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OZET

HASTANE VE GIDA iISLETMELERINDEKI GIDA CALISANLARINDAN
Staphylococcus aureus IZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Nesrin CAKICI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali1 Doktora Tezi
Danisman : Yrd. Dog. Dr. Niikhet N. DEMIREL ZORBA
Es Danigsman: Dog. Dr. Alper AKCALI
03/07/2015, 93

Bu calisma, Canakkale ilindeki hastaneler ve bazi gida isletmelerindeki gidalarin islenmesi
ve dagiiminda gorevli kisilerin Staphylococcus aureus tasiyiciliginin tespiti, S. aureus
izolatlarmin antibiyotik direng profillerinin, enterotoksin iiretme &zelliklerinin ve

staphylococcal protein A (spa) tiplerinin belirlenmesi amaci ile gergeklestirilmistir.

Arastirmaya 228’1 gida isletmelerinde, 72’si hastanede gorevli 300 gida calisani katilmistir.
Bu kisilere sosyodemografik 6zellikler, hijyen ve gida giivenligi ile ilgili 14 soruluk anket
uygulanmigtir. S. aureus tasiyicilik durumlarini belirlemek i¢in burun deliklerinden ve
ellerden siiriintii 6rnekleri alinmistir. Gida isletmelerindeki kisilerin 93’iinde (%40.8),
hastane mutfak gorevlilerinin 32’sinde (%44.4) S. aureus tasiyiciligt (burun ve/veya el)

tespit edilmistir.

Gida calisanlarindan elde edilen 215 S.aureus izolatimin 15 adet antibiyotige karsi
duyarliligi aragtirllmigtir. Metisilin direnci disk difiizyon, lateks agliitinasyon ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile arastirilmistir. Elde edilen S. aureus izolatlarinda
metisilin direnci (MRSA) orani1 %1.39 olarak belirlenmistir.

125 S.aureus izolatinda enterotoksin genleri (sea, seb, sec, sed, see) multipleks PZR
yontemi ile analiz edilmistir. izolatlarin 20’sinin sea, 8’inin seb, 12’sinin sec, 8’inin sed
genine sahip olduklari, 6’sinin sea ve sed genlerini birlikte tasidiklar1 saptanmistir.
Izolatlarin enterotoksin iiretip iiretmedigi ELISA ydntemiyle arastirilmustir. 18’inin A,

9’unun B, 16’smin C, 14’liniin D, 26’sin1in E toksini iiretmis oldugu saptanmustir.

vii



S. aureus izolatlar1 arasinda 61 spa tip elde edilmistir. Bir izolatta yeni spa tip (t14963)
belirlenmis ve Ridom SpaServer veritabanina eklenmistir. Bir izolatin kullanilan primerler
ile spa gen bolgesi cogaltilamamustir. Izolatlarm 11°i t084, 9°u t008, 8’i t005, MRSA
izolatlari ise t223(n=2) ve t786 olarak tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler: Hastane, Gida isletmeleri, Gida calisanlari, Staphylococcus aureus,
Enterotoksin, MRSA, spa.
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ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF Staphylococcus aureus FROM
FOOD HANDLERS IN HOSPITALS AND FOOD SERVICE ESTABLISHMENTS

Nesrin CAKICI
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Food Engineering
Advisor: Asst. Prof. Niikhet N. DEMIREL ZORBA
Coadvisor: Assoc. Prof. Alper AKCALI
03/07/2015, 93

This research was carried to detect the prevalence of the S.aureus carriage of food handlers
in hospitals and some food service establishments in Canakkale and to determine the
antibiotic resistance profile, staphylococcal enterotoxin production and staphylococcal
protein A (spa) types of S.aureus isolates.

Among the 300 participants 228 of them were working in community food service
establishments while 72 of them were working in hospitals. It was applied a questionnaire
of 14 questions related to sociodemographic characteristics, food hygiene and safety to
these people. Hand and nasal swabs were collected from food workers to determine the
prevalence of S. aureus carriage. S. aureus was isolated from 93 (40.8%) and 32 (44.4%)
of food handlers in community food service and hospital food service staff respectively.
215 isolates were obtained from 125 from participants. Methicillin resistance of isolates
were evaluated by disc diffusion method, latex agglutination test and polymerase chain
reaction (PCR). The percentage of methicillin resistant S. aureus (MRSA) was determined
as 1.39%.

In 125 S.aureus isolates, the presences of staphylococcal enterotoxin genes were
investigated by multiplex PCR. The number of the isolates that carry sea, seb, sec and sed
genes were determined as 20, 8, 12 and 8 respectively, 6 of the isolates carry both sea and
sed genes. The enterotoxin productions of the isolates were also investigated with ELISA
method. The number of isolates that produce SEA, SEB, SEC, SED and SEE were
determined as 18, 9, 16, 14 and 26 respectively.



61 spa type was obtained between S. aureus isolates. A new spa-type (t14963) was
determined and has been added to Ridom SpaServer database. Among the spa types, 11 of
them were t084, 9 of were t008, 8 of were t005. The spa type of MRSA were determined
as t223 (n=2) and t786.

Keywords: Hospital, Food Service Establishments, Food handlers, Staphylococcus aureus,
Enterotoxin, MRSA, spa.
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BOLUM 1
GIRIS

Birgok sistemik ve lokal enfeksiyona neden olabilen stafilokoklar, hem hastane
enfeksiyonlarinda hem de gida sektoriinde epidemi yapabilme 6zellikleri bulundugundan
halk saglig1 acisindan 6nemli mikroorganizmalardir. Stafilokok tiirleri igerisinde en 6nemli
insan patojenlerinden biri olan Staphylococcus aureus (S.aureus), insanlarda 6nemli bir
flora iiyesi olmasmin yaninda hayati tehdit eden osteomiyelit, endokardit, toksik sok
sendromu gibi hastaliklarin ve diinya ¢apinda en yaygin gida kaynakli intoksikasyonlardan

biri olan stafilokokal gida zehirlenmesinin sebebidir.

Gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlarina neden olan ¢ok sayida
mikroorganizmadan bazilar1 6zel 6neme sahiptir. S. aureus’ da bu bakterilerden biri olup
birgok tlilkede gida kaynakli hastaliklarin en Onemli iiciincii nedeni olarak kabul
edilmektedir (Morandi ve ark., 2007; Veras ve ark., 2008 ). Enterotoksin iireten S.aureus
tiirlerinin sebep oldugu stafilokokal gida zehirlenmesi, pek c¢ok iilkede 6nemli bir gida
kaynakli hastalik olup enterotoksijenik yapiya sahip stafilokoklarin gidalarda 10° kob/g
veya daha yliksek sayiya ulasmasi sirasinda sentezlenen bir ekzotoksin olan enterotoksinin
sindirim yolu ile alimi sonucu olugmaktadir. Stafilokokal enterotoksinler (SE) gida
zehirlenmelerinin yani sira, toksik sok benzeri sendroma, artrite, alerjik reaksiyonlara ve

otoimmun hastaliklara neden olmaktadir (Erol ve iseri, 2004; Cha ve ark., 2006).

Tiim diinyada giderek artan oranda rapor edilmekte olan burun S.aureus tasiyiciligi,
stafilokok enfeksiyonlarinin bilinen en énemli risk faktérlerinden biridir (Soriano ve ark.,
2002). S.aureus, pekgok viicut bolgesinde, deri ve mukozada hastalik olusturmaksizin
tasinabilmekle beraber esas kaynaginin burun bolgesi oldugu diisiiniilmektedir. Burundaki
mevcut suslar genellikle ellere, parmaklara ve yiize bulasabilmekte ve bdylece burun
tastyicilart Kolayca cilt tasiyicisi olabilmektedir. S. aureus’un burun tasiyicilig ile
ellerdeki tasiyicilik arasinda kuvvetli bir korelasyon oldugu gosterilmistir (Wertheim ve
ark., 2005).

Stafilokokal gida zehirlenmesine sebep olan S. aureus bakterileri gida isleyicilerinin
ellerinde bulunabilmekte ve gida isleme sirasinda gidalara kolaylikla bulagabilmektedirler.
Ozellikle proteince zengin, pismis gidalara bulasan bu bakteriler uygun iireme sartlari
olustugunda intoksikasyon sebebi olabilmektedir. Gida hazirlanmasi ve/veya servisinde
calisan enterotoksijenik stafilokok tasiyicilari gidalarin kontaminasyonunda, dolayisiyla

stafilokoklara bagl gida zehirlenmelerinde 6nemli rol oynar.



Saglikli kisilerde stafilokokal gida zehirlenmesi her ne kadar kendini sinirlayan
intoksikasyona yol ag¢sa da hem bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde ciddi

enfeksiyonlara yol agabilmesi, hem de epidemik bulas a¢isindan 6nem tasimaktadir.

Tim diinyada toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli etkenlerinden
biri olan S. aureus suslarinda antibiyotiklerin ¢oguna direngli izolatlarin ortaya ¢ikis1 ve
tim diinyada hizli yayilis1 stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde onemli bir sorun
olmustur. Tedavide problem yaratan direng Ozellikleri igerisinde kuskusuz en Onemlisi
metisilin direncidir (Hiramatsu ve ark., 2002). Metisiline direngli S. aureus (MRSA)
enfeksiyonlarinin biiyiik ¢ogunlugunun hastane kaynakli olmasma karsin, son yillarda
antibiyotik duyarlilik profili agisindan hastane kdkenlerinden belirgin farkliliklar gosteren
toplum kokenli MRSA (TK-MRSA) enfeksiyonlarinda 6nemli artislar gézlenmektedir.
Hastane ortamimnda MRSA ile kolonize olan bireylerle yakin temasta bulunan kisilere
MRSA aktarilmakta ve bunun fark edilmemesi sonucunda MRSA toplumda
yayilabilmektedir. Coklu ilag¢ direnci gosteren bir patojen olmasi nedeniyle MRSA’nin
onemi biytiktir (Ulusoy ve ark., 2006). Coklu antibiyotik direnci, artan rastlanma siklig

nedeniyle gida isleyicileri ve gidalardan izole edilen MRSA suslar1 6nemli bir problemdir.

Molekiiler tiplendirme mikroorganizmalar arasindaki klonal iliskilerin belirlenmesini
saglayarak molekiiler epidemiyolojik c¢alismalarda 6zellikle salginlarin kaynaklarmin ve
yayiliminin belirlenmesinde 6nem kazanmustir. S.aureus’larin sebep oldugu salginlarda
Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), Multilocus Sequence Typing (MLST),
Staphylococcal Cassette Chromosome mecA (SCCmec) ve stafilokokal protein A (spa)
tiplendirme yontemi gibi ¢cok sayida molekiiler tiplendirme metodu kullanilmaktadir. Son
yillarda diger yontemlerde karsilasilan maliyet, hiz ve tekrarlanabilirlik gibi zorluklar spa
tiplendirme yontemini 6n plana ¢ikarmigtir. Klonal iligkinin arastirlmasinda ve
epidemiyolojik ¢alismalarda spa geni poliformik X boélgesinin analizine dayanan bu
yontemin 6nemi gittikge artmaktadir (Al-Tam ve ark., 2012). Arastirmacilarin belirlemis
olduklar1 yeni spa tipleri ve tekrarlarinin giiniimiizde kolayca erisilebilen veritabaninda
(http://www.spaserver.ridom.de/) paylasimlari miimkiindiir. Giincel olarak web sitesinde
667 tekrar bolgesi, 14731 spa tipi tanimlanmig bulunmaktadir (Ridom SpaServer, 2015).
Bu yolla saglanacak olan epidemiyolojik veri paylasimi ulusal ve global anlamda spa

tiplerinin benzerliklerinin ortaya koyulmasina olanak saglamaktadir.

Bu arastirma, Canakkale ilindeki hastaneler ve bazi gida isletmelerindeki gida
calisanlarinin bazi sosyodemografik 6zelliklerinin, gida giivenligi ve hijyen konusundaki

bilgi diizeylerinin tespit edilmesi, bu kisilerdeki S. aureus tasiyicilik oranlarinin
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belirlenmesi, S. aureus suslarinin antibiyotik direnci ve enterotoksin iiretip
tiretmediklerinin ortaya koyulmasi ayrica Canakkale ilinden izole edilen S. aureus suslar
arasinda spa tiplendirme metoduna dayali klonal iliskinin arastirilmasi ve epidemiyolojik

verilerin elde edilmesi amaciyla gergeklestirilmistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Stafilokoklar, Morfolojik ve Kiiltiir Ozellikleri

Stafilokoklar, insan normal florasinda bulunmakla birlikte ciddi enfeksiyona da
neden olabilen bakterilerdir. Dogada, tozda, hayvanlarin cikartilarinda da yaygin olarak
bulunabilir ve insanlarin deri, burun boslugu ve lezyonlarinda {ireyebilirler. Son
zamanlarda gittikce artan oranda hastane ve toplum kaynakli enfeksiyon etkeni olmaya

baslamislardir (Madigan ve Martingo, 2010).

Stafilokoklari, ilk kez 1878’de Robert Koch tanimlamig, 1880°’de Pasteur sivi
besiyerinde tiretmis ve 1881°de Alexander Ogston fare ve kobaylar i¢in patojen olduklarini
vurgulamistir. Stafilokoklar 0.8-1.0 um capinda hareketsiz, sporsuz, katalaz pozitif, gram
pozitif koklardir. Bu organizmalar tekli, ikili, dortli ve kisa zincirler seklinde dizilim
gosterebilirler fakat en sik iizlim salkimi seklinde goriiniirler. Dis ¢evre sartlarina,
kuruluga, yiiksek tuz konsantrasyonuna dayaniklidirlar. Stafilokoklar sporlanmaz ancak
kuruluga dayanikli oldugu i¢in havadaki ve yiizeylerdeki toz partikiilleri i¢inde kolayca
yayilabilirler. Bilinen adi besiyerinde aerob ve anaerob, cogunlugu %10’a kadar NaCl’li
tuz konsantrasyonlarinda ve 6.5-45°C’ler arasinda lireyebilirler. Bu bakterilerin optimal
tireme 1silar1 30-37°C ve pH:7-7.5dir. Stafilokoklar, kanl agarda 18-24 saatte yuvarlak,
diizgiin, 1-4 mm ¢apinda, hafif konveks koloniler olustururlar. Gliserol monofosfat ve yag
asitleri ile zenginlestirilmis besiyerlerinde, 37°C de tirediklerinde, keratenoidlerden dolayz,
pigment olustururlar. S.aureus altin saris1 S.epidermidis tebesir beyazi renginde koloniler
olustururlar. Anaerobik kosullarda ve sivi besiyerinde pigment yapmazlar. Glikozun
pargalanmasi sonucu olusturulan esas iiriin laktik asit olup aerobik kosullarda asetik asit ve
CO2 olusturabilirler. Stafilokoklar lizostafine duyarli ancak lizozime direnglidirler (Kayser
ve ark., 2002; Bilgehan, 2004; Miksits ve Hahn, 2013).

Staphylococcus cinsine ait 30°dan fazla tiir ve alt tiirler bulunmaktadir. insan ve
hayvanlarda goriilen stafilokok tiirleri; S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S.
haemolyticus, S.warneri, S. hominis, S. simulans, S. lugdunensis, S. schleiferi, S. capitis, S.
auricularis, S. pasteuri, S. caprea, S. cohnii, S. xylosus, S. saccharolyticus, S. intermedius,
S. hyicus, S.sciuri, S. chromogenes, S. gallinarum, S. lentus, S. equorum, S. delphini, S.
felis, S. lutrae, S. vitulinus, S. muscae’dir. Bu bakterilerden etken olarak en sik rastlanani S.
aureus’tur. Ondan sonra sirasiyla S. epidermidis ve S. saprophyticus gelir. S. aureus’u

digerlerinden ayiran en onemli 6zellik koagiilaz pozitifligidir. Bu bakteri disindakiler,
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koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) olarak adlandirilirlar. S. aureus insanda hastalik
etkeni olarak sik rastlanan, viriilans: yiiksek bir mikroorganizmadir. Insanlarda hastalik
etkeni olarak en sik rastlanan stafilokoklarin temel biyokimyasal 6zellikleri Cizelge 2.1°de
verilmisgtir.

Cizelge 2.1. Insanda klinik acidan &nemi bulunan stafilokoklarin temel dzellikleri (Ustacelebi,
1999; Bilgehan, 2004; Madigan ve Martingo, 2010)

Ozellik S. aureus S. epidermidis  S. saprophyticus

Koagiilaz + - -

Hemoliz + - -
Oksijensiz ortamda lireme + + -

ve glukoz fermentasyonu

Oksijenli ortamda + - -

mannitolden asit olusturma

Oksijensiz ortamda + - -

mannitolden asit olusturma

DNAse varligi + - -
Alfa toksin + - -
Novobiosin direnci S S R

(+): Pozitif, (-): Negatif, (S): Duyarli, (R): Direngli

2.2. Staphylococcus aureus

Yaklagik 1pm ¢apinda koklar olup ii¢c yonde ve birbirine yapisik olarak c¢ogalarak,
tiziim salkimina benzer kiimeler olustururlar. Baz1 kokenlerinde belirgin ve polisakkarit
yapisinda bir kapsiil ya da bir mukus katmani olur (Ustagelebi ve Cengiz,, 1999). S.
aureus, kanl agar besiyerinde kolayca iireyen, altin sarist pigmentli, hemolizli, katalaz,
koagiilaz pozitif bakterilerdir. Insan ve diger sicakkanli hayvanlarda, genis c¢apta
enfeksiyonlara yol agan ayrica gida zehirlenmesi niteliginde enfeksiyonlara neden olan bir
sustur. S. aureus, E.coli’nin yanisira insanlarda en sik rastlanan enfeksiyon etkenidir.
Ortam sartlarina dayanikli olduklarindan dogada ¢ok yaygindirlar (Bilgehan, 2004,
Madigan ve Martinko, 2010).



S. aureus, toplumda edinilmis enfeksiyonlar kadar hastane enfeksiyonlarinin da en
basta gelen etkenidir. Saglikli insanlarin en az %5-20’sinde stirekli, %70-90'inda ise gegici
S.aureus burun tasiyiciligi bildirilmektedir. Bakteri toplumda ve hastane ortaminda
kolonize bireyler ya da enfeksiyonu olan hastalar veya saglik personeli araciligi ile
yayilmaktadir. S. aureus, insanlarin % 10-40’1nin, hastane personeli ve yatan hastalarin %

70 - 80’nin burun deligi mukozasinda kolonize olmustur (Tiinger ve ark., 2003).

S. aureus fakiiltatif anaerobtur. Minimal besiyerlerinde tiriiyebilmeleri yaninda kanli
besiyerlerinde 1-3 mm g¢apinda koloniler olusturur. 24 saatte porselen goriiniimli,
konveks, diizgiin ylizeyli, siklikla sar1 pigmentli koloniler olusturur. Kolonilerin etrafinda
genellikle karakteristik hemoliz zonlar1 olusur (Kayser ve ark., 2002). Optimal {ireme
kosullart 37 °C’de ve pH 7.4°diir. Cesitli pentozlari, heksozlari, disakkaritleri ve seker
alkollerini fermente ederek c¢ogunlukla laktik asit olusturur. Mannitolii aerobik ve
anaerobik kosullarda asit olusturarak pargalar, novobiosine duyarlidir. Aerobik kosullarda
ise daha iyi iirer ve bir¢cok karbonhidrati enerji kaynagi olarak kullanabilir. Aerobik glikoz
kullanimi sonucu karbondioksit ve asetat olusturur. %10 ve daha az NaCl iceren
ortamlarda iyi, %15 NaCl’li ortamda zayif iirerler (Bilgehan, 2004; Madigan ve Martinko,
2010).

S. aureus, yumusak doku enfeksiyonlari, toksik sok sendromu, solunum sistemi
enfeksiyonlari, endokardit, gida zehirlenmesi, septik artrit, osteomyelit, menenjit, sepsis ve
bakteriyemi gibi bir¢ok enfeksiyonun primer etkenidir. Ayrica gidalarda zehirlenmelere
yol agan ve hastane enfeksiyonlarinda ilk siralarda yer alan firsat¢i patojendir (Karabay ve
ark., 2006).

2.3. Viriilans Faktorler

2.3.1. Hiicre duvar yapisi

S. aureus’larin virulans faktorlerini hiicre duvart yapisini olusturan murein
tabakasindaki polisakkaritler, taykoik asitler, kiimelestirici faktor, Protein A, ayrica enzim
ve toksinler olusturmaktadir. N-asetilmiiramik asit ve N-asetilglukozamin'den olusmus
polisakkaritler, Interlokin-1 {iretimini saglamakta, endotoksin benzeri aktivite gostermekte

ve ayrica komplemani aktive ederek antikorlarin iiretimini saglanmaktadir.

Sitoplazma zarindaki lipoteikoik asitler tiim murein tabakasi boyunca bulunurlar ve
murein tabakasimnin disina dogru uzanirlar. Taykoik asitler ve lipotaykoik asitler
kompleman alternatif yoldan aktive ederler ve makrofajlardan sitokin salinimini uyarirlar.

Kimelestirici faktor, fibronektin baglayici protein ve kollejen baglayici protein spesifik
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olarak fibrinojen, fibronektin ve kollejene baglanir ve doku ile ilgili matriks proteinleri ile
kapli yabanci cisimlere yapismadan sorumludur (Kayser ve ark., 2002). S. aureus’ larin
bazi suglarinda bulunan kapsiiler polisakkaritler hiicreyi fagositoza karsi korumaktadir
(Koneman ve ark., 1997).

Stafilokokkal Protein-A (SpA): S. aureus hiicre duvari bilesenlerinden birisi olup
Wervey tarafindan 1940°da tanimlanmistir. Son zamanlarda S. aureus pnomonisinde,
invaziv enfeksiyonlarda ve biofilm olusumunda rol oynayan 6nemli bir virulans faktor
oldugu gosterilmistir. Biiyiik bir kismi peptidoglikan yapiya kovalent olarak baglanmstir.
Bir kismi ise hiicre dis1 ortama salinmaktadir. Birgok memeli serumundaki IgG3 disindaki
tim IgG ve IgA2 ile bazi IgM’nin Fc parcasina baglanir. Immunglobulinlerin protein A ile
“yanlis” baglanmasinin opsonize edici antikorlarin “dogru” baglanmasini engelleyerek
fagositozu zorlastirdig1 kabul edilmektedir. SpA komplemani aktive eder, antifagositik,
kemotaktik, mitojenik etkileri vardir. S6z konusu etkilerden dolayr patojenite etkisi
yarattigl diistiniilmektedir. Molekiiler agirligi 42 kDa olan protein farkli fonksiyonlara
sahip birka¢ bolge ihtiva eden spa geni tarafindan sentez edilir (Uhlen ve ark., 1984;
Ustagelebi ve Cengiz, 1999; Kayser ve ark., 2002).

2.3.2. Hiicredis: faktorler

2.3.2.1. Enzimler

Koagiilaz: Ekstraseliiler bir proenzimdir. S. aureus tarafindan {iretilen bir plazma
pihtilagtirma proteinidir. S. aureus suslarinda iki tip koagiilaz bulunmaktadir. Bunlar
serbest koagiilaz ve bagl koagiilazdir (kiimelestirici faktor). Serbest koagiilaz plazmada
“coagulase-reaction factor (CRF)” ile birlesereck trombine benzer yapidaki
“stafilotrombin” olusturmakta, stafilotrombin de fibrinojeni fibrine doniistiirmeyi
katalizlemektedir. Baglh koagiilaz ise hiicre duvarinda bulunmakta ve dogrudan fibrinojene
baglanarak fibrine doniistiirebilmektedir. Ayrica stafilokoklarin kiimelesmesine de neden
olmaktadir. Boylece bakteri hiicresinin etrafi fibrinle sarilmaktadir. Fibrinden olusan bu

zirh bakteriyi fagositoza karsi direngli hale getirmektedir (Tiinger ve ark., 2003).

Katalaz: Tiim stafilokoklar tarafindan {retilir. Bu enzim stafilokoklarin fagosite
edilmesinden sonra olusturulan toksik hidrojen peroksiti yikarak su (H,O) ve oksijene (O5)

doniislimiinii katalizler. Boylece bakteri fagositoz sonrasi da hayatta kalmaktadir
(Bilgehan, 2004).

Lipaz: Tim S. aureus ve baz1 koagiilaz negatif stafilokoklar tarafindan

salgilanmaktadir. Bu enzim dokuda bulunan lipit yapiy1r parcalayarak bakterinin deri ve
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deri alt1 bolgelerde yayilmasini saglamaktadir (Tinger ve ark. 2003).

Hyaluronidaz (Yayilma faktorii): S. aureus’ larin % 90’1 tarafindan iretilir. Bag
dokunun yapisinda bulunan hyaliironik asidin yikilmasini1 dolayisi ile bakterinin dokularda

yayilmasini saglamaktadir (Ustagelebi ve Cengiz, 1999).

Deoksiriboniikleaz (DNAase): Birgok S. aureus tarafindan iiretilen Dnaz DNA’y1
hidrolize etmektedir (Bilgehan, 2004).

Stafilokinaz (fibrinolizin): Plazmada bulunan plazminojen veya profibronizin isimli
maddeyi aktive ederek plazmin (fibrinoloizin) olusturmaktadir. Fibrinolitik etki bu madde
araciligiyla olusmakta ve sonucta fibrin parcalanarak organizmanin yayilmasi
kolaylagsmaktadir (Bilgehan, 2004).

2.3.2.2. Toksinler

2.3.2.2.1. Sitolitik toksinler

A-Hemolizinler: Alfa hemolizin (Alfa Toksin): ilk kez 1900’de Kraus ve Clairmont
tarafindan tanimlanan bu toksin, S. aureus suslarinin en temel hemolizinidir. Tavsan
plazmasma hemolitik etkinligi en fazladir. Insan trombosit ve makrofajlar1 ile doku

kiiltiirleri tizerine hemolitik etkisi vardir. Monositler ise bu toksine direnclidir.

Beta hemolizin (Beta Toksin): antijenik 6zellik tasiyan bu toksin Glenny ve Stevens
tarafindan 1935°de tanimlanmistir. Stafilotoksin olarak da bilinmektedir. En 1y1 koyun,

daha az olarak da insan ve tavsan alyuvarlarini eritir.

Gama hemolizin (Gama Toksin): Smith ve Price tarafindan 1938’de tanimlanmuistir.

Insan, tavsan ve koyun alyuvarlar direnglidir.

Delta hemolizin (Delta Toksin): 1947°de Williams ve Harper tarafindan
bildirilmistir. Insan, koyun, tavsan ve maymun alyuvarlarini eritir. Eritrosit, 16kosit,

trombosit, makrofaj ve lenfositleri hasara ugratan bir proteindir (Ustagelebi ve Cengiz,
1999).

B-Lokosidin (Panton-Valentine toksin): insan ve tavsan lokositleri ile makrofajlar:
etkiler. Hemolitik degildir. Sadece insan ve tavsan notrofilleri ile makrofajlart igin
sitotoksiktir.  Graniilositler {izerinde hiicre membraninda delikler olusturarak
degraniilasyona neden olmaktadirlar. Lokosidin iki alt birimden meydana gelmektedir.
Toksin aktivitesi icin bu alt birimlerin her ikisi de gereklidir. Ozel antijen yapisindadir.

Lokositleri harabiyete ugratir, fagositozu engeller. Lokosidin yapan stafilokoklar,
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16kositler tarafindan fagosite edilseler bile 16kosidin yapmayan stafilokoklarin aksine hiicre

icinde tiremelerini siirdiirebilmektedirler (Bilgehan, 2004).

2.3.2.2.2. Toksik sok sendromu toksini (TSST-1)

Stiperantijen 6zelligi olan bir toksindir. TSST-1, molekiiler agirligi 22 kDa olan
kiigiik bir protein olup sicakliga ve proteolitik enzimlere direngli bir toksin olarak
bilinmektedir. Cok sayida T-lenfositin klonal olusumunu indiikler, bu olay sonucunda
yogun sitokin iiretimi olur. Buna bagli olarak toksik sokun klinik belirtileri ortaya ¢ikar.

Suslarin yaklasik %1°1 tarafindan olusturulur.

Toksik sok sendromu; ates, kusma, ishal, deride yaygin kirmizi dékiintiiler, mental
konfiizyon, ciddi hipotansiyon ve ¢oklu organ yetmezligi ile karakterize klinik bir tablo
olarak gozlemlenmektedir. Ayn1 zamanda kalp kasi, iskelet sistemi, karaciger ve bobrek

dokusuna dogrudan etki etmektedir (Kayser ve ark., 2002; Koneman ve ark, 2006).

2.3.2.2.3. Eksfoliatif toksin

Eksfoliatif toksinler stafilokok kaynakli soyulmus deri sendromuna yol acan
toksinlerdir (kavlanmis deri sendromu). Molekiiler agirligi 24 kDa olan, ekzotoksinin A ve
B tipi bulunmustur. Eksfoliatif Toksin A (ETA) ve Eksfoliatif Toksin B (ETB) olmak
tizere iki proteinden olusmaktadir. ETA 1siya dayanikli, kromozomal koékenlidir. Buna
karsin ETB 1stya duyarl, plazmid kokenli bir proteindir. Iki toksin immiinolojik ve
biyokimyasal olarak birbirinden farkli olarak nitelendirilmektedir. Bu toksinlerin ortak
noktalar: siiperantijen 6zelliginde ve proteolitik aktiviteye sahip olmalaridir (Ustagelebi ve
Cengiz, 1999; Tiinger ve ark., 2003; Koneman ve ark, 2006).

2.3.2.2.4. Enterotoksin

S. aureus tarafindan olusturulan toksinlerin sindirim sistemine etkisini gdsterenlere
enterotoksin denilmistir. Stafilokokal enterotoksinler (SE) tek zincirli basit proteinlerden
olusan heterojen bir gruptur. Bunlarin ¢ogu nétral ya da bazik hiicre disi proteinlerdir.
Hidroliz yoluyla 18 aminoasitten tiretmektedirler. Yapilarinda yiiksek oranda lizin, aspartik
asit, glutamik asit ve tirozin igerirler. Molekiiler agirligi 28-35 kDa arasindadir (Bhatia ve
Zahoor, 2007; Can ve Celik, 2012). SE’ler su ve tuzlu soliisyonlarda ¢oziinebilme
Ozelligine sahiptirler, pH<2’de pepsin hari¢ insan bagirsak sisteminin proteolitik
enzimlerine direnglidir. SE’lerin en 6nemli 6zelligi 1s1ya dayanikli olmasidir, 100°C’de 1
saat sonunda aktif kalabildikleri gosterilmistir. Bu nedenle gida maddesi bir kere

enterotoksin iireten stafilokoklarla kontamine olduktan sonra, yiyecegin tekrar 1sitilmasi ya
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da sindirim siireci, intoksikasyonu onleyici olmayacaktir. Termal dayaniklilikta énemli
kriterler; toksinin safligi, serolojik tipi, toksin miktari, 1sil islem uygulanan ortam ve
ortamin pH degeridir. Gidalardaki enterotoksinlerin pisirme, pastorizasyon veya diger 1s1
uygulamalari ile tamamen inaktive edilemedikleri bildirilmektedir (Erol ve Iseri, 2004;
Argudin ve ark., 2010).

Serolojik olarak bes temel tipten olusan (SEA, SEB, SEC, SED, SEE)
enterotoksinlerden SEA ve SED yaygm olarak stafilokokal gida zehirlenmelerinden
sorumludur. SEA stafilokokal gida zehirlenmelerinde en sik rastlanan enterotoksindir,
bunu SED izlemektedir. Amerika’daki gida zehirlenmeleri vakalarinda en yaygin olarak
karsilasilan enterotoksinin tipinin SEA (%77.8) oldugu, bunu SED (%37.5) ve SEB (%10)
tiplerinin izledigi bildirilmistir (Balaban ve Rasooly, 2000). Son yillarda yapilan
calismalarda SE’lerin yeni tiplerinin de var oldugu (SEIG, SEIH, SEI, SEIJ, SEIK, SEIL,
SEIM, SEIN, SEIO, SEIP, SEIQ, SER, SES, SET, SEIU, SEIV) bildirilmis ancak bu
enterotoksinlerin  gida  zehirlenmeleri ile iliskileri heniiz tam olarak agikliga
kavusturulamamistir (Hennekinne ve ark., 2012). SE’ler gidalardaki S.aureus’un iiremesi
sirasinda sentezlenmektedir. SEA ve SED logaritmik faz sirasinda SEB ve SEC ise ge¢
logaritmik faz ile durma déneminde iretilmektedir. Toksin iiretimi ortam pH's1 su

aktivitesi (aw), bakterinin tireme evreleri gibi gesitli faktorlere baglidir (Can ve Celik,

2012).

Stafilokokal gida zehirlenmeleri enterotoksin iireten gidalarin tiiketilmesi sonucu
olusmaktadir. S.aureus intoksikasyonu olmasi igin, viicuda en az 1ug toksin, ¢ok hassas
kisilerde 100-200 ng) alinmasi hastaligin belirtilerini ortaya ¢ikarabilmektedir (Miistak ve
Esendal, 2008; Hait ve ark., 2014).

Enterotoksin iireten stafilokoklar igerisindeki en 6nemli tiir S. aureus’dur. S. aureus
disinda S. intermedius, S. hyicus ve S. epidermidis tiirleri de enterotoksin olusturma
ozelligine sahiptirler (Sutherland ve Varnam, 2002; Rall ve ark., 2010). S.aureus suslarinin
%30-50’si bu toksinleri iiretmektedir. Bir S. aureus susu bu enterotoksinlerden yalniz
birisini  iretebildigi gibi, bir kag¢mi bir arada olusturabilmektedir. Stafilokokal
enterotoksinler hem gastrointestinal toksin olma hem de spesifik olmayan T hiicre
proliferasyonunu uyaran stliperantijen fonksiyonlarina sahiptir. Gida zehirlenmelerinin yan1
sira, toksik sok benzeri sendroma, artrite, alerjik reaksiyonlara ve otoimmun hastaliklara da
neden olmaktadirlar. (Dinges ve ark., 2000; Erol ve Iseri, 2004; Argudin ve ark., 2010).
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Gidalarda S. aureus’un iireme ve toksin olusturmasi bir¢ok faktdre baglidir. Bunlar
aw, pH, ortam sicakligi, tuz miktari, rutubet, gidanin ozelligi (igerik, ¢ig, fermente) ve
rekabetci floradir. Cig gidalarda S.aureus izolasyonu pismis gidalardan izole edilenlerden
daha azdir. Bunun sebebi sayica az olan enterotoksijenik stafilokoklarin ¢ig gidalardaki
mevcut rekabetci floranin karsisinda baskilanmasidir (Soriano ve ark., 2002; Schelin ve
ark., 2011). S. aureus gelisimini, enterotoksin olusumunu etkileyen faktorler ve etkilenen

enterotoksinler Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. S. aureus gelisimini, enterotoksin olusumunu etkileyen faktorler ve etkilenen

enterotoksinler (Schelin ve ark., 2011)

Faktor S. aureus gelisimi Enterotoksin olusumu Etkilenen

Optimum Min-Max  Optimum Min-Max Enterotoksinler

SEA, SEB, SEC,
Sicaklik  35-41°C 6-48°C 34-40°C 10-46°C
SED
SEA, SEB, SEC,
pH 6-7 4-10 7-8 5-9.6
SED, SEE
SEA, SEB, SEC,
aw 0.99 0.83>0.99 0.99 0.86>0.99
SEH
NaCl % 0 % 0-20 %0 %12 SEA, SEB, SEC
N ) Aerobik- ) Aerobik- SEA, SEB, SEC,
Oksijen  Aerobik ) Aerobik )
Anaerobik Anaerobik SEH

2.4. Neden Oldugu Hastaliklar

S.aureus, viriilans faktorlerinin yardimiyla iliskide bulunduklar1 konak organizmanin
durumuna da bagl olarak birgok hastaliga neden olabilmektedir. Bu hastaliklar kabaca
invaziv, sistemik ve toksijenik enfeksiyonlar olarak incelenebilmektedir.

2.4.1. invaziv hastaliklar

Normal olarak deri ve mukozalar iizerinde kolonize olmus stafilokoklarin derinin
igerisine girmeleri sonucunda olugsmaktadir. Bu tip enfeksiyonlarda S. aureus’lar tirettikleri
toksinleri aracilig1 ile lokalize bir nekroz ya da alfa ve delta hemolizin ve 16kosidinleri

araciligi ile hiicreleri eriterek irin olustururlar. Bu sekilde S. aureus 'lar l0kalize abselere ve
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yaygin iltihaplanmalara yol acabilirler (Kayser ve ark., 2002). Folikiilit, fronkiil,
karbonkiil, Impetigo, mastit, selliilit, yara enfeksiyonlar1 (travmatik veya cerrahi) S.

aureus 'larin sebep oldugu cilt ve yumusak doku enfeksiyonlaridir (Bilgehan, 2004).

2.4.2. Sistemik enfeksiyonlar
Pnomoni, bakteriyemi ve sepsis, menenjit, akut endokardit, osteomiyelit, artrit, alt ve
list genitoiiriner sistem enfeksiyonlart S. awreus’larmm sebep oldugu sistemik

enfeksiyonlardir (Topgu ve ark., 1996; Ustagelebi ve Cengiz, 1999).

2.4.3. Toksijenik hastaliklar
Toksijenik hastaliklarin nedeni S. aureus tarafindan olusturulan ekzotoksinlerin

neden oldugu intoksikasyonlardir.

2.4.3.1. Toksik sok sendromu (TSS)

Bu hastalik S. aureus’un Toksik sok toksini -1 ile meydana gelmektedir (TSS-1).
TSS-1 treten S. aureus’un lokal enfeksiyonu sonucu olusan, septik soka benzer bir klinik
tablodur. Ani baslayan yiiksek ates, siddetli bulanti, kusma, diyare, yaygin dokiintiiler, el
ve ayak tabaninda eksfoliasyon kizilin yiizeyel formlarina benzemektedir. Tipik olarak 20—
40 yas arasi ve mensturasyon sirasinda tampon kullanan gen¢ kadinlarda vajinal
kolonizasyon TSS’ye neden olmaktadir. Ayrica yara enfeksiyonlari, postpartum

enfeksiyonlar ve burun i¢i tampon kullanimlarinda da S. aureus’a bagli TSS’u gelisebilir
(Ustagelebi ve Cengiz,, 1999; Tunail, 2009)

2.4.3.2. Stafilokokal haslanms deri sendromu

Faj Il grubu S. aureus’ lar tarafindan olusturulan eksfoliatin toksini nedeniyle
gelisen bir hastaliktir. En ¢ok ¢ocuklarda ve yeni doganlarda goriilmektedir. Viicutta,
ozellikle ag1z cevresinde giines yanigina benzer parlak kirmizi piil (¢evresi belirgin, biiyiik
vezikiil) olusumu ve deride genis alanlar1 kaplayan soyulma ile karakterizedir. Bu
sendroma soyulmus derinin goriiniimii nedeniyle “haslak bebek sendromu” da denir
(Topgu ve ark., 1996)

2.4.3.3. Stafilokokal gida zehirlenmesi
Stafilokokal gida zehirlenmesi (SGZ) basta S. aureus olmak iizere enterotoksijenik
stafilokoklar tarafindan iiretilen enterotoksinleri igeren gidalarin tiiketilmesi sonucu olusan

ve tiim diinyada yaygin olarak goriilen O©nemli intoksikasyonlardan biridir.

12



Intoksikasyonun klinik belirtilerinin goriilmesinde en az 100 ng stafilokokal enterotoksin
cesitlerinden birinin bulunmasinin yeterli oldugu bildirilmistir (Soriano ve ark., 2002;
Hennekinne ve ark., 2012).

SGZ onceden olusturulmus toksinlerin yenmesinden sonra 2-6 saat arasinda kisa
bir inkiibasyon siiresinin ardindan bulanti, kusma, karin agris1 ve ishal ile karakterizedir.
Hastaligin siddeti aliman gidanin miktarina, toksin ¢esidine ve kisinin genel saglik
durumuna bagli olarak degismektedir. Yaghilar genc bireylere gore gida kaynakl
gastroenteritlere daha ¢ok duyarlilik gosterirler. Akut SGZ kendi kendini sinirlayan bir
gastroenterittir, ¢ok nadir durumlarda komplikasyonlari nedeniyle 6liime neden olabilir. 24
saat icinde belirtiler ortadan kalkmakta ve yalnizca destek tedavisi uygulamasi yeterli
olmaktadir (Balaban ve Rasooly, 2000; Dinges ve ark., 2000; Schelin ve ark., 2011).

SE’lerin stafilokokal gida zehirlenmesi semptomlarinina nasil sebep olduklari
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Muhtemelen abdominal visera ile temaslarinin sonucu
vagus ve semptomatik sinirler araciligi ile kusma merkezi uyarilmaktadir (Loir ve ark.,
2003). SGZ kontamine giadalarla olusmus zehirlenmelerin yilda %14-20’sini olusturarak
akut gida zehirlenmeleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Amerika’da S. aureus’a
bagli rapor edilmeden goriilen gida zehirlenmelerinin yaklagik 185000 kisiyi etkiledigi
tahmin edilmektedir (Jones ve ark., 2002).

Bazi1 gidalar stafilokokal gida zehirlenmesine digerlerinden daha fazla sebep olurlar.
Ayni sekilde bazi gidalarin hazirlanma sekilleri de (peynir iiretiminde oldugu gibi)
bakterilerin tireme hizimi arttirir (Can ve Celik, 2012). Olusan toksin miktar1 da gida
cesidiyle yakindan ilgilidir. Proteinli ve nisastali gidalar S.aureus’larin iiremeleri,
cogalmalar1 ve toksin olusturmalar1 i¢in daha uygun gida maddeleridir. Zehirlenmelerde
daha cok et, tavuk, balik, yumurta, kabuklu deniz {iriinleri, kiymali yemekler, et suyu ile
yapilmis ¢orba ve soslar, yumurtali, sekerli ve siitlii karisimlar, kremal1 pastalar, patates

gibi gidalar rol oynamaktadir.

Bu gdalar asit icermediklerinden stafilokoklar buralarda kolayca {ireyip
cogalabilirler. Bunun yaninda siit, peynir ve dondurma gibi hayvansal tiriinler de yine bu
mikroorganizmalarin liremeleri i¢in uygun birer ortam olup, stafilokokal gida zehirlenmesi

bakimindan tehlikeli goriilmektedir (Tunail, 2000; Hennekinne ve ark., 2012).

Diinyada goriilen gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlar igerisinde hayvan
kaynakli olgularin 6nemli bir yere sahip oldugu o6zellikle gelismis iilkelerde yapilan

epidemiyolojik c¢alismalarla ortaya konmustur. Gerek kanatli hayvanlarin yetistirildigi,
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gerekse isleme ve dagitim gibi asamalarda, etlerini hijyenik olmayan kosullarda islem
gormesine bagli olarak S.aureus gibi bakterilerle kontaminasyonu gergeklesmekte ve gida
zehirlenmesi bakimindan risk olusturabilmektedir (iseri ve Erol, 2009). Marketlerde satisa
sunulan hindi kiymalar1 iizerine yapilan bir c¢alismada 23 6rnegin 11’inden (%48,0)
koagulaz pozitif stafilokoklar izole edilmis ve PZR analizleri sonucunda izolatlarin 4’iiniin

(%36,3) seb ve sec genleri yoniinden pozitif oldugu saptanmistir (Bystron ve ark., 2005).

Enterotoksijenik S. aureus ile kontamine olan siit ve siit tiriinleri siklikla stafilokokal
gida zehirlenmesine neden olur. Sigir, koyun, ke¢i ve bufalo siit ve siit iiriinlerinden elde
edilen 112 izolatin SE yoniinden incelendigi bir ¢alismada %67 oraninda enterotoksin
bulundurdugu tespit edilmistir (Morandi ve ark., 2007). 100 adet koyun peyniri 50 adet
stitlii tath o6rneginden elde edilen 80 adet S. aureus enterotoksin yoniinden incelendiginde
12 6rnekte SE tespit edildigi bildirilmistir. Enterotoksinlerin dagilimi peynirden elde edilen
izolatlarda SEA (%1.6), SEB (%0.6), SED (%0.3), tatlilardan elde edilen izolatlarda SEA
(%2.3), SEC (%0.76), SED (% 0.76) olarak tespit edilmistir (Ertas ve ark., 2010). izmir
ilinde satilan beyaz, tulum, kasar, Van otlu ve orgii peynirlerde enterotoksin varliginin
arastirildigl bir calismada 75 peynir Orneginin 27 sinde enterotoksin tespit edilmistir.
Orneklerde engok tespit edilen toksin tipi SEA (19 6rnek) olarak belirlenmistir (Demirel ve
Karapinar, 2006).

Hindistan’dan bildirilen baska bir gida zehirlenmesi salgininda yagda kizartilmis
patates toplariin tiiketilmesinin ardindan 100’den fazla yetiskin ve ¢ocuk tipik hastalik
belirtilerinden dolayr hastaneye kaldirilmistir. Gida ve klinik Orneklerin incelenmesi
sonucunda ¢ok fazla S. aureus susu izole edilmistir. Tiim enterotoksijenik suglarin SEB ve
SED tasidign tespit edilmistir (Nema ve ark., 2007). Italya’nin Torino sehrinde ogle
yemeginden sonra muhtemelen deniz iiriinleri salatasindan stafilokokal gida zehirlenmesi
meydana gelmistir. 47 kisiden 26’sinda gastrointestinal belitirler goriilmiis, 9’u ise
hastaneye kaldirilmistir. Bu kisilerden alman digki ve kusmuk, gida artiklar1 ve gida
hazirlayicilardan alinan burun mukoza orneklerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin
genetik profilini ortaya koymak tizere genotipik testler uygulanmistr. Salginin kaynaginin
biiyiik bir olasilikla gida isleyicilerinin oldugu diistiniilmistiir (Gallina ve ark., 2013). Bir
okulda meydana gelen SGZ salgininda hastalardan ve 2 gida isleyicisinden elde edilen S.
aureus izolatlart PFGE ve farkli PZR temelli teknikleri kullanilarak genotiplendirilmistir.
PFGE yontemine gore hastalardan ve gida isleyicilerinin burun ve ellerindeki yaralardan
elde edilen izolatlarin genetik profillerinin iki pulsotip i¢inde oldugu gdosterilmistir.

Kontaminasyon kaynagini biliylik bir olasilikla gida isleyicilerinin = olusturdugu
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disiinilmustir (Wei ve ark., 2002)

Ulkemizde oldugu gibi bircok iilkede S.aureus’a bagli gida zehirlenmelerinin
cogunlukla kendini sinirlayan klinikle seyretmesi, saglik merkezlerine basvurulmamasina

ve gergek verilerin tam olarak bilinmemesine neden olmaktadir.

2.5. Antibiyotik Direnci

S.aureus’lar antibiyotikler kesfedilmeden oOnce c¢ok agir seyreden, tedavisi giig,
Olimciil enfeksiyonlara neden olmaktaydi. Penisilinin kesfi ile stafilokokkal
enfeksiyonlarin tedavisinde 6nemli bir asama kaydedilmis, ancak penisilinin yaygin klinik
kullanima girmesiyle birlikte penisilini pargalayan stafilokok suslar1 ortaya ¢ikmustir. ilk
kez 1944 yilinda bir S. aureus susunda penisilini inaktive eden bir enzim izole edilmis ve
daha sonra “penisilinaz” olarak adlandirilan bu enzimin penisilinin beta laktam halkasinin
hidrolizasyonunu katalizleyip, antimikrobiyal olarak hicbir etkinligi olmayan penisilonik
asit haline gelmesine neden oldugu saptanmustir. Bu tarihten itibaren stafilokoklarda
penisilin direnci giderek artmig, 1950°’li yillarda penisilinin yani sira eritromisin,
tetrasiklin, streptomisin gibi o donemde kullanilan diger antibiyotiklere de direng gelistigi

ortaya ¢ikmistir (Tanir ve Gol, 1999).

Sonraki yillarda gelisen direng mekanizmalart nedeni ile metisilin, oksasilin, nafsilin
gibi yar1 sentetik penisilinler kullanilmaya baslanmigtir. Metisilin, 1959'da klinik
kullanima girmis ve ilk MRSA olgusu da, bir y1l sonra bildirilmistir (Hardy ve ark., 2004).
Metisiline duyarli S. aureus (MSSA) izolatlarinda bes adet penisilin baglayan protein
(PBP) bulunmaktadir. MRSA izolatlarinda ise bunlara ek olarak mecA geni tarafindan
kodlanan PBP2a veya PBP2’ olarak adlandirilan ve 78 kDa molekiiler agirliga sahip farklh
bir PBP oldugu bildirilmistir. mecA genine sahip S. aureus suslar1 metisiline direng
gosterirler ve tiim beta-laktam grubu antibiyotiklerin yani sira linkozamidler, makrolidler

ve aminoglikozidlere kars1 da direng gosterdikleri bildirilmistir (Sancak, 2011).

Son 10 yildir MRSA ile meydana gelen enfeksiyonlarin epidemiyolojisinde onemli
degisiklikler meydana gelmistir. Gerek vankomisine direncli gerekse vankomisine azalmis
duyarhilik  gosteren  izolatlar bir  tehdit olusturmaktadir. Yakin  zamanda
kunipristin/dalfopristin, linezolid, tigesiklin ve daptomisin gibi yeni ilaglar MRSA
enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilmaya baslanmigtir. mecA geni, stafilokokal kaset
kromozomu (Staphylococcal Cassette Chromosome mec; SCCmec) olarak adlandirilan
kaset bolgesinde yerlesim gostermektedir. Ccr (ccrAB veya ccrC) ve mecA gen
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komplekslerinde goriilen yapisal degisikliklere gore bugiin i¢in tanimlanmig 11 SCCmec
alt tipi (Tip 1-XI) bulunmaktadir. (Ito, 2001; Sancak, 2011; IWG-SCC, 2015)

Metisiline direncin saptanmasinda ideal yontem mecA geninin veya PBP2a
proteininin dogrudan saptanmasidir. Ancak her laboratuvarda uygulanabilir yontemler
degildir. Oksasilin, metisiline gore daha stabil bir madde olmasi nedeniyle klinik
laboratuvarda daha fazla tercih edilmektedir. Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) onerilerine gore uygulanan disk difiizyon, agar tarama ve sivi mikrodiliisyon
yontemleri ile MRSA suslarinin tanimmast mimkiindiir. Sefoksitin, oksasilin yerine
kullanilabilmektedir. Sefoksitin disk testi ve oksaslin disk testi benzer sonuglar
vermektedir. Ancak, sefoksitin degerlendirmesi daha kolaydir. Bu nedenle sefoksitinin,
metisilin direncini belirlemede kullanilabilecegi belirtilmistir (Derbentli, 2005; Unal,
2006).

2.6. Gida Cahisanlarinin S.aureus Tasiyicihig

Saglikli kisilerde S.aureus’un burun tasiyiciligi en yogun c¢ocukluk yas doneminde
olmakla birlikte genel populasyonda %10-50 arasinda degismektedir. (Sepin-Ozen ve ark.,
2013). S.aureus tasiyicisi olan kisilerin gidalara temasi olan islerde (hazirlama, depolama
veya dagitim) calismasi, o gidaya s6z konusu mikroorganizmalarin bulagma olasiligini
arttirmakta, bu kisilerce kontamine edilen gidalar gida zehirlenmesine neden
olabilmektedir. Bu anlamda gida sektoriinde calisan kisilerin S.aureus tasiyiciligi tizerine
birgok c¢aligma yapilmis hatta meydana gelen gida zehirlemelerindeki etkileri

arastirilmastir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarin birinde Giilhane Askeri Tip Akademisi Hastanesinde
calisan 30 mutfak personelinin sag ve sol ellerinden ise baslamadan 6nce ve is sirasinda,
ciplak ve eldivenli ellerden olmak iizere toplam 180 6rnek alinmis, alinan orneklerin
%70’inden S. aureus izole edilmistir (Aycicek ve ark., 2004). Bursa’da yapilan bir
caligmada gida isleyicisi olan 1115 kisinin S. aureus burun tasiyiciligr %15.2, Manisa’daki
8895 Kkisi tizerinde yapilan benzer ¢alismada %0.77 olarak bildirilmistir (Glindiiz ve ark.,
2008; Pala ve ark., 2010).

Brezilya’daki 13 farkli ilkégretim okulunda calisan toplam 44 gida isleyicisinin
taranmas1 sonucunda %29.5’inin burun tasiyicisi oldugu belirlenmistir (Souza ve ark.,
2009). Sudan’da 259 gida c¢alisani iizerinde yapilan caligmada (restoran g¢alisani, firinci,
kasap, siit ve meyve /sebze dagiticisi) bu oran %21.6 (56) olarak tespit edilmistir (Saeeda
ve Hamid, 2010). Hongkong’da 6 yemek sirketindeki gida ¢alisanlariin S. aureus burun
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tastyicilik oraninin %22.8 oldugu tespit edilmistir. Bu oran calisirken ¢ig et kullananlarda
%30, kullanmayanlarda %13.4 olarak belirlenmistir. S6z konusu mesleki tehlikenin
enfeksiyon riskini arttirabilecegi, isyeri hijyeninin gelistirilmesi gerektigi vurgulanmistir
(Ho ve ark., 2014).

Bu caligmalar iireticiden tiiketiciye kadar uzanan zincirde gida sektoriinde calisan
tagtyicilar S.aureus’a bagli gida zehirlenmelerinin 6nemli bir kaynagi olabilecegini

gostermektedir.

2.7. Stafilokokal Protein A (spa) Tiplendirme Yoéntemi

Salginlarda kaynak tespiti ve epidemiyolojik ¢aligmalar i¢in molekiiler tiplendirme
giinimiizde en kabul goren yontemdir. S. aureus’larin genotiplendirilmesinde bir¢ok
molekiiler tiplendirme yontemi gelistirilmistir. PFGE, MLST ayni zamanda sekans
polimorfizmlerine dayali SCCmec ve spa tiplendirme yontemi bunlardandir. PFGE S.
aureus’lar igin molekiiler tiplendirmede “altin standart” olarak kabul edilmektedir.
Gecmiste PFGE protokollerinde uyum saglayabilmek ve standart bir adlandirma
olusturabilmek i¢in 6nemli ¢caligmalar yapilmistir. Ancak analizler hiz, tekrarlanabilirlik ve

maliyet acisindan degerlendirildiginde kismen basar1 saglanabildigi goriilmiistiir (Murchan

ve ark., 2003).

Tiplendirmede hizi arttirmak icin DNA dizi analizi tabanli yaklagimlar Grnegin
MLST S.aureus’lar i¢in daha siklikla kullanilmaya baglanmistir (Enright ve ark., 2000).
Ancak MLST yontemi PFGE ile karsilastirildiginda MRSA rutin tarama ¢alismalari i¢in
daha yiiksek maliyet ve daha diisiik ayirim giiciine sahip oldugundan dolay1 uygun degildir
(Aires-De-Sousa ve ark., 2006).

Ferenay ve ark. (1996) tarafindan gelistirilen tek lokus dizi analizine dayanan spa
tiplendirme yontemi son zamanlarda tercih edilmeye baslanmistir. Spa tiplendirme metodu

spa geninin poliformik X bolgesinin sekansina dayanmaktadir.

Spa gen haritasinda N-terminal bolgesindeki isaret sekansini (S bolgesi) ard arda
dizilen ve IgG baglayan bolgeler takip eder (E, D, A, B, C). C-terminal veya X bolgesi iki
alana boliinmiistiir (Xr, Xc). Degisken tekrarlar1 iceren tekrar bolgesi olan Xr spa

tiplendirme yonteminde kullanilir (Baum ve ark., 2009; Votintseva ve ark. 2014).
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Sinyal wa x
Fizioi IgCG baglayan bolge X bolgesi

{SHE DA B I c HXa] X}

Sekil 2.1. S.aureus protein A gen haritasi. S: Sinyal dizisi, E-C: 1gG baglayan bolgeler,

Xr: Kisa tekrar bolgeleri, Xc: Hiicre duvari baglama dizisi (Baum ve ark., 2009)

Son on yildir spa geninin (110-422 bp) polimorfik X bdlgesinin dizi analizine
dayanan spa tiplendirme yontemi tercih edilen metod haline gelmistir. Bu bolgeler yiiksek
polimorfizme sahiptir ve oOzellikle hastane ortamindaki MRSA’larin hizli bir sekilde
tiplendirilmesi i¢in potansiyel olarak uygun bulunmaktadir. Bu bdlgenin polimorfizmi
tekrarlarin ve noktasal mutasyonlarin silinmesi veya kopyalanmasina dayanmaktadir. X
bolgesi degisken sayist 21-27 baz ¢iftlik tekrarlardan olusur, en yaygin olanlardan biri 24
baz c¢iftliktir. Spa tiplendirme yontemi tek lokusu igermesinden dolayi salgin etmeninin
belirlenmesinde daha hizli ve pratik bulunmustur (Harmsen ve ark., 2003; AL-Tam ve ark.,
2012).

Spa tiplendirme yonteminde ilk olarak bakteriden DNA ekstraksiyonu
gerceklestirilir. Spesifik primerler kullanilarak spa geninin X bolgesi PZR yontemi ile
amplifiye edilir ve bir sekans cihazi kullanilarak DNA dizileri belirlenir. Yazilim
programlar1 araciligiyla spa tipleri belirlenebilir. Bu amagla en ¢ok kullanilan yazilim

Ridom StaphType (Ridom GmbH) programidir.

Spa tiplendirme metodunda belirlenen tekrarlardan bir kod elde edilir ve bu tekrar
kodlar1 bir spa tipini tanimlar. Bu metod PFGE’den diisiik ayirim yetenegine sahip olsada
ucuz, kullanimi kolay, hizli, tekrarlanabilirligi miikemmel, invitro ve invivo sartlarda
istikrarli ve uluslararasit isimlendirme standart uygulamaya sahiptir. Ayrica Ridom
veritaban1  (http://spaserver.ridom.de) sayesinde verilerin tagmabilirligi bu yontemi
bolgesel, ulusal ve uluslararasi diizeylerde S. aureus’ izolatlariin karakterizasyonunu
belirlemede en kullanigl hale getirmistir. Biitiin bu avantajlara ragmen spa tiplendirme

metodunun dezavantaj1 tek lokus temeline dayali olmasidir (Sabat ve ark., 2013).

Tek tip kod terminolojisi kullanimini saglamak i¢in yazilim programi beraberindeki
web sitesi aracilifl ile yeni spa tekrarlarinin ve spa tiplerinin girilmesi miimkiin
olmaktadir. Agik erisim sistemi olan web sitesinden (http://www.ridom.de/spaserver/) spa
tipleri ve tekrarlar1 fasta formatinda indirilebilmektedir. Kiiresel anlamda spa tekrarlarini
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ve tiplerini ayni terminolojik kodu kullanarak tanimlamak s6z konusu yazilim programu ile
saglanabilmektedir (Harmsen ve ark., 2003; Hallin ve ark., 2009). Bunun yaninda {icretsiz
olan yazilimlar da gelistirilmektedir. Buna NetBeans platformu {istiine kurulmus Java’da

yazilmig olan DNAGear programi 6rnek verilebilir (Al-Tam ve ark., 2012).

Spa geni
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Sekil 2.2. Baz dizilerinin kisa tekrar bolgelerini olusturmasi, bu tekrarlarin spa tipini belirlemesi
(Applied Maths, 2015)

Londra’daki bir {iniversite hastanesinde 2012 yilinda spa tiplendirme metodunun
fayda ve siirlamalarinin incelendigi bir calisma yapilmistir. Bu ¢alismada S. aureus
bakteriyemisi olan kisilerin ¢esitli klinik 6rneklerinden (yatan/ayaktan) elde edilen 82 S.
aureus izolatin spa tipi belirlenmistir. En yaygin olan spa tiplerinin t002 (%6), t008, t127,
t318 (%3) oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismada spa tiplendirme metodu hizli,
hastanelerdeki kiimelesmeyi tanimlayici ve bakteriyemi etkeni S. aureus’lar1 ayirt edici
bulunmustur. Bu metodun hastanelerde yiiksek oranda goriilebilen S. aureus’lar i¢in uygun
maliyetli rutin tarama yontemi olabilecegi belirtilmistir. Ancak klinisyenlerin hastane
salginlarinda ikinci bir tiplendirme metodu ile teyit etmeleri gerektigi bildirilmistir (Satta
ve ark., 2013).

19



BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Ornekleme

Arastirma, Canakkale il merkezi ve ilgelerindeki hastaneler ile bazi gida
isletmelerinde gorevli mutfak ¢alisanlarinin el ve burun siiriintii 6rneklerinden izole edilen
S.aureus bakterisi tizerinde gerceklestirilmistir. Calismaya 1 merkez, 4 ilge devlet
hastanesi, 1 tliniversite hastanesi, 1 askeri hastane, 2 6zel hastane katilmistir. Katilim
gosteren gida isletmelerinin 2°si yemek fabrikasi, 2’si lokanta 13’1 restoran olarak hizmet
vermektedir.  Arastirmaya katilan toplam 300 kisiden 72’si hastane, 228’i gida
isletmelerinde gorevli gida calisanlaridir. Gida calisanlariin  hastanelere ve gida

isletmelerine gore dagilimi Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Gida galisanlarinin hastanelere gore dagilimi

Hastaneler Gida ¢calisam n (%)
Merkez Devlet Hastanesi 25(34.7)
flce Devlet Hastaneleri 24(33.3)
Tip Fakiiltesi Hastanesi 10(13.8)
Asker Hastanesi 9(12.5)
Ozel Hastaneler 4(5.5)
Toplam 72(100)

Cizelge 3.2. Gida calisanlarinin gida isletmelerine gore dagilim

Gida isletmeleri Gida ¢cahisam n (%)

Yemek fabrikasi 37(16.2)
Restoran 173(75.9)
Lokanta 18(7.9)
Toplam 228(100)
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3.2. Yontem

Proje c¢aligmasina katilmayi1 kabul eden kuruluslarin ilgili personeline etik kurul
izninde de belirtildigi sekilde arasgtirma konusu ve uygulanacak islemler hakkinda bilgi
verildikten sonra katilimcilara 14 soruluk anket uygulanmistir. Anket formunun Grnegi
EK-1’de verilmistir. Ayrica kisilerin S. aureus tastyiciligiin belirlenmesi amaci ile burun

ve el siirlintli 6rnekleri alinmistir.

3.2.1. Orneklerin alinmasi

Gida c¢alisanlarinin her iki burun deliginden steril ekiivyon ¢ubugu ile, sag ve sol
ellerinden (el i¢i, parmak aralari, el bilekleri) Brain Heart Infusion Broth (BHI, Oxoid
CM1135) ile islatilmis ayr1 steril ekiivyon c¢ubuklart kullanilarak siirlintii 6rnekleri
alinmigtir (Rall ve ark., 2010).

Sag-sol elden ve her iki burun deliginden alinan siiriintii drnekleri cam tiiplerdeki 2
ml’lik steril BHI besiyerine aktarilmistir. Kiiltiir tiipleri buz ¢antasi araciligi ile 1-2 saat
icersinde laboratuvara ulastirilmistir. Elde edilen inokuliimler 37 C de 24 saat inkiibe
edildikten sonra Egg yolk telliirite emiilsiyon (Merck 1.03785) igeren Baird Parker Agara
(BPA, Merck 1.05406) azaltma yontemi ile ekim yapilmistir. 37 C’de 24 saat
inkiibasyondan sonra izolatlarin gri-siyah renkli ve etrafinda 1-1.5 mm berrak bir zon
olusmus parlak renkteki kolonileri Muller Hinton Agara (Merck 1.05437) ekim yapilarak,
aerob ortamda 37° C’da 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bakteri kolonilerinin BPA

besiyerindeki tipik goriiniimii Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Bakteri izolatlarinin Baird Parker Agar besiyerindeki goriinimii
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3.2.2. izolatlarin fenotipik yontemlerle tanimlanmasi

3.2.2.1. Gram boyama

Muller Hinton Agar (MHA) besiyerinde liremis olan 1-2 mm capli, diizgiin yiizeyli,
mat beyaz-sar1 bakteri kolonilerinden gram boyama yapilmistir. 100x objektif mikroskop
incelemesinde gram pozitif, kok seklinde goriilen bakterilere katalaz testi uygulanmaistir.

3.2.2.2. Katalaz testi

Stafilokok stipheli koloniler steril 6ze yardimiyla temiz bir lam {izerine bir damla
%30’liik hidrojen peroksit (H20;) ile karistirilmistir. Gaz kabarciklarinin goriilmesi katalaz
testi i¢in olumlu olarak degerlendirilmistir (Bilgehan, 2004).

3.2.2.3. Koagiilaz testi

Stafilokok izolatlarinin koagulaz enzim testi igin koagiilaz Kiti (Bactident Coagulase
Merck 1.13306) kullanilmustir. Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda liyofilize plazma
iceren her sise 3 ml steril damitik su ile sulandirilmistir. Temiz bir tiipe (13 x 100 mm)
koyulan 0,3 ml plazma {izerine BHI besiyerinde iiretilmis 0,1 ml kiiltiir aktarilmistir.
Tiipler 37 °C’lik su banyosunda 6 saat boyunca inkiibasyona birakilmis, saat basi tiipler
yavag¢a egilerek piht1 olusumu kontrol edilmistir. Bu kontrol sirasinda tiipiin fazla
egilmemesine ve karistirilmamasina dikkat edilmistir. Tiipte belirgin ptht1 olusumu (%75)

olumlu, olugsmamasi ise olumsuz sonug olarak kabul edilmistir (Bilgehan, 2004).

3.2.2.4. Lateks agliitinasyon testi

Lateks agliitiinasyon testi, kullanilan primerlerle Stafilokokal Protein A (spa) genine
ait bant géremedigimiz 117 numarali sus igin kullanilmistir. Slidex Staph-Kit (Biomerieux)
test kiti ile S. aureus olup olmadigi test edilmistir. Koagiilazin belirlenmesi igin
fibrinojenle duyarlilastirilmis hemoglobin, protein A’nin belirlenmesi igin spesifik
monoklonal antikorlarla kaplanmis lateks partikiilleri icermektedir. Ticari kit Onerileri
dogrultusunda bakteri kolonileri 1’er damla R1 ve R2 reaktifleri ile karigtirllmistir. R1
reaktifi ile muamele edilen ornekte goriilen agliitiinasyon izolatin S. aureus oldugunu

gostermistir.
3.2.3. Izolatlarin genotipik yontemlerle tanimlanmasi

Fenotipik yontemlerle tanimlanan S.aureus izolatlarinda spa gen bdlgesinin

saptanmasi i¢in PZR yontemi kullanilmistir.
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3.2.3.1. DNA ekstraksiyonu
S. aureus izolatlarindan genomik DNA elde edilebilmesinde lizis tampon ¢ozeltisi
icerisinde kaynatma sonrasinda santrifiij yapilarak arttk maddelerin ve kimyasallarin

coktiiriilmesi saglanmistir.

Lizis tampon ¢ozeltisi hazirlamak icin %10’luk Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), 2 M
NaOH ve Tris EDTA buffer (TE, Fluka 93283) stok soliisyonlar1 kullanilmistir. Giinliik
calisma i¢in hazirlanan soliisyon (Soliisyon SN): 925 ul Hy0+25ul SDS (%10°1uk), 50 ul
NaOH (2M). 18-24 saatlik tek tip koloni pasajlanmis bakterilerin kullanildigi bu yontemde

sirastyla asagidaki islemler gerceklestirilmistir.

1. Her bakteri i¢in 2ml’lik steril eppendorf tiipe, S0ul Soliisyon SN dagitilmistir.
Tiiplere 6ze dolusu bakterilerden eklenmis iyice karistirilmistir.

Tiipler 100°C’ye ayarlanmuis 1siticili blokta (Thermo Block TBD-120) 10 dakika

w

tutularak bakterilerin lizis islemi gerceklestirilmistir.

Isiticili bloktan alinan tiiplerin her birine 50 pl TE tamponu eklenerek karistirilmistir.
Tiiplere 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij islemi uygulanmistir.

2ml’lik steril eppendorf tiiplere 150 pl TE tamponu dagitilmistir.

N o o B

Santrifiijlenmis 6rneklerden tistte kalan 40 pl’si, yeni tiiplere (temiz 150 pl TE tampon
ile dolu) aktarilmistir, kisa vorteks islemi uygulandiktan sonra -20°C’de saklanmustir.
DNA ekstraksiyonu ile ilgili yapilan optimizasyon calismasina ait elde edilen goriintii
Sekil 3.2°de verilmistir.

Mele o2 300405, .8, 7 M 1 2

Kaynatma Kaynatma + santrifijj

Sekil 3.2. DNA ekstraksiyon protokolii denemesinin jel elektroforez goriintiisii, M: 100 bp, 1-5: 13,
38, 116, ATCC 43300, ATCC 25923
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3.2.3.2. spa geninin PZR yontemi ile belirlenmesi

Fenotipik olarak tanimlanan suglarin genotipik olarak tanimlanmasi ve spa
tiplemesinin gergeklestirilebilmesi amaciyla spa PZR gergeklestirilmistir. Reaksiyonun
gerceklestirilebilmesi i¢in 6n karisim (2X ExPrime Taq premix, GENET BIO),
oligoniikleotitler (Sentromer, Istanbul, Tiirkiye), ekstraksiyon iiriinii, pozitif kontrol olarak
S. aureus ATCC 25923 ve ATCC 29213 referans suslar1 kullanilmigtir

On karisim: 1 unit/10 pul DNA Polymerase, 20mM Tris-HCI, 80 mM KCI, 4 mM
MgCl,, enzim sabitleyici, sediment, yiikleme boyasi, 2.0 mM dNTP karisimi igermektedir.
Arastirmamizda spa geninin tespiti i¢in Aires ve ark., (2006) tarafindan onerilen primer

dizileri kullanilmistir.

Spa gen Forward primer: 1113F- 5’TAA AGA CGA TCC TTC GGT GAG C-3°,

Spa gen Reverse primer: 1514R- 5’°CAG CAG TAG TGC CGT TTG CTT-3’

Uretici firmanin onerileri dogrultusunda liyofilize iiriinler steril distile su ile sulandirilarak
100 pikomol/pl tiriinler elde edilmistir. Buz kalib1 iizerinde uygun ortamda sulandirilmig
stok oligoniikleotitler PZR tiiplerine paylastirilarak (50 ser upl) -20°C’de saklanmuistir.
Ginliik ¢alismadaki reaksiyon karigimi hazirlanirken stok oligoniikleotitler %10’luk (10

pikomol/ul) kullanilmistir.

Reaksiyon karigim1 Hazirlanmasi: Her spa PZR deneyi igin drnek sayisina gore Cizelge 3.3

kullanilarak reaksiyon karisimi hazirlanmustir.

Cizelge 3.3. Reaksiyon karisimi

Icerik Hacim
2X ExPrime Taqg Premix 10 pl
spa F 1 ul (10 pmol)
spa R 1 pl (10 pmol)
Distile su 7 ul
Toplam 19 pl
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Reaksiyon karisimi, biyogiivenlik kabini i¢inde, buz blogu {izerinde hazirlanmistir. 2
ml’lik tiiplere, her bir 6rnek i¢in 10 ul 2X ExPrime Taq Premix, 1 ul (10 pikomol) forward
primer, 1 pl (10 pikomol) reverse primer koyulmustur. Steril distile su ile toplam hacim
ornek basmma 19 ul’ye tamamlanmigtir. Son karisim iyice karistirilip, spin-down ile
santrifiij edilmistir. Karigimlar numaralandirilmis 200 mikrolitrelik tliplere 19 pl olarak
dagitilmigtir. Tiiplerin iizerine 1 pl ekstraksiyon {iriinli koyularak toplam hacim 20 pl’ye
tamamlanmistir. PZR islemi Mastercycler gradient (Eppendorf, Almanya) termal dongii

cithazinda gergeklestirilmistir.

spa PZR Protokolii:

Baslangi¢ Denatiirasyon 95°C’ 3 dakika

Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Baglanma 60°C 30 saniye 30 dongii
Uzama 72°C 90 saniye

Son uzama 72°C 3 dakika

Agaroz gel elektroforezi: Elektroforez tanki 1xTris-Borate EDTA tamponu (TBE) ile
yeteri kadar doldurulmustur. 60 ml 1xTBE i¢inde %]1°lik agaroz mikrodalgada eritilerek

agaroz jel hazirlanmistir. Igerisine 5 pl EtBr eklenerek, hafifce karistirilmustir. Jel

diikiildiikten sonra taraklar yerlestirililerek sogumasi beklenmistir. PZR fiiriinleri ve 100 bp
DNA Ladder Marker (Enzynomics) kuyucuklara yiiklenmis (7 pl), 100V akimda, 40
dakika ytiriitiilmiistiir (Sekil 3.3 ve 3.4).

Sekil 3.3. RZR iriinlerinin jele yiiklenmesi Sekil 3.4. Agaroz jel elektroforezi

Elektroforez isleminin ardindan bandlarin goriintiilenebilmesi amaciyla jel
goriintiileme ve Analiz sistemi (DNR, Minibis) kullanilmistir. Elde edilen goriintiilerden

biri Sekil 3.5’de verilmistir.
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Sekil 3.5. izolatlarda (1-31) spa genine ait bandlarin goriintiisii
M: 100 bp, PK: Pozitif kontrol (ATCC: 25923), NK: Negatif Kontrol.

3.2.4. Antimikrobiyal duyarhlk testleri

S. aureus suslarinda metisilin direncinin ve 15 adet farkli anbiyotige (OXOID) kars1
duyarliligin aragtirilmasinda disk difiizyon yontemi kullanilmistir (CLSI, 2012). Metisilin
direncinin saptanmasinda kullanilan sefoksitin diski zon ¢ap1 referans sus (ATCC 43300)
ile kontrol edilmistir. Duyarlilik testlerinde kullanilan antibiyotiklerin disk igerikleri ve zon

caplar1 Cizelge 3.4’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. Antibiyotiklerin disk icerikleri ve zon ¢aplari

Zon Caplan

Antibiyotik Disk icerigi Duyarh Orta Duyarh  Direncli
(e) ©) 0 R)
Sefoksitin 30 >22 - <21
Amoksisilin klav. asit 20 >20 - <19
Safazolin 30 >18 15-17 <14
Sefoperazon 75 >21 16-20 <15
Sefotaksim 30 >23 15-22 <14
Seftazidim 30 >18 15-17 <14
Sefaklor 30 >18 15-17 <14
Imipenem 10 >16 14-15 <13
Meropenem 10 >16 14-15 <13
Gentamisin 10 >15 13-14 <12
Eritromisin 15 >23 14-22 <13
Tetrasiklin 30 >19 15-18 <14
Siprofloksasin 5 >21 16-20 <15
Kloramfenikol 30 >18 15-17 <14
Rifampin 5 >20 17-19 <16
Linezolid 30 >21 - <20

Disk diflizyon testi i¢in inokiilum hazirlamada dogrudan koloni siispansiyonu
yontemi kullanilmistir. 24 saatlik MHA besiyerinde liremis kiiltiirden 3 ml steril serum
fizyolojik icinde siispansiyon hazirlanmistir. Siispansiyonun bulanikligi 0.5 McFarland
standardina esdeger bulamikliga (=10° kob/ml) ayarlanmistir. Bulamikhigi ayarlanmus

bakteri siispansiyonu MHA besiyerine her seferinde 60° dondiirerek agar yiizeyine ekim
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yapilmistir. Antibiyotik diskleri dagitict araciligr ile plaklara yerlestirilmigtir. 37°C’de 18
saat inkiibasyona birakilan plaklardaki inhibisyon zon ¢aplar1 6l¢iilerek degerlendirilmistir
(CLSI, 2012).

3.2.5. Metisilin direncinin lateks agliitinasyon yontemi ile belirlenmesi

Metisilin direnci mecA geni tarafindan kodlanan ve penisilin baglayan protein PBP2a
/ PBP2’ olarak adlandirilan bir proteinin iiretimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. S6z konusu
proteinin lateks yontemi ile belirlemek amaciyla Slidex MRSA (Biomerieux, REF 73 117)
test kiti kullanilmistir. Uretici firmanim 6nerisi dogrultusunda Sefoksitin direnci saptanan
bakteriler reaktiflerle muamele edilmis, agliitinasyon gozlenen izolatlarin metisiline

direngli oldugu lateks agliitinasyon yontemi ile de belirlenmistir.

3.2.6. mecA geninin PZR yontemi ile belirlenmesi

S.aureus izolatlarindaki mecA geni tespitinde kullanilacak olan DNA ekstraksiyonu
Boliim 3.2.3.1°de verilen yontem ile elde edilmistir. Arastirmamizda, Choi ve ark. (2003)
tarafindan Onerilen primer dizileri ve PZR protokolii, pozitif kontrol olarak da S.aureus
ATCC 43300 referans susu kullanilmistir.
mecA- Forward primer 5’- CCTAGTAAAGCTCCGGAA-3’
mecA- Reverse primer 5’- CTAGTCCATTCGGTCCA-3’ (314 bp)

reaksiyon karigimi ¢gizelge 3.3’e gore mecA primerleri kullanilarak hazirlanmistir.

mecA PZR Protokolii

Baslangi¢ Denatiirasyon 95°C’ 5 dakika

Denatiirasyon 95°C 2 dakika 1

Baglanma 58°C 30 saniye 30 dongii
Uzama 72°C 30 saniye j

Son uzama 72°C 7 dakika

PZR fiiriinlerinin jelde yiiriitilmesinden sonra jel goriintiileme sisteminde bandlarin
varligi gozlenmistir. 314 bp boyutunda olan bantlarin goriilmesi ve pozitif kontrol ile

karsilastirilmasi sonucunda mecA geni pozitif olan izolatlar tespit edilmistir.

3.2.7. Stafilokokal enterotoksin genlerinin multipleks PZR yontemi ile
belirlenmesi
S. aureus izolatlarmin sahip oldugu enterotoksin genlerinin (Sea, seb, sec, sed, see)

belirlenmesi amaciyla multipleks PZR yontemi kullanilmistir.

28



Stafilokokal enterotoksin genlerinin aranmasinda NCTC 10652 FDA 196E (sea),
NCTC 10654 FDA 243 (seb), NCTC 10656 494 (sed) National Collection of Type cultures
Public Health Laboratory Service, Londra), 1229/93 (sec) ve FRI 918 (see) (National
Reference Laboratory for Staphylococci” Robert-Koch-Institute, Wernigerode, Germany)
referans S.aureus suslar kullanilmistir. Multipleks PZR uygulamasinda ilk olarak referans
suslar icin “tek primer tek 6rnek” uygulamasi sayesinde tasimig olduklari toksin genlerinin

dogrulugu saptanmustir.

Multipleks PZR deneme ¢alismasi oncelikle Monday ve Bohach (1999)’in 6nerdigi
primer ve protokol kullanilarak yapilmistir. Ancak referans suslara ait bandlar ¢ok silik
oldugundan hatta bazilar1 hi¢ goriilmediginden dolay1 sea, seb, sec, sed, see gen tespitinde
Lovseth ve ark. (2004) tarafindan 6nerilen protokol denenmistir.

sea forward primer: 5°’- GCA GGG AAC AGC TTT AGG C -3’ (520bp)

sea reverse primer: 5°- GTT CTG TAG AAG TAT GAA ACA CG -3’

seb forward primer: 5°’- ACA TGT AAT TTT GAT ATT CGC ACT G -3’ (667 bp)
seb reverse primer: 5’- R-TGC AGG CAT CAT GTC ATACCA -3’

sec forward primer: 5’- CTT GTA TGT ATG GAG GAA TAA CAA -3° (283 bp)
sec reverse primer: 5’- TGC AGG CAT CAT ATC ATA CCA -3’

sed forward primer: 5’- GTG GTG AAA TAG ATA GGA CTG C -3’ (384 bp)

sed reverse primer: 5’- ATATGA AGG TGC TCT GTG G -3’

see forward primer: 5°’- TAC CAATTA ACT TGT GGA TAG AC -3’ (170 bp)
see reverse primer: 5’-CTC TTT GCA CCT TAC CGC -3’

PZR isleminde en uygun baglanma sicakliginin belirlenebilmesi icin 48-56°C
arasinda gradient PZR wuygulamasi gerceklestirilmis, bunun sonucunda 53°C’nin
kullanilmasi kararlastirilmistir. Lovseth ve ark. (2004) tarafindan 6nerildigi gibi 6rnekler
iki ayr1 grup halinde farkl tiiplerde ¢alisilmistir. Her S. aureus susu igin iki ayri1 PZR tiipii
hazirlanmistir. Birinci tiipte sea, seb, sec, ikinci tiipte sed ve see genleri arastirilmistir.
Enterotoksin genlerinden sea, seb, sec’nin PZR ile arastirlmasinda tek Ornek igin
hazirlanacak reaksiyon karisimi-1 Cizelge 3.5°de, sed ve see analizinde tek Ornek igin

hazirlanacak reaksiyon karigimi-2 Cizelge 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.5. Multipleks PZR reaksiyon karisimi karigimi -1 (sea, seb, sec)

Icerik Hacim
2X ExPrime Taq Premix 10 pl
sea F 1 ul (10 pmol)
sea R 1 pl (10 pmol)
seb F 1 ul (10 pmol)
seb R 1 pul (10 pmol)
sec F 1 ul (10 pmol)
sec R 1 pl (10 pmol)
Distile su 2,5ul
Toplam 18,5 ul

Cizelge 3.6. Multipleks PZR reaksiyon karigimi karigimi-2 (sed, see)

Icerik Hacim
2X ExPrime Taq Premix 10 pl
sed F 1 pl(10 pmol)
sed R 1 ul(10 pmol)
see F 1 nl(10 pmol)
see R 1 nl(10 pmol)
Distile su 4,5 ul
Toplam 18,5 ul

Reaksiyon karisimi buz {izerinde hazirlandiktan sonra iyice karistirilip, spin-down ile
santrifiij edilmistir. PZR tiiplerine 18.5 pl dagitilan reaksiyon karigimi iizerine 1.5 pl

ekstraksiyon tiriiniinden eklenmistir. PZR protokolii asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

30



Multipleks PZR Protokolii

Baslangi¢ denaturasyon 94°C 3 dakika
Denaturasyon 94°C 1 dakika
Baglanma 53°C 45 saniye 30 dongii
Uzama 72°C 1 dakika
Son uzama 72°C 5 dakika

Elektroforez isleminin ardindan jel goriintiileme sisteminde mevcut olan toksin

genlerine ait bandlarin varligi gézlenmistir.

3.2.8. Stafilokokal enterotoksinlerin ELISA yontemiyle belirlenmesi

Multipleks PZR yo6ntemi ile toksin geni tagidigi tespit edilen izolatlarda enterotoksin
tiretiminin ELISA ydntemiyle belirlenebilmesi amaciyla RIDASCREEN SET A, B, C, D,
E (R-Biopharm, Art. No: R4101) kit kullanilmistir. Her bir 6rnek igin 8 kuyucuga sahip 1
strip kullanilmistir. Kuyucuklardan ilk 5 tanesi sirasiyla (A-E) A, B, C, D, E toksinlerine
kars1 iiretilmis antikor ile kaplanmistir. F,G kuyucuklar1 negatif kontrol, H kuyucugu ise
pozitif kontrol olarak dizayn edilmistir. Pozitif kontrol herbir toksin ig¢in Ing/ml igerir.

Uretici firma bakteri kiiltiirii i¢in tespit limitinin 0.25 ng/ml oldugunu belirtmistir.

5 ml Brain Heart Infusion Broth besiyerine aktarilan izolatlar 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ticari kit Onerileri dogrultusunda tiiplerin 3500 g devirde
10°C’de 10 dakika santrifij islemi gerc¢eklestirilmistir. 0.2 pm g¢apli filtrelerden (Milipore)
gecirilen siipernatantlar 2 ml’lik steril eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Test prosediirii

asagidaki sirayla gerceklestirilmistir.

1- Siipernatantlardan A’dan G’ye kadar olan kuyucuklara, negatif kontrol
soliisyonundan F ve G kuyucuklarina, pozitif kontrol soliisyonundan H kuyucuguna
100’er pl aktarilmistir. Stripleri iceren kaset 37°C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmustir.

2- Striplerin 1. yikama islemi, yikama tamponu (%0,1 Thimerosal) ile 5 tekrarli olmak
tizere ELISA yikama cihazinda (Biotek ELx50) gerceklestirilmistir (300ul).

3- Yikanmis kuyucuklara 100’er pl konjugat (1) solusyonu ilave edilerek 37°C’de 1
saat inkiibasyona birakilmistir.

4- 2. yikama islemi yukarda bahsedilen sekilde gergeklestirilmistir.

5- Kuyucuklara 100’er ul konjugat (2) solusyonu ilave edilerek 37°C’de 30 dakika
inkiibasyona birakilmistir.

6- 3. yikama islemi yukarda bahsedilen sekilde gergeklestirilmistir.
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7- Kuyucuklara 100’er pl substrat’/kromojen soliisyonundan ilave edilerek karanlik
ortamda, 37°C’de 15 dakika inkiibasyona birakilmuistir.

8- Kuyucuklara 100’er pl stop soliisyon eklenerek reaksiyonun durdurulmasi
saglanmistir. 5-10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyundaki absorbans degeri
ELISA okuyucusu (Biotek ELx800) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Sonuglarin degerlendirilmesinde her 6rnek icin ayr1 ayr1 olmak iizere cutoff degeri
hesaplanmistir. Cutoff degeri her ornek igin calisilmig stripteki negatif kontrollerin
aritmetik ortamasina 0.15 ilave edilerek hesaplanmistir. Absorbans degeri cutoff degerinin

iistiinde ¢ikan 6rneklerdeki toksinlerin varligi saptanmistir (Aydn ve ark., 2011)

3.2.9. izolatlarin spa tiplerinin belirlenmesi

S.aureus izolatlarimizin spa tiplerini belirlemek igin Oncelikle orneklerimizin
ekstraksiyon islemi saglanmistir (Boliim 3.2.3.1). Ardindan uygun primerler kullanilarak
PZR reaksiyonu gergeklestirilmistir (Bolim 3.2.3.2). Boylelikle spa geninin X bolgesi
PZR yontemi ile amplifiye edilmistir.

spa genlerinin DNA dizi analizleri ¢ift yonlii olarak RefGen, Gen Arastirmalar1 ve
Biyoteknoloji (Ankara) firmasinda yaptirilmistir. PZR iiriinlerinin temizlenmesi isleminde
Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and PZR Clean-up kiti kullanilmistir. Her 6rnek igin
Forward ve Reverse baz dizisi elde edilmistir. Dizi analizi, Bigdye Cycle Sequencing kit
(v.3.1) ile gergeklestirilmis olup Sanger sekanslama yontemine gére ABI 3100 cihazinda
yuritiilmiistir. Elde edilen kromatogramlar Sequencing Analysis (v5.1) ile analiz

edilmistir.

BioEdit programi (v7.2.0) yardimiyla reverse baz dizisinin forward dizisine
cevrilmesi saglanmistir. Spa tiplerinin belirlenmesinde hatanin en aza indirilmesi i¢in ayni
program araciligi ile c¢ift yonli diziler arasinda alignment (hizalama) yapilmistir.
Izolatlarin spa tiplerinin belirlenmesinde DNAGear acik erisim programi kullanilmustir
(DNAGear, 2015). Program araciligi ile yapilan tiplendirme g¢alismasinda oncelikle
olusturulan her proje igin giincel spa tipleri ve tekrarlart Ridom SpaServer’dan
indirilmistir. Forward ve reverse dizilerinin DNAGear programinda goriintiilenmesi Sekil
3.6’da gosterilmistir. BioEdit programi ile dizilerimize ait elde ettigimiz fas dosyalarinin

DNAGear programina yiiklenerek spa tiplerinin belirlenmesi Sekil 3.7’ de gosterilmistir.
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WA Ty PR G B @ 6
Projects a[ [=] D 1-2.seqrst 8|E] 1-2.fas %
=) 2 >1-F
E} [v_}J basefiles GIGCTTTTAGAGAGCTACAGCTARCGATGCTCAAGCACCARRAGAGGAAGACARCARCAR

[ 1-2seqrst
1)) sequences
7 E] 1-2.fas

ACCTGGTARAGAAGACGGCAACARACCTGGCAAAGAAGACARCARCARGCCTGGTARAGR
AGACGGCAACARACCTGGCARAGRAGACRAACAARARACCTGGCARAGARGACRACRARRR
ACCTGGTARAGARGACRACAAARAMCCTGGTARAGAAGATGGTARCGGGGTACATGTCGT
TARACCTGGTGATACAGTARATGACATTGCARARGCARACGGCACTACTGCTGAAGGGTT
TTGCTTAGICGTTARATCGTICGCTARCARGARACCGETTTIGITGTGGACTIGCTTATIC
TTGIGTIGIGIIC

>1-R
TTARAGACGATCCCTCGGTGAGCARAGARATTTTAGCAGAAGCTAARRAGCTARACGATG
CTCAAGCACCAAAAGAGGAAGACRACRACAANCCTGGTARAGARGACGGCAACARACCTIG
GCAAAGARGACARCARCAAGCCTGGTARAGAAGACGGCARCARACCTGGCARAGRAGACR
(ACARRARRCCTGGCARAGRAGACRACAARAAACCTGGTARAGARGACAACARRARACCTG
GTARAGARGATGGTAACGGGGTACATGTICGTARACCTGETGATACAGTARAGCCCC

>2-F
TGATTTAGCAGAGCTARTGCTAACGATGCTCACGCACCARRAGAGGAAGACRATARCARG
CCTGGTARAGAAGACAACARARAACCTGGTARAGARGACGECAACAAGCCTGGCARAGRR
GACGGCARCARGCCTGGTARAGAAGACGGCARCARACCTGGCARAGARGATGGCRACRAG
CCTGGTARAGARGACGGCRACGGAGTACRATGTCGTTARACCTGGTGATACAGTARATGAC
ATTGCAARAGCARACGGCACTACTGCTGARARGCARACGGCACTACTTGCTATAACTCGA
AGGTTCTCCTTTATGAGCCGGCCGAGCCAATGTAGGTGTARCGCARGCTTTGTGACTTTA
TTTCTGGIGITACTAATATGTTTTTGCATAAGCCTTCGTTACTAACTGCTGAATTTTTICT
CTATTTTTTTAATAR

>2-R
ACAGGGACGGATGGAACAGCAGCAGTAAGTTGACATTATTAGCAGCTATAGCGGCGECTG
ARRGACGATCCTTCGGTGAGCARAGARATTTTAGCAGAAGCTARARTGCTARACGATGCT
CAAGCACCARRRGAGGAAGACRATARCAAGCCTGGTARAGARGACAACARARARCCTGGT
ARAGAAGACGGCAACAAGCCTGGCARAGRAGACGGCARCAAGCCTGGTARAGRAGACGGC
|AACARACCTGGCARAGAAGATGGCAACAAGCCTGETARAGARGACGGCARCGGAGTACAT
GTCGTARACCTGGGATACAGTARRGCCCCCG

Sekil 3.6. Forward ve reverse dizilerinin DNAGear programinda goriintiilenmesi
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i D sparepeatsfasta | [[ARATCGICGCTARCRAGAARCCGGTTTIGTTGIGGACTIGCTTATICTIGIGTTGTGTIC
[ spatypes.tit (GTGCTTTTAGAGAGCTACAGCTARCGRTGCTCARGCACCRARR-07-23-12-23-02- 34~ 34 ARRGARGATGCTARCGGEGTACATGTCGTTARACCTGGTGATACAGTARATGACRTTGCARARGCARACGGCACTACTGCTGARGRETTTTG
&) resits (CTTAGTCGTTAARTCGTCGCTAACAAGARACCGETTTTGTTGTGRACTTGCTTATICTIGIGI TEIGIIC
k D 1-2.seqrst Typee
B-1)) sequences (£152)
w04 tafs
Seq:>1-R

(TTARAGACGATCCCTCGRTGAGCARAGARAT TT TAGCAGAAGCTARARAGCTARACGATGCT CAAGCACCAARAGAGGRAGACARCAACARACCTGRTARAGARGACGGCARCAAACCTGGCARAGAAGACARCAACARGCCTGRTARAGRAGACE
|GCARCAARCCTGGCARAGAAGACAACARAARACCTGCAARGAAGACAACAARARACCTGRTARAGARGACAACARARAACCTGRTARAGAAGATGRTAACGRGRTACATGTCGTARACCTGRTGATACAGTARAGCCCC
(TTAAAGACGATCCCTCGRTGAGCANAGARATTTTAGCAGRAGCTARRAAGCTARACCATGCTCANGCACCARAR-(7-23-12-23-02- 34 - 34 ARACAAGAT GG TARCGEAGTACATGTCTARACCTGRTGATACAGTARAGCCCC
(Type:

[£158]

Seq:>2-F
(TGATTTAGCAGRGCTARTGCTARCGATGCTCACGCACCARAAGAGGANGACRATAACRAGCCTGGTAARGARGACRACAARRAN CCTGRTAAAGARGACGGCAACAAGCCTGRCARAGRAGACGGCARCARGCCTGRTARAGRAGACGGCARCARA
(CCTGECARAGAAGATGGCAACAAGCCTGRTARAGAAGACGGCAACGEAGTACATETCATTARACCTGET GATACAGTARATGACATTGCARAAGCAAACGGCACTACTGCTGARARGCARACGECACTACTTGCTATAACTCRAAGETTCTCCTTT
ATGAGCCGGCCGAGCCARTGTAGGT GTARCGCARGCTTTGTGACT TTATTTCTGRTGTTACTARTATGT TTTTGCATAAGCCTTCGTTACTARCTGCTGARTTTTICTCTATTTTTTTARTAR
(TGATTTAGCAGAGCTARTGCTARCGATGCTCACGCACCARAR-04-34-22-17-23- 24 ARAGAAGACGGCRACGRAGTACATGTCGT TARACCTGGT GATACAGTARATGACAT TGCARRAGCARACGRCACTACTGCTGAARAGCARACGGCE
(CTACTTGCTATAACTCGARGGTTICTCCTTTATGAGCCGRCCGAGCCARTGTAGRTGTARCGCARGCTT TGTGACT T TATTICIGGTGTTACTARTATGT TT TTGCATANGCCTICATTACTARCTGCTGARTTTTICTCTATITITT TAATAR
(Type:

[£1326)

Seq:>2-R
CAGEGACGERTGEARCAGCAGCAGTAAGTTGACATTATTAGCAGCTATAGCGGCGECTGRARGACGATCCTTCGETGAGCARAGARRTTTTAGCAGRAGCTARART GCTARACGAT GCTCAAGCACCARARGAGGAAGACARTARCAAGCCTGET
GRAAGACAACAARAAACCTGRTARAGAAGACGECANCAAGCCTGECARAGAAGACGECAACAAGC CTGETAAAGARGACGECARCARACCTGECAANGARGATGACARCARGC CTGETARAGARGACGECARCGRAGTACATGTCGTARACCTE
GGATACAGTARAGCCCCCE
CAGGGACGEATGEARCAGCAGCAGTARGTTGACATTATTAGCAGCTATAGCGRCAECTCARAGACGATCCTTCORT GAGCARAGAARTT TTAGCAGAAGCTARARTGCTARACGATGCTCAAGCACCARAR-04-34-22-17-23-24ARAGAR
CACGGCAACGEAGTACATGTCATARACCTGGEATACAGTARAGCCCCCE
ype:

[£1326]

Sekil 3.7. DNA dizilerinin DNAGear programi kullanilarak tanimlanmasi

3.3. istatistiksel Analizler

Caligmamizdaki verilerin istatistiksel —analizlerinde SPSS 19.0 programi

kullanmilmistir. Aragtirmaya katilan gida ¢alisanlarinin bazi sosyodemografik 6zellikleri,

hijyen ve gida giivenligi ile ilgili bilgi diizeyleri yiiz ylize anket uygulanarak belirlenmistir.

Bu bilgiler

ile S. aureus tagyiciligi arasindaki iligski Ki-kare testi ile degerlendirilmistir.

Gida isletmeleri ile hastane mutfaklarinda gorevli gida calisanlarina ait istatistiksel

verilerin karsilagtirllmasinda iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi (T-testi)

kullanilmigtir. Enterotoksin iireten S. aureus suslarinin ve belirlenmis olan spa tiplerinin

isyerlerine dagiliminin degerlendirilmesinde frekans tablosu kullanilmistir. Istatistiksel

anlamlilik i¢in p<0.05 kabul edilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Arastirma, Canakkale il merkezi ve ilcelerindeki hastaneler ile bazi gida
isletmelerinde gorevli 300 mutfak calisani ve bu kisilerden elde edilen S.aureus izolatlar

tizerinde gergeklestirilmistir.

4.1. Gida Cahsanlarina Ait Bulgular

4.1.1. Gida ¢ahisanlarinin cinsiyetleri

Aragtirmaya katilan 300 kisinin 228’1 gida isletmelerindeki gida calisani, 72’si
hastane gida ¢alisanidir. Erkek gida ¢alisani sayis1 193 (%64.3) kadin ¢alisan sayisi ise 107
(%35.7) dir. Gida isletmelerinde ¢alisanlar ile hastane mutfaklarinda c¢alisan Kkisilerin
cinsiyetleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Gida isletmelerinde
calisanlarin ¢ogunlugunu erkekler (%71.9), hastanede ¢alisanlarin ¢ogunlugunu kadinlar
olusturmustur (%59.7). Cizelge 4.1’de gida galisanlarinin cinsiyetlerinin isyeri tipine gére

dagilim1 verilmistir.

Cizelge 4.1. Gida galisanlarinin cinsiyetlerinin isyeri tipine gore dagilimi

Cinsiyet Gida isletmeleri Hastane Toplam p
n (%) n (%) n (%)
Kadin 64(28.1) 43(59.7) 107(35.7)
Erkek 164(71.9) 29(40.3) 193(64.3) <0.05
Toplam 228(100) 72(100) 300(100)

4.1.2. Gida ¢alisanlarimin yas ortalamalari

Gida calisanlarinin yaslar1 en az 15, en fazla 65 olup yas ortalamalar1 33.9 olarak
tespit edilmistir. Erkeklerde yas ortalamasi 31.8, kadinlarda yas ortalamasi 37.6 dir. Gida
isletmelerinde calisan kisilerin yas ortalamasi; 32.6, hastane mutfaklarinda ¢alisan kisilerin
yas ortalamast 37.9 olarak tespit edilmistir. Gida isletmelerinde calisanlar ile hastane
mutfaklarinda calisan kisilerin yas ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.05). Gida isletmelerinde calisan kisilerin yas ortalamasi hastanede
calisanlarinkinden daha diisiik bulunmustur. Gida ¢alisanlarinin yas ortalamalarinin igyeri

tipine dagilimi Cizelge 4.2’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Gida calisanlariin yag ortalamalarinin igyeri tipine dagilimi

Cinsiyet Gida Hastane Yas Yas p
isletmesi Min Max
(X F SX) (X F SX)
Kadin 35,2F 8,6 39,8F 8,1 20 65
Erkek 31,1¥ 104  36,1¥ 10,1 15 61 <0,05
Toplam 32,6+ 10,5 379 F 8,6 15 65

X:Yas ortalamasi, SQ: Standart hata, Min: Minumum, Max: Maksimum.

4.1.3. Katihmc1 anket formunun degerlendirilmesi

Ek 1°de verilen anket sorularindan egitim durumu ile ilgili 1. soruyu cevaplayan 294
kisi arasinda en fazla (%35.4) ilkokul mezunu, en az (%14.6) yiiksekokul mezunu oldugu
goriilmustiir. 2. soruda kisilerin isyerindeki gorevleri sorgulanmigtir. Caligmaya alinan
kisilerin ¢ogunlugunun servis elemani oldugu (%46.6), onlar1 as¢1 olarak g¢alisanlarin
izledigi (%24.0), sektordeki toplam g¢alisma yilinin sorgulandigi 3. soruyu cevaplayan
kisilerin %28.3’liniin sektorde 10 yildan fazla calistig1 tespit edilmistir. 4. soruda hijyen
bilgisi diizeyi sorgulanmistir. Gida calisanlarindan %1.3’4 hijyen bilgisi olmadigini,

%65.6’s1 ise hijyen bilgisinin iyi oldugunu ifade etmislerdir.

5. Soruda gida c¢alisanlarina hangi siklikta ellerini yikadiklari, 6. soruda kisilere
hangi siklikta banyo yaptiklari sorulmustur. Katilimcilarin %93’i diizenli olarak sik sik
ellerini yikadiklarini, %86.6’s1 her gilin banyo yaptiklarini ifade etmislerdir. 7. Soruda
eldiven kullanma ahiskanligi, 8. soruda eldiven degistirme sikligi sorgulanmustir.
Calisanlarin  %40.1°1 stirekli eldiven kullandigimi, %75.3’1i eldivenlerini kirlendikge

degistirdiklerini ifade etmislerdir.

9. Soruda c¢alisanlara maske kullanip kullanmadiklari sorulmustur. Calisanlarin

cogunlugunun (%40.7) calisirken maske kullanmadig: tespit edilmistir.

10. Soruda antibiyotik kullanma siklig1, 11. Soruda hastanede ii¢ giinden fazla yatip
yatmadig1 sorulmustur. Kisilerin ¢gogunlugunun (%67.5) ¢cok nadir antibiyotik kullandiklar1
ve katilimcilarin biiylik ¢ogunlugunun ii¢ giinden fazla hastanede kalmadig1 (%77.4)
goriilmiistiir. 12 soruda yilda bir kez burun kiiltiirii yaptirip yaptirmadiklar1 sorgulanmustir.

Calisanlarin %34.3’1i yilda bir kez diizenli olarak burun kiiltiirii yaptirdigini ifade etmistir.
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13. soruda gida giivenligi egitimi sorgulanmistir. Katilimcr anketi uygulanan kisilerin
%46.7°si gida giivenligi konusunda egitim aldigimi, %52.6’s1 ise almadigini ifade
etmislerdir. 14. soruda kisilere hasta olduklar1 zaman ¢alisma durumlar1 sorulmustur. Gida
calisanlarinin %43.9°u hasta olduklarinda bile ¢calismaya devam ettikleri ifade etmislerdir.
Gida calisanlarinin anket sorularina verdikleri cevaplarin dagilimi Cizelge 4.3’de

verilmigtir.

Cizelge 4.3. Gida calisanlarinin anket sorularina verdikleri cevaplarin dagilimi

Cevaplar
Sorl Toplam
orular
A B C D n(%)
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
1- Egitim flkokul Ortaokul Lise Yiksekokul - 594(100.0)
durumunuz nedir? 104(35.4) 65(22.1) 82(27.9) 43(14.6)
P . Mutfak tem. Servis
2-Igyerinizdeki Ascl Asc1 yrd. srevlisi eleman 292(100.0)
goreviniz nedir? 70(24.0) 39(13.4) £
47(16.1) 136(46.6)
3- Sektorde 10 yi1ldan
¢alisma y1liniz ne 0-1 yil Iyl 4-10 yil fazla 297(100.0)
68(22.9 71(23.9 74(24.9
kadardir? (22.9) (23.9) (249) 84(28.3)
i oo Hig .
4- Hijyen bilginiz bilmiyorum Az Orta iyi 299(100.0)
ne kadardir? 12(4.0) 87(29.1) 196(65.6)
4(1.3)
Yemek Yemekle

5- Calisirken Her tuvaletten ik Diizenli

.. . azirlamaya ugrasirken
ellerinizi hangi cikista - dy k.gl $d-k olarak sik sk 299(100.0)
siklikta yikarsiniz? 7(2.3) aylamacan trendiee 278(93.0)

3(1.0) 11(3.7)

O-Hangistklk@d — baftadabir  Haftadaiki  Haftadaic  Hergin  99(100,0)
banyo yaparsiniz? 2(0.7) 7(2.3) 31(10.4) 259(86.6)
7- Calisirken
eldiven Kullanmam Bazen Sik¢a Siirekli 299(100.0)
kullanirmisiniz? 54(18.1) 69(23.1) 56(18.7) 120(40.1)
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Cizelge 4.3’iin devam Gida ¢alisanlarinin anket sorularina verdikleri cevaplarin dagilim

Cevaplar
Sorular Toplam
A B C D n(%)
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
8- Eldiveninizi Hic . .
hangi siklikta deistirmen Giinde 1-2 Giinde 5-6 kirlendikce 263(100.0)
degistirirsiniz? 19(7.2) 19(7.2) 27(10.3) 198(75.3)
9- Caligirken
maske Kullanmam Bazen Sikca Stirekli 295(100.0)
kullanirmisiniz? 120(40.7) 62(21.0) 39(13.2) 74(25.1)
10- Antibiyotik
kullanma ) Yilda 5°den
dUrumUnLZUn Cok nadir Yilda 1-2 Yilda 3-5 fazla 295(100.0)
) 199(67.5) 68(23.1) 21(7.1)
hangi sikliktadir? 7(2.4)
11- Bir hastanede
3 giinden fazla Evet Hayir 295(100.0)
yattinizmi? 65(22.1) 230(77.9) - -
12-Yilda bir kere
diizenli olarak . .
burun kiiltiirii Hig Diizensiz Evet Hayur 300(100.0)
yaptiriyor yaptirmadim  yaptiriyorum 103(34.3) 100(33.3) )
MUSUNUZ? 70(23.3) 27(9.0)
13- Gida Evet Hayir 289(100.0)
giivenligi 136(47.1) 153(52.9) - -
konusunda egitim
aldiniz mi1?
14- Hasta Calisamaya Onerilen Hastalik 289(100.0)
oldugunuzda ne devam ederim ilaglar1 alarak ~ gegene -
yaparsiniz? 39(13.5) calisinnm kadar
127(43.9) calisgamam
123(42.6)
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Gida sektorii ¢aliganlar1 arasinda kisisel hijyen eksikligi, gida kaynakli hastaliklarin
olusumunda 6nemli bir faktdrdiir. Bu kisiler isleme, iiretim ve dagitim siirecinde gidalara
eller, yara, kesik, agiz, deri, sa¢ vb sayesinde patojenleri aktarabilir ve bdylece gida
zehirlenmesinin ortaya ¢ikmasina yol agabilirler (Campos ve ark., 2009). Enfekte gida
calisanlarindan kaynaklanan gida kontaminasyonunda en o6nemli patojenin S. aureus
oldugu bildirilmistir (Cepoglu ve ark., 2010). Gida isleyicisinin burnunda veya derisinde
bulunabilen bu mikroorganizma, pismis ve 6zellikle proteince zengin gidalara aktarilmasi
ve buzdolabr disinda saklanmasi halinde zehirlenme etmeni haline gelebilmektedir
(Dagnew Ve ark., 2012). Ozellikle ellerden meydana gelebilecek kontaminasyonu azaltmak

icin gida isleyicilerinin dogru bir hijyen uygulamasi gerekmektedir.

Gida calisanlarinin ellerinden kaynaklanan bulagsmalarin engellenmesi i¢in diizenli
olarak ellerin yikanmasi ve eldiven kullanilmasi hijyen kurallar1 agisindan uygundur. Giin
icerisinde belirli araliklarla, bir isten farkli bir ise gegerken, 6zellikle islenmemis gidalara

dokunulduktan sonra kullanilan eldivenlerin degistirilmesi 6nemlidir.

Todd ve ark. (2010)’nin yanlig eldiven kullanimi hakkinda yaptiklar1 ¢aligmada,
gidalarin hazirlanmasinda ve tiretiminde c¢alisan kisilerin ellerinden gegebilecek etkenleri
onlemek icin eldiven kullanilmasi Onerilmektedir. Diizgiin kullanilmas1 halinde
kontaminasyonu azaltabilecegi, ancak delinmesi veya yanlig kullanilmasi durumunda
kontaminasyon kaynagi olabilecegi bildirilmistir. Takilar vasitasiyla eldivenin delinmesi
halinde, eldiven altindaki uygun ortamda artan mikrobiyal yiikiin gidaya ge¢isi s6z konusu
olabilir. Ayrica en 6nemli konunun, calisanlarin egitim diizeyi ile ilgili olarak riskli

davraniglar sonucu ¢apraz kontaminasyonlarin olabilecegi goriisiine varilmstir.

Bu konuyla ilgili iilkemizde yapilan bir calismada, 764 gida calisaninin %9.6’sinin
aktif ¢aligma sirasinda rutin olarak eldiven kullandigi, %47.8’inin temel gida giivenligi
egitimi olmadig1 bildirilmistir. Ayrica Tiirk gida isletmelerindeki gida isleyicilerinin gida

hijyeni bilgi eksikligi olduguna dikkat ¢ekilmistir (Bas ve ark., 2000).

Bizim ¢alismamizda da gida ¢alisanlarinin %40.1°1 ¢alisirken siirekli, %18.7’si sik¢a,
%23.1°1 bazen eldiven kullandiklarini, %18.1°1 ise hi¢ eldiven kullanmadiklarii ifade
etmislerdir. Calisanlarin %7.2’si eldivenlerini hi¢ degistirmezken, %7.2’si giinde 1-2,
%10.3 giinde 5-6 kez, %75.3’1 siirekli degistirmektedir.

05.07.2013 tarihli hijyen egitim yonetmeligi uyarinca gida isletmelerinde ¢alisan
kisilerin tanimlanan egitimleri almalar1 istenmektedir. Bu egitimler kapsaminda verilmesi

gereken “dogru eldiven kullanimi1” {izerinde 6nemle durulmasi gereken bir konu olarak
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goziikmektedir. Ciinkli stirekli olarak eldiven kullanan, seyrek olarak veya hi¢
degistirmeyen kisilerin gidaya patojenlerin aktarilmasinda temiz ¢iplak el ile ¢alisanlardan
daha fazla rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Amerika'da yapilan bir calismada fast food
restoranlardaki gida isleyicilerinin eldiven kullaniminin yiyeceklerdeki mikrobiyal yiike
etkisi arastirilmig, ayni eldiven ¢iftinin uzun siire kullanimi ve ellerin daha az yikanmasinin
bakteriyel kontaminasyonu arttirdigi  diisliniilmiistir. Bu ¢alisma ile uygun
kullanilmadiginda, eldiven kullannminin tek basma hijyene katkisi olamayacagi
gosterilmistir (Lynch ve ark., 2005). Eldiven kullanma disiplini tam olarak yerlesmedikge

kontaminasyonlara baglh gida kaynakli hastaliklarin azalmayacagi bir gercektir.

Gida c¢aliganlarinin gida giivenligi ile ilgili konulardaki bilgi diizeylerini 6lgmek
iizere yapilan ¢alismalar mevcuttur. Bu konuyla ilgili Italya’da yapilan bir calismada, 411
gida calisanina gida kaynakli hastaliklar ve gida giivenligi konusunda bilgi, tutum ve
davraniglarinin degerlendirilmesi amaciyla anket calismasi uygulanmistir. Bu kisilerin
%48.7’s1 gida kaynakli patojenleri bildiklerini ifade etmislerdir. Bu seviye yiiksekogrenim
diizeyinde olan kisilerde ve daha uzun sureli egitim kurslarina katilanlarda daha ytiksek
bulunmustur. Gida isleyicilerinin yalnizca %20.8’inin islenmemis gidaya eldiven ile
dokundugu belirlenmistir. Gida kaynakli hastaliklarin kontrolii ve bilgi diizeyinin

iyilestirilmesi i¢in egitim programlarinin 6nemi vurgulanmstir (Angelillo ve ark., 2000).

Portekiz’de 2009 yilinda gida isleyicilerinin gida gilivenligi konusunda bilgi
diizeylerini belirlemek amaciyla anket calismasi gergeklestirilmistir. 18 farkli cografik
bolgede yemek iiretimi yapan ve dagitan isletmelerde gorevi 101 gida isleyicisine 27
soruluk anket uygulanmistir. Katilimcilarin gida giivenligi hakkindaki bilgi diizeylerinin
egitim seviyeleri ile ilgili olarak etklilendigi istatistiksel olarak saptanmistir (Martins ve
ark., 2012).

Potekizde yapilan baska bir caligmada gida isleyicileri (n=79) ve Ogrencilerden
Olusan (n=152) gruplara hijyen konusundaki bilgi ve uygulama diizeyini belirlemek
amaciyla bir anket ¢alismasi uygulanmistir. Gida isleyicilerinin biiyiik bir boliimiinde
mikrobiyolojik tehlikeler, hijyen ve gilivenlik kurallar1 ile ilgili temel bilgiler eksik
bulunmustur. Sonug olarak, Avrupada gida giivenligi yasalarinin 6ngordiigii farkindaligi ve

egitimi arttirmak gerektigi diistiniilmistiir (Gomes-Neves ve ark., 2007)

Yapilan bir ¢alismada, gida giivenligi egitimlerinin gida isleyicilerinin el hijyeni
konusundaki tutumlarmi etklileyip etkilemedigini belirlemek amaciyla bu konudaki

calismalar sistematik olarak gozden gecirilmistir. Gida isleyicilerinde el hijyeni bilgisi
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konusunda egitim alanlar egitimden Once ve sonra, egitim almayan kontrol gruplari
degerlendirilmistir. Yapilan meta analiz sonuglarina gére gida giivenligi egitimi el hijyeni
uygulamalarinda bilgi diizeyini arttirmis, bu konudaki davranislart gelistirmistir.
Tekrarlayan ve uzun siireli olan gida giivenligi egitim programlarinin iyi el yikama

uygulamalarinin siirdiiriilmesinde yardimci olabilecegi bildirilmistir (Soon ve ark., 2012).

Tirkiye’de 2003-2004 yillarinda gida isleyicilerinin gida giivenligi konusundaki
bilgi, tutum ve davranislarinin degerlendirilmesi amaciyla 764 kisiye anket caligmasi
uygulanmistir. Katilimcilarin biiyiik bir bolimiiniin (%47.8) temel gida giivenligi egitimi
almadig1 tespit edilmistir. Calismanin sonuglarina gore Tiirkiye’deki gida isleyicilerinin
genellikle temel gida hijyeni konusunda (buzdolab1 sicaklik araligi, sicak veya soguk hazir
yemeklerde kritik sicakliklar, ¢apraz kontaminasyon vb.) eksiklikler oldugu tespit
edilmistir. Giivenli gida isleme uygulamalarinda s6z konusu kisiler arasinda farkindaligin

arttirilmasi ve egitime acil olarak ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir (Bas ve ark., 2006).

Calismamizda tespit edilmis olan gida giivenligi egitimi almamis olanlarin orani
oldukga yiiksek (%52.6) olup Bas ve ark., (2006)’nin saptamis oldugu orana (%47.8) yakin
bulunmustur. S.aureus tasiyicisi olan gida galisanlarinin gidalarin kontaminasyonuna sebep
olduklar1 bilinmektedir. Gida kaynakli hastaliklarin 6nlenmesinde uzman kisilerce
verilecek olan gida giivenligi ile ilgili yeterli bir egitiminin son derece dnemli oldugu
sOylenebilir. Bu egitimler sayesinde ¢alisanlarin mikrobiyolojik risk teskil edebilecek

tutum ve davraniglar1 azaltilabilir.

4.1.4. Gida ¢ahisanlarimin S.aureus tasiyicihigi

Calismamiza katilan 300 kisinin 125’inde (%41.7) S. aureus tastyiciligi (burun
ve/veya el/ellerde) tespit edilmistir. Bu kisilerin 93’1 (%40.8) gida isletmelerinde, 32’si
(%44.4) hastane mutfaklarinda gorevlidir. S. aureus tasiyiciligt bakimindan gida
isletmeleri ve hastane mutfak c¢alisanlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p>0.05).

Burun siiriintli 6rnegi alinan 300 gida ¢alisanindan 90 kisinin (%30) burun S. aureus
tasiyicisi oldugu tespit edilmistir. Bunlarin 67’si1 farkli gida isletmelerinde, 23’ ise hastane
mutfaklarinda ¢alismaktadir. S. aureus burun tasiyiciligi bakimindan gida isletmeleri ve

hastane mutfak caliganlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

300 gida calisanindan 84’iiniin (%28) el/ellerinden S. aureus bakterisi izole

edilmistir. El tastyiciligit bakimindan gida isletmeleri ve hastane mutfak c¢alisanlari
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arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Gida ¢alisanlarindan 65’inin
sag el siiriintii 6rneginde S. aureus bakterisi izole edilmistir. Bunlarin 48’1 farkli gida
isletmelerinde, 17’si ise hastane mutfaklarinda caligmaktadir. Sag el S. aureus tastyicilig
bakimindan gida isletmeleri ve hastane ve mutfak ¢alisanlar1 arasindaki fark istatistiksel
olarak onemli degildir (p>0.05). Gida calisanlarindan 60’min sol el siirlintii 6rneginde S.
aureus bakterisi izole edilmistir. Bunlarin 44’4 farkli gida isletmelerinde, 16°s1 ise hastane
mutfaklarinda ¢alismaktadir. Sol el S. aureus tasiyiciligi bakimindan gida isletmeleri ve
hastane ve mutfak ¢alisanlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

S. aureus tastyicilarinin isyeri tipine gore dagilimi Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. S. aureus tagiyicilarinin igyeri tipine gére dagilimi

Isyeri tipi S. aureus tasiyicisi
Burun/el Burun El Sag el Sol el
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
Gida isletmesi ~ 93(40.8) 67(29.4) 62(27.2) 48(21.1) 44(19.3)
Hastane 32(44.4) 23(31.9) 22(30.6) 17(23.6) 16(22.2)
Toplam 125(41.7) 90(30.0) 84(28.0) 65(21.7) 60(20.0)

Gida isgletmelerinde gidalarin islenmesi ve servisinde gorev yapan gida ¢alisanlarinin
S.aureus tastyiciliginin arastirildigi birgok ¢aligma yapilmis, sayisal anlamda farkliliklara
rastlanmistir. Antalya ve civarindaki gida sektdriinde calisan 15600 kisinin portor
incelemesi sirasinda alman burun siiriintii 6rneklerinin %3.37’sinde S. aureus izole
edilmistir. Ulkemizden yapilan diger calismalarda gida sektdrii calisanlarinda S.aureus
burun tasiyicilik oranmi Kiitahya’da %7.1, Erzurum’da %28.2, Sanlwurfa’da %23.1,
Konya’da %15.3 olarak saptanmistir (Sepin-Ozen ve ark.. 2013).

Bu konuda yurt disinda yapilan calismalardan birinde, Kuveyt sehir restoranlarinda
calisan 500 kisinin S. aureus burun tastyiciligi oranit %26.6 olarak tespit edilmistir (Al
Bustan ve ark., 1996). Brezilya’da gida isi ile ugrasan 47, Malezya’da ayni1 isle ugrasan 64
kisi iizerinde yapilan bir arastirmada burun tasiyicilik orani sirasiyla %30 ve %24.3
bulunmustur (Acco ve ark., 2003; Noor-Azira ve ark., 2012). Botsvana’da arastirmaya
alian 200 gida iscisinin 115’inde (%57.5) S.aureus tasiyiciligina rastlanmis, 204 S. aureus
izolatinin, 63’1 (%30.9) ellerden, 91’1 (%44.6) burundan, 50’si (%24.5) yiizden izole
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edilmistir (Loeto ve ark., 2007). Kuveyt’de yapilan baska bir c¢aligmada ise sehir
restorantlarinda calisan 250 gida is¢isinden elde edilen 102 (%40.8) burun, 31(%12.4) el
stiriintii 6rneginde S.aureus izole edilmistir (Udo ve ark., 2009).

Yaptigimiz ¢alismada, arastirmaya alinan 300 gida ¢alisaninin %30’unun burun S.
aureus tastyicist oldugu tespit edilmistir. Buldugumuz burun tasiyicilik orani Antalya
(%3.37) ve Kiitahya (%7.1) illerimizde tespit edilenden oldukca yiiksek, Erzurum,
Sanliurfa ve Konya’da tespit edilenlere yakin bulunmustur. Yurt disinda yapilmis

calismalarda daha yiiksek burun tasiyicilik oranlarina rastlanmaktadir.

Nozokomiyal enfeksiyonlar agisindan hastane personelinin stafilokok tasiyiciligi
konusunda doktorlar, hemsireler ve hastabakicilar tizerinde oldukga fazla ¢alisma yapilmis
ancak hastanelerin mutfak c¢alisanlar1 ve servis elamanlar: agisindan yapilan ¢alismalarin
yok denecek kadar az oldugu goriilmiistiir. Oysa mutfak calisanlarinin toplum kaynakl
veya hastane kaynakli olasi portorliiklerinin hastane ortami ve hastalar i¢in potansiyel bir
tehlike olabilecegi, bu bakimdan tasidiklart 6nem gozardi edilmemesi gereken bir
durumdur. Hastane ortaminda ¢oklu direng 6zelligi kazanan S. aureus’ larm, hastanede
gorevli gida calisanlar1 araciligi ile hastalara tasinmasi nozokomiyal enfeksiyon sebebi
olabilecegi gibi, diren¢ kazanmis s6z konusu suslarin hastane gida galisanlari yoluyla
toplumda yayilmasi da ciddi bir sorun teskil edebililir. Bu diisiinceler dogrultusunda
hastane mutfak gorevlilerinin S. aureus tastyicilik oranlar ile ilgili elde edilen bulgular ele

alinarak incelenmistir.

Hastane ve gida isletmelerinde gorevli gida calisanlarimin S. aureus tasiyicilik
durumlart ayr1 ayr1 incelendiginde hastanede c¢alisanlarinda %44.4, gida isletmesi
calisanlarinda %40.8 olarak tespit edilmistir. S.aureus burun tasiyiciligi hastanedekilerde
%31.9, gida isletmesi c¢alisanlarinda %29.4, S.aureus el tasiyiciligi ise hastane
calisanlarinda %30.6, gida isletmesi ¢alisanlarinda %27.2 olarak belirlenmistir. Bu konuda
Suudi Arabistan’da yapilan bir g¢alismada hastane mutfak/restoraninda calisan gida
calisanlarinda S.aureus tasiyiciligl %30.5, gida isletmesi ¢alisanlarinda %44 oldugu, gida
isletmelerindeki tastyiciligin hastanedekilere gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(Ahmed ve Dablool, 2015).

Bizim ¢alisgmamizda, S.aureus tasiyiciligi agisindan hastane ve gida isletmelerindeki
gida calisanlart karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel anlamda fark olmadig:

gorilmiistir.
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4.1.5. S.aureus tasiyicilarinin cinsiyetlere gore dagilim

Arastirmaya alinan 300 gida ¢alisanindan 42’si (%39.3) kadin, 83’1 (%43.0) erkek
olmak iizere 125 kiside (%41.7) S. aureus tastyiciligi tespit edilmistir. S. aureus tasiyicilig
bakimindan kadin ve erkek gida calisanlari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir (p>0.05).

Arastirmaya alinan 300 gida ¢alisanindan 33’1 (%30.8) kadin, 57’si (%27.5) erkek
olmak tiizere 90 kiside burun S. aureus tasiyicilifi tespit edilmistir. Burun tasiyiciligi
bakimindan kadin ve erkek gida calisanlari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0.05).

S. aureus el tasiyiciligi kadinlarda %24.3, erkeklerde %30.1 olarak tespit edilmistir.
Bu bakimindan kadin ve erkek gida calisanlar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0.05). S. aureus sag ve sol el tasiyiciligi bakimindan da kadin ve erkek gida
calisanlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). S. aureus

tasiyicisi olanlarin cinsiyetlere gore dagilimi Cizelge 4.5°de verilmistir.

Cizelge 4.5. S. aureus tasiyicilarinin cinsiyetlere gore dagilimi

Cinsiyet S. aureus tasiyicisi p
Burun/el  Burun El Sag el Sol el
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
Kadin 42(39.3) 33(30.8) 26(24.3) 18(16.8) 20(17.8)
Erkek  83(43.0) 57(27.5) 58(30.1) 47(24.4) 41(21.2) >0.05
Toplam  125(41.7) 90(30.0) 84(28.0) 65(21.7) 61(20.3)

4.1.6. Burun tasiyicihi@imin el tasiyicih@ina etkisi

Burun tastyicist olanlarin %54.4’linde el tasiyiciligr tespit edilmisken, burun
tagiyicist olmayanlarin %16.7’sinde el tasiyiciligi saptanmistir. Gida ¢alisanlarindan S.
aureus burun tasiyiciligmma gore el tasiyiciliginin goriilme oranlari arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Burun tasiyicist olanlarin %44’tinde, burun tasiyicist olmayanlarin %9.5’inde sol el
tastyiciligl saptanmistir. Burun tasiyiciligina gore sol el tasiyiciliginin goriilme oranlari

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
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Burun tasiyicist olanlarin %42.2’sinde, burun tasiyicisi olmayanlarin %12.9’unda
sag el tasiyiciligi saptanmistir. Burun tasiyiciligina gore sag el tastyiciliginin goriilme
oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Calismamizda S.
aureus el tasiyiciligmin burun tasiyicist olan kisilerde daha yiiksek oranda oldugu
saptanmistir. Gida calisanlarindaki el tasiyicilifinin burun tasiyiciligina gore dagilimi

Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Gida calisanlarindaki el tasiyiciliginin burun tastyiciligina gore dagilimi

Burun El tasiyicihigi Sol el tasiyicihigi Sag el tasiyicihigi p
Tasiyicihigl

Var Yok Var Yok Var Yok
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)

Var 49(54.4) 41(45.6) 40(44.4) 50(55.6) 38(42.2) 52(57.8)
<0.05
Yok  35(16.7) 175(83.3) 27(12.9) 190(90.5) 20(9.5) 183(87.1)

Calismamizda S. aureus burun tasiyicisi olan gida calisanlarinin %54.4’linlin
ellerinde s6z konusu bakteriye rastlanmistir. S. aureus el tasiyiciliginin burun tasiyicisi
olan kisilerde daha yiliksek oranda oldugu saptanmistir. Benzer bir calismada S. aureus’un
burun tasiyiciligi ile ellerdeki tasiyicilik arasinda kuvvetli bir korelasyon oldugu

gosterilmistir (Wertheim ve ark., 2005).

4.1.7. S. aureus tastyicilarinin egitim seviyesi

Egitim durumu yiiksekokul olan gida c¢alisanlarinin %74.4’linde tasiyiciliga
rastlanmamisken 9%25.6’sinin tasiyict oldugu tespit edilmistir. Tasiyicilik ile egitim
durumlarn arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Egitim
seviyesi yiikseldikce tastyicilik azalmaktadir. S. aureus tasiyiciik durumlarinin egitim

seviyesine gore dagilimi Cizelge 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.7. S. aureus tagtyicilik durumlarinin egitim seviyesine gore dagilimi

Tasiyicihk Egitim Seviyesi Toplam p
n(%o)
Ilkokul  Ortaokul Lise  Yiiksekokul
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
Var 48(46,2) 33(50,8)  31(37,8) 11(25,6) 123(41,8)
Yok 56(53,8) 32(49,2) 51(62,2) 32(74,4) 171(58,2)  <0,05

Toplam  104(100)  65(100)  82(100)  43(100)  294(100)

Eller, sa¢, agiz, burun gibi viicut bolgelerine siklikla dokunur. Bu durum burun veya
viicudun belli bir bolgesinde kolonize mikroorganizmalarin ellere kolaylikla bulastigini,
eller yeterli sayida ve sekilde yikanmadikea el tasiyiciliginin artabilecegini gostermektedir.
Ellerin yikanmasi sirasinda dikkat edilecek en 6nemli konunun yikama esnasinda parmak
ve tirnak aralari, ellerin {stli ve bileklerin iyice yikanmasini saglamak oldugu
diisiiniilmektedir. Cogunlukla bunlara dikkat edilmeksizin yapilan yikamalar ellerdeki
patojen bakterilerin uzaklastirllmasinda fayda saglamayabilir. Arastirmaya katilan gida
calisanlarinda egitim seviyesi ylikseldikce S.aureus tasiyiciliginin azaldig: tespit edilmistir.
Bu durum egitimin kisisel temizlik ve hijyen aligkanliklarinin kazandirilmasinda etkili

oldugunu diistindiirmektedir.

4.1.8. Eldiven kullammmimn S.aureus tasiyicih@ina etkisi

S. aureus tasityicilarinin %50’si c¢alisirken siirekli eldiven kullanirken, %35.7si
sikca, %42’s1 bazen, %27.8°1 ¢alisirken hig¢ eldiven kullanmamaktadir.
Calisirken siirekli olarak eldiven kullanan kisilerdeki S.aureus tasiyan ve tasimayanlarin
oranlar1 birbirine esittir (%50). Eldiven kullanmayan kisilerin %72.2°sinde tasiyiciliga
rastlanmazken, %27.2’sinde tasiyilik saptanmistir. Eldiven kullanmayanlarda tasiyicilik
orani daha diisiik saptanmistir. S.aureus tasiyiciligr ile calisirken eldiven kullanma
durumlar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

S.aureus tasiyicist olan gida caliganlarinin eldiven kullanma aliskanliklar1 Cizelge

4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. S. aureus tasiyicilarinin eldiven kullanma aligkanliklar

Eldiven kullanimi

S.aureus
Kullanmiyor Bazen Siklikla Siirekli Toplam p
tastyrcist n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
Var 15(27.8)  29(42.0) 20(35.7) 60(50.0)  84(28.1)
Yok 39(72.2)  40(58.0) 36(64.3)  60(50.0)  215(71.9)  <0.05
Toplam 54(100) 69(100)  56(100)  120(100)  299(100)

Calismaya katilan kisilerdeki tastyicilik durumu ve eldiven kullanma durumlar ile
ilgili wveriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde, eldiven kullanmayan kisilerde
tagyicilik oraninin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu durumun calisanlarin eldivensiz
olduklarinda ellerini daha sik yikamalarindan dolay1 olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ayrica
bu verilerin incelemesinde siirekli eldiven kullanan kisilerde “tasiyici” ve “tasiyici

olmama” durumlarmin esit oldugu goriilmiistiir.

Bu konuda ¢aligmamizdan edinilen verilere gore eldiven kullaniminin el tagiyiciligimi
azaltigin1 gostermektedir. Siirekli eldiven kullanan kisilerin %30’unda el tasiyiciligt
saptanmigken, %70’inde saptanamamistir. Bu da eldivenlerin uzun siire degistirilmeden
kullanildigint boylelikle tasiyiciligi olumsuz yonde etkiledigi halde ellerin burundan veya

baska bir yerden kontaminasyonuna engel oldugunu diigiindlirmiistiir.

4.1.9. Eldiven kullanimimin S. aureus el tasiyicihi@ina etkisi

El tasiyicisi olan gida galisanlarinin %30’u siirekli, %32.1°1 siklikla, %31.9°u bazen
eldiven kullandiklarini ifade etmislerdir. Tastyiciligt olmayanlarin ise %70’1 stirekli,
%67.9’u siklikla eldiven kullanmaktadir. Yapilan istatistiksel incelemede eldiven kullanma
durumunun el tastyiciligi tizerinde etkisinin olmadigi saptanmistir (p>0.05). El tasiyicisi

olan gida ¢alisanlarinin eldiven kullanma aliskanliklar1 Cizelge 4.9°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.9. S. aureus el tagiyicilarinin eldiven kullanma aligkanliklari

El Eldiven kullanimi Toplam p
Tastyicihigi n(%)
Kullanmyor Bazen Siklikla Siirekli
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
Var 8(14.8) 22(31.9) 18(32.1)  36(30.0) 84(28.1)
Yok 46(85.2) 47(68.1) 38(67.9) 84(70.0)  215(71.9) p>0.05
Toplam 54(100) 69(100) 54(100)  120(100)  299(100)

4.1.10. Maske kullaniminin S. aureus tasiyicih@ina etkisi
S. aureus tastyicilarinin %43.2 siirekli, %41.0°’1 siklikla, %46.8’1 bazen maske

kullandiklarini, tasiyiciligt olmayanlarin ise %56.8°1 siirekli, %59.0°1 siklikla, %53.2°si
bazen maske kullandiklarini ifade etmislerdir. Maske kullanmanin tastyicilik iizerinde
etkisi olmadigi goriilmiistiir (p>0.05). S. aureus tasiyicisi olan gida ¢alisanlarinin maske

kullanma aliskanliklar1 Cizelge 4.10°da gosterilmistir.

Cizelge 4.10. S. aureus tasiyicilarinin maske kullanma aliskanliklar

Tasiyicihik Maske kullanim Toplam p
n(%o)
Kullanmyor Bazen Siklikla Siirekli
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
Var 45(37.5) 29(46.8) 16(41.0) 32(43.2) 122(41.4)
Yok 75(62.5) 33(53.2) 23(59.0) 42(56.8) 173(58.6) >0.05
Toplam 120(100) 62(100) 39(100) 74(100)  295(100)

4.1.11. Maske kullaniminin S. aureus burun tasiyicih@ina etkisi

S. aureus burun tasiyicilarinin %29.5°1 stirekli, %13.6’s1 siklikla, %19.3’l bazen
maske kullandiklarini, tasiyiciligi olmayanlarin ise %23.2°si siirekli, %13.0°1 siklikla,
%21.7’si bazen maske kullandiklarim1 ifade etmislerdir. Maske kullanmanin S. aureus
burun tasiyiciligi tizerinde etkisi olmadigr goriilmistiir (p>0.05). S. aureus burun tasiyicisi

olan gida c¢alisanlarinin maske kullanma aligkanliklar1 Cizelge 4.11°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. S. aureus burun tasiyicisi olanlarin maske kullanma aligkanliklar

Burun Maske kullanimi Toplam p
Tastyicihigi n(%)
Kullanmyor Bazen Siklikla Siirekli
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
Var 33(37.5) 17(19.3) 12(13.6) 26(29.5) 88(29.8)
Yok 87(42.0) 45(21.7) 27(13.0) 48(23.2) 207(70.2) >0.05

Toplam 120(40.7) 62(21)  39(13.2)  74(25.1)  295(100)

Anket sorularma verilen yanitlara gore maske kullaniminin tagyicilikla iligkisi
arastirilmis ve maske kullaniminin genel tasiyiciliga veya el tasyiciliga etkisinin olmadigi
goriilmiistiir. Bu konuda verilen cevaplarin gergegi ne derece yansittigi tartisilabilir.
Maske, bone gibi koruyucu giysilerin viicudun agiz, burun vb. bdlgelerinde bulunan
mikroorganizmalarin eller vasitasiyla gidaya veya viicudun baska bir bolgesine
aktarilmasinda engel teskil edecegi tahmin edilmektedir. Ancak maske ile calismak kisileri
sikan, zor bir uygulama olabilmektedir. Bu nedenle maske kullandiklarini ifade eden gida

calisanlarinin bu konuya yeterli 6zen gostermedikleri diistiniilmiistiir.

4.1.12. Gida giivenligi egitiminin S. aureus tasiyicihgina etkisi

S. aureus tastyicilarinin %44.9°u gida giivenligi egitimi almisken, %39.2°si egitim
almadigm belirtmistir. Istatistiksel incelemeye gore gida giivenligi egitiminin S. aureus
tastyiciliga etkisinin olmadigi goriilmistir (p>0.05). S. aureus tasiyicisi olan gida

calisanlarinin gida giivenligi egitimi alma durumlar1 Cizelge 4.12°de gosterilmistir.

Cizelge 4.12. S. aureus tasiyicilarinin gida giivenligi egitimi alma durumlari

Tasiyicihk Gida giivenligi egitimi Toplam p
n(%o)
Evet Hayir
n(%) n(%o)
Var 61(44.9) 60(39.2) 121(41.9)
Yok 75(55.1) 93(60.8) 168(58.1)
>0.05
Toplam 136(100) 153(100) 289(100)
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4.1.13. Gida giivenligi egitiminin el tasiyicih@ina etkisi

Gida giivenligi egitimi alan kisilerin %34.6’sinda el tasiyiciligi saptanmisken,
%65.4’linde el tasiyiciliglr saptanamamistir. Gida giivenligi egitimi almamis kisilerin
%23.5’inde el tasiyicilii saptanmisken, %76.5’inde el tasiyiciligi saptanamamistir. Gida
giivenligi egitimi alanlarda el tasiyicisi olanlarin oranmi tasiyici olmayanlara gore daha
diisiik bulunmustur. Istatistiksel incelemeye gore gida giivenligi egitiminin S. aureus el
tastyiciligini azaltmasi yoniinde etkisinin oldugu gériilmiistiir (p<0.05). El tasiyicilarinin

gida giivenligi egitimi alma durumlar1 Cizelge 4.13’de gosterilmistir.

Cizelge 4.13. S. aureus el tastyicilarinin gida giivenligi egitimi alma durumlari

El Gida giivenligi egitimi Toplam p
< n(%)
tasiyicihi@y
Evet Haywr
n(%0o) n(%o)
Var 47(34.6) 36(23.5) 83(28.7)
Yok 89(65.4) 117(76.5) 206(71.3) <0.05
Toplam 136(100) 153(100) 289(100)

4.1.14. Gida giivenligi egitiminin burun tasiyicihigina etkisi

Burun tastyiciligi saptanmis olan gida calisanlarinin  %50.6°s1 gida giivenligi egitimi
almigken, %49.4°1 egitim almadiklarini ifade etmiglerdir. Burun tastyiciligi saptanmayan
kisilerin ise %45.5’1 egitimi almisken, % 54.5’1 gida giivenligi egitimi almamamaiglardir.
[statistiksel incelemeye gore gida giivenligi egitiminin S. aureus burun tasiyicihigina
etkisinin olmadigi goriilmistiir (p>0.05). Burun tastyicilig: tespit edilen gida galiganlarinin

gida giivenligi egitimi alma durumlar1 Cizelge 4.14°de verilmistir.

Cizelge 4.14. S. aureus burun tastyicilarmin gida giivenligi egitimi alma durumlari

Burun Gida giivenligi egitimi Toplam p
Tastyicihig n(%o)
Evet Hayir
n(%o) n(%o)
Var 44(50.6) 43(49.4) 87(100)
Yok 92(45.5) 110(54.5) 202(100) >0.05
Toplam 136(47.1) 153(52.9) 289(100)
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Gida calisanlarina uygulanan ankette gida gilivenligi egitimi almis kisilerle almamis
kisiler arasinda burun S. aureus tastyiciligi agisindan fark goriilmedigi saptanmistir. Oysa
gida giivenligi egitimi almis kisilerin almamis kisilere gore el tasiyiciligt arasinda
istatistiksel anlamda fark oldugu goriilmiistiir. Egitim almamis kisilerde el tasiyiciliginin
beklenenin tersine daha diisiik (%23.5), egitim almis kisilerde ise el tastyiciliginin daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir (34.6). Bu durum gida giivenligi egitiminin tek basina yeterli

olmadigini ayrica egitimin daha etkili sekilde verilmesi gerektirdigini diisiindiirmektedir.

4.2. S.aureus izolatlarina Ait Bulgular

4.2.1. Gida ¢alisanlarindan elde edilen S.aureus izolatlariin dagilimi

Gida c¢alisanlarindan burun, sag el ve sol el olmak iizere 3 adet siiriintii 6rnegi
alimmistir. Alinan siirlintii 6rneklerinde 29 gida calisaninin burnunda, sag elinde ve sol
elinde S.aureus bakterisi izole edilmistir. 9 gida ¢alisaninin burnunda ve sag elinde, 11’inin
burnunda ve sol elinde, 12’sinin sag ve sol elinde, 15’inin sadece sag, 9’unun sadece sol,
42’sinin ise sadece burnunda S.aureus bakterisi izole edilmistir. 125 gida calisanindan
toplam 215 S.aureus izolat1 elde edilmistir. Arastirmaya katilan tiim gida ¢alisanlarindan
elde edilen S.aureus izolatlarinin viicut bolgelerine gore dagilimi Cizelge 4.15°de

verilmigtir.

Cizelge 4.15. S.aureus izolatlarinin viicut bolgelerine gére dagilinmi

Viicut bolgesi Gida calisam n(%o) S. aureus n(%)

B +R+L 29(23.2) 87(40.4)
B+R 9(7.2) 18(8.4)
B+L 11(8.8) 22(10.2)
R+L 12(9.6) 24(11.1)

R 15(12.0) 15(6.9)

L 8(6.4) 8(3.7)
B 41(32.8) 41(19.0)
Toplam 125(100) 215(100)

B: Burun, R: Sag el, L: Sol el
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Arastirmaya aliman 300 kisinin 125’inden toplam 215 S. aureus izolat1 elde
edilmistir. Bu izolatlarin 56’s1 (%26) hastane mutfak ¢alisanlarindan, 159°u (%74) farkli
gida isletmelerindeki gida isi ile ugrasanlardan elde edilmistir. Hastane ve gida
isletmelerindeki gida ¢alisanlarindan elde edilen S. aureus izolatlarinin viicut bolgelerine
gore dagilimi Cizelge 4.16 ve Cizelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.16. Hastane gida c¢alisanlarindan elde edilen S. aureus izolatlarinin viicut bolgelerine

gore dagilimi

Viicut bolgesi Gida calisam n(%0) S. aureus n(%)
B +R+L 9(28.1) 27(48.2)
B+R 2(6.2) 4(7.2)

B+L 2(6.2) 4(7.2)

R+L 2(6.2) 4(7.2)

R 4(12.5) 4(7.2)

L 3(9.3) 3(5.3)

B 10(31.3) 10(17.8)
Toplam 32(100) 56(100)

Cizelge 4.17. Gida isletmelerindeki gida ¢alisanlarindan elde edilen S.aureus izolatlarmm viicut

bolgelerine gore dagilimi

Viicut bolgesi Gida ¢alisam n(%0) S. aureus n(%)

B +R+L 20(21.5) 60(37.7)
B+R 7(7.5) 14(8.8)

B+L 9(9.7) 18(11.3)

R+L 10(10.7) 20(12.6)

R 11(11.8) 11(6.9)

L 5(5.4) 5(3.1)
B 31(33.3) 31(19.4)
Toplam 93(100) 159(100)
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125 kisiden 61’inde (%48.8) birden fazla izolat elde edilmistir. Projemizin biitge
kaynaklarindan dolayr her kisiden birer izolat olmak iizere 125 izolat molekiiler
aragtirmaya alinmistir. Ayni kisinin farkli bolgelerinden elde edilen izolatlar arasindaki
molekiiler iliski, kisilerin tasidiklart bakteriyi viicudun diger bazi bolgelerine de

aktardiklarini gostermesi agisindan fayda saglayabilir.

4.2.2 S. aureus izolatlarimin antimikrobiyal duyarhlik testi sonuclari

215 S.aureus izolatinin metisilin ve 15 adet farkli anbiyotige kars1 duyarliligina disk
difiizyon yontemi ile bakilmistir. Metisilin direncinin saptanmasinda sefoksitin diski
(30pg) kullanilmistir. Gida isletmelerinden elde edilmis olan 2 adet (izolat no: 13, 38)
hastane mutfak calisanindan elde edilmis olan 1 adet (izolat no:116) susun sefoksitin
diren¢li oldugu saptanmistir. Calismamizda gida calisanlarindan elde edilen izolatlarin
MRSA orani %1.39 olarak tespit edilmisti. MRSA suslarinin  kullanilan diger
antibiyotiklere karsi direnci saptanmamustir. Metisilin direnci saptanan bir izolatin disk

difiizyon testi gortintiisii Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. 13 nolu S. aureus izolatinin sefoksitin direnci

Disk diflizyon testine alinan 215 adet S.aureus izolatinin 18’1 Eritromisin’e (%8.4),
15’inin Tetrasiklin’e (%6.9) direngli oldugu saptanmistir. Bu izolatlarin disindakilerde

herhangi bir antibiyotik diskine kars1 dirence rastlanilmamastir.
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4.2.3. MRSA lateks agliitiinasyon testi sonuglari
Disk difilizyon yonteminde metisilin direnci tespit edilen 3 adet (izolat no: 13, 38,
116) izolatin lateks agliitiinasyon testi sonucunda da PBP2a proteini tasidigi tespit

edilmistir.

4.2.4.S. aureus izolatlarinda mecA geninin saptanmasi

Aragtirmaya aliman 125 izolatin 93’1 gida isletmelerinde, 32’si hastane mutfaklarinda
calisan kisilerden elde edilmistir. PZR yoOntemiyle analize alinan izolatlarin 3 tanesinde
(13, 38, 116) mecA geni bulundugu tespit edilmistir. Bu orneklerin ayn1 zamanda disk
difiizyon yontemi ve lateks agliitiinasyon testi ile metisiline direngli oldugu saptanmustir.

mecA geni pozitif olan 38 numarali izolatin jel goriintiisii Sekil 4.2°de gosterilmistir.

26 27 28 29 30 31 32 M 33 34 35 36 37 38 39NK PK

-314 bp

Sekil 4.2 38 numarali izolatin mecA gen jel goriintiisii
M: 100bp, NK: Neg. Kont. PK: Poz. kont. (ATCC 43300)

Tim diinyada toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli etkenlerinden
biri olan S. aureus suslarinda antibiyotiklerin ¢oguna direngli izolatlarin ortaya ¢ikist ve
tim diinyada hizli yayilisi stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir sorun
olmustur. Tedavide problem yaratan direng Ozellikleri igerisinde kuskusuz en Onemlisi
metisilin direncidir (Hiramatsu ve ark., 2002). MRSA enfeksiyonlarinin biyiik
cogunlugunun hastane kaynakli olmasina karsin, son yillarda antibiyotik duyarlilik profili

acisindan hastane kdkenlerinden belirgin farkliliklar gosteren toplum kokenli MRSA (TK-
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MRSA) enfeksiyonlarinda 6nemli artiglar gézlenmektedir.

Son yillardaki ¢alismalarda TK S. aureus izolatlarda da metisilin direncinin artmakta
oldugu goriilmektedir. Bu konuyla ilgili iilkemizde yapilan ¢alismalarda, Antalya’da gida
isi ile ugrasan 526 kisiden elde edilen S. aureus izolatlarinin 28’inin (%5.3) MRSA oldugu
tespit edilmistir (Sepin-Ozen, 2013). Bursa’nin Niliifer ilgesinde yapilan benzer ¢alismada
gida iscilerinin burun MRSA tasiyicilik oranm1 %2.6 olarak belirlenmistir (Pala ve ark.,
2010).

Ankara’da yapilan bagka ¢alismada bu oran %6.7 olarak bulunurken yurt iginde
yapilan iki farkli caligmada bu oranlar %21.6 ve %27 olarak tespit edilmistir (Yilmaz ve
ark., 2012). Baska bir calismada Etiyopya’daki Gondar Universitesindeki gida
calisanlarmin burun MRSA tastyicilik oraninin %9.8 oldugu bildirilmistir (Dagnew ve
ark., 2012). Honkong’da yapilan bir ¢alismada da biri hastane mutfagi olmak tizere 5 farkli
isyerindeki (kantin, otel vb) gida calisanlarinda MRSA oran1 %5 olarak tespit edilmistir.
MRSA’larin  yayilmasinin azaltilmasi, dogru ve hizli mikrobiyolojik ydntemler ile

MRSA’nin taranmasi gerekdigi 6nerilmistir (Ho ve ark., 2014).

Bizim g¢alismamizda da incelemeye alinan 215 S.aureus izolatinin 3’1 (%1.39)
MRSA olarak tespit edilmistir. Gida isletmelerinden (TK) elde edilen 159 izolattan 2’si
(%1.25), hastane mutfak c¢alisanindan elde edilen 56 izolattan 1’1 (%1.78) metisiline direng

gostermektedir.

Calismamizda tespit edilen MRSA oranlar1 yurt i¢i ve yurt disinda yapilmis diger
caligmalarla kiyaslandiginda Bursa’dakine (Pala ve ark., 2010) yakin digerlerinden diisiik
oldugu goriilmiistiir. S6z konusu suslarin suslarin diger antibiyotik gruplarina direng

gostermedikleri belirlenmistir.

4.2.5. S. aureus izolatlarinda sea, seb, sec genlerinin saptanmasi

125 adet S. aureus izolatinda stafilokokal enterotoksinlerden A, B, C’nin iiretimini
saglayan sea, seb, sec genlerinin varligit multipleks PZR yontemiyle arastirilmistir.
Arastirmamiz sonucunda izolatlarin 20’sinde sea, 8’inde seb, 12’inde de sec genine
rastlanmistir. Sea, seb, sec geni pozitif S. aureus izolatlarina ait multipleks PZR jel

gorlntiisii Sekil 4.3°de verilmistir.
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40 41 42 43 44 45 M 46 47 48 49 50 51 M 52 53 54 55 PK NK

Sekil 4.3. S. aureus izolatlarinin sea, seb, sec multipleks PZR jel goriintiisii
M: 100 bp, PK: sea, seb, sec (520, 667, 283 bp), NK: (-) NEG

4.2.6. S. aureus izolatlarinda sed ve see genlerinin saptanmasi

Calismamizda 125 adet S.aureus izolatinda stafilokokal enterotoksinlerden D ve
E’nin iretimini saglayan sed ve see genlerinin varligi da multipleks PZR yontemiyle
arastirilmistir. Aragtirma sonucunda 8 adet izolatin sed geni tasidigi, higbirinde see geni
bulunmadigi saptanmistir. sed geni tasiyan suslardan 6’smin ayni zamanda Sea geni
tagidiklar goriilmiistiir. S6z konusu izolatlarin 6’s1 farkli gida isletmelerinde ¢alisanlardan,
2’si hastane mutfak c¢alisanindan elde edilmistir. sed, see geni pozitif S.aureus izolatlarina
ait multipleks PZR jel goriintiisii sekil 4.4’de enterotoksin genleri tespit edilen izolatlarin

numaralar1 Cizelge 4.18’de gosterilmistir.
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40 41 42 43 44 45 M 46 47 48 4950 51 M 52 53 5455 PK NK

Sekil 4.4. S. aureus izolatlarinin sed, see multipleks PZR jel goriintiisii
M: 100 bp, PK: sed, see (384, 170 bp) NK: (-) NEG.

Cizelge 4.18. Enterotoksin geni tespit edilen S. aureus izolatlar

Toksin genleri Izolat no Enterotoksin
gen (n)
sea 16, 42, 43, 45, 47, 54, 56, 57, 58, 60, 61, 78, 20

81, 84, 86, 93, 97, 100, 101, 106.

seb 19, 21, 24, 28, 33, 34, 46, 72. 8
sec 3, 25, 30, 37, 53, 64, 77, 87, 99, 104, 105,110 12
sed 45, 50, 54, 60, 61, 81, 106, 107 8
see - -
Toplam 48

4.2.7. Enterotoksin geni saptanan izolatlarin isyeri tipine gore dagilim

125 S. aureus izolatinda enterotoksin genlerinin (Sea, seb, sec, sed, see) varliginin
arastirildigt bu c¢alismada 42 (%33.6) izolatin enterotoksin genlerinden en az birini
tagidiklar1 belirlenmistir. Bu izolatlarin 31°1 (%33.3) farkli gida isletmelerinden, 11°i

(%34.4) hastane mutfak gorevlilerinden elde edilmistir. Toksin geni tasiyan izolatlar
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bakimindan is yeri tipleri karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel bir fark goriilmemistir
(p>0.05). Isyeri tiplerinin toksin geni tasiyan izolatlar a¢isindan karsilastirilmasi Cizelge
4.19°de verilmistir.

Cizelge 4.19. Toksin geni tasiyan izolatlarin igyeri tipine gore dagilim

Isyeri tipi Toksin Geni Toplam P
. _ n(%o)
Negatif Pozitif
n(%o) n(%o)
Gida isletmeleri 62(66.7) 31(33.3) 93(100)
Hastane 21(65.6) 11(34.4) 32(100) >0.05
Toplam 83(66.4) 42(33.6) 125(100)

Hastane mutfak personeli ve topluma hastane mutfaklar1 disinda yemek hizmeti
veren (lokanta, restoran, yemek fabrikasi, otel vb.) isletmelerdeki gida ¢alisanlarinin
enterotoksijenik stafilokok tasiyiciliginin karsilagtirmali olarak incelendigi nadir ¢aligma
mevcuttur. Suudi Arabistan’da gergeklestirilen bir calismada gida isletmelerinden elde
edilen 88 izolatin %47.7’sinin, hastane mutfak gorevlilerinden elde edilen 61 izolatin
%55.8’nin  ELISA yontemiyle enterotoksin tasidigi gosterilmistir. Hastane ve gida
isletmeleri arasinda enterotoksijenik stafilokoklar acisindan fark olmadigi bildirilmistir
(Ahmed ve Dablool, 2015).

Calismamizda farkli isyerlerinden elde ettigimiz 125 izolattan 20’1 (%16.0) sea, 8’i
(9%6.4) seb, 12’si (%9.6) sec, 8’i (%6.4) sed genine sahip olduklari tespit edilmistir.
Incelenen izolatlar igerisinde see geni tastyan &rneklere rastlanilmamistir. izolatlarimizdan
6’sinin (%4.8) sea ve sed genlerini birlikte tagidiklari saptanmustir.

Metisilin  direnci saptanmig olan 13, 38, 116 no’lu izolatlarda, toksin genine
rastlanmamustir. Isyeri tipine gore enterotoksin genlerinin dagilmi Cizelge 4.20°de

verilmistir.
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Cizelge 4.20. S. aureus izolatlarinin toksin geni ¢esidine gore isyeri tiplerine dagilim

Isyeri tipi sea seb sec sed see sed+sea
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
Gida
isletmesi
16(17.2) 8(8.6) 6(6.4) 6(6.4) - 5(5.4)
Hastane 4(12.5) - 6(18.7) 2(6.2) - 1(3.1)
Toplam 20(16.0) 8(6.4) 12(9.6) 8(6.4) - 6 (4.8)

Tasimis olduklar1 toksin c¢esidine gore, 42 S. aureus izolatinin isyerlerine gore

dagilimi Cizelge 4.21°de verilmistir.
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Cizelge 4.21.

fabrikalar1 ve hastane mutfaklar1) gore dagilimi

Toksin geni tasiyan izolatlarin isyeri adlarina (lokanta, restoran, yemek

Isyeri adi sea seb sec sed sea+sed
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
1 - - - - -
2 - - 1(33.3) - -
3 - - - - -
4 - - - - -
5 - - - - -
6 1(11.1) 3(33.3) - - -
7 - 3(27.3) 2(18.2) - -
8 2(22.2) - 1(11.1) - -
9 2(22.2) 1(11.1) 1(11.1) 2 (22.2) 1(11.2)
10 6 (75.0) - - 3 (37.5) 3(37.5)
11 - - - - -
12 - - 1 (12.5) - -
13 - 1(20.0) - - -
14 2 (33.3) - - 1(16.7) 1(16.6)
15 1(50.0) - - - -
16 1 (100.0) - - - -
17 1 (12.5) - - - -
H1 - - 1 (100.0) - -
H2 - - 1(50.0) - -
H3 1 (100.0) - - - -
H4 2 (28.6) - 2 (28.6) - -
H5 1(25.0) - 1(25.0) 2 (50.0) 1(25.0)
H6 - - 1(14.3) - -
H7 - - - - -
H8 - - - - -
H9 - - - - -
Toplam 20 (16.0) 8 (6.4) 12 (9.6) 8 (6.4) 6 (4.8)

1-17: Lokanta, restoran, yemek fabrikalari. H1-H9: Hastane mutfaklari

S. aureus burun tasiyiciligi olan kisiler kendileri ve baskalar

igin tehlike

kaynagidirlar. Bazi burun tasiyicilart bir hafta veya daha az bir siire tagirken bazilart ayni
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susu aylarca tasiyabilmektedir (Soriano ve ark., 2012). Enterotoksin {iretebilen S.aureus
Suslar1 tastyan kisiler herhangi bir gidanin hazirlanmasi, depolanmasi veya dagitilmasinda
calismasi halinde bu bakteriyi gidaya aktarabilmektedir. Bu sekilde kontamine edilen
gidalar uygun ortam (gida igerigi, sicaklik, pH, vb.) bulduklarinda hizla ¢ogalir ve toksin

uretirler.

Gida calisanlarinin elleri, zayif kisisel hijyen ve ¢apraz kontaminasyondan dolay1
gida kaynakli hastaliklarin yayilmasinda vektor gorevi gorebilmektedir. Gida ¢alisanlarinin
el veya burun siiriintii 0rneklerinden elde edilen S.aureus suslarinda enterotoksinlerin
molekiiler veya serolojik olarak arastirildigi ve bu kisilerin gida zehirlenmesine neden

olduklarini gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur.

Finlandiya’da 1995-1997 yillar arasinda havaalan1 yemek sirketlerinde calisan gida
calisanlarindan alinan burun ve el 6rneklerinde %29 ve %9 oraninda S. aureus tespit
edilmis ve bu suslarin %46’siin enterotoksijenik oldugu saptanmistir (Hatakka ve ark.,
2000). Santiago’da hizmet veren 19 restorantin 102 gida ¢alisanindan 35’inde (%34.3) S.
aureus izole edilmis, bu suslarin 19’unun (%54) enterotoksin lrettigi tespit edilmistir
(Figueroa ve ark., 2002). 82 gida is¢isinin burun ve ellerinden alinan swab 6rneklerinin
incelendigi bir ¢alismada ise 20’ sinde S. aureus varligi tespit edilmis, bunlardan 19
tanesinde (%95) bir veya daha fazla enteroksine rastlanmistir (Rall ve ark., 2010).
Arjantin’de yapilan baska bir ¢alismada 88 gida isleyicisinin burun swab &rneklerinden
33’tnde (%37.5) S. aureus tespit edilmis, bu suslarin 13’tinde (%39.4) enterotoksin

genlerine rastlanmistir (Jorda ve ark., 2012).

Sili’deki Metropolitan {iniversitesi kafeteryalarinda calisan gida isleyicilerinin burun,
bogaz, el ve tirnak siiriintii 6rnekleri mikrobiyolojik olarak incelenmis, %41 oraninda
enterotoksijenik stafilokoklara rastlanmistir. Bunlardan en sik karsilagilan enterotoksinin
SEB oldugu bunu SED’in izledigi saptanmistir (Soto ve ark., 1996). Kuveyt’deki sehir
restoranlarinda c¢alisanlardan elde edilen S. aureus suslarinin %86,6’sinin enterotoksin
drettigi bildirilmis, dagilimlarinin ise %28 SEA, %28.5 SEB, %16.4 SEC, %3.5 SED
seklinde oldugu gosterilmistir (Al-Bustan ve ark., 1996).

Botsvana’da arastirmaya alinan 200 gida iscisinin burnundan, ellerinden ve
yiiziinden alinan Orneklerden elde edilen 204 izolatin 43’4 (%21) enterotoksijenik
bulunmus, en sik rastlanan enterotoksin tipinin SEA oldugu (%34.9) goriilmiistiir (Loeto
ve ark., 2007). 5 farkli isyerindeki gida calisanlarindan elde edilen S. aureus suslarinin
(99), %40’inda enterotoksin geni tespit edilmistir. Calismada en ¢ok sea (%20) ve seb
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(%]11) genlerine rastlanmistir. Elde edilen 8 izolatin ise (%8) birden fazla toksin geni
tagidig1 belirlenmistir (Ho ve ark., 2014). Misir’daki 3 farkli isleme tesisinde ¢alisan 200
gida calisanin %31°1 S. aureus tasiyicisi olarak tespit edilmis, bu suslarin %34.4’{iniin
enterotoksijenik oldugu belirlenmistir. En ¢ok karsilasilan toksin tipinin SEA ve SEC (12)
oldugu bunlart SEB (7) ve SED (5)’nin izledigi tespit edilmistir (El-Shenawy ve ark.,
2013).

Ulkemizde gida calisanlarindan elde edilen izolatlarin enterotoksin iiretme 6zellikleri
ile ilgili az sayidaki c¢alisma mevcuttur. Bu caligmalarin birinde sanitasyon sonrasinda
yemek fabrikast mutfagindaki gida (n=100), ekipman (n=100) ve gida calisanlarindan
(n=186) 6rnek alinmustir. 36’s1 gidadan, 32’si ekipmanlardan, 239’u ¢alisanlardan olmak
tizere 307 S. aureus izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlarin 276’sinda sea, 6’sinda seb,
117’sinde sec, 12’sinde sed, 8’inde see genleri tespit edilmistir. Gida calisanlarinin
enterotoksijenik suslarin gidaya aktarilmasinda rolii oldugu ve halk sagligi agisindan 6nem

gosterdigi vurgulanmugtir (Sezer ve ark., 2015)

Calismamizda hastane ve gida isletmelerindeki gida calisanlarinin stafilokokal gida
zehirlenmesinde potansiyel risk kaynagi olup olmadiklari arastirilmistir. Enterotoksin
genlerinin dagiliminda en fazla sea’nin tespit edilmesi bu konuda yapilan diger ¢aligmalara

uyum gostermektedir.

4.2.8. Stafilokokal enterotksin A, B, C, D ve E varhgmn ELISA yontemiyle

belirlenmesi

PZR yontemiyle enterotoksin geni saptanmis olan 42 izolatta stafilokokal
enterotoksinlerden A, B, C, D ve E’nin varligi ELISA yontemiyle aragtirilmistir. Arastirma
sonucunda S. aureus izolatlarinin 18’sinde A toksini, 9’unda B toksini, 16’sinda C toksini,
14’tinde D toksini, 26’sinda E toksini liretmis oldugu saptanmstir. 42 izolatin 9’unda PZR
ve ELISA yontemiyle elde edilen 25, 30, 46, 72, 77, 87, 99, 105 ve 110 no’lu suslara ait
sonuglarin gen ve toksin pozitifligi yoniinden uyum gosterdigi tespit edilmistir. PZR
yontemiyle higbir susta see geni tespit edilememisken ELISA yonteminde 70 no’lu izolatin
E toksini tasidig belirlenmistir. 57, 78, 84 ve 86 no’lu izolatlarda sea geni, 50 ve 107 no’lu
izolatlarda sed geni tespit edildigi halde ELISA ydnteminde toksin pozitifligine
rastlanmamustir. Geri kalan diger izolatlarda PZR yonteminde tespit edilen gen cesidine
ilaveten ELISA yonteminde farkli bir veya iki toksin daha tasidigi belirlenmistir.
[zolatlarin toksin yoniinden PZR ve ELISA yéntemiyle elde edilen bulgulari karsilastirmali
olarak ¢izelge 4.22°de verilmistir.
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Cizelge 4.22. PZR ve ELISA yontemlerine gore elde edilen bulgularin karsilagtiriimasi

Izolat no Yontem

PZR ELISA
3 sec CE
16 sea ADE
19 seb B,.C.E
21 seb B,C.E
24 seb B,C,E
25 sec C
28 seb B,C.E
30 sec C
33 seb B,C.E
34 seb B,E
37 sec B,C.E
42 sea ADE
43 sea AD,E
45 sea, sed ADE
46 seb B
47 sea AD,E
50 sed Neg
53 sec ACE
54 sea,sed AD,E
56 sea ADE
57 sea Neg
58 sea ADE
60 sea, sed AD,E
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izelge 4.22°nin devami PZR ve ELISA yontemlerine gore elde edilen bulgularin karsilastirilmasi
g y

Izolat no Yontem

PZR ELISA
61 sea, sed ADE
64 sec AB,C
70 Neg E
72 seb B
77 sec C
78 sea Neg
81 sea, sed AD,E
84 sea Neg
86 sea Neg
87 sec C
93 sea AD,E
97 sea AD,E
99 sec C
100 sea AE
101 sea AE
104 sec B,C
105 sec C
106 sea, sed AD,E
107 sed Neg
110 sec C

S.aureus izolatlar1 tarafindan {iretilen enterotoksinler ve bu toksinleri kodlayan
genlerin analizinde ELISA ve PZR yontemleri kullanilmistir. Toksin geni tespit edilen
42’izolatin 9’unda bu genler tarafindan fiiretilen toksin tespit edilmis ve sonuglar tam
uyumlu bulunmustur. 6 izolatta (50, 57, 78, 84, 86, 107) bir toksin geni tespit edilmisken

ELISA yonteminde bu toksinlerin varligina rastlanmamistir. PZR ile ELISA yontemlerine
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gore elde edilen sonuclar arasinda tam uyum gostermedigi gortiilmiistiir.

Bu konuda yapilan ¢aligmalarin birinde de buna benzer sonuglar elde edilmistir. Bu
uyumsuzlugun sebebinin toksin miktarinin Olglim seviyesinin altinda kalmis olmasi,
genlerin eksik veya kusurlu c¢alismasi veya toksin iiretimi i¢in gerekli kosullarin
saglanmamis olmasindan dolay1 olabilecegi belirtilmistir (Aydin ve ark., 2011). Bizim
calismamizda uyumsuzlugun daha fazla gen bolgesinin yeterli bir sekilde calismamasindan
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. 70 no’lu izolatta see geni tespit edilememisken,
ELISA sonuglara goére SEE’nin varlig1 belirlenmistir. Bu sonugla ilgili olarak izolata ait

genin kullanilan primerler ile cogaltilamamis olabilecegi diisiiniilmustiir.

Geriye kalan 26 izolatta PZR yonteminde tespit edilen gen c¢esidine ilaveten ELISA
yontemindeki analizde farkli bir veya iki toksine daha rastlanmistir. Ornegin 3 no’lu
izolatta sec geni tespit edilmisken toksin analizinde SEC ve SEE tasidigi, 33 no’lu izolatta
seb geni belirlendigi halde toksin analizinde SEB, SEC ve SEE varligi saptanmistir. Uretici
firma RIDASCREEN SET A, B, C, D, E test kiti i¢in Antikor/toksin arasinda ¢apraz
reaksiyonlar olabilecegini (A/E, E/A, B/C ve C/B) ve ¢apraz reaksiyonlarin %10-20

arasinda goriilebilecegini bildirilmektedir.

Bizim ¢aligmamizda bu tip sonuglarin yiizdesi (%60.4) bildirilenden daha yiiksek
bulunmustur. Bu konuda yapilan ¢aligmalarin birinde de benzer sonuglar elde edilmistir
(Aydin ve ark., 2011). Uretici firma bu tip hatalarm toksin miktar1 yogunlugundan
kaynaklanabilecegini bu nedenle diltisyon (1:10, 1:50, 1:100) yapilmak suretiyle total
toksin miktarini saptayan kitleri ile ayrica tekrar ¢calisilmasini 6nermektedir. Yiiksek optik
dansite okumasimin elde edilmedigi diliisyonun tespitinden sonra, tekrar dillisyon
yapilmas1 ile ¢apraz reaksiyonlarin azalarak, toksin tipinin belirlenebilecegi

bildirilmektedir. Bu islem ek maliyet, isgiicii ve zaman gerektirmektedir.

Calismamizda yer alan enterotoksin analizinde kullanmis oldugumuz PZR ve ELISA
yontemlerinden PZR’nin daha az maliyetli, daha hizli ve daha giivenilir oldugunu

diistiniilmstiir.

4.2.9. S. aureus izolatlarimin spa tiplerinin belirlenmesi

Gida isletmelerinde ve hastane mutfaklarinda gorevli gida ¢alisanlarindan elde edilen
125 S.aureus izolatin aralarindaki klonal iligkinin belirlenmesi amaciyla spa tiplendirme
yontemi kullanilmistir. Lateks agliitiinasyon testi ile S.aureus oldugu dogrulanan, hastane

mutfak calisanlarindan elde edilmis olan 117 no’lu izolatin kullanilan primerlerle (1113F-
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5’TAA AGA CGA TCC TTC GGT GAG C-3’ ve 1514R- 5’CAG CAG TAG TGC CGT
TTG CTT-3’) spa gen bolgesi ¢ogaltilamamistir. 123 izolatin spa tiplendirme yontemine

gore DNAGear programi vasitasiyla tiplendirilme islemi gergeklestirilmistir.

101 nolu izolatin ise DNA dizi analizi sonucunda belirlenen 04-44-33-31-12-16-12-
33-34 nolu kisa tekrar bolgelerinin heniiz tanimlanmamis oldugu tespit edilmistir. Ridom
StaphType programinda dogrulamasi yapilan 6rnegin yeni spa tipi oldugu belirlenmistir.
15.05.2015 tarihinde Ridom SpaServer veritabanina t14963 olarak eklenmesi
gerceklestirilmistir.

Spa tiplendirme yontemine gore 61 farkli spa tip elde edilmistir. 124 izolattan
11’inin (%8.9) t084, 9’unun (%7.3) t008, 8’inin (%6.5) t005, 6’smin (%4.8) t012, 5’inin
(%4.0) t091, 5’inin (%4.0) 1223, 6’smin (%4.8) 1267, 4’linilin (%3.2) t010, 4’{iniin (%3.2)
t571 oldugu oldugu saptanmistir. Ayrica t189, t310, t346, t774 tiplerinden 3’er izolat
(%2.4), t065, t158, t160, t304, t537 ve t3266 tiplerinden 2’ser izolat (%1.6) oldugu

belirlenmigtir. Kalan 42 izolatin her biri i¢in ayr1 bir spa tipi belirlenmistir.

Izolatlarin spa tiplerinin isyerlerine gére dagilimi Cizelge 4.23’de gdsterilmistir

(Gida isletmeleri ve hastane).
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Cizelge 4.23. Spa tiplerinin igyeri tiplerine gore dagilimi

spa tip Isyeri tipi Toplam
n(%o)
Gida isletmeleri Hastane
n(%) n(%)
t002 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t004 1(1.2) 0(0.0) 1(0.8)
t005 7(7.5) 1(3.2) 8(6.5)
t008 8(8.6) 1(3.2) 9(7.3)
t010 0(0.0) 4(12.9) 4(3.2)
t012 5(5.4) 1(3.2) 6(4.8)
t018 1(1.2) 0(0.0) 1(0.8)
1026 0(0.0) 1(3.2) 1(0.8)
t065 2(2.2) 0(0.0) 2(1.6)
1084 9(9.7) 2(6.4) 11(8.9)
t091 5(5.4) 0(0.0) 5(4.0)
t136 0(0.0) 1(3.2) 1(0.8)
t153 0(0.0) 1(3.2) 1(0.8)
t156 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t158 2(2.2) 0(0.0) 2(1.6)
t160 2(2.2) 0(0.0) 2(1.6)
t186 0(0.0) 1(3.2) 1(0.8)
189 3(3.2) 0(0.0) 3(2.4)
t197 0(0.0) 1(3.2) 1(0.8)
t223 1(1.1) 4(12.9) 5(4.0)
1267 5(4.3) 1(3.2) 6(4.8)
1284 0(0.0) 1(3.2) 1(0.8)
t295 0(0.0) 1(3.2) 1(0.8)
t304 2(2.2) 0(0.0) 2(1.6)
t310 3(3.2) 0(0.0) 3(2.4)
t335 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t338 1(1.2) 0(0.0) 1(0.8)
1346 3(3.2) 0(0.0) 3(2.4)
t359 1(1.2) 0(0.0) 1(0.8)
t537 2(2.2) 0(0.0) 2(1.6)
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Cizelge 4.23’iin devamu Spa tiplerinin isyeri tiplerine gére dagilim

spa tip Isyeri tipi Toplam

. . n(%o)
Gida isletmeleri Hastane
n(%) n(%)

1548 1(1.0) 0(0.0) 1(0.8)
t569 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t571 0(0.0) 4(12.9) 4(3.2)
t630 0(0.0) 1(3.2) 1(0.8)
t660 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t693 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t723 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t774 3(3.2) 0(0.0) 3(2.4)
t786 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t843 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t865 0(0.0) 1(3.2) 1(0.8)
t1236 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t1313 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t1326 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t1439 0(0.0) 1(3.2) 1(0.8)
11523 0(0.0) 1(3.2) 1(0.8)
12243 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t2278 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t2816 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t3266 2(2.2) 0(0.0) 2(1.6)
£3906 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
14188 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t5480 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t6367 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t6811 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
{9756 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
£11108 0(0.0) 1(3.2) 1(0.8)
£10405 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
£10907 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t12730 1(1.1) 0(0.0) 1(0.8)
t14963 0(0.0) 1(3.2) 1(0.8)

Toplam 93(100) 31(100) 124(100)
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4.2.9.1. Spa tiplerinin gida isletmelerine gore dagilim

Spa tiplendirilmesi yapilan 93 izolat gida isletmelerindeki gida ¢alisanlarindan elde
edilmistir. Caligmaya 17 gida isletmesi (2 lokanta, 2 yemek fabrikasi ve 13 restoran)
katilmistir. Spa tiplerine gore hem aymi isyerinden elde edilen suslar arasinda hem de

orneklem grubu igerisindeki tiim suslar arasinda klonal benzerlik arastirilmistir.

Ornek alinan bazi gida isletmelerinde birden fazla ayn1 spa tipine rastlanmistir. Gida
isletmelerindeki 3 no’lu isyerinden izole edilen 3 sustan 2’sinin ayni spa tipine (t091), 5
no’lu igyerinden izole edilen 6 sustan 3’iniin aym spa tipine (t084) sahip oldugu
goriilmiistiir. 6 no’lu igsyerinden izole 9 sustan 3’{iniin t012, 2’sinin t005, diger 2’sinin t160
oldugu belirlenmistir. 7 no’lu isyerinden elde edilen 11 sustan 3’iiniin t774, 2’sinin t189, 8
no’lu isyerinden elde edilen 9 sustan 2’sinin t005 oldugu tespit edilmistir. 9 no’lu
isyerinden elde edilen 9 sustan 2’sinin t084, 10 no’lu isyerinden elde edilen 8 sustan
4’{iniin t008 oldugu goriilmiistiir. 13 no’lu isyerinden elde edilen 5 sustan 2’sinin t267, 14
no’lu igyerinden elde edilen 7 sustan 2’sinin t267, 17 no’lu isyerinden elde edilen 7 sustan
3’{iniin ise t346 oldugu tespit edilmistir. Geri kalan suslarin farkli spa tipinde olduklar1 ve
igsyerlerine daginik bir sekilde yayildiklar1 belirlenmistir. Ayn1 spa tipine sahip olanlarin

isletme icerisinde dolagimdaki kokenler olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Ayni igyerinde birden fazla sayida ayni spa tipine rastlanmasi, bu izolatlar arasinda
klonal iliski oldugunu, ayni isyerindeki kisiler arasindaki aktarimdan kaynaklanmig
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu durumda kisisel hijyen ve isyeri temizliginin daha fazla
onemsenmesi gerektigi, gida zehirlenmelerinde ve diren¢ kazanmis suslarin toplumda

yayilmasinda, halk saglig1 a¢isindan gida ¢alisanlarinin 6nemli oldugu diisiintiilmiistiir.

Gida isletmelerinden elde edilen ve metisilin direnci tespit edilen 13 ve 38 no’lu
izolatlarin spa tipleri sirasiyla t786 ve t223 olarak tespit edilmistir. Tespit edilen spa
tiplerinin 6rnek alman 17 farkli gida isletmeleri (lokanta, restoran, yemek fabrikalari)

arasindaki dagilimi Cizelge 4.24°de verilmistir.
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Cizelge 4.24. Spa tiplerinin gida isletmeleri (lokanta, restoran, yemek fabrikalari) arasindaki

dagilim
spa Gida isletmeleri Toplam
tip Lokanta, Restoran, Yemek fabrikalar: ()

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
WNOBUNONONONONONOBUONONOBONONORONY)

002 - - - - - - - - - - - - - - 1 - -
004 - - - - - = 1 - - o ..o
005 - - - - - 2 - - 1 1 - 1 - - - 1 1
008 - - - - - 1 - 2 - 4 - - - 1 - - .-
010 - - - - - e o oo oo ]

© ~N P

012 - - - 1 - 3 - - - 1 - - - - . - . 5
018 - - - - - - - - 1 - - .. 1
026 - - - - - ..o ]
065 - - - - - - 1 - - - - 1 - - - .

2
084 - - - - 3 - - 1 2 - - 1 1 - - - 1 9
091 - 1 2 1 - - - - - - - - - . 1 - - s
136 - - - - .o oo ]
1153 - - - - ..o ]

156 - - - - - - - - 1 - - ... 1
17 e R 2
60 - - - - - 2 - - .- ... 2
1186 - - - - - - - - .. oL -
89 - - - - - - 2 - - - - - - - . 1 3
1197 - - - - = - . ..o oL -
v 1
267 - - - - - - - 1 - - - -2 2 - - 5
0284 - - - - - - ..o oo Lo -
295 - - - - - - .. oo oL -
304 - - - - - - - - -1 - - -1 - -

30 - - - - - -1 - - - - - -1 - - 1
t335 - - - - - - - - - .- 1 - - e
33 - - - - - - - - - 4 < < - 1 - - -
346 - - - - - - - - - - - - - - - - 3
t3%9 - - - - - - - - - - 4 . - 1 - - -
537 - 1 - - - - 1 - - - - - - - - -

N P WL, P W DN

1,2:Lokantalar, 8,9:Yemek fab., 3, 4, 5, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,17: Restoranlar
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Cizelge 4.24’iin devamm Spa tiplerinin gida isletmeleri (lokanta, restoran, yemek fabrikalari)

arasindaki dagilimi

spa
tip

Gida isletmeleri

(Lokanta, Restoran, Yemek fabrikalari)

1

2

3

4

5

6

7

8

9 10 11 12 13
WNONORONORORONONONONONONONONONONO)

14 15 16 17

Toplam

(n)

t548
t569
t571
630
660
693
t723
t774
t786
843
t865
t1236
t1313
t1326
t1439
t1523
t2243
t2278
t2816
13266
t3906
14188
t5480
6367
6811
t9756
t10405
t10907
112730
Toplam

1

3

3

2

6

9

11

1
1
9

9

8

2

8

1 - -
1 - -

5 7 2

1

N S N =N SN S

N S

N = = T T T = = N S SN N R S S N S

©
w

1,2:Lokantalar,

8,9:Yemek fab., 3, 4, 5, 6, 7, 10,

11, 12, 13, 14, 15,
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S.aureus tiplendirilmesi ile ilgili yapilan c¢alismalara bakildiginda hem PFGE hem
MLST hemde spa tiplendirmesinin yapildigi goriilmektedir. Gida zehirlenmesi
salginlarinda kaynagin tespit edilmesi amaciyla spa tiplendirme yonteminin kullanildigi
calismalar mevcuttur. Almanya’da 2013 yilinda bir vaftiz torenine katilan 31 kisinin
yedikleri dondurmadan etkilenerek stafilokokal gida zehirlenmesi meydana geldigi
bildirilmistir. Uretimi yeni yapilmis olan 4 ¢esit dondurma drneginde ve 4 kisiden alinan
orneklerde yiliksek miktarda SE iceren kogiilaz pozitif suslar tespit edilmistir. Kisilerden ve
dondurmalardan izole edilen suslarin ayni spa tip (t127) oldugu ve SEA tasidig1 tespit
edilmistir (Fetsch ve ark., 2014).

Ispanya’da gidalardan ve gida ¢alisanlarindan elde edilen ve salginla ilgisi olmayan
64 S.aureus izolatinin spa tiplendirme ve MLST yontemine gore genotipik siniflandirmasi
yapilmistir. 31 spa tipi belirlenmis, tiiketiciler i¢in gida zincirindeki direngli ve hastalik
yapic1 faktorleri tasiyan S.aureus suslarinin varliginin potansiyel bir saglik tehlikesi
olabilecegi diistintilmistiir (Argudin ve ark., 2012). Benzer bir ¢alismada, saglikli burun
tastyicilarindan  (50), klinik enfeksiyon etkenlerinden (50) ve stafilokokal gida
zehirlenmesi ile ilgili (20) elde edilen S. aureus izolatlar1 spa tiplendirme yontemi ile
karsilastirilmistir. 3 kaynak icerisinde birkag spa tipinin yaygin oldugu gosterilmistir (t015,
t018, t056, t084). S. aureus ile kolonize veya enfekte olan gida hazirlayicilarinin
stafilokokal gida zehirlenmesinin kaynagi oldugu diisiiniilmiistir (Wattinger ve ark.,
2012).

Italya’da meydana gelen stafilokokal gida zehirlenmesinde etkilenen kisilerden
alinan diski ve kusmuk, gida artiklar1 ve gida hazirlayicilarindan aliman burun mukoza
orneklerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin genetik profilini ortaya koymak tizere
genotipik testler uygulanmistr. PFGE yontemine gore izolatlarin genetik profilinin ayni
pulsotip icinde yer aldigi, spa tiplendirme yontemine gore biri gida isleyicisine ait olmak
tizere 14 izolatin veri tabanma goére t701 oldugu tespit edilmistir. Salginin kaynaginin
biiyiik bir olasilikla gida isleyicilerinin oldugu diisiiniilmiistiir (Gallina ve ark., 2013).
Honkong’da gida calisanlarindan elde edilen 99 S.aureus izolatinin spa tiplemesine gore
%17’sinin t189, %8’inin t127, %8’inin t081 oldugu tespit edilmistir (Ho ve ark., 2014).

Amerika’nin Lancaster sehri Amish bolgesinde gerceklestirilen bir ¢alismada 398
kisinin burun deliklerinden 6rnek alinmustir. 159 kisinin (%40) S.aureus ile kolonize
oldugu saptanmistir. Bu orneklerde 84 spa tipi belirlenmistir. En yaygin olan spa tipinin
t012 (%13) ve t021 (%7) oldugu belirlenmistir (Roghmannn ve ark., 2014). Bizim
calismamizda da 6 6rnegin (%4.8) spa tip t012 oldugu tespit edilmistir.
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4.2.9.2. Spa tiplerinin hastanelere gore dagilim

Spa tiplendirilmesi yapilan 31 izolat hastanelerdeki mutfak gorevlilerinden elde
edilmistir. Calismaya 9 farkli hastane (2 Ozel, 1 Arastirma, 1 Askeri, 5 Devlet hastanesi)
katilmistir. Hastanelerden elde edilen suslarin kendi arasinda ve hastane ve toplum

kaynakli suslar arasinda spa tiplendirme yontemine gore klonal iligki aragtirilmastir.

6 no’lu hastaneden elde edilen 5 sustan 4’Uniin t571, 8 nolu hastaneden elde edilen 3
sustan tlimiiniin t223 oldugu belirlenmistir. 9 no’lu hastaneden elde edilen 4 sustan
timiiniin t010 oldugu tespit edilmistir. Ayn1 spa tipine sahip olanlar arasinda klonal iliski

oldugu diistiniilmiistiir.

Ilge devlet hastanelerinin birinde gorevli mutfak ¢alisanlarinin birinden elde edilen

101 nolu S.aureus izolatinda yeni spa tip belirlenmistir (t14963).

116 no’lu metisilin direnci tespit edilen izolatin ise t223 oldugu tespit edilmistir.
Calismamizda tespit edilen MRSA suslarindan 38 no’lu toplum kaynakli sus ile 116 no’lu
hastane kaynakli sugsun ayn1 spa tipine (t223) sahip olduklart gorilmiistir.

Izolatlarin gida isletmeleri ve hastenelerdeki dagilimi incelendiginde sehrimizde pek
cok farkli spa tipinin dolasimda oldugu goriilmiistiir. Herhangi bir spa tipinin kiimelenmesi
tespit edilmemistir. Spa tiplerinin 6rnek alinan 9 farkli hastane arasindaki dagilimi Cizelge

4.25’de verilmistir.
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Cizelge 4.25. Spa tiplerinin hastaneler arasindaki dagilimm

Spa Hastaneler Toplam

i n
W W W W8 R4 H5 H6 H7 H8  HO ")

(n) (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n)

t002 - - - - - - - - - -
1004 - - - - - - - - - -
t005 - - - - - 1 - - - 1
t008 - - - - 1 - - - - 1
t010 - - - - - - - - 4 4
t012 - - - 1 - - - - - 1
t018 - - - - - - - - - -
1026 - - - 1 - - - - - 1
t065 - - - - - - - - - -
t084 - - - 1 1 - - - - 2
1091 - - - - - - - - - -
1136 - - - 1 - - - - - 1
1153 - - 1 - - - - - - 1
t156 - - - - - - - - - -
1158 - - - - - - - - - -
t160 - - - - - - - - - -
1186 - - - - - 1 - - - 1
1189 - - - - - - - - - -
t197 - - - 1 - - - - - 1
1223 - - - - - - 1 3 - 4
1267 - - - - 1 - - - - 1
£284 - 1 - - - - - - - 1
t295 - 1 - - - - - - - 1
t304 - - - - - - - - - -
t310 - - - - - - - - - -
t335 - - - - - - - - - -
t338 - - - - - - - - - -
t346 - - - - - - - - - -
£359 - - - - - - - - - -
t537 - - - - - - - - - -
t548 - - - - - - - - - -

H1- H9 Hasteler
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Cizelge 4.25’nin devam Spa tiplerinin hastaneler arasindaki dagilim

spa
tip

Hastaneler

H1
(n)

H2
(n)

H3
(n)

H4
(n)

H5
(n)

H6
(n)

H7
(n)

H8
(n)

H9
(n)

Toplam

(n)

t569
t571
630
660
693
t723
t774
t786
843
t865
t1236
t1313
t1326
t1439
t1523
t2243
t2278
t2816
13266
t3906
14188
t5480
6367
6811
t9756
110405
110907
111108
112730
114963
Toplam

1

31

H1- H9 Hasteler
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Cin’de 2005-2006 yillar1 arasinda 14 sehirdeki 18 egitim hastanesinden toplanan
toplam 702 MRSA izolatinin farkli molekiiler yontemlerle karakterizasyonu arastirilmistir.
Spa tiplendirme yontemine gore 18 farkli spa tipi elde edilmistir. 702 MRSA izolatinin
161°1 t030, 84’i t037, 40’1 t002 olarak belirlenmistir. MRSA’larda en yaygin olarak
goriilen spa tipinin t030 oldugu tespit edilmistir (Yudong ve ark., 2009). Bizim
calismamizda MRSA izolatlarinda tespit edilen spa tipleri ile benzerlik gostermedigi

gorilmiistiir.

fran’da 2010-2011 yillarinda farkli hastanelerden toplanan 100 MRSA izolatinin spa
tiplendirme metodu ile genotiplendirilmesi gergeklestirilmistir. Bu izolatlarin %30’u acil
servise ayaktan gelen hastalardan (TK-MRSA), % 62’si ise farkli klinikteki hastalardan
elde edilmistir (HK-MRSA). Izolatlar arasinda en yaygi olarak % 30’unun t701, %15’inin
ise bu ¢alismada yeni spa tipi olarak belirlenen t12311 oldugu belirlenmistir (Mohammadi
ve ark., 2014). Bu c¢alismada tespit edilen spa tiplerinin bizim g¢alismamizda tespit

ettiklerimize benzerlik gostermedigi goriilmiistiir.

Cin’de 2011-2012 yillar1 arasinda yapilan bagka bir calismada, farkli cografik
bolgelerdeki 7 farkli hastanenin klinik laboratuvarlarindan elde edilen 322 S. aureus
izolat1 spa tiplendirme yontemine gore karakterize edilmistir. 171’1 MSSA, 151’1 MRSA
olan izolatlarin 4’1 tiplendirilememistir. 318 izolatta 81 spa tip belirlenmistir. MSSA (168)
suslarinda 74 spa tip, MRSA (150) suslarinda 16 spa tip belirlenmistir. MRSA izolatlarinin
121’1nin (%80.1) t030 oldugu belirlenmistir. Coklu ila¢ direnci gosteren MRSA ’lardan spa
tip t030’un giderek yayginlagsmasinin Cin’de énemli bir halk sagligi sorunu haline geldigi
bildirilmistir (Yong ve ark., 2014). MSSA suslarinda tespit edilen t189 ¢alismamizda da 3
MSSA 6rneginde tespit edilmistir.

Avusturya’da 2003-2005 yillarinda 4 farkli bolgedeki 17 farkli hastanenin klinik
orneklerinden elde edilen 382 MRSA izolati1 arasinda spa tipi belirlenmistir. En yaygin
spa tipleri t001 (28.8), t190 (%27), t008 (%14.1) ve t041 (%11.3) olarak saptanmustir.
Yaygin goriilen spa tiplerinin farkli bolgelerde bulundugu belirlenmistir (Ruppitsch ve
ark., 2006). Bizim ¢aligmamizda da 9 MSSA izolatinda Spa tip t008 tespit edilmistir.

Hastane ortaminda MRSA ile kolonize olan bireylerle yakin temasta bulunan kisilere
MRSA aktarildig1 ve bunun fark edilmemesi sonucunda MRSA toplumda yayilabilecegi
bildirilmistir (Ulusoy, 2006). Calismamizda TK-MRSA susu ile hastane calisanindan elde
edilmis olan MRSA susunun ayni molekiiler tipte (t223) oldugu tespit edilmistir.
MRSA’lar gida ¢aliganlar1 araciligiyla toplumda yayilabilirler. Susun yayilim yonii
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hastaneden topluma olabilecegi gibi toplumdan hastaneye de olabilir. Ayrica bu iki kisi

arasinda herhangi bir iliski olmayip farkli kaynaklardan kolonize olmus olabilirler.

Asya iilkelerinde hastane ve toplum arasinda MRSA’larin yayiliminin incelendigi
cok uluslu bir calismada iilkeler arasindaki epidemiyolojik degisiklikler incelenmistir. TK-
MRSA ve HK-MRSA’larin spa ve diger tiplendirme metodu ile genotiplendirilmesi
gergeklestirilmistir. 2004-2006 yillar1 arasinda gerceklestirilen ¢alismaya 8 iilkeden 17
hastane katilmistir. Kore merkez laboratuvarinda gerceklestirilen ¢alismada 4117 izolat
incelenmeye alinmistir. Bunlarin %25.5’1 TK-MRSA, %67.4’it HK-MRSA suslaridir.
Asya iilkeleri arasinda TK-MRSA izolatlar1 arasinda baskin genotipin t317, t019 ve t324
oldugu goriilmiis ayn1 spa tiplerine HK-MRSA’larda da rastlanilmistir. Bu calismanin
verilerine gore MRSA klonlar1 toplum ve hastaneler arasinda yayildigi gibi {ilkeler

arasinda da yayilim gostermektedir (Song ve ark., 2011).

Yapilan literatiir taramasinda genotipik tiplendirme metodu olarak insan kaynakli
izolatlarin spa tiplendirmesi ile ilgili Tiirkiye'den sinirl sayida veri oldugu goriilmiistiir.
Tiirkiye'den spa tipi bildiren ender caligmalarin birinde, MRSA’lar arasinda spa tipi
bildiren ¢ok merkezli bir ¢aligma yapilmistir. Bu ¢alismada, farkli cografik bolgesindeki 8
ayr1 Uiniversite hastanesindeki yatan hastalardan elde edilen 56 MRSA susu arasinda PFGE
ve spa yontemi ile genotipik iligski arastirilmig, 23 PFGE tipi, 4 spa tipi belirlenmistir
(t030, t459, t1459, t189). spa tip t030 %89 oraninda baskin bulunmustur (Alp ve ark.
2009).

Ulkemizde yapilan baska bir calismada, orta karadeniz bdlgesinde hastaneye yatan
hastalardan elde edilen 48 MRSA, 7 MSSA izolatinin spa tipi belirlenmistir. MRSA
izolatlarinda iki izolat disinda (t459, t632) hepsinin spa tipinin t030 oldugu belirlenmistir.
MSSA izolatlarinin ise her birinin farkli spa tip oldugu tespit edilmistir (Kirca Yilmaz ve
ark., 2014). Belirlenen spa tiplerden 4’i (1660, t153, 267, t084) bizim ¢alismamizda da
tespit edilmistir. Ulkemizde yapilan bir baska c¢alismada ise, siit, sigir ve sektor
calisanlarindan elde edilen 12 MRSA izolatina molekiiler tiplendirme yapilmistir. En
yaygin spa tip t030 olarak tespit edilmis, bizim MRSA izolatlarinda belirledigimiz spa
tiplerine rastlanmamistir (Erdem ve Tiirkyilmaz, 2010).

Ulkemizde Edirne’nin Kesan ilgesinde 1209 farkli gida &rneginden elde edilen
Panton valentin lokosidin (PVL) geni tasiyan 3 MSSA izolatinin molekiiler tiplendirilmesi
yapilmistir. Orneklerin hepsinin spa tipi t355 olarak tespit edilmistir. Bizim ¢aliymamizda

da bir drnekte ayn1 spa tipine rastlanilmistir (Sudagidan ve Aydin, 2010).
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Gida kaynakli S.aureus izolat: lizerinde yapilan baska bir ¢aligmada ise Tiirkiye nin
Aydin bolgesinde mastitli sigir siitlerinden elde edilen 16 MRSA susunun SCCmec, spa,
MLST tipleri arastirilmis, 3 drnekte yapilabilen spa tiplemesine gére t030 (2) ve t190(1)
spa tipleri belirlenmistir (Tirkyillmaz ve ark., 2010). Bizim ¢alismamizda ayni spa tipleri

belirlenmemistir.

Benzer bir calismada 2006-2008 yillar1 arasinda 12 farkli cografik bolgedeki
merkezlerden edinilen MRSA suslarinda gergeklestirilmistir. 397 sustan 338'inin (%85.1)
spa tipi t030 olarak saptanmis; bunu t005 (%2.5) ve t632 (%?2) takip etmistir. 2011 yilinda
izole edilen 91 susun ise 64'0 (%70.3) t030, 44 (%4.4) t005, 2'si (%2.2) t015 ve 2
(%2.2)'si t1094 olarak bulunmustur. Spa tipi t030'un merkezlerde 2006-2008 suslari
arasindaki prevalanst %59-100 arasinda oldugu ve bu ¢alismanin simdiye kadar yapilmis

en genis epidemiyolojik ¢alisma oldugu bildirilmistir (Bozdogan ve ark., 2013).

S. aureus tasiyicist hastane mutfak/yemek gorevlileri diger hastane gorevlileri gibi
hastane i¢inde zaman gegirirler, hasta ve refakat¢ilerle temas halinde olabilirler. Hastanede
diren¢ kazanan bakteriyi toplumda yaymalari, hastane ortamini tasiyiciliklarindan dolay1

kontamine etmeleri agisindan bu kisilerin 6nemi gozardi edilmemelidir.

Bir saglik kurulusu i¢inden elde edilen izolatlarin ayn1 spa tipi olarak belirlenmis
olmasinin énemli oldugu diistintilmiistiir. Ayn1 klonal yapida olan bu izolatlar ya hastanede
lokalize olan bir susun gida calisanlarina bulagmasi veya ayni ¢alisma ortamini paylasan
bu kisilerin birbirlerini bulastirmasi seklinde agiklanabilir. S6z konusu hastanelerdeki diger
saglik personelinden elde edilen izolatlarin spa tipleme bulgular1 bu konuda aciklik

getirecek veriler saglayacaktir.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Arastirma kapsaminda hastane ve gida isletmelerinde gorevli 300 gida calisanina
sosyodemografik, hijyen ve gida giivenligi konusunda 14 soruluk ¢oktan se¢meli bir anket
uygulanmistir. Katilimcilarin %35.4’liniin ilkokul %14.6 sinin yiliksekokul mezunu oldugu
%46.6’s1n1n servis elemani olarak gorev yaptigi belirlenmistir. Bu kisilerin %65.6’s1 hijyen
bilgisinin iy1 oldugunu, %93’ii diizenli olarak sik sik ellerini yikadiklarini, %86.6’s1 her
giin banyo yaptiklarini ifade etmislerdir. Calisanlarin %40.1°1 siirekli eldiven kullandigini,
%40.7’s1 calisirken maske kullanmadigin1 belirtmislerdir. Anket uygulanan kisilerin
%46.7°s1 gida gilivenligi konusunda egitim aldigini, %52.6’s1 ise almadigini ifade

etmislerdir.

Calisma kapsamina alinan gida ¢alisanlarinin 125’inde (%41.7) S. aureus tasiyiciligi
(burun ve/veya el/ellerde), 90’ninda (%30.0) S. aureus burun tasiyicilig tespit edilmistir.
S. aureus tastyiciligi olan kisilerin 93’1 (%40.8) gida isletmelerinde, 32’si (%44.4) hastane
mutfaklarinda gorevlidir. S. aureus tasiyicilifi bakimindan gida isletmeleri ve hastane

mutfak ¢alisanlar arasinda fark goriilmemistir.

Burun tasiyicist olan kisilerin %54.4’linlin ayn1 zamanda el tasiyicist olduklar
belirlenmistir. S. aureus el tastyiciliginin burun tasiyicisi olan kisilerde daha yiiksek oranda
oldugu saptanmistir. Egitim durumu yliksekokul olan gida calisanlarimin %74.4’{inde
tagtyicilia rastlanmamis, egitim seviyesi yiikseldikge tasiyicilifin  azaldig tespit

edilmistir.

Eldiven kullanmayan kisilerin %72.2’sinde tasiyiciliga rastlanmamis, eldiven
kullanmayanlarda tasiyicilik orani eldiven kullananlara gore daha diisiik saptanmustir.
Maske kullanmanin tasiyicilik tizerinde etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Ancak gida glivenligi

egitiminin S. aureus el tasiyiciligini azaltmasi yoniinde etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Hastane ve gida isletmelerinde gorevli 300 gida ¢alisaninin MRSA tasiyiciligr %1.0

olarak olarak belirlenmistir.

Gidalarin islenmesi, hazirlanmasi ve servisinde gorev yapan kisilerin ayn1 zamanda
gidalarin  kontaminasyonunda rol oynadiklari bilinmektedir. Bu kisilerin tutum ve
davraniglarindan kaynaklanan gida kaynakli hastaliklarin 6nlenmesinde egitim biiyiik
onem gostermektedir. Uzman kisilerce verilecek olan gida giivenligi ile ilgili etkili, belli

araliklarla tekrarlanan bir egitim bu kisilerin mikrobiyolojik risk teskil edebilecek tutum ve
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davraniglarini azaltilabilir.

Ulkemizdeki yemek hizmeti veren kiigiik ve orta dlgekli isletmelerde siklikla
personel degisimi yapildigi, ¢alisma saatleri disinda egitime yonelik zaman yaratilmadigi,
caligma aligkanliklarina ¢ok fazla miidahale edilmedigi disiiniilmektedir. “Portor
muayenesi”’ uygulamasinin kaldirilmis olmasindan dolay1 isyeri sahipleri yasal sorumluluk
almiglardir. Gida giivenligi, isyeri ve personel hijyeni konusunda oOncelikle isyeri
sahiplerinin farkindaligin1 arttirmak daha etkili sonuglarin goriilmesini saglayabilir.
Calisanlara el tasiyiciliginin azaltilmasinda veya tasiyicilarinin bulunduklari ortamin (alet,
ekipman vb.) kontaminasyonunu Onlemede el yikama aligkanliginin  6nemi

vurgulanmalidir.

S. aureus tasiyicisi olan 125 kisiden elde edilen 215 S. aureus izolatinin MRSA orani
%1.39 bulunmustur. MRSA izolatlarinin arastirmaya alinan diger antibiyotiklere direncine

rastlananmamuistir.

Gida calisanlarindan elde edilen 125 S. aureus izolatin 42’sinin (%33.6) enterotoksin
genlerinden en az birini tagidiklar1 saptanmistir. 125 6rnegin 20’sinde (%16.0) sea, 8’inde
(9%6.4) seb, 12’sinde (%9.6) sec, 8’inde (%6.4) sed genine rastlanmistir. 6 izolatin (%4.8)
sea ve sed genlerini birlikte tasidigi tespit edilmistir. Enterotoksin genlerinin dagiliminda
en fazla sea tespit edilmistir. Bu izolatlarin 31’1 (%33.3) gida isletmeleri, 11’1 (%34.4)
hastane mutfak gorevlilerinden elde edilmistir. Toksin geni tasiyan izolatlar bakimindan is

yeri tipleri arasinda (hastane-gida isletmeleri) fark goriilmemistir.

Hastane ve gida isletmelerinde gorevli gida ¢alisanlarinda enterotoksijenik S. aureus
tagtyicilik oranmin %14 oldugu tespit edilmistir. Bu oran hastanede ¢alisanlarda %13.6,

gida isletmelerindeki calisanlarda %15.3 olarak belirlenmistir.

Calismamizda 3’ii MRSA olan 124 S. aureus izolatin spa tipi belirlenmistir. MRSA
izolatlarindan 1’1 (t786) restoran, 1’1 (t223) yemek fabrikasindaki gida galisanlarindan elde
edilmisken, 1’i de (t223) hastane mutfak calisanlarindan izole edilmistir. Ulkemizde
MRSA’larda belirlenen ayni spa tipine rastlanmamistir. Toplam 5 izolatta tespit edilen
t223 spa tipinin 2’sinin MRSA, 3’iiniin MSSA oldugu tespit edilmistir. Baska izolatlarda

t786 spa tipine rastlanmamustir.

MSSA olarak tespit edilen 121 izolatta 60 spa tipi belirlenmistir. 121 izolattan
11’inin (%9.0) t084 spa tipi olarak en fazla sayida goriildiigi tespit edilmistir. MSSA
izolatlarindan 9’unun (%7.4) t008, 8’inin (%6.6) t005, 6’sinin (%4.9) t012, 5’inin (%4.1)
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t091, 6’smun (%4.9) t267, 4’iniin (%3,3) t010 ve 3’er tane (%2,5) 1223, t189, t310, t346,
t571, t774 spa tipleri saptanmistir. Ayrica 2’er tane t065, t158, t160, t304, t367 ve t3266
spa tipi belirlenmistir. Kalan 42 izolatin her biri farkli spa tipinde oldugu goriilmiistiir.

DNA dizi analizi sonucuna gore bir izolatta yeni spa tip belirlenmistir. Ridom
SpaServer veritabaninda spa tip t14963 olarak listeye eklenmistir. Bir izolatin ise

kullanilan primerler ile spa gen bolgesi ¢cogaltilamamustir.

Kiiresel anlamda spa tekrarlarin1 ve tiplerini aymi terminolojik kodu kullanarak
tamimlamak Ridom StaphType yazilim programi ile saglanabilmektedir. Ancak spa
tiplerinin belirlenmesinde DNAGear agik erisim programi da kullanillanilabilir.

Arastirmamizda 60 farkli spa tipinde MSSA izolatinin dolasimda oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen spa tiplerinin olasi bir lokal salginda muhtemel kaynagin
belirlenmesinde katkisinin olabilecegini diislinilmiistiir. Ayrica ilkemizde metisiline

direncli olmayan pek ¢ok spa tipinin dolasimda oldugunu gostermektedir.

Calismamizda Canakkale bolgesindan elde edilen MRSA ve MSSA izolatlarinda
spa tiplerinin belirlenmesiyle ulusal ve kiiresel epidemiyojiye katki sunulmustur.

Arastirmamizla ulasilan bagka bir sonug¢ da, bazi restoran veya yemek fabrikalarinda
birden fazla aym spa tipine rastlanmis olmasidir. Ornegin; 3 no’lu isyerinden elde edilen 3
izolattan 2’si t091, 5 no’lu isyerinden elde edilen 6 izolattan 3’1 t084, olarak tespit

edilmistir.

Halk sagligi agisindan gida ¢alisanlarinin kisisel hijyen ve isyeri temizligi toksijenik

ve direng kazanmis suslarin toplumda yayilmasini 6nleyebilir.

Arastirmaya katilan hastanelerden 3’linde ayni1 spa tiplerine rastlandigi goriilmiistiir.
6 no’lu hastaneden elde edilen 5 izolatin 3’1 t569, 8 no’lu hastaneden elde edilen 3 izolatin
hepsinin t223 oldugu, bunlardan birinin MRSA oldugu tespit edilmistir. 9 nolu hastaneden

4 izolat elde edilmis ve hepsinin t010 oldugu belirlenmistir.

S. aureus tasiyicist hastanedeki mutfak ve yemek servis gorevlileri hastanede direng
kazanan bakteriyi toplumda yaymalari, hastane ortamini tasiyiciliklarindan dolay1

kontamine etmeleri agisindan son derece 6nem gostermektedir.

Ayni hastanelerde calisan kisilerden elde edilen izolatlarin ayn1 spa tip olarak
belirlenmesi isyerindeki yayilim olasiligin1 gostermesi agisindan énemli bulunmustur. S6z

konusu hastanelerde ¢alisan diger saglik personelinden hatta hasta odalarindan elde edilen
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izolatlarin spa tipleme bulgularina ulasildiginda yayilim konusunda 6nemli veriler elde
edilebilir. Bu kapsamda yapilacak calismalarda hastane c¢alisanlarindan olusan 6rneklem
grubunun arttirllmas1 hatta bolgesel ve ulusal anlamda genisletilmesi alinabilecek

onlemlere fayda saglayabilecektir.

Gida calisanlarindan elde edilen ornekler iizerinde yapilan molekiiler calismalar
stafilokokal gida zehirlenmelerinde gida ¢alisanlarinin roliinii ortaya koyabilecektir.
Stafilokoklara baglh gida zehirlenmelerinde, enterotoksijenik suslarin saptanmasi igin

molekiiler yontemler daha giivenilir olarak kullanilabilir.

Calismamizda goriildiigl gibi tilkemizde MSSA tiirlerinde oldukga heterojen bir spa
tipi dagilimi oldugu diistiniilebilir. Hizli, ucuz ve degerlendirilmesi standardize bir yontem
oldugu i¢in spa tiplemenin epidemiyolojik arastirmalarda veri saglamasi i¢in kullanigh

oldugu diisliniilmiistiir.
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Cahsmanmn ad: HASTANE VE GIDA iSLETMELERINDEKiI GIDA CALISANLARINDAN
ELDE EDILEN STAPYLOCOCCUS AUREUS’LARIN KAREKTERIZASYONU
Arastirmacilarin adlari, kurumlari ve iletisim numaralari.
Nesrin Cakici: COMU Saglik Hizmetleri Meslek yiiksekokulu. Tel: 02862150097/4016
Alper Akgali: COMU Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji. Tel: 02862180018/2111
Niikhet Demirel Zorba: COMU Miih. Fak. Gida Miihendisligi, Tel: 02862180018/1598

Arastirmanin amaci ve kisa 6zeti:
Canakkale ilinde hizmet veren hastane ve gida isletmelerindeki gida ¢alisanlarinin, S.aureus bakterisi
tagyiciligimin ortaya konularak elde edilen bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ durumlarinin, gida
zehirlenmesine sebep olma kapasitesinin belirlenmesi ve bu bakterilerin tiplendirilmesinin yapilmasi
amaclanmaktadir. As¢i/'yemek hazirlayicilart ve servis elemanlarmin  her iki burun 6n deliginden ve
ellerinden alinan stiriintii 6rneklerinden elde edilen S.aureus bakterileri incelenecektir.

Bu arastirma icin neden siz se¢ildiniz? Yemeklerin hazirlanmasinda ve servisinde gorevli kisiler
oldugunuz i¢in se¢ildiniz.

Arastirmaya katilmak / bir kez katildiktan sonra sonuna kadar devam etmek zorunda miyim?
Arastirmaya katilmak zorunda degilsiniz, katilsaniz bile arastirmanin yiiriitilmesi sirasinda yazili

beyanatinizla aragtirmadan ayrilabilirsiniz.

Katilmay1 kabul edersem bana ne yapilacak? Her iki burun 6n deliginden ve ellerinizden ucu
pamuklu ¢ubukla (ekiivyon ¢ubugu) siiriintii 6rnekleri alinacaktir.

Arastirmaya katilmak size bir zarar verecek mi? Sizin icin olumsuz yonleri/riskleri olacak m?
Arastirmaya katilmak size zarar vermeyecektir.

Arastirmaya Kkatilmanin size olas1 yararlari nelerdir? Arastirmaya Kkatilmak size bir
fayda/iistiinliikk saglayacak mm? Bu bakteriyi gidalara veya hastalara bulastirma agisindan bir risk
tasiy1p tasimadiginiz anlagilacaktir.

Arastirma icin masrafim olacak mi? Arastirmanin benim i¢cin maddi bedeli var nm?
Bu arastirmaya katilmaniz size higbir maddi bedel getirmeyecektir.

Kimlik bilgilerim ve elde edilen verilerin gizliligi nasil saglanacak? Kimlik bilgileri ve hastane ve
isletme isimleri kesinlikle gizli tutulacaktir.

Arastirma sonunda bana bilgi verilecek mi? Katilimcilara istedikleri taktirde, projenin
tamamlanmasindan sonra elde edilen sonuglar hakkinda bilgi verilecektir.

Arastirma sonuglarina ne olacak? Doktora tezinde ve bilimsel yayinlarda kullanilacaktir.

Daha ayrintih bilgi igin, Nesrin CAKICI (Tel:05437612097) ile goriisiilebilecektir.

14.Tesekkiir: Arastirmamiza katildiginiz igin tesekkiir ederiz.

BU _BILGILENDIRME _FORMU _SiZDE KALACAKTIR. ARASTIRMAYA KATILMAK

STERSENIZ ASAGIDA YER ALAN ONAM FORMUNU IMZALAMANIZ GEREKMEKTEDIR



tel:002862180018/
Tel:05437612097

EK-2 ONAM FORMU (D?)

Aragtirmanin Adi: HASTANE VE GIDA ISLETMELERINDEKI GIDA CALISANLARINDAN
ELDE EDILEN STAPYLOCOCCUS AUREUS’LARIN KAREKTERiIiZASYONU

Evet Hayir

Bilgilendirme Formunu okudunuz mu? ] ]

Arastirma projesi size sozlii olarak da anlatildi m1?

Size aragtirmayla ilgili soru sorma, tartigma firsati tanindi mi?

Sordugunuz tiim sorulara tatmin edici yanitlar alabildiniz mi?

Aragtirma hakkinda yeterli bilgi aldiniz mi?

Odogo o
Odogo o

Herhangi bir zamanda herhangi bir nedenle ya da neden gdstermeksizin arastirmadan

¢ekilme hakkina sahip oldugunuzu anladiniz m1?

O
O

Arastirma sonuglarimin uygun bir yolla yayinlanacagina katiliyor musunuz?

Yukaridaki sorularin yanitlar size kim tarafindan agiklandi1? Liitfen ismini yaziniz.

Imza:

Adi/ Soyadu:

Tarih:




EK-3 KATILIMCI ANKET FORMU

Cinsiyet: K E Yas:
1- Egitim durumunuzu isaretleyiniz .
A- Tlkokul B- Ortaokul C-Lise D- Yiiksekokul

2- Isyerinizdeki gorevinizi isaretleyiniz.

A- Asct B- Asc1 Yrd. C- Mutfak Tem Gor. D- Servis eleman
3- Sektorde toplam ¢alisma yiliniz1 isaretleyiniz.

A-0-1 yil B-1-4 yil C-4-10 yil D- 10 yildan fazla

4- Hijyen bilginizin ne kadar oldugunu isaretleyiniz.

A-Hig bilmiyorum B- Az C- Orta D- lyi

5- Caligirken ellerinizi hangi siklikta yikadiginizi isaretleyiniz.
A- Her tuvaletten ¢ikista B- Yemek hazirlamaya baglamadan

C- Yemekle ugrasirken kirlendikce D- Diizenli olarak sik sik

6- Hangi siklikta banyo yaparsiniz?

A- Haftada bir B- Hftada iki C- Haftada ii¢ D- Her giin
7- Calisirken eldiven kullanirmisiniz?
A- Kullanmam B- Bazan C- Sik¢a D- Siirekli

8- Eldiveninizi hangi siklikla degistirirsiniz.

A- Hig degistirmem B- Giinde 1-2 C- Giinde 5-6 D- Kirlendikge

9- Calisirken maske kullanirmisiniz?
A- Kullanmam B- Bazan C- Siklikla D- Siirekli
10- Antibiyotik kullanma durumunuzun hangi siklikta oldugunu isaretleyiniz.

A- Cok nadir B- Yilda 1-2 C- Yilda 3-5 D- 5 ten fazla

11- Bir hastanede 3 giinden fazla yattinizmi?
A- Evet B- Hayir

12- Yilda bir kere diizenli olarak burun kiiltiirii yaptirryormusunuz?
A- Hi¢ yaptirmadim B- Diizensiz yaptirtyorum C- Evet D- Hayir
13- Gida giivenligi konusunda egitim aldinizmi?

A- Evet B- Hayir
14- Hasta oldugunuzda ne yaparsiniz?

A- Caligmaya devam ederim B- Doktorun 6nerdigi ilaglar1 alarak ¢aligirim C-

Hastalik gegene kadar ¢alismam
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