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ONSOZ

Et ve et {irlinleri zengin bilesimi nedeniyle insanlarin beslenmesinde yer alan
onemli bir gidadir. Ancak mikroorganizmalarin gelismesi i¢in gerekli kosullara sahip
olmasi nedeniyle et kolayca bozulabilmektedir. Dolayisiyla diinyada gida kaynakli
hastaliklarin  6nemli bir kismi et ve et (driinlerinin tiiketimi nedeniyle
gerceklesmektedir. S. aureus et ve et iriinlerinde siklikla bulunmaktadir. Et S.
aureus’un tremesi, enterotoksin Uretimi ve stafilokokal gida zehirlenmelerinin
meydana gelmesi i¢in dnemli kaynaktir. S. aureus tarafindan iiretilen stafilokokal
enterotoksinlerin gidalarla birlikte alinmasi en yaygm gida kaynakli hastaliklardan
biri olarak kabul edilen stafilokokal gida zehirlenmesine neden olmaktadir. S. aureus,
bircok antibiyotige karsi direnci nedeniyle ciddi saglik sorunlarma yol agabilen
firsat¢1 bir patojendir. Bu nedenle “giftlikten ¢atala” gida zinciri sisteminde gida

giivenliginin saglanmas1 son derece dnemlidir.

Bu tez c¢alismasinda, kuzu karkaslarinda S. aureus’un varlhiginin,
enterotoksijenik  6zelliklerinin  ve antibiyotik direngliliklerinin  belirlenmesi

hedeflenmistir.

Doktora egitimim siiresince hem bilimsel hem de manevi destegini benden hig
esirgemeyen degerli danigman hocam Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida
Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Haydar OZDEMIR e

tesekkiirlerimi i¢tenlikle sunarim.
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hocalarim Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ufuk Tansel SIRELI’ye ve Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof.
Dr. Baris SAREYYUPOGLU na tesekkiirii bir borg bilirim.
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1. GIRIS

Insanlarin saglikli olarak yasamas: i¢in yeterli ve dengeli beslenmesi gereklidir.
Proteinler insan viicudunun temel bilesenlerindendir. Saglikli beslenmede kisi basina
giinlik protein ihtiyacinin % 40-50’si hayvansal proteinlerden karsilanmalidir.
Insanlar igin gerekli olan esansiyel aminoasitlerin tamami sadece hayvansal
proteinlerde yer almaktadir. Kuzu eti de dokuz temel aminoasidin tamamini
barindiran yiiksek kaliteli protein kaynagidir. Kuzu koyunun bir yasma gelmemis
yavrusuna denmektedir. Kuzu ve koyun eti diinyada ve Tiirkiye’de siklikla tiiketilen
kirmiz1 et tiirlerinden biridir. Ozellikle kuzu eti Tiirk mutfaginin vazgegilmezi
konumundadir. Dana etine gore daha yumusak yapisi olan kuzu eti zengin vitamin ve
mineral kaynagidir. Koyun ve kuzu etinin karbonhidrat igermeyen kirmizi et
cesitlerinden olmasi nedeniyle de tercih edilmektedir (Alparslan ve Demirbas, 2019;
Anon, 2020; Hastaoglu ve Seker, 2020 ve Sach ve Dogan, 2020).

Tirkiye’de 2019 yilinda toplam koyun sayis1 37 276 050°dir. Yine 2019
yilinda kesilen 5 057 026 koyundan 109.382 ton et iiretimi gergeklestirilmistir
(Anon, 2019). Tirkiye’de kirmizi et tiikketimi gelismis tilkelere gore daha diistiktiir.
Bunun nedenleri arasinda kirmizi etin daha pahali olmasi sdylenebilir. Tiirkiye’de
2018 yilinda kisi bas1 kirmizi et tiiketimi 14,84 kg diizeyinde olup, bunun 13,3 kg’mn1
sigir eti, 1,5 kg1 ise kiigiikbas hayvan eti olusturmaktadir (Anon, 2021).

Gida kaynakli hastaliklar, degisik yollardan gidaya bulagmis gida patojenleri ve
kimyasallarla kontamine olmus gidalarin tiiketimi sonrasi ortaya ¢ikan hastaliklar
ifade etmektedir (Ford ve ark., 2015). Gida kaynakli hastaliklarin varlig1 ve bununla
ilgili var olan riskler, tiiketicilerde gidalara kars1 giiven sorununa neden olmustur. Bu
nedenle toplumda gida gilivenligi konusunda duyarliligm artmasi ve buna yonelik
beklentilerin olusmasi nedeniyle iilkeler tarafindan belirli tedbirler ve yasal
diizenlemeler uygulamaya konulmustur. Gida giivenligi, et gibi gidalarin {iretildigi
adimlar olan “ciftlikten catala” stirekliliginin 6nemli bir bilesenidir. Hayvanin

ciftlikteki siireci, mezbahada kesim asamasi, karkasin pargalanma agamasi, etin



islenmesi ve iiretim siireci, paketleme, nakliyat, depolama, satis ve tiiketim et ve et
iriinleri sektoriindeki tiretim zinciridir. Bu asamalardaki hijyen eksikligi tiiketicilerin
sagligmi olumsuz etkileyebilir (Odetokun ve ark., 2021 ve Yarali, 2019). Gida
kaynakli hastaliklar iilkelerde dnemli saglik sorunlarina neden olmaktadir. Ticaretin
artmasi, endiistriyel biiylime, yeni gida teknolojilerinin kullanilmasi, insanlarin
yasam tarzindaki degisiklikler, seyahatin diinya genelinde yaygin olmasi, hayvancilik
faaliyetlerindeki degisiklikler gida kaynakli hastaliklarin artmasina katkida
bulunmaktadir (Bhaskar, 2017). Kontamine gidalarin tiiketimi sonucu her yil 600
000 000 kisi gida kaynakli hastaliklardan etkilenmekte ve 420.000 kiside de 6lim
goriilmektedir. Diger bir deyisle diinya niifusunun % 7,69’u her yil gida kaynaklh
hastaliklara maruz kalmaktadir ve diinyada yillik dliimlerin % 7,5’1 gida kaynakh
hastaliklardan kaynaklanmaktadir. Avrupa’da ise gida kaynakli hastaliklar her yil 23
000 000 kisiyi etkilemekte ve yaklasik 5.000 kiside de 6liime neden olmaktadir (Lee
ve Yoon, 2021).

Gida kaynakli hastaliklar et endiistrisi i¢in kontrolii zor olan temel
problemlerden biridir (Fegan ve Jenson, 2018). Hayvansal gidalar arasinda et ve et
iirtinleri gida kaynakli hastaliklar agisindan olduk¢a 6nemlidir. Meydana gelen gida
kaynakli hastaliklarin biiylik oran1 et ve et iirlinlerinden kaynaklanmaktadir. Avrupa
Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority, EFSA) ve Avrupa
Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (European Centre for Disease Prevention and
Control, ECDC) raporlarina gore 2017 yilinda salgmlarin % 60’1 et ve et iirlinleriyle
iliskilendirilmistir (Anon, 2018a).

Hayvanlarda bulunan patojen mikroorganizmalar insanlar1 gesitli yollar ile
infekte edebilir. Insanlar igin tiiketime sunulan hayvanlardan elde edilen etler de bu
yollardan biridir. Ancak patojen mikroorganizmalarla etin kontaminasyonu hayvanin
kesim asamasinda ve etin islemesi sirasinda insanlar tarafindan meydana gelebilir
(Fegan ve Jenson, 2018). Gidalarin islenmesi sirasindaki kontaminasyon riskinin
gidalarin tiretim asamasindaki kontaminasyon riskine gore daha fazla oldugu
bilinmektedir (Thakali ve MacRae, 2021).



Staphylococcus aureus (S. aureus) farkli ortam tiirlerine uyum saglayabilen
cok yonlii firsat¢1 bir patojendir. Konagin disinda canliligini koruyabilir ya da hem
insanlarda hem de hayvanlarda derinin normal florasinda, burunda, nazofarenkste
kolonize olup firsatg1 patojen olarak bulunabilir. S. aureus insanlarda ve hayvanlarda
ciddi sistemik infeksiyonlar meydana getirerek onemli ekonomik kayiplara sebep
olmaktadir. Hem enterotoksijenik Ozelliklere sahip hem de antibiyotiklere karsi
diren¢li S. aureus suslarmin gidalarda varligi da toplum sagligi agisindan olduk¢a
risk teskil etmektedir. S. aureus siklikla protein yoniinden zengin gidalarda izole
edilebilir ve dnceden olusan stafilokokal enterotoksinlerin (SE) bulundugu gidalarin
tiikketilmesiyle stafilokokal gida zehirlenmelerinin neden oldugu salgmlar goriilebilir.
Olusan gida zehirlenmelerinde semptomlar kisa siire igerisinde sekillenmektedir (Pal
ve ark., 2020). Gida kaynakli hastaliklarin 6nemli bir etkeni olarak kabul edilen S.
aureus, et ve et lrtinlerinde siklikla izole edilmesiyle birlikte gida zehirlenmelerine,
hastaliklara ve Oliimlere neden olmaktadir. Kore’de 2001-2006 yillar1 arasinda
stafilokokal gida zehirlenmelerinin yaklasik % 30°u et ve et iiriinlerinden

kaynaklanmistir (Kim ve ark., 2009).

Bakterilerdeki antimikrobiyal diren¢ halk saghigi icin biiyiikk risk teskil
etmektedir. Hayvancilikta antibiyotiklerin asir1 ve yanlis kullanimi antibiyotik
direncliligin yayilmasinda etkili olmaktadir. Ozellikle ABD’de ¢iftlik hayvanlarinda
antibiyotik kullanimi olduk¢a yaygindir. Insanlar icin tibbi olarak onemli oldugu
diisiiniilen antibiyotiklerin {igte ikisi gida amacl yetistirilen hayvanlarda kullanilmak
lizere satilmaktadir. ABD’de tarim ve hayvancilikta yilda yaklagik 13 000 000 kg
antibiyotik kullanilmaktadir. Antibiyotikler ¢iftlik hayvanlarmin tedavisinin yanisira
hastaliklardan korunma amaciyla da tercih edilmektedir. Kiiresel olarak giftlik
hayvanlarinda antibiyotik kullanimi insan sagligi i¢in ciddi sonuglar ortaya
koymaktadir ve bu hayvanlardan elde edilen etler ile antimikrobiyal direncin
yayilmas1 konusunda toplumda biiylik bir kaygi bulunmaktadir. Antibiyotiklere
direngli patojenler hayvanlardan temas yoluyla, kontamine gida ve sularin
tiiketilmesiyle insanlara gecebilmektedir. Insanlarda kolonize olan antibiyotiklere
diren¢li mikroorganizmalar diger insanlara da bulasabilmektedir. Ayrica tarim ve

hayvancilikta olusan direng genleri mikroorganizmalar arasinda gen transferi yoluyla



insanda bulunan mikroorganizmalara gecebilmektedir (Chang ve ark., 2015; Di
Ciccio, 2021; Patel ve ark., 2020 ve Watkins ve Bonomo, 2016). S. aureus ¢evrede
yaygin olarak bulunmasi nedeniyle antibiyotiklere devamli maruz kalmis ve bakteri
canliligin1 koruyabilmek igin antibiyotiklere karsi direng gelistirmistir (Hardy ve
ark., 2004). Ozellikle Metisiline Direngli S. aureus (Methicillin Resistant S. aureus,
MRSA) hastanede, toplumda, ¢iftlik hayvanlarinda ve dolayisiyla gidalarda
potansiyel bir tehdit olmaktan ¢ikmis, diinya ¢apinda hizla gelisen ciddi bir saglik
sorunu haline gelmisti. MRSA kesimhanelerde ve gida tretim merkezlerinde
cevrede ve insanlarda bulunarak karkaslara ve gidalara bulasabilir (Grema ve ark,
2015). Ozellikle MRSA’nm ¢esitli antibiyotiklere olan direnci de tedavi siirecini
oldukca zorlastirmaktadir (Lentino ve ark., 2008).

Tirkiye’de tiiketilen kirmizi etler arasinda sigir etinden sonra en fazla tercih
edilen et kuzu etidir. Kuzu eti iiretim zincirinde 6nemli bir gida kaynakli patojen olan
S. aureus’un kontaminasyonunun engellenmesi, toplumda meydana gelebilecek

stafilokokal gida salginlarmin da 6niine ge¢ilmesinde 6nemli bir rol oynayacaktir.

1.1. Tarihge

S. aureus’un heniiz tanimlanmadigi 1830°lu yillarda, stafilokokal gida
zehirlenmesine benzer kayitlarin bulunmasiyla birlikte, insanlarin stafilokoklarin
gelisebilecegi gidalar1 tiikettikleri siirece, bu hastaliga yakalanmis olmalari
muhtemeldir (Bergdoll ve Lee Wong, 2006). Robert Koch tarafindan 1878 yilinda
mikroskopta Gram pozitif koklar olarak tanimlanan stafilokoklar, Iskogyali cerrah
Alexander Ogston tarafindan 1881 yilinda insan cerahatinden izole edilmistir.
Bakteri, iiziim demetine benzedigi i¢in Staphylococcus adi verilmistir (Ogston,
1881).

Anton J. Rosenbach 1884 yilinda izole ettigi iki Staphylococcus susunu
pigment renklerine goére isimlendirmistir. Bu suslardan birinin sar1 pigmentli

olmasindan dolay1 Latince’de altin rengi anlamina gelen aureus kelimesi kullanilarak



Staphylococcus pyogenes aureus ismi verilmistir (Parisi, 1985). Diger sus ise beyaz
renkli olmasmdan dolay1 Staphylococcus pyogenes albus olarak isimlendirilmistir.
Staphylococcus albusun 1908 yilinda ismi Staphylococcus epidermidis olarak
degistirilmistir (Behling ve ark., 2010).

Stafilokoklarin gida zehirlenmesi ile olan iliskisi 1884 yilinda kontamine
peynirin tiiketilmesi sonucu ABD’de Vaughan ve Sternberg; 1894 yilinda kontamine
et tiiketilmesi sonucu Denys ve 1907 yilinda kurutulmus sigir etinin tiiketilmesi
sonucu Owen tarafindan kesfedilmistir. Barber 1914 yilinda mastitisli hayvanin
stitlinii bilingli tiiketerek stafilokoklarin gida zehirlenmesine neden oldugunu ilk kez
kanitlamistir (Hennekinne ve ark., 2012). Dack ve ark. (1930), tarafindan yapilan
calismada 11 kisinin zehirlenmesine stafilokoklar tarafindan iiretilen toksinlerin
neden oldugu saptanmistir. Denison (1936), lise 6grencilerinin bozuk kremali pasta
tilketmesini takiben 122 kiside, tipik stafilokokal gida zehirlenmesi oldugunu

belgelemesinden sonra birgok benzer salgin tanimlanmastir.

Zopf 1885 yilinda stafilokok ve mikrokoklar1 Micrococcus cinsine
yerlestirmistir. Fliigge tarafindan 1886 yilinda Staphylococcus cinsi jelatini
pargalama ve patojenitesinden dolayr Micrococcus cinsinden  ayrilmustir.
Staphylococcus, Micrococcus ve Planococcus daha sonra 1920 yilinda Wislow
tarafindan Micrococcaceae familyasina dahil edilmistir (Baird-Parker, 1990 ve Gotz
ve ark., 2006). Staphylococcus cinsi i¢indeki ilk farklilagsma 1925 yilinda, koagulaz
pozitif stafilokok (orijinal ad1 "S. aureus grubu™) ve koagulaz negatif stafilokok
olmak tizere iki ayr1 grubun eklenmesiyle olusmustur (Gherardi ve ark., 2018). Much
(1908), tavsan ve at plazmasi {lizerinde bakterinin koagiilasyon yetenegini
aragtirmistir. S. aureus’un koagulaz varliginin patojenite ile iliskili oldugu 1920’li
yillarda saptanmis olup; koagulaz testinin patojenik stafilokoklarm tanisinda dnemli

bir gelisme oldugu 1930°lu yillarda kabul edilmistir (Grace ve Fetsch, 2018).

Evans ve ark. (1955), fakiiltatif anaerob olan koklar1 Staphylococcus cinsine,
obligat aerobik olan koklar ise Micrococcus cinsine aywrmislardir. Evans 1957

yilindaki smiflandrmada anaerob ortamda glikozu fermente edebilmesi nedeniyle



Staphylococcus cinsini mikrokoklardan ayri tutmustur (Baird-Parker, 1990). Baird-
Parker (1963), fizyolojik ve biyokimyasal testlere gore Micrococcaceae familyasi
Grup | (Staphylococcus) ve Grup Il (Micrococcus) olarak smiflandirmistir. Bu
gruplar pigmentasyon, koagulaz ve fosfataz reaksiyonlari, asetoin tiretimi, glikozdan
ve diger sekerlerden aerobik ya da anaerobik olarak asit liretimi Ozelliklerine
bakilarak Staphylococcus cinsinde alti, Micrococcus cinsinde ise yedi alt gruba
ayrilmistir.  Silvestri ve Hill (1965), stafilokok ve mikrokoklar1 DNA baz
kompozisyonuna gore ayirmiglardir. Staphylococcus cinsi DNA G+C igerigi % 30-40
mol iken; Micrococcus cinsi DNA G+C igerigi % 70 mol oldugunu saptamustir.

Staphylococcus cinsindeki ¢ tiir olan Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus aureus’un birbirinden ayirt edilmesi
koagulaz iiretimi, mannitolii aerobik ve anaerobik olarak fermente etmesi, 1siya
dayanikli endoniikleaz iiretimi ve hiicre duvari yapist gibi Ozelliklerine bakilarak
yapilmaktadir (Baird-Parker, 1974). Stafilokoklar1 mikrokoklardan ayirt etmek igin
hiicre duvar1 kompozisyonu, sitokrom profili, lizostafin, eritromisin, basitrasin ve

furazolidon duyarliliklarina gore ¢esitli galismalar yapilmistir (G6tz ve ark., 2006).

Cok sayida SE’nin bulunmasiyla, belirli bir smiflandirmanin olusturulmasi
gercedi zamanla ortaya ¢ikmustir. ilk basta gidalardan elde edilen enterotoksijenik
izolatlarin sadece F toksini {irettigi diistiniilmistiir. Ancak bazi enterotoksijenik
izolatlarin F toksinin yam sira, E toksini de irettigi anlasilmistir. Yeni izolatlar
ortaya ciktikca bu sistemin yetersiz kaldigir goriilmiistiir. Boylece 1962 yilinda
alfabetik isimlendirme sistemi gelistirilmistir. Bu sistemde SE’ler kesif sirasina gore
alfabenin bir harfi ile isimlendirilmistir. Bunun sonucunda F ve E toksinleri SEA ve
SEB olarak adlandirilmistir. Daha sonra 1962 ile 1972 yillar1 arasinda SEC, SED ve
SEE olmak iizere li¢ SE daha tespit edilmistir (Sandel ve McKillip, 2004).



1.2. S. aureus’un Smiflandirilmasi

Taksonomik olarak daha Once Micrococcaceae familyasinda yer alan
Staphylococcus cinsinin molekiiler analiz, filogenetik ve kemotaksonomik veriler
sonucunda 6nemli farkliliklara sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology 2004 yilinda tekrar giincellenerek Staphylococcus cinsi
Staphylococcaceae familyast altinda yeniden smiflandirilmistir. 16S rRNA sekans
analizine dayanarak, Staphylococcaceae familyasi1 Bacilliaceae ve Listeriaceae
familyalar1 ile birlikte yer almaktadir (Garrity ve ark., 2004 ve Gherardi ve ark.,
2018).

Glincel taksonomide S. aureus Bergey’s Manuel of Systemic Bacteriology’e
gore, Bacilli sinifinda, Bacillales takiminda Staphylococcaceae familyasinda yer
almaktadir.  Staphylococcaceae ailesinde  Staphylococcus,  Jeotigalicoccus,
Macrococcus ve Salinicoccus cinsleri yer almaktadir. Bergey’s Manuel of Systemic
Bacteriology’e gore Staphylococcus cinsinde 39 tiir 21 alt tiir bulunmaktadir.
Stafilokok tiirleri arasindaki filogenetik iligkilerin tamimlanmasinda fenotipik
yontemlerin yetersiz kalmaktadir. Bunun sonucunda stafilokok tiirleri belirli gen
dizilerinden (rpoB, soda, tuf, gap, 16S rRNA, hsp60) yararlanilarak farkli gruplara
ayrilmaktadir. Stafilokok tiirleri arasinda S. aureus deri infeksiyonlarna, solunum
yolu hastaliklarina hem de enterotoksin iireterek insanlarda gida zehirlenmesine

neden olmaktadir (Gherardi ve ark., 2018; Liu, 2015 ve Schleifer ve Bell, 2009).

1.3. S. aureus’un Ayirt Edici Ozellikleri

Staphylococcus cinsinde S. aureus haricinde birgok tiir bulunmaktadir. Tiirlerin
ayirt edilmesinde hiicre duvari yapisi, koloni morfolojisi, pigment olusturma
ozellikleri, trettikleri ¢esitli enzimlerin molekiiler 6zellikleri ve aktiviteleri,
karbonhidratlar1 kullanarak asit olusturmasi, ¢esitli antibiyotiklere direnci, besin ve

oksijen gereklilikleri, sitokrom yapisi, yag asitleri kompozisyonu, lizostafin ve



furazolidon duyarliligi, asetil metil karbinol (asetoin) olusturmasi gibi 6zellikleri

incelenmektedir (Cengiz ve Cengiz, 2004 ve Schleifer ve Bell, 2009).

S. aureus ortalama 1 pm ¢apinda, mikroskop altinda {liziim salkimi gibi
goriinen tek, ¢ift, dortli ve zincir seklinde koklar halinde diizensiz kiimeler
olusturan, kiiresel, sporsuz, genellikle kapsiilsiiz ama bazen smirl bir kapsiile sahip
olan hareketsiz bir mikroorganizmadir. Taze kiiltiirlerde koklar Gram pozitif olarak
boyanirken; eski kiiltlirler Gram negatif kok goriiniimiinde olabilmektedir (Brooks ve
Carroll, 2007 ve Que ve Moreillon, 2015). Fakiiltatif anaerob ortamda iireyen S.
aureus, aerob kosullarda da hizli bir sekilde tiremektedir. Gortiniimleri streptokoklara
benzeyen stafilokoklar katalaz testi ile ayirt edilmektedir. Stafilokok tiirleri arasinda
sadece S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius katalaz negatif olup;
obligat anaerob olarak iiremektedir. S. aureus oksidaz negatiftir (Becker ve ark.,
2015 ve Castro ve ark., 2018). S. aureus’un identifikasyonunda koagulaz enzimi
iretimi 6nemli bir yer tutmaktadir. Ancak S. aureus haricinde S. aureus subp.
anaerobius, S. intermedius, S. pseudintermedius, S. hyicus, S. delphini, S. schleiferi
subp. coagulans, S. leei, S. lutrae tiirleri de koagulaz tiretmektedir. Bunun yaninda S.
aureus 1stya direncli niikleaz olan termontikleaz (TNase) iiretmesi, identifikasyonda
onemli bir parametre olarak kullanilmaktadir. Ayrica Polimeraz zincir reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction, PCR) testinde TNase geni olan nuc geninin tespiti de S.
auerus’un identifikasyonunda 6nemli bir asamadir (Castro ve ark., 2018; Somerville
ve Proctor, 2009 ve Thapaliya, 2019). Ancak S. pseudintermedius ve S. hyicus subp.
hyicus’un da hem koagulaz hem de TNase pozitif oldugu unutulmamalidir (Bennet
ve ark., 2013). Aerobik olarak glikoz, mannitol, laktoz, maltoz, mannoz, siikroz,
trehaloz gibi sekerleri fermente ederek gaz olusturmadan asit olugturmaktadir. Ayrica
glikoz, laktoz, mannitol ve maltoz sekerlerini anaerob olarak da kullanarak asit
meydana getirmektedir. Aerobik kosullarda glikoz metabolizmasi sonucu son {iriin
olarak asetoin iiretmektedir. Ayrica hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakasi bir
metalloendopeptidaz olan lizostafine kars1 duyarli, lizozime kars1 direngli olmastyla
mikrokoklardan ayirt edilmektedir. Stafilokoklar ayrica basitrasine kars1 direngli
iken; furazolidona kars1 duyarlidir (Bhunia, 2018; Brooks ve Carroll, 2007; Castro ve
ark., 2018; Foster ve Geoghegan, 2015 ve Liu, 2015).



S. aureus 37 °C’de hizl1 bir sekilde gelismesine ragmen, pigment olusumunu en
iyi oda sicakliginda (20-25 °C) gergeklestirir. Kat1 agarda koloniler parlak, yuvarlak,
plrtizsiiz, konvekstir. S. aureus gri renkten altin sarist1 renge kadar koloniler
olusturmaktadir. Anaerob kosullarda ve siv1 kiiltiirde koloni olugsumu gézlenmez. S.
epidermidis’in bir¢ok kolonisi uzun siireli inkubasyon sonucunda beyaz renkli
pigment olusturur (Brooks ve Carroll, 2007). Kanli agarda S. aureus tipik olarak sar1
pigmentli, piirlizsiiz, hemolitik koloniler olusturmaktadir. Ancak kii¢liik koloni
varyantlar1 pigmentsiz, hemolitik olmayan ve genellikle normal boyutlu kolonilerle
karistirilan nokta koloniler olusturmaktadir (Foster ve Geoghegan, 2015). Baird-
Parker Agar’da S. aureus’un telliiriti kullanmasi ve yumurta sarisini lesitinaz
aktivitesi sayesinde pargalamasi sonucu, etrafinda seffaf zonlar olan siyah parlak
koloniler olusturarak, tipik 6zelliklerini gostermektedir. Mannitol, phenol red ve %
7,5 oraninda tuz iceren ve selektif bir besiyeri olan Mannitol Salt Agar’da ise sar1
zonlar ile ¢evrili sar1 opak koloniler S. aureus kolonileri olarak yorumlanmaktadir. S.
auerus’un dogrulanmasinda tiipte koagulaz testi ile birlikte kullanilan biyokimyasal
testlerden biri de DNase aktivitesidir. Bunun igin DNA iceren DNase agar
inkiibasyondan sonra kolonilerin iizerine 1 N HCI dokiildiigiinde kolonilerinin
etrafindaki berrak bolgeler, DNase pozitif kolonileri gostermektedir (Adam ve
Moss, 2008; Bhunia, 2018 ve Kateete ve ark., 2010). Baz1 stafilokok tiirlerinin

ozellikleri Cizelge 1. 1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Baz stafilokok tiirlerinin 6zellikleri (Bennet ve ark., 2013).

Ozellikler Tiirler
S. aureus S. pseudintermedius S. hyicus S. epidermidis

Pigmentasyon + - - -
Koagulaz + + +/- -
DNase + +/- -
Hemoliz + - +/-
Mannitol + - - -
(anaerobik)
Asetoin + - - +
Clumping Faktor + + +/- -
Hyaluronidaz + - + -
Lizostafin Duyarli Duyarl Duyarh Az duyarl




Yaklasik 2600 gen iceren S. aureus suslarinin genom boyutu % 33 mol G+C
icerigi ise 2,8-2,9 Mb’dir. Toplam genomun yaklasik % 75’ini temsil eden ¢ekirdek
genom canli kalma, metabolizma ve gelisme igin gerekli olan temel islevleri
icermektedir. Genomun geri kalan % 25’1 transpozon, plazmid ve stafilokokal kaset
kromozomu (staphylococcal casette chromosome, SCC) gibi hareketli genetik
unsurlardan olugsmaktadir. Genomun bu kisminda yardimci komponentler ve tiir ici
gen transferi ile elde edilebilen yabanci genler de mevcuttur. Bununla birlikte yiizey
proteinleri, salgilanan toksinler, enzimler gibi viriilans genleri ve antbiyotik direng
ile iligkili genleri de barindirmaktadir (Foster ve Geoghegan, 2015 ve Samanta ve

Bandyopadhyay, 2020).

1.4. S. aureus’un Gelismesi ve Toksin Olusturmasi icin Gerekli Olan
Faktorler

Gidalarda mikroorganizmalarin gelisimi gida ile ilgili i¢ faktorler, gidalarin
saklandig1 ¢evre ile ilgili dis faktorler ve islemsel faktorlerden etkilenmektedir
(Hennekinne, 2018). Enterotoksin liretimi her zaman bakterinin gelismesine eslik
etmese de, S. aureus’un iiremesi enterotoksin tiretimi i¢in gereklidir (Schelin ve ark.,

2011).

Stafilokoklar tiremeleri igin uygun cevre sartlarina ve belirli organik besin
maddelerine ihtiya¢ duyarlar. Aminoasitleri nitrojen kaynagi olarak kullanirlar. B
grubu vitaminlerinden olan Tiamin (Bl vitamini) ve niasine (B3 vitamini)
gereksinimleri vardir. Anaerobik ortamda ilireyebilmeleri i¢in urasile ihtiya¢ duyarlar
(Jay ve ark., 2005 ve Mah ve ark., 1967). Onoue ve Mori (1997), yaptiklari
calismada S. aureus’un gelismesi i¢in valine; liremesi ve enterotoksin olusturmasi
icin de arginin ve sistine ihtiya¢ duydugunu belirlemislerdir. Ayrica lizin, aspartik
asit, glutamik asit, 16sin ve tirozinin S. aureus’un iiremesi i¢in gerekli olmadigini,
ama bu aminoasitlerden birinin eksik olmasi durumunda enterotoksin iiretiminin

azaldigmi ve SEA iiretiminin SEB ve SEC {iretimine gore daha az etkilendigini
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vurgulamiglardir. Yapilan diger bir ¢aligmada ise yiiksek glikoz konsantrasyonunun

SEA, SEB ve SEC iiretimini azalttig1 ifade edilmistir (Jarvis ve ark., 1975).

S. aureus’un {iremesi ve enterotoksin iiretimi beslenme faktorlerinden
etkilenmektedir. S. aureus rekabetci flora varliginda iyi ireyemez. Asidik gidalar,
pH’nin diismesi, H2O» iiretimi, antibiyotiklerin varligi, ugucu bilesikler, diger
mikroorganizmalarm varligi ve sicaklik bakterinin inhibisyonunda etkili olmaktadir.
Peynir, ayran, yogurt gibi fermente siit iiriinleri liretiminde kullanilan starter kiiltiirler
S. aureus’un gelisimini ve enterotoksin olusumunu engellemektedir. Ancak cesitli
durumlarla starter kiiltlirlerin  basarisiz  olmasi durumunda gida kaynakh
zehirlenmeler meydana gelebilir (Genigeorgis, 1989; Haines and Harmon, 1973;
Hennekinne, 2018 ve Smith ve ark., 1983).

1.4.1. Sicakhk

S. aureus 6,7 °C gibi diisiik sicakliklarda bile iireyebilmesine ragmen mezofil
karakterdedir. Ureme 7-47,8 °C arasinda gergeklesirken, optimum iireme 35-37 °C’de
olmaktadir (Jay ve ark., 2005). Normalde S. aureus’un tiremesi diisiik sicakliklarda
daha yavas olmaktadir. Enterotoksin liretimi de S. aureus’un iiremesiyle ile iligkili
oldugundan dolay1 bu sicakliklarda enterotoksin saptanabilmesi i¢in daha uzun bir
stire gereklidir (Bergdoll ve Lee Wong, 2006). Toksin tiretimi ise 10-46 °C arasinda;
optimum olarak da 40-45 °C sicakliklar arasinda ger¢eklesmektedir. Bu belirtilen
sicaklik dereceleri diger, parametrelerin kosullarina gore degisiklik gosterebilir (Jay

ve ark., 2005).

1.4.2. pH-Degeri

S. aureus’un geligimi i¢in optimum pH-degeri aralig1 6,0-7,0 iken; cogu susu
pH 4,2-10,0 araliginda da iireyebilmektedir (Landgraf ve Destro, 2013). Cevresel
kosullar daha kisith hale geldikge S. aureus’un gelismesi i¢in pH-degeri aralig1 da
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degismektedir (Gillaspy ve landolo, 2014). Anaerob ortamda ise pH 4,6 nin altinda
inhibe olmaktadir (Mossel ve Netten, 1990).

Enterotoksin iretiminde ise pH-degeri araligi 4,8-9,0 ile smirlidir. SEA igin
optimum pH-degeri aralig1 5,3-6,8 iken; diger enterotoksinlerin optimum pH-degeri
araligi1 6,0-7,0 olarak belirtilmektedir (Adam ve Moss, 2008).

1.4.3. Su Aktivitesi (aw)

S. aureus’un bir baska onemli 6zelligi ise diger halofilik olmayan bakterilere
gore daha diisiik su aktivitesi degerlerinde iireyebilmesidir. ideal kosullar altinda
iireyebilmesi i¢in minimum aw-degeri 0,83 ve toksin olusturmasi i¢in 0,86 olmalidir.
Optimum olarak iiremesi ve toksin olusturmasi i¢in su aktivitesi degeri > 0,99
olmalidir (Adam ve Moss, 2008 ve Bennett ve ark., 2013). SE iiretimi i¢in aw —degeri
kosullari, toksin tipine bagli olarak bakteri biiylimesi i¢in gerekli olan kosullardan
biraz farklidir. SEA ve SED iiretimi, diger tiim kosullar optimal oldugu siirece S.
aureus'un biiylimesine izin veren hemen hemen tiim aw-degeri kosullar1 altinda
gerceklesmektedir. SEB iiretimi, aw'deki azalmalara olduk¢a duyarlidir ve asiri
biiyiimeye ragmen, aw < 0,93'te neredeyse hi¢ iiretilmemektedir. Yine aw-degerinin

SEC iiretimi iizerindeki etkisi, SEB tiretimi ile benzer sekildedir. SEE ise en diisiik

0,92 aw-degerinde olusabilmektedir (Hennekinne, 2018).

1.4.4. Tuz ve Diger Kimyasallar

S. aureus’un yiliksek tuz kosantrasyonuna toleransi nedeniyle, tuz icerigi
yiiksek gidalarda iiremesinin kolay olmasi, gida zehirlenmesi riskini artirmaktadir.
Tuz igermeyen ortamlarda da iyi gelisebilen S. aureus, % 20 oraninda tuz iceren
ortamlarda dahi iireyebilen, tuza en dayanikli mikroorganizmalardan biridir (Foster,
2002). Yapilan bir calisma sonucunda, S. aureus’un enterotoksin olusturabilmesi i¢in

tuz kosantrasyonunun en yliksek % 10 oraninda olmasi gerektigi belirtilmistir.
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Uremenin ve enterotoksin olusturmanin daha iyi olabilmesi i¢in pH’nin yiiksek; tuz
konsantrasyonunun diisiik olmasi gerektigi belirtilmistir (Genigeorgis ve Sadler,
1966). Ayrica, S. aureus telliirit, sodyum azit, neomisin, polimiksin, civa kloriir gibi
kimyasallara kars1 yliksek toleransa sahiptir. Besiyerine ilave edilen % 7,5 oraninda
tuz konsantrasyonu ve kimyasallar S aureus’un gelismesi igin selektif ortam

olusturmaktadir (Foster, 2002 ve Jay ve ark., 2005).

1.4.5. Oksidasyon-Rediiksiyon Potansiyeli (En)

S. aureus <-200 mV ile >+200 mV araliginda gelismektedir. Aerob kosullarda
optimum oksidasyon rediiksiyon potansiyeli gelisme ve toksin olusturma parametresi

ise >+200 mV’dir (Adam ve Moss, 2008 ve Cretenet ve ark., 2011).

1.4.6. Atmosfer

S. aureus en iyi oksijen varliginda tireyen fakiiltatif anaerob bir bakteridir.
Ancak anaerob kosullarda biiyiimesi aerob ortamlara gore oldukc¢a yavastir
(Hennekinne, 2018). Yapilan bir ¢alismada, anaerob kosullarda S. aureus’un daha

yavas iiredigi ve daha az SEA {irettigi bulunmustur (Belay ve Rasooly, 2002).

1.5. S. aureus’un Virulans Faktorleri

Stafilokok tiirleri arasinda en patojen tiir olan S. aureus insanlarda bir¢ok
infeksiyona neden olmaktadir. Hiicresel bilesenler, salgilanan enzimler ve toksinler
gibi faktorler S. aureus’un infeksiyon olusturmasi ig¢in gereklidir. Bu faktorler
virulans faktorleri olarak da bilinmektedir (Cheung ve ark., 2004 ve Costa ve ark.,
2013). Viriilans faktorleri bakterinin konak¢iya tutunmasma, doku hasarina,
yayillmasma ve konakciya karst korumasma yardimci olmaktadir (Arvidson ve

Tegmark, 2001).
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1.5.1. Staphylococcus aureus’un Ekzopolisakkarit Yapilar

Baz1 S. aureus suslarinda glikokaliks tabakasi olarak da bilinen kapsiil, slime
tabakasi gibi ¢esitli ekzopolisakkarit yapilar tanimlanmigtir. Bu polisakkarit yapidaki
katmanlar hiicre duvarm1  kaplamaktadir. Mikroorganizmanin  konakgi ile
etkilesmesinde rol oynamaktadirlar. Ayrica bakterinin viriilansinda onemli rol

oynamaktadirlar (Baselga ve ark., 1994).

1.5.1.1. Kapsiil

Stafilokokal kapsiil polisakkarit yapidadir. Kapsiil hiicreyi fagositoza karsi
korumaktadir. Ayrica viriilans faktorii olarak rol oynamaktadir (Samantha ve
Bandyopadhyay, 2020). Bu kapsiiliin en az 11 farkli serotipi tanimlanmasina ragmen,
kapsiiler polisakkarit 1, 2, 5 ve 8 serotiplerinin biyokimyasal yapisi
belirlenebilmistir. Kapsiiler serotip 5 ve 8 klinik agidan 6nemli olan hayvan ve
insanlardan elde edilen izolatlarm ¢ogunda goriilmektedir ve ¢ogu MRSA susunda
serotip 5 goriilmektedir (O’Riordan ve Lee, 2004 ve Thapaliya, 2019).

1.5.1.2. Slime Tabakasi

Hem S. aureus’da hem de koagulaz negatif stafilokoklarda bulunabilen slime
tabakasi, yapisinda % 40 oraninda karbonhidrat ve % 27 oraninda protein
icermektedir. Suda ¢oziinebilen, gevsek ve sekilsiz bir yapidadir. Slime tabakasi
bakterinin plastik ve metal gibi yabanci cisimlere, liredigi kiiltiirlere ve konak
hiicreye adezyonu saglamaktadir. Slime tabakasina sahip olan stafilokok suslarinin
viriilans1 daha yiiksektir. Ayrica hiicreyi fagositoza ve antibiyotiklere karsi da
korumaktadir. Slime tabakasi, konak¢1 organizmanin hiicresel immun savunmasini
baskilar. Biyofilm olusturma yetenegi sayesinde ise bakterinin ¢evre sartlarina olan

direncini artirmaktadir (Cengiz ve Cengiz 2004 ve Murray ve ark., 2016).
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1.5.1.3. Biyofilm

Biyofilm canli ve cansiz bir yiizeye tutunan kendi iirettigi hiicre dis1 bir matrise
gomiilii, olumsuz ¢evresel kosullara karsi adaptasyona izin verilmis fenotipik ve
genotipik Ozelliklere sahip hiicrelerin olusturdugu sabit bir mikroorganizma
toplulugudur (Dufour ve ark., 2012). Mikrobiyal adezyon ve toplanma, ¢ogalma,
polisakkaritler, proteinler ve hiicre dist DNA’dan olusan hiicre dis1 polimerik
maddelerin iiretimi, besinlerin, sinyal molekiillerinin ve atiklarmm uzaklagmasini
saglayan kanallar1 iceren biyofilmin olgunlagsmasi ve tam yapidan hiicrelerin
salimmasi biyofilm agamalarini olusturmaktadir. Biyofilmler bakteriye hayatta kalma
avantaji sagladig i¢in, bir yasam tarzi olarak kabul edilmektedir. S. aureus kolay
biyofilm olusturan bakteri gruplarindan biridir ve biyofilm kritik bir viriilans faktorii
olarak bilinmektedir. Biyofilm olusumu bakteriye asir1 sicaklik, asitlik, nem gibi
cevresel kosullara karsi hayatta kalma avantaji saglamaktadir. Hastane ve gida
isletmelerinde biyofilmlerin varhigi oldukca Onem teskil etmektedir. S. aureus
tarafindan olusturulan biyofilmler insan dokulari, kalict katater, yapay kalp
kapakgiklari, kemik ve eklem protezleri gibi cansiz ylizeylerde, cesitli gidalarda ve
gida isleme tesislerinde tespit edilmistir. Mikroorganizmalar yiizeylerde biyofilmler
seklinde biiyiliyerek gida ve sularin kontaminasyonuna, metal yiizeylerin erozyonuna
ve ekipmanlarin tikanmasina neden olabilir. S. aureus polisitren, polipropilen,
paslanmaz c¢elik, cam gibi endiistriyel tesislerin ylizeylerinde biyofilm
olusturabilmektedir. Ozellikle gida endiistrisinde biyofilmlerin olusumu gida isleme
ortamlarinda S. aureus’un kaliciligina katkida bulunmaktadir ve dolayisiyla ¢apraz
kontaminasyon olasilig1 da artarak insan sagligi i¢in ciddi bir risk ve gida sektorii
icin ekonomik kayip olugsmaktadir (Otto, 2019; Rozalska ve Sadowska, 2018 ve
Vazquez-Sanchez ve Rodriguez-Lopez, 2018).

1.5.2. Hiicre Duvan

Bakteriler cesitli ortamlarda bulunabilen tek hiicreli mikroorganizmalardir.

Hiicre duvari gesitli fonksiyonlariyla ve benzersiz bilesenleriyle hem bakterinin
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canliligin1 koruyan hem de bakteriye viriilans 6zelligi kazandiran 6nemli bir yapidir.
Hiicre duvarmin fonksiyonlar1 arasinda bakteriyi ¢evresel faktorlere karsi korumast,
bakterilere sekil ve esneklik kazandirmasi, ilaglar ve virlisler igin reseptor
bdlgelerinin olmasi, antibiyotikler i¢in hedef bolgelere sahip olmasi yer almaktadir.
Ayrica hiicre duvari, sahip oldugu 6zelliklerine gore bakterilerin identifikasyonunda

kullanilan Gram boyama yonteminde rol oynamaktadir (Rohde, 2019).

Stafilokoklarin hiicre duvarmin mikroskop goriiniimii ve kimyasal yapist diger
Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlarma olduk¢a benzerdir. Hiicre duvari
genellikle 60-80 nm kalinliginda, homojen ve yogun elektron icermeyen yapidadir.
Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlari, dogal bagisiklik sistemi tarafindan taninan
birgok bilesen igermektedir. Peptidoglikan tabaka, teikoik asit ve yiizey proteinleri
hiicre duvarini olusturan yapilardir (Gotz ve ark., 2006 ve Shimada ve ark., 2010).

1.5.2.1. Peptidoglikan Tabaka

Hiicre duvarmnin baglica yapisim1  olusturan peptidoglikan tabakasi,
stafilokoklarda hiicre duvar1 agirliginin yaklasik % 50-60’m1 olusturmaktadir.
Miirein olarak da bilinen peptidoglikanin ilk tabakasinda, B-(1,4) glikozid bagi ile
baglanan N-asetil glikozamin ve N-asetil muramik asidin tekrarlanan disakkarit
birimlerinden olusan heteropolimer bir yap1 bulunmaktadir. N-asetil muramik asite
bagli L-alanin, D-glutamin, L-lizin, D-alanin, D-alanin seklinde olusan oligopeptit
zincir ikinci tabakada bulunmaktadir. Ugiincii tabakada ise stafilokoklar i¢in spesifik
olan L-lizin amino asidinin, amino grubu ile N-asetil muramik asite bagli oligopeptid
zincirindeki alanin amino asidinin karboksil grubu pentaglisin zincirleri ile ¢apraz
baglanmaktadir. Capraz bag iceriginin fazla olmasi, glikan ipliklerinin kisa olmas1 ve
pentaglisin kopriilerinin varligi, stafilokokal hiicre duvarinin daha esnek ve sert
olmasmi saglamaktadir. Peptidoglikan hem hiicreye sekil vermektedir hem de
sitoplazmanm turgor basincina karst koyarak hiicre canliligini korumaktadir.
Peptidoglikan ¢ogu teikoik asit ve Adeziv Matriks Molekiillerini Tantyan Mikrobiyel

Yiizey Bilesenlerini (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix
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Molecules- MSCRAMM) sabitleyen bir yap1 oldugu i¢in bakterinin patogenezinde
rol oynamaktadir. Peptidoglikan tabakasinin biyolojik aktiviteleri arasinda lokosit
migrasyonunun engellenmesi, makrofajlardan sitokin salgilanmasi, kompleman
aktivasyonu, trombositlerin agregasyonu ve lizisi yer almaktadir (Peacock, 2006;

Sobral ve Tomasz, 2019; Sychantha ve ark., 2017 ve Vollmer ve ark., 2008).

Lizostafin de hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakasina hedef alan diger bir
enzimdir. S. aureus’un da duyarli oldugu lizostafin, peptidoglikan tabakasinda
pentaglisin kopriilerine etki ederek, hiicrelerin parcalanmasina neden olmaktadir

(Sobral ve Tomasz, 2019).

1.5.2.2. Teikoik Asit ve Lipoteikoik Asit

S. auerus hiicre duvarmin 6nemli bir yapis1 olan teikoik asitler ritibol fosfat
(duvar teikoik asitleri) ve gliserol fosfattan (lipoteikoik asit) olusmaktadir. Duvar
teikoik asitleri peptidoglikan tabakasina kovalent bag ile baglanirken; lipoteikoik
asitler plazma membranina diasilgliserol molekiilleriyle baghdir. S. aureus ve diger
Gram pozitif bakterilerin ¢ogu her iki teikoik asit tipine de sahip iken; S. epidermidis
ve bazi stafilokok tiirlerinde teikoik yapisindaki polimeri sadece gliserol fosfat
birimleri olusturmaktadir. Duvar teikoik asit suda ¢6zlinebilen bir disakkarit baglanti
birimi ve fosfodiester baglariyla bagl tekrarlayan ribitol iinitelerinden olusan ana
zincire sahip bir polimerdir (Swoboda ve ark., 2010; Weidenmaier ve Lee, 2017 ve
Xia ve ark., 2010).

Teikoik asitlerin ¢ogu hem negatif yiiklii fosfat gruplarmin varligi hem de
pozitif yiiklii amino gruplarina sahip D-alanin esterleri varligi nedeniyle zwitter iyon
ozelligi sergilemektedir. Hiicre zarfinin ayrilmaz parcasi olan duvar teikoik asit ayni
zamanda S. aureus’un 6nemli bir yiizey belirleyici ajanidir. Teikoik asit hiicre duvari
muhafazasinda, kolonizasyonda ve antimikrobiyal ajanlara olan duyarliliklarda

onemli rollere sahiptir (Weidenmaier ve Lee, 2017 ve Xia ve ark., 2010). S.
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aureus’un nazal kolonizasyonu icin teikoik asidin burundaki epitel hiicreler ile

spesifik olarak etkilesimi gereklidir (Weidenmaier ve ark., 2004).

1.5.2.3. Yiizey Proteinleri

Hiicre duvarinin u¢ kisminda bulunan yiizey proteinleri, patojenitenin
belirlenmesinde etkili olmaktadir. Bu proteinlerin hiicre dis1 matriks ve plazma
proteinlerine yapisabilme yetenegi konak¢1 dokunun kolonizasyonunda ve istilasinda
onemli rol oynamaktadir. Konak¢1 dokuya baglanmasina MSCRAMM olarak bilinen
yiizey proteinleri aracilik etmektedir. Bu protein grubunda fibronektin baglayan
protein, kollajen baglayan protein, clumping faktor, elastin baglayan protein,
stafilokokal protein A gibi 24’den fazla yiizey proteini yer almaktadir. Bu adezinler
peptidoglikan tabakasina kovalent olarak baglidir (Clarke ve Foster, 2006 ve Foster
ve ark., 2014).

1.5.2.3.1. Protein A

Protein A, ¢ogu S. aureus suslarinda bulunan spa geni tarafindan kodlanan, 42
kDa agirliginda ve baslica hiicre duvarina bagli olan bir yiizey proteinidir. Protein A
IgG3 haricindeki antikorlarm Fc (fragment crystallizable, kristalize olabilen
fragment) kismina baglanmaktadir. Boylece Fc reseptor ile iliskili bakteriyel
fagositozu engellemektedir ve ayrica kompleman sisteminin baglatilmasina miidahale
etmektedir. Protein A hem endotelde bulunan von Willebrand faktdriine hem de
timor nekroz faktdr a reseptorii olan Timdr nekroz faktor reseptdr 1’e (Tumor
Necrose Factor 1, TNFRI1) baglanabilmektedir. Protein A, TNFR1’e baglanarak
yangisal uyarimi azaltmaktadir. Baglandig1 bolgede endotel hasar1 meydana getirerek
trombosit yapismasma neden olmaktadir. Bunun sonucunda endovaskiiler
hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi ifade edilmektedir. Protein A, B-hiicresi
reseptorlerine baglanarak spesifik antikorlarin birlesme yetenegini sinirlandirdig: igin

B-hiicresi siiperantijeni olarak bilinmektedir. Ayrica biyofilm olugsumuna da yardimci1
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olmaktadir. Protein A  immiinoloji laboratuvarmda ve S. aureus’un
identifikasyonunda kullanilan 6nemli bir yapidir. S. aureus’da protein A varligi
koagliitinasyon testinin temelini olusturmaktadir (Brooks ve Carroll, 2007; Chavakis
ve ark., 2007; Clarke ve Foster, 2006; Lee ve Bohach, 2004; Procop ve ark., 2017 ve
Samanta ve Bandyopadhyay, 2020).

1.5.2.3.2. Clumping Faktor

Clumping faktor A (CIfA) ve Clumping faktor B (CIfB) plazma varliginda S.
auerus’un kiimelesmesine neden olan hiicre duvarmdaki 6nemli yapilardir (Foster ve
Hook, 1998). Clumping faktor (bagh koagulaz) plazmada fibrinojen ile dogrudan
reaksiyona girerek, ¢oziinmez fibrine doniistiiriir ve S. aureus’un kiimelenmesine
neden olur. Clumping faktoriin saptanmasi, S. aureus’un identifikasyonunda 6énemli

bir uygulamadir (Kumar, 2016 ve Que ve Moreillon, 2015).

Yapisal olarak CIfA ve CIfB birbirine benzer olsa da CIfA fibrinojenin y
zincirinin C terminaline; CIfB fibrinojenin a zincirine baglanmaktadir. CIfB
ekspresyonu sadece biiyiimenin eksponansiyel fazin basinda ve agr quorum-sensing
sisteminin kontroliinde oldugu i¢in kiimelesmeye katkisi CIfA’nin golgesinde

kalmaktadir (Crosby ve ark., 2016).

1.5.3. Stafiloksantin

S. aureus’un hiicre duvarna bagh olarak bulunan, stafiloksantin bakteriye adini
veren karakteristik olarak altin saris1 renginden sorumlu olan turuncu-kirmizi
triterpenoid  karotenoid pigmenttir. Rosenbach tarafindan da stafilokoklar
pigmentlerin kolonilere yansittiklar1 renklere gore S. aureus ve S. epidermidis olarak
ayirt edilmistir. S. aureus optimum 37 °C’de iirerken; S. aureus pigmentleri optimum
25 °C’de olugsmaktadir. Cogu bakterideki karotenoidler 40 karbon zincirine sahip olsa

da S. aureus’da bulunan triterpenoid karotenoidler 30 karbonlu zincire sahiptir.
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Stafiloksantinin biyosentezi i¢in niikleotid sekansi bes genden olusan crtOPQMN
operonu Ve sig B operonu gereklidir (Clauditz ve ark., 2006; Marshall ve Wilmoth,
1981; Pelz ve ark., 2005 ve Somerville ve Proctor, 2009).

1.5.4. S. aureus’un Hiicre Dis1 Enzimleri

S. aureus enzimatik ozelliklere sahip ¢ok sayida Onemli viriilans faktorleri
iretmektedir. Enzimler farkl substratlara ve etki mekanizmalarina sahiptir. Enzimler
S. aureus icin ortamda bulunan makromolekiilleri pargalayarak besinler
saglamaktadir. Ayrica enzimler S. aureus’un canli kalmasmi ve yayilmasini
desteklemektedir. Konak dokularin bilesenlerine etki ederek, S. aureus’un
patojenitesine 6nemli katkida bulunmaktadir (Arvidson, 2006 ve Tam ve Torres,
2019).

1.5.4.1. Katalaz

S. aureus hidrojen peroksidi suya ve oksijene doniistiiren katalaz enzimini
iretmektedir. Fagositik hiicreler tarafindan yutulan S. aureus, katalaz enzimi iirettigi
icin miyeloperoksidaz sistem tarafindan olusturulan toksik hidrojen peroksit ve
serbest radikallere karsi kendisini korumaktadir. Katalazin spesifik aktivitesi
bakterinin biiyiimesinde eksponansiyel fazin basinda diisiik iken; durgunluk fazinda
en yiiksek seviyeye ulasmaktadir. Katalaz testi S. aureus’u streptokoklardan ayirmak
icin kullanilan testlerden biridir (Brooks ve Carroll, 2007; Das ve ark., 2008 ve
Sandel ve McKillip, 2004).

1.5.4.2. Stafilokokal Koagulazlar

S. aureus’un ¢ogu susu koagulaz enziminin yanisira von Willebrand faktor
baglayan proteini de (vWbp) salgilamaktadir. Bu vWbp proteini iiretimini saglayan

vwb genini olusturan tiim S. aureus suslari, benzer sekilde koagulaz iiretimini
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saglayan coa genini de olusturmaktadir. Koagulaz ve vWbp insan ve tavsan
plazmasini pihtilastirmada oldukea etkilidir (Bjerketorp ve ark., 2006; Bonar ve ark.,
2018 ve Chmagh ve Al-Abbas, 2019).

Koagulaz pozitif stafilokoklar hiicreye baglh koagulaz ve serbest koagulaz
olmak iizere iki farkli koagulaz iiretmektedirler. Serbest koagulaz fibrinojeni bakteri
hiicresini ¢evreleyen ve bakteriyi fagositozdan koruyan bir katman olan fibrine
dontistiirmektedir. Hiicre duvarma bagli olan koagulaz ise fibrinojeni dogrudan
¢oziinmez fibrine doniistiiriir ve S. aureus’un kiimelesmesine neden olur (Murray ve
ark., 2016 ve Tam ve Torres, 2019). Stafilokokal koagulaz enzimleri patogenez ve
infeksiyonun devamliligin1 saglayan; ayrica septisemi ve endokarditi destekleyen bir
virtilans faktorti olarak bilinmektedir (Bonar ve ark., 2018 ve Peetermans ve ark.,
2015).

1.5.4.3. Stafilokinaz

Stafilokinaz ya da diger adiyla fibrinolizin, S. aureus’un eksponansiyel iireme
fazinin sonunda {irettigi, 136 aminoasitten olusan hiicre dis1 proteindir. Stafilokinaz
sak geni igceren profajlar1 tasiyan S. aureus’un lizojenik suslar1 tarafindan
iiretilmektedir. Stafilokinaz ii¢ boyutlu kristal yapisinda merkezi a-heliks, bes iplikli
B-tabaka ve iki kisa B-ipligi icermektedir. a-heliks dimerizasyon islemi sirasinda iki
stafilokinaz arasinda ya da stafilokinaz ile plazminojen arasindaki baslica etkilesim
bdlgelerini igermektedir. Bu bdlgede olusan mutasyonlar stafilokinazin plazminojeni
aktive etme yetenegini kaybetmesine neden olmaktadir. Trombolitik bir ajan olarak
bilinen stafilokinaz ile plazminojen arasindaki etkilesim Onemli bir konudur.
Stafilokinaz serumda plazminojen ile 1:1 oranda kompleks olusturmaktadir. Bu
kompleks plazminojenin plazmine doniistiiriilmesinde oldukga etkilidir. Ancak bu
kompleks enzimatik olarak aktif degildir. Enzimatik aktiviteye sahip olabilmesi i¢in,
stafilokinaz-plazmin formuna doniismesi gereklidir. Stafilokinaz-plazmin kompleksi
a2-antiplazmin tarafindan ayrismaya duyarlidir. Ancak fibrine bagh stafilokinaz-

plazmin kompleksi o2-antiplazmine karsi koruyucudur. Fibrin baglh kompleks IgG
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ve C3b komplemanini pargalayarak bakterinin opsonizasyonunu &nlemektedir
(Bokarewa ve ark., 2006; Jin ve ark., 2004; Lijnen ve ark., 1991 ve Rooijakkers ve
ark., 2005).

Stafilokinaz a-defensin ve plazminojen ile etkilesimi nedeniyle viriilans
faktorii olarak belirtilmektedir. Stafilokinazin plazminojene baglanmasi, konakeg1
dokuda bakterinin invazyonunu etkilemektedir. Stafilokinaz-plazminojen kompleksi
enfeksiy6z odak ve apse ¢evresindeki fibrine baglanarak, S. aureus’un konakgida

daha derin dokulara girmesine yol agabilir (Bokarewa ve ark., 2006).

1.5.4.4. Termoniikleaz

Stafilokokal niikleaz 1s1 inaktivasyonuna olan direncinden dolay1 termoniikleaz
(TNase) olarak da bilinmektedir. S. aureus’un % 95’inden fazlast bu enzimi
iretmektedir. TNase diger stafilokoklardan ayirt edilmesinde kullanilan 6nemli bir
enzim olarak bilinirken; termoniikleazi kodlayan nuc geni PCR yodnteminde S.
aureus’u saptamak i¢in kullanilan bir gendir. Hem endo hem de ekzo-niikleaz olarak
faaliyette bulunan TNase, fosfodiester baglarin1 ayirarak, DNA ve RNA’y1
par¢alamaktadir (Tam ve Torres, 2019; Tang ve ark., 2006 ve Victor ve ark., 1969).

1.5.4.5. Deoksiriboniikleaz

Cogu S. aureus susunun trettigi Deoksiriboniikleaz (DNase), niikleik asitleri
3’fosfomononiikleik asitlere parcalayan ekstraseliiler bir enzimdir. DNase aktivitesi
uygun pH ve Ca konsantrasyonuna baghdir. S. aureus’un identifikasyonunda tiipte
koagulaz testinden sonra, DNase testinin yapilmasi daha giivenilir sonuglar
alinmasini saglamaktadir. DNase testinin duyarliliginin ve 6zgiilligiiniin yliksek
oldugu yapilan ¢alisma sonucu ifade edilmistir. Ayrica tiipte koagulaz testi ile
uyumlulugu olduk¢a yiiksektir. S. aureus’un deoksiriboniikleaz aktivitesi DNA

iceren bir agarda anlasilmaktadir. Inkiibasyondan sonra agara 1 N HCI asit
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dokiildiiglinde deoksiriboniikleaz {ireten koloniler etrafinda opak bolgeler
goriilmektedir. Ayrica toludin mavisi ya da metil yesili kullanilan modifiye DNase
agar, S. aureus’un deoksiriboniikleaz aktivitesini belirlemede kullanilabilir
(Bayraktar ve ark., 2004; Cuatrecasas ve ark., 1967; Morton ve Cohn, 1972 ve Smith
ve ark., 1969).

1.5.4.6. Proteazlar

S. aureus’un cogu susu eckstraselliiller proteolitik aktivite gostermektedir.
Stafilokoklar serin proteazlar, sistein proteazlar ve metaloproteazlar olmak tizere {i¢
proteaz grubu iliretmektedir. Cogu S. awres susu bir serin proteaz (V8 proteaz), bir
metaloproteaz (aureolisin) ve iki farkl sistein proteazi olan stafopain A ve stafopain
B’yi kodlayan genlere sahiptir. Bu proteazlar bakterinin beslenmesinde ve

yayilmasinda rol oynamaktadir (Karlsson ve Arvidson, 2002).

Aurolizin (proteaz III) stafilokinaz kaynakli plazminojen aktivasyonuna
sinerjik etki etmektedir ve fibrinolitik sistemin aktivasyonuna Onemli katki
saglamaktadir. Boylece bakterinin yayilmasina ve invazyonuna destek olmaktadir.
Ayrica plazma proteinaz inhibitorlerini (a1-antikemotripsin, oy proteinaz inhibitdr)
inaktive ederek S. aureus’un yayilmasmi kolaylastirabilir. Bdylece konakg1
koagulasyon sistemini manipiile etmektedir (Arvidson, 2006 ve Tam ve Torres,
2019).

S. aureus serin proteaz karakterize edilen ilk stafilokokal proteazdir. Glutamil
endopeptidaz ya da V8 proteaz olarak da bilinmektedir. Enzimatik olarak inaktif olan
V8 proteazin aktif olabilmesi i¢in aurolizin enzimi gereklidir. Bu ylizden diger
proteolitik enzimlerle birlikte ¢aliymadig: siirece S. aureus serin proteaz’in etkisi
smirli olmaktadir. infeksiyonun sirasinda, V8 proteaz bakterinin canli kalmasina
destek olabilir ve konak¢1 doku proteinlerini (a1 proteinaz inhibitdr) inaktive ederek

bakterinin yayilmasini saglayabilir. Ayrica IgD, IgE, IgG ve IgM’ye ait zincirleri
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pargalayarak bakteriye karsi konak¢t savunmasini bozabilmektedir (Arvidson, 2006
ve Tam ve Torres, 2019).

S. aureus stafopain A, B ve C olmak tlizere ii¢ hiicre dis1 sistein proteaz
salgilamaktadir. Stafopainler S. aureus’dan inaktif olarak salgilanmaktadir.
Prostafopain B V8 proteaz tarafindan aktive edilmektedir. Stafopain A ve B kollajen
ve fibrinojeni parcalayabilmektedir. Boylece kanin pihtilagtirmasini geciktirerek
kanamaya neden olabilir. Stofainler konak¢1 sistein proteaz inhibitorlerini degrade
ederek o bolgedeki proteolitik dengenin bozulmasina sebep olmaktadirlar. Sonug
olarak katepsinlerin aktivitesini artirilar ve antimikrobiyal peptitlerin bozulmasina
yol acarlar. Ayrica stafopainler fagositik hiicrelerin yiizey proteinlerinin yapisini
bozarak hiicrelerin apoptik O0liimiine ve makrofajlar tarafindan uzaklastirilmasina
neden olmaktadir. Stafopainlerin bu etkileri S. aureus’un yayilmasimi tesvik ederek
bakterinin infeksiyonunda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Arvidson, 2006

ve Tam ve Torres, 2019).

1.5.4.7. Hyaluronidaz

Insan dokularmmda hiicre dis1 matrisin énemli bir bilesen olan, hyaluronik asidi
parcalayan enzim olan hyaluronidaz (hyaluronat liyaz) stafilokok tiirleri arasinda
sadece S. aureus ve S. hyicus tarafindan tiretilmektedir. Hyaluronik asit tekrarlayan
D-glukuronik asit ve N-asetil-D glukozaminden olusan dogrusal bir polisakkarittir.
Hyaluronik asit hiicrelerde ve dokularda homeostaz ve yapisal biitiinliigii saglayan
kritik bir yapidir. Ayrica immun sistemin regiilasyonu i¢in de Onemlidir.
Hyaluronidaz enzimi hyaluronidik asidin p-1-4 glikozidik baglarin1 aywrmaktadir
(Tam ve Torres, 2019). Hyaluronidaz enziminin aktivitesi ilk olarak 1933 yilinda,
tavsan derisi infeksiyonun yayilmasimni saglayan bir faktor olarak bildirilmistir. Chain
ve Duthie 1940 yilinda hyaluronidazi yayilma faktorii olarak tanimlamustir.
Stafilokokal hyaluronidaz hysA geni tarafindan kodlanmaktadir. Hyaluronidaz

enzimi hiicre dig1 matrislerde ve biyofilmlerde hyaluronik asidi parcalayarak,

24



bakterinin yayilmasini saglamaktadir (Chain ve Duthie 1940; Duran-Reynals, 1933;
Makris ve ark., 2004 ve Tam ve Torres, 2019).

1.5.4.8. Lipazlar

Lipaz enziminin S. aureus’un virulansi ile olan iligkisi yapilan galismalar
sonucu tanimlanmistir. Bununla birlikte lipazin S. aureus’un patogenezine dogrudan

katk1 sagladigi belirtilmistir (Hu ve ark., 2012).

S. aureus beta toksin ve Fosfatidilinozitol-Spesifik Fosfolipaz C (PI-PLC)
olmak tizere iki fosfolipaz enzimi sentezlemektedir. Beta toksin hemolitik ve sitolitik
aktivitelere sahip notr bir sfingomiyelinazdir. PI-PLC fosfatidilinositolu (PI)
digliserit ve inositol fosfata hidrolize etmektedir. PI-PLC’nin S. aureus’un insan
kaninda ve noétrofillerde canli kalmasini tesvik ettigi belirtilmistir (Tam ve Torres,

2019 ve White ve ark., 2014).

Derin doku infeksiyonlarini meydana getiren S. aureus izolatlar1 ylizeysel
infeksiyon olusturan izolatlara gore daha fazla lipaz enzimi iiretmektedir. Lipazlar
graniilositlerin toplanmasini saglayarak fagositozu azaltmaktadir. Ayrica bakterisit
etkili lipazlarin da parg¢alanmasina neden olarak S. aureus’un canli kalma ihtimalini
artirmaktadir. Lipazlar bakteriyel beslenme i¢cin 6nemli bir isleve sahiptir (Arvidson,

2006; Rollof ve ark., 1987 ve Tam ve Torres, 2019).

Ik kez 1992 yilinda tanimlanan yag asidi modifiye enzimlerin (FAME, Fatty
Acid-Modifiying Enzyme) konake1 lipitlerin, bakterisit etkilerini inhibe ettigi
belirlenmistir (Mortensen ve ark., 1992). S. aureus ve S. epidermidis tiirlerinin %
80’1 tarafindan tretilmektedir. FAME bakterisit etkili serbest yag asitlerini alkol
substrat1 ile esterlestirerek stafilokok tiirlerinin hayatta kalmasmna destek
vermektedir. Lipazlar FAME’ nin aktivitesini inhibe eden trigliseritleri parcalarken;
FAME stafilokoklar1 korumak ig¢in, lipazlar tarafindan serbest kalan yag asitlerini

esterlestirmektedir. Lipaz lireten ¢ogu susun da FAME iirettigi gozlemlenmistir.
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Yapilan g¢aligmalar sonucunda FAME fireten S. aureus suslarinin daha viriilent

oldugu anlagilmistir (Arvidson, 2006 ve Tam ve Torres, 2019).

1.5.4.9. Beta Laktamaz

Beta laktamaz enzimi, g¢esitli beta laktam antibiyotiklerin yapisini bozan ve
aktarilabilen bir enzimdir. Beta laktamaz enzimi antibiyotiklerdeki beta laktam
halkasinit hidrolize edip, penisilinik asit olusturarak molekiiliin antimikrobiyal
ozelligini devre dis1 birakmaktadir. Beta laktamaz enziminin anormal {iretilmesi
Borderline Direngli S. aureus (Borderline-Resistant S. aureus, BORSA) olusmasina
etki etmektedir. Penislinaz plazmid koékenli genler tarafindan kodlandigi igin,

bakteriler arasinda kolayca yayilabilmektedir (Chambers, 1997 ve Foster, 2017).

1.5.4.10. Lesitinaz

Cogu S. aureus’un lipolitik aktivite ile ilgili iirettigi enzimlerden biri de
lesitinazdir. Baird-Parker Agar’a ilave edilen Egg-Yolk Telliirit emiilsiyonu ile S.
aureus kolonileri lesitinaz aktivitesini gostererek, koloni etrafinda seffaf zonlarin

olusmasini saglarlar (Matos ve ark., 1995).

1.5.5. S. aureus Toksinleri

S. aureus hafif cilt infeksiyonlarindan, yasami tehdit eden sistemik hastaliklara
kadar ¢esitli hastaliklara neden olan toksinler iiretmektedir. S. aureus toksinleri
sitolitik toksinler, ekzofoliyatif toksinler ve siiperantijenler olmak iizere ii¢ temel

gruba ayrilmaktadir (Kim, 2019).
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1.5.5.1. Sitolitik Toksinler

Hemolizinler (alfa, beta, gama, delta hemolizinler), Panton-Valentin Lokosidin
(PVL), LukAB / GH ve LukED gibi 16kosidinler ve fenolde ¢6ziinebilir modiilinler
sitolitik toksinlerdir. Yapilan ¢aligmalar insan ve hayvanlarda goriilen infeksiyonlarin
S. aureus hemolizinleri ile iligki icerisinde oldugunu gostermistir (Larsen ve ark.,

2002 ve Moraveji ve ark., 2014).

1.5.5.1.1 Hemolizinler

1.5.5.1.1.1 Alfa Hemolizin (Hla, a-toxin)

Alfa toksin, S. aureus suslarmin % 95'1 tarafindan salgilanan, suda
¢Oziinebilen, proinflamatuvar 6zelliklere sahip 33 kDa'lik bir polipeptittir (Grumann
ve ark., 2014). Hiicre ylizeyine baglandiktan sonra alfa hemolizin monomerleri
toplanarak hedef hiicrenin zarinda 6n gozenek olan silindirik homoheptameri
olusturmaktadir. Daha sonra olgun 1-3 nm’lik beta fi¢1 por olusmaktadir. Bu porlar 2
kD’dan kiigiik olan potasyum ve kalsiyum iyonlarmin tasinmasina izin vererek hedef
hiicrenin lizisine neden olmaktadir (Berube ve Wardenburg, 2013 ve Vandenesch ve
ark., 2012). Olusan heptamerik porlar kirmizi kan hiicrelerini, nétrofiller harig
lokositleri, epitel hiicrelerini ve fibroblastlar1 lize etmektedir (Kim, 2019). Alfa
toksin i¢in hiicresel bir reseptor olan ADAMI10 (A Disintegrin and Metalloprotease
10), ¢inkoya bagl metaloproteazdir. Alfa toksin baglanti proteini E-kaderinin
ayrilmast icin ADAMI10 proteaz1 aktive ederek epitel bariyerin bozulmasma yol
acabilir. Boylece alfa toksin S. aureus’un hiicre istilasina zemin hazirlayabilir

(Oliveira ve ark., 2018).

Alfa toksin ¢esitli memeli hayvanlarin eritrositlerine karsi aktif olmasiyla
birlikte tavsan eritrositlerine karsi daha aktiftir. Toksin gesitli hiicre tipleri lizerinde

sitotoksik etkiler uygulayarak hem insanlarda hem de hayvanlarda cilt nekrozu,
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oliimciil infeksiyon ve norotoksit etki nedeni olarak bilinmektedir (Divyakolu ve

ark., 2019).

1.5.5.1.1.2. Beta Hemolizin (Beta toksin, Sfingomyelinaz C)

Beta toksin, 35 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahiptir ve bir sfingomiyelinaz
olarak islev gormektedir. Alfa toksinin aksine beta toksin plazma hiicre zarinda
porlar olusturmaz. Bunun yerine plazma membran lipidi olan sfingomyelini hidrolize
etmektedir ve apoptozu indiiklemektedir (Kim, 2019). Beta toksinin hemolitik
aktivitesi eritrositlerde bulunan sfingomyelin icerigine baglidir. Beta toksin kaynakl
hemoliz ve sfingomyelizin hidroliz aktivitesi, Mg*? gibi iki degerlikli katyonlar ile
daha etkili olmaktadir. Buna gore koyun, ke¢i ve sigir eritrositleri toksine oldukga
duyarli iken; kdpek ve fare eritrositleri direnclidir. Insan ve tavsan eritrositleri ise
daha az duyarhdir. Ayrica beta toksinin sfingomyelinaz aktivitesi insan
keratinositleri, monositleri, T hiicreleri ve sigir epitel hiicrelerini de lize etmektedir

(Tam ve Torres, 2019).

Beta toksinin enzimatik aktivitesi, hemolitik aktivite igin gereklidir. Beta
toksin, koyun kanli agar iizerindeki benzersiz etkinligi nedeniyle sicak-soguk toksini
olarak da bilinir. Beta toksin 37 °C’de koyun kirmizi kan hiicreleri ile etkilesime
girer ama tam parcalayamaz. Kan hiicreleri 4 °C’ye yerlestirilirse hiicreler parcalanir.
Sonug olarak 37 °C’de kanli agarda hemoliz eksikligi ve 4 °C’de tam hemoliz
goriilmektedir (Huseby ve ark., 2007).

1.5.5.1.1.3. Delta Hemolizin (Delta toksin, 8-toksin)

Delta toksin alfa heliks yapisina sahip 26 aminoasitten olusan kiigiik bir
amfipatik peptitti. Hemen hemen tiim S. aureus suslar1 ve diger bir¢ok koagulaz
negatif stafilokok tiirleri tarafindan tretilmektedir. Delta hemolizini (hld) kodlayan

gen, S. aureus’da bulunan agr (yardimeci gen diizenleyici) lokusunun bir pargasidir.
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Istya dayanikli olan delta toksin konakg¢inin hiicre zarini bozmak igin yiizey aktif
Ozelliklere sahiptir. Eritrositlere, diger hiicrelere ve organellere karsi litik 6zelligi

bulunmaktadir (Divyakolu ve ark., 2019 ve Pontieri, 2018).

Delta toksin anti alfa ve beta hemolizinlerin eklendigi kanli agarda dar bir tam
hemoliz bdlgesi olusturdugu tespit edilmistir. Delta hemolizin S. aureus tarafindan
salgilanan diger hemolizinlerden daha genis bir hemolitik araliga sahiptir. Delta
toksin, genis bir hiicre yelpazesine yOnelik aktivite sergilediginden, dokular i¢in
potansiyel olarak sitotoksiktir ve 16kositler lizerinde olumsuz bir etkiye sahip olabilir.
At, tavsan, insan, domuz, buzagi, koyun, ke¢i, kedi ve tavuk eritrositlerine lize
edebilmektedir. Beta hemolizin ve delta hemolizin koyun eritrositleri iizerinde
sinerjik bir etki gostermektedir. Delta toksin hemolitik aktivitesini farkh
mekanizmalar {izerinden gerceklestirmektedir. Toksin hiicre membraninda
kiimeleserek porlar olusturabilmektedir. Ayrica hiicre yiizeyine baglanarak plazma
membranini dengesizlestirmektedir. Toksinin hiicreyi lize etmesinde Triton X-100 ve
deterjanlarla benzer etkiye sahip oldugu ifade edilmektedir (Pontieri, 2018;
Vandenesch ve ark., 2012 ve Verdon ve ark., 2009).

1.5.5.1.1.4. Gama Hemolizin (Gama toksin, y-toksin)

Gama toksini ¢ogu S. aureus susu salgilamaktadir. Gama hemolizin PVL,
LukED ve LukGH’den olusan iki bilesenli bir sitotoksin grubu iiyesidir. Gama
toksin, birbiri ile iliskisi olmayan ve suda c¢oziinebilen S (Slow; Yavas)
komponentinden ve F (Fast; Hizl1) komponentinden olusmaktadir. Gama toksinde S
komponentini HIgA ve HlgC; F komponentini ise HIgB lokusu kodlamaktadir. Gama
hemolizini meydana getiren HIgA 32 kDa, HIgB 34 kDa ve HIgC 32,5 kDa
agirligindadir. Gama toksininin eritrositler {izerindeki etkisi HIgB (F) 'nin ilk
baglanmast ve sonrasinda HIgA (S) tarafindan gbzenek olusmasiyla meydana
gelmektedir. Gama toksin notrofillerde, makrofajlarda ve birgok memeli hayvanlarin

eritrositlerine karst sitolitik aktivite gostermektedir. Ancak gama hemolizinin
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hemolitik aktivitesi kanli agarda saptanamaz (Divyakolu ve ark., 2019; Pontieri,
2018 ve Woodin, 1959).

1.5.5.1.2. Lokosidinler (Lokotoksinler)

1.5.5.1.2.1. Panton-Valentine Lokosidin (PVL)

Lokositotoksik aktivite, infeksiyonun ilk asamalarinda infeksiyona neden olan
bakterilerin konakg1 organizmada canli kalmasini saglamaktadir. PVL, iki bilesenli
ve hetero-oligomerik goézenek olusturucu bir 16kotoksindir. PVL LukF-PV ve LukS-
PV olmak iizere iki alt birimden olusur. Diger ekzoproteinlere benzer sekilde PVL
sentezi ve sekresyonu eksponansiyel biiylime fazi sonlarinda ve duragan fazda
gerceklesir. LukF-PV ve LukS-PV ekspresyonunda, iki bilesenli ve c¢evresel
sinyallere duyarli agr diizenleyici sistem yer almaktadir. Bununla birlikte, PVL
kodlayan gen ekspresyonunun diizenlenmesinde transkripsiyon faktorii, MgrA da rol
oynayabilir. PVL polimorfoniikleer notrofilleri, monositleri ve makrofajlar1 hedef
alan sitotoksindir. PVL alt birimleri, LukF-PV ve LukS-PV, suda c¢oziiniir
monomerler bigiminde salgilanir ve sonunda transmembran gozenek olusturan
proteinlere doniisiir. Toksin bulundugu konsantrasyonlar hiicre lizisin siiresinde
etkilidir. Daha yiiksek konsantrasyonlar bir saat iginde hiicre lizizine neden
olmaktadir. Bununla birlikte, in vivo PVL seviyelerinin konakg¢1 hiicre lizizine neden
olmak i¢in yetersiz oldugu da belirtilmistir. PVL sitolitik 6zellikleri, in vitro

kapsamli ¢alismalardan iyi bilinmektedir (Nawrotek ve ark., 2018).

PVL genlerini tagtyan S. aureus izolatlarinin nispeten diisiik yiizdesine (% 2-5)
ragmen, PVL ile insanlarda toplum kaynakli MRS A (Community Associated MRSA,
CA-MRSA) infeksiyonlarmin ortaya ¢ikist arasindaki iliski i¢in  giiglii
epidemiyolojik kanitlar vardir. Ancak yapilan ¢alismada PVL’nin CA-MRSA’nin
baglica viriilans faktorii olmadigi anlasilmistir (Voyich ve ark., 2006). Yine CA-
MRSA suslari, hiicre membraninda bir gézenek olusturarak 16kositlerin (insan, sigir,

tavsan) par¢alanmasidan sorumlu olan 16kosidini tiretir. PVL, siklikla apse olusumu
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ve siddetli nekrotizan pnomoni ile baglantili bir S. aureus toksinidir. Yapilan klinik
caligma, PVL-pozitif S. aureus ile iliskili pndmoninin, PVL-negatife kiyasla daha
Olimcil oldugunu gostermistir. Bu hastalarm otopsisi, PVL-pozitif S. aureus
hastalarinin iilsere ve hemorajik akcigerlere sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Gillet
ve ark., 2002; Oliveira ve ark., 2018 ve Seilie ve Wardenburg, 2017). Subklinik
mastitisli hayvanlardan belirlenen Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus
simulans ve Staphylococcus warneri gibi koagulaz negatif stafilokoklardan pvl
genleri tespit edilmistir (Unal ve Cinar, 2012). MRSA'nin insanlar ve hayvanlar
arasinda iki yonlii bulagsma olasilig1 nedeniyle, PVL-pozitif MRSA hastaliklarmin
klinik yonleri, risk faktorleri ve epidemiyolojisi ile ilgili daha fazla arastirma
yapilmasi, hem insan hem de veteriner hekimligi agisindan olduk¢a Onemlidir
(Nawrotek ve ark., 2018).

1.5.5.1.2.2. LUKED

LukED lokotoksini olusturan IukE ve lukD alt birimlerinden olusur ve
bakterinin ge¢ treme fazinda sentezlenir. Bu LUKED toksini, tavsan ve insan
eritrositlerine ve nétrofillere karsi sitolitik aktiviteye sahiptir. Fakat son yapilan
caligmalar bu toksinin, fare fagositlerine karsi da etkili oldugunu gostermektedir.
Yine LUKED toksini, nétrofiller, monositler, makrofajlar, dendritik hiicreler, NK
hiicreleri, T-hiicreleri ve kirmizi kan hiicreleri tizerindeki G-protein-bagli reseptorleri
(CXCR1, CXCR2, CCRS5 ve DARC) hedefleyerek genis 16kosidal aktivite gosterir
(Tam ve Torres, 2019). Epidemiyolojik verilere gore Japonya’da klinik suslarm %
87-93’linde ve MRSA suslarm % 88-99’unda LukED toksinleri tespit edilmistir. Bu
yiizden bu toksinin S. aureus’un patojenitesinde katkis1 oldugu diistiniilmektedir. Bu
LUKED toksini ile ilgili ilk c¢alismalar, tavsan derisinin toksin kaynakli
dermonekrozuna sebep oldugunu gostermektedir (Gravet ve ark., 1998 ve Oliveira ve
ark., 2018).
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1.5.5.1.2.3. LUKAB (LUKGH)

S. aureus suslarinin % 99’unda lukAB lokusu bulunmaktadir. Toksin bakterinin
ge¢ eksponansiyel biiyiime fazi boyunca bol miktarda bulunmaktadir. Bu LukA'nin
C-terminal bolgesi, toksin aktivitesi i¢in kritiktir, ¢iinkii bu bolgenin yok olmasi veya
mutasyonu toksini inaktif hale getirir.  Monomer olarak salgilanan diger
lI6kosidinlerin aksine, LukAB heterodimerler olarak salgilanmaktadir. Yine LUkAB,
insan ve primat hiicrelerine kars1 oldukga etkilidir. Bu LUkAB toksini, 16kotoksin
grubu i¢inde kesfedilen en son toksindir ve bu toksinin in vivo infeksiyon sirasinda
rolii hala belirsizligini korumaktadir. LukAB notrofiller, monositler, makrofajlar,
dendritik hiicreler ve NK hiicreleri dahil olmak {izere l6kositlerde sitotoksisiteye
neden oludugu belirlenmistir. Bu iki bilesenli 16kotoksin, fagositlerden ve
notrofillerden korunmada rol oynadig: i¢in S. aureus'un canli kalmasmi sagladigi
bilinmektedir (Oliveira ve ark., 2018 ve Tam ve Torres, 2019).

1.5.5.1.2.4. LukMF’

LukMF’ nadiren insan izolatlar1 arasinda bulunurken, yaygm olarak hayvan
izolatlarinda bulunmaktadir. Bu LukMF’ toksini ylizey reseptorii sigir CCR1, CCR2
ve CCR5'i hedefleyerek, sigir notrofillerine ve makrofajlarma kars1 yiiksek sitolitik
aktivite sergilemektedir. Yine LukMF’ toksini, sigir mastitis doku oOrneklerinden
izole edilebilir, bu da bu toksinin hastaligin ilerlemesindeki roliini
gosterebilmektedir. Yapilan calismada 38 klinik ve 17 subklinik mastitisli siit
orneklerinden elde edilen S. aureus izolatlarmin % 96’sinda LukMEF’ genine
rastlanilmistir (Hoekstra ve ark., 2018; Rainard ve ark., 2003; Vrieling ve ark., 2015
ve Vrieling ve ark., 2016).
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1.5.5.1.2.5. LUkPQ

Diger I6kosidinler gibi LukPQ’de tiir ve hiicre tipine 0zgii Ozellikler
gostermektedir. At noétrofilleri, LukPQ'nun litik etkisine en duyarliyken, sigir ve
insan notrofilleri nispeten daha duyarsizdir. LukPQ, sitolizi baglatmak icin at
notrofillerindeki G  proteinine bagli reseptorleri, CXCRA ve CXCR2'yi
hedeflemektedir. Diger lokosidinlerden farkli olarak, LukQ’nun F alt birimi,
LukPQmun tiir 06zgiilligiinii vermekten sorumlu olmasmma ragmen, diger
l6kosidinlerde tiir 6zgiilliigi S alt birimi tarafindan belirlenmektedir (Koop ve ark.,

2017).

1.5.5.1.3. Fenolde Coziiniir Modiilinler

Fenolde ¢6zliniir modiilinler (PSM) ilk olarak 1999 yilinda, iginde PSMa,
PSMB ve PSMy olarak adlandirilan ti¢ peptit S. epidermidis kiltiiriinde
tanimlanmistir. Ayrica yapilan c¢alismalar PSM’lerin S. aureus’da varligmi
belirtmistir. PSM’ler uzunluklarma gore smiflandirilmaktadir. o tip PSM'ler tipik
olarak 20-25 amino asit uzunlugundadir ve ¢ogu nétr veya pozitif bir net yiike
sahiptir. Buna karsilik, B tipi PSM'ler daha uzun olup, 43-45 amino asit
uzunlugundadir ve ¢ogu negatif bir net yiike sahiptir. Yapilan ¢alismalarda,
PSM’lerin S. aureus’un genomu tarafindan {i¢ farkli lokasyondan kodlanarak
iretildigini gostermistir. Buna ek olarak, bazi metisiline direngli stafilokoklar,
stafilokokal kaset kromozom mec’de bulunan (SSCmec) psm-mec tarafindan
kodlanan PSM-mec tasimaktadir (Oliveira ve ark., 2018; Tam ve Torres, 2019 ve
Wang ve ark., 2007).

1.5.5.2. Eksfolyatif Toksinler

Eksfolyatif toksinler (ET), keratinosit kaybi ve hiicre-hiicre yapismasi ile

iliskili olan, konagin epidermisinde bazi S. aureus suslar1 tarafindan {iretilen, cildin
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soyulmasina ve kabarcik olusumuna neden olan ekzotoksinler olarak tanimlanmistir.
Cildin superfisyal tabakasindaki dezmozomal kaderinleri taniyip parcalamaktadir. S.
aureus’un yani sira S. hyicus ve S. chromogenes deri infeksiyonlar ile iligkilidir ve

eksfoliyatif toksin liretmektedir (Mariutti ve ark., 2017).

Daha 6nceden bilinen dort farkli eksfoliyatif toksinler ETA, ETB, ETC,
ETD’dir (Oliveira ve ark., 2018). Ancak yeni bulunan eksfoliyatif toksin E (ETE)
siklikla kiiglikbas hayvanlardan izole edilen S. aureus izolatlar1 ile iligkilendirilen
yeni viriilans faktoriidiir. Koyun mastitisinden izole edilen S. aureus O46 susunda
kesfedilmistir. ETE’ nin aminoasit dizisi ETA, ETB ve ETD ile sirastyla % 40, % 53
ve % 59 oraninda benzerlik gostermektedir. Bu yeni viriilans faktorii, mastitis
goriilen ruminantlarda epitelde bakteriyel kolonizasyona katkida bulunabilir
(Imanishi ve ark., 2019).

1.5.5.3. Stafilokokal Siiperantijenler

Stiperantijenler (SAg'ler), S. aureus tarafindan {iiretilen en biiyiik ekzotoksin
ailesini temsil etmektedir. Baslangigta, S. aureus'un SAg'leri oral alimdan sonra
kusma ve ishal semptomlar1 goriilmesi nedeniyle SE'ler olarak adlandirilmistir.
Ancak daha sonra bazi SAg’lerin emetik aktivite gostermedigi anlagilmistir. Bu
nedenle, Uluslararas1  Stafilokok  Siiperantijenleri [simlendirme Komitesi
(International Nomenclature Committee for Staphylococcal Superantigens, INCSS)
2004 yilinda, primatlarda kanitlanmis emetik aktiviteye sahip SAg'leri (stafilokokal
enterotoksinler; SE'ler), emetik 6zellikleri dogrulanmamis olan SAg’leri (stafilokokal
enterotoksin benzeri toksinler; SEls) ve toksik sok sendrom toksini 1 (TSST-1)’i
yeniden isimlendirmistir. Konak¢1 bagisiklik sistemi iizerindeki etkileri ve lenfoid
hiicreler ile etkilesimleri goz oniine alindiginda, SAg'ler, gida zehirlenmesi ve TSS'yi
indiikleme kabiliyetine sahip pirojenik toksin siiperantijenler olarak karakterize
edilmektedir. Molekiiler agirliklar: 19 ila 30 kDa arasindadir. Bu SAQ'ler 1s1ya, aside,

proteolize ve kurutmaya kars1 direnclidir. Cevreye karst istikrarl ve yiiksek toksik
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etkisi nedeniyle SEB gibi bazi toksinler biyoterdrizm amagli ajanlar olarak
bilinmektedir (Lina ve ark., 2004, Liu, 2015 ve Spaulding ve ark., 2013).

Bu SAg’lerin etki mekanizmasi 1988 yilinda tanimlanmasindan beri, belirli T
hiicresi reseptorii VB alanlarini major histo-uyumluluk kompleksi smif 11 (MHC II)
molekiilleri tizerindeki korunmus yapilarla dogrudan c¢apraz baglayarak, eszamanl
olarak biiylik bir T lenfosit fraksiyonunu aktive ettigine inanilmaktadir. Salinan
SAg'ler ¢cok sayida T hiicresini asir1 proinflamatuar sitokinler (IL-2, IFN ve TNF)
iretmek icin tetikleyerek yiiksek ates, kizariklik, deri hiicrelerinin dékiilmesi, kusma,
diyare, diisiik tansiyon, organ yetmezligi belirtilerinin gériilmesine neden olmaktadir
(Oliveira ve ark., 2018).

1.5.5.3.1. Toksik Sok Sendrom Toksin-1

Toksik Sok Sendrom Toksin-1 (TSST-1) 6ncelikle SEF olarak bilinmekteydi.
Ancak emetik aktivite eksikligini belirtmek ve toksik sok sendromu (TSS) ile
iliskisini vurgulamak igin 1984 yilinda yeniden adlandirilmistir. Bu toksin
hipotansiyon, ates, odem ve eritamatdz semptomlartyla seyreder. lIyilesme
doneminde ise kusma, diare ile siklikla bobrekler ve akcigerler dahil olmak tizere tig¢
veya daha fazla organ sisteminde islevsel bozuklugu ile tanimlanan potansiyel olarak
Oliimciil akut sistemik bir hastaliktir (Liu, 2015; Tam ve Torres, 2019 ve Tong ve
ark., 2015). Bu toksin tst geni tarafindan kodlanmaktadir, 22 kDa agirligindadir, 1siya

ve proteaz enzimine kars1 direnglidir (Samanta ve Bandyopadhyay, 2020).

Siiperantijen aktivitesi olan TSST-1 ¢ok sayida T-hiicresini bilyiikk miktarlarda
pro-inflamatuar sitokinleri (IL-1, IL-2, IFN-ve TNF-a) tiretmek igin tetiklemektedir.
Bu sitokin firtinasindan sonra hiicre oliimii gerceklesmektedir ve toksik sok
sendromuna neden olmaktadir. TSST-1, MHCII o-zincirini, bir VB TCR baglanma
alani1 ve bir dodekapeptit baglanma yerini hedefleyen yalnizca bir diisiik afiniteli
MHC baglanma yerine sahiptir. Toksin bakterinin ¢ogalmasma ortam saglamak i¢in

hiicresel ve humoral bagisiklik seviyesini diisirmektedir. Bu dodekapeptid baglanma
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bolgesinin TSST-1'in epitel hiicreleri ve bagisiklik uyarici molekiiller olan CDA40 ile
etkilesimi i¢cin dnemli oldugu One siiriilmiistiir. Boylece toksinin daha derin mukozal
tabakalara transitozuna aracilik etmektedir (Brosnahan ve Schlievert, 2011; Que ve
Moreillon, 2015; Shupp ve ark., 2002 ve Silversides ve ark., 2010).

1.5.5.3.2. Enterotoksinler

SE’ler insanlarda ve primatlarda kusma ve ishale neden olmaktadir. Ekzotoksin
olarak toksik sokun indiiklenmesinde rol oynarlar ve siliperantijen olarak ise
bagisiklik sisteminin baskilanmasma yol agarlar (Liu, 2015). SE’ler yaygin olarak,
gida kaynakli hastaliklarin nedeni olarak kabul edilmektedir, ancak ayni zamanda
kolonizasyon, deri ve yumusak doku iltihabi ve dermatit ile sonuglanan
infeksiyonlardaki rolleri ile de iliskilendirilmektedir (Hodille ve ark., 2017). SE'ler,
cok c¢esitli T-lenfosit haplotipleri i¢in mitojenik aktiviteyi ve sitokin {iretimini
uyarabilir. Bu aktivitenin infeksiyon sirasinda iretilen veya toksinler sirasinda
mevcut olan stafilokok antijenlerine karsi konak yanitin1 baskilayarak viriilansi
arttirdigr  diisiiniilmektedir (Gillaspy ve Iandolo, 2014). Tanimlanmis klasik
enterotoksinlerden SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED, SEE ve sonradan
tanimlanan SEG, SEH, SEI, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SES,
SET enterotoksinlerin emetik aktiviteleri bulunmaktadir (Etter ve ark., 2020).
Stafilokokal gida zehirlenmeleri toksinlerin gida ile birlikte alinmasini takiben 1-6
saat sonra ortaya cikarlar. Enterotoksinler pepsin ve tripsine karsi dayaniklidir.
Enterotoksinler se(s) geni tarafindan kodlanmaktadir (Samanta ve Bandyopadhyay,
2020).

1.5.5.3.3. Stafilokokal Enterotoksin Benzeri Stafilokokal Siiperantijenler

Emetik olmayan toksinler veya heniiz test edilmemis olanlar SE benzeri olarak
adlandirilmaktadir. Bu grupta bulunan toksinler ayni zamanda kusma ile iliskili

disiilfid halkasindan yoksun SEl'leri icermektedir ve kusmaya neden olmadigi
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kanitlanmistir. Bu peptitlerin tiimii pirojenik toksin siiperantijenleri (SAg'ler) olarak
smiflandirilir ve biiylik oranda T hiicrelerini mobilize etme kabiliyetine sahiptir
(Etter ve ark., 2020 ve Spaulding ve ark., 2013).

1.6. Stafilokokal Enterotoksinler

Stafilokokal enterotoksinler (SE) ve stafilokokal enterotoksinl’ler (SE1), gida
giivenligi baglaminda S. aureus'un en oOnemli viriillans faktorleri olarak
bilinmektedirler. Bu SE'ler ve SEl'ler ayrica gida zehirlenmesi salgmlarini,
pirojenisiteyi, siiperantijenisiteyi indiikleyebilen 1siya dayanikli ve ¢ok islevli
proteinlerdir (Hu ve ark., 2018). Son yapilan ¢alismalarla SE ve SEI’ler dahil toplam
27 farkli tip tammlanmustir (Etter ve ark., 2020 ve Zhang ve ark., 2018). Bu SE ve
SEl'leri kodlayan genlerin ¢cogu plazmidler, bakteriyofajlar ve patojenite adalar1 gibi
mobil elemanlar tizerinde bulunurlar. Bu nedenle, suslar arasinda gen transferleri de

miimkiin olabilir (Pinchuk ve ark., 2010).

S. aureus enterotoksinleri (SE'ler), bakterinin logaritmik fazi ve eksponansiyel
fazdan duragan faza gecis doneminde salgilanan giiclii  gastrointestinal
ekzotoksinlerdir. Enterotoksinler, bakterileri kolayca yok eden kosullara ve
proteolitik enzimlere kars1i oldukca direnglidir. Dolayisiyla, sindirim sisteminde

aktivitelerini agizdan alindiktan sonra da korumaktadirlar (Thapaliya, 2019).

Enterotoksinler esas olarak S. aureus tarafindan iretilse de S. cohnii, S.
xylosus, S. haemolyticus, S. pseudintermedius, S. hyicus, S. epidermidis gibi diger
koagulaz pozitif ve koagulaz negatif tiirler de enterotoksin lretebilirler. S. aureus
suslar1 bir veya birka¢ enterotoksin geni bulundurabildigi gibi, stafilokokal gida
zehirlenmeleri de gidalarda dnceden olusturulmus bir veya birkag SE’nin yeterli
miktarda alinmasiyla meydana gelmektedir (Benkerroum, 2018; Fetsch ve Johler,
2018 ve Pinchuk ve ark., 2010).
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1.6.1. Stafilokokal Enterotoksinlerin isimlendirilmesi

INCSS, yeni saptanan toksinler i¢in, standart isimlendirmeyi dnermektedir. Bu
baglamda SE’lerin emetik aktivitelerine gore isimlendirilmeleri Onerilmistir. Bir
primat modelinde oral uygulamadan sonra kusmaya neden olan SAg'ler SE olarak
adlandirilmaktadir. SE'lerin mevcut terminolojisi, SE'nin saptanma sirasina gore
alfabetik bir harf verilerek yapilir ve kesfedilen ilk bes SE'ye (SEA, SEB, SEC, SED,
SEE) klasik SE'ler denmektedir. Bunun disinda sonradan emetik aktiviteleri
dogrulanan yeni tip SEG, SEH, SEI, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER,
SES, SET gibi SE’ler tanimlanmistir. Bu kuralin tek istisnast TSST-1’dir.
Baslangicta SEF olarak adlandirilan toksin, emetik aktivitesi bulunmamasidan
dolay1r TSST-1 olarak adi degistirildigi i¢cin mevcut alfabetik listede SEF eksiktir
(Benkerroum, 2018; Etter ve ark., 2020 ve Fisher ve ark., 2018).

Bir primat modelinde yapilan kusma deneylerinde, emetik potansiyel
goriilmiiyorsa veya heniliz kusma deneyleri yapilmamissa, SAg'nin SE yapis1 ile
yakindan iliskili oldugu diisiiniilse bile bu toksine “SEI” ad1 verilmelidir. SEIJ, SEIU,
SEIU,, SEIV, SEIW, SEIX, SEIY, SEIZ ve en son tanimlanan SE126 ve SE127 SEI bu
gruptadir (Etter ve ark., 2020 ve Zhang ve ark., 2018).

1.6.2. Stafilokokal Enterotoksinlerin Yapisi ve Ozellikleri

Enterotoksinler yaklasik 168-261 amino asitten olusan, Su ve tuz ¢ozeltilerinde
¢ozlinen, kisa, basit tek zincirli proteinlerdir. Molekiiler agirliklar1 19-29 kDa
arasinda olup, lizin, aspartik asit, glutamik asit ve tirozin bakimindan zengindirler.
Enterotoksinlerin izoelektrik pH-degeri 7,0-8,6 araligindadir. SE’lerin  gida
zehirlenmesinin ortaya cikisinda onemli bir diger o6zellikleri de, gastrointestinal
kanalda bulunan proteazlara karsi direngli olmalaridir. Bu baglamda tripsin ve pepsin
gibi proteolitik enzimlere direngli olup, bu da onlarm sindirim kanalindan
gecmelerine olanak saglamaktadir. Ozellikle diisiik pH'li bir ortamda pepsine direng,

in vivo ortamda SE aktivitesi i¢in Onemli bir gerekliliktir. Toksinler yiiksek
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konsantrasyonlarda iire veya guanidin hidrokloriir ile denatiire olabilirler (Hu ve

ark., 2018; Landgraf ve Destro, 2013; Park ve Seo, 2019 ve Thomas ve ark., 2007).

Tim stafilokokal enterotoksinlerin ti¢ boyutlu sekilleri birbirine benzerdir.
Stafilokokal enterotoksinlerin isiya direngli olma o&zelliklerini veren ii¢ boyutlu
yapilaridir. Toksinler 1siya karsi oldukg¢a direngli olup, bu nedenle konserve
gidalarda bulunduklarinda potansiyel bir halk saghg: tehlikesi olustururlar (Bennet
ve ark., 2013). Toksinlerle kontamine gidalarin hafif 1sitillmasi sonucu, tamamen
denatiire edilemeyebilirler. Bununla birlikte, denatiire edici kosullar ortadan
kaldirildiginda, SE'ler biyolojik aktivitelerini yeniden kazanabilir. Sonug¢ olarak
kendilerini iireten bakterilerden kolayca daha wuzun silire dayanabilirler.

Enterotoksinler pirojeniktir (Pinchuk ve ark., 2010).

Bilinen birkag istisna disinda SE'ler, potansiyel olarak bir molekiil i¢i baglant1
ve bir aralayici disiilfid halkasi olusturabilen tam olarak iki sistein kalintisi
icermektedir. Bir veya iki sistein kalintisindan yoksun toksinler genellikle emetik
ozellige sahip degildir veya zayif emetik aktivite gostermektedir. Sistein halkasi,
dogrudan kusma ile baglantili degildir ve disiilfid baglantisinin yakininda bulunan
kritik kalintilarin uygun sekilde yoOnlendirilmesini sagladigma inanilmaktadir.
Maymun besleme deneyinde yakin zamanda tanimlanmis SE ve SEI proteinlerinin
analizlerinden elde edilen veriler, stabil bir distilfid baginin in vivo olarak bir

kusturucu yanit1 kolaylastirdigini gostermektedir (Park ve Seo, 2019).

Aminoasit sekansi karsilastirmalarma gore enterotoksinler dort gruba
ayrilmaktadir. SEA grubu, yakindan iligkili olan SEA, SEP ve SEE toksinlerinin yani
sira, daha uzaktan iligkili olan SEIJ, SED, SEIW, SEH, SES, SEN ve SEQO'dan
olusur. SEB grubu SEB, SEC alt tiplerini ve SEG, SER, SEIU ve SEIZ molekiiler
varyantlarini i¢erir. SEI grubu SEI, SEL, SEK, SEM, SEIV ve SEQ toksinleri, SEIX
grubu ise diger toksinlerden molekiil agirligi daha az olan SET, SEIY, SEIX ve
TSST-1'1 igermektedir (Fisher ve ark., 2018 ve Park ve Seo, 2019).
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1.6.3. Stafilokokal Enterotoksinlerin Etki Sekli

Stafilokokal gida zehirlenmelerinde, aywt edici semptom kusma olarak
bilinmektedir. Kontamine gida tiiketilmesinin ardindan birkag¢ saat i¢inde kusma
gozlenir. Enterotoksinler, vagus ve sempatik sinirler yoluyla uyarilari ileten
bagirsaktaki sinir reseptorlerini uyararak, beynin postrema ventrikiil bdlgesindeki

kusma merkezinin uyarilmasina yol agarak kusmaya neden olurlar (Stewart, 2017).

Klinik belirtiler iyi belirlenmesine ragmen semptomlarin fizyopatolojisi ve
SE’nin neden oldugu kusma mekanizmalar1 tamamen aydmlatilamamistir. SE'lerin
emetik aktivitesinin mekanizmalarmi incelemede ilerleme olmamasi, kismen uygun
hayvan modellerinin eksikliginden kaynaklanabilir. Maymunlar birincil hayvan
modelleri olarak kabul edilmistir, ancak SE'lerin arastirilmasinda kullanimi, yliksek
maliyet, hayvanlarm bulunabilirlifi ve etik hususlar nedeniyle ciddi sekilde
kisitlanmigtir. Fare, sigan, tavsan ve kedi gibi diger hayvanlar SE'lere daha az
duyarhdir veya SE'lere verdikleri yanitlar da spesifik degildir (Benkerroum, 2018 ve
Hu ve ark., 2018). Maymun kullanimina alternatif olarak Ev misk faresi (Suncus
murinus) uygun bir hayvan modeli olarak tanimlanmistir. Ev misk faresi yapilan
caligmalarda SEA igin kii¢iik bir emetik hayvan modeli olarak tercih edilmistir. Bir
fareye benzeyen bu kiiciik memeli, SE'lerin peroral veya intraperitoneal
uygulamasindan iki saat sonra kusarak yanit vermektedir. Ev misk farelerinde
SEA'nin emetik aktivitesinin doza bagli oldugu ve hayvanlarda SEA ile indiiklenen
kusmanin anti-SEA antikoru ile nétralize edilebildigi bulunmustur (Hu ve Nakane,
2014). Yapilan bir ¢alismada ev misk farelerinin ince bagirsagi SEA'nin emetik
eylem bolgesi oldugu ve orada bulunan submukozal mast hiicrelerini hedef aldig1
belirtilmektedir. Ayrica mast hiicrelerinden saliman serotonin (5-hidroksitriptamin)
SEA tarafindan meydana gelen kusmada 6nemli rol oynadig1 6ne siiriilmiistiir (Ono
ve ark., 2012). Onemli bir sinyal araci olan serotonin gastrointestinal sistemde
enterik ndronlar1 aktive edebilir, kas tepkilerini uyarabilir ve sekresyonu artirabilir.
Cesitli amino asit kalintlarinin kusmaya aracilik etmeleri kesin olarak aciklanamasa
da SE’ler arasinda degisebilecegi diisliniilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda histidinin

molekiil i¢indeki konumu siiperantijen ve kusma aktiviteleri i¢in olduk¢a 6nemli
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oldugu anlasilmistir (Benkerroum, 2018). Yine yapilan bir ¢alismada SEA’nin 227.
amino asit dizisinde aspartik asidin emetik aktivitede rol oynadigi, bu aminoasidin
alanin ile degisimi sonucu molekiilin emetik aktiviteden yoksun kalmasindan
anlasilmistir (Hu ve ark., 2009). Histamin ve kalsiyum kanal blokdrlerinin, mast
hiicrelerinin enterotoksin ile indiiklenen kusmaya dahil oldugunu diisiindiiren SE'lere
verilen emetik yanit1 6nledigi de anlagilmistir (Pinchuk ve ark., 2010). Hu ve ark.
(2005), SEA'nin intestinal epitel hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyumda bir artisa neden
olabilecegini ve artigin hiicre i¢i kalsiyum depolarindan kaynaklandigmi ifade
etmektedir. Bu sonuglar, gida zehirlenmesinin patogenezi i¢in dnemli ¢ikarimlar elde

edilmesine olanak saglamaktadir (Hu ve ark., 2018).

Son zamanlarda, bazi toksinlerin gida zehirlenmesindeki rolii belirsiz
kalmasina ragmen, bir¢cok yeni SE ve SEI rapor edilmistir. SEA, SEE ve SEI, diger
SE'lere gore ev misk faresinde daha yiiksek emetik aktivite gostermistir. SEB, SEC2,
SED, SEG ve SEH’nin bu hayvan modelinde emetik aktivite olusturmasi i¢in yiiksek
dozlarin gerekli oldugu anlasilmistir (Hu ve ark., 2003). Yine yapilan bir caligmada
SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SES ve SET emetik aktiviteleri,
maymunlar tizerinde degerlendirilmistir. Test edilen tiim SE'ler farkli zamanlarda da
olsa maymunlarda 100 ug/kg dozda emetik reaksiyonlari tetikledigi belirtilmistir. Bu
sonuglar, yeni SE'lerin stafilokokal gida zehirlenmesinde de bir rol oynayabilecegini

gostermektedir (Omoe ve ark., 2013 ve Ono ve ark., 2008).

Bir diger semptom olan diyare stafilokal gida zehirlenmesinde daha az
goriilmektedir. SEA ve SEC gibi baz1 enterotoksinlerin bagirsak segmentlerinde sivi
sizmasina ve dilatasyona neden olamamasindan kaynaklanmaktadir. Bununla
birlikte, SEB intoksikasyonu ile bazen goriilen diyare, ince bagirsakta su ve elektrolit

geri emiliminin inhibisyonundan kaynaklaniyor olabilir (Fischer ve ark., 2018).

Enterotoksinlerin kusmaya neden olan aktivitesi bakterinin yeni konaklara
yayilmasinda rol oynamamaktadir. Enterotoksinler, bakteri i¢cin daha uygun viriilans
ozellikleri olan ek biyolojik aktivitelere sahiptir. SE’lerin siiperantijenik 6zelligi,

onlar1 diger bakteriyel toksinlerden ayirmaktadir. Siiperantijenler, T hiicrelerini
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(CD4+ ve CDB8+ hiicreleri) uyararak yiiksek oranda sitokin salinim yetenegine sahip
molekiillerdir. Enterotoksinler epitel bariyeri gegerek kan dolasimma katilmaktadir.
Makrofajlarin  yiizeyinde bulunan MHC smif II  moliikiiliiniin o-zincirine
baglanmaktadir. Toksin VP tasiyan T hiicrelerine sunuldugunda, T hiicreleri
cogalarak biiyiik miktarlarda IL-2 ve IFN-Y iretmektedir. Yiiksek IFN-Y seviyeleri
ayrica makrofajlarda ve diger hiicrelerde MHC sinif II ekspresyonunun artmasina
neden olmaktadir, bu da daha fazla siiperantijeni baglar ve daha fazla T hiicresini
aktive etmektedir. IL-1 ve TNF-o gibi enflamatuar sitokinler, aktive edilmis
makrofajlar tarafindan {tretilmektedir. Sitokinler yaygin intravaskiiler pihtilasma,
yiiksek ates, diisiik kan basinci, biiylik sok ve 6liim ile tipik toksik sok sendromunu
baglatmaktadir. Siiperantijenler, gastrointestinal mukozada immiinopatolojik tepki
gostermektedir. Bagirsak mukozasi, tiim ana Th (T yardimci) hiicre alt gruplarini
(Thl, Th2, Thl7) barmdwrmaktadir. Siiperantijenler TCR'de yalnizca belirli V3
dizileri tanmimaktadir. Ancak bazi durumlarda diger reseptorlerin de dahil oldugu
aciklanmustir. Ornegin, SEH Vo zincirini hedeflemektedir. SEA, SEB ve TSST-1’de
maksimum siiperantijenik aktivitesi, sirasiyla T hiicreleri ve antijen sunan hiicrelerin
(Antigen Presenting Cell, APC) tizerindeki ek ortak uyarici reseptorler olan CD28 ve
B7-2'ye baghdir. SE, epitel hiicre baglantilarinda TJ ve AJ protein ekspresyonunu
azaltarak epitel gecirgenligini ve bagirsak sekresyonunu arttirmaktadir. Epitel
gecirgenligine, lenfositlerden IFN-y ve TNF-a'nin artan salgilanmasi aracilik
etmektedir. SE’ler gastrointestinal T hiicrelerini aktive etmektedir. Boylece Thl,
Th2, Thl7 sitokinleri serbest birakarak, sitokin firtinasina neden olmaktadir.

Sitokinler ayrica epitel hiicre fonksiyonlarinda oOncelikle iyon ve su tagmmasini

etkilemektedir (Bhunia, 2018 ve Fisher ve ark., 2018).

Her enterotoksin, farkli bir VB tastyan T hiicresi setine baglanir ve bu alt gruba
0zgili amplifikasyon yaniti, teshis laboratuvarinda spesifik enterotoksin maruziyetini
belirlemek igin bir parmak izi olarak kullanilabilir. Her enterotoksin tipi, antikorlar
kullanilarak diger toksinlerden ayirt edilmek i¢in yeterli antijenik farkliliga sahiptir
(Montville ve ark., 2012).
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1.6.4. Stafilokokal Enterotoksin Uretiminde Molekiiler Regiilasyonu

S. aureus’da viriilans faktorlerinin ekspresyonunu kontrol eden ana diizenleyici
mekanizma agr (accessory gene regulator) gen regiilatorii olmasina ragmen, tiim
SE'ler veya SEI’ler agr sistemi kontrolii altinda degildir (Bhunia, 2018). Bu agr, S.
aureus'da iyi karakterize edilmis iki bilesenli bir quorum-sensing sistemidir. Iki
bilesenli sistemde, bir protein sensér gorevi gormektedir ve hiicre i¢i aktivatorii
fosforile ederek sinyali iletmektedir. Digeri ise yanit diizenleyici olarak adlandirilan
yanit1 saglamak i¢in genleri diizenlemektedir. Enterotoksin tiretimi, iki bilesenli
diizenleyici sistem agrAC tarafindan diizenlenmektedir. S. aureus’da en az 24 gen
regiile ettigi i¢in kiiresel diizenleyiciler olarak da bilinen agr ve sar (staphylococcal
accessory regulator) genleri o6zellikle SEB, SEC, SED toksinlerinin tiretiminde
anahtar rol oynamaktadir. Bu agr gen regiilasyonu, transkripsiyonel veya
translasyonel olabilir. SEB ve SEC transkripsiyonel seviyede regiile edilmektedir.
Ayrica posteksponansiyel iireme fazinda SEB, SEC ve SED iiretilmektedir. Toksin
iiretiminin diizenlenmesini inceleyen calismalar, mRNA'daki varyansin hiicre dis1
toksin seviyeleri ile dogrudan iliskili oldugunu bulmustur, bu da toksin iiretiminin
diizenlenmesinin  esas  olarak transkripsiyon seviyesinde gerceklestigini
gostermektedir. Yine bu agr operonu, RNAI, RNAII ve RNAIII transkriptlerini
kodlamaktadir. RNAII, quorum-sensing sistemini olusturan proteinleri kodlar (AgrA,
B, C ve D). Bu durum bakteri popiilasyonunun yogunluguna bagli olarak RNAIII'in
transkripsiyonu i¢in sinyaller saglamaktadir. Ayn1 sekilde RNAIII, agr sisteminin bir
diizenleyici sinyali ve aktivite gostergesi olarak islev gormektedir. Yine agr lokusu
tarafindan kodlanan efektor RNA molekiilii olan RNAII'in artmas: toksin
seviyelerinde artisa yol agmaktadir (Park ve Seo, 2019 ve Seo ve Bohach, 2013).

SEA ekspresyonunun ve diizenlenmesinin quorum sensing’den bagimsiz
oldugu kesfedilmistir. Bu agr gen lokusundaki mutasyonlar toksin ekspresyonunu
azaltmaktadir. Ancak SEA ekspresyonu logaritmik fazda da ireyebildigi i¢in, agr
mutasyonlarindan etkilenmemektedir. Bunun yerine regiilasyon SEA tasiyan

profajlara baghdir. SEE ise defektif profaj iizerinde yer almaktadir ve bakteri
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biiyiimesinin SEE ekspresyonu iizerinde higbir etkisi bulunmamustir (Schelin ve ark.,
2017 ve Seo ve Bohach, 2013).

Bu agr sistemi en fazla notr pH’da aktif olmaktadir. Glikoz metabolizmasi
pH’1 diistirerek SEC iiretimini olumsuz etkilemektedir. Glikoz igeren ortamin ise
hem hiicre dist SEC miktarin1t hem de mRNA miktarmi azalttigi goriilmiistiir. Bu da,
diger cevresel kosullarda oldugu gibi toksin sentezinin katabolit baskilanmasinin
transkripsiyonel seviyede gerceklestigini gostermektedir. Ayrica agr igermeyen
suslarin SEC ekspresyonunu glikoz azaltmaktadir. Bu da agr’den bagimsiz ve
pH’dan etkilenmeyen diger bir glikoza bagli mekanizma varligin1 gostermektedir

(Montville ve ark., 2012).

Toksinlerin sentezini saglayan diger diizenleyiciler ise sar sistemi ve
homologlari, MgrA (a global regulator of autolysis and virulence), rot (repressor of
toxins), exoprotein expression system (sae) ve ayrica sigma faktor olarak
bilinmektedir. SarA agr, hla, spa ve fnbA dahil olmak iizere birka¢ hedef
destekleyiciye baglanmaktadir. RNAIII ekspresyonunu yukari regiile eden agr
promotorleri P2 ve P3 arasindaki intergenik bir bolgeye baglanirak agr tarafindan
diizenlenen genlerin ekspresyonunu etkilemektedir. Transkripsiyonel gen fiizyon
analizi, sarA'nin hem tst hem de seb genlerini olumlu regiile ettigini ortaya
cikarmustir. Rat olarak da bilinen MgrA, SarA regiilator ailesi ile ilgili kii¢iik bir
transkripsiyonel diizenleyicidir. MgrA salgilanan toksinlerin ve proteazlarin iiretimini
etkinlestirir. Bu paralelliklerin, agr aktivasyonu sirasinda indiiklenen proteinlerle
ortlistiigii belirtilmektedir. Rot, SarA transkripsiyonel faktorler ailesinin bir tiyesidir.
Genlerin sentezlenmesini hem negatif hem de pozitif yonde diizenleyebilmektedir.
seb ve sed genlerinin transkripsiyonel diizenlenmesi rot'un varligina baglidir. Ayrica
SEB’nin ekspresyonunu baskilamaktadir. Sigma B, Gram-pozitif bakterilerde hiicre
dis1 stres tepkisi ile iliskili alternatif bir sigma faktoriidir. Sigma B cevresel
uyaranlara (yiiksek sicaklik, alkali pH, yiiksek seviye NaCl, glikoz, galaktoz, siikkroz,
maltoz ve gliserol gibi katabolitler) verilen ana tepkidir. Yine SigB, agr sistemini
olumsuz etkileyerek salgilanan toksinlerin ve proteazlarimn {iretimini azaltirken, yiizey

proteinlerinin  ve pigment iretiminin transkripsiyonunu etkinlestirmekten
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sorumludur. Diger taraftan SEB iiretimi SigB tarafindan olumsuz etkilenmektedir. Bu
SigB, stres kaynakli kosullar tarafindan aktive edildiginde, SEB'nin ekspresyonu
azalmaktadir. SaeRS iki bilesenli sistem, S. aureus'un in vivo sartlarda hayatta
kalmasi i¢in olduk¢a Onemlidir. SaeRS hiicre i¢i S. aureus tarafindan nétrofillerin
yok edilmesini destekleyen hemolizinleri ve l6kosidinleri kodlayan genleri igererek
konak¢iya karsi yanit olusturmaktadir. Bu Sae sisteminde meydana gelen
mutasyonlar RNAIII {iretimine kars1 etkili degildir. SrrAB agr fonksiyonunun bir
baska potansiyel diizenleyicisi olarak bilinmektedir. Hatta agr aktivasyonunu da
engelledigi goriilmektedir. srrAB (srhSR), 6zellikle mikroaerobik kosullar altinda
stafilokokal virulans ekspresyonunda gorev almaktadir. Ayrica SrrAB enerji
metabolizmasia dahil olan bircok geni ve acik bir sekilde anaerobik kosullar altinda
enerji transdiiksiyonunu diizenlemektedir (Haag ve Bagnoli, 2017; Jenul ve Horswill,
2018; Park ve Seo, 2019; Seo ve Bohach, 2013 ve Thoendel ve ark., 2011).

1.6.5. Stafilokokal Enterotoksin Gen Lokasyonlar

SE'ler ve SEl'leri kodlayan genler S. aureus patojenite adalar1 (SaPI'ler),
genomik adalar, profajlar ve plazmidler dahil olmak tizere ¢ok sayida mobil genetik
eleman tarafindan barindirilmaktadir. Bunlarin ¢ogu, S. aureus izolatlar1 arasinda
horizontal olarak transfer edilebilen, boylelikle viriilanslarini degistiren ve patojenik

evrime katkida bulunan hareketli genetik elemanlardir (Park ve Seo, 2019).

S. aureus paotjenite adalar1 (SaPI) boyut olarak 15 ila 17 kilobaz (kb) arasinda
degisen mobil patojenite adalaridir. TSST-1 ile bir veya daha fazla SE'yi kodlayan
genleri tagimaktadir. Ayrica sek ve seq, tst ile birlikte SaPIl'de; sel ve sec,
SaPlbovl'de; seb, seq ve sek SaPI3'de rapor edilmistir. Bir SaPI indiiksiyonunun,
toksin genlerinin kopya sayisindaki artisa ve dolayisiyla toksin dretiminde artiga

neden olmas1 muhtemeldir (Hu ve ark., 2018).

Diger genomik adalari, yalnizca S. aureus'da bulunan genomik adalardir. Tiim

S. aureus genomlarinda iki biiylik vSa genomik adast olan vSaa ve vSaP
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bulunmaktadir. VSao ve vSaP, horizontal gen transferiyle elde edilmis olsa da,
aslinda hareket edebildiklerine dair kanit bulunmamaktadir. Hem vSaa hem de vSap,
bilinen veya varsayilan viriilans faktorlerini kodlayan gen kiimelerini icermektedir.
Bu vSap’de cesitli SE ve SEI genleri igeren enterotoksin gen kiimesi (enterotoxin
gene cluster, egc) bulunmaktadr. Ilk egc (egcl) 2001 yilinda saptanmistir ve seg, sei,
sem, sen ve seo genlerini barindirmaktadir. Diger egc2 kiimesinde selu geni
tamimlanmistir.  Aymi  sekilde egcd’de ise selw ve selv genleri mevcuttur
(Benkerroum, 2018 ve Hu ve ark., 2018).

SEs genleri profajlar tarafindan tasmabilir. SE genlerini (sea, sek, sep ve seq)
tasiyan fajlar, Siphoviridae ailesine aittir. Diger taraftan sea, sek ve seq genleri,
dSa3ms ve ¢Sa3mw'de birlikte bulunurken, (sea veya sep) dMu3A, ¢Sa3a ve diger
profajlar tarafindan tasinmaktadir. Bu fajlarin S. aureus kromozomuna entegrasyonu,
faj genomundaki attP bolgesi ile bakteriyel kromozomdaki beta hemolizin geninde
yer alan attB bolgesi arasindaki bolgeye Ozgii bir rekombinasyon olay1 ile

ger¢eklesmektedir (Hu ve ark., 2018).

Plazmidler horizontal gen transferi yoluyla direng ve viriilans etkenlerinin
yayilmasi igin etkili araglar olarak kabul edilmektedir. S. aureus'’da SE ve SEI
genlerini tasiyan iki tir plazmid (plB485, pF5) karakterize edilmistir. Bu
plazmidlerden pIB485 plazmidi 27,6 kb molekiil agirhigindadir ve sed, selj, ser
genleri Japonya’da laboratuvar suslarinda, gida zehirlenmesinden elde edilen
suslarda ve saglikli insan izolatlarinda belirlenmistir. Bu nedenle, SED iireten
stafilokoklar ayrica potansiyel olarak SE1J ve SER geni tiretmektedir. Bu ser geninin,
pF5 ve pF5 benzeri olarak adlandirilan Fukuoka plazmidleri ile yakindan iligkili
plazmidler iizerinde bulundugu da goriilmistiir. Ayrica, Fukuoka plazmidlerinde iki
yeni SE geni de (ses ve set) belirlenmistir (Hu ve ark., 2018; Omoe ve ark., 2003 ve
Ono ve ark., 2008).
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1.6.6. Stafilokokal Enterotoksin Tipleri

Stafilokokal enterotoksin A: Stafilokokal enterotoksin A (SEA) tuz
konsantrasyonu, stirfektanlar, pH-degeri, antimikrobiyal ajanlar gibi ¢esitli faktorlere
ragmen, bakterinin biiyime fazinin basinda olugmasi nedeniyle, gida
toksikasyonlarmda en sik karsilasilan enterotoksin olarak bilinir. Insanlar igin
minimum toksik dozu 20-100 ng’dir. SEA Japonya’da 2000 yilinda siit {irinlerinin
tilketilmesi nedeniyle olusan salginin disinda, ¢esitli salginlarda da goriilmiistiir.
Ayrica ¢ig ve pigmis si8ir etlerinde, domuz etlerinde ve konserve jambonda da SEA
tespit edilmistir. SEA iretiminde sicaklik ve inokulum boyutu Onemli rol
oynamaktadir. Sivi besiyerinde SEA iiretimi 10-50 °C araliginda saptanmistir
(Tetsuya ve ark., 2005; Tsutsuura ve Murata, 2012 ve Xu ve ark., 2016). Ancak
Tatini (1973), S. aureus'un 10 °C’de pismis kiyma, jambon ve Bologna sosisinde

yeterli miktarda tireyerek SEA tirettigini bildirmistir.

Bakteriyofajda bulunan 771 baz ciftinden olusan genler tarafindan kodlanan
SEA, 27 kDa molekiil agirhgmdadir. SEA, Zn*? bagmli iki MHC-II baglanma
bolgesi icermektedir ve bu nedenle T-hiicre aktivasyonu igin, giiglii siiperantijeniteye

sahiptir (Balaban ve Rasooly, 2000).

Stafilokokal enterotoksin B: Stafilokokal enterotoksin B (SEB) iiretimi S.
aureus’un eksponansiyel iireme fazindan duragan faza gegiste en iist seviyededir.
SEB 1siya ve proteolitik enzimlere direngli olup, genis bir pH-degeri araliginda
sentezlenirler. Toksinin ¢ok kiiciik bir doz (0,004 pg/kg) alinimi semptomlarin
cikisinda etkili olup, 0.02 pg/kg'lik bir doz alinmas1 ise 6liime neden olabilir. Diisiik
dozda SEB’nin insanlar1 etkisiz hale getirmek igin yeterli olmasi, onu potansiyel bir
silah yapan baska faktordiir. SEB’nin inhalasyonundan birka¢ saat sonra nefes
darhigmna ve gogiis agrisina neden olabilir. SEB’ye agir maruziyet sonucu yiiksek
ates, pulmoner d6dem, olast akut solunum sikintis1 sendromu veya septik sok gibi
daha ciddi semptomlar ortaya c¢ikabilir (Pinchuk ve ark., 2010). Gida
toksikasyonlarinda SEB’nin SEA’dan ¢ok daha fazla miktarlarda tiretildigi ve suslar
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arasinda daha ¢esitli oldugu bildirilmis olmasina ragmen, SEA daha fazla sayida gida

zehirlenmesi vakasinda rol oynamaktadir (Xu ve ark., 2016).

Hem kromozomda (FRI-243, FRI-277 veya S6 suslar1) hem de plazmidde
(DU-4916 susu) bulunan seb 705 bp uzunlugundadir. Agirligi 28 kDa olan SEB 239
amino asit kalintisindan olugsmaktadir. SEB ayn1 zamanda SEC1 ile % 67 diizeyinde

amino asit benzerligine sahiptir (Fries ve Varshney, 2013 ve Xu ve ark., 2016).

Stafilokokal enterotoksin C: Stafilokokal enterotoksin C (SEC) spesifik
olarak 239 aminoasit dizilimine sahip olup, varyantina baglh olarak 27,5-27,6 kDa
molekiil agirhgindadir. Kromozomda (SaPI’ler) bulunan sec ile ilgili genler 801
bp'den olusur. SEC, sekansiyla ilgili olarak en ¢cok SEB'ye benzemektedir. Antijenik
olarak SEC’nin SEC1, SEC2, SEC3 alt tipleri kesfedilmistir. Klasik SEC alt
tiplerinin yanisira en az % 95 benzer aminoasit dizisine sahip SEC-bovine ve SEC-

ovine gibi varyantlarin varlig1 da rapor edilmistir (Etter ve ark., 2020).

SEC, mastitisli hayvanlarda en sik izole edilen toksindir. Ek olarak, tek basina
SEC'in meme bezlerinde iltithaplanma, proinflamatuar sitokin iiretimi ve doku
hasarma neden oldugu gosterilmistir. Bu nedenle SEC, S. aureus infeksiyonu ile
iligkili mastitis gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilir. Ayrica SEC’nin insanda da
dogum sonrasi1 mastitiste bulundugu raporlarda mevcuttur. Kontamine siit, S. aureus
ve toksinleri i¢in uygun bir gida ortamina sahiptir. Mastitis ve gida intoksikasyonuna
ek olarak, enfektif endokardit ve atopik dermatitin gelisiminde kritik rol oynayabilir.
SEA ile birlikte SEC, siit ve siit {irlinlerinde en fazla goriilen enterotoksinlerdir. SEC
miktarmin ancak 100 °C ve lizerinde 1s1l islemle azalabilecegi saptanmistir (Etter ve

ark., 2020 ve Fang ve ark., 2019).

SEC i¢in kodlama yapan genler, genellikle bir S. aureus patojenite adalarinda
(SaPI’ler) bulunur. Bununla birlikte sec tasiyan plazmidler de tanimlanmistir. Ayrica
sec geni SaPlbovl, SaPInl / ml, SaPImw2, SaPlovl ve SePIl'de kodlandig1
belirtilmistir. Genellikle TSST-1 kodlayan gen olan tst-1 ile ayn1 yerde bulunur.

SEC’nin iiretimi ge¢ eksponansiyel lireme fazindan duragan faza geciste daha
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fazladir. SEC agr quorum-sensing sistemi tarafindan regiile edilmektedir. Buna ek
olarak rot, SarA, SarB, ve SaeRS cevresel faktorler degistiginde SEC’nin
regiilasyonunda rol oynamaktadir. Glikoz ve NaCl gibi gida ile ilgili stres
fakorlerinin SEC ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir (Etter ve ark., 2020; Schelin
ve ark., 2017 ve Xu ve ark., 2016).

Stafilokokal enterotoksin D: Stafilokokal enterotoksin D (SED) gida
zehirlenmeleri ile iligkilendirilen ikinci en yaygin enterotoksin olarak bilinmektedir.
SED 27,6 kb’lik penisilinaz plazmidi (PIB485) tarafindan kodlanmaktadir ve 228
aminoasit dizilimine sahiptir. Bu 228 amino asitli olgun polipeptit, diger stafilokokal
enterotoksinlere yiiksek derecede sekans benzerligi gosterir. SED geg¢ eksponansiyel
ireme fazinda agr sistemi tarafindan regiilasyonu artmaktadir. Bununla birlikte, SED
sadece kismen agr tarafindan diizenlenir ve yiiksek konsantrasyonlar agr sistemden
bagimsiz olarak olusabilir. SED siiperantijeni, smif II MHC molekiilleri ile
etkilesimlerinde katkis1 olan Zn*? baglanma bolgesine sahiptir. Toksinin gida
zehirlenmesine neden olabilmesi i¢in, kiicik miktarin yeterli olabilecegi
bilinmektedir (Park ve Seo, 2019; Pinchuk ve ark., 2010 ve Xu ve ark., 2016).
Yapilan bir ¢alismada ¢ig siitten elde edilen peynirlerde SEA ve SED varligi
stafilokokal gida zehirlenmesine neden olmustur (Johler ve ark., 2015). Yine %
4.5’1ik tuz ve glikoz stresinin sed ekspresyonunu azaltabildigi ve laktik asit stresinin
sed ekspresyonu iizerinde anlamli bir etkisinin olmadig:1 yapilan ¢alismalar sonucu

bulunmustur (Sihto ve ark., 2015 ve Sihto ve ark., 2016).

Stafilokokal enterotoksin E: Faj tizerinde bulunan Stafilokokal enterotoksin E
(SEE) 771 bp’den olugmaktadir ve 26 kDa olgun hiicre dis1 forma sahiptir. Tek bir
polipeptid zincir iceren SEE sirasiyla NH2- ve COH- terminal amino asitler olarak
serin ve treonin olmak {izere 259 amino asitten olusmaktadir. Isil islemin yani sira
diisiik pH (2,0) ve yiiksek pH (12,0) kosullar1 altinda emetik ve antijenik aktivitesi
muhtemelen ii¢ boyutlu yap1 degisikligine bagli olarak yok olmaktadir. SEE, SEA ve
SED ile % 70-90 oraninda sekans benzerligine sahiptir. SEE, yapisal olarak % 81
SEA’ya benzemektedir (Balaban ve Rasooly, 2000 ve Xu ve ark., 2016).
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Fransa’da 2009 yilinda, pastdrize edilmemis siitten yapilmis yumusak peynir
tilkketimine bagli olarak, SEE’den kaynaklanan bir salgn ortaya ¢ikmistir. Bu salgin
Fransa’da SEE’nin neden oldugu ilk salgin olarak bildirilmistir (Ostyn ve ark.,
2010).

Stafilokokal enterotoksin G: Stafilokokal enterotoksin G (SEG) 1998 yilinda
tanimlanmistir. SEG’nin emetik aktivitesi ve siiperantijenitesi de dogrulanmistir.
SEG 777 niikleotitten olusmaktadir. Ayrica 233 amino asit ve 27 kDa molekiil
agirhiga sahiptir. SEG en fazla SEB ve SEC’ye benzerlik gosterir (Munson ve ark.,
1998 ve Xu ve ark., 2016). SEG ile ilgili gida zehirlenmeleri, diger toksinler kadar
cok calisiimamasina ragmen; Tayvan’daki gida zehirlenmelerinden birinde SEH ve
SEI ile birlikte sorumlu tutulmustur (Chen ve ark., 2004).

Stafilokokal enterotoksin H: Transpozonlar tarafindan kodlanan seh geni
tarafindan cksprese edilen stafilokokal enterotoksin H (SEH) 27,3 kDa molekiil
agirhigina sahiptir. SEH SEA, SED ve SEE ile yaklagik %35 amino asit benzerligi
tasimaktadir. SEH, insan MHC-Il i¢in yiiksek afinite sergileyen giiglii bir
stiperantijendir. SE'lerin ¢ogu T hiicresi reseptoriiniin VB bolgesini uyarmasina
ragmen, SEH T hiicresi reseptorii Va bolgesi ile etkilesime girmektedir. SEH tiretimi
pH kosullarindan ve aerob ya da anaerob ortamda bakterinin inkiibasyonundan
etkilenmistir. SEH iiretimi pH 7,0 ve aerob inkiibasyonda daha fazla iiretilmektedir
(Pettersson ve Forsberg, 2002 ve Xu ve ark., 2016). Gida zehirlenmeleri ile ilgili
toksin olan SEH ge¢ eksponansiyel iireme fazinda iiretilmektedir. SEH, 2000 yilinda
Japonya'nin Osaka kentinde, siit tiiketimiyle iligkili biliylik gida zehirlenmesinin
nedenlerinden biri olarak tanimlanmistir (Ikeda ve ark., 2005). Norve¢’de yapilan
caligmada ise hem patates piiresinde hem de siit toplama tanklarindan alinan ¢ig siitte

SEH’ye rastlanilmistir (Jorgensen ve ark., 2005).

Stafilokokal enterotoksin 1: Stafilokokal enterotoksin | (SEI), SEG ile birlikte
tanimlanmasina ragmen, SEG’den farkli olarak SEA, SED ve SEE ile % 26-28
oraninda aminoasit benzerligine sahiptir. SEI 729 niikleotitten olugsmaktadir. SEI

farklh iilkelerde yapilan calismalarda cesitli gidalardan izole edilmistir. SEI egc
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operonlarinda sentezlenmektedir ve eksponansiyel tireme fazinin ilk donemlerinde en
yiiksek seviyededir (Chen ve ark., 2004; Munson ve ark., 1998 ve Xu ve ark., 2016).

Stafilokokal enterotoksin benzeri toksin J: Stafilokokal enterotoksin benzeri
toksin J’i (SEJ) kodlayan plazmidin (pIB485) SED’yi de kodladig: belirtilmektedir.
SElJ 269 amino asitten olusmaktadir ve SEA, SED ve SEE ile % 64-69 oraninda
sekans benzerligine sahiptir. SELJ siiperantijenik aktiviteye sahip olup, emetik

aktivitesi yoktur (Zhang ve ark., 1998).

Stafilokokal enterotoksin K, L, M, N, O: Stafilokokal enterotoksin K, L, M,
N ve O’dan (SEK, SEL, SEM, SEN, SEO), SEK ve SEL 26 kDa molekiil agirligina
sahip olup, SEK’nin izoelektrik pH-degeri 7,0-7,5 araliginda, SEL’nin izoelektrik
pH-degeri ise 8,5 olarak bilinmektedir. SEK, SEL, SEM, SEN ve SEO siiperantijenik
Ozelliklere (T-hiicreleri aktivasyonu) sahiptirler. SEK toplum kaynakli metisilin
direngli S. aureus (CA-MRSA) suslarinin birka¢ klonal soyu ile 6nemli 6lgiide
iliskili olan bir toksindir. SEB ile birlikte eksprese edildiginde, SEK sekresyonunda
da bir artis elde edilmistir. SEK ve SEL SaPI’ler lizerinde tanimlanmistir. SEM, SEN
ve SEO’nun ise egc’ler iizerinde bulundugu bildirilmistir (Aguilar ve ark., 2014;
Orwin ve ark., 2001 ve Xu ve ark., 2016).

SEK, SEL, SEM, SEN ve SEO toksinlerinin ev misk farelerine intraperitonal
uygulama ile emetik aktivitelerinin varlig1 belgelenmistir (Ono ve ark., 2017).
Maymunlar {izerinde yapilan bir calismada toksinlerin emetik aktiviteleri
degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak SEA ve SEB’den etkilenen maymunlarin sayisi
diger toksinlerden etkilenen maymunlarin sayisindan fazla oldugu ifade edilmistir
(Omoe ve ark., 2013). Cesitli epidemiyolojik arastirmalar, 6zellikle SEK, SEL, SEM,
SEN ve SEO genlerinin, gida zehirlenmesi olan hastalardan izole edilen suslarda

tespit edildigini gostermistir (Chao ve ark., 2015).

Stafilokokal enterotoksin P: Stafilokokal enterotoksin P (SEP) ilk olarak,
MRSA N315 genomundan tespit edilmistir. SEP’nin siiperantijenik ve emetik

aktivitesi bulunmaktadir. SEP’nin olgun formu 233 aminoasitten olusmaktadir. SEA
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ile % 78, SEE ile % 79 oraninda aminoasit benzerligine sahiptir. SEP Sa3n
projafinda bulunan sep geni tarafindan sentezlenmektedir. Bir ¢alisma sonucunda,
sep geni tasiyan MRSA suslariin bakteriyemi gelisiminde 6nemli diizeyde etkili

olduklar1 saptanmistir (Calderwood ve ark., 2014 ve Omoe ve ark., 2005).

Stafilokokal enterotoksin Q: Stafilokokal enterotoksin Q (SEQ)
sliperantijeniteye, pirojeniteye ve endotoksin sokunu artrma yetenegine sahiptir.
Molekiiler agirligi 26 kDa agirhigmda, izoelektrik pH-degeri ise 7,5-8,0 araligindadir.
SEQ profaj ve SaPI’da bulunan genlerden iiretilmektedir. Isiya ve sindirim
enzimlerine kars1 direncglidir. Hatta klasik toksinlerden SEA’ya gore, pepsine kars1
daha diren¢li oldugu goriilmiistiir. SEQ nun maymunlarda ve ev misk farelerinde
emetik aktiviteye sahip oldugu yapilan ¢caligmalar sonucunda tespit edilmistir (Hu ve
ark., 2017). SEQ, baska bir klasik toksin olan SEC'den daha yiiksek, SEA kadar

giiclii onemli emetik aktivite gostermistir (Hu ve ark., 2003).

Stafilokokal enterotoksin R, S, T: Stafilokokal enterotoksin R, S ve T’lerden
(SER, SES, SET) SER 1997 yilinda, Japonya’nin Fukoka sehrinde meydana gelen
gida zehirlenmesinde mide bulantisi, kusma ve diare gibi semptomlar gosteren
hastalardan izole edilen 4 farkli S. aureus susunda (Fukuoka 5, 6, 7 ve 8) tespit
edilmistir. SET ise Fukoka 5 susundan izole edilmistir. SER kodlayan ser geni
pIB485 ve pF5 plazmidlerinde, SES ve SET kodlayan ses ve set genleri pF5
plazmidinde kesfedilmistir. Niikleotid dizi analizine gbre Ser genini seg geni ile en
yakindan iligkili oldugunu anlasilmistr. SER, SES ve SET’nin siiperantijenik
aktiviteleri ve emetik aktiviteleri yapilan ¢aligmalar sonucu belirlenmistir (Omoe ve

ark., 2003 ve Ono ve ark., 2008).

1.7. S. aureus’a Kars1 Gelisen Antibiyotik Direnclilikleri

Insanlarda ve hayvanlarda cesitli infeksiyonlara neden olan S. aureus’un
tedavisi i¢in antibiyotiklere ihtiya¢ vardir. Kullanilan antibiyotikler bakteri

hiicresinde hiicre duvari sentezini, transkripsiyonu, translasyonu ve DNA sentezini
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hedeflemektedir. Antibiyotik direnci, bakterilerin bir veya daha fazla antibiyotige
maruz kaldiktan sonra hayatta kalma yetenegidir. S. aureus cesitli antibiyotiklere
direng gelistirmede oldukca basarilidir. Antibiyotiklere direng tedavilerde
basarisizliklara ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Al-Mebairik ve ark., 2016
ve Vestergaard ve ark., 2019). Antibiyotik direng, bir antibiyotigin klinik bir
infeksiyona kars1t etki etmedigi anlamima gelmektedir. Mikrobiyolojik direng,
fenotipik testlerde esik degerin belirlenmesine bagli uygulamalarla, patojenin direngli
ya da duyarl olarak siiflandirilmasiyla, genetik olarak belirlenmis ya kazanilmis ya
da mutasyona ugramus direng mekanizmalarinin  varligidir (MacGowan ve

Macnaughton, 2017 ve Scott, 2009).

Antibiyotik direnci dogal (intrinsik) veya kazanilmis olabilir. S. aureus’un
antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 arasinda ila¢ hedeflerinin degistirilmesi, enzimatik
ilag inaktivasyonu, ilacin hedefe ulasimmin engellenmesi ve efflux pompasinin
aktivasyonu ile antimikrobiyal bilesenlerin disar1 atilmasi yer almaktadir
(Vestergaard ve ark., 2019). Kazanilmis direng dogal olarak duyarl bakterilerin ayni
ya da farkl tiirden bakterilerden genetik materyalin transferi ile olusmaktadir. Mobil
genetik elemanlar DNA'nin genomlar i¢indeki veya bakteri hiicreleri arasindaki
hareketine aracilik eden enzimleri ve diger proteinleri kodlayan DNA segmentleridir
(Alibayov ve ark., 2014). Bakteriyofajlar, patojenite adalari, plazmidler,
transpozonlar, integratif konjugatif elementler, integronlar ve stafilokokal kaset
kromozomlar1 (SCC) antibiyotik direng genlerini tasiyan mobil genetik elemanlardir
(Haaber ve ark., 2017). Gen aktarimlar1 konjugasyon (plazmid transferi dogrudan
hiicreden hiicreye temas), transdiiksiyon (bakteriyel DNA’nin faj ile taginmasi) ve
transformasyon (ortamdan DNA alinimi) yontemiyle gergeklesmektedir (MacGowan
ve Macnaughton, 2017). Bir bakteri bir antibiyotige direngli hale geldiginde, onceki
o antibiyotige karsi savunmasiz durumuna donememektedir. Ayrica direng,
mikroorganizmanin tim yavru hiicrelerine de aktarilmaktadir (Al-Mebairik ve ark.,
2016).
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1.7.1. Beta laktam Antibiyotiklerine Kars1 Diren¢

Beta laktam antibiyotikleri, hiicre duvar1 iizerinde etkilidir. S. aureus
infeksiyonlarina kars1 tercih edilen antimikrobiyallerin bel kemigi olarak
bilinmektedir. Beta laktam antibiyotikleri hiicre duvar1 peptidoglikanlarinin ¢apraz
baglanmasindan sorumlu olan transpeptidaz ya da transglikozilazi inaktive
etmektedir. Bu da hiicre duvar1 sentezine dolayisiyla yapisina, hiicre duvar1 esaslh
metabolizmaya ve hiicre boliinmesine zarar vermektedir (Smith ve Jarvis, 1999). S.
aureus’un beta laktamlara direncli hale gelmesi genellikle iki temel mekanizma ile
gerceklesmektedir. Birinci mekanizma, blaZ geni tarafindan beta laktamazin
kodlanmasiyla olan enzimatik inaktivasyondur. Ikinci mekanizma ise mecA ve mecC
genlerinin iriinleri yoluyla hedef bolgenin degisimidir (Wendlandt ve ark., 2013).
Beta laktamaz enzimini kodlayan plazmid, ayn1 zamanda gentamisin ve eritromisin

gibi antibiyotiklerinde direng genlerini igerebilir (Schito, 2006).

1.7.1.1. Penisilin Direnci

Penisilinler 1940'larin basinda piyasaya siiriilmesi ile birlikte stafilokok
infeksiyonlarina karsi oldukga etkili olmustur. Bununla birlikte, 1942 gibi erken bir
tarihte, penisiline direngli stafilokoklar, dnce hastanelerde ve ardindan toplumda
tammmlanmustir. Penisilin direncine, beta laktamaz kodlayan gen olan blaZ aracilik
etmektedir. Stafilokoklar beta laktam antibiyotiklere maruz kaldiginda sentezlenen
bu hiicre dis1 enzim, beta laktam halkasini hidrolize ederek inaktif hale getirir. blaz,
antirepresor blaR1 ve baskilayic1 blal diizenleyici genlerin kontrolii altindadir

(Lowy, 2003).

1.7.1.2. Metisilin Direnci

S. aureus’da penisilin direncinin ortaya ¢ikmasi, 1950'lerde streptomisin,

tetrasiklin, eritromisin ve kloramfenikol gibi yeni antibiyotiklerin gelistirilmesini
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tetiklemistir. Ancak yeni bulunan antibiyotikler gelistirilip kullanildikca bu
antibiyotiklere karsi diren¢ gelisimi de ortaya c¢ikmistir. Penisiline direngli S.
aureus’a karst kullanilabilecek antibiyotiklerin siirekli arastirilmasi metisilinin
gelisimine de yol agmustir. Metisilin, penisilinaza direng¢ saglayan penisilin yapisinin
degistirilmesiyle 1950'lerin sonlarinda gelistirilen yar1 sentetik bir penisilin tiirevidir.
Metisilin, diger penisilinlere benzer bir etki mekanizmasi olan bakteriyel hiicre
duvar1 sentezini inhibe ederek, bakterileri 6ldiirmektedir (Boswihi ve Udo, 2018).
Ancak Ingiltere’de 1961 yilmda MRSA’nin ortaya ¢ikmasi ilaci klinik olarak etkisiz
hale getirmistir (Jevons, 1961). Saglik tesislerinde yiiksek oranda antibiyotik
kullaninmi1 nedeniyle, MRSA suslar1 beta laktam antibiyotiklere ek olarak birgok
antibiyotik smifina kars1 diren¢ kazanmistir (Doyle ve ark., 2012).

En yaygin nozokomiyal infeksiyonlarin basinda MRSA gelmektedir
(Uhlemann ve ark., 2014). MRSA suslar1 ilk ortaya ¢iktiginda, genellikle saglik
tesislerine kabul edilen, 6zellikle de daha once antibiyotik kullanan yash hastalarda
goriilmiistiir. Bununla birlikte, 1980°1i yillardan itibaren MRSA suslarinin saglikli
bireylerde de izole edilmesiyle birlikte, 6nemli bir epidemiyolojik de§isime neden
olmuslardir. Bunu, hayvanlardan ortaya ¢ikan yeni bir MRSA tiirii olan g¢iftlik
hayvanlar1 kaynakli MRSA (Livestock Associated MRSA, LA-MRSA) izlemistir
(Boswihi ve Udo, 2018). Hayvanlarda ilk olarak 1972’de mastitisli bir inekten izole
edildigi zamana kadar, MRSA insan kaynakli bir hastalik olarak goriilmiistiir
(Devriese ve ark., 1972). Ancak LA-MRSA ilk olarak 2005 yilinda tanimlanmustir.
Agirlikli olarak Hollanda, Danimarka, Belgika ve ¢evre ililkelerde bulunmasina
ragmen diinyanin bir¢ok yerine hizla yayildigir goriilmektedir (Lindsay, 2010).
Ayrica LA-MRSA'nin gida zinciri yoluyla yayilimi biiyiik endiseye neden
olmaktadir. Domuz ve sigir etleri LA-MRSA ile kesim sirasinda kontamine
olabilmektedir (Boost ve ark., 2013 ve Weese ve ark., 2010). Yapilan ¢aligsmalar
gidalarda MRSA’nin varligini agik¢a gostermekte olup, bu halk saglig: i¢in biiyiik
bir risk olusturmaktadir. Hayvansal orijinli gidalardaki antibiyotiklere direngli
mikroorganizmalar, hayvanlardan insanlara ya da insanlardan hayvanlara dogrudan
temas yoluyla ve gida zinciri yoluyla diren¢ aktarimma neden olabilmektedir
(Lakhundi ve Zhang, 2018 ve Umaru ve ark., 2011).
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Penisilin baglayan proteinin (PBP) afinitesinin azalmasi sonucu metisilin
direnci 1981 yilinda tanmmlanmistir (Hartman ve Tomasz, 1981). Molekiiler
agirhiklarma gore siniflandirilan PBP’ler, hiicre duvarinin peptidoglikan capraz
baglanmasina izin vererek, transpeptidasyon reaksiyonlarmi katalize etmektedir. -
laktam grubu antibiyotikler PBP'lere kovalent olarak baglanarak oldukga kararli
kompleksler olusturmaktadir. Boylece PBP’ler hiicre duvari sentezi i¢in gerekli
reaksiyonlar1 katalize edemez. Metisiline karsi ana direng mekanizmasi, B-laktam
molekiilleri i¢in diisiik affiniteye sahip PBP’nin (PBP2a) sentezini destekleyen mecA
geni olarak bilinen, spesifik gen varligindan kaynaklanmaktadir. MRSA suslar1 -
laktam grubu antibiyotiklerine maruz kaldiklarinda, diisiik affiniteye sahip
PBP2a’nin transpeptidaz aktivitesi nedeniyle hiicre duvari sentezine devam ederek,
bakterinin par¢alanmasi onlenmektedir. Direngten sorumlu mecA geni Stafilokokal
Kaset Kromozom mec (SCCmec; Staphylococcal cassette chromosome mec) olarak
bilinen hareketli genetik materyal iizerinde tasnmaktadir. SCCmec, ¢ok ozel bir
konumda (attBscc) S. aureus’un kromozomuna entegre edilmistir. Sadece S. aureus
arasinda olmayip, tiim stafilokok tiirleri arasinda transfer olabilen bu genetik eleman
mec gen kompleksini, kaset kromozom rekombinazlar1 (ccr), entegrasyon bolgesi
sekanslarindan (ISS) olusmaktadir. mecA geni ve onun diizenleyici elemanlar1 mecl
ve mecR1 mec kompleksi olusturmaktadir. mecl, mecR1 ve mecA’y1 baskilayan bir
protein, mecR1 sinyal uyaric1 bir protein diizenleyerek mecA sentezi gergeklesir ve
PBP2a sentezlenir. Ayrica mecl ve mecR1’in bla gen kompleksiyle (blal, blaR1)
yapist olduk¢a benzerdir. Ancak mecA genini bagka genlerde diizenlemektedir.
Dolayisiyla mecA genini mecl ve mecR1’e yapisi olduk¢a benzedigi igin bla
sisteminin kontrolii altinda da oldugu diisiiniilmektedir. Kromozomal direng tipi
olarak da bilinen bu direng tipinin fenotipik ifadesi homojen ya da heterojen yapida
olabilir. Homojen direngteki izolatlar ¢ok sik gériinmese de tamaminda mecA geninin
varlig1 ve aktif olmasiyla yiliksek diizeyde direng goriilmektedir. Homojen direng
cevresel faktorlerden etkilenmemektedir. Cogu MRSA izolat1 B-laktam
antibiyotiklere kars1 heterojen diren¢ gdstermektedir. Bu izolatlarda goriilen direng
cevresel faktorlerden etkilenmektedir. Baz1 kosullar yerine getirildiginde heterojen
direng¢ homojen dirence doniisebilir. Ancak degisiklik, kosullarm ortadan

kalkmasiyla geg¢ici olmaktadir ve fenotipiktir. Heterojen direng goriilen izolatlarda
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mecA varligina ragmen fenotipik olarak diren¢ ¢ok nadir goriilmektedir. Bunu mecA
geninin fonksiyonunu denetledigi diisiiniilen, peptidoglikanin ¢arpraz baglanmasinda
rolii olan fem genlerinin (factor essential for resistance to methicillin resistance)
metisilin direncinin heterojen olmasinda katkida bulundugu diistiniilmektedir.
Ayrica, aux (auxiliary factors), hmt (high methicillin resistance) ve X faktor gibi ek
faktorlerin de metisilin direncine katkida bulundugu goriilmektedir. Ancak X faktor,
femA ve femB’deki mutasyonlarin dirence olan katkisi olduk¢a fazladir (Berger-
Bachi ve Rohrer, 2002; Carretto ve ark., 2018; Chambers, 1997; Chongtrakool ve
ark., 2006 ve Peacock ve Paterson, 2015).

Modifiye edilmis PBP2a sentezinin yani sira, metisiline stafilokok direnci
baska mekanizmalarla da belirlenebilir. Sporadik olarak oksasiline duyarlilig:
azalmis mecA geni bulunmayan S. aureus suslar1 da rapor edilmistir. Bu suslarin
diren¢ mekanizmalart MRS A suslarindan farklidir ve BORSA olarak tanimlanmuistir.
BORSA  suglar1  metisiline  direngli veya metisiline duyarli olarak
smiflandirilmamaktadir. Ayrica mecA geni bulunan oksasilin MIC degerine gore
smiflandirilan BORSA izolatlarinda eger MIC degeri 0,5-2 ug/mL ise Oksasilin-
Duyarli Metisilin-Direngli S. aureus (Oxacillin-Susceptible Methicillin-Resistant S.
aureus, OS-MRSA) izolat1 olarak ifade edilmistir. Ancak MIC degeri 4-8 pg/mL ise
oksasilin direncli MRSA izolat1 ad1 verilmistir (Zehra ve ark., 2020). BORSA'nin
neden oldugu infeksiyonlarin semptomlar1 MRSA infeksiyonlarina benzer ve
metisiline duyarl S. aureus (Methicillin-Susceptible Staphylococcus aureus, MSSA)
infeksiyonlarindan daha siddetli olma egilimindedir. BORSA’nin direng
mekanizmasi -laktamazin asir1 tiretiminden kaynaklanabilir. B-laktamaz enzimi asir1
sentezlenmesiyle  birlikte p-laktam grubu antibiyotiklerin =~ 6nemli  kismi
parcalanmaktadir. Ayrica bu suslarda PBP2a olusmamaktadir. BORSA’nin
prevalanst sadece insanlarla siirli degildir. Sigir, at, domuz, tavuk, hindi gibi
hayvanlar da bulunmaktadir. Ayrica gidalardan da izole edilmektedir (Hryniewicz ve
Garbacz, 2017).

Diger mecA bagimsiz diren¢ bi¢imi ise dogal PBP’lerde modifikasyonlar
goriildiigii icin Moderately Resistant S. aureus (MODSA) olarak adlandirilan
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izolatlar tarafindan goriilmektedir. Bu izolatlarda PBP2 ve diger PBP’lerde f-laktam
antibiyotikler tarafindan hedeflenen transpeptidaz alaninda ¢esitli nokta mutasyonlar
goriilmektedir. Dolayistyla PBP’lerin B-laktam antibiyotiklere karsi ilgisi azdir.
PBP4’iin asir1 sentezlenmesi MODSA’nin direng mekanizmasidir. Nadir olarak
goriilen bu direng tipi mecA tarafindan olusturulan diren¢ tipine gore direng
seviyeleri  disiiktir. Ayrica MODSA  izolatlarinda B-laktamaz  enzimi
sentezlenmemektedir (Argudin ve ark., 2018 ve Peacock ve Paterson, 2015).

Ingiltere’de 2007 yilinda siit toplama tankindan izole edilen fenotipik olarak
oksasilin ve sefoksitine diren¢li S. aureus LGA251 izolat1 kesfedilmistir. Bu izolatta
mecA geni ve PBP2a negatif bulunmustur. mecC geni kesfedildikten sonra MODSA
olarak tanimlanan izolatlarin bazilarinin mecC pozitif MRSA izolat1 olabilecegi
anlasiimustir. 11k kesfedildiginde mecA genine % 70 benzerligi ile mecA geninin
homologu mecALcazs: olarak adlandirilmistir. mecAicazs: tarafindan kodlanan PBP
PBP2a'ya % 63 benzerlik gosteren bir aminoasidik diziye sahiptir. mecALcazs1 2012
yilinda mecC olarak adlandirilmistir. Rekombinant PBP2amecc proteini oksasiline
sefoksitinden daha ¢ok yakinlik gostermektedir. PBP2amecC'nin 37 °C’de
PBP2amecA'ya gore daha az kararhh oldugu goriilmiistiir. PBP2amecA direng
gosterebilmesi i¢in PBP2’nin transglikosilaz aktivitesi gereklidir. PBP2amecc ise
diger S. aureus’da indiiklenen monofonksiyonel glikotransferazlardan biri ile

interaksiyona girerek direng gostermektedir (Carreto ve ark., 2018 ve Paterson ve
ark., 2014).

1.7.2. Aminoglikozid Direnci

Bakterisidal etkili olan aminoglikozidler sadece ribozomu hedef alan
antibiyotiklerdir. Bakterisit etkinin hiicre zarmma dahil olabilen, permeabilitenin
artmas1 sonucunda aminoglikosidlerin alimini artiran proteinlerin {iretimi ile
gerceklestigi diisiiniilmektedir. Siklikla tercih edilen aminoglikozidlerden biri olan
gentamisin, ribozomun 30S alt biriminin 16S rRNA’smin A bdlgesine baglanarak,

protein sentezine miidahale etmektedir. Gentamisin, S. aureus'un neden oldugu ciddi
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nozokomiyal infeksiyonlarla miicadele etmek i¢in, 1970'lerde piyasaya siiriilmiistiir.
Ancak antibiyotigin kullanimi, mobil genetik unsurlar tarafindan kodlanan yiiksek

seviyeli direncin ortaya ¢ikmasiyla tehlikeye girmistir (Foster, 2017).

S. aureus’un aminoglikosidlere direnci, aminoglikozid ajanlarinin enzimatik
modifikasyonu ve 30S ribozomal alt biriminin hedef modifikasyonlar1 olmak iizere
cesitli mekanizmalar tarafindan saglanir. MRSA suslarinda aminoglikozid direng
belirleyicileri bulunmaktadir. Béylece gentamisinin bu suslara kars1 etkinligi ortadan
kalkmaktadir (McCallum ve ark., 2010).

1.7.3. Glikopeptid Direnci

Glikopeptid antibiyotikler, Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari sentezini
inhibe eden siklik ya da polisiklik ribozomal olmayan peptidlerdir. Bu ajanlar
substrat baglayici olarak hareket etmektedir. Glikopeptidlerin 6nemli iiyeleri arasinda
vankomisin ve lipoglikopeptid yapida olan teikoplanin bulunmaktadir. Vankomisin
ve teikoplanin D-alanil-D-alanin terminaline baglanarak bakteri hiicre duvari
peptidoglikan  tabakasinin  ¢apraz  baglanmasim1i  Onlemektedir.  Bdylece
peptidoglikanin = uzamasini  bloke ederek transglikosilaz reaksiyonu inhibe
edilmektedir (Zeng ve ark., 2016).

ABD’de goriilen vankomisine orta diizeyde duyarli S. aureus (Vancomycin
Intermediate-Resistant S. aureus, VISA) izolatlar1 teikoplanine de direngli oldugu
icin, glikopeptide orta diizeyde duyarli S. aureus (Glycopeptide Intermediate-
Resistant S. aureus, GISA) terimi ile ifade edilmistir. GISA teknik olarak hem
vankomisin hem de teikoplanin i¢in orta diizeyde duyarli olan suslar i¢in daha dogru
bir terim olmasina ragmen; VISA terimi vankomisine direncgli ve teikoplanine orta
diizeyde duyarh suslar1 tanimlamak icin kullanilmaktadir. VISA’da goriilen direng
ise olusan mutasyonlar sonucu hiicre duvari kalinliginin artmasi, hiicre duvari
sentezinin artmasi, hiicre ylizey yiikiindeki degisiklik, peptidoglikanin ¢apraz

baglanmasinin azalmasi ile iligkilendirilmektedir (Appelbaum, 2007).
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Ik olarak Japonya’da 1996 yilinda gdzlemlenen VISA suslari, Avrupa, Asya
ve ABD'de giderek daha fazla tamimlanmistir ve 2002'de ABD'de vankomisine
direngli S. aureus (Vancomycin Resistant S. aureus, VRSA) suslar1 bildirilmistir.
VRSA suslarinda vanA geninin izole edilmesi VRSA izolati ile birlikte izole edilmis
bir Vankomisine direngli enterokok susundan Tn1546 transpozonu ile vanA geninin
tirler arasi transferi yoluyla gergeklesmisti. VRSA suslarinin peptidoglikan
tabakasinda D-alanin-D-laktat sentezlenmesi sonucu vankomisin baglanamamaktadir

(Appelbaum, 2007).

1.7.4. Kinolon Direnci

Gram negatif bakteriyel infeksiyonlarin tedavisi amaciyla, 1980’li yillarda ilk
olarak nalidiksik asit kullanilmistir. Ancak ilaca karsi direng hizla geliserek ilacin
kullanim dis1 kalmasina neden olmustur. Bu antibiyotigin yerine siprofloksasin,
levofloksasin ve moksifloksasin gibi daha yeni ve daha aktif kinolonlar kullanilmaya
baslanmistir.  Yeni diretilen kinolonlar iki halkali kinolon ¢ekirdeginin
degistirilmesiyle florokinolon olarak adlandirilmaktadir. Bu antibiyotikler Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1 olduk¢a etkili olmaktadir. Ancak direng
Pseudomonas, oksasiline direngli stafilokok ve enterokoklarda hizla gelisebilir
(Lowy, 2003 ve Murray ve ark., 2016). Florokinolonlar genellikle S. aureus’a karsi
yiiksek aktiviteye sahiptir. Bu nedenle Klinik diren¢ sinir noktasini agsmak igin, hedef
bolgeyi degistiren ve efflux pompasi sistemlerinin asir1 ekspresyonunu saglayan
coklu mutasyonlarm olusmasi gerekmektedir (Foster, 2017 ve Vestergaard ve ark.,
2019).

Florokinolonlar, bakteriyel DNA replikasyonunun bloke edilmesinden dolay1
etkilidirler. S. aureus'daki birincil hedefin topoizomeraz 1V (grlA ve grIB) ve ikincil
hedefin DNA giraz (gyrA ve gyrB) oldugu iki molekiiler hedefleri vardir. Direng igin
DNA giraz geni olan gyrA ve topoizomeraz tip 1V geni olan grlA’daki robozomal
mutasyonlar aracilik etmektedir. Aminoasitler enzim-DNA kompleksinin hassas

bdlgelerini (kinolon direng-belirleyen bolge, QRDR) degistirerek, kinolon ilgisini her
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iki hedef i¢in azaltmaktadir. Ayrica hem topoizomeraz 1V ve hem de DNA girazda
goriilen mutasyonlar, hedeflerin herhangi birinde tek bir mutasyona gore daha
yiksek direng seviyeleri Uretebilir. S. aureus'daki diger bir diren¢ mekanizmasi,
coklu ilaca direncli efflux pompasinin indiiksiyonudur. S. aureus’un NorA, NorB ve
NorC olmak {iizere ii¢ kromozom olarak kodlanmig efluks pompasinin asiri
ekspresyonu, florokinolonlara duyarliligin azalmasma yol agmaktadir. NOrA
siprofloksasin ve norfloksasine ek olarak beta laktam, kloramfenikol ve tetrasiklin
direncine neden olmaktadir (Fluit ve ark., 2001; Lowy, 2003; McCallum ve ark.,
2010; Smith ve Jarvis, 1999 ve Vestergaard ve ark., 2019).

1.7.5. Tetrasiklin Direnci

Tigesiklin dahil tetrasiklinler, 70S ribozomun 30S alt birimine etki ederek
protein sentezinin uzamasmi engellemektedir (Smith ve Jarvis, 1999). Tetrasiklin
direncinin yayilmasi igin mobil genetik elemanlarin katkisi da bulunmaktadir.
Tetrasiklinlere direng genellikle ya aktif efflux pompasi mekanizmasi ya da ribozom
koruyucu proteinler araciligiyla olmaktadir (FeBler ve ark., 2018). Tetrasiklin direnci
plazmid kaynakli tetK ve tetL genleri yardimiyla aktif efluks pompasi ile ilacin hiicre
disina atilmasiyla olusmaktadir. Ayrica tetrasiklin efluks proteini olan Tet38,
baskilayici protein MgrA inaktive edildiginde tetrasiklin direnci vermektedir.
Ribozom koruyucu proteinler araciligiyla olusan direng tetM ve tetO tarafindan
meydana gelmektedir. Bu tetM ve tetO ribozoma baglanarak yapisii degistirip
tetrasiklinlerin baglanmasini engellemektedir. TetM ve tetO gen iriinleri, minosiklin
dahil tiim tetrasiklinlere karsi dirence aracilik eden ribozom koruyucu proteinleri
temsil etmektedir (FeBler ve ark., 2018 ve McCallum ve ark., 2010).

Tetrasiklinlere karsi direncin ortaya ¢ikmasi nedeniyle, tetrasiklinlerin eski
versiyonlarma kars1 ortak direng mekanizmalarinin {istesinden gelen yeni analoglarin
gelistirilmesi devam etmektedir. Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug
Administration, FDA), 2005 yilinda glisilsiklin smifina ait olan tigesiklini

onaylamigtir. Tigesiklin yapisindaki farkliliktan dolayi tetrasiklinlere gore aktivite
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spekturumunu genisletmektedir ve ribozomal korunma ile efflux mekanizmasinin
iistesinden gelmektedir. Onceki tetrasiklinlere gore daha yiiksek ribozom baglama
afinitelerine sahiptir ve tetrasiklin efflux pompalar1 tarafindan taninmaz ve
tasinmazlar (McCallum ve ark., 2010; Vestergaard ve ark., 2019 ve Zhanel ve ark.,
2006).

1.7.6. Kloramfenikol Direnci

Kloramfenikol, 50S ribozomal alt iiniteye baglanarak, peptidiltransferaz
asamasinda protein sentezini engelleyen bakteriyostatik bir antibiyotiktir. S.
aureus'daki fenikollere diren¢ enzimatik inaktivasyon, aktif efflux pompasi veya
hedef bolge modifikasyonundan kaynaklanabilir. Asetilasyon yoluyla enzimatik
inaktivasyona siklikla, plazmidte bulunan cat geni tarafindan sentezlenen {i¢ tip
Kloramfenikol asetiltransferazdan biri aracilik ederek, antibiyotigin ribozoma
baglanmasini engellemektedir. Kloramfenikoliin aktif efflux pompasi direncine FexA
veya LmrS aracilik etmektedir. Son olarak, kloramfenikol direnci, cfr geni tarafindan
kodlanan bir rRNA metilaz tarafindan A2503 pozisyonunda 23S rRNA'nin hedef
bolge modifikasyonu yoluyla meydana gelebilir (Fepler ve ark., 2018 ve Vestergaard
ve ark., 2019).

1.7.7. MLS Antibiyotiklerine Kars1 Diren¢

MLS (Makrolid, Linkozamid, Streptogramin) antibiyotikleri, 50S ribozomal alt
birimin peptidil transferaz merkezini hedef alarak, protein sentezini 6nlemektedir.
Makrolidler ve streptogramin B, ¢ikis tiineli i¢inde peptidil transferaz merkezine
bitigsik olarak baglanarak peptid zincirinin uzamasini 6nlemektedir. Model makrolid
antibiyotiklerden olan eritromisin polipeptit uzamasini bloke eden 50S ribozomal alt
birimine baglanarak etkilerini gostermektedir. Linkozamidler (klindamisin) ise

peptidil transferaz merkezinde, tRNA'larin aminoasile edilmis uglarinin dogru
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konumlanmasimi onleyerek peptid bagi olusumunu inhibe etmektedir (Schito, 2006

ve Vestergaard ve ark., 2019).

MLS antibiyotiklerine karsi diren¢ hedef bdlge mutasyonu, enzimatik hedef
bolge modifikasyonu, antibiyotigin enzimatik inaktivasyonu ve aktif efflux
pompasiyla goriilebilir. 23S rRNA'nin metilasyonu, bakteriyel direncin kaynagidir.
Hedef bolge modifikasyonu, 23S rRNA'daki bir adenin kalintismma metil gruplari
ekleyen ermA, ermB, ermC genleri ile gergeklesmektedir. Boylece antimikrobiyal
ajanlarmm ribozomal hedef bdlgelerine baglanmasi Onlenmektedir. Ribozomal
metilasyon hem eritromisin hem de klindamisine kars1 capraz dirence neden
olmaktadir. Ayrica, cfr geni tarafindan kodlanan 23S rRNA metiltransferaz,
linkozamidler ve streptogramin A’ya karsi direng saglarken; makrolidlere direng
saglamamaktadir. Antibiyotik dirence L4 ve L.22 ribozomal proteinlerin mutasyonlar1
MLS antibiyotiklerine karsi dirence katki saglamaktadir. Stafilokoklar, MLS
antibiyotiklerinden bir veya daha fazlasini hiicre disina atabilen efflux pompalarini
kodlayan genleri de edinebilir. Bu msrA geni 6zellikle makrolidlere ve sterptogramin
B’ye kars1 direnci saglayarak hiicre i¢i konsantrasyonu korumaktadir (Foster, 2017,

Schito, 2006 ve Vestergaard ve ark., 2019).

1.7.8. Trimethoprim-Siilfametoksazol Direnci

Siilfonamidler 1935 yilinda klinikte kullanilan ilk antibiyotik smifidir.
Siilfametoksazol siilfonamidler arasinda kullanilan en yaygin antibiyotiktir.
Trimetoprim ise 1962 yilinda piyasaya siiriilmiistiir. ki antibiyotik 1968 yilindan
beri kombinasyon olarak kullanilmaktadir. Siilfonamidler, para-aminobenzoik asit
(PABA) analoglar1 oldugu i¢in PABA ile rekabet ederek dihidrofolat olusumunu
katalize eden dihidropteroat senteteaz enzimini inhibe etmektedir. Tritmetoprim ise
dihidrofolattan tetrahidrofolat olusumunu katalize eden dihidrofolat rediiktaz1 (dfrB)
inhibe etmektedir (Smith ve Jarvis, 1999 ve Vestergaard ve ark., 2019).
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S. aureus'da siilfonamid direncinin, ya artan bir para-aminobenzoik asit
tiretiminden ya da dihidropteroat sentetaz enzimini kodlayan kromozomal gendeki
mutasyonlardan kaynaklandigina inanilmaktadir. Trimetoprim direnci, dihidrofolat
rediiktaz enzimini kodlayan dfrB genindeki kromozomal mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Iki antibiyotik, diren¢ gelisimini engellemek igin sikhikla
kombinasyon halinde kullanilmaktadir (Fefler ve ark., 2018; Smith ve Jarvis, 1999
ve Vestergaard ve ark., 2019).

1.7.9. Linezolid Direnci

Protein sentezi inhibitorii olarak etki eden bateriyostatik bir ajandir.
Ribozomun 50 S alt birimine baglanarak protein sentezini engellemektedir

(Stryjewski ve Corey, 2009).

Linezolid direnci ile ilgili ¢esitli raporlar olmasina ragmen, S. aureus suslarmin
% 98'inden fazlasi duyarlidir. Bununla birlikte, MRSA infeksiyonu olan hastalarda
linezolid ile tedavi sirasinda ortaya ¢ikan direng bildirilmistir. Bu direng, tipik olarak,
23S ribozomal RNA'y1 kodlayan genlerin tek niikleotid degisiklikleri ve ribozomal
proteinler L2, L3 ve L22'nin genlerindeki mutasyonlar ile iliskilendirilmistir.
Linezolide kars1 direng esas olarak 23S rRNA geninin mutasyonudur. S. aureus’un
linezolide direncli hale gelebilecegi bir baska mekanizma, ribozomal metiltransferaz
cfr geninin plazmid yoluyla edinilmesidir. Cfr geni 23S rRNA’nin A2503 bolgesinde
adeninin metilasyonuna neden olmaktadwr. Bu degisiklik sonucu fenikoller,
oksazolidinonlar, linkozamidler, streptogramin A ve pléromutilin antibiyotiklerinin
hedef bolgeye baglanmasi engellenmis olmaktadwr (FePler ve ark., 2018 ve
Vestergaard ve ark., 2019).
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1.7.10. Daptomisin Direnci

Daptomisin, Streptomyces roseosporus’un fermentasyon iiriinii sonucu
olusmustur. Daptomisin basta MRSA’ya karsi bakteri hiicre Olimiine yol acan
lipopeptid bir antibiyotiktir (Enoch ve ark., 2007 ve Stryjewski ve Corey, 2009).
Daptomisin hiicre membranmma baglanma sonucunda, kalsiyuma bagl hiicre
membrani depolarizasyonuna neden olur. Olusan depolarizasyona bagli olarak DNA
ve RNA sentezinin engellenmesi sonucu hiicre 6liimleri gergeklesir (Carpenter ve
Chambers, 2004).

Stafilokoklarin tamaminda olmasa da, bazilarinda goriilen genetik degisiklikler
duyarli olmayan fenotipin ortaya ¢ikmasiyla iligskilendirilmistir. Bunlardan ilki
pozitif yiikli lizilfosfatidilgliseroliin sentezini katalize eden multipleptid direng
faktoriiniin - (mprF) aktivitesini artran mutasyonlardir. ikincisi, teikoik asidin
alanilasyonundan sorumlu dlt operonunun asir1 iiretimidir. Ugiincii olarak, histidin
kinaz geni olan yycG geninin mutasyonudur, bu genin hiicre duvar1 dongiisiiyle
iliskisi bulunmaktadir. Dordiincii mekanizma ise RNA polimeraz alt birimlerini
kodlayan genler olan ve daptomisin duyarli olmayan fenotip ile iliskisi net olmayan
rpoB ve rpoC mutasyonlart oldugu diisiiniilmektedir. Bu genetik degisikliklerle
tutarli olarak, daptomisine direngli S. aureus suslar1 icin bildirilen fenotipik
degisiklikler, hiicre membraninin artan pozitif yiikiinii ve kalinlasmis bir hiicre
duvar1 sonucu meydana geldigi belirtilmistir (Nannini ve ark., 2010 ve Vestergaard
ve ark., 2019).

1.8. S. aureus’un Patogenezi ve Olusturdugu Semptomlar

S. aureus'un patojenitesi toksinlere, yayilmaya ve antibiyotik direncine
baghdir. S. aureus nozokomiyal ve toplum kaynakli infeksiyonlarin baglica
nedenlerinden biridir. S. aureus'un neden oldugu genis hastalik yelpazesi, bircok
yiizeye bagl ve hiicre dis1 viriilans faktoriiniin liretilmesinden kaynaklanmaktadir.

Bunlar, konak dokulara yapisan, konak¢i savunmasimni engelleyen veya hiicreleri
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parcalayan molekiilleri igermektedir (Hatem wve ark, 2017). S. aureus
infeksiyonlarinin patogenezinde ilk adim, hasarli konak¢i1 dokularla iligkili memeli
hiicrelerine, plazma proteinlerine ve hiicre dis1 matris proteinlerine adezyonudur.
Infeksiyon durumunda, okaryotik hiicrelere, hiicre dis1 matriks bilesenlerine ve
serum proteinlerine adezyonu S. aureus’un konakgi ile etkilesmesinde oldukca
onemlidir. Protein A, fibronektin baglayan proteinler, fibrinojen baglayan proteinler,
kollajen baglayan proteinler, elastin baglayan proteinler gibi adezinler adezyonda
etkili olmaktadir. S. aureus normal deri ve mukozalarda bulunmasina ragmen; deride
catlaklarmm olusmas1 veya immun sistemin zayifladigi durumlarda bakterinin
kolonizasyonu ile infeksiyon olusturabilir. S. aureus cesitli viriilans faktorlerini
devreye sokarak burun deliklerine kolonizasyonu ve enfekte bolgelere zarar
vermesini ve ciddi kan dolasimi infeksiyonlarima neden olmasini saglamaktadir.
Teikoik asit bakterinin kolonize olmasini kolaylastirmaktadir. CIfB de bakterinin
nazal kolonizasyonunda 6nemli bir belirleyicidir. Kolonizasyonun korunmasinda

onemli olan bir diger etken ise kapsiildiir (Lee ve Bohach, 2004 ve Pal ve ark., 2020).

S. aureus doku i¢inde kolonizasyon sonrasi eksfoliyatif toksinler ve
hemolizinler salgilayarak, deride gozenekler olusturup deri biitiinliigiiniin
bozulmasina ve konake¢i1 i¢inde yayilirlar. Ayrica gesitli enzimler iireterek dokuyu
tahrip ederler. Bu enzimler, konakg1 bagisiklik tepkilerine karsi besin ve savunma
saglamaktadir (Lee ve Bohach, 2004 ve Pal ve ark., 2020).

S. aureus konakc¢inin bagisiklik tepkisinden korunmak igin strateji de
gelistirmektedir. invazyon S. aureus’un konakgiya izinsiz giris basarisinin anahtari
olarak bilinmektedir. S. aureus hiicrelerinin yilizeyinde bulunan protein A’da
antifagositik Ozelliklere sahiptir. Antifagositik mikrokapsiil ile de infeksiyon
sirasinda konakg¢1 bagisiklik sisteminden kagabilmektedir. Iki bilesenli (hetero-
oligomerik) gozenek olusturucu l6kotoksinler, immiin kacgagi i¢cin onemli oldugu
diisiiniilen monositler, makrofajlar ve notrofiller gibi hiicreleri lize edebilir. Yine
lIokositleri pargalayarak immun sistem iizerine etki goOsteren PVL’yi de
salgilamaktadir (Pal ve ark., 2020). S. aureus konakgilarinda, hayatta kalmaya uyum

saglar. Insan konakta bu, dogustan gelen ve adaptif bagisikligin iistesinden gelmek
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icin c¢esitli viriilans stratejileri gelistirdikleri anlamina gelir. Genellikle sekerlerden
olusan inert bir kapsiil iireterek, bagisiklik tamimasini 6nlemek i¢in mikrobiyal
yizeyi kamufle etmektedir. Ayica bagisiklik hiicrelerinde veya diger hiicrelerde
hiicre i¢i bir yasam tarzina uyum saglayarak, bagisiklik sisteminden korunmaktadir

(De Jong ve ark., 2019).

S. aureus’un biyofilm iiretimi de patogenezine Onemli katki sunmaktadir.
Biyofilm bakteriyi antibiyotiklerin etkisine karsi koruyabilmektedir. Buna ek olarak
konak¢t nétrofillerin ve makrofajlarin fagositozuna karsi direng saglamaktadir

(Foster ve Geoghegan, 2015).

S. aureus insan ve hayvanlarda ¢ok cesitli hastaliklara neden olabilecegi igin
klinik olarak en onemli tiirdiir. S. aureus, toplumda ve hastane ortamlarinda hem
toksin aracili hem de toksin aracili olmayan mekanizmalar yoluyla hastaliklara neden
olan, énemli bir patojendir. Infeksiyonlar deri ve yumusak dokulardan, invaziv,
yasami tehdit eden hastaliklara kadar gesitlilik gostermektedir. S. aureus’un neden
oldugu infeksiyonlar1 yiizeysel lezyonlar ve yara infeksiyonlari, toksinlerin neden
oldugu hastaliklar ve sistemik infeksiyonlar olmak iizere ii¢ kategoride toplamak
miimkiindiir (Fontana ve Favaro, 2018). S. aureus saprofit olarak insan deri
florasinin ortak bir bileseni oldugu i¢in, deri ve yumusak doku infeksiyonlarmin ana
ajanlarindan biridir. Apse, seliilit, foliikiilit, ¢iban, karbunkiil (kan ¢ibani), erisipel
(yilancik hastaligi), mastitis, konjuktivit gibi cilt ve yumusak doku infeksiyonlarina
neden olabilir. Yara infeksiyonlarinin daha derin dokulara yayilmasi halinde
lenfadenit ve lenfanjit ile sonuclanabilir. Toksinler stafilokokal gida zehirlenmesine
ve toksik sok sendromuna neden olmaktadir. Ayrica stafilokokal antijenler atopik
dermatit gibi cilt bozukluklariyla, romatoid artrit, multiple skleroz, Kawasaki
hastaligi, idiyopatik pulmoner fibroz ve kronik rinosiniizit gibi otoimmun
hastaliklarla iliskilendirilebilir. S. aureus septisemiye neden olduktan sonra
endokartit, perikardit ve prostetik kalp endokardit gibi endovaskiiler hastaliklara,
menenjit, omurilik apseleri gibi merkezi sinir sistemi hastaliklarma, osteomyelit,

septik artrit gibi invaziv infeksiyonlar, trakea iltithabi, pndmoni, akciger apseleri gibi
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solunum yolu infeksiyonlarina neden olabilmektedir (John, 2004 ve Que ve
Moreillon, 2015)

Biiyiikbas ve kiiclikbas hayvanlarda ise S. aureus’un neden oldugu bilinen
baslica hastalik gangrendz ve subklinik mastitis olarak bilinmektedir. Ayrica S.
aureus toksik sok sendromu, apse, dermatit, furunkiiloz, gastroenterit, osteomiyelit,
menenjit, pnémoni, endokardit ve yara infeksiyonlar1 gibi bagka hastaliklara da
neden olabilmektedir. S. auerus domuzlarda eksudatif dermatite yol agmaktadir.
Tavuklarda da toksik sok sendromu, septisemi, septik artrit ve osteomyelitise neden
olabilmektedir (Haag ve ark., 2019 ve Marsilio ve ark., 2018).

En yaygin gida kaynakl hastaliklardan biri olan stafilokokal gida zehirlenmesi,
infeksiyondan ziyade bir zehirlenmedir. Hastaliga, organizmalarin hasta tizerindeki
dogrudan etkisinden ziyade, gidalarda bulunan bakteriyel toksin neden olmaktadir
(Murray ve ark., 2016). Genellikle S. aureus’un hastaliga neden olacak kadar yeterli
toksin {iretmesi i¢in gidada 10° kob/g’dan seviyelerinde olmasi gerektigi kabul
edilmektedir (Hennekinne ve ark., 2010). Enfektif doz hasta duyarliligina gore
degisebilmesine ragmen, yaklasik 0,1 pug’t insanlarda stafilokokal gida
zehirlenmesini  indiikleyebilir. Gida zehirlenmelerinin  siddeti  bir  bireyin
enterotoksinlere olan duyarliligina, yenen kontamine gida miktarina, yutulan
gidalardaki toksin miktarma ve kiginin genel saghigmma baghdir (Seo ve Bohach,
2010). Toksin tipi ayrica hastaligin olasihigmi ve ciddiyetini etkileyebilir. Ornegin,
SEA neden oldugu infeksiyonlar daha yaygin goriilmesine ragmen, SEB'ye maruz
kalan kisiler daha siddetli semptomlar gosterirler. Enterotoksinler oldukga giiclii
olmasmna ragmen, semptomlar1 indiiklemek igin gereken enterotoksin miktart,
kontamine gida yoluyla edinilen diger bir¢cok ekzotoksininkine kiyasla nispeten
fazladir. Genelde kontamine olmus gidalarda yaklagik 1 pg diizeyindeki SE’ler gida
zehirlenmesine iliskin semptomlarin ¢ikisi i¢in yeterlidir. Ancak ¢ok hassas kisilerde
hastaliga neden olmak i¢in 100-200 ng doz yeterlidir (Bennet ve ark., 2013 ve Park
ve Seo, 2019).
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Stafilokokal gida zehirlenmesi yeterli diizeyde S. aureus tarafindan tiretilen bir
veya daha fazla toksin ile kontamine olmus gidalarin tiikketilmesiyle olusmaktadir.
Enterotoksin alimini takiben semptomlarimn ¢ikisi oldukga hizli olup, genellikle 0,5-8
saattir. Siddetli kusma, mide bulantisi, karin kramplar1 ve diyare tipik bulgulardandir.
Terleme, bas agrisi, halsizlik, hipotansiyon ve diisiik dereceli ates ¢cok nadir de olsa
goriilebilir. Diyare sulu ve kansizdir. Dehidratasyon diarenin siddetine gore, sivi
kaybina bagl olarak goriilebilir. Cogu durumda, iyilesme birkag saat ile 24-48 saat
arasinda goriilmektedir. Hospitalizasyon ¢oguklukla gerekli degildir ve 6liim oranlar1
diistiktiir (dogrulanmig vakalarin % 0,03'i), ancak bebekler ve yash hastalar daha
biiyiik risk altindadir (Murray ve ark., 2016; Stewart, 2017 ve Thapaliya, 2019).

Genelde gida artiklarinda stafilokokal enterotksinlerin tespit edilmesi ile
birlikte S. aureus’un hasta kusmuklariyla birlikte diskida ve sorumlu gidada izole
edilmesi ve sayismmin gidada 10° kob/g’dan fazla olmasi, stafilokokal gida

zehirlenmelerinin teshisinde 6nemlidir (Hennekinne ve ark., 2010).

Kusmaya neden olan enterotoksinler icin hiicresel reseptorler abdominal
viserada bulunmaktadir. Yapilan arastirmalar, enterotoksinlerin karin bolgesindeki
sinir reseptorlerini uyardigini, bu reseptorlerin vagus ve sempatik sinirler yoluyla
uyarilar1 ilettigini ve sonugta merkezi kusmay1 uyardigini gostermektedir. Ev misk
faresini kullanan bir ¢alismada, SEA'nin bagirsakta bir 5-hidroksitriptamin (5-HT)
salimma neden oldugunu ve vagal afferent ndronlardaki 5-HT3 reseptorlerinin SEA
kaynakli kusma i¢in gerekli oldugu belirtilmektedir. —Stafilokkal gida
zehirlenmelerinde, gastrointestinal sistem inflamatuar degisikliklere ugramaktadir.
Toksin kaynakli inflamasyonun kusmaya yol agtigi varsayilmaktadir. Gida
zehirlenmeleri  seyrinde histamin, prostaglandin E2, lokotrienler B4, 5-
hidroksiieikosatetraenoik asit, lokotrien E4 (sisteinil lokotrienler) gibi ¢esitli
inflamatuar mediatorleri iiretilmektedir. Gida zehirlenmeleri sirasinda inflamatuar
aracilarin mast hiicreleri tarafindan salindigi ileri siiriilmektedir. Emetik aktivitede
belirlenen hipotezlerden birincisi, enterotoksinlerin mast hiicre reseptorlerine
dogrudan baglanmasi; ikincisi ise duyu sinirlerinden saliman ndropeptitlerin, mast

hiicrelerini aktive etmesidir (Thapaliya, 2019).
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1.9. S. aureus’un Hayvansal Gidalara Gecisinde Kontaminasyon

Kaynaklan

Stafilokoklar havada, tozda, kanalizasyonda, suda, cesitli gidalarda ve gida
ekipmanlarinda, ¢evrede, ylizeylerde, insanlar ve hayvanlarda bulunabilmektedir
(Bennet ve ark., 2013).

Insanlar S. aureus i¢in ana rezervuarlardir. Etkenin kolonize oldugu bireyler
tastyict rol oynayarak, etkenin gidalara transferinde dnem tasirlar. Insanlarda 6n
burun bolgesi kolonizasyonun fazla gorildiigii bolge iken, S. aureus deri ve
perineum gibi bolgelerde de kolonize olabilir. S. aureus’un gerek insanlar arasinda
gerekse insanlardan gidaya geg¢isi, dogrudan temas sonucu deri yoluyla veya
damlacik yoluyla gergeklesebilir. S. aureus’un gidalara bulagsmasinda, gida
isletmelerinde calisan personel onemli rol oynamaktadir (Park ve Seo, 2019).
Ozellikle gida isletmelerinde ¢alisan personelin hijyen kurallarina uymamasi ve
olusan ¢apraz kantaminasyonlar nedeniyle Salmonella spp., S. aureus ve Escherichia
coli gibi gida kaynakli patojenlerin yayilmasinda 6nemli bir yeri vardir (Bas ve ark.,
2006 ve Woh ve ark., 2016). Nitekim bu baglamda yapilan bir ¢alismada personel
ellerinden alman 50 Ornegin 18’1 ile 50 burun Orneginden 32’sinde S. aureus
saptanmustir (Castro ve ark., 2016). Ayrica Uzunovic ve ark. (2013) yaptiklar
calismada, personelden alinan Orneklerde MRSA suslarina da rastlandigini
bildirmislerdir. Yine yapilan bir¢ok calismada, bu durumun MRSA salgmlarini
baslatabilecegi rapor edilmistir (Jones ve ark., 2002; Kluytmans ve ark., 1995 ve
Soares ve ark., 1997). Yapilan baska bir ¢alismada ise sadece S. aureus’un degil
koagulaz negatif stafilokoklarm da gida isletmelerinde ¢alisan kisilerin ellerinde ve
burun bosluklarinda 6nemli diizeyde bulundugu ve bunlarin ¢esitli enterotoksin
genleri tagidigi tespit edilmistir (Rall ve ark., 2010). Personel haricinde et isletmeleri
ile siit igletmelerinde kullanilan c¢esitli alet ve ekipmanin da, S. aureus
kontaminasyonunda rol oynadigi belirlenmistir (Gutierrez ve ark., 2012; Kadariya ve
ark., 2014 ve Syne ve ark., 2013). Stafilokokal gida zehirlenmeleriyle yetersiz

sogutma, gidalarin tiiketilmeden ¢ok Once hazirlanmasi, yetersiz personel hijyeni,
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gidalarm yetersiz 1sitilmasi1 ve gidalar servis edilirken 1sitict plaklarin uzun siire

kullanilmast ile iliski bulundugu anlagilmistir (Bennet ve ark., 2013).

S. aureus’un onemli bir kaynagi da hayvanlardir. Yapilan bir calismada
rastgele secilen 47 sigirdan 17°sinin (% 36,2) ve rastgele segilen 28 domuzdan
20’sinin (% 71,4) burun bosluklarinda S. aureus bulunmustur (Zehra ve ark., 2017).
Bakterinin hayatta kalmasmi kolaylastiran faktorler, gida amaglh yetistirilen
hayvanlarin bakiminda ve triinlerinin islenmesinde 6nemli endiseler yaratmaktadir.
Enterotoksin iireten S. aureus’u tasiyan veya subklinik mastitten etkilenen evcil
hayvanlar baska bir potansiyel kontaminasyon kaynagidir. S. aureus Klinik ve
subklinik mastitisin ana etkenlerinden biridir (Ewida ve Al-Hosary, 2020). Ayrica siit
ve siit Uriinlerinin depolanmasi, taginmasi ve islenmesi sirasinda kullanilan alet ve
ekipmanlar da kontaminasyonda rol oynarlar (Abunna ve ark, 2016; Basanisi ve ark,
2016 ve Park ve Seo, 2019).

Et ve et iirtinlerinin S. aureus ile kontaminasyonunda, kesim hijyeninin uygun
olmamasi etkilidir. Kasaplik hayvanlar 6zellikle derileri ile kesimhaneye c¢esitli
mikrooranizmalar1 tasirlar. Kesim isleminin kan akitma, deri ylizme ve i¢ organ
cikarma asamalarinda karkasla olusan temaslar kontaminasyon riskini oldukga
artirmaktadir. Ayrica kesim sirasinda zemin, duvar, bigak, testere, masat, personel
onliigii, personelin kullandig1 eldiven, personel eli 6nemli kontaminasyon
kaynaklaridir (Bakhtiary ve ark, 2016; Collins ve Huey, 2014; Gill, 2007; Moon ve
ark., 2015; Schlegelova ve ark, 2004; Soepranianondo ve Wardhana, 2019 ve
Zweifel ve Stephan, 2014). Kesimhaneler haricinde et isleme tesisleri ve perakende
satts magazalarinda ¢alisan personelden ve kullanilan bigaklar, dograma
tahtalarindan, kesme makinelerinden de kontaminasyon sekillenebilir (Kim ve Yim,
2017). S. aureus tavuklarin deri yiizeylerinde bulunabilir. Kanatli hayvanlarin kesim
asamalarinda da, kontaminasyon ihtimali oldukg¢a yiiksektir. Ozellikle tiiy yolma
islemi, kontaminasyonun baslica kaynag1 olarak kabul edilmektedir. Genelde kanatli
liriinlerinde S. aureus’un bulunmasi temas, tasima, isleme, ambalajlama ve
depolamaya bagli kontaminasyonlar sonucu olusmaktadir. Ayrica kanath

karkaslarmin par¢alanmis olarak satilmasi da, kontaminasyon ihtimalini artiran
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etkenlerdendir (Ibrahim ve ark., 2015; Perez-Arnedo ve ark., 2021 ve Wang ve ark.,
2013).

Kaynag1 ne olursa olsun S. aureus bircok gidada baslangigta 102 kob/g
diizeyinde bulunabilir. Daha sonra etken uygun kosullarda iiremeye devam ederek,
sayisal olarak 10° kob/g’m iizerine ulastiginda, olusturdugu toksinlerle gida

zehirlenmesine neden olurlar (Montville ve ark., 2012).

1.10. S. aureus’un Gidalarda Varhgi

Yiiksek protein igerikli gidalar S. aureus’un iiremesi i¢in olduk¢a uygundur.
Cig et ve islenmis et {iriinleri, kanath etleri, balik, deniz {iriinleri, yumurta, ¢ig siit,
cesitli siit Uriinleri, muhallebi, kremali turtalar, ¢ikolatali tatlilar, pasta ve krema
dolgulu hamur isleri gibi unlu mamiiller, ton baligi, tavuk, makarna ve patates
salatalar1, perakende satilan gidalar, sandvig¢, hamburger gibi tiiketime hazir gidalar,
mayonez gibi cesitli gidalarda siklikla S. aureus bulunmaktadir (Ali ve ark., 2020;
Can ve ark., 2017; Mohammed ve ark., 2021; Organji ve ark., 2018; Rahman ve ark.,
2018 ve Shylaja ve ark., 2018).

Stafilokokal gida zehirlenmesinin meydana gelmesi i¢in, dncelikle S. aureus ile
kontamine olmus gidalarin uygun sicaklik ve silirede bekletilmesi gerekir. Daha sonra

bu gidada yeterli seviyede toksin olusmasmdan sonra, tiiketilmesi gerekmektedir

(Liu, 2015).

1.10.1. Et ve Et Uriinlerinde S. aureus’un Varhgi

Et kolay bozulan bir gidadir. Kesim sirasinda canli hayvanlarin deri gibi dogal
koruyucu bariyerleri ve antimikrobiyal peptitler gibi dogal savunma mekanizmalar1
bozuldugu i¢in, gida kaynakli mikroorganizmalar etlerin mikroflorasinda bulunurlar

(Xu ve ark., 2021). Et insan beslenmesinde 6nemli olmasina ragmen notr pH ve
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yiiksek su aktivite degerine sahip olmasi ayrica yiiksek protein igerigi nedeniyle
bakterilerin gogalmasi ve hayatta kalmasi i¢in uygun kosullara sahiptir. Bu 6zellikleri
nedeniyle etler, gida kaynakli hastaliklarin yayilmasinda énemli rol oynarlar (Jaja ve
ark., 2018).

Wu ve ark. (2018), yaptiklar1 ¢alismada domuz etlerinde % 47,7 (114/239),
sigir etlerinde % 50,4 (63/125), kanath etlerinde % 67,9 (108/159), koyun etlerinde
% 54,9 (12/22) ve bacon/sosis Orneklerinin % 18,6’sinda (11/59) S. aureus
bulduklarin1 belirtmiglerdir. Ayrica ayni c¢alismada, hizli dondurulmus domuz
etlerinde % 50 (5/10), sigr etlerinde % 31,4 (11/35), kanath etlerinde % 60,9
(154/253), koyun etlerinde % 30,9 (21/68) ve buharda pisirilmis mantida % 29,4
(69/235) diizeyinde S. aureus identifiye edilmistir. Ruban ve ark. (2018), satilan
koyun etlerinde S. aureus’un prevalansinin % 66,2 diizeyinde oldugunu
belirtmiglerdir. Pekana ve Green (2018), ise caligmalarinda sigir karkaslarinda %
20,4; koyun karkaslarinda % 3,3 ve domuz karkaslarinda % 14 oraninda S. aureus

bulundugunu bildirmislerdir.

Ayni1 sekilde Bantawa ve ark. (2018), tarafindan yapilan c¢alismada ise
marketlerden alman tavuk, domuz, bufalo ve ke¢i etlerinde S. auerus’u sirasiyla %
53.3, % 73,3, % 80 ve % 70 diizeyinde bulmuslardir. Yapilan baska bir ¢aligmada ise
Brezilya’dan gelen dondurulmus etin % 27’sinde, Hindistan’dan gelen dondurulmus
ette % 26,67’sinde ve yerel kesilmis ette % 22’sinde S. aureus saptandigi rapor
edilmistir (Saleh ve ark., 2016). Osman ve ark. (2017), ithal dondurulmus sigir
etlerinde S. aureus’un % 3 diizeyinde bulundugunu belirtmislerdir. Haskell ve ark.
(2018), tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise 36 sigir 6rneginin birinde (% 2,8),
49 tavuk eti 6rneginin 14’tiinde (% 28,6), 39 domuz eti 6rneginin 12’sinde (% 30,8)
ve 35 hindi eti 6rneginin dokuzunda (% 25,7) S. auerus izole edilmistir. Tang ve ark.
(2017), perakende satilan tavuk etlerinin % 75’inde, domuz etlerinin % 60’1inda ve

hindi etlerinin % 52’sinde S. aureus saptamuglardir.

Yine yapilan baska bir caliymada da kasap ve marketlerden alinan kiymalarin

% 20’sinde, sosislerin % 20’sinde, dana burgerlerin % 12’sinde, kasap ve market
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caliganlarinin el siiriintiilerinin % 32’sinde, burun 6rneklerinin ise % 28’inde S.
aureus izole edilmistir (Nossair ve ark., 2018). Benzer sekilde Shylaja ve ark. (2018),
yaptiklar1 calismada herbirinden 30’ar adet aldiklar1 tavuk eti, sigir eti, koyun eti,
domuz eti, hindi eti, tavuk nugget, sosis ve burger drneklerinin sirasiyla 21 (% 70),
17 (% 56,6), 19 (% 63,3), 15 (% 50), 19 (% 63,3), 18 (% 60), 16 (% 53,3) ve
17°sinde (% 56.6) S. aureus tespit etmislerdir. Ge ve ark. (2017), 3.520 perakende et
orneginin 982'sinde (% 27,9) S. aureus saptamislardir. Bu g¢alismada, S. aureus
prevalansi en yiiksek hindi eti (% 50,9), ardindan sigir eti (% 24,5), domuz eti (%
22,6) ve tavuk etinde (% 13,5) bulunmustur.

Tavuk ve hindi karkaslar1 lizerine yapilan bir ¢aligmada, tavuk karkaslarmin %
40,6’sinda, hindi karkaslarinin % 45,7’sinde S. aureus bulunmustur (Mebkhout ve
ark., 2018). Yine tavuk etleri lizerinde yapilan bagka bir ¢calismada ise 200 tavuk eti

orneginden 94’iinde S. aureus saptanmustir (Kim ve ark., 2018).

1.10.2. Siit ve Siit Uriinlerinde S. aureus’un Varhgi

Siit S. aureus gibi gida kaynakli patojenlerin gelismesi i¢in miikemmel bir
gidadir. Bu yiizden siitiin ¢ig olarak tiiketilmesi toplum sagligi ac¢isindan oldukca
risklidir (Chieffi ve ark., 2020). Yapilan bir calismada 200 ¢ig siit 6rneginin %
45’inde S. aureus bulunmustur (Bano ve ark., 2020). Bissong ve ark. (2020), yaptig1
calismada ciftliklerden alinan 39 ¢ig siit 6rneginin 19’unda (% 48) S. aureus’a
rastlamislardir. Yapilan bir baska ¢alismada 195 ¢ig siit 6rneginin % 46,2’sinde S.
aureus izole edilmistir (Wang ve ark., 2018). Inek, koyun ve kegi siitlerinin
bulundugu siit toplama tanklarindan da S. aureus siklikla izole edilebilmektedir
(Tegegne ve ark., 2019). Yapilan bir ¢alismada iireticiden 49 kegi siitii Ornegi
alinmustir. Siitlerin tamaminda S. aureus goriilmiistiir (Rebougas ve ark., 2020).
Yapilan bir bagka ¢alismada 197 kegi siitii toplama tankinin 85’inde (% 43,1) S.
aureus pozitif olarak bulunmustur (Cortimiglia ve ark., 2015). Halk sagligi
acisindan siite uygulanan onemli bir 1s1 islem olan pastdrizasyon ile birlikte birgok

patojen mikroorganizma elimine olmasina ragmen yapilan ¢aligmalarda pastorize
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stitlerde farkli oranlarda (% 56,6; % 20,4; % 3,9) S. aureus izole edilmistir (Dai ve
ark., 2019; Gundogan ve ark., 2006 ve Rall ve ark., 2008). Ancak pastorizasyon
sonrast siitte enterotoksinler biyolojik aktivitelerini koruyarak siitte kalabilir ve
stafilokokal gida zehirlenmelerine yol agabilir (Asao ve ark., 2003 ve Dai ve ark.,
2019).

Sigirlarda S. aureus kaynakli mastitisli siitlerin ¢ig olarak ya da ¢ig siitten elde
edilen siit iriinlerinin tiiketimi stafilokokal gida zehirlenmelerine neden olabilir
(Grispoldi ve ark., 2019; Hummerjohann ve ark., 2014; Jakobsen ve ark., 2011;
Képpeli ve ark., 2019; Rall ve ark., 2014 ve Vaughn ve ark., 2020). Pastorize
edilmemis siitten Uretilen peynirlerin genellikle mikrobiyolojik olarak giivenli
olmadig1 diisiiniilmektedir ¢linkii S. aureus’un peynir ile kontaminasyonu siit
ciftliginde, peynir iiretim ve olgunlasma asamasinda, peynir yapimindan sonra
olmas1 miimkiindiir (Yoon ve ark., 2016). Hummerjohann ve ark. (2014), ¢ig siitten
elde edilen 78 peynirle yaptigi ¢alismada elde edilen 623 koagulaz pozitif stafilokok
izolattan 609 izolat1 S. aureus olarak bulmuslardir. Jakobsen ve ark. (2011), inek ve
keci peynirleri yapim asamalarinda numuneler alinarak S. aureus varhigi
arastrrmiglardir.  Yapilan 122 peynirin % 67,5’inde S. auerus kontaminasyonu
goriilmiistiir. En yiiksek S. aureus kontaminasyon seviyelerine ilk preslemeden 5-6
saat sonra hem kec¢i hem de sigir peynirinde ulasilmistir. Jamali ve ark. (2015),
toplam 2.650 c¢ig siit ve siit Uriinlerinde yaptig1 calismada 328 (% 12,4) 6rnegi S.
aureus ile kontamine oldugunu bulmuslardir. Kontamine gidalarin 162’sini ¢ig inek
stitli, 86’sm1 ¢ig koyun siitii, 49’unu ¢ig siitten elde edilmis geleneksel peynir ve
31’ini kashk olusturmustur. Can ve Celik (2012), 100 beyaz peynir ve 100 tulum
peyniri lizerinde yaptigi ¢alismada beyaz peynir 6rneklerinin besinde, tulum peyniri
orneklerinin yedisinde S. aureus izole etmislerdir. Rola ve ark. (2016), toplam 244
peynirin 122 (% 50)’sinin S.aureus ile kontamine oldugunu bildirmislerdir. Saka ve
Terzi Giilel (2018), 100 ¢ig bufalo siitii 6rnegi, 50 bufalo siitiinden elde edilen peynir
ve 50 krema 6rneginden sirasiyla 30 (% 30), dokuz (% 18), 17 (% 34) oraninda S.
auerus identifiye etmislerdir. Toubar ve ark. (2018), 35 siit 6rneginin 22’si (% 53,3),
35 peynir 6rneginin 15’inde (% 40), 10 krema 6rneginin tigiinde (% 30), 10 tuzsuz
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tereyagmin t¢iinde (% 30), 30 yogurt 6rneginin 10’unda (% 35) S. aureus pozitif

olarak bulmuslardir.

1.10.3. Diger Gidalarda S. aureus’un Varhgi

S. aureus canli baliklarda dogal olarak bulunmamasmna ragmen, balik ve
balik¢ilik tiriinlerinde depolama sirasinda olabilecek c¢arpraz kontaminasyon ya da
personelden kaynaklanan kontaminasyon sonucu S. aureus’a rastlanilmaktadir
(Saklani ve ark., 2020). Baliklarin S. aureus tarafindan kontaminasyonu isleme ve
paketleme asamalarindan sonra artmaktadir ve yapilan bir ¢alisma sonucu islenmis
baliklarda S. aureus prevalansinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Trol ve olta ile
tutulan baliklarin hi¢cbirinde S. aureus’a rastlanilmamistir (Saito ve ark., 2011).
Yapilan bir ¢alismada taze balik {iriinleri (% 43), donmus balik iirtinleri (% 30),
salamura balik (% 27), dumanlanmis balik (% 26), pisirmeye hazir balik iirtinleri (%
25), surimi (% 20), balik yumurtas1 (% 17) ve diger tiikketime hazir balik iiriinlerinde

(% 10) S. aureus izole edilmistir (Vazquez-Sanchez ve ark., 2012).

S. aureus kiimes hayvanlar1 ve yumurta iiretim ortaminda yaygm oldugu i¢in
yumurtalarda da bulunmasi olasidir. Ev tavugu yumurtalar1 {lizerinde yapilan
calisgmada (275), baskin tiiriin S. xylosus (49/275; % 17,8) oldugu belirtilmesine

ragmen sadece iki yumurtada S. aureus bulunmustur (Syed ve ark., 2019).

Kiiresel bir trend haline gelen tiiketime hazir gidalar zayif sterilizasyon,
paketleme eksikliginden dolay1 nakliye, depolama ve satis sirasinda S. aureus
tarafindan kolayca kontamine olabilir. Yapilan bir caligmada 2.160 tiiketime hazir
gidadan 54 S. aureus izolati elde edilmis ve bunlarin dagilimi et iriinlerinde 31/1209
(% 2,6), siit tiriinlerinde 6/200 (% 3), meyve ve sebzelerde 9/401 (% 2,2) ve tatlilarda
8/350 (% 2,3) oraninda bulunmustur (Lin ve ark., 2019). Yine tiiketime hazir olan
645 gidanin (domuz, sigwr, kanath, koyun etleri) 79’unda (% 12,2) S. aureus
bulunmustur (Wu ve ark., 2018). Wang ve ark. (2019), yaptig1 calismada 1.128 farkl

gida orneginden 111 S. auereus izolat1 izole etmislerdir. S. aureus taze kesilmis
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meyve/sebzelerde % 20,5 (26/127), piring triinlerinde % 11,5 (21/183), hayvansal
triinler % 10 (49/492), donmus tatlilar (14/187) ve su aktivitesi diisiik tatlilarda %
0,7 (1/139) oraninda gorilmiistiir. Mohammed ve ark. (2021), 50 dana burgerin %
90’mnda, 50 sosisli sandvigin % 86’sinda S. aureus belirlemislerdir. Beshiru ve ark.
(2021), acik pazardan alinan tiiketime hazir 720 karides Orneginde 53 S. auerus
izolat1 elde etmislerdir. Diinya genelinde bilinen tiiketime hazir gidalar haricinde her
ilkenin kendine 6zgii geleneksel tiikketime hazir gidalar1 da S. aureus ile kontamine
olabilir (Lennox ve ark., 2018). Nijerya’da geleneksel tiikketime hazir gida
orneklerinden 53 6rnek almmistir. Izole edilen 70 Staphylococcus spp.’nin 65’1 (%
92,8) S. aureus olarak saptanmustir (Egege ve ark., 2020). Susi ve sasimi iizerinde
yapilan ¢aligmada toplam 200 6rnegin 52’sinde (%26) S. aureus bulunmustur (Puah
ve ark., 2017). Shaltout ve ark. (2017), sigir kdftesinin % 32'sinde, sigir karacigerinin
% 44'inde, savurmanm % 8'inde ve dana sosisinin % 16'sinda S. aureus tespit

edildigini ifade etmislerdir.

1.11. S. aureus’un Epidemiyolojisi

Epidemiyoloji farkli popiilasyonlarda saglik ile ilgili vakalarm olusumunu ve
dagilimin1 arastrmaktadir. Bu disiplin, saghgi etkileyen faktorleri ve meydana
getirdigi etkileri inceleyerek elde edilen bilgiler sonucunda saglik problemlerini
kontrol etmeyi amaclayan uygulamalar1 incelemektedir. Insanlarda ve hayvanlarda
infeksiyona neden olan firsat¢1 ve patojen mikroorganizmalarin varligi bilinmektedir.
Duyarli ve savunmasiz konaklar1 periyodik olarak kolonize etme 06zellikleri
mikroorganizmalarin hayatta kalma ve dagilimmi belirleyen faktorler olarak
bilinmektedir (Kosecka-Strojek ve ark., 2018). Epidemiyolojik ¢aligmalarda salginin
nedeni olan mikroorganizmalarin molekiiler karakterizasyonunun yapilmasi salginin

kaynagina ulasilmas1 yoniinden olduk¢a dnemlidir (Gallina ve ark., 2013).

S. aureus insanlarda burun mukozalarinin On boliminde siklikla
bulunmaktadir. Insanlarin % 20’sinde S. aureus kalici olarak kolonize olmaktadir.

Ayrica insanlarin % 60’inda ise aralikli olarak tasiyict olmaktadir (Kluytmans ve
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ark., 1997). Kontamine insanlarin gida isletmelerinde c¢aligmasiyla, gidalarin S.
aureus ile kontamine olmasi sekillenmekte ve toplumda stafilokokal gida

intoksikasyonlarina neden olmaktadir (Gallina ve ark., 2013).

Stafilokokal gida zehirlenmeleri iilkelerin gida tiiketim aligkanliklarmma gore
cesitli gidalardan kaynaklanabilir (Le Loir ve ark., 2003). Tiirkiye Tirk Gida
Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’nde ¢esitli gidalarda Staphylococcus
ile ilgili standartlar icermektedir. Yonetmelige gore gida giivenligi kriterleri olarak
cesitli gidalarda hem koagulaz pozitif stafilokoklar hem de stafilokokal enterotoksin
varlig1 kullanilmaktadir. Ancak bu ¢alismada incelenen kuzu karkaslar1 ya da diger
hayvanlarin karkaslar1 ile ilgili kriterler arasinda S. aureus, koagulaz pozitif

stafilokok ya da stafilokokal enterotoksin yer almamaktadir (Anon, 2011).

Stafilokokal gida zehirlenmesi tanisi, tliketilen gidalarda stafilokokal
enterotoksinlerin saptanmasiyla konmaktadir. Ancak taniy1r desteklemek igin
kusmukta S. aureus’un ve enterotoksinlerin varhgi, tiiketilen gidada enterotoksin
iretimini saglayacak sayida S. aureus’un varligi ve infeksiyondan etkilenen
hastalarin  digkilarinda S. aureus’un varligi Onemlidir. Bazi durumlarda
enterotoksijenik S. aureus’un gidalarda varhigi izole edilemeyebilir. Ciinkii
enterotoksinler, mikroorganizmanin dayanamadigi kosullara karsi direnglidir. Bu
nedenle kesin tani gidalarda stafilokokal enterotoksinlerin varligma dayanmaktadir
(Castro ve ark., 2018). S. aureus’un tarafindan meydana gelen stafilokokal gida
zehirlenmeleri sporadik olma egiliminde olsa da, toplu yemek tiiketilen yerlerde
meydana gelen salgmlarda insandan insana bulagsma goriilebilir. Salginlara katkida
bulunan etmenler arasinda gidalarin sicaklik kontroliiniin yetersizligi, enfekte gida
isleyicileri, kontamine ham maddeler, capraz bulasma ve yetersiz 1sil islem yer

almaktadir (Paparella ve ark., 2018).

EFSA verilerine gore 2014 yilinda AB’de 5.251 gida kaynakli salgim rapor
edilmigtir. Bacillus, Clostridium ve Staphylococcus tarafindan iiretilen toksinler tiim
salginlarm % 16,1’inden sorumlu tutulmustur. Bunlar arasinda stafilokokal

toksinlerin neden oldugu 393 gida kaynakl salgm bildirilmistir (Anon, 2015). EFSA
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verilerine gore 2015 yilinda ise 434 gida kaynakli salgmin nedeni safilokokal gida
kaynakli zehirlenmelerdir (Anon, 2016a). Amerika Birlesik Devletleri Hastalik
Kontrol ve Korunma Merkezi (Centers for Disease Control and Prevention, CDC)
verilerine gore de ABD’de ise 2014 ve 2015 yilinda toplam 34 salgin stafilokokal
gida zehirlenmelerinden kaynaklanmigtir (Anon, 2016b ve Anon, 2018b).

Farkli iilkelerde gida kaynakli hastaliklarin 6nemli bir kismi et ve et
irlinlerinden kaynaklanmaktadir. Birlesik Krallik’da 1969-1990 yillar arasinda
stafilokokal gida zehirlenmelerinin % 53’1 et iirlinleri, etli yemekler ve ozellikle
jambon kaynakhdir. Fransa’da 1999-2000 yillarinda vakalarin % 22’sinden etler
sorumlu tutulmaktadir. ABD’de 1975-1982 yillar1 arasinda stafilokokal gida
zehirlenmelerinin % 36’s1 kirmizi et kaynakhidir (Paparella ve ark., 2018).
Hollanda’da 2019 yilinda gida kaynakli hastaliklarin yaklasik % 41'1 kiimes
hayvanlari, domuz eti, sigir eti ve kuzu etiyle iliskilendirilmistir. Oliimciil vakalarin

%33'line etin neden oldugu belirtilmistir (Pires ve ark., 2021).

Antibiyotik direncli patojen bakterilerin neden oldugu gida kaynakl salgnlar
hayvansal kaynakli gidalarin tiiketimi sonucu meydana gelmektedir. Bu patojenlerin
ortaya c¢ikmasindaki baglica faktorler hayvancilikta antibiyotik kullanimidir.
Hayvanlara temas ya da direngli patojenler ile kontamine hayvansal kaynakli
gidalarm tiiketilmesi sonucu insanlarda cesitli infeksiyonlara neden olabilirler
(Oniciuc ve ark., 2017 ve Sergelidis ve Angelidis, 2017). S. aureus’un yiiksek
prevalansi ve perakende satilan etlerde insan orijinli MRSA varhg: halk saghgi
acisindan oldukga endise edilmesi gereken bir durumdur. S. aureus her ne kadar
enterotoksinlerin iiretimi sonucu gida kaynakli intoksikasyonlara neden bir
mikroorganizma olarak bilinse de, MRSA’nin personel yoluyla ete bulagsmasi, halk
sagligl acgisindan potansiyel bir tehlikedir (Pu ve ark., 2009). Cesitli iilkelerde
gidalarda MRSA varliginin neden oldugu salginlar da bildirilmistir (Kluytmans ve
ark., 1995). Bu salginlarda MRSA suslarinin enterotoksin de olusturdugu

goriilmiistiir (Jones ve ark., 2002).
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Italya’da 2012 yilinda iki kiside konserve ton bahgmdan kaynaklanan
stafilokokal gida zehirlenmesi meydana gelmistir. Bu olayda iki kisi konserveyi
tilkettikten ii¢ saat sonra mide bulantisi, kusma, karin kramplar1 ve ishal semptomlar1
olusmustur. Arastirma sonucunda evde konserve edilmis ton baliginda 0,49 ng/g
SEA ve 2,04 ng/g SED tespit edilmistir. Gida zehirlenmesindeki olas1 kaynagmin,
ozellikle et parcalarmi kavanozlara koyma asamasi basta olmak lizere, pisirme ve
isleme sonrast kontaminasyondan olabilecegi siiphelenilmistir (Macori ve ark.,

2016).

Viyetnam Gida Kurumu’na gore 2014-2018 yillar1 arasinda iilke ¢apinda S.
aureus ve stafilokokal toksinlerinin neden oldugu toplam 71 salgin goriilmiistiir,
biiyiik 6l¢ekli salginlar toplam 3858 kisinin hastalanmasina ve 3615 hastaneye yatisa
neden olmstur. Viyetnam’da 2018 yilinda okul kantininde servis edilen 6gle
yemeginde meydana gelen zehirlenmede 6-10 yas arasindaki 352 6grenci hastaneye
kaldirilmistir. Cocuklarda bulanti, kusma, karin agrisi, ates ve ishal semptomlar1
goriilmiistlir. S. aureus ¢ocuklarda kusma, digski o6rneklerinde, donmus tavuklarda,
mutfak ¢alisanlarin digki 6rneklerinde goriilmiistiir. Meniide bulunan tavuk bazli ana
yemekte ve kizarmis karideslerde de S. aureus bulunmustur. Ancak mutfak
calisanlarinin el 6rneklerinde, domates ¢orbasinda ve pigsmis piringte bulunamamastir.
Ancak sadece tavuk yemeginde ve yemek i¢in kantin deposunda bulunan
dondurulmus tavuklarda sea ve sec toksinine rastlanilmistir. S. aureus suslarinin
sadece penisilin ve tetrasikline direngli oldugu anlasilmistir. Bulasmanin mezbaha
kaynakli oldugu ve hazirlama siirecinde ¢ig etten pismis ete ¢apraz kontaminasyon

gerceklestigi diisiintilmiistiir (Le ve ark., 2021).

Italya’da 2017 yilinda meydana gelen deprem sonrasi yeniden yapilanmada
calisan 26 is¢inin dahil oldugu salgin meydana gelmistir. Bir catering firmasmin
getirdigi yemekleri yiyen is¢ilerin 23’1 gastrointestinal semptomlar1 gostermesiyle
hastaneye kaldirilmistir. Etkilenen 26 is¢i arasinda kusma ile birlikte 24 is¢ide karin
agrisy, 21 iscide ishal, 11 iscide ates ve dokuz isgide bas agrisi semptomlari
goriilmiistiir. Jambon, domuz filetosu ve salam igeren karisik dilimlenmis et,

makarna salatas1 ve haslanmis havuctan olusan menii, dilimleme bigcag1 ve celik
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kaplar ile meniiyli hazirlayanlardan alinan 6rnekler sonucunda zehirlenme nedeninin
makarna salatas1 oldugu diisiiniilmektedir. Makarna salatasinda 13 S. aureus izolat,
karigik dilimlenmis et yemeginden bes izolat, haslanmis havugtan ise bes izolat elde
edilmistir. ELISA testi sonucunda da makarna salatasindan izole edilen S. aureus

izolatlarinda sea ve sed varligi dogrulanmistir (Guidi ve ark., 2018).

Romanya'da 2014 ve 2017 yillar1 arasinda Calarsi, Arad ve Pitesti sehirlerinde
meydana gelen ii¢ salgndan gida ornekleri toplanmistir. Calarsi’de sekiz kisinin
etkilendigi salginda c¢iftlikte koyun siitiinden elde edilen lor peynirinden
kaynaklandig1 anlagilmistir. Arad’daki salginda ise vaka sayis1 52 kisi olup diigiinde
servis edilen tuzlu olgunlastirilmis koyun ve inek peyniri iceren mezeler ile ilgili
oldugu belirtilmistir. Pitesti’deki salgimmda 36 kiside semptomlarin gorildiigi ve
ortaokul kantininde olgunlastirilmis tuzlu peynirden kaynaklandigi belirtilmistir. 10
izolatin Arad’daki peynirlerden, bes izolatin Calarsi’deki peynirlerden ve bes izolatin
da Pitesti’deki peynirlerden S. aureus identifiye edilmistir. PCR analizine gore 20
sustan 19’unun S. aureus oldugu bildirilmistir. Bunlardan 15'i en az bir enterotoksin
kodlayan gen tasidig1 goriilmiistiir. Calarsi’deki salginda S. aureus olarak tanimlanan
izolatlarin hepsinde sed, sej, ser genleri tanimlanmustir. Pitesti’deki salginada izole
edilen S. aureus suslarnin dordiinde sadece seh geni bulunmustur. Arad’daki
salginda izole edilen yedi susta sed, seg, sei, sej ve ser genleri, bir susta ise seg ve sei

genleri izole edilmistir (Ciupescu ve ark., 2018).

1.12. S. aureus’a Kars1 Korunma ve Kontrol

S. aureus insanlarda, hayvanlarda, gidalarda ve cevrede yaygm bir sekilde
bulunmasmdan  dolayr eradikasyonu zor bir mikroorganizmadir. Insan
populasyonunun 6nemli bir kismi, S. aureus’u viicudunda barindirmakta ve olusan
salgimlarm bir kismindan sorumlu tutulmaktadir. Bu yiizden gida sektoriinde ¢alisan
personelin basta kisisel hijyen olmak iizere gida hijyeni konusunda egitimleri
olduk¢a dnemlidir. Gida isletmelerinde c¢alisan personelin hijyen kurallarina uygun

olarak ellerini yikamasi, yemekler hazirlanirken eldiven kullanilmas: ve yemeklerin
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servis edildigi biife masalarinin iizerinde, insanlarin hapsirma ve damlacik ile
bulagsmanm engellenmesi i¢in engelleyici panel konulmasi diger etkili onleyici

tedbirler arasindadir (Thapaliya, 2019).

S. aureus’un etlere bulasmasi farkli sekillerde gerceklesebilir ve genellikle
kontaminasyonun kaynaginin belirlenmesi giictiir. Bu yiizden kesimhanede kesim
strecine dikkat edilmeli, alet-ekipman hijyeni ve personel hijyeni saglanmali ve
personel egitimine Onem verilmelidir. Ayrica et satis yerlerinde ¢evre hijyeni,
personel hijyeni ve et ile temas eden aletlerin temizligi saglanmalidir. Etlerin basta
muhafaza sicakligit olmak {izere, muhafaza kosullarma dikkat edilmelidir.
Dolayisiyla kesim oOncesi, kesim asamasi ve sonrasini kapsayacak sekilde S.
aureus’un kontaminasyonu engellenmesi i¢in, hijyen Onlemlerinin aksatilmadan
uygulanmas1 gerekmektedir (Anon, 2013; Eid ve ark., 2018; Kadariya ve ark., 2014
ve Zerabruk ve ark., 2019).

Gidalarin islenmesi, pisirilmesi, depolanmasi ve servis edilmesi sirasinda
alman oOnlemler S. aureus’un kontaminasyonunun ve gidalardaki yiikiiniin
azaltilmasimi 6nlemede yardimei olmaktadir. S. aureus i¢in iireme sicakligmin 6-46
°C arasinda oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla gidalar 60 °C’nin iizerinde pisirilmeli,
5 °C’nin altinda muhafaza edilmeli ve oda sicakliginda tutuldugunda hizli servis
edilmelidir. Bu yiizden gidalarda S. aureus’un iiremesini engellemek icin soguk
zincirin saglanmas1 6nemlidir. Yine gida sektoriinde Tehlike Analizi ve Kritik
Kontrol Noktalar1 (Hazard Analysis Critical Control Points-HACCP), Iyi Uretim
Uygulamalar1 (Good Manufacturing Practice-GMP) ve lyi Hijyen Uygulamalari
(Good Hygiene Practice-GHP) gibi mikrobiyolojik kilavuzlarm uygulanmasi, gida
triinlerinde S. aureus kontaminasyonunun Onlenmesinde faydali olacaktir
(Thapaliya, 2019).

Bu tez caligmasinda, satiy amaciyla Ankara’daki farkli hipermarketlerin et
depolarma nakledilen kuzu karkaslarindan siinger swap teknigi ile toplanan
numunelerde S. aureus’un varhigi arastirilmustir. Daha sonra S. aureus olarak

belirlenen izolatlarin 16S rRNA, coa ve nuc genine 6zgii primerler kullanilarak, PCR
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yontemi ile dogrulanmasi incelenmistir. Bunu takibende S. aureus izolatlarinda
enterotoksin (sea, seb, sec, sed, see) ve metisilin direncini saglayan genler (mecA ve
mecC) PCR yontemi ile saptanmustir. Ayrica agar diflizyon yontemi kullanilarak

izolatlarin antibiyotik direnclilik profilleri belirlenmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda, Tiirkiye’de kuzu karkaslarinda S. aureus’un
varlig1 ve izolatlarin enterotoksijenik Ozellikleriyle, antibiyotik direngliligi yoniinde
detayli bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Dolayisiyla bu calisma ile hem bu alandaki
onemli literatiir boslugunun doldurulmasina katkida bulunulmus hem de, kuzu
karkaslarinin stafilokokal intoksikasyonlardaki muhtemel rollerinin ortaya konmasi

hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Bu calismada, satis amaciyla Ankara’daki farkli hipermarketlerin et depolarma
nakil edilen toplam 150 adet kuzu karkasindan siinger swap teknigi ile alman

ornekler gerec olarak kullanilmistir.

2.1.1. Mikrobiyolojik Analizlerde Kullanilan Besiyerleri ve Malzemeler

Peptone Water (Oxoid, CM0009)

Mikrobiyolojik ekimlerde ve diliisyonlarin hazirlanmasi amaciyla % 0,1°lik
peptonlu su kullanildi. Bunun i¢in besiyerinden 1 g alimarak 1 litre distile su

icerisinde ¢Ozdiirildi ve 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edildi.

Baird-Parker Agar Base (Oxoid, CM0275)

Baird-Parker Agar Base 63 ¢/L olacak sekilde hazirlanip tamamen
¢oziiniinceye kadar su banyosunda bekletildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilize
edildi. Daha sonra 50 °C’ye sogutularak, aseptik kosullarda 50 ml Egg-Yolk
Tellurite Emulsion (Oxoid SR0054) eklenerek karistirilip, steril bos petrilere
yaklasik 12-13 ml dokdildii.

Egg-Yolk Tellurite Emulsion (Oxoid, SR0054)

Petrilere dokiilmeden once yaklagik 50 °C’ye sogutulmus 1 L Baird-Parker
besiyerine (CM0275) 50 ml ilave edildi.
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Brain Heart Infusion Broth (Oxoid, CM1135)

Besiyerinden 37 g tartilarak bir litre distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra,

cam tiiplere yedi ml aktarilarak 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edildi.

Tryptone Soy Agar (Oxoid, CM0131)

Besiyerinden 40 g tartilarak, bir litre distile su igerisinde tamamen
¢oziinlinceye kadar su banyosunda eritildi. Tiiplere yedi ml aktarilarak 121 °C’de 15
dk otoklavda sterilize edildi.

DNase Agar (Oxoid, CM0321)

Besiyerinden 39 g tartilarak bir litre distile su i¢erisinde tamamen ¢oziiniinceye
kadar su banyosunda isitildi. Daha sonra 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edildi.
Steril bos petrilere 12-13 ml aktarild.

Phenol Red Broth Base (Merck, 110987)

Besiyeri 1,5 g/80 ml olacak sekilde distile su i¢inde eritildi. Daha sonra cam

tiiplere dort ml dagitilip otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi.

D (-) Mannitol (Merck, 105983)
Mannitol 0,5 g/10 ml olarak hazirlanip, por ¢ap1 0,45 pum olan steril filtre

(Sartorius Minisart Filters 16534K) ile sterilize edildi ve daha once hazirlanan

tiiplerdeki Phenol Red Broth Base besiyeri tizerine 1 ml eklendi.
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Columbia Blood Agar Base (Oxoid, CM0331)

Besiyerinden 39 g tartilarak bir litre igerisinde tamamen ¢dziinmesi i¢in sicak
su banyosunda bekletildi. Daha sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.
Otoklavdan sonra 50 °C’ye kadar sogutulup iizerine 50 ml (% 5) defibrine koyun
kani1 eklendi. Petrilere 12-13 ml dagitilarak Kanli Agar elde edildi. Petrilerdeki
besiyeri sterilizasyon kontrolii igin 37 °C’de bir gece bekletildi.

Caogulase Rabbit Plasma with EDTA (Remel, R21060)

Bir kutuda 6 adet sise bulunmaktadir. Her bir sise 5 ml steril distile su
kullanilarak ¢ozdiiriildii. Daha sonra kullanima hazir hale gelen plazmalar ile saf

broth kiiltiir karistirilarak tiipte koagulaz testi uyguland.

Hidrojen Peroksit % 30 (H202, Merck, 1072091000)

Katalaz testi i¢in gerekli olan % 3’lik H>O, hazirlanmasi i¢in kullanildi. Bunun

icin % 30’luk H202’den 10 ml alinip 90 ml steril distile su ile sulandirildi.

Gliserol (Merck, 104057)

Kuzu karkaslarindan izole edilen suslari -20 °C’de saklanmasi i¢in % 20’lik

gliserol + Brain-Heart Infusion Broth hazirland1.

2.1.2. DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Malzemeler

Bu tez calismasinda DNA izolasyonu igin Tris EDTA buffer (Thermo
Scientific, 17890, USA), Lysostaphin (Sigma Aldrich, L7386, 1 mg), Ethanol
Absolute % 99,5 (Merck, 100986) ile Qiagen DNeasy Blood&Tissue Kit (Qiagen,
69504) kullanild1. izolasyon kitinde DNeasy Mini Spin Columns- 2 ml Collection
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Tubes, Collection Tubes (2 ml), Buffer ATL, Buffer AL, Buffer AW1, Buffer AW2,
Buffer AE, Proteinase K bulunmaktadir.

TrislEDTA (TE, 10mM/1mM, Thermo Scientific, 17890, USA)

Tris/EDTA DNA izolasyonunda, Lysostaphin ile birlikte bakteri hiicre duvarini
parcalamak amaciyla Lysis soliisyon olarak kullanilmistir. Her bir 6rnek i¢in 180 pl

kullanilmastir.

Lysostaphin (Sigma, L7386-1MG, USA)

Lysostaphin 1 mg olarak alinmistir. Daha sonra 1 ml steril distile su ile

sulandirilarak, her bir 6rnek i¢cin 7 pl kullanilmistir.

2.1.3. PCR Analizinde Kullanilan Malzemeler

5x FIREPoI® Master Mix (Solis Biodyne)

Yiiklemeye hazir 5x FIREPol® Master Mix, PCR i¢in &rnek, primer ve su harig
gerekli tiim reaktifleri igermektedir. Icerigi asagida belirtildigi gibidir.

FIREPOL® DNA polymerase

5x Reaction Buffer B: 0,4 M Tris-HCI, 0,1 M (NH4)2SO4, % 0,1 w/v Tween-20

12,5 mM MgClz: 1 x PCR solution — 2.5 mM MgCI2

ImM dNTP: 1x PCR soliisyonu — 200 uM dATP, 200 uM dCTP, 200 uM dGTP ve
200 uM dTTP

Blue dye

Yellow dye
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Primerler

Bu tezde kullanilacak primerler, ¢esitli ¢calismalarda kullanilan baz g¢iftleri
belirlenerek sentezlettirildi (Ella Biotech GmbH, Germany). Liyofilize olarak gelen
primerler firma tarafindan verilen sertifikalarda belirtilen hacimlerde DNase, RNase
free steril su ile sulandirildi. Tez ¢alismasinda kullanilan primerler ise Cizelge 2.1°de

verilmistir.

Cizelge 2.1. Tez calismasinda kullanilan primerler.

Primer sekansi Amplikon
Gen biiyikliigi Referans
(5°-3") (bp)
o Primer F: GGT TAT CAATGT GCG GGT GG 102 Mehrotra ve
Primer R: CGG CACTTT TTTCTC TTC GG ark. (2000)
seb Primer F: GTATGG TGG TGT AAC TGA GC 164 Mehrotra ve
Primer R: CCA AAT AGT GAC GAG TTA GG ark. (2000)
sec Primer F: GAC ATA AAAGCT AGG AATTT 257 Johnson ve ark.
Primer R: AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC (1991)
sed Primer F: CCA ATA ATA GGA GAA AAT AAA AG 278 Mehrotra ve
Primer R: ATT GGT ATTTTT TTT CGT TC ark. (2000)
see Primer F: AGG TTT TTT CAC AGG TCATCC 209 Mehrotra ve
Primer R: CTT TTT TTT CTT CGG TCA ATC ark. (2000)
165 Primer F: GTA GGT GGC AAG CGT TAT CC 228 Monday ve
Primer R: CGC ACATCAGCG TCAG Bohach (1999)
rRNA
nuc Primer F: GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 279 Brakstad ve ark.
Primer R: AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC (1992)
coa Primer F: GTA GAT TGG GCAATT ACATTT TGG AGG 117 Kearns ve ark.
Primer R: CGC ATC AGC TTT GTT ATCCCATGT A (1999)
mecA Primer F: ACT GCT ATC CAC CCT CAA AC 163 Mehrotra ve ark
Primer R: CTG GTG AAG TTG TAATCT GG (2000)
mecC Primer F: GAA AAA AAG GCT TAG AAC GCC TC 138 Stegger ve ark.
Primer R: GAAGAT CTT TTCCGT TTT CAG C (2012)

DNA Molecular Weight Marker (Amresco K180-250UL)

DNA ladder 50 pg/250 ul konsantrasyonunda temin edildi. Dna Molecular

Weight

Marker

(Amresco K180-250UL) direktiflerine goére DNA Marker

88



hazirlanmasinda DNA Ladder, 6x Brom fenol mavisi jel yiikleme soliisyonu ve Ultra
Saf Su (ddH20) kullanild1.

Jel Yiikleme Soliisyonu (Brom Fenol Mavisi, SNP 17S-00)

Brom fenol mavisi 5 ml olarak temin edildi.

Tris Borate EDTA Buffer (TBE, SNP Biyoteknoloji, 10S-10)

10X TBE olarak temin edilen soliisyondan 1/10 oraninda steril distile su ile

seyreltilerek 1X TBE hazirland.

Ethidium Bromide Soliisyon (SNP Biyoteknoloji, 18S-00)

Bu soliisyon 10 mg/ml olarak temin edildi ve % 1,5 agaroz jel i¢in 5 pl ilave
edildi.

Agaroz (Sigma, A9539-500G)

Hazir kimyasaldan % 1,5’luk agaroz jel hazirlamak i¢in, 1,5 g agaroz lizerine
1X TBE ilave edildi ve mikrodalga firinda tamamen eritilinceye kadar 1sitildi. Daha
sonra sivt durumdaki jel soliisyonu 50 °C’ye sogutulugunda 5 pl ethidium bromide

ilave edildi.
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2.1.4. Antibiyotik Direncinin Tespit Edilmesi I¢in Kullanilan Besiyerleri ve
Antibiyotik Diskler

Mueller Hinton Agar (Oxoid CM0337)

Hazir besiyerinden 38 g alinarak, bir litre distile suda tamamen eritilinceye
kadar 1sit1ildi. Daha sonra 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edildikten sonra 50 °C’ye
kadar sogutuldu ve besiyeri steril petrilere dagitildi. Tez calismasinda kullanilan

antibiyotik diskler Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Tez galismasinda kullanilan antibiyotik diskleri.

Antibiyotik Konsantrasyon (ng) Firma
Cefoxitin (FOX 30) 30 Oxoid CT0119B
Tetracycline (TE 30) 30 Oxoid CT0054B
Gentamicin (CN 10) 10 Oxoid CT0024B
Oxacillin (OX 1) 1 Oxoid CT0159B
Chloramphenicol (C 30) 30 Oxoid CT0013B
Penisilin G (P) 10U Oxoid CT0043B
Klindamisin (DA) 2 Oxoid CT0064B
Sulphamethoxazole 25 Oxoid CT0052B
Trimethoprim (SXT 25)

Erythromycin (E 15) 15 Oxoid CT0020B
Ciprofloxacin 5 Oxoid CT0425B

2.1.5. Referans Suslar

Bu ¢aligmada referans sus olarak S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC
43300, mecC geni tespiti i¢in S. aureus NCTC 13552 ile enterotoksijenik 6zellikleri
bilinen suslardan seb, sec ve see genlerine ait suslar Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali’ndan; sea ve sed genlerine ait
suslar ise Dog. Dr. Ali GUCUKOGLU (Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner
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Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali) tarafindan temin edilerek

pozitif kontrol olarak kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin Alinmasi

Bu tez calismasinda, gere¢ olarak kullanilan kuzu karkaslarimdan ornekler
stinger swap teknigine gore almmistir. Bunun icin, rastgele segilen kuzu
karkaslarmin steril bir sablon ile isaretlenen but, kavram ve dos bolgelerinin 100 cm?
(10x10) alanindan toplam 300 cm? siinger swap ydntemiyle 6rnekler almdi (Anon,
1996 ve Anon, 2003a). Ornekler alimnmadan once, steril posetler igerisinde 10 ml
neutralizing buffer igeren siinger swaplarm (World Bioproducts, EZ-10NB-CELL,
USA) bir tarafiyla her bir karkasin but ve kavram bdlgesine, diger tarafiyla de dos
bolgesine 10’ar kez horizontal ve vertikal pozisyonda siiriilerek Ornek alimi
tamamlanmistir. Daha sonra alman o6rnekler aseptik kosullarda ve soguk zincirde
laboratuvara getirilerek S. aureus izolasyonu ve identifikasyonunda kullanilmistir.

Sekil 2.1°de siinger swap teknigi ile kuzu karkaslarindan 6rnek alinimi gosterilmistir.

Sekil 2.1. Siinger swap teknigi ile kuzu karkaslarindan 6rneklerin alimmasi.
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2.2.2. Orneklerin Mikrobiyolojik Analizlere Hazirlanmasi

Mikrobiyolojik analizlar amaciyla, laboratuvara getirilen swap Orneklerin
tizerine 15 ml peptonlu su eklenerek, stomacherda (IUL Instruments Masticator,
Spain) 2 dakika boyunca homojenize edildi.

2.2.2.1. S. aureus’un Izolasyon ve identifikasyonu

Alman oOrneklerde S. aureus’un izolasyon ve identifikasyonu amaciyla
hazirlanan homojenize edilmis karisimdan, 10%ya kadar desimal diliisyonlar
hazirlandi. Bunu takiben hazirlanan diliisyonlardan 0,1 ml almarak, yayma plak
yontemine gore Baird Parker Agar’a (Oxoid, CM0275, Supplement Oxoid CM 0054)
ekimler yapilarak, petriler 35 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Besiyerinde tireyen gri-
siyah renkte, parlak, konveks ve lesitinaz pozitif tipik koloniler ile atipik
kolonilerden bes tane segilerek, EDTA koagulaz plazma (Remel, R21060) ile tiipte
koagulaz testi uygulandi. Yapilan koagulaz testi sonucu pozitif olan kolonilere,
katalaz testi, DNase aktivitesi, Beta-hemoliz ve mannitol fermentasyon (anaerob)
testleri uygulandi. Bu testlerin sonucunda tiim test sonuglar1 pozitif olan suslar,
fenotipik olarak S. aureus olarak kabul edilmistir (Anon, 2003b). Baird-Parker
agarda tipik (lesitinaz pozitif) S. aureus suslarmin goriinimi Sekil 2.2’de

gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Baird-Parker Agar’da tipik S. aureus suslarinin goriiniimii.

2.2.2.2. Tiipte Koagulaz Testi

Koagulaz testi i¢in segilecek koloniler Brain Heart Infusion Broth’a (Oxoid,
CMO0225) inokule edilerek 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan
¢iktiktan sonra Thermo Scientific™ Remel Coagulase Plasma (R21060) nin belirttigi
direktiflere gore tiipte koagulaz testi yapildi. IIk &nce plazma bes ml steril distile su
ile sulandirild1 ve tiiplere 0,5 ml dagitildi. Daha sonra plazmanin iistiine Brain Heart
Infusion Broth’da zenginlesen sividan 0,5 ml ilave edildi. Tiipler aerob kosullarda 37
°C’de inkiibasyona birakildi. ilk dort saat boyunca, 30 dakika araliklarla tiipler
calkalanmadan egik tutularak pihtilagmanin varligi goézlemlendi. Kontrollerin
ardindan piht1 goriilmeyen ya da piht1 oran1 az olan tiipler tekrar 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilarakip tekrar kontrol edildi. Pihtilasma oranlar1 1+, 2+, 3+ ve 4+
olarak degerlendirilip, 3+ ve 4+ olarak degerlendirilen tiipler koagulaz testi pozitif
olarak kabul edildi (Baumgart, 1997). Sekil 2.3°de tiipte koagulaz testine gére pozitif

ornegin goriintiisii verilmistir.
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Sekil 2.3. Tiipte koagulaz testi pozitif 6rnegin gorinimd.

2.2.2.3. Katalaz Testi

Katalaz testi, katalaz negatif olan streptokoklar1 katalaz pozitif olan
stafilokoklardan ayirt etmede kullanilan bir testtir. Bu test i¢in siipheli koloni lam
tizerine steril 6ze yardimiyla konuldu. Kiiltiir iizerine bir damla % 3’liik H20- ilave
edildi. Hava kabarciklarin varlig1 bakteride katalaz enziminin gostergesi olarak kabul
edildi (Procop ve ark., 2017). Tiipte Koagulaz Testi Pozitif Ornegin Gériiniimii Sekil

2.4°de verilmistir.

Sekil 2.4. Katalaz testinde pozitif 6rnegin goriintiisii.
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2.2.2.4. DNase Testi

Bu test DNA’y1 pargalayan DNase enzimi ireten S. aureus’u diger
stafilokoklardan ayirmak i¢in yapilmaktadir. Bu enzimin varligini saptamak i¢in
DNA iceren DNase agar kullanilmaktadir. Bu amacla 6ze yardimiyla Tryptone Soy
Agar’da bulunan koloniler, yedi ml Brain Heart Infusion Broth i¢eren tiiplere inokiile
edilerek 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Broth kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak,
DNase agar igeren petrilere ¢izme plak yontemiyle ekimler gerceklestirilip 37 °C’de
24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda iireyen koloniler iizerine,
besiyerinin {izerini tamamen kapatacak bicimde 1 N HCI (Merck 1.00317) asit
cozeltisi ilave edildi. Reaktifin besiyerinde emilmesi i¢in bes dakika beklendi.
Kolonilerin etrafinda olusan seffaf zonlar pozitif; opak alanlar ise negatif olarak
degerlendirildi (Kateete ve ark., 2010). DNase Agar’da pozitif 6rnegin goriintiisii
Sekil 2.5°de verilmistir.

Sekil 2.5. DNase Agar’da pozitif drnegin goriintisii.

2.2.2.5. Anaerobik Mannitol Fermentasyon Testi

Stafilokok tiirlerinin ¢ogu, mannitolii aerob kosullarda kullandig1 halde

anaerob sartlarda kullanamazlar. S. aureus’un anaerob ortamda mannitolu
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kullanmasi, S. aureus’u diger tiirlerden aymran 6nemli 6zelliklerden birisidir. Stipheli
koloninin, Brain Heart Infusion Broth’da 37 °C’de 18-24 saat zenginlestirildikten
sonra bir 6ze dolusu alinarak, mannitol ilave edilmis Phenol Red Broth Base bulunan
tiiplere aktarildi. Daha sonra anaerob ortam yaratilmasi icin, tiliplerin iizeri steril
parafin ile kapatilarak, 37 °C’de bes giin inkiibasyonda bekletildi. Besiyeri renginin
kirmizidan sariya doniismesi pozitif olarak degerlendirildi (Tallent ve Hait, 2016).
Anaerobik mannitol fermentasyon testinde pozitif ve negatif 6rnegin goriintiisii Sekil

2.6’da verilmistir.

Sekil 2.6. Anaerobik mannitol fermentasyon testinde pozitif (sar1 renk) ve negatif (kirmizi-turuncu
Renk) 6rnegin goriintiisii.

2.2.2.6. p- Hemoliz Testi

Aym sekilde test edilecek siipheli koloninin, Brain Heart Infusion Broth’da
37°C’de 18-24 saat zenginlestirilmis kiiltiir sivisindan bir 6ze dolusu alinarak, ¢izme
plak yontemine gore kanl agara ekimi gerceklestirildi. Daha sonra 37 °C’de 1-7 giin
stireyle inkiibasyona birakilan plaklarda, seffaf hemoliz zonu bulunan suslar B-
hemoliz pozitif olarak degerlendirildi (Tham ve Hadju, 1987). % 5 Koyun Kanlh

Agar’da pozitif 6rnegin B-Hemoliz goriintiisti Sekil 2.7°de verilmistir.
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Sekil 2.7. % 5 Koyun kanl1 agar’da pozitif 6rnegin B-hemoliz goriintiisi.

2.2.3. S. aureus’un DNA izolasyonu

DNA ekstraksiyonu amaciyla, klasik kiiltiir tekniginde S. aureus olarak
belirlenen suslar, Brain Heart Infusion Broth’da (Oxoid, CM0225) zenginlestirilerek
(37 °C’de 18-24 saat) inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra DNeasy Blood Tissue-Kit
(Qiagen, 69504) ile iretici firma talimatlarma gore suslarm DNA izolasyolar1
yapilmistir. Buna gére zenginlestirilen suslardan 1,5 ml Eppendorf tiipii i¢ine ilave
edilip, 5000 g’de (7500 rpm) 10 dakika siireyle mikrosantrifiijde (Medline, 20150,
United Kingdom) santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant atild.
Temiz pelet elde edilmesi i¢in 1 ml fizyolojik tuzlu su (FTS) ilave edildi ve 5000
g’de (7500 rpm) 3 dakika santrifiij islemi (Medline, 20150, United Kingdom) yapildi
ve FTS uzaklastirildi. Eppendorf tiiplinde kalan peletin {izerine Tris EDTA (Sigma
Aldrich 93283) ¢ozeltisinden 180 ul konuldu. Uzerine 7 ul lysostaphin (Sigma
L7386) eklendi. Daha sonra 37 °C’de 1 saat inkiibasyonda bekletildi (Akineden ve
ark., 2008). Inkiibasyondan sonra 200 ul Lysis Buffer AL Eppendorf tiiplerine ilave
edildi tizerine 25 pl proteinase K eklendi ve vortekste karistirildi. Daha sonra
eppendorf tiipleri 56 °C’de 30 dakika boyunca su banyosunda (Memmert WNB 14,
Germany) bekletildi ve araliklarla karistirildi. Su banyosundan ¢ikartildiktan sonra
200 pl Etanol (%96-%100) eklendi ve vortekste karistirildi. Eppendorf tiiptindeki
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toplam sivi Mini Spin Column igerisine aktarildi. Spin Column’a yeni bir collection
tiip takildi. 500 pl Buffer AWI soliisyonu Mini Spin Column’a eklendi. Mini Spin
Column 6000 g’de (8000 rpm) 1 dk boyunca santrifiij (Medline, 20150, United
Kingdom) edildi. Santrifiij sonrasinda collection tiipiine gecen sivi bosaltildi ve
tekrar Spin Column’a collection tiip takildi. Buffer AW2 soliisyonundan 500 pl
(Etanol ilave edilmis) Mini Spin Column’a eklendi. Santrifiij islemi (Medline, 20150,
United Kingdom) 20.000 g’de (14.000 rpm) 3 dk yapildi. Mini Spin Column
altindaki Collection tiipii ¢ikarildi ve Mini Spin Column altina Eppendorf tiipii
yerlestirildi. AE Elution Buffer’dan 100 pl Mini Spin Column’a eklendi ve oda
sicakhiginda 1 dakika bekletildi. Daha sonra 6000 g (8000 rpm) (Medline, 20150,
United Kingdom) ile santrifiijlendi. Bu islem daha yogun DNA elde edilmesi igin bir
kez daha tekrarland1. Islem sonunda Mini Spin Column’dan eppendorf tiipiine gecen

DNA’lar PCR analizline kadar -20 °C’de saklanda.

2.2.4. S. auerus’un PCR ile Dogrulanmasi

Klasik kiltiir yontemine gore S. aureus olarak tanimlanan suslarin
dogrulanmas1 PCR analizi ile gerceklestirildi. Bu amagla Kearns ve ark. (1999),
tarafindan Onerilen yonteme goére coa geni, Brakstad ve ark. (1992), Monday ve
Bohach (1999), tarafindan belirtilen yonteme gére de PCR analizi yapilarak nuc ve
16S rRNA geni S. aureus dogrulandi. PCR iglemi 20 ul hacimde master miks
olusturularak yapildi. Buna gore her bir PCR tiipiine 3 pl DNA konuldu. Steril bos
bir eppendorf tiipiine her bir 6rnek i¢in 12 ul ddH20, 0,5 ul her bir nuc, 16S rRNA ve
coa genlerinin Forward Primer’lari, 0,5 ul her bir nuc, 16S rRNA ve coa genlerinin
Reverse Primer’lar1 ve 4 pl 5x FIREPol® Master Mix (Solis Biodyne) ilave edilerek
vortekslendi. PCR tiiplerinde bulunan DNA’larin iizerine 17 pl dagitilarak
pipetasyon islemi ile karigmasi saglandi. Daha sonra PCR tiipleri Thermal Cylcler’e
(Eppendorf, Mastercycler) yerlestirilerek 94 °C’de 4 dk On denatiirasyon, daha
sonrasinda 35 siklus olarak 94 °C’de 30 s denatiirasyon, 57,5 °C’de 30 s primerlarin
baglanmas1 (annealing), 72 °C’de 40 s uzama asamalar1 ve en son 72 °C’de 10 dk

son uzama agamastyla amplifikasyon islemi gerceklestirildi. PCR asamasindan sonra
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elde edilen PCR firiinleri Agaroz Jel Elektroforez uygulamasi i¢in +4 °C’de
bekletildi.

2.2.5. mecA ve mecC Geninin PCR Yontemi ile Tespiti

PCR teknigi ile S. aureus olarak dogrulanmis suslarda, metisilin direncini
belirlemek icin kullanilan altin standart olan mecA ve mecC genlerinin varligi
arastirildi. Bu amagla mecA geni igin Mehrotra ve ark. (2000) ile Ozdemir ve Keyvan
(2016) tarafindan belirtilen yonteme gore, mecC geni i¢in de Stegger ve ark. (2012)

tarafindan belirtilen yontem ile PCR analizleri yapildi.

Yapilan bu PCR analizlerinde mecA ve mecC geni igin ayr1 20 ul hacimde
master miks olusturuldu. Buna gore her bir PCR tiipiine 3 ul DNA konuldu. Steril
bos bir eppendorf tiipiine her bir 6rnek i¢in 12 ul ddH20, 0,5 ul her bir mecA ve
mecC genlerinin Forward Primer’lari, 0,5 pl her bir mecA ve mecC genlerinin
Reverse Primer’lar1 ve 4 pl 5x FIREPol® Master Mix (Solis Biodyne, Tartu,
Estonia) ilave edilerek vortekslendi. PCR tiiplerinde bulunan DNA’larin tizerine 17
ul dagitilarak, pipet yardimiyla karistirma islemi yapildi. Amplifikasyon mecA geni
icin 94 °C 4 dk 6n denatiirasyon, 35 dongii 94 °C 30 s denatiirasyon, 57,5 °C 30 s
primerlerin baglanmasi, 72 °C 30 s uzama ve 72 °C 10 dakika final uzamasi seklinde

tamamlandi.

Yine mecC geni i¢in yapilan amplifikasyon, 94 °C 5 dk 6n denatiirasyon ve 30
dongii 94 °C 30 s denatiirasyon, 59 °C 1 dk primerlerin baglanmasi, 72 °C 1 dk ve 72
°C 10 dk son zincir uzamasi ile gerceklestirildi. PCR asamasindan sonra elde edilen

PCR fiirtinleri Agaroz Jel Elektroforez asamasina kadar +4 °C’de bekletildi.
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2.2.6. Enterotoksin Olusturan Genlerin PCR Yo6ntemi ile Tespiti

PCR ile dogrulanan S. aureus suslarinda sea, seb, sec, sed ve see enterotoksin
genlerinin varlig1 analiz edildi. sea, seb, sed ve see i¢in genleri igin Mehrotra ve ark.
(2000), sec geni i¢in Johnson ve ark. (1991) tarafindan bildirilen primer ¢iftleri ve
yontemler kullanildi. sea, seb, sec, sed, see genlerinin herbiri igin ayr1 20 pl hacimde
master miks olusturuldu. Buna gore her bir PCR tiipiine 3 ul DNA konuldu. Steril
bos bir eppendorf tiipiine her bir 6rnek igin 12 ul ddH20, 0,5 ul her bir sea, seb, sec,
sed, see genlerinin Forward Primer’lari, 0,5 pl her bir sea, seb, sec, sed, see
genlerinin Reverse Primer’lar1 ve 4 pl 5x FIREPol® Master Mix (Solis Biodyne,
Tartu, Estonia) ilave edilerek vortekslendi. PCR tiiplerinde bulunan DNA’larin
iizerine 17 pl dagitilarak pipetasyon islemi ile karigmasi saglandi. Enterotoksin
genleri i¢in amplifikasyon sadece sea genini primerlerin baglanma sicakligi harig, 94
°C 4 dk oOn denatiirasyon ve 35 siklus 94 °C 30 s denatiirasyon, 55 °C 30 s
primerlerin baglanmasi, 72 °C 40 s ve 72 °C 10 dk son zincir uzamasi ile
gerceklestirildi. Ancak sadece sea geni i¢in primerlerin baglanma sicakligi 64,6
°C’de 30 s olarak ayarlandi. PCR asamasindan sonra elde edilen PCR f{iriinleri

Agaroz Jel Elektroforez uygulamasi yapilincaya kadar +4 °C’ye kaldirild.

2.2.7. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen biitiin S. aureus suslarmin PCR analizleri pozitif kontrolleri ile
birlikte 2 kez tekrar edildi. Amplifikasyon islemlerinden sonra PCR {iriinleri agaroz
jel elektroforezi ile incelenmistir. Daha 6nce 1X TBE tamponu ile % 1,5 oraninda
agaroz jel mikrodalga firinda isitilarak hazirlandi. Yaklasik 50 °C’ye sogutuldugunda
5 ul (10 mg/ml) Ethidium Bromide (SNP Biyoteknoloji, 18S-00) ilave edildi ve
kopiik olugturmadan iyice karistirildi. Jel donmadan Once jel tepsisinin taraklar1 ve
bantlar1 yerlestirildi. Jel dokiildii ve jelin katilagmasi beklendi. Jel katilastiktan sonra
taraklar ve bantlar yavasca cikarilarak kuyucuklar elde edildi ve jel elektroforez
haznesine yerlestirildi. Elektroforez haznesi jelin {izerini kapatacak kadar 1X’lik

TBE soliisyonu ile dolduruldu. Soldaki ilk kuyucuga bant araliklarmi gdsteren daha
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onceden hazirlanmig DNA Marker’dan 5 pl konuldu. DNA Marker’in sagmdaki ilk
kuyucuga suslarda incelenen genin 4 pl pozitif kontrolii, onun sagindaki kuyucuga da
4 pl negatif kontrol yerlestirildi. Daha sonra elde edilen PCR iiriinleri sirayla
kuyucuklara 4 pl konularak 100 volt akimda (Nyx Technik Voltronyx - V37,
Taiwan) 30 dakika siire ile elektroforez islemi yapildi. Elektroforez isleminden sonra
spesifik DNA bantlarinin incelenmesi i¢in UV transilluminator cihazindaki (UV
Transiluminator TI12621D, Pacific Image Electronics, Taiwan) ilgili bolmeye

yerlestirilip, goriintiisti alind1.

2.2.8. Antibiyotik Direncinin Tespiti

[zolatlarm antibiyotik direnci Mueller Hinton Agar’da agar difiizyon
yontemine gore CLSI 2016 (Clinical and Laboratory Standarts Institute) tarafindan
bildirilen yonteme gore yapildi (Anon, 2016c). Bunun i¢in test edilecek her susa ait,
Tryptone Soy Agar’da lireyen taze kolonilerden steril pamuk swap yardimiyla
alinarak steril Fizyolojik Tuzlu Su (FTS, % 0,09) olan tiiplere daldirildi ve
MacFarland Densitometer (Biosan DEN-1B, Latvia)’de 0,5 standardina ayarlandi.
Daha sonra FTS soliisyonuna daldirilan pamuk swaplar Mueller Hinton Agara
yiizeyine siiriilerek bakteri inokiilasyonu yapildi. Bunu takiben petriler yaklasik 30
dk kurutulduktan sonra her bir antibiyotik disk en az 24 mm aralikla olacak sekilde
yerlestirilip 35-37 °C’de 18-24 saat inkiibasyona kaldirild1. Inkiibasyonun ardindan
olusan zonlarin c¢ap1 Olgiilerek antibiyotik direnclilikleri degerlendirildi. Agar
diflizyon yonteminde pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 25923 referans susu baz
alindi. Mueller Hinton Agar’da 6rnegin antibiyotiklere direncinin goriintiisii Sekil

2.8’de verilmistir.
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Sekil 2.8. Mueller Hinton Agar’da 6rnegin antibiyotiklere direncinin goriintiisi.
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3. BULGULAR

Bu calismada, satis amaciyla Ankara’daki farkli hipermarketlerin et depolarma
nakil edilen, toplam 150 adet kuzu karkasindan siinger swap teknigi ile alinan
orneklerde S. aureus’un varligi, enterotoksijenik Ozellikleri ve antibiyotik
direnglilikleri arastirilmigtir. Alinan siinger swap orneklerinde S. aureus’un varligi
klasik kiiltiir teknigine gore yapilmis olup, daha sonra bu suglarin dogrulanmasi ise
PCR teknigi kullanilarak yapilmistir. Bu ¢alismada PCR analizi sonucu S. aureus
olarak tanimlanan suslarin enterotoksijenik ozellikleri ve antibiyotik direnglilikleri

arastirilmstir.

3.1. Kuzu Karkaslarinda Koagulaz Pozitif Stafilokok ve S. aureus’un

Varhgi

Bu ¢alismada, 150 kuzu karkasindan alinan siinger swap orneklerinin yapilan
mikrobiyolojik analizleri sonucunda, kuzu karkaslarmin 46 tanesinde koagulaz
pozitif stafilokok, 31 tanesinde ise S. aureus tespit edilmis olup, bunlara iliskin

sonuglar Cizelge 3.1° de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Kuzu karkas 6rneklerinde koagulaz pozitif stafilokok ve S. aureus’un varlig.

Ornek Ornek sayisi Koagulaz pozitif stafilokok pozitif S. aureus pozitif 6rnek
ornek sayisi (%) sayis1 (%)
Kuzu Karkas 150 46 (30,66) 31 (20,66)

Bu ¢alismada 46 kuzu karkasindan izole edilen toplam 67 adet koagulaz pozitif
stafilokok izolatindan 42’si klasik kiiltiir yontemine gore S. aureus izolat1 olarak

identifiye edilmistir.
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3.2. S. aureus’un PCR ile Dogrulanmasi

Calismada klasik kiiltiir yontemiyle S. aureus olarak identifiye edilen suslarin
molekiiler olarak PCR teknigi ile dogrulanmasi yapilmistir. Bu amagla klasik kiiltiir
yontemiyle belirlenen suslarin DNA izolasyonlar1 yapildiktan sonra, stafilokoklara
spesifik 16S rRNA gen, S. aureus’a spesifik nuc geni ve coa geni kodlayan primerler
kullanilarak dogrulama islemi yapilmistir. Yapilan islemler sonucunda, klasik kiiltiir
teknigine gore S. aureus olarak tanimlanan suslarin tiimiinde (% 100) 16S rRNA
geni, coa geni, ve nuc geni pozitif bulunmus olup buna iliskin sonuglar Sekil 3.1,
Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’de verilmistir.

M i6smRNA 10 1SSI2SSIIEI4 15 16

228bp *-————--‘_--“—--—

Sekil 3.1. S. aureus izolatlarinda 16S rRNA (228 bp) geninin elektroforez goriintiisit (M: marker, 16S
rRNA +: pozitif kontrol, -: negatif kontrol, 1-16: 16S rRNA geni pozitif izolatlar).

Sekil 3.2. S. aureus izolatlarinda coa (117 bp) geninin elektroforez goriintiisi (M: marker, coa +:
pozitif kontrol, -: negatif kontrol, 1-35: coa geni pozitif izolatlar).
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Sekil 3.3. S. aureus izolatlarinda nuc (279bp) geninin elektroforez goriintiisii (M: marker, nuc+:
pozitif kontrol, -: negatif kontrol, 1-6: nuc geni pozitif izolatlar).

3.3. S. aureus’un PCR ile Enterotoksin Genlerinin Saptanmasi

Bu c¢alismada, PCR analizi ile S. aureus olarak dogrulanan suslarin
enterotoksijenik Ozellikleri yine PCR analizi kullanilarak yapilmistir. Calismada
dogrulanan 42 adet susun SE’lerinden sea, seb, sec, sed ve see toksinleri yoniinden
arastirilmustir. Incelenen suslarm, enterotoksijenik &zelliklerini saptamak amaciyla
yapilan PCR islemleri sonucunda, suslardan 30’nun (% 71,4) enterotoksijenik
Ozellikte oldugu tespit edilmistir. Enterotoksijenik 6zellikte olan bu S. aureus
suslarmdan 7’sinde sea, 12’sinde seb, 7’sinde sec, 5’inde sed, 13’linde ise see geni
saptanmig olup, sonuglar Cizelge 3.2°de gosterilmistir. Ayn1 sekilde enterotoksijenik
Ozellikteki bu suslardan 18’inde sadece 1 enterotoksin genine rastlanilmis olmasina
karsin 10°nunda 2 farkli enterotoksin genine, 2’sinde ise 3 farkli enterotoksin geni
saptanmustir. Enterotoksijenik 6zellikteki gosteren izolatlarin sea, seb, sec, sed ve see
genlerinin elektroforez goriintiisii Sekil 3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil
3.8°de gosterilmistir.
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Sekil 3.4. S. aureus izolatlarinda sea (102 bp) geninin elektroforez goérintiisii (M: marker, sea +:
pozitif kontrol, -: negatif kontrol, 1, 2, 3, 5, 7, 8, 9: sea geni pozitif izolatlar, 4, 6, 10: sea geni negatif
izolatlar).

Sekil 3.5. S. aureus izolatlarinda seb (164 bp) geninin elektroforez goriintiisi (M: marker, seb +:
pozitif kontrol, -: negatif kontrol; 1, 4, 9, 10, 11, 15, 16, 18, 19, 27, 32, 33: seb geni pozitif izolatlar, 2,
3,5,6,7,8,12, 13, 14, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 28, 29, 30, 31, 34, 35 negatif izolatlar).

Sekil 3.6. S. aureus izolatlarinda sec (257 bp) geninin elektroforez goriintiisii (M: marker, sec +:
pozitif kontrol, -: negatif kontrol, 1, 3, 4, 5, 7, 8, 9: sec geni pozitif izolatlar, 2, 6: sec geni negatif
izolatlar).
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Sekil 3.7. S. aureus izolatlarinda sed (278 bp) geninin elektroforez goriintiisii (M: marker, sed +:
pozitif kontrol, -: negatif kontrol, 1-5: sed geni pozitif izolatlar).

Sekil 3.8. S. aureus izolatlarinda see (209 bp) geninin elektroforez goriintiisii (M: marker, see +:
pozitif kontrol, -: negatif kontrol, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 11,15 see geni pozitif izolatlar, 7, 10, 12, 13, 14
see negatif izolatlar).

Cizelge 3.2. S. aureus izolatlarinda enterotoksin genlerinin varligi ( n=42).

Enterotoksin gen profili izolat sayis1 (%)
sea 1 (% 2,3)
sea + sec 2(%A47)
sea + seb + sec 1 (% 2,3)
sea + sed + see 1 (% 2,3)
sea + sed 2(%A47)
seb 7 (% 16,6)
seb + sec 3% 71)
seb + see 1 (% 2,3)
sec + see 1 (% 2,3)
sed 1 (% 2,3)
sed + see 1 (% 2,3)
see 9 (% 21,4)
- 12 (% 28,5)
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3.4. S. aureus’un PCR ile mecA ve mecC Genlerinin Saptanmasi

Bu ¢alismada, PCR analizi dogrulanan suslarin mecA ve mecC geni yoniinden
yapilan analizleri sonucunda, incelenen 42 adet S. aureus susundan 2’sinde mecA
geni pozitif olmasina karsin, mecC genine ise suslarin higbirinde rastlaniimamis

olup, buna iliskin sonuglar Sekil 3.9°de gosterilmistir.

Sekil 3.9. S. aureus izolatlarinda mecA (163 bp) geninin elektroforez gorintiisii (M: marker mecA +:
pozitif kontrol, -: negatif kontrol, 2 ve 3: mecA geni pozitif izolatlar, 1,4 ve 5. mecA geni negatif
izolatlar).

3.5. S. aureus Suslarinin Antibiyotik Direngclilik Profili

PCR teknigi ile dogrulanan 42 adet S. aureus susunun 10 farkli antibiyotige
kars1 yapilan antimikrobiyal direngliligi testleri sonucunda, 30’u Penisiline, 8’1
Tetrasikline, 30’u Eritromisine, 2’si Siilfametoksazol-Trimetoprime, 5’i Oksasilin ve
Sefoksitine, 1’1 Kloramfenikole, 6’s1 Gentamisine ve 17’si Klindamisine Kkarsi
direngli bulunmustur. Siprofloksasine karsi ise S. aureus suslarmin higcbiri direngli

bulunmamis olup, sonuglar Cizelge 3. 3’de gosterilmistir.

Bu caligmada test edilen suslarin hepsinin en az 1 antibiyotige kars1 direngli
oldugu goriilmiistiir. S. aureus suslarindan 18’1 sadece 1 antibiyotige, 1’1 2
antibiyotige, 12’si 3 antibiyotige, 8’1 4 antibiyotige, 2’1 5 antibiyotige, 1’1 6

antibiyotige karsi direngli bulunmustur. Ayrica, 42 S. aureus susunun 2’sinin
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klindamisine, 1’inin eritromisine ve 1’inin Siilfametoksazol-trimetoprime karsi orta

diizeyde direngli oldugu tespit edilmistir

Cizelge 3.3. S. aureus izolatlarinin antimikrobiyal direngliligi ( n=42).

Antibiyotik Direngli sus sayisi (%)
Penisilin 30(71,4)
Tetrasiklin 8 (19,0)
Eritromisin 30(71,4)
Siilfametaksazol/Trimetoprim 2(4,7)
Oksasilin 5(11,9)
Sefoksitin 5(11,9)
Kloramfenikol 1(2,3)
Gentamisin 6 (14,2)
Siprofloksasin 0(0,0)
Klindamisin 17 (40,9)
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4. TARTISMA

Bu c¢alismada, Ankara’da farkli hipermarketlerin depolarinda satisa sunulmak
amaciyla bulunan 150 adet kuzu karkasindan alinan 6rneklerde, S. aureus’un varhgi,

enterotoksijenik 6zellikleri ve antibiyotik direnglilikleri belirlenmistir.

Calismada farkli hipermarketlerden alman 150 kuzu karkasindan 46’smin
(%30,66) koagulaz pozitif stafilokok ve 31’inin ise (% 20,66) S. aureus yoniinden
pozitif oldugu tespit edilmistir. Degisik arastirmacilar tarafindan yapilan
calismalarda, kuzu/koyun karkaslar1 veya etlerinde S. aureus varligi arastirilmig olup,
bunlara iligkin farkli sonuglar bildirilmistir. Bu baglamda Pekana ve Green (2018),
inceledikleri 500 sigir karkasinda S. aureus oranini % 20,4; 300 koyun karkasinda S.
aureus oranin1 % 3,3 olarak belirtmislerdir. Beyene ve ark. (2017), 103 sigir
karkasindan alinan swap orneklerinin 12’sinde (% 11,7) S. auerus izole etmislerdir.
Tsepo ve ark. (2016), dort farkli mezbahadan toplam 600 sigir karkasindan alinan
swab Orneklerinin 159’unu (% 26,5) S. aureus pozitif olarak agiklamiglardir. Jaradat
ve ark. (2014), Urdiin’deki mezbahalardan deve, sigir, koyun, kegi karkaslarinda
toplam 200 6rnek almislardir. Arastiricilar orneklerden sadece 30’unda (% 15) S.
aureus tespit etmislerdir. Yapilan diger bir ¢alismada Nijerya’daki mezbahalardan
sigir, domuz ve keci karkaslarindan 980 6rnek almmustir. Toplanan 6rneklerden
sadece 63’1 (% 6,4) S. aureus ile kontamine bulunmustur (Odetokun ve ark., 2018).
Kore’de kesimhanelerden toplanan 50 keci karkasinin % 8’inde ise S. aureus
identifiye edilmistir (Mechesso ve ark., 2021). Etiyopya’da yapilan bir calismada ise
mezbahalardan alman 400 sigir karkasinin 137’sinde (% 34,3) S. aureus pozitif
olarak bulunmustur (Hassan ve ark., 2018). Salem ve ark. (2017), mezbahalardan
alinan 25 sigir eti 6rneginden 13’tinde (% 52) ve 25 koyun eti 6rneginden 12’sinde
(% 48) S. aureus bulmuslardir. Hassan ve Moawad (2018), topladiklar1 {i¢ farkl
mezbahadan alman toplam 90 sigir etinin 31’inde (% 34,4) S. aureus izole
etmislerdir. Keyvan ve Ozdemir (2016), mezbahadan aldiklar1 120 sigir karkasindan

% 12,6 oraninda S. aureus saptamiglardir.
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Bu ¢alismada elde edilen veriler ile sadece Pekana ve Green (2018) tarafindan
sigirlardan izole edilen veriler benzerlik gostermektedir. Ancak c¢aligmadaki S.
aureus bulgularinin Beyene ve ark. (2017), Pekana ve Green (2018) tarafindan
koyunlardan izole edilen veriler, Jaradat ve ark. (2014), Odetokun ve ark. (2018),
Mechesso ve ark. (2021), Keyvan ve Ozdemir (2016) tarafindan saptanan verilerden
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Veriler arasindaki bu farkliligin birgok faktore
bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Oncelikle bu ¢alismadaki sonuclarm diger
sonuglara gore yiiksek ¢ikmasindaki baslica faktor muhtemelen 6rneklerin toplandigi
yerler olarak distiniilebilir. Bu ¢alismada ornekler hipermarketlerin depolarindan
toplanmisken; diger caligmalar mezbahalardan toplanan Ornekler ile yapilmustir.
Dolayisiyla bu ¢aligmada karkaslar hipermarketlerin depolarina gelene kadar bir¢ok
asamadan gegmektedir ve kontaminasyon riski daha da artmaktadir. Bununla birlikte
Tsepo ve ark. (2016), Hassan ve ark. (2018), Salem ve ark. (2017), Hassan ve
Moawad (2018) tarafindan elde edilen verilerin, bu ¢alismadaki verilere gore daha
yilksek oldugu goriilmiistiir. Bu durumun nedenleri arasinda kesime gelen
hayvanlarm hijyenik durumu, kesim hiyeni, kesim teknikleri, alinan 6rnek sayisi,
ornek alma yontemleri, 6rnek alma zamani, karkas {izerinden orneklerin alindigi
kisimlar, hayvanin kesim hattinda kaldig1 siire, personelin karkaslarla temasi bu

farkliliklarin olusumunda etkili olabilir.

Et ve et iirlinlerinin satisa sunuldugu isletmelerde gida giivenliginin saglanmasi
icin hijyen kurallarina dikkat edilmesi gerekmektedir. Et ve et {iriinlerinin kasaplar
ve sarkditerilerin yaninda; perakende satisin da artmasi ve kentlesme nedeniyle biiyilik
marketlerde de satis1 yapilmaktadir. Kasaplik hayvanlardan elde edilen karkaslara
kiyasla perakende satilan karkaslardan elde edilen etlerde ve islenmis et iiriinlerinde
S. auerus ile kontaminasyon riskinin daha fazla olmas1 muhtemeldir (Tassew ve ark.,
2010). Etin perakende satist asamasinda gida patojenleriyle kontaminasyon
diizeyinin artmasi bu asamaya gelene kadar bir¢ok faktdre maruz kalmasindan
kaynaklanmaktadir. Yapilan bir calismada Hindistan’da mezbahada ve et satisi
yapilan diikkanlardaki koyun ve keci karkaslarinin mikrobiyal kontaminasyonu
karsilastirilmistir. Et satilan diikkanlarda S. aureus’un ortalama prevalansi % 29 iken,

mezbahalardan alinan orneklerde S. aureus prevalansi % 19 olarak bulunmustur
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(Bhandare ve ark., 2007). Sergelidis ve ark. (2015), mezbaha ve perakende olarak
marketlerde satilan kuzu ve oglak karkaslarindan alinan o6rneklerde S. auerus
varligint incelemistir. Kesimhaneden aliman 115 kuzu ve oglak karkaslarinin %
7’sinde, marketlerden alinan 50 kuzu ve oglak karkaslarinin % 18’inde S. aureus
izole edilmistir. Yapilan ¢aligmalarin genelinde, piyasada satis asamasinda alinan
orneklerde S. aureus prevalansinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Nitekim bu
calismada alinan Orneklerin mezbaha kosullarindan ziyade, hipermarketlerin satis
depolarina nakledilmis kuzu karkaslarmmdan alinmasi tercih edilmistir. Buradaki
amag, kuzu karkaslarmin kesim islemi sonrasi asamalardaki (nakil, muhafaza
kosullar1, satis yerlerindeki islemler vb) maruz kaldiklar1 islemlere baglh olarak,
olusabilecek muhtemel kontaminasyonlar1 g6z 6niinde bulundurmakti. Bu ¢alismada
farkli hipermarketlerden alman 150 kuzu karkasindan 46’smin (%30,66) koagulaz
pozitif stafilokok ve 31’inin ise (% 20,66) S. aureus yoniinden pozitif oldugu tespit
edilmistir. Nitekim piyasadan et olarak alinan ¢alismalardan, Rahimi ve ark. (2013),
80 kuzu eti numunesinin 55’inde (% 68,8) S. aureus tespit etmislerdir. Benzer
sekilde, Wu ve ark. (2018), ise yaptiklar1 ¢alismada, aldiklar1 koyun eti 6rneklerinde
S. aureus’un % 54,9 diizeyinde bulundugunu bildirmislerdir. Yine Shylaja ve ark.
(2018), yaptiklar1 calismada 30 adet koyun eti 6rneginden 19’unun ( % 63.,3) S.
aureus yoniinden pozitif oldugunu belirtmislerdir. Raji ve ark. (2016), 24 kuzu eti
orneginden besinde ( % 20,8), 23 sigir eti 6rneginden ise tigiinde (% 12,5) S. aureus
izole etmislerdir. Zargar ve ark. (2014), kasap ve siipermarketlerden topladiklar1 20
kuzu etinin tgiinde (% 15), 47 sigir etinin yedisinde (% 14,8), 89 tavuk etinin
14’tinde (% 15,7), 30 hindi etinin besinde (% 16,6) S. aureus tanimlamiglardir. Kim
ve ark. (2020), 1.587 sigir eti 6rneginin 208’inde (% 13,1) S. aureus bulundugunu
bildirmislerdir. Ayn1 sekilde Gousia ve ark. (2011), topladiklar1 80 koyun ve kegi eti
orneklerinin 12’sinde (% 15) S. aureus saptamiglardir. Haghi ve ark. (2021), kasap
ve restoranlardan aldiklar1 22°si kuzu eti, 23’0 s1g1r eti ve 45’1 pismis et olmak iizere
aldiklar1 6rnekler igerisinde, kuzu etlerinin 12’sinde (% 54,5), sigir etlerinin 9’unda
(% 39,1), pismis et orneklerinin ise 10’nunda (% 22,2) S. aureus tespit etmislerdir.
Yine Irak’ta yapilan caligmada, farkli kasaplardan toplanan 45 sigir eti drneginin
ticiinde (% 6,7), 45 kuzu eti 6rneginin ise ikisinde (% 4,4) S. auerus bulunmustur

(Khalil, 2016). Benzer sekilde Greeson ve ark. (2013), calismalarinda yerli kuzu
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etlerinin 15’inde (% 41,7) ve ithal donmus kuzu etlerinin ise iigiinde (% 8,3) S.
aureus izole etmislerdir. Ayni ¢alismada yerli sigir eti 6rneklerinden sekizinde (%
22,2), ithal donmus sig1r eti drneklerinden dordiinde (% 11,1) S. aureus bulunmustur.
Hamdan ve Masoud (2020), dort farkli kasap ve marketten toplam 20 kuzu etinin dos
bolgesinden drnekler almislar ve dérdiinde (% 20) S. aureus izole etmislerdir. Iran’da
yapilan bir ¢alismada farkli et satis noktalarindan toplanan 100 deve eti 6rneginden
dordiinde (% 4), 100 bufalo etinin 16’sinda (% 16), 100 keci etinin altisinda (% 6),
100 sigir etinin 13’tinde (% 13), 85 koyun etinin dokuzunda (% 10,58) S. aureus
kontaminasyonu goriilmiistiir (Baghbaderani ve ark., 2020). Ozdemir ve Keyvan
(2016), 75 s1g1r etinin % 14,6’sinda, 75 koyun etinin % 30,6’sinda, 75 tavuk etinin %
45,3’tinde S. aureus izole etmislerdir. Ayaz ve ark. (2016), Tiirkiye’de yaptigi
calismada 74 donmus hindi eti, 70 tavuk eti ve 70 kiip seklinde dogranmis sigir
etlerinin 30’unda (% 14) S. aureus varligini tespit etmiglerdir. Irak’da yapilan bir
calismada ise 50 donmus sig1r etinin 32’sinde (% 64), 50 taze sigir etinde ise 25’inde
(% 50) S. aureus izole edilmistir (Mohammed ve Alwan, 2017). Asgarpoor ve ark.
(2018), iran’da yaptiklar1 ¢alismada 23 ¢ig si8ir eti, 22 ¢ig kuzu eti ve 45 pismis et
olmak iizere perakende et satis magazalarindan ve restoranlarindan toplam 90 6rnek
toplamiglardir. Arastirmacilar tiim et 6rneklerinin 31’inin (% 34,4) S. aureus varligi
yoniinden pozitif bulundugunu bildirmis olup, ¢ig kuzu etlerinde bu oranmn % 54,5
diizeyinde oldugunu bildirmislerdir. Naas ve ark. (2019), Libya’da farkh
marketlerden topladiklar1 15 sigir etinin ti¢iinde (% 20) S. aureus tespit etmelerine
karsin, koyun eti 6rneklerinde ise etkene rastlamadiklarmi bildirmislerdir. Elbargisy
ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢calismada Misir’daki slipermarket ve kasaplardan alinan
tilketime hazir et, taze et, dana kiymasi ve sigir etinden yapilan burgerlerden alinan
300 gida 6rneginden 35’inde (% 11,7) S. auerus izole etmislerdir. Guran ve Kahya
(2015), yaptiklar1 caligmada Diyarbakir’da parekende satilan 125 dana kiymasi ve
125 kuzu kiymasinda S. aureus varhigmni arastirmislardir. Arastiricilar toplam 250
ornegin % 31’inde S. aureus izole etmislerdir. Pozitif 6rneklerin 43’1 (% 34,4) kuzu
kiymalar1 olmasma karsm, 35’1 (% 28) ise dana kiymalar1 olmustur. Yapilan bagka
bir ¢caligmada, Etiyopya’da kasap diikkanlarindan alman 16 sigir kiyma 6rneginin

altisinda (% 37,5) S. aureus bulundugu bildirilmistir (Zerabruk ve ark., 2019).
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Bu c¢alismada kuzu Kkarkaslarina ait elde edilen sonuglar, degisik
aragtirmacilarin (Hamdan ve Masoud 2020; Naas ve ark. 2019; Raji ve ark. 2016 ve
Sergelidis ve ark. 2015) market ve mezbahalardan aldiklar1 kuzu eti ve sigir eti
orneklerine ait sonuglar ile benzerlik gostermektedir. Ancak farkli arastirmacilarin
(Asgarpoor ve ark. 2018; Bhandare ve ark. 2007; Greeson ve ark. 2013; Guran ve
Kahya 2015; Haghi ve ark. 2021; Mohammed ve Alwan 2017; Ozdemir ve Keyvan
2016; Rahimi ve ark. 2013; Shylaja ve ark. 2018; Wu ve ark. 2018 ve Zerabruk ve
ark. 2019) yaptiklar1 ¢aligmalarda elde ettikleri bulgular, bu ¢alismadaki sonuglara
gore oldukca yiiksek bulunmustur. Diger taraftan farkli arastrmacilarin (Ayaz ve
ark. 2016; Baghbaderani ve ark. 2020; Elbargisy ve ark. 2016; Gousia ve ark. 2011,
Greeson ve ark. 2013; Khalil, 2016; Kim ve ark. 2020; Naas ve ark. 2019 ve Zargar
ve ark. 2014) topladiklar1 et 6rneklerinden elde ettikleri sonuglar bu ¢alismada kuzu

karkaslarina ait elde edilen sonuglara oranla ise diisiik bulunmustur.

Kuzu karkaslarinda S. aureus’un bulunusu iizerinde bircok faktoriin etkili
olabilecegi diistiniilmektedir. Kesim swrasindaki bir¢cok faktériin varligi kuzu
karkaslarinda kontaminasyonu kagmilmaz kilmaktadir. Kuzu karkaslarinda kesim
isleminin deri yiizme, i¢ organlarmin ¢ikarilmasi, postmortem muayene, karkasin
yikanmas1 ve muhafaza kosullar1 karkaslarin kontaminasyonu igin kritik asamalardir.
Ozellikle kirpilmamis kuzularda, deri yiizme asamasinda yapaginmn karkas ile
dogrudan temasi da 6nemli bir kontaminasyon yoludur. Perakende satis noktalarinda
bulunan et, her adimin mikrobiyal kontaminasyon riski olusturabilecegi uzun bir
kesim ve nakliye zincirinden ge¢mektedir. Dolayisiyla basta kesim hijyeni olmak
tizere, nakliye, muhafaza kosullari, personel hijyeni ve personelle temas sikligi kuzu
karkaslarinin S. aureus ile kontaminasyonunda énemli faktorlerdir. Ayrica S. aureus
insanlarda 6n burun bolgesi basta olmak iizere, deri ve perineum gibi bolgelerde
kolonize olabilir. Bu nedenlerden dolay1 gida isletmelerinde galisan personelin, S.
aureus i¢in ana rezervuar oldugu belirtilmis olup, S. aureus’un gidalara
bulagsmasinda gida isletmelerinde ¢alisan personelin 6nemli rol oynadigi rapor
edilmistir (Milios ve ark., 2011, Park ve Seo, 2019 ve Ranucci ve ark., 2014).
Yukaridaki ¢aligmalarda rapor edilen S. aureus prevalansi, basta kesim ve personel

hijyeni olmak tizere 6rneklerin farkli iilkelere ait olmasi, 6rneklem biiyiikliigii ve
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orneklerin toplandigr mevsimlerin farkliliklardan dolayi, bu ¢aligmada bildirilen
sonuclara gore daha yiiksek olabilir. Kasaplarda etin nakliyesi, depolanmasi ve
islenmesi sirasinda kontaminasyonlar artabilir. Ayrica gidalarda S. aureus’un
kontaminasyon seviyesinin yiiksek olmas1 nedenleri arasinda satisa sunulan yerlerde
ortam sicakliginda uzun siire kalmasi ve muhafaza kosullarinin yetersizliginden
kaynaklanabilir. Et ve et {rlnlerinin raf Omiirlerinin farkli olmasi, toplanan
orneklerin farkli olmasi, satis yerlerinde kullanilan kesme tahtalari, bigcaklarin

bulasma kaynagi olmasi sonuglar1 yiikselten etkenler arasinda olabilir.

S. aureus’dan baska diger koagulaz pozitif stafilokoklarin da gida kaynakli
intoksikasyonlarda rol oynamalarima bagli olarak, farkli iilkelerdeki yasal
diizenlemelerde yerlerini almiglardir. Bu ¢alismada, 150 kuzu karkasinin 46’sindan
(% 30,66) toplam 67 adet koagulaz pozitif stafilokok izole edilmistir. Bu izolatlarin
da 42’si (% 62,6) klasik kiiltiir yontemi ve PCR sonuglarina gore S. aureus olarak
identifiye edilmistir. Benzer sekilde Maktabi ve ark. (2021), Iran’da mezbahalarda 40
adet kuzu karkasindan aldiklar1 6rneklerden, 39 adet koagulaz pozitif stafilokok izole
etmislerdir. Arastiricilar 39 adet izolattan sadece 7’sinin (% 17,5) S. aureus oldugunu
rapor etmislerdir. Ruban ve ark. (2018), Hindistan’da marketlerde satilan 120 koyun
eti Orneginden 86’sinda koagulaz pozitif stafilokok bulundugunu bildirerek, bu
koagulaz pozitif stafilokok izolatlarindan 57’sinin (% 66,2) S. aureus oldugunu
bulmuslardir. Normanno ve ark. (2005), 1.316 taze et 6rneginin 344’tinden (% 26,1)
ve 1.639 kiyma ve hamburger et 6rneginin ise 512’sinde (% 31,2), Ozdemir ve
Keyvan (2016), topladiklar1 koyun eti orneklerinin % 34,6’sinda koagulaz pozitif
stafilokok izole etmislerdir. Bu ¢alismada, 150 kuzu karkasinin 46’sindan (% 30,66)
67 adet koagulaz pozitif stafilokok izole edilmis olup, bu oran Maktabi ve ark.
(2021), bildirdigi 40 kuzu karkasinda 39 adet koagulaz pozitif stafilokok sayisindan
fazladir. Ruban ve ark. (2018), tarafindan koagulaz pozitif stafilokoklardan elde
edilen S. aureus izolat sayis1 bu ¢aligmanin sonuglariyla paralellik gostermektedir.
Bu durumun nedenleri arasinda muhtemelen Maktabi ve ark. (2021), topladigi
orneklerin mezbahadan; Ruban ve ark. (2018) topladig1 Orneklerin marketlerden

olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica Normanno ve ark. (2005) ve Ozdemir ve
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Keyvan (2016) tarafindan toplanan oOrneklerden elde edilen koagulaz pozitif

stafilokok izolatlarinin orani, bu ¢alismadaki oran ile benzer diizeydedir.

Calismada dogrulanan 42 adet S.aureus izolati sea, seb, sec, sed ve see genleri
yoniinden incelenmistir. Buna gore izolatlarin enterotoksijenik 6zelliklerini saptamak
amaciyla yapilan PCR analizleri sonucunda, izolatlardan 30’nun (% 71,4)
enterotoksijenik ozellikte oldugu tespit edilmistir. Geriye kalan 12 izolatta ise
enterotoksin genlerine rastlanilmamistir. Enterotoksijenik 6zellikte olan bu S. aureus
izolatlarinm 7’sinde (% 23,3) sea, 12’sinde (% 40) seb, 7’sinde (% 23,3) sec, 5’inde
(% 16,6) sed, 13’inde (% 43,3) ise see geni saptanmistir. Ayni sekilde
enterotoksijenik 6zellikteki bu suslardan, 18’inde sadece bir enterotoksin genine
rastlanilmis olmasma karsin 10’nunda iki farkli enterotoksin genine, ikisinde ise ii¢
farkli enterotoksin geni saptanmistir. Al-Tarazi ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismada
izole ettikleri 74 S. aureus izolatindan 10’unun (% 13,5) enterotoksijenik 6zellikte
oldugunu bildirmislerdir. Ruban ve ark. (2018), 120 koyun eti 6rneginden izole
ettikleri 57 S. aureus izolatindan 40’inm (% 70,1) en az bir ya da daha fazla
enterotoksin geni tasidigini belirtmislerdir. Arastiricilar bu izolatlardan 29 unun seb
geni, ikisinin ise sed geni tasidigini tespit etmisler, ancak izolatlarda sea, sec ve see
genlerine rastlanilmamistir. Ozdemir ve Keyvan (2016), toplam 225 et drneginden
identifiye ettigi 114 adet S. aureus izolatindan 88’inin (% 77,1) enterotoksijenik
Ozellikte oldugunu belirtmislerdir. Bu izolatlardan 56’sinda (% 63,6) sea geni,
sekizinde (% 9) sed geni ve ikisinde (% 2,2) sec geni bulunmustur. Zargar ve ark.
(2014), gesitli hayvan tiirlerine ait etlerden izole ettigi 29 S. aureus izolatinmn besinde
(%17,2) sea geni varligint bildirmislerdir. Ayni arastiricilar kuzu etlerinden izole
edilen S. aureus izolatlarinda ise sea genine rastlanilmadigini rapor etmislerdir.
Asgarpoor ve ark. (2018), cesitli etlerden elde ettigi 31 S. aureus izolatinin 18’inde
(% 58,1) en az bir ya da daha fazla enterotoksin genine rastlamislardir. Sigir ve kuzu
izolatlar1 arasinda en yaygimn SE genleri sea (% 38,7), ardindan see (% 22,6), sec (%
16,1) ve seb (% 12,9) olarak bulunmustur. Saleh ve ark. (2016), etlerden elde ettigi S.
aureus izolatlarinda sea ve sed geni bulamamislardir. Ancak % 16,6 oraninda seb, %
33,3 oraninda sec ve % 50 oraninda see geni pozitif bulunmustur. Mebkhout ve ark.

2018), ise ¢aligmalarinda S. aureus izolatlarinin % 12’sinde enterotoksin genine
g
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rastlamigs olup, bunlarm % 9,7’sinin seb, % 2,4’tiniinde sed geni oldugunu

belirtmislerdir. izolatlarmn higbirinde ise sea, sec ve see genine rastlanilmamistir.

Bu c¢alismada en fazla see (% 43,3) ve seb (% 40) enterotoksin geni
saptanmustir. Diger ¢alismalara gore saptanan enterotoksin genlerinin oranlarinda
benzerlikler ve farkhiliklar goriilse de Ozdemir ve Keyvan (2016), Ruban ve ark.
(2018) tarafindan saptanan S. aureus izolatlarin enterotoksijenik Ozellik orani
benzerlik tasimaktadir. Mebkhout ve ark. (2018), Asgarpoor ve ark. (2018)
tarafindan saptanan S. aureus izolatlarin enterotoksijenik 6zellik orani bu ¢alismaya
gore diisiik bulunmustur. Yapilan arastirmalarda saptanan izolatlar arasinda klasik
enterotoksin genlerinden see geninin ¢ok fazla goriinmese de bu ¢alismada ve Saleh
ve ark. (2016) tarafindan yapilan g¢alismada en fazla rastlanan gen olmustur.
Stafilokokal gida intoksikasyonlarinda en sik karsilasilan enterotoksin tiiriiniin SEA
oldugu bilinse de 2009 yilinda Fransa’da SEE’ye bagli peynir tiikketiminden
kaynaklanan alt1 stafilokokal gida zehirlenmesinin meydana gelmis olmasi da bir

gergektir (Ostyn ve ark., 2010).

Stafilokokal enterotoksinlerin genleri bakteriler arasinda yatay olarak transfer
olmalarmi saglayan mobil genetik elemanlar tizerinde tasmnmaktadir (Haaber ve ark.,
2017). Hareketli genetik elemanlarda birden fazla enterotoksin genin bulunmasi ve
bu genetik yapilarin bakteriler arasinda gen aktarimindan dolay: izolatlarda birden
fazla enterotoksin geni ile karsilagilabilir. Yapilan arastirmalarda goriildigii gibi
farkl tlkelerdeki cesitli gidalardan S. aureus olarak identifiye edilen ¢ogu izolatin
enterotoksijenik 6zellikte oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismanin sonuglari ile diger
caligmalarin sonuglar1 arasinda farkliliklarin muhtemelen toplanan 6rneklerin farkli
olusu ve miktarlari, cografi degisiklikler, bulagsmalarin kdkeni, analiz metodlarinin
farkli olmasi, baz1 enterotoksin genlerinin ¢evresel faktorlerden etkilenmesinin neden

olabilecegi diisiiniilmektedir.

PCR teknigi ile dogrulanan 42 S. aureus susunun 10 farkl antibiyotige karsi
yapilan antimikrobiyal direngliligi testleri sonucunda, 30’u (% 71,4) penisiline, 8’1

(% 19) tetrasikline, 30’u (% 71,4) eritromisine, 2’si (% 4,7) siilfametoksazol-
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trimetoprime, 5’1 (% 11,9) oksasilin ve sefoksitine, 1’1 (% 2,3) kloramfenikole, 6’s1
(% 14,2) gentamisine ve 17’si (% 40,4) klindamisine kars1 direngli bulunmustur. S.
aureus suslarmnin tamami siprofloksasine karsi duyarli olarak bulunmustur. Bu
calisma i¢in diger 6nemli bir verinin de 42 izolatin tamaminin en az bir antbiyotige

kars1 direngli olmasidir.

Can ve ark. (2017), ¢ig siit, tavuk eti ve carra peynirinden elde ettikleri 40 S.
aureus izolatindan 39’unun en az bir antibiyotige karsi direngli oldugunu
bulmuslardir. Direncli izolatlarin % 2,5’u kloramfenikole, % 92,5’u ampisiline, %
30’u tetrasikline, % 2,5’u sefoksitine, % 20’si eritromisine, % 95’1 penisiline, %
12,5’u 1se siprofloksasine karsi direngli bulunmustur. Rifampin, vankomisin,
oksasilin ve gentamisine karsi direng goriilmemistir. Pu ve ark (2011), dana ve
domuz eti o6rneklerinde saptadiklar1 152 S. aureus izolatinin % 71’ini penisiline, %
67’sini tetrasikline, % 30’unu eritromisine, % 18’ini klindamisine, % 14’{inii
oksasiline, % 13’iinii siprofloksasine ve % 3’linii gentamisine kars1 diren¢li oldugunu
ifade etmislerdir. Arastiricilar ayrica izolatlarin tamaminin
trimetoprim/sulfametoksazole karst duyarl oldugunu bildirmislerdir. Maktabi ve ark.
(2021), ¢esitli hayvan karkaslarindan izole ettikleri 25 S. aureus izolatinin 17’s1 (%
68) penisiline, tigii (% 12) oksasiline, ikisi (% 8) eritromisine, dordi (% 16)
gentamisine, 14’1 (% 56) de Trimetoprim’e kars1 direngli bulmugslardir. Sergelidis ve
ark. (2015), S. aureus izolatlarinin tamaminda (% 100) penisiline, % 74’tinde
tetrasikline, % 59,3’tinde klindamisine, % 51,9 eritromisine ve % 22,2 sefoksitine

direng tespit etmislerdir.

Bu ¢alisma ile Can ve ark. (2017), ile Sergelidis ve ark. (2015), yaptigi
calismada izolatlarin antibiyotiklere karsi direngli olma oran1 benzerlik
gostermektedir. Ancak diger ¢aligmalara gore test edilen antibiyotiklerin direng
seviyeleri arasinda farkliliklar goriilmiistiir. Bu ¢aligma ile Can ve ark. (2017),
Sergelidis ve ark. (2015), Maktabi ve ark. (2021) ve Pu ve ark (2011) arasindaki
benzerlik, izolatlar arasinda en yiiksek direncin penisiline kars1 goriilmiis olmasidir.
Bunun nedeni hayvanlarin tedavisinde kullanilan en eski antibiyotiklerden biri

olmasi, tedavide en fazla tercih edilen antibiyotik olmasi olabilir.

118



MRSA gibi antibiyotige direncli patojenlerin neden oldugu gida kaynakli
salginlarin ¢ogu, kontamine hayvansal gidalarin tiiketimiyle gerceklesmektedir.
Veteriner hekimlikte hayvanlarda biiyiime faktorii ya da tedavi amagli olarak
kullanilan ~ penisilin,  gentamisin,  eritromisin, tetrasiklin,  trimetoprim-
stilfometoksazol, kloramfenikol gibi antibiyotiklerin gereksiz ve asir1 kullanimi
sonucu gida kaynakli, antibiyotik direncli bakterilerin olusmasindaki baslica
faktordiir. Bu tiir mikroorganizmalarla kontamine olan hayvansal kokenli gidalar,
insanlarda infeksiyon igin potansiyel bir ara¢ gorevi gormektedir (Benjelloun Touimi
ve ark., 2020 ve Sergelidis ve Angelidis, 2017). Ayrica yapilan ¢alismalarin cografi
alanlarmin farkli olmasi, farkli hayvanlardan 6rneklerin toplanmasi, iklim kosullari,
belirli antibiyotiklerin siklikla tercih edilmesi, ampirik antibiyotik se¢imi, vakalarin
incelenmemesi, genis spektrumlu antibiyotiklerin fazla kullanimi, yetersiz hijyen
kosullar1, laboratuvarda antibiyotiklerin direnglerini belirlemek i¢in tercih edilen
analiz yontemleri, yapilan ¢alismalarda izole edilen antibiyotik direngli S. aureus’un

prevalansinin da degisken olmasini etkileyebilir.

Calismada 150 kuzu karkasindan elde edilen 42 S. aureus susunda metisilin
direncini belirlemek amaciyla oksasilin ve sefoksitin direnci tespit edilmistir. Buna
gbre S. aureus izolatlarinin besinde (% 11,9) sefoksitine ve besinde (% 11,9)
oksasiline kars1 diren¢ goriilmiistiir. Sefoksitin direnci gosteren suslarda oksasiline
kars1 direng de goriilmiistiir. S. aureus olarak dogrulanan tiim suslarda mecA ve
mecC genlerinin varlig1 aragtirilmistir. Suslarin ikisinde (% 4,76) mecA geninin
varligr goriilmesine ragmen, suslarin higbirinde mecC genine rastlanilmamustir.
Ayrica mecA geni goriilen suslar ile sefoksitin ve oksasiline direngli olan suslar
farkhidir. Ozdemir ve Keyvan (2016), toplam 225 et drneginden identifiye ettikleri
114 adet S. aureus izolatindan higbirinde mecA genine rastlamadiklarini
bildirmislerdir. Ancak izolatlarin % 22,8’sinde sefoksitine, % 15,7’sinde oksasiline
kars1 direng goriilmistiir. Abdalrahman ve ark. (2015), tavuk ve hindi etinden izole
edilen S. aureus izolatlarinin % 30’unda sefoksitine, % 47,6’sinda oksasilin direnci
saptamiglardir. Ancak mecA geni ise direngli izolatlarm sadece 12’sinde saptanmis
olup, mecC genine rastlanilmamistir. Pekana ve Green (2018), tarafindan yapilan

calismada koyun karkaslarindan izole edilen 10 S. aureus izolatinin hi¢cbirinde mecA
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genine rastlanilmamistir. Ancak yedi pozitif izolatta oksasilin direnci goriilmustiir.
Sergelidis ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, kuzu ve oglak karkaslarmdan
ve burun bosluklarindan elde edilen 27 izolatin altisinda (% 22,2) sefoksitine kars1
direng tespit edilmistir. Ancak bu izolatlarin birinde mecA geni pozitif olarak
bulunmasina ragmen, mecC genine higbir izolatta rastlanilmamistir. Bu MRSA
izolat1 mezbahadan alinan ornekten elde edilmistir. Pereira ve ark (2009), farkli
gidalardan identifiye ettikleri 148 adet S. aureus izolatindan 56’sin1 (% 38) fenotipik
olarak oksasiline direngli bulmuslardir. Bu izolatlardan birinde (% 0,6) mecA geni
varlig1 belirtilmistir. Zehra ve ark. (2019), yaptigi ¢alismada elde ettikleri verilere
gore yedi S. aureus izolatinda (% 5,07) oksasiline direngli mecA geni bulunmayan,
oksasilin MIC degerleri 4-8 mg/mL arasinda oldugu icin BORSA olarak

tanimlamislardir. Ayrica izolatlarin % 2,72’sinde mecA genine rastlanilmistir.

Bu arastirmada saptanan mecA geni varhigi Sergelidis ve ark. (2015) ve Zehra
ve ark. (2019) tarafindan tespit edilen oran ile benzer, Ozdemir ve Keyvan (2016),
Pereira ve ark. (2009) ile Pekana ve Green (2018) tarafindan belirlenen verilerden
yiiksek, Abdalrahman ve ark. (2015) tarafindan saptanan orandan ise diisiik
bulunmustur. Ayrica Sergelidis ve ark. (2015) ve Abdalrahman ve ark. (2015)
tarafindan yapilan c¢alismalarda oldugu gibi, bu ¢alismada da mecC genine
rastlanilmamustir. Sefoksitin ve oksasilin direnci oraninda Pekana ve Green (2018),
Abdalrahman ve ark. (2015), Pereira ve ark. (2009), Sergelidis ve ark. (2015)
tarafindan elde edilen sonuglar bu ¢alismaya gore yiiksek bulunmustur. Zehra ve ark.
(2019) yaptig1 calismada oksasilin direnci oranit bu ¢alismanin oksasilin direnci
oranma goére diisik bulunmustur. Bu sonuglarin nedenleri arasinda muhtemelen
iilkesel farkliliklar, uygulanan antibiyotik secimleri, laboratuvardaki analizlerin

farklilig1, 6rneklerin toplandigi ortam ve hijyen kosullariin eksikligi yer alabilir.

Metisilin direncini belirlemek amaciyla 42 S. aureus susunda oksasilin ve
sefoksitin direnci tespit edilmistir. Buna gére S. aureus izolatlarinin besinde (% 11,9)
sefoksitine ve besinde (% 11,9) oksasiline karsi direng goriilmiistiir. Sefoksitin
direnci gosteren suslarda oksasiline karsi direng de goriilmistir. Ancak bu

izolatlarda mecA veya mecC geni bulunamamustir. izolatlardaki bu durumun -
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laktamazin asir1 iiretiminden (BORSA) ya da PBP’lerdeki nokta mutasyonlardan
kaynaklanmis olabilecegi bildirilmektedir (Hryniewicz ve Garbacz, 2017). Ancak
Pekana ve Green (2018), blaZ genini de saptadig: i¢in, bu duruma farklilik ortaya
koymustur. Fenotipik direncin genotipik temelinin tam olarak anlagilmamasi, direnci
tespit etmek i¢in su anda kullanilan fenotipik veya molekiiler yontemlerdeki eksikler
nedeniyle fenotipik ve genotipik diren¢ arasinda uyusmazlik meydana gelebilir.
Oksasilin, metisilin ve tiim laktamlara duyarliligi/direnci test etmek icin alternatif bir
antibiyotik olarak Onerilmistir. Bu durum oksasiline direngli tiim izolatlarin B-
laktamlara direng gosterdikleri icin neden mecA genini tagimadigini agiklayabilir.
Oksasiline tanik olunan fenotipik direng, p-laktam antibiyotiklere membran
gecirgenliginin azalmasi dahil olmak iizere baska mekanizmalar yoluyla elde edilmis
olabilir, MRSA'da p-laktam direnci igin alternatif ve muhtemelen c¢oklu
mekanizmalar olduguna dair kanit saglamaktadir (Pekana ve Green, 2018 ve
Sergelidis ve ark., 2015). S. aureus olarak dogrulanan tiim suslarda mecA ve mecC
genlerinin varlig1 arastirilmistir. Suslarin ikisinde (% 4,76) mecA geninin varligi
goriilmesine ragmen, suslarin hi¢birinde mecC genine rastlanilmamistir. Ayrica
mecA geni goriilen suslarda sefoksitin ve oksasiline karsi fenotipik direng
bulunamamustir. Bu ¢alismada elde edilen iki mecA genine sahip ancak sefoksitin ve
oksasiline direng gostermeyen izolatlarda heterojen metisilin direnci varligi
diistinilmistiir. Heterojen direngte mec gen bolgesi haricinde fem ve aux gibi
kromozomal genlerin katkisi bulunmaktadir. Direngten sorumlu regiilator genlerin
mutasyonu heterojen dirence sebep olabilmektedir (Berger-Bachi ve Rohrer, 2002 ve
Chambers, 1997).

Bu ¢aligmada izole edilen iki izolatta (% 4,76) mecA geni tespit edilmesine
ragmen, fenotipik olarak oksasilin ve sefoksitine karsi diren¢ elde edilememistir.
Ancak bu izolatlardan birinde penisilin, tetrasiklin, klindamisin ve eritromisine kars1
diren¢ gelismistir. Diger izolatta ise penisilin, eritromisin ve klindamisine kars1
diren¢ goriilmiistiir. Caligmada izolatlarin minimum inhibisyon konsantrasyon degeri
hesaplanmamistir ancak bu izolatlarin OS-MRSA izolatlar1 da olabilecegi tahmin
edilmektedir. Baz1 galismalarda fenotipik olarak oksasilin duyarli ancak genotipik

olarak mecA genini tasiyan S. aureus suslarmm (OS-MRSA) varlig1 bildirilmistir.
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Quijada ve ark. (2019), Avusturya Viyana Havalimani’nda dis hat yolcularindan
aliman 600 gida Orneginin bir peynir izolatinda OS-MRSA susu izole etmislerdir.
Zhang ve ark. (2020), Cin’de meydana gelen stafilokokal gida zehirlenmesi
olgularinda ve perakende satilan hayvansal gidalarda OS-MRSA prevalansini
aragtirmiglardir. Bu zehirlenme olgularinda izole elde edilen 275 S. aureus
izolatindan sekizi (% 2,9) ve aralarinda bir ¢ig koyun etinin de bulundugu perakende
satilan gidalardan elde edilen 184 S. aureus izolatinin yedisinde (% 3,8) OS-MRSA
varlig1 tespit edilmistir. Hindistan’da sigirlarda mastitise neden olan S. aureus
suslarinda da OS-MRSA izolatlarima rastlanilmistir. Klinik mastitis semptomlari
gosteren ineklerden alman 167 siit 6rneginde 39 S. aureus izolat: elde edilmistir.
Elde edilen 39 izolatin 19’unda (% 48,7) mecA geni bulunurken, mecC genine higbir
izolatta rastlanilmamustir. Izolatlarin higbirinde sefoksitin ve oksasiline kars1 direng
bulunamamistir (Mistry ve ark., 2016). Yine Cin’de yapilan bir ¢alismada ithal
paketlenmis et 6rneginden OS-MRSA izolat1 elde edilmistir (Luo ve ark., 2020). Pu
ve ark. (2014), klinik masititisli siitlerden izole edilen 103 izolatin 49’unda (% 47,6)
mecA tespit etmislerdir. Bu izolatlarin 37’sinin ise OS-MRSA suslar1 oldugu tespit

edilmistir.

Calismada bulunan mecA geni orani, Zhang ve ark. (2020) tarafindan belirtilen
veriler ile benzer, Mistry ve ark. (2016), Pu ve ark. (2014) tarafindan verilen
oranlardan olduk¢a diisiik bulunmustur. Quijada ve ark. (2019) tarafindan tespit
edilen orandan, yiiksek sonug elde edilmistir. Luo ve ark. (2020) tarafindan yapilan
calismada izolat ve 0rnek sayisi1 verilmeden sadece bir gida 6rneginden elde edilen
bir izolatin OS-MRSA oldugu ifade edilmistir. Bunun nedenleri arasinda
muhtemelen ¢alismalarda kullanilan 6rneklerin ve 6rnek sayilarinin farkli olusu ile

cografi farkliliklardan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

OS-MRSA izolatlar1 diinya capmda insan ve hayvanlarda en Onemli
patojenlerden biri haline gelmistir. OS-MRSA mecA geni tasiyan ancak oksasilin
minimum inhibisyon konsantrasyon degerinin <2 pg/ml oldugu izolatlardir. Bu tiir
izolatlarin yanlis yorumlanmasi nedeniyle secilecek yanlis antibiyotik tedavisi

sonucu yiiksek oranda yeni direngli MRSA varyantlarinin gelisimi tetiklenebilir.
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Ayrica bu durumun ihmal edilmesi, yeni olusabilecek MRSA varyantlarmin gida
yoluyla yayilma riskini artirmaktadir (Quijada ve ark., 2019). Bu yiizden MRSA’nin
dogru bir sekilde tanimlanmasinda fenotipik ve genotipik yOntemlerin birlikte

kullanilmas1 gerekmektedir (Pu ve ark., 2014).
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5. SONUC ve ONERILER

Toplumda gida kaynakli olusan hastaliklarin Onemli bir pargasi patojen
bakterilerle kontamine olmus karkaslardan eclde edilen etlerin ve et tirtinlerinin
tilketimi ile meydana gelmektedir. Saglikli olarak goriilen karkaslarda bu patojen
mikroorganizmalarin kontaminasyonunun bir kismi mezbahalardan
kaynaklanmaktadir. Tiiketime sunulan gesitli et ve et iiriinlerinde enterotoksijenik S.
aureus suslar1 tiikketimden oOnce gidada toksin olusumu icin yeterli sayida
cogalabilmektedir. Ayrica gidalardaki MRSA suslarinin varlig1 ve bununla birlikte
cesitli antibiyotiklere karsi direngliligi halk saghigi acisindan yiiksek risk teskil
etmektedir.

Bu tez calismasinda kuzu karkaslarinda S. aureus’un izolasyon ve
identifikasyonu yapilmistir. Daha sonra izolatlar PCR analizi ile dogrulanmustir.
Dogrulanan izolatlarin PCR analizi ile enterotoksijenik 6zelliklerinin, metisilin
direncine neden olan mecA ve mecC genlerinin varliginin ve antibiyotik direng

Ozelliklerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Bu c¢alismada elde edilen sonuglar 1s1ginda, izole edilen S. aureus
izolatlarindan ¢ogunun (% 71,4) enteretoksijenik 6zellik tasimasi, stafilokokal gida
intoksikasyonlarinin goriilmesi agisindan dnemlidir. Ayrica elde edilen izolatlarin
hepsinde en az antibiyotige karsi diren¢ goriilmiistiir. Yine elde edilen izolatlarin
% 4,7’sinde mecA genine rastlanilmig olup, ayrica sefoksitin ve oksasilin gibi
antibiyotiklere karsi1 direngli suslar bulunmasi, gidalarin da MRSA suslarinin
tasinmasida etkin rol oynayabilecegini ve insanlar arasinda da yayilabilecegini

gosterdigi icin halk saglig1 agisindan da ciddi risk olusturmaktadir.

Antibiyotik direncinin diinya genelinde yayilmasini engellemek igin farkli
stratejiler ~ uygulanmalidir. S.  auerus’un  gidalara  kontaminasyonunun
engellenmesiyle birlikte, antibiyotiklere direncli S. aureus izolatlarinin da insanlar

arasinda yayilmasi engellenmis olacaktir. Diinya genelinde antibiyotik direncinin
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yayilmasmin engellenmesi i¢in, antbiyotik kullaniminin azaltilmasi gerekmektedir.
Ancak tedavide kullanilacak antibiyotik se¢iminden Once mutlaka genotipik ve

fenotipik yontemler birlikte kullanilarak antibiyotik direng profili olusturulmalidir.

Kuzu etlerinde kontaminasyon kaynaklarinin arasinda kesimhanelerin 6nemli
yer tutmasi nedeniyle, bu asamada kesim hijyeni ve personel hijyenine dikkat
edilmelidir. Ayrica et satis noktalarinda kullanilan aletlerin hijyenine dikkat edilmeli,
personel egitimi saglanmalidir. Karkaslarin ve karkaslardan elde edilen etlerin et
satis noktalarinda depolama ve muhafaza kosullarina dikkat edilmelidir. Gida
giivenligi kontroliiniin saglanmasi i¢in kuzu eti iiretim ve tedarik zincirindeki her
asamada etkili bir gida giivenligi yonetim sistemi bulunmalidir. Kuzu eti tiretimini
saglayan tiim isletmelerin gereksinimlerine gére GMP, GHP ve HACCP ilkelerini
farkli sekilde organize etmesi Onerilmektedir. Gida giivenligi yonetim sistemlerinin
uygulanmasiyla birlikte, S. aureus’un halk saghigi iizerinde meydana gelebilecek

olumsuz etkilerine karsi korumada etkin bir rol oynayabilecegi diistiniilmektedir.

125



OZET

Kuzu Karkaslarinda Staphylococcus aureus’un Varhg, Enterotoksijenik
Ozellikleri ve Antibiyotik Direncliliginin Belirlenmesi

Bu c¢alisma, kuzu karkaslarinda Staphylococcus aureus’un varligi ve izolatlarin
enterotoksijenik ozellikleri ile antibiyotik direngliliklerini belirlemek amaciyla yapilmistir.
Bu amagla Ankara’da bulunan farkli hipermarketlerin depolarindaki 150 kuzu karkasindan
siinger swap teknigi ile Ornekler almmustir. Aliman Ornekler Oncelikle fenotipik olarak
koagulaz pozitif stafilokoklar ile S. aureus yoniinden analiz edilmistir. Daha sonra, fenotipik
olarak S. aureus olarak belirlenen izolatlar PCR teknigi ile dogrulanmistir. Dogrulanan S.
aureus izolatlarinda PCR teknigi kullanilarak enterotoksin genleri ile mecA ve mecC genleri
arastirilmistir. Ayrica izolatlarin 10 farkli antibiyotige karsi antibiyotik direng profilleri
belirlenmistir.

Yapilan analizler sonucu 150 adet kuzu karkasindan 46’s1 (% 30,66) koagulaz pozitif
stafilokok ve 31’1 (% 20,66) S. aureus ile kontamine bulunmustur. Bu ¢alismada PCR
teknigi ile dogrulanan 42 adet S. aureus izolatindan 30’unun (% 71,4) enterotoksijenik
ozellikte oldugu tespit edilmistir. Enterotoksijenik 6zellige sahip bu S. aureus izolatlarinin
7’sinde (% 23,3) sea, 12’sinde (% 40) seb, 7’sinde (% 23,3) sec, 5’inde (% 16,6) sed,
13’iinde (% 43,3) ise see geni saptanmustir. Yine bu ¢aligmada 42 adet S. aureus izolatindan
hi¢birinde mecC geni bulunmazken, 2’sinde (% 4,7) ise mecA geni pozitif olarak
saptanmistir. Bu ¢alismada agar diflizyon yonteminin sonucuna gore izolatlarin tamami en az
bir veya daha fazla antibiyotige karsi diren¢li bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore, 42 S.
aureus izolatinin 30’u (% 71,4) penisiline, 81 (% 19) tetrasikline, 30’u (% 71,4)
eritromisine, 2’si (% 4,7) silfametoksazol-Trimetoprime, 5’i (% 11,9) oksasilin ve
sefoksitine, 1’i (% 2,3) kloramfenikole, 6’s1 (% 14,2) gentamisine ve 17’si (% 40,4)
klindamisine karsi direngli bulunmustur. Siprofloksasine karsi ise S. aureus suslarinin tiimii
duyarli bulunmustur.

Sonuglar enterotoksijenik S. aureus izolatlariin gida intoksikasyonlarinda 6nemli
olabilecegini ortaya koymaktadir. Bu nedenle HACCP ve GMP sistemlerinin etkin bir
sekilde uygulanmasi, halk sagliginin korunmasi ve hijyenik kuzu eti {iretimi i¢in
kontaminasyonun 6nlenmesinde 6nemli olacaktir.

Anahtar Sézciikler: Enterotoksin, Kuzu karkas, mecA, PCR, Staphylococcus aureus.
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SUMMARY

Occurence, Enterotoxigenic Properties and Antimicrobial Resistance of
Staphylococcus aureus on Lamb Carcasses

The aim of the present study was to evaluate the occurrence, enterotoxigenic
properties and antibiotic resistance of Staphylococcus aureus on lamb carcasses. 150 lamb
carcass samples were obtained with sponge swap technique from different hypermarkets in
Ankara. Firstly, these samples were analysed phenotypically for coagulase-positive
staphylococci and S. aureus. Then, the isolates identified as S. aureus were confirmed by
PCR technigue. Enterotoxin, mecA and mecC genes were analysed in the isolates using PCR
technique. In addition, antibiotic resistance profiles of the isolates against 10 different
antibiotics were determined.

According to the analyses, coagulase positive staphylococci were found in 46 of 150
lamb carcass samples (30.66%), and S. aureus was found in 31 (20.66 %) of them. 30 (71.4
%) of 42 S. aureus isolates confirmed by PCR were found to be enterotoxigenic. Of these
enterotoxigenic S. aureus isolates, 7 (23.3 %) sea, 12 (40 %) seb, 7 (23.3 %) sec, 5 (16.6 %)
sed and 13 (43.3 %) see genes were detected. No mecC gene was found in 42 S. aureus
isolates, whereas mecA gene was found to be positive in 2 (4.7 %) of them. According to the
results of the agar diffusion method, all of the isolates were resistant to at least one or more
antibiotics. 30 (71.4 %), 8 (19.0 %), 30 (71.4 %), 2 (4.7 %), 5 (11.9 %), 1 (2.3 %), 6 (14.2
%), 17 (40.4 %) of S. aureus isolates were resistant to penicillin, tetracycline, erythromycin,
sulphamethoxazole-trimethoprim, oxacillin and cefoxitin, chloramphenicol, gentamicin,
clindamycin, respectively. All S. aureus isolates were susceptible to ciprofloxacin.

The results suggest that enterotoxogenic S. aureus isolates may be important in food
intoxications. Thus, effective implementation of HACCP and GMP systems will be
important in preventing the contamination for public health protection and hygienic lamb
meat production.

Keywords: Enterotoxin, Lamb carcass, mecA, PCR, Staphylococcus aureus.
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