikleri Sma 1 enzimi
kullanilarak arastirilmistir. izolatlarin olusturduklar1 gruplar Sekil 3.5°de, PFGE
bant profilleri ise Sekil 3.4’de verilmistir.

PFGE ile analiz edilen 62 izolat 35 farkli pulsotip olusturmustur. Olusan
pulsotiplerde yer alan izolatlar Cizelge 3.11°de verilmistir.

Ayn1 6rnekten izole edilen S. aureus strainlerinin ¢cogu ayni pulsotipte yer
almigtir. Bogaz kiiltiiriinden izole edilen dort S. aureus strainlerinden Bg2a farkli
bir pulsotipte yer almistir. Ayn1 6rnekten izole edilen E16a, E16b izolatlar1 ayni
pulsotip, E16¢ izolat1 ise farkli bir pulsotip olusturmustur. Benzer durum E49a,
E49b, E49c¢ ve E53a, E53b izolatlarinda goriilmiistiir.

Olusan dendograma gore iki kolda kiimelenme olmustur ve A kolunda 55
izolat, B kolunda 8 izolat bulunmaktadir. Buna goére A kolunda 1, 2, 3 numarali
izolatlar, 4, 5 numaral1 izolatlar, 10, 11, 12 numaral1 izolatlar, 14, 15 numarali
izolatlar, 24, 25 numarali izolatlar, 28, 29, 30 numaral: izolatlar, 33, 34 numarali
izolatlar, 35, 36 numarali izolatlar, 39, 40, 41 numarali izolatlar, 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48 numarali izolatlar, 49,50,51 numarali izolatlar, 53, 54, 55 numarali
izolatlar ve B kolundaki 56, 57 numarali izolatlar kendi aralarinda %99 oraninda

benzerlik gostermistir (Sekil 3.5.).

Cizelge 3.11. PFGE ile olusan pulsotipler ve pulsotiplerde yer alan izolatlar

Pulsotipler Pulsotiplerde Yer Alan izolatlar
E33a, E33b, E33c¢
E34a, E34b, E34c, E34d
E50a, ESOb, E50c
E54a, E54b, ES4c
E46b2
4A
3A
Tc

O QA| NN || |—
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Cizelge 3.11. (Devam) PFGE ile olusan pulsotipler ve pulsotiplerde yer alan izolatlar

9 17a

10 16a, 16b

11 P5a

12 Cgla

13 El17a, E17b, E17¢
14 E21a, E21b, E21c
15 Bg2b, Bg2c, Bg2d
16 Tvlal

17 Brglb

18 Bg2a

19 Sosisla

20 Butlbl

21 Butla

22 El6a, E16b

23 El6c

24 10b

25 Ggla

26 Ksla,Kslb, Kslc
27 E25a, E25b

28 E27a, E27b, E27¢
29 E29a, E29b, E29c, E29d
30 NRRL B 767

31 E48a, E48b

32 E49a, E49b

33 E49c

34 E53a

35 E53b

A ve B kollar1 ise %75 oraninda benzerlik vermistir. Farkli 6érneklerden
izole edilen E34a,E34b,E34c ile ES54a, E54b, E54c izolatlar1 %99 oraninda
benzerlik gdstermesi ayni strainlerin  farklt ortamlarda bulunabilecegini

diistindiirmektedir



Sekil 3.4. Analiz Edilen Baz1 S. aureus izolatlarmin PFGE Profilleri. 15. ukur marker, 1: E33a. 2:

E33b, 3: E33c, 4: E46b2, 5: E34a, 6: E34b, 7: E34c, 8: E34d, 9:E50a, 10:E50b, 11:E50c, 12:E54a,
13:E54b, 14:E54c.
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Benzerlik Yiizdeleri

100 95 20 85 80 75
. —— . . . . -—+
lzolatlar izolat No
EZ1E
Ez1cC 2
Ez1ld 3
E17E 4
E17C 5 L
E174 [
CGZA 7
S03IS 14 g
BRGIEL g g -
EGZC 10
EGZD 11
EGZE 12 }
EGZ L 13 R
Elgd 14
E16B 15
El6C 16
EUT14 17
BUT1E1 18 —I —
TV1ikl 19
NREL_E_ 770
3A 21
44 QQQ
P5h 23
16a a4
16b 28 J I &
17a 26
Te 27 —I
EZ7E 25
Ez7C 29
EZ74 a0
E254 31
E25EB P :I
Ez5D 33
EZSE 34
Ez5C 35
EZ94 5
GGLA 37
10b 38 A
ESOE 39 — i
ESOC 40
ES0L 41 -
ES4EB Ao
E54C 43
E34h 44 _]
E34D 45
ES4h 45
E34E 47
E34cC 48 _|
E33B 49—
E33C a0
E334 51 - I
E46E2 52
KS1B 55—
KS1C 54
KS14 55—
E45L 56 B
E48E 5?J
ES34 g5 B
ES3E 58 B2
E4594 =]
E49E 514
E490C B2

Sekil 3.5. S. aureus 1zolatlarinin PFGE Analizi Ile Benzerlik Oranlar
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3.4.2.2. Ribotiplendirme

Bu calismada 40 izolat Eco R 1 enzimi kullanilarak ribotiplendirmeye
alinmig ve sistemin adlandirdigi 7 ribo grup belirlenmistir (Sekil 3.6). Analiz
edilen izolatlarin bant profilleri ve ribogruplart Cizelge 3.12 *de goriilmektedir.

Birinci grup; NRRL B767, E33a, E49b izolatlarindan olusmustur. Ikinci
grup; Cg2a, Ggla, Brglb, 10b, 17a, 16b, 16a, E29d, E29a, E29b, E29c izolatlari,
ticlincii grupta Tvlal, Ksla, Kslb, Kslc, 7c izolatlar1, dordiincii grupta 3A, 4A,
Butlbl, E16b, El6c, E27a, E17a, E17b, E17¢c, E25b, E25a izolatlari, besinci
grupta sadece Bg2c izolatlar1 yer almistir. Altinc1 grupta Bg2d, Bg2b, Bg2a, E33c,
E21c izolatlar1 yer alirken sekizinci grupta Sosisla, E34a, E34c, P5a izolatlar
bulunmustur. Bu calismada tiim izolatlarimiz analiz edilemediginden dolay1
sadece test edilen izolatlarin ribogruplari verilmistir.

Birinci ribogrupta. biri referans izolat olmak {izere, diger iki izolat farkl
kasaplardan alinan gida orneklerinden izole edilmistir. ikinci ribogrupta Cg2a,
Brg 1b izolatlar1 ayn1 kasaptan, farkli 6rneklerden, 10b, 17a, 16b, 16a izolatlari
aynt mandiradan ve 16b, 16a izolatlar1 hari¢ farkli siit 6rneklerinden, ii¢lincii
ribogrupta Tvlal, Ksla, Kslb, Kslc ayni kasaptan, 7c ise mandiradan alinan siit
orneginden, dordiincii ribogrupta, 3A, 4A aym1 mandiranin farkli siit
orneklerinden, El6a-E16b, E17a-E17b-E17¢c, E25a-E25b, E27a, Butlbl farkhi
kasaplardan alman et 6rneklerinden izole edilmistir. Besinci ribogrupta gida
elleyicisinin bogaz kiiltliriinden izole edilen strain yer almistir(Bg2c). Altinci
ribogruplar ayni1 gida elleyicisinin bogaz kiiltiiriinden izole edilen ii¢ izolat (Bg2a,
Bg2b, Bg2d), ve farkli kasaplardan izole edilen iki strain (E33c, E2lc)
bulunmaktadir. Son olarak yedinci ribogrupta E34a, E34c ayni et orneginden,
Sosis la farkli bir kasaptan, P5a ise mandiradan temin edilen 6rnekten izole

edilmistir.
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RiboPrint ® Pattern
1kbp 5 10 1550
| I

R i) ) B s O] P ER A M I | 1

Ribognap 1
Fabogrup 2

Fibogrup =

Fibograp 4
Ribogmp &

Fibogrup 6

Fibogrup &

Sekil 3.6. S. aureus Izolatmin Ribotiplendirme Profilleri

Ribotiplendirme profillerine gore ribogrup 5, lkbp- 2 kbp arasinda diger
ribogruplara gore farkli bir bant olusturmustur. Ribogruplar arasinda en ¢ok farkli
bantlasma Skbp-10 kbp arasinda goriilmektedir. 2kbp- 3 kbp arasindaki degerlerde
ribogrupl, ribogrup3, ribogrup 4 ve ribogrup 5, diger ribogruplara gore farkli
bantlagma gostermistir. Ribogrup 3, 15 kbp degerinde digerlerinden farkli olarak
tek bir bant olugturmustur. Olusan bu profillere gore ribogruplar iginde yer alan

izolatlar Cizelge 3.12°de gosterilmistir.

Benzerlik Yizdeleri

Sekil 3.7. Ribogruplarin Benzerlik Yiizdesi

Olusan dendograma gore 4. ve 6. grup birbirlerine %99, 1. ve 2. grubun ise

birbirlerine %93 oraninda benzer olduklart bulunmustur. Bu gruplarin da 5. grup
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ile benzerlik oran1 %84 olarak tespit edilmistir. 3. grubun ise yukarida bahsedilen
ribogruplarla benzerlik oran1 %84 olarak belirlenirken, tiim bu gruplara %75
oraninda 8. grup benzerlik oran1 vermistir. Gruplar aras1 benzerlik ytizdeleri Sekil

3.7.’de verilmistir.



Cizelge 3.12. izolatlarin Enterotoksin Tipleri, Pulsotipleri ve Ribogruplar

Strainler Kaynak Enterotoksin Testi Pulsotip Ribogrup
BG2A Bogaz Kiiltiirii D 18 6
BG2B Bogaz Kiiltiirii A 15 6
BG2C Bogaz Kiiltiirii A 15 5
BG2D Bogaz Kiiltiirii A 15 6

BUTIA Kasap - 21 -

BUTIBI Kasap - 20 4
CG2A Kasap - 12 2

SOSIS1A Kasap 19 8

BRGI1BI1 Kasap - 17 2
KS1A Kasap - 26 3
KS1B Kasap - 26 3
KS1C Kasap - 26 3

TVIAI1 Kasap 16 3
Ggla Kasap - 25 2
3A Mandira - 7 4
4A Mandira - 6 4
16a Mandira D 10 2
16b Mandira D 10 2
17a Mandira - 9 2
7c Mandira C+D 8 3
10b Mandira A 24 2
P5a Mandira - 11 8
El6a Kasap - 22 -
E16b Kasap - 22 4
Elé6c Kasap - 23 4
El7a Kasap - 13 4
E17b Kasap - 13 4
El7c Kasap - 13 4
E21a Kasap - 14 -
E21b Kasap - 14 -
E21c Kasap - 14 6
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Cizelge 3.12.(Devam) izolatlarin Enterotoksin Tipleri, Pulsotipleri ve Ribogruplari

Strainler Kaynak Enterotoksin Testi Pulsotip Ribogrup
E25a Kasap - 27 4
E25b Kasap - 27 4
E27a Kasap - 28 4
E27b Kasap - 28 -
E27c Kasap - 28 -
E29a Kasap - 29 2
E29b Kasap - 29 2
E29c Kasap - 29 2
E29d Kasap - 29 2
E33a Kasap - 1 1
E33b Kasap - 1 -
E33c¢ Kasap - 1 6

E46b2 Kasap - 5 -
E34a Kasap - 2 8
E34b Kasap - 2 -
E34c Kasap - 2 8
E34d Kasap - 2
E48a Kasap - 31 -
E48b Kasap - 31 -
E49a Kasap - 32 -
E49b Kasap - 32 1
E49c¢ Kasap - 33 -
E50a Kasap - 3 -
E50b Kasap - 3 -
E50c Kasap - 3 -
E53a Kasap - 34 -
E53b Kasap - 35 -
E54a Kasap - 4 -
E54b Kasap - 4 -
E54c Kasap - 4 -

NRRL B 767 United States Department of - 30 1
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4. TARTISMA VE SONUC

Tiiketime sunulan her gida maddesi belirli ¢esit ve sayida
mikroorganizmadan olugsan bir mikrofloraya sahiptir. Mikrofloray1r olusturan
mikroorganizmalar {irline ham maddeden baslayarak, ham maddenin iiriine
islenmesi ve pazarlanmasina kadar olan siiregteki her asamada ¢esitli
kaynaklardan kontamine olabilmektedir. Kontaminasyon iiretim siirecinin her
asamasinda almabilecek veya uyulabilecek hijyen ve sanitasyon oOnlemlerine
baglidir. Hammaddede bulunabilecek mikroorganizmalar veya iiretimin belirli
asamasindaki bir ara {iriine herhangi bir sekilde bulasan organizmalar genellikle
son Urliniiniin mikroflorasinda da belirli oranda yer almaktadir. Bunun yani sira
hammadde veya ara iirlinde bulunmayan bir mikroorganizma son {riine
ambalajlama, depolama, tasima veya pazarlama gibi asamalarda da cesitli yollarla
bulasabilmektedir (Unliitiirk ve ark, 1998).

Uretim esnasindaki personel hijyenin yetersiz olmasi ve bilesiminde
bulunan maddelerin arzu edilmeyen mikroorganizmalarla kontaminasyonu gida
zehirlenmesi  riskini  giindeme  getirmektedir.  Stafilokoklara bagli gida
zehirlenmelerinin meydana gelisinde gidalarin hazirlanmasinda calisan personel
onemli bir kontaminasyon kaynagidir (Sagun ve ark, 2003). Bunlardan S. aureus
dogal ¢evrede yaygin olarak bulunan ve oldukga sik rastlanilan gida zehirlenme
etkenlerinden birisidir.

Hayati tehtit eden nozokomiyal enfeksiyonlardan en sik soyutlanan
etkenlerin basinda gelen Stafilokoklar, antibiyotiklere kars1 gittikge artan
direnglilik sebebiyle gerek hastanelerde gerekse toplum kokenli enfeksiyonlarda
biiylik bir saglik sorunu haline haline gelmistir. Hastane ortaminda bakterinin
enfekte kisiden saglik personelinin elleri ve giysileri ile aktarilmasi énemli bir
bulagma yoludur (Giilbandilar, 2006).

Bu calismada Eskisehir’de satis yapan market, kasap, mandira ve
pastanelerden alinan gida ornekleri toplam mezofilik bakteri sayimi i¢in analiz
edilmis ve S. aureus bakterisi izole edilmeye ¢alisilmistir.

Tirk gida kodeksinin ilgili bolimiinde (17,03,2001-24345 sayili resmi
gazete) taze et, hazirlanmis et ve hazirlanmis et karigimlar1 6rneklerinin graminda

en fazla bulunabilecek toplam mezofilik bakteri sayis1 5.10° olarak belirlenmistir.
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Bu ¢alismada incelenen parca et, tavuk, sosis, sucuk, ciger orneklerinin
toplam mezofil bakteri sayilarina gore, higbir 6rnegin Tiirk Gida Kodeksinin
toplam mezofil bakteri sayisi agisindan belirlenen mikrobiyolojik kriterleri
asmadig1 gézlenmistir.

Tiirk gida kodeksinin ilgili bolimlerinde (02,09,2001-24511 sayili resmi
gazete) siit ve siit orneklerinin graminda bulunabilecek toplam mezofil bakteri
sayist 10° olarak verilmektedir.

S3 siit 6rneginde, P4 peynir 6rneginde ve D16 dondurma 6rneginde Tiirk
Gida Kodeksinin toplam mezofil bakteri sayist agisindan belirlenen
mikrobiyolojik kriterleri astig1 gézlenmistir. Bu nedenle tiiketilmemesi gerekir .

Shale ve ark (2005); Giiney Afrika’da mezbahanelerden temin edilen
orneklerin stafilokok sayimlar1 agisindan inceleme, identifiye etme ve koagiilaz
tiplerini belirleme ¢aligmalar1 yapmislardir. Bu calismayla et orneklerindeki
stafilokok kontaminasyon seviyesini azaltici hijenik sartlarin yerine getirilmesinin
onemini vurgulamiglardir. Bunun icin gida elleyicilere, ylizeylere, alet ve
ekipmanlara bulastig1r goriilen stafilokok kontaminasyon seviyesinin azaltilmasi
icin mezbahanelerin et islenmesindeki stratejilerini gdzden gecirmelerini tavsiye
etmislerdir. Biz bu calismada, 6zellikle siit {iriinii isleyicilere bu tip tavsiyelerde
bulunuyoruz.

Calismamizda izolatlarin identifikasyonu i¢in geleneksel yontemlerin yani
sira VITEK analizatorii (VITEK Mikrobiology Reference Manual, bioMerieux,
Inc. Box 15969 Durham, North Carolina 27704-0969/USA) kullanilmistir. Vitek
analizatorli kullanilarak yapilan testler sonucunda 60 izolatlatin %99 oraninda, 3A
izolat1 %96 oraninda, Ggla izolat1 %97 oraninda S .aureus olarak dogrulanmustir.
Geleneksel yontemler ve vitek analizatorii ile yapilan seker testlerinin sonuglari
uyumlu bulunmustur.

Giilbandilar (2006); Kiitahya yoresinde cesitli gidalardan ve gida
elleyicilerinden izole ettigi S. aureus izolatlarin1 geleneksel ve vitek analizatorii
ile identifiye etmistir. Her iki yontemin karsilastirmasinda vitek analizatorii ile
yapilan identifikasyonun daha ¢abuk sonug¢ verdigini ve daha giivenilir oldugunu
belirtmistir. Bu nedenle rutin ve ¢ok sayida izolatin identifikasyonunu gerektiren

durumlarda Vitek testi giivenilir bir yontem olarak tercih edilmelidir.
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S. aureus bakterisi kemoterapoétiklere karsi hizla direng kazanarak onlara
kars1 direng kazanir. Yeni kullanilan bir antibiyotik bakteriye karsi etkili olsa da
zamanla, S. aureus kullanilan antibiyotikten etkilenmez. Stafilokok tastyiciliginin
en Onemli kismimi metisilin (oksasilin) direngligi olusturmaktadir. Metisiline
direngli S. aureus tasiyilart bulundugu hastane ortaminda kolaylikla
yayllmaktadir. Aymi zamanda metisiline direngli izolatlar eritromisin,
sefalosporinler, tetrasiklin, klindemisin, aminoglikozid, kinolonlar gibi bir ¢ok
antibiyotige de direng¢ gostermektedir.

Caligmamizda antibiyotik duyarliliklarini tespit etmek i¢in Kirby-Bauer
disk difiizyon yontemi uygulanmistir. izolatlar amoksisilin-klavulanik asite en
yiiksek (%79,03) direng gosterirken, en diisiik direnglilik vankomisine (%9,67)
kars1 tespit edilmistir.

Bu caligmada test edilen 62 izolatin 19’u (%30.64) oksasiline direng
gostermistir. Bu 6rneklerin iki tanesi bogaz kiiltiirtinden (Bg2a, Bg2d), 13’1 et
orneklerinden (Kslb, E147a, E17b, E25b, E29a, E29¢c, E33c, E46b2, E48a, E50a,
E50b, E53a, E53b), 4’1 siit orneklerinden (3A, 16a, 17a, 10b) izole edilmistir.
Metisiline direncli izolatlarla kontamine olmus gidalarin tiiketimi risk olusturabilir
ve boOyle gidalarla siirekli temas eden kisilerin enfeksiyon kapma riskini de
dogurabilir. Ayn1 zamanda antibiyotige direngli gidalarin varlig1 zayif sanitasyon
gostergesi olarak yorumlanabilir.

Gilindogan ve ark (2005); et ve tavuk 6rneklerinden izole ettikleri S. aureus
strainlerinin  antibiyotiklere = duyarhiliklarmi  disk  difiizyon  yoOntemiyle
arastirmiglardir. Deney sonuglarina gore izolatlarin %67.5’1 methisiline, %87,5’1
basitrasine, %53,8’1 penisilin G’ye, %?7,5’1 eritromisin’e direngli bulunurken,
vankomisin, sulbaktam amfisilin, siproflaksasin ve sefaperozon-sulbaktama
duyarli bulunmustur.

Giindogan ve ark (2005); toplam 180 inek siitii, pastdrize siit ve dondurma
orneklerini S. aureus varligi yoniinden incelemisler ve bu orneklerden 110 S.
aureus izole etmiglerdir. Bu izolatlarin farkli antibiyotiklere direncliliklerini tespit
etmek icin disk difiisyon teknigini kullanmiglardir. Test sonuglarina gore bu

izolatlar penisilin G’ye (%96,3), methisilin’e (%97,2) ve basitrasin’e (%99
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oraninda) direng¢ gosterirken, vankomisin, sulbaktam-amfisilin, siproflaksasin ve
sefaperazon- sulbaktama duyarli bulunmustur.

Tondo ve ark (2000); iki bucuk yil siireyle siit {iriinlerini isleyen bir
fabrikada S. aureus kontaminasyonunu  ve kontaminasyon kaynaklariyla
korelasyonunu aragtirmiglardir. Bunun i¢in izolatlara antibiyotik duyarlilik
testlerini ve PFGE analizini uygulamislardir. Gida elleyicilerinin %35,2’sinin S.
aureus tasiyicisi olduklari tespit edilmis ve bu kisilerin siit 6rneklerinin %90,4’nii
kontamine ettikleri belirtilmistir. Izolatlarin oksasilin, sefalothin, vankomisin,
gentamisin ve sulfamethoksozol-trimethoprim antibiyotiklerine duyarliliklar
arastirilmistir. Personelden, islenmis ve islenmemis siit 0rneklerinden izole edilen
S. aureus’larin sirasiyla %94,4, %47,3 ve %50 oraninda penisilin G’ye direngli
bulunmugtur. Diger antibiyotiklere ise izolatlarin tlimiiniin duyarli olduklari
belirtilmistir.

Enterotoksin {iretebilen S. aureus strainleri ile kontamine olmus gidalarin
tiiketilmesi gida zehirlenmelerine neden olabilir. Ozellikle gida zehirlenmelerine
en ¢ok neden olan toksin A ve D enterotoksinleridir. Ayn1 miktarda toksin alan
sahislar arasinda zehirlenme belirtileri gostermeyenler olabilecegi gibi, ¢ok hafif
zehirlenenler ya da siddetli zehirlenenler de olabilir.

SET-RPLA test kiti (Staphylococcal enterotoksin test by reserved passive
latex agglutination) ile S. aureus izolatlarinin A, B, C ve D tip enterotoksini
tiretme yetenekleri test edilmistir. Test sonuglarina gére Bg2b, Bg2c, Bg2d, 10b
izolatlar1 A enterotoksini, Bg2a, 16a, 16b izolatlar1 D enterotoksini, 7c izolat1 C
ve D enterotoksini iirettigi, referans izolatimiz dahil diger izolatlarin ise
enterotoksin iiretmedigi belirlenmistir. Enterotoksin iireten bu strainler bogaz
kiiltiiriinden ve siit 6rneklerinden izole edilen orneklerdir. Gida elleyicisinden
alman bogaz kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen strainlerin enterotoksin
liretmelerine ragmen, ayni kasaptan alinan et 6rneklerinin hi¢ birinde enterotoksin
tireten strainler bulunmamistir. Enterotoksin iireten strainlerin sadece siit
orneklerinde bulunmasi ise sagim sirasinda bir kontaminasyonun varligini
gostermektedir.

Atanossova ve ark (2001); yaptiklar1 ¢alismada islenmemis domuz eti,

tuzlanmig et ve janbona ait 135 6rnegi S. aureus prevalansi yoniinden aragtirmis
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ve enterotoksin tiplerini belirlemislerdir. Bunun ig¢in klasik kiiltiirel metotlarla
molekiiler teknikler kullanilmis ve sonuglar1 karsilastirmiglardir. PCR kullanilarak
S. aureus prevalans1 69 drnekte pozitif sonug¢ vermistir. Islenmemis domuz etinde
en yiiksek oran %62,2 tuzlanmis et 6rneklerinde %55,6 janbon 6rneklerinde ise
%35,6 oraninda pozitif bulunmustur. Buna karsilik klasik metotlarda bu oranlar
strastyla %57,7, %8,9 ve %11,1 olarak tespit edilmistir.

Genetik olarak ayni mikroorganizmalarin igerdikleri yag asitleri sayisi,
cesitliligi ve % degerleri ¢evre sartlart ayn1 oldugu siirece aynidir. Yag asitleri
analizi sonucunda farkli profillerin olusmasi mikroorganizmalar arasindaki
genetik akrabaliklarin tespit edilmesini saglar.

Stoakes ve ark. (1994); bilgisayar destekli mikrobiyal 1dentifikasyon
sistemi (MIS) kullanarak gaz-sivi kromotografisi ile bakterilerin yag asitlerini
belirlemiglerdir. Bu yontemle elde edilen sonuclar geleneksel yontemle elde
edilen sonuglarla karsilastirilmistir. 470 izolattan 413’1 her iki yontemle uyumlu
iken 45 izolat yanlis identifiye edilmis, 12 izolatin ise bu sistemde karsiligi
bulanamamistir. 78 izolat yeniden test edilerek ayni sonuglar bulunurken bes
izolatin sonuglarinin degistigini rapor etmiglerdir.

Bu calismada, analiz edilen 62 izolatin 5° 1 (%8,06) S. aureus olarak
tanimlanirken, referans izolat dahil 48 strain (%77,4) Kocuria rosea, 4’1 (%6,45)
Staphylococcus sp. (S. cohnii, S.  simulans), bir izolat (%1,61) Rothia
mucilaginosa ve dort izolat (%6,45) Bacillus circulans olarak tanimlanmustir.

Referans olarak kullanilan NRRL B 767 S. aureus izolatinin
bulundurdugu yag asitleri diger izolatlarla benzer olmasina ragmen, analiz edilen
izolatlarin sadece 5’1 S. aureus olarak tanimlanmistir. Bu nedenle izolatlarin
biyokimyasal test ve Vitek ile identifiye edilmesi gerekliligi dogmustur. Gaz
karomotografisi ile identifiye edilemeyen izolatlarin olusturdugu yag asitleri ile S.
aureus yag asitleri kiitiiphanesi olusturulmustur. Boylece bundan sonraki gaz
kromotografisi ile yapilacak S. aureus identifikasyon caligmalarinda kolaylik
saglayacaktir.

Bu calismada, genotipik analiz yontemlerinden PFGE ve ribotiplendirme
analizleri yapilmistir. PFGE c¢ok biiylik DNA molekiillerini ayirma ozelligine

sahip olup S. aureus tiplendirmesinde kullanilmaktadir. Bu yontemde DNA
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molekiilleri belirli zaman araliklarnda birbirinden farkli acida iki elektriksel
zaman etkisinde birakilir.

Mork ve ark (2005); S. aureus izolatlarim1 PFGE analiz yontemi ile
identifikasyon caligmalarinda bulunmuslardir. Analiz sonuglarinda bu izolatlarin
10 kiime halinde 64 farkli pulsotip olusturdugu, 319 izolat1 igeren H grubunun en
bliyiik grubunu olusturdugu rapor edilmistir. Yaygin olarak bulunan pulsotiplerin
hicbiri birbirleriyle iliskili bulunamamustir.

Hennekinne ve ark (2003), 73 S. aureus ve bir S. simulans strainleri PFGE
yontemi ile  analiz etmiglerdir. Analiz sonucu 62 patern olusturdugunu
belirtmisler, farkli iki grup olustugu ve bunlar arasindaki benzerlik oraninit %20
olarak rapor etmislerdir. S. aureus strainleri 14 alt grup olusturmus ve bu alt
gruplar %50 oraninda benzerlik degeri gostermisler ve PFGE analizi bakterilerin
tiplendirilmesi i¢in yiiksek derecede ayirtedici bir metot oldugu belirtmislerdir.

Bu c¢alismada, PFGE analiz yonteminde incelenen 62 izolat 35 pulsotip
olugsmustur. Bu pulsotiplerde yer alan strainlerin ¢cogu ayni gida orneklerinden
izole edilmistir. Ayn1 6rneklerden izole edilen strainlerin farkli pulsotiplerde
toplanmas1 ise PFGE’nin yiiksek derecede ayirtedici oldugunu gostermektedir.
Olusan dendograma gore izolatlar iki farkli kollarda kiimelenmistir. Bu A ve B
kollar1 birbirleriyle %75 oraninda benzerlik gostermistir. Farkli kasaplardan ve
orneklerden izole edilen E34a, E34b, E34c ile E54a, E54b, E54c izolatlarinin
%99 oraninda benzerlik gostermesi ayni strainlerin farkli ortamlarda
bulunabilecegini gostermektedir.

Ribotiplendirme yonteminde ise EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilen
kromozomal DNA fragmentleri boyutlarina gore ayrilip isaretli rRNA operon
problari ile hibridize olmaktadir ve sistemde kayith referans marker fragmenti ile
fragmentler karsilastirilarak izolatlarin ribotipleri belirlenebilmektedir.

Bu calismada ribotiplendirme analiz sonuglarina gore yedi ribogrup
belirlenmistir.

Ayni ribogrup igerisinde icerisinde farkli kasaplardan alinan 6rneklerden
izole edilen strainler oldugu gibi aymi kasaptan alman farkli 6érneklerden elde
edilen strainlerde yer almaktadir. Ornegin bir ribogrup igerisinde, Cg2a, Brg 1b

izolatlar1 ayn1 kasaptan, farkli orneklerden, 10b, 17a, 16b, 16a izolatlar1 ayni
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mandiradan ve bunlar arasinda 16b, 16a izolatlar1 hari¢ farkli siit 6rneklerinden
elde edilen strainler yer almaktadir.

Gida elleyisinin bogaz kiiltiirlinden izole edilen ii¢ izolat (Bg2a, Bg2b,
Bg2d) strainlerinin yer aldigi ribogrup igerisinde, bu gida elleyicisinin
isletmesinden alinan gida Orneklerinden izole edilen S. aureus strainleri yer
almamistir. Ayni sekilde ayni bogaz kiiltiiriinden izole edilen Bg2c izolat1 tek
basma bir ribogrup olusturmustur. Bu sonuglar bize tasiyicidan elde edilen
izolatlarla ayni isletmede ki gidalardan elde edilen izolatlar arasinda bir iliski
gostermemistir.

Olusturulan benzerlik dendogramina gore 4. ve 6. grup birbirlerine %99, 1.
ve 2. grubun ise birbirlerine %93 oraninda benzer olduklari bulunmustur. Bu
gruplarin da 5. grup ile benzerlik oran1 %84 olarak tespit edilmistir. 3. grubun ise
yukarida bahsedilen ribogruplarla benzerlik oran1 %84 olarak belirlenirken, tiim
bu gruplara %75 oraninda 8. grup benzerlik orani vermistir. Dordiincii grupta 3A,
4A, Butlbl, E16b, El6c, E27a, E17a, E17b, E17¢c, E25b, E25a izolatlan ile
altinct grupta Bg2d, Bg2b, Bg2a, E33c, E2lc izolatlar1 yer almaktadir. Bu
ribogruplar arasinda sadece tastyicinin bogaz kiiltiiriinden izole edilen (Bg2a,
Bg2b, Bg2d ) strainleri ile But 1b1 straini ayni isletmedeki gida érneginden izole
edilmistir. Bunun disinda iki ribogrup arasinda ki strainler farkli kasaplardan elde
edilmisgtir.

Rodriguez ve ark (2006); tavsan etlerinden izole edilen S. aureus
strainlerinin orjinlerini ve farkliliklarin1 belirlemek i¢in ii¢ fenotipik ve fiig¢
molekiiler tiplendirme metodu kullanmiglardir. Bu metotlar arasinda PFGE
yiiksek ayirt edicilik gosterirken ribotiplendirme metodu diisiik oran vermistir.
Antibiyotik dayaniklilik testi ve faj tipleme benzer bir ayirim giicii gosterirken
biyotiplendirme ise altt metot arasinda en diisik ayirtedicilige sahip
oldugubelirtilmistir. PFGE patternlerinin analizlerinin sonuglarina gore, farkl
Ozelliklerdeki tavsan etinden elde edilmis izolatlar olsalar da S. aureus tiplerinin
ayirtedilemeyecegi ve yakin derecede birbirleriyle iligkili izolatlar oldugu
saptanmistir. Boylece PFGE tip A en yaygin olarak bulunan grubu olusturmus,
ayn1 zamanda PFGE tip B, D, H ve I birden fazla fabrikada kesim yapilan

karkaslardan tespit edilmistir. Farkli cografik alanlardan elde edilen orneklerde
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son derece yakin iliskili izolatlarin varlig1 arastirmacilara lretim tesisleri ve
tavsan ciftlikleri arasindaki kolonilerin yayildigini diisiindiirmiistiir.

Bu c¢alismada incelenen Ornekler hem toplam mezofil bakteri sayisi
acisindan incelenmis, hem de S. aureus izolasyonu gergeklestirilmeye
calisilmistir.  S.  aureus izolasyonu gergeklestirilirken orneklerin  Once
zenginlestirilme islemine alinmasi izolasyon sansini daha da arttig1 gozlenmistir.
Bu nedenden dolay1 6rnekler Brain Heart Infusion Broth besiyerinde bir gece
inokiile edilerek zenginlestirme iglemi saglanmustir.

Sonug olarak;

1. Incelenen toplam 65 et ve et iiriinleri 6rnekleri, S3 drnegi disindaki 16 siit
ornegi, P4 Ornegi disinda 16 peynir 6rnegi, D16 6rnegi disinda 17 dondurma
ornegi toplam mezofilik bakteri yogunlugu acisindan Tirk Gida Kodeksinin
belirledigi kriterlere uygun bulunmustur. Toplam incelenen 135 Ornegin
%22,2’de S. aureus izole edilmistir.

2. Izolasyon asamasindan sonra gerceklestirilen identifikasyon ¢alismalarinda
geleneksel biyokimyasal testlerin ve Vitek analizi ile yapilan identifikasyon
testleri kiyaslandiginda Vitek sisteminin daha ¢abuk ve kisa siirede sonug verdigi,
daha giivenilir oldugu ve is giiciinii azalttig1 tespit edilmistir.

3. Antibiyotiklere duyarlilik testinde ise oksasiline direnclilik %30,64 olarak
bulunmustur. Oksasiline (methisilin) direnglilik gosteren strainlerin iki tanesi
bogaz kiiltliiriinden elde edilirken diger izolatlar et ve siit 6rneklerinden elde
edilmistir. Bu nedenle bu gida iiriinleri oksasiline direngli bakteri S. aureus
acisindan risklidir. En yiiksek oranda direnglilik gosterilen antibiyotik ise
amoksisilin klavunalik asit (%79,03) olarak belirlenmistir. En az direnglilik ise
vankomisine (%9,67) kars1 gosterilmistir.

4. Izolatlarin enterotoksin iiretimine bakildiginda izolatlarin ¢ogunun (% 87)
enterotoksin  iiretmedigi  goriilmiistiir. Izolatlar arasinda sadece 3’ii D
enterotoksini, 4’i A enterotoksini vel’i C+D enterotoksini irettigi tespit
edilmigtir. Elde edilen bu sonuglara gore siit tiriinleri enterotoksin iireten S. aureus
varlig1 acisindan riskli gidalardir.

5. Bogaz kiiltiiriinden izole edilen enterotoksin lireten S. aureus strainlerinin

varlig1 gida elleyicisinden gidalara bulagma olasiligini gostermektedir.
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6. Bu ¢alismada yag asitlerinin S. aureus identifikasyonunda kullanilabilmesi igin
biyokimyasal ve Vitek testleri ile dogrulama gerekliligi dogmustur. Calismanin
sonucunda gelecek calismalarda veri tabani olarak kullanilabilecek bir S. aureus
yag asitleri kiitliphanesi olusturulmustur.

7. PFGE analiz yontemi el becerisi gerektirmektedir ancak, ayn1 gida drneklerinde
farkli pulsotiplerin (6rnegin, E16c straini El16a, E16b strainlerinden farkli bir
pulsotiptir) belirlenmesi, yontemin ayiredici giliciinii gdstermektedir.

8. Ribotiplendirmede de benzer sekilde ayni ortamdan izole edildigi halde
strainler farkli ribogruplar olusturmustur (6rnegin 10b, ikinci ribogrupta yer
alirken, 7c tiglincii ribogrupta yer almustir.). Hatta farkli kasaplardan izole edilen
strainler (E16b,E27a, E17a,E25b, dordiincii ribogrup igerisinde yer almistir.) ayni
ribogruplarda, buna kargin ayni ortamdan izole edilen strainlerin (6rnegin 10b,
17a, 16a, 16b, 7¢c, 3A, 4A) farkli ribogruplarda belirlenmesi de yontemin ayiredici
gliciinii gostermektedir.

9. Ribogruplar ile PFGE analizi sonuc olusan pulsotipler birebir Ortiismese de

alternatif bir genotipik yontem olarak tercih edilebilir.

Oneriler:

Gidalarda TGK’nin toplam mezofil bakteri sayist ile ilgili kriterlerin
tizerinde degerler bulunmasi isletmelerin hijyen kriterlerine 6nem vermediklerini
gostermektedir. Boyle gidalarin tiiketilmesi insan sagligi agisindan bir risk
olusturabilir. Bu sebepten dolay1 isletmelerin, gidalarin elde edilmesi ve son {iriine
gelene kadar ki siiregte hijyen ve sanitasyon kurallarina uymalar1 gerekmektedir.
Bu sorun i¢in alimmasi gereken Onlemler arasinda isletmelerin modern aletlerle
donatilmasi, ¢alisan personelin egitime tabi tutulmasi, c¢esitli koruyucu

kiyafetlerin kullanilmasi siralanabilir.

Bu c¢alismada kullanilan biyokimyasal identifikasyon, Vitek testi,
antibiyogram duyarlilik testi, SET-RPLA ile enterotoksin testi, laboratuvar
alismalar i¢in ekip ¢alismasi1 gerektirmemesi, daha ucuz olmasi, sonu¢ vermesi
bakimindan tercih edilmektedir. Fakat molekiiler yontemlerle kiyaslandiginda

giivenilirlikleri az olan yontemlerdir
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PFGE ve ribotiplendirme pahali olmalari, ve PFGE’nin el becerisi,
ribotiplendirmenin ise kit gerektirmesi yoniinden dezavantajli olmasina karsin, bu
yontemlerin, 0Ozellikle gida zehirlenmelerinin  yasandigi  epidemiyolojik
vak’alardan izole edilen ya da hastane enfeksiyonlarina yol agan S. aureus
kokenlerinin belirlenmesinde strain seviyesinde identifikasyon (tiplendirme) icin
en gilivenilir yontemler olmasi nedeniyle merkezi laboratuvarlarda kullanilmasi

Onerilmektedir.
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EK-1. Biyokimyasal Test Sonuglari

Zofeyoai],

zoxrns

[OyUUBIA]

zonsyog

Zoulqery

Zo[isy

zouyyey

[MUOAS Kt.hﬂ_.c.‘—nu%
Jy1qoioeue
unzoyI3

l_l

[MUUASEJUE CC—L—&%
J1qoloeue
UNJOMUUBUL

+

Zeuniso|

Zeune[e[

zeu(

Zengeoy|

zereiey|

+
+
J’_
+
+
J’_
+
+
J’_
J’_
J’_
J’_
J’_

J’_
+
J’_
J’_
+
J’_
J’_
+
J’_
J’_
+
J’_
+
J’_
J’_
+
J’_
+
J’_
+
J’_
+
J’_

Te[ye[oz]

BG2A

BG2B

BG2C

BG2D
BUTIA
BUTIBI

CG2A
SOSIS1A

BRGI1BI

KSIA

KSIB

KSIC
TVIAL

Ggla

3A
4A
16a
16b

17a
7c

10b
P5a
El6a

El16b
El6¢c

El7a

E17b
El7c

E21a

E21b

E21c

E25a

E25b

E27a

E27b

E27¢c

E29a

E29b

E29¢

E29d

E33a

E33b

E33c

E46b2
E34a




79

EK-1. (Devam) Biyokimyasal Test Sonuglari
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EK-2. S. aureus Izolatlarinin VITEK Otomatik Sistemi Ile Analiz Sonuglar1
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EK-2. (Devam) S. aureus 1zolatlarmin VITEK Otomatik Sistemi fle Analiz Sonuglar
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EK-2. (Devam) S. aureus 1zolatlarmin VITEK Otomatik Sistemi fle Analiz Sonuglart
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EK-3. S. aureus Izolatlarinin Antibiyotik Duyarlilik Testleri
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EK-3.(Devam) S. aureus izolatlarmin Antibiyotik Duyarlilik Testleri
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EK-3.(Devam) S. aureus izolatlarmin Antibiyotik Duyarlilik Testleri
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EK-3.(Devam) S. aureus izolatlarmin Antibiyotik Duyarlilik Testleri
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EK-4 Yag Asitleri Metil Esterleri (FAME) Analiz Sonuglar1

Yag asidi Ksla Ks1b Ksle Bg2a Bg2b Bg2c Bg2d
cesitleri

13:0 ISO
13:0 ANTEISO 0,19 0,13 0,17
14:0 ISO 0,81 3,88 0,39 0,90 0,85 0,88 0,90
14:0 0,48 1,97 0,62 0,64 0,67 0,89 0,84
15 ISO 4,74 4,01 3,39 6,49 5,29 5,44 5,39
15:ANTEISO 58,02 54,82 43,39 54,07 47,17 48,20 49,61
16:0 ISO 0,99 1,90 0,46 1,28 1,23 1,16 1,22
SUM IN 0,26 0,24 0,26
FEATURE 3
16:0 3,46 5,93 5,16 3,60 5,21 5,16 4,89
17:0 ISO 1,76 1,48 2,50 2,35 2,35 2,26
17:ANTEISO 12,81 3,72 10,47 12,13 11,98 12,13 11,89
17:0 0,23 0,24 0,33 0,26
18:0 ISO 0,15 0,29 0,30 0,30 0,26
SUM IN 4,75 5,75 7,80 6,06 5,90 5,27 5,15
FEATURE 5
18:1W9C 3,79 5,83 7,24 3,47 5,83 5,38 5,52
18:1 W7C 0,77 1,28 1,47 0,55 1,12 1,06 1,05
18:0 3,24 5,24 6,98 2,95 5,13 4,93 4,54
19: ISO 0,36 0,33 0,38 0,39 0,33
19:0 ANTEISO 1,03 1,49 0,83 0,97 1,11 1,01
19:0 0,96
20:4W6,9,12,15C | 0,98 1,00 0,89 1,16 1,21
18:030H
20:2W6,9C 2,36 2,45 3,98 2,34 2,20 1,82 1,82
20:1W9C 1,54 2,36 1,14 0,97 1,05
20:0 1,69 1,36 0,45 0,70 0,79 0,62
SUMMED 0,26 0,24 0,26
FEATURE 3
SUMMED 4,75 5,75 7,80 6,06 5,90 5,27 5,15

FEATURE 5
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EK-4 (Devam) Yag Asitleri Metil Esterleri (FAME) Analiz Sonuglari

Yag asidi Butla Butlbl | Cg2a Tvlal El6a E16b Elé6c¢
cesitleri

13:0 ISO
13:0 ANTEISO 0,16
14:0 ISO 0,74 0,41 0,75 0,44 0,80 0,57 0,50
14:0 0,66 0,28 0,37 0,48 0,88 0,79 0,62
15 ISO 4,94 7,17 6,57 4,21 6,09 5,07 5,20
15:ANTEISO 55,24 48,23 41,27 52,18 49,17 51,27 47,83
16:0 ISO 0,87 0,97 1,72 0,56 1,02 0,75 0,77
SUM IN 0,19 0,25 0,21 0,28 0,28 0,20
FEATURE 3
16:0 4,17 4,66 4,90 3,71 5,46 5,38 3,98
17:0 ISO 1,62 3,61 4,25 1,67 2,17 2,10 2,64
17:ANTEISO 10,73 14,89 14,80 12,30 9,76 12,22 13,59
17:0 0,23 0,16 0,29
18:0 ISO 0,17 0,52 0,16
SUM IN 6,17 7,41 6,49 6,91 5,42 4,89 6,53
FEATURE 5
18:1W9C 5,03 3,49 3,44 4,84 6,99 6,38 4,96
18:1 W7C 1,05 0,49 0,44 1,09 1,28 1,15 0,84
18:0 3,29 4,24 6,91 4,04 4,18 4,12 4,44
19: ISO 0,20 0,36 0,78 0,29 0,30 0,39
19:0 ANTEISO 0,71 0,72 1,20 1,12 0,67 0,90 1,18
19:0 0,57 0,38
20:4W6,9,12,15C | 0,98 1,00 0,81 1,11 1,19 1,11 0,85
18:030H 0,32
20:2W6,9C 1,95 0,61 2,88 1,99 1,15 2,64
20:1W9C 0,83 0,34 0,99 1,11 1,26 0,92 0,84
20:0 0,46 0,64 3,21 0,67 0,60 0,55 1,19
SUMMED 0,19 0,25 0,21 0,28 0,28 0,20
FEATURE 3
SUMMED 6,17 7,41 6,49 6,91 5,42 4,89 6,53

FEATURE 5
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EK-4 (Devam) Yag Asitleri Metil Esterleri (FAME) Analiz Sonuglari

Yag asidi El17a E17b El7c E21a E21b E21c E25a
cesitleri

13:0 ISO 0,17 0,12 0,18
13:0 ANTEISO 0,21 0,20 0,24 0,19
14:0 ISO 0,63 0,53 0,58 0,52 0,67
14:0 0,69 0,59 0,55 0,55 0,34 0,81
15 ISO 5,71 5,07 5,48 6,44 8,16 8,73 5,90
15:ANTEISO 57,60 53,10 55,17 52,34 46,87 47,96 57,70
16:0 ISO 0,75 0,85 0,82 0,72 4,10 1,64 0,75
SUM IN 0,29 0,25 0,20 0,33 0,19
FEATURE 3
16:0 3,98 4,13 3,36 5,27 4,10 4,10 3,33
17:0 ISO 1,88 2,25 2,25 2,22 4,66 4,47 2,01
17:ANTEISO 11,19 13,48 13,33 10,87 17,35 16,45 10,72
17:0 0,17 0,19
18:0 ISO 0,14
SUM IN 4,90 5,63 5,31 6,91 6,03 6,04 6,80
FEATURE 5
18:1W9C 4,28 4,69 3,85 5,63 2,90 2,79 3,83
18:1 W7C 0,86 0,94 0,84 1,02 0,66
18:0 2,70 3,58 3,17 3,34 4,33 4,03 2,42
19: ISO 0,22 0,38 0,27 0,74 0,49
19:0 ANTEISO 0,64 0,88 0,88 0,47 1,16 0,88 0,68
19:0
20:4W6,9,12,15C | 1,10 0,83 0,76 0,69 0,98 0,99 0,87
18:030H
20:2W6,9C 1,13 1,72 1,53 1,92 0,51 0,88 2,11
20:1W9C 0,51 0,64 0,57
20:0 0,38 0,46 0,43 0,35 1,22 0,79 0,37
SUMMED 0,29 0,25 0,20 0,33 0,19
FEATURE 3
SUMMED 4,90 5,63 5,31 6,91 6,03 6,04 6,80

FEATURE 5
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EK-4 (Devam) Yag Asitleri Metil Esterleri (FAME) Analiz Sonuglari

Yag asidi E25b E27a E27b E27c E29a E29b E29c¢
cesitleri

13:0 ISO 0,10 0,13
13:0 ANTEISO 0,10 0,20 0,21
14:0 ISO 0,53 0,88 0,65 0,72 0,51 0,55 0,71
14:0 0,53 0,65 0,55 0,54 0,49 0,72 0,76
15 ISO 4,90 5,31 4,55 5,05 5,01 4,79 5,51
15:ANTEISO 50,55 55,60 51,47 51,64 49,36 49,05 57,67
16:0 ISO 0,81 1,24 1,05 1,07 0,86 0,79 0,83
SUM IN 0,21 0,15 0,17 0,24 0,21
FEATURE 3
16:0 3,79 3,24 3,70 3,89 3,70 4,54 3,57
17:0 ISO 2,44 2,26 2,18 2,53 2,60 2,27 1,77
17:ANTEISO 15,02 12,90 14,62 14,07 15,30 13,66 11,16
17:0 0,26 0,28 0,22 0,24 0,29 0,16
18:0 ISO 0,22 0,21 0,27 0,19
SUM IN 5,02 5,46 5,01 5,83 5,38 5,49 6,14
FEATURE 5
18:1W9C 4,64 3,34 4,45 4,71 4,67 5,71 3,88
18:1 W7C 1,03 0,58 0,99 0,80 0,93 1,11 0,84
18:0 4,24 2,94 4,11 3,74 4,52 4,37 2,65
19: ISO 0,36 0,32 0,36 0,38 0,36
19:0 ANTEISO 1,15 1,00 1,18 1,06 1,27 1,12 0,65
19:0
20:4W6,9,12,15C | 1,18 0,78 0,80 0,88 0,75 1,19 0,86
18:030H
20:2W6,9C 1,73 2,57 2,08 2,04 2,16 2,05 1,94
20:1W9C 0,83 0,90 0,90 0,88 0,97
20:0 0,56 0,46 0,61 0,53 0,61 0,54 0,35
SUMMED 0,21 0,15 0,17 0,24 0,21
FEATURE 3
SUMMED 5,02 5,46 5,01 5,83 5,38 5,49 6,14

FEATURE 5
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EK-4 (Devam) Yag Asitleri Metil Esterleri (FAME) Analiz Sonuglari

Yag asidi E29d E33a E33b E33c E34a E34b E34c
cesitleri

13:0 ISO 0,13
13:0 ANTEISO 0,21
14:0 ISO 0,49 0,65 0,42 0,57 0,70 0,53 0,53
14:0 0,67 0,46 0,44 0,66 0,68 0,56
15 ISO 5,28 4,59 7,27 4,34 5,49 4,71 4,50
15:ANTEISO 48,98 53,82 45,99 51,08 56,66 52,27 49,68
16:0 ISO 0,69 1,02 0,75 0,97 1,05 0,78 0,89
SUM IN 0,22 0,29
FEATURE 3
16:0 5,02 3,56 5,05 3,65 4,00 5,39 4,86
17:0 ISO 2,41 1,84 3,70 2,04 1,96 1,71 2,08
17:ANTEISO 12,39 13,70 15,45 14,08 12,17 11,96 14,58
17:0 0,23 0,15 0,18
18:0 ISO 0,22 0,13
SUM IN 7,12 5,42 6,51 5,44 6,09 5,50 5,48
FEATURE 5
18:1W9C 6,13 4,62 3,24 4,90 3,60 5,90 5,43
18:1 W7C 0,94 0,98 0,58 1,01 0,58 1,06 1,01
18:0 3,95 3,76 6,08 4,38 2,80 3,80 4,79
19: ISO 0,33 0,30 0,57 0,33 0,32
19:0 ANTEISO 0,89 1,02 0,91 1,22 0,75 0,77 1,15
19:0
20:4W6,9,12,15C | 0,98 0,84 0,98 0,85 0,99 1,29 0,82
18:030H
20:2W6,9C 2,11 2,32 0,99 2,52 2,08 1,45 1,84
20:1W9C 0,88 0,89 1,13 0,76 0,91
20:0 0,51 0,59 1,53 0,68 0,42 0,48 0,61
SUMMED 0,22 0,29
FEATURE 3
SUMMED 7,12 5,42 6,51 5,44 6,09 5,50 5,48

FEATURE 5
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EK-4 (Devam) Yag Asitleri Metil Esterleri (FAME) Analiz Sonuglari

Yag asidi E34d E46b2 E48a E48b E49a E49b E49c¢
cesitleri

13:0 ISO 0,11 0,11
13:0 ANTEISO 0,15 0,14 0,16
14:0 ISO 0,60 0,44 0,52 0,62 0,60 0,65 0,60
14:0 0,55 0,51 0,43 0,55 0,63 0,69 0,54
151SO 4,93 5,29 5,49 6,04 4,55 4,23 5,16
15:ANTEISO 56,72 50,13 50,87 53,81 51,07 51,59 49,30
16:0 ISO 0,88 0,73 0,83 0,82 0,94 0,88 1,15
SUM IN 0,22 0,16 0,21 0,19 0,23
FEATURE 3
16:0 3,92 3,88 3,78 3,70 4,11 4,94 4,15
17:0 ISO 1,71 2,67 2,47 2,37 1,97 1,61 2,56
17:ANTEISO 13,04 13,83 12,51 11,65 13,28 11,40 15,12
17:0 0,19 0,14 0,16 0,20 0,20 0,30
18:0 ISO 0,56 0,21 0,27
SUM IN 4,89 6,34 5,15 5,11 5,07 5,30 5,75
FEATURE 5
18:1W9C 4,12 5,34 4,93 5,39 6,42 3,92
18:1 W7C 0,86 0,93 1,07 1,05 1,09 1,23 0,62
18:0 3,14 3,94 4,27 3,34 4,34 4,26 4,15
19: ISO 0,37 0,41 0,32 0,36 0,25 0,42
19:0 ANTEISO 0,77 1,08 1,06 0,78 1,07 0,89 1,36
19:0 0,23
20:4W6,9,12,15C | 1,19 0,87 0,86 1,06 1,01 1,14 0,80
18:030H
20:2W6,9C 1,30 2,19 2,39 1,82 2,16 2,12 2,16
20:1W9C 0,51 0,94 1,25 0,95 1,12 1,19 0,61
20:0 0,44 0,50 0,62 0,47 0,63 0,62 0,71
SUMMED 0,22 0,16 0,21 0,19 0,23
FEATURE 3
SUMMED 4,89 6,34 5,56 5,11 5,07 5,30 5,75

FEATURE 5
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EK-4 (Devam) Yag Asitleri Metil Esterleri (FAME) Analiz Sonuglari

Yag asidi ES0a ES50b ESOc ES3a ES3b ES54a ES4b
cesitleri

13:0 ISO 0,30 0,21 0,26
13:0 ANTEISO 0,12
14:0 ISO 1,75 1,27 1,84 0,58 0,82 0,55 0,56
14:0 1,25 1,03 1,08 0,75 0,70 0,48 0,45
151SO 8,85 8,72 9,42 5,40 6,48 4,88 4,42
15:ANTEISO 47,24 45,17 48,96 50,16 52,08 47,43 49,88
16:0 ISO 1,39 1,45 1,58 0,79 1,13 0,99 1,01
SUM IN 0,25 0,17
FEATURE 3
16:0 4,91 3,85 3,97 4,40 4,31 4,84 3,71
17:0 ISO 2,61 3,63 2,78 2,49 2,52 2,45 2,29
17:ANTEISO 7,98 10,30 8,24 12,78 11,38 14,44 16,66
17:0 0,30 0,57 0,36 0,22 0,22 0,22 0,25
18:0 ISO 0,29 0,48 0,33 0,23
SUM IN 5,04 5,16 5,22 6,57 5,40 6,29 4,79
FEATURE 5
18:1W9C 5,11 3,68 3,76 5,80 5,27 5,47 4,05
18:1 W7C 1,12 0,66 0,90 0,91 1,00 0,88 0,83
18:0 4,66 5,54 4,35 3,93 3,96 4,80 4,73
19: ISO 0,41 0,65 0,45 0,35 0,40 0,39
19:0 ANTEISO 0,63 1,11 0,68 0,94 0,75 1,21 1,48
19:0 0,29 0,57 0,35 0,24
20:4W6,9,12,15C | 1,27 0,66 0,89 0,83 0,70 0,86 0,67
18:030H
20:2W6,9C 2,15 3,11 2,34 2,14 1,52 2,07 1,82
20:1W9C 1,28 0,95 0,95 0,86 0,88 1,07 0,78
20:0 0,90 1,22 0,99 0,43 0,52 0,67 0,75
SUMMED 0,25 0,17
FEATURE 3
SUMMED 5,04 5,16 5,22 6,57 5,40 6,29 4,79

FEATURE 5
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EK-4 (Devam) Yag Asitleri Metil Esterleri (FAME) Analiz Sonuglari

Yag asidi ES4c P5a 17A NRRL Sosis 1a | Brglb Gogiisla
cesitleri B 767

13:0 ISO 0,19 0,44
13:0 ANTEISO 0,12 0,23
14:0 ISO 0,57 0,93 0,40 0,42 1,20 7,32 0,93
14:0 0,55 0,31 0,57 0,34 0,72 4,15 0,62
15 ISO 4,91 8,17 4,46 5,86 6,65 4,84 5,36
15:ANTEISO 55,16 52,14 47,64 50,54 54,71 43,32 45,59
16:0 ISO 0,92 2,01 0,82 0,84 1,34 1,92 1,44
SUM IN 0,18 0,22 0,27 0,23
FEATURE 3
16:0 4,08 3,10 4,59 4,16 4,22 9,47 5,26
17:0 ISO 1,86 4,11 2,30 3,25 1,99 2,44
17:ANTEISO 13,38 15,01 14,20 16,14 9,33 1,48 12,17
17:0 0,16 0,25 0,24 0,49 0,34
18:0 ISO 0,44 0,16 0,23 0,39
SUM IN 5,60 3,39 6,49 3,82 5,77 4,02 5,78
FEATURE 5
18:1W9C 4,45 2,26 5,48 4,71 4,44 6,27 6,05
18:1 W7C 0,87 0,51 1,07 0,60 0,85 1,99 1,16
18:0 3,32 3,52 4,98 3,77 3,12 7,35 5,38
19: ISO 0,55 0,32 0,50 0,31 0,45
19:0 ANTEISO 0,78 1,01 1,05 1,45 0,70 1,13
19:0
20:4W6,9,12,15C | 0,87 0,80 0,82 0,85 0,86 0,76 0,93
18:030H
20:2W6,9C 1,49 0,61 2,44 1,30 1,61 1,83 2,30
20:1W9C 0,61 0,30 1,00 0,73 0,66 2,15 1,08
20:0 0,40 0,65 0,62 0,49 0,62 2,19 0,95
SUMMED 0,18 0,22 0,27 0,23
FEATURE 3
SUMMED 5,60 3,39 6,49 3,82 5,77 4,02 5,78

FEATURE 5
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EK-4 (Devam) Yag Asitleri Metil Esterleri (FAME) Analiz Sonuglari

Yag asidi 3A 4A 10b 16a 16b Tc

cesitleri
13:0 ISO 0,14 0,29
13:0 ANTEISO 0,22 0,30
14:0 ISO 1,21 1,28 041 9,27 0,62 0,54
14:0 10,40 0,38 0,59 1,25 0,44
15 ISO 2,13 12,38 4,80 7,42 6,69 4,80
15:ANTEISO 44,21 48,71 45,59 53,26 61,35 49,81
16:0 ISO 2,28 2,31 0,70 2,65 0,97 0,84
SUM IN 0,29 0,23
FEATURE 3
16:0 4,21 3,02 4,51 5,60 2,78 4,80
17:0 ISO 5,98 6,18 2,61 1,36 3,12 2,37
17:ANTEISO 12,13 13,24 13,38 4,66 17,98 14,80
17:0 0,23 0,19 0,83
18:0 ISO 0,47 0,48 0,18
SUM IN 4,16 2,57 7,40 1,71 2,35 6,35
FEATURE 5
18:1W9C 3,04 1,95 6,50 1,07 1,26 4,97
18:1 W7C 0,54 0,41 1,05 0,80
18:0 4,08 3,37 4,61 7,02 1,87 3,68
19: ISO 0,79 0,71 0,40 0,35
19:0 ANTEISO 0,94 0,96 1,13 0,99 1,15
19:0 0,70
20:4W6,9,12,15C | 1,15 0,90 0,73 1,10
18:030H
20:2W6,9C 0,50 0,50 2,92 1,92
20:1W9C 0,36 1,24 0,83
20:0 0,78 0,61 2,62 0,43
SUMMED 0,29 0,63 0,23
FEATURE 3
SUMMED 4,16 2,57 7,40 1,71 2,35 6,35

FEATURE 5
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EK-5. CLIN-50 Veri Tabanina Gére S. aureus Izolatlarinin Isimlendirilmesi

5 " g ” 2 g » g 2
5 z g 5 z E z | 5| £ | £| % E | & E
E s E = £ s | £ 5| & | 2| % E | & g
s | 5| E| £ 2|8 |22 % 5| § | 2 |¢ :
- 2 v g % = 2 E | & | £ s | =
n ~ %) n ~
BG2A | 0,417 0,260
BG2B 0,284 0,192
BG2C 0,334 0,215
BG2D 0,395
BUTI1A | 0,437
BUTIB | 0,394 0,257
1
0,379 0,27 0,279
CG2A 6
SOSIS1 | 0,472 0,313
A
BRGI1B 0,138 0,193
1
KS1A 0,499
KSIB 0,154 0,212 0,134
KSIC 0,118 0,115 0,107
TVI1AL 0,268
Ggla 0,241 0,218 0,155 0,187
3A 0,280 0,436 0,323 0,344 0,330
4A 0,588 0,668 0,501
16a 0,324
0,629 0,479 0,39
16b 5
17a 0,267 0,205
7c 0,345
10b 0,176 0,149 0,139 0,131
P5a 0,501 | 0,582 | 0,610 0,377
El6a 0,319
E16b 0,435
El6c 0,241 0,161 0,221
El7a 0,600
E17b 0,458
El7c 0,510
E2la 0,436
E21b 0,353 0,307 0,378 0,379 0,360
E2lc 0,402 0,324 0,411 0,333
E25a 0,461
E25b 0,380 0,262 0,238 0,244
E27a 0,418
E27b 0,375 0,251 0,227
E27c 0,385
E29a 0,330 | 0233 0,229 | 0,280
E29b 0,320 0,200
E29c¢ 0,503
E29d 0,303
E33a 0,394
E33b 0,344 | 029 |0,259 | 0354 0,230




EK-5. (Devam) CLIN-50 Veri Tabanina Gére S. aureus izolatlarmin Isimlendirilmesi
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E33c 0,316 | 0,191

E46b2 0,324

E34a 0,494

E34b 0,449

E34c 0,375

E34d 0,567

E48a 0,331

E48b 0,448

E49a 0,355

E49b 0,351

E49¢ 0,333 | 0,230 | 0,246 | 0,268

E50a 0,256 0,179 0,274 0,256

E50b 0,183 0,225 0,186 0,305 0,262

E50c¢ 0,273 0,236 0,316 0,290

E53a 0,336

E53b 0,459

E54a 0,293 0,228

E54b 0,358 0,292 0,260 0,319

E54c 0,521

NRRL | 0447 [0379 | 0,329 | 0,307
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