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OZET

AFYONKARAHISAR’DA SATISA SUNULAN KAYMAKLARDAN iZOLE
EDILEN Staphylococcus aureus SUSLARINDA METISILIN VE PANTON-
VALENTINE LOKOSIDIN GENLERININ ARASTIRILMASI

Bu caligmada, Afyonkarahisar’da iiretilen ve satisa sunulan Afyon kaymaklarindan
izole edilen S. aureus suslarinda metisilin ve Panton-Valentine 16kosidin genlerinin
arastirilmasi amaglandi. Bu amagla, 2019-2020 yillar1 arasinda Afyonkarahisar merkez,
ilce ve kdylerindeki halk pazarlarinda satilan toplam 110 adet kaymak 6rnegi toplandi.
Kaymaklardan S. aureus izolasyonu konvansiyonel kiiltiir yontemleri kullanilarak
gerceklestirildi. Orneklerden izole edilen S. aureus suslarinin dogrulamasi PZR ile
yapildi. Ayrica suslarda mecA ve pvl genlerinin varligi da PZR ile arastirildi. Calismada
110 adet kaymak Orneginin 14'tinden standart kiiltiir yontemiyle S. aureus izole
edilirken, bunlardan 13"i (%11,8) PZR ile S. aureus olarak tiplendirildi. Toplam 13 S.

aureus susunun hicbirinde mecA ve pvl genleri bulunamadi.

Anahtar Kelimeler: Kaymak, Metisilin, mecA, Panton-Valentine Lokosidin, pvl,

Staphylococcus aureus



SUMMARY

INVESTIGATION OF METHICILLIN AND PANTON-VALENTINE
LEUKOCIDIN GENES IN Staphylococcus aureus STRAINS ISOLATED
FROM CLOTTED CREAM SOLD IN AFYONKARAHISAR

This study aimed to investigate the methicillin and Panton-Valentine leukocisin genes
in S. aureus strains isolated from Afyon clotted cream samples produced and sold in
Afyonkarahisar. For this purpose, a total of 110 clotted cream samples sold in public
bazaars located center, center town and villages of Afyonkarahisar were collected
between 2019-2020. The isolation of S. aureus from clotted cream samples was
achieved by conventional cultural methods. The confirmation of S. aureus strains
isolated from samples was made by PCR. In addition, the presence of mecA and pvl
genes in strains was invesitgated by PCR. In this study while S. aureus was isolated
from 14 of 110 clotted cream samples by standard cultural methods, 13 (11.8%) of 110
samples were typed to be S. aureus by PCR. The mecA and pvl genes were found in

none of the 13 S. aureus strains.

Key words: Clotted cream, methicillin, mecA, Panton-Valentine Leukocidin, pvl,

Staphylococcus aureus



ONSOZ

Afyon kaymagi genellikle manda siitiinden yapilmakla birlikte son donemlerde inek
sitinden de yapilmaya baglanmistir. Kaymak yapiminda iretimin ekonomik
olabilmesi i¢in siit yag1 oraninin yliksek olmasi ile birlikte begeni ile tiiketilmesi i¢in
beyaz olmasi gerekmektedir. Siit yag oran1 %9,27 ve siit yagi rengi beyaz oldugu igin
manda siitinden yapilan kaymak tiiketici acisindan daha cok tercih edilmektedir.
Tiirk Gida Kodeksi'ne gore kaymak; icerisinde en az %60 oraninda siit yagi bulunan
ve disaridan herhangi bir katki maddesi katilmadan 6zel yontemlerle yapilip sekil
verilen krema olarak tanimlanmaktadir.

Sunulan ¢aligmanin temel amaci; 6rneklemenin yapildigi Afyonkarahisar’da
ev sartlarinda manda veya inek siitlerinden iiretimi yapilan ve halk pazarlarinda
satisa sunulan Afyon kaymaklarindan Staphylococcus aureus izolasyonu ve izole
edilen suslarda metisilin ve Panton-Valentine 16kosidin toksin genlerinin varliginin
genotipik olarak arastirilmasidir.

“Afyonkarahisar’da  Satisa  Sunulan  Kaymaklardan izole Edilen
Staphylococcus aureus Suslarinda Metisilin  ve Panton-Valentine Lokosidin
Genlerinin  Arastiritlmas1’”  konulu yiiksek lisans tez c¢alismamda, bilgi ve
tecriibeleriyle yardimci olan damismanmim Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Dali Bagkani Prof. Dr. Esra SEKER olmak iizere, Anabilim
Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Beytullah KENAR ve Selguk Universitesi Hemsirelik
Fakiiltesi Halk Saglhigi Hemsireligi Anabilim Dali dgretim iiyesi Prof. Dr. Yahya
KUYUCUOGLU’na tesekkiir ederim. Ayrica labaratuvar ¢alismalarinda yardimlarimi
esirgemeyen Mikrobiyoloji Anabilim Dali Arastirma Goérevlisi Oguz Kaan TUREDI
ve saha calismalarinda desteklerini esirgemeyen sevgili esim Suat YAKAN’a
tesekkiir ederim. Son olarak beni hep destekleyen annem ve babama tesekkiir ederim.

Aliye HORASAN YAKAN

Afyonkarahisar
2021
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SIMGELER ve KISALTMALAR

a: Alfa

OC: Santigrat derece

ng: Mikrogram

CAMP: Siklik adenozin monofosfat

DNaz: Deoksiriboniikleaz

ET-A: Epidermolitik Toksin A

ET-B: Epidermolitik Toksin B

F: Fast

Fbp: Fibrinojen Baglayan Protein

Fc: Kristalize Fragment

fem: Metisilin direncinin ekspresyonu i¢in gerekli faktorler, factors essential for the
expression of methicillin resistance
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Ig: immunoglobulin
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MSSA: Metisiline duyarli Staphylococcus aureus

MSCRAMM: Microbial Surface Proteins Recognizing Adhesive Matrix Molecules
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S: Slow

SCCmec: Stafilokokal kromozomal kaset mec
SSS: Stafilokokal deri sendromu

TGK: Tiirk Gida Kodeksi

TK-MRSA: Toplum kaynakli metisiline direngli Staphylococcus aureus
TSSS: Stafilokokal Toksik Sok Sendromu
TUIK: Tiirkiye Istatistik Kurumu

U: Unit
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1. GIRIS

Siit; insanlarin giindelik ihtiyaci olan protein, yag, karbonhidrat, mineral gibi besin
maddelerini yeterli ve dengeli sekilde igeren gida maddesi olarak tanimlanabilir.
Siitiin en 6nemli bilesenlerinden biri siit yagidir. Siit yaginin 6zgiil agirhigmin (0,931
g/ml) sivi kismindan (1,034 g/ml) daha diisiik olmasi sebebiyle, siit bir siire
bekletildigi zaman siitiin yagli kismi yukariya dogru ¢ikarak yilizeyde toplanmaya
baslar ve kiirecikler halinde bulunan yaglar birleserek kiitleler olusturur. Yiizeyde
bulunan tabaka yagca zengin hale gelerek siit yagindan olusan “kaymak tabakasi1” adi
verilen giday1r olusturur. Kaymak yag orani yiikksek ve kuru madde bakimindan

zengin bir gida maddesidir (Akarca ve Tomar, 2018).

En az %60 siit yag1 iceren krema olan kaymak, geleneksel iiretimde siitiin
teknigine uygun olarak kaynatilip sogutulmasi sonucu elde edilen siit {iriinii olup
hafif asidik tatta olup kremsi yapida olan siit {iriiniidiir. Geleneksel olarak evlerde
iiretimi yapilan manda kaymagi manda siitiinden tretilmektedir. Tirkiye’de asil
olarak Afyonkarahisar’da ve g¢evresinde ayrica Orta Anadolu’da manda siitiinden
yapilirken, Afyonkarahisar’in dogusunda inek siitiinden de yapilmaktadir (Kocatiirk
vd., 2019; Albay vd., 2021). Tirk Gida Kodeksi (TGK) Yonetmeligi Krema ve
Kaymak Tebligi'ne (TGK, 2003) gore kaymak; igerisinde en az %60 oraninda siit
yag1 bulunan ve disaridan herhangi bir katki maddesi katilmadan 6zel yontemlerle
yapilip sekil verilen krema olarak tanimlamaktadir. Kremalar igerdikleri siit yagi

oranlarina gore;

-agirlikca en az %10 siit yag1 igeren krema “az yagl krema”
-agirlikca en az %18 siit yagi igeren krema “krema”

-agirlikca en az %45 siit yag: iceren krema “tam yagli krema” adi altinda

piyasada bulunmaktadir (TGK, 2003).

Tirk Gida Kodeksi Krema ve Kaymak tebligine gore kaymagm “Afyon

Kaymag1” olarak tanimlanmasi i¢in manda siitiinden ve teknigine gore iiretilmesi



gerekmektedir (TGK, 2003). Gelencksel kaymak yapiminda taze manda siitii ya da
yag orani krema eklenmesiyle yiikseltilmis inek siitii kullanilmaktadir. Siitler sagilir
sagilmaz cift kath tiilbent siizgecler yardimiyla aliiminyum veya kalayli bakir
tavalara siiziiliir. Siiziilen siitler oncelikle 70-75 0C’ye kadar 6n 1sitmaya tabi tutulur.
On 1sitmadan sonra eger kaymak inek siitiinden elde ediliyorsa %10 oraninda taze
krema ilave edilmesi gerekir. Manda siiti kullanilmasi durumunda ise krema
eklemeye gerek yoktur. On 1sitmay1 takiben tavalardaki siitler siirekli karistirilarak
90-95 °C'ye kadar 1sitilmali ve 1sitma islemine 4-5 saat devam edilmelidir. islemin
sonunda siitler genis tabanli ve 8-10 cm yiiksekligine sahip tavalara belirli
yiikseklikten aktarilarak koplik olusumu saglanmali ve gozenekli yapida olmasi
saglanmalidir. Soguk bir alana alinan tavalar 40-45 OC'ye kadar sogutulmaya
birakilmalidir. Sogutma sonrasi siitler tekrar 70-75 0C’ye kadar tekrar 1sitilarak
sonrasinda 24 saat soguk odaya alinarak kaymak tabakasinin olusumu saglanmalidir.
Bu kaymak tabakasinin sertlesmesi i¢in T{izerlerine buz parcalar1 konularak
sertlesmesi saglanmakta ve bigak yardimiyla kesilerek ve paketlenerek tiiketime

sunulmaktadir (Kurt ve Ozdemir, 1988).

Kaymak; yagca zengin siit {irinii olup ve tiretiminde yeterli hijyen ve
sanitasyon kurallarina uyulmamasi, ¢apraz bulasmalarin Oniine gecilemememesi,
ambalajlama ve depolama kosullarina uyulmamasi durumunda kolaylikla
bozulmaktadir. Is1 islemi uygulamasi sonrasinda mikroflorasi azaltilmis olan siit ve
stit irtinleri Staphylococcus aureus ile kontaminasyona ugramis besinler, Stafilokok
intoksikosyonun olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (Akarca ve Tomar, 2018). Bu
nedenle S. aureus kaymak gibi iiriinlerde (pH, su dengesi vb.) uygun kosullarda ¢ok
hizli gelisebilmekte ve halk sagligi agisindan tehlike olusturabilmektedir (Alisarl
vd., 2003).

S. aureus tarafindan iiretilen penisilinaz enzimine direngli yar1 sentetik
penisilin tlirevi bir antibiyotik olan metisilin 1959 yilinda iiretilerek klinik kullanima
sunulmus, ancak 1961 yilinda Ingiltere’de ilk metisiline direngli S. aureus (MRSA)
susu bildirilmistir (Jevons, 1961; Lowy, 2003). O tarihten giiniimiize MRSA

hastanelerde, toplumda ve hayvancilikta zamanla artan onemde bir patojendir.



MRSA epidemiyolojik gruplarimi ayirt etmek icin hastane kaynakli MRSA (HK-
MRSA), toplum kaynaklt MRSA (TK-MRSA), ciftlik hayvanlar ile iligkili MRSA
(LA-MRSA, Livestock-Associated MRSA) olarak gruplandirma yapilmistir. Ilk
olarak 1961 yilinda HK-MRSA tanimlanmis ve daha sonra MRSA suslar1 topluma ve
sonralar saglik tesislerine yayilmistir. Bin dokuz yiiz doksan yilinda ise TK-MRSA
ve LA-MRSA suslar1 tanimlanmistir (Wu vd., 2019) .

Panton-Valentine Lokosidin (PVL); lokosit yikimina ve doku nekrozuna
sebeb olan bir toksin olup metisiline direngli S. aureus son yillarda toplum kaynakli
enfeksiyonlarda 6dnemli halk sagligi acisindan sorun olmaya baslamistir (Lina vd.,
1999; Lo ve Wang, 2011; Tuna vd., 2020). Ciddi sorunlara neden olan pvl biribiri ile
sinerjik etki gosteren iki komponentli toksin olup konak I6kositlerin membranlarinda
porlar olusturarak bu hiicrelerin erimesine neden olurlar. PVL sentezleyen suslar
tarafindan olusan enfeksiyonlar ¢ok siddetli seyretmekte ve akut nekrotizan
pnémonilerde oldugu gibi 6liimle de sonuglanabilmektedir. Ozellikle toplum kokenli
suglar tarafindan sentezlenmekle birlikte yapilan ¢alismalar PVL pozitif S. aureus
suglarinin hastane kaynakli salginlara da neden oldugunu gostermektedir (Lina vd.,

1999; Peacock, 2006; Lo ve Wang, 2011).

1.1. Stapyhlococcus

Staphylococcus terimi mikroskop altindaki karakteristik tiziim salkimi seklindeKi
goriniimiinden dolayr Yunancada iiziim salkimi anlammna gelen “staphyle”
sOzcuglinden tiretilmistir. Etkenler 1878 yilinda Robert Koch tarafindan ilk kez 151k
mikroskobunda goriintiilenmis ve ardindan etkenlerin ilk defa sivi besiyerinde
tiretilmesi islemi 1880 yilinda Louis Pasteur tarafindan basarilmistir. Staphylococcus
terimi ise ilk kez 1881 yilinda Iskogyali cerrah Alexander Ogston tarafindan
kullanilmigtir. Friedrich Julius Rosenbach ise 1884 yilinda, irinli yaralardan kiiltiir
olarak elde ettigi kolonilerin altin saris1 renginden dolayr S. aureus ismini
kullanmigtir. Bu asamalardan sonra yapilan ¢alismalarda yogun olarak S. aureus’un

patojen olmayan Staphylococcus tiirlerinden ayirma islemlerine baslanmis olup, 1930



yilindan itibaren koagiilaz reaksiyonu S. aures’un diger tiirlerden ayriminda
kullanilmaya baslanmigtir. Diger Stafilokok tiirlerinin belirlenmesi i¢in yapilan
calismalar 1960’11 yillarda Baird Parker tarafindan baslatilmistir. Koagulaz negatif
Staphylococcus (KNS) tiirleri 1970°li yillarin ortalarina kadar patojen siniflar
icerisinde  degerlendirilmezken, vakalarin artmasiyla KNS tiirlerinin izole
edilmesinin ardindan arastirmalar bu yone dogru kaydirilmistir (Rosenbach, 1884;
Kloos ve Bannerman, 1999; Cookson vd., 2003; Akan, 2006; llgaz vd., 2011).

Staphylococcus tiirleri 16S rRNA sekans analizine gore, taksonomik olarak
Staphylococcaceae familyast igerisinde yer alir (Franklin, 1998; Fong ve Kolia,
2003). Staphylococcus cinsi igindeki tiir ve alt tirler zamanla degiskenlik
gostermistir. Mikrobiyolojinin temel kaynaklardan biri olan Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology adli kaynaga gore bu cins altinda Staphylococcus arlettae,
Staphylococcus aureus subspecies anaerobius, Staphylococcus aureus subspecies
aureus, Staphylococcus auricularis, Staphylococcus capitis subspecies capitis,
Staphylococcus  capitis  subspecies  ureolticus,  Staphylococcus  caprae,
Staphylococcus  carnosus,  Staphylococcus  caseolyticus,  Staphylococcus
chromogenes, Staphylococcus cohnii subspecies cohnii, Staphylococcus cohnii
subspecies urealyticum, Staphylococcus delphini, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus equorum, Staphylococcus felis, Staphylococcus gallinarum,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus hyicus,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus kloosii, Staphylococcus lentus,
Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus muscae, Staphylococcus pasteurti,
Staphylococcus piscifermentans, Staphylococcus saccharolyticus, Staphylococcus
saprophyticus, Staphylococcus schleiferi subspecies coagulans, Staphylococcus
schleferi subspecies schleiferi, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus simulans,
Staphylococcus vitulus, Staphylococcus warneri, Staphylococcus xylosus olmak
tizere 36 tir ve alt tiir bulunmaktadir. S. aureus’un zaman igerisindeki tarihsel

gelisimi Cizelge 1.1'de gosterilmistir.



Cizelge 1.1: S.aureus’un tarihgesinde dnemli gelismeler (Hazimoglu, 2011)

Tarih Olay Kaynak
1881 Insan irininde i{iziim salkimi seklinde goriinen Ogston, 1881
mikroorganizma identifiye edildi
1884 Rosenbach Stafilokoklar1 pigment ozelligine gore Rosenbach, 1884
gruplandirildi
1940’ Hekimler invaziv Stafilokok infeksiyonlarinda Fluit ve Schmitz
yillarin goriilen 6nemli mortalite kargisinda ¢aresiz kaldilar 2003, Richardson
oncesi vd., 1994
1950’1 yillar  Coklu direng gosteren S. aureus ortaya ¢ikti, direng Barber, 1961
faj 80a yolu ile yayiliyordu
1959 Penisilin direngli S. aureus’un tedavisinde metisilinin Richardson vd.,
gelistirilmesi 1994
1961 Metisilin direnci S. aureus’un laboratuar suslarindan Barber, 1961
bildirildi
1963 Ik dogal olarak goriilen metisilin direncli S. aureus Jevons vd., 1963
(MRSA) rapor edildi
1960-2000 Stafilokoklarda makrolid, tetrasiklin, kloramfenikol, Lyon vd., 1987,
aminoglikozid ve fluorokinolon direngleri bildirildi Shanson, 1961
1980°li yillar  Metisilin direncinin genetik temeli agiklandi, PBP2a Hartman ve
karakterizasyonu yapildi Tomasz, 1984,
Matsuhashi vd.,
1986
Stafilokoklar; Gram pozitif, 0,5-1,5 pum c¢apinda kok seklinde, spor
olusturmayan, hareketsiz, patojen tiirleri kapsillii, baz1 suslar1t hari¢ (S.

saccharolyticus ve S. aureus subspecies anaberobius) fakiiltatif anaerofilik
bakterilerdir. Mikroskop altinda tekli, ikili, dortlii koklar halinde goriilebilir, bazen
de birka¢ kokun yan yana dizilmesi ile kisa zincirler ya da iiziim salkimi benzeri
sekiller ortaya ¢ikarabilirler (Holt vd., 1994; Tiikel vd., 2000; Quinn vd., 2004;
Akan, 2006; llgaz vd., 2011).

Stafilokoklar sivi besiyerinde iretildiklerinde homojen bulaniklik ve/veya
cokiintli olustururken, kat1 besiyerlerinde aerob ve fakiiltatif anaerob ortamlarda
kolayca {ireyebilirler. Kanli agarda 18-24 saatte yuvarlak, diizgiin kenarli, hafif
konveks, opak, 1-4 mm c¢apinda koloniler yapmaktadirlar (Holt vd., 1994). Gram

pozitif olan Stafilokoklar, eskimis kiiltiirlerden yapilan Gram boyamada Gram



negatif reaksiyon verebilirler (Yiice, 1992). Stafilokoklar ¢evre sartlarina ve
dezenfektanlara en ¢ok dayanan, kiltirlerde 4 °C’de 2-3 ay, -20 °C’de 3-6 ay
dayanma siiresine sahip mikroorganizmalar olup, 60 °C’de 30 dakikalik 1s1l islemlere
de dayaniklilik gosterirler. Etkenler yiiksek tuz yogunluklarima da dayaniklilik
gostermekte olup %7,5-%10 NaCl igerigine sahip ortamlarda iireyebilmektedir.
Antibiyotiklere karsi ¢ok kolay direng olustururlar. Penisilinaz etkisiyle penisilinin
etkisini ortadan kaldirirlar (Yiice, 1992; Holt vd., 1994; Kloos ve Bannerman, 1999;
Quinn vd., 2004; Akan,2006; Winn vd., 2006).

1.1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus adimi genel besiyerlerinde altin sarisi renginde koloni
olusturmasindan almigtir. 16S rRNA sekans analizinde Staphylococcaceae
familyasinda yer alan S. aureus'un genomu yaklasik olarak 2,8 Mbp uzunlugunda
olup; profajlar, transpozonlar ve plazmidler gibi ekstra kromozamal genetik
elementler icerir (Franklin, 1998; Fong ve Kolia, 2003).

Cizelge 1.2 S. aureus'un siniflandirilmasi (Todar,1994)

Domain Bacteriae

Alem Eubacteria

Bo6lim Firmicutes

Simf Bacilli

Takim Bacillales

Aile Staphylococcaceae
Cins Staphylococcus
Tiir S. aureus




Cizelge 1.3. Hayvanlarda S. aureus etiyolojili bazi enfeksiyonlar (Quinn vd.,1999; Quinn
vd., 2004)

Konakg1 Enfeksiyon

Sigir Subklinik, kronik, akut, perakut veya gangrentz mastitis
Meme impetigosu
Meme bas pistiilleri

Koyun Akut, perakut veya gangrendz mastitis
Kene piyemisi
Periorbital egzama
Stafilokokal dermatitis

Kegi Subakut veya perakut mastitis
Stafilokokkal dermatit

Domuz Akut, subakut ve kronik mastitis
Botriyomikoz

S. aureus Nekrotik Stafilokokal endometritis

Meme impetigosu

At Akut mastitis
Botriyomikoz (kastrasyonu takiben)

Tavsan Yeni dogan eksudatif dermatitisi
Apse
Konjuktivitis
Piyemi

Kiimes Bumble-foot

hayvanlar1  Artritis ve septisemi
Omfalitis (nadir)

Kedi-kopek  Supuratif lezyonlar

1.1.1.1. Staphyloccocus aureus’un Kiiltiir, Ureme Ozellikleri ve Identifikasyonu

Staphylococcus ‘lar aerobik veya fakiiltatif anaerobik sartlar altinda 37 °C’de kolayca
tireme Ozelligine sahiptir. Segici olmayan besiyerinde diiz, parlak, dairesel, konveks
koloniler olustururlar. S. aureus genellikle beyazdan sariya kadar degisik renklerde
koloniler olusturmaktadir. Etken, %10’luk NaCl konsantrasyonlarinda ¢ok iyi
gelisirken, %15’lik NaCl konsantrasyonlarinda gelisimleri zayiftir. Optimum
gelismeleri 30-40 °C’de ve 7-7,5 pH'da kolaydir. Ayrt edici besiyerinden mannitol
salt agarda yiiksek yogunlukta tuz varliginda iireyebilen Stafilokoklardan S. aureus,
diger Staphylococcus lardan mannitolu fermente ederek koloniler etrafinda sar1 hare

olusturmastyla ayrilir. Mannitol salt agarda bakterilerin iireyebilmesinin belirlenmesi



icin 48-72 saat inkubasyon gerekli olabilmektedir. Etkenler anearobik ortamda
bircok karbonhidrati metabolize ederek asit olusturmalarina ragmen; arabinoz,
sellobiyoz, dekstrin, inositol, rafinoz ve ksilozdan asit olusturmazlar. S. aureus’u
diger tiirlerden ayiran 6zellikleri arasinda anaerobik ortamda glukozu ve mannitolii
fermente etmeleri ve a-toksin olusturmalar1 yer alir (Holt vd., 1994; Quinn vd., 1999;
Quinn vd., 2004).

Stafilokoklarin identifikasyonunda en énemli adimlardan bir tanesi koagiilaz
testidir. Laboratuvar ortaminda Koagiilaz testi; lamda koagiilaz testi ve tiipte
koagiilaz testi olmak iizere iki yontemle tespit edilir. Koagiilaz testi lam yontemi ile
bagh, tiip yontemi ile serbest koagiilazin tayini igin kullanilir. Lamda koagiilaz
reaksiyonu negatif olan Stafilokoklar i¢in mutlaka tlip koagiilaz testinin de
uygulanmas1  Onerilir.  Koagiilaz  pozitif olan  Stafilokoklarin  (KPS)
identifikasyonunda Voges-Proskauer ve L-pirolidonil aminopeptidaz (PYR) testleri
de uygulanmaktadir. S. aureus’un niikleik asitleri hidrolize eden deoksiriboniikleaz
(DNaz) ve termostabil endoniikleaz enzimleri iretebilmesinden faydalanilarak
hazirlanan testlerden de yararlanilir (Holt vd., 1994; Quinn vd.,1999; Quinn vd.,
2004).

1.1.1.2. Virulans Faktorleri

Stafilokoklar konak¢i viicuduna giris yaptigt zaman immun sistem hiicreleri olan
nétrofiller tarafindan 6ldiriilirler. Bu nedenle Stafilokoklarin virulans faktorleri daha
fazla hiicre i¢i 6liimlerden veya fagositozdan kurtulma yoniinde gelisim gosterirler.
Virulans faktorlerinin ¢ogu klinik semptomlarin (6rn. toksik sok sendromu) ortaya
¢ikmasindan sorumludur. Ancak bazi ciddi S. aureus enfeksiyonlarinin ¢ogunlugu
tek bir virulans faktoriiniin etkisiyle ortaya ¢ikmaktadir. infeksiyon siireci esnasinda
degisik hastaliklarin karismasiyla virulans faktorleri Stafilokokal hastaliklarin
patogenezine katkida bulunurlar. S. aureus’un virulens faktorleri yapisal bilesenler,
enzimler ve toksinler olmak iizere ii¢ baslik altinda toplanirlar (Peacock, 2006; llgaz
vd., 2011).



1.1.1.2.1. Adezinler

Ekstraseliiler patojenik bir bakteri olan S. aureus, infeksiyon siirecinin ilk asamasi
olarak kolonizasyonu saglayan komponentler yardimiyla konak hiicrelerinin
ekstraseliiler yiizeylerine yapisir. Bu yapisma "Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules (MSCRAMM)" olarak tanimlanan yiizey
proteinleri ile iligkilidir. Bu adeziv molekiiller S. aureus’un hiicre duvari yiizeyinde
bulunur. Adezinler ¢ogunlukla hiicre duvar peptidoglikanina kovalent olarak
baglanirlar (Patti vd., 1994; Peacock, 2006). Bunlar sirasiyla;

Fibrinojen baglayan proteinler (CIfA, CIfB ve Fbp)
Fibronektin baglayan proteinler (FNbA ve FnbB)
Kemik sialoprotein baglayan proteinler (Bbp)
Kollajen baglayan proteinler (Cna)

Elastin baglayan proteinler (EbpS)

Yiizeysel 6zel adezin proteinleri

Protein A'dir (Patti vd., 1994).

Adezinler; elastin baglayan proteinler, kollajen baglayan proteinler,
fibronektin baglayan proteinler, Protein A, clumping faktor gibi kimyasal yapilart ve
hiicre duvar1 yerlesimleri birbirine benzeyen ylizey bilesenleridir. Bu proteinlerin
prototipi olan protein A’nin en 6nemli 6zelligi bazi immunoglobiilinlerin (IgG1,
1gG2, 1gG3) kristalize fragment (Fc) reseptorleri ile birlesebilmesidir. Giiglii
immnojenik karaktere sahip olan protein A komplementi aktive etme 6zelligine sahip
olmasiyla antifagositik, kemotaktik ve mitojenik karaktere sahiptir. Ayrica hiicre
disina salinan protein A ayni reseptore baglanarak komplemente bagli viicut
savunmasinda bakteriyi korur. Bazi enfeksiyon hastaliklarin tanisinda in vitro
deneylerde (antijen aramak amaciyla kullanilan agliitinasyon temeline dayanan)

kullanilabilir (Peacock, 2006).
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S.aureus yakin iligkili olarak iki gen tarafindan kodlanan ve FnbA ve FnbB
olarak bilinen iki fibronektin baglayan protein (Fnb) salgilamaktadir. Bu
proteinler endokarditis ve osteomyelitis enfeksiyonlarinda 6nemli rol oynarlar
(Jonsson vd., 1991; Johansson vd., 2001).

Kemik sialoprotein baglayan proteinler (Bbp): Sadece kemik ve dentin tabakasi
tizerinde bulunan ekstraseliiller matriks proteinleridir (Oldberg vd., 1988).
S.aureus’un bu proteine baglanmast Mr 97000’iin kemik sialoprotein—baglayan
proteini ile iliskilidir (Yacoub vd., 1994).

Kollajen baglayan protein (Cna): Kollajen pek ¢cok dokuda ekstraseliiler matriksin
en onemli bileseni olarak kabul edilir. S. aureus, kikirdaga adezyonunu igin gerekli

olan kollajen baglayan bir protein salgilar (Peacock, 2006).

Elastin baglayan proteinler (EbpS): S.aurues’'un doku ve organlarina elastikiyet
kazandirmak olan en 6nemli yapisal proteindir. Elastin salgilanmasi akciger, deri,
kan damarlarinda en yiiksek seviyededir. Ancak elastin memeli dokularinda diisiik

seviyelerde salgilanir (Peacock, 2006).

1.1.1.2.2. Hiicre Duvari ve Kapsiil

Stafilokoklarin hiicre duvarinin ana yapisint diger Gram pozitif bakterilerde oldugu
gibi peptidoglikan ve teikoik/lipoteikoik asit olusturur (llgaz vd., 2011). Bakterinin
kuru agirhigmin yaklasik %50’si N-asetilglukozamin (NAGA) ve N-asetilmuramik
asit (NAMA) polimerlerinden olusan disakkarit yapidaki peptidoglikan
tabakasindan olusur. Peptidoglikan tabakasi mikroorganizmanin osmotik stabilitesini
saglayarak bakteriye seklini verir. Ayrica peptidoglikan tabakasi makrofajlardan
sitokin ~ salinimimi  uyarmasiyla komplement aktivasyonuna ve trombosit
agregasyonuna neden olur. Monositlerden interlokin-1 (IL-1) salinimini uyarmasiyla

polimorfoniikleer 16kositlerin infeksiyon bolgesine toplanmasina ve apse olusumuna
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yol acar (Peacock, 2006). Sadece Gram pozitif bakterilerde bulunan ve ribitol veya
gliserol fosfat polimerlerinin birbirlerine fosfodiester baglariyla baglanmasiyla
olusan teikoik asit, bakterinin konakgi hiicresine adezyonunu saglar. Tek basina iken
zay1f bir immunojen olan teikoik asit, peptikoglikanla birlestiginde spesifik antikor
yanitin1 olusturabilen gii¢lii bir virulans faktorii etkisine sahiptir (Peacock, 2006;
llgaz vd., 2011).

Ekzopolisakkarit yapiya sahip olan kapsiil, "bakteriyel kapsiiler polisakkarit"
olarak adlandirilirlar. Bakterinin konak hiicreye adezyonunu saglayarak infeksiyon
patogenezinde 6nemli bir virulans faktorii olan kapsiil, bakteriyi fagositoza karsi da
korur. Giiniimiize kadar tanimlanan 11 kapsiiler serotipin iginde 6zellikle tip 8 ve tip
5 insan infeksiyonlarmin ¢ogundan sorumlu tutulmaktadir (Franklin, 1998; Fong ve
Kolia, 2003).

1.1.1.2.3. Biofilm Olusumu fle Tigili Yiizey Bilesenleri

S. aureus’un konak hiicrelerine kolonizasyonundaki ilk adim yapismadir. Bakteri
bunu MSCRAMM molekiilleri yardimiyla yapar, ancak hedefine ulasmak i¢in ikinci
bir yol biyofilm olusumudur. Eger bu yap1 ince, hiicre duvarina sikica yapisik degil
ve kolaylikla ayrilabilir bir yapida ise bu tabaka "slaym tabakasi" olarak adlandirilir.
Slaym tabakasinin %97 su olmak iizere %1-2 protein, %1-2 polisakkarit, %1-2 DNA
ve iyonlar bulunmaktadir. Bu bilesenlerden herhangi birisinin eksik olmasi

durumunda biyofilm olusmamaktadir (Yiiksekdag ve Baltaci, 2013).

Slaym faktoriiniin kemotaktik etkisinin oldugu fakat slaym tarafindan
uyarilan polimorf cekirdekli l6kositlerde miyeloperoksidaz saliniminin az oldugu
goriilmiistiir. Bu durum mikroorganizmanin hiicre i¢inde yasam siiresinin uzamasina
neden olmaktadir ve slaym olusturan bakterilerle gelisen hastaliklarda antibiyotik

tedavisi basarisizligima ve kronik enfeksiyonlara daha sik rastlanilmaktadir
(Christensen vd., 1994).
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Antimikrobiyaletkenlere direng anoksik ¢evreye ve besin yokluguna uyum,
hiicre boliinmesinin radikal bir sekilde azalmasi (downregiile) ve diisiik metabolik
aktivte ile karakterize fenotip yoluyla olmaktadir. Stresli biyofilm matrisinde
antibiyotiklerin yiiksek seviyelere toleransli yavas biiyliyen hiicreler olugmaktadir.

(Lewis, 2010).

1.1.1.2.4. Ekstraseliiler Protein Toksinleri

S. aureus konak hiicre morfolojisini veya fonksiyonunu etkileyen cok sayida
ekstraseliiler toksin tiretebilir ve bu toksinler sayesinde ¢ok yogun inflamatuar yanit

olan bolgelerde tiremelerini siirdiirebilir (Peacock, 2006).

Hemolizinler; c¢esitli hayvanlarin ve insanlarin eritrositlerinde lizis yapip
yapmamalarina, ortamin 1s1 derecesi ve zamana, toksisite derecelerine bagli olarak
alfa, beta, gama ve delta hemolizinler olarak siniflandirilirlar. Hemolizinler ¢ogu S.
aureus susunda kromozom {izerinde kodlanmig olarak bulunurlar (Quinn, 2004;
Peacock, 2006).

Alfa hemolizin (Alfa toksini); Eritrosit ve bazi lokosit tipleri iizerine
hemolitik etkiye sahip olmasima karsin nétrofillere kars: etkisizdir. Ozellikle tavsan
eritrositlerine kars1t hemolitik aktivitesi yiiksek olan a-toksin ayni zamanda
norotoksik ve dermonekrotik etkiye de sahiptir. Tavsan eritrositlerinin alfa toksine
diger memeli eritrositlerine oranla en az 100 kat, insan eritrositlerine gore ise 1000
kat duyarli oldugunu bildirmislerdir (Dinges vd., 2000; Otto, 2014). Bu sitotoksin
kirmiz1 kan hiicrelerini ve ldkositleri protein igerikli reseptér yoluyla ADAMIO,
disintegrin ve metalloproteinaza baglanarak parcalar (Valeva vd., 1997; Wilke ve

Bubeck Wardenburg, 2010).

Beta hemolizin (Beta toksini, sfingomyelinaz C); Hiicre membraninda
bulunan sfingomyelin ile eritrosit, 16kosit ve fibroblast hiicrelerine etki ederler ve en

iyi koyun eritrositlerine, daha az olarak insan ve tavsan eritrositlerine litik etki
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gosterirler. Antijeniktir, antitoksini ile nétralize olur ve formol ile toksoid hale
getirilebilir. Alfa ve beta toksini invaziv Stafilokok enfeksiyonlari igin tipik doku
hasar1 ve apse olusumundan sorumlu tutulurlar. Beta toksin ayn1 zamanda Listeria
monocytogenes tarafindan {iretilen ve S. aureus’un hemoliz etkisini arttiran etkiye
sahip olan CAMP faktorle etkilesen sinerjik hemolize neden olan yapidir (Peacock,
2005; Alen vd., 2006; Moreillon vd., 2005).

Gama hemolizin (Gama toksin); hemolizin tavsan eritrositi i¢in hemolitiktir
ve membran hasar1 16kositlerde (nétrofil, monosit, granulosit ve makrofaj) de
gozlenmistir (Vandenesch vd., 2012). Bu grup hemolizinler S (slow, HIgA ya da
HIgC) VE f (fast, HIgB) olarak tanimlanan polipeptidlerden olusmaktadir. S
bilesenlerinin toksinlerin hiicre tipine hassas olarak etki gostermektedir. F bileseni
konak hiicrelerde fosfaditilkolini hedef aldigi, S bilesenini ise konak hiicre
membrania baglandigin1 ve hiicre pargalanmasina neden oldugu belirtilmistir

(Meyer vd., 2009).

Delta hemolizin (Delta toksin); 3 kDa molekiil agirliginda olan delta toksin
hiicre membraninda porlar olusturabilen polipeptid olup bir¢ok S. aureus susu
tarafindan sentezlenebilir. Genis sitolitik aktiviteye sahip olmasina ragmen diger
sitolitik toksinler kadar etkin degildir. Gama toksin eritrositler ve diger memeli
hiicreleri ile beraber membrana bagli organeller, sferplast ve protoplast subseliiler

yapilar1 da lize etmektedir (Dinges vd., 2000).

Eksfoliyatif toksin; epidermolitik bir toksin olup protein yapilidir.
Stafilokokal infeksiyonlarin vezikiiler ve eksfoliyatif deri lezyonlarinin olugsmasindan
sorumludur. Toksin, immunolojik etkileri farkli 24 kDa molekiiler agirhiginda
preteolitik  Ozellikleri  sayesinde  epidermisin  mukopolisakkarit — matriksini
parcalayarak ayni biyolojik aktiviteleri gosteren Epidermolitik Toksin A (ET-A) ve
Epidermolitik Toksin B (ET-B) olmak tizere ikiye ayrilir. ET-A kromozamal kokenli
olup 100 °C 1siya 20 dakikaya kadar dayamirr. ET-A epidermisteki stratum

granulosum tabakasini olusturan hiicrelerin baglarinin kopmasina ve stratum
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granulosumun ayrilmasma neden olur. Bu nedenle soyulmus (haslanmis) deri

lezyonlarina (staphylococcal skin syndrome, SSS) neden olur (Peacock, 2006).

Enterotoksinler; ilk defa 1914’de Barber’in Stafilokokal mastitisli inegin
slitiinii  igmesi sonrasinda ortaya c¢ikan ve mide bulantisiyla seyreden akut
gastrointestinal enfeksiyon sekillenmesiyle fark edilmis, ancak 1930’lu yillarda Duck
tarafindan kanitlanana kadar tam olarak anlasilmamustir. Enterotoksinler aslinda
ekzotoksin olup ancak sindirim sistemini etkiledigi igin enterotoksin olarak
adlandirilmaktadir. Enterotoksinlar insan beynindeki kusma merkezini uyarirlar ve
kusmaya neden olduklarindan norotoksin etki de gosterirler (Marth ve
Halpindohnalek, 1989). Isiya direngli, 100 °C’ye 30 dakika dayanabilen, molekiil
agirhigr 26900-29600 kDa arasinda degiskenlik gosteren polipeptid (daha ¢ogunlukla
lizin, tirozin, aspartik asit ve glutamik asit) yapisinda maddelerdir. Sicakliga oldugu
kadar toksinlerin pepsin ve tripsin gibi preolitik enzimlere kars1 da dayanikli olmasi,
enterotoksinlerin sindirim dokularindan etkisini yitirmeden ge¢mesine olanak

saglamaktadir (Konag, 2006).

Enterotoksinler; makrofaj ve yardimer T lenfositlerden, sirasiyla IL-1 ve IL-2
salimimin1 uyararak sindirim kanalinda siiper antijen olarak davranirlar. S. aureus
suglarinin ~ %35-50°sinin bu toksinleri olusturdugu bilinmekte olup, besin
zehirlenmelerinde en sik karsilasilan toksinler A ve D tip enterotoksinlerdir
(Moreillon vd., 2005; Alen vd., 2006).

Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1); sistemik olarak salinan, 22 kDa
molekiiler agirliga sahip, protein yapisindadir. Siiper antijen gibi davranan TSST-1,
T lenfosit proliferasyonu ve monositlerden IL-1 salinimini uyarir. Son yillarda KNS
tiirlerinin neden oldugu toksik sok sendromu da bildirilmistir (Dinges vd., 2000;
Moreillon vd., 2005; Alen vd., 2006).

Lokotoksinler (Ldkosidinler); membran hasar1 olusturan, 16kosit

tahribatina neden olan toksinlerdir. Beseri hekimlikte 1okosidal toksin iireten
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izolatlarin nekrotik deri lezyonlari, frunkulozis, osteomyelitis, kanama ve nekrotizan
pnémoni vakalarindan izole edildigi bildirilmistir (Lina vd., 1999; Koneman vd.,
2006; Peacock, 2006)

Lokosidinler polimorf niikleer nétrofiller ve makrofajlar tizerinde sinerjik
olarak etki yapan, molekiil agirligi 32 kDa olan fast (F) ve 35 kDa olan slow (S)
olmak {izere iki protein komponentinden olugurlar. Lokosidin; hiicre zarinda
potasyum ve diger katyonlara karsi gecirgenligi arttirict gézeneklerin agilmasini
saglayarak etkili olur. Komponentler ayr1 ayri bulunurlar, ancak litik etkilerini
gosterebilmeleri icin bir araya gelmeleri gerekir. Sinerjezik etkiler ile bu
komponentler 16kositlerin membranlarinda iyon gecirgenligini arttiran gdézenekler
acillmasina sebep olurlar. S. aureus’un en Onemli 16kosidini Panton-Valentine
Lokosidin (PVL) insanlarda nekrotizan primer kutandz infeksiyonlar, deri ve
yumusak doku enfeksiyonlari, nekrotizan pndmoni ve tekrarlayan osteomyelitislerle
iliskilendirilmesi sebebiyle 6zellikle MRSA infeksiyonlarin patogenezinde 6nemli
virulans faktoradir (Lina vd., 1999; Peacock, 2006; Monecke vd., 2007; Lo ve
Wang, 2011).
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Sekil 1.1: PVL'nin doku nekrozuna nasil aracilik ettigini gosteren model. PVL, LukS-PV ve
LUkF-PV'nin iki bileseni, PMN membranlar {izerinde gozenek olusturucu bir heptamerde
birlesmeden once S. aureus'tan salgilanir. Yiiksek PVL konsantrasyonlart PMN lizisine
neden olurken, diisiik konsantrasyonlar dogrudan mitokondriyal membranlara baglanarak
yeni bir PMN apoptosis yolagina aracilik eder. Doku nekrozu, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) lizislenmis PMN'lerden salinmasindan kaynaklanabilir. Alternatif olarak, parcalanmig
PMN'lerden graniil igeriginin salinmasi, enflamatuar bir yanit olusturarak sonucta doku
nekrozuna yol acabilir. PVL'nin epitel hiicreleri iizerinde dogrudan bir nekrotik etkiye sahip
olmasi muhtemel degildir (Boyle-Vavra ve Daum, 2007)

1.1.1.2.5. Enzimler

Stafilokoklar konake¢i sisteminde kendilerine avantaj saglayan birgok enzime
sahiptir. Bu enzimler, Stafilokoklarin yayilimin1 kolaylastirarak —infeksiyon

patogenezinde rol oynarlar (Peacock, 2006).

Katalaz; tiim Stafilokoklar (S. saccharolyticus ve S. aureus subspecies.
anaerobius hari¢) tarafindan firetilen toksik hidrojen peroksidi (H0,), toksik
olmayan oksijen ve suya ayristiran enzimdir. Ayrica bakteriler, bu enzim sayesinde
fagositlerin i¢inde toksik oksijen radikalleri tarafindan dldiiriilmeye diren¢ kazanirlar

(Koneman vd., 2006).
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Koagiilaz; Stafilokoklar tarafindan iiretilen plazma pihtilasma proteini olup,
S. aureus’un biitiin suslar1 koagiilaz pozitiftir. Koagiilaz proteini lamda ve tiipte
koagiilaz testleri ile belirlenir. Serbest koagiilaz ve bagl koagiilaz (clumping faktor)
olmak {izere iki tiirii vardir. Yapilan c¢alismalarda KPS tiirlerinde kalin fibrin
tabakasinin, mikroorganizmay1 fagositoza karsi korudugu ve patojeniteye katki

sagladig1 belirtilmistir (Cengiz, 1999; Koneman vd., 2006).

Lipaz; KNS’larin yaklasik %30’undan fazlasi tarafindan iretilir ve yaglar
hidrolize ederek viicudun lipid igeren bolgelerinde Stafilokoklarin yasamasini saglar.
Yiizey dokular1 invaze ederek fronkiil ve karbonkiil gibi infeksiyonlarin gelisimine

neden olmaktadir (Cengiz, 1999; Koneman vd., 2006).

Hyaluronidaz; S.aureus susalrinin yaklasik olarak %90’inindan tarafindan
iiretilen enzim oOzellikle bag dokusunda bulunan hiicreleri birarada tutan asidik
formda mukopolisakkaritlerden hyaluronik asidi hidrolize ederk etkenin doku
iclerinde yayilimini saglamaktadir. Bu enzim bakterilerin dokuda yayilimim
sagladiklarindan dolay1 ‘yayilma faktorii’ olarakta adlandirilmaktadir (Sandel ve Mc
Killip, 2004, Winn vd., 2006, Hart vd., 2009).

Fibrinolizin (Stafilokinaz); plazmada bulunan plazminojeni aktive ederler
ve plazmin olustururlar. Fibrinotik etkisi ile fibrini parcalar ve organizmanin

yayilmasina neden olurlar (Koneman vd., 2006).

Fosfatidil inozitol-spesifik fosfolipaz C (PI-PLC) sayesinde S. aureus
Okaryatik hiicre membralarindaki fosfolipitleri hidrolize ederek hiicresel sinyal
yapisinit bozmakla beraber, kutan6z ve subkutanoz dokulara yayilimi saglanmis olur.
PI-PLC tarfindan yikimlanan dokular komplement aktivasyonu sirasinda biyoaktif
tamamlayict birlesenler ve {riinler tarafindan daha duyarli hale gelmektedir
(Kizanlik, 2019). Fosfatidil inozitol; eriskin tip solunum gii¢liigii sendromu ve
dissemine intravaskiiler koagiilasyon bulunan hastalardan izole edilen suslardan

saptanmis olup, bu suslar penisilinlere direnglidir (Alen vd., 2006).
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Deoksiboniikleaz (DNaz); 1siya direngli olan, endo ve ekzoniikleaz
aktivitesine sahip ve nikleik asitleri 3 "fosfomononiikleotitlere parcalayan

fosfodiesterazlardir (Koneman vd., 2006).

Beta-laktamaz; Stafilokoklarin ¢ogu tarafindan salgilanan, penisilin grubu
antibiyotiklerdeki  beta-laktam  halkasinin  hidroksil ~ grubunu pargalayarak
etkisizlestiren enzimdir (Peacock, 2005; Alen vd., 2006).

Staphylococcus tiirlerinin gesitli virulans faktorleri Cizelge 1.5'de, S. aureus

tarafindan tretilen toksik komponent ve toksinler ise Cizelge 1.4'da 6zetlenmistir.

Cizelgel.4. Stafilokoklarin virulans faktorleri (Lowy,1999; Kloos ve Bannerman, 1999;
Bohach ve Foster, 2000; Berkiten, 2005)

Hiicresel bilesenler Hiicre dis1 iiriinler
-------- TOKSINLER ENZIMLER
Kapsiil Alfa toksin Koagiilaz
Protein A Beta toksin Stafilokinaz
Elastin baglayici protein Gama toksin Niikleaz-
DNaz
Kollajen baglayici protein Delta toksin Hiyaliironidaz
Fibronektin baglayici protein Lokosidin Lipaz
Kiimelestirici faktor Enterotoksinler B-laktamaz
Peptidoglikan Toksik sok sendromu toksini-1 Proteaz
(TSST-1)
Teikoik asit Eksfoliatif toksin Fosfataz
Lipotikoik asit Lizozim
Slime tabakasi Laktat
dehidrogenaz
Katalaz
Asit fosfataz
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Cizelge 1.5. S. aureus tarafindan iiretilen toksik komponent ve toksinler (Timbury vd., 2002)

Toksin Etki

Hemolizinler (a, B,y) Sitoliktik: Cesitli hayvan tiirlerinde eritrositlerin lizisi

Koagiilaz Plazmay1 pihtilagtirir. Laboratuvarlarda KPS ve KNS tiirlerinin
ayriminda kullanilir.

Fibrinolizin Fibrinin sindirimi

Lokosidin Lokositlerin tahribi

Hyaluronidaz Hyoluronik asidin par¢alanmasi

Dnaz DNA hidrolizi

Protein A Lipolitik

Kapsiil Antifagositik

Epidermolitik toksin Epidermal yayilma ve eksfoliatin

Enterotoksinler Kusma, ishale sebep olan gida zehirlenmeleri

Toksik Sok Sendrom Sok, deri dokiintiisii

Toksini

1.1.2. Metisilin Direnci

Son yillarda hastane enfeksiyonlarinin spektrumunda yer alan hemen hemen tim
mikrobiyal ajanlara kars1 direng gelistirdigi goriilen Staphylococcus aures suslarinda
penisilinin yaygin kullanimindan kisa siire sonra penisilin direnci, yaklasik bir yil
sonra da metisilin direnci ortaya ¢cikmustir. Stafilokoklarda metisilin direncinden
Stafilokokal cassette chromosome mec (SCCmec) adi verilen 40-60 kilobayt (kb) bir
DNA bolgesinde yer alan mecA geni sorumludur (Sevgican vd., 2009; Hasbek, vd.,
2002).

S. aureus’ta epidemiyolojik olarak metisiline karst en onemli antibiyotik
diren¢ mekanizmasi; tim p-laktamlara diisiik affiniteli olarak ekstra penisilin
baglayict bir proteini (PBP2a) kodlayan kazanilmis bir gen olan mecA ile iligkilidir.
mecA’nin S. aureus kromozomuna sokulmast yiiksek mortalite oranlarindan sorumlu
olan MRSA pandemilerin ortaya g¢ikmasina Sebep olmaktadir (Rolo vd., 2017).
Metisiline direngli genlerin yayilmast 1940’larda penisilin direncinin ortaya
cikmasiyla goriilmiistiir. 1960’larda farkli baskin faj tipleriyle (6rnegin 83 kompleks)
klonal yayilma dalgalar1 bildirilmistir ve vakalarin biiylik bir kismindan sorumlu
tutulmustur (Lowy, 2003). mecA geni 40-60 kb biiytikliigiinde genetik bir element

olan SCCmec iizerinde yer alir. Her ne kadar arastirmalar her gegen giin artsa da
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SSCmec’in horizontal transfer ile olustugu 6ne siiriilmiistiir (Boyle-Vavra ve Daum,
2007; Yilmaz, 2019). SCCmec; metisilin direncinde aktif rol oynayan ve PBP2’nin
degisiklige ugramis hali olan PBP2a’y1 kodlayan mecA ve mecC geni ile mecA
transkripsiyonunu diizenleyen mecl ve mecRI genlerinden olugmaktadir (Boyle-
Vavra ve Daum, 2007). MRSA izolatlarinin ¢ok biiyiikk bir kismi kromozomlari
tizerinde mecA genini tasirlar. PBP2a diinyanin ¢ogu bdlgesinde izole edilmis ve
metisiline direngli olan KPS ya da KNS tiirlerinde gosterilmistir. Metisiline duyarh

olanlarda ise mecA geni mevcut degildir (Wang vd., 2015).

S. aureus’larda mecA geninin varhigi ile ortaya ¢ikan metisilin direnci
fenotipik olarak homojen ve heterojen diren¢ olmak iizere iki farkli sekilde meydana
gelmektedir. Homojen direncin goriildiigli S. aureus’lar mecA genini tagirlar ve
hepsinde bu gen eksprese olmustur. Yiiksek diizeyde dirence sebep olurlar ve
direncin tespiti ortamin pH’st 1s1, tuz konsantrasyonu, inkubasyon siiresi gibi
cevresel faktorlerle iliskili degildir. Heterojen direncte ise; koloniyi olusturan tiim
bakteriler mecA geni tasgimasina ragmen diren¢ ancak 10° ya da 10° bakteriden
birinde tespit edilmektedir. En sik karsilasilan direng tiirtidiir. Bunlarin mecA geninin
fonksiyonunu kontrol ettigi sanilan femA (metisilin direncinin ekspresyonu i¢in gerekli
faktorler, factors essential for the expression of methicillin resistance), femX veya mecR,
mecl gibi kontrol genlerine bagl olarak meydana geldigi diisiiniilmektedir. Bu direng
tiirli duyarlilik testlerinde %4’liikk NaCl igeren ortamda, diisiik 1sida ve inkiibasyon

siiresinin 48 saat oldugu sartlarda daha iyi tespit edilmistir (Unal, 1996).

Cizelge 1.6. Stafilokoklarda metisiline diren¢ mekanizmalar1 (Unal, 1996)

Intrinsik (kromozomal )diren¢ -Yeni bir PBP=PBP2a sentezi nedeni ile
olusan direng
A)heterojen direng
B)homojen direng
-Mevcut PBP2'lerin beta laktam
antibiyotiklere afinitelerinin azalmasi
Kazamlmis (plazmid) direng Stafilokokal beta laktamazlarin  fazla
salgilanmalari
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Bu calismada Afyonkarahisar ilinde, aile isletmelerinde iiretilen ve halka agik
pazarlarda satisa sunulan kaymaklardan S. aureus izolasyonu ile izole edile suslarda

mecA ve pvl genlerinin varliginin arastirtlmasi amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Kaymak Orneklerinin Toplanmasi

Kasim 2019 ve Aralik 2020 tarihleri arasinda Afyonkarahisar ili merkez ilge ve diger
ilgelerde bulunan pazar yerlerinden ve tireticilerin evlerinden toplam 110 adet her
biri 200 g ev tipi iretim yapilan kaymak 6rnegi alindi. Alinan kaymaklar ayni giin
icerisinde, aseptik kosullarda ve soguk zincirde Afyon Kocatepe Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji  Anabilim Dali laboratuvarina getirildi.
Kaymaklarin 85'1 inek kaymagi, 14'i manda kaymagi, 11'1 ise inek ve manda siitii
karistk kaymak olarak simiflandirildi. Orneklenen kaymaklarin érnekleme yapilan

yerlere ve orijinine gore dagilimi Cizelge 2.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.1 Kaymak o6rneklerinin toplandigi yerler, 6rneklerin orijini ve iiretim tipi

Ornek No Orneklerin Toplandig1 Yer Orneklerin Orijini
1 Siiliimenli Inek
2 Siiliimenli Inek
3 Siiliimenli Inek
4 Siiliimenli Inek
) Beyyazi Inek
6 Beyyzai Inek
7 Kiiciikgobanh Karigik
8 Akoren Inek
9 Kiiciikgobanlar Karisik
10 Kiigiikgobanlar Inek
11 Belce Inek
12 Gazligol Inek
13 Gazligol Inek
14 Uglerkayasi Karigik
15 Akoren Inek
16 Mahmutkéy Manda
17 Suhut Cobanlar Koyii Karigik
18 Kiiciik¢obanlar Manda
19 Kiiciik¢obanlar Manda
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Cizelge 2.1: Devam
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

Biiyiikgobanlar
Biiyiikgobanlar
Kiigiikgobanlar
Kii¢iikgobanlar
Akoren
Akoren
Beyyazi
Beyyazi
Beyyazi
Beyyazi
Beyyazi
Cobanlar
Cobanlar
Cobanlar
Cobanlar
Cobanlar
Belce
Belce
Gazligol
Gazligol
Gazligol
Gazligol
Gazligol
Gazligol
Gazligol
Ablak
Ihsaniye
Gazlhigol
Beyyazi
Beyyazi
Beyyazi
Beyyazi
Beyyazi
Beyyazi
Beyyazi
Beyyazi
Beyyazi
Beyyazi
Akoren
Akodren
Akoren
Akoren
Akodren
Akodren
Akoren
Cumali
Cumali
Cumal
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Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Manda
Manda
Manda
Manda
Manda
Karigik
Karisik
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Karigik
Karigik
Karisik
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
inek
inek
Inek
Inek
inek
inek
Inek
inek



Cizelge 2.1 Devamm

68 Cumali Inek
69 Cumali Inek
70 Cumali Inek
71 Thsaniye Inek
72 Cumali Inek
73 Siiliimenli Inek
74 Siiliimenli Inek
75 Siiliimenli Inek
76 Siiliimenli Inek
77 Beyyazi Inek
78 Beyyazi Inek
79 Beyyazi Inek
80 Beyyazi Inek
81 Siiliimenli Inek
82 Siiliimenli Inek
83 Siiliimenli Inek
84 Beyyazi Inek
85 Beyyazi Inek
86 Siiliimenli Inek
87 Siiliimenli Inek
88 Cumal1 Inek
89 Cumali Inek
90 Siiliimenli Inek
91 Beyyazi Inek
92 Akoren Inek
93 Suhut Inek
94 Suhut Inek
95 Akoren Inek
96 Beyyazi inek
97 Beyyazi Inek
98 Kii¢ciikgobanlar Inek
99 Gazligol inek
100 Akoren Inek
101 Gazligol Manda
102 Gazligol Manda
103 Belce Karigik
104 Thsaniye Manda
105 Gazligol Inek
106 Gazligol Inek
107 Akéren Manda
108 Akoren Karisik
109 Gazligol Manda
110 Gazligol Manda

2.1.2. Besiyerleri, Soliisyonlar, Cézeltiler, identifikasyon Kitleri
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Baird Parker agar (BPA) (Merck, Almanya)

Egg-yolk tellurite emulsion (Merck, Almanya)

Brain heart infusion broth (BHIB) (Oxoid, Ingiltere)
Fizyolojik tuzlu su (%0,9’luk FTS)

Gram boyama soliisyonlari

Hidrojen peroksit ¢ozeltisi (%3’likk ve %30’ luk H,0,)
Tryptone soy agar (TSA) (Oxoid, Ingiltere)
Trypticase soy broth (TSB) (Oxoid, Ingiltere)
Oksidasyon/fermantasyon (O/F) basal medium (Merck, Almanya)
Oksidaz strips (Oxoid, Ingiltere)

Parafin (Tekkim, Bursa, Tirkiye)

Gliserin (Tekkim, Bursa, Tiirkiye)

%1'lik glukoz ve mannitol soliisyonlari

EDTA'li tavsan plazmasi (BD BBL™, ABD)

2.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda (PZR) Kullanilan Buffer, Soliisyon,
Ekipman ve Cihazlar

Vorteks (Ika, Almanya)
Hassas Terazi (Ohaus-Pioneer, Isvicre)

Tris-Borate-EDTA Buffer 10X (10XTBE Buffer) (ThermoFisher Scientific,
Almanya)

Ethidium bromid soliisyonu (AppliChem, Almanya)
Agaroz (Basica Le Agarose, Fransa)

Primerler (ThermoFisher Scientific, Almanya)
dNTP mix (Fermantas, Litvanya)

MgCl; (Fermantas, Litvanya)
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Tagq DNA Polymerase (Fermantas, Litvanya)
5XLoading dye (Fermantas, Litvanya)

Sogutmali santrifiij (Sigma, Almanya)

Thermal cycler (Techne-TC-Plus, Ingiltere)
Elektroforez gii¢ kaynagi (Thermo Scientific, ABD)
Jel elektroforez cihazi (Thermo Scientific, ABD)

UV-transilluminator (Vilber Lourmat, Avustralya)

2.2. Metot

2.2.1. Orneklerden Staphylococcus aureus’un izolasyon ve Identifikasyonu

Aseptik kosullarda toplanan ve soguk zincirde laboratuvara ulastirilan kaymak
numunelerinin her biri oncelikle kendi kabi icerisinde homojenize edildi. On
zenginlestirme amaciyla her bir kaymak 6rneginden 10 g alinarak, igerisinde 90 ml
BHIB (Brain Heart Infusion Broth) bulunan tiiplere kaymaklar aktarildi. Brothlar, 37
%C’de aerobik kosullarda 24-48 saat inkube edildi. inkubasyon islemi sonrasi deney
tiiplerindeki o6rnekler ilk dnce vorteks yardimiyla karigtirildi ve homojenize edildi.
Islemin sonunda her bir 6n zenginlestirme sivisindan &ze yardimiyla alindi ve
igerisine iretici firmanmn Onerisi dogrultusunda Egg-yolk tellurite emiilsiyonu
eklenmis (50 mL/1 L) Baird Parker agara ve ayrica Tryptone soy agara ekim
islemleri yapildi. Ekim yapilan petriler 37 °C’de acrobik kosullarda 24-48 saat
inkube edildi (Pamuk vd., 2012). inkubasyon siiresi sonunda agarda iiremis etrafi
mat ve donuk bir zonla gevrili gri-siyah renkli en az bes koloni iiredigi belirlenen
ornekler, S. aureus yoniinden siipheli olarak kabul edilerek bu kolonilerin koloni
morfolojisi, Gram boyanma 6zelligi, oksidaz, lamda ve tiipte katalaz, lamda ve tiipte
koagulaz aktiviteleri, glukozun fermentasyonu ile mannitoliin anaerobik
fermentasyonu testleri yapildi (Quinn vd., 2004; Arda, 2011; Gezgen ve Seker,
2016). Standart biyokimyasal testleri takiben S. aureus olarak identifiye edilen

suslar, daha sonra DNA ekstraksiyonu ve mecA ve pvl genlerinin belirlenmesi
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amaciyla gerceklestirilecek olan PZR testlerinde kullanilmak tizere, %15 oraninda

gliserin igeren Trypticase soy broth i¢erisinde -20 °C’de saklandi.

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

2.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Calismada metisiline direng geni ve pvl toksin geni pozitif kontrol suslar1 ve elde
edilen S. aureus test suslarindan DNA ekstraksiyonu i¢in kaynatma yoOntemi
kullanildi. Kaynatma yontemi i¢in kontrol suslari uslar1 ve test suslarinin TSA’da
tiremis olan taze ve saf kolonilerinden birer tane secilerek, koloniler igerisinde 500
ul steril distile su bulunan ependorflar (DNaz-RNaz igermeyen) igerisinde siispanse
edildi. Elde edilen siispansiyonlar 100 °C’de benmari usulii 10 dk kaynatildiktan
sonra sogumaya birakildi. Soguyan siispansiyonlar 10.000 rpm'de (9167 g) 5 dk
santrifiij edildi Santrifiij sonrast her bir slipernatanttan 300 pl alimip DNaz-RNaz
icermeyen epondorf tiiplerine aktarildi ve PZR karisiminda hedef DNA olarak
kullanilmak iizere -20° C’de muhafaza edilmek iizere saklandi (Garipcin ve Seker,
2015; Gezgen ve Seker, 2016).

2.2.2.2. Amplifikasyon Kosullari

Calismada Staphylococcus cins spesifik 16S rDNA ve mecA genlerinin
belirlenmesinde ikili PZR protokolii, pvl toksin geninin belirlenmesi i¢in ise tekli
PZR protokolii kullanildi. Kullanilan primer dizileri, beklenen bant biiytikliikleri ve

primerlerin onerildigi kaynaklar Cizelge 2.2'de gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Kullanilan primerlere ait oligoniikleotid sekanslari, bant biiyiikliikleri ve
referanslar

Oligoniikleotid Sekanslar Bant
Hedef (5-3) Biiyiikliigii Referans
Genler (bg)
16S Forward CAGCTCGTGTCGTGAGATGT 420 Strommenger ve
rDNA Reverse AATCATTTGTCCCACCTTCG ark., 2003
mecA Forward CCTAGTAAGCTCCGGAA 314 Choi ve ark., 2003
Reverse CTAGTCCATTCGGTCCA
Pvl Forward ~ ATCATTAGGTAATGTTCTGGGACATGATCA 433 Lina ve ark., 1999
Reverse GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC

Final hacmi 25 pl olacak sekilde hazirlanan PZR karisimini olusturan
bilesenler ve miktarlar1 16 sSRNA ve mecA genleri igin Cizelge 2.3'de, pvl geni i¢in
Cizelge 2.4°de gosterilmistir. DNaz ve RNaz bulunmayan mini PZR tiiplerine 20’ser
ul olarak dagitilan PZR karigimlarinin tizerine 5’er pl hedef DNA eklendi ve
karisimlar  vortekslendi. Tamamlanan reaksiyon Kkarisimlari igin  uygulanan
amplifikasyon kosullar1 Cizelge 2.5’de sunulmustur. Ethidium bromid (5ul/ml) ile
boyanan %1,5 lik agaroz jelde 100 volt sabit akimda 60 dk elektroforeze tabi tutulan

amplifikasyon triinleri UV-transilluminatérde goriintiilendi.

Cizelge 2.3. PZR karigimini olusturan bilesenler ve miktarlari (16s rDNA ve mecA)

PZR Bilesenleri Miktarlan
10XPCR buffer 2,5 ul
dNTP karigimi 0,5 ul

MgCl, 3ul

16S rDNA-F 0,1 pl
16S rDNA-R 0,1 pl
mecA-F 0,1 pl
mecA-R 0,1 pl
Taq DNA polimeraz (1U) 0,2 ul
Distile Su 13,4 ul
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Cizelge 2.4. PZR karisimini olusturan bilesenler ve miktarlari (pvl)

PZR bilesenleri Miktarlar
10XPCR buffer 2,5 ul
dNTP karigimlari 0,5 ul

MgCl, 3ul

Primer-F 0,1 ul
Primer-R 0,1 pl
Taq DNA polimeraz (1U) 0,2 ul
Distile su 13,6 ul

Cizelge 2.5: 16s rDNA, mecA, pvl genleri igin uygulanan amplifikasyon kosullar

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siire
mecA mecA
16SrDNA  pvl  16S rDNA pvl

On Denatiirasyon 1 95°C 95°C 5dk 5 dk
Denatiirasyon 30 95°C 94 °C 2 dk 1dk
Primer Baglanmasi 30 54 °C 62 °C 1dk 30 sn
Uzama 30 72°C 72°C 2 dk 1dk
Son uzama 1 72°C 72°C 7 dk 5 dk
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3. BULGULAR

3.1. Izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

Sunulan ¢alismada; Afyonkarahisar ili Merkez ve diger ilge ve koylerde ev tipi
tiretimi yapilan ve halk pazarlarinda satisa sunulan manda kaymagi, inek kaymagi ve
manda-inek siitlinlin karisimindan yapilan toplam 110 adet kaymak 6rnegi S. aureus
izolasyonu yoniinden incelendi. Klasik ekim yontemleri ve kolonilere S. aureus
identifikasyonu i¢in uygulanan biyokimyasal testler sonrasinda 110 adet kaymak
orneginin 14'linden S. aureus izolasyon ve identifikasyonu gerceklestirildi. Boylece
calismada klasik yontemler kullanilarak elde edilen S. aureus izolasyon oran1 %12,7

olarak bulundu.

Kaymak orneklerinden identifiye edilen 14 sustan yedisinin inek siitii orijinli,
besinin manda siitli orijinli ve ikinin de inek ve manda siitiiniin karisimiyla yapilmis

kaymaklardan elde edildigi belirlendi.

3.2. PZR Bulgulari

Toplam 110 kaymak numunesinden identifikasyonu klasik kiiltiirel yontemler
kullanilarak gerceklestirilen 14 adet S. aureus susuna uygulanan ikili PZR
sonuglarina gore; suslardan 13'liniin 16S rDNA genine sahip oldugu, ancak hig
birinin mecA geni tasimadigi belirlendi. Ayrica, PZR ile S. aureus olarak
tiplendirilen 13 adet susun hi¢ birinde pvl toksin genine de rastlanmadi. Toplam 110
kaymak numunesinden PZR ile S. aureus izolasyon orani %11,8 olarak bulundu.
Klasik yontemlerle inek siitii orijinli kaymaklardan izole edilen suslardan birisi PZR
ile S. aureus olarak dogrulanmadi. Boylece, kaymak 6rneklerinden PZR ile identifiye
edilen 13 sustan altisinin inek siitii orijinli kaymak numunesine ait oldugu belirlendi.

Suslarda Staphylococcus spesifik 16S rDNA ve mecA genlerinin arastirildigi jel
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goriintiisti Sekil 3.1'de, pvl toksin geninin arastirildig: jel goriintiisii ise Sekil 3.2'de

gosterilmistir.

M1 2 3 4 5 6 7 8 91011121314 - M

500 bp

100 bp

420 bp
Resim 3.1: 16S rDNA ve mecA genlerine ait PZR bulgulari. M: DNA ladder (100 bp); siitun

1,2,4-14: 16S rDNA pozitif S. aureus test suslar1 (420 bp); siitun 3: 16S rDNA negatif test

susu; stitun 1-14: mecA negatif S. aureus test suslari; -: steril distile su

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 -

500 bp

100 bp

Resim 3.2: pvl geninin arastirildig1 jel goriintiisii. M: DNA ladder (100 bp); siitun 1-13: pvl

geni negatif S. aureus suslar; -: steril distile su
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4. TARTISMA

En az %60 siit yagi igeren krema olan kaymak, geleneksel tiretimde siitiin teknigine
uygun olarak kaynatilip sogutulmasi sonucu elde edilen, hafif asidik tatta, kremsi
yapida olan siit iiriiniidiir. Geleneksel olarak evlerde tiretimi yapilan manda kaymagi
manda siitlinden iretilmektedir. Tirkiye’de asil olarak Afyonkarahisar’da ve
cevresinde, ayrica Orta Anadolu’da manda siitlinden yapilirken, Afyonkarahisar’in
dogusunda inek siitiinden de yapilmaktadir (Kocatiirk vd., 2019; Albay vd., 2021).
Ulkemizde ozellikle ilimiz Afyonkarahisar’da yaygm olarak tiiketilen kaymagin
geleneksel yontemlerle evlerde ve endiistriyel yontemlerle siit isletmelerinde iiretimi
devam etmekte (Kocatiirk vd., 2019) olup, Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)
verilerine gore; 2018 yilinda 32877 ton olarak hesaplanmis olan kaymak {iretimi,
2019 yilinda 39006 ton olarak hesaplanmistir. Ayrica kaymak tiretimi, 2020 yilinda
2019 yilma gore Mayis aymda %17 ve Ocak-Mayis doneminde %1,6 artmigtir
(TUIK, 2020).

Geleneksel bir siit iiriinii olan ve 6zellikle Afyonkarahisar'da Afyon kaymagi
olarak da bilinen, asil orijinini manda siitiinden alan kaymak, hem iiretildigi bolgeye
hem de iilke ekonomisine fayda saglayan ve yiiksek tiiketici paymna sahip bir
triindiir. Bu nedenle de, kaymagin mikrobiyolojik ve kimyasal kalitesine yonelik
cesitli aragtirmalar yapildigi goriilmektedir (Sagun vd., 2001; Yilsay ve Bayizit,
2002; Akalin vd., 2006, Pamuk vd., 2012; Saka ve Terzi Gulel, 2018). Van'da
kahvalt1 salonlarinda tiiketime sunulan siit {irtinlerinin mikrobiyolojik ve kimyasal
kalitelerinin belirlenmesine yonelik yapilan bir ¢alismada, 6rneklenen 10 kaymak
Orneginin ikisinden (%20) S. aureus izole edildigi bildirilmistir (Sagun vd., 2001).
Yilsay ve Bayizit (2002) tarafindan Bursa'da tiiketilen kaymaklarin mikrobiyolojik
Ozelliklerinin  arastirildigi  bir ¢alismada, 30 kaymak Orneginin 26'sinda
Staphylococcus spp. izolasyonu bildirilmis, ancak etkenler tir bazinda
tiplendirilmemistir. ~ Afyonkarahisar'da manda kaymaklarindan S. aureus
izolasyonuna yonelik yapilan bir ¢aligmada, 120 adet manda kaymaginin 26'sindan
(%21,6) S. aureus izolasyonu bildirilmistir (Pamuk vd., 2012). Samsun'da manda

siitli, manda kaymagi ve manda peynirlerinde S. aureus varligini arastiran bir
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calismada, orneklenen 50 manda kaymagindan S. aureus izolasyon oran1 %18 (n=9)
olarak rapor edilmistir (Saka ve Terzi Gulel, 2018). Aydin vd. (2011) tarafindan
yapilan bir baska ¢alismada, Marmara Bolgesi’nde tiiketime sunulan peynir, tereyagi,
yogurt ve kaymak Orneklerini igeren 452 adet siit triiniiniin 54'tinden (%11,9) S.

aureus izole edildigi bildirilmistir.

Bu calismada, Kasim 2019 ve Aralik 2020 tarihleri arasinda Afyonkarahisar
ili merkez il¢e ve diger ilgelerde bulunan halka agik pazar yerlerinden ve iireticilerin
evlerinden toplanan toplam 110 adet ev yapimi kaymak 6rnegi S. aureus varligi
yoniinden incelendi. Klasik yontemler kullanilarak yapilan izolasyon c¢aligmasinda
110 kaymagin 14'linden S. aureus izolasyonu gerceklestirilirken, PZR ile yapilan
identifikasyon sonrasinda 14 izolatin 13'i S. aureus olarak dogrulandi. Buna gore
calismamizda toplam 110 kaymak orneginden S. aureus izolasyon orani %11,8
olarak bulundu. Kaymak orneklerinden PZR ile identifiye edilen 13 sustan altisinin
inek siitii orijinli, besinin manda siitii orijinli ve ikinin de inek ve manda siitiiniin
karisimiyla yapilmis kaymaklardan elde edildigi belirlendi. Calismada elde edilen
izolasyon orani, diger arastiricilarin (Sagun vd., 2001; Pamuk vd., 2012; Saka ve
Terzi Gulel, 2018) bulgularindan daha diisiiktii. Bunun nedeninin, &rneklemenin
yapildig1 cografik bolge, drnek sayisi, 6rnekleme siirecindeki mevsimsel farkliliklar
ve kullanilan izolasyon ve identifikasyon yontemlerindeki farkliliklarla iliskili
olabilecegi diisliniildii. Calismamizda ayrica, S. aureus izolasyonu gergeklestirilen
kaymaklarin, Thsaniye ilgesi Gazligdl beldesi ve Sinanpasa ilgesi Akdren beldesinde
yapilip satisa sunulan kaymaklar oldugu tespit edildi. Sunulan ¢aligmada elde edilen
%11,8'lik izolasyon orani diisik olmakla birlikte, gida maddelerinde ya da gida
isletmelerinde bu bakteriye rastlanilmasi kisisel hijyen uygulamasinda aksaklik

oldugunun bir gdstergesi olarak kabul edilmektedir (Tunail, 2000).

Glinlimiizde antibiyotiklerin fazla, gereksiz ve hatali kullaniminin
yayginlagmasi, insan ve hayvan orijinli S. aureus suslarinin tedavi amacl kullanilan
ilaglara kars1 direng gelistirmelerine neden olmaktadir. Bu diren¢ mekanizmalarindan
birisi son yillarda 6nemle {izerinde durulan ve mecA geni tarafindan kodlanan PBP2a

sentezi ile iligkilendirilen metisilin direncidir. MRSA infeksiyonlart tiim diinyada
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hem halk sagligi hem de hayvan sagligim ilgilendiren 6nemli bir sorun haline
doniismiistiir. MRSA suslarinin yayilmasinda hayvansal orijinli gidalarin da aracilik
yaptiginin belirlenmesi, arastirmalarin bu yone ¢evrilmesine neden olmustur (Pamuk
vd., 2012; Wang vd., 2015; Gezgen ve Seker, 2016; Basanisi vd., 2017; Saka ve
Terzi Gulel, 2018). Ancak, genellikle yapilan ¢alismalarin mastitisli siitler ya da et ve
et Urlinleri lizerinde yogunlastigi, kaymaklardan MRSA izolasyonuna ydnelik ise
siirli sayida arastirma oldugu dikkati ¢ekmistir (Pamuk vd., 2012; Saka ve Terzi
Gulel, 2018). Basanisi vd. (2017) tarafindan yapilan bir arastirmada 3760 adet siit ve
stit iirtinii 6rneginden elde edilen 484 S. aureus izolatindan 40’ 1nn (%8,3) genotipik
olarak MRSA oldugu tespit edilmistir. italya'da siit ve siit iiriinleri ile et ve et
iriinlerini iceren 1634 gida 6rneginden izole edilen 160 S. aureus susunun altisinin
(%3,7) mecA geni tasidigit ve MRSA suslarinin tamaminin ¢ig siit ve peynirlerden
elde edildigi vurgulanmistir (Normanno vd., 2007). Tiirkiye'de Dogan vd. (2016)
tarafindan mastitisli ruminant siitlerinden izole edilen 177 S. aureus susunun 45'inde
(%25,4) mecA geni belirlendigi bildirilmistir. Afyonkarahisar'da 120 adet manda
kaymagindan izole edilen 26 S. aureus susunun 9'unda mecA pozitifligi belirlenmistir
(Pamuk vd., 2012). Saka ve Terzi Gulel (2018) tarafindan Samsun'da 6rneklenen 50
manda kaymagindan izole edilen 9 S. aureus susunun hi¢birinde mecA geni

bulunamadig: bildirilmistir.

Bu calismada, 110 kaymak orneginden izole edilen 13 S. aureus susunun
hi¢birinde mecA geni bulunmadi. Bazi arastiricilar, hayvansal gida orijinli MRSA
suslariin prevalansinin hastane ve toplumsal kaynakli MRSA suslarina oranla
oldukga diisiik diizeyde tespit edildigini bildirmektedir (Normanno vd., 2007; Saka
ve Terzi Gulel, 2018; Yilmaz, 2019). Ayrica, 6rneklerin elde edildigi hayvanlarin
antibiyotik kullanim ge¢misleri, suslarin orijini, test edilen sus sayist ve cografik

farkliliklarin da elde edilen bu sonugta etkili olabilecegi diisiiniildii.

Panton-Valentine 16kosidin toksini, Ozellikle insanlardaki S. aureus
infeksiyonlarinin patogenezinde 6nemli oldugu diisiiniilen, hem metisiline duyarl
hem de metisiline direngli S. aureus suslari tarafindan iretilebilen bir virulans

faktoriidiir. Bu toksinin insan infeksiyonlarindaki roli agiklik kazanmakla birlikte, S.
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aureus'un hayvanlarda neden oldugu infeksiyonlardaki gorevi tam olarak
aciklanamamistir (Rainard vd., 2003; Lo ve Wang, 2011). S. aureus suslarinda pvl
geninin varligia yonelik yapilan ¢alismalarin biiyiik bir kismi1 mastitisli ruminant
stitlerinden izole edilen S. aureus suslari iizerinde yogunlasmustir. Zecconi vd. (2006)
tarafindan yapilan bir aragtirmada mastitisli inek siitlerinden izole edilen 50 S. aureus
susunda pvl geni pozitifligi %56 (n=28) olarak bildirilmistir. Fueyo vd. (2005)
mastitisli inek siitlerinde yapmis oldugu arastirmada izole edilen S.aureus suslarinda
hi¢ pvl geni tespit etmediklerini belirtmislerdir. Ikawaty vd. (2010) Hollanda’da
yapmis olduklar1 ¢aligmada mastitisli inek siitlerinden izole edilen 76 S.aureus
susunun higbirinde pvl genine rastlamamiglardir. Tirkiye'de Hazimoglu (2011)
subklinik mastitisli inek siitlerinden izole ettigi 18 MRSA susunun sadece birinde pvl
geni belirlemistir. Kaynarca ve Tiirkyillmaz (2010) tarafindan Aydin ilinde yapilan
bir caligmada, sigir siitii orijinli 16 MRSA izolatinin hicbirinde pvl genine
rastlanmadig1 bildirilmistir. Gezgen ve Seker (2016) izmir'de mastitisli ineklerden
izole ettikleri 60 S. aureus susunun higbirinin pvl geni tasimadigini rapor etmislerdir.
Benzer sekilde, Afyonkarahisar'da yapilan bir baska calismada da mastitisli siit
orneklerinden izole edilen 23 S. aureus susunun hig birinde pvl geni belirlenemedigi

vurgulanmistir (Yilmaz, 2019).

Sunulan g¢alismada, Afyokarahisar’da tiretilen kaymaklardan izole edilen S.
aureus suslarinda pvl toksin geni varligi Tirkiye'de ilk kez arastirildi. Ancak izole
edilen 13 S. aureus susunun higbirinde pvl geni bulunamadi. Calismada izole edilen

sus sayisinin azliginin bu sonucun elde edilmesinde etkili olabilecegi diisiiniildii.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Afyonkarahisar’da ev tipi {iiretimi yapilan ve satisa sunulan
kaymaklardan izole edilen S. aureus suslarinda metisilin ve Panton-Valentine
Lokosidin genlerinin arastiritlmast amaglandi. Bu amagla, halk pazarlarindan
toplanan toplam 110 adet kaymak 6rneginin 13'iinden (%11,8) PZR ile S. aureus

identifiye edildi. Ancak, suslarin hi¢birinde mecA ve pvl geni tespit edilmedi.

Calismada orneklenen kaymaklardan elde edilen S. aureus izolasyon orani
diisiik olmakla birlikte, bu bakterinin 6zellikle gidalarda ve gida endiistrisinde
belirlenmesinin kisisel hijyen yetersizliginden kaynaklanabildigi unutulmamalidir.
Ayrica, mastitisli hayvanlarin siitlerinden yapilan cesitli tirtinlerde de S. aureus
bulunabilmekte, bu durum da halk saghigi agisindan potansiyel bir tehlike
olusturabilmektedir. Bu nedenle insan tiiketimine sunulan kaymaklarin {iretim ve

depolama sartlarinin iyilestirilmesi dnem arz etmektedir.

Sunulan ¢alismada, izole edilen S. aureus suslarinda mecA ve pvl genlerinin
varligina rastlanmamasi, izole edilen sus sayisinin azligi ile acgiklanabilir. Bununla
birlikte, 0Ozellikle mecA genlerinin hayvansal orijinli gidalardan izole edilen
Staphylococcus suslar1 araciligr ile insanlara aktarilabilir 6zellikte olmasi gozardi
edilmemesi gereken bir konudur. Bu nedenle de, geleneksel bir {irlin olan
kaymaklarda bu gen varligini arastiran caligmalara agirlik verilmesinin gerekli
olabilecegi disiiniildi. Ayrica, bu c¢alismada Tirkiye'de ilk kez kaymak
orneklerinden izole edilen S. aureus suslarinda pvl toksin geni varligi arastirild.
Suslarin higbiri bu toksin genine sahip olmamakla birlikte, kaymak ve diger siit
trinlerinde bu toksin geninin belirlenmesine yonelik calismalarin da ivme
kazanmasiin, bu triinlerde pvl gen prevalansinin ortaya ¢ikarilmasma Kkatki

saglayabilecegi diistiniildii.
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