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OZET

Bu calismada, Ankara’daki ¢esitli siipermarketlerden toplanan 56 dana kiyma,
56 tavuk but, 56 beyaz peynir érnegi, siit fabrikasindan temin edilen 56 c¢ig siit
ornegi ve cesitli semtlerdeki pastanelerden temin edilen 56 dondurma ornegi
materyal olarak kullamilmustir. Cahisilan 280 gida 6rneginden izole edilen 209
Stafilokok susunun tanimlamalar yapilarak, mikrotitre plak ve kongo kirmizil
agar yontemleriyle biyofilm olusumu ve Kirby-Bauer disk difiizyon yontemine

gore cesitli antibiyotik direnclilikleri arastirilmistir.

Tammlanan Stafilokok suslarmmm; %16,3’ii koagiilaz pozitif Stafilokok,
%83,7’si koagiilaz negatif Stafilokok olarak tespit edilmistir. Koagiilaz pozitif
Stafilokok suslarimmin; %8,1’i S.aureus, %1,9’u S.hyicus ve %06,2’si
S.intermedius, koagiilaz negatif Stafilokok suslariin; %22°si S.cohnii, %16,3”i
S.hominis, %17,2°si S.xylosus, %9,5’i S.simiilans, %6,2’si S.capitis, %4,3"i



S.haemolyticus, %3,3”1i S.epidermidis, %2,8’i S.auricularis, %1,4’ii S.warneri ve
%00,5°i S.saprophyticus olarak tespit edilmistir. Suslarmm %77,5¢nin
mikrotitreplak yontemiyle, %040,2’sinin kongo kirmizilhi agar yontemiyle
biyofilm olusumlar pozitif olarak saptanmstir. Suslarin; %32,1 i ampisilin’e,
%129,2’si tetrasiklin’e, %21,1’i eritromisin’e, %19,1’i metisilin’e, %7,7’si
amikasin’e, %07,7’si kloromfenikol’e, %6,7’si gentamisin’e ve %4,8’i
klindamisin’e direnc¢li bulunmustur. Cahsilan suslarda vankomisin’e direnc¢

tespit edilmemistir.

Caliymamizda kullanilan cesitli gida orneklerinde birden fazla Stafilokok
tiiriiniin tespit edilmesi, gida hazirlanmasinda gerekli hijyenik kurallara
uyulmadiginin bir gostergesidir. Calisma sonuclarimizda birden fazla
antibiyotige direnc ile karsilasilmasi halk saghgi acisindanda onemli bir risk
tasimaktadir. Sonuclarimiz antibiyotiklere yiiksek oranda diren¢ gostermesede
biyofilm iireten suslardai iiretmeyen suslara oranla azda olsa daha yiiksek

dirence rastlanmstir.
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ABSTRACT

In this study, 112 meat samples (minced meat and chicken drumstick) from
various supermarkets in Ankara, 56 soft white cheese samples, 56 raw milk
samples from milk facilities and 56 icecream samples from bakeries at different
localities are collected and are examined as materials. The 209 Staphylococcus
isolates are identified from 280 food samples, and the biofilm production of
them studied by Congo red agar methods and microtiter plate, and the

antibiotic resistances are examined by Kirby-bauer diffusion method.

The 16.3% of identified Staphylococcus strains are determined as coagulase
positive, 83.7% of are determined as coagulase negative. The distribution of
coagulase positive Staphylococcus strains in species are assigned as 8.1%
S.aureus, 1.9% S.hyicus and 6.2%S.intermedius. On the other hand, the



Vi

distribution of coagulase negative Staphylococcus strains in species are assigned
as 22% for S.cohnii, 16.3% for S.hominis, 17.2% for S.xylosus, 9.5% for
S.simulans, 6.2% for S.capitis, 4.3% for S.haemolyticus, 3.3% for S.epidermidis,
2.8% for S.auricularis, 1.4% for S.warneri and 0.5% for S.saprophyticus . In this
study, 77.5% and 40.2% of the straina are determined as positive by microtiter
plate methods and congo red agar methods, respectively. According to the result
of tested antibiotics, the 32.1%0f isolates are resistant toampicillin, the 29.2%
of isolates are resistant to tetracycline, 21.1% of isolates are resistant to
erythromycin, 19.1% isolates are resistant to meticillin, 7.7% of isolates are
resistant to amikacin, 7.7% of isolates are resistant to chloramphenicol, 6.7% of
isolates are resistant to gentamycin and 4.8% of isolates are resistant to
clindamycin. Among studied stain there is no strain results; any is determined

as resistant to vancomycin.

The detection of more than one strain of Staphylococcus in examined food
samples demonstrates that the required hygine practices in food preparations
are not obeyed. The recorded resistance in examined samples for more than one
antibiotic indicates that it poses an important risk for public health. Although
the results of study do not give resistance to antibiotics in high levels, the
resistance n observed in biofilm producing strains in higher degrees relative ton

on producing strains.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar
Cfu Colony forming unit
? Derece

gr Gram

H,0, Hidrojen peroksit
HCI Hidroklorik asit
Kd Kilodalton

Log Logaritma

Lt Litre
1) Mikron

ml Mililitre

N Normal
C Santigrat

NaCl Sodyum kloriir



Kisaltmalar
BHIA
BHIB
CF
CRF
1gG
IgM
KNS
MSA
MRSA
MRKNS
MHA
PBP
SEM
S.aureus

TSA

XVii

Aciklama

Brain heart infusion agar

Brain heart infusion agar

Clumbing factor

Koagiilaz reaction factor
Immiinoglobilin G

Immiinoglobilin M

Koagiilaz negatif Staphylococcus
Mannitol salt agar

Metisilin direngli Staphylococcus aureus
Metisilin direngli koagiilaz negatif Staphylococcus
Miiller hinton agar

Penisilin baglayan protein

Scanning electron mikroskop
Staphylococcus aureus

Trypticase soy agar



1.GIRIS
Stafilokoklar, dogada ¢ok yaygin olarak bulunan bakterilerdir. Bir ¢ok infeksiyonda

primer ve sekonder etken olarak bulunurlar. Bu nedenle, patojen ve potansiyel

patojen olanlarin, hastalik yapmayanlardan ayrilmalar1 gerekir.

Staphylococcus aureus antibiyotiklerin heniiz kesfedilmedigi dénemlerde ¢ok agir
seyreden, tedavisi gii¢, Oliimciil infeksiyonlara neden olmaktadir. Gilinlimiizde

nozokomiyal patojenler arasinda 6nemi giderek artmaktadir [Kutlu, 2006].

Gida zehirlenme etkenlerinden biri olan S. aureus; et, et trlnleri, siit ve siit
tirtinlerinde 6nemli bir risk kaynagidir. Son 10 yil iginde biitiin diinyada 6nemli bir
artis gosteren gida infeksiyon ve intoksikasyonlar: arasinda tavuk etlerinden
kaynaklananlar énemli bir yer tutmaktadir. Ornegin, ABD, Kanada, Ingiltere, Galler
ve Iskogya’da nedeni belirlenen gida infeksiyonlarinin %9,8-54 oranlarinda tavuk
rtinlerinden oldugu bildirilmistir]Genigeorges, 1986; Tood, 1987; Reilly ve
ark.,1988].

Et ve et trtinlerinin mikrobiyolojik kalitesi, tiretim sirasinda alinacak hijyenik
Onlemlere, paketleme tipine ve saklama kosullarina baglhidir. Kiyma ve benzeri et
driinleri ¢ekim Oncesi etteki bakteri florasinin genellikle degismeksizin yine
bulunmas: ve bilesimi ve yapist itibariyle mikroorganizmalarin yasamlari ve
gelismeleri i¢in uygun sartlar1 tasimalar1 nedeniyle saglik agisindan risk tasimaktadir

[Alisarli ve Gokmen, 2003; Yapar, 2006].

Tavuk etlerinin gida enfeksiyon etkenleri ile yiliksek diizeyde kontamine olusu bu
konuda galisanlarin dikkatini kanatli kesimhanelerdeki islemler {izerine ¢ekmistir.
Bir ¢ok iilkede yapilan epidemiyolojik ¢alismalar kanatli kesimhanelerindeki ¢esitli
islemlerin gida infeksiyon ve intoksikasyon etkenlerinin yayilmasina neden oldugunu

ve gida enfeksiyon ve zehirlenmelerinin ortaya ¢ikisinda iiretim, isleme ve hazirlama



asamalarinda olusan sekonder kontaminasyonlarin, primer kontaminasyonlarindan

daha biiyiik rol oynadigini ortaya koymustur [Kutlu, 2006].

Tavuk etlerinde ileri gelen Stafilokokal gida zehirlenmeleri gerek iiretim, gerekse
muhafaza sirasinda etlerin ¢evresel kaynaklardan S. aureus ile kontamine olmasi ve
hijyenik olmayan muhafaza ve hazirlama kosullarina bagl olarak etkenin hizla
tireyerek enterotoksinleri olusturmasi sonucu meydana gelmektedir [Bergdoll, 1990].
Bakteriler, bir¢cok canli ve cansiz ylizeye yapisir ve biyofilm olusturarak, endiistriyel
ve tibbi birgok soruna neden olurlar [Kierek-Pearson ve Karatan, 2005]. Biyofilmler
ile ilgili calismalar 1970’lerin sonlarindan beri yapilmaktadir. Biyofilm igindeki
bakteriler, yiiksek hiicre yogunlugu ve sinirli besin nedeniyle yavas gelisir [Moller ve
ark., 1996]. Bunun gibi birtakim g¢evresel faktorlerin etkisi ile genetik modiilasyon
sonucu ortaya c¢ikan ve “quorum sensing” olarak bilinen hiicreler arasi sinyal
hipotezi, biyofilm fizyolojisi ve gelisiminde 6nemlidir [Davies ve ark.,1998; Zhu ve
Mekalanos,2003].

Biyofilm olusturan bakteriler basta antibiyotiklere olmak {izere viicudun savunma

sistemine de direng gosterirler.

Bu c¢alismada, ¢esitli gidalardan (kiyma, tavuk, siit ve siit triinleri) izole edilen
Stafilokok tiirlerinin biyofilm olusumlarinin ve ¢esitli antibiyotiklere olan

direncliliklerinin belirlenmesi amaglanmaistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Stafilokok Simiflandirmasi ve Tarihgesi

Stafilokoklar ilk tanimlanan patojenik mikroorganizmalardan biridir. Insan

cerahatinde (irin) stafilokoklari ilk olarak Robert Koch 1878 yilinda tarif etmistir.

Pasteur ise 1880 yilinda bu mikroorganizmay1 sivi besiyerinde iiretmistir [Akan,

1993].

Stafilokok terimi, mikroskop altindaki karakteristik goriiniimleri nedeni ile eski
Yunanca’da liziim salkimi anlamina gelen “staphyle” sozciiglinden iiretilmis ve ilk
olarak 1881 yilinda Iskogyali cerrah Alexander Ogston tarafindan kullanilmugtir
[Waldvogel, 2000; Lowy, 1998].

Stafilokoklar 1884 yilinda Rosenbach tarafindan irinli yaralardan izole edilmis ve
karakteristik 6zellikleri laboratuvarda incelenmistir [Schleifer, 1986]. Rosenbach kati
besiyerinde beyaz ve sar1 koloniler olusturan iki farkli stafilokok tesbit etmistir. Sar1
koloni olusturan mikroorganizmalara Staphylococcus (pyogenes) aureus, beyaz
koloni olusturan mikroorganizmalara ise Staphylococcus (pyogenes) albus adini
vermistir [Akan, 1993; Kloss,1990].

Passet (1885), ¢alismalarinda {iglincii bir tiir izole etmis ve buna S. pyogenes citreus
adin1 vermistir [Cameron, 1963]. Giorre ve Bumm (1885) ve Bochart (1887),

arastirmalarinda bu koklarin insan enfeksiyonlariyla olan iliskilerini arastirmislardir.

Migula (1895), bu gruba Micrococcus adini vermis ve 1900 yilinda da bunlar
Micrococcus aureus, Micrococcus albus ve Micrococcus citreus olarak tice
ayrrmustir [Giizel,1998]. Andrews ve Cordon, 1905-1906 yillarinda, 300 Stafilokokus
kiiltiirii izerinde yaptiklari bir ¢alismada S. pyogenes albus’un sar1 pigment olusturan

formun pigmentsiz tirtinii ve S. pyogenes citreus’un intermedier bir varyetesi



oldugunu beyan etmistir. Ayni arastiricilar insanlarda S. pyogenes, S. epidermidis
albus, S. salivarius ve deride hastalik yapan Stafilokokuslar olmak tizere dort degisik
tir Stafilokokus tanimlamiglardir [Giizel, 1998].

Winshow ve Rogers (1909), sar1 ve beyaz pigment olusturan suslar i¢in Aurococcus
ve Albococcus genus isimlerini kullanmiglardir. Buchanan (1911), bu grup igin genus
ismi olarak Micrococcus’u tercih etmistir. Buchanan (1917), koklar1 Stafilokokus

genusuna koymustur [Giizel, 1998].

Winslow ve arkadaslari, 1920 yilinda Staphylococcus cinsini Micrococcaceae
familyasina dahil etmislerdir. 1957 yilinda Evans yaptig1 arastirmalar sonucunda
Stafilokoklarin anaerobik iiremeleri ve glikozu fermente etmelerinden dolay1
fizyolojik olarak mikrokoklardan farkli olduklarini gostermistir. Baird-Parker ise
1974’te ¢ tiir Stafilokoku (S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus)
tanimlamustir. Sonraki yillarda da immiinokimyasal ve biyokimyasal 6zellikler temel
alimarak DNA homoloji c¢aligmalar ile 28 tiir daha tanimlanmistir [Kloss, 1990;
Noble, 1990].

Stafilokok cinsi igerisinde yer alan tiirler, patojenite kriteri olarak kabul edilen
koagulaz enzimi sentezleme yeteneklerine gore koagulaz pozitif stafilokoklar (KPS)
ve koagulaz negatif stafilokoklar (KNS) olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir.
KPS’lar S. aureus, S. intermedius ve S. hyicus tiirlerini ig¢ine almaktadir [Akan,
2006]. KNS’ler; S.arlettae, S.auricularis, S.capitis, S.caprae, S.caseolyticus,
S.cohnii, S.epidermidis, S.equorum, S.gallinarum, S.haemolyticus, S.hominis,
S.koossii, S.lentis, S.saprophyticus, S.sciuri, S.simulans, S.warneri ve S.xylosus 'tur
[Koneman, 1992; Schleifer, 1984].



2.2. Stafilokoklarin genel 6zellikleri

Stafilokoklar, gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, katalaz pozitif, oksidaz negatif ve
tiztim salkim1 seklinde kiimeler tarzinda 0.5-1.5 pm ¢apinda koklardan olusmaktadir.
Laboratuvarlarda rutin amagla kullanilan besiyerlerinde kolayca iirer ve 37 °C’de 24-
48 saat i¢inde 2-4 mm c¢apinda diizgiin koloniler olustururlar. Stafilokoklar
karotenoidlerden dolayr pigment meydana getirirler. S. aureus altin sarisi, S.
epidermidis ise beyaz renkte koloni olusturur. Ancak anaerobik kosullarda pigment
olusturma yetenegi ortadan kalkar. Laboratuvarda 10-42 °C’de iireyebilmelerine
ragmen optimum iireme 1s1s1 37 °C‘dir. Sporsuz olmasina ragmen dis etkilere ve
dezenfektanlara kars1 olduk¢a dayanmikhidir. Kiiltiirlerde +4 °C’de 2-3 ay, -20 °C ‘de
3-6 ay canliliklarin1 koruyabilirler. Stafilokoklar 60 °C’lik 1s1ya 30 dk dayanabilirler.
Fenolde (%2) 15 dakikada inaktive olurken, %9’luk NaCl ve sakkaroza tolerans
gosterebilmektedir [Akan, 2006].

Stafilokoklar insanlarda ve hayvanlarda gesitli hastaliklara neden olmaktadir. S.
aureus’un insanlarda, nazokomiyal infeksiyonlara, toksinlere bagli enfeksiyonlara,
invazyon ve/veya sistemik yayillim sonucu ortaya cikan enfeksiyonlara, deri ve
yumusak doku enfeksiyonlarina, cerrahi yara enfeksiyonlarina, santral sinir sistemi
enfeksiyonlarina, solunum sistemi enfeksiyonlarina, {iriner sistem enfeksiyonlarina,
kardivaskiiler sistem enfeksiyonlarina, kas ve iskelet sistemi enfeksiyonlarina neden
olmaktadir. KNS’lar ise insanlarda endokardit, osteomyelit, okiiler operasyonlara
bagl gelisen endoftalmit, iiriner sistem enfeksiyonlarina, nazokomiyal ve toplumsal
kokenli gelisen enfeksiyonlara, immunsuprese bireylerde bakteriyemi ve viicuda
uygulanan protez implantlarin1 takiben gelisen infeksiyonlara yol ag¢maktadir

[Bilgehan, 1993].

Insanlardan en sik izole edilen tiirler S. aureus, S. saprophyticus ve S.
epidermidis’dir. Bunlardan S. aureus oncelikli patojendir, diger ikisi ise firsatci

patojendirler.



Cizelge 2.1 Stafilokoklarin biyokimyasal 6zellikleri

) Koagiilaz Negatif
Ozellikler S.aureus Stafilokok
Pigment (+H)z ()

Aerob iireme (+) (+)

Anaerob iireme (+) (+)

%10 NaCl’de iireme (+) Z

%15 NaCl’de iireme Z D

Acetoin olusturma (+) (+)

Siikroz (+) (+)

Maltoz (+) (+)

D-mannitol (+) D

D-mannoz (+) (+)

D-trehaloz (+) )

Alfa toksin (+) -

Hiyaliironidaz (+) (+)

Ureaz (+)z (+)

Koagiilaz (+) )

Hemoliz (+) (-)z

Dnase (+) (-)z

Istya direncli niikleaz (+) (-)z

Novobiocin’e direng ) )

Koloni morfolojisi Kabarik,1s1k Kabarik ya da basik ,
gegirici, 151k gecirici ya da
pigmentli, opak,hafif pigmentli,
hemolizli hafif hemolizli

*( Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 1986’dan alinmustir. )

+:9%90 olumlu

z: zayif tepkime

-1 %90 olumsuz

d: degisken




2.3. Stafilokoklarin Viriilans Faktorleri

Insan ve hayvanlarin iist solunum yollar1 ve derileri iizerinde normal floray
olusturan ve dogada ¢ok yaygin olarak bulunan Stafilokokuslar, potansiyel patojen
bakteriler olup sporadik veya salgin seklinde goriilebilen Stafilokokus
enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Bulunduklar1 ortamda cesitli toksin ve enzimler
sentezleyerek insan ve hayvanlarda enfeksiyonlara neden olan patojen
Stafilokokuslarin ayrimi igin cesitli testlerden yararlanilmaktadir [Istanbulluoglu ve
Diker, 1983].

2.3.1. Koagiilaz

Patojen stafilokoklarin ¢ogu bulunduklari ortama ¢esitli toksin ve enzim sentezlerler.
Bunlar arasinda en 6nemlisi koagiilaz enzimidir. Koagiilaz 1s1ya direncli, filtrelerden
gecebilen bir enzimdir. Patojen stafilokoklarin ¢ogu, oksalatli ve sitrath insan yada
¢ogu hayvan plazmasii koagiile edebilme yetenegine sahiptir. Bu stafilokoklar
girdikleri organizmada sentezledikleri koagiilaz enzimi sayesinde bir fibrin
tabakasiyla kaplanarak fagositozdan korunduklari gibi normal serumun bakterisid
etkisini de engelleyerek patojenite kazanmis olurlar. Bu nedenle koagiilaz pozitif
izolatlar patojen olarak kabul edilirler. Koagiilaz plazmadaki antistafilotoksik faktorii
de hidrolize edebilirler [Adessiyum, 1985].

Koagulaz olusumu patojenite ile paralellik gosteren bir 6zelliktir. Serbest hiicreye
baglh olarak iki sekilde bulunabilir. Serbest koagulazda enzimin etkisini
gosterebilmesi i¢in trombine benzeyen ve biitiin hayvanlarin plazmasinda
bulunmayan bir faktére, CRF’ye (Coagulase Reaction Factor) ihtiya¢ vardir. Bu
plazma faktorii ile birlestiginde aktif hale gegen koagulaz, fibrinojenin trombinle
katalize edilip fibrin olusmasina benzeyen bir mekanizma ile plazmay: pihtilastirir.
Diger taraftan bagli koagulaz olarak bilinen ‘Clumbing Factor’ (CF) Stafilokoklarin
hiicre ylizeyinde meydana gelir ve serbest birakmaz. Bunun i¢in CRF’ye ihtiyaci

yoktur. Fibrinojenin direkt olarak fibrine doniistimii ile hiicre yiizeyinde fibrin



presipitasyonu meydana gelir ve bunun sonucu olarak da Stafilokoklar agliitinasyon

ve kiimelesme olusturur [Akan, 1986; Koneman;1988].

2.3.2. Mannitol fermantasyonu

Cogu Stafilokokus tiirli, mannitol’li aerobik olarak hidrolize ettigi halde anaerobik
olarak fermente etmezler. S. aureus ‘un biiyiik bir gogunlugu mannitol’i hem aerop
hem de anaerop olarak fermente eder. Ozellikle, mannitol’iin anaerobik
fermantasyonu S.aureus’u diger tiirlerden ayirt etmekte siklikla kullanilmaktadir
[Minor, 1971; Halpin, 1988].

2.3.3. Glukoz fermantasyon

Micrococcaceae familyasindaki Mikrokokus genusu oksidatif, Stafilokokus genusu

fermantatif etki verir.

2.3.4. Clumbing faktor

Plazma ile S. aureus kolonileri karistirildigi zaman, bakterinin hiicre yiizey
bilesenleri ve fibrinojen arasindaki etkilesim nedeniyle pihtilasma olur. Bu reseptor
S. aureus’un fibrinojen ve fibrine baglanmasindan da sorumludur. Genetik veriler
koagiillaz ve clumping faktériin S. aureus’un farkli ozellikleri oldugunu

gostermektedir [Devid, 1992].

2.3.5. Hemoliz

Stafilokokuslar kanli agarda beta (B), alfa (o) ve gama (y) hemolizin olustururlar. Bu
hemolizinlere bagli olarak sekillenen hemoliz tipleri tavsan ve sigir kanl agarda
tespit edilir [Kusch, 1974]. Toksik o6zellikleri ekstraselliiler proteinlerden

hemolizinleri sentezleyen suslarin koagulaz pozitif olmasi gerektigini savunan



aragtirmacilarin  yani1 sira, koagiilaz negatif Stafilokokuslarin da hemolizin

aktivitesine sahip olduklari ¢esitli caligmalarla ortaya konulmustur [Gemmel, 1966].

2.3.6. Pigmentasyon

S. aureus’un kati ortamda yeni gelisen kolonileri baslangicta renksizdir. Koloniler
gelistikge Stafilokoklar sar1 renkli, bazen de beyaz pigment olustururlar.Yani
koloniler eskidik¢e lipokrom yapida pigment olustururlar. Alkol, eter, kloroform ve
benzolde eriyen bu pigment, lipochrome olarak gruplandiriimaktadir. Olusan
pigment kolonide toplanir, besiyerine yayilmaz. Bdylece koloniye renk verir.
Pigment olusumu koagulaz pozitif diger tiirler (S. hyicus ve S. intermedius) ile S.

aureus’un ayrilmasinda 6nemli bir kriterdir [Arda, 1982].

2.3.7. DNase

Insanlardan ve hayvanlardan izole edilen Stafilokokuslar in vitro ve in vivo
uiretildiklerinde bulunduklari ortama, enzim karakterlerinde ekstraselliiler maddeler
yani metabolitler salgilarlar. Konake¢1 iizerine ¢ok kuvvetli etkileri olan bu
maddelerin patojenite ile ¢ok yakin ilgileri oldugu uzun zamandan beri bilinmektedir.
Deoksiribonukleaz da bu enzimlerden biridir [Baker ve ark., 1985]. Patojenik ve
apatojenik Stafilokokus suslarinin ayrimi igin DNase testinden de yararlanilmaktadir
[Gibbs ve ark., 1978].

2.3.8. TNase

Yiiksek derecedeki 1siya dayanikliligi nedeniyle 1s1 islemi uygulanan gida
maddelerinde S. aureus’un ekstraselliiler niikleazi 1956 yilindan bu yana
bilinmektedir. TNase testi S. aureus’un isiya dayanikli deoksiriboniikleazini ortaya
cikarmak suretiyle onu diger mikroorganizmalardan ayirt etmekte kullanilan bir

testtir [Bilgehan, 2002].
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2.3.9. Ureaz

Ureaz, iire siklusunda ve aminoasit metabolizmasinda rol oynayarak iire yikimi
sonucunda CO; ve NHjz olusturur. NH3; dokular igin toksiktir. Asirt amonyum
bakteriler iginde toksik olabilir. Bu kimyasaldan cesitli enzimler ve kombine
detoksifikasyon mekanizmalartyla korunabilirler. Biyofilmdeki bakteri hiicreleri
metabolizma sonucu olusan laktik asit ve formik asit iiretimi nedeni ile diisen pH'dan
kendilerini iireaz genlerinin up-regiilasyonuyla korurlar. Ureaz aktivitesinin biyofilm

olusumunun siirdiiriilmesinde 6nemli oldugu bildirilmektedir [Resch ve ark. ,2005].

2.3.10. Stafilokinaz

Fibrinolitik etki yapar. Plazminojen veya profibrinolizin isimli maddeyi aktive

ederek plazmin (fibrinolizin) olusturur [Howart ve ark., 1987].

2.3.11. Lipaz

Lipitleri hidrolize eder. Stafilokoklarin deri ve deri alt1 yerlesiminde yag dokusu

tizerindeki etkileri ile 6nemli rol oynar (Bilgehan, 2000; Howart ve ark., 1987].

2.3.12. Protein A

Protein-A’nin belirlenmesi taksonomik olarak énem tasir ve kural olarak KNS’lerde
bulunmaz. Cogunlukla S. aureus ayrica S. epidermidis ve S. intermedius suslarinin
hiicre duvarinda antijenik spesifiteye sahip, Protein A (Sp-A) olarak adlandirilan,
protein yapisinda komponentler yer alir [Movitz, 1976]. Sp-A’nin enfeksiyonlara
kars1 korunmay1 saglayan immiinoglobiilinlerin roliinii sinirlayic1 veya bloke edici
ozelligi ile fagositosiza engel oldugu, komplementi inaktive edici 6zelliginden dolay1
ise Stafilokoklarin infeksiyon olusturmasinda rol oynadigi bilinmektedir. Nitekim,
Sp-A’ya fazla miktarda sahip olan S. aureus suslarinin bu maddeyi az veya hig

icermeyen suslara oranla fagositoza daha direngli oldugu tespit edilmistir [Forsgren
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ve Sjoquist, 1966]. Ayrica Sp-A, serum komplemanini inaktive eder, antifagositik,
kemotaktik, mitojenik etkilerine sahiptir ve son yillarda kanser tedavisinde de

kullanilmaktadir [Dood ve ark., 1987].

2.4. Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler ¢esitli mikroorganizma tiirleri (bakteriler, mantarlar, aktinomigesler)
tarafindan sentezlenen ve diger mikroorganizmalarin gelismesini engelleyen veya
onlar1 oldiiren dogal maddelerdir. Eskiden, genellikle sentez yoluyla elde edilen
kemoterapoétiklerden ayri bir ilag grubu olarak kabul goren antibiyotiklerin bir
kisminin, diger kemoterapotikler gibi sentetik olarak yapilmaya baslanmasiyla
aradaki kaynaga iliskin fark biiyiik 6l¢iide kaybolmustur. Bu nedenle antibakteriyal
etkinligi olan biyolojik kaynakli veya sentetik ilaclarin tiimii i¢in antibiyotik terimi

kullanilacaktir.

Direng, bir bakterinin antimikrobiyal ajanin 6ldiiriicii ve liremeyi durdurucu etkisine
kars1 koyabilme yetenegidir. 1940’11 yillarda antibiyotiklerin kullanilmadigir bazi
adalarda toprak ve diski 6rneklerinde tetrasiklin ve streptomisine direncgli bakteriler
bulundugu; antibiyotik direncinin yalnizca yaygin antibiyotik kullanimin sonucu
degil, bakterilerin olumsuz c¢evre kosullarinda yasamini siirdiirmek kullandig
savunma siirecinin bir pargasi da oldugu da belirtilmektedir. Ancak antibiyotiklerin
yogun sekilde kullanima girmesi ile birlikte yillar icinde ¢ogul direncli
mikroorganizmalar ortaya ¢ikmis ve bunlarla olusan enfeksiyonlarin sagaltiminda
bliylik sorunlar yaganmaya baglamistir. Giinlimiizde tiim diinyada bir yandan hizla
yeni ilaclar gelistirilmekte iken, Ote yandan bunlara siiratle diren¢ kazanan
mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlar bildirilmekte ve sorunun boyutlar1 giderek

biiyiimektedir [Kayser, 1995].

Direng (tolerans) bir bakterinin -laktam grubu veya hiicre duvari sentezini inhibe eden diger

antibiyotiklerin dldiiriicii, cogu zaman litik etkisine kars1 6liim oranlarinin azalmasi olarak
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aciklanmigtir. Klinik materyallerden izole edilen Stafilokokus suslarinin % 85-90°1 ve
toplumdan izole edilenlerin yaklasik o kadari olusturduklari beta laktamaz nedeniyle
penisiline diren¢ kazanmiglardir. Bunlarin yaninda metisilin, oksasilin, nafsilin gibi beta
laktamaza direngli penisilinlere karsi da gittikgce artan oranda direng kazanmaktadirlar.
Stafilokokuslarda esas sorun son yillarda giderek artan oranlarda goriilen metisilin direncidir
[Akalin, 1994].

Antibiyotik direnci intrensek ve kazanilmis direng olarak iki kisimda incelenebilir:

Intrensek diren¢ : Hemen hemen biitin Gram negatif bakteriler vankomisine,
enterokoklar da sefalosporinlere diren¢lidir. Bunun nedeni mikroorganizmalarin
dogal yapisi nedeniyle, bu bakterilerde antibiyotiklerin etkili olabilecek hedeflerinin

olmamasidir.

Kazamilmis diren¢ : Ya kromozom, transpozon veya plazmid DNA’sindaki
mutasyonlarla, yada diren¢ geni tasiyan DNA dizilerinin bagka bakterilerden
transformasyon, transdiiksiyon veya konjugasyon yoluyla alinmasi sonucu ortaya

¢ikan direngtir.

Kromozomal diren¢ : Kromozomda spontan mutasyonlar sonucu geligir. Mutasyonlar
sonucunda bakteride bazi degisiklikler ortaya ¢ikabilir ve hiicrelerin ilaca
permeabilitesi azalabilir yada ilacin hedefinde degisiklilikler olabilir. Yanlis ve
gereksiz antibiyotik kullanimi mutasyona yol agmaz. Ancak bu sekilde antibiyotik
kullanilmast durumunda direngsiz bakteriler oliirlerken, mutasyonlar ile direng

kazanan az sayidaki bakteri seleksiyona ugrar ve yasamaya devam eder.

Plazmidlere bagli direng : Plazmidler, bakteri kromozomundan bagimsiz olarak
replike olan, kromozom dis1 genetik elemanlardir. Bakterilerde en sik goriilen
antibiyotik direnci plazmid kaynaklidir. R (diren¢) plazmidleri {izerinde bakterilerin
antibiyotik direncini kontrol eden genler bulunur ve bu plazmidler baska bakterilere

de aktarilarak direncin yayilmasina neden olur.
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Transpozonlara bagh diren¢ : Bir bakterinin kromozomundan plazmidine veya
plazmidinden kromozomuna veya baska bakterinin kromozom ya da plazmidlerine
yer degistirebilen genetik elemanlardir. Plazmidlerden farki, kendi kendilerine
replike olamamalaridir. Uzerlerinde tasidiklar1 birgok direng genini diger bakterilere

aktarabilirler.

Antibakteriyel spektrum bir antibiyotigin etkili oldugu mikroorganizma grubunu
tanimlar. Genis spektrumlu antibiyotikler, ¢ok sayida gram negatif ve pozitif
mikroorganizmaya etkilidir. Dar spektrumlu antibiyotiklerin ise etkili oldugu sinirl

sayida mikroorganizma vardir.

Bakteriyostatik etki mikroorganizmalarin tireme ve gelismelerinin durdurulmasidir.
Minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) ile ifade edilir. MIK; bir bakterinin

tireme ve gelismesini durduran en kiigiik antibiyotik konsantrasyonudur.

Bakterisidal etki ise mikroorganizmanin 6ldiiriilmesidir. Minimal bakterisidal
konsantrasyon(MBK) ile ifade edilir. MBK; bir bakteriyi oldiirebilen en diisiik

antibiyotik konsantrasyonudur.

MBK, her zaman MIiK’den daha biiyiiktiir. Iyi bir bakteriyosidal antibiyotigin
MBK/MIK oraninin ¢ok yiiksek olmamasi beklenir. Bu oranin 32 ve iizerine ¢iktig

durumlarda, bakterinin o antibiyotige toleran oldugu sdylenir.

Stafilokokuslarda esas sorun son yillarda giderek artan oranlarda goriilen metisilin
direncidir. 1990 yi1linda ABD’de, nozokomiyal enfeksiyonlardan izole edilen suslarin
%15’inin metisiline direngli oldugu belirtilmistir. Diger gelismis iilkelerde de bu
oran yakindir. Ulkemizde yapilan calismalarda ise bu oran %716-52 arasinda
degismektedir [Gibbs ve ark., 1978]. S. aureus’larda antibiyotiklere direng kazanma
yetenegi, antibiyotiklerin kullanilmasindan hemen sonra gézlenmistir [Gibbs ve ark.

1978]
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S.aureus’larda direng olayi iki ana baslikta toplanmaktadir.
1. Beta-laktam antibiyotiklere direng
2. Non-beta-laktam antibiyotiklere direng

2.4.1. Beta-laktam antibiyotiklere direng

Beta-laktam antibiyotikler, hiicre duvarmin ana yapisin1 olusturan peptidoglikan
sentezi sirasinda rol alan transpeptidaz enzimine baglanarak etkilerini gdosterirler.
Hiicre membraninin dis yiiziinde bulunan transpeptidaz enzimi peptid yan zincirleri
ile glikan zincirleri arasinda capraz baglanmayi1 saglar [(Dood ve ark., 1987);
(Devriese ve ark, 1972); (Genigeorges ve Sadler, 1966)]. Beta-laktam antibiyotikler
Dalanin- D-alanin analogu olduklarindan transpeptidaz ile geridoniigsiiz olarak
baglanir ve onu engeller [Gibbs ve ark., 1978; Forgren ve Sjoquist, 1978]. Bu yolla
bakterisit etki gosterir. Burada transpeptidazdan baska karboksipeptidaz ve
endopeptidaz enzimleri de vardir. Bunlarda beta-laktam antibiyotikleri baglarlar ve
hiicre duvari sentezinin son asamalarinda etkili olurlar [Gibbs ve ark., 1978; Dood ve
ark., 1987]. Penisilin baglayan proteinler (PBP) olarak da adlandirilan bu proteinler
Stafilokokuslarin farkli tiirlerinde farkli sayr ve sekilde bulunurlar. Duyarli bir
S.aureus’ta 1,2,3,3'4 olmak iizere 5 adet PBP oldugu bilinmektedir [Forsgren ve
Sjoquist, 1966].

Beta-laktam antibiyotiklerin hiicre duvari sentezine olan bu etkilerinin yaninda,
hiicre lizisini saglayan otolizinlerin inhibisyonunda rol alan kontrol mekanizmalarini

baskilayarak bakterinin 6liimiine yol agmaktadir [Gibbs ve ark., 1978].

Beta-laktam antibiyotiklere direng ti¢ ayri sekilde gerceklesmektedir.
a. Beta-laktamazlar ile olan enzimatik yolu direng
b. Diisiik afiniteli proteinlerle olan intrinsik direng

c. Tolerans
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Beta-laktamazlar ile olan enzimatik yollu direnc

Esas olarak penisilinlere dirence neden olan beta-laktamazlar, ilk kez 1940 yilinda
saptanmistir. A, B, C ve D olmak tiizere dort tip Stafilokokal beta-laktamaz
tanimlanmistir [Halphin ve Marth, 1989]. Bunlar hiicre dis1 enzimlerdir. A ve C
tiirleri cok aktiftir ve 6zellikle hastane kaynakli S.aureus suslarinda (faj grup I ve III)

goriiliir.

Ortamda beta-laktam antibiyotiklerin bulunmasi, beta-laktamaz tiretimini hizlandirir.
Plazmid tizerindeki beta-laktamaz genine ¢ok yakin lokuslarda bulunan diger pek
cok antibiyotige (eritromisin, tetrasiklin, gentamisin, fusidik asit) ve agir metallere
(civa, kadminyum gibi) direnci kodlayan genlerin de, fajlarla aktarilmasi sonucu bir

sus ayn1 anda pek ¢ok antibiyotige direngli hale gelebilir [Halphin ve Marth, 1989].

Beta-laktamazlara bagli metisilin direnci, Stafilokokal beta-laktamazlarin asirt
salimimi ile olur. Bu diren¢ ‘Borderline’ direng, diisiik seviyeli diren¢ olarak da
bilinen direncten sorumlu mekanizmalardan biridir. Borderline direngli S. aureus’lar,
PBP 2a olusturmazlar, dolayisiyla mec A geni icermezler. Bu S. aureus’lar, MRSA
(metisilin direngli S. aureus)’dan genetik ve biyokimyasal olarak farklidirlar. Bu
suglar beta-laktam antibiyotiklere duyarlidir ve tedavide beta-laktam antibiyotikler
kullanilabilir. Burada sorun borderline direngli suslarin ger¢ek MRSA’dan
ayrilmasidir. Ciinkii tedavide vankomisin kullanimi1 gereksiz, pahali ve toksiktir

[Genigeorges ve Sdale, 1966].

Instrinsik direnc

Metisilin direnci eksentrek bir enzimatik aktivite ile degil, kromozamal genlerin
kodladigi, penisilinlere diisiik afinite ile baglanan ve penisilin baglayan protein
(PBP) 2a veya PBP 2' diye isimlendirilen degismis proteinlerin araciligi ile yani
‘intrinsik’ yolla olur [Reilly ve ark., 1988; Gibbs ve ark, 1978; Genigeorgez ve
Sadler, 1966].
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Beta-laktam antibiyotikler bakteri hiicre duvart membraninda bulunan PBP’lere
ulasirlar, ancak bu proteinler diisiik afiniteli oldugu i¢in yeterince baglanamazlar ve
bakteri duvar1 peptidoglikan sentezi yavas da olsa devam eder [Forsgrenve Sjoquist,
1966; Altug ve ark., 1995; Demm ve Hadju, 1997]. Boylece metisiline rezistan
Stafilokokus, metisiline duyarli Stafilokokuslara oranla daha yavas tirerler ve floraya

hakim olabilme agisindan biiyiik dezavantaja sahiptirler [Kloos, 1986].

Homojen direnc

Bakteri kolonisini olusturan tiim bakteriler mec A genini tagirlar. Tiimiinde bu gen
ekprese olms, fonksiyoneldir. Yiiksek diizeyde dirence neden olur. Direncin tespiti
ortamin pH’s1, sicaklik, tuz konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi gibi c¢evresel
faktorlerle iligkili degildir. Klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda izole edilen
Stafilokokuslarin az bir kisminda metisilin direnci bu sekildedir [Faller ve Schleifer,
1981].

Heterojen direnc

Ortamin pH’s1, sicaklik, tuz konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi gibi ¢evresel
kosullardan etkilenmesi nedeni ile tespiti gii¢ olan, problem olusturan direng¢ ancak
106-108 bakteride bir tespit edilir. Bunun fem A veya faktor X gibi kontrol genlerin
fonksiyonu ile olustugu diisiiniilmektedir. Bu tiir direng, duyarhlik testleri %4 NaCl
iceren ortamda, diisiik sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda daha iyi

tespit edilebilmektedir [Genigeorges, 1986; Bergdol, 1990].
Tolerans
Tolerans, bir bakterinin, beta-laktam antibiyotiklere ve hiicre duvari sentezini inhibe

eden diger antibiyotiklerin 6ldiiriici ve ¢ok defa ayni1 zamanda eritici etkisine kars1

Oliim oranimin diisiik olmasi, dolayisiyla bakterisid antibiyotiklerin bakteriye sadece
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bakteriyostatik etki gdstermesidir. Toleransin, bir otolitik enzim inhibitdriiniin ¢cok
fazla sentezlenmesi sonucu yol actig1, artmis otolitik enzimlere bagli olarak gelistigi
diisiiniilmektedir. Normalde penisilin ve diger hiicre duvar1 sentezini engelleyerek
bakterisid etki gosteren antibiyotikler dogal otolizin inhibitorlerini bloke ederek,
otolizin aktiviteyi arttirirlar. Bunun sonunda otolizinler, hiicre duvarinda

peptidoglikan tabakadaki ¢esitli kovalent baglar1 agarak hiicre lizisine neden olur.

Baz1 S. aureus ve S. pneumonia suslarinda, otolitik enzimler azalir ve beta-laktam
antibiyotiklerin bu suslarin biiylimesini durdurdugu, ama lizize neden olmadiklari
saptanmistir. Bu suslara ‘penisilin tolerans’ suslar denir. Klinik olarak minimal
bakterisidal konsantrasyonun minimal inhibisyon konsantrasyonuna orani 32’nin
tistiinde olmasi ile anlagilir. Tolerans genotipik tolerans olarak ikiye ayrilir; ancak
tolerans denince anlasilan genetik toleranstir. Genetik tolerans, instrinsik bir olay
degildir. Antibiyotik kullanimi ile kazanilmaktadir. Tolerans, transformasyon,
muhtemelen transdiiksiyon ile laboratuarda bakteriden bakteriye aktarilabilir [Tham,
1997].

2.4.2. . Non-beta-laktam antibiyotiklere direnc

Ozellikle MRSA’larda ¢oklu antibiyotik direncine daha fazla rastlanir ve 6nem
kazanir. Bir c¢ok calismada MRSA’larin  gentamisin, tobramisin, netilmisin,
streptomisin, eritromisin, tetrasiklin, minosiklin, trimetoroprimsulfametasaksazol,
klindamisin, kloramfenikol, rifampisin, siprofloksasin, fusidik asit, gibi pek ¢ok
antibiyotige direngli oldugu vurgulanmustir [Jasper ve ark, 1985; Ozkan ve ark.,
1985].

Daha 6nce de vurgulandigi gibi metisiline direngli Stafilokokuslar tiim betalaktam
antibiyotiklere kesinlikle direngli olmalari yaninda makrolidler, linkozamidler,
kinolonlar, tetrasiklin ve aminoglikozidler gibi bir¢cok antibiyotige de yiiksek
oranlarda direng gostermektedirler. Stafilokokuslardaki metisilin direng oranlari

Ozellikle hastane kokenlerinde ¢ok yiiksektir.
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Vankomisin, penisilinaz {ireten veya liretmeyen, metisiline duyarli veya direngli tim
Stafilokok kokenlerine etkilidir. Ancak, daha once de belirtildigi gibi heniiz ¢ok
yaygin olmasa da vankomisine direcli S. aureus saptanmaya baslamistir. 1956
yilinda klinik kullanima giren vankomisinin ilk yillarda sik goriilen yan etkileri daha
sonraki yillarda ilacin saflagtirllmasiyla ¢ok aza indirilmistir. Gram pozitif
bakterilere ¢ok giiglii etkinligi olan vankomisinin aerop veya anaaerop gram negatif
bakterilere kars1 etkinligi yoktur. Bu nedenle vankomisinin majér kullanim alani

metisiline direngli ciddi Stafilokokus infeksiyonlaridir.

Teikoplanin, yapisal olarak vankomisine ¢ok benzeyen bir baska glikopeptit
antibiyotiktir. Etki alani vankomisin gibidir. Ancak KNS’lere karsi etkinligi

vankomisine gore daha azdir [Zarzour ve Belle ,1978].

2.5. Stafilokoklar da antibiyotik direnci

Alexander Fleming’in 1928’de penisilini bulmasi ve 1940 yilinda Florey ve Chain
tarafindan penisilinin klinik kullanima girmesiyle biiyiik miktarda {retimine
baslanmis ve stafilokokkal infeksiyonlarda morbidite ve mortaliteyi ¢ok kisa siire
diisiirmiistiir. Ancak, daha sonraki yillarda penisilini inaktive eden stafilokok suslari

ortaya ¢cikmaistir.

[k kez penisilinaz iireten stafilokok susu 1944°de Kirby tarafindan bildirilmistir. Bu
tarihten itibaren stafilokoklarda penisilin direnci giderek artmis ve 1950’11 yillarda
penisilinin yan1 sira eritromisin, tetrasiklin, streptomisin gibi o dénemde kullanilan

antibiyotiklere de direnc gelismistir [Cetinkaya ve Unal, 1996].

1960 yilinda metisilin ve daha sonraki yillarda oksasilin, kloksasilin ve nafsilin gibi
diger penisilinaza direngli penisilinlerin klinik kullanima girmesiyle stafilokokkal

infeksiyonlarin tedavisinde ikinci 6nemli asama kaydedilmistir. Ancak ¢ok kisa bir
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zaman icinde Barber tarafindan 1961°de stafilokoklarda metisilin direnci

bildirilmistir [Brumfitt, 1989; Willke,1992].

Metisilin direngli S. aureus (MRSA) suslar1 1970’11 yillardan itibaren yaygin olarak
kullanilan bir¢cok antibiyotige karst direncli hale gelmeye baglamistir. Bdylece
MRSA, c¢oklu antibiyotik direnci gostermesi, buna bagli olarak da tedavide
karsilasilan giicliikkler ve nazakomiyal epidemilere yol a¢masi nedeni ile tiim
diinyada ve iilkemizde ciddi bir saglik sorunu haline gelmistir [Waldvogel, 2000;
Caner, 1998]. Giinlimiizde, bu infeksiyonlarin tedavisinde tercih edilecek antibiyotik
grubu, glikopeptid antibiyotiklerdir (vankomisin ve teikoplanin). Trimetoprim—
sulfametoksazol (TMP-SMZ), makrolitler, klindamisin, kinolonlar, fusidikasit gibi
antibiyotikler MRSA suslarina in vitro etkili goriinebilmekle beraber bu
antibiyotiklerin ciddi infeksiyonlarda tek basina kullanilmalari uygun degildir.
Ustelik MRSA suslar1 siklikla kinolon, makrolid, aminoglikozit gibi antibiyotik
gruplarina da direng gosterebilirler. Son yillarda, vankomisin duyarliligi azalmis

MRSA suslar1 da bildirilmistir [Nicos, 1985; Sieradzki ve ark.,1999].

Stafilokokuslarda metisilin direnci 3 ana baglik altinda toplanabilir;
1- Intrinsik Metisilin Direnci

a- Homojen Direng

b- Heterojen Direng
2- Borderline (Sinirda) Metisilin Direnci

3- Intermediate Metisilin Direnci

1- Intrinsik metisilin direnci: Diren¢ mekanizmalari iginde en ¢ok goriilenidir. S.
aureus suslarindaki metisilin direnci kromozomal (intrinsik) bir direngtir. PBP-2
veya PBP-2a olarak gosterilen ek bir penisilin baglayan proteinin (PBP)
sentezlenmesi neticesinde ortaya g¢ikar. Bu protein sadece MRSA’larda bulunur.
Metisiline duyarli stafilokoklarda (MSSA) PBP-2a bulunmaz [Waldvogel, 2000;
Ruben ve Norden, 1991]. PBP-2a’nin baslica 6zelligi, metisilin ve diger beta-laktam

antibiyotiklerin ¢oguna zayif affinite gOstermesi ve bu antibiyotiklerin varliginda
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bloke edilen diger PBP’lerin fonksiyonunu iistlenip hiicre duvar1 sentezini

stirdiirmesidir [Lencastre ve ark.,1991].

Mec A geni sadece metisiline direngli stafilokoklarda bulunur. Intrinsik metisilin
direnci gosteren stafilokok izolatlar1 - laktam antibiyotiklerin yani sira diger bircok

antibiyotige de direng gosterirler [Ruben ve Norden, 1991; Nicos, 1985].

a- Homojen direng: Kolonideki biitlin bakteriler mec A genini tagirlar, hepsinde de

bu gen fonksiyoneldir. Bu direng ¢evresel faktorlerden etkilenmez.

b- Heterojen diren¢: Klinik uygulamada c¢ok sik karsilagilan bir direng seklidir.
Koloniyi olusturan mikroorganizmalar mec A genini tagimalarina ragmen direng
ancak, 106-108 bakteriden birinde eksprese olur, inkiibasyon siiresi, 1s1, tuz
konsantrasyonu gibi degisik c¢evresel faktorlerden etkilenmesi sebebiyle tespiti

zordur.[NCCLS].

2- Borderline (Simirda) metisilin direnci: Mikroorganizma tarafindan yiiksek oranda
B-laktamaz salgilanmasi neticesinde gelisir. Metisiline direnci sinirda gosterdikleri
icin bu izolatlara Borderline Resistant S. aureus (BORSA) denmistir ve direng
plazmid kontroliindedir [Unal, 1993; Voss ve ark.,1994].

3- Intermediate metisilin direnci: Son yillarda B-laktamaz negatif ve mec A geni
tasimayan S. aureus izolatlar1 elde edilmistir. Bu mikroorganizmalarda diger iki
diren¢ mekanizmasinin  disinda  yeni bir diren¢ mekanizmasi oldugu
diisiiniilmektedir. Bu mekanizma ise, stafilokoklarda modifiye PBP’lere bagh
duyarhilik azalmasi seklindedir. Bu sekildeki direngli izolatlara Modified Resistant S.
aureus (MODSA) denir. Bu izolatlardaki diren¢ mekanizmast pnomokoklardaki
penisilin direncine benzemektedir [Ruben ve Norden, 1991; Arslan, 1995].

Marples ve arkadaslari tarafindan 1986 yilinda Ingiltere’de MRSA suslarma bagh
hastane infeksiyonlarinin ortaya ¢iktigr ve infeksiyon nedeniyle dliimlerin oldugu

rapor edilmistir. MRSA suslarinin kolonizasyon ve infeksiyonlarimin endemik,
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epidemik ve sporadik olarak ortaya ¢iktigi bildirilmistir [Marpler ve Cook, 1888].
MRSA suslar1 epidemiyolojik farkliliklar gostermesine ragmen biitiin iilkelerde

direnglilik 6zellikleri bakimindan benzerlik gostermektedir [Marpler ve Cook, 1888].

2.6. Biyofilm ve antibiyotik direnci

Biyofilm i¢indeki bakteriler antibiyotiklere planktonik iireyenlere kiyasla yaklasik
1000 kat daha direnglidirler [Hoyle ve Consterton, 1991]. Antibiyotik direncinin
effluks pompasi, enzim modifikasyonu ve hedef mutasyonu gibi bilinen
mekanizmalar1 biyofilmdeki bakterinin korunmasinda rol oynamaz. Hatta genetik
olarak direngli olmadigi bilinen bakteriler bile biyofilm formunda bulunduklarinda
azalmig duyarlilik gosterirler. Bakteriler biyofilmden ayrildiklart zaman siklikla
antibiyotiklere duyarli hale gelirler [Anvar ve ark., 1989; William ve ark., 1997], bu
da biyofilmdeki bakterilerin mutasyon veya tasinabilir genetik parcalar yoluyla

diren¢ kazanmadigini diisiindiiriir.

Bakteriyel biyofilmlerin antibiyotik direncinde ilk hipotez, antibiyotiklerin biyofilm
igine yavaslamis ya da yetersiz gegisidir [Steavart ve Consterton, 2001]. Biyofilm
matriksi antibiyotiklerin biyofilm boyunca diflizyonunu sinirlayan, molekiillerin
biyofilmde 6ldiirmek icin yetersiz birikimi ile sonuglanan fiziksel bir bariyer rolii
oynayabilir. Ancak antibiyotikler gibi kiiclik molekiiller i¢in, matriks diflizyon
sinirlamas1  gostermez [Steawrt, 1998] ve gercekte bircok antibiyotik biyofilm
serbestce gecebilir [Vrany ve ark., 2003; Walters ve ark., 2003]. Diger yandan
negatif yiiklii olan biyofilm matriksi, pozitif ylik tasiyan aminoglikozidler gibi bazi

antibiyotiklerin gegisini geciktirir.

Bir ¢alismada, ampisilinin, p-laktamaz mutant K. pneumoniae tarafindan yapilan
biyofilmden diflize olurken, [B-laktamaz iireten suslara ait biyofilmden difiize
olmamasinin, antibiyotigin enzim ile azaltilmasinin biyofilme difiizyonundan daha
hizli oldugunu diisiindiirmiistiir [Anderly ve ark., 2003]. Biyofilmin fiziksel bariyer

olusturma Ozelliginin, O6zellikle vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptidlerin
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gecisinin engellenmesi ve vankomisinin, gentamisin ile olan sinerjistik etkisinin

bozulmasinda en 6nemli mekanizma oldugu gosterilmistir[Farber ve ark., 1990].

Ikinci hipotez biofilm igindeki degismis kimyasal mikrogevreye dayanir. Bu hipotez,
besin ve oksijen kisitlilig1 sonucunda biyofilmde yavas biiyiime ve diisiik metabolik
aktivitenin antibiyotik toleransina yol agtigin1 6ne siirer. Mikroelektrod ile yapilan
calismalar gdstermistir ki, oksijen biofilmin yiizey tabakalarinda tamamen tiiketilir
ve bu durum biofilmin derin tabakalarinda anaerobik ortam olusumuna yol agar.
Boylece derin katlardaki biyofilm anaerob bir ¢evrede yasar [Walters ve ark, 2003].
Anaerob kosullar hem aminoglikozidlerin hem de florokinolonlarin etkinligini azaltir
[Tack ve Sbaht, 1985; Zabinski ve ark.,1995] ki bu da oksijen kisitliliginin
antibiyotik toleransin1 kolaylastirabilecegine isaret eder. Ek olarak, asidik artik
tirtinlerin lokal birikimi esas sivi1 ile biofilmin i¢i arasinda 1’den fazla pH farkliligina
yol agar ve direkt olarak antibiyotik etkisini antagonize eder. Bundan bagka, biofilm
icindeki osmotik g¢evre degistirilebilir ve bdylece osmotik stres yaniti indiiklenir

[Prigent-Combaret ve ark., 1999].

Antimikrobiyal ajanlara karsi biofilm direncini aciklayan ii¢lincii hipotez, biofilm
iligkili hiicrelerin planktonik hiicrelerden anlamli olarak daha yavas biiyiidiigi ve
sonug¢ olarak antimikrobiyal ajani1 daha yavas tuttugu seklindedir. Bir substratin
yoklugu ya da inhibitér bir artik {iriinlin birikmesi bazi bakterilerin gelisiminin
durmasma ve oldiiriilmekten korunmasma yol agar. Ornek olarak; hiicre duvar
sentezini hedefleyen penisilin antibiyotikler yalnizca biiylimekte olan bakterileri
oldiirebilirler [Stevart ve Consterton, 2001]. DuGuid ve arkadaslar1 S. epidermidis
biyofilm biiyiime hizlarinin antibiyotik duyarliligini kuvvetle etkiledigini; hiicre
bliylime hizi ne kadar yiiksekse, siprofloksasinle inaktivasyon hizinin o kadar yiiksek

oldugunu gostermislerdir [Duguid ve ark., 1992]
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2.7. Biyofilm

2.7.1. Biyofilmin Tarihcesi

Mikroorganizmalar bir siire oncesine kadar, hizli ¢ogalan ve tek baslarina hareket
ederek serbestge dolagan canlilar olarak goriilmekteydi. Arastirmacilar bu yiizden bu
giine kadar, planktonik olarak da adlandirilan ve diger bakterilerden bagimsiz olarak,
tek baglarina dolasan mikrobiyal hiicrelerin davraniglarini  incelemis ve
arastirmalarini bu yonde gelistirmislerdir. Bununla beraber, bakterilerin planktonik
formdan ¢ok, bir yiizeye tutunarak ve biyofilm adi verilen bir yapi olusturarak
hayatlarin1 devam ettirdigine dair kanitlarin ortaya kondugu bir cok calisma

gerceklestirilmistir [Rijnarts ve ark.,1993; Donlan, 2002].

Biyofilm kavrami, ilk 17. Yiizyilda Van Leeuwenhoek‘un kendi dislerindeki
plaklarda, mikroskopla saptanabilen varliklari tespit etmesi ile ortaya ¢ikmistir. Uzun
yillar konu iizerinde herhangi bir ¢alisma yapilmamasina karsin, biyofilmler ve
ozellikleri ile ilgili genel teori 1978’den sonra artarak bildirilmeye baslanmistir
[Costerton ve ark., 1978]. O zamandan beri biyofilm yapisi, olusum nedeni ve
mekanizmasi ile ilgili ¢alismalar hizla ilerlemis olup biyofilimlerin varligi derin
yeralt1 sular1 ve okyanusun derinleri disinda tim dogal ekosistemlerde saptanmistir

[Costerton ve ark., 1995 ].

Marshall 1976 yilinda ¢ok ince ekstraselliiler polimer fibrillerin bakteri yiizeyine
sabitlendigini  bildirmistir [Marshall, 1976]. Costertan ve arkadaglart su
sistemlerindeki bakteri topluluklarinin, dogal olarak polisakkarid i¢inde bulunurken,
yapigmis bakteri topluluklarinin glikokaliks matriks i¢inde bulundugunu ve bu
matriks yapisinin adhezyona aracilik ettigini gozlemlemis , 1987°de biyofilmin daha
cok aniyonik eksopolimer matriksden olusan oldukc¢a hidrate yapi iginde sesil

hiicreler ve mikrokolonilerden olustugunu bildirmistir [Costerton ve ark., 1995].



24

2.7.2.Biyofilm ve 6nemi

Rijnaarts ve arkadaslarina gore (1993) biyofilm, bakteriyel hiicrelerin mikrobiyal
olarak degisime ugramis yiizeye ya da birbirine tutunarak, matriks ya da hiicre dis1
polimerik madde (EPS) i¢ine gomiilmiis olan tek hiicrelerden ¢ogalan, genetik yap1
ve protein sentezi agisindan tamamen degisik, makroskobik olarak opak yapida,
ortalama 100-500u boyutlarinda, kosullara gore degisen en ve boyda, kaygan,
plirlizsiiz, giderilmesi zor bir yapidir [Rijnaarts ve ark., 1993; Hood ve Zottola, 1997;
Watnick ve Kolter, 2000; Jenkinson ve Lappin-Scott, 2000; Sutherland, 2001;
Donlan, 2002].

Elder ve arkadaslari (1995) biyofilmi, mikroorganizmalarin ekzopolimer matriks
araciligr ile olusturduklan yapisal birlik ve Carpentier ve Cerf (1993), bakterilerin
gomiilii olarak bulundugu ve yilizeye yapismis olan organik polimer matriks olarak

tanimlamiglardir [Elder ve ark. 1995].

Watnic ve Kolter (2000) biyofilmi, cansiz ya da canli bir yiizeye tutunmus birgok
bakterinin salgiladiklart mukoz yap1 igerisinde bir araya gelmesiyle olusan

“mikroplar sehri “olarak tanimlamistir [Watnic ve ark. 2000].

Donlan (2002) biyofilmi, geri doniisiimsiiz olarak bir substrata, ara yiize veya
birbirlerine tutunmus, kendi trettikleri ekstraselliiler polimerik maddelerden olusan
bir matriks igerisinde gomiilii, biiylime hizlar1 ve gen transkripsiyonlar1 agisindan
serbest dolasan tiirdesleri ile aralarinda farkliliklar bulunan mikrobiyal hiicrelerden

olusan hareketsiz bir topluluk olarak tanimlamistir [Donlan 2002].

Post ve arkadaslarina gore (2002) biyofilm, bir ylizeye yapisarak, belirli bir yapisal

biitiinliik icerisinde toplu halde yasayan ve birbirleriyle haberleserek varliklarinin
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devamu i¢in gerekli islevlerin yerine getirilmesini saglayan bakterilerin olusturdugu

bir organizasyondur.[ Post ve ark. 2002].

Kierek ve Karatan (2005), Biyofilmler, hidrate bir matriks igerisinde goémiili

hiicrelerin olusturdugu ¢ok katmanli,yiizeye bagli mikrobiyal topluluklardir [ Kierek
ve Karatan, 2005].

Biyofilm igerisinde yasamak bakteriler i¢in avantajlidir. Oncelikle matriks hem
fiziksel giliglere hem de kimyasal saldirilara karsi (hidrojen peroksit, klorin gibi)
koruyucu bariyer saglar [Elkins ve ark., 1999; Noorwood ve Gilmous, 2000; Yildiz
ve ark., 2001]. Biofilm ig¢indeki bakteri birgok antibiyotik tarafindan o6ldiirmeye
direnglidir ve fagositoza direng gostererek immiin sistemden kagar [Mah ve ark.,

2003; Steawart ve ark., 2001; Leid ve ark., 2002].

Biyofilmin tek hiicreden iistiinliikleri Donlan (2002) tarafindan doért madde altinda

toplanmistir. Bunlar sirasiyla ;

1) Biyofilm igerisindeki bakterinin salgiladigt EPS yapisi ortamdaki besin
maddelerinin  (C-N-PO, gibi) daha konsantre hale gelmesini saglayarak
bakterilerin bu besinleri kullanimin1 artirmaktadir.

2) Biyofilm yapisindaki bakteriler anti mikrobiyal maddelere, yiizey gerilimi
degistiren ajanlara, sicakliga, konakg¢iya ait fagositlere, konak¢i oksijen
radikallerine, proteazlar gibi ¢esitli kosullara ve maddelere karsi direnglilik
gelistirirler.

3) Yiizeyde bulunan bakterilerin tabakali dizilimi ¢esitli kimyasallara kars1 mekanik
kalkan olusturmaktadir. Bunun yani sira yiizeydeki tabakada katalaz, peroksidaz,
proteaz ve lipaz inhibitdrleri salgilayarak antimikrobiyellere karsi i¢ yiizeyde
bulunan bakterileri korurlar.

4) Biyofilm pargalar1 zamanla olgun biyofilmden koparak yeni yiizeylere yayilir.

Bu sekilde planktonik bir hiicrenin tutunmasindan daha kolay bir tutunma
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gerceklestiriler. Boylece ortamda biyofilm olustugu anda birbirini takip eden
tutunmalar daha hizli gergeklesecektir [ Koluman, 2006].

Bakteriler tercihen olumsuz ortamlarda biyofilm yaparlar [John Wiley ve Sons,
1990]. Bir¢ok kez pasajlanmis ve adhezyon yetenegini yitirmis laboratuvar suslariyla
yapilmis bakteriyel adhezyon calismalarinda, piiriizsiiz yiizeylerin bakteriyel
adhezyondan kacgabildigi saptanmistir. Buna karsilik; pasajlanmamis ve biitiiniiyle
adheran bakteriyel suslarla yapilan calismalarda piiriizsiiz ylizeylerin, piirizli
yiizeyler kadar kolay kolonize oldugu ve yiizeyin fiziksel 6zelliklerinin bakteriyel
adhezyona etkisinin minimal oldugu gosterilmistir [Consterton, Lewondowski ve
ark.,1995]. Biyofilm olusumu sonrasi sessil hiicreler tarafindan sentezlenen
eksopolisakkarit maktriks, biyofilme viskoelastik bir yap1 kazandirir [Stoodley ve
ark., 1998]. Bakterilerin uygun kosullarinin oldugu ortamlarda olusturduklar
biyofilmler kirilgan bir yapiya sahipken, uygun olmayan kosullarda iirettikleri
biyofilmlerin viskozitelerinin arttigi ve mekanik kirtlmalara dayanikli olduklar

gosterilmistir [Donlan, 2002].

Biyofilmin temel birimi “mikrokoloniler’dir. Mikrokoloniler bir veya birkag tiirdeki
bakteri hiicresinden olusurlar. Mikrokolonilerin %10-25’1 hiicrelerden ,%75-90’1 ise
EPS matriksinden olugmaktadir. Mikrokoloniler ¢ogunlukla “mantar benzeri sekil”e

sahip yap1 olarak tanimlanmistir [Donlan, 2002].

2.7.3. Bakteriler neden biyofilm olusturur?
1.Biyofilm formasyonunda strese yanit

Biyofilmler, kan akimi1 ve salgilarin yikayici etkisi tarafindan olusturulan gerilme
kuvvetleri gibi fiziksel kuvvetlere direnglidir. Biyofilm, igindeki organizmalari
besinsel eksikliklere, pH degisikliklerine, oksijen radikallerine, dezenfektanlara ve

antibiyotiklere karst koymada, planktonik hiicrelerden daha basarilidirlar. Biyofilme



27

zarar verme ¢abasi gergekte, biyofilmin kendisinden ¢ok ¢evresindeki dokuya zarar

verir.
2. Kolonizasyon

Insanlar ve hayvanlar, siirekli olarak viicutlarina yerlesmeye calisan
mikroorganizmalara kars1 kompleks bir immiin sistem gelistirmislerdir. Viicudun en
azindan bir boliimii, bakterinin yasama ve gelismesi i¢in besin, su, O, ve 1s1 gibi
ortamda devamli bulunan faktorlerle sabit bir yap1 olusturmaktadir. Tiim bunlarin
sonucu viicudun immiin sistemi ile bakteri arasinda, viicudu istila etmesine karsi
amansiz bir yaris siiregitmektedir. Bazi durumlarda uzlagsma olarak belirli bolgelerde
biiylik miktarlarda kommensal bakterilerin yasamasina miisade edilmektedir ve bu

bakterilerin ¢ogu biyofilm olusturmaktadir [Jefferson, 2004].

Biyofilm olusum hipotezini destekleyen bir diger bulgu da ,karbon katabolitlerini
indiikleyen gen regiilasyonun biyofilm formasyonunda kritik rol oynadigi
bulgusudur. Eksopolisakkarit ekspresyonu ve biyofilmin gelismesi, glukoz ya da
diger kullanilabilir karbon kaynaklarinin bol olmasi durumunda, Pseudomonaslar,
V.cholorae, E.coli, Stafilokok ve Streptococcuslar gibi bazi bakterilerde 6nemli
Ol¢iide artmistir [O’Toole ve ark., 2000 ; Jefferson , Pier ve ark., 2004] .

3. Topluluk olusturmak

Bakterilerin fenotipik farkliliklar1 olmasina karsin ayni ¢evre faktdrlerine ayni yaniti

vermeleri topluluk olusturma 6zelliklerinin en 6nemli gostergesidir [Jefferson, 2004].
Topluluk olusturmak i¢in bakteriler ;

a) Metabolik yiikii paylasmak

b) Gen transferi

¢) Ozverili davranis gibi bir dizi diizenlenebilir davranig gdsterirler.

4. Yasanabilir ¢cevre gelistirme
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Ozellikle ortamdaki glukozun bakteri tarafindan kullanilabilir olmasmin
Pseudomonaslar, V.cholorae, E.coli ve Staphylococlarin EPS ekspresyonu ve
biyofilm olusturmalarin1 belirgin bir sekilde arttirdigi gosterilmistir. Karbon
katabolitlerinin konakg¢ida yapismis bakterinin gen regiilasyonunu indiikleyerek
biyofilm olusumunda kritik rol oynamasi baterinin konak¢ida uygun bir ortam
olusturarak kalabilmesindeki mekanizmalar i¢in biyofilm gerekliligi hipotezini ciddi

sekilde desteklemektedir [O’Tootle ve ark., 2000; Ammendolia ve ark., 1999].

2.7.4. Biyofilm yapisi ve genel 6zellikleri

Pek ¢ok mikroorganizma ekstraseliiler polimerik araglarin biyosentezi tarafindan
fonksiyonel bir yap1 olustururlar ve biyofiln olarak isimlendirilen ekstraseliiler
polimerik maddeler (ekzopolisakkaritler, EPS’ler) sentezlerler [Yilmaz ve Celik,
2007 ].

Biyofilmdeki hiicreler, polisakkaritler, proteinler, DNA ve su karigimindan olusan
ekstraseliiler matriks yapisi ile birbirlerine tutunmaktadirlar. Bu {iriin bakterilerin
koloniler olarak biiyiimelerine yardim eden, besleyiciler ile konuglanmis ,sert
yiizeylere tutunmalarin1 saglayan yapilardir. Bu EPS’ler ya bakteri yiizeyine tutulu
olarak kalirlar ya da yapiskan bir sekilde ekstraseliiler ortamlarda serbest olarak
bulunurlar. Jel olusumu, flokulasyon, emiilsiyon, absorbsiyon, film formasyonu ve
koruma gibi pek c¢ok role sahip bu polimerler, biyofilm matriksinin ana yapi
materyalidir [ Yilmaz ve Celik, 2007].

EPS’nin kimyasal ve fiziksel olarak farklihik gosterse de oOncelikli olarak
polisakkaritten olustugu, polisakkaritlerden bir kismimin dogal, bir kismininda
anyonik yapida oldugu ortaya konmustur. Uronik asitlerin (D-glukonik, D-
galakturonik ve mannuronik asitler) ya da ketal baglantili piruvatlarin bu yapiya
anyonik oOzellik kattigi bildirilmistir [Sutherland, 2001]. Biyofilmde gram pozitif
bakterilerin varliginda EPS katyonik yapi gosterir ve ana yapi teikoik asit ve

proteinden olusur [Hussain ve ark. 1993] .



29

Sutherland (2001), tarafindan yapilan calismada EPS’nin yiiksek seviyede su
icerdigini ve yapisindaki hidrofobik ya da hidrofilik kisimlar barindirdigin
bildirilmistir.

Leriche ve ark. (2000), tarafindan yapilan benzer bir ¢alisgmada ise hidrofilik
boliimlerde yapinin %93’niin su oldugu bildirilmistir. Hem hidrofilik hem de
hidrofobik yapilarin bir arada oldugu EPS varligi, gesitli bakterilerce olusturulan
biyofilmde tanimlanmigtir [Koluman, 2006 | .

Polisakkaritler, iiretici suslar tarafindan katabolize edilemediklerinden enerji kaynagi
degildirler, buna karsilik mikroorganizmay1 veya ortami kurumaya karsi korur,
zararli veya diisman bir ortamdan uzaklastirirlar. EPS, bakteriyi koruyucu bir ortii
seklinde sarmakta ve olas1 tehlikelere karsi onlar1 korumaktadir. EPS’nin bakteriyi
koruma 06zelligi ayrica antibiyotiklere karsida fiziksel bir koruyuculuk seklinde de
ortaya ¢ikmaktadir. Ortamdaki metabolik iyonlarin tutulmasini saglarlar ayrica bitki,
insan ve hayvan patojenlerinin irettikleri EPS’lerin viriilans faktorii olduklar da
bilinmektedir. Ayn1 zamanda bitkilerle bakteriler arasinda bir etkilesim aracidir.
Sonug¢ olarak, yiiksek molekiiler yapiya sahip EPS sekli kolonin direncini ve
kararligini ortaya koymaktadir [Yilmaz ve Celik, 2007].

Polisakkaritler, bakteri suslarinin ¢ogalmalar1 sirasinda susa ve ¢ogalma evresinin
farkli kademelerine gore degisen kosullarda sentezlenir. Sentez, hiicre disinda oldugu
kadar membranda da meydana gelebilir. EPS sentezinin Sutherland (2001),
tarafindan Onerilen genel modele gore gerceklestigi diisiincesi agirlik kazanmustir.

EPS olusumunda ;
- UDP-glikoz-dehidrogenaz
- Glikozil- transferaz
- Galaktozil-transferaz 1 ve 2

- Polimeraz gibi polisakkarit sentezine 6zgii olmayan bir¢ok enzim gorev alir.
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- Heteropolisakkaritler hiicre i¢inde sentezlenirler ve daha sonra hiicre digina
¢ikarilarak hiicrenin etrafin1 sararlar. Bu islemler i¢in birgok enzimin
varligina ihtiya¢ duyulur. Bu enzimlerden bazilar1 lipopolisakkaritlerin
sentezinde de kullanilmaktadir. Notral homopolisakkaritlerin sentezi farklidir.
Hiicre disinda iiretilen bu EPS’ler sakkaroz varliginda sirasiyla, levansukroz
ve dekstransukroz enzimlerinin aktivitesi ile ekstraseliiler olarak
tiretilmektedir [Y1lmaz ve Celik, 2007].

2.7.5. Biyofilm olusum mekanizmasi

Bir biyofilmin olusmasi i¢in gerekli olan ortak bilesenler mikroorganizma,
glikokaliks ve ylizeydir. Bu bilesenlerden biri olmadig: takdirde biyofilm olusmaz
[Donlan, 2002].

Bir biyofilmin yapist %95-97 su olmak iizere %2-5 mikroorganizma, %1-2
polisakkarid, %1-2 protein, %1-2 DNA ve iyonlardan olusmaktadir. Biyofilmler tek
bir mikroorganizma tlirii tarafindan olusturulabildigi gibi birden fazla tirii de
yapisinda barindirabilir. Farkli tlirlerde olusan biyofilmlerde her tiir kendi
mikrokolonisini olusturur. Bu mikrokoloniler birbirlerinden su kanallar1 araciligiyla
ayrilmistir. Bu su kanallar1 i¢inde devam eden su akisi besin maddelerinin ve
oksijenin diflizyonunu saglar. Sistemin yapisina, mikroorganizmanin tiirline ve
cevresel faktorlere bagl olarak olgun bir biyofilmin olusmasi birkag¢ saat ile birkag
hafta zaman alir. Ornegin; P. aeruginosa’nin elektrik yiiklii bir yiizeye yapismasi

sadece 30 saniye alir [Jones ve ark., 1969].

Genomik ve proteomik c¢aligmalar sonunda biyofilm gelisimi ile ilgili birgok gen
bulunmustur. Bu genlerin hiicre fizyolojisindeki rolleri arastirildifinda adezyon,
“‘quorum sensing’’, hiicre duvar yapimi, metabolizma, stres cevabi ve plazmide
baglanmada etkili olduklar1 goriilmiistiir. Biyofilm olustuk¢a mikro c¢evredeki

degisiklikler gen ekspresyonlarinda da degisiklikler olusturarak biyofilmin
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olusumunu hizlandirmaktadir. Biyofilm olusumuna etkili genlerin bir kismi1 biyofilm
olusumunu arttirirken bir kismi da azaltmaktadir. Biyofilm olusturan genetik

materyal plazmidler aracilig1 ile de kolaylikla aktarilmaktadir [Post ve ark., 2004].

Biyofilm gelisimi uygun mikroorganizmalarin varliginda hemen hemen her ¢evre ve
her yiizeyde meydana gelebilir. Mikroorganizmalarin ¢ogunlugu durumunda;
mikroorganizmalarin normal yasami ve iiremeleri i¢in kati yiizeylere tutunmasinda
canli ya da inert ve /veya organik ya da inorganik olusumlar esansiyel sartlardir
[Costerton ve ark. ,1987; Melo ve ark., 1992; Zottola ve Sasahara ,1994].

Biyofilm olusumu 5 evrede gerceklesmektedir;

{.,_q—_———-
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Resim 2.1. Biyofilm olusum agamalari
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1.Tutunma

Biyofilm olusumu bakterilerin bir ylizeye tutunmalar1 ile baslayan dinamik bir
olaydir. Tutunma sonucu biyofilm fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olan bir dizi
genetik islem baglatilir. Bakterilerin bir yiizeye tutunabilmeleri i¢in, kendilerinin bir
yiizey ile ne zaman temas kurduklarini anlamalar1 gereklidir. Bakteriler bu ¢evresel
uyarilar fenotipik degisiklere ¢evirebilmek amaciyla, bir verici ve bir alicidan olusan
diizenleyici bir sisteme sahiptir. Tutunma isleminden sonra biyofilm olusturmak
yoniinde farklilagma isleminin baslamasi, ‘‘quorum sensing’’ sistemi denilen baska
bir haberlesme sisteminden gelen yanitlara baglidir. Bu sistem ile bakteriler
cevrelerindeki bakteriyel popiilasyonun yogunlugunu belirlerler. Bir yiizeye tutunan
her bakteri, ortama mesaj veren bir molekiil salgilar. Yiizeye tutunan bakterilerin
sayist arttikca, bu sinyalin lokal konsantrasyonlari artmaktadir. Bu sinyal
molekiiliiniin konsantrasyonundaki artis ile birlikte, biyofilm olusumuna yonelik bir
dizi islem baslatilmis olur. Biyofilm icerisindeki bakteriler interselliiler, diisiik
molekiil agirliklarina sahip haberciler araciligiyla iletisim saglarlar [Vuong, 2002].

Baslangicta bakteri hiicreleri arasinda gelisen zayif etkilesim ve substrat reversbl
tutunmadir; Reversble yapisma siirecini etkileyen cesitli uzun mesafe etkilesim
giicleri, elektrostatik giic ve hidrofobik etkilesimlerdir. Bu asamada bakteri hala
Brown hareketi gosterir ve ¢ok az bir durulama gibi kesici gili¢ akimlari ile ortadan
kaldirilabilir [Marshall ve ark.,1971]. Hiicrelerin irreversbl tutunmasi ise biyofilm
olusumundaki bir sonraki ¢ok &nemli basamaktir. Itici giicler bakteri hiicrelerinin
yiizeyle direkt kontaktini engeller. Ancak bakterilerin flagella, fimbria ve pili gibi
yiizey uzantilarini ve ekzopolisakkarit fibrillerinin iiretiminden dolay: ylizeyle temas
devam eder [Jones ve Isaacson, 1983; Hancock, 1991]. Geri doniisiimsiiz tutunma
dipol dipol etkilesimi, hidrojen, iyonik ve kovalent baglar ve hidrofobik etkilesimleri
iceren kisa mesafede etkili gesitli giicleri igerir. Bakteri hiicresi ile yiizey arasinda
koprii gorevi goren polimerik fibriller yiizeyle geri doniisiimsiiz tutunmaya olanak
saglar. Bu siirecte hiicrelerin yiizeyle iliskisinin kesilmesi ortadan kaldirilmasi i¢in

firgalama ve ovalama gibi ¢ok gii¢lii kuvvetler gereklidir [Marshall ve ark., 1971].
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2. Yapisma

Bakterilerin yilizeye yapisma veya kuvvetli bir sekilde tutunma islemidir [Vuong,
2002].

3. Toplanma

Bakteriler mikrokoloniler haline doniigiirler [Vuong,2002].  Geri doéniisiimsiiz
tutunan bakteri hiicreleri bu sartlar altinda biiylir ve boliiniir. Bu da mikrokolonilerin
olusumuna neden olur. Bu periyotta yapisan hiicreler polimer (EPS)iiretimi
gerceklestirir. Polimer tiretimi hiicrelerin yiizeye sabitlenmesini ve ¢evreden gelen

bozucu etkilere, kars1 koymasini saglar [Characklis ve Marshall,1990].

4. Olgun Biyofilm

Mikrokoloniler biiylirler ve kompleks, mantar seklindeki yapilara veya kulelere

doniistirler.

5. Kopma veya Ayrilma Evresi

Bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama yayilir.
Ayrilma islemi dis kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum siirecinin
bir pargasit olarak tek bir hiicrenin veya multipl hiicrelerin emboli seklinde

kopmasinin bir sonucudur [Vuong, 2002].

2.7.6. Quorum Sensing

Biyofilm olusumu bakterilerin bir araya gelerek belirli bir yiizeye tutunarak
yapismalar1 ve o yiizeydeki diger tiirlerle birlikte yasamaya devam ettikleri, rastgele
gerceklesen bir olay degildir. Bazi bakterilerde biyofilm olusumunun, bakteriyel

hiicreden hiicreye iletisim dizgeleri ile kontrol edildigi agiktir. Okaryot ve prokaryot
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hiicrelerden salinan ve hiicreler arasi sinyal iletimini saglayarak, bakterinin gen
ekspresyonunu diizenleyen molekiillerle, biyofilm yapimminin diizenlenebilecegi
gosterilmistir. Bu veriler biyofilmin patojenite ve ¢evreye adaptasyonda onemini
arttrmistir.  Cogunlugu  algilama  ‘‘quorum  sensing”  (QS)  olarak
adlandirabilecegimiz bu dizgeler, genis bir organizma toplulugunda viriilans
etkenlerinin diizenlenmesinde de yer alirlar [Davies, 1998; Labbate , 2004; Lynch,
2002].

Biyofilm ig¢indeki bakteriler, yiiksek hiicre yogunlugu ve sinirli besin nedeniyle
yavas gelisir [Moller ve ark., 1996]. Buna dayanarak ortaya ¢ikan ve “qourum
sensing” olarak bilinen hiicreler arasi sinyal hipotezi, biofilm fizyolojisi ve
gelisiminde onemlidir [Davies ve ark., 1998; Zhu ve Mekalanos, 2003]. Taslar
tizerinde olusmus suya ait biyofilmlerde yapilan aragtirmalarda quorum sensing
hormonu agil-homoserin laktam (AHL) yanit1 Agrobacterium tumefaciens A136 ‘da
saptanmigtir ve bu calisma dogal olarak olusmus biyofilmlerde “kendi kendini

uyarici aktiviteyi” kanitlayan ilk yayindir [McLean ve ark., 1997].

Cesitli bakteri tiirlerinde, sekonder metabolit liretimi ylizme ve kiimelenme hareketi
konjugal plazmid transferi ,antibiyotik direnci, biyofilm gelisimi ve virulans gibi
fizyolojik siirecler quorum sensing aracilig1 ile diizenlenir [Williams,2006]. 11k kez
Fuqua ve arkadaslar1 (1994) tarafindan kullanilan bu terim “autoinducer” veya
bazende “pheromone” olarak adlandirilan  sinyal  molekiillerinin  esik
konsantrasyonuna ulagsmasi sonrast ,hiicre populasyon yogunluguna bagli olarak gen
ekspresyonunun oldugu, bakteriyel hiicreler arasi iletisimin partikiiler bir formu

olarak tanimlanmistir [Fuqua ve ark., 1994] .

Bagka bir tanimla quorum sensing, bakterilerin salgiladiklar1 “autoinducer” adi
verilen kii¢iik sinyal molekiillerinin konsantrasyonunu o&lgerek, hiicre populasyon
yogunlugunu oOl¢meleridir [Federle ve Bassler,2003]. Quorum sensing bakteri

(13

populasyonunda, hiicreler bu “ autoinducer”lar1 olusturur ve ekstraseliiler ortama

salgilarlar. BoOylece “ekstraseliiler autuinducer” konsantrasyonu izleme yoluyla,
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bakteriler birbirlerini sayabilir ve buna gore hedef gen ekspresyonunu

degistirebilirler [Miller ve ark., 2001] .

Quorum sensing sistem iki 6rnek grupta siniflandirilabilir ;

1. Gram negatif bakterilerde
2. Gram pozitif bakterilerde [Federle ve Bassler, 2003 ].

Gram negatif bakterilerde “acil homoserin laktonlar (AHLs) “quorum sensing’e etki
eden ana molekiildiir ve biyofim mimarisini etkiledigi gosterilmistir [Parsek ve

Greenberg, 2000].

Gram negatif bakterilerin tam tersine, gram pozitif bakterilerde AHL aracili quorum
sensing kullanim1 gosterilmemistir[Federle ve Bassler, 2003]. Gram pozitif bakteriler
,oligopeptit “autoinducer”larin1 yapar ve ¢evrelerinde tasirlar. Bu “oligopeptitler
autoinducing peptitler (AIPs)”olarak bilinirler ve tipik olarak 5-17 aminoasitten
olusmakla birlikte, bazen alisilmisin disinda yan zincir modifikasyonlar1 igerirler
[Lazazzera ve Grassman, 1998]. Bunun yani sira AHL sinyalinden farkli olarak,
bakteri hiicre membrani AIPs kars1 gecirgen degildir. Bu de ekstraseliiler ortama
AlIPs salgilanmasimi kolaylastirmak i¢in hiicre yiizeyine 0zgli oligopeptit
tastyicilarini gerekli kilmistir. AIPs saptanmasi, iki komponentli duysal iletim sistemi

araciligi ile olur [Federle ve Bassler, 2003].

Bu iki komponentli sistem, ¢ok ¢esitli gram negatif ve gram pozitif bakteri de vardir.
Bu dongiiler,cok ¢esitli ekstreseliiler sistemlerin dalgalanmalarin1 belirlemekten ve
bu esansiyel bilgiyi, degisen ¢evre sartlarina yanit olarak, gen ekspresyonunu dogru
bir sekilde ayarlayabilmek igin hiicre igine tasimaktan sorumludurlar [Hakenbeck ve
Stock, 1996].

Insanlarda ¢esitli hastaliklara yol agma ozelligini gelistirmek ve konagin birgok

hiicresini iggal etmek icin Stafilokoklar, hiicreler arasi iletisimi saglayan ve bir¢ok
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kolonizasyon ve viriilans faktoriinii diizenleyen quorum sensing sistemini
gelistirmislerdir. Staphylococcus aureus quorum sensing sistemi, agr (accessory gene
regulator) bolgesi tarafindan kodlanir. (AgrBDCA). Stafilokokla gen diizenleyici
(agr) quorum sensing sistemi, in vitro olarak bir¢ok hiicre yiizey proteinin salinimin
azaltirken logaritmik biiylime fazindan duragan faza gegiste salgilanan viriilans
faktorlerinin salimimimi artirir [Vuong ve ark., 2000; Novick ve ark., 1993].
Staphylococcus aureus ‘un duragan biyofilm sistemindeki agrD mutant1 dogal sustan
daha genis biyofilm olusturur [Yarwood ve ark., 2004]. Bu suslar tarafindan akiskan
hiicrelerde olusturulan biyofilm yapisi ve kalinlik agisindan anlamli fark gostermez

[Kierek-Pearson ve Karatan, 2005].

2.7.7.Biyofilm olusumunun klinik olarak 6nemi

Biyofilmlerin 6neminin anlasilmasi ve bu yonde yapilan ¢alismalar son otuz yildir
hiz kazanmistir. Viicut igerisinde biyofilm olusumu 6nem tasimaktadir. Olusan
biyofilmler yiiksek ates, ciddi organ hasarlar1 ve hatta 6liime bile neden olabilirler.
Bircok biyomalzeme {iizerine tutunan bakteriler, biyofilm olusturarak enfeksiyona
neden olurlar. Bu tip tireme kronik enfeksiyonlari da beraberinde getirir, ¢iinkii
biyofilmlerden dogal olarak zaman zaman kopan mikroorganizmalar viicutta baska
yerlerde de bir enfeksiyona neden olabilirler [Consterton ve ark., 1999]. Klinik
olarak biyofilmler canli dokularda ve viicuda implante edilen biyomalzemeler

tizerinde olusabilirler [Jefferson ,2004].

Biyofilm olusturan bakteriler ile dogal kapak endokarditi, otitis media, kronik
bakteriyel prostatit, kistik fibrozis, periodontit gibi dogal seyirli hastaliklar ve bunun
disinda, protez kapak, santral venoz katater, liriner kateter, ortopedik protez, kontakt
lens ve intrauterin cihazlar gibi yabanci cisim enfeksiyonlar1 arasindaki
epidemiyolojik bag artik kanitlanmistir. Bu iliskide degisik mekanizmalarin rol

oynadig bildirilmistir [Donlan ve Consterton, 2002].
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Patojen mikroorganizmalar yasamlarini siirdiirebilmek ve ¢ogalabilmek ig¢in
genellikle canli dokulara tutunurlar. Mikroorganizmalarin tutunmasi i¢in uygun
proteinlere sahip olan canli doku ,ayn1 zamana mikroorganizmalarin beslenmesi i¢in
onemli olan besinleri de elde etmelerini saglar. Dokulara tutunan bakteriler uygun
yasam sartlar1 nedeniyle ¢ok hizli bir bicimde ¢ogalmaya baslar ve kisa siire
icerisinde biyofilm olusturabilirler. Normal bir bakteriyel floranin patojenik hale
gecmesin de s6z konusu olabilir. Bu gegis, doku ylizey kimyasindaki degisimlerle
,antibiyotik tedavisiyle veya yaslanma sonucu ortaya cikabilir. Patojen olmayan
(saprofit) mikroorganizmalar normal bulunduklart ortamdan farkli bir bdolgeye
yerlestiklerinde patojen hale gecebilirler. Yer degisikligi sonucunda asir1 ireme ve
buna bagli olarak zehirli atik iiretiminin artmasi zararsiz mikroorganizmalar1 da
zararli hale getirmektedir. Mikroorganizmalar yapiskan polimerler iiretip ,fimbria
gibi ylizey bilesenlerini kullandiklarindan kuvvetli bir yapisma 6zelligine sahiptir.
Boylece bulunduklart ortamdaki sivi akist (6rnegin kan) ve mekanik hareket gibi

onlar i¢in olumsuz fiziksel sartlardan korunurlar [Jefferson, 1994].

Biyomalzeme olarak metaller, seramikler, kompozitler ~ve polimerler
kullanilmaktadir. Yapay deri, damar, kalp, eklem gibi bir¢ok protez bu
malzemelerden lretilmektedir. Biyomalzemelerin viicut tarafindan kabul edilmesi
icin biyouyumlu olmalar1 gerekmektedir. Biyouyumlu malzemeler ayn1 zamanda
bakteriler icinde elverisil olabilir. Ornegin viicut hiicrelerinin kaplanmasi igin
fibronektin gibi baglayici (yapistirici) proteinler kullanilir. Bu proteinler sadece
viicut hiicreleri i¢in degil, bakteriler i¢in de baglayici bir fonksiyon gostermektedir.
Fakat bazi durumlarda bu fonksiyon farklilasabilmektedir. Ornegin fibronektin
yiiksek derisimlerde viicut hiicreleri i¢in baglayict 6zelligini korumakta ,ancak
bakteri hiicreleri i¢in bu fonksiyonunu kaybetmektedir. Mikroorganizmalarin sentetik
malzemelere tutunarak sagladiklart en 6nemli avantaj, canli dokudaki bagisiklik
sistemiyle kars1 karsiya gelmemeleridir. Bunu disinda ,malzemede bulunan bazi
metaller (Als*,Mg,"), mikroorganizmalarm olusturdugu hiicre dis1 polisakkarit matris

icin destek malzeme olusturur. Béylece mikroorganizmalar olumsuz dis kosullara
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kars1 daha dayanikli hale gelir [Consterton ve ark., 1999]. Biyomalzemeye patojen
bakteriler iki sekilde ulasabilir. Birinci yol, iiretim veya implantasyon sirasinda
malzemenin bakterilerle temas ederek enfekte olmasi ve viicuda bu sekilde
yerlesmesidir. Ikinci yol ise, viicut igerisinde bulunan veya viicudun dis ortama agik
kisimlarindan (agiz,burun v.b.) viicuda bulsan mikroorganizmalarin viicut sivilari
yoluyla malzemeye ulasmasi seklindedir. Implantlarin reddedilmesini onlemek
amactyla implant yerlestirildikten sonra bagisiklik sistemi baskilanir, ancak bu

durum enfeksiyon riskini de artirir.

Biyofilmlerle ilgili enfeksiyonlar

Biyofilmler ile iliskili enfeksiyonlarin bulunma sikligi ve modelini belirlemek
glictiir. Ancak biyofilmlerin, dental plak, tist solunum yolu enfeksiyonlari, peritonit,
tirogenital enfeksiyonlar ve yabanci cisim enfeksiyonlar1 gibi bir¢ok durumla ilgili
olduklar1 soOylenebilir. Biyofilmler normal floranin olusumundan, kronik

enfeksiyonlar kadar ¢ok genis bir yelpazede rol oynamaktadirlar.

Biyofilm olusumu; S.aureus, S. epidermidis, viridans streptokoklar, enterokoklar,
aktinomigesler, E.coli, P, aeruginosa, B.cepacia, V.cholerae, Klebsielle spp. ve
Candida ssp. gibi birgcok mikroorganizmada gosterilmistir. Biyofilm olusturan
bakterilerin yiizeylere adheransinin, biyofilm olusturmayan bakterilere oranla daha

fazla oldugu bilinmektedir [Kirov ve ark.,2003 ].

Biyofimler dogalari geregi konak savunmasi ve antibiyotiklerden konurlar. Biyofilm
matriksi, biyofilm bakterilerinin konak savunmasindan korunmasinda anahtar rol

oynar [Fux ve ark. ,2005].

Yapilan caligmalar Aeromonas’larin neden oldugu gastroenterik enfeksiyonlarin
%30 unun biyofilm olusumlar1 olduklarint gostermistir. Aeromonas tiirlerinin lateral

ve polar flagellalar1 konak hiicrenin yiizeyine tutunmada kritik rol oynamaktadir.
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Polar flagella yiizme hareketi ve ilk tutunma ile intestinal kolonizasyonda rol alirken
lateral flagella ise, belirgin bir sekilde hiicrelere tutunmada rol oynamaktadir. Bu
flagellalar insan bagirsak hiicrelerine tutunabilmekte olup, tiim bu bulgular her iki
flagellanin Aeromonas’larin biyofilm olusumu sirasinda yiizeylere tutunmasinda

etkili oldugu sonucunu desteklemektedir [Kirov ve ark., 2003].

Voung ve arkadaglari(2004), polisakkarit inter selliiler adhesin’i (PIA) yikici
mutasyon gec¢irmis bakterilerde, polimorfoniikleer 16kositlerle fagositoz ve

6ldiirmenin arttirdigini bildirmislerdir [Voung ve ark., 2004].

Shiau ve Wu (1998), Staphylococcus epidermidis tarafindan iiretilen ekstraselliiler

slime faktoriiniin makrofaj fagositik aktivitesine engel oldugunu saptamistir.

Meluleni ve arkadaglar1 (1995), kronik kistik fibrozisli hastalara ait opsonik
antikorlarin, biyofilm mikrokolonilerinde gelisen bakteriyel hiicrelerin fagositozu ve

eliminasyonda etkisiz oldugunu gostermistir.

Yasuda ve arkadaglar1 (1994), biyofilm igerisinde gelisen E.coli hiicrelerini
fagositoza duyarl biyofilm dig1 bakteriler ile siispanse etmis ve in vitro olarak insan
polimorfoniikleer l6kositlerinin 6ldiiriicii  aktivitesine karst daha az duyarh
olduklarin1 saptamislardir. Buna dayanarak fagositoza direngteki artisin, biyofilm
bakterilerinin polimorfoniikleer 16kositlerdeki oksijen ile oldiiriilemeyen, direncli
tiirler ortaya c¢iktig1 hipotezini 6ne silirmiiglerdir. Bu sonuca gore, medikal araglar
veya kronik enfeksiyonlardaki biyofilmlerden ayrilan organizmalar immiin sistemi

asarak enfeksiyon olusturmaya daha hazirdir [Yasuda ve ark., 1994].

Biyofilm ve antibiyotik direnci

Biyofilm igerisindeki bakterilerin en onemli 6zelligi, konak cevabindan kurtulup
antibiyotik tedavisine diren¢ gostermeleridir. Laboratuvar kosullarinda (in vitro)

yapilan testlerde biyofilm bakterilerinin, serbest bakteriler i¢in belirlenen minimum
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inhibisyon konsantrasyonundan (MIC) birkac¢ yiiz veya bin kez fazla antibiyotik
konsantrasyonuna bile diren¢ gosterdikleri bulunmustur [Stewart ve Consterton,
2001]. Viicut iginde (in vivo) antibiyotikler serbest bakterileri 6ldiirerek enfeksiyon
riskini azaltabilir, fakat antibiyotik tedavisi kesildigi anda biyofilm olusumu yeniden

gozlenir.

Mikroorganizmalar biyofilm olusturdugunda, antimikrobiyallere karsi oldukca
direnclidir. Biyofilmi olusturan her mikroorganizma tek basina bulundugunda,
herhangi bir antimikrobiyalle kolayca inhibe olmasina ragmen biyofilm mimarisi
icinde yer aldigi zaman ayni mikrobiyalle inhibe etmek olduk¢a zordur [Durack ve
Beeson, 1972] . Biyofilm olustugu zaman onu yiizeyden ayirmak son derece giigtiir
ve antimikrobiyal ajanlara kars1 direnglidir [Brunce ve ark., 1992]. Biyofilmin dogal
yapisi ve biyofilmigindeki mikroorganizmalar antibiyotik, dezenfektan ve germisid

gibi antimikrobiyal ajanlara kars1 diren¢ gostermektedir.

Direng gésterme mekanizmalari su sekilde agiklanabilir [Patti ve ark., 1994];

Antimikrobiyal ajamn biyvofilm matriksinde cok yavas ilerlemesi

Antimikrobiyal ajanlarin hiicreleri inaktive edebilmesi igin, biyofilm matriks
icerisinde yayilmasit gerekmektedir. Biyofilm matriksini olusturan ekstreselliiler
polimerik maddeler antimikrobiyal molekiillerin yayilim hizin1 yavaglatan ya da

matriks ajanlartyla iliskisini kesen bariyer gorevi gormektedir [Pattive ve ark., 1994].

Bivofilm organizmalarimin tireme hizlarimin degismesi

Biyofilm hiicrelerinin planktonik fazdaki hiicrelere gore ¢ok yavas ¢ogaldigi bu
nedenle atimikrobiyal ajanlar1 ¢ok daha yavas hiicre icerisiene aldigi bildirilmektedir

[ Pattive ve ark., 1994].

Biyofilm gelisimi sirasinda diger fizvolojik degisiklikler
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Biyofilm gelisimi sirasinda besin kisitlamasi ya da toksik metabolik maddelerin
konsantrasyonlarinin artmasi biyofilmin derin tabakalarinda siddetli sekilde

izlenebilir ve bu sekilde biyofilm gelisimi etkilenebilir [Pattive ve ark.,1994].

Biyofilm igerisindeki hiicrelerden en az bir kismi besin yetersizligi yasamakta ve bu
nedenle yavas ilireme fazina girmek zorunda kalmaktadir [Characklis ve Marshall,
1990].

Biyofilm i¢inde c¢ogalan bakterilerin ayn1 susa ait planktonik bakterilerle
karsilastirildiginda antimikrobiyal ajanlarin ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda duyarli
oldugu gosterilmistir [Olson ve ark., 2002; Amorena ve ark., 1999; Ceri ve ark.,
1999]. Biyofilm igindeki bakterilerin direncinde bilinen antibiyotik direng
mekanizmalart (effluks pompasi, enzim modifikasyonu ve hedef mutasyonu) rol
oynamaz. Biyofilmin antimikrobiyal ajanlara direncinden sorumlu olan 3 ana
mekanizma bildirilmistir [Mah ve O’Toole, 2001; Gilbert ve ark., 1997; Stewart,
2000]. Bu mekanizmalardan ilk i antibiyotiklerin biyofilme penetre olamamasidir.
Ekzopolisakkarit matriksin tiretimi biyofilmlerin ayirict karakterlerinden biridir. Bu
matriks antibiyotiklerin biyofilm i¢indeki bakterilere diffiizyonunu engeller.
Antibiyotiklerin matriks ile reaksiyonu veya biyofilm matriks komponentleri
tarafindan adsorbsiyonu biyofilm i¢ine antibakteriyel ajanin transportunu
siirlandirabilir [Stewart, 1996].

Anderl ve ark. (2000), Klebsiella pneumonia tarafindan olusturulan biyofilme
ampisilinin penetre olamadigini1 hatta biyofilm i¢inde ¢ogalan beta-laktamaz geni
yoniinden mutant K. pneumonia suslarmin bile ampisiline direngli oldugunu

gostermistir.

Biyofilmin antimikrobiyal ajanlara karsi bir bariyer olup olmadigimi belirlemeye
yonelik yapilan c¢alismalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Pseudomonas

aeruginosa biyofilminin piperasilinin difiizyonunu engelledigi, S. epidermidis
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biyofilminin ise rifampisin ve vankomisin difiizyonuna izin verdigi ve bu
antibiyotiklerin etkin sekilde biyofilme penetre olabildigi gosterilmigtir. K.
pneumoniae tarafindan olusturulan biyofilme ampisilinin penetre olamadigi hatta
biyofilm iginde ¢ogalan K. pneumonia beta-laktamaz mutantlarinin bile ampisiline
direngli oldugu gosterilmistir. Biyofilm kalinlig1 ve antibiyotiklere diren¢ arasinda
lineer bir korelasyon oldugu goézlenmistir [Melchior ve ark., 2006]. Bu sonuglar,
ekzopolisakkarid matriksin antimikrobiyal ajanlarin difiizyonuna karsi1 tam bir engel
olusturmadigini ve farkli mekanizmalarin da biyofilmdeki bakterilerin antimikrobiyal

direncine katki sagladigini gostermektedir.

Biyofilmlerin antimikrobiyal direncinde diger bir mekanizma, biyofilmdeki
mikroorganizmalarin yavas biiyiime fazina girmeleridir. Bakteriler ihtiya¢ duyduklar
besin maddelerini ortamda bulamadiklarinda tiremeleri yavaslar ve aktif iireme
fazinin yavasladigi veya tiremenin olmadigi forma gegerler [Costerton ve ark., 1999].
Bu durum, biyofilmlerde antibiyotiklerin bakterisidal etkilerini gdstermeleri igin
ithtiya¢ duyduklar1 aktif {ireme gosteren bakterilerin sayisinin azalmasina ve smirl
etki gostermesine neden olmaktadir. Ornegin penisilin ve sefalosporinlerin aktif
iiremeyen bakteriler lizerine etkisi yoktur ve bakterileri 6ldiirme orani iireme orani ile
orantilidir. Aminoglikozidler ve fluorokinolonlar dahil farkli sinifa ait antibiyotikler
boliinmeyen hiicreleri oldiirebilmekle birlikte hizli boliinen hiicrelere ¢ok daha

etkilidir [Stewart, 2002].

Biyofilmlerin antimikrobiyal direncinde ii¢iincii mekanizma biyofilmdeki degismis
kimyasal ortam ve persiste hiicrelerdir. Biyofilmlerde liremeyi sinirlandiran kimyasal
yapilar antibiyotik potensini de degistirebilmektedir. Ornegin tek basina biyofilmdeki
oksijen konsantrasyonu aminoglikozidlerin etkinligini sinirlandirabilir. Biyofilmin
anaerobik boliimiinde bulunan bakteriler fermentatif o6zellikte olsalar bile bu
antibiyotiklerin etkisinden korunabilmektedir. Benzer sekilde biyofilmdeki pH
degisimleri de antibiyotik etkinligi tizerine olumsuz etki gostermektedir [Melchior ve
ark., 2006].
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Biyofilmlerdeki bakteriler sadece antibiyotikler tarafindan 6ldiiriilmeye degil klorin

ve glutaraldehid gibi kimyasal dezenfektanlara da direng gostermektedir.

Biyofilmdeki persiste hiicre subpopulasyonu genis antibiyotik direncinden sorumlu
tutulmaktadir. Persiste hiicre populasyonu olduk¢a korunmus spor benzeri bir yapi
ozelligi gostermektedir. Uzun siireli antibiyotik tedavisi sonrasinda biyofilmdeki
bakteri populasyonun biiyilk bir kismi 6lmesine ragmen kiiclik bir bakteri
populasyonu etkilenmeden kalmaktadir. Cok ince biyofilmlerde bile bakterilerin
antibiyotiklere diisikk duyarlhilik gelistirmeleri persiste hiicreler ile agiklanmaktadir
[Stewart, 2002].

Biyofilm igindeki P. aeruginosa’nin ofloksasin ve siprofloksasin gibi fluorokinolon
antibiyotikler ile doza bagimli oldiriilmesine yonelik yapilan bir c¢alismada
planktonik hiicreleri Oldiiren dozlarin biyofilmdeki hiicrelerin  ¢ogunlugunu
oldirdigiinii, ancak bakteri sayisindaki 3-4 logaritmiklik ilk azalmadan sonra
antibiyotik  konsantrasyonundaki artisin  6ldliirme oranmm1  degistirmedigini
gostermistir. Bu ¢alisma fluorokinolonlarin uygulanmasindan sonra bile kiigiik bir
persiste hiicre fraksiyonunun kaldigini gostermistir [Melchior ve ark., 2006]. Persiste
hiicrelerin bakteriyel populasyonun canliligini devam ettirmesinden sorumlu oldugu
kabul edilmektedir ve persiste hiicrelerdeki fizyolojik degisikliklerin biyofilmlerin
canliliklarmi siirdiirmesinde anahtar rol oynadigina inanilmaktadir. Genel olarak,
biyofilmden uzaklastirilan bakteriler ayni tiiriin primer planktonik hiicreleri kadar

duyarhdir [Ceri ve ark., 1999].

2.7.8. Biyofilm olusumunun gida endiistrisi acisindan 6nemi

Dogada ve gida sistemlerinde mikroorganizmalar gelisimlerini ve yasamlarini
stirdiirebilmek i¢in uygun besinleri iyonlar ve diger organik maddelerin temas
halinde oldugu kati yilizeylere tutunurlar. Biyofilm ve biyolojik kirlenme temas
halinde bulunan yiizeyler iizerinde ki gelisme ve biyolojik yapismayla ilgili iki

terimdir [Zottola ve Sasahara, 1994]. Dogada ve gida isletim sistemlerinde ortamda
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bulunan patojenlerin yiizey temasi direk olarak kontamine olan yiizeylerle ya da

indirek olarak hava kokenli partikiiller araciligi ile olur [Lindsay ve Holyy, 1999].

Bir¢ok patojen ve gida kokenli bakteri gidaya temas halindeki yiizeylere yapisabilme
yetenegindedir. Bu bakterilerden bazilar1 biyofilm olusturmaya daha fazla
egilimlidir. Bunlardan Pseudomonas, Enterobacter, Flavobacterium ,Alcaligenes,
Staphylococcus ve Bacillus en yaygin olanlaridir [Mattila-Sandholm ve Wirtanen,
1992; Genigeorgis,1995]. Bu nedenle temizlik ve dezenfeksiyon mikrobiyal
olusumun akiimilasyonunu dnlemek i¢in olduk¢a 6nemli islemlerdir. [Consterton ve
ark., 1987]. Biyofilm olusumu birgok endiistride problemlere yol agar. Ozellikle atik

su aritma sistemleri ve gida endiistrilerini yakindan ilgilendirir.

Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Clostridium  botulinum, Aeromonas hidrophylla, Yersinia
enterocolitica gibi patojenlerle kontamine olan gidalarin sadece gida isletmeleri
acisindan degil, halk sagligi bakimindan da biiylik sorun oldugu bilinmektedir. Bu
alanda yapilan ¢alismalarda, bulagma igin ¢apraz kontaminasyonun, personel ve tesis
hijyeninin 6nemini ikinci plana iten, liretim alaninda yiizeylere yapisan bakterilerin
varhigi ortaya konmustur [Denes ve ark., 1999; Denes ve ark., 2002]. Gida isletim
sistemlerinde ise biyofilm olusumu gidalarin ve ekipmanin kontamine olmasina
neden olur [Mattila-Sandholm ve Wirtenen, 1992; Genigeorgis, 1995].Gida
teknolojisinde biyofilm olusumu insan sagligi agisindan olduk¢a Onemli olup
,gidayla temas halinde bulunan yiizeylerde bakteriyel yapigsma gidalarda bozulma ve
bozulmaya bagli olarak hijyen problemlerine ve ekonomik kayiplara yol agmaktadir
[Dunsmore ve ark., 1981]. Elverisli sartlar altinda bakteri hiicreleri yiizeylere tutunup
ireme  gosterebilirr.  Bu  tiir  mikroorganizmalar  ortamdan  tamamen
uzaklastirilmadiklar siirece gidalarin glivenligini ve kalitesini etkileyerek biyofilmler
olustururlar. Gida endiistrisinde temizlik ve sanitasyon prosediirlerinin limiti
ekipmanlarin yiizeyinde biyofilm olusumuna neden olan mikroorganizmalarin
akiimiilasyonudur, ancak biyofilm olusturan mikroorganizmalarin akiimiilasyonun

direnci isletim sonrasi kontaminasyona ve iiriinlerin raf omiirlerinin kisalmasi gibi
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sorunlara yol agmaktadir [Holah ve Kearney, 1992]. Gida kokenli patojenler ve
bozulmaya neden olan mikroorganizmalar tipik olarak gida isletim cevrelerinde
bulunan paslanmaz ¢elik aliminyum, cam, teflon ve naylon materyaller {izerinde
biyofilm olarak birikmektedir. Naylon teflon yiizeyler piiriizsiiz bir yiizeye sahipken
paslanmaz celik ylizey bakterileri tuzagina diisiirmek i¢in elverisli olan catlak ve

yariklardan dolay1 piiriizli bir yapiya sahiptir.

Siit, et ve birgok besin maddesinin iiretimi sirasinda, tretilen besinin proteinleri
(kazein, jelatin), iretimde kullanilan techizat (reaktdr, kazan, tepsi v.b.) iizerinde
hazirlayict bir film olusturarak mikroorganizma yapismasini kolaylastirirlar. Boylece
mikroorganizmalar paslanmaz c¢elik, cam, aliminyum, teflon, naylon gibi gida
teknolojisinde kullanilan bir¢cok malzeme iizerinde film olusturarak insan sagligin
tehtid edebilir [Zottola ve Sasahara, 1994]. Yine benzer sekilde siit ve siit tiriinleri
endiistrisinde uygun olmayan temizlik ve sanitasyon ekipmanlari ve hava kokenli

mikroflora genellikle siit ve siit tiriinlerinin kontaminasyonunun ana kaynagi olarak

dikkate alinmaktadir [ Poulsen, 1999].

Siit ve gida endiistrisinde biyolojik kirlenme yiizey 1s1 akiminin engellenmesi,
yiizeydeki akici siirtiinme direncindeki artma ve enerji ve iirlin kaybina sebep veren
asindirma oranindaki artma gibi ciddi problemlere neden olur. Mesela sicaklik
degisimi durumunda biyofilmler hem sivi akimina hem de sicaklik transferindeki
direncin artmasina neden olur [Dunsmore ve ark., 1981]. Buna ek olarak
biyofilmler, bozulmaya neden olan patojen mikroflorayi i¢eren, kiimes hayvani etleri
ya da diger et ylizeyleri gibi gida yiizeylerinde olusan capraz kontaminasyon ve

isletim sonrasi kontaminasyonda problem arz eden olusumlardir.

Cig siitlin pastorizasyonu sirasinda siitte bulunnan Bacillus cereus sporlari
pastorizatorde film yapist igerisinde canli kalarak c¢imlenir ve gelisir. Bunun
sonucunda takip eden iirlinlerde kontaminasyona sebep olur. Bu siit endiistrisinde

sikla karsilasilan bir tehlikedir. Tutunmus basiller biyofilm yapisinda ¢ogunlukla
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vejetatif hiicreler olarak bulunurlar. Temizleme ve dezenfeksiyon tutunmus bu

sporlar1 yok etmeyebilmektedir [Books ve Flint, 2008].

Tiketicinin kullanimina hazir paketlenmis pastoriize siitlerde gram negatif
psikrotropik bakteriler tespit edilmektedir. Bu durum siitiin paketlere dolum aninda
dolum makinelerinin iglerinin ve g¢evrelerinin musluk suyu ile durulanmasindan

kaynaklanmaktadir.

Olusmus biyofilmi tamamen ortadan kaldirmak oldukg¢a zordur. O nedenle biyofilm
olusumunun 6nlenmesi gerekmektedir. Bu ylizden biyofilm olusumuni 6énlemenin en
Iyi yolu, biyofilm gelisimini kontrol etmektir. HACCP uygulamalari biyofilm riskini
azaltmak icin kullanilabilecek en verimli ve rasyonel yontemlerden biridir. HACCP
sisteminin en 6nemli amaci, sorunun olusmadan Onlenmesidir ki bu da biyofilm
olusumunu kotrol altina almak i¢in kullanilan ilk prensiptir. Bu amaca hizmet etmek
icin HACCP programinin uygulanmasi 7 temel prensip i¢cermektedir. Bu prensipler
sirastyla; tehlike analizi, kritik kontrol noktalarinin belirlenmesi, kabul sinirlar1 ve
kistaslarinin olusturulmasi, izlemenin yiiriitiilmesi, diizeltici islemlerin uygulanmasi,

dogrulama, kayit tutma seklinde siralanabilir.

Biyofilmlerde bakteri hiicrelerinin EPS olusturarak meydana getirdikleri matriks yap1
bozuldugunda antimikrobiyel maddelere karst direngleri azalmakta veya
kaybolabilmektedir. Bu nedenle; gida isletmelerinde uygun araliklarla isletmeye
uygun ve etkili bir temizlik islemi uygulanarak mikroorganizamlarin tutnabilecegi
organik maddeler uzaklastirilmali ve bu islemi etkili bir dezenfeksiyon uygulamasi
izlemelidir [Evans, 2000].
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3.MATERYAL VE METOT

Arastirmamizda 15.06.2009 — 15.08.2010 tarihleri arasinda Ankara’daki cesitli
marketlerden temin edilen dana kiyma (56 adet), tavuk but (56 adet), beyaz peynir
(56 adet), siit fabrikasindan temin edilen ¢ig siit (56 adet) ve ¢esitli semtlerdeki
pastanelerden temin edilen dondurma (56 adet) 6rneklerinden izole edilen stafilokok
suslar1 materyal olarak kullanilmistir. Gida 6rneklerinden izole edilen Stafilokoklarin
kongo kirmizili agarda ve mikroplak yontemi ile biyofilm olusumlar1 incelenmistir.
Ayrica Stafilokok suslarinin  Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile ¢esitli

antibiyotiklere olan direnglilikleri arastirilmistir.(¢izelge 3.1.)
Calismamizda referans sus olarak S.aureus ATCC 29213 nolu sus kullanilmistir.
3.1. Ornek Alma ve Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Cig siit ornekleri Tiirk Standartlar1 Enstitlisti'nde (TSE 11566) belirlenen esaslara
gore hazirlanmistir. Ornekler 200ml’lik steril siselerle alinip en kisa siirede
laboratuvara getirilerek analize baslanmistir. Cig siit 6rneklerinin 25 ml’si 225 ml’lik
steril Tamponlanmis Peptonlu Su (TPW) kullanilarak sirasiyla 107, 10, 10" lik

dilusyonlar hazirlanmistir.

Peynir Ornekleri Tiirk Standartlar1 Enstitiisii'nde (TSE 11566) belirtildigi gibi
hazirlanmistir. Peynir Orneklerinin 25 gr’1 steril kosullarda tartilarak 225 ml
tamponlanmis peptonlu su ile 400 devirlik steril laboratuvar blenderi yardimiyla 10
dakika boyunca homojenize edilmis ve 10", 10% 10® lik dilusyonlar

hazirlanmustir.

Dondurma 6rnekleri aseptik kosullarda steril 250 ml’lik kavanozlarda toplanmistir ve
sogutulmus tasima kabinda laboratuvara getirilerek -18°C’de saklanmustir. Ornekler
mikrobiyolojik analizden 10 dakika Once buzdolab1 sicakligina getirilerek,

Tamponlanmis Peptonlu Su ile 101,102, 10 liik dilusyonlar hazirlanmistir.
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Arastirmamizda ¢ig et Ornekleri (dana kiyma, tavuk but) Tiirk Standartlar
Enstitiisii'nde (TSE 11566) belirlenen esaslara gore hazirlanmistir. 25 gr et drnegi
steril kosullarda tartilarak 225 ml Tamponlanmis Peptonlu Su ile 400 devirlik steril
laboratuvar blenderi yardimiyla 10 dakika boyunca homojenize edilerek 101, 107,

10" liik dilusyonlar hazirlanmus.

3.1.1. Orneklerin Analiz Edilmesinde Kullanmilan Besiyerleri
Tamponlanmig Peptonlu Su

Pepton 109

Sodyum klortir :5¢g

Disodyum hidrojen fosfat: 9 g

Potasyum dihidrojen fosfat: 1,5 g

Distile su : 1000 ml

pH:7,2 + 0,2 ayarlamp, 121 °C “de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.2. Stafilokoklarin izole Edilmesi

Cig siit, peynir, dondurma, kiyma ve tavuk but Orneklerinin 107, 102 107 lik
dilusyonlarindan steril pipetlerle 0,1 ml alinarak igerisinde Egg Yolk Tellurite
emiilsiyon ilave edilmis Baird Parker Agar (Oxoid CM 275) besiyerine, Mannitol
salt agar (MERCK) besiyerine ve kanli agara inokiile edilerek 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda her plaktan benzer morfoloji
gosteren tipik Stafilokok kolonileri (Baird Parker Agarda siyah, konveks, etrafinda
berrak zon olusturan, Mannitol salt agarda beyaz, sar1 ve pembe renkte iireyen
koloniler) alinarak Brain Heart Infusion Broth (BHI Broth) (Oxoid CM 225)

besiyerine aktarilmistir. Stoklama amaci ile de Brain Heart Infusion ( BHI) agar
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(Oxoid CM 375) besiyerine pasajlar1 yapilarak, 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

3.2.1. Stafilokoklarin izolasyonunda Kullamilan Besiyerleri

Baird parker agar ( Oxoid CM 275)

Tripton :10¢g
Lab-Lemco powder 50
Yeast extract ‘19
Sodyum piruvat :10¢g
Glisin 1129
Lityum Klorid 50
Agar : 209

63 gr tartilarak 1000 ml distile su ile karistirilip, pH: 6,8 + 0,2 ayarlanip, 121 °C’de
15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. 50 °C’ye sogutulduktan sonra igerisine
Egg Yolk Tellurite emiilsiyonundan 50 ml eklenerek karigtirilip petri plaklarina

dokilmistiir.

Egg yolk tellurite (Oxoid SR 34)

Potasyum teliirit : 1 ml
Egg yolk :5ml
Distile su 100 ml

Kanli Agar (Blood Agar Base) (BBL)

Bilesimi :
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Kalp Kasi 29
Pancreatic digest of casein 139
Maya extract 59
NaCl 59
Agar 159
Hazirlanisi :

pH £ 7,3’e ayarlandiktan sonra toz halindeki Blood-Agar Base (BBL) besiyerinden
40 g tartilip 1000 ml distile su iginde ¢Oziilmiistir. 121 C’de 15 dakika steril
edilmistir. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 45 — 5 °C’ye kadar sogutulduktan sonra % 5

oraninda kan ilave edilerek karistirilip kullanilmistir.

Mannitol salt Agar (MERCK)
Pepton :10g

Meat extract - 1g
Sodyum kloriir  :75 g

D (-) mannitol  :10g
Agar-agar 129
Hazirlanisi:

Stafilokoklar i¢gin secici bir besiyeri olarak kullanilmistir.108 gram besiyeri 1 litre

distile suyla karistirilip 121°C’de 15 dakika steril edilip kullanilmistir.

Brain Heart Infusion Broth (Oxoid CM 225)

Calf Brain infusion solids : 12,5¢
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Beef heart infusion solids : 59

Proteaz pepton : 109
Sodyum kloriir : S5¢g
Disodyum fosfat : 2590
Distile su : 1000 ml

pH:7,4 + 0,2’ye ayarlandiktan sonra besiyerleri 1’er ml tiiplere dagitilmis ve 121
°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Brain Heart Infusion Agar (Oxoid CM 375)
Calf Brain infusion solids :12,5¢g

Beef heart infusion solids : 5¢g

Proteaz pepton :10g¢g
Dekstroz 290
Sodyum kloriir : S5¢g
Disodyum fosfat 1250
Agar No. 1 :10g
Distile su : 1000 ml

pH:7,4 + 0,2’ye ayarlandiktan sonra besiyerleri 1’er ml tiiplere dagitilmis ve 121
°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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3.3. Stafilokok izolatlarimin Tanimlanmasi

Baird Parker Agar ve Mannitol Salt Agar besiyerinde iireyen stafilokoklarin
tanimlanmasinda Bergey’s of Manuel Systematic Bacteriology’de belirtilen ¢esitli
biyokimyasal testlerden faydalanilmistir. Izolatlarin tanimlanmasinda Kklasik
mikrobiyolojik testlerin disinda Api-Staph (Biomerieux) kiti kullanilmastir.
Stafilokok siipheli kolonilere gram boyama, koagiilaz, katalaz, oksidaz, oksidasyon
fermentasyon (O/F glukoz-O/F mannitol) testleri uygulanmistir. Gr(+) liziim salkimi
seklinde kok, katalaz (+), oksidaz (-), oksidasyon fermentasyon (O/F glukoz,O/F
mannitol) (+) olan koloniler Stafilokok olarak adlandirilmistir. Stafilokok olarak
adlandirilan bu kolonilere koagiilaz testi uygulanarak koagiilaz (+) ve koagiilaz (-)
Stafilokoklar ayirt edilmistir. Koagiilaz test sonucu (+) ve VP (+) olan koloniler S.
aureus olarak tanimlanmistir. Koagiilaz (-) Stafilokok tiirlerinin adlandirilmasinda
Dichotomous Semast kullanilmistir. Bu semada belirtilen karbonhidrat fermantasyon
testleri ksiloz, sukroz, trehaloz, maltoz, fruktoz, laktoz, mannozdur, ayrica fosfataz,
nitrat rediiksiyonu, novobiosin hassasiyet, iireaz test sonuglarina gére koagiilaz (-)

Stafilokoklarin tiir tayinleri yapilmistir.

3.3.1. Stafilokok suslarmin tanimlanmasinda kullanilan testler ve besiyerleri
Gram boyama

Klasik gram boyama yontemindeki kristal viyole, 1yot, alkol ve fuksin hazirlanarak
kullanilmistir. Sonucunda Gram (+) iizlim salkimi goriiniimiinde koklar segilerek

almmistir ve Stafilokok olarak degerlendirilmisitir.

Plazma koagiilaz testi

Stafilokok olarak 6n tanimlamasi yapilan koklara tiipte plazma koagiilaz testi
uygulanmistir. Tipte koagiilaz testinde 1/5 oraninda steril serum fizyolojik ile

karigtirllan  defibrine insan plazmasi kullanilmistir. Test yapilirken 1.5ml
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sulandirilmis plazmaya 2-3 bakteri kolonisi ilave edilen tiipler 37°C’de 2-4-16 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu siireler sonunda plazmanin koagiile olup olmadigina
dikkat edilmistir. Plazmay1 koagiile ederek pihtilastiranlar koagiilaz (+) Stafilokok

olarak tanimlanmustir.

Katalaz testi

Stipheli koloniler temiz bir lam iizerine %3’liik H,O, ilave edilerek siispanse

edilmistir. Gaz c¢ikis1 pozitif olarak degerlendirilen koloniler Stafilokok olarak

tanimlanmastir.

Sekil 3.1. Katalaz testi pozitif ve negatif sonuglar1

Oksidaz testi

N,N,dimetil p-fenilendiamin dihidrokloridin(%]1°lik) ¢ozelti hazirlanarak Whatman
No.l kurutma kagidina emdirilir. Bu kurutma kagidinin {izerine, Stafilokok
kolonileri 6ze ile alinarak reaksiyona sokulur. 5-10 saniye i¢inde pembe renk
olusturan koloniler oksidaz (-), mavi renk olusturan koloniler oksidaz (+) olarak
degerlendirilier. Calismamizda Stafilokok tanimlanmasinda oksidaz (-) koloniler

degerlendirilmeye alinmistir.
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Oksidasyon-fermentasyon testi (O/F)

Hazirlanan besiyerleri tiiplere 9 ml olarak dagitilir ve steril edilir. Uzerine % 45 pm
capindaki membran filtreden gegirilip steril edilen % 10’luk glikozdan 1 ml ilave
edilir. Daha sonra her kiiltiirden 6ze dolusu bakteri alinarak 2 farkli tiipe inokiile
edilir. Tiiplerden birisinin agz1 steril parafinle kapatilarak 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilir. Ornegin inokiile edildigi 2 tiipte sar1 renk olusturanlar pozitif

reaksiyon olarak degerlendirilmistir.

Oksidasyon-Fermentasyon besiyeri

Tripton 29
Sodyum kloriir 59
Dipotasyum fosfat 03¢
Bromtimol mavisi :0,08 ¢
Agar 29
Distile su :1000 ml

Voges-Proskauer (VP) testi

VP siv1 besiyerine Stafilokok suslar1 asilanmiss ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda besiyerine 0,6 ml alfa-naftol + etil alkol
karigimi olan VP indiikatorii ve 0,2 ml %40 KOH ilave edilmistir. Test sonucunda

pembe renk olusumu (+), sar1 renk olusumu ise (-) olarak degerlendirilmistir.

Voges-Proskauer (VP) besiyeri (Oxoid CM 43)

Pepton :509



Glukoz 59
Fosfat buffer 59
Distile su :1000 ml

pH:7,5+0,2 ‘ye ayarlanip, 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

VP indikatorii

Alfa-naftol 5¢
Etil alkol :100 ml
% 40 KOH

Potasyum hidroksit 4049
Distile su :100 ml

Sekil 3.2. VP testi pozitif ve negatif sonuglari
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Nitrat rediiksiyon testi

Koagiilaz (-) Stafilokok suslari besiyerine inokiile edilip 37 °C’de 3-7 giin
inkiibasyona birakilmigtir. Test sonucunu degerlendirmek amaciyla tilipteki
besiyerlerinin lizerine 1 ml soliisyon A ve 1 ml soliisyon B ilave edilmistir. Tiipteki

kirmizi renk olusum pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir.

Nitrat rediiksiyon besiyeri

Pepton 10 g
Sodyum klortir 509
Potasyum nitrat 129
Agar 30
Distile su :1000 ml

pH:7,7 ‘ye ayarlanip tiiplere 5 ml dagitilarak 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

steril edilmistir.

Soliisyon A

Siilfanilik asit 0,89
Asetik asit(5N) :100 cc
Soliisyon B

Alfa-naftol 050

Asetik asit (5N) :100 cc
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SN Asetik Asit’in hazirlanisi
Asetik asit : 60 ml

Distile su :140 ml

Ureaz aktivitesi testi

Koagiilaz (-) Stafilokok suslar iireaz besiyerine inokiile edilerek 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda pembe renk pozitif, sar1 renk

negatif reaksiyon olarak degerlendirilmistir.

Ure Agar Base ( Oxoid CM 53)

Pepton 19
Glukoz 1g
Sodyum kloriir 59
Disodyum fosfat 129

Potasyum dihidrojen fosfat :0,8 g

Fenol kirmizisi :0,012 g

Agar 1159

Besiyerinden 2,4 g alinip 95ml distile su ilave edilmistir.

pH:6,8+ 0,2 ayarlanip, 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Daha

sonra 5 ml steril iire ilave edilerek tiiplere dagitilmistir.
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Sekil 3.3 Ureaz testi pozitif ve negatif test sonuglar
Novobiosin hassasiyet testi

Staphylococcus saprophyicus’un adlandirilmasinda 5ug’lik novobiosin  (Oxoid)
antibiyotik diski kullanilmigtir. Bu amagla koagiilaz (-) Stafilokok’lar Muller Hinton
besiyerine ekilerek iizerine 5 pg ‘lik novobiosin diski steril pens ile yerlestirilmis ve
37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda zon ¢ap1 16 mm’den

kiigiik olan izolatlar Staphylococcus saprophyicus olarak tanimlanmaistir.

Fosfataz testi

100 ml Blood Agar base (Oxoid CM 271) steril edilerek 50°C’ye kadar sogutulmus
ve 1 ml%]1’lik fenol ftaleyn fosfat ilave edilmistir. Bu besiyeri plaklara dagitildiktan
sonra ekim yapilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.inkiibasyondan sonra
plaklara amonyak buhar1 piskiirtiilmiistiir. Parlak pembe koloniler (+) reaksiyon

olarak degerlendirilmistir.

Blood Agar Base (Oxoid CM 271)
Bilesimi :

Kalp Kas1 29
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Pancreatic digest of casein 139
Maya extract :59¢
NaCl :5¢g
Agar :15¢g
Hazirlanisi :

pH £ 7,3’¢ ayarlandiktan sonra toz halindeki Blood-Agar Base (Oxoid CM 271)
besiyerinden 40 g tartilip 1000 ml distile su i¢inde ¢oziilmiistiir. 121 °C°de 15 dakika
steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 45 — 5 °C’ye kadar sogutulduktan sonra %

5 oraninda kan ilave edilerek karistirilip kullanilmistir.

Karbonhidrat fermentasyon besiyeri (Purple broth base)
Proteaz pepton No:3 :104¢g

Beef extract ( Lab-lemco powder) :1g

Sodyum kloriir : 509
Brom cresol Purple 10,029
Distile su :1000 ml

pH 6,8+ 0,2’ye ayarlanip tiiplere 9 ml pipetlenerek, 121 °C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

Karbonhidrat soliisyonu

Bu c¢alismada Stafilokok’larin  adlandirilmasinda  kullanilan ~ karbonhidrat

soliisyonlart; ksiloz, sukroz, trehaloz, mannitol, fruktoz, maltoz ve mannozdur.

Karbonhidrat 19
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Distile su :10 ml

Hazirlanan soliisyonlar 0,2-0,45 pm’lik membran filtre ile steril edilmistir.Bu
sollisyonlardan steril pipet ile 1 ml alinip 6nceden hazirlanmis 9 ml’lik temel
besiyerine (Purple Broht Base) ilave edilmisitir. Hazirlanan bu besiyerine koagiilaz
(-) Stafilokok kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu alinarak inokiile edilmistir. 37°C’de 1-7
giin inkiibasyona birakilmistir. Karbonhidrat kullanarak asit {ireten koagiilaz (-)

Stafilokok tiirleri besiyerinin rengini sariya doniistirmiistiir. Negatif reaksiyonda

renk degisimi olmamastir.

Sekil 3.4. Karbonhidrat testi pozitif ve negatif test sonuglari

3.4. Stafilokok suslarinin Kirby Bauer Disk Difiizyon Yontemiyle Antibiyotik
Duyarhhiklarinin Test Edilmesi

Stafilokok suslarinin antibiyotik duyarliliklar1 Standart disk difiizyon metodu ile
(CLSI 2009 ) ve S. aureus ATCC 29213 kontrol susu kullanilarak calisilmistir.

Tanimlanan suslarin ampisilin, eritromisin, gentamisin, kloromfenikol, metisilin,
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amikasin, vankomisin, tetrasiklin, oksasilin ve klindamisin duyarliliklar

belirlenmistir.

Stafilokok suslarinin antibiyotik duyarliliklarint belirlemede Kirby Bauer Disk
Diflizyon yontemi kullanilmistir. Antibiyotiklere duyarliliklar1 belirlenicek bakteri
kiltiiriinden 1 koloni alinarak Mueller Hinton Agar besiyerine tek koloni ekilmistir.
Plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edilmis, inkiibasyon sonucunda steril tuzlu su da 0,5
McFarland bulaniklig1 ayarlanmistir. Steril svaplar yardimiyla bulanikligi ayarlanan
kiiltiirden Mueller Hinton Agar besiyerinin tiim yiizeyine ekim yapilmistir. Standart
antibiyotik diskler pens yardimi ile yerlestirilerek besiyeri ile temasi saglanmistir.
Petri plaklar1 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu zon

caplar1 6l¢iilmiis ve cizelgede verilen degerlerle karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan antibiyotik ¢esitleri

Antibiyotik Ad1 Miktar Grubu

Amikasin(AN) 30p Aminoglikosidaz
Ampisilin(AM) 10p Aminopenisilinaz(Blaktamaz)
Eritromisin(E) 15p Makrolidaz

Gentamisin(GM) 10u Aminoglikosidaz
Klindamisin(CC) 2u Lincosamidaz
Kloromfenikol(C) 30p Kloromfenikol
Metisilin(MET) 10u Penisilin

Tetrasiklin(TE) 30u Tetrasiklin

Vankomisin(VA) 30p Glikopeptidaz
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3.4.1. Antibiyotik Duyarhlik Testinde Kullanilan Besiyerleri

Mueller Hinton Agar (LabM 39)

Meat infusion 60
Casein hydrolysate 1759
Starch 1549
Agar 10 g

35g tartilarak 1000 ml distile suyla karistiriip pH7,4 + 0,2 ayarlamip 121 °C’de 15

dakika otoklavlanmustir.

Mc Farland bulaniklik tiipii
0,5 Mc Farland standardina uygun bulaniklik tiipii hazirlamak i¢in :
0,048 M BaCl, (%1,173gr BaCl,H ,0) 0,5ml

+0,18M H,S04/H,0 (%1 viv) 99,5 ml

0,5 Mc Farland = 108 cfu/ml

Baryum kloriir ve siilfirik asit kullanilarak hazirlanan bu soliisyon deney tiiplerine

5’er ml ilave edilerek oda sicakliginda, karanlikta saklanmistir.
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Sekil 3.5. Antibiyotik direng testinin yapiligi

3.5. Stafilokok suslarinin Biyofilm Uretiminin Saptanmasi

Stafilokok suslarinin  biyofilm {iretimlerinin  belirlenmesinde iki yOntem
kullanilmistir.  Suslarmin kantitatif olarak biyofilm {iretiminleri Christensen ve ark.
(1985) tarafindan tanimlanan mikrotitreplak yontem ile, suslarin fenotipik olarak
biyofilm dretimlerinin belirlenmesi, kongo kirmizili agar metodu (CRA) ile

saglanmistir.

3.5.1. Mikrotitre plak yontemiyle biyofilm olusumunun belirlenmesi

Kantitatif olarak biyofilm olusumlarinin belirlenmesinde, stafilokok suslar1 stok
kiiltiirden alinarak aktiflestirilmek {izere TSB’ye aktarildiktan sonra 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda %2 oraninda glukoz igeren TSB
ile 1/100 seyreltildikten sonra steril diiz tabanli mikroplak’in her bir kuyucuguna
200ul konularak 37°C’de 24 saat inkiibasyona brrakilmistir. Negatif kontrol sadece

stv1 besiyeri ile doldurulmustur [Christensen ve ark., 1985].
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Biyofilm olusumundaki fenotipik ifadenin in vitro kosullarda degismeye oldukca
misait olmasindan dolay1 hatalari minimize etmek ve bilgilerin giivenirliginin
saglamak i¢in her bir sus en az 3 defa tekrarlanip, buna ek olarak her bir test de iki

kez yapilmistir.

Inkiibasyon sonucu mikroplakin her bir gdziindeki sivi atik konteynirina bosaltilip
her bir kuyucuk ti¢ kez 200ul ‘lik steril tamponlanmis fosfat tuzu (PBS) ile nazikce
yikanmistir.  Yikama iglemi i¢in mikropipet kullanilmistir. Yikama sonrasinda

mikroplaklar kurutulmak amaciyla ters ¢evrilmistir [Christensen ve ark., 1985] .

Kurutma igleminden sonra her bir kuyucuga %?2’lik kristal viyole soliisyonundan
200ul dagitilarak 45 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
kuyucuklar tekrar steril tamponlanmis fosfat tuzu (PBS) ile nazikce ii¢ kez
yikanmustir. Yikama sonrasinda mikroplaklar kurutulmak amaciyla ters ¢evrilmistir

[Christensen ve ark., 1985].

Mikroplaklar oda sicakliginda kurutulduktan sonra hiicrelere baglanan boya geri
¢cOzdiirlilmek iizere her kuyucuga 200ul etanol asetik asit (95:5) ilave edilmistir.
Mikroplaklarin hava ile temasin1 6nlemek i¢in kapaklari kapatilip oda sicakliginda en
az 10 dakika ¢alkalamaksizin bekletilmistir. Etanol asetik asit hem tavan hem de
duvara yapisan bakterilerin endirekt dl¢iilmesinde olanak saglamistir [Christensen ve

ark., 1985].

Kristal viyole ile boyanan kuyucuklardaki boya etanol asetik asit ile ¢ozdiiriildiikten
sonra her bir kuyucuktaki Optik yogunluk (OD) 570 nm’de ELISA okuyucuda

Olclilmiistiir [Christensen ve ark., 1985].
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izolatlarin mikrotitre plak yontemiyle belirlenen adherens kapasiteleri negatif, zayif
(+), orta (++), kuvvetli (+++) olarak kategorize edilmistir. Bu siiflandirmada OD<

Odc; negatif, ODc<OD< 2xODc; zayif, 2xODc<OD<4x0dc; orta, 4xODc<OD;

kuvvetli adherens olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.6. Stafilokok izolatlarin1 mikrotitre plak igerisinde 37 °C’de 24 saatlik

inkiibasyonu

Sekil 3.7. Kristal viyole ile yapilan boyama
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3.5.2. Kongo Kirmizilh Agar Yontemiyle Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

Stafilokok olarak adlandirilan suslar Kongo Kirmizili Agara tek koloni ekimi
yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra parlak siyah

koloniler biyofilm (+) olarak degerlendirilmisitir.

Kongo Kirmizili Agar

Siikroz 50¢g
BHI broth 374
Kongo kimizist :0,8¢
Agar 1109
Distile su :1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir ve plaklara dagitilir.

Sekil 3.8. Kongo kirmizili agarda biyofilm olusumu
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4. BULGULAR
4.1. Gidalardan Izole Edilen Stafilokoklarin Dagilim

Arastirmamizda 15.06.2009 — 15.08. 2010 tarihleri arasinda Ankara’daki ¢esitli
marketlerden temin edilen dana kiyma (56 adet), tavuk but (56 adet), beyaz peynir
(56 adet), siit fabrikasindan temin edilen ¢ig siit (56 adet) ve cesitli semtlerdeki
pastanelerden temin edilen dondurma (56 adet) Oornegi materyal olarak
kullanilmistir. Calisilan gida 6rneklerinde cizelge 1.1 ‘de gdsterilen Bergey’s Manuel
of Systematic Bacteriology‘de belirtilen testlerin sonucunda 209 Stafilokok susu
izole edilmistir.(Cizelge 4.1) Referans sus olarak S.aureus ATCC 29213

kullanilmustir.

Baird Parker Agar, Mannitol salt Agar ve Kanli Agar besiyerlerinden izole edilen
Stafilokok tirlerinin  ¢esitli antibiyotiklere (oksasilin(1p), klindamisin(2p),
tetrasiklin(30p), vankomisin(30u), amikasin(30u), kloromfenikol(30p), gentamisin
(10p), eritromisin(15p), ampisilin(10p)) olan direnglilikleri ve duyarhiliklar1 CLSI
2009‘da  belirtilen  antibiyotik inhibisyon zon ¢ap Olclimlerine  gore

degerlendirilmistir.

Izole edilen Stafilokok tiirlerinin biyofilm olusumlari, mikrotitre plak yontemi ve

Kongo kirmizil agar ile arastirilmigtir.



68

Cizelge 4.1. Stafilokoklarin izole edildikleri 6rneklere gére dagilimlart

Izole edilen Ornekten
Gida drnekleri Ornek sayis1 Stafilokok izole
edilme
(n) (%) yiizdesi
(%)
Dana kiyma 56 56 26,8 100
Tavuk but 56 44 21,1 78,5
Cig siit 56 44 21,1 78,5
Dondurma 56 36 17,2 64,3
Peynir 56 29 13,8 51,8
Toplam 280 209 100 74,6

Aragtirmamizda materyal olarak kullanilan 280 gida o6rneginden 209 (%74,6)
Stafilokok tiirli izole edilmistir. 209 izolatin 56’s1 (%26,8) dana kiyma, 44’1
(%21,1) tavuk but, 44’1 (%21,1) ¢ig siit, 36’s1 (%17,2) dondurma ve 29°u (%13,8)
peynir drneklerinde tespit edilmistir. (Cizelge 4.1.)
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Cizelge 4.2. Gida 6rneklerinden izole edilen Koagiilaz Pozitif Stafilokok (KPS) ve

Koagiilaz Negatif Stafilokok (KNS) sayilar1 ve yiizde dagilimlari

Izole Edilen KPS KNS
Gida ornekleri Staﬁlolzrc]))k sayis1 Say1 Yizde Sayt Vizde
(n) (%) (n) (%)

Dana Kiyma 56 6 10,7 50 89,3
Tavuk But 44 3 6,8 41 93,2
Cig siit 44 21 47,7 23 52,3
Dondurma 36 - - 36 100
Peynir 29 4 13,8 25 86,2
Toplam 209 34 16,3 175 83,7

Arastirmamizda 209 stafilokok susunun 34’ (%16,3) koagiilaz pozitif stafilokok
(KPS) ve 175’1 (%83,7) koagiilaz negatif stafilokok (KNS) olarak tespit edilmistir.

Cig siit orneklerinden izole edilen stafilokoklarin %47,4’si , peynir 6rneklerinden

izole edilen stafilokoklarin

%13,8’1 ,dana kiyma Orneklerinden izole edilen

stafilokoklarin %10,7’si ve tavuk but Orneklerinden izole edilen stafilokoklarin

%06,8’1 koagililaz pozitif olarak bulunmustur. Dondurma 6rneklerinden izole edilen

stafilokoklarda koagiilaz pozitif stafilokok tiirlerine rastlanilmamistir. (Cizelge 4.2.)
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Cizelge 4.3. Gida 6rneklerinden izole edilen Koagiilaz Pozitif Stafilokok (KPS)

tiirlerinin izole edildigi 6rneklere gore dagilimlart

Gida Dana Tavuk Cig siit Dondurma | Peynir Toplam
orhekleri kiyma but
tr (n) | (%) | () | (%) | () [ (%) | (n) [(%) | ()| (%) |((N) | (%)
S.aureus 6 [353|- |- 9 |53 |- - 2 11,717 |50
S. hyicus - - - - 4 1100 |- - - - 4 118
S.intermedius | - | - 3 12318 |615]- - 2 15413 | 38,2
Toplam 6 |176|3 |88 |21 |61,7]- - 4 11,7 |34 | 100

n: izolat sayisi

34 koagiilaz pozitif stafilokok (KPS) susunun 17°si (%50) S.aureus, 13’1 (%38.2)
S.intermedius ve 4 ‘i (%11,8) S.hyicus olarak tanimlanmistir. ( Cizelge 4.3.)
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Cizelge 4.4. Gida 6rneklerinden izole edilen Koagiilaz Negatif Stafilokok (KNS)

tiirlerinin izole edildikleri 6rneklere gore dagilimi

Gida Dana Tavuk Cigsit | Dondur- | Peynir Toplam
urti kiyma but ma
Tiir
n | % n | % n | % n | % n | % n | %

S.cohnii 2 |35 (10 (22,74 |91 |20 (555|10|345 |46 | 26,3
S.hominis 7 1125 6 (1136|1125 |6 |16,7 |4 |138|34 |194
S.xylosus 36 642 - |- - |- - |- - |- 36 | 20,6
S.simiilans - - 1312954 |91 |1 (28 |2 |69 |20 |114
S.epidermidis |2 |35 | - |- 2 |45 |3 |83 |- |- 7 4
S.capitis 3 |54 91205|- |- 1 128 |- |- 13 |74
S.auricularis - |- 2145 |1 |23 |- |- 3 104 |6 2,8
S.haemoliyticus | - | - 1123 |1 |23 |2 |56 |5 |172]9 51
S.warneri - |- - |- - |- 2 |56 |1 |35 |3 1,7
S.saprophyticus | - | - - |- - |- 1 128 (- |- 1 0,6
Toplam 50 | 28,541 | 23,423 |13,1|36 (20,6 |25 |14,3|175| 100

n=izolat sayis1

175 koagiilaz negatif stafilokok (KNS) susunun 46’s1 (%26,3) S.cohnii, 34’1 (%19,4)
S.hominis, 36’s1 (20,6) S.xylosus, 20’s1 (%]11,4) S.simiilans, 7’si (%4) S.epidermidis,
13’1 (%7,4) S.capitis, 6’s1 (%2,8) S.auricularis, 9’u (%5,1) S.haemoliyticus, 3’i

(%1,7) S.warneri, 1’1 (%0,6) S.saprophyticus olarak tanimlanmaistir.
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Cizelge 4.5 Dana kiyma 6rneklerinden izole edilen Stafilokoklarin tiir dagilimlar

Stafilokok tiirii izolat sayis1 (n) Yiizdesi (%)
S.xylosus 36 64,3
S.hominis 7 12,5
S.aureus 6 10,7
S.capitis 3 5,3
S.cohnii 2 3,6
S.epidermidis 2 3,6
Toplam 56 100

Arastirmamizda dana kiyma 6rneklerinden tiir seviyesinde tanimlanan 56 Stafilokok
susunun 36°s1 (%64,3) S.xylosus, 7’si (%12,5) S.hominis, 6’s1 (10,7) S.aureus, 3’i
(9%5,3) S.capitis, 2’si (%3,6) S.cohnii ve 2’si (%3,6) S.epidermidis olarak tespit

edilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.6. Tavuk but 6rneklerinden izole edilen Stafilokoklarin tiir dagilimlar

Stafilokok tiirii Izolat say1s1 (n) Yiizdesi (%)
S.simulans 13 29,5
S.cohnii 10 22,7
S.capitis 9 20,5
S.hominis 6 13,6
S.intermedius 3 6,8
S.auricularis 2 4,5
S.haemolyticus 1 2,3
Toplam 44 100
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Arastirmamizda tavuk but orneklerinden tiir seviyesinde tanimlanan 44 Stafilokok
sugunun 13’1 (%29,5) S.simulans, 10’u (%22,7) S.cohnii, 9’u (%20,5) S.capitis, 6’s1
(%13,6) S.hominis, 3’i (%6,8) S.intermedius, 2’si (%4,5) S.auricularis ve 1’1 (%2,3)

S.haemolyticus olarak tanimlanmstir. (Cizelge 4.6)

Cizelge 4.7 Cig siit 6rneklerinden izole edilen Stafilokoklarin tiir dagilimi

Stafilokok tiirii Izolat sayis1 (n) Yiizdesi (%)
S.hominis 11 25
S.aureus 9 20,5
S.intermedius 8 18,2
S.cohnii 4 9,1
S. hyicus 4 91
S. simulans 4 9,1
S.epidermidis 2 4,5
S.haemolyticus 1 2,8
S.auricularis 1 2,8
Toplam 44 100

Arastirmamizda ¢ig siit Orneklerinden tiir seviyesinde tanimlanan 44 Stafilokok
izolatinin 11’1 (%25) S.hominis, 9’u (%20,5) S.aureus, 8’i (%18,2) S.intermedius,
4’0 (%9,1) S.cohnii, 4’1 (%9,1) S. hyicus, 4’4 (%9,1) S. simulans, 2’si (%4,5)
S.epidermidis ve 1’er (%2,8) S.haemolyticus ve S.auricularis olarak tespit edilmistir.
(Cizelge 4.7)




Cizelge 4.8. Dondurma o6rneklerinden izole edilen Stafilokoklarin tiir dagilimi
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Stafilokok tiirii Izolat sayis1 (n) Yiizdesi (%)
S.cohnii 20 55,5
S.hominis 6 16,7

S.epidermidis 3 8,3

S.haemolyticus 2 55

S. warnerii 2 5,5

S.capitis 1 2,8

S. saprophyticus 1 2,8

S. simulans 1 2,8

Toplam 36 100

Arastirmamizda dondurma Orneklerinden tiir seviyesinde tanimlanan 36 Stafilokok
izolatinin 20’si (%55,5) S.cohnii, 6’s1 (%16,7) S.hominis, 3’1 (%8,3) S.epidermidis,
2’si (%5,5) S.haemolyticus, 2’si (%5,5) S. warnerii, 1’1 (%2,8) S.capitis, 1’1 (%2,8)
S. saprophyticus ve 1’1 (%2,8) S. simulans olarak tespit edilmistir. (Cizelge 4.8)
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Cizelge 4.9. Peynir 6rneklerinden izole edilen Stafilokoklarin tiir dagilim1

Stafilokok tiirii Izolat sayis1 (n) Yiizdesi (%)
S.cohnii 10 34,5
S.haemolyticus 5 17,2
S.hominis 4 13,8
S.auricularis 3 10,3
S.aureus 2 6,9
S.intermedius 2 6,9
S. simulans 2 6,9
S. warnerii 1 3,5
Toplam 29 100

Arastirmamizda peynir Orneklerinden tiir seviyesinde tanimlanan 29 Stafilokok
izolatinin 10°u (%34,5) S.cohnii, 5’1 (%17,2) S.haemolyticus, 4’i (%13,8) S.hominis,
3’4 (%10,3) S.auricularis, 2’si (%6,9) S.aureus, 2’si (%6,9) S.intermedius, 2’si
(9%6,9) S. simulans ve 1’1 (%3,5) S. warnerii olarak tespit edilmistir. (Cizelge 4.9)

Calismamizda izole edilen Stafilokok tiirlerinin biyofilm olusumlar1 mikrotitre plak

ve kongo kirmizili agar yontemleri ile arastirilmigtir.
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Cizelge 4.10 Stafilokok suslarinin Mikrotitre plak yontemiyle biyofilm olusumu test

Sonugclari

Biyofilm pozitif

Biyofilm negatif

Toplam
Yontem Say1 Yiizde Say1 Yiizde Say1
(n) (%) (n) (%)
Mikrotitre
plakYontemi 162 77,5 47 22,5 209

280 gida drneginden izole edilen 209 Stafilokok susundan tespit edilen mikrotitre

plak yontemiyle biyofilm olusumu test sonuglart Cizelge 4.10°da gosterilmistir.

Cizelge 4.10’daki sonuglara gore 209 izolatin mikrotitre plak yonteminde 162’si

(%77,5) biyofilm pozitif, 47’si (%22,5) biyofilm negatif olarak tespit edilmistir.

Mikrotitre plak yontem sonuglart ticer defa tekrarlanmis ve kendi

iginde

degerlendirilmistir. Yapilan kontrol 6rneginin 6l¢iim sonuglarindan diisiik degerde

Olciilen ornekler (-), kontrol degeri ve bu degerin iki kat1 kadar olan aralikta Slgiilen

ornekler (+), kontrol degerinin iki kat1 ve dort kati kadar olan aralikta Olgiilen

ornekler (++) ve kontrol degerinin dort katindan yiiksek degerde olciilen O6rnekler

(+++) olarak kabul edilmistir.
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Cizelge 4.11 Dana kiyma 6rneklerinden izole edilen Stafilokoklarda yapilan biyofilm

sonuglart (mikrotitre plak yontemi)

Ornek no Ol¢iim Ortalama Oran *
1 0,350/0,491/0,546 0,462 +++
2 0,434/0,401/0,444 0,426 +++
3 0,469/0,260/0,304 0,344 +++
4 0,341/0,290/0,319 0,316 +++
5 0,406/0,472/0,349 0,409 +++
6 0,358/0,459/0,430 0,416 +++
7 0,300/0,374/0,266 0,313 ++
8 0,431/0,408/0,459 0,432 +++
9 0,376/0,272/0,235 0,294 ++
10 0,287/0,386/0,312 0,328 +++
11 0,578/0,515/0,397 0,496 +++
12 0,391/0,326/0,310 0,342 +++
13 0,261/0,361/0,313 0,308 ++
14 1,580/1,279/1,524 1,461 +++
15 0,233/0,194/0,189 0,205 ++
16 0,906/0,582/0,667 0,718 +++
17 1,284/1,583/1,564 1,477 +++
18 2,006/2,448/2,020 2,158 +++
19 0,323/0,295/0,321 0,313 ++
20 0,401/0,456/0,588 0,481 +++
21 0,228/0,275/0,192 0,231 ++
22 0,230/0,177/0,204 0,203 ++
23 0,179/0,173/0,170 0,174 ++
24 0,205/0,183/0,199 0,195 ++
25 0,176/0,261/0,231 0,222 ++
26 0,154/0,161/0,220 0,178 ++




Cizelge 4.11 (Devam)Dana kiyma 6rneklerinden izole edilen Stafilokoklarda

yapilan biyofilm sonuglari

27 0,201/0,154/0,134 0,163 ++
28 0,167/0,155/0,135 0,152 +
29 0,147/0,106/0,112 0,121 +
30 0,122/0,143/0,175 0,146 +
31 0,152/0,169/0,134 0,151 +
32 0,112/0,112/0,146 0,123 +
33 0,550/0,257/0,231 0,346 +++
34 1,457/1,100/0,786 1,114 +++
35 0,919/0,445/0,285 0,549 +++
36 0,608/0,177/0,455 0,413 +++
37 0,597/1,113/1,316 1,008 +++
38 1,817/1,549/1,355 1,573 +++
39 0,961/0,797/0,536 0,764 +++
40 0,595/0,666/0,533 0,598 +++
41 1,662/1,431/1,753 1,615 +++
42 0,584/0,829/0,452 0,621 +++
43 1,596/1,917/1,579 1,697 +++
44 0,245/0,228/0,150 0,207 ++
45 1,885/0,827/1,4585 1,399 +++
46 0,962/1,578/1,851 1,463 +++
47 0,484/0,998/0,721 0,734 +++
48 0,561/0,338/0,411 0,436 +++
49 0,510/0,295/0,185 0,330 +++
50 0,468/0,350/0,221 0,346 +++
51 0,129/0,116/0,130 0,125 ++
52 0,120/0,122/0,109 0,117 ++
53 0,107/0,123/0,166 0,132 +
54 0,143/0,227/0,280 0,216 ++
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Cizelge 4.11 (Devam) ana kiyma 6rneklerinden izole edilen Stafilokoklarda

yapilan biyofilm sonuglari

55 0,185/0,147/0,138 0,156 +
56 0,142/0,104/0,118 0,121 +
..< (-)>0,078
0,078< (+) > 0,156
Kontrol 0,156< (++) > 0,312

0,312<(+++) > ...

*(-); negatif , *(+); zayif ,*(++); orta, *(+++); kuvvetli

Cizelge 4.11‘de dana kiyma Orneklerinden izole edilen Stafilokok suslarinin

mikrotitre plak yontemiyle yapilan biyofilm 6l¢iim sonuglarina gore 56 izolatin 56’°s1

da (%100) biyofilm pozitif sonug vermistir.

Cizelge 4.12 Tavuk but orneklerinden izole edilen Stafilokoklarda yapilan biyofilm

sonuclart (mikrotitre plak yontemi)

Ornek no Ol¢iim Ortalama Oran*
1 0,801/1,413/1,749 1,321 +++
2 0,911/0,453/0,323 0,562 ++
3 0,641/0,312/0,484 0,479 ++
4 2,534/0,982/2,710 2,075 +++
5 0,220/0,276/0,403 0,309 +

6 0,442/0,368/0,300 0,370 +

7 0,624/0,565/0,569 0,586 ++
8 0,412/0,487/0,359 0,419 +

9 0,316/1,008/0,281 0,535 ++
10 0,312/0,237/0,241 0,263 +
11 0,313/0,323/0,342 0,326 +
12 0,628/0,428/0,680 0,579 ++
13 0,367/0,390/0,304 0,353 +
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Cizelge 4.12 (Devam) Tavuk but orneklerinden izole edilen Stafilokoklarda yapilan

biyofilm sonuglari (mikrotitre plak yontemi)

14 0,455/0,189/0,220 0,288 +
15 0,363/0,428/0,353 0,381 +
16 0,382/0,479/0,435 0,432 ++
17 0,253/0,812/0,476 0,513 ++
18 0,397/0,542/0,475 0,471 ++
19 0,220/0,252/0,216 0,229 +
20 0,182/0,200/0,267 0,216 +
21 0,169/0,198/0,256 0,207 -
22 0,204/0,155/0,153 0,170 -
23 0,147/0,170/0,185 0,167 -
24 0,186/0,235/0,132 0,184 -
25 0,176/0,231/0,230 0,212 -
26 0,253/0,242/0,223 0,240 +
27 0,241/0,415/0,216 0,291 +
28 0,177/0,192/0,193 0,187 -
29 0,266/0,238/0,261 0,255 +
30 0,258/0,263/0,377 0,299 +
31 0,285/0,223/0,217 0,241 +
32 0,204/0,171/0,253 0,209 -
33 0,145/0,103/0,206 0,151 -
34 0,241/0,193/0,453 0,305 +
35 0,235/3,286/0,393 1,304 +++
36 0,419/0,448/0,401 0,422 +
37 0,459/0,225/0,207 0,297 +
38 0,175/0,214/0,273 0,220 +
39 0,259/0,363/2,166 1,344 +++
40 0,243/0,400/1,373 0,672 ++
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Cizelge 4.12. (Devam) Tavuk but 6rneklerinden izole edilen Stafilokoklarda yapilan

biyofilm sonuglari (mikrotitre plak yontemi)

41 0,241/0,201/0,225 0,222 +
42 1,406/1,079/1,142 1,209 +++
43 0,233/0,150/0,303 0,228 +
44 1,056/1,267/0,686 0,229 +
..< () >0,215
Kontrol 0,215< (+) >0,430

0,430< (++) >0,860
0,860< (+++) > ...

*(-); negatif , *(+); zayif ,*(++); orta, *(+++); kuvvetli

Cizelge 4.12 ‘de tavuk but 6rneklerinden izole edilen Stafilokok suslarinin mikrotitre
plak yontemiyle yapilan biyofilm 6lglim sonuglarina gore 36 ‘s1 (%81,2) biyofilm
pozitif, 8’1 (%18,2) biyofilm negatif tespit edilmistir.

Cizelge 4.13 Cigsiit orneklerinden izole edilen Stafilokoklarda yapilan biyofilm

sonuglar1 (mikrotitre plak yontemi)

Ornek no Olgiim Ort. Oran

0,349/0,421/0,318 0,336 -

0,284/0,604/0,420 0,436 -

1,485/1,441/2,536 1,83 ++
0,893/0,497/0,264 0,551 -
0,327/0,732/1,719 0,926 +

0,391/0,403/0,289 0,361 -

0,267/0,580/0,233 0,360 -

O N O O B~ W N Bk

0,976/1,240/1,033 1,083 +




Cizelge 4.13. (Devam) Cig siit Orneklerinden izole edilen Stafilokoklarda yapilan

biyofilm sonuglari (mikrotitre plak yontemi)

9 0,334/1,033/0,441 0,603 +
10 0,453/0,334/0,421 0,402 -
11 0,334/0,370/0,370 0,358 -
12 0,488/0,549/0,551 0,530 -
13 0,609/0,609/0,685 0,634 +
15 0,263/0,300/0,301 0,288 -
14 0,455/0,189/0,220 0,288 +
16 0,234/0,378/0,283 0,298 -
17 0,420/0,664/0,401 0,495 -
18 0,393/0,466/0,646 0,501 -
19 0,340/0,246/0,286 0,291 -
20 1,690/0,823/0,856 1,123 +
21 1,157/2,818/1,241 1,739 ++
22 3,485/3,400/3,309 3,398 +++
23 0,641/0,313/1,483 0,318 -
24 1,240/0,226/0,236 0,567 +
25 0,471/0,388/0,303 0,387 -
26 2,393/1,193/2,011 1,86 ++
27 0,576/0,737/0,352 0,555 -
28 0,221/0,277/0,245 0,247 -
29 1,384/0,740/1,244 1,123 ++
30 1,690/0,823/0,856 1,123 +
31 1,240/0,226/0,236 0,567 +
32 0,609/0,609/0,685 0,634 +
33 0,327/0,732/1,719 0,926 +
34 0,976/1,240/1,033 1,083 +
35 0,334/1,033/0,44 0,603 +
36 1,690/0,823/0,856 1,123 +
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Cizelge 4.13. (Devam) Cig siit Orneklerinden izole edilen Stafilokoklarda yapilan

biyofilm sonuglari (mikrotitre plak yontemi)

37 0,327/0,732/1,719 | 0,926 n
38 1,384/0,740/1,244 | 1,123 n
39 0,565/0,577/0,787 | 0,643 +
40 0,616/0,563/0,582 | 0,587 n
41 0,706/0,647/0,598 | 0,650 n
42 1,020/1,388/1,076 | 1,161 n
43 1,106/1,079/1,142 | 1,109 n
44 1,033/0,441/0,334 | 0,603 n
< (-) >0568

Kontrol

0,568< (+) >1,136
1,136 < (++) >2,272

2,272 < (+++)> ...

*(-); negatif , *(+); zayif ,*(++); orta, *(+++); kuvvetli

Cizelge 4.13°de Cig siit Orneklerinden izole edilen Stafilokok suslarinin mikrotitre

plak yontemiyle yapilan biyofilm Ol¢iim sonuglari gosterilmistir. Suslarin 26’s1

(%59) biyofilm pozitif, 18’1 (%41) biyofilm negatif olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.14 Dondurma orneklerinden izole edilen Stafilokoklarda yapilan biyofilm

sonuclar1 (mikrotitre plak yontemi)

Ornek no Ol¢iim Ort. Oran
1 2,675/3,572/3,423 3,22 +
2 2,829/3,529/2,846 3,068 +
3 3,492/2,696/2,437 2,875 -
4 3,005/3,258/1,160 2,474 -
) 3,601/3,563/2,531 3,232 +
6 3,554/3,564/3,528 3,548 +
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Cizelge 4.14 (Devam) Dondurma oOrneklerinden izole edilen Stafilokoklarda yapilan

biyofilm sonuglari (mikrotitre plak yontemi)

7 3,521/3,477/3,497 3,49

8 3,026/3,108/2,317 2,817

9 3,423/3,143/2,299 2,955
10 1,334/3,615/3,503 2,817
11 3,490/3,423/3,040 3,318
12 2,911/0,933/2,313 2,052
13 2,878/2,078/1,481 2,146
14 2,026/3,576/3,532 3,045
15 3,541/3,575/3,539 3,552
16 3,656/3,527/3,381 3,491
17 2,913/2,264/3,631 2,936
18 3,595/3,579/3,426 3,53
19 3,558/3,546/3,531 3,55
20 3,471/3,414/3,459 3,450
21 3,589/3,300/2,050 2,97
22 2,649/3,283/3,549 3,16
23 3,544/3,499/3,515 3,520
24 3,507/2,914/3,452 3,291
25 3,346/2,230/2,087 2,554
26 3,548/3,561/3,535 3,548
27 3,433/3,499/3,539 3,490
28 3,485/3,459/3,387 3,44
29 3,490/3,157/3,509 3,385
30 3,492/3,505/3,490 3,50
31 3,452/3,405/3,475 3,44
32 3,440/3,446/3,415 3,44
33 3,577/3,619/3,576 3,99
34 3,568/2,643/3,497 3,236
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Cizelge 4.14. (Devam) Dondurma orneklerinden izole edilen Stafilokoklarda yapilan

biyofilm sonuclar1 (mikrotitre plak yontemi)

35 3,465/3,437/3,464 3,455 +
36 3,442/3,409/3,411 3,421 +
Kontrol ..< (-) >2956

2,956 < (+) > 4,956

*(-); negatif , *(+); zayif ,*(++); orta, *(+++); kuvvetli

Cizelge 4.14°de dondurma 6rneklerinden izole edilen Stafilokok suslarinin mikrotitre

plak yontemiyle yapilan biyofilm o&lglim sonuglart gosterilmistir. Suslarin 29’u

(%80,6) biyofilm pozitif, 7°si (%19,4) biyofilm negatif olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.15 Peynir 0Orneklerinden izole edilen Stafilokoklarda yapilan biyofilm

sonuclar1 (mikrotitre plak yontemi)

Orek no Olgiim Ort. Oran
1 0,429/0,267/0,236 0,310 -

2 2,110/0,716/0,957 1,261 +
3 1,613/0,810/2,526 1,649 ++
4 0,352/0,566/0,287 0,401 -

5 0,453/0,318/0,376 0,382 -
6 0,497/0,624/0,553 0,558 -
7 0,291/0,220/0,303 0,271 -

8 0,344/0,180/0,163 0,229 -

9 1,672/0,596/1,591 1,286 +
10 1,907/1,157/0,902 1,322 +
11 1,044/0,934/0,645 0,874 +
12 0,216/0,189/0,196 0,200 -
13 0,344/0,341/0,449 0,378 -
14 0,420/0,635/0,411 0,488 -
15 1,350/1,437/1,806 1,531 ++




Cizelge 4.15 Peynir Orneklerinden izole edilen Stafilokoklarda yapilan biyofilm

sonuglari (mikrotitre plak yontemi)
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16 1,133/0,775/0,891 0,933 +
17 1,020/1,588/1,276 1,295 +
18 2,014/1,550/1,443 1,669 ++
19 0,853/0,704/0,641 0,732 +
20 0,437/0,262/0,234 0,311 -
21 0,556/0,550/0,682 0,596 -
22 0,706/0,647/0,598 0,650 -
23 0,895/0,769/0,773 0,812 +
24 0,607/0,811/1,101 0,840 +
25 0,885/1,068/1,179 1,004 +
26 0,616/0,464/0,582 0,554 -
27 0,741/0,550/0,477 0,589 -
28 0,565/0,577/0,787 0,634 -
29 1,201/0,959/1,423 1,194 +
.. < () >0,690
Kontrol 0,690< (+) >1,380

1,380 < (++) >2,760

2,760 < (+++)> ...

*(-); negatif , *(+); zayif ,*(++); orta, *(+++); kuvvetli

Cizelge 4.15’de peynir Orneklerinden izole edilen Stafilokok suslarinin mikrotitre

plak yontemiyle yapilan biyofilm 6l¢iim sonuglarina gore 14’1 (%48,8) biyofilm

pozitif, 15’1 (%51,2) biyofilm negatif olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.16 Stafilokok tiirlerinin mikrotitre plak yontemiyle tespit edilen biyofilm

olusumlarinin degerlendirilmesi

Izole Biyofilm | Zayif Orta Kuvvetli Toplam
edilen olusumu biyofilm degerde biyofilm biyofilm
negatif (0) | olusumu biyofilm olusumu olusumu
suslar
Tiirler +) olusumu
(+++)
(++)
n n | % n % n % n % n %
S. aureus 17 6 35,3 4 23,5 4 23,5 3 17,6 11 64,7
S. intermedius 13 7 53,8 5 38,5 - - 1 7,7 6 46,1
S. hyicus 4 3 75 1 25 - - - - 1 25
S. cohnii 46 9 19,5 32 69,5 2 4,3 3 6,5 37 80,4
S.xylosus 36 - - 5 13,9 14 38,9 17 47,2 36 100
S.hominis 34 7 20,5 17 50 3 8,8 7 20,6 27 79,4
S.simulans 20 4 20 10 50 4 20 2 10 16 80
S.capitis 13 3 23 3 23 5 38,5 2 15,4 10 76,9
S.haemolyticus 9 1 111 7 77,8 1 11,1 - - 8 88,9
S.epidermidis 7 1 14,3 4 57,1 - - 2 28,5 6 85,7
S.auricularis 6 3 50 2 33,3 1 16,7 - - 3 50
S.warneri 3 2 66,6 1 33,3 - - - - 1 33,3
S.saprophyticus | 1 1 100 - - - - - - - -
Total 209 47 22,5 91 43,5 34 16,3 37 17,7 162 77,5

Cizelge 4.16’ya gore 209 izolatin 47°si (22,5) biyofilm olusturmazken, 91°1 (43,5)
diisiik degerde, 34’1 (16,3) orta degerde ve 37’si (17,7) yiikksek degerde biyofilm
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pozitif olarak tespit edilmistir. Toplam suslarin 162’si (77,5) biyofilm pozitif

bulunmustur.

Cizelge 4.17 Kongo kirmizili agar (CRA) yontemi ile biyofilm pozitif ve biyofilm

negatif toplam 209 Stafilokok susunun dagilimlar

Biyofilm pozitif Biyofilm negatif Toplam
Yontem
(n) (%) (n) 00 | O | o
CRA 84 40,2 125 59,8 209 100

n: Sus sayisi

280 gida 6rneginden izole edilen 209 Stafilokok susunun kongo kirmizili agar (CRA)
da ki biyofilm olusumu sonuglar1 ¢izelge 4.17°de verilmistir. Bu sonuglara gore 209
susun 84’1 (%40,2) biyofilm olusumu pozitif, 125’1 (%59,8) biyofilm olusumu
negatif olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.18 Gida drneklerinden izole edilen 209 Stafilokok susunun CRA yontemi

ile biyofilm test sonuclari

CRA testi
Gida ornegi Pozitif Negatif Toplam
% n %

Dana kiyma 12 214 44 78,6 56
Tavuk but 19 432 |25 56,8 44

Cig siit 20 45,5 24 54,5 44
Dondurma 27 75 9 25 36
Peynir 6 20,7 23 79,3 29
Toplam 84 40,2 125 59,8 209

n: Sus sayisi

Cizelge 4.18’deki sonuclara gore dana kiyma orneklerinin 12’si (%21,4), tavuk but

orneklerinin  19’u  (%43,2), ¢ig silit Orneklerinin 20 ‘si (%45,5), dondurma

orneklerinin 27’si (%75) ve peynir Orneklerinin 6’sindan (%20,7) olmak iizere

toplam 84 (%40,2) biyofilm pozitif sonug tespit edilmistir.
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Cizelge 4.19 Kiyma orneklerinden izole edilen Stafilokok tiirlerinin CRA test sonucu

CRA(+) CRA(-)
Stafilokok tiirii Toplam
(n) (%) (n) (%)
S.xylosus 7 19,4 29 80,6 36
S.hominis 1 14,3 6 85,7 7
S.aureus 3 50 3 50 6
S.capitis - - 3 100 3
S.cohnii - - 2 100 2
S.epidermidis 1 50 1 50 2
Toplam 12 21,4 44 78,6 56

n:Sus sayisi

Dana kiyma orneklerinden izole edilen 56 Stafilokok susunun biyofilm olusum

dagilimi gizelge 4.19°da gosterilmistir. 7 (%19,4) S.xylosus, 3 (%50) S.aureus, 1

(%50) S.epidermidis ve 1 (%14,3) S.hominis susunun biyofilm olusturdugu, 29
(%80,6) S.xylosus, 6 (%85,7) S.hominis, 3 (%50) S.aureus, 3 (%100) S.capitis, 2
(%100) S.cohnii ve 1 (%50) S.epidermidis susunun biyofilm olusturmadig

gozlenmistir.
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Cizelge 4.20 Tavuk but 6rneklerinden izole edilen Stafilokok tiirlerinin CRA test

sonucu
CRA(+) CRA(-)
Stafilokok tiirii Toplam
(n) (%) (n) (%)
S.simulans 9 69,2 4 30,8 13
S.cohnii 4 40 6 60 10
S.capitis 1 11,1 8 88,9 9
S.hominis 3 50 3 50 6
S.intermedius 2 66 1 33 3
S.auricularis - - 2 100 2
S.haemolyticus - - 1 100 1
Toplam 19 43,2 25 56,8 44

n: Sus sayisi

Tavuk but orneklerinden izole edilen 44 Stafilokok susunun biyofilm olusum

dagilimi gizege 4.20°de gosterilmistir. 9 (%69,2) S.simulans, 4 (%40) S.cohnii, 3
(%50) S.hominis, 2 (%66) S.intermedius ve 1 (%11,1) S.capitis susunun biyofilm
olusturdugu, 8 (%88,9) S.capitis, 6 (%60) S.cohnii, 4 (%30,8) S.simiilans ,3 (%50)

S.hominis, 2 (%100) S.auricularis,

S.intermedius susunun biyofilm olusturmadigi gézlenmistir.

1 (%100) S.haemolyticus ve 1 (%33)
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Cizelge 4.21 Cig siit drneklerinden izole edilen Stafilokok tiirlerinin CRA test

sonucu
CRA(+) CRA(-)
Stafilokok tiirii Toplam
(n) (n) (n) (n)

S.hominis 6 54,5 5 45,5 11
S.aureus 5 55,6 4 44,4 9
S.intermedius 3 37,5 5 62,5 8
S. hyicus 3 75 1 25 4
S.cohnii 1 25 3 75 4
S. simulans - - 4 100 4
S.epidermidis 2 100 - - 2
S.auricularis - - 1 100 1
S.haemolyticus - - 1 100 1
Toplam 20 45,5 24 54,5 44

n: Sus sayisi

Cig siit orneklerinden izole edilen Stafilokok suslariin CRA sonuglarinin tiirlere
gore dagilimi g¢izelge 4.21°de gosterilmistir. 6 (%54,5) S.hominis, 5 (%55,6)
S.aureus, 3 (%75) S. hyicus, 3 (%37,5) S.intermedius, 2 (%100) S.epidermidis ve 1
(%25) S.cohnii  susunun biyofilm olusturdugu, 5 (%45,5) S.hominis, 5 (%37,5)
S.intermedius, 4 (%44,4) S.aureus, 4 (%100) S. simulans, 3 (%75) S.cohnii, 1 (%2100)
S.auricularis, 1 (%2100) S.haemolyticus ve 1 (%25) S. hyicus susunun biyofilm

olusturmadig1 gézlenmistir.
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Cizelge 4.22 Dondurma 6rneklerinden izole edilen Stafilokok tiirlerinin CRA test

sonucu
CRA(+) CRA(-)
Toplam
Stafilokok tiirti
(n) (%) (n) (%)
S.cohnii 17 85 3 15 20
S.hominis 5 83,3 1 16,7 6
S.haemolyticus 2 100 - - 2
S. warnerii 2 100 - - 2
S.epidermidis - - 3 100 3
S.capitis 1 100 - - 1
S. saprophyticus - - 1 100 1
S. simulans - - 1 100 1
Toplam 27 75 9 25 36

n :Sus sayis1

Cizelge 4.22°deki dondurma Orneklerinin CRA pozitif sonuglarinin 17°si (%385)
S.cohnii, 5’1 (%83,3) S.hominis, 2’si (%100) S.haemolyticus, 2’si (%100) S. warnerii
ve 1’1 (%100) S.capitis olarak tespit edilirken, CRA negatif sonuglarin 3’i (%15)
S.cohnii, 3’0 (%100) S.epidermidis, 1’1 (%16,7) S.hominis, 1’i (%100) S.

saprophyticus ve 1’1 (%100) S. simulans olarak tespit edilmistir.




Cizelge 4.23 Peynir Orneklerinden izole edilen Stafilokok tiirlerinin CRA test
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sonucu
CRA (+¥) CRA ()
Toplam
Stafilokok tiirti
(n) (%) (n) (%)
S.cohnii 1 10 9 90 10
S.haemolyticus - - 5 100 5
S.hominis 2 50 2 50 4
S.auricularis - - 3 100 3
S.aureus 2 100 - - 2
S.intermedius - - 2 100 2
S. simulans - - 2 100 2
S.warnerii 1 100 - - 1
Toplam 6 20,7 23 79,3 29

n: Sus sayisi

Peynir 6rneklerinden izole edilen Stafilokok suslarinin CRA sonuglarinin tiirlere gére

dagilimi cizelge 4.23’de gdOsterilmistir.

Cizelge 4.23’deki CRA pozitif test

sonuglarinin 2’si (%100) S.aureus, 2’si (%50) S.hominis, 1’1 (%10) S.cohnii ve 1’i
(%100) S.warnerii olarak tespit edilmistir. CRA negatiflerin ise, 9’u (%90) S.cohnii,
5’1 (%100) S.haemolyticus, 3’i (%100) S.auricularis, 2’si (%50) S.hominis, 2’si

(%100) S.intermedius ve 2’si (%100) S. simulans olarak tespit edilmistir.




Cizelge 4.24 Toplam 209 Stafilokok susunun Kongo kirmizili agar (CRA) ve

mikrotitre plak yontemi (MP) ile biyofilm tiretimleri

Biyofilm pozitif

Biyofilm negatif

Yontemler Toplam
(n) (%) (n) (%)
CRA 84 40,2 125 59,8 209
Mikrotitreplak 162 77,5 47 22,5 209

yontemi
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280 gida orneginden izole edilen 209 Stafilokok suslarinin kongo kirmizili agar ve

mikrotitre plak yontemleriyle biyofilm olusum sonugclar1 ¢izelge 4.24’de verilmistir.

Bu sonuglara gore 209 Stafilokok susunun 84’1 (%40,2) CRA yontemiyle pozitif

sonug verirken, 162’si (%77,5) mikrotitreplak yonteminde pozitif sonu¢ vermistir.

209 susun 125’1 (%59,8) CRA yonteminde negatif sonu¢ vermisken ,47’si (%22,5)

mikrotitre plak yonteminde negatif sonu¢ vermistir.

Cizelge 4.25 Dana kiyma 6rneklerinden izole edilen Stafilokok tiirlerinin CRA

yontemi ve Mikrotitre plak yontemi ile biyofilm test sonuglari

Biyofilm pozitif

Biyofilm negatif

Yontemler Toplam
(n) (%) (n) (%) Say1

CRA 12 21,4 44 78,6 56

Mikrotitreplak

yontemi 56 100 - - 56

n: Sus sayisi
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Dana kiyma oOrneklerinden izole edilen stafilokok suslarmin 12°si (%21,4 ) CRA
pozitif, 44’1 (%78,6) CRA negatif sonug tespit edilmistir. Mikrotitreplak yonteminde
56’s1 (%100) biyofilm pozitif sonug tespit edilmistir.

Cizelge 4.26 Tavuk but orneklerinden izole edilen Stafilokok tiirlerinin CRA

yontemi ve mikrotitreplak yontemi ile biyofilm test sonuglari

Biyofilm pozitif Biyofilm negatif
Toplam
Yontemler (n) (%) (n) (%) Say1
CRA 19 43,2 25 56,8 44
36 81,2 8 18,2 44
Mikrotitreplak
Yontemi

n : Sus sayis1

Cizelge 4.26’da tavuk but orneklerinden izole edilen Stafilokok suslarmmin biyofilm
test sonuglar1 verilmistir. Sonuglara gore drneklerin 19°u (%43,2) CRA pozitif, 25’1
(%56,8) CRA negatif tespit edilmistir. Mikrotitre plak yonteminde ise, 36’ s1 (%81,2)
biyofilm pozitif, 8’1 (%18,2) biyofilm negatif olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.27 Cig siit Orneklerinden izole edilen Stafilokok tiirlerinin CRA yontemi

ve mikrotitreplak yontemi ile biyofilm test sonuglari

Biyofilm pozitif Biyofilm negatif
Toplam
Yontemler (n) (%) (n) (%)
CRA 20 45,5 24 54,5 44
Mikrotitreplak | 26 59 18 41 44
Yontemi

n : Sus sayisi

Cig siitlerden izole edilen Stafilokok tiirlerinin biyofilm test sonuglari ¢izelge 4.27°de
verilmistir. 44 Stafilokok tiiriintin 20’si (%45,5) CRA pozitif, 24’1 (54,5) CRA
negatif olarak tespit edilmistir. Mikrotitre plak yonteminde ise, 26’s1 (%59) biyofilm
pozitif, 18’1 (%41) biyofilm negatif olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.28 Dondurma 6rneklerinden izole edilen Stafilokok tiirlerinin CRA

yontemi ve mikrotitre plak yontemi biyofilm test sonuglari

Biyofilm pozitif Biyofilm negatif
Toplam
Yontemler (n) (%) (n) (%)
CRA 27 75 9 25 36
Mikrotitreplak 29 80,6 7 19,4 36
Y ontemi

n : Sus sayisi
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Cizelge 4.28°de dondurma orneklerinden izole edilen Stafilokok tiirlerinin biyofilm
olusumlar1 verilmistir. Cizelge 4.28’e gore izolatlarin 27 si (%75) CRA pozitif, 9’u
(%25) CRA negatif tespit edilmistir. Mikrotitre plak yonteminde ise, 29’u (%80,6)
biyofilm pozitif, 7’si (%19.,4) biyofilm negatif olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.29 Peynir 6rneklerinden izole edilen Stafilokok suslarinin CRA yontemi

ve mikrotitre plak yontemi ile biyofilm test sonuglari

Biyofilm pozitif Biyofilm negatif
Toplam
Yontemler (n) (%) (n) (%)
CRA 6 20,7 23 79,3 29
Mikrotitreplak 14 48,3 15 51,7 29
yontemi

n : Sus sayis1

Peynir 6rneklerinden izole edilen Stafilokoklarin biyofilm olusumlar ¢izelge 4.29°da
verilmigtir. Suslarin  6°s1 (%20,7) CRA pozitif, 23’1 (%79,3) CRA negatif tespit
edilmistir.Mikrotitre plak yontemine gore 14’1 (%48,3) biyofilm pozitif, 15’1
(%51,7) biyofilm negatif tespit edilmistir.
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Cizelge 4.30 Stafilokok tiirlerinin mikrotitre plak yontemi (MP) ve CRA yontemiyle

biyofilm olusumlarinin karsilastirilmasi

MP  yontemi CRA yontemi Hem MP (+4)
Biyofilm olusumu Biyofilm olusumu | Hem CRA (+)
Stafilokok tiirleri (+) (+)
(n) (%) (n) (%) (n) (%)
S.aureus (17) 11 64,7 10 58,8 6 35,3
KPS | S.intermedius(13) |6 46,2 6 46,2 2 15,4
S. hyicus (4) 1 25 3 75 1 25
S.cohnii (46) 37 80,4 24 52,2 20 435
S. xylosus (36) 36 100 7 19,4 7 194
S.hominis (34) 27 79,4 17 50 12 35,3
S. simulans (20) 16 80 8 40 7 35
KNS | 'S, capitis (13) 11 84,6 2 15,4 - -
S. haemolyticus(9) | 8 88,9 2 22,2 2 22,2
S. epidermidis(7) 6 85,7 3 42,8 3 42,8
S. auricularis (6) 2 33,3 - - - -
S. warneri (3) 1 33,3 3 100 1 33,3
S.saprophyticus (1) | - - - - - -
Toplam (209) 162 775 84 40,2 61 29,2

n : Sus sayisi

Cizelge 4.30°da KNS ve KPS tiirleri i¢in mikroplak yontemi (MP) ve CRA yodntemi

ile belirlenen biyofilm olusumlarinin karsilastirilmasi verilmistir. S.aureus suslarinin
11 ‘i (%64,7) MP (+), 10°u(%58,8) CRA (+), S.hyicus suslarinin 1 ‘i(%25) MP (+),
3’4 (%75) CRA (+), S.intermedius suslarmin 6’s1 (%46,2) hem MP(+) hem de
CRA(+), S.cohnii suslariin 37’si (%80,4) MP(+), 24’1 (%52,2) CRA (+), S.xylosus
suslariin 36’s1 (%100) MP (+), 7’si (%19,4) CRA (+), S.hominis suslarinin 27’si
(%79,4) MP (+), 17’si (%50) CRA(+), S.simulans suslarinin 16’s1 (%80) MP(+), 8’
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(%40) CRA (+), S.capitis suslarinin 11’1 (%84,6) MP(+), 2’si (%15,4) CRA (+),
S.haemolyticus suslarinin 8’1 (%88,9) MP (+), 2 ‘si (%22,2) CRA (+), S.epidermidis
suglarinin 6’s1 (%85,7) MP(+), 2 ‘si (%28,6) CRA (+), S.auricularis suslarinin 2’si
(9%33,3) MP(+), S. warneri suslarinin 1’1 (%33,3) MP(+), 3’i(%100) CRA ( +)
olarak tespit edilirken S.saprophticus suslari MP ve CRA yontemlerinde pozitif

sonu¢ vermemistir.

Cizelge 4.31 Stafilokoklarin mikrotitre plak yontemi (MP) ve kongo kirmizili agar

yontemi (CRA) ile biyofilm pozitiflerinin gidalar tiirlerine gore

karsilastirilmasi
Dana Tavuk Cig Dondurma Beyaz
Kiyma (56) But (44) siit (44) (36) Peynir (29)
Tiirler CRA MP CRA MP CRA MP CRA MP CRA MP
n (%) n (%) | n(%) n(%) n(%) n(%) n (%) n%) n(%) n(%)

S. aureus (17)

3(17,6) 6(35.3)

5(29,4) 4(235)

2(11,7) 1(5.8)

S. intermedius(13) 2(15,4) 2(154) | 4(30,7) 3(23) 1(7,7)
S. hyicus (4) 3(75) 1(25)

S. cohnii (46) 2(44) [ 5(10,9) 8(17,4) |1(22) 487 |1737) 19(41) [1(22)  4(87)
S.xylosus (36) 7(19,4) 36(100)

S.hominis (34) 1(2,9) 7(20,6) | 4(11,7) 6(17,6) | 5(14,7) 8(23,5) 5(14,7) 4(11)) 2(5,8) 2(58)
S.simulans (20) 7(35) 11(55) 1(5) 3(15) 1(5) 1(5)
S.capitis (13) 3(23,1) | 1(7,7) 7(53.8) 17,7)  1(7.7)

S.haemolyticus (9) 1(11,1) 1(11,1) | 2(22,2) 2(22,2) - 4(44.4)
S.epidermidis (7) 1(14,3) 2(28,5) 1(14,3) 2(28,5) 2(28,5)

S.auricularis (6) 1(16,7) 1(16,7)
S.warneri (3) 2(66,7) 1(33,3) 1(33,3)

S.saprophyticus (1)

Toplam (209)

12(21,4)56(100)

19(43,1) 36(81,8)

20(455) 26(59,1)

27(75) 30(83,3)

6(20,7) 14(48,3)

n: Sus sayist % : Biyofilm olusturan suslarin, o tiiriin toplami i¢indeki yiizdesi
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Cizelge 4.31°de gidalardan izole edilen Stafilokok tiirlerinin CRA ve MP yontemi ile
biyofilm olusumunun karsilastirilmasi verilmistir. Kiyma 6rneklerinden izole edilen
suglarin 12’si (21,4) CRA (+) sonu verirken MP yontemide 56’s1 (100) (+) sonu
vermistir. Tavuk but 6rneklerinin 19’u (43,1) CRA (+), 36’s1 (81,8) MP (+), ¢ig siit
ornekerinin 20 ‘si (45,5) CRA (+), 26’s1 (59,1) MP (+) , dondurma 6rneklerinin 27’si
(%75) CRA (+), 30 ‘u (83,3) MP (+) ve peynir orneklerinin 6’s1 (20,7) CRA (+),
14°1 (48,3) MP (+) olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.32 Dana kiyma Orneklerinden izole edilen toplam 56 Stafilokok susunun

antibiyotik direnglilikleri

Duyarh Orta Duyarli Direncli
Antibiyotik Ad1

(n) (%) (n) (%) (n) (%)
Amikasin(AN) 35 63 5 9 16 28
Ampisilin(AM) 45 80 - - 11 20
Eritromisin(E) 35 63 12 21 9 16
Gentamisin(GM) | 51 91 2 4 3 5
Klindamisin(cc) 39 70 16 28 1 2
Kloromfenikol(C) | 55 98 - - 1 2
Metisilin(met) 42 75 10 17,9 4 7.1
Tetrasiklin(TE) 37 66 1 2 18 32
Vankomisin(VA) 54 96 2 4 - -

n: Sus sayisi

Kiyma orneklerinden izole edilen 56 Stafilokok suslarinin antibiyotik test sonuglari
cizelge 4.32°de verilmistir. Bu sonuglara gore 18’1 (%32) tetrasikline, 16’s1 (%28)
amikasin’e, 11’1 (%20) ampisilin’e, 9’u (%16) eritromisin’e, 4’li (%7,1) metisilin’e,

371 (%5) oksasilin’e, 3’1 (%5) gentamisin’e, 1’1 (%2) kloromfenikol’e ve 1’1 (%2)



klindamisin’e direncli olarak tespit edilmistir. 56 Stafilokok susunda vankomisin’e

herhangi bir diren¢ saptanmamustir.

Cizelge 4.33 Tavuk but 6rneklerinden izole edilen toplam 44 Stafilokok susunun

antibiyotik direnglilikleri

Duyarl Orta Duyarli Direncli

Antibiyotik Adi

(n) (%) (n) (%) (n) (%)
Amikasin(AN) 43 97,7 - 1 2,3
Ampisilin(AM) 30 68,2 7 15,9 7 15,9
Eritromisin(E) 27 61,4 - 17 38,6
Gentamisin(GM) 37 84,1 2 4,5 3 6,8
Klindamisin(cc) 37 84,1 - - -
Kloromfenikol(C) 40 91 - 4 9,1
Metisilin (met) 26 59,1 4 91 18 40,9
Tetrasiklin(TE) 10 22,7 - 34 72,3
Vankomisin(VA) 42 95,5 7 15,9 - -

n: sus sayist

Tavuk but 6rneklerinden izole edilen 44 Stafilokok susunun antibiyotik test sonuglari
Cizelge 4.33°de verilmistir. Suslarin, 34’4 (%72,3) tetrisiklin’e, 18’1 (%40,9)
metisilin’e, 17’si (%38,6) eritromisin’e, 7’si (%15,9) ampisilin’e, 4’1 (%9,1) ,3’1
(%6,8) gentamisin’e ve 1’1 (%2,3) amikasin’e direngli olduklar1 goériilmiistiir. 44
Stafilokok suslarinda klindamisin ve vankomisin antibiyotiklerine direng

saptanamamigtir.
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Cizelge 4.34 Cig siit 6rneklerinden izole edilen toplam 44 Stafilokok susunun

antibiyotik direnglilikleri

Duyarh Orta Duyarli Direncli

Antibiyotik Adi

(n) (%) (n) (%) (n) (%)
Amikasin(AN) 41 93,2 2 4,5 1 2,3
Ampisilin(AM) 26 59,1 5 11,4 13 29,5
Eritromisin(E) 41 93,2 2 4,5 1 2,3
Gentamisin(GM) | 42 95,5 1 2,3 1 2,3
Klindamisin(cc) 31 70,5 8 18,2 5 11,4
Kloromfenikol(C) | 39 88,6 2 4,5 3 6,8
Metisilin (met) 34 77,3 4 9,1 7 15,9
Tetrasiklin(TE) 41 93,2 2 45 1 2,3
Vankomisin(VA) | 44 100 - - - -

n: Sus sayisi

Cig siit orneklerinden izole edilen 44 Stafilokok susunun antibiyotik test sonuglari
Cizelge 4.34’de dosterilmistir. Cizelge 4.34’deki sonuglara gore 44 Stafilokok
susunun 13’1 (%29,5) ampisilin’e, 7’si (%15,9) metisilin’e, 5’1 (%11,4) klindamsin’e
, 171 (%2,3) tetrasiklin’e, 1’1 (%2,3) amikasin’e, 1’1 (%2,3) gentamisin’e ve 1’1 (%2,3)
eritromisin‘e direngli olarak gozlenmistir. 44 Stafilokok susunda vankomisin

antibiyotigine diren¢ saptanamamigtir.
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Cizelge 4.35 Dondurma 6rneklerinden izole edilen toplam 36 Stafilokok susunun

antibiyotik direnglilikleri

Duyarh Orta Duyarli Direncli

Antibiyotik Ad1 | (n) (%) (n) (%) (n) (%)
Ampisilin(AM) | 5 139 |5 139 |26 72,2
Amikasin(AN) 36 100 - - - -
Eritromisin(E) 20 55,5 4 111 12 33,3
Gentamisin(GM) | 26 72,2 6 16,7 4 111
Klindamisin(cc) | 36 100 - - - -
Kloromfenikol(C) | 24 66,7 6 16,7 6 16,7
Metisilin (met) 24 66,7 - - 12 33,3
Tetrasiklin(TE) 28 77,8 2 5,5 6 16,7
Vankomisin(VA) | 36 100 - - - -

n: Sus sayisi

Dondurma oOrneklerinden izole edilen 36 Stafilokok izolatinin antibiyotik test

sonuclar1 Cizelge 4.35°de gosterilmistir. Cizelge 4.35°deki sonuglara gdre 36 izolatin
26’s1 (%72,2) ampisilin,12’si (%33,3) metisilin, 12’si (%33,3) eritromisin, 6’si
(%16,7) tetrasiklin, 6’si (%16,7) kloromfenikol ve 4t (%11,1) gentamisin

antibiyotiklerine direcli tespit edilmistir. 36 Stafilokok izolatinda klindamisin,

vankomisin ve amikasin antibiyotiklerine diren¢ saptanamamustir.
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Cizelge 4.36 Peynir o6rneklerinden izole edilen toplam 29 Stafilokok sugunun

antibiyotik direnglilikleri

Duyarh Orta Duyarli Direncli

Antibiyotik Ad1

(n) (%) (n) (%) (n) (%)
Amikasin(AN) | 28 96,6 1 34 |- -
Ampisilin (AM) | 18 62 - - 11 38
Eritromisin(E) 23 79,3 6 206 |2 6,9
Gentamisin(GM) | 21 72,4 6 20,6 2 6,9
Klindamisin(cc) | 18 62,1 9 31 2 6,9
Kloromfenikol(C) | 24 82,7 3 10,3 |2 6,9
Metisilin (met) 13 44,8 4 13,8 12 41,4
Tetrasiklin (TE) | 28 96,6 - - 1 34
Vankomisin(VA) | 29 100 - - - -

n: Sus sayisi

Peynir orneklerinden izole edilen 29 Stafilokok susunun antibiyotik test sonuglar
Cizelge 4.36°da gosterilmistir. Cizelge 4.36’daki sonuglara gore 29 Stafilokok
suslarinin, 12°si (%41,4) metisilin’e, 11°1 (%38) ampisilin’e, 2’si (%6,9) klindamisin
‘e, 2’s1 (%6,9) kloromfenikol’e, 2’s1 (%6,9) gentamisin‘e, 2’s1 (%6,9) eritromisin‘e
ve 1’1 (%3.,4) tetrasiklin’e direngli olarak saptanmistir. 29 Stafilokok susunda

vankomisin ve amikasin antibiyotiklerine herhangi bir diren¢ saptanamamustir.



Cizelge 4.37. Toplam 209 Stafilokok susunun antibiyotik direnglilikleri
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= = =
O c n c )
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n % n % % n % n %
S.cohnii (46) 11 239 21 45,7 13 - 15 326
S. xylosus (36) - 5 13,9 - 10 278 3 8,3
S.hominis (34) 8 235 12 353 2,9 1 29 6 17,6
S. simulans (20) 3 15 4 20 10 - 9 45
S.aureus (17) 5 294 10 58,8 17,6 3 17,6 2 11,7
S. capitis (13) 4 301 1 7,7 - - 2 15,4
S. intermedius (13) 1 7,7 4 30,7 7,7 - 2 154
S. haemolyticus(9) 2 22,2 4 444 - - 1 111
S. epidermidis(7) 2 28,5 2 285 - 1 143 2 28,5
S. auricularis (6) 2 33,3 - 16,6 - -
S. hyicus (4) - 1 25 1 25 -
S. warneri (3) 1 33,3 2 66,6 - 2 66,6
S.saprophyticus (1) 1 1 - R




Cizelge 4.37. (Devam) Toplam 209 Stafilokok susunun antibiyotik direnclilikleri

©
é c c
5 5 3 = ig
= g P
= 5 g z g
S 8 Z =
A4 > — A4
% % n % %
S.cohnii (46) 15,2 17 37 4,3
S. xylosus (36) 1,8 10 27,8
S.hominis (34) 5,9 5 14,7 14,7
S. simulans (20) 25 13 65
S.aureus (17) - 2 11,7
S. capitis (13) 3 23,1 -
S. intermedius (13) - 3 23,1 7,7
S. haemolyticus(9) 1 11,1 111
S. epidermidis(7) - 2 28,5 -
S. auricularis (6) - 2 33,3
S. hyicus (4) - 25
S. warneri (3) - -
S.saprophyticus (1) 1
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Cizelge 4.38 Dana kiyma 6rneklerinden izole edilen mikrotitre plak yontemi ile
biyofilm (+) ve biyofilm (-) Stafilokoklarin ¢esitli antibiyotiklere

direnglilikleri ve yiizde dagilimlar

Biyofilm pozitif (n: 56) Biyofilm negatif

Antibiyotik Direncli Orta Duyarli | Direngli | Orta Duyarli
cesitleri direncli direncli

(n) | %) | () | (%) | (n) [ (%) | ()| (%) | ()| (%) | (n) ]| (%)
Ampisilin 11 [ 19,6 | - - 45 (804 | - - - - - -
Eritromisin 9 16,1112 {21,435 | 625 - - - - - _
Gentamisin 3 |54 |2 |36 |51 |91 |- |- - - - -
Kloromfenikol |1 |18 |- |- 55 98,2 |- |- - - - |-
Metisilin 4 71 |- - 52 1929 |- - - - - -
Amikasin 3 |54 |1 (18 |52 [928|- |- - - - |-
Vankomisin - |- 2 |36 |54 |964|- |- - |- - |-
Tetrasiklin 18 13211 |18 |37 |66,1]- - - - - -
Klindamisin 1 |18 |16 |28,6|39 (696 |- |- - - - -

n: Sus sayisi

Cizelge 4.38’de dana kiyma Orneklerinden izole edilen stafilokok tiirlerinin biyofilm
olusumlar1 ve antibiyotiklere olan direnglilikleri verilmistir. Bu yoOnteme gore
biyofilm olusturnayan Stafilokok tespit edilmemistir. Cizelge 4.38’e¢ gore biyofilm
pozitif tiirlerin 18’1 (%32,1) tetrasiklin’e, 11’1 (%19,6) ampisilin’e, 9’u (%16,1)
eritromisin’e, 4’4 (%7,1) metisilin’e, 3’0 (%5,4) gentamisin’e, 1’1 (%]1,8)
kloromfenikole’e ve 1’1 (%1,8) klindamisin’e direngli olarak tespit edilmistir.
Biyofilm pozitif tiirlerin hi¢ birisinde vankomisin antibiyotigine direng tespit

edilmemistir.
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Cizelge 4.39 Tavuk But 6rneklerinden izole edilen, mikrotitre plak yontemi ile

biyofilm (+) ve biyofilm (-) Stafilokoklarin ¢esitli antibiyotiklere

direnglilikleri ve yiizde dagilimlari

Biyofilm pozitif (n:36)

Biyofilm negatif (n:8)

Antibiyotik Direngli Orta Duyarli | Direngli | Orta Duyarl
cesitleri direncli direncli

() [ (%) | ()| (%) | (n)| (%) | (n)| (%) |(n) | (%) |(n) (%)
Ampisilin 6 (16,76 |16,7|24 |666 |1 |125|1 |125|6 |75
Eritromisin 12 1333 |- |- 24 1666 |5 |625|- |- 3 375
Gentamisin 3 (83 |4 |111]29 |[806 |- |- - |- 8 |100
Kloromfenikol |4 | 11,1 |- |- 32 1889 |- |- - |- 8 | 100
Metisilin 16 (444 |- |- 20 [ 556 (- |- 1 (1257 |875
Amikasin 1 128 (- |- 35 (97,2 |- |- - |- 8 |100
Vankomisin - |- 1 |28 [35(972|- |- 1 11257 |875
Tetrasiklin 34 1944 |- |- 2 |56 |- |- - |- 8 | 100
Klindamisin - |- 6 |16,730 833 |- |- 1 1257 |875

n: su§ sayisi

Cizelge 4.39°da tavuk but 6rneklerinden izole edilen 44 Stafilokok susunun biyofilm

olusumlar1 ve antibiyotiklere olan direnclilikleri verilmistir. Cizelge 4.39’a gore

biyofilm pozitif tiirlerin 34’1 (%94,4) tetrasiklin’e, 16’s1 (%44,4) metisilin’e, 12’si
(%33,3) eritromisin’e, 6’s1 (%16,7) ampisilin’e, 4’1 (%911,1) kloromfenikol’e 3’1

(%68,3) gentamisin’e ve 1’1 (%2,8) amikasin’e direngli olarak tespit edilirken

biyofilm pozitif 6rneklerin higbirisinde vankomisin ve klindamisin antibiyotiklerine

direng gdzlenmemistir. Biyofilm negatif 6rneklerin ise, 5’1 (%62,5) eritromisin ‘e, 1’1

(%]12,5) ampisilin’e direngli olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.40 Cig siit 6rneklerinden izole edilen, mikrotitre plak yontemi ile biyofilm

(+) ve biyofilm (-) stafilokoklarin gesitli antibiyotiklere direnglilikleri

ve ylizde dagilimlari

Biyofilm pozitif (n:26)

Biyofilm negatif (n:18)

Antibiyotik Direngli Orta Duyarli | Direngli | Orta Duyarli
cesitleri direncli direncli

() [ (%) | ()| (%) | ()| (%) | (n)| (%) |(n) (%) | (n) (%)
Ampisilin 10 385 |5 |19,2 |11 (423 |3 |16,7|- |- 15 | 83,3
Eritromisin - |- - |- 26 {100 |1 |56 |2 |11,1]15 |833
Gentamisin - |- - |- 26 1100 |1 |56 |1 |56 |16 |88,8
Kloromfenikol |3 | 1152 |7,7 |21 |808 |- |- - |- 18 | 100
Metisilin 6 (2312 |7,7 [18 [692 |- |- 2 |111 |16 | 8838
Amikasin - |- 1 /38 [25]9%,2(1 |56 |1 |56 |16 |88,8
Vankomisin - |- - 26 | 100 |- |- - |- 18 | 100
Tetrasiklin 1 |38 |1 (38 |24 |924]|- |- 1 |56 [17 [94,4
Klindamisin 2 |77 |2 |77 |22 8463 |16,7|6 [333|9 |50

n: Sus sayisi

Cizelge 4.40°da ¢ig siit oOrneklerinden izole edilen Stafilokok suslarmnin biyofilm

olusumlar1 ve antibiyotiklere olan direnclilikleri verilmistir. Cizelge 4.40’a gore

biyofilm pozitif tiirlerin 10’u (%38,5) ampisilin’e, 6’s1 (%23,1) metisilin‘e 3’0
(%11,5) kloromfenikol’e, 2’si (% 7,7) klindamisin‘e ve 1’1 (%3,8) tetrasiklin’e

direncli olarak tespit edilmistir. Biyofilm negatif Orneklerin ise; 3’1 (%16,7)

klindamisin‘e, 3’4 (%16,7) ampisilin’e,

1’1 (%35,6) eritromisin’e,

gentamisin’e ve 1’1 (%5,6) amikasin’e direncli olarak tespit edilmistir.

I'i (%5,6)
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Cizelge 4.41 Dondurma orneklerinden izole edilen Stafilokoklarin Biyofilm olusumu

ve antibiyotik direngliliginin karsilastirilmasi

Biyofilm pozitif (n:29) Biyofilm negatif (n:7)

Antibiyotik Direngli Orta Duyarli | Direngli | Orta Duyarli
cesitleri direncli direncli

() | (%) | (n) | (%) | () | (%) [(n) | (%) | ()] (%) | (n) | (%)
Ampisilin 20|69 |5 |172 |4 |138|6 |857]- - 1 |143
Eritromisin 11 |38 |3 |10,3|15 (51,71 |143|1 |143|5 |714
Gentamisin 3 |103|6 20,720 |69 |1 |143 | - - 6 |857
Kloromfenikol |5 |17,2|5 |17,2(19 |655|1 |143|1 |143|5 |714
Metisilin 9 |31 |- - 20 |69 |3 [428|- - 4 571
Amikasin - - - |- 29 | 100 |- |- - |- 7 | 100
Vankomisin - - - |- 29 | 100 |- |- - |- 7 | 100
Tetrasiklin 1 |35 |6 [20,7|22 |758|1 |143|- |- 6 |857
Klindamisin - - - |- 29 | 100 |- |- - |- 7 | 100

n: Sus sayisi

Cizelge 4.41°de Dondurma orneklerinden izole edilen Stafilokok suslarmin biyofilm

olusumlar1 ve antibiyotiklere olan direnclilikleri verilmistir. Cizelge 4.41°e gore

biyofilm pozitif tiirlerin, 20’si (%69) ampisilin’e, 11’i (%38) eritromisin’e, 9’u

(%31) metisilin’e, 3’1 (%10,3) gentamisin’e ve 1’1 (%3,5) tetrasiklin’e direncli

olarak tespit edilmistir. Biyofilm negatif 6rneklerin ise, 6’s1 (%85,7) ampisilin’e, 3’1

31(%42,8) metisilin’e, 1’1 (%14,3) eritromisin’e, 1’1(%14,3) gentamisin’e, 1’i

(%14,3) kloromfenikol’e ve 1’1 (%14,3) tetrasiklin’e direngli olarak saptanmustir.
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Cizelge 4.42 Peynir 6rneklerinden izole edilen Stafilokoklarin Biyofilm olusumu ve

antibiyotik direngliliginin karsilastirilmasi

Biyofilm pozitif (n:14)

Biyofilm negatif (n:15)

Antibiyotik Direngli Orta Duyarli | Direngli | Orta Duyarli
cesitleri direncli direncli

() | (%) | () | (%) | ()| (%) | (n) | (%) | ()] (%) | (n)]|(%)
Ampisilin 7 150 |- |- 7 |5 |5 [333|- |- 10 | 66,7
Eritromisin 2 1436 (42912 857 |4 |26,7|- 11 [ 73,3
Gentamisin 2 |143 |4 |285|10 7142 |133|2 |133|11 |733
Kloromfenikol | - | - 2 |143(12 8572 |133|1 |67 |12 |80
Metisilin 9 |643|1 |71 (4 |285|3 |20 |3 |20 |9 |60
Amikasin - |- 1 (71 |13 928 |- |- - |- 15 | 100
Vankomisin - |- - |- 14 | 100 |- |- - |- 15 | 100
Tetrasiklin - |- - |- 14 100 |1 |6,7 |- |- 14 | 93,3
Klindamisin 1 (71 |6 |429|7 |50 |1 |67 (3 |20 |11 |733

n: Sus sayisi

Cizelge 4.42‘de Peynir

orneklerinden izole edilen Stafilokok suslarinin biyofilm

olusumlar1 ve antibiyotiklere olan direnclilikleri verilmistir. Cizelge 4.42’ye gore

biyofilm pozitif tiirlerin, 9’u (%64,3) metisilin’e, 7’si (%50) ampisilin’e, 2’si

(%14,3) eritromisin‘e ve 1’1 (%7,1) klindamisin’e direngli olarak tespit edilmistir.

Biyofilm negatif Stafilokoklarin ise;

5’t (%33,3) ampisilin’e, 4’4 (%26,7)

eritromisin‘e, 3’4 (%20) metisilin’e, 2’si (%13,3) gentamisin’e, 2’si (%13,3)

kloromfenikol’e, 1’1 (%6,7) tetrasiklin’e ve 1’1 (%36,7) klindamisin’e direncli olarak

bulunmustur.
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5.TARTISMA VE SONUC

Primer rezervuarlar1 insan ve hayvanlarin deri ve mukoz membranlari olmasina
ragmen stafilokoklar dogada c¢ok yaygindirlar. Toprak, hava ve su gibi ¢evresel
kaynaklardan da izole edilebildikleri gibi bircok gida da bulunabilirler [irlinger
,2008].

Insanlarin tiiketimi icin hazirlanan gida iiriinlerinde stafilokoklarin bulunmas: ,bazi
suslarinin gida intoksikasyonlarina sebep olmasi bakimindan gida endiistrisi igin

Oonem tasir,

Arastirmamizda toplam 280 gida 6rneginin 209’unun (%76,4) stafilokok suslari ile
kontamine oldugu tespit edilmistir. ( Cizelge 4.1.)

Bakteriyel besin zehirlenmelerinin en sik goriileni S.aureus ‘larin neden oldugu besin
zehirlenmeleridir. Hastalik S.aureus‘un bir toksijenik susu tarafindan olusturulan
1stya duyarli enterotoksin-B ve diger  enterotoksinlerle kontamine gidalarin
yenilmesi sonucu ortaya ¢ikar. Bu mikroorganizmalar genellikle gidayr hazirlayan
kisiden de izole edilmektedir. Uygun olmayan kosullarda saklanmis, islenmis et,
dondurma, kremali tatli, konserve gidalar gibi gidalar bulagsmaya yol acar. Gida
endistrisinde, KPS’lar genel olarak grup diizeyinde tanimlanir. Bu grubun
enterotoksijenik liyesi S.aureus olmasma ragmen yapilan bazi ¢alismalarda diger
KPS tiirleri olan S.hyicus ve S.intermedius’un da stafilokokal enterotoksinler

tiretebildigini gostermistir [Gablanski ve Bohach, 1997].

Gidalarda KPS’lerin tanimlanmasi ayrica gidalarin 6zellikle insan kaynakli
potansiyel patojenik suslar tarafindan kontaminasyon derecesinin etkili bir

indikatoriidiir [Desmarchelier et al. ,1999].
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Arastirmamizda 209 Stafilokok susunun 34’1 (%16,3) KPS olarak tespit edilmis ve
bu KPS’lerinde 17’si (%50) S.aureus, 1371 (% 38,2) S.intermedius ve 47t (%11,6)
S.hyicus olarak bulunmustur. ( ¢izelge 4.2, ¢izelge 4.3.)

Gidalarin  S.aureus ile kontaminasyonu kotii hijyen kosullarimin veya ¢apraz
kontaminasyonun bir gostergesidir. KNS’ler uzun zamandir kommensal veya
kontaminanat olarak degerlendirilmelerine karsin insanlarda patojenik etkilerinin
oldugu, cesitlii enfeksiyonlara sebep oldugu bildirilmektedir. KNS’lerin ayni
zamanda hayvanlarda da hastalik olusturdugu, infekte inek ve ke¢i meme bezlerinden
izole edilebildigi vurgulanmaktadir. Ayrica subklinik mastitis vakalarinda ikinci
derece patojen olarak kabul edilebilmekle birlikte akut mastitise sebep olmaktadir

[Bedidi-Madani ve ark.,1998].

KNS’lerin birgok susu fermente et ve siit liriinlerinde proteoliz ve lipoliz aroma ve
lezzet artiric1 dzelliklerinden dolay: kullanilmaktadir. Ornegin S.carnosus, S.xylosus
ve S.equorum peynir ve sosislerin fermantasyonunda kullanilan KNS tiirleridir
[Irlenger, 2008]. Bu nedenle yapilan bir¢ok arastirma KNS tiirlerinin fermente siit ve

et lirtinlerinden izolasyonuna yoneliktir.

Arastirmamizda 280 gida Orneginden izole edilen 209 Stafilokok susunun 175’1
(%83,7) KNS olarak tanimlanmistir. KNS’lerin 46’s1 (%26,3) S.cohnii, 36’st
(%20,6)S.xylosus, 34’1i(%19,4) S.hominis, 20°si (%11,4) S.simiilans, 13’4 (%7,4)
S.capitis, 9’u (%5,1) S.haemolyticus, 7’si (%4) S.epidermidis, 6’s1 (%2,8)
S.auricularis, 3’4 (%1,7) S.warneri ve 1°1(%0,6) S.saprophyticus olarak

bulunmustur. (Cizelge 4.4.)

Aragtirma sonuglarimiz et ve siit iirlinlerine KNS kontaminasyonunun oldukg¢a fazla
oldugunun gostermektedir. izole edilen KNS suslar1 patojenik veya enterotoksijenik
olabilir. Ciinkii; S.capitis, S.cohnii, S.epidermidis, S.haemolyticus, S.hyicus veya
Sxylosus gibi KNS suslarinin  enterotoksin {iretebildigine ait c¢alismalar
bulunmaktadir [Udo ve ark. 1999, Zell 2008].
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Diger taraftan, bazi aragtirmalarda ise siit ve et {irlinlerinden izole edilen hi¢ bir KNS
tiirliniin bu gidalarin tiiketilmesinden sonra insanlarda gida zehirlenmesine yol
acmadigr belirtilmektedir. KNS’lerin patojenitelerinin disinda bu suslarin giivenirligi
acisindan bilinmesi gereken en Onemli kriter aktarilabilen antibiyotik direng
markirlarinin  bulunmasidir. Tipki klinik izolatlar gibi gidalardan izole edilen
KNS’lerin de bir veya daha fazla antibiyotige direng gosterdigi, bu sekilde

antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasinda énemli rolii oldugu unutulmamalidir.

Resch ve arkadaglar1 (2008) yaptiklari ¢alismada peynir, sosis, fermente balik, et gibi
cesitli gidalardan toplam 330 koagiilaz negatif stafilokokus izole etmislerdir.
Izolatlarm  137°si  S.xylosus, 106’s1 S.carnosus, 64’i  S.equorum, 11’
S.piscifermantans, 10’u S.succinus ve 2’si S.condimenti olarak tespit edilmistir
[Resch ve ark.,2008].Yapilan bu ¢alismadaki S. xylosus sayisi bizim ¢alismamizdan

bir hayli fazladir.

Zell ve arkadaglar1 (2008), calismalarinda ¢esitli gidalardan, starter kiiltiirlerden ve
klinik 6rneklerden 330 koagiilaz negatif stafilokok izole etmislerdir. Izolatlarin
106’s1 S. carnosus, 2’si S. condimenti, 64’4 S. equorum, 10’u S. succinus, 11°i S.
piscifermentans ve 137’si S. xplosus’tur. Yapilan bu arastirmada, bizim
arastirmamizda izole edilen KNS tiirlerinin disinda, farkli KNS suslar1 tanimlanmis
olup sadece S. xylosus bulunma siklig1 sonug¢larimizdan yiiksek olarak tespit
edilmistir [Zell ve ark.,2008].

Coton ve arkadaslar1 (2009), yaptiklar1 ¢alismada peynirden 227, sosisten 204 ve
klinik KNS izole etmislerdir. Gida 6rneklerindeki suslarin %28.5°i Staphylococcus
equorum, %28.3 S. xylosus, %12,5 S. saprophyticus ve %7,7’si S. succinus olarak
tanimlanmistir. Yapilan bu arastirmada, bizim arastirmamizda izole edilen KNS
suslarinin  disinda, farkli KNS sugslar1 tanimlanmis olup S. xylosus ve S.
saprophyticus  bulunma siklig1 sonuglarimizdan yiiksek olarak tespit edilmistir
[Coton ve ark., 2009].
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Bedidi-Madani ve arkadaslar1 (1998) Fransa’daki ke¢i siitlerinden 165 KNS izole
etmislerdir. Suslardan 91°i S. caprae, 36’s1 S. xylosus, 11’1 S. simulans, 10’u S.
warneri, 4’ S. chromogenes, 3’i S. capitis, 3’i S. gallinarum, 2’si S. cohnii, 1’1 S.
epidemidis, 1’1 S. hominis, 1’1 S. lugdunensis, 2’si Staphylococcus spp, olarak
tanimlanmistir [Bedidi-Madani ve ark.1998]. Yapilan bu arastirmada, bizim
arastirmamizda izole edilen KNS suslarinin disinda, farklit KNS suslar1 tanimlanmis
olup S.xylosus, S.simulans ve S.epidermidis bulunma sikliklari ¢alismamizla yaklagik
degerler gostermis, S.warneri bulunma sikligi sonuglarimizdan yiiksek olarak tespit
edilmisken, S.capitis, s.cohnii ve S.hominis bulunma yiizdesi sonuglarimizdan daha

diistiktiir.

Honkannen ve arkadaslart (1994), mastitili siitlerden izole ettikleri 168 KNS
susundan en sik izole ettikleri suslarin S. hyicus, S. epidermidis ve S. chromogenes
oldugunu belirtmektedirler. Arastiricilar suslar1 API STAPH (Biomerieux) sistemini
kullanarak tanimlamislardir. Tamimlanan KNS izolatlar1 igerisinde, S. hyicus
(%26,8), S. epidermidis (%12,5), S. chromogenes (%3), S. xylosus (%2,4), S. warneri
(%1,8), S. hominis (%1,8) ve S. haemolyticus (%0,6) oraninda tespit edilmistir.
Honkannen ve arkadaglarinin yaptigi bu ¢alisma sonuglarma gore S.warneri
bulunma siklig1t calismamiza parelellik gostermis ,ancak bu ¢alismadaki
S.epidermidis ve S.hyicus ‘Un bulunma yiizdesi sonucglarimizdan yiiksektir.

[Honkannen ve ark.,1994].

Rampone ve arkadaslar1 (1993) Arjantin’de yaptiklar: ¢calismada mastitisli sigirlardan
elde edilen 17 siit 6rneginden 233 stafilokok izole edilmistir. Bu 233 susun 90’1
(%35,8) S. aureus, 48’1 (%20,5) S. cohnii, 22’si (%9,4) S. hominis, 21’1 (%9) S.
warneri, 12°si (%5,2) S. chromogenes, 7’si (%3) S. sciuri , 6’s1 (%2,6) S. xylosus,
5’1 (%2,2) S. capitis, 6’s1 (%2,6) S. epidermidis, 3’4 (%1,3) S. intermedius, 3’
(%1,3) S. saprophyticus ve 3’ (%1,3) S. hycius olarak tanimlamislardir. Bu
calismada S.cohnii S.epidermidis, S.saprophyticus ve S. hyicus bulunma sikligi

calismamiza paralellik gosterirken, S.aureus ve S.warneri  bulunma siklig1
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sonuglarimizdan yiiksek ,S.hominis, S.xylosus, S.capitis ve S.intermedius bulunma

sikliklar1 ise daha diigiiktiir [Rampone ve ark.,1993].

Girttirk ve arkadaslar1 (1998), Van ve gevresindeki ¢esitli isletmelerde yetistirilen
650 inekten alinan 255 siit numunesinde 105 (%41) stafilokok tiirii izole etmistir.
Ayni1 galismada, izole edilen stafilokoklardan 65’1 (%25,39) S. aureus, 9’u (%3,5) S.
haemolyticus, 8’i (%3,12) S. intermedius, 8’i (%3,12) S. warneri, 8’i (%3,12) S.
saprophyticus ve 7’si (%2.73) ise S. epidermidis olarak tiplendirilmistir [Giirtiirk ve
ark.,1998]. Girtiirk ve arkadaslarinin  arastirmalarinda  S.haemolyticus ve
S.epidermidis tiirlerinin bulunma sikligi ¢alismamizla parelellik gostermektedir.
S.aureus ,S. warneri ve S.saprophyticus orani ¢alismamizdan yiiksek, S.internmedius
orani ise daha distiktiir.

Arastirmamizda en yiiksek sayida stafilokok suslari sirasi ile dana kiyma (%100),
tavuk but (78,5), ¢ig st (%78,5), dondurma (%64,3) ve beyaz peynir (%51,8)

orneklerinden izole edilmistir. (Cizelge 4.1.)

Cig siit ve cig et trlinleri yeterli 1sitma ve pisirme islemleri uygulandiginda genel
olarak halk saglig1 agisindan diislik risk tasirlar. Oysaki dondurma ve peynir gibi
gidalarda stafilokoklarin bulunmasi hem {iretim sonrast bir kontaminasyonu

gostermesi hem de halk saglig1 acisindan risk tagimasi bakimindan 6nemlidir.

Ulkemizde satisa sunulan dondurmalar ve peynirler genellikle pastdrize siitlerden
yapilmaktadir. Pastdrizasyon ile birgok mikroorganizma yok edilmesine ragmen
pastdrizasyon sonrasinda ilave edilen katki maddeleri veya uygun olmayan depolama

ve satis kosullar1 nedeniyle mikroorganizmalar ve potansiyel riskleri mevcut

kalabilir.

Stafilokokal enterotoksinler gidalarla iliskili hastaliklarin baslica sebebi olmasina

ragmen biyofilm olusumu stafilokoklarin patojenitesine katki saglayabilmektedir.
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Gida endiistrisinde bakteriyel biyofilmler arzu edilmeyen hijyenik ve giivenlik
problemleri olusturabilir. Biyofilm olusturan bakteriler bozulmaya neden olan ve

patojen bakterilerin siirekli olarak gidalara bulasmasina kaynak olabilirler.

Calismamizda biyofilm olusumu kongo kirmizili agar (CRA) ve mikrotitre plak
yontemiyle degerlendirilmistir. 280 gida 6rneginden izole edilen 209 Stafilokok
susunun 84’1 (%40.2) CRA pozitif, 125’1 (%59.8) CRA negatif sonu¢ vermisken ,
mikrotitre plak yonteminde 162 (%77.5) biyofilm pozitif ,47 (%22.5) biyofilm
negatif olarak tespit edilmistir. (Cizege 4.24.)

Calismamizda izole edilen 17 S.aureus susunun 10 ‘u (%58.8) hem CRA hem de
mikrotitre plak yonteminde pozitif sonu¢ vermistir. Tanimlanan 4 S.hyicus tiiriiniin
3’1 (%75) CRA pozitif sonug verirken, mikrotitre plak yonteminde 1’1 (25) biyofilm
pozitif sonu¢ vermistir. 13 S.intermedius tiirliniin  6’s1 (%46.2) CRA pozitif sonug
verirken, mikroplak yonteminde 7’si (%53.8) pozitif sonu¢ vermistir. 175 KNS
tirtinlin 651 (%37.1) CRA pozitif sonug vermisken 144’1 (%82.3) mikrotitre plak

yonteminde pozitif sonug vermistir.

Oliveira ve arkadaslar1 (2006) subklinik inek mastitislerinden izole ettikleri 16 S.
aureus susunun CRA yontemi ile 6 (%37.5)’sin1, MP yontemi ile 3 (%18.75)’ilinii
biyofilm olusturma yetenekleri yoniinden pozitif bulmuslardir [Oliveira ve ark.
2006]. Oliveira ve arkadaslarmin calismalarinda S.aureusun biyofilm olusturma

sonuclar1 ¢aligmamizin sonuglarindan diisiik olarak tespit edilmistir.

Vasudevan ve arkadaglar1 (2003) mastitisli inek siitlerinden izole edilen 35 S. aureus
susunun CRA yontemi ile 32 (%91.4)’sini ve MP yontemi ile 24 (%68.6)’iinii
biyofilm iiretimi yoniinden pozitif bulmuslardir [Vasudevan ve ark. 2003].
Vasudevan ve arkadaglarinin CRA ve MP yonteminde biyofilm olusumu yoniindeki

sonuclarin yiiksek olmasi ¢alismamiza parelellik gostermistir.
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Stafilokoklarda biyofilm firetiminin tespit edilmesinde CRA yonteminin ¢ok daha
spesifik oldugu bildirilmistir. Vasudevan ve arkadaslar1 (2003), icaA ve icaD genleri
yoniinden pozitif olan 35 S. aureus susunun 32’inde CRA yo6ntemi ile pozitiflik
saptarken MP yontemi 24’{linde pozitiflik saptamislardir. Oliveira ve ark (2006) 16 S.
aureus susunu biyofilm iiretimi yoniinden CRA, MP ve FISH (fluorescent in situ
hybridization) yontemleri ile arastirmiglar ve MP ile %18.75’ini, %37.5’ini ise hem

CRA yontemi hem de FISH yontemi ile pozitif sonug verdigini saptamiglardir.

Votava ve arkadaslar1 (1972) Kongo kirmizili agar besiyerinde kan kiiltiiriinden izole
edilen 32 S.aureus susunun 18’ini (%56.2) biyofilm pozitif degerlendirmistir [
Votava ve ark. ,1972].

Baselga ve arkadaslar1 (1980) mastitli sigirlardan izole edilen 92 S.aureus susunun
11’inde (%12) ve koyundan izole edilen 52 S.aureus susunun 10’unda (%19)
biyofilm tiretimini gostermislerdir Baselga ve ark. 1980]. Calisma sonuglari, bizim

calismamizdan diisiik olarak tespit edilmistir.

Ammendolia ve arkadaslar1 (1999), koagiilaz pozitif stafilokoklarin %88,9’unda,
Montanaro ve arkadaslar1 (1999), yaptiklar bir ¢alismada izole ettikleri 35 S. aureus
izolatinin %83’iinde pozitif sonug tespit etmislerdir [Ammendolia ve ark., 1999;
Montanora ve ark., 1999).. Sonuglar bizim g¢alismamizdan yiiksek olarak

saptanmistir.

Rohde ve arkadaglart (2007), yaptiklar1 bir ¢alismada izole ettikleri S. aureus
suslarinin %69,2’sinde, Turan (2005), siit ve siit iiriinlerinden izole ettigi 110 S.
aureus izolatinin %52,7’sinde  biyofilm pozitif sonug tespit etmislerdir [Rohde ve

ark. ,2007; Turan, 2005].. Sonuglar ¢alismamizla parelellik gostermistir.

Tiirkyilmaz ve arkadaslar1 (2006), hayvanlardan izole ettikleri 180 adet stafilokokun
%61,1’inde  biyofilm pozitif sonu¢ bulmuslardir [Tiirkyilmaz ve ark.,2006]..

Biyofilm pozitiflik yiizdeleri calismamizla parelellik gostermistir.
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Keskin ve arkadaslar1 (2003) mastisli ineklerin siitlerinden izole ettikleri 60 koagiilaz
(-) Stafilokokus susunun %60’1n1 biyofilm pozitif bulmuslardir [Keskin ve

ark.,2003].Sonuglar ¢alismamizla parelellik gostermistir.

Bedidi-Madini ve arkadaslarinin (1998) yaptiklar1 ¢alismada keg¢i siitlerinden izole
165 koagulaz (-) stafilokoktan 70’1 (%42) biyofilm pozitif olarak bulunmustur
[Bedidi-Madini ve ark.,1998]. Beddidi-Madini ve arkadaslarinin biyofilm pozitiflik

yiizdesi ¢calismamiza oranla daha diisiik ¢ikmustir.

Sea ve Kruze (1995), slime faktor ile ilgili yaptiklart bir calismada mastitis izolati
olan 190 KNS’un %10,5’inde biyofilm iiretimini belirlemislerdir [Sea ve <kruze,
1995]. Sea ve arkadaslarinin yapmis olduklari biyofilm  olusturma orani

calismamizdaki orandan daha diistik goriilmektedir.

S. aureus’larin antibiyotiklere kars1 gittikge artan direnglilikleri nedeniyle
hastanelerde ve toplum kokenli enfeksiyonlarda biiyiik bir saglik sorunu
yasanmaktadir [Aydin ve ark.,2001]. S. aureus’lar degisik antibiyotiklere degisik
yollardan direngli hale gelebilirler. Bu direnclilikte genetik olarak ¢ok yonlii olmalari
ve bu direncin alt yapisinin olusumu da 6nemli rol oynarken; yliksek antibiyotik
direnci tedavi basarisin1 azaltarak hastalarda mortalite, morbidite ve hastanede yatis

sliresinin artisina neden olmaktadir [ Yakupogullar ve ark.,2006].

Arastirmamizda gida Orneklerinden izole edilen 209 stafilokok susunun metisilin,
ampisilin, Kklindamisin, eritromisin, kloromfenikol, gentamisin, vankomisin ve

amikasin antibiyotiklerine direnglilikleri arastirilmistir.

B-laktamlar insan ve gida elde edilen hayvanlarin enfeksiyon tedavisinde kullanilan

onemli bir antibiyotik grubudur.
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Arastirmamizda S.aureus ve diger stafilokok suslarinin ampisilin’e yliksek oranda
direnclilik gosterdikleri tespit edilmistir. (Cizelge 4.37.) 209 stafilokok susunun 67’si
(%32,1) ampisilin’e, 59’u (%28,2) tetrasiklin’e, 44’0 (%21,2) eritromisin’e
,40°1(%19,1) metisilin‘e, 16’s1(%7,7) amikasin’e, 16’s1 (%7,7) kloromfenikol’e, 14’1
(%6,7) gentamisin’e, 10°u(%#4,8) klindamisin’e direngli bulunmustur. Vankomisin’e

herhangi bir diren¢ saptanmamuistir.

Nergiz ve arkadaslar1 (2007), yaptiklar1 ¢alismada ¢esitli klinik orneklerden 88
koagiilaz negatif Stafilokok izole ve idenfiye etmislerdir. Suslarin metisiline ve
vankomisine direnglilikleri arastirilmistir. Metisiline direngli koagiilaz negatif
Stafilokoklarin tiir dagilimi soyledir; Staphylococcus epidermidis 35 (%40),
Staphylococcus hominis 18 (%20), Staphylococcus haemolyticus 17 (%19),
Staphylococcus sciuri 5 (%6), Staphylococcus equorum 4 (%5), Staphylococcus
capitis 3 (%3), Staphylococcus warneri 2 (%2), diger 4 (%5)’tir. Vankomisin
direncine rastlanmamustir[Nergiz ve ark.,2007]. Nergiz ve arkadaglarinin yaptig1 bu
caligma sonuglarina gore, S.hominis ve S.haemolyticus tiirlerinin direng sonuglari
caligmamizla parelellik gosterirken ,S.capitis ve S. warneri sonuglari ¢alismamizdan

diistik, S.epidermidis sonuglari galigmamizdan yiiksek olarak bulunmustur.

Tiirtitoglu ve arkadaglar1 (2006) Burdur yoresindeki mastitisli ineklerden aldiklart siit
orneklerinden 13’1 S.aureus, 136’°s1 koagiilaz negatif Stafilokok olmak iizere toplam
239 Stafilokok izole etmislerdir. KNS suslarinin 85’1 (%62,5) penisiline, 76’s1
(%55,9) ampisiline, 31°1 (%22,8) metisiline, 44 (%32,4) gentamisine ve 51°1 (%37,5)
trimethoprim-sulfametakzole direngli olarak saptanmistir [Tiiriitoglu ve ark.,2006].
Metisilin direng sonucu ¢alismamizla parelellik gosterirken, ampisilin ve gentamisin

direng sonuglar1 ¢alismamizdan yiiksek tespit edilmistir.

Altay ve arkadaslar1 (2003), arastirmalarinda tavuk orneklerinden 120 Stafilokok
izole etmislerdir. 120 izolattan 74’i koagiilaz negatif stafilokoktur. Koagulaz negatif
olarak izole edilen 74 sustan 16’s1 Staphylococcus simulans, 11°i Staphylococcus

hyicus, 8’i Staphylococcus saprophyticus, 6’s1 Staphylococcus epidermidis, 4’
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Staphylococcus schleiferi subsp. schleiferi, 4’ Staphylococcus arlettae, 4’
Staphylococcus lentus, 4’ Staphylococcus gallinarum, 3’i  Staphylococcus
chromogenes, 3’t Staphylococcus warneri, 3’ Staphylococcus haemolyticus, 2’si
Staphylococcus caprae, 2’si Staphylococcus auricularis, 2’°si Staphylococcus xylosus
ve 2’si Staphylococcus cohnii olarak saptanmistir. Antibiyotik duyarlilik testi
sonucunda, 120 susun %40,8’1 eritromisin'e, % 37,5’1 tetrasiklin'e, % 26,7’si
ampisilin'e ve % 15,8’i gentamisin'e direngli bulunmustur [Altay ve ark.,2003].
Gentamisin ve eritromisin sonuglari ¢alismamizla parelellik gosterirken, tetrasiklin

ve ampisilin sonuglart ¢aligmamizdan yiiksek tespit edilmistir.

Aydin ve arkadaslart (2001), cesitli klinik Orneklerden 172 koagiilaz negatif
stafilokok izole ve idenfiye etmislerdir. 172 koagiilaz negatif stafilokoktan %84,2'si
penisiline, %38,8'i metisiline, %54,8'i eritromisine ve % 44,4'i klindamisine direngli
bulunmustur. Vankomisin direncine rastlanmamistir [Aydin ve ark.,2001]. Aydin ve
arkadaglarinin  yaptiklart bu ¢alismada vankomisin direncinin = goriilmemesi
calismamizla paralellik oldugunun gostergesidir. Fakat metisilin, eritromisin ve

klindamisin direnclilik oranlar1 calismamizin sonug ylizdelerinden daha yiiksektir.

Simonova ve arkadaglar1 (2006), c¢alismalarinda geleneksek Slovak etlerinden
stafilokok izole etmis ve antibiyotik direnglilik ve hassasligini calismislardir. Izole
edilen suslarin 119’u  (%63,6) Staphylococcus xylosus ve 20’si (%10,7)
Staphylococcus carnosus’tur. Calisilan suslar novobiosine, metisiline, ampisiline ve
rifampisine %99 oraninda duyarli, linkomisin, amoksisilin, klindamisin ve
tetrasikline ise %4 oraninda direngli ¢ikmistir[Simonova ve ark.,2006]. Klinamisin
direng sonucu c¢alismamizla parelellik gosterirken, tetrasiklin direng sonucu

calismamizdan diisiik olarak tespit edilmisitir.

Morani ve arkadaslar1 2004 yilinda italya’da ¢ig kegi siitlerinden izole ettikleri 70
koagiilaz negatif stafilokokun (10 Staphylococcus epidermidis, 10 Staphylococcus
caprae, 10 Staphylococcus kloosii, 10 Staphylococcus ludgunensis, 10

Staphylococcus warneri, 10 Staphylococcus simulans, 10 Staphylococcus
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chromonogenes) ¢esitli  antibiyotiklere (eritromisin, tilmikosin, kanamisin,
tetrasiklin, sefoperazon, amoksisilin+klavulanikasit, kloksasiklin, benzilpenisilin,ve
sefalonium) kars1 direngliligini arastirmislardir. Test ettikleri antibiyotiklerden
eritromisin, tilmikosin, kanamisin ve tetrasikline karsi orta derecede direng

gosterdiklerini tespit etmiglerdir [Morani ve ark.,2004].

Resch ve arkadaslar1 (2008), yaptiklari ¢alismada peynir, sosis, et, fermente balik
gibi ¢esitli gidalardan izole ettikleri koagiilaz negatif stafilokoklarin antibiyotik
direngliliklerini aragtirmislardir. Cesitli gidalardan toplam 330 koagiilaz negatif
stafilokok izole etmislerdir. Suslarn; 104’4 (%31,5) penisiline, 71’1 (%21,5)
ampisiline, 59’u (%17,9) tetrasikline, 35’1 (%10,6) novobiosine ve 11’1 (%3,3)
eritromisine direngli bulunmustur [Resch ve ark.,2008]. Resch ve arkadaslarinin
yapmis olduklar1 test sonuglarindaki direnglilik yilizdeleri bizim sonuglarimiza gore

daha diistik oranlarda goziikmektedir .

Pesavento ve arkadaslar1 (2007), ¢ig etlerden izole ettikleri 42 S. aureus suslarinda
tetrasikline karsi 9%8,3, direncg tespit ederken, vankomisine karsi direng tespit
edemedigini belirtmistir [Pesavento ve ark.,2007]. Sonuglar ¢alismamizla parelellik

gostermistir.

Erksine ve arkadaslar1 (2002), Washington’da yaptiklar1 calismada, ineklerde
mastitise neden olan S. aureus suslarinin tetrasikline %8,5 direngli bulduklarini

belirtmislerdir [Erksine ve ark.,2002]. Sonug ¢alismamizla paralel degerdedir.

Teale ve David (1999), 211 S. aureus susunun %5’inin tetrasikline direngli olarak

bulmuglardir [Teale ve David, 1999]. Sonug¢ calismamizdan diisiik degerdedir.

Papadopoulou ve arkadaslar1 (1997), hayvanlardan izole ettikleri 80 adet S. aureus
suslarmin ~ %6,25’inin  seftriaksona, %17,5’inin  eritromisine,  %3,75’inin

kloramfenikole, %62,5’inin penisiline direngli bulurken, vankomisine karsi1 direng
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tespit etmemislerdir [Papadopoulou ve ark.,1997]. Eritromisin ve kloromfenikol
dirang sonuglart calismamizdan yiiksek degerde tespit edilmistir.

Vautor ve arkadaslar1 (2006), koyun ciftliklerinde yaptiklar1 g¢alismadan izole
ettikleri 46 S. aureus susunun %4,3’Unl oksasiline, %8,7’si klindamisine, %8,7’si
eritromisine, %8,7’si gentamisine, direngli olarak bulmuslardir [Vautor ve
ark.,2006]. Eritromisin ve gentamisin direng¢ sonuglari g¢alismamizla parelellik

gostermektedir.

Altay ve arkadaslart (2003), tavuklardan izole ettikleri 120 stafilokok susunun
%40,8’inin eritromisine, %37,5’inin tetrasikline, %15,8’inin gentamisine direngli
olduklarimi bulmuslardir [Altay ve ark., 2003]. Sonuglar calismamizdan yiiksek

degerde gozlenmistir.

Boynukara ve arkadaslar1 (1998), hayvansal kaynakli gidalardan izole ve identifiye
ettikleri 16 S. aureus susunun %:25’inin eritromisine, %43,7’sinin tetrasikline,
%81,2’sinin penisilin-G’ye direngli olarak bulmuslardir [Boynukara ve ark.,1998].

Eritromisin ve tetrasiklin sonuglari ¢alismamizdan yiiksek olarak gézlenmistir.

Bizim sonuglarimiz ve diger arastirmacilarin sonuglari B-laktam antibiyotiklerine
direnglilikten sorumlu bla2 geninin Stafilokoklar arasinda yaygin olarak
bulundugunu gostermektedir. S.aureus ve diger KNS’ler deki metisilin/oksasilin
direnci mecA geni tarafindan kodlanan ve bilinen B-laktam antibiyotiklerine direnci
saglayan penisilin baglayan protein 2a (PBP2a)’nin sentezine baglidir. mecA genine

sahip stafilokoklar metisiline direngli stafilokoklar olarak adlandirilirlar.

Son yillarda yapilan calismalar metisilin’e direngli stafilokoklarin kinolon ve
makrolid grup antibiyotiklere aminoglikozitlere, tetrasiklin ve klindamisin’e direng
kazandigin1  gostermektedir. Arastirmamizda tetrasiklin’e  S.aureus  %11,7,
S.nitermedius % 23,1, S.cohnii % 37, S.xylosus %27,8, S.simiilans %65, S.hominis
%14,7, S.capitis ve S. intermedius %23,1, S.auricularis %33,3, S.saprophyticus
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%100, S. epidermidis %28,5 ve S.haemiloyticus %]11,1 oraninda direngli
bulunmustur. (Cizelge 4.37.)

Aminoglikozidlerden gentamisin ve amikasin’e S.aureus’lar %17,6, makrolidlerden
eritromisin’e % 11,7 oraninda diren¢ gosterirken, klindamisin’e ise direng

gozlenmemistir. (Cizelge 4.37.)

Klinikte en sik kullanilan glikopeptit antibiyotik vankomisindir. Vankomisin, gram
pozitif bakterilerin hiicre duvari sentezini, peptidoglikan polimerlerinin Dalanin-D-
alanin prekiirsorlerine baglanarak Onlemektedir. Transglikozilaz ve transpeptidaz
enzimlerinin hedeflerini bozarak inhibe eder. Ayrica RNA sentezini bozabilir ve
sitoplazmik membran permeabilitelerini degistirerek protoplastlara zarar verebilir.
Hedef organizmalara hizlica ve sikica baglanarak g¢ogalmakta olan bakteriler
tizerinde bakterisidal etki gosterir. Gram negatif bakterilerin lipid membranindan
penetre olamadiklari i¢in bu mikroorganizmalar iizerinde etkili degildir [Arman
D,2000].

S.epidermidis vankomisine olduk¢a duyarli olmasina ragmen biyofilm igindeki
bakteri i¢in ayni seyi sdylemek miimkiin degildir. Vankomisinin molekiil biiytikligii
bu azalmis duyarliliktan sorumlu tutulmaktadir. Bazi c¢alismalarda biyofilmin
kendisinin glikopeptid aktivitesini azalttigi one siiriilmektedir [Cunha ,2005;Rachid
ve ark.,2000].

Calismamizda 209 stafilokok susunun; 46’s1 S.cohnii, 36’st S.xylosus, 34U
S.hominis, 20°si S.simiilans, 17’si S.aureus, 13’1 S.capitis, 13’1 S.intermedius, 9’u
S.haemolyticus, 7’si S.epidermidis, 6’s1 S.auricularis , 4’ S.hyicus, 3t S.warneri
ve 1’1 S.saprophyiticus olarak tanimlanmistir. S.cohnii izolatlarmin 11°1 (%23.9)
metisilin’e, 21°1(%45.7) ampisilin’e, 6’s1(%13) gentamisin’e, 15’1(%32.6)
eritromisin’e, 7’si (%15.2) kloromfenikol’e, 17’si (%37) tetrasiklin’e ve 2’si (%4.3)
klindamisin’e direngli olarak tespit edilmistir. S.xylosus suslarinin; 5°’i (%13.9)
ampisilin’e, 10’u(%27.8) amikasin’e, 10’u(%27.8) tetrasiklin’e, 3’1i(%8.3)

eritromisin’e ve 1’1 (%1.8) kloromfenikole direngli tespit edilmistir. S.hominis
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suslarinin  12’si (%35.3) ampisilin’e, 8’1 (%23.5) metisilin’e, 6’s1 (%17.6)
eritromisin’e, 5 ‘i (%14.7) tetrasikline, 5’1 (%14.7) klindamisin’e, 1’1 (%2.9)
gentamisin’e ve 1’1 (%2.9) amikasine direngli olarak tespit edilmistir. S.simulans
suslarinin 13’1 (%65) tetrasikline, 9°u (%45) eritromisine, 5’1 (%25)kloromfenikole,
4’1 (%20) ampisiline, 3’1 (%15) metisiline ve 2’si (%10) gentamisine direngli olarak
tespit edilmigtir.  S.aureus suglarinin 10’u (% 58.8) ampisiline, 5’1 (%29.8)
metisiline, 3’4 (%17.6) amikasine, 3’10 (%17.6) gentamisine, 2’si (%11.7)
eritromisine ve 2’si (%11.7) tetrasikline direngli olarak tespit edilmistir. S.capitis
suslarinin, 4’1 (%30.1) metisiline, 3’1 (%23.1) tetrasikline, 2’si (%15.4) eritromisine
ve 1’1 (%7.7) ampisline direngli olarak tespit edilmisitir. S.intermedius suslarinin 4’
(%30.7) ampisiline, 3’1 (%23.1) tetrasikline, 2’si (%15.4) eritromisine, 1’1 (%7.7)
metisiline ,1’1 (%7.7) gentamisine ve 1’1 (%7.7) klindamisine direngli olarak tespit
edilmistir. S.haemolyticus suslarinin 4’i (%44.4) ampisiline, 2’si (%22.2) metisiline,
1’1 (%11.1) eritromisine, 1’1 (%11.1) tetrasikline ve 1’1 (%11.1) klindamisine
direngli olarak tespit edilmistir. S.epidermidis suslarinin 2’si (%28.5) ampisiline, 2’si
(%28.5) metisiline, 2’si (%28.5) eritromisine ,2’si (%?28.5) tetrasikline ve 1’1
(%14.3) amikasinie direngli olarak tespit edilmistir. S.auricularis suslarinin 2’si
(%33.3) metsiline, 2’si (%33.3) tetrasikline ve 1’1 (%16.6) gentamisine direngli
olarak tespit edilirken, S.hyicus suslarinin 1’i(%]15) ampisiline, 1’i (%25) amikasine
ve 1’1 (%25) klindamisine direngli olarak tespit edilmistir. S.warneri susunun 2’i
(%66.6) ampisiline, 2’si (%66.6) eritromisine ve 1’1 (%33.3) metisiline direngli
olarak tespit edilirken, S.saprophyiticus suslarinin %100’ metisilin, ampisilin,
kloromfenikol ve tetrasiklin antibiyotiklerine direncli olarak tespit edilmistir.

(Cizelge 4.37.)

Vankomisin direncinin gozlenmemesi iilkemiz ag¢isindan sevindirici olup gida
sektoriinde glikopeptid grubu antibiyotiklerin tedavi amach kullanilmadigin

acgiklamaktadir .

2005 yilinda Ankara’da yapilan ¢alismada ¢ig siit 6rneklerinde izole edilen 157 S.

aureus susunda en yiiksek Penisilin %47 ve Ampisilin %43,3’le direngli bulunurken;
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gentamisin %21,6, Metsilin %21, Eritromisin %13,3, Tetrasiklin %12,7 degisen
oranlarda direngli bulurlarken, Siprofloksasin %1,9 ve Timetoprim/Sulfametaksozol
%3,1’e en az direngli olarak bulmuslardir [Nohutg¢u Y,2005]. Metisilin direng sonucu
calismamizla parelellik gosterirken, ampisilin ve gentamisin direnglilikleri
calismamizdan yiiksek, eritromisin ve tetrasiklin direnglilikleri calismamizdan diisiik

olarak gbzlenmistir.

2006 yilinda Ankara’da yapilan bir caligmada arastirdiklart 148 adet S. aureus
izolatlarinin tamamin1 Vankomisin ve Teikoplanin duyarli bulmuslardir [Atlt O.

2007].Sonug ¢aligmamizla parelel degerdedir.

Cetin ve arkadaslar1 (2004), Degerli ve ark. (2000), Yapmis olduklari bir ¢ok
aragtirmada Teikoplaninin, Vankomisine esdeger etkinlikte oldugu, yan etkiler ve
uygulama kolayligi bakimindan Vankomisine alternatif olabilecegi gostermislerdir

[Cetin ve ark.,2004] .

Normanno ve arkadaslar1 (2007), hayvansal gidalardan izole ettikleri 160 S. aureus
susunun %?3,7’sini  Metisiline diren¢li olarak bulurken bu MRSA suslarinin
hi¢birinde Gentamisin, Klindamisin, Eritromisin, Vankomisin ve Tetrasiklin direnci
goriilmemistir [Normanno ve ark.,2004].. Metisilin direnci ¢alismamizdan disiik

degerde bulunmustur.

Casey ve arkadaglart (2007), cesitli orneklerden izole ettikleri 3687 S. aureus
susunda %40,1 Siprofloksasine, %50,4 Eritromisine, %10,1 Gentamisine, %38
Metisiline, %9,2 Tetrasikline direng gosterirken Vankomisine kars1 direng
saptamamislardir [Casey ve ark.,2007]. Eritrimisin, tetrasiklin ve vankomisin
direnglilik sonuglar1 calismamizla parelellik gosterirken , metisilin direng sonucu

calismamizdan yiiksek degerde gozlenmistir.

Biyofilm olusumunun iki klinik 6nemi vardir. Birincisi antibiyotiklere direng

kazanilmasidir. Bakterinin biyofilm olusturarak yiizeye yapismis formu (sesile) ile
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stispansiyon formu (planktonik) arasinda antibiyotik duyarlilik farkinin oldugu
gosterilmigtir. Bakteriler antibiyotiklere MBK konsantrasyonlarmin 1000 katina
kadar direng gosterebilmektedirler. Biyofilm olusumunun antibiyotiklerin etkisini
onleyici fonksiyonu oldugu bildirilmektedir. Biyofilm fenotipinin ikinci Onemli
Ozelligi ise konak immun hiicrelerinden korunabilmesidir. Biyofilm bakteriyi
fagositoz ve degraniilasyondan korumaktadir. Kemotaksisi, noétrofillerin etkisini
onlemekte ve lenfosit aktivitesini azaltmaktadir [Consteryon JW ve StewartPS 1999;
Mah TFC and O’Toole GA,2001]. Biyofilmle iligkili enfeksiyonlarin tedavisi gittikge
daha da sorun olmaktadir. Biyofilm i¢indeki bakterilerin antibiyotiklere direncli
davranisi planktonik formu ile arasindaki en 6nemli farki olusturmaktadir [Ceri ve

ark.1999; Gilbert ve ark.,1999].

Calismamizda kullanilan dana kiyma 6rneklerinden izole edilen Stafilokok suslarinin
hepsinde biyofilm olusumu gozlenmistir. Tavuk but, ¢ig siit, dondurma ve peynir
orneklerinden izole edilen suglarin biyofilm olusturanlarinin, olusturamayanlara
oranla antibiyotiklere daha yiikksek oranda direng gosterdikleri sonucu

gozlenmistir.(Cizelge 4.38.- 4.42)

Dogada yaygin olarak yasayan stafilokok tiirlerinin yetersiz hijyen kosullar1 ve
capraz kontaminasyon gibi nedenlerle gidalara bulagsmalar1 s6z konusudur. Arastirma
sonucglarimizda ¢esitli  stafilokok suslarinin  gidalara kontamine olabildigini
gostermistir. Kommensal veya kontaminant olarak bilinen stafilokok tiirlerinin
yapilan son calismalarla cesitli enfeksiyonlara neden oldugunun goézlenmesi gida
hijyenin 6nemini giderek artirmistir. Hijyenitenin az olmasi gida endiistrisi agisindan
istenmeyen bir durum olan biyofilm olusumununda sebebi olmaktadir. Biyofilm
olusturabilen bakteriler  gida bozulmalarina ve patojenik etkileri olan bazi
bakterilerinde gidalara kontaminasyonlarina sebep olmaktadir. Biyofilm olusumu
bakteriyi konak immiin hiicrelerinden ve antibiyotik etkilerinden korudugu igin
toplum kokenli enfeksiyonlarda saglik sorunlarina neden olmakta ve aktarilabilen

diren¢ markirlar1 yardimiyla da tedavi basarisini azaltmaktadir.
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