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OZET

CiG VE YARI-PiSMiS BAZI ET URUNLERINDE SALMONELLA SPP. VE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS’UN BELIRLENMESI VE ANTIBIYOTIK
DIRENCLILIKLERININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LISANS TEZI
BERKAY BOZKURT
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIiM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. GULENDAM TUMEN)
(ES DANISMAN: DOC. DR. REYHAN iRKIiN)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2018

Bu caligmada Izmir ve Balikesir piyasasinda 24 marketten toplanan ¢ig, yari
pismis ve yemeye hazir iirlin olarak satisa sunulan; tavuk doner, et doner, tavuk
etleri, dana ve kuzu etleri olmak iizere 60 adet numune, Salmonella spp. ve
Staphylococcus aureus varligi yoniinden incelenmis, identifiye edilen Salmonella
spp. ve S. aureus serotiplerinin disk difiizyon yontemi ile bazi antibiyotiklere
direncleri belirlenmistir.

Toplanan 60 adet numuneden Salmonella spp. ve S. aureus spesifik primerler
kullanilarak Real-Time PCR yontemi ile mikroorganizma varligi tespit edilmistir.
Patojen mikroorganizma saptanan numunelerin; Xylose Lysine Desoxycholate Agar
(XLD), Bismuth Sulphide Agar (BSA) ve Egg-Yolk Tellurite emiilsiyonu igeren
Baird-Parker Agar secici ortamlarina ekimi yapilmistir. Olusan tipik kolonilerin,
Plate Count Agar (PCA) igeren petrilere ekiminin ardindan farkli antibiyotiklere ait
test diskleri de petrideki agar iizerine yerlestirilerek inkiibe edilmistir. Yapilan islem
sonucunda Kloramfenikol, Penisillin G, Basitrasin, Oksitetrasiklin, Sulfametoksazol,
Neomisin, Novobiosin, Tetrasiklin, Eritromisin, Ampisilin olmak {izere toplam 10
adet antibiyotige kars1 duyarliliklar1 belirlenmistir.

Sonug olarak, toplamda 60 adet ¢ig ve yari-pismis et iriinlerinin tiimiinde
enterotoksin olugturmayacak seviyede S. aureus; 6 tanesinde ise Salmonella spp.
tespit edilmistir. Yapilan antibiyotik disk diflizyon yontemi sonucunda S. aureus’ un
Penisillin G, Oksitetrasiklin, Sulfametoksazol, Tetrasiklin, Eritromisin, Ampisilin
antibiyotik tiirlerine; Salmonella spp. tiirlerinin ise Penisillin G, Sulfametoksazol,
Eritromisin, Ampisilin antibiyotik tiirlerine direngli oldugu saptanmistir. Toplum
tarafindan cokea tiiketilen bu iiriinlerin, S. aureus (>5x10°kob/g) ve Salmonella spp.
ile kontamine olmasinin, gida zehirlenmeleri bakimindan risk faktorii niteliginde
olabilecegi belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Real-Time
PCR, Antibiyotik duyarliligi, ¢ig et iirlinleri, yar1 pigsmis et liriinleri.



ABSTRACT

DETERMINATION OF SALMONELLA SPP. AND STAPHYLOCOCCUS
AUREUS IN SOME RAW, READY-TO EAT PRODUCTS AND A
RESEARCH ABOUT ANTIBIOTIC RESISTANCES OF THEM
MSC THESIS
BERKAY BOZKURT
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR: PROF. DR. GULENDAM TUMEN)
(CO-SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. REYHAN IRKIN)
BALIKESIR, JUNE 2018

In the study 60 samples of raw, semi-cooked and ready to eat chicken doner,
meat doner, chicken, beef, and lamb products from 24 markets from Izmir and
Balikesir markets are examined for the presence of Salmonella spp. and
Staphylococcus aureus. Antibiotic resistance of the identified Salmonella spp. and S.
aureus serotypes is tested by the disc diffusion method.

The presence of microorganisms in the 60 samples was determined by Real-
Time PCR method using Salmonella spp. and S. aureus specific primers. The
samples with the pathogen microorganisms were plated on the selective medium
such as Xylose Lysine Desoxycholate (XLD), Bismuth Sulphide Agar (BSA), and
Baird-Parker Agar, which contains Egg-Yolk Tellurite emulsion. The colonies were
cultivated on Plate Count Agar (PCA), followed by an incubation with different
antibiotic discs that were placed on the agar plates. The result of this experiment
showed a total of 10 different antibiotic resistance against Chloramphenicol,
Penicillin G, Bacitracin, Oxytetracycline, Sulfamethoxazole, Neomycin, Novobiocin,
Tetracycline, Erythromycin and Ampicillin.

In conclusion, S. aureus was detected in all of the 60 raw and semi-cooked
meat samples, however, in levels that will not cause enterotoxic effect. Salmonella
spp. was detected only 6 of the tested meat samples. The antibiotic disc diffusion
method showed that S. aureus was resistant to Penicillin G, Oxytetracycline,
Sulfamethoxazole, Tetracycline, Erythromycin, and Ampicillin, whereas Salmonella
spp. was resistant to Penicillin G, Sulfamethoxazole, Erythromycin, and Ampicillin.
As these products are consumed frequently, their contamination with S. aureus
(>5x10°% kob/g) and Salmonella spp. can be a risk factor for food poisoning.

KEYWORDS: Staphylococcus aureus, Salmonella spp, Real-Time PCR, Antibiotic
sensitivity, raw meat products, semi-cooked meat products.
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1. GIRIS

Yeterli miktarda ve dengeli beslenme, saglikli bir yasam slirmemiz ve
hastaliklardan korunmamiz i¢in olduk¢a oOnemlidir. Tiiketilen gidalarin saglik
acisindan giivenilir olmasi, doku gelisimi ve yenilenmesi, viicudumuzun verimli bir
sekilde calismasi i¢in gerekli temel bir unsurdur. Viicudumuz i¢in gerekli besin
degerlerinin biiylik bir ¢ogunlugu et driinlerinden saglanmaktadir. Et driinleri,
yapisinda bulundurduklar yiiksek orandaki protein igerigi, demir, ¢inko, B12 gibi
bircok vitamin ve mineral ile beslenme agisindan olduk¢a 6nemlidir. 2015 yili
verilerine gore Tiirkiye’de kisi basina diisen sigir eti tiikketimi 13,0 kg, kanath eti

tilketimi 23,0 kg ve koyun eti tiiketimi 7,0 kg olarak belirtilmektedir [1,2].

Et ve et iirlinlerinin, birgok tiiketici tarafindan giivenli bir sekilde tiiketilmesi
onemli bir ol¢iittiir. Ancak hammaddelerin iiretici firmaya girisinden {iriin eldesi
basamagina kadar olan siiregte ¢esitli nedenlerle gida kontaminasyonu
gerceklesebilmektedir. Bu durumun Oniine gecilebilmesi i¢in hammaddenin
fabrikaya taginmasi, mal kabul, personel hijyeni, fabrika ekipmanlar1 temizligi,
iretim sartlar1 ve depolama islemleri dahil bir¢ok basamagin iyilestirilmesi

gerekmektedir [3].

Mikroorganizma kaynakli gida kontaminasyonlarinda temizlige yeteri kadar
onem verilmeyip cogu hijyen basamagi goz ardi edilmektedir. Hayvanlarin fabrikaya
transferi asamasinda dezenfeksiyonu iyi yapilmis temiz araclar kullanilmali ve arag
tasima kapasitesi géz oniinde bulundurulmalidir. Uretim asamasinda ise personel ve
ekipman temizligi temel basamagi olusturmaktadir. Gerekli personel muayeneleri
diizenli olarak yapilmali; tiretimde ise eldiven kullanimina ve ellerin temizligine
dikkat edilmelidir. Et tirlinlerinin hazirliginda, gida ile temas edebilecek tiim alet ve
ekipmanlarin dezenfekte edilmesi ve ylizey temizliginin etkin bir sekilde yapilmasi
gerekmektedir. Ayrica ¢ig, yari-pismis ve pismis et Uriinlerinin ayr1 dolaplarda

depolanmasina dikkat edilerek olas1 kontaminasyona firsat verilmemelidir [3].



Gidalardaki  mikrobiyal —aktiviteyi inaktive edici bir¢ok yontem
bulunmaktadir. Sikga tercih edilen 1sil islem uygulamalarinin, gidalarda gerek
kimyasal gerekse fiziksel degisimlere yol acabilecegi belirtilmekte olup bakteriyosin
kullaninmi ve i1sinlama gibi farkli uygulamalar ile dogal haline en yakin,
mikroorganizma varligt agisindan daha gilivenli gidalarin  {retilebilecegi
diistiniilmektedir [4].

Ticari olarak temin edilebilen birgok koruyucu, kimyasal sentez ile
tiretildiginden bu tiir iirlinlerin uzun siireli tiiketimi, insan sagligin1 olumsuz yonde
etkileyebilmektedir. Bakteriyosinler, kimyasal koruyucularin aksine, et ve et lirinleri
dahil olmak iizere bir¢ok gida iiriinlinde kullanilan dogal gida koruyucularidir. Gram-
pozitif veya gram-negatif bakteriler tarafindan {iiretilen bakteriyosinler, protein ve
peptit yapili olup proteazlara karsi duyarli olduklarindan gastrointestinal sistemde
sindirilerek insan sagligi iizerinde olumsuz etki gostermemektedirler. Nisin ve
pediosin gibi sikca kullanilan bakteriyosinler, starter kiiltiir seklinde veya gida
yiizeyine uygulanarak gida gilivenliginin saglanmasina katkida bulunurlar.
Bakteriyosinler, genellikle kendilerine yakin tiirlere kars1 etkinlik gdstermeleri ve
proteolitik enzimler tarafindan inaktive olmalar1 gibi dezavantajlara sahiptir. Bu
nedenle, laboratuvar ortaminda elde edilen bakteriyosin etkinligi, gesitli faktorlerden
dolayr gida ortaminda farklilik gosterdiginden et ve et {irlinleri {iretim siirecinde tek

basina kullanilmalarinin yeterli olmadigi belirtilmektedir [5,6,7].

Isinlama, gidalardaki patojen mikroorganizmalar1 yok etmek amaciyla gama
isinlart veya X 1sinlart gibi iyonlastirict radyasyonlarin kontrollii bir sekilde
uygulanmasi islemidir. Uygulamanin temel amaci, mikroorganizmalarin DNA’larina
zarar vererek onlar1 gida ortaminda inaktive etmek olup, uygulanan 1sinlama islemi,
gidalarin radyoaktif Ozellikte olmasini engelleyecek seviyede yapilmaktadir. Bu
islem, et ve et lriinlerinin de i¢inde bulundugu bircok gida maddesinde gida
giivenligini artirarak bozulma ile olusan kayiplarin 6niine gecilmesine, raf dmriiniin
artmasina, ayni zamanda tiiketici sagligin1 olumsuz etkileyecek Onemli saglik

problemlerinin dniine ge¢ilmesine olanak saglamaktadir.



Isinlama, yiiksek enerji ihtiyaci gerektirmeyen, kalintiya yol agmayan ve yapilan
uygulamanin ardindan bekleme gerektirmediginden avantajli bir yontem olsa da,
yiiksek maliyet ve toksin yok etmede yetersiz kalmasi gibi dezavantajlara sahiptir.
Toplum tarafindan Onyargili yaklasimlar mevcut olsa da, uygun dozlarda yapilan
1sinlama yonteminin zararinin olmadigit WHO ve FAO tarafindan belirtilmektedir
[8,9].

Patojen mikroorganizmalarla veya bu mikroorganizmalarin iirettigi toksin
maddelerle enfekte olmus gidalarin tiikketimiyle meydana gelen hastaliklar gida
zehirlenmesi olarak tanimlanmaktadir. Bakteriler kendileri igin gerekli uygun
sicaklik ve beslenme kosullarini bulduklarinda fazla miktarda tireyebilmektedir. Gida
maddelerinin hazirlanmasi1 ve saklanmasinda gerekli sartlarin yerine getirilmemesi,

bakterilerin {iremesi i¢in gereken ortamin olusmasina olanak saglamaktadir [10].

Gida kaynakli enfeksiyonlarin birgogunda gerek tavuk eti ve kirmizi et
tiriinleri gerekse yari-pismis et tirlinleri 6nemli yer tutmaktadir. Toplum tarafindan
sikca tiiketilen bu iiriin gruplar, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sebebiyle patojen ve
bozulma etmeni bir¢ok mikroorganizmanin gelismesi i¢in uygun bir ortama sahiptir.
Bu mikroorganizmalardan en yaygin olarak tanimlanan tiirlerin ikisi ise; Salmonella

spp. ve S. aureus’ tur [1,10].

Salmonella, gida enfeksiyonlarina neden olan temel patojenlerden biridir ve
sebep oldugu hastaliklar salmonellozis olarak bilinmektedir. Salmonella kaynakli
hastaliklarin bir¢ogu ¢apraz bulagsma olarak adlandirilan insan, ¢evresel faktorler ve
gidalar arasinda mikroorganizmalarin kontamine olan bir yiizeyden kontamine

olmamus bir yiizeye gegisiyle meydana gelmektedir [11].

Gida enfeksiyonlarinda sik¢a karsimiza c¢ikan bir diger patojen
mikroorganizma ise S. aureus ’tur. Enterotoksin tiretimiyle gida zehirlenmelerine
sebep olan stafilokoklar, gerek iilkemizde gerekse diinya genelinde insan sagligi i¢in
onemli bir tehdit olusturmaktadir. Gida zehirlenmesi sonucunda olusabilecek
belirtiler, tiiketilen gidanin miktarina, tiiketicinin bagisiklik durumuna gore

degiskenlik gostermektedir [12,13].



Diinya ¢apinda ciddi oranda saglik problemlerine yol acan Salmonella ve S.
aureus mikroorganizmalariyla ilgili 1963-1977 yillar1 arasinda ABD’de 651 adet
salmonellozis vakasi tespit edilmis olup bunlarin %21 oranda tavuk, %15 oranda
kirmizi et kaynakli oldugu belirtilmektedir. Salmonella’nin 1992-1997 yillar
arasinda Isve¢’te gida kaynakli hastaliklara yol acan mikroorganizmalarda ikinci
sirada oldugu belirtilmektedir. ABD’de her yil meydana gelen 24-81 milyon gida
kaynakl1 hastalik sonucunda tedavi masraflar1 ve iirlinlerde meydana gelen kayiplar
dahil olmak iizere yaklasik 5-12 milyar dolar harcama s6z konusu oldugu
belirtilmektedir. S. aureus kaynakli gida zehirlenmelerinin Japonya’da 9%25-30,
Macaristan’da %40, ABD’de ise %45 oraninda gozlendigi belirtilmektedir
[14,15,16].

Salmonella spp. ve S. aureus mikroorganizmalarmin standart laboratuvar
yontemleriyle teshisi, bu organizmalarin segici bir besiyerinde kiiltiire edilmesine
dayanmaktadir. Kiiltiir isleminin ardindan gozlemlenen siipheli kolonilerin hem
kimyasal hem de serolojik olarak tanimlanmasi gerekmektedir. Tiim bu iglemler hem
zahmetli hem de zaman alic1 bir siireci olusturmaktadir [17]. Kalitatif PZR tabanl
teknikler, analiz sonrasinda elektroforez gibi bir dogrulama basamagini igermekle
birlikte yalnizca patojen mikroorganizmanin varligina veya yokluguna dayali bir

sonug vermektedir [18].

Uzun zaman alan geleneksel yontemlerin yani sira son yillarda bu siireyi
oldukga kisaltan Real-Time PCR (Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
analizi kullanilmaktadir. Real-Time PCR analizi, mikroorganizmalarin spesifik
olarak saptanmasinda hizli sonu¢ avantajiyla birlikte, hedeflenen mikroorganizma
hakkinda hem kalitatif hem kantitatif veriler saglamasindan dolay1r gilivenilir bir

yontem olarak kullanilmaktadir.

Giintimiizde farkli hayvan hastaliklar1 nedeniyle veya yem katkisi olarak
kullanilan bilingsiz antibiyotik kullaniminin yayginlagsmasiyla, et {riinleri yoluyla
bulasan patojen mikroorganizmalarin antibiyotiklere diren¢ kazandig1 goriilmektedir.
Coklu antimikrobiyal direngli organizmalarin ortaya ¢ikmasi biiyiliyen bir problemdir
ve biiyiik bir halk sagligi tehdidi olarak kabul edilmektedir [19].



Antibiyotiklerin istenmeyen etkileri olarak, bakterilerde direng olusmasinin
yant sira hayvan kokenli gidalarda kalint1 olarak bulunmalarinin ve bunlarin insanlar
tarafindan tiiketilmelerinin dogrudan zehirlenmelere, alerjilere, insan bagirsak florasi

diizeninin bozulmasina yol agabilecegi belirtilmektedir [20, 21].

Bu ¢alismada Izmir ve Balikesir illerinde farkli marketlerden toplanan tavuk
ve kirmizi ¢ig et {riinleri ile yari-pismis et iirlinlerinde Real-Time PCR yontemi ile
Salmonella spp. ve S. aureus mikroorganizma varlig1 analiz edilerek; istenmeyen
diizeyde patojen mikroorganizma saptanan orneklerde ise disk difiizyon yontemiyle
mikroorganizmalarin gesitli antibiyotiklere kargi duyarliliklar1 belirlenecektir. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda gida zehirlenmeleri gibi patojen mikroorganizma

kaynakli hastaliklarin tedavisinde dogru antibiyotiklerin se¢ilmesi amaglanmistir.

1.1 Salmonella

1.1.1 Tarihge

Salmonella, 1880 yilinda Ebert ve Koch isimli bakteriyologlar tarafindan
bulunmus olup, 1884 de Gaffky tarafindan kiiltiire edilmistir. 1900’14 yillarda
Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi (USDA) mikroorganizma arastirma
programini yiiriiten patolog Dr. Daniel ElImer Salmon'un anisina mikroorganizmaya

Salmonella ad1 verilmistir [22,23].

1888 yilinda Alman bakteriyolog August Gértner, sigir eti tiiketmis bir
insandan izole ettigi Salmonella enteritidis sayesinde Salmonella bakterisinin

laboratuvar ortaminda dogrulamasini saglamistir [24].

Philip Bruce White, Salmonella antijenik yapist {izerinde yaptigi detayl
arastirmalarindan sonra 1926 yilinda ilk antijenik semay1 yayinlamistir. 1941 yilinda
ise Kauffmann, White’ in yapmis oldugu ¢alismalari gelistirerek Salmonella’ y1 sahip
oldugu ylizey antijenlerine goére serotiplere ayiran Kauffmann-White semasini
yayinlamistir [25,26]. Bergey's Manual of Systematic Bacteriology kitabinda da yer
aldig1 gibi Salmonella giiniimiizde Salmonella enterica and Salmonella bongori

olmak tizere 2 tiire ayrilmaktadir ve bir¢ok serovar igermektedir [17, 27, 28, 29].
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1.1.2 Etiyoloji

Salmonella, Enterobacteriaceae ailesinde yer alan gram-negatif bir bakteridir.
Fakiiltatif anaerob ozellikte olup, spor olusturmayan, hareketli ve yaklasik 0,7-1,5 x
2-5 um boyutlarinda kapsiilsiiz basildir. Mezofilik 6zellik gosteren Salmonella, 2—
47°C arahiginda {ireyip gelisebilse de optimum {ireme sicakligi 37°C’dir.
Mikroorganizmalarin gelisebilmesi i¢in gereken kullanilabilir su miktar1, su aktivitesi
(aw) olarak tanimlanmaktadir. Salmonella, yiiksek sicaklik islemlerine duyarli olup,
su aktivitesi 0,94-0,99 aw deger araligindaki gidalarda gelisim gostermektedir.
Optimal gelisim gosterdigi pH 6,5-7,5 araligidir. Genel olarak katalaz, indol, laktoz
ve lreaz negatif; nitrat, H.S, sitrat, oksidaz ve lizin dekarboksilaz pozitiftir.
Insanlardan izole edilen serotiplerin biiyiik bir cogunlugu ise S. enterica tiiriinde yer
almaktadir. Laboratuvar ortaminda genellikle MacConkey agar, Xylose Lysine
Deoxycholate Agar (XLD) veya Hektoen Enterik Agar (HEK) gibi segici ve ayirt
edici besiyerleri ile izole edilmektedir [22,30,31,32].

Hiicre duvari yapisinda 3 tip antijen bulundurmaktadir: fagositik etkiye engel
olan somatik antijen (O), mikroorganizma tahribatina yol agan kompleman adli
maddenin bakteriye baglanip 6lmesine engel olan kapsiiler antijen (Vi) ve hareket
ozelligi saglayan flagellar antijen (H). Bu antijenler Salmonella’ nin yayilmasini

saglayan viriilens faktorlerdir [33].

1.1.3 Patogenez

Salmonella, en yaygin gida orjinli patojen mikroorganizmalardan biri olup,
birgok lilkede gida kaynakli salginlara ve enfeksiyonlara neden olmaktadir. Her yil
diinyanin bir¢cok yerinde goriilen yaklasik 94 milyon Salmonella kaynakli hastalik
vakasinin  155,000" inin oliimle sonuglandigi bildirilmekte olup; bu hastalik

vakalarinin % 85'inin ise gida kaynakli oldugu bilinmektedir [34].



Gida kaynakli gelisen Salmonella enfeksiyonu, tifo atesi dahil olmak iizere
insanlarda gesitli hastaliklara yol agip bagisiklik sistemi baskilanmis olan kisilerde
ise daha ciddi bir sonuca sebep olmaktadir. Cocuklar, hamileler ve yash insanlar
immiin sistemleri bakimindan daha hassas olduklarindan bu tiir enfeksiyonlarda

etkilenme oranlar1 daha yiiksek olmaktadir [10].

Salmonella 'nin gida maddelerinde diisiik miktarda bile bulunmasi, tiiketici
icin risk faktori olarak kabul edilmektedir. Bu sebeple gida maddelerinde
bulunmasina izin verilmemektedir. Salmonella direkt temasla bulasabilecegi gibi
kontamine olmus gidalarin tiiketimiyle de insanlara bulasabilmektedir. Gida
maddelerinin iretim ve isleme teknolojisi, depolama kosullar1 ve dagitim esnasinda
meydana gelebilecek kontaminasyonlar veya soguk zincirdeki bozulmalar,

Salmonella riskinin artmasina neden olabilmektedir [35,36,37,38].

1.1.4 Antibiyotik Direncliligi

Antibiyotige direngli bakterilerle enfekte olmus gidalar, halk sagligi agisindan
onemli bir tehdit olusturabilmektedir. Ozellikle hayvansal iiretim sistemlerinde
antibiyotik kullanim1 {izerinde siki kontrollerin olmamasi, tedavi ve biiyiitme amagli
olarak yemlere yapilan ilag takviyeleri bir dizi diren¢ genini barindiran gida kaynakh
mikroorganizmalarin oranmi artirmaktadir. Direngli mikroorganizmalar, et ve siit
gibi hayvansal gidalarla taginarak bu iriinleri tiiketen insanlarin sagligini olumsuz
yonde etkilemektedir. Ayrica diren¢ mekanizmalari, diger patojenik bakterilere
transdiiksiyon, konjugasyon veya transformasyon yollar1 ile aktarilabileceginden

enfeksiyon tedavileri istenildigi sekilde sonuglanamayabilmektedir [22,39].

Uzun siireli antibiyotik kullanan insanlarda, bir sonraki tedavi siirecinde
ilacin etki mekanizmasi dncekine gore daha diisiik olmaktadir. Zamanla herhangi bir
antibiyotige karsi diren¢ kazanmis olan mikroorganizmalar, o antibiyotik ailesine
yakin kimyasal Ozellikteki veya benzer etki mekanizmasi gosteren diger
antibiyotiklere kars1 da direngli duruma gelebilmektedir. Bu durum gapraz direng
olarak adlandirilmaktir. Capraz direng nedeniyle oldukca onemli birgok antibiyotik

grubu etkisiz hale gelebilmektedir [40].



Coklu antibiyotik direnci gosteren Salmonella tiirleri, birgok iilkede yaygin
olarak bulunmaktadir. Ozellikle S. typhimurium DT104’ {in ampisilin, kloramfenikol,
streptomisin, siilfonamidler ve tetrasiklin gibi antibiyotiklere karsi ¢oklu direng

mekanizmasina sahip oldugu belirtilmistir [17,22].

1.2 Staphylococcus aureus

1.2.1 Tarihce

S. aureus, Iskog¢ cerrah Alexander Ogston tarafindan 1880 yilinda
kesfedilmistir. Sonraki yillarda Friedrich Julius Rosenbach tarafindan bu isimle
adlandirilmigtir [41].

1884 yilinda Alman bilim adam1 Anton Rosenbach saf kiiltiir ortaminda S.

aureus ve Staphylococcus albus tiirlerini izole etmistir [42].

1.2.2 Etiyoloji

S. aureus, Staphylococcaceae ailesine ait gram-pozitif bir bakteridir.
Mikroskop altinda iiziim salkimi seklinde goriilmektedir. Spor yapisi olusturmayip
hareketsiz bir sekilde yasayan bu bakteri fakiiltatif anaerob olarak gelisim
gostermektedir. 7-45 °C araliginda gelisim gosterse de optimum biiyiime sicakligi
37°C’ dir. 10-48 °C sicaklik araliginda toksin olusturabilmektedirler. Optimal
gelisim gosterdigi pH araligt 4,2-9,3 olup, %25’¢ kadar yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda biiyiiyebilmektedirler. Stafilokoklar, diger gida ile iliskili
patojenlerden cok daha genis bir su aktivitesi (aw) aralifinda yetisebilmektedir.
Minimum 0,83-0,86 aw araliginda biiyiiyebilse de aw>0,99 optimum su aktivitesidir
[43,44,45,46].



S. aureus, birgok potansiyel viriilens faktore sahiptir, bunlar; gesitli yiizey
proteinleri, fagositozu inhibe edici faktorler ve dokulara zarar verip hastalik
belirtilerine neden olan toksinlerdir. S. aureus katalaz pozitif bir bakteridir. Katalaz
enzimi sayesinde bakterinin, toksik oksijen radikalleri igeren fagositler tarafindan
oldiriilmesi engellenmis olur. Tanilart i¢in kolonilerle yapilan bazi testler
gerekmektedir. Bunlardan rutin olarak kullanilanlar1 kiimelenme faktorii, koagiilaz,
hemolisin termostabil deoksiriboniikleaz testleridir. Sahip olduklar1 lesitinaz
aktivitesi sayesinde yumurta sarisi ilavesi yapilan besiyerlerinde lesitini hidrolize
edip segici olarak ayirt edilebilmektedirler. Koagiilaz aktivitesi de ayirt edici bir
kriterdir. Tavsan kani1 plazmasiyla yapilan test sonucunda ise S. aureus bakterisi
“clumping factor’’ isimli ¢cokelme veya kiimelenme eylemi gosterirse hiicre duvari
yapisindaki koagiilaz ve plazma fibrinojeni etkilesimi gerceklesmis demektir.
Koagiilaz iireten diger suslarin aksine yalnizca S. aureus koagiilaz, clumping factor

ve asetoin testlerinin tiimiine pozitif yanit verir [43,44,47,48].

1.2.3 Patogenez

Diinya ¢apinda en yaygin gida kaynakli patojenlerden biri S. aureus, birgok
gida zehirlenmesi ve nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan 6nemli bir patojendir.
Gida maddelerindeki risk degerlendirmesi, klasik mikrobiyal profilinin belirlenmesi
ve standardize edilmis secici Baird-Parker ortami iizerindeki koagiilaz pozitif

stafilokoklarin miktar tayinine dayanmaktadir [43,49,50,51,52].

S. aureus ile gida kontaminasyonu, gidalarin islenmesi sirasindaki koti
hijyenden veya dogrudan enfekte olmus hayvanlardan elde edilen gidalardan
kaynaklanmaktadir. Uygun olmayan sartlarda tiretim, uzun siireli bekleyisin ardindan
piyasada satisa sunulan et ve et Uriinleri patojen organizma ve enterotoksin varlig
acisindan insan sagligi icin onemli risk olusturmaktadir. Gida zehirlenmelerinin
biiylik bir cogunlugu S. aureus suslari tarafindan biliylime sirasinda yan {iriin olarak
tiretilen enteretoksinlerden kaynaklanmaktadir. Enterotoksinler, polipepdid yapiya
sahip, 1siya direngli viriilans faktorlerdir. S. aureus temelde 5 adet enterotoksin
tiretmektedir. Bunlar; sea, seb, sec, sed ve see olup sea ve sed, gida

zehirlenmelerinde en fazla goriilen enterotoksin gesitleridir.



Toksin olusumu su aktivitesine, ortamin pH’ sina ve sicakligina bagli olarak
degiskenlik gostermektedir. 10°-10% kob/g araligindaki S. aureus sayisi toksin
olusturma riskine sahiptir. Patojen mikroorganizma tarafindan tretilen toksinlerin,
gidalarin graminda 1 ng’ 1n iizerinde bulundugu durumlarda etkili rol oynadigi
goriilmektedir. Toksinle kontamine olan gidalarin tiilketiminden 24 saat sonra, diyare,
karmm kramplari, kusma ve mide bulantisin1 igeren semptomlar goriilmektedir

[11,13,48,53,54,55,56,57].

Stafilokok kaynakli enfeksiyon veya salginlarin gergek sayisinin kaydedilen
sayidan daha biliylik olabilecegi diisliniilmektedir, c¢ilinkii S. aureus gida
zehirlenmelerinin belirtileri her zaman agik bir sekilde ifade edilememektedir [58].

1.2.4 Antibiyotik Direncliligi

Antibiyotik direngli bakterilerle meydana gelen gida kontaminasyonu, halk
sagligina Onemli bir tehdit olusturabilmektedir; c¢iinkii antibiyotik direnci
belirleyicileri, potansiyel olarak ciddi bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisini tehlikeye
sokan diger patojenik bakterilere aktarilabilmektedir. S. aureus, hastane ortamindaki
enfeksiyonlarin yaklasik olarak %20 ‘sini olusturmaktadir. Yiiksek risk grubundaki
hamileler, yashh hastalar ve bagisiklik sistemi zayif olan hastalar bu gibi
enfeksiyonlardan ¢ok daha fazla etkilenmektedirler. Antibiyotiklerin uygunsuz
dozlarda ve zaman araliginda kullanilmasi, bakteri popiilasyonunu artirarak direng
gosteren suslarin olusmasina neden olmaktadir. Antimikrobiyal direngli bakteriyel
patojenlerin ortaya ¢ikmasi da Onemli bir halk sagligi sorunudur. Antibiyotige
direngli suglar ise, enfeksiyonlarin tedavisini zorlagtirarak basarisizliklara sebep

olmaktadir [39,48,59,60].

Edinilmis antimikrobiyal direng, siklikla plazmidlerin konjugatif transferi
yoluyla gelismektedir. S. aureus, beta-laktam antimikrobiyallerini igeren farkl
tiplerdeki antibiyotiklere direng gostermesi nedeniyle, diinya capinda biyiik bir
endise kaynagi olmaktadir. Stafilokoklar, sahip olduklar1 beta-laktamaz enzim
aktivitesi ile penisilin grubunda yer alan antibiyotiklerdeki beta-laktam halkasinin

yapisini bozarak etkisiz hale getirir.
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1959 yilinda penisilin direngli S. aureus enfeksiyonlar1 i¢in yeni bir ila¢ olan
metisilin gelistirilmistir. 1961 yilinda ise MRSA olarak bilinen metisilin direngli S.
aureus’un bir hastanede tespit edilmesiyle, metisilin tedavide kisa siireli bir rol
oynamistir. Giiniimiizde neredeyse tiim stafilokok suglarinin penisilin antibiyotigine

direngli oldugu bilinmektedir [42,48,59,60,61].

1.3  Antibiyotikler

1.3.1 Antibiyotiklerin Tanim

Antibiyotikler, mikroorganizmalar tarafindan iretilen ve bakterilerin yol
actig1 enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaclardir. Dogal yolla
veya sentetik olarak iiretilen antibiyotikler, yalnizca tip alaninda degil ziraat ve
bircok alanda hem enfeksiyonlarin tedavisinde hem de hayvanlar i¢in biliylimeye

destek faktorii olarak kullanilmaktadir [62].

Antibiyotiklerin ~ hedef  mikroorganizma iizerinde istenilen etkiyi
gosterebilmesi i¢in bazi sartlarin saglanmasi gerekmektedir. Bunlardan ilki, hedef
mikroorganizma hiicrelerinde uygun bir antibiyotik hedefinin bulunmasidir. Hedef
bolgede gerceklesebilecek modifikasyonlar antibiyotigin diizgiin bir sekilde
baglanmasina izin vermeyeceginden etki etmesini engelleyecektir. Bir digeri ise
antibiyotigin inaktive edilmeden veya yapisinin degistirilmeden hedefe yeterli

miktarda ulagabilmesidir [63].

Giintimiizde bir¢ok patojenik mikroorganizma, kullanilan antibiyotiklere
kars1 direnc¢ kazanmis olup biiyiik bir saglik tehdidi olusturmaktadir. Insan ve hayvan
sagligini olumsuz yonde etkileyen birgok hastaligin tedavisinde kullanilan bu
antibiyotikler, fazla miktarlarda veya bilingsizce tiiketildikleri takdirde direngli
mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Ornegin, glikopeptid tiirevi
olan avoparcin’in biiyiime faktorii olarak hayvan yemlerinde kullanilmasi sonucunda

direnc¢li mikroorganizmalar gelisebilmektedir [64].
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DNA yapisinda meydana gelen mutasyonlar sonucunda antibiyotiklere kars1
cesitli direng genleri gelisebilmektedir. Ayrica, direng genini tasiyan DNA dizisinin
cesitli biyokimyasal mekanizmalarla duyarli bir bakteriye taginmasi sonucunda da

gelisebilecek bu diren¢ durumuna kazanilmis direng adi verilmektedir [61,65].

1.3.2 Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

Antibiyotikler, c¢esitli organizmalardan sentezlenen ve diinya genelinde
yaygin olarak kullanilan ilaclardir. Mikroorganizmalar iizerinde farkli etkiler
gostererek biiylimelerine ve gelismelerine zarar vermektedirler hatta kimi zaman

oliimlerine de sebep olabilmektedirler [62].

Antibakteriyel tedaviler, tibbi uygulamalarda temel yapitaglarindan birini
olusturup, hastalik siirecinde farmakolojik yonden yarar saglarlar. Giiniimiizde halen
daha bircok yeni antibakteriyel ajan gelistirilmektedir. Yeni kesfedilen bu
antibakteriyel ajanlar, sadece bakterileri inhibe etme kabiliyeti agisindan degil, ayni
zamanda bakterileri gergekten oOldiirdiigiinii belirlemek i¢in in vitro olarak test

edilmistir [66].

1321 Antimikrobiyal Etkiye Gore Simiflandirma

Antibiyotikler antimikrobiyal etkilerine bagli olarak iki sinifa ayrilirlar [67].

1.3.2.1.1 Bakteriyostatikler

Bakteriyostatikler, bakterilerin tiremelerini ve gelismelerini durdurarak etki
gosterirler. Kullanilan antibiyotigin yam sira viicut tarafindan etkili bir bagisiklik
yanitinin da olusturulup, bakterilerin fagositik hiicreler tarafindan temizlenmesi
gerekmektedir. Etkin bir savunma mekanizmasi olmadigi takdirde antibiyotik etkisi
ortadan kalktiginda mikroorganizmalar iiremelerine devam ederler. Bu gruptaki
antibiyotiklere 6rnek olarak: Tetrasiklinler, Makrolitler, Stilfonamidler, Amfenikoller
verilebilir [67,68].
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1.3.2.1.2 Bakterisidler

Bakterisidler, bakteriler iizerinde 6liimciil etki yaratan antibiyotik grubudur.
Bu gruptaki antibiyotiklere 06rnek olarak: Beta-Laktamlar, Polipeptitler,

Florokinonlar, Vankomisin, Rifamisin verilebilir [68].

1.3.3 Etki Mekanizmalarina Gore Siniflandirma

Antibiyotikler, etki mekanizmalarina gore 5 ana grupta incelenirler.

1.3.3.1 Hiicre Duvari Sentezini inhibe Edenler

Bakteri hiicreleri, murein olarak da bilinen peptidoglikan tabaka ile kaplhdir.
Bu tabaka, bakterinin osmotik basing gibi degisken g¢evresel sartlara karsi direng
gosterip hayatta kalmasi icin ¢ok Onemlidir. Beta-laktamlar, glikopeptitler,
Vankomisin ve Basitrasin hiicre duvari sentezinde yer alan spesifik basamaklara

miidahale eden antibiyotik siniflar1 arasindadir [69].

1.3.3.2 Hiicre Membran Yapisim1 Bozanlar

Biyolojik membranlar temel olarak lipidler, proteinler ve lipoproteinlerden
olusur. Sitoplazmik membran hiicrede su, besin, iyon ve tasima sistemleri igin
diflizyon bariyeri olarak rol alir. Ayrica birgok antimikrobiyal ajan iginde bariyer
gorevi goriir. Ancak bazi antimikrobiyal ajanlar sahip olduklar1 etki mekanizmalar
ile membran gecirgenligini artirarak hem kendinin hem de diger bilesiklerin
gecisinin kolaylastirmaktadir. Bu ajanlarin ilk hareketi hiicre zar yapisin1 bozarak
kendilerinin hiicreye girmesine ve spesifik metabolik siiregleri engellemesine izin

vermektir. Polimiksinler ve Gramisidin bu grupta yer alan antibiyotiklerdir [68,70].
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1.3.3.3 Protein Sentezini inhibe Edenler

Santral dogma, hiicrelerde genetik bilgi akisini saglayan ve molekiiler
biyolojinin temelini olusturan bir olaydir. Replikasyon, transkripsiyon ve translasyon
olmak tizere 3 basamaktan olusur. DNA’nin replikasyon basamaginda kendini
eslemesinden sonra transkripsiyon basamaginda bu DNA’dan RNA sentezi yapilir.
Translasyon evresinde ise ribozomda yer alan baglanma bolgelerinde mRNA’ daki
kodonlarin tRNA’ lardaki uygun antikodonlarla birlesmesi sonucunda polipeptit

zinciri olusturulur [71].

Ribozom, 30S ve 50S olmak fiizere iki alt birimden olusur. Protein sentezini
inhibe eden ilaglar en genis antibiyotik siniflar1 arasindadir. Bu ilaglar, 50S

inhibitorleri ve 30S inhibitorleri olarak iki sinifa ayrilirlar [69,72].

30S alt birimine baglanan inhibitérler, mRNA kodonunun tRNA antikodonu
ile birlesmesini engelleyerek translasyon evresine zarar verir. 50S alt birimine veya
uzama faktorlerine baglanan inhibitorler ise, translasyon evresinde yer alan adimlara
miidahale ederler [73]. Aminoglikozidler ve tetrasiklinler 30S alt birimine baglanan

inhibitorler arasinda yer alirlar [74].

50S ribozom inhibitérlerine 6rnek olarak makrolidler (eritromisin),
linkozamidler (klindamisin), streptograminler (dalfopristin-kuinupristin),

amfenikoller (kloramfenikol) ve oksazolidinonlar (linezolid) verilebilir [75,76].

1.3.3.4 Niikleik Asit Sentezini Bozanlar

Sentetik olarak iretilen filorokinolon grubu antibiyotikler ve Novobiosin,
topoizomeraz Il (DNA giraz) ve topoizomeraz IV grubu enzimleri hedef alarak
replikasyon asamasinda bu enzimlere baglanirlar. Sebep olduklar1 topoizomeraz
inhibisyonu sebebiyle acilan DNA’nin yeniden birlesmesi engellenir. Olusan DNA

kiriklar1 sonucunda hiicre 6limii gergeklesir [77].

Bakterisidal etki goOsteren rifamisin, aktif bir sekilde transkripsiyonu
gerceklestiren RNA polimeraz enziminin B alt birimine baglanarak enzimi inhibe

eder. Sonug olarak RNA sentezini bloke etmis olur [78].
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1.3.3.5 Mikrobiyal Metabolik Yolaklar1 Bozanlar

Bakteriyostatik etki gosteren trimetoprim ve siilfonamidler, gesitli biyosentez

basamaklarini bloke ederek hiicrede folik asit metabolizmasini inhibe ederler [70].

1.3.4 Kimyasal Yapilarina Goére Simiflandirma

Antibiyotiklerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi 10 baslik altinda

incelenecektir.

1.3.4.1 Beta-Laktamlar

Beta-laktam grubu antibiyotikler, bakteriyel hiicre duvarinin sentezi igin
gerekli olan proteinlere etki ederek ya hiicre biiyiimesini engeller ya da hiicrenin
Olimiine yol agarlar. Giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan antibiyotik grubu olup,
tiim tiyeleri yapisinda beta laktam halkasi igermektedir. Penisilinler, sefalosporinler,

karbapenemler, monobaktamlar olmak tizere 4 ana grupta incelenirler [79].

Penisillin G (benzilpenisilin), penisilinlerin dogal penisilin grubunda yer alan,
genellikle  gram-pozitif =~ mikroorganizmalarin  neden  oldugu  bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan bir antibiyotiktir. Bakterisidal aktiviteye sahip
olan Penisillin G, bakteriyel hiicre duvarinda yer alan penisilin baglayan proteinlere

(PBPs) baglanarak hiicre duvar1 sentezini inhibe eder. [80].
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Benzilpenisilin® in kimyasal yapist Sekil 1.1°de sematik olarak gosterilmistir

[81].

Sekil 1.1: Benzilpenisilin ’in kimyasal yapis1 [81].

Ampisilin,  penisilinlerin  aminopenisilinler grubunda yer alan bir
antibiyotiktir. Ampisilin, karbenisilin ve amoksisilin gibi bazi antibiyotikler, farkli
yan zincirlerle yari sentetik olarak gelistirilmistir. Bu yan zincirler, antibiyotiklere,
bazi bakteriyel suslar tarafindan dretilen belirli enzimlerin degrede edici
kapasitesinden kaginma ozelligi verdigi gibi bakteriyel hiicre duvarlarinin dis

zarmdan antibiyotiklerin hareketini kolaylastirma yetenegini de vermektedir [79,82].

Ampisilin ’in kimyasal yapist Sekil 1.2° de sematik olarak gosterilmistir [83].

NH
N

nn_I

=S

0 -
v

an

sl

Sekil 1.2: Ampisilin’ in kimyasal yapisi [83].
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1.3.4.2 Makrolidler

Makrolidler, bakteriyel protein sentezini etkili bir sekilde inhibe ederek
mikroorganizmalar1 Oldiiriir veya inhibe ederler. Dogal veya yar1 sentetik yolla
tiretilebilirler [84].

Eritromisin, ribozomun 50S ribozomal alt birimlerine baglanarak peptidil
transferaz aktivitesini inhibe ederek translasyonun gerceklesmesini engeller.
Eritromisin, ila¢ konsantrasyonu ve organizmaya bagli olarak bakteriyostatik veya

bakterisid gibi davranabilmektedir [85,86,87,88].

Eritromisin ’in kimyasal yapist Sekil 1.3 de sematik olarak gosterilmistir
[81].

Sekil 1.3: Eritromisin ’in kimyasal yapisi [81].
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1.3.4.3 Aminoglikozidler

Genis bir antimikrobiyal etkiye sahip olan Aminoglikozidler, genellikle
Mycobacterium tuberculosis ve metisilin direngli S. aureus gibi oSliimciil

enfeksiyonlara yol agan mikroorganizmalarin tedavisinde kullanilmaktadir [89,90].

Neomisin, aminoglikozid bir antibiyotik olup ribozomlarda 30S alt birimine
baglanarak kodonun yanlis okunmasina sebep olarak protein sentezini inhibe eder

[91].

Neomisin ’in kimyasal yapis1 Sekil 1.4’ de sematik olarak gosterilmistir [92].

NH;

R1 NH p Necln-rycml R’ R
2

Hoﬂ:&% B CHNH,  H

HO— RZ 0 [ H CHzMH2

Sekil 1.4: Neomisin’ in kimyasal yapis1 [92].
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1.3.4.4 Tetrasiklinler

Tetrasiklinler bakteriyostatik olarak kabul edilmektedir, ancak yiiksek
konsantrasyonlarda bakterisidal bir etkiye de sahip olabilmektedir. Protein sentezi,

tetrasiklinler tarafindan inhibisyon i¢in hiicrede ana hedef olmaktadir [93,94,95,96].

Tetrasiklinler, ribozomun 30S alt birimine geri doniisimli olarak

baglanmaktadir [79,93,97].

Tetrasiklin ’in kimyasal yapisi Sekil 1.5’ de sematik olarak gosterilmistir

[97].

OH Q OH O

Sekil 1.5: Tetrasiklin’ in kimyasal yapist [97].

Oksitetrasiklinler, RNA'nin transferini bloke etmek ve protein sentezini
Oonlemek gibi bircok genis spektrumlu antimikrobiyal o&zelliklere sahiptir.
Oksitetrasiklin, translasyonu inhibe ederek hiicre biiylimesini inhibe etmektedir
[98,99,100].
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Oksitetrasiklin ’in kimyasal yapist Sekil 1.6° da sematik olarak gdsterilmistir
[100].

OH o OH o NH;

Sekil 1.6: Oksitetrasiklin’ in kimyasal yapis1 [100].

1.3.4.5 Glikopeptitler

Glikopeptitler, gram-pozitif patojenlerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlara
kars1 tedavi i¢in kullanilan en yaygin antibiyotik sinifidir. Vankomisin ve teikoplanin
gibi glikopeptitler bu bakterilerin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Glikopeptid
antibiyotikler peptidoglikan tabakasinda bulunan agil-D-ala-D-ala  yapisina

baglanarak hiicre duvari sentezini inhibe etmektedir [101,102].

1.3.4.6 Kinolonlar

Kinolonlar, sentetik yapili antibiyotikler olup bakterisidal etki gosterir.
Nalidiksik asit {dretilen ilk kinolon grubu antibiyotiktir. Kinolonlar iki temel
bakteriyel enzimi hedef alir: DNA giraz ve DNA topoizomeraz IV. Her iki enzim de

hiicre biiyiimesi ve boliinmesi i¢in gereklidir [77,103,104].
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1.3.4.7 Siilfonamidler

Antimikrobiyal  aktiviteye  sahip  siilfonamidler, farkli  yollarla
smiflandirilabilen biiyiik bir ila¢ grubunu temsil etmektedir. Siilfanilamidler normal
sicaklik ve basing kosullarinda stabil bir maddedir. Gram-pozitif ve gram-negatif

bakterilere kars1 etkili olan genis bir antimikrobiyal spektruma sahiptirler [105,106].

Sulfametoksazol, folik asit sentezine miidahale eden bakteriyostatik bir
stilfonamid antibiyotiktir [106].

Sulfametoksazol ’iin kimyasal yapist Sekil 1.7 de sematik olarak

gosterilmistir [107].

O
Ooull CH
= s 3
S\HHW
N—O

H,N

Sekil 1.7: Sulfametoksazol’iin kimyasal yapis1 [107].
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1.3.4.8 Amfenikoller

Bakteriyostatik olarak gorev yapan amfenikoller grubu icinde en yaygin
olarak kullanilan antibiyotik kloramfenikoldiir. Ribozomun 50 S alt birimine
baglanarak peptidil transferaz enzimini inhibe eder ve protein sentezini durdurur. Bu
antibiyotige kars1 gelisen en 6nemli direng, antibiyotigin asetilasyonuna sebep olan
asetil transferaz enzimini kodlayan genin plazmid ile diger mikroorganizmalara
aktarimidir [108,109,110].

Kloramfenikol ’iin kimyasal yapist Sekil 1.8” de sematik olarak gosterilmistir

[111].

(I)H (I‘H20H (I?
02N~©—CH—CH—NH—C—CHCI3

Sekil 1.8: Kloramfenikol’iin kimyasal yapisi [111].

1.3.4.9 Aminocoumarin

Aminocoumarin antibiyotikler DNA giraz enziminin B alt birimine
baglanarak bu enzimin aktivitesini bloke ederler. S. aureus ve Staphylococcus

epidermidis gibi gram-pozitif patojenlere kars1 giiglii aktiviteler gosterirler [112].

Novobiosin,  Streptomyces niveus tarafindan {iretilen ve insan

enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in lisanslanmig tek aminocoumarin’dir [112,113].
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Novobiosin ’in kimyasal yapis1 Sekil 1.9 da sematik olarak gosterilmistir
[112].

OH H O
N
O O (o] OH
CH,

Sekil 1.9: Novobiosin’in kimyasal yapist [112].

1.3.4.10 Polipeptitler

Basitrasin, hiicre duvar1 sentezi sirasinda bakteriyel oOliime yol acan
peptidoglikan onciillerinin akigini kesmektedir. Ana bilesen Basitrasin A olup,
antimikrobiyal etki cogunlukla bu molekiil tarafindan saglanmaktadir. Hiicre duvari
tiretiminde lipit tasiyic1 olarak gdrev yapan bir molekiile baglanarak bakteriyel hiicre

duvari biyosentezine miidahale eder [114,115].
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Basitrasin ’in kimyasal yapisit Sekil 1.10° da sematik olarak gosterilmistir

[115].

CH3
S
HsC N
O
HoN N =
Leu
/Has—o-Asp—A'lsn BESis
D-Phe €
b
lle=p-Orn—Lys— 0. —lle

Sekil 1.10: Basitrasin a kimyasal yapis1 [115].

14 Molekiiler Teknikler

Mikroorganizma deteksiyonu i¢in kullanilan en yaygmn molekiiler
yontemlerden ikisi Polimeraz zincir reaksiyonu ve Real-Time PCR analiz

yontemleridir. Bu iki teknik asagida detayl olarak agiklanacaktir.
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1.4.1 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, kiigiik miktarlardaki biyolojik 6rnek ile sekans
verilerinden tiiretilen oligoniikleotid primerlerinin in vitro amplifikasyonunu
saglayarak DNA fragmanlarinin olusumuna izin veren bir tekniktir. 1984 yilinda
Kary Mullis tarafindan kesfedilen polimeraz zincir reaksiyonu, bilimde bir devrim
olarak kabul edilmistir. Dr. Kary Banks Mullis bu bulusundan dolayr 1993 yilinda
Nobel Kimya oOdiiliinii kazanmustir. Polimeraz zincir reaksiyonu, tip, genetik,

biyoteknoloji ve adli tip alaninda birgok uygulamaya sahiptir [116,117,118].

PZR i¢in gerekli baslangic materyali hedef sekans niteligindeki bir DNA

fragmentidir ve temelde 3 adimdan olusmaktadir:

Denatiirasyon: Cift sarmalli DNA, 2 adet tek zincirli DNA ipligi elde edilene kadar

95°C’ de 1sitilarak denatiire edilir.

Baglanma: Mevcut sicaklik 50-70°C araligina diistirtilerek hedef diziye spesifik olan

primerlerin hedef diziye baglanmasi saglanir.

Uzama: Sicaklik 72°C’ ye artirilarak enzim yardimiyla yeni DNA fragmentlerinin
sentezi saglanir. Kisa bir siire i¢inde hedef sekansin bir¢cok kopyasi iiretilmis olur
[119,120,121].
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Polimeraz zincir reaksiyonunu islem basamaklarini gosteren sema Sekil

1.11°de verilmistir [122].

95 °C Denatiirasyon

TITIIITITIT sesmtess
Vs POLIMERAZ 30:70 °C
DNA ZINCIR REAKSIYONU e
Baglanmasi
Kahb:
m—b

e —_

72 °C Uzama

Sekil 1.11: Polimeraz zincir reaksiyonu analiz basamaklar1 ([122] numarali kaynaktan uyarlanmigtir.).

Gida analizlerinde uygulanan PZR tabanli yontemlerin bircogu analiz
sonrasinda jel elektroforezi gibi bir tespit gerektirir. Hem zahmetli olmasi hem de
fazla zaman almasi sebebiyle polimeraz zincir reaksiyonu analizinin yerine daha hizl
ve kantitatif bir molekiiler analiz yontemi olan Real-Time PCR tercih edilmektedir
[123,124].
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1.4.2 Real-Time PCR (Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu,
gPCR)

Higuchi ve arkadaslari, 1993 yaymladiklar1 Kinetik PZR Analizi isimli
calismalariyla Real-Time PCR analizini kesfetmislerdir [125].

gPCR ¢ok hassas ve giiclii bir DNA analiz aracidir. PZR iirlinlerini reaksiyon
sirasinda ger¢ek zamanli olarak algilayan Real-Time PCR (gPCR), niikleik asitleri
6lgmek i¢in “altin standart” teknoloji olarak kabul edilmektedir. Real-Time PCR’ in
temelinde 2 adet tespit yontemi bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, SYBR Green
gibi ¢ift iplikli DNA’ya baglanan boyalarin interkalasyonuna dayanir. Bu yontem
kolaylikla uygulanabildigi gibi herhangi bir floresan isaretli oligoniikleotite ihtiyac
duymaz. Dikkatli bir optimizasyonun ardindan erime egrisi analizi kullanilarak
spesifik ve spesifik olmayan PZR iiriinleri arasindaki farklilik belirlenir. Erime
sicakligr (Tm), DNA’nin konsantrasyonuna, biiylikliigiine ve niikleotid sekansina
bagli olarak degiskenlik gosterir. Ikinci yontem ise floresan isaretli bir oligoniikleotid
dizisinin kullanilmasidir. Bu yontem hidroliz problart veya hibridizasyon problari
kullanildiginda agiga ¢ikan floresan sinyal siddetin miktarinin dlglilmesine

dayanmaktadir [123,126,127,128,129,130].

Tagman prob, yaygin olarak kullanilan bir hidroliz probudur. 5’ ucunda
Reporter florofor, 3’ ucunda ise Quencer olarak adlandirilan iki grupla isaretlidir.
Cogaltilacak olan hedef DNA’ ya ait primerlerin baglandigi bdolgelerin arasina
baglanarak gorev yapar. Primerler, hedef DNA’ya baglanarak polimerizasyon ile
yeni bir zincir olusturmaya baglar. Tagman proba gelindiginde Taq DNA polimeraz
enziminin sahip oldugu ekzoniikleaz aktivitesiyle 5° ucunda yer alan reporter florofor
probdan ayrilarak sinyal olusumuna yol acar. Ortamdaki {iriin sayis1 arttikca floresan

sinyal buna bagli olarak artis gosterir [131].
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TagMan probun c¢aligmasina ait mekanizmay1 gosteren sema Sekil 1.12° de

verilmistir [132].

Fluorophore Quencher

] " Taqman
PCR Primer prob
—
@ PCR Primer
Polimerizasyon 2 ;

U(—(—(— - & &

¥~

LEETCETC cTe—

ﬁ Floresans sinyal
PCR Uriinleri /

\ P

Sekil 1.12: Tagman prob mekanizmasi ([132] numarali kaynaktan uyarlanmugtir.).

Real-Time PCR, analiz islemi boyunca ortaya ¢ikan sinyalleri toplar. Boylece
amplifikasyonu ve deteksiyonu tek bir adimda birlestirmis olur. Amplifikasyonun
tespit edildigi ilk nokta olan Ct degeri data analizi i¢in dnemli bir basamaktir.
Calisilan 6rnek materyali icindeki DNA miktar1 ne kadar fazlaysa hizli bir floresan

sinyali ortaya ¢ikacak olup diisiik bir Ct degeri beklenecektir [133].

Real-Time PCR’ da DNA miktarin1 belirlemek amaciyla, miktar1 6nceden
belirlenen referans DNA’ya ait dillisyon serisinden standart bir egri
olusturulmaktadir. Cizilen bu egri ile analiz edilecek Ornekteki bilinmeyen DNA

miktart Ct degerleriyle belirlenir [134].
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Ct degeri, amplifikasyon esnasinda anlamli floresan sinyalin esik degerini
astig1 noktay ifade eder. Analiz esnasinda 2 adet kontrol kullanilir. Birincisi, iginde
ornek DNA’s1 hari¢ diger tiim Real-Time PCR analiz karisim bilesenlerini igeren
negatif kontroldiir. Bu sayede reaksiyondaki olas1 kontaminasyon tespit edilmis olur.
Ikincisi, pozitif sonug verecegi bilinen saf kiiltiirlerin kullanildig1 pozitif kontrol olup

deney bilesenlerinde olusabilecek olasi sorunlarin tespiti i¢in kullanilir [135].

Hizli ve giivenilir bir yontem olan Real-Time PCR, patojen mikroorganizma
saptama, gen ekspresyonu analizi, SNP analizi ve kromozom anormalliklerini

saptama gibi alanlarda kullanilmaktadir [136].

1.4.2.1 Patojen Deteksiyonunda Real-Time PCR Analizi

Gida zinciri boyunca gida kaynakli patojenlerin hizli ve uygun maliyetli
teshisi, endiistri ve halk saghgi agisindan onemli bir konudur. Real-Time PCR,
yikksek 0Ozgiilliikk, yiiksek duyarlilik ve hedef mikroorganizmalarin miktarmi
saptayabilmesi sebepleriyle 6nemli bir molekiiler teknik olarak kullanilmaktadir.
Gida tiretim asamalarinda patojen mikroorganizmalarin varligini saptamak amaciyla
hizli, yiiksek hassasiyete sahip ve giivenilir bir teknigin kullanilmasi son derece
onemlidir. Diislik miktardaki bakteri DNA’sindan bile hizli tespit olanag: saglayan
Real-Time PCR analizinin, ornegin tipine ve mikroorganizmanmn biiyliime
fizyolojisine bakilmaksizin mikroorganizma tespiti i¢in diger yontemlere gore bir¢cok
avantaji bulunmaktadir [50,116,137,138]. Saptanacak mikroorganizmaya ozgii
primerler kullanilarak, bakterileri kiiltiire etmeksizin miktarlarin1 belirleme olanagi

saglamaktadir [139,140].

Karmasik biyolojik orneklerde patojenlerin tespiti i¢in kullanilan standart
kiiltiirel yontemler zaman alict oldugundan dolay1 hizli sonug veren Real-Time PCR

daha kullanigh bir yontemdir [123,141].
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Salmonella spp. ve S. aureus bircok iilkede gida kaynakli enfeksiyon ve
salginlarin 6nde gelen patojen mikroorganizmalaridir. Bu organizmalarin spesifik
tespiti i¢in hizli ve giivenilir bir metot olan Real-Time PCR analizi giin gectikge
Oonem kazanarak daha ¢ok kullanilmaktadir. Real-Time PCR, analiz sirasinda
izlenebilen ve hedef mikroorganizmanin varligini gosteren floresan sinyal artigina
dayali bir teknik oldugundan dolayr herhangi bir laboratuvar kontaminasyonu

sebebiyle olusabilecek yanlis pozitif sonug riskine yer vermemektedir [137,142].

30



2. MATERYAL VE METOD

2.1  Materyal

Izmir ve Balikesir illerinin gesitli market ve kasaplarinda farkli markalarda
satisa sunulan ¢ig ve yari-pismis et lriinleri materyal olarak kullanilmistir. Farkhi
zamanlarda toplanan 22 ¢ig tavuk eti, 16 ¢ig kirmizi et, 14 yari-pismis tavuk eti ve 8
adet yari-pismis kirmizi et olmak {iizere toplamda 60 adet iiriin steril torbalara

konularak soguk zincir kosullarinda laboratuvara getirilmistir.

2.2 Metot

Bu boliimde, yapilan analizler 5 baslik altinda agiklanacaktir.

2.2.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, ticari bir DNA ekstraksiyon kiti olan ROCHE marka High
Pure PCR Template Preparation Kit kullanilarak asagidaki gibi yapildi.

1. On zenginlestirme kiiltiiriinden 1 ml ependorf tiiplere alinarak 5000 x g’ de 5
dk. santrifiij edildi.

2. Ust kisimda kalan sivi atilarak pellet iizerine 40 pl Proteinaz K ve 200 pl
Liziz Buffer ilave edilerek 70 °C’de 15 dk. bekletildi.

3. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra, 6rneklerin {izerine 200 ul Binding Buffer
eklenerek mix edildi. Ardindan 70°C’de 10 dK. inkiibasyona birakildi.

4. Daha sonra her tiipe 100 pl isopropanol eklendi ve pipetle mix edildi. Ornek
sayis1 kadar collection tiip c¢ikartildi ve her birine filter tiip yerlestirildi.
Hazirlanan bu karigim, filter tiiplere aktarildi. 8000x g’ de 1 dk. santrifiij
edildi.
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5. Collection tiipler atild1 ve filtreli tiipler yeni collectionlara alindi. Her tiipe
500 pl inhibitdr Removal Buffer eklendi. 8000x g’ de 1 dk. santrifiij edildi.

6. Collection tiipler atildi ve filtreli tiipler yeni collectionlara alindi. Her tiipe
500 pl Wash Buffer eklendi. 8000x g’ de 1 dk. santrifiij edildi.

7. Collection tiipler atild1 ve filtreli tiipler yeni collectionlara alindi. Her tiipe
500 pl Wash Buffer eklendi. 8000x g’ de 1 dk. santrifiij edildi.

8. Collectionlardaki sivi dokiildii ve tekrar 13000x g’ de 10 saniye spin yapildi.
Collection tiipler atild1 ve filtreli tiipler 1,5ml ‘lik ependorflara alindi.

9. Her tiipe, Onceden ependorflara boélinerek hazirlanmis ve 72 °C’de
bekletilmis olan Elution Buffer’ dan 200 ul eklendi. 8000 x g’ de 1 dk.
santriflyj yapildu.

10. Filtreli tiipler atild1 ve DNA” lar ependorf tiiplerde toplandi.

Izolasyonun ardindan elde edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklari
Nanodrop cihazi ile oOlgiilerek belirlendi. Azeso/ Azeo absorbans oranlari kontrol

edildikten sonra DNA’lar bir sonraki basamak i¢in -20 °C’de muhafaza edildi.

Nanodrop cihazi ile yapilan dlgtimler Sekil 2.1° de gdsterilmistir.

Sekil 2.1: Nanodrop cihazi ile dna konsantrasyonlarin dl¢iimii.
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2.2.2 Real-Time PCR Analizi

2.2.2.1 Standart Seri Olusturulmasi

Oncelikli olarak pozitif 6rneklerden S. aureus ve Salmonella spp. spesifik
primerler kullanilarak ayri ayr1 PZR yapildi. Ardindan PZR fiiriinleri agaroz jelde

yiiriitiilerek tek {irtin olup olmadiklar1 belirlendi.

PCR fiirlinleri agaroz jel’ den ticari bir kit olan ROCHE marka High Pure
PCR Product Purification Kit kullanilarak izole edildi ve yine ticari bir kit olan
INVITROGEN marka TOPO® TA Cloning Kit kullanilarak klonlandi. Klonlama
sonrast elde edilen plazmidlerde hedef DNA 10° hedef molekiil/reaksiyon
konsantrasyonundadir. 10° standart plazmid seri diliisyon yapilarak en az 7 farkli
standart olusturuldu ve standart egri bu standartlar kullanilarak ¢izildi. 10° standart

tiipii, 40 uL 10° S. aureus, Salmonella spp. klon DNA’s1 igermektedir.

10° standartindan 10 pL alinarak yeni bir ependorfa aktarild: ve iizerine 90 L
su ilavesinin ardindan vortexlenerek 108 standart1 olusturuldu. Bu sekilde 10 kopya

sayisina kadar seri diliisyon hazirlanarak standartlar olusturuldu.

Olusturulan standart seriler, Real-Time PCR analizinde ayr1 ayri caligilarak
Sekil 2.2’ de verilen standart egri olusturuldu. Ornekler, Real-Time PCR ile
calisilirken bu standartlardan en az 1 tane plate’e eklendi ve konsantrasyon

hesaplandi.
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Amplification Curves

Sekil 2.2: Standart amplifikasyon egrisi ve ct degerleri.

Tablo 2.1: Real-time pcr’da kullanilan primer ve prob dizileri.

Salmonella spp.

Forward: CTCACCAGGAGATTACAACAT

Reverse: AGCTCAGACCAAAAGTGACCA

Probe: 5> FAM-CACCGACGGCGAGACCGACTTT-TAMRA 3’

Staphylococcus aureus

Forward: AATTAACGAAATGGGCAGAAACA

Reverse: TGCGCAACACCCTGAACTT

Probe: 5° FAM-AGAAATTAACTGGATGGTACGCGCGAAGA-
TAMRA 3’
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2.2.2.2 Primer-Prob Dizayni ve Optimizasyonu

NCBI ve ENSEMBLE gen bankalar1 kullanilarak Salmonella spp. ve S.
aureus mikroorganizmalar: i¢in spesifik primer ve prob dizaynlar1 yapildi. Analiz
i¢in kullanilan primer ve problara ait niikleotid dizileri ayr1 ayr1 verildi (bkz. Tablo

2.1). Elde edilen primerlerin spesifikligi ise BLAST programu ile kontrol edildi.

Primerlere, kullanim kilavuzlarinda yer alan 100 uM igin gerekli su miktari
eklenerek 100 uM’ a (yani 100 pmol/ul’ye) sulandirildi. Ardindan her parametre i¢in

bir sonraki baglikta anlatilan ara stoklar olusturularak calisma yapildi.

2.2.2.3 Primer Ara Stok Hazirlama

Tablo 2.1” de yer alan Forward (F) ve Reverse (R) primerler kullanilarak ara
stok olusturuldu. Bunun i¢in F ve R primerlerinin 100uM’lik ana stoklarindan 10 uM

alinarak tizerlerine 90 ul su eklendi.

2.2.2.4 Analiz

Her iki mikroorganizma i¢in ayr1 ayri tiiplerde reaksiyon karisimlar
hazirlandi. Bunun igin Tablo 2.2’ de belirtildigi gibi tek bir reaksiyon i¢in ependorf
tiplere 2,6 pl Niikleaz free su, 1’ er pl calisilacak mikroorganizmaya spesifik
Forward ve Reverse primerler, 0,4 pul mikroorganizmaya spesifik Tagman prob ve 10
ul enzim ve dNTP miksi eklenerek son hacim 15 pl’ ye tamamlandi. Real-Time PCR
analizi i¢in kullanilacak olan plate kuyucuklarina reaksiyon sayisi kadar 15’er ul
hazirlanan bu karisimdan ytiklendi. Son olarak 5’er pul 6rnek DNA’s1 da kuyucuklara

yiiklenerek son hacim 20 pl’ ye tamamlanda.
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Tablo 2.2: Real-time pcr karigimu.

Reaksiyon Bilesenleri Tek Reaksiyon icin
Niikleaz igermeyen su 2,6 pl
Forward Primer(10uM) 1 ul
Reverse Primer(10uM) 1 pl
Tagman Prob (10uM) 0,4 ul
Enzim ve dNTP miksi 10 ul
Toplam 15 pul
+
DNA 5ul
Son Hacim 20 pl

Hazirlanan plate’ler asagida 6zetlenen protokol dogrultusunda analiz edildi:

95°C’de 10 dk. preinkiibasyon isleminin ardindan 45 dongiiliik amplifikasyon
islemi uygulandi. Amplifikasyon basamaginda 95°C’de 10 sn. denatiirasyon,
60°C’de 30 sn. primer baglamasi ve 72°C’de 1 sn. uzama islemleri gerceklestirildi.
Sogutma basamagi 40°C’de 30 sn. olacak sekilde yapildi. Roche LightCycler® 480

Il cihaz protokoliine ait detayli igerik Tablo 2.3’ de ayrica gosterilmistir.

Tablo 2.3: LightCycler® 480 II cihaz protokolii.

Program Adi Preinkiibasyon Amplifikasyon Sogutma
Analiz Modu - Kantifikasyon -
Dongii Sayisi 1 45 1
Hedef Sicaklik [°C] 95 95 60 72 40
Siire 10 dk. 10sn. | 30sn. | 1sn. | 30sn.
Sicakhik Artis Hizi [°C/s] 20 20 20 20 20
Okuma Modu - - - Tek -
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Hazirlanan plate’lerin Roche LightCycler® 480 Il cihazindaki goriintiisii

Sekil 2.3 de gosterilmistir.

Sekil 2.3: Plate’ lerin real-time pcr cihazina yerlestirilmesi.

2.2.2.5 Elde Edilen Datalarin Analizi

Elde edilen datalarin analizi, LightCycler® 480 II yaziliminda,
mikroorganizma var-yok tespiti ve kantitasyon i¢in “Absolute Quantitation Second
Derivative’’ analizi kullanilarak belirlendi. Bu analizde, konsantrasyonu bilinen saf
kiiltiirin seri diliisyonunun ardindan olusturulan standart egri kullanilarak hesaplama
yapildi. Grafik iizerinde yer alan Ct degerleri ile DNA miktar1 arasinda iligki

kurularak her bir 6rnegin DNA konsantrasyonu hesaplandi.

37



2.2.3 Salmonella spp. ve Staphylococcus aureus’un Kiiltiire Edilmesi

2.2.3.1 Salmonella spp. Analizi

Salmonella analizi ISO 6579 prosediiriine uygun olarak gerceklestirilmistir.
Secici Olmayan On Zenginlestirme:

Analiz igin ayrilan et 6rneklerinin her birinden 25 g alinarak aseptik olarak
225 ml tamponlanmis peptonlu su igerisine transfer edildi. Homojenize edilen
ornekler 34-38°C’ de 18 saat inkiibe edildi.

Secici Zenginlestirme:

Icerisinde 10'ar ml Rappaport Vassiliadis Medium (RVS) Broth ve Muller
Kauffman Tetrathionate Novobiocin Broth (MKTTn) bulunan tiiplere On
zenginlestirme kiiltiiriinden 0,1 ml (RVS igin) ve 1 ml (MKTTn i¢in) transfer edildi.
Rappaport Vassiliadis Medium tiipleri 42 °C’de, Muller Kauffman Tetrathionate
Novobiocin Broth tiipleri ise 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.

Secici — Ayirt edici Besi Ortamina Ekim:

Inkiibasyon siiresi tamamlanan her bir secici zenginlestirme kiiltiiriinden
Xylose Lysine Desoxycholate Agar (XLD) ve Bismuth Sulphite Agar (BSA)
ortamlarina 6ze ile kiiltiir transfer edildi ve tek koloni diisecek bicimde ¢izim yapildi.

Ekim islemi gergeklestirilen petriler 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda tipik Salmonella kolonilerinin varligia bakilds.
Bu selektif agarlardan iki veya daha fazla tipik koloni se¢ildi. Salmonella
kolonilerinin s6z konusu besi ortamlarinda olusturdugu tipik kolonilerin goriiniisleri

asagidaki gibi olmalidir:

Bismuth Sulphite Agar: Genellikle etrafi kahverengi-siyah zonla gevrili
kahverengi-gri-siyah koloniler gozlemlenir. Koloni ¢evresinde yer alan besi ortami

rengi basta kahverengi olup inkiibasyon siiresi arttik¢a siyaha doniisiir.
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Xylose Lysine Desoxycholate Agar: Ortasi siyah, pembe-kirmizi kolonilerdir.
Salmonella ’ya ait kiiltir parlak siyah merkezli koloniler olarak gozlenebilecegi gibi
neredeyse tamamen siyah koloniler olarak da gozlemlenebilir. H2S iiretmeyen

Salmonella varyantlar1 pembe kolonilere sahip olup koyu pembe merkeze sahiptir.

2.2.3.2 Staphylococcus aureus Analizi

Analize alinan et 6rneklerinden 25 g alinarak aseptik olarak 225 mL Buffered
Peptone Water’a (BPW) transfer edilerek homojenize edildi. 10°lik diliisyon
hazirlandiktan sonra Egg-Yolk Tellurite emiilsiyonunu igeren Baird-Parker Agara 0,1
ml hazirlanan diliisyondan alinip ekim yapildi. Petriler 37°C’ de 24 saat inkiibasyona
birakildi. Baird-Parker Agar, igerdigi yumurta sarisi emiilsiyonu ve tellurit

bilesenlerinden dolay1 selektif bir besiyeri olarak kullanilmaktadir [143].

Inkiibasyon sonrasinda S. aureus kolonilerinin varligina bakildi. Bu selektif
agarlardan 2-3 tipik koloni secildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan S. aureus
kolonileri siyah veya gri, seffaf zon olusturan, parlak ve diizgiin bir goériiniime
sahiptir [144].

2.2.4 Antibiyotik Duyarhhigmn Belirlenmesi

Antibiyotik duyarliliklari, Kirby-Bauer Disk Difiizyon yontemi ile belirlendi.
Oncelikle petrilerdeki inkiibasyonun ardindan hem Salmonella spp. hem de S. aureus
petrilerinde olusan tipik koloniler sivi besiyerlerine transfer edildi ve Mc Farland

tirbiditesi standart 0,5’ e ayarlanda.
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Steril bir 6ze yardimiyla, hazirlanan mikroorganizmalarin kiiltiirlerinden 100
ul alinarak Plate Count Agar (PCA) igeren petriye yayma ekim yapilarak inokiile
edildi ve 5 dakika kadar bekletildi. Petrilerin test i¢in hazirlanis1 Sekil 2.4 de
gosterilmistir.  Kloramfenikol,  Penisillin G,  Basitrasin,  Oksitetrasiklin,
Sulfametoksazol, Neomisin, Novobiosin, Tetrasiklin, Eritromisin, Ampisilin olmak
iizere toplam 10 adet antibiyotige ait diskler, petrideki agar iizerine yerlestirilerek
37°C’de 18 saat inkiibe edildi. Antibiyotik disk uygulanmig petrilerin inkiibator

icerisindeki goriintiileri Sekil 2.7” de verilmistir.

Sekil 2.4: Petrilerin antibiyotik duyarllik testi i¢in hazirlanmasi.
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Sekil 2.5: Antibiyotik disk uygulanan petrilerin etiiv icindeki yerlesimi.

10 farkli antibiyotik diskin petri tizerindeki yerlesimi Sekil 2.5 ve Sekil 2.6’

da gosterilmistir.

Sekil 2.6: Antibiyotik disklerin (Kloramfenikol, Penisillin G, Basitrasin, Oksitetrasiklin,
Sulfametoksazol) petri tizerindeki konumlari.
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Sekil 2.7: Antibiyotik disklerin (Neomisin, Novobiosin, Tetrasiklin, Eritromisin, Ampisilin) petri
iizerindeki konumlari.

Inkiibasyonun ardindan antibiyotik diskler etrafindaki zon ¢aplar1 dlgiilerek

mikroorganizmalarin antibiyotiklere kars1 direng durumlari belirlendi.

2.2.5 istatiksel Analizler

Verilerin analizi (s x k) kontenjans tablosu Ki-kare testleri kullanilarak
yapildi. Sonuglar yorumlanirken p <0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi [145,146].
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3. BULGULAR

Izmir ve Balikesir piyasasinda Salmonella spp. ve S. aureus varhigin
belirlemek amaciyla market, pazar ve kasaplarda satisa sunulan ¢ig, yar1 pismis ve
yemeye hazir; tavuk doner, et doner, tavuk etleri, dana ve kuzu etleri olmak tizere 60
adet numune alinarak steril kosullarda laboratuvara getirilmistir. Alinan 6rnekler,
Real-Time PCR analizi ile patojen mikroorganizma varligi yoniinden incelenmis
olup, Tirk Gida Kodeksi verilerine gore istenmeyen seviyede bakteri tespit edilen
orneklerde disk difiizyon yontemi ile 10 farkli antibiyotikte direnglilik durumu

belirlenmistir.

3.1 Real-Time PCR Bulgular

Mikroorganizma varhiginin belirlenmesi ig¢in Salmonella spp. ve S. aureus
suslarina spesifik primer ve problar kullanilarak yapilan ¢alismada toplamda 60 adet
¢ig ve yari-pismis et Urlinii analiz edildi. Tespit edilen mikroorganizmalarin

orneklerdeki oransal dagilimi Tablo 3.1° de verilmistir.

Calismamizda 22’si ¢ig tavuk eti, 16 s1 ¢ig kirmizi et olmak tizere toplamda
38 adet ¢ig et lriinli incelendi. Cig et iirlinleri i¢in mikroorganizma bulgulari

asagidaki gibidir:

Salmonella spp. bulgulari: 22 adet ¢ig tavuk eti Orneginin 6’sinda
Salmonella spp. tespit edildi. Buna karsilik ¢ig kirmizi ette Salmonella spp. varligina

rastlanmadi.

S. aureus bulgulari: 5,0x10° kob/g ve iizeri sayida mikroorganizma
barindiran et iirlinleri Tiirk Gida Kodeksinin kanathi eti ve kirmizi et kalitesi igin
yayinlamis oldugu teblige [147] gore tiikketim agisindan uygunsuz olarak kabul
edilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada 22 adet ¢ig tavuk 6rneginin 5° inde; 16 adet ¢ig
kirmizi et &rneginin 2’sinde ise 5,0x10° kob/g ve iizeri bakteri sayisina sahip S.

aureus tespit edildi.
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Calismamizda 14’1 yari-pismis tavuk eti, 8’1 yari-pigsmis kirmizi et olmak
tizere toplamda 22 adet yari-pismis et tiriinii incelendi. Bu yari-pigmis et lirtinleri i¢in

mikroorganizma bulgular1 asagidaki gibidir:

Salmonella spp. bulgularr: Incelenen yari-pismis et iiriinlerinin hicbirinde

Salmonella spp. varligina rastlanmadi.

S. aureus bulgulari: 14 adet yari-pismis tavuk eti 6rneklerinden 5’in bulunan
mikroorganizma sayisinin Tirk Gida Kodeksi tebligine [147] uygun olmadigi
(5,0x10° kob/g ve iizeri) belirlendi.

Tablo 3.1: Mikroorganizmalarin incelenen drneklerdeki oransal dagilima.

Tespit Edilen Mikroorganizma Sayisi

Uriin Tipi Incelenen Ornek Sayisi (n)
(n) Salmonella spp. S.aureus
3_ 4

Cig Et (5,0)&(3) /;’)xlO
Tavuk Eti 22 6 5
Kirmizi Et 16 - 2

Yar1-Pismis
Et

Tavuk Eti 14 - 5
Kirmizi Et 8 - -

Toplam 60 6 12
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3.2 Salmonella spp. ve Staphylococcus aureus *un Kiiltiir Sonuglar:

Yaptigimiz calismada antibiyotik duyarlilik profillerini inceleyecegimiz
Salmonella spp. ve S. aureus mikroorganizmalarinin selektif kiiltiir yontemleriyle
izolasyonu yapildi. Kiiltiir i¢in Real-Time PCR analizi sonrasinda Salmonella spp. ve

S. aureus (5,0x10° kob/g ve iizeri) tespit edilen 6rnekler kullanildi.

Petrilerdeki inkiibasyonun ardindan segilen tipik koloniler antibiyotik

duyarlilik testleri i¢in kullanildi.

3.3  Antibiyotik Duyarhlk Test Sonug¢lari

Kirby-Bauer Disk Diflizyon Yo6ntemi kullanilarak, Real-Time PCR ile
Salmonella spp. ve S. aureus varligi yoniinden dogrulanan 11 adet ¢ig tavuk eti, 2
adet ¢ig kirmizi et ve 5 adet yari-pismis tavuk eti 6rneginden izole edilen suslarin 10

farkli antibiyotige kars1 olan duyarliliklari belirlendi.

Bir mikroorganizmanin in vitro ortamda antimikrobiyal ilaclara kars

verebilecegi yanit 3 sekilde gelisir:

Duyarh: Mikroorganizma, yeterli dozda antimikrobiyal ila¢ kullanildiginda

yiiksek konsantrasyonlara ulagamayip ortamda inhibe olur.

Orta duyarli (Intermediyer): Antimikrobiyal ilacin normalden daha fazla

dozda kullanilmasi halinde hedef mikroorganizmaya etkili olabilecegini ifade eder.

Direngli: Mikroorganizma, uygulanan antimikrobiyal ilaca karsi cesitli

yollarla direng gelistirmis olup iiremesine devam eder.

Antibiyotik  disklerle yapilan inkiibasyon sonrasinda olusan ve
mikroorganizmalar1 inhibe edici zon daire seklinde gozlendi. Olusan zon ¢aplari
cetvel yardimiyla Olclilerek mikroorganizmalarin  antibiyotie karst olan

duyarliliklar belirlendi.
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Salmonella spp.’ de goriilen direng bulgular: asagidaki gibidir:

Kloramfenikol antibiyotigine karsi %83,33 oraninda duyarli olan Salmonella, bu
antibiyotige %16,66 oraninda orta duyarli (intermediyer) olarak gozlendi.
Salmonella spp.” nin Penisillin G antibiyotigine karsi %100 direng gosterdigi
gozlendi.

Basitrasin antibiyotigine karst %83,33 oraninda duyarli olan Salmonella, bu
antibiyotige %16,66 oraninda direngli oldugu gozlendi.

Salmonella spp.’ nin Oksitetrasiklin antibiyotigine kars1 %100 duyarli davranis
gosterdigi gozlendi.

Sulfametoksazol antibiyotigine karsi %83,33 oraninda direng gosteren
Salmonella, bu antibiyotige %16,66 oraninda orta duyarli (intermediyer) olarak
gbzlendi.

Neomisin antibiyotigine karsi %66,66 oraninda duyarli davranig gosteren
Salmonella, ayni antibiyotige %33,33 oraninda orta duyarli (intermediyer)
oldugu gozlendi.

Novobiosin antibiyotigine karst %66,66 oraninda duyarli olan Salmonella, ayni
antibiyotige %33,33 oraninda orta duyarli (intermediyer) olarak gozlendi.
Salmonella spp.” nin Tetrasiklin antibiyotigine karsi %100 duyarli davranig
gosterdigi gozlendi.

Eritromisin antibiyotigine kars1 %66,66 oraninda diren¢ gosteren Salmonella, bu
antibiyotige %33,33 oraninda orta duyarl: (intermediyer) olarak gozlendi.
Ampisilin antibiyotigine kars1 %66,66 oraninda diren¢ goésteren Salmonella, bu

antibiyotige %33,33 oraninda orta duyarli (intermediyer) olarak gézlendi.
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Staphlococcus aureus’ da goriilen diren¢ bulgular: asagidaki gibidir:

S. aureus, Kloramfenikol antibiyotigine karst %100 duyarl olarak g6zlendi.
Penisillin G antibiyotigine kars1 %83,33 oraninda direng gosteren S. aureus, bu
antibiyotige %16,66 oraninda orta duyarli (intermediyer) olarak gézlendi.
Basitrasin antibiyotigine karsi %83,33 oraninda duyarli olan S. aureus, bu
antibiyotige %16,66 oraninda direngli oldugu gozlendi.

Oksitetrasiklin antibiyotigine karsi %75 direng gosteren S. aureus, bu
antibiyotige %25 oranda orta duyarli (intermediyer) olarak gozlendi.
Sulfametoksazol antibiyotigine kars1 %83,33 oraninda direng gdsteren S. aureus,
bu antibiyotige %16,66 oraninda orta duyarli (intermediyer) olarak gézlendi.
Neomisin antibiyotigine karst %91,66 oraninda duyarli davranis gosteren S.
aureus, ayni antibiyotige %8,33 oraninda orta duyarli (intermediyer) olarak
gbzlendi.

Novobiosin antibiyotigine karsi %83,33 oraninda duyarli olan S. aureus, ayni
antibiyotige %16,66 oraninda orta duyarli (intermediyer) olarak gézlendi.
Tetrasiklin antibiyotigine karsi %75 oraninda diren¢ gosteren S.aureus, bu
antibiyotige %25 oraninda orta duyarl (intermediyer) gozlendi.

Eritromisin antibiyotigine kars1 %83,33 oraninda direng gosteren S. aureus, bu
antibiyotige %8,33 oraninda orta duyarli (intermediyer) ve %8,33 oraninda
duyarli olarak gozlendi.

S. aureus’ un, Ampisilin antibiyotigine karst %100 direngli davranig gosterdigi

gbzlendi.
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Yapilan antibiyotik duyarlilik test sonuglarinda Salmonella spp. ve S.aureus
mikroorganizmalart igin tetrasiklin ve oksitetrasiklin antibiyotiklerinin etkilerinde

anlamli bir farklilik (p<0,05) g6zlenmistir.

Mikroorganizmalarin antibiyotik duyarlilik sonuglarina ait miktar ve yiizdesel

oranlar Tablo 3.2’ de verilmistir.

48



6v

Tablo 3.2: Mikroorganizmalarin antibiyotik duyarlilik sonuglari.

Mikroorganizma Sayisi (n)

Salmonella spp. (toplam n=6) S. aureus (toplam n=12) Istatiksel
Antibiyotik Cesidi Duyarl (I(?]l:[zar_;]);dj iZ?/rel;) Direncli Duyarl (ﬁ]rt-g_r]n);d: Ii?/relll,) Direngli Anlzzg;llllk
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Kloramfenikol 5 (83,33) 1 (16,66) 0() 12 (100) 0() 0() 0,35
Penisillin G 0() 0() 6 (100) 0() 2 (16,66) 10 (83,33) 0,58
Basitrasin 5 (83,33) 0() 1(16,66) | 10 (88,33) 0() 2 (16,66) 0,99
Oksitetrasiklin 6 (100) 0() 0() 0() 3(25) 9 (75) 0,0001

Sulfametoksazol 0() 1 (16,66) 5(83,33) 0() 2 (16,66) 10 (83,33) 0,99

Neomisin 4 (66,66) 2 (33,33) 0() 11 (91,66) 1(8,33) 0() 0,41
Novobiosin 4 (66,66) 2 (33,33) 0() 10 (83,33) 2 (16,66) 0() 0,72
Tetrasiklin 6 (100) 0() 0(-) 0(-) 3(25) 9 (75) 0,0001
Eritromisin 0() 2 (33,33) 4 (66,66) 1(8,33) 1(8,33) 10 (83,33) 0,35
Ampisilin 0() 2 (33,33) 4 (66,66) 0() 0() 12 (100) 0,11




S. aureus ve Salmonella spp. mikroorganizmalarinin x eksenleri lizerinde
verilen 10 farkli antibiyotige karsi gostermis oldugu direng yiizdeleri y eksenleri
tizerinde belirtilmis olup detayli olarak Sekil 3.1 ve Sekil 3.2° de gosterilmistir.

Staphylococcus aureus

100
80
60
40
20
0 [l
€ S & SR RS

& F & & ¥ FOMIEC SIS
‘@Q\ N ‘Zr%& NN fz?"& & &
& o & &L O .8 S
S XY 9 o 3 D &
SR O & AR R
R S
& O 8

Sekil 3.1: Staphylococcus aureus’un antibiyotiklere direnglilik oranlar1 (%).
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Sekil 3.2: Salmonella spp.’ nin antibiyotiklere direnglilik oranlar1 (%).

Salmonella spp.
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4. TARTISMA

Izmir ve Balikesir piyasasinda ¢ig ve yari pismis olarak satiga sunulan et
tiriinlerinden yapmis oldugumuz bu ¢alismada, Real-Time PCR teknigi kullanilarak
Salmonella spp. ve S. aureus varligina bakilmis olup, Tiirk Gida Kodeksi tebligine
gore uygun olmayan miktarda patojen mikroorganizma saptanan Orneklerdeki

izolatlarda gesitli antibiyotiklere direng durumu incelenmistir.

Hayvansal gidalar basta olmak iizere bir¢ok gida maddesi patojen
mikroorganizmalarca olusabilecek kontaminasyona el verisli bir ortama sahiptir.
Uretimden satisa kadar uzanan proseste gerekli hijyen kurallarma uyulmamasi
halinde istenmeyen mikroorganizmalarin gida maddelerine bulasip tiremeleri ve
enfekte gidalarin tiiketimi birgok saglik problemini de beraberinde getirmektedir.
Stafilokoklar, tiretmis olduklar1 enterotoksinler ile gida zehirlenmelerine sebep
olmakta ve sindirim sisteminde yol actig1 saglik problemleriyle halk sagligi agisindan
oldukca Onemli bir tehdit olusturmaktadir. Bu mikroorganizmalar yalnizca insan
saglig1 i¢in bir risk faktorii olmayip, bulastigi hayvanlarin saglhigmi da olumsuz
yonde etkileyerek Oliime kadar gidebilecek ciddi enfeksiyonlara sebep
olabilmektedir. Bu sebeple mikroorganizmalarin, toplum tarafindan yiiksek oranda
tercih edilip tiiketilen et iriinlerindeki olas1 varliklarinin kolay, hizli ve giivenilir

metotlarca tespit edilmesi gerekmektedir.

Gida friinlerinde patojen mikroorganizma varlifinin belirlenebilmesi igin
bircok metot kullanilmaktadir. Geleneksel yontemlerin yani sira Real-Time PCR
analiz yontemi diisiik konsantrasyonlardaki mikroorganizmalar1 bile saptayabilmesi,
hizl1 ve giivenilir olmasi gibi bir¢ok avantajiyla giiniimiizde en ¢ok kullanilan analiz
yontemlerinden biri haline gelmistir. Yaptigimiz ¢alismada sahip oldugu
avantajlarindan dolay1 patojen mikroorganizma varliginin saptanmasi i¢in Real-Time

PCR analizi tercih edilmistir.

Antibiyotikler, bakterilerin yol actigi enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan ilaglardir. Ancak antibiyotiklerin giinlimiizde fazla miktarda ve
bilingsizce kullanimlari, patojen mikroorganizmalarda direng yetene§i saglayan
cesitli mekanizmalar gelistirmistir.
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Disk difiizyon yontemi, bakterilerin ¢esitli antibiyotiklere karst olusturduklar
direng yanitin1 gormek i¢in hizli ve giivenilir bir yontemdir. Bu sebeple izole edilen
patojen  mikroorganizmalarin  sebep oldugu enfeksiyonlarin  tedavisinde
kullanilabilecek antibiyotikleri belirlemek amaciyla disk difiizyon yontemi tercih

edilmistir.

Gidalarda ¢ok diisiik seviyede Salmonella tespit edilse bile, i¢inde bulundugu
gida maddesi risk grubu olarak kabul edilmektedir. Tiirk Gida Kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterler YoOnetmeligine gore gida gruplarinda Salmonella spp.
bulunmamasi (0/25 g-mL) gerekmektedir [147,148]. Gergeklestirmis oldugumuz bu
calismada Real-Time PCR analizi sonucunda 60 adet ¢ig ve yari-pismis et
orneklerinden 6 adet ¢ig tavuk eti 6rneginde Salmonella spp. tespit edilmistir. Tiim
ornekler goz oniine alinirsa tespit edilen Salmonella orant %10’ dur. Cig kirmiz1 et
triinlerinde ve yari-pismis et {riinlerinde ise Salmonella spp. varligina

rastlanmamuistir.

Izmir ve ¢evresinde yapilan bir calismada, 90 farkli yerden toplanan 260’1
tavuk eti olmak iizere toplamda 360 adet 6rnekte Salmonella izolasyonu yapilmistir.
Bu aragtirmada yer alan sonuglara gore tavuk eti 6rneklerinde goriilen Salmonella
oraninin %8,84 oldugu tespit edilmistir. Izole edilen mikroorganizmalarda, farkli
antibiyotik gruplari igin diren¢ durumu belirlenmis olup %30,4 amoksisilin, % 78,2
eritromisin, % 43,5 kanamisin, % 39,1 nalidiksik asit, % 78,2 tetrasiklin ve % 52,2

trimetoprim direnci bulunmustur [149].

Ankara ilindeki marketlerde tiiketime sunulan iriinlerle yapilan bir diger
calismada 210 adet Ornekten Salmonella izolasyonu yapildiktan sonra
mikroorganizmalarin antibiyotik direnclilikleri arastirilmistir. 160 Ornegin tavuk
orjinli oldugu bu c¢alismada 94 (%58,7) tavuk orneginde Salmonella saptanmustir.
Izole edilen Salmonella suslarmin 92’si (%98) Salmonella spp., 2’si (%2) Salmonella
paratyphi A olarak tanimlanmistir. Tavuk Orneklerinde tanimlanan Salmonella
izolatlarinin direngli olduklar1 antibiyotik tiirleri ve oranlart (%71,3-%84,1)
ampisilin, (%78,7-%95,7) tetrasiklin, (%38,3-%48,9) kloramfenikol, (%41,5-%47,9)
streptomisin, (%12,7) trimetoprim/sulfometoksazol, (%81,9) triple siilfonamid,
(%19,1) kanamisin, (%13,8) siprofloksasin, (%80,8) nalidiksik asit olarak
bulunmustur [150].

52



Salmonella varligini incelemek amaciyla 288 tiiketime hazir doner Ornegi
tizerinde yapilan bir ¢alismada PZR yontemi ile yapilan identifikasyon sonucunda 15

ornekte (%5,2) Salmonella enteritis tespit edilmistir [151].

Aydin ilinde farkli satis noktalarindan toplanan 100 adet ¢ig tavuk eti 6rnegi,
Salmonella spp. varligi yoniinden incelenmis ve 15 (%15) ornekte Salmonella spp.
tespit edilmistir [38].

Salmonella spp.” nin izolasyonu ve antibiyotik diren¢ karakterizasyonu
lizerine yapilan bir ¢alismada Vietnam market ve siipermarketlerinden toplanan 180
et lirliniinde s18ir etini kapsayan 50 6rnekte %62 oraninda, tavuk etini kapsayan 30
ornekte  %53,3 oraninda Salmonella spp. tespit edilmistir. Tetrasiklin,
ampisilin/amoksisilin, nalidiksik asit, sulfafurazol ve streptomisin antibiyotiklerine
diren¢ durumu sirastyla %40,7, %22,0, %18,7, %16,5 ve %14,3 olarak bulunmustur.
Kloramfenikol, kanamisin, gentamisin antibiyotiklerine direng ise %2,2-8,8 arasinda

saptanmustir [39].

Ankara piyasasinda yapilan bir diger ¢alismada 120 adet tavuk 6rneginden
yapilan izolasyon, tanimlama ve antibiyotik diren¢ analizlerinde 16 6rnekte (%13)
Salmonella spp. izole etmistir. Calisma sonucunda %75 ampisilin, %94 gentamisin,
%75 tetrasiklin, %88 eritromisin, %19 neomisin, %44 streptomisin direnci

saptanmustir [152].

Cin’de yapilan bir ¢alismada; 515°1 tavuk, 78’1 sigir eti ve 80’1 kuzu eti olan
toplamda 764 perakende et orneginde Salmonella tanilamasi ve karakterizasyonu
caligilmis olup tiim 6rnekler gz 6niine alindiginda 333 6rnek (44%) Salmonella spp.
pozitif bulunmustur. izolatlarin antibiyotik diren¢ durumlar incelendiginde %67
sulfametoksazol, %58 trimetoprim/sulfametoksazol ve %56 tetrasiklin direnci

gozlenmistir [153].
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Gliney Kore’de yapilan bir caligmada tavuk ve sigir etlerini de igeren
toplamda 131 adet ¢ig et Orneginde Salmonella serovarlarinin tanimlanmasi,
antibiyotik direnci ve molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Calismalar sonucunda
26 adet tavuk etinin 11’inde (%42,3); 49 adet sigir eti 6rneginin ise 1’inde (%2)
Salmonella saptanmistir. Antibiyotik direng profilleri incelendiginde izole edilen tim
Salmonella suslarimin eritromisin direngli oldugu goézlenmistir. Streptomisin direnci

%22,3, tetrasiklin ve kloramfenikol direnci ise %16,7 olarak belirtilmistir [154].

Tirk Gida Kodeksi Cig Kanatli Eti ve Hazirlanmis Kanatli Eti Karisimlari
Tebligi ve Tiirk Gida Kodeksi Cig Kirmiz1 Et ve Hazirlanmis Kirmizi1 Et Karigimlar
Tebligine gore gidalardaki kabul edilebilir S. aureus sayis1 en fazla 5,0x10° kob/g
olmalidir [147]. Bu bilgi dogrultusunda toplamda 12 adet ornegin teblige uygun
olmadig (5,0x10° kob/g ve iizeri) belirlenmistir.

Stafilokok kaynakli gida zehirlenmeleri, bu mikroorganizmalarin 1siya
dayanikli  enterotoksinler  {iretmelerine  baglhi  olarak  gergeklesmektedir.
Mikroorganizmadaki toksin {iretimi, etin bir graminda bulunan toplam hiicre sayisi
100.000’¢ ulasinca mevcut olmaktadir [155]. Bu bilgiler dogrultusunda analiz edilen

orneklerde, enterotoksin olusturabilecek seviyede S. aureus tespit edilememistir.

Osman ve ark. 2017 yilinda yaptiklar1 calismalarinda 100 ithal sigir eti
orneginde 23 adet (%23) stafilokokal izolat elde etmislerdir. Izole edilen
mikroorganizmalarin 3’4 S. aureus, 6’s1 S. hyicus, 3’i S. intermedius, 1°i S.
epidermidis, 1’1 S. hemolyticus, 1’1 S. hominis, 3’1 S. lugdunensis; 1°1 S. simulans ve
4’ S. scuri olarak serotiplendirmislerdir. Izolatlardan %96’ smin penisillin ve
sulfametoksazol/trimetoprim direngli oldugunu; 23 izolattan yalnizca 1’ inin
kloramfenikol direngli oldugunu belirtmislerdir. Izolatlarin eritromisin, metisilin,
tetrasiklin ve ampisilin antibiyotiklerine ise %50’ den daha az oranda direng

gosterdiklerini gozlemlemislerdir [49].

Ozdemir ve Keyvan 2016 yilinda yapmis olduklari arastirmada Ankara’da
bulunan ¢esitli siipermarketlerden topladiklari sigir, koyun ve pili¢ etlerini igeren 225
ornekte S. aureus’ un izolasyonunu gerceklestirip, enteretoksijenik 6zelliklerini
gdsteren analizler yapmuslardir. izole ettikleri 114 adet S. aureus susundan 88’inin

(%77,1) enterotoksijenik 6zellik gosterdigini bulmuslardir [156].
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Ankara’da yapilan bir diger ¢aligmada 50 ¢ig et ve tavuk doner ornegini de
kapsayan toplamda 100 adet doner 6rneginde gesitli mikroorganizmalarin varligina
bakilarak antibiyotik direngleri belirlenmistir. Calismada elde edilen verilere gore 50
adet ¢ig et donerinde 14 adet (%28) S. aureus tespit edilmistir. Doner 6rneklerinin
%100 (23)’iiniin; Gentamisin, Eritromisin, Tetrasiklin, Kloramfenikol, Sefalotin,
Streptomisin ve Vankomisin’e duyarli olduklari bulunmustur. Cig ve pismis tavuk
doner orneklerinden elde edilen izolatlarin Ampisilin’e %80 (8), ¢ig ve pismis et
doner orneklerinden elde edilen izolatlarin ise Ampisilin’e %20 (12) oraninda

direncli olduklar tespit edilmistir [144].

Kaya ve ark. 2015 yilinda yapmis olduklari ¢alismalarinda S. aureus ve
enterotoksin varligi yoniinden 100 tavuk eti 6rnegini inceleyerek %30 oraninda S.
aureus kontaminasyonu tespit etmislerdir. S6z konusu kontaminasyon diizeyinin ise

2x10* kob/g ile 1x10® kob/g araliginda oldugunu belirtmislerdir [55].

Adana’ da yapilan bir ¢alismada marketlerden temin edilen 50 adet tavuk eti
orneginden izole edilen 30 tane gram-pozitif koktan 4 tanesinin S. aureus oldugu
tanimlanmistir. Bu S. aureus suslarinin eritromisin direnci %25, tetrasiklin direnci
%77,2, vankomisin direnci % 59, teikoplanin direnci %9 ve kloramfenikol direnci
%27,2 olarak rapor edilmistir [157].

Ankara’ da cesitli marketlerden toplanan ve iglerinde dana kiyma ve tavuk
but 6rneklerininde bulundugu 100 adet gida 6rneginden izole edilen 232 stafilokok
izolatinda antibiyotik diren¢ profili incelenmistir. Sonuglara gore suslarin 85'i
(%36,6) ampisilin’e, 55'i1 (%23,7) tetrasiklin’e, 46's1 (%19,8) eritromisin’e, 31'i
(%13,4) metisilin’e, 18'i (%7,7) kloramfenikol’e direngli olarak bulunmustur [158].

Tiirkiye’ de yapilan bir diger aragtirmada cesitli et 6rneklerinde S. aureus
varlig1 arastirilmistir. Calismada elde edilen sonuglara gore ¢ig kirmizi et ve tavuk
etini iceren toplamda 150 tane 6rnegin 80 tanesinde S. aureus susu izole edilmistir.
Izole edilen suslardan yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinde ise 54 adet (% 67,5)
Metisilin'e, 70 adet (% 87,5) Basitrasin'e, 43 adet (% 53,8) Penisilin G' ye direng
gozlenmistir. 74"liniin (% 92,5) Eritromisin' e duyarli olduklari tespit edilmistir [159].
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Izmir'de gerceklestirilen bir ¢alismada, cesitli marketlerden toplanan 42 adet
tavuk ve hindi eti 6rneginde S. aureus igin tespit, sayim ve tanilama yapilmistir.
Incelenen &rneklerin tiimiinde S. aureus tespit edilmis olup, drneklerdeki patojen S.
aureus sayisinin Mannitol Salt Agar (MSA)’ da 1,0x|03-6,5x|06 cfu/g araliginda
oldugu bulunmustur. Elde edilen sonuglar dogrultusunda analiz edilen 6rneklerin S.
aureus bakimindan yeterli kalitede olmadigt ve %9,5'lik kismimin gida

zehirlenmesine sebep olabilecegi belirtilmistir [160].

Kiitahya ilinde tavuk etlerinin S. aureus varligi ve antibiyotik duyarliligini
kapsayan calismada toplamda 45 adet tavuk 6rnegi calisilmistir. Elde edilen 36 adet
stipheli stafilokok susu tizerinde yapilan polimeraz zincir reaksiyonu analizi
sonucunda 12 tanesinin (%26,7) S. aureus oldugu tespit edilmistir. 12 adet S. aureus
susunun %216,7 oranda Trimetoprim/sulfametoksazol ve Enrofloksasin’ e, %58,3
oranda Tetrasikline, %41,7 Ampisilin’e, %25 Eritromisin’e, %33,3 Amoksisilin’ e

direngli oldugu bulunmustur [161].

Istanbul piyasasinda gergeklestirilen bir calismada, farkli firmalardan
toplanan kanat, but ve gogiis olmak tizere toplamda 90 adet tavuk 6rnegi, hijyenik
kalite acisindan degerlendirilmistir. 2 adet kanat (%6,6), 2 adet but (%6,6) ve 2 adet
g0giis (%6,6) 6rneginde saptanan S. aureus’un hijyenik agidan ulusal ve uluslararasi

kriterlere uygun olmadig1 gozlenmistir [162].
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5. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz calismada tiim ¢ig ve yari-pismis et irilinlerinde goézlenen ve
teblige uygun olmayan Salmonella spp. %10 iken S. aureus %20 oranindadir.
Ulkemizde ve yurtdisinda yapilan birgok ¢alismada ¢ig ve yari-pismis et iiriinlerinde
degisken oranlarda Salmonella spp. ve S. aureus oldugu goézlemlenmistir. Genel
olarak ¢ig ve yari-pismis et iriinlerinde saptanan patojen mikroorganizma miktari
arasinda farklilik goriilmektedir. Yari-pismis et iiriinlerinde goézlenen daha diisiik
sayidaki mikroorganizma varliginin, bu {rilinlerin fabrikasyon asamasinda 1sil
islemlere maruz kalmasindan dolayr sonuclanabilecegini  gdstermektedir.
Calismamizda kullanilan tiim 6rnekler géz oniinde bulunduruldugunda yalnizca ¢ig
tavuk etinde Salmonella tespit edilmesi ise tedarik¢i firmanin kesim sartlarindan
hazirlanan gida {riinlerinin satisina kadar olan iiretim siirecinde bazi hijyen

problemlerinin mevcut oldugu sonucuna varilmaktadir.

Ulkemizde tiiketim potansiyeli yiiksek olan ¢ig ve yari-pismis gida
tirtinlerinin, S. aureus ve Salmonella spp. ile kontamine olmasi durumunda, gida
zehirlenmeleri bakimindan risk faktorii niteliginde olabilecegi belirlenmistir. Elde
edilen sonuglarin bir kismi patojen mikroorganizma yoniinden halk sagligi icin
uygun bulunmamistir. Bu nedenle 6zellikle ¢ig et iriinlerinin gerek iiretim gerekse

marketlere transfer kosullarinin iyilestirilmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Mikroorganizmalarin ~ antibiyotiklere ~— olan  direnglilikleri ~ farklilik
gosterebildiginden, olas1 gida zehirlenmeleri ve ¢esitli hastalik vakalarinin
tedavisinde mikroorganizmalarin antibiyotik duyarliliklar1 6nceden belirlenerek daha
bilin¢li bir antibiyotik kullanimi hedeflenmistir. Ayrica kiiclik ¢ocuklar, yaslilar ve
tedavi goren hastalar i¢in patojen bakteriler ¢ok biiyiik bir risk grubu oldugundan
ozellikle bu kisilerin sagliklar1 agisindan selektif ve bilingli bir tedavinin daha faydali
olacagi  distiniilmektedir. Bu  sebepler dogrultusunda tedavi siirecinde

mikroorganizmalarin duyarli oldugu antibiyotiklerin kullanilmas1 gerekmektedir.
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Yaptigimiz tiim analizler gz Oniine alindiginda elde edilen sonuclarla
literatlir sonuglart arasinda hem benzerlikler hem de farkliliklar gézlemlenmistir.
Farkliliklarin bir sebebi ¢alisilan 6rneklem sayisinin az olmasi olabilir. Kullanilan
molekiiler metotlardaki  hassasiyet farkliliklari, Orneklerin  toplanma ve

islenmesindeki farkliliklar da diger sebepler olabilir.
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