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OZET

Balikesir Ilinde Siit ve Siit Uriinlerindeki Metisilin Direncli Staphylococcus

aureus’un Prevalansi ve Antibiyotik Direncliligi

Bu tez ¢alismasinda; Balikesir ilindeki ¢iftliklerden toplanan 50 tank sutl ve
125 siit iirlinii (15 yogurt, 40 beyaz peynir, 10 kasar peyniri, 15 tulum peyniri, 12
mihali¢ peyniri, 13 lor peyniri, 10 sepet peyniri ve 10 tereyagl) 6rneginde MRSA
prevalansinin saptanmasi Ve elde edilen izolatlarin antibiyotik direng profillerinin

belirlenmesi amaglanmistir.

Bu amacla; ilk olarak aseptik kosullarda toplanan Orneklere, MRSA
izolasyonu igin Mueller-Hinton Broth besiyerinde 6n zenginlestirme islemi
uygulanmustir. On zenginlestirme homojenatindan CHROMagar MRSA besiyerine
ekimler yapildiktan sonra elde edilen izolatlara lateks agliitinasyon testi uygulanmis
ve PCR kullanarak mecA geni yonunden analiz edilmistir. Ayrica fenotipik olarak
MRSA oldugu tespit edilen izolatlarin 11 farkli antibiyotige direnglilik durumlari

belirlenmistir.

Analize alinan Orneklerden elde edilen izolatlarin fenotipik olarak 26’s1 S.
aureus ve 3’ MRSA olarak tespit edilirken, genotipik olarak ise 17’si S. aureus ve
1’1t MRSA olarak dogrulanmigtir. MRSA izolatlarinin tamami ampisilin, penisilin,

stilfametoksazol-trimetoprim, sefoksitin ve oksasiline direngli bulunmustur.

Sonug olarak MRSA, tank stleri ve stt trtinlerinde diisiik oranda bulunsa da
coklu antibiyotik direncine sahip olmasindan dolay1 gida giivenligi ve halk sagligi
acisindan risk teskil etmektedir. Dolayisiyla Ozellikle sut sektdriinde Uretim
asamalarinda alet, ekipman ve personel hijyenine gerekli 6zenin gosterilmesi ile

HACCP ve GMP kurallarinin uygulanmasi gerektigi kanaatine varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci, tank sitii, MRSA, sut drunleri.



ABSTRACT

The Prevalence and Antibiotic Resistance of Methicillin Resistant

Staphylococcus aureus in Milk and Dairy Products in Balikesir Province

The aim of this thesis is to determine the prevalence of Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus in 50 bulk tank milk collected from farms and 125 dairy
products sample (15 yoghurts, 40 white cheeses, 10 kashar cheeses, 15 tulum
cheeses, 12 mihalic cheeses, 13 curd cheeses, 10 sepet cheeses and 10 butter sample)
retailed in the market in Balikesir province. The antibiotic resistance profile of the

strains was also evaluated.

For this purpose, aseptically collected samples were firstly pre-enriched in
Mueller-Hinton Broth and then spreaded onto the CHROMagar MRSA medium.
Typical colonies were thereafter subjected to latex agglutination test. Positive
colonies were finally confirmed by PCR for mecA gene. Antibiotic resistance status

of the isolates were assessed by disc diffusion assay against 11 antibiotics.

26 of the isolates were found to be positives for S.aureus and three of them
were positives for MRSA phenotypically. Among these, 17 were confirmed as S.
aureus and one as MRSA genotypically. It was found that all MRSA isolates were
resistance to ampicillin, penicillin, sulfamethoxazole-trimethoprim, cefoxitin and

oxacillin.

As a result, even though the prevalence of MRSA in bulk tank milk and dairy
products is relatively low, it may poses serious risks in terms of food safety and
public health due to the multiple antibiotic resistance profile. Therefore, it was
concluded that necessary hygienic measures especially in term of personel hygiene,
and disinfection of equipements in the dairy production stages should be taken and
HACCP and GMP regulations should be implemented.

Key Words: Antibiotic resistance, bulk tank milk, MRSA, dairy products.



SiIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

MRSA : Metisiline direncli Staphylococcus aureus
MSSA : Metisiline duyarl Staphylococcus aureus
PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

KNS : Koagllaz Negatif Stafilokok

FAO : Gida ve Tarmm Orgutii

PBP : Penisilin Baglayici Protein

ECDC : Avrupa Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi

HA-MRSA : Hastane Kaynakli Metisilin Direngli Staphylococcus aureus
CA-MRSA : Toplum Kaynakli Metisilin Direncli Staphylococcus aureus
LA-MRSA : Ciftlik Hayvanlar1 Kaynakli Metisilin Direncli Staphylococcus aureus

SCC : Stafilokokal Kaset Kromozom
EFSA : Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi

kob : Koloni olusturan birim

aw : Su Aktivitesi

spp : Species (tdrleri)

AB : Avrupa Birligi

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

ATCC : American Type Culture Collection
CDC : Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
CLSI : Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitlisti
TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu

PVL : Panton-Valentine Lokosidin

ug : mikrogram

ST . Sekans Tip

ng : nanogram

kb - kilobaz

HACCP : Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol Noktalar1
GMP - Iyi Uretim Uygulamalari

GHP : Iyi Hijyen Uygulamalari

Eh : Redoks Potansiyeli

mm - milimetre
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1. GIRIS

Guvenli ve kaliteli gida tretiminin amaci insanlarin yeterli, dengeli ve
saglikli beslenmesini saglamaktir. Yeterli ve dengeli beslenme viicudun ihtiyaci olan
enerji ve besin dgelerinin her giin ihtiya¢ duyulan miktarlarda alinmasidir. Hayvansal
kaynakli gidalar yeterli ve dengeli beslenmenin vazgecilmez unsurlaridir. Bu
gidalardan siit ve siit lirlinleri grubunda pastorize ve UHT siit, yogurt, peynir ve siit
tozu gibi siitten yapilan gidalar yer almaktadir. Siit ve siit iirlinleri basta protein,
kalsiyum, fosfor, B, ve B, vitamini olmak iizere birgok besin 6gesinin énemli bir
kaynagidir. Boyle dnemli bir gida kaynaginin saglikli ve hijyenik kosullarda iiretilip

tiiketiciye sunulmasi gerekmektedir.

Icerdigi besin oOgeleri sebebiyle siit ve siit diriinleri ayni zamanda
mikroorganizmalarin gelismesi i¢in de uygun bir ortam olusturmaktadir. Bu
triinlerin tiretim agsamalarinda hijyen kurallarina uyulmadig: takdirde farkli tiir ve
sayida mikroorganizmalar ile bulasma meydana gelebilmektedir (Baz ve ark., 2003).
Stafilokok tirleri hem hayvanlarda hem de insanlarda g¢esitli enfeksiyon ve
intoksikasyonlara neden olan mikroorganizmalardandir. Stafilokoklar igerisinde
Staphylococcus aureus, gida zehirlenmelerine sebep olan etken mikroorganizmalar

arasinda ilk siralarda yer almaktadir.

Antibiyotik direnci, bakterilerin antibiyotik varliginda dahi iireyebilmeleri ve
hastalik yapabilmeleri durumudur. Bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlardaki
artiglar, diinya capinda saglik hizmetlerinde biiyiik bir sorun olmaya devam
etmektedir (Spellberg ve ark., 2008). ‘Super Bug’ olarak adlandirilan antibiyotik
direncli mikroorganizmalardan Metisilin Direngli S. aureus (MRSA) suslari bunlarin
Oonemli bir grubudur (Xu ve ark., 2011). MRSA, insan ve hayvanlarin deri, agiz ve
burun deliklerinde hastaliga neden olmadan kolonize olabilse de, derideki agik
yaralardan veya siyriklardan girdigi zaman pnémoni, menenjit ve septisemi gibi ciddi

enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Snyder, 2012). Bu enfeksiyonlarin tedavisinde



giiclikler yasanmaktadir. Metisilin direncinin dogru olarak saptanmasinin, bu
enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasinda ve tedavisinde dogru antibiyotigin

secilmesinde biiylik 6nemi bulunmaktadir.

Ulkemizde gida kaynakli zehirlenme vakalarmin istatistii yeterince
¢ikarilmadigindan iilke ekonomisine getirdigi maliyet ve is giicii kayb1 tam olarak
ortaya konamamaktadir. Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa ulkelerinde ise gida
kaynakl1 vakalarin yillik bazda istatistiki verileri tutulmaktadir. ABD’de rapor edilen
gida kaynakli hastaliklar arasindaki 6nem siralamasinda S. aureus besinci sirada yer
almaktadir. Stafilokokal gida zehirlenmeleri sonucu yilda tahmini 241.148 hastalik
vakast (CDC, 10 Haziran 2015) nedeniyle olusan iiretim kaybi ve medikal
masraflarin yaklagik 167 milyon dolar maliyete neden oldugu bildirilmistir (Byrd-
Bredbenner ve ark., 2013). Bu nedenle gidalarin mikrobiyolojik kalitesinin
belirlenmesinde bazi patojen bakterilerin varlig1 ile antibiyotik direncliliklerinin
belirlenmesi halk sagligi icin 6nem tagimaktadir. Bu agidan baktigimizda 6zellikle
sit ve sut driinleri basta olmak {izere gidalarda stafilokoklar ve antibiyotik
direncliliklerinin  arastirilmasinin = 6nemi ortaya ¢ikmustir. Yapilan literatiir
taramalarinda Balikesir ilinde siit ve siit iriinlerinde benzer calismaya

rastlanamamustir.

Bu tez c¢alismasinda, Balikesir ilindeki ciftliklerden toplanan tank satleri ile
piyasada tliketime sunulan bazi siit lirinlerinden (yogurt, beyaz peynir, kasar peyniri,
tulum peyniri, mihalic peyniri, sepet peyniri, lor peyniri ve tereyagi) ornekler
alimarak gida hijyeni ve halk sagligi agisindan risk olusturabilen MRSA
prevalansinin saptanmast ve antibiyotik direnclilik profillerinin belirlenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Stafilokoklar
2.1.1. Tarihce ve Genel Ozellikler

Stafilokoklar, ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmis olup
1884 yilinda yapilan smiflandirmada Micrococcaceae familyasi igerisinde ayri bir
soy olarak yer almislardir (Go6tz ve ark., 2006; Kilig, 2007). Giiniimiizde gegerli olan
yeni siniflandirmaya goére ise Bacilli smifinda Bacillales takiminda ve
Staphylococcaceae familyasi igerisinde yer almaktadirlar (Schneewind ve Missiakas,
2009). National Center for Biotechnology Information (NCBI) tarafindan yapilan
son siniflandirmaya gore; Staphylococcus cinsi icerisinde 49 tiir oldugu
belirlenmistir. Bu tiirlerin ¢cogunlugunun zararsiz oldugu ve hi¢bir enfeksiyona neden
olmadig1 ileri siiriilmektedir (Gillaspy ve Iandolo, 2014). Bunlarin aksine, bu
familyada yer alan baz tiirler ise konake¢1 hiicre ve dokularina yerleserek enzim ve
toksin tiretmek suretiyle ¢esitli hastaliklara ve toksikasyonlara neden olabilmektedir
(Zell ve ark., 2008). Bu tirlerden gida mikrobiyolojisi yoniinden en 6nemli patojen
tir olarak S. aureus bilinmektedir (Garrity ve ark., 2004). Ayrica insan ve hayvan
enfeksiyonlar1 ile gida kaynakli hastaliklarda en ¢ok S. aureus izole edilmis
oldugundan calismalar daha ¢ok bu bakteri iizerinde yogunlagsmistir (Gillaspy ve
landolo, 2014).

S. aureus, ilk olarak 1880 yilinda, Isko¢ cerrah Sir Alexander Ogston
tarafindan diz eklemindeki bir apseden izole edilmistir. Ayni arastirmaci,
stafilokoklarin mikroskop altinda {iziim salkimim1 andiran yiginlar seklinde
goriindiigiinii tespit etmistir. Mikroorganizmanin ismi Yunanca ‘liziim salkimi’
anlamina gelen staphyle ve ‘tane’ anlamindaki coccus kelimesinden tiiremistir. 1884
yilinda Alman doktor Friedrich Julius Rosenbach saf kiiltiirden izole ettigi bakteriyi
kolonilerin rengine gore Latince’de ‘altin’ anlamina gelen aurum kelimesinden

dolay1 S. aureus olarak isimlendirmistir (Henry, 2013).
3



S. aureus Gram pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan, genellikle kapsiilsiiz,
katalaz ve koagulaz pozitif, oksidaz negatif ve mikroskop altinda tipik {iziim salkimi
bi¢iminde kiimeler olusturmus sekilde gozlenen, 0,5-1,5 um ¢apinda kok seklinde bir
bakteridir. S. aureus’un 6nemli kiiltiirel karakteristigi altin saris1 renkteki koloni
pigmentasyonudur. Kanli agarda beta-hemoliz yapar ve ayrica mannitol, maltoz,
sukroz ve trehaloz gibi ¢esitli karbonhidratlar1 fermente ederek gaz olusturmadan asit
olustururlar (Bremer ve ark., 2004; Todar, 2005). 37 °C’de aerob ve/veya fakultatif

anaerob ortamlarda gelisme gosterebilmektedirler (Belay ve Rasooly, 2002) .

Tablo 2.1. S. aureus ’un gelisme ve toksin olusturmasina iliskin parametreler
(Adams ve Moss, 2008).

Gelisme Enterotoksin Uretimi
FAKTOR | Optimum Min-Max Optimum Min-Max
Sicaklik 35-37 7-48 35-40 10-45
(°C)
pH 6.0-7.0 4.0-9.8 Ent.A5.3-6.8 4.0-9.8

Digerleri 6-7
NaCl %0.5-4 %0-20 %0.5 %0-20
Su aktivitesi | 0.98>0.99 0.83>0.99 >0.99 0.86>0.99
(aw)
Atmosfer Aerobik | Aerobik/anaerobik | %5-20 DO, | Aerobik/anaerobik
Eh >+200mV <-200 >+200mV -
>+200mV

Stafilokok tiirlerinin pek ¢ogu ortam sartlarina dayanikli oldugundan
ubikuiterdir (her tlrli ortamda yaygin olarak bulunabilme). S. aureus’un esas
kaynagi, insanlarin ve hayvanlarin {ist solunum yollar1 ve derileridir (Jay ve ark.,
2005). Bakteri saglikli insanlarin %50’sinden fazlasinin cilt, sa¢ ve burun delikleri ile
bogazinda barmabilmektedir (Bhatia ve Zahoor, 2007). Saglik c¢alisanlar1 gibi
hastalarla veya hastane cevresiyle iliskili olan yiiksek riskli gruplarda ise %90’a
varan oranlarda tasiyicilik belirlenmistir (Tenover ve Gaynes, 2000). S. aureus en
fazla burun ve bogaz boslugundan, digkilardan, ciltteki apseli yara ve aknelerden

izole edilmektedir. On burun bosluklari, havalanma ve nemin fazla olmasindan



http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Aerob&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fak%C3%BCltatif_anaerob
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fak%C3%BCltatif_anaerob
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fak%C3%BCltatif_anaerob

dolay1 S. aureus yerlesimi i¢in uygun 6zellikte bir bolgedir (Bannerman ve Peacock,
2007; Erkmen, 2010). Bunun yan1 sira bir¢ok evcil hayvanin da S. aureus kaynagi
oldugu bildirilmektedir. Daha c¢ok sicakkanli hayvanlarin burun deliklerinde,
derilerinde ve tlylerinde bulunabilen bu mikroorganizma (Le Loir ve ark., 2003)
ayni zamanda hayvanlarin bagirsak sisteminde de bulunabilmektedir (Bhalla ve ark.,
2007).

Genellikle insan ve hayvanlarin viicutlarinda asemptomatik olarak taginan S.
aureus, diinya capinda ciddi morbidite ve mortaliteye neden olabilen firsatgir bir
patojendir (Alozhairy, 2011). insan ve hayvanlarda normal flora etkeni olarak
bulunmasinin yani sira ¢ok sayidaki viriilans faktorii ile cesitli doku ve organlarda
ciddi enfeksiyonlar olusturabilmektedir (Agalar ve ark., 2012). S. aureus,
hayvanlarda mastitis, epidermitis, otitis, artritis ve {iriner sistem enfeksiyonlar1 gibi
enfeksiyonlara neden olurken; insanlarda gida zehirlenmeleri, hastane enfeksiyonlart,
osteomyelitis, poliartritis, endokarditis, toksik sok sendromu, folikiilitis,
konjunktivitis, idrar yollar1 enfeksiyonlari, pndmoni ve haglanmis deri sendromu gibi
cok sayida enfeksiyona neden olmaktadir (Leonard ve Markey, 2008; Soll ve ark.,
2003; Ugur ve Ceylan, 2003). Viriilansinda 6nemli rol oynayan baslica faktorler;
ekstraseliiler enzim {iretimi, enterotoksin tiretimi, biyofilm olusumu ve antibiyotik
direncidir (Sudagidan ve ark., 2008). Suslarin sahip oldugu bu viriilans faktorleri
stafilokokal enfeksiyonlarin patogenezinde tek ya da kombine halde 6nemli rol

oynamaktadir (Garip¢in ve Seker, 2013).
2.1.2. Virilans Faktorleri
2.1.2.1. Ekstraseltler Enzimler

S. aureus, ¢esitli konak tirlerini enfekte edebilen veya kolonize olabilen ¢ok
yonlii bir bakteridir (Monecke ve ark., 2013). Urettigi ¢esitli enzimler ve
sitotoksinler, etkenin konakg¢it hicrelerinde kolonize olabilmesine katkida
bulunmaktadir. Bunlar arasinda hemolizinler, nikleazlar, proteazlar, lipazlar,
hyaluronidaz ve kolajenaz sayilabilir. Bu komponentlerin ana gorevi, lokal konakgi
dokularint mikroorganizmanin ureyebilmesi icin uygun hale getirmektir (Dinges ve
ark., 2000). Bunlardan en yaygin olarak {iretileni lipazlardir. S. aureus’un tim

suglarinin ve Koagiilaz Negatif Stafilokoklarin (KNS) %30’undan fazlasinin birkag



farkli lipaz tiretebildigi ve bu enzimlerin viicudun yagli bolgelerinde stafilokoklarin
lokalizasyonunu saglayan bir fonksiyona sahip oldugu belirtilmektedir (Cauwelier ve
ark., 2004). Bunun yani sira salgiladiklar: stafilokinaz, penisilinaz, katalaz, koagulaz
ve deoksiriboniikleaz gibi enzimlerle komsu dokulara yayilimi kolaylastirirlar

(Moreillon ve ark., 2005; Tlnger 2004).
2.1.2.2. Enterotoksin Uretimi

S. aureus’un bazi suslari, olusturduklar1 degisik tipte enterotoksinler ile
stafilokokal gida zehirlenmelerine neden olabilmektedir (Argudin ve ark., 2010).
Enterotoksinler S. aureus’larin  konak¢t savunma = sistemini  etkileyerek
kolonizasyonlar1 i¢in uygun bir ¢evre olugmasina yardim eden Onemli viriilans
faktorlerindendir (Omoe ve ark., 2003). S. aureus suslarinin yaklasik %30’unun
enterotoksin irettigi bildirilmistir (Ekici ve ark., 2008). Glnimuizde S. aureus
tarafindan sentezlenen ve bashcalart klasik SEA, SEB, SEC, SED, SEE
enterotoksinleri olmak iizere 21 farkli toksin tipi oldugu bildirilmektedir (Argudin ve
ark., 2010; Hennekinne ve ark., 2010). Bu enterotoksinler, molekiil agirhg 26-29
kilodalton araliginda degismekte olan, lizin, aspartik ve glumatik asitten zengin, suda
¢oziinebilen monomerik ve globiiler yapidaki proteinlerdir. Bagirsak bolgesi ve sinir
sistemi Gzerine etkili olmakta ve yuksek toksisite gostermektedirler (Bergdoll, 1989).
Enterotoksinler iginde 1siya en fazla direngli olant1 SEC’dir. Bunu SEA ve SEB takip
etmektedir (Cunha ve Calsolari, 2007).

Stafilokokal gida zehirlenmeleri, genellikle S. aureus tarafindan sentezlenen
bir veya birden fazla stafilokokal enterotoksin tipini yeterli miktarda igeren gidanin
tiketilmesi ile ortaya ¢ikmaktadir (Fraser ve Proft, 2008). Yapilan c¢aligmalar S.
aureus un, hastaliga neden olacak kadar yeterli enterotoksini tiretmesi i¢in gidadaki
sayisinin 10° kob/gr/ml’den fazla bulunmasi gerektigini gostermistir (Bhatia ve
Zahoor, 2007). Stafilokokal gida zehirlenmesi semptomlarinin goriilmesi i¢in en az
20-100 ng enterotoksin igeren gidalarin tiiketimi yeterli olabilmektedir (Asao ve ark.,
2003). Et ve et {irtinleri, siit ve siit Uriinleri, kanathi ve yumurta {iriinleri, salatalar,
firincilik trtinleri, krema dolgulu hamur isleri ile sandvi¢ dolgular1 basta olmak lzere
cesitli gidalar stafilokokal gida zehirlenmelerine neden olabilmektedir (Tamarapu ve
ark., 2001; Wieneke ve ark., 1993). Oliimiin nadir olarak gériildiigii stafilokokal

gida zehirlenmelerinde mortalite genel popiilasyonun %0.03°1i diizeyindedir ancak
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bazen kii¢iik ¢ocuklar ile yaslilar gibi duyarl popiilasyonda bu oran % 4.4’lere kadar
c¢ikabilir (Montville ve Matthews, 2008).

2.1.2.3. Biyofilm Olusumu

Stafilokoklar, ¢ok sayida farkli yiizeylere tutunabilme ve biyofilm (slime)
olusturabilme kabiliyetine sahip olan bakterilerdir (Ay ve ark., 2002). Biyofilm, canli
veya cansiz bir ylizeye yapisarak kendi irettikleri ekzopolisakkarid matriks igine
gbmull ve hareketsiz olarak birbirine, bir kat1 ylizeye veya bir ara ylizeye geri
doniisiimsiiz olarak tutunmus halde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu
topluluk olarak tanimlanmaktadir (Schlegelova ve ark., 2008; Nostro ve ark., 2014).
Stafilokoklar, biyofilmle ilgili enfeksiyonlarin en sik nedeni olarak kabul
edilmektedir. Bu durum stafilokoklarin insan ve diger bir ¢ok memelinin deri ve
mukoza yiizeylerinde siklikla ortak¢i olmasindan kaynaklanmaktadir (Muong ve
Otto, 2002). Biyofilm Gretimi, stafilokoklarda viriilansi etkileyen temel faktorlerden
biri olup, stafilokoklarin patojenite Ozellikleri, biyofilm tabakasi ile kombine

oldugunda oldukga yiikselmektedir (Cucarella ve ark., 2001).

Biyofilm yapisinda %97 su olmak {iizere, %2-5 mikroorganizma, %1-2
polisakkarid, %1-2 protein, %1-2 DNA ve iyonlar bulunmaktadir (Allison, 2003). Bu
tabaka, i¢indeki bakterilerin ¢evre sartlarindan etkilenmemesini saglayan korunakli
bir yapidir (Szczuka ve ark.,, 2014). Bu durum ortam sanitasyonunu da
zorlastirmaktadir (Campbell, 2012).

Biyofilm olusturan stafilokok suslarinin fagositoza karsi daha direncli oldugu
bildirilmektedir. Bu suslar, antibiyotiklerin bakteri icine diflizyonunu inhibe
ettiklerinden dolay1 antibakteriyal tedaviye biyofilm olusturmayanlara gore daha
direncli hale gelmektedirler (Cengiz, 1999). Ayrica biyofilm yapisinin nétrofillerin
etkisini inhibe ettigi ve lenfosit aktivitesini azalttig1 bildirilmistir (Boussard ve ark.,
1993; Donlan, 2000).

2.1.2.4. Antibiyotik Direnci

Antibiyotik direnci, bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanin 6ldiiriicii veya
tiremeyi durdurucu etkisine kars1 koyabilme yetenegi olarak tanimlanmaktadir

(Durupinar, 2001). Antibiyotiklerin tipta, tarimda ve hayvancilikta yogun olarak
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kullanim1 sonucunda bakteriler antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanmistir. Antibiyotige
direngli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlardaki artiglar, 6zellikle antibiyotik
kullaniminin 1iyi diizenlenmedigi iilkeler basta olmak iizere diinya ¢apinda saglik
hizmetlerinde biiyiik bir sorun olusturmaya devam etmektedir (Spellberg ve ark.,
2008; Arefi ve ark., 2014). Yapilan arastirmalarda ABD’de hastane kaynakli
enfeksiyonlarin %70’inden antibiyotik direncinin sorumlu oldugu bildirilmistir (Li

ve ark., 2010).

Antibiyotiklerin elli yil1 askin siiredir kullanimu ile birlikte, S. aureus’da da
diger pek c¢ok mikroorganizmada oldugu gibi Onemli diren¢ mekanizmalar
gelismistir (Hardy ve ark., 2004). S. aureus’un tiim diinyada cesitli antibiyotiklere
karst farkli direng oranlart rapor edilmektedir. Stafilokokal enfeksiyonlarin
tedavisinde stafilokok tiirleri arasindaki bu diren¢ yayginligi 6énemli bir sorundur. S.
aureus’un neden oldugu enfeksiyonlarin siddeti, viriilans faktorlerinin {iretimine
dayanmaktadir ve patojenite antibiyotiklere direng kazanilmasi ile guclenmektedir
(Projan, 2000). Yeni antibiyotiklerin klinik kullanima girmesinden kisa bir siire sonra
mikroorganizmanin direng kazandigi iyi bilinmektedir. Ozellikle metisilin direnci, S.
aureus suslar1 arasinda son yillarda hizla artmistir (Ito ve ark., 2003). Oncelikle
MRSA tiirleri olmak {izere ilaglara karsi direngli suslarin ortaya ¢ikmasi ile bu tiir
patojenler biiyiik bir terapotik sorun haline gelmistir (Drago ve ark., 2007). MRSA
¢evrede ¢ok yaygin olarak bulundugu igin, diger antibiyotik direngli tiirlere oranla
daha kotii bir sohret kazanmistir (Campbell, 2012).

2.2. Metisilin Direncli S. aureus

S. aureus’larda antibiyotik direnci ilk olarak 1930’lu yillarda klinikte
kullanilmaya baslanan siilfonamid grubu antibiyotiklerle baslamistir. 1941 yilinda
penisilin G’nin klinik kullanima girmesinden 6nce S. aureus kaynakli meydana gelen
enfeksiyonlar sonucu goriilen mortalite orant % 80’lere ulasmistir (Deurenberg ve
ark., 2007). Penisilin G’nin klinik kullanima girmesiyle bu enfeksiyonlar 6nemli
Ol¢iide azalma gostermis ancak bu antibiyotigin ¢ok yaygin kullanimi1 sonucunda kisa
stirede S. aureus tiirlerinin ¢ogunlugu penisilinlerin beta laktam halkasini hidroliz
etme Ozelligi olan beta-laktamaz (penisilinaz) enzimi Gretimi yoluyla penisilinlere
kars1 direng kazanmustir (Jevons, 1961; Zetola ve ark., 2005). ilk kez 1942 yilinda bir

hastanede penisiline direncli stafilokok suslar1 rapor edilmistir (Deurenberg ve ark.,
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2007). Bu nedenle penisilinaz dreten S. aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde
eritromisin, gentamisin ve tetrasiklin gibi yeni antibiyotikler kullanilmaya
baslanmigsa da, 1951 yilinda ¢oklu dirence sahip S. aureus suslarinin tespit edilmeye
baslandig bildirilmistir (Peacock, 2006; Lowy, 1998).

Metisilin (2,6-dimetoksifenilpenisilin), ilk kez 1959 yilinda Ingiltere’de
George Rolinson ve Ralph Batchelor tarafindan gelistirilmis (Rolinson ve ark., 1960;
Dutfield, 2009) ve “Celbenin” adi altinda penisilin direngli S. aureus
enfeksiyonlarinin tedavisi igin piyasaya sirilmistir (Knox, 1961). Metisilin,
stafilokokal beta laktamaz enziminin hidrolizine direncli penisilin  grubu
antibiyotikler icerisinde ilk elde edilen ve klinik kullanima giren semisentetik bir
penisilin olarak bilinmektedir. Boylece metisilinin kullanima girmesiyle bu sorun
astlmis ve stafilokok enfeksiyonlarin tedavisinde ikinci buyik basari kazanilmastir.
Ancak kisa bir siire sonra 1961 yilinda Ingiltere’de ilk MRSA izolatlarmin izole
edildigi rapor edilmistir (Jevons, 1961; Enright ve ark., 2002).

Metisiline duyarli S. aureus (MSSA) izolatlarinda bes adet penisilin baglayan
protein (PBP) bulunmaktadir (Hartman ve Tomasz, 1986). Bu PBP’ler, peptidoglikan
onciillerini yapilmakta olan hiicre duvarina tasimak ve baglamakla gorevlidirler
(Garipgin ve Seker, 2013). MRSA izolatlarinda ise bunlara ilave olarak “PBP2a”
olarak adlandirilan farkli formda yeni bir PBP sentezlenmektedir (Enright ve ark.,
2002). PBP’lerde meydana gelen bu degisiklikler kromozomal mutasyonlar sonucu
olusmaktadir (McCallum ve ark., 2010). PBP2a, 78 kDa molekiil agirliginda olup -
laktam antibiyotiklere kars1 digerlerinden daha diisiik afinite gdstermektedir. Buna
bagli olarak P-laktam grubu antibiyotikler PBP2a’ya baglanmamakta, boylece bu
gruptaki antibiyotiklerin varliginda da bakteri hiicre duvari i¢in gerekli olan
peptidoglikan sentezi devam etmektedir (Chambers, 1997; Kuwahara-Arai ve ark.,
1996).

Stafilokoklardaki metisilin direncine aracilik eden PBP2a, mecA geni
tarafindan kodlanmistir (Yasuda ve ark., 2000). mecA geni, Stafilokokal Kaset
Kromozom mec (SCCmec) olarak adlandirilan bir biiyiik mobil genetik elemanin
tizerinde yer almaktadir. SCCmec Kkasetinin buyuklikleri 20-60 kb arasinda
degiskenlik gostermektedir (Stapleton ve Taylor, 2002). mecA ise yaklasik olarak 2.1



kb biiyiikliigiinde olup SCCmec elementinin kicuk bir bélimiinii olusturmaktadir
(Hartman ve Tomasz, 1986).

MRSA enfeksiyonlarinin ciddiyetini koruyan ve tedaviyi zorlastiran en
onemli etken, metisiline kars1 gelismis direncin yani sira suslarda gelisen ¢oklu
antibiyotik direncidir (Garipgin ve Seker, 2013). MRSA’nin ilk bildirildigi yildan
giinimiize kadar olan siiregte, izolatlar tiim diinyada yaygin hale gelmis, onceleri
penisiline karsi olugan direng, daha sonra ¢oklu diren¢ halinde gelismistir. 3 veya
daha fazla antibiyotige kars1 direng gosteren MRSA suslart “coklu direngli suslar”
olarak adlandirilirlar ve diger Metisilin Duyarli S. aureus (MSSA) suslarina kiyasla
dogada daha viriilant olma egilimindedirler (Campbell, 2012). MRSA genellikle
coklu ilag direncine sahip olan bir patojen olup (Lee, 2003), penisilinler,
sefalosporinler, karbapenemler ve bunlarin tirevlerini de icine alan gunumiizdeki
tim mevcut beta-laktam grubu antibiyotiklere diren¢ kazanmistir (ECDC, 30 Nisan
2015). Bunlarin yani sira linkozamidler, makrolidler ve aminoglikozidlere kars1 da

direng gosterdigi belirlenmistir (Lentino ve ark., 2008).
2.2.1. insanlarda MRSA Tastyiciig ve Enfeksiyonlari

MRSA suglarmin insanlarda ve hayvanlarda oncelikli yerlesim alan1 geniz,
burun mukozasi ve deri olarak bilinmektedir (Wenzel ve Perl, 1995; Zetola ve ark.,
2005). Bakteri bu bolgelerde enfeksiyona neden olmadan kolonize olabilmektedir.
(Snyder, 2012). Ozellikle nazal bdlge MRSA kolonizasyonu ve enfeksiyonlarmin
epidemiyoloji ve patogenezi i¢in anahtar rol oynamaktadir (Kluytmans ve ark.,
1997). Nazal tasiyicilikta burun boslugunun 6n kisminda kolonize olan etkenler,
oksiiriik ve hapsirma gibi yollarla disart atilmakta ve havada asili kalan partikiillerin
solunum yolu ile alinmasi ya da deri ile temas1 sonucunda duyarli bireylere bulagma
olmaktadir (Klakus ve ark., 2008). Ayrica enfekte deri lezyonlarinin da
kontaminasyonda etkili olabilecegi vurgulanmaktadir (Bergdoll ve Lee Wong, 2006).

MRSA’nin enfeksiyona neden olmadan 6nce genellikle konak¢ida kolonize
olabilmesi organizmanin toplumda ve saglik tesislerinde yayilmasinda biiyiik rol
oynamaktadir (Bradley, 2007; Roghmann ve McGrail, 2006). Yetiskinlerin %10-
15’inin MRSA ile stirekli kolonize oldugu tahmin edilmektedir (Wenzel ve Perl,

1995). MRSA suglartyla kolonizasyon, enfeksiyon gelisiminde en onemli risk
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faktorlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Yapilan bir calismada MRSA
tastyicilariin %25’inde enfeksiyon gelistigi gosterilmistir (Muder ve ark., 1991).
MRSA enfeksiyonlar1 ve kolonizasyonlarinin en dezavantajli yani ise siklikla kronik
seyretmesi ve buna bagli olarak bakterinin uzun siire insan dokularinda tespit
edilebilmesidir (Mattner ve ark., 2010). MRSA hastalarinin yaklasik %50’sinde bir
yil sonrasinda bile etkenin hala kolonize oldugu bildirilmistir (Bradley, 2007
Roghmann ve McGrail, 2006; Simor ve ark., 2007).

MRSA izolatlar1 da diger S. aureus izolatlar1 gibi ciddi ve tedavisi gii¢
enfeksiyonlar olusturabilmektedir. Bakterinin derideki acik yaralardan veya
siyriklardan viicuda girdigi zaman pndmoni, septisemi, osteomiyelit ve endokardit
gibi ciddi bulasic1 enfeksiyonlara neden olabildigi bilinmektedir (Mattner ve ark.,
2010). MRSA birgok antibiyotik uygulamasina cevap vermedigi i¢in neden oldugu
bu enfeksiyonlarin standart antibiyotiklerle tedavisi daha zordur ve bu yiizden daha
tehlikelidirler (Pexara ve ark., 2013). Bu suslar morbidite ve mortalitesi yliksek
enfeksiyonlara yol agmalart ve bu enfeksiyonlarda tedavi segeneklerinin sinirl

olmasi nedenleri ile 6nem kazanmistir (Leonard ve Markey, 2008).

Giliniimiizde MRSA tiim diinyada yaygin olarak goriilmekte olup, prevalansi
tilkeler arasinda farklilik gostermektedir. Son yillarda Avrupa, Amerika, Kuzey
Afrika, Orta Dogu ve Dogu Asya iilkeleri basta olmak iizere diinyanin bir¢ok
bolgesinde en fazla identifiye edilen antibiyotik direngli patojen olarak belirlenmistir
(Grundmann ve ark., 2006). Kuzey Avrupa iilkelerinde MRSA prevalanst %]1’in
altinda iken, Giiney Avrupa iilkelerinde, Amerika’da ve baz1 Asya iilkelerinde ise bu

oran %50’lere ulasmistir (Hawkey, 2008; Shorr, 2007).

ABD’de yaymlanan raporlarda yillik yaklasik 94.000 invaziv.e MRSA
enfeksiyonunun goriildiigii ve bu enfeksiyonlarin tahmini olarak 18.650 (9%20)’sinde
olime neden oldugu bildirilmistir (Klevens ve ark., 2007). Yine ABD’de 2005
yilinda S. aureus enfeksiyonlar: ile iliskili oldugu tespit edilen yaklasik 478.000
hastaneye yatirilma vakasindan %58’inin MRSA kaynakli oldugu saptanmistir
(Klein ve ark., 2007). 2010 yilinda Avrupa Birligi'nde ise MRSA’nin saglik
kurumlarinda yilda tahmini olarak 150.000 'den fazla kiside hastaliga neden oldugu
bildirilmistir (Kock ve ark., 2010). ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi

(Centers for Disease Control and Prevention: CDC) verilerine gdére toplam nufusun
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yaklasik %50'sinin S. aureus tasiyicist oldugu; MRSA tasiyicilart igin bu oranin
%1.5 civarinda oldugu ifade edilmistir (Acton ve ark., 2009; Frank ve ark., 2010).
Ancak 60 yas ve iizerinde olanlar dahil olmak iizere bazi niifus gruplarinda

digerlerine gére MRSA prevalansi 6nemli 6l¢iide fazla bulunmustur (Enoch ve ark.,

2010; Reilly ve ark., 2010).

Brezilya’da bes yillik SENTRY Antimikrobiyal Gozetleme Programi
verilerine goére, MRSA’nin hastane ve toplum enfeksiyonlarinin %56’sma karsilik
geldigi belirlenmis ve yaygin olarak goriilen patojenler arasinda en yaygini olarak
degerlendirilmistir (Ghidey ve ark., 2014). Giiney Italya’da biiyiik bir hastanede
gerceklestirilen bir arastirmaya gére MRSA enfeksiyonlarinin prevalansinin %41°e
ulastig1 bildirilmistir (Monno ve ark., 2003). Kore’de insanlardan izole edilen S.
aureus izolatlarindaki metisilin diren¢ oraninin %350°den fazla oldugu tespit

edilmistir (Lee ve ark., 2001).

Metisilin direncli S. aureus, epidemiyolojik ve genetik karakteristiklerine
gore; hastane kaynakli (HA-MRSA), toplum kaynakli (CA-MRSA) ve ciftlik
hayvanlari kaynakli (LA-MRSA) olmak (zere 3 gruba ayrilmaktadir. Bu gruplar,
antibiyotiklere  duyarhiliklarima, kromozal kaset mec (SCCmec) geninin
lokalizasyonu ve boyutu ile Panton-Valentine Lokosidin (PVL) geninin
mevcudiyetine gore farklilik gostermektedir (Karpiskova ve ark., 2009; Huber ve
ark., 2010).

2.2.2. Hastane Kaynaklh MRSA

MRSA ilk olarak 1961 yilinda Birlesik Krallik’ta bir hastanede goriilmiis ve
aradan gecen birka¢ yi1l sonra ise ilaglara direngli bakteriler icin segilen
antibiyotiklerin yaygin olarak kullanildigi ABD hastaneleri ve diger saglik bakim
tesislerinde tespit edilmeye baslanmistir (Doyle ve ark., 2012). MRSA’ya bagl ilk
hastane salgin1 1968’de ABD’nin Boston eyaletinde ortaya ¢ikmistir (Barrett ve ark.,
1968; David ve Daum, 2010). Bu vakalar MRSA’nin hastane enfeksiyonlari ile
neredeyse esanlamli olarak anilmasinin baslangict olmustur (Snyder, 2012). MRSA,
40 yili askin bir stiredir 6zellikle cerrahi servisleri ve yogun bakim iiniteleri basta
olmak iizere hastanelerin ve uzun siireli bakim tesislerinin kronik sorunu haline

gelmistir (David ve Daum, 2010). Tim diinyada hastane kaynakli enfeksiyonlara
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neden olmasinin yani sira, bazi MRSA enfeksiyonlar1 hastanede yatmayan ancak
hastanede yatan kisilerle yakin temasi olan kisilerde de goriilmiistiir (Doyle ve ark.,
2012). Hastanelerde MRSA enfeksiyonlar1 hastanede kalma siiresinin uzamasina,
Oliim oraninin yiikselmesine ve ciddi bir maliyet artisina neden olmaktadir. MRSA
ile enfekte olmus hastanede hastalarinin ortalama %34.2’sinde Oliim goriildigi

bildirilmistir (Cosgrove ve ark., 2003).

Hastane kaynakli MRSA enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde hastane ortami
onemli rol oynamaktadir. Hastanelerde MRSA’nin ana kaynag: siklikla MRSA ile
kolonize veya enfekte olmus hastalar ile MRSA tasiyicist saglik ¢alisanlaridir
(Garipgin ve Seker, 2013). Suslarin hastane icerisinde bulagmasi insandan insana
saglik personelinin elleri, giysileri ya da hastalara c¢evre yoluyla meydana
gelmektedir (Millar ve ark., 2007). MRSA hastanede yatan hastalar ile hastane
personelinin deri ve burun mukozasinda kolonize olmakta ve nozokomiyal
enfeksiyonlar icin bir rezervuar gorevi gorerek yara enfeksiyonu, osteomiyelit,

endokardit ve sepsis gibi agir tablolara yol agabilmektedir (Waldvogel, 1995).

Hastane kaynakli MRSA enfeksiyonlart icin en oOnemli risk faktorleri
hastanelerdeki sabit cihazlar, hastanede yatig siiresinin uzamasi ve uzun siireli
antibiyotik kullanimidir (Millar ve ark., 2007). Diger yandan 65 yas istii hastalar,
ameliyat olan, ¢ok sayida invaziv girisim uygulanan, genis spektrumlu uzun dénem
antibiyotik kullanan, yogun bakim iinitelerinde yatan, uzun sire hastanede kalan
veya tekrarlayan hastane yatiglart olan, enfektelerle yakin temas kuranlar veya
kolonize MRSA pozitif bireyler genel popiilasyona gore hastane kaynakli MRSA
icin daha yiiksek risk tasiyan hasta gruplari olarak tanimlanmaktadir (McCarthy ve
ark., 2010; Siiriicioglu ve ark., 2011).

Metisilin direncinde lilkesel ve bolgesel farkliliklar goriilebildigi gibi ayni
hastanenin farkli birimlerinde bile farkli direng oranlar1 saptanabilmektedir (Fluit ve
ark., 2001). Diinya ¢apinda saglik tesislerinden ve hastanelerden izole edilen hastane
kaynakl1 S. aureus izolatlarinin % 40-60’1 metisiline direngli olarak tespit edilmistir
(Rice, 2006; Borg ve ark., 2007)

S. aureus’un bugine kadar toplam 11 SCCmec tipi (I - XI) identifiye
edilmistir (Shore ve ark., 2011). Bunlarin ¢ogu, diger antibiyotiklere karsi direng
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genleri tastyan SCCmec tipi I-1II’den birine sahiptir. Oncelikle SCCmec tip 1 ve Il
hastane kaynakli MRSA ile iligkili bulunmustur (Hanssen ve Ericson Sollid, 2006;
David ve Daum, 2010). Tip Il, ABD’de hastane kaynaklit MRSA izolatlar1 arasinda
en yaygin olani iken, Tip III diger lilkelerde daha sik bulunmaktadir (David ve
Daum, 2010; McCarthy ve ark., 2010).

2.2.3. Toplum Kaynakli MRSA

Baslangicta MRSA, yalnizca hastane kaynakli stafilokokal enfeksiyonlarla
iligkili bir patojen olarak bilinmekteydi. Hastane kaynakli MRSA enfeksiyonlari
sorunlarina ilaveten giderek artan bir endise, MRSA enfeksiyonlarinin toplumda

saglikl kisilerde sik¢a goriillmeye baglanmasi olmustur (Witte ve ark., 2008).

Toplum kaynakli MRSA, ilk kez damar igi ilag kullanan kisilerde
tanimlanmistir  (Saravolatz ve ark.,, 1982). 1993 wyilinda, hastane ortaminda
bulunmamis ve bu ortamlara maruz kalmamis yerli Avustralyali hastalardan yeni
MRSA suslart izole edildigi rapor edilmistir (Udo ve ark., 1993). 1997 yilinda
MRSA, Minnesota ve Kuzey Dakota’da 4 saglikli ¢ocugun 6liimii ile iligkili vakayla
baglantili bulunmustur (CDC, 26 Nisan 2015). Bu cocuklarda MRSA enfeksiyonu
icin risk gurubunda olmadiklar1 halde septik artrit, bakteriyemi, septik sok ve
nekrotizan pndmoni gibi ciddi enfeksiyonlar goriilmiis ve bu enfeksiyonlar dliimle

sonug¢lanmistir (DeLeo ve ark, 2009).

2000 yilindan bu yana, MRSA enfeksiyonlarinin toplum igerisinde bir risk
faktorii tasimayan saglikli, hastanede kalmamis veya uzun déonem tedavi gérmemis
insanlarda goriilmesi yayginlasmistir (French ve Otter, 2010). Kalabalik ortamlarda
yasama, ailedeki birey sayisi ve sosyo-ekonomik durum, beslenme, kisisel hijyen
gibi pek cok faktor toplum kaynaklt MRSA tasiyiciligini etkilemektedir (Garipgin ve
Seker, 2013). Bunun yani sira kisisel hijyenin yetersiz, ortak esya kullaniminin
yaygin oldugu askeri personel, kres ortami gibi yakin fiziksel temasin oldugu
topluluklardaki ¢ocuklar, hapishanede kalan tutuklular ve homoseksuel bireyler gibi
yakin temasli popiilasyonlarda da salginlarin gelisebildigi belirtilmektedir (CDC, 10
Eylul 2013). Benzer sekilde, sporcular arasinda yakin temasin fazla olmasi, cilt

yaralanmalariin yiiksek oranda goriilmesi ve sabun, havlu gibi esyalarin ortak
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kullanim1 nedeniyle tasiyiciligin daha yaygin oldugu ve MRSA salginlarinin
goriilebildigi bildirilmistir (Beam ve Buckley, 2006; Salgado ve ark., 2003).

Gunumuzde toplum kaynaklit MRSA’lar patojenitesi ve yol actigi hastaliklar
sebebiyle gittikce onem kazanmakta ve diinya ¢apinda bu konuda pek ¢ok arastirma
yaymlanmaya devam etmektedir (Sepin Ozen ve ark., 2013). Toplum kaynakli
MRSA’nin, insan ve hayvanlar1 kapsayan genis bir rezervuar spektrumunun olmasi
miicadeleyi zorlagtirmaktadir (Kireggi, 2009). Baslangicta toplum kaynakli
enfeksiyonlarin bir¢ogu ¢esitli antibiyotiklerle tedavi edilebilse de glinlimiizde ¢oklu
antibiyotik direncinde artis gdzlenmektedir (Goering ve Tenover, 2009). Ozellikle
ABD’de toplum kaynaklt MRSA enfeksiyonlarinda ciddi artiglar meydana gelmis ve
acil servislerde karsilasilan deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinin en sik etkeni

haline gelmistir (Moran ve ark., 2006).

Toplum kaynakli MRSA suslarinin hastane kaynakli MRSA suslarindan
genotopik ve fenotipik farkliliklart vardir (Deurenberg ve ark., 2007). Hastane
kaynakli olanlar ¢oklu antibiyotik direncine sahip olmalarina karsin toplum kaynakli
olanlar, beta laktam grubuna ait olmayan cesitli antibiyotiklere duyarli olma
egilimindedirler (Rybak ve LaPlante, 2005). Toplum kaynakli MRSA izolatlari
siklikla  klindamisin,  trimetoprim-sulfametoksazol, tetrasiklin,  gentamisin,
florokinolonlar ve kloramfenikole karsi duyarli bulunmustur (Deurenberg ve ark.,
2007; Shorr, 2007). Hastane kaynaklt MRSA izolatlarinda daha ¢cok SCCmec tip I, 11
ve III genetik elemanini bulunurken, toplum kaynakli MRSA izolatlarinda tip IV
SCCmec geni bulunmaktadir (Chambers, 2005). SCCmec IV daha kigik boyutlu
(20-24 kb) olmasiyla ve siirli sayida antimikrobiyal direng geni tasimasi ile
karakterizedir. Hastane kaynakli MRSA suslar1 genellikle enterotoksin ve toksik sok
sendrom toksini iretirken, toplum kaynakli MRSA suglar1 eksfoliatif toksin
(bebeklerde ve kii¢iik ¢ocuklarda haslanmis deri sendromuna neden olan toksin) ve
Panton-Valentine Lokosidin (PVL; lokositler ve diger hiicreleri parcalayarak doku
nekrozuna yol agan bir sitotoksin) Uretmektedirler (Hososaka ve ark., 2007). PVL
toplum kaynaklit MRSA’nin deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda yayilmasindan
sorumlu temel virllans faktor olarak diistiniilmektedir (Diep ve ark., 2004). Yapilan
calismalar sonucunda toplum kaynakli MRSA enfeksiyonlarinin %70-100’{inde PVL
geni bulundugu bildirilmektedir (Naimi ve ark., 2003; Shukla ve ark., 2004; Naas ve
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ark., 2005). PVL geni bulunan toplum kaynakli MRSA kaynakli invaziv
enfeksiyonlarda ise 6lim oranmnin %35°e ulastigi belirtilmistir (David ve Daum,

2010).

Toplum kaynakli ve hastane kaynakli MRSA’lar genetik farkliliklarin yani
sira olusturduklar1 enfeksiyonlar agisindan da farklilik gostermektedirler. Hastane
kaynaklt MRSA enfeksiyonlarinda solunum yolu ve yara enfeksiyonlarina neden
olurken, toplum kaynakli enfeksiyonlarinin ise genelde hafif deri ve yumusak doku
enfeksiyonlart (apse, follikilit vb), letal pndmoni ve sepsise neden oldugu
bildirilmektedir (David ve Daum, 2010). Toplum kaynakli MRSA izolatlarinin
bliylkk c¢ogunlugu deri ve yumusak dokularda lokalize olup (Maltezou ve
Giamarellou, 2006), hizli yayildigi ve hayati 6nem tasiyan organ ve sistemleri
etkileyebildigi i¢in hastane kaynaklt MRSA enfeksiyonlarindan daha siddetli
seyrettigi bildirilmistir (David ve Daum, 2010).

Simdiye kadar hastane kaynakli MRSA enfeksiyonlar1 en 6énemli form olarak
dikkate almirken, giiniimizde toplum kaynakli MRSA da ciddi sonuglar
dogurabilecek biiyiik bir tehlikeyi temsil etmektedir (Calfee ve ark., 2003). Hastane
kaynaklit MRSA susu tiplerinin aksine, toplum kaynakli MRSA sus tipleri siklikla
aile i¢inde kisiden kisiye kolayca yayilabilmektedir (Miller ve ark., 2012). Hastane
kaynakli MRSA, hastane ve saglik calisanlariyla siki bir sekilde baglantili iken,
toplum kaynaklit MRSA daha yaygindir ve yayilma gevresiyle ilgili bir tanim yoktur
(Wannet ve ark., 2004). Gidalar da toplum kaynaklit MRSA i¢in 6nemli bir rezervuar
ve kaynak olusturabilmektedir (Jones ve ark., 2002). Ozellikle enterotoksin genlerine
sahip MRSA suslarinin insanlarda gida zehirlenmelerine neden olarak toplum
kaynakli MRSA enfeksiyonlart i¢in risk olusturdugu bildirilmistir (Andreoletti ve
ark., 2009).

21.ylizyilda, c¢ocuklarda toplum kaynakli MRSA enfeksiyonlarinin
insidensinin %33’den %40’a yiikseldigi rapor edilmistir (Buckingham ve ark., 2004;
Dietrich ve ark., 2004). ABD’de yapilan bir ¢alismada acil servislere bagvuran
hastalarda goriilen tiim siipiiratif deri enfeksiyonlarinin %50’sinden fazlasina toplum
kaynaklt MRSA’larin neden oldugu bildirilmistir (Moran ve ark., 2006). Bu konuda
yayinlanan son istatistiki veriler siddetli, invaziv ve hastane kaynakli MRSA

enfeksiyonlarinin azaldigin1 isaret etmekte ise de toplum kaynakli MRSA
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enfeksiyonlarinda hala bir artig oldugu dikkat ¢ekmektedir (Kallen ve ark., 2010;
Hadler ve ark., 2012).

2.2.4. Ciftlik Hayvanlar1 Kaynakli MRSA

Son zamanlarda 6nem kazanan diger bir konu ise ¢iftlik hayvanlariyla iliskili
MRSA (Livestock Associated-MRSA; LA-MRSA\) izolatlaridir. ilk olarak insanlarda
tespit edilen MRSA enfeksiyonlarmin uzun yillar yalnizca insanlarda goriildigi
diistiniilse de daha sonralar1 hayvanlarda da saptanmaya baslanmistir (Wulf ve Voss,
2008b). Ciftlik hayvanlar1 kaynakli suslarin gelisebilmesinin baglica sebebi
hayvancilikta antibiyotik kullaniminin yaygin olmasidir. Antibiyotikler ¢iftlik ve
kiimes hayvanlarinda biiyiime ve gelismeyi destekleyici yem katki maddesi olarak
(Silbergeld ve ark., 2008), bir siiriiniin i¢ginde hastaligin 6nlenmesi veya varolan bir
hastalik salgininin  tedavisinde kullanilarak bakterilerde diren¢ olusumunu

arttirmaktadirlar (Smith, 2015).

MRSA enfeksiyonu ile ¢iftlik hayvanlari arasindaki iliski ilk olarak 1972
yilinda Belgika’da mastitisli ineklerden MRSA izole edilmesi ile ilgili yaymlanan
raporla ortaya konmustur (Devriese ve ark., 1972; Morgan, 2008). Bu ineklerdeki
enfeksiyonlarin, sagim yapan insanlarin ellerinde kolonize olan suslardan horizontal
bulagsma ile gergeklesmis olabilecegi diistiniilmiistiir (Morgan, 2008). Bu sporadik
vakayr bundan sonraki 25 yil igerisinde birkag vaka daha takip etmis ve 2000'li
yillardan itibaren bu konudaki raporlar daha sik yaymlanmaya baslamistir (Juhasz-
Kaszanyitzky ve ark., 2007). Glinlimiizde MRSA tiim diinyada sigir, domuz, at,
kiimes hayvanlari, tavsan ve egzotik tiirleri iceren c¢esitli hayvanlardan izole
edilmektedir (Leonard ve Markey, 2008; Lee, 2003). Biiyiikbas hayvanlarin yani sira
koyun ve kegi gibi kiiglikbas hayvanlarda da metisilin direncli stafilokoklar tespit
edilmistir (Bochev ve Russenova, 2005).

MRSA enfeksiyonlar1 hayvanlarda da insanlardakine benzer klinik bulgularla
ortaya ¢ikmakta (Garipgin ve Seker, 2013), inkiibasyon siiresi klinik sendroma gore
degisebilmekte ve hayvanlarda klinik bulgu gostermeden degisik periyotlarda
kolonize olabilmektedir (Kireggi, 2009). MRSA ile kolonize insan ya da hayvanlarla
bir arada bulunmak, hastanede ve 6zellikle yogun bakim iinitelerinde yatmak, cerrahi

operasyonlar, deri lezyonunun bulunmasi, tekrarlanan ve uzun siireli aminoglikozid
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kullanimi, immun sistemin baskilanmig olmasi ve kronik enfeksiyonlarin bulunmasi
gibi nedenler hayvanlarda MRSA kolonizasyonu ya da enfeksiyonlart agisindan risk

faktorleri olarak kabul edilmektedir (Morgan, 2008).

2003 yilinda Hollanda’da domuz ve sigir rezervuarlar ile iliskili MRSA
klonunun insanlardan izole edilmesiyle, insanlardaki MRSA enfeksiyonlarmin ¢iftlik
hayvanlarindan kaynakli olabilecegi disiiniilmiistiir. (Huijsdens ve ark., 2006).
Tanimlanan bu klonun multilokus sekans tip (ST) 398’e ait oldugu tespit edilmistir.
Bazi literatiirlerde CC398 olarak adlandirilmaktadir. Bu klonun konakgilara genis
araliklarda kolonize olmast nedeniyle zoonotik olarak o6nemli oldugu
diisiiniilmektedir (Paterson ve ark., 2012). Ilk izole edildigi tarihten itibaren diinya
capinda Avrupa, Asya ve ABD’de MRSA ST398 kaynakli invaziv enfeksiyonlar ve
hastane salginlari rapor edilmistir (Wulf ve ark., 2008a). Cogu Avrupa ilkesinde
ciftlik hayvanlarindan izole edilen en yaygin MRSA tipi ST398 olarak belirlenmistir
(Fluit, 2012). Avrupa’da goriilen MRSA ST398 oran1 bolgesel farkliliklar
gostermekte; Hollanda, Belgika ve Danimarka gibi {ilkelerde ¢iftlik hayvanlarindan
ve onlarla temas halinde olan insanlardan siklikla izole edildigi bildirilmektedir

(Kamal ve ark., 2013).

MRSA, hem insanlarda hem hayvanlarda bulunabilen bir patojen oldugundan,
yakin temas sirasinda insanlar ve hayvanlar arasinda bulasma meydana
gelebilmektedir (Duquette ve Nuttal, 2004). Agirlikli olarak son galismalarda siit
sigirlar1 da dahil olmak tizere gida tiretiminden sorumlu hayvanlardan izole edilen
MRSA izolatlar1 ve insanlardaki MRSA suslarinin fenotipleme ve genotipleme
metotlartyla ayirt edilememesi, tlirler arasinda MRSA aktarimi oldugunun bir kaniti
olarak diistinlilmektedir (Hata ve ark., 2010). Bazi arastirmacilar da MRSA
bulagmasinin ¢ift yonlii olabilecegini bildirmistir (Juhasz-Kaszanyitzky ve ark.,
2007). Ozellikle ST398 klonunun insanlar ve hayvanlar arasinda siklikla
bulasabildigi ve iki tlirde de aktif semptomatik enfeksiyonlara sebep olabildigi
belirtilmektedir (van Duijkeren ve ark., 2007; Graveland ve ark., 2011).

Hayvandan insana bulagma direk temas, ¢evresel kontaminasyon ve enfekte
hayvanlarin {iriiniiniin iglenmesi ile olusmaktadir (Nunang ve Young, 2007). MRSA
ile enfekte olmus sigirlar bir rezervuar olarak rol oynamakta ve sonrasinda diger

hayvanlara ve insanlara da enfeksiyonu tasiyabilmektedirler (Spoor ve ark., 2013).
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Insanlarda g¢iftlik hayvanlari kaynakli MRSA ile ilgili ilk vaka 2005 yilinda
Hollanda’da hastaneye gelen 6 aylik bir bebekte goriilmiistiir. Bebegin yani sira
domuz c¢iftliginde yasamakta olan ailesinin de MRSA ile kolonize oldugu
belirlenmistir (Voss ve ark., 2005). Giiniimiizde MRSA’nin hayvandan insana
bulasma oranlarinin arttig1 dikkat cekmektedir (Lewis ve ark., 2008). Insanlardan
hayvanlara bulasmasi konusunda ise hala bir belirsizlik s6z konusu oldugu
belirtilmistir (Weese, 2010a). Siit sigirlarinda MRSA enfeksiyonlarinin varligi
insandan hayvana transferine atfedilmesine ragmen bulasma yonii her zaman

bilinmemektedir (Juhasz-Kaszanyitzky ve ark., 2007).

MRSA ile kolonize veya enfekte hayvanlar, 6zellikle direk temas halinde
olduklar1 hayvan sahipleri, veteriner hekimler, ¢iftlik ve kesimhane c¢alisanlari,
sagimcilar ve hayvansal kaynakli gida tiretimi ile ugrasan insanlar i¢in birer
kolonizasyon kaynag1 gorevi gorerek mesleki bir risk olusturabilmektedir (Paterson
ve ark., 2012; Juhasz- Kaszanyitzky ve ark., 2007). Ozellikle st ciftliklerinde
calisan insanlar patojene ve onun kolonize olma veya enfekte etme riskine maruz
kalabilmektedirler (Juhasz-Kaszanyitzky ve ark., 2007; Spohr ve ark., 2011).
MRSA’nimn hayvanlardan izolasyonu ve ST398 klonunun ortaya ¢ikmasi ile toplum
kaynakli suslara benzer olarak, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina ve nadiren
ciddi enfeksiyon ve hatta oliimlere yol acabilecegini ortaya ¢ikarmaktadir (Smith,

2015).

Ciftlik hayvanlar1 kaynaklit MRSA’nin insanlarda kolonizasyon devamliligi,
hayvanla temasin sikligina ve maruz kalma siiresine baglidir (Graveland ve ark.,
2011). Hollanda’da yiiriitiilen bir ¢alismada, buzagilar ile temasta olan insanlarin
%32’sinde MRSA tespit edilmistir (Graveland ve ark., 2008). MRSA’nin bulagmasi
biiyiilkbas hayvan bakicilarinda kiiciikbas hayvan bakicilarina gére daha yaygin

bulunmustur (Hanselman ve ark., 2006).

Ciftlik hayvanlar1 kaynakli MRSA konusunda iizerinde durulmasi gereken bir
diger onemli nokta ise hayvan sagligidir. B-laktam antibiyotiklere direng, S. aureus
icin tedavi segeneklerini onemli Olgiide azaltmakta ve mastitis vakalarinda zayiat
oranlarini arttirmaktadir (Kreausukon ve ark., 2012). MRSA kaynakli mastitisler
genellikle subklinik olarak seyretmekte ve biiylik ekonomik kayiplara neden
olabilmektedir (Kwon ve ark., 2005).
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2.2.5. Gidalarda MRSA

Glnumuzde, ozellikle son yillarda, gida iiretiminde kullanilan hayvanlarda
MRSA suslarinin izole edilmesi, hayvansal kokenli gidalarda MRSA varligr ile ilgili
sorulart glindeme getirmistir (FeBler ve ark., 2011). Bu durum, gida kaynakli
kontaminasyonlar yoluyla insan saghgmin tehlikeye diisebilecegi endiselerini
artirmis ve arastirmalarin hayvansal orijinli gidalar yoniinde yapilmasina yol agmistir
(Wulf ve Voss, 2008b). Ciftlik hayvanlarindaki antibiyotik direnci ile ilgili temel
sorun, bu hayvanlarin etlerinden ve siitlerinden faydalanilmasidir (Campbell, 2012).
Bu hayvanlarda antibiyotik direng¢li mikroorganizmalarin bulunmasi, direncin gida
zincirine yayilmasi riskini dogurmaktadir. Direng genlerini tasiyan bakteriler gidalar
yoluyla insan florasina kolonize olarak, olusan direncin insanlara gegmesine aracilik

etmektedirler (Barton, 2000).

Giliniimiize kadar yapilan ¢alismalarda tim diinyada ST398 susu basta olmak
uzere Ozellikle dana, domuz ve tavuk etleri (de Jonge ve ark., 2010) ile tank stleri
gibi ¢esitli gidalarda MRSA varlig1 belirlenmistir (Paterson ve ark., 2012). Gida
zehirlenmelerinin gelisiminde temel risk gidalarda S. aureus varligi olmakla birlikte
(Kluytmans, 2010), MRSA da gida zehirlenmesi salginlarinda rol oynayabilmektedir
(Jones ve ark., 2002). S. aureus’un gida ve gida isleme alanlarinda ¢ok yaygin olmasi
nedeniyle MRSA’nin ayn1 bulagma yolunu takip edebilecegi ihtimali bulunmaktadir

(Ferreira ve ark., 2014).

MRSA kaynakli gida zehirlenmeleri simdiye kadar nadir olarak goriilmiigse
de, MRSA’nin ¢ogunlukla gida zehirlenmelerine sebep olan enteretoksinlerle iligkili
genleri igerdigi dikkat c¢ekmektedir (FAO, 22 Eylil 2015). MRSA tlrlerinin
cogunlugu gida zehirlenmelerine neden olan enterotoksin genlerini (SEA, SEB, SEC,
SED) tasimaktadirlar (Le Loir ve ark., 2003). Gidalarda enterotoksin {iiretebilen
MRSA’nin bulunmasi tipik MRSA enfeksiyonlarina gore ¢ok daha buyik risk
olusturmaktadir (Campbell, 2012). EFSA (2008), MRSA prevalansinin artmasinin
toksijenik S. aureus’un prevalansinin yiikselmesine yol agacagini bildirmistir. Ayrica
hayvan kokenli iiriinlerin MRSA igin potansiyel kaynak oldugu ve gida ile iligkili
MRSA’nin tehlikeli bir problem olabilecegi konusunda dikkat ¢ekmektedir.

20



Gida ile iliskili ilk MRSA salgin1 1995 yilinda Hollanda’da gergeklesmis, bu
salgin 27 hasta ve 5 hastane is¢isi olmak {izere toplam 32 kisiden 5’inin 6limiiyle
sonu¢lanmistir. Salginda bir gida isleyicisinin, enfekte hastalardan ve salgina neden
olan gida 6rneginden (soyulmus muz) elde edilen sus ile kolonize oldugu tespit
edilmistir (Kluytmans ve ark., 1995). Bu durum gida isletmelerinde galigsan insanlarin
gidalarin kontaminasyonunda etkili olduguna dikkat ¢ekmektedir. Bir diger gida
salgin1 vakasi ise enteretoksin C iiretebilen MRSA kaynakli tipik S. aureus gida
zehirlenmesi seklinde gerceklesmistir (Jones ve ark., 2002). Kitai ve ark. (2005) da
yaptiklar1 ¢alismada ¢ig tavuk etlerinden tespit ettikleri MRSA suslarinin insan
biovarlartyla uyumlu olmasi nedeniyle kontaminasyonun gida isleyicilerinden
kaynakli olabilecegini ileri stirmiislerdir. Ayrica tespit ettikleri MRSA izolatlarindan
birinin SEC sentezledigi ve bunun da gida kaynakli hastaliklara sebep olabilecegi
bildirmislerdir.

2.2.5.1. Etve Et Urinleri

Son zamanlarda MRSA, tum diinyada sigir, domuz, tavuk, hindi gibi cesitli
¢ig et Uriinlerinde tespit edilmistir (de Boer ve ark., 2009). Bu kesifler ile et
triinlerinin insanlara MRSA bulagim1 ve enfeksiyonlar1 i¢in aract olma olasilig

konusunda endiseler artmistir (Snyder, 2012).

Hayvanlardaki MRSA tasiyiciliginin, bu hayvanlarin etlerinde de yiiksek
oranda MRSA goriilmesine katki saglamast muhtemeldir. MRSA tasiyicis
hayvanlarin kesimi esnasinda karkaslar da MRSA ile kontamine olabilmektedir. Bu
kontaminasyonun; kesim ortami, hayvanlarin bagirsak igerigi, enfekte personel ve
kullanilan alet ekipmanlar yoluyla olabilecegi bildirilmistir (de Boer ve ark., 2009).
MRSA, et isleme tesislerinde, iiretimin herhangi bir asamasinda bulunabilmektedir
(Snyder, 2012). Meydana gelen kontaminasyon, et endustrisi i¢in ¢ozimu zor bir

problem olusturmaktadir (Nnachi ve ark., 2014).

ABD’de yapilan bir caligmada; 120 perakende et Orneginden 47’sinde
(%39.2) S. aureus, bunlarin 6’sinda (%12.7) MRSA tespit edilmistir (Pu ve ark.,
2009). Hollanda’da yapilan bir ¢alismada 79 perakende et 6rneginin 36’sindan (%46)
S. aureus susu izole edilmis, bunlarin da 2’si (%5.5) metisiline diren¢li bulunmustur

(Van Loo ve ark., 2007). Kanada’da yapilan bir ¢alismada, 402 adet perakende et
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orneginin 31’inden (%7.7) MRSA tespit edilmistir (Weese ve ark., 2010b). Nnachi
ve ark. (2014), 77 et 6rneginin 11’inde (%14,3); Boost ve ark (2013) 380 sigir eti
orneginin 17’sinde (%4,4) MRSA saptamislardir.

Tavuk ve hindi etlerinde MRSA tiirlerinin prevalansi ile ilgili yapilan
calismalarda ise; de Boer ve ark. (2009) 520 tavuk eti 6rneginin 83’linde (%16) ve
116 hindi eti 6rneginin 41’inde (%35,3); Boost ve ark. (2013) 455 tavuk eti 6rneginin
31’inde (%6,8) MRSA tespit etmislerdir.

2.2.5.2.  Sutve Sut Urtnleri

Uygun olmayan sartlarda iretilen siit ve siit iirlinleri gida zehirlenmeleri ve
enfeksiyonlara neden olan riskli gida gruplar arasinda yer almaktadir. Cig siitte ve
siit isletmeleri ortaminda MRSA’nin bulunmasi, ¢iftlik c¢alisanlari, veteriner
hekimler ve ¢iftlik hayvanlar1 i¢in potansiyel risk olusturmaktadir (Haran ve ark.,
2012). Bunun yani sira MRSA kaynakli meydana gelen mastitis vakalarimim hem
hayvan ve halk sagligi i¢in risk teskil ettigi, hem de st sektori ekonomisine buyik
zarar verdigi bilinmektedir (Kirecci, 2009). Siit sigirlarinda MRSA bulunmasi
nedeniyle tank sitleri MRSA kontaminasyonu icin rezervuar olarak kabul
edilebilmektedir (Spohr ve ark., 2011; Vicca ve ark., 2008). Cig siit, tiketim 6ncesi
genellikle 1s1l igleme tabi tutuldugundan siitlerde MRSA gida giivenligi yoniinden
daha az risk tasimaktadir. Ancak ciftliklerde, ciftciler ve aileleri ¢ig siit ve ¢ig siitten
tiretilen riinlerin tikketimine bagli olarak MRSA’ya maruz kalabilmektedirler

(Oliver ve ark., 2009).

Cig siitiin yan1 sira MRSA ile kontamine ¢ig siitten yapilan peynirlerin de
patojenin insanlara bulagsmasina sebep oldugu bildirilmektedir (Normanno ve ark.,
2007; Haran ve ark., 2012). Peynir gibi siit iriinlerinde bakteriler 1sitma veya isleme
yoluyla elimine edilemediklerinden, bu islemler MRSA’nin yayilmasinda etkili
olabilmektedir (Wendlandt ve ark., 2013). Ozellikle yoresel peynirlerin MRSA igin
kaynak olabilecegi belirtilmistir (Shanekbandi ve ark., 2014). Yapilan ¢alismalar
sonucu inek siitli ile mozzarella ve pecorino gibi gesitli peynirlerde MRSA tespit
edilebilmistir (Normanno ve ark., 2005). Olgunlastirma periyodu tamamlanmadan
tiketilen peynirlerde ise prevalansi diisiik bile olsa MRSA’nin insanlara bulagsma

riski bulunmaktadir (Haran ve ark., 2012). Bunlarin yani sira yetersiz pastorizasyon,
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uygun olmayan hijyen kosullar1 ve MRSA ile kolonize olmus gida isleyicileri de siit

ve sut drdinlerinin kontaminasyonuna neden olabilmektedir (Kamal ve ark., 2013).

MRSA’nin  ¢esitli malzemeler {iizerinde biyofilm olusturma ozelligi,
kurumaya ve degisik kosullara karsi kendini korumasina imkan vermekte (Gotz,
2002), boylece siit sagim makinalar1 veya diger yiizeyler yoluyla inekten inege
bulasma riski tasimaktadir. insan ve ¢ig siit arasindaki temas1 azaltan otomatik sagim
uygulamalarina olan egilime ragmen, sagimhanelerde hava yoluyla da yayilmasi
nedeniyle inekler ve calisanlar kontaminasyon riski altinda kalabilmektedir

(Roberson ve ark., 1994).

Sit ve sut drtnlerinde MRSA prevalansi, iilkeler arasi hatta ayni iilkenin
farkli bolgelerinde bile 6nemli 6l¢iide farklilik gostermektedir. Cogu Afrika ve Asya
tilkesinde yiiksek MRSA prevalansi goriilmekle beraber Avrupa iilkelerinde ise genel
olarak diigiikk bulunmustur. ABD ve Kanada’da ise sifira yakin MRSA oranlar1 rapor
edilmistir (Pexara ve ark., 2013). Yapilan bazi ¢calismalarda ise Haran ve ark. (2012)
150 tank siit orneginin 2’sinde (%1.33); Virgin ve ark. (2009) 542 tank s(ti
orneginin 7’sinde (%1.29); Vyletelova ve ark. (2011) 703 tank sitii orneginin
20’sinde (%2.84) MRSA saptamiglardir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Bu calismanin gerecini olusturan Balikesir

ciftliklerinden toplanan tank sitleri ile agik semt pazarlarindan ve gesitli

marketlerden satin alinan farkls siit {irtinti 6rnekleri Tablo 3.1.°de gosterilmistir.

1l  merkezindeki

Tablo 3.1. Caligmada kullanilan 6rneklerin sayisal dagilimlart.

Ornek cinsi Ornek sayisi
Tank Sutl 50
Yogurt 15
Beyaz Peynir 40
Kasar 10
Tulum Peyniri 15
Mihali¢ 12
Sepet Peyniri 10
Lor Peyniri 13
Tereyagi 10
TOPLAM 175

3.1.2. Kullamlan Cihaz, Malzeme ve Kimyasallar

- pH metre (Hanna Insturments)

- Otoklav (Hirayama HV-85 L)

- Buzdolabi (Bosch)

- -80°C Derin Dondurucu (NuAire NU-9668E)
- Inkiibator; 37+1°C (Memmert)

- Biyoguvenlik Kabini (Metisafe Class 1)
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- Hassas terazi (0,01-3200 g) (Kern PLJ)

- Stomacher (IUL instruments) ve Stomacher posetleri

- Dispenser (5-50 ml Dijital)

- Spatul, makas, pens, bisturi

- Vorteks mikser (Stuart Biocote SA8)

- Cam tiipler ve vida kapakl siseler

- Petri kutulari; 90-100 mm ¢apinda, steril (ISOLAB)

- Tek kullanimlik steril plastik 6ze (LP Italiana)

- 0.5 McFarland (Remel)

- Gliserol

- Sodyum klorir (Tekkim TK.170540)

- Distile su cihazi (GFL 2004)

- Santrifiij (Hettich Universal 320R)

- Eppendorf tupleri

- Otomatik pipet seti (2-20 ml, 10-100 ml, 100-1000ml, 1000-5000ml) (Biohit)
- Kanl1 agar hazir besiyeri

- DNA ekstraksiyon kiti (MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit, Roche,
Almanya)

- Taq DNA polymerase kiti (ThermoFisher Scientific, USA)

- Taq Buffer with KCI

- dNTP Mix

- MgCl,

- Water (nuclease-free)

- Agaroz jel

- GelRed boyasi (Biotium, USA)

- Gel loading dye (Sigma, USA)

- PCR cihaz1 (PTC 100 Thermal Cycler, MJ Research Inc., USA)
- Elektroforez sistemi (EC350, EC Apparatus Corporation, USA)
- UVgorintileme sistemi (White/2UV, UVP, USA)
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3.1.3. Besiyerleri

3.1.3.1. Mueller-Hinton Broth (Oxoid CMO0405)

Bilesim g/litre
Beef, dehydrated infusion from 300.0
Cazein Hydrolysate 17.5
Starch 1.5

Sekil 3.1. Mueller-Hinton Broth bilesimi ve miktari.

Besiyerinden 21 g alind1 ve tizerine 1000 ml distile su eklenerek kaynar su
banyosunda (95+1°C) tamamen ¢6zdiruldi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edildi.

3.1.3.2. BBL CHROMagar MRSA (CHROMagar MR502)

Bilesim g/litre
Agar 15.0
Peptones and yeast extract 40.0
Salts 25.0
Chromogenic mix 2.5

Sekil 3.2. BBL CHROMagar MRSA bilesimi ve miktari.

Besiyerinden 82.5 g alinarak 1000 ml distile su i¢ine karigtirildi. Su
banyosunda 100°C’yi ge¢meyecek sekilde isitilirken homojenize olmasi igin
tyice calkalandi. 45-50 ° C'ye kadar sogutulup, 20 ml steril saf suda hazirlanan
CHROMagar MRSA supplement (SU620)’den 1 ml ilave edildi. Karistirilarak
steril petri kutularia yaklasik 12.5’er mL dokiildii.

26



3.1.3.3. Brain Heart Agar (Merck 1.13825)

Bilesim a/litre
Culture substrate (brain-heart extract and peptones) 27.5
D(+)glucose 2.0
sodium chloride 5.0
di-sodium hydrogen phosphate 2.5
agar-agar 15.0

Sekil 3.3. Brain Heart Agar bilesim ve miktart.

Dehidre besiyerinden 52 g alind1 ve tizerine 1000 ml distile su eklenerek
kaynar su banyosunda (95+£1°C) tamamen ¢6zdiruldi. Otoklavda 121 °C’de 15
dakika sterilize edildi ve steril petri kutularina yaklasik 12.5'er mL dokald.

3.1.3.4. Mueller Hinton Agar (Oxoid CM0337)

Bilesim g/litre
Beef, dehydrated infusion from 300.0
Casein hydrolysate 175
Starch 15
Agar 17.0

Sekil 3.4. Mueller Hinton Agar bilesim ve miktari.

Dehidre besiyerinden 38 g alindi ve tizerine 1000 ml distile su eklenerek
kaynar su banyosunda (95+1°C) tamamen c¢ozdiruldi ve 121°C’de 15 dk
otoklavda sterilize edildikten sonra 50 °C’ye kadar sogutuldu ve besiyeri Steril

petrilere dokald.
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3.1.3.5. Brain-Heart Infusion Broth (Merck 110493)

Bilesim g/litre

Nutrient substrate (brain extract, heart extract and peptones) 27.5

D(+)glucose 2.0
Sodium chloride 5.0
Disodium hydrogen phosphate 2.5

Sekil 3.5. Brain-Heart Infusion Broth bilesim ve miktari.

Dehidre besiyerinden 37 g alindi ve tizerine 1000 ml distile su eklenerek
kaynar su banyosunda (95+1°C) tamamen ¢ozduruldu. Otoklavda 121°C’de 15

dk sterilize edildikten sonra 50 °C’ye kadar sogutuldu ve steril petrilere dokiildii.

3.1.3.6. Nutrient Agar (Oxoid CMO0003)

Bilesim g/litre
Lab-Lemco’ powder 1.0
Yeast extract 2.0
Peptone 5.0
Sodium Chloride 5.0
Agar 15.0

Sekil 3.6. Nutrient Agar bilesim ve miktari.

Dehidre besiyerinden 28 g alind1 ve tizerine 1000 ml distile su eklenerek
kaynar su banyosunda (95+1°C) tamamen ¢ozduruldu. Otoklavda 121°C’de 15

dk sterilize edildikten sonra 50 °C’ye kadar sogutuldu ve steril petrilere dokiildii.
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3.1.3.7. Trypcase Soy Agar (Biomerieux 43011)

Bilesim a/litre
Peptone from casein 15.0
Peptone from soymeal 5.0
NaCl 5.0
Agar-agar 15.0

Sekil 3.7. Trypcase Soy Agar bilesim ve miktari.

Dehidre besiyerinden 40 g alind1 ve iizerine 1000 ml distile su eklenerek
kaynar su banyosunda (95+1°C) tamamen ¢Ozdiruldi. Otoklavda 121°C’de 15

dk sterilize edildikten sonra 50 °C’ye kadar sogutuldu ve steril petrilere dokiildii.

3.1.4. Antibiyotik Diskleri

Tablo 3.2. Antibiyotik direnglik testi i¢in kullanilan antibiyotik diskleri.

Antibiyotik Konsantrasyon Uretici Firma
Vankomisin 30 ug Oxoid CT0058B
Ampisilin 10 ug Oxoid CT0003B
Penisilin G 10 ug Oxoid CT0043B
Gentamisin 10 ug Oxoid CT0024B
Eritromisin 5 ug Oxoid CT0066B
Sulfametoksazol- 25 ug Oxoid CT0052B
trimetoprim

Tetrasiklin 30 ug Oxoid CT0054B
Siprofloksasin 5 ug Oxoid CT0425B
Kloramfenikol 30 ug Oxoid CT0013B
Sefoksitin 30 g Oxoid CT0119B
Oksasilin 1ug Oxoid CT0159B

29


http://www.biomerieux-culturemedia.com/product/70-trypcase-soy-agar--tsa-

3.1.5. identifikasyon Testleri

Bu tez calismasinda elde edilen tipik kolonilere Staphtech Plus Lateks
Aglutinasyon test kiti (Oxoid-DR0850) ile Slidex MRSA Lateks Aglitinasyon testi
(bioMérieux-73117) uygulanmustir.

3.1.6. Referans Suslar

Calismada kontrol amaciyla, S. aureus (ATCC 25923) ve MRSA (ATCC
43300 mecA pozitif ve ATCC 33592 mecA negatif standart suslar) referans suslari
Microbiologics Inc. (Saint Cloud, ABD)'den temin edilmistir

3.1.7. Primerler

nuc geni icin; nuc 1 (5-GCGATTGATGGTGATACGGTT-3) ve nuc 2 (5'-
AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3") primerleri kullanilirken, mecA geni
icin; mecA 1 (5-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3) ve mecA 2 (5-
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3) primerleri kullanilmistir (Maes ve ark.,
2002).

3.2. Ydntem
3.2.1. Orneklerin Analize Alinmasi

Tank situ 6rnekleri 200 ml steril vida kapakli siselere, siit tirtinii 6rnekleri ise
200’er gram olmak {lizere steril stomacher posetlerine alind1 ve soguk zincir altinda

laboratuvara getirilerek ayni giin analizleri yapildi.
3.2.2. Mikrobiyolojik Analizler
3.2.2.1. MRSA izolasyonu

Analize alinan her bir tank sUtd ve sut Urind 6rneginden 25 ml/g tartildi ve
uzerine %6.5 NaCl iceren 225 mL Mueller-Hinton Broth (Oxoid CMO0405) ilave
edilerek 2 dakika stomacherde (IUL) homojenize edildi. Homojenat 35+2 °C’de 16-
20 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda 6n zenginlestirme besiyerinden 10 pl
alimarak CHROMagar MRSA (CHROMagar MR502) besiyerine yayildi ve 35+2
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°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda iiretici firma tarafindan
belirtildigi gibi petrilerde gorilen pembeden leylak rengine donik koloniler MRSA
siipheli olarak degerlendirildi. Pembeden leylak renginde doniisen kolonilerin
bulunmadig1 petriler 24 saat daha inkiibasyona birakilarak, tekrar degerlendirildi
(EFSA, 2009). Gelisen kolonilere fenotipik olarak koagllaz pozitif stafilokok ve
MRSA varligin1 dogrulamak i¢in Koagulaz testi (Staphytect Plus; Oxoid-DR0850)
ile clumping faktord, protein A ve kapsiler polisakkaritlerin tespiti icin Slidex latex

aglitinasyon testi (bioMérieux-73117) uygulandi.
3.2.2.2. Staphtech Plus Lateks Aglutinasyon Testi (Oxoid-DR0850)

CHROMagar MRSA’da iireyen pembeden leylak rengine doniik siipheli
kolonilerden bir 6ze yardimi ile 3-5 adet secilerek alindi ve Staphtech Plus Lateks
Aglitinasyon test kiti (Oxoid-DR0850) nin reaksiyon kart1 tizerine transfer edildikten
sonra Uzerine 1 damla test reaktifi damlatildi. Daha sonra 6ze yardimiyla karistirildi
ve kiimelesmenin (partikiiller halinde toplanma) olusmasi koagiilaz pozitif stafilokok

olarak degerlendirildi.
3.2.2.3. MRSA Lateks Aglutinasyon Testi (bioMérieux-73117)
3.2.2.3.1. PBP2a Ekstraksiyon Prosedirt

Petride iireyen pembeden leylak rengine doniik koloniler hazir kanli agar
besiyerlerine cizilerek 33-37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
iireyen koloniler lateks teste tabi tutuldu. Uretici firmanin talimatlarina gére MRSA

Lateks Aglutinasyon Testi asagida belirtilen prosediire gore yapildi.

1. Bir mikrosantrifuj tlpine 4 damla ekstraksiyon reaktifi 1 (R3) eklendi.

2. 1ki 1.5 pl steril mikrobiyoloji 6zesinin (1 mm i¢ ¢apl) ici izole kolonilerle
tamamen dolduruldu ve agar yiizeyine siirerek asir1 miktar1 uzaklastirildi.
(Test yapmak icin gereken koloni miktar1 koloni ¢ap dl¢iimiine bagl olarak
(0.5mm-2.5 mm) 5 ile 30 arasinda degismektedir). R3 reaktifi iceren
mikrosantrifiij tiipiine i¢i tamamen bakteri dolu 6ze koyuldu ve siddetlice tim
hlcreler 6zeden ayrilincaya kadar homojenize edildi. (Mikrosantrifiij tiiptinde

toplam hiicre sayis1 1.5x10% 4x10° hiicreye karsilik gelmelidir.)
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Tipler 3 dakika boyunca 95-100 °C’de kaynayan su banyosuna koyuldu.
Mikrosantrifiij tiipleri su banyosundan alind1 ve oda 1s1sina sogutuldu.

1 damla ekstraksiyon reaktifi 2 (R4) tipe konuldu ve homojenize edildi.

o o > w

5 dakika siireyle 1500 g’de santrifiijlendi. (15 cm rotasyon ¢apinda 3000 rpm
veya 4.5 cm rotasyon ¢apinda 4500 rpm). Test i¢in numune olarak iistte kalan

kisim kullanildi.
3.2.2.3.2. Lateks Aglutinasyon Proseduru

1. Kullanmadan once reaktifler oda 1sisina ( 18-25 °C) getirildi.

2. Lateks reaktifleri tekrar siispanse edildi. Damlalikta kalan hava kabarciklar
uzaklagtirildu.

3. Test edilecek her bir numune i¢in, duyarlilastirilmis lateks (R1) i¢in bir ve
Negatif kontrol lateks (R2) testi i¢in baska bir daire isaretlendi.

4. Bir damla duyarlilastirilmis lateks (R1) test dairesine ilave edildi. Uzerine 50
ul numune eklenerek karistirict gubuk yardimui ile iyice karistirilarak dairenin
tim ylizeyine yayildi. Reaktif damlalar1 dagitilirken damlalik sisesinin dik
pozisyonda tutulmasina dikkat edildi.

5. Benzer sekilde, bir damla Negatif kontrol lateks (R2) kontrol dairesine
konuldu. Sonra 50 pl numune ilave edilerek karistirici ¢ubuk ile iyice
karistirilarak dairenin tiim ylizeyine yayildi.

6. Test kart1 elle dondiiriiliip karistirilarak agliitinasyon reaksiyonu baslanip

baslanmadig1 gozlendi.
3.2.2.3.3. Sonuclarin Okuma ve Degerlendirilmesi

Duyarhlastirilmis lateks (R1) ile aglutinasyon gorulmesi ancak Negatif
kontrol lateks (R2) ile gbzlenmemesi: PBP2a pozitif (MRSA),

Her iki lateks reaktifinde de aglutinasyon veya kumlanma gézlenmemesi:
PBP2a negatif (MSSA),

Negatif kontrol lateksi (R2) ile aglitinasyon gorulmesi: Belirsiz olarak

yorumlandi.
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3.2.3. izolatlarin Muhafazasi

Calisma kapsaminda lateks testler sonunda koagulaz pozitif stafilokok ve
MRSA olarak degerlendirilen izolatlar Oncelikle Brain Heart Infusion Broth
besiyerinde 35+2 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda eppendorf
tiplerine 800 pl bakteri kdltiri ve Gzerine 200 pl steril gliserol ilave edilerek

vortexlendi ve kullanilincaya kadar —80 °C derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.4. izolatlarin Canlandirilmasi

-80 °C’de muhafaza edilen izolatlar, yeniden canlandirilmak tizere 10 ml
Brain Heart Infusion Broth besiyeri iceren tlplere ilave edildi. 35 2 °C’de 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda siv1 besiyerinden bir 6ze dolusu alinarak Mueller-

Hinton Agar’a ¢izim yapildi. 35+2 °C’de 24 saat inkiibe edildi.
3.2.5. Molekiiler identifikasyon

Fenotipik olarak koagiilaz pozitif stafilokok ve MRSA olarak degerlendirilen
suslarin dogrulanmasi amaciyla Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction; PCR) teknigi kullanildi. Bu amacgla 0Oncelikle
izolatlarin ticari bir DNA ekstraksiyon kiti (MagNA Pure LC Total Nucleic Acid
Isolation Kit, Roche, Almanya) ile DNA ektraksiyonlar1 yapildi. PCR kosullar
optimize edildikten sonra S. aureus’a 6zgii nuc ve MRSA’ya 6zgii mecA gen
sekansint olusturan primer c¢iftleri kullanilarak amplifikasyon islemleri yapildi.
Amplifikasyon islemleri sonrasi elde edilen PCR iiriinleri %1,5’luk agaroz jel
elektroforezde yliriitiilerek, bu genlere 6zgii DNA bantlart UV transiluminator

yardimiyla goriintiilenerek degerlendirildi.

3.2.5.1. DNA Ekstraksiyonu

Eppendorf tiplere konulan hicre kolonileri tzerine steril ultra saf su (1 ml)
konuldu. Ornekler 5000 RCF’de 10 dakika santrifiij edildi ve santrifiij islemi sonrasi
eppendorf tiiplerdeki siipernatant dokiilerek, eppendorf tiiplin dibinde birikmis olan
pelet Gzerine liziz buffer (200 ul) eklendi. Her bir 6rnege lysozym eklenerek,
ornekler 37 °C’de 30 dakika bekletildi. Daha sonra, ticari bir kit (MagNA Pure LC
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Total Nucleic Acid Isolation Kit, Roche, Almanya) kullanilarak ekstraksiyon islemi,

uretici firma talimatlarina gore gergeklestirildi.
3.2.5.2. Miks Hazirlama

Taq DNA polymerase (ThermoFisher Scientific, USA) kiti kullanilarak miks
hazirlandi (Tablo 3.3).

Primer olarak nuc geni icin; nuc 1 (5-GCGATTGATGGTGATACGGTT-3)
ve nuc 2 (5-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3") dizilimi kullanildi. mecA
geni icin ise; mecA 1 (5-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3') ve mecA 2 (5-
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3') primerleri kullanildi (Maes ve ark., 2002).

Tablo 3.3. nuc geni i¢in hazirlanan miks.

10X Taq Buffer with KCI S5ul
dNTP Mix, 2.5 mM each 5ul
25 mM MgCl, 4 ul
nuc 1 0,8 ul (0,4 uM)
nuc 2 0,8 ul (0,4 uM)
Tagq DNA Polymerase 0,25 pl
Water, nuclease-free 29,15 pl
Template DNA 5ul
Total volume 50 pl

Tablo 3.4. mecA geni i¢in hazirlanan miks.
10X Taq Buffer with KCI 5ul
dNTP Mix, 2.5 mM each 5ul
25 mM MgCl, 4 ul
mecA 1 0,8 ul (0,4 uM)
mecA 2 0,8 ul (0,4 uM)
Taq DNA Polymerase 0,25 pl
Water, nuclease-free 29,15 pl
Template DNA 5ul
Total volume 50 pl
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3.2.5.3. DNA Amplifikasyon Asamasi

94°C’de 10 dakika (baslangi¢ denatiirasyonu), toplamda 23 siklus (94°C 1
dakika (denatiirasyon), 51°C’de 1 dakika (baglanma), 72°C’de 2 dakika (uzatma) ve
72°C’de 5 dakika final uzatmadan olusmaktadir.

3.2.5.4. Elektroforez ve Jel Gortintileme

%1.5 hazirlanan agaroz igerisine GelRed (Biotium, USA) boyasi katildi.
Katilagan jel, elektroforez tankina yerlestirildi ve jel {izerindeki kuyucuklara 1 pl
boya (Gel loading dye, Sigma, USA) + 5 ul 6rnek karisimi yiiklenerek, 90 V’da 75
dakika elektroforez islemi yapildi. Elektrofroz islemi sonrasi goriintileme, UV-
transilluminator'de yapildi. 279 bp uzunlugundaki 6rnekler S. aureus pozitif olarak
kabul edilirken, 533 bp uzunlugundaki 6rnekler MRSA pozitif olarak kabul edildi.

3.2.6. Antibiyotik Direncliliginin Belirlenmesi

Fenotipik olarak MRSA oldugu dogrulanan izolatlara Clinical and
Laboratories Standards Institute (CLSI, 2012; 2014)’nin direktifleri dogrultusunda
Kirby-Bauer disk diffiizyon yontemi kullanilarak antibiyotik direnglilik testi yapildi.
Izolatlarin canlandirma islemi PCR asamasinda anlatildig1 sekilde yapildiktan sonra
canlandirma islemi yapilan brothtaki bakteri kiiltiirii 9%0.9°luk NaCl i¢inde 0.5
McFarland (1x10® kob/ml) bulanikligina esit olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan
bakteri slispansiyonlarina steril pamuk swab daldirilip tiip igerisinde siiziilerek
Trypcase Soy Agar (TSA,; Biomerieux 43011) yiizeyine yayildi. Besiyeri kuruduktan
sonra antibiyotik diskleri agar ylzeyi ile temas edecek sekilde ve aralarindaki mesafe
24 mm’den yakin olmayacak bicimde petrilere yerlestirildi. Daha sonra 35+2 °C’de
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her bir izolat icin disk etrafindaki
inhibisyon zon c¢aplar1 Olgiilerek CLSI’nin belirledigi standartlar esas alinarak

degerlendirildi (Tablo 3.5.)
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Tablo 3.5. CLSI (2012; 2014)’ya gore Staphylococcus spp. i¢in zon ¢aplart (mm).

ANTIBIYOTIKLER | DUYARLI ORTA DUYARLI DIRENCLI
Vankomisin >15 - <15
Ampisilin >29 - <28
Penisilin G >29 - <28
Gentamisin >15 13-14 <12
Eritromisin >23 14-22 <13
Sl_JIfamet(_)ksazoI >16 11-15 <10
trimetoprim

Tetrasiklin >19 15-18 <14
Siprofloksasin >21 16-20 <15
Kloramfenikol >18 13-17 <12
Sefoksitin >22 - <21
Oksasilin >13 11-12 <10
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, Balikesir ilinde bulunan ¢iftliklerden toplanan 50 tank suti ile
acik semt pazarlarindan ve c¢esitli marketlerden satin alinan 125 siit iirini (15’1
yogurt, 40’1 beyaz peynir, 10’u kasar peyniri, 15’1 tulum peyniri, 12’si mihalig
peyniri, 10’u sepet peyniri, 13’ lor peyniri ve 10’u tereyagi) ornegi kullanildi.
Alman ornekler oncelikle fenotipik olarak koagulaz pozitif stafilokok ve MRSA
yoniinden analiz edildi. Pozitif olarak degerlendirilen izolatlarin PCR teknigi ile
dogrulamasi yapildi. Fenotipik olarak MRSA oldugu diisiiniilen izolatlarin 11 farkli
antibiyotige kars1 direncliligi tespit edildi.

4.1. Fenotipik Bulgular
4.1.1. Koagiilaz Pozitif Stafilokok ve MRSA identifikasyonu

Calismada kullanilan o6rneklerden yapilan ekimler sonucu 175 Ornekten
33’tinde CHROMagar’da iireyen pembeden leylak rengine doniik koloniler MRSA
stipheli olarak degerlendirmeye alindi. Bu siipheli izolatlarin 20’si tank siittinden, 3’
beyaz peynirden, 3’ kasar peynirden, 3’i tulum peynirinden, 2’si mihalig

peynirinden, 1’1 sepet peynirinden ve 1’i de tereyagindan elde edilmistir.

Bu kolonilere yapilan Staphtech Plus Lateks Agliitinasyon testi sonucunda 26
izolat koagulaz pozitif stafilokok olarak degerlendirilmistir. Bunlarin da 16’s1 tank
sitinden, 2’si beyaz peynirden, 3’l kasar peynirinden, 2’si tulum peynirinden, 2’si
mihali¢ peynirinden, 1’1 de sepet peynirinden elde edilen izolatlardir. Yogurt,

tereyag1 ve lor peyniri 6rneklerinde koagtilaz pozitif stafilokok tespit edilememistir.

Yapilan Slidex MRSA Lateks Agliitinasyon testi sonucunda ise 3 izolat
MRSA olarak degerlendirilmistir. Bunlarin 2’si tank siitinden, 1’1 ise tulum

peynirinden elde edilen izolatlardir.
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Tablo 4.1. Lateks test sonuglarina gore koagilaz pozitif stafilokok ve
MRSA izolatlarinin {iriin diizeyinde dagilimi.

Ornek Cinsi Ornek | Koagulaz % MRSA %
Sayisi Pozitif
(n) Stafilokok
Tank Suti 50 16 32.0 2 4
Yogurt 15 - - - -
Beyaz Peynir 40 2 5.0 - -
Kasar Peyniri 10 3 30.0 - -
Tulum Peyniri 15 2 13.3 1 6.6
Mihalic 12 2 16.6 - -
Sepet Peyniri 10 1 10.0 - -
Lor Peyniri 13 - - - -
Tereyagi 10 - - - -
TOPLAM 175 26 14.8 3 1.7

Sekil 4.1. CHROMagar’da tireyen MRSA siipheli kolonilerin goriintiisii.
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Sekil 4.2. Staphtech Plus Lateks Agltinasyon testi pozitiflik goriintisu.

Sekil 4.3. Slidex MRSA Lateks Agltinasyon testi pozitiflik goriintdsu.

4.2. Genotipik Bulgular

4.2.1. S. aureus ve MRSA izolatlarinin PCR Sonuclari

Fenotipik olarak koagulaz pozitif stafilokok oldugu tespit edilen 26 izolatin
17’si (%65.3) PCR teknigi ile S. aureus olarak dogrulanmistir. Diger 9 ornekte ise

nuc genine spesifik nikleik asitler tespit edilememistir.

Tlm izolatlara mecA genine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR

analizinde ise, 17 S. aureus izolatindan 1’inin (%5.88) mecA genine sahip oldugu

tespit edilmistir.
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Tablo 4.2. PCR sonuglarina gore S. aureus ve MRSA izolatlarnin {iriin
diizeyinde dagilimu.

Ornek Cinsi S. aureus % MRSA %
Tank Sutl 14 87.5 - -
Yogurt - - - -
Beyaz Peynir 1 50 - -
Kasar Peyniri - - - -
Tulum Peyniri 1 50 1 100
Mihalic - - - -
Sepet Peyniri 1 100 - -
Lor Peyniri - - - -
Tereyagi - - - -
TOPLAM 17 65.3 1 33.3
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Sekil 4.4. nuc genine gore S. aureus olarak dogrulanan izolatlarin PCR
goruntusd. (M: Marker, ATCC 33592 ve ATCC 43300: Pozitif
Kontrol Susu, 1-9-10-11-12-13-14-15-16-17-18-19-20-22-24-25-
26: S. aureus Pozitif (279 bp), 2- 3-4-5-6-7-8-21 ve 23: S. aureus
negatif.)
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Sekil 4.5. mecA geni icin tlim izolatlara yapilan PCR goriintiisii. (M: Marker,
ATCC 43300: Pozitif Kontol Susu, ATCC 33592: Negatif Kontrol
Susu, 1: mecA pozitif 533 bp, 2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12-13-14-15-
16-17-18-19-20-21-22-23-24-25-26:mecA negatif).

00€Ey DOLY

Sekil 4.6. mecA genine gore MRSA olarak dogrulanan sus ve referans
suglarm PCR gorintisi. (M: Marker, ATCC 43300: Pozitif
Kontrol Susu, 1:mecA pozitif 533 bp).

4.3. Antibiyotik Direnclilik Sonug¢lari

Calisma kapsaminda fenotipik olarak MRSA oldugu tespit edilen 3 izolat,
yapilan agar disk diflizyon yontemine gore 11 farkli antibiyotige kars1 direnglilikleri

yoniinden test edilmis olup, bunlara iliskin sonuglar Tablo 4.3.’de gOsterilmistir.
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Izolatlarin  antibiyotik direnglilik diizeyleri CLSI (2012; 2014)’ye gbre

degerlendirilmistir.

Tablo 4.3. MRSA izolatlarinin ¢alismada kullanilan antibiyotiklere
direnclilik dizeyleri.

Antibiyotik Diskleri
izolat

No VA |AMP | P | CN | E|SXT| TE |CIP| C | FOX | OX

1 R R R| S |R| R R | R R R
2 S R R| S I R S S S R R
3 R R R| R |R| R R R R R R

(S: Duyarly, I: Orta Duyarl, R: Direngli, VA: Vankomisin, P: Penisilin, CN: Gentamisin, E:
Eritromisin, AMP: Ampisilin, SXT: Sulfametoksazol trimetoprim, TE: Tetrasiklin, CIP:
Siprofloksasin, C: Kloramfenikol, FOX: Sefoksitin, OX: Oksasilin)

Sekil 4.7. MRSA izolatlarinin disk difiizyon testi goriintiisti.

Tablo 4.3.’de goriildiigii gibi antibiyotik direngliligi testleri sonucunda
MRSA izolatlarindan 2’si vankomisine, 1’1 gentamisine, 2’si eritromisine, 2’si
tetrasikline, 1’1 siprofloksasine ve 2’si kloramfenikole direngli bulunurken, tamami
ampisilin, penisilin, sulfametoksazol trimetoprim, sefoksitin ve oksasiline direngli
bulunmustur. Izolatlarin 1°i eritromisine, 1’i de siprofloksasine orta duyarli olarak

tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Siit, yapisinda insan yagami i¢in gerekli biitiin makro ve mikro besin dgelerini
barindirabilen zengin bir gidadir. Siit ve siit iirlinleri, 6zellikle protein, karbonhidrat,
kalsiyum, fosfor, A vitamini ile baz1 B vitaminleri (6zellikle riboflavin ve B12)
acisindan 1iyi bir kaynak olarak degerlendirilmektedir. Siitten elde edilen basta
peynir, yogurt, tereyagi olmak {izere siit lirlinleri insan hayatinda vazgecilmez gidalar
arasinda yer almaktadir. Siit ve siit triinleri bu kadar ¢ok sayida ve 6nemli
fonksiyonlar1 olan besin ogelerini yapisinda bulundurmasi nedeniyle insanlarda
hastaliga neden olabilen zararli mikroorganizmalarin liremesi a¢isindan elverisli bir

ortam olusturmaktadir.

S. aureus, neden oldugu enfeksiyonlar ile diinya ¢apinda yuksek morbidite ve
mortaliteye neden olmasi ile 6ne ¢ikmistir (Alozhairy, 2011). Bakterinin giinimuizde
kullanilan birgok antibiyotige hizla diren¢ kazandig1 bilinmektedir. Ozellikle MRSA
suglari, diinyanin bir¢ok bolgesinde hizla artan prevalans: ile dikkat cekmektedir (Ito
ve ark., 2003). Metisilin direngli suslar genellikle ¢oklu direng 6zelligine sahip
olduklart i¢in bu durum neden olduklar1 enfeksiyonlarin tedavisinde 6nemli bir sorun
olusturmaktadir. Direngli suslarla kontamine olmus gidalarin ise insanlar tarafindan
islenmesi ve tiiketilmesi ile insanlara bulasma riski bulunmaktadir (Ferreira ve ark.,
2014). Bu nedenle metisilin direng genlerini tagiyan S. aureus izolatlari ile kontamine
gidalarin insan saglig1 acisindan biiyiik bir risk olusturma potansiyeline sahip oldugu

sOylenebilmektedir.

Ulkemiz, siit endiistrisi yoniinden diinyanin 6nde gelen iilkelerinden olup
TUIK verilerine gore, yilda 18.498.630 ton ¢ig siit elde edildigi ve 632.850 ton
peynir, 1.101.253 ton yogurt ve 45.817 ton tereyag: iretildigi bildirilmektedir
(TUIK, 2014). En fazla siitiin iiretildigi iller siralamasinda ise Balikesir 790.732 ton

ile ticilincii sirada yer almaktadir (Tablo 5.1.).

43



Tablo 5.1. Balikesir ili 2009-2014 yillar1 arasi siit tretim miktarlari

(TUIK, 2014).
YIL 2009 2010 2011 2012 2013 2014
sUT 693.776 | 683.191 | 707.647 | 740.104 | 750.711 | 790.732

(ton)

Bu veriler dogrultusunda Tiirkiye genelinde ve Balikesir ilinde ekonomik
acidan siit endiistrisinin 6nemli bir yer tuttugu goriilmekte olup, siit ve siit
urtinlerinde MRSA prevalansinin hizli ve giivenilir metotlarla tespiti ve identifiye
edilmesi halk sagliginin korunmasi agisindan 6nem kazanmaktadir. Yapilan literatiir
taramalarinda iilkemizde siit ve siit {irlinlerinde MRSA prevalansi ile ilgili yapilmis
az sayida calismaya rastlanirken, Balikesir ilinde ise bu konuda yapilmis bir ¢alisma

goriilmemistir.

Bu c¢alismada, Balikesir ilindeki ciftliklerden toplanan tank stleri ile
piyasada tiiketime sunulan baz: siit lirlinlerinden (yogurt, beyaz peynir, kasar peyniri,
tulum peyniri, mihali¢ peyniri, lor peyniri, sepet peyniri ve tereyagi) Ornekler
alarak gida hijyeni ve halk saglig1 acgisindan risk olusturabilen MRSA prevalansi
fenotipik ve genotipik olarak arastirilmis ve elde edilen izolatlarin antibiyotik

direnclilik profilleri belirlenmeye ¢aligilmistir.

Literatiirler taramalarinda EFSA’ya gore (2009) gidalardan MRSA
izolasyonu icin iki metot kullanmildigi gorulmektedir. Bunlardan birincisi Baird-
Parker Agar kullanilan 1ISO 6888-1:1999 metodu, ikincisi ise kromojenik besiyerleri
kullanilan metottur. Bu calismada kromojenik besiyerlerinin kullanildigi metot tercih
edilmistir. Kromojenik ~ besiyerlerinde ~ bulunan  substratlarin hedef
mikroorganizmanin enzimleri tarafindan kullanilmasi yani pargalanmasi sonucu
mikroorganizmanin boyanmasina bagli olarak ortamda iireyen koloniler renklidir.
Yapilan ¢alismalarda kromojenik besiyerlerinin konvansiyonel besiyerlerine gore
etken patojenleri daha kisa siirede saptama ve karisik kiiltiirlerden ayirma yoniinden
daha etkili oldugu bildirilmistir (Cherkaoui ve ark., 2007). Bu besiyerleri maliyeti
daha fazla olmasina karsin, MRSA tanimlamasini daha segici yapabildiginden ek
testlere olan ihtiyact azaltarak zaman tasarrufu agisindan Onemli avantajlar

saglamaktadir (Sepin Ozen ve ark., 2011).
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Elde edilen izolatlara identifikasyon amaciyla uygulanan yontemlerden
birincisi fenotipik olarak PBP2a’nin saptanmasini temel alan lateks agliitinasyon
testidir. Uygulamasi kolay, hizli sonug¢ veren (15-20 dakika) ve ¢ok sayida 6rnegin
ayn1 anda incelenmesine olanak saglayan bir yontemdir. Koloni siispansiyonlarindan
PBP2a ekstraksiyonu yapildiktan sonra, lateksle kaplanmig olan PBP2a’nin
monoklonal antikorlarla reaksiyona girerek aglitinasyon olusturmasi prensibine
dayanmaktadir (Velasco ve ark., 2005). Ikincisi ise PCR ile yapilan genotipik
identifikasyon metodudur. MRSA tirlerinin tespiti, PCR kullanilarak mecA geninin
varligiin dogrulanmast ile yapilmaktadir (Normanno ve ark., 2007; Vanderhaeghen
ve ark., 2010). mecA geni stafilokok tlrlerinde metisilin direncinden sorumlu olan
gendir (Louie ve ark, 2002). Giiniimiizde metisilin direncinin saptanmasinda mecA
geninin molekiiler yontemlerle saptanmasi altin standart olarak kabul edilmis ve en

cok kullanilan metot olarak belirlenmistir (Brown, 2001).

Yapilan bu ¢alismada 50 tank siitii 6rneginin 14’tinde (%28) S. aureus tespit
edilmis olup, S. aureus suslarinin fenotipik olarak 2’si (%14.2) MRSA olarak
belirlenmistir. Ancak bu izolatlarin genotipik olarak mecA geni tasimadiklari tespit
edilmistir. Fenotipik olarak MRSA oldugu tanimlanan 2 izolatin ayni zamanda
metisilin  direngliliginin  belirlenmesinde  kullanilan  sefoksitin ve oksasilin

antibiyotiklerine direncli oldugu saptanmaistir.

Yapilan literatiir taramalarinda siit ve siit iiriinlerinde MRSA prevalans: ile
ilgili ulusal ve uluslararas1 pek ¢ok ¢alisma rapor edilmistir. Tiirkyilmaz ve ark.
(2010) yaptiklar1 ¢alismada mastitisli siit 6rneklerinden izole ettikleri 93 S. aureus
susunun 16’smin (%17.2) fenotipik olarak MRSA oldugunu ve bunlarin tamaminin
genotipik olarak da mecA geni tasidiklarini bildirmislerdir. Pehlivanoglu ve Yardimci
(2012) yaptiklar1 calismada 306 mastitisli siit orneklerinden izole ettikleri 100
stafilokok izolatinin 65’ini (%65) S. aureus olarak, bunlarin da fenotipik olarak
20’sinin  (%30.7) metisilin direngli oldugunu ve 37’sinin (%56.9) mecA geni
tasidigini rapor etmislerdir. Kaynarca ve Tirkyilmaz (2010) 339 mastitisli st
orneginden 71’inde (%46.1) koagulaz pozitif S. aureus tanimlanmis ve bunlarin
6’smin (%8.4) fenotipik olarak metisilin direncli oldugunu tespit etmislerdir. Erdem
ve Tiirkyilmaz (2013) 145 mastitisli siitii 6rnegi kullanarak yaptiklari ¢alismada
orneklerin 2’sinde (%1.3) genotipik olarak MRSA tespit etmislerdir. Unal (2013)
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subklinik mastitisli sutlerinden elde edilen 60 S. aureus izolati kullanarak yaptigi
calismada izolatlarin 2’sinde (%3.30) mecA geni belirledigini bildirmistir.

Daka ve ark. (2012) 160 siit 6rneginin 78’inin (%48.7) S. aureus ve bunlarin
da %60.3’tiniin fenotipik olarak MRSA oldugunu bildirmislerdir. Huber ve ark.
(2010) mastitisli sutlerden izole ettikleri 142 S. aureus izolatinin 2’sinde (%]1.4)
mecA geni belirlemislerdir. Vanderhaeghen ve ark. (2010) klinik ve subklinik
mastitisli sutlerden elde edilen 118 S. aureus susunun 11’inde (%9.3) mecA geni
saptamiglardir. Bu siitlerden 2’sinin (%18.1) klinik mastitisli, 9’unun (%81.8)
subklinik mastitisli siitlere ait oldugunu bildirmislerdir. Vyletelova ve ark. (2011)
yaptiklar1 ¢aligmada 703 tank siitii 6rneginin 326’sinin S. aureus (%46.3) ve bunlarin
da 20’sinin (%6.1) hem fenotipik hem de genotipik olarak MRSA oldugunu
saptamiglardir. Paterson ve ark. (2012) 1500 tank siitii 6rneginin 7’sinde (%0.46)
mecA geni saptamiglardir. Haran ve ark. (2012) 150 tank sutii 6rneginin 2’sinde
(%1.3) mecA geni saptamiglardir. Kanaan ve Al-Shammary (2013) yaptiklari
calismada 15 siit 6rneginin 4’iinde (%13.4) fenotipik olarak MRSA tespit etmislerdir.

Yapilan bu ¢aligmanin bulgulari, bazi arastirmacilarin (Tiirkyillmaz ve ark.
2010, Pehlivanoglu ve Yardimei 2012, Daka ve ark. 2012) bulgularindan distik, bazi
aragtirmacilarin (Kaynarca ve Tiirkyilmaz 2010, Erdem ve Tiirkyilmaz 2013, Unal
2013, Huber 2010, Vanderhaeghen ve ark. 2010 ve Vyletelova ve ark. 2011)
bulgularindan ise yiiksek bulunmustur. Bu farkliliklarin ¢ig siit o6rneklerinin
toplandig1 ¢iftliklerin biyiikliigii, hayvanlara antibiyotik kullanilma gec¢misleri,
caligilan 6rnegin niteligi ve sayisi, bolgeler arasi farkliliklar ile etkenin izolasyon ve
identifikasyon asamalarinda uygulanan analiz metodlar1 gibi nedenlerden
kaynaklanmis olabilecegi diisiinlilmektedir. Diger yandan sagim islemi esnasinda
sagim personelinden, sagim i¢in kullanilan ekipmanlardan ve ortam sartlarindan siite
bakteriyal bulagsma olmasi sonuglar1 etkileyebilmektedir (Kalsoom ve ark., 2004).
Yapilan arastirmalara gore siitte ve siit iirtinlerinde MRSA prevalans: farkh iilkelerde
veya ayni lilke i¢indeki bolgeler arasinda bile 6nemli farkliliklar gosterebilmektedir.
Bu farkliliklar iilkeler arasindaki hayvan yetistirme sistemlerinin farkliligindan
kaynaklanabilmektedir. Farkli ulusal antimikrobiyal politikalar ve diizenlemelerin de
farkli yayginlik tahminlerine katkida bulunmus olabilecegi bildirilmistir (Grave ve

ark., 2010). Ornegin ayn1 bolgede birden fazla hayvan tiiriiniin varlig1 gibi S .aureus
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izolatlar arasinda genetik materyalin transferini kolaylastiran diger faktérler MRSA

prevalansini etkileyebilmektedir (Spohr ve ark., 2011).

Literatiir taramalarinda peynirlerde MRSA prevalansi ile ilgili gerek ulusal
gerekse uluslararasi diizeyde fazla ¢alismaya rastlanmamistir. Yapilan bu ¢alismada
toplam 100 peynir (40 beyaz peynir, 10 kasar, 15 tulum peyniri, 12 mihali¢ peyniri,
10 sepet peyniri, 13 lor peyniri) 6rneginin 3’tinde S. aureus (%3), bunlarin fenotipik
olarak 1’inde (%33.3) MRSA tespit edilmis ve mecA genine sahip oldugu
dogrulanmigtir. MRSA pozitif olarak tespit edilen izolat tulum peyniri 6rneklerinden
izole edilmistir. Yiicel ve Anil (2011) 90 peynir O6rneginin 16’sinda (%20.2) S.
aureus izolati elde etmisler, peynirlerden elde edilen 79 koagiilaz pozitif izolatin
9’unda (%11.3) fenotipik olarak metisilin direnci saptamislardir. Ozpmar (2011)
yapmis oldugu ¢alismada 100 Erzincan tulum peynirinden 61’inde (%61) S. aureus,
bunlarin da 10’unda (%16.3) mecA geni tespit etmistir. Can ve Celik (2012) 200
paketlenmemis peynir 6rneginin (100 beyaz peynir, 100 tulum peyniri) 12’sinde
(%6) (5’1 beyaz peynir, 7’si tulum peyniri) S. aureus, bunlarin da 2’sini (%16.6)
mecA pozitif olarak saptamislardir. Pozitif olarak MRSA saptanan 6rneklerin tulum

peyniri oldugunu rapor etmislerdir.

Huber ve ark. (2010) 200 ¢ig siitten yapilan peynir o6rneginde mecA geni
saptayamadiklarint bildirmislerdir. Mirzaei ve ark. (2011) 50 geleneksel peynir
orneginin 2’sinde (%4) mecA geni saptamislardir. Arefi ve ark. (2014) 50 Feta
peyniri ve 50 beyaz peynir 6rneginin sirasiyla 7’sinde (%14) ve 18’inde (%36) S.
aureus, bunlarin ise 2’sinde (%28.5) ve 6’sinda (%33.3) fenotipik ve genotipik
olarak MRSA oldugunu belirlemislerdir. Kanaan ve Al-Shammary (2013) yaptiklari
calismada 15 beyaz peynir 6rneginin 6’sinda (%20) fenotipik olarak MRSA tespit

etmislerdir.

Yapilan bu ¢alismanin bulgulari, Arefi ve ark. (2014)’1n bulgularina benzer,
baz1 arastirmacilarm (Yiicel ve Aml 2011, Ozpmar 2011, Can ve Celik 2012, Huber
ve ark. 2010, Mirzaei ve ark. 2011, Kanaan ve Al-Shammary 2013) bulgularindan ise
yiiksek bulunmustur. Peynir 6rneklerindeki sonuglar arasi farkliliklar peynir iiretim
teknolojilerindeki farkliliklara, analizlerde kullanilan 6rnek sayilarina, iiretimde

kullanilan siitiin ¢ig veya pastorize edilip edilmedigine bagli olabilmektedir. Ayrica
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peynirin {iretildigi ortam hijyeni ve Uretimdeki personel ile depolama ve satig

asamalarindaki hijyen kosullarinin yetersizliginden kaynaklanabilmektedir.

Tulum peyniri kurumadde ve yag orani yiiksek, ozellikle bolgelere gore
yapim teknigi farklilik gosteren bir peynir ¢esididir (Tekingsen, 2000). Tulum
peynirinde MRSA tespit edilmesinin, tretiminde genellikle ¢ig siit kullanilmasi veya
iretimde kullanilan siitlere yeterli pastérizasyon uygulanmamasi, olgunlastirma
asamasinda deri tulumlar kullanilmasi, tulumlara dolumun kalin sopa ya da elle
bastirilarak yapilmasi (Tekingen, 2000; Tirk Gida Kodeksi Peynir Tebligi, 10
Temmuz 2015), bu peynirlerin yaygin olarak starter kiiltiir kullanilmadan ¢ogunlukla
hijyenik olmayan sartlarda ¢alisan gegici mandiralarda ilkel usullerle tiretilmesi ile
olgunlagma siiresi tamamlanmadan erken tiiketime sunulmasindan kaynakl

olabilecegi bildirilmektedir (Cakir, 2011).

Bu calismada 10 tereyagi 6rneginden MRSA tespit edilememigtir. Mirzaei ve
ark. (2011) da 50 tereyagi dérneginden mecA geni tespit edemediklerini bildirmislerdir
Calismamizdan elde edilen bulgular bu calismanin bulgularn ile benzerlik

gostermektedir.

Disk difiizyon, antimikrobiyal duyarlilik testinde en eski yaklagimlardan biri
olup rutin klinik laboratuvarlarda en yaygimn kullanilan antimikrobiyal duyarlilik test
yontemlerinden biridir. Bir¢ok antimikrobiyal ajanin es zamanli test edilmesi
saglanir ve 0zel bir ekipmana gerek yoktur (T.C.Saglik Bakanligi, 20 Ekim 2015). S.
aureus izolatlari, mecA genine sahip olmamasina ragmen oksasilin, sefoksitin gibi
metisilin duyarlililigini belirleyen testler ile pozitif sonug¢ vererek fenotipik olarak
diren¢ gosterebilirler. Bu durumun muhtemel sebepleri arasinda mecA homologu
olan ve yeni tespit edilen mecC geni ile diger p-laktam direnci saglayan faktorler
gosterilebilir. Bu faktorler arasinda ise beta laktamazin asir1 iiretimi ve PBP’lerin
yapisinda meydana gelen mutasyonlar yer almaktadir (Garcia-Alvarez ve ark., 2011,
Petersen ve ark., 2013).

Bu sebepten fenotipik olarak MRSA oldugu diisiiniilen izolatlarin disk
diflizyon yoOntemiyle antibiyotik duyarhiliklarinin tespit edildigi calismamizda,
MRSA izolatlarindan 2’si vankomisine, 1’1 gentamisine, 2’si eritromisine, 2’si

tetrasikline, 1’1 siprofloksasine ve 2’si kloramfenikole direngli bulunurken tamami
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ampisilin, penisilin, sulfametoksazol trimetoprim, sefoksitin ve oksasiline direngli
bulunmustur. izolatlarin 1°i eritromisine, 1’i de siprofloksasine orta duyarl olarak

tespit edilmistir.

Lee (2003) sigir siitlerinden izole ettigi 12 MRSA izolatinin tamamini
oksasiline, penisiline ve ampisiline direncli bulurken, 6’smi sefoksitine, 3’iinii
siproflaksosine, 8’ini eritromisine, 11’ini gentamisine, 5’ini tetrasikline direngli
bulmustur. izolatlarin hi¢birinde TMP-SXT direnci tespit edememistir. Moon ve ark.
(2007) mastitisli sigir siitlerinden elde edilen ve fenotipik olarak MRSA oldugu
saptanan 21 izolatin 19’unu penisiline, 19’unu ampisiline, 7’sini gentamisine, 5’ini
tetrasikline ve 12’sini eritromisine direngli bulmuslardir. Normanno ve ark. (2007)
4’1 sigir sitiinden, 1’1 sus mozerella peynirinden ve 1’1 de pecorino peynirinden
izole ettikleri 6 MRSA izolatinin 3’tinii ampisiline, 2’si TMP-SXT’e direncli
bulurken, tiim izolatlar1 gentamisin, tetrasiklin, eritromisin ve vankomisine duyarli
olarak tespit etmislerdir. Vanderhaeghen ve ark. (2010) mastitisli sutlere ait 11
MRSA izolatinin tamamini tetrasikline direngli iken 2’sini siprofloksasine direngli,
klorafenikol, gentamisin, eritromisine ise duyarli oldugunu saptamislardir. Paterson
ve ark. (2012) tank siitlerinden elde ettikleri 7 MRSA susunun tamamini penisilin,
metisilin ve sefoksitin direngli tespit etmistir. 6’sin1 tetrasikline, 1’ini eritromisine

direncli bulurken, tiim suslart TMP-SXT’e duyarli bulmuslardir
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada analize alinan tank sutleri ve tulum peyniri 6rneklerinde
MRSA tespit edilmistir. MRSA ¢ogunlukla hastane ve toplum kaynakli bir patojen
olarak diisiiniiliirken yapilan bu c¢alismada siit ve siit liriinlerinde de bulunabilecegi
goriilmiistiir. Ozellikle tulum peynirlerinde MRSA saptanmasmmn {ilkemizde
tiretimin  ¢ogunlukla kii¢iik Olgekli isletmelerde yapilmasi, hijyenik olmayan
kosullarda elde edilen ¢ig siit kullanilmas1 ve bu peynirin iiretiminde bir standardin

olmamasindan kaynakli oldugu diistiniilmektedir.

Calismadan elde edilen izolatlarin birden fazla antibiyotige karsi direncli
oldugu tespit edilmistir. Genotipik olarak yalnizca birinde mecA genine
rastlanmasina ragmen, metisilin direngliliginin belirlenmesinde kullanilan oksasilin
ve sefoksitin antibiyotiklerine karsi tamaminin diren¢li oldugu belirlenmistir. Bu

durum bu izolatlarin tedavisi zor hastaliklara sebep olabileceginin gostergesidir.

Siit ve siit lriinlerinde MRSA prevalansini diisiirmek ve Onlemek igin
oncelikle Oretimde kullanilacak siitler saglikli hayvanlardan elde edilmeli, sagim,
tasinma ve sogutma asamalarinda gerekli hijyen kurallarina uyulmalidir. Ayrica
peynir yapiminda ¢ig siit kullanimindan kagmilmali, yeterli pastorizasyon
uygulanmali ve pastorizasyon sonrasi bulasmalarin onlenmesi i¢in gerekli tedbirler
alinmalidir. Bunlarin yani sira siit ve siit iirlinleri isletmelerinin diizenli bir sekilde
denetlenmesi, basta semt pazarlar1 olmak iizere agikta denetimsiz ve kontrolsiiz bir
sekilde yapilan peynir satisinin  engellenmesi  gerekmektedir.  Prosesinde
olgunlastirma periyodu bulunan peynirler gerekli olgunlastirma siire ve sartlarina

uyularak tuketime sunulmalidir.

Sat ve sut drunlerinde “giftlikten catala” prensibi ile iiretimden tiikketime
kadar etkili HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points), GMP (Good
Manufactured Practice) ve GHP (Good Hygiene Practice) gibi Gida Giivenligi

Yonetim Sistemleri eksiksiz uygulanmalidir. Basta siit ve siit tiriinlerinde olmak
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lizere tiim hayvansal gidalarda yalniz S. aureus degil ayn1 zamanda MRSA analizinin

Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebliginde yer almasi 6nerilmektedir.

Gida kaynakli izolatlardaki diren¢ gelisiminin engellenmesi igin bilhassa st
hayvanlarinin tedavisinde kontrolli ve bilingli antibiyotik kullanilmali ve ayni
zamanda antibiyotiklerin diren¢ durumlar1 da duzenli olarak izlemeye alinmalidir.
Boylece bakterilere karsi en etkili antibiyotigin kullanimi saglanarak gereksiz

antibiyotik kullaniminin da 6niine gecilmesi saglanacaktir.

Sonug olarak bu ¢alismada tank sutlerinde ve tulum peynirlerinde MRSA
tespit edilmesi, gida gilivenligi ve halk saglig1 acisindan risk teskil etmektedir. Bu
nedenle gidalarda MRSA varligmin potansiyel tehlikesi konusunda tiiketiciler
aydinlatilmalidir. Basta hayvansal gidalar olmak tizere diger gidalarda ve gida iiretim
tesisleri ortamlarinda da MRSA prevalans ve antibiyotik direnclilik ¢alismalarinin

yapilmasi faydali olacaktir.
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