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OZET

Tulum Peynirlerinde Metisiline Direngli Staphylococcus aureus Varhginin

Arastirilmasi

Bu Tez c¢aligmasinda, Usak merkez, yakin ilce ve koylerdeki halk pazarlarinda
paketlenmemis olarak satisa sunulan tulum peynirlerinde metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) varligmin molekiiler yontemler kullanilarak
arastirilmasi amaglandi. Bu amagla, pazarlardan aseptik kosullarda toplam 100 adet tulum
peyniri 6rnegi toplandi. Ilk olarak konvansiyonel yontemler kullanilarak 100 tulum
peynirinden 11 S. aureus siipheli izolat elde edildi. Fenotipik izolasyonu takiben, 11
stipheli izolatta 16S rDNA ve nuc genleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile arastirildi.
izolatlarin tamami Stapylococcus spp. olarak belirlenirken, 10 izolat S. aureus olarak
tiplendirildi. S. aureus olarak belirlenen izolatlarda metisilin direnci fenotipik olarak
sefoksitin diski kullanilarak yapilan Kirby-Bauer disk diflizyon testi ile arastirilirken,
genotipik olarak ise mecA ve mecC genlerinin varligi ile arastirildi. Izolatlarin besinde
metisiline fenotipik direng belirlendi. Fenotipik diren¢ belirlenen bes izolattan birinin
mecA genini, birinin ise mecC genini tasidigi tespit edildi. Boylece, 100 tulum
peynirinden izole edilen 10 S. aureus izolatinin ikisi MRSA (%20) olarak belirlendi.
Sonug olarak drneklenen tulum peynirlerinde MRSA varliginin tespit edilmesinin, halk
saglig1 agisindan potansiyel risk olusturabilecegi diisiiniildii. Bilgimize gore sunulan
calisma, Tiirkiye'de tulum peynirlerinden izole edilen S. aureus izolatlarinda mecC geni

valigini bildiren ilk aragtirmadir.

Anahtar Kelimler: mecA geni, mecC geni, Metisilin direnci, Staphylococcus aureus, Tek

saglik, Tulum peyniri



SUMMARY

Investigation of the Presence of Methicillin Resistant Staphylococcus aureus in

Tulum Chesee

In this Thesis study, it was aimed to investigate the presence of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) in tulum cheeses sold unpackaged in public bazaars in
Usak center, nearby districts and villages, using molecular methods. For this purpose, a
total of 100 tulum cheese samples were collected from the bazaars under aseptic
conditions. Firstly, 11 S. aureus suspected isolates were obtained from 100 tulum cheese
using conventional methods. Following phenotypic isolation, the 16S rDNA and nuc
genes in 11 suspected isolates was investigated by Polymerase Chain Reaction. While all
of isolates were determined to be Staphylococcus spp., 10 isolates (10%) were typed to
be S. aureus. In the isolates identified to be S. aureus, methicillin resistance was
investigated phenotypically by the Kirby-Bauer disk diffusion test using cefoxitin disk,
and genotypically by the presence of mecA and mecC genes. Phenotypic resistance to
methicillin was determined in five of the isolates. It was determined that one of the five
isolates with phenotypic resistance harboured the mecA gene and one harboured the mecC
gene. Thus, two of 10 S. aureus isolates isolated from 100 tulum cheeses were identified
to be MRSA (20%). Consequently, it was thought that the detection of the presence of
MRSA in the sampled tulum cheeses could pose a potential risk to public health. To our
knowledge, the presented study is the first to report the presence of the mecC gene in S.

aureus isolates isolated from tulum cheese in Turkey.

Keywords: mecA, mecC, Methicillin, One Health, Staphylococcus aureus, Tulum cheese
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1. GIRIS

Insan yasami igin gerekli giinliik enerjinin %10-15’inin protein kaynakli olmasi
onerilmektedir. Protein kaynaklari igerisinde siit, bliylime ve gelisme icin basta gelen
besinlerden birisidir (Karakaya ve Akbay, 2013; Baysal, 2015). Siit tiikketimi {ilkelerin
gelismislik gostergeleri arasinda degerlendirilmektedir. Siit {iriinleri arasinda da peynir,
icerdigi besin dgelerinin zenginligi ile 6nemli bir yere sahiptir (Onurlubas ve Cakirlar,
2016).

Tiirk Gida Kodeksi Peynir Tebligi (2015) incelendiginde “Peynir, hammaddenin
uygun bir pihtilagtirict kullanilarak pihtilagtirilmasi ve pihtidan peyniraltt suyunun
ayrilmastyla ya da siitiin permeatinin ayrilmasindan sonra pihtilastiriimasiyla elde edilen,
farkli sertliklerde ve yag igeriklerinde, salamura ile ya da kuru tuzlama ile tuzlanarak ya
da tuzlanmadan, starter kiiltlir kullanarak ya da kullanmadan, telemesi haslanarak ya da
haslanmadan, c¢esnili ya da c¢esnisiz olarak, teknigine uygun olarak iiretilen,
olgunlastirilmadan ya da olgunlastirildiktan sonra tiiketilen, ¢esidine 6zgii karakteristik

ozellikleri gosteren siit lirtinlerini ifade eder” seklinde tanimlanmaktadir.

Tulum peyniri ise Tiirk Gida Kodeksi Peynir Tebligi'ne (2015) gore
“Hammaddenin peynir mayas1 kullanilarak pihtilagtirilmasi ile elde edilen telemenin
fermantasyonunu takiben ufalanip tuzlanmasi, daha sonra gidaya temasa uygun bir
ambalaj malzemesine veya deri tulumlara sikica basilarak iiretilen ve olgunlastirildiktan
sonra piyasaya arz edilen c¢esidine 6zgii karakteristik 6zellikler gosteren peyniri ifade

eder” olarak tanimlanmaistir.

Peynir ¢esidi sayisinin diinyada 500 ile 1 500 arasinda oldugu diisiiniilmektedir.
Guinee ve Kilcawley (2004), “sofra peyniri” olarak kategorize edilen tek basina veya
yemekler ile birlikte sunulan 500 ile 800 arasinda peynir ¢esidi oldugunu belirtmislerdir.
Cetinkaya (2008), ise diinyada peynir ¢esidinin yaklagsik olarak 4 000, {ilkemizde ise bu
sayinin 193 oldugunu bildirmistir.

Uretilen cesitli yoresel peynirler arasinda insanlarin begenisi ve buna baglh



talebine gore en fazla tiiketilen peynirler arasinda tulum peyniri de yer almaktadir
(Dagdemir, 2000; Arslaner ve Tiirkmen, 2020). Tulum peyniri iiretiminde ¢cogunlukla ¢ig
stit kullanilmakta olup peynir, geleneksel yontemde koyun ya da ke¢i derisinden yapilan
tulumlara basilir. Tulumlara basilan peynirler olgunlasmasi i¢in magara ve obruklarda
bekletilir. Peynirlerin son zamanlarda magara ve obruklarin yani sira soguk hava
depolarinda da bekletildigi bilinmektedir. Tuluma basilan peynirin olgunlagsma stiresi
yaklasik 3-7 ay olup bu siirenin sonunda “tulum peyniri” olarak tiiketiciye sunulur
(Arslaner ve Tiikkmen, 2020).

Peynir besin Ogelerinin yani sira bazi mikroorganizmalar1t da igerir. Bu
mikroorganizmalar peynirin yapisinda degisikliklere neden olur ve bu peynirin tiiketimi
gida zehirlenmelerine yol agabilir. Uretim siirecinde peynirin yeterli 1s1l islem gérmemesi
ve olgunlagsma siirecinde iriiniin bekletilme kosullari mikrobiyal iireme i¢in ortam
olusturabilir (Varga, 2007; Johler vd., 2015; Kogak Kizanlik ve Goksoy, 2018; Filipello
vd., 2020; Harmankaya ve Harmankaya, 2020). Zehirlenmelerin hangi gida iirlinlerinden
kaynaklandig: ile ilgili ¢alismalar yapilmis, ¢ogunlukla siit {irlinlerinden kaynaklandigi
bildirilmistir. Siit tirtinleri igerisinde de ¢ig siitten {iretilen peynir kaynakli zehirlenmelere
siklikla rastlanmaktadir (Hennekinne vd., 2012; Johler vd., 2015; Adame-Goémez vd., 2018;
Filipello vd., 2020). Peynirlerin bakteriyel kontaminasyon nedenleri ve gida kaynakli
toksikasyonlar arasinda Ozellikle Staphylococcus aureus ilk siralarda yer almaktadir
(Schelin vd., 2011; Johler vd., 2015; Adame-Gomez vd., 2018; Filipello vd., 2020). Saglikli
insan ve hayvanlarin deri ve mukozalarinda kommensal olarak bulunabilen, cevresel
kaynaklarda yaygin olarak bulunan S. aureus, ortam sartlarina da dayaniklilik gosterir.
Farkli viriilans faktorlerine sahip olan mikroorganizma bu faktorleri ile insan ve
hayvanlarda farkli siddette bir¢gok enfeksiyona neden olabilen opurtunistik gida kaynakl
bir patojen olarak kabul edilir (Lozana vd., 2016; Rodriguez-Lazaro vd, 2017; Sergelidis
ve Angelidis, 2017; Jansen vd., 2019). Gidalarda ve gida isletmelerinde c¢alisan
personellerde de S. aureus’a sik rastlanmakta, Stafilokokal intoksikasyonlara personelin
asemptomatik kontaminasyonu sebep olabilmektedir. Isletmelerde yeterli hijyen
uygulanamadiginda personelin yani sira, gida hazirlamada kullanilan ekipmanlar da
kontaminasyona neden olabilmektedir (Doyle vd., 2012; Al-Bahry vd., 2014). Ozellikle

ruminantlarda klinik ve/veya subklinik mastitise neden olan etken, enfekte siitler ya da bu



stitlerden yapilmis {riinlerin yeterli 1s1 islemi gormeden tiiketilmesi ile de insanlara

bulasabilmektedir (Kadariya vd., 2014; Bintsis, 2017).

Hem insan hem de hayvanlarda bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde ve aymt zamanda profilaktik amacli antibiyotikler ya da antibiyotik
kombinasyonlari siklikla kullanilmaktadir. Ancak, antibiyotiklerin bilingsiz kullanimini
sonucunda mikroorganizmalarda antibiyotiklere diren¢ gelistirmekte, gelisen bu direng
bakteriler arasinda hizla yayilmaktadir. Antibakteriyel ilaglara kars1 gelismis olan direnc,
tim diinyada hastalik etkenleri ile miicadeleyi giiglestirmekte, sagaltimdaki basariy1
azaltmakta ve tedavi etkinliklerini sinirlamaktadir. Tim bu sonuglar disiiniildiigiine
antibiyotik direnci giderek yayginlasan 6nemli bir problem haline dontismiistiir (Jansen vd.,
2019; Zhao vd., 2021a; Kuehn, 2022).

S. aureus’un onemli bir 6zelligi de antibiyotiklere karsi gosterdigi direng olup,
antibiyotik direnci gostermesi bakterinin halk sagligi agisindan énemli bir patojen olarak
kabul edilmesine neden olmaktadir (Sancak, 2011; Garoy vd., 2019). Bakteri ile kontamine
gidalarin tiiketimiyle, 6zellikle bagisikligi baskilanmig insanlarin bagirsaklarindaki patojen
ya da apatojen bakterilerin direng genlerini kendi aralarinda aktararak direncin yayilmasina
neden olabildikleri saptanmistir (Normanno, vd., 2007; Foster, 2017; Guo vd., 2020).
Arastiricilar, ozellikle son yillarda cesitli insan ve hayvan ya da hayvansal gida orijinli
Stafilokok izolatlarinda metisilin direnci iizerinde durmaktadirlar (Cuny vd., 2015;
Rodriguez-Lazaro vd., 2017; Adame-Goémez vd., 2018; Garoy vd., 2019; Seker vd., 2019;
Dhaouadi vd., 2020; Horasan Yakan ve Seker, 2022; Seker vd., 2022; Yilmaz ve Seker,
2022).

Patojen S. aueus tiirlerinin ¢ogu, penisilinin etki mekanizmasini olusturan beta
laktam (B-laktam) halkasini hidrolize eden B-laktamaz (penisilinaz) enzimine sahiptir (Lade
ve Kim, 2023). Stafilokoklarda beta-laktamaz (penisilinaz) sentezlenmesi ilk olarak
1944’te Kirby tarafindan bildirilmistir (Lowy, 1998; Biike, 2010). P-laktamazin
hidrolizine direngli penisilin grubu antibiyotiklerden ilk elde edilen ve kullanilan
metisilindir (2,6-dimetoksifenilpenisilin) (Jevons, 1961). Diinyada en sik goriilen hastane

enfeksiyonu etkenleri arasinda 6nemli bir yere sahip olan metisiline direngli S. aureus



(Methicillin Resistant S. aueus, MRSA); patojen, humanoz ve zoonoz karakterde bir
Stafilokok tiiridiir (Klevens vd., 2006; Morgan, 2008). MRSA suslari epidemiyolojik
orijinlerine gore; Hastane iliskili MRSA (Hospital Associated MRSA/HA-MRSA),
Toplum {liskili MRSA (Community Associated MRSA/CA-MRSA) ve Ciftlik Hayvanlari
Mligkili MRSA (Livestock Associated MRSA/LA-MRSA) olarak smiflandiriimaktadir
(Hou vd., 2023; Gonzalez-Machado vd., 2024). ilk ortaya ¢iktigi yillardan, 1990’larin
ortalarina kadar gecen zamanda yalnizca nozokomiyal bir patojen (HA-MRSA) olarak
diisiiniilen etkenlerin epidemiyolojisine bakis acisi, toplumda ciddi morbidite ve
mortaliteyle seyreden enfeksiyonlardan (CA-MRSA) da izole edilmesi nedeniyle 6nemli
oranda degismistir (Klevens vd., 2006; Paterson vd., 2014; Sergelidis ve Angelidis, 2017,
Turner vd., 2019; Hou vd., 2023; Gonzalez-Machado vd., 2024). Bununla birlikte son
zamanlarda gittikce 6nemli hale gelen bagka bir konu ise LA-MRSA’dir. LA-MRSA
izolatlar1 ilk kez 1972 yilinda Belgika'da mastitisli inek siitlerinden izole edilmistir
(Devriese vd., 1972). Daha sonra, 2005’te Hollanda’da bulunan bir domuz giftliginde
hem ¢iftlik ¢alisanlarindan hem de domuzlardan LA-MRSA izolasyonu bildirilmistir
(Voss vd., 2005). Yapilan galismalar sonucunda izolatin insan kaynakli oldugu ve
insanlardan hayvanlara gectigi saptanmistir (Doyle vd, 2012; Cuny vd., 2015; Sergelidis
ve Angelidis, 2017; Fetsch vd., 2021). Takip eden yillarda da, LA-MRSA, zoonotik
potansiyelinden dolay1 halk sagligi agisindan 6nemli bir konuma gelmistir (Gonzélez-
Machado vd., 2024; Roy vd., 2024) Bir¢ok ¢alisma MRSA’nin ¢iftlik hayvanlari, evcil ve
vahsi hayvanlardan, hem ¢ig gida hem de tiiketime hazir gidalardan, hayvancilik ve gida
tiretim zincirinde ¢alisan bireylerden izole edildigini gostermistir (Voss vd., 2005; Cuny
vd., 2015; Rodriguez-Lazaro vd., 2017; Adame-Gomez vd., 2018; Seker vd., 2019;
Dhaouadi vd., 2020; Horasan Yakan ve Seker, 2022; Seker vd., 2022; Yilmaz ve Seker,
2022; Roy vd., 2024). MRSA nin insan tiiketimine sunulan gidalarda bulunabilmesi gida
giivenligi agisindan degerlendirildiginde halk sagligini tehdit eden biiyiik bir problem
olarak kabul edilmektedir (Lozano vd., 2016; Foster, 2017; Oniciuc vd., 2017; Guo vd.,
2020).



1.1. Stafilokoklarin Genel Ozellikleri

1.1.1. Tarihce

Ilk defa Robert Koch tarafindan 1878 yilinda 151k mikroskobu altinda goriintiilenen
Staphylococcus tiirlerinin  sivi besiyerinde {lretilmesi 1880 yilinda Louis Pasteur
tarafindan gergeklestirmistir. Iskog cerrah Alexander Ogston 1881 yilinda cerrahi bir
apseden alinan irini inceleyip, mikroskopta gordiigii etkenleri iiziim salkimina benzeyen
kitleler olarak tanimlamis ve bu etkenlere liziim salkimi anlamina gelen Stapylococci
ismini vermistir (Licitra, 2013; Argaw ve Addis, 2015). Friedrich Julius Rosenbach
1884°te Stafilakoklarin saf kiiltiiriinii elde etmis, sari-portakal rengindeki kolonileri S.
aureus olarak isimlendirmis, bakterinin alfa, beta, delta ve gama toksinleri oldugunu
bulmustur (Zaghloul, 2015; Taha, 2018).

Alexander Fleming’in 1928 yilinda penisilini kesfiyle Stafilokokal
enfeksiyonlarin tedavisi i¢in Onemli bir gelisme yasanmistir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde 1943 yilina kadar {iretimi artan penisilin; 1944 yilinda Kirby tarafindan
penisilinaz (B-laktamaz) iireten Stafiloklarin varligindan bahsedilmesi ve 1947 yilinda
penisiline direngli S. aureus suslarinin izole edilmeye baslanmasiyla birlikte etkinligini
kaybetmistir. Bu antibiyotik direnci sorunu, 1959 yilinda S. aureus’un iirettigi penisilinaz
enzimine direngli semisentetik penisilin tlirevi olarak iiretilen metisilinin kullanima
girmesi ile kisa siireli bir siire ¢oziime kavusmustur. Ancak, 1961 yilinda Ingiltere’de ilk
MRSA izolati tanimlanmis (Jevons, 1961; Lowy, 1998; Enright vd., 2002; Waness,
2010), 6nce toplumdaki bireyler arasinda, sonra saglik merkezlerinde artan oranda MRSA
izolasyonu bildirilmistir (Enright vd., 2002; Waness, 2010; Taha, 2018). Hayvanlarda ilk
MRSA izolat1 ise 1972 yilinda Belgika’da mastitisli ineklerden izole edilmistir (Devriese
vd., 1972).

1.1.2. Klasifikasyon

Ik kesfedildigi zamandan itibaren Staphylococcus ve Micrococcus cinsleri Gram pozitif

ve katalaz pozitif koklar igeren Micrococcaceae familyasinda yer almistir (Erol, 2007;



Becker vd., 2011). Staphylococcus ve Micrococcus cinslerini Baird Parker 1963 yilinda
bakterilerin koloni rengi, kaogiilaz ve fosfataz enzimi bulundurmasi, oksijenli ya da
oksijensiz ortamda glikozu ve diger sekerleri fermente etme 6zelliklerine gore alt gruplara
ayrrmistir.  Kemotaksonomik ve molekiiler analizlerin de ortaya ¢ikmasiyla
Staphylococcus ve Micrococcus cinsleri arasinda benzerlik olmadigi bulunmus ve
etkenlerin sirasiyla Firmicutes ve Actinomycetota (Actinobacteria) subelerine ait
olduklar1 belirlenmistir (Becker vd., 2011). “Bergey’s Manual of Systematics of Archaca
and Bacteria” adli bakterilerin taksonomik smiflandirmasinin yer aldig1 kitapta
Staphylococcus, Staphylococcaceae familyasinin bir cinsi olarak siniflandirilmistir
(Gherardi vd., 2018).

Gliniimiizde, Stapylococcus tiirleri; Eubacteria alemi, Firmicutes subesi, Bacilli
smifi, Bacillales takimi, Stapylococcaceae ailesi ve Stapylococcus cinsi igerisinde yer

almakta olup, bu cins igerinde en patojen tiir S. aureus olarak bilinmektedir (Liu, 2015).

1.1.3. Morfoloji ve Kiiltiir Ozellikleri

Staphylococcus cinsi igerisinde yer alan S. aureus; Gram pozitif, ortalama 1 um ¢apinda
tekli, ikili, dortlii koklar ya da {iziim salkimi goériintimiindeki, hareketsiz, sporsuz, bazi

suslar1 kapsiilli, fakiiltatif anaerofilik 6zellikte bakterilerdir (Quinn, 2011; Kumar, 2012).

S. aureus, iiretilmesinde en yaygin kullanilan besiyeri olan koyun kanli agarda 37
°C'de 24-48 saat icerisinde, bazilari hemoliz 6zelligine sahip, gri, grimsi-sar1 ve/veya sari-
turuncu (altin sarist) renklerde diizgiin, dis biikkey, parlak ve yuvarlak, Smooth (-S) tipli
koloniler olusturarak irerler. Genellikle agarda altin sarisi rengindeki Kkoloni
pigmentasyonu ile diger Staphylococcus tiirlerinden ayrilan S. aureus, buyyonda pigment
olusturmadan homojen bir bulaniklik yaparak tirer. Etken, optimal olarak 37 °C'de
tiremekle birlikte, 7-48 °C arasinda da gelisme gosterebilen mezofilik bir bakteridir.
Etkenin, optimal tireme pH's1 7,4’tiir. Ancak, genis pH araliginda (pH 4,2-9,3) ve %15
oranina kadar sodyum kloriir (NaCl) varliginda da yasamin siirdiirebilmesi; peynir gibi
fermente tiriinler de dahil olmak iizere pek ¢ok gidada hayatta kalmasini saglar (Quinn,

2011; Hennekinne vd., 2012; Kumar, 2012; Argaw ve Addis, 2015; Bintsis, 2017



Tessema, 2017; Lee vd., 2018; Taha, 2018).

1.1.4. Biyokimyasal Ozellikler

Cok yonlii bir patojen olan S. aureus, hidrojen peroksiti su ve oksijene doniistiiren katalaz
enzimi Uretmesiyle kendisi gibi Gram pozitif olan Streptococcus tiirlerinden kolayca ayirt
edilebilmektedir. Tavsan ve insan plazmasini koagule etme yetenegine sahip (koagiilaz
pozitif) bir etken olan S. aureus'un, koagiilaz tiretiminin yani sira termoniikleaz tiretimi
ile anaerobik ve aerobik kosullarda mannitolii fermente etme 6zelligi tanimlanmasina ve

diger tiirlerden ayrilmasina yardimci olmaktadir (Makwana vd., 2012; Kenny vd., 2013)

1.1.5. Viriilans Faktorleri

Insan ve hayvanlarda flora etkeni olarak bulunabilen ve firsat¢1 bir patojen olarak
tanimlanan S. aureus, ayni zamanda ciddi seyirli bakteriyel infeksiyonlara da neden
olmaktadir. Neden oldugu enfeksiyonlarin patogenezinde; konak organizmanin savunma

mekanizmasi ve bakteriyel viriilans arasindaki denge rol oynamaktadir (Chambers, 2005;

Allison vd., 2010; Becker, 2018; Taylor ve Unakal, 2023).

1.1.5.1. Kapsiil

S. aureus’un hiicre duvari etrafindaki polisakkarit yapidaki kapsiilii, etkenin fagositozdan
korunmasina olanak tanir. Etkenin kapstil antijenlerine gore tanimlanan 11 farkl serotipi
bulunmaktadir. Serotipler arasinda serotip 5 ve serotip 8'in insan enfeksiyonlarinin
3/4’iinden sorumlu oldugu belirtilmekte, metisiline direngli izolatlarin ¢ogunlugunun da
serotip 5 ve 8’e ait oldugu bildirilmektedir (Cengiz ve Cengiz, 2004; Winn vd., 2006;
Dina vd., 2021; Gladwin, 2022).

1.1.5.2. Hiicre Duvari
Mikroorganizmaya seklini veren ve dayanikliligini saglayan hiicre duvari; peptidoglikan

tabakasi, protein A, teikoik asit ve diger yiizey proteinlerinden olusmaktadir. Bakteri

hiicre duvarinin %50’sinden fazlasini olusturan peptidoglikan, N-asetilglukozamin



(NAGA) ve N-asetilmuramik asit (NAMA) polimerlerinden olusan bir disakkarittir.
Stoplazmik membran diginda bulunan bu yapi, hiicreyi ozmotik basingtan korur. Ayrica,
peptidoglikan endotoksin benzeri bir etki gostererek endojen pirojen yapimini uyarir,

kompleman1 aktive eder ve apse olusumu i¢in lokosit agresyonunu saglar (Que ve

Moreillon, 2010; Songer ve Post, 2012).

Peptidoglikan tabakasi igerisinde bulunan teikoik asit ribitol veya gliserol fosfat
polimerlerinin birbirlerine fosfodiester baglar1 ile baglanmasi sonucu olusur ve, S.
aureus’ta hiicre duvar teikoik asidi ve stoplazmik membran teikoik asidi olmak tizere iki
tiptir. Mikroorganizma metabolizmasi i¢in 6nemli olan teikoik asit, bakterinin konakg¢1

mukozasina adhezyonunu saglar (Winn vd., 2006; Que ve Moreillon, 2010).

S. aureus’a ait spesifik bir hiicre duvari antijeni olan ve hiicre duvarinin yaklasik
%7’sini olusturan protein A, protein yapida olup hiicre duvari peptidoglikanina ya da
sitoplazmik membrana bagli olarak bulunur. Bu yapinm, immunglobulinlerin (Ig),
ozellikle 19G1, 1gG2, 1gG4, IgA2 ve bazi IgM’lerin Fe (kristalize fragment) reseptorlerine
baglanarak bakteriyi antikor bagimli fagositozdan korumasi en Onemli 6zelligidir.
Antifagositik 6zelliginin yan1 sira, kemotaktik ve mitojenik etkiye de sahip olan protein
A, interlokin-6 (IL-6) ve IL-8 gibi sitokinlerin salinimini indiikleyerek enflamatuar

stireglerde de rol oynar (Que ve Moreillon, 2010; Hu vd., 2022).

1.1.5.3. Katalaz

Stafilokoklar hidrojen peroksiti oksijen ve suya ayristiran katalaz enzimini iretirler.
Laboratuvar ortaminda Stafilokoklarin streptokoklardan ayirt edilmesini saglayan bu

enzim, fagositik hiicrelerin ihtiyaci olan hidrojen peroksidi inaktive edip, bakteriyi toksik
etkilerden korumus olur (Winn vd., 2006).

1.1.5.4. Koagiilaz



S. aureus'un tiim suslari tarafindan iretilen koagiilaz enzimi, clumping faktor (bagh
koagiilaz) ve serbest koagiilaz olmak tizere iki gesittir. Bakteri hiicre duvarinda bulunan
ve fibrinojene baglanarak fibrinojeni fibrine doniistiren bagli koagiilaz, bakteri
yiizeyinde aglutinasyon ve kiimelenmeye neden olur. Bu sayede bakteri etrafinda olusan
fibrin tabakasi, bakteriyi savunma mekanizmalarindan korur. Bakteri tarafindan dis
ortama salinan serbest koagiilaz ise koagiilaz reaksiyounu faktorii (Coagulase reacting
factor, CRF) ile reaksiyona girerek fibrinojenin fibrine doniisiimiinii katalize eder.
Koagiilaz enzimi, bakterinin sebep oldugu apsenin g¢evresinde fibrin tabakasinin
olusturulmasi sonucu, enfeksiyonun lokalize edilmesinden ve bakterinin fagositozdan
korunmasindan sorumludur (Winn vd., 2006; Erol, 2007; Cheng vd., 2010).

1.1.5.5. Hiyaliironidaz

S. aureus suslarinin biiyiikk c¢ogunlugu (yaklasik %90), bag dokusunda bulunan
hiyaluronik asidi hidrolize ederek mikroorganizmanin dokuda yayilisini kolaylastiran ve
bu nedenle de "yayilma faktorii" olarak da isimlendirilen hiyaliironidaz enzimi {iretir.
Antijenik 6zellige sahip olan enzim, kendine 6zgii antikorlari ile nétralize olur (Hart vd.,

2009).

1.1.5.6. Fibrinolizin (Stafilokinaz)

S. aureus tarafindan olustutulan 136 aminoasitten olusan, 15,5 kDa agirliginda bir enzim
olan fibrinolizin, fibrin pihtilarint ¢ozerek fibrin yikimina sebep olur. Fibrin yikimi
mikroorganizmanin dokuda yayilisin1  kolaylastirir.  Fibrinolitik etki, kinazlarin
plazminojenin aktive edilip plazmine déniistiiriilmesi sayesinde olusur. Enzim, IgG ve

kompleman C3b’yi pargalayarak bakteriyi fagositoza kars1 korur (Bokarewa, 2006).

1.1.5.7. Lipaz

Lipidleri hidrolize eden lipaz enzimi, mikroorganizmanin deri ve deri alti dokularda

yayilmasini kolaylastirir (Gladwin vd., 2022).



1.1.5.8. Deoksiriboniikleaz (DNaz)

DNaz enzimi tiim S. aureus izolatlar1 tarafindan sentezlenen, DNA ve RNA’y1

niikleotidlere pargalayan, hiicre dis1, termostabil bir enzimdir (Gladwin vd., 2022).

1.1.5.9. Penisilinaz (B-laktamaz)

B-laktam halkasi, penisilin grubu antibiyotiklerin temel yapisini olusturmaktadir S.
aureus suslarinin ¢ok biiyliik bir kisminda bulunan penisilinaz enzimi, p-laktam
halkasinda bulunan hidroksil grubunu pargalar ve bu sekilde bakteri antibiyotiklere
direngli hale gelir (Bal, 2003; Winn vd., 2006; Kuyucu, 2009; Lade ve Kim, 2023).

1.1.5.10. Eksfoliyatif Toksinler

Epidermolitik toksin olarak da bilinen eksfoliyatif toksinlerin (ET) ET-A ve ET-B olmak
tizere iki tiirii bulunmaktadir. S. aureus suslarinin yalnizca % 0-2’sinin bu toksinlerin
tiretiminden sorumlu geni tasidigi bildirilmistir. Hiicre dis1 etki gosteren bu toksinler,
proteolitik 6zellikleri sayesinde epidermisin mukopolisakkarit matriksini parcalayarak,
etkenin epidermisin iist kisminda tutunmasii saglarken, hiicrenin direkt oliimiine,
membran lizisine veya enflamatuar cevaba yol agmazlar (Winn vd., 2006; Que ve
Moreillon, 2010).

1.1.5.11. Enterotoksinler

Polipeptid yapida ve termostabil 6zellikteki Stafilokokal enterotoksinlerin (SE), SEA,
SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEQ, SER ve
SET olmak iizere 17 tipi bulunmaktadir. Insanlarda &zellikle gida zehirlenmeleriyle
iligkili bu toksinler, genellikle enterotoksijenik S. auereus’larin belirli bir sayiya
ulagsmalariyla (>10° kob/g) sentezlenirler. Susun ¢esidi, gidanin &zelligi, sicaklik
faktorleri, fiziksel ve kimyasal diger bilesenler ile inhibitér mevcudiyeti toksinin
olusumunda rol oynar. Gida zehirlenmelerinde en fazla rastlanilan toksin A tipi olup,

kontamine siit tirtinlerinde ise genellikle C ve D tipleri bulunur (Erol, 2007).
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Enterotoksinler, makrofaj ve yardimci T lenfositlerden (Th) IL-1 ve IL-2
salmimin1 uyararak, sindirim sisteminde siiperantijen gibi etki goOsterebilirler. Bu
toksinler, gida zehirlenmeleriyle birlikte farkli hastaliklara, alerjik reaksiyonlara, artrit ve
toksik sok sendromuna sebep olabilirler (Winn vd., 2006; Erol, 2007; Que ve Moreillon,
2010; Gladwin vd., 2022).

1.1.5.12. Toksik Sok Sendromu Toksini-1 (TSST-1)

Protein yapida olan toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1), T lenfositlerin
proliferasyonunu, IL-1, interferon-y ve tiimor nekrozis faktor salinimini uyararak, siiper
antijen Ozelligi gosterir. Bu sitokinlerin salinimi ates, diyare, eritrodermi, mental
konfiizyon, refrakter hipotansiyon, hipovolemik sok nedenli ¢oklu organ yetmezligine
bagli 6liim tablosu gibi toksik sok sendromunun klinik belirtilerini ortaya ¢ikarir (Winn
vd., 2006; Ross ve Shoff, 2023).

1.1.5.13. Alfa Hemolizin (Alfa toksin)

S. aureus’larin temel hemolizini olan bu toksin, membran hasarina en ¢ok sebep olan
proteindir. Antijenik, hemolitik, dermonekrotik, sitolitik 6zelliklere sahip ve formolle
toksoid hale doniistiiriilebilen alfa toksin, kanli agarda tiretilen S. aureus kolonilerinin
cevresinde tam hemoliz gergeklestirir. Makrofaj ve trombosit hiicre membranlari
tizerinde yikici etkiye sahip olan toksin, monositlerde ayni etkiyi géstermez. Alfa toksin,
konak hiicrenin membraninda hidrofobik boélgelerde 1-2 nanometre (hm) biiyiikligiinde
porlar olusmasimi saglar. Zamanla bu porlardan potasyumun hiice disina atilimi ve
sodyum, kalsiyum ve diger kii¢iik molekiillerin hiicre igine girisi ile hiicre siserek

pargalanir (Tang ve Stratton, 2010).

1.1.5.14. Beta Hemolizin (Beta Toksin)
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Eritrosit, 10kosit ve fibroblast hiicreleri iizerinde etkili olan bu toksinin etkisinin,
eritrositlerin disiik 1s1ya maruz kalmasiyla artis gostermesi sebebiyle bu toksin "sicak-
soguk hemolizin" olarak da bilinir. Invaziv stafilokok enfeksiyonlarinda goriilen tipik

apse olusumu ve doku hasarinda alfa hemolizinle birlikte gorev alir (Miistak ve Esendal,
2008).

1.1.5.15. Gama Hemolizin (Gama Toksin)

Lokositleri lize edebilen gama toksinin enfeksiyonlarin patogenezindeki rolii tam olarak
bilinememekle birlikte, notrofiller tizerindeki sitotoksik etkisi enfeksiyonun baslangi¢

asamalari ile iliskilendirilir (Zhu vd., 2024).

1.1.5.16. Delta Hemolizin (Delta Toksin)

Deterjana benzer bir etkiyle eritrosit, 16kosit, makrofaj, lenfosit ve trombositler tizerinde
hiicre membranininda hasara yol agan delta toksin, S. aureus suslarinin %97’sinde
bulunur. Delta toksin iretiminin S.aureus suslart arasinda degiskenlik gosterdigi,
metisiline duyarl suslarin direngli suslara gore daha fazla toksin tiretimi gerceklestirdigi
bildirilmistir. Bu toksinin toksik sok sendromu ve Stafilokok nedenli gida
zehirlenmelerinde diyare semptomlarinin gelismesinde rol aldigi diisiiniilmektedir

(Dinges vd., 2000; Prévost vd., 2006; Su vd.,2020).

1.1.5.17. Panton-Valentine Lokosidin (PVL)

Notrofiller ve makrofajlar iizerinde 16kotoksik ve sitolitik etkiye sahip 16kosidinler,
molekiil agirhigi 32 kDa olan fast (F) ve 35 kDa olan slow (S) olmak iizere iki polipeptid
zincirinden olusur. Toksinlerin sitolitik etki mekanizmasi; hedef hiicrede por olusturup,
hiicre membranindan potasyum basta olmak {izere katyon gegirgenligini artirarak, 16kosit
sitoplazmasini degraniilasyona ugratip erimesine sebep olmak iizerine kuruludur (Kaneko
ve Kamio, 2004; Meyer, 2009; Arslan vd., 2016). S. aeurus’un en 6nemli 16kosidini PVL
olup, insanlarda nekrotizan deri infeksiyonlari, deri ve yumusak doku infeksiyonlari,

nekrotizan pndmoni ve tekrarlayan osteomyelitisler ile iligskilendirilmektedir (Monecke
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vd., 2007; Miistak ve Esendal, 2008; Lo ve Wang, 2011). Ayrica PVL, hayvanlardan izole
edilmis olan S. aureus izolatlarinda da varlig: bildirilen bir toksindir (Seker vd., 2019;
Seker vd., 2023). Bu toksin ayica, MRSA enfeksiyonlarinin patogenezinde de 6nemli bir
viriilans faktorii olarak kabul edilmektedir (Kaneko ve Kamio, 2004; Meyer, 2009; Arslan
vd., 2016).

1.1.5.18. Biyofilm Olusturma

Biyofilm, canli ve cansiz bir alt tabakaya geri doniisiimsiiz olarak baglanmay1 ve
yapismay1 kolaylastiran bir mikroorganizma toplulugu olarak tanimlanabilir. Proteinler,
polisakkaritler ve DNA gibi polimerik maddelerden olusan biyofilmler; cevresel strese,
bagisiklik tepkilerine, fagositoza diren¢ ve antimikrobiyal ajanlara karst koruma
saglayarak antibiyotik direncinin artmasina sebep olur (Silva de Jesus vd., 2022; Giir

Vural vd., 2023).

Biyofilm olusumu, S. aureus'un konaga ilk baglanmasini, mikrokoloni gelisimini,
matris liretimini ve yayilmasini da etkiler. Bu da enfeksiyonun yayilmasi ve konakta
kalict olmasina yardimci olur (Vazquez-Sanchez ve Rodriguez-Lopez, 2018; Idrees vd.,
2021; Giir Vural vd., 2023).

1.2. Metisilinin Etki Mekanizmasi ve Metisiline Diren¢ Mekanizmasi

Alexander Fleming 1928 yilinda penisilini kesfetmis, 1940 yilinda ise penisilinin liretimi
Foray ve Chain tarafindan gergeklestirilmistir. Penisilinin {iretimi, Stafilokok
enfeksiyonlarmin tedavisinde biiyiik bir basar1 olarak degerlendirilmistir. Ancak,
Staphylococcus tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarda bu antibiyotigin siirekli
kullanim1 sonucu, penisilinaz iireterek penisilini pagalayabilen ve antibiyotige direng
gelistiren suslarin varligi 1944 yilinda Kirby tarafindan tespit edilmistir. Stafilokoklarda
gittikce artan penisilin direnci farkli antibiyotiklerin kullanimina da sebep olmus,
penisilinin yani sira, 1950’1 yillarda eritromisin, Streptomisin, tetrasiklin gibi
antibiyotiklere diren¢ gosteren suslar da ortaya ¢ikmistir. Ardindan, 1959 yilinda S.

aureus suslari tarafindan tiretilen penisilinaz enzimine dayanikl yar1 sentetik bir penisilin
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tirevi olan metisilin iretilerek, dirence bir siireligine ¢6ziim saglanmistir. Ancak,
kullanima sunulan metisilin kalict ¢dziim olamamis ve 1961 yilinda ingiltere’de ilk
MRSA suslar1 tanimlanmistir. Takip eden siiregte, MRSA suslarinda ortaya ¢ikan “coklu
antibiyotik direnci” sorunu giderek yayginlasmis, hastanelerde ve toplumda yayilan
direngli bakteriler epidemilere yol agmistir (Deurenberg vd., 2007; Stefani ve Goglio,
2010; Idrees, 2023).

Tim B-laktam grubu antibiyotikler ve metisilin; bakterinin hiicre duvari
sentezinde gorev alan ve "penisilin baglayan proteinler (Penicillin binding proteins,
PBPs)" olarak bilinen proteinlere baglanip transpeptidaz ve karboksipeptidazi inhibe
ederler. Boylelikle, peptidoglikanda g¢apraz baglanma reaksiyonunun engellenmesi
sonucu hiicre duvar1 gelisimi zayiflar ve bakteri hiicre biitiinliigiinii koruyamayarak

canliligin1 kaybeder (Stapleton ve Taylor, 2002).

S. aureus izolatlarinda B-laktam grubu antibiyotiklere direnc gelisimini saglayan
faktor B-laktamaz enzimidir. Bakterideki bu enzim, antibiyotigin ana etki mekanizmasini
olusturan B-laktam halkasini hidrolize edip, pB-laktami inaktif hale getirir. Bu enzim tipik
olarak bir plazmid {izerindeki transpozonda bulunan blaZ geni tarafindan kodlanmakta
olup, gelisen direng plazmid kaynakli bir direng olarak tanimlanmaktadir (Peacock ve
Paterson, 2015).

Metisilin direnci B-laktam grubu antibiyotiklerin (metisilin, oksasilin, kloksasilin,
dikloksasilin) , B-laktamaz enzimi ile hidrolize olmamasiyla gelisen direncin genel ifadesi
olarak kabul edilmektedir (Chambers, 1997; Unal, 2009; Dogan vd., 2018). S. aureus’ta
metisilin direnci, B-laktamaz aracilig1 ile degil, kromozomal yolla ortaya ¢ikan bir direng
sekli olup, temel dire¢ mekanizmas1 PBP’ler ile iliskilidir (Stapleton ve Taylor, 2002;
Peacock ve Paterson, 2015).

S. aureus'un PBP1, PPB2, PBP3 ve PBP4 olmak lizere dort tane PBP’si bulunur
(Peacock ve Paterson, 2015). MRSA izolatlarinda PBP2’nin degisiklige ugramis formu
olan ve “PBP2a” olarak adlandirilan farkli bir protein bulunur. Diger PBP’den farkl

olarak PBP2a, B-laktam antibiyotiklere daha diisiik seviyede afinite gosterir ve -laktam
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grubu antibiyotiklerin varliginda yiiksek affinite gosteren PBP’leri tantyarak bakteride
peptidoglikan sentezinin devam etmesini saglar (Deurenberg vd., 2007; Dogan vd., 2018;
Idrees, 2023). Sonu¢ olarak PBP2a, B-laktam grubu antibiyotiklere gosterdigi diisiik
affinite ile Staphylococcus tiirlerinde metisilin direncinin ortaya ¢ikmasina sebep olur.
PBP2a ve direngten sorumlu regiilatér proteinler, kromozomal DNA’nin “mec” olarak
tanimlanan bolgesinde yer alan ve 40-60 Kilobaytlik (Kb) Stafilokokal kromozom kaseti
mec (Stapylococcal Cassette Chromosome mec, SCCmec) igerisinde tasinan mecA geni
tarafindan kodlanirlar. Bu nedenle, Staphylococcus cinsi igerinde yer alan suslarda
metisilin direncinden sorumlu olan baska genler de (mecB, mecC, mecD) bulunmasina
ragmen, MRSA izolatlarin1 tanimlamada genellikle mecA geninin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile identifikasyonu en yaygin kullanilan tekniktir (Pinho vd., 2001; Ito
vd., 2014; Peacock ve Paterson, 2015; Hamilton ve MacGowan, 2019; Urushibara vd.,
2020; Gonzalez-Machado vd., 2024).

Bazi ¢alismalarda S. aureus izolatlarinin mecA geni tasimadan da sefoksitin gibi
metisilin direncini fenotipik olarak belirlemede kullanilan antibiyotiklere direng
gosterebildigi saptanmistir. Bu duruma, mecA geninin homologu olabilecek bagka bir gen
ve farkli B-laktam direnci saglayabilen faktdrlerin neden olabilecegi bildirilmistir. Ilk kez
2007 yilinda Ingiltere’de inek siitii tanklarindan izole edilen, MRSA oldugu fenotipik
olarak dogrulanmig, ancak mecA geni tasimayan izolatlara molekiiler analizler yapilmig
ve analiz sonucunda bu izolatlarin, daha Once tanimlanan mecA genine DNA
homologlugu agisindan %70, aminoasit diizeyinde ise %63 benzerlik gosteren baska bir
gene sahip oldugu tespit edilmistir (Garcia-Alvarez vd., 2011; Garcia-Garrote vd., 2014).
Yapilan molekiiler arastirmalar bu mecA homologu genin, tip-XI SCCmec olarak
adlandirilan kromozom kasetinde yer alan LGA251 genomu igerisinde bulundugunu
gostermistir (Garcia-Alvarez vd., 2011). Bu yeni gen, mecA geni ile benzer regiilator
mekanizmalara sahip olmasi ve mecA geni ile yiiksek oranda homologluk géstermesi
sebebiyle mecC (mecAcLcazs1) olarak adlandirilmistir. Bu genin, PBP2c'yi kodladigi, mecA
geni tarafindan kodlanan PBP2a gibi -laktam antibiyotik direnciyle iliskili oldugu, ancak
PBP2a'dan farkli 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir (Garcia-Alvarez vd., 2011;
Ariza-Miguel vd., 2014; Paterson vd, 2014; Dhaouadi vd., 2020; Hou vd., 2023). Ayica,

S. aureus izolatlarinda mecA'y1 tespit etmekte kullanilan birgok standart ve ticari tani
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yonteminin, mecC-pozitif MRSA'y1 (mecC-MRSA) tespit etmekte basarisiz oldugu ve bu
yontemlerin mecC geni tespitinde kullamlmamas: gerektigi belirtilmistir (Garcia-Alvarez

vd., 2011; Ariza-Miguel vd., 2014).

mecC-MRSA izolatlarinin, ilk izole edildigi yildan sonra, 13 Avrupa iilkesinde
(Avusturya, Belcika, Danimarka, Finlandiya, Fransa, Almanya, Norvec, irlanda
Cumbhuriyeti, Ispanya, Isveg, Isvicre, Hollanda ve Ingiltere) belirlendigi, evcil hayvanlar,
ciftlik hayvanlar1 ve yaban hayat1 hayvanlar1 da dahil olmak {izere 14 hayvan tiiriinden
izole edildigi ve oOzellikle siit ineklerinin 6nemli bir konak¢i ve kaynak oldugu
bildirilmistir (Garcia-Alvarez vd., 2011; Ariza-Miguel vd., 2014; Paterson vd., 2014;
Bietrix vd., 2019; Alves vd., 2020). Ayica, yapilan arastirmalarda, mecC-MRSA
izolatlarinin zoonotik potansiyeline dair kanitlar sunulmustur (Harrison vd., 2013;

Petersen vd., 2013).

S. aureus izolatlarinda metilisin direnci, fenotipik olarak homojen direnc,
heterojen direng ve eagle-tip diren¢ olmak tizere ti¢ farkli sekilde ortaya ¢ikabilmektedir.
Homojen direng goriilen S. aureus’larda kolonideki her bakteri ayni sekilde direnglidir,
hepsinde mecA geni aktif olarak bulunur ve PBP2a sentezlenir. Laboratuvar izolasyon
uygulamalarinda en sik karsilasilan heterojen direncte, kolonideki tiim bakterilerde mecA
geni bulunmasina ragmen, yiiksek direng 10°-10% bakteriden birinde belirlenir. Eagle-tip
direngte ise, diisilk metisilin konsantrasyonunda (2-16 pg/ml) izolatlar antibiyotige
duyarli iken, antibiyotigin yiiksek konsantrasyonunda (64-512 pg/ml) direng gosterirler.
Bu direng, saglam mecA regiilator genlerin yiiksek konsantrasyonlarda PBP2a sentezini
indiiklemesiyle gelistigi diisiiniilmektedir (Salmenlinna, 2002; Derbentli, 2005;
Prasetyoputri vd., 2018).

S. aureus izolatlarinda fenotipik metisilin direncinin ortaya ¢ikisi asir1 B- laktamaz
salgilanmast ile de iliskilendirilmektedir. Ozellikle heterojen direng gdsteren izolatlarda
ortaya ¢ikan bu direng "'borderline (simirda) direng', bu direnci gosteren S. aureus
izolatlart ise "borderline direngli S. aureus (borderline resistant S. aureus, BORSA)"
olarak isimlendirilmistir (Maalej vd., 2010). Bunun yam sira, PBP’lerde goriilen yapisal

degisikliklerin de metilisin direncine sebep olabildigi bildirilmektedir. B- laktamazi

16



tiretmeyen ve mecA geni de tasimayan, ancak metisiline diisiik diizeyde direngli olan
suslarin, PBP’lerindeki DNA bazli degisikliklerle diren¢ 06zelligi kazandig
diistiniilmektedir. B-laktam antibiyotiklere diisiik afinite gosteren bu suslar ""Modified
resistant S. aureus (MODSA)"* olarak isimlendirilmektedir (Jehl vd., 2003; Gitman vd.,
2021).

1.3. Tek Saghk Yaklasimi ve Antimikrobiyal Diren¢

Tek Saghk yaklasimi, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan “Halk sagligi sonuglarmin
iyilestirilmesi amaciyla birbirinden farkli meslek gruplarinin birlikte calistig
programlarin, mevzuatlarin ve arastirmalarin planlanmasi ve uygulanmasina yonelik bir
yaklagim” olarak tanimlanmaktadir. Bu yaklasimda; insan, hayvan ve ¢evre sagliginin
birbirleri ile etkilesimde oldugunu kabul ederek, ¢evre sagliginin insan ve hayvan sagligi
tizerindeki etkilerine dair farkindalik yaratmak ve siirdiiriilebilir uygulamalarla ¢evre
sagligini korumak amaglanmaktadir. Tek Saglik yaklasimi, saglik hizmeti olarak sadece
tedaviyle simirli kalmayarak, hastalik risklerinin azaltilmasi1 ve saglikli yasam tarzini
destekleyerek yasam kalitesininin arttirilmasi gibi koruyucu 6nlemler alinmasini tesvik
etmektedir (Pitt ve Gunn, 2024). Bu nedenle de Tek Saglik yaklagimi; zoonotik
hastaliklar, cevre giivenligi, gida giivenligi, vektor kaynakli hastaliklar ve antimikrobiyal
diren¢ gibi saglik sorunlarinda disiplinlerarasi igbirlik¢i bir ¢abaya vurgu yapmaktadir
(Cella vd., 2023).

Antimikrobiyal direnc; kiiresel saglik, ekonomi ve giivenlik i¢in tehtit olusturan
¢ok yonlii bir problemdir. Insanlarda, hayvanlarda, yiyeceklerde, bitkilerde ve gevrede
(suda, toprakta ve havada) bulunan antimikrobiyal direngli mikroorganizmalar, insandan
insana veya hayvansal orijinli gidalar da dahil olmak {izere insanlar ve hayvanlar arasinda
yayilabilmektedir (Int. Kyn. 1). Antimikrobiyal diren¢ agisindan endise verici kisim,
mevcut antimikrobiyallerle tedavi edilemeyen enfeksiyonlara neden olan ¢oklu ilag
direnci gosteren mikroorganzimalarin hizla ve kiiresel olarak yayillmasidir.
Antibiyotiklerin nonspesifik ve asir1 kullanimi, insan ve hayvanlarin temiz suya, hijyene
erisim zorlugu, hastanelerde enfeksiyonlar1 6nlemede yetersiz uygulamalar, ilaca ve

asilara erisim yetersizligi, farkindalik ve bilgi eksikligi ile mevzuatta diizensizlikler,
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antimikrobiyal direncin yayilmasinda rol oyanayan faktorler olarak bildirilmektedir
(Velazquez-Meza vd., 2022).

Siit ve siit drinlerinde MRSA varligl; izolatlarin potansiyel patojenitesi,
izolatlarda toksin ve antibiyotik direnciyle iligkili genlerinin varligi ve bu genlerin
aktarilabilir olmasi, siklikla kullanilan antibiyotiklere karst c¢oklu ilag direnci
goriilebilmesi ve MRSA izolatlarinin zoonotik potansiyeli nedeniyle halk sagligi
acisindan potansiyel bir tehlike olarak kabul edilmektedir (Badawy vd., 2022; Szczuka
vd., 2022; Titouche vd., 2022; Elal Mus vd., 2023).

Tiirkiye'de ¢esitli peynirlerden MRSA izolasyonuna iliskin yapilan arastirmalarin
genellikle mecA geni varligmi tespit etmeye yonelik oldugu (Ozpimnar ve Giimiissoy,
2013; Can vd., 2017; Ektik vd., 2018; Demirsikan ve Tuncer, 2021), ancak peynirlerden
izole edilen S. aureus izolatlarinda mecC geni varliginin arastirildigi ¢alisma sayisinin ise
siirh oldugu (Mercanoglu Taban vd., 2021; Kocak Kizanlik ve Goksoy, 2024) dikkat
cekmektedir. Bu nedenle, sunulan Tez c¢alismasinda Usak ilinden 6rneklenen tulum
peynirlerinde MRSA varliginin, mecA ve mecC genlerinin arastirilmasiyla belirlenmesi

amaclanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Tulum Peyniri Orneklerinin Toplanmasi

Tez ¢alismasinda, Temmuz 2023-Ocak 2024 tarihleri arasinda Usak ili merkez, yakin ilge
ve koylerinde bulunan halk pazarlar1 ziyaret edilerek, pazarlarda agik olarak satisa
sunulan farkli orijinli toplam 100 tulum peyniri 6rnegi kullanildi. Her bir tulum
peynirinden aseptik kosullarda 25'er g numune alinarak, 6rnekler steril numune kaplarina
aktarildi. Ornekler, soguk zincirde Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
ulastirildi. Laboratuvara ulastirilan Orneklerden aynmi gilin igerisinde izolasyon
calismalarina baglandi. Tulum peyniri 6rneklerinin toplandigi yerler Cizelge 2.1'de

gosterilmistir.
2.1.2. Standart Suslar
Tez caligmasinda S. aureus ATCC 43300 (MRSA; mecA gen pozitif) ve S. aureus ATCC

25923 (MSSA,; 16S rDNA ve nuc genleri pozitif, mecA gen negatif) suslari, kontrol

suslar1 olarak kullanildi.
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Cizelge 2.1: Numunelerin toplandig: yerler

Numune Toplandigi Yer Numune Toplandigi Yer Numune Toplandig: Yer

No No No

1 Ulubey 35 Karahalli 69 Usak- Merkez
2 Ulubey 36 Karahalli 70 Usak- Merkez
3 Ulubey 37 Ulubey 71 Usak- Merkez
4 Ulubey 38 Ulubey 72 Usak- Merkez
5 Sivash 39 Ulubey 73 Usak- Merkez
6 Sivash 40 Ulubey 74 Sivash

7 Sivash 41 Ulubey 75 Sivash

8 Sivash 42 Ulubey 76 Sivash

9 Sivash 43 Banaz 77 Sivasl

10 Sivasli 44 Banaz 78 Sivasl

11 Sivash 45 Banaz 79 Sivasl

12 Usak- Merkez 46 Banaz 80 Sivash

13 Usak- Merkez 47 Banaz 81 Esme

14 Usak- Merkez 48 Banaz 82 Esme

15 Usak- Merkez 49 Banaz 83 Esme

16 Usak- Merkez 50 Esme 84 Esme

17 Usak- Merkez 51 Esme 85 Esme

18 Usak- Merkez 52 Esme 86 Esme

19 Usak- Merkez 53 Esme 87 Banaz

20 Usak- Merkez 54 Esme 88 Banaz

21 Usak- Merkez 55 Esme 89 Ulubey

22 Usak- Merkez 56 Esme 90 Ulubey

23 Usak- Merkez 57 Esme 91 Ulubey

24 Usak- Merkez 58 Esme 92 Karahalli
25 Usak- Merkez 59 Esme 93 Karahalli
26 Usak- Merkez 60 Usak- Merkez 94 Karahallt
27 Usak- Merkez 61 Usak- Merkez 95 Karahalli
28 Usak- Merkez 62 Usak- Merkez 96 Usak- Merkez
29 Usak- Merkez 63 Usak- Merkez 97 Usak- Merkez
30 Usak- Merkez 64 Usak- Merkez 98 Usak- Merkez
31 Karahalli 65 Usak- Merkez 99 Usak- Merkez
32 Karahalli 66 Usak- Merkez 100 Usak- Merkez
33 Karahalli 67 Usak- Merkez

34 Karahalli 68 Usak- Merkez
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2.2. Metot

2.2.1. Orneklerden S. aureus’un Fenotipik izolasyonu

Soguk zincirde laboratuvara getirilen her bir tulum peyniri numunesinden 10 g alindi ve
ornekler 90 mL 9%0,1’lik steril tamponlanmis peptonlu su (Chemsolute, Cek
Cumhuriyeti) igerisinde homojenize edildi. Homojenize edilmis her bir karisimdan 1 mL
alinarak, igerisinde 9 mL Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (Merck, Almanya) bulunan
tiiplere aktarild: ve aerobik olarak 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
islemi sonrasinda tiipler vortekslendi, 6n zenginlestirme sivisindan 10 pL alindi ve
ornekler iretici firmanin 6nerisi dogrultusunda igerisine Egg-yolk tellurite emiilsiyonu
(%20) (50 mL/1 L) (Chemsolute, Cek Cumhuriyeti) eklenen Baird Parker agara (BPA)
(Chemsolute, Cek Cumbhuriyeti) ekildi. Ekimi yapilan ornekler 37 °C’de aerobik
kosullarda 24-48 saat inkiibe edildi. 1nkiibasy0n sonrasinda agarlar, etrafi mat ve donuk
bir zonla ¢evrili, gri-siyah renkli olarak iireyen kolonilerin varlig1 yoniinden incelendi.
Agarlarda bu 6zelliklere sahip en az bes koloni olarak iireme gosteren 6rnekler S. aureus
yoniinden siipheli olarak kabul edildi. Stipheli koloniler Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck,
Almanya) igerisine aktarildi ve tiipler acrobik kosullarda, 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi.
Siire sonunda her bir TSB'den bir 6ze dolusu alinarak Tryptone Soy Agar’a (TSA)
(Chemsolute, Cek Cumhuriyeti) ekim yapildi ve petriler 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
kaldirildi. Ardindan, iireyen kolonilerin; koloni morfolojisi, Gram boyanma ozelligi,
oksidaz, lamda katalaz, lamda ve tiipte koagiilaz aktiviteleri ile glukozu fermente etme
ve mannitolii anaerobik fermente etme yetenekleri (Oksidasyon/Fermentasyon, O/F
testi) degerlendirildi. Gram pozitif kok seklinde morfolojiye sahip, oksidaz negatif, katalaz
ve koagiilaz aktiviteleri pozitif, O/F testlerinde fermentatif reaksiyon veren bakteriler, S.
aureus yoniinden siipheli kabul edildi (Quinn vd., 2004; Arda, 2011; Gezgen ve Seker,
2016; Horasan Yakan ve Seker, 2021). Fenotipik karakterlerine gore S. aureus siipheli
olarak tanimlanan izolatlar, daha sonra DNA ekstraksiyonunda kullanilmak tizere, %20

oraninda gliserin iceren TSB icerisinde -20 °C’de saklandi.
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Fotogaf 2.2: Gram boyamasi yapilmis S. aureus siipheli koloninin mikroskobik morfolojisi
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Katalaz pozitif
koloni

Fotograf 2.3: Katalaz testi negatif ve pozitif reaksiyonlar

Fotograf 2.5: Oksidasyon/ Fermantasyon testi: Mannitoliin anaerobik fermantasyonu
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2.2.2. S. aureus’un Molekiiler Identifikasyonu

2.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Kontrol suglar1 ve S. aureus siipheli test izolatlarmin DNA'lar1 kaynatma yontemiyle
ekstrakte edildi. Bu amagla, kontrol suslar1 ve izolatlarin TSA’da iiretilmis taze ve saf
kolonilerinden birer tane se¢ilip kullanildi. Segilen koloniler 500 pL steril distile su
bulunduran ve DNaz-RNaz icermeyen ependorflar igerisinde siispanse edildi.
Stispansiyonlar benmari teknigi ile 100 °C’de 10 dk kaynatildi ve ardindan sogutmali
santrifiijde 10 000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij islemi uygulanan her bir
siipernattan 300 pL alindi ve DNaz-RNaz icermeyen ependorflara transfer edildi. PZR
karisiminda hedef DNA olarak kullanilacak olan bu 6rnekler -20 °C'ye kaldirildi (Gezgen
ve Seker, 2016; Horasan Yakan ve Seker, 2021).

2.2.2.2. Amplifikasyon Kosullari

Aragtirma kapsaminda, internal kontrol i¢in Staphylococcus cins-spesifik 16S rDNA
primerleri (Strommenger vd., 2003) ve S. aureus tiir-spesifik nuc geni primerleri (Kim vd.,
2001) kullanildi. Uretici firmanin sentez raporu dogrultusunda 100 pmol olarak
sulandirilan 16S rDNA ve nuc forward ve reverse primerleri, ayri ayri sulandirilip 10 pmol
yogunluguna getirildi. 16S rDNA ve nuc genlerinin arastirilmasinda ikili PZR protokolii
uygulandi. Kullanilan primer dizileri ve beklenen bant biytikliikleri Cizelge 2.2°de

gosterilmistir.

Izolatlarda 16S rDNA ve nuc genlerinin belirlenmesi amaciyla, final hacmi toplam
25 uL olacak sekilde hazirlanan PZR karigimini olusturan bilesenler ve miktarlar1 Cizelge
2.3'te sunulmustur. Hazirlanmis olan karigimdan her bir 6rnek i¢in RNaz ve DNaz
icermeyen 0,2 mL’lik mini PZR tiiplerine 20’ser pL aktarildi. Karigimlarin {izerine her bir
ornek DNA'sindan 5’er pL eklendi. Mini tiipler termal dongiileme cihazina yerlestirildi.
Amplifikasyon iglemi sonrasinda, amplikonlar ethidium bromid (5 puL/mL) ile boyanan
%2'lik agaroz jelde 80 Volt sabit akimda 40 dk elektroforeze tabi tutuldu. Amplifikasyon
tirtinleri (16S rDNA i¢in 420 bp, nuc geni i¢in 270 bp) UV-transilluminatdrde goriintiilendi.
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16S rDNA ve nuc genleri i¢in kullanilan amplifikasyon kosullar1 Cizelge 2.4'te verilmistir

Cizelge 2.2: Kullanilan primerlere ait oligoniikleotid sekanslar1 ve bant biiyiikliikleri

Bant biiyiikliigii

Hedef Genler Oligoniikleotid sekanslari (5'-3") (bp)
p

CAGCTCGTG TCG TGA GAT GT
16S rDNA 420
AAT CATTTGTCCCACCTT CG

GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 270
nuc
AGC CAAGCC TTG ACG AAC TAA AGC

Cizelge 2.3: 16S rDNA ve nuc genleri i¢in hazirlanan PZR karigimi bilesenleri

PZR Bilesenleri Miktar
Mastermiks (Xpert Fast 2X, GE15.0001) 12,5 uL
MgCl, 0,75 uL

16S rDNA-F (10 pmol) 1 uL

16S rDNA-R (10 pmol) 1 uL

nuc-F (10 pmol) 1 uL

nuc-R (10 pmol) 1 uL
Distile su 2,75 uL

Kalip DNA 5 uL

Cizelge 2.4: 16S rDNA ve nuc genleri i¢in kullanilan amplifikasyon kosullar

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siire

On denatiirasyon 1 94 °C 4 dk
Denatiirasyon 94 °C 30sn
Primer baglanmas1 35 57,5°C 30sn
Uzama 72°C 40 sn

Son uzama 1 70°C 10 dk

2.2.3. S. aureus izolatlarinda Metisiline Direncin Belirlenmesi
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2.2.3.1. Fenotipik Direncin Belirlenmesi

S. aureus izolatlarinda metisiline fenotipik direncin belirlenmesinde Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) tarafindan
onerilen sefoksitin (30 pg) antibiyotik diski (Oxoid Limited, Hampshire, Ingiltere)
kullanilarak, izolatlar Mueller-Hinton agarda (Oxoid Limited, Hampshire, Ingiltere)
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile test edildi (CLSI, 2023).

Pozitif ve negatif kontrol suslar1 ile test edilecek S. aureus izolatlarina ait saf
koloniler, TSB'ye aktarildi ve brothlar 37 °C'de aerobik kosullarda 24 saat inkube edildi.
Ardindan her bir broth yogunlugu McFarland No. 0,5’e gore ayarlandi ve her bir buyyon
kiiltiirinden 0,1 mL alinarak, kiiltiirler steril sivaplar ile Mueller Hinton agarlara yayildi.
Agar ylizeylerine steril antibiyogram pensleri ile sefoksitin (30 pg) antibiyotik diskleri
yerlestirildi. Petriler 35 °C’de aerobik kosullarda 18 saat inkiibe edildi. Siire sonunda olusan
zon ¢aplart mm cinsinden 6lgiildii. Zon ¢ap1 > 22 mm olarak 6l¢iilen izolatlar sefoksitine
(metisiline) duyarli (S), zon cap1 < 21 mm olarak Olgiilen izolatlar ise sefoksitine

(metisiline) direncli (R) olarak degerlendirildi (CLSI, 2023).

2.2.3.2. Metisilin Diren¢ Genlerinin (mecA, mecC) Belirlenmesi

2.2.3.2.1. Amplifikasyon Kosullari

DNA'lar1 kaynatma yontemiyle ekstrakte edilen kontrol suslar1 ve S. aureus test
izolatlarinda metisilin direng¢ genlerinin arastirillmasinda mecA genine spesifik primerler
(Choi vd., 2003) ve mecC genine spesifik primerler (Stegger vd., 2012) kullanild1. Uretici
firmanin sentez raporu dogrultusunda 100 pmol olarak sulandirilan mecA forward ve
reverse primerleri 20'ser pmol, mecC forward ve reverse primerleri ise 50'ser pmol
yogunluklara getirildi. Genlerin belirlenmesinde tekli PZR protokolleri uygulandi.

Kullanilan primer dizileri ve beklenen bant biiyiikliikleri Cizelge 2.5’de gosterilmistir.

S. aureus izolatlarinda mecA geninin belirlenmesi amaciyla final hacmi toplam 25
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uL olacak sekilde hazirlanan PZR karisimini olusturan bilesenler ve miktarlar Cizelge
2.6'da, mecC geninin belirlenmesi amaciyla, final hacmi toplam 25 pL olacak sekilde
hazirlanan PZR karisimini olusturan bilesenler ve miktarlari ise Cizelge 2.7'de verilmistir.
Hazirlanmis olan karigimdan her bir 6rnek i¢in RNaz ve DNaz igermeyen 0,2 mL’lik mini
PZR tiiplerine 20’ser pL aktarildi. Karisimlarin tizerine her bir 6rnek DNA'sindan 5’er pulL
eklendi. Mini tiipler termal dongiileme cihazma yerlestirildi. Amplifikasyon iglemi
sonrasinda, amplikonlara ethidium bromid (5 pL/mL) ile boyanan %1,5'luk agaroz jelde 80
Volt sabit akimda 40 dk elektroforez uygulandi. Amplikonlar (mecA geni i¢in 314 bp, mecC
geni i¢in 138 bp) UV-transilluminatorde goriintiilendi. Direng genleri igin kullanilan

amplifikasyon kosullar1 Cizelge 2.8'de sunulmustur.

Cizelge 2.5: Kullanilan primerlere ait oligoniikleotid sekanslar1 ve bant biiyiikliikleri

Bant biiyiikligii

Hedef Genler Oligoniikleotid sekanslari (5'-3") (bp)
p

CCT AGT AAA GCT CCG GAA
mecA 314
CTAGTCCATTCG GTCCA

c GAA AAA AAG GCT TAG AACGCC TC 138
mec
GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC

Cizelge 2.6: mecA geni i¢in hazirlanan PZR karisimi bilesenleri

PZR Bilesenleri Miktar
Mastermiks (Xpert Fast 2X, GE15.0001) 12,5 uL
MgCl, 0,75 uL

mecA-F (20 pmol) 1 uL

mecA-R (20 pmol) 1 uL
Distile su 4,775 uL

Kalip DNA 5uL

Cizelge 2.7: mecC geni icin hazirlanan PZR karigimi bilesenleri
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PZR Bilesenleri

Miktar

Mastermiks (Xpert Fast 2X, GE15.0001)

MgCl,

mecC-F (50 pmol)
mecC-R (50 pmol)
Distile su
Kalip DNA

12,5 uL
0,75 pL.
1 pL
1 pL
4,75 uL
SuL

Cizelge 2.8: mecA ve mecC genleri icin kullanilan amplifikasyon kosullari

Basamak Dongii Sicakhik Siire
Sayisi mecA mecC mecA mecC
On denatiirasyon 1 94 °C 95 °C 5dk 5dk
Denatiirasyon 94 °C 94 °C 2 dk 30sn
Primer baglanmasi 35 57°C 50°C 2 dk 1dk
Uzama 72°C 72°C 1dk 1 dk
Son uzama 1 72°C 72°C 7dk 7 dk

3. BULGULAR

28



3.1. Fenotipik izolasyon Bulgular

Sunulan Tez ¢alismasinda Usak ili Merkez, yakin ilge ve kdylerdeki halk pazarlarinda
acik olarak satisa sunulan 100 adet tulum peyniri 6rnegi S. aureus izolasyonu bakimindan
incelendi. Klasik ekim yontemleri ve standart biyokimyasal testler ile 100 tulum peyniri

orneginden toplam 11 S. aureus siipheli izolat elde edildi.

3.2. Molekiiler identifikasyon Bulgular

Toplam 100 adet tulum peyniri numunesinden klasik kiiltlir teknikleri kullanilarak
izolasyonu gergeklestirilen 11 silipheli izolatin tamaminin 16S rDNA geni tasidigi ve
Staphylococcus cinsine ait oldugu tespit edildi. izolatlarin 10'unda nuc geni varhig

belirlendi ve 10 izolat S. aureus olarak identifiye edildi (Fotograf 3.1).

Fotogaf 3.1: 16S rDNA ve nuc genlerine ait PZR bulgulari. M: DNA ladder (100 bp); +: S. aureus
ATCC 25923; 1-11: 16S rDNA pozitif Stapylococcus izolatlari; 1-10: nuc geni pozitif S. aureus

izolatlart; -: steril distile su (negatif kontrol)

3.3. Metisilin Direnci Bulgular

Metisiline direncin fenotipik olarak belirlenmesinde kullanilan sefoksitin diski ile yapilan
Kirby-Bauer disk difiizyon testi sonuglarina gore, S. aureus olarak identifiye edilen 10
izolatin besinde fenotipik direng belirlendi. Testte pozitif kontrol susu olarak kullanilan
S. aureus ATCC 43300 (MRSA; mecA gen pozitif) ve negatif kontrol susu olarak
kullanilan S. aureus ATCC 25923 (mecA gen negatif) suslari ile fenotipik direng
belirlenen izolatlara ait disk diflizyon testi gorselleri sirasiyla Fotograf 3.2, 3.3, 3.4, 3.5,

3.6, 3.7 ve 3.8'de sunulmustur.
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Fotograf 3.2: S. aureus ATCC 43300 pozitif kontrol susunun sefoksitin (30 pg) disk difiizyon

testi sonucu

o —RIEC —
NSSA o Q:‘;

Fotograf 3.3: S. aureus ATCC 25923 negatif kontrol susunun sefoksitin (30 pg) disk difiizyon

testi sonucu
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Fotograf 3.4: S. aureus izolatinin sefoksitin (30 pg) disk difiizyon testi sonucu

Fotograf 3.5: S. aureus izolatinin sefoksitin (30 pg) disk difiizyon testi sonucu
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Fotograf 3.6: S. aureus izolatinin sefoksitin (30 pg) disk difiizyon testi sonucu

Fotograf 3.7: S. aureus izolatinin sefoksitin (30 pg) disk difiizyon testi sonucu
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Fotograf 3.8: S. aureus izolatinin sefoksitin (30 pg) disk difiizyon testi sonucu

Metisiline direncin molekiiler olarak arastirilmasinda kullanilan PZR bulgularina
gore, S. aureus olarak identifiye edilen 10 izolattan birinin mecA geni (Fotograf 3.9),
birinin ise mecC geni (Fotogaf 3.10) tasidigi belirlendi. mecA geni yoniinden pozitif
bulunan bir izolat, mecC geninin arastirildigi PZR protokoliinde yer almadi. Sefoksitine
fenotipik olarak direngli olan bir izolatin mecA geni tasidig, bir izolatin ise mecC geni
tasidigr belirlendi. Sefoksitine direncgli oldugu belirlenen diger ii¢ izolatta ise mecA ve
mecC genleri tespit edilemedi.

Fotograf 3.9: mecA genine ait PZR bulgulari. M: DNA ladder (100 bp); +: S. aureus ATCC
43300 (MRSA); 4: mecA geni pozitif S. aureus izolati; 1-3, 5-10: mecA geni negatif S. aureus
izolatlari; - S. aureus ATCC 25923 (MSSA)
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Fotograf 3.10: mecC genine ait PZR bulgulari. M: DNA ladder (100 bp); 1-6, 8,9: mecC geni

negatif S. aureus izolatlari; 7: mecC geni pozitif S. aureus izolati
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4. TARTISMA

Sit ve siit driinleri, icerigindeki kalsiyum ve c¢esitli minareller yoniiyle saglikli
beslenmenin bir pargasi olarak tiikketilmesi tavsiye edilen bir besindir (Chagas vd., 2012).
Inek, keci, koyun gibi memeli hayvanlardan saglanan siitten yogurt, peynir, dondurma,
kaymak gibi {irlinler elde edilmektedir. Peynir, ¢cok ¢esitli aromalara ve sertliklere sahip
siit bazl1 bir {iriin olup, Tiirkiye’de ¢ok ¢esitli peynir tiirleri liretilmekte ve en ¢ok beyaz
peynir, kasar peyniri ve tulum peyniri ekonomik deger tasimaktadir (Tarak¢1 vd., 2015;
Ozbey, 2020).

Peynirlerin bakteriyel kontaminasyon nedenleri ve gida kaynakl toksikasyonlar
arasinda Ozellikle S. aureus'un ilk siralarda yer almasi (Schelin vd., 2011; Johler vd.,
2015; Adame-Gomez vd., 2018; Filipello vd., 2020), ¢esitli peynir tiirlerinde bu
bakterinin varliginin arastiritlmasina neden olmustur. Farkli tilkelerde yoresel peynirler
veya ¢ig siitten yapilmis peynirlerde S. aureus prevalansinin %14 ile %80 arasinda
degistigi belirtilmistir (Johler vd., 2018; Abdel-Hameid Ahmed vd., 2019; Badawy vd.,
2022; de Medeiros vd., 2024) Tirkiye'de tulum peynirlerinde yapilan S. aureus
izolasyonuna yoOnelik c¢esitli arastirmalarda, arastirmacilar farkli izolasyon oranlari
bildirmislerdir. Ankara’da c¢esitli marketlerden toplanan 100 adet tulum peyniri
orneginden 12 koagiilaz pozitif Staphylococcus izolati elde edildigi, bunlardan sadece
yedisinin (%7) S. aureus olarak dogrulandig1 bildirilmistir (Can ve Celik, 2012). Ozpmar
ve Gilimiissoy (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 100 Erzincan tulum peyniri
orneginden izole edilen 72 siipheli izolatin 61'i fenotipik yontemler kullanilarak S. aureus
olarak tanimlanmistir. Ayn1 ¢alismada, 61 izolatin tamaminin nuc genine sahip oldugu
bildirilmis ve 100 6rnekten S. aureus izolasyon oran1 %61 olarak verilmistir. EKtik vd.
(2017) tarafindan Balikesir'de yapilan ve 15 tulum peynirinin Orneklendigi bir
arastirmada, bir izolatta nuc geni saptandigi ve izolatin S. aureus olarak dogrulandigi
bildirilmistir. Isparta'da geleneksel iiriin satan pazar, mandira ve marketlerden toplanan
75 tulum peyniri 6rne8i S. aureus varligi yoniinden incelenmis, fenotipik olarak
belirlenen 100 S. aureus siipheli izolatin 15'inin (%15) nuc genine sahip oldugu rapor
edilmistir (Demirsikan ve Tuncer, 2021). Mercanoglu Taban vd. (2021) tarafindan

yapilan bir ¢alismada, 50 tulum peynirinden izole edilen alt1 (%12) S. aureus izolatinin
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tamaminda nuc geni belirlendigi bildirilmistir. Benzer sekilde, Aydin ilinin ¢esitli
ilgelerindeki farklt mandiralarda iiretilen ve satisa sunulan 50 tulum peynirinden
konvansiyonel yontemler kullanilarak dokuz (%18) S. aureus izolati elde edildigi ve tim
izolatlarin nuc geni yoniinden pozitif bulundugu belirtilmistir (Tas¢ioglu, 2022). Kocak
Kizanlik ve Goksoy (2024) tarafindan Aydin ve izmir illeri mandira satis noktalarmdan
temin edilen 100 tulum peyniri dérneginden klasik bakteriyolojik yontemler kullanilarak
18 S. aureus stipheli izolat elde edildigi, 17'sinin (%17) nuc genine sahip olmasi nedeniyle

S. aureus olarak tiplendirildigi bildirilmistir.

Sunulan Tez ¢aligmasinda, Usak ili merkez, yakin il¢e ve kdylerinde bulunan halk
pazarlarinda acik olarak satisa sunulan toplam 100 tulum peyniri Orneginden
konvansiyonel yontemler kullanilarak 11 S. aureus siipheli izolat elde edildi. Izolatlara
cins-spesifik ve tiir-spesifik primerler kullanilarak uygulanan PZR sonrasinda, 11 siipheli
izolatin tamaminin Staphylococcus cinsine ait oldugu, siipheli izolatlardan 10'unun nuc
genine sahip oldugu tespit edildi. Boylece, 100 tulum peyniri 6rneginden S. aureus
izolasyon oran1 %10 olarak belirlendi. Yapilan arastirmalarda, tulum peynirlerinden S.
aureus izolasyon oranlarinin farkliliginin, mikrobiyal yiikii fazla olan siitlerin peynire
doniistiiriilmesi, tiretimde ¢ig siitiin tercih edilmesi, kullanilan starter kiiltiir aktivitesinin
yetersizligi, pastorizasyon sonrasi siitlin kontaminasyonu ile iriiniin iglenmesi ve
muhafazasi sirasinda uygun olmayan sartlardan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniildii. Bu
Tez caligmasinda elde edilen izolasyon orani, konu ile ilgili diger arastirma verileri ile
genel olarak benzerlik gostermekle birlikte, Ozpinar ve Giimiissoy (2013) tarafindan
bildirilen izolasyon oranindan oldukg¢a diisiiktii. Bu farkliligin nedeninin, yukarida
aciklanan sebeplere ilave olarak, kullanilan izolasyon ve identifikasyon yontemlerinin
farkliligy, cografik farkliliklar ve izolatlarin orijinlerinin farkliligs ile de iliskili olabilecegi

distinildii.

Ruminantlardan mastitis patojeni olarak MRSA'nin yaygin sekilde izole edilmesi
ve hayvansal orijinli gidalarin MRSA suslarinin ve dolayisiyla antibiyotik direncinin
yayllmasinda 6nemli bir aracit olduklarinin belirlenmesi, arastirmalarin bu alana
odaklanmasina neden olmustur (da Silva Abreu vd., 2021; Mercanoglu ve Taban, 2021,
Badawy vd., 2022; Horasan Yakan ve Seker, 2022; Kocak Kizanlik ve Goksoy, 2024).
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Diinyanin farkli {ilkelerinde iretilen ve tiiketilen geleneksel peynirlerden MRSA
izolasyonu calismalar1 genellikle metisiline direncin belirlenmesinde temel kabul edilen
mecA geni lizerinde yogunlasmistir (Dambrosio vd., 2013; Mashouf vd., 2015; Gonzalez
vd., 2017; Johler vd., 2018; Gajewska vd., 2022). Dambrosio vd. (2013) tarafindan Giiney
Italya’nin Puglia bolgesinde geleneksel Burrata peynirlerinin mikrobiyolojik kalitesinin
incelendigi bir caligmada, 404 peynir orneginden izole edilen 15 S. aureus izolatinin
higbirinde mecA geni bulunmadig: bildirilmistir. iran'da yapilan bir arastirmada, 47
geleneksel krem peynirinden izole edilen iki S. aureus izolatinin hi¢birinde mecA geni
bulunmadigi rapor edilmistir (Mashouf vd., 2015). Bulajic vd. (2017) tarafindan
Sirbistan’da ¢ig siitten tiretilen 71 yerel peynirden izole edilen 36 S. aureus izolatinin
higbirinin mecA ve mecC genlerine sahip olmadig: belirtilmistir. Gonzalez vd. (2017),
Brezilya’nin en iinlii peynirlerinden birisi olan Minas Frescal peynirinden incelenen 4
numuneden izole edilen 31 MRSA izolatindan yedi (%22,6) tanesinin mecA genine sahip
oldugunu bildirmislerdir. Johler vd. (2018), italya’da 6rnekledikleri ¢ig siitten iiretilen 96
yerel peynirden izole ettikleri 77 S. aureus izolatinin higbirinde mecA ve mecC genleri
varlhigina rastlamadiklarini bildirmislerdir. da Silva Abreu vd. (2021), Brezilya'nin yoresel
peyniri olan Minas Frescal peynirlerinden izole ettikleri 38 S. aureus izolatinin higbirinde
mecA geni bulunmadigini rapor etmislerdir. De Aguiar vd. (2022) tarafindan yine
Brezilya’da coalho peynirinde MRSA varliginin arastirildigi bir ¢alismada, 112 peynir
orneginden izole edilen 69 adet S. aureus izolatinin %13,04'liniin mecA genine sahip
oldugu belirtilmistir. Misir’da yapilan bir aragtirmada, 30 geleneksel Karish peynirinden
izole edilen bes S. aureus izolatinin {i¢ (%60) tanesinin mecA geni tasidigi bildirilmistir
(Badawy vd., 2022). Polonya'da ¢ig siitten iiretilen geleneksel 18 peynir 6rneginden izole
edilen 10 S. aureus izolatinin ikisinin (%20) mecA geni tasidig1 belirtilmistir (Gajewska
vd., 2022).

Tiirkiye'de tulum peynirlerinden izole edilen S. aureus izolatlarinda metisiline
direncin belirlenmesine yonelik yapilan ¢aligmalarda genellikle izolatlarda mecA geni
varlig1 arastirilmis olup (Can ve Celik, 2012; Ozpmar ve Giimiissoy, 2013; Ektik vd.,
2017; Demirsikan ve Tuncer, 2021), mecC geni varligini belirlemeye yonelik arastirma
sayis1 sinirlidir (Mercanoglu Taban vd., 2021; Kocak Kizanlik ve Goksoy, 2024). Can ve
Celik (2012) Ankara'da 6rnekledikleri 100 tulum peynirinden izole ettikleri yedi S. aureus
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izolatinin iki tanesinde mecA (%28,5) geni saptadiklarini bildirmiglerdir. Erzincan tulum
peynirlerinin incelendigi baska bir ¢aligmada, 100 numuneden izole edilen 61 S. aureus
izolatmin 10'unun (%16,39) mecA geni tasidig1 belirtilmistir (Ozpinar ve Giimiissoy,
2013). Ektik vd. (2017) tarafindan Balikesir'de siit ve siit liriinlerinde MRSA varliginin
arastirildigl bir ¢alismada, 6rneklenen 15 tulum peynirinden izole edilen bir S. aureus
izolatinda mecA geni tespit edildigi rapor edilmistir. Isparta’da toplanan 75 tulum
peynirinden izole edilen 15 S. aureus izolatinin {glinde (%20) mecA pozitifligi
bildirilmistir (Demirsikan ve Tunger, 2021). Bir bagka ¢alismada, 6rneklenen 50 tulum
peynirinden izole edilen alt1 S. aureus izolatinda mecA ve mecC genlerinin varligi
arastirilmis, ancak izolatlarin higbirinde bu genlerin varlig1 saptanamamaistir (Mercanoglu
ve Taban, 2021). Benzer sekilde, Kocak Kizanlik ve Goksoy (2024) tarafindan Aydin ve
Izmir'de mandira satis noktalarindan toplanan 100 tulum peynirinden elde edilen 17 S.
aureus izolatinin iiciinde (%17,6) mecA geni bulundugu belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada,
mecA geni tasimayan izolatlarda mecC geni varligi da arastirilmig, ancak bu izolatlarin

hicbirinde mecC genine rastlanmadig1 vurgulanmistir.

Bu Tez caligmasinda, tulum peynirlerinde MRSA varligi, fenotipik direncin
belirlenmesinde CLSI (2023) tarafindan 6nerilen sefoksitin diski ile disk difiizyon testi
kullanilarak, genotipik direncin belirlenmesinde ise mecA ve mecC genleri varlig ile
arastirildi. Sunulan Tez calismasinda, S. aureus olarak identifiye edilen 10 izolatin
besinde sefoksitine fenotipik diren¢ belirlendi. Sefoksitine fenotipik olarak direncli
oldugu belirlenen bir izolatin mecA geni tasidigi, bir izolatin mecC geni tasidigi, diger li¢
izolatin ise mecA ve mecC genlerine sahip olmadigi belirlendi. Bazi arastiricilar metisiline
direng genlerine sahip olmayan S. aureus izolatlarinin sefoksitine fenotipik direng
gosterebilecegini, bunun nedeninin de PBP'lerin yapisal bilesenlerinde meydana gelen
mutasyonlar, diren¢ genleri ekspresyonunun eksikligi veya diger diren¢ genlerinin
(mecB) varhigi ile agiklanabilecegini belirtmislerdir (Bulajic vd., 2017; Zhao vd., 2021b;
Kocak Kizanlik ve Goksoy, 2024). MRSA izolatlarinin tanimlanmasinda metisilin direng
genlerinin belirlenmesinin altin standart olarak kabul edilmesi nedeniyle, bu Tez
calismasinda da genotipik olarak direncin tespit edildigi izolatlar MRSA olarak
degerlendirildi. Buna gore, Usak'ta halk pazarlarinda agik olarak satisa sunulan 100 tulum

peyniri O6rneginden izole edilen 10 S. aureus izolatinin birinin (%10) mecA-MRSA,
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birinin (%10) ise mecC-MRSA oldugu belirlendi. Konu ile ilgili diger arastiricilarin
bulgulariyla karsilastirildiginda, sunulan Tez c¢alismasinda elde edilen mecA gen
pozitifligi diistiktii. Bu bulgunun, farkli iilkelerde ¢esitli peynir tiirleri tizerinde yiiriitiilen
caligmalarda elde edilen verilerden farklilik gdstermesinin en 6nemli nedeninin,
orneklenen peynir tiirlerinin farklihig: ile iliski kurulabilecegi diisiiniildii. Bununla
birlikte, bu Tez calismasinda, Tiirkiye'de tulum peynirlerinde MRSA varligini arastiran
calisma bulgularindan farkli veriler elde edilmesinin ise, izole edilen izolat sayilari
arasindaki farkliliklar, izolatlarin orijinindeki farkliliklar ve cografik farkliliklarla iliskili
olabilecegi diisiiniildii. Hem diger iilkelerde 6rneklenen farkli peynir tiirlerinden, hem de
Tiirkiye'de ¢aligilan tulum peynirlerinden izole edilen S. aureus izolatlarinda mecC geni
varlig1 bildirilmedigi dikkati ¢ekmektedir. Sunulan Tez calismasi, 6rneklenen tulum
peynirlerinden izole edilen bir S. aureus izolatinda bu gen varligini gosteren ilk aragtirma

olmas1 bakimindan 6nem tasimaktadir.

Sonug olarak, sunulan Tez ¢alismasinda, Usak ili merkez, yakin il¢e ve kdylerinde
bulunan halk pazarlarinda agik olarak satisa sunulan toplam 100 tulum peyniri 6rneginden
izole edilen 10 S. aureus izolatinin ikisi (%20) MRSA olarak tiplendirildi. Elde edilen
izolatlardan biri mecA genine sahipken, diger izolat mecC genine sahipti. Bu Tez
calismasi, Tiirkiye'de tulum peynirlerinden izole edilen S. aureus izolatlarinda mecC geni
varliginin gosterildigi ilk ¢alismadir. Tez ¢aligmasinda elde edilen S. aureus ve MRSA
izolasyon oranlar1 ¢cok yiiksek olmasa da, 6zellikle hayvansal orijinli gidalarda ve gida
endiistrisinde S. aureus tespitinin kisisel hijyen yetersizliginden kaynaklanabilecegi,
MRSA’larin insanlara bulagsmasinin direkt temas yoluyla olabildigi gibi, hayvansal
orijinli gidalarin tikketimi ile de olabilecegi, hem MRSA izolatlarinin, hem de antibiyotik
direng genlerinin aktariminda gidalarin aracilik yapabilecegi ve bu durumun halk sagligi

acisindan potansiyel tehlike yaratabilecegi goz ardi edilmemelidir.

5. SONUC VE ONERILER

Sunulan Tez ¢alismasinda, Usak ili merkez, yakin ilge ve kdylerinde bulunan halk
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pazarlarinda agik olarak satisa sunulan toplam 100 tulum peyniri 6rneginden izole edilen
10 S. aureus izolatinin biri mecA-MRSA, biri ise mecC-MRSA olarak belirlendi. Siit ve
stit irtinlerinde MRSA varligi; izolatlarin potansiyel patojenitesi, izolatlarda antibiyotik
direnciyle iliskili genlerinin varlig1 ve bu genlerin aktarilabilir olmasi, siklikla kullanilan
antibiyotiklere karsi ¢oklu ila¢ direnci goriilebilmesi ve MRSA izolatlarinin zoonotik
potansiyeli nedeniyle halk sagligi acisindan potansiyel bir tehlike olarak kabul
edilmektedir. Orneklenen tulum peynirlerinde S. aureus ve MRSA prevalans1 dikkat
cekici oranda yiiksek olmasa da, bu sonug, MRSA'nin tulum peynirlerinde
bulunabilecegini, dolayisiyla Orneklenen peynirlerin MRSA izolatlarinin ve direng
genlerinin aktariminda aracilik etme potansiyeline sahip olabilecegini ve halk sagligi

acisindan potansiyel risk teskil edebilecegini gosterdi.

Tez calismasinda elde edilen veriler, MRSA suslarinin kiiresel bir saglik sorunu
olarak goriilmesinden dolayi, peynir kontaminasyon kaynaklarinin daha iyi kontrol
edilmesi gerektigini diisiindiirdii. Gidalarda ve gida isletmelerinde ¢alisan personellerde
S. aureus’a sikca rastlanmasindan dolayi, gidalarda ve gida endiistrisinde S. aureus ve
MRSA tespitinin kisisel hijyen yetersizliginden kaynaklanabilecegi gibi, gida
hazirlamada kullanilan ekipmanlarin da kontaminasyona neden olabilecegi goz ardi
edilmemelidir. Bu nedenle, gida giivenligi i¢in peynirlerin hazirlik, {iretim ve tiiketime
sunulmasi agamasinda personel hijyeni basta olmak iizere, hijyenik dnlemlerin daha etkin
sekilde alinmasi gerektigi diisliniildii. Hayvansal oijinli gida iriinlerinde antibiyotik
direncli bakterilerin azaltilmas1 ve direncin yayilmasinin énlenmesinde, gida iiretiminin
her asamasinda "¢iftlikten sofraya" ilkesi temel alinarak hijyenik uygulamalarin
iyilestirilmesi etkili olacaktir. Bunun yani sira, tek saglik yaklasimi dogrultusunda
cagimizin en biiyiik sorunlarindan olan antimikrobiyal diren¢ sorunu dikkate alindiginda,
MRSA'nin yiiksek oncelikli antimikrobiyal direngli patojen olarak degerlendirilip, bu

bakteriye, gida kaynakli patojenler listesinde yer verilmesi gerektigi diisiiniildii.

Yapilan literatiir taramalarinda, ulusal ve uluslararasi arastirmalarin genellikle S.
aureus izolatlarinda mecA geni varliginin belirlenmesine yonelik oldugu, ancak mecC
genine iliskin veri yetersizligi bulundugu dikkati ¢ekti. Sunulan Tez calismasi, Tirkiye'de

tulum peynirlerinden izole edilen S. aureus izolatlarinda mecC geni varliginin gosterildigi
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ilk calismadir. Bu anlamda bu Tez caligsmasinin, konu ile ilgili ulusal ve uluslararasi

literatiire katki saglayacag diistintildii.
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