T.C.
HARRAN UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LISANS TEZi

KLINIK ORNEKLERDEN VE GIDA NUMUNELERINDEN STAFILOKOK
TURLERININ IZOLASYONU VE BiYOFIiLM OLUSTURMA
YETENEKLERININ ARASTIRILMASI

OSMAN NUR EREN

MIKROBiYOLOJi ANA BiLiM DALI

Sanhurfa
2025



T.C.
HARRAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LISANS TEZi

KLINIK ORNEKLERDEN VE GIDA NUMUNELERINDEN STAFILOKOK
TURLERININ IZOLASYONU VE BiYOFILM OLUSTURMA
YETENEKLERININ ARASTIRILMASI

OSMAN NUR EREN

MIiKROBIYOLOJI ANA BiLiM DALI
Tez Damgmani: Dr. Ogr. Uyesi AHMET MURAT SAYTEKIN

Sanhurfa
2025



TESEKKUR

Bu ¢alismanin hayata gegirilmesi siirecinde samimiyetini her zaman hissettiren ve beni
dogru yonde yonlendiren bilgi, tecriibe ve goriislerinden faydalandigim arastirmanin
her bir asamasinda beni destekleyen, basta danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Ahmet
Murat SAYTEKIN' e, Mikrobiyoloji anabilim dali baskan1 Prof. Dr. Oktay KESKIN’
e, Mikrobiyoloji anabilim dali 6gretim iiyeleri Prof. Dr. Osman Yasar TEL’e, Prof. Dr.
Sevil ERDENLIG GURBILEK e ve Dr. Ogr. Uyesi Ayfer Giillii YUCETEPE” ye,

Bilgi ve goriislerini benimle paylagmaktan cekinmeyen, uyum igerisinde gorev
yaptigim arkadaslarim Adem ADIGUZEL, Mehmet Murat KONUK ve Dr. Mehmet
SAVRUNLU' ya,

Her zaman yanimda bulunan ve desteklerini benden esirgemeyen sevgili esim Sule’ye
ve tum sikintilarimi unutturan ¢ocuklarim Murat ve Gokhan’a sonsuz tesekkiirlerimi
borg bilirim.

Ayrica beni yetistiren, biiyliten ve egitimimde ¢ok biiylik emekleri olan rahmetli
Annem ve Babami sonsuz minnetle yad ediyorum.



ICINDEKILER

OZET oottt bbbttt i
ABSTRACT .ttt b e bbbt b e bt R e bbb e R e e b bR e R b bbbt b e b e ne b e ii
SEKILLER DIZINI.....covoieieieteeeeeeee oottt ettt ettt et e et s e ee et e et n e en e en e iii
CIZELGELER DIZINLL......c.coiiiiiiiiieeoeeeeeeeeeee oottt sttt iv
Lo GIRIS 1ottt 1
R I ] VoS 1
1.2, CaliSMANIN AINACE ...ueiiiiriiieiiiiee ettt e ettt e s st ee e e s et et e e s bbee e s ssbbe e e s sabeeeesaabeeeessbeeessnbbeeessnsneaesnns 2
2. ONCEKI CALISMALAR.........coiitiieeteee et e ettt 3
2.1. STAFILOKOKLARIN[IGENOM YAPISI ve ANTIBIYOTIK DUYARLILIGI ..................... 3
2.1.1. StafilokoKlarin GEnom YapiSl .........cicueirriiiiriieiiieriieiiie et 3
2.1.2. Stafilokoklarin Antibiyotik Duyarliligl .........ccccooviriiiiiiiii e 3
2.1.3. Biyofilm ve Antibiyotik Duyarliligi.........c.coooviiiiiiiiiiiiiciic e 3
2.2. STAFILOKOKLARIN VIRULENS OZELLIKLERI..........c.ccoeiiiiiiiiiieeiieece e, 4
2.2.1. HUCKE YaPIAIT c..veiiiiiiieiiciee ettt 5
N G- 111 | SR OPRTR 5
2.2.3. PrOTEIN A (SPA) veeveeteetieitie ittt ettt b e sb e bbb bbb nte et st 5
2.2.4, PeptidogliKan TabaKasT ..........ccivieiiieiiieiiieitieitie ittt ettt bbbttt e st e saeenree s 5
S T -1 (o |G T | TR 6
2.2.6. YUZEY ProOtEINIEIT ...ooviiiiiiieitie ettt sttt s neee 6
A B 1411 1] =T TSR 7
S T G - - 72 RS 7
2.2.7.20 KOAGUIAZ.......eovieiiiiiieite et 7
A 0 T |\ 2SS 7
2.2.7.4. Lipaz (S. aureus ve koagllaz negatif Stafilokoklardan bazilari) .............cccceevvrrvennne 7
2.2.7.5. HYalUrONIAzZ.......ccouveeiieeiiec ettt et sne e snte et e e nre e nres 8
2.2.7.6. Stafilokinaz (FIbrin0lIZIN) .........ccooieiieiii e 8
2.2.7.7. Beta laktamaz (B-laktamaz, Penisilinaz) ............cccoviriiiniiniiiiiie e 8
2.2.7.8. TNAZ (TerMONUKIEAZ) ....ccvvievieeieieeiiee it ettt ste e st sne e sae e nre e e 8

2.3. MORFOLOJIK ve KIMYASAL OZELLIKLERI .......ccccooiuiiniiiiiiinineecseee e, 8
2.3.1. GOrUNUM V& BOYAIMA ....eeiiiviieeeiiiee e ciiie e e etiee e st e et e e e st e e e s sntae e e s st e e e snnae e e s antaneesnneneeas 8
2.3.2. Ureme ve KUIUr OZEIKIETT .........cccovviveieiiiieieiieeeei e 9
2.3.3. BiyoKimyasal OZEIIKIETT..............cococviveviveeie i s s een s 9
R I R €T 1= 1] G o) FE TSR TRTR 11
2.4, GENEL BILGILER .....c.ciiiiiiieieieisisisisiei ettt 11
2.5, BIYOFILM ....ooiiiiiiiiiiiiceeee ettt ettt 11
2.5.1. Biyofilmin TarNGESI ....c.eeivieiiiiiiieiie i 11
2.5.2. Biyofilmin Tanimi ve ONEMI........ccccevcvevevereiiiiieieieieeeeee e 12
2.5.3. Biyofilmin Olusma MeKaniZmasl .............eerveerueeriieeeitieeniieesieesteessiee e e sebee e e seee e e 12
2.5.4. Biyofilm Olusumunun KInik ONeMi..........ccccoviiiiiieiiiieceeseecs e 13
2.5.5. Biyofilmlerle ilgili ENfEKSIYONIAr ..........ccccoiiiiiiiiiiiiiiccccee e 13
2.5.6. Biyofilmin Antibiyotiklere Kargt DIFENCI..........cccovvviriiiiiiiiiiisiesiese e 14
2.5.7. Biyofilm Olusumunun Gida Endiistrisindeki ONeMi ............ccccoooveiivirirerceeeeieeenan, 14
2.6. STAFILOKOK ENFEKSIYONLARL........c.cocistiiiiiieteticieeietetete et 14
2.6.1. Hayvanlarda Stafilokok Enfeksiyonlari..........ccoceiiiiiiiiiiiiiiiiiesiesee e 15
2.8.1. 1. IMIBSEIL. ...ttt nre 15
2.6.1.2. KUZU PIYEMISI...ccvviiiiiiieieeite ettt ettt ettt ettt e 15
2.6.1.3. EKsudatif EPIAEIMILIS ....ccveeiiieieeieecee e 15
2.6.1.4. BOIYOMIKOZ. ... ccviiieeieeie ettt ettt ee e 15
2.6.1.5. Kopek ve Kedilerde Stafilokokal Enfeksiyonlar ............ccoceviveiiiiiieniiencencencenen 16
2.6.1.6. Kanatlilarda Stafilokok Enfeksiyonlari..........ccccccviiiiiiiiiiiiiiiiiicene 19
2.6.2. Insanlarda Stafilokok Enfeksiyonlari ve Stafilokokal ENterotoksin............c.ccceevevevevnnnn. 19

3. GEREG VE YONTEM.....coiiiiieiitititiiititit et 21



N T 1= o PUP ST 21

3.1.1. Bakteriyel izolasyon gereGIEri........c.coviiiiiiiiiiiiiciiei s 21
3.1.1.1. Inceleme OMMEKIETT .........c.c.ovcveviieieeieieiceeeeee ettt en e aenas 21
31120 BESIYEIIEIT ...t 22

3.1.1.2.1. Buffered pepton Water (BPW)........cocciiiiiiiiiiiiiiiesiic s 22
3.1.1.2.2. Baird-Parker agar (BPA)........coouiiiiiiiiieiieiie et 22
3.1.1.2.3. Mannitol salt fenol red agar (MSA) ........cocviriiiiiiiii s 23
3.1.1.2.4. Tryptic SOY QA (TSA) .eeueeiiiiiieitieitie ittt 23
3.1.1.2.5. Brain heart infusion (BHI) .........cccoiiiiiiiiii s 23
3.1.1.2.6. %15 Gliserinli tryptic SOY Droth .........cocoiiiiiiiiii e 23
3.1.1.2.7. Boyama gerecleri, biyokimyasal test geregleri, sarf malzemeleri ve

Kullanilan CINAZIAT...........oooiuiiiiiiiie et s et e e s st e e e e snbaeeeaans 23

3.1.2. Biyofilm belirleme igin besiyerleri, soltisyon ve cihazlar..............ccccooniinininiinnn, 24
3.1.2.1. Tryptic SOY Broth (TSB).....ccoieiiieiieiie e 24
3.1.2.2. Kongo kirmizist agar (KKA) ........coiiiiiiii e 24
3.1.2.3. %0,1 Kristal Viyole SOIUSYONU.........cceeiiiiiiiiiiee e 24
3.1.2.4. Biyofilm tespiti igin kullanilan diger gere¢ ve Cihazlar ..............cccooeviiiiniciinenn, 24

3.1.3. RETEIANS SUSIAT.....coviiiiii ettt et e e e e e snee et e e e e e 25

T (00 =11 I PP PP PP PPRPP 25

3.2.1. Stafilokok tUrlerinin iZolaSYONU ...........cccueiiiiiiiiiiie i 25
3.2.1.1. Gida numunelerinden Stafilokok tiirlerinin izolaSyonu .............ccooveevieniiniecnicenienn, 25
3.2.1.2. Klinik 6rneklerden Stafilokok tirlerinin izolasyonu............cccccevveeiieniieniencencenieenn 25
3.2.1.3. Kolonilerin tur seviyesinde identifikaSyonu...........cccoceriiiiiiiiiiinieeec e 26
3.2.1.4. lzolatlarn biyofilm olusturma yeteneklerinin arastirilmast................o.cocververererennnn. 26

3.2.1.4.1. Kongo kirmizist agar yontemiyle biyofilm tayini..........cccoocvvvvniiniinienieinnnnn, 26

3.2.1.4.2. Tup yontemiyle biyofilm tayini......ccccccevieiii i 27

3.2.1.4.3. Mikropleyt yontemiyle biyofilm tayini.........c.cccooeviiiiiiiiii e, 27

3.2.2. IstatiStiKSel ANAZ...........cocoevivivieeieiiteteietete ettt ettt 28

4. BULGULAR. ...ttt 29
4.1. Stafilokok turlerinin izolasyon ve identifikasyon bulgulart..........ccoocevviiiiiiiiiiiiencence 29
4.2, Biyofilm teSt SONUGIAIT......vvviiiiiiiii ettt e et e sreeesnee s 37
4.3. Istatistiksel ANAlZ BUIGUIATT..........ccoovovevevieiiiictetcee ittt 43
5. TARTISMA . ...ttt et R e r e bt enr e nn e n e nnennes 45
6. SONUGLAR ...ttt r Rt r et bt e nr e nr e an e nnennes 50
7. ONERILER. ..ottt ettt 51
KAYNAKLAR ..ottt etk e bbb r e nn e r e nrenns 52

OZGECMIS.... v et ee e s e s et ee e ee et ee e eee s ee e 58



OZET

YUKSEK LISANS TEZi
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Bu ¢alismada amag, klinik ve gida Orneklerinden Staphylococcus tiirlerinin tanimlanmasi ve bu
etkenlerin olusturabilecegi risklerin giincel olarak arastiriimasidir. Harran Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali teshis laboratuvarma getirilen 30 adet klinik ornek ile
Sanlwrfa’da faaliyet gosteren gida satis yerlerinden temin edilen 100 adet gida iiriinii ¢alismada
inceleme o6rnegi olarak kullanildi. Klinik &rneklerden izolasyonlar, konvansiyonel izolasyon ve
identifikasyon yontemleriyle gerceklestirildi. Gida numuneleri igin ISO standartlar1 kullanildi. Tim
izolatlar VITEK-2 cihaziyla dogrulanarak tiir seviyesinde tanimlandi. izolatlarin biyofilm olusturma
yetenekleri, kongo kirmizisi agar, tiip ve mikropleyt olmak iizere ii¢ farkli yontemle arastirildi. Klinik
ve gida izolatlarmm biyofilm olusturma yetenekleri arasindaki iligki ile koagiilaz pozitif ve negatif
izolatlarin biyofilm iiretme yetenekleri arasindaki iliski Fisherin Exact Testiyle istatistiksel olarak
arastirildi. Sonugta, klinik 6rneklerden 11, gida orneklerinden ise 21 olmak iizere toplam 32 adet
stafilokok cinsine ait izolasyon gercgeklestirildi. Bu etkenlerin yedi farkl tiire ait oldugu tespit edildi.
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus pseudintermedius oransal olarak en ¢ok tanimlanan tiirler
oldu. izolatlarin biiyiik bir boliimiiniin cesitli seviyelerde olmak iizere biyofilm olusturabildikleri ve
biyofilm olusumunun tespiti i¢in kullanilan yontemlerin sonuglarinin da birbirleriyle uyumlu oldugu
goriildii. Izolatlarin biyofilm olusturma yetenekleri arasindaki iliskinin arastirildigr istatistiksel
degerlendirmede, klinik ve gida izolatlarinin arasinda anlaml bir iliski tespit edilemezken, koagulaz
pozitif ve negatif izolatlar arasinda anlamli bir iligkinin var oldugu belirlendi. Bu ¢alisma ile
Staphylococcus tiirlerinin insan ve hayvan saghgma yonelik potaniyel tehditlerinin devam ettigi
goriildii. Ozellikle gidalarm iiretiminden pazarlanmasma gegen siirede gerekli 6nlemlerin almarak
driinlerin bakteri kontaminasyonlarindan uzak tutulmasi ve oOzellikle biyofilm olusumlarinin
engellenmesi i¢in akilci miicadele yontemlerinin uygulanmasi gerektigi kanaatine varildu.

ANAHTAR KELIMELER: izolasyon, biyofilm olusumu, enfeksiyon, gida, stafilokok



ABSTRACT
MASTER THESIS

ISOLATION OF STAPHYLOCOCUS SPECIES FROM CLINICAL SAMPLES AND FOOD
SAMPLES AND INVESTIGATION OF THEIR BIOFILM FORMATION ABILITIES

OSMAN NUR EREN

HARRAN UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF HEALTH SCIENCES
DEPARTMENT OF MICROBIOLOGY

Thesis Supervisor: Assist. Prof. Dr. AHMET MURAT SAYTEKIN
Year: 2025, Page : 57

The aim of this study was to identify Staphylococcus species from clinical and food samples and
investigate the risks that these agents may pose. Thirty clinical samples brought to the diagnostic
laboratory of the Department of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine, Harran University, and
100 food products obtained from food outlets operating in Sanliurfa were used as examination samples.
Isolations from clinical samples were performed by conventional isolation and identification methods.
ISO standards were used for food samples. All isolates were identified at the species level by
verification with a VITEK-2 device. The biofilm formation ability of the isolates was investigated by
three different methods: congo red agar, tube, and microplate. The relationships between the biofilm-
forming ability of clinical and food isolates and the coagulase positive and negative isolates were
statistically investigated by Fisher’s Exact Test. As a result, 32 staphylococci, 11 from clinical samples
and 21 from food samples were isolated. These agents belonged to seven different species.
Staphylococcus aureus and Staphylococcus pseudintermedius were proportionally the most frequently
identified species. Most of the isolates could form biofilms at various levels, and the results of the
methods used to detect biofilm formation were consistent. In the statistical evaluation of the relationship
between the biofilm-forming abilities of the isolates, it was determined that there was no significant
relationship between clinical and food isolates, while there was a substantial relationship between
coagulase positive and negative isolates. This study showed that the potential threat of Staphylococcus
species to human and animal health continues. It was concluded that rational control methods should be
applied to keep the products away from bacterial contamination and mainly to prevent biofilm formation
by taking necessary precautions, especially during the production and marketing of foods.

KEYWORDS: Isolation, biofilm formation, infection, food, staphylococci
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GiRiS Osman Nur EREN

1. GIRIS
1.1. Tarihge

Robert Koch 1878 yilinda Stafilokoklarm ilk defa goriintiilemesini
gerceklestiren arastiricidir. 1880°de Pasteur bu etkenleri sivi besiyerinde iiretmistir.
1881 yilinda stafilokoklara ait patojen kiiltiirler Iskogya’li cerrah ve bakteriyolog
Alexander Ogston tarafindan gozlemlenmis ve tiredikten sonra birbirinden ayrilmayan
tiziim salkimi seklinde gdzlemlenen yapilar: Staphylococcus (Staphyle: iziim salkimi)
olarak adlandirmistir (Dogan vd., 2018). 1884’te Rosenbach ilk olarak insandan
stafilokoklar1 izole etmistir (Bannerman, 2003; Peacock vd., 2005). Ayrica etkenlerin
cesitli renklerde oldugunu gormiis ve buna gore isimlendirmistir. Daha sonralar1
Stafilokoklar iizerine yapilan ¢aligmalarda S. aureus’un genellikle enfeksiyon etkeni
oldugu diger patojen stafilokoklarm ise koagiilaz negatif oldugu anlasilmis.
Stafilokoklarin patojenitesi tanimlanirken S. aureus ve Koagulaz Negatif Stafilokoklar
(KNS) olarak ayrimi yapilmis. Ayrica bu yonde bilimsel arastirmalar ilerlemistir
(Bulger&Sherris, 1968).

1970’11 yillara kadar Stafilokok cinsi bakterilerin koagiilaz pozitif S. aureus ve
koagllaz negatif S. epidermidis ve S. saprophyticus olarak 3 tir bilinmekteydi (Gotz
vd., 2006). Ileriki donemlerde ise stafilokoklarm genetik ve kemotaksonomik
ozellikleri ele alindiginda yeni tiirler tanimlanmistir (Lamers vd.,2012). Yapilan
caligmalar sonucu Staphylococcus cinsi bakterilerin 47 tiir ve 23 alt tiirden olustugu
belirlenmistir. Bu tiirler icersinde 38’inin koagiilaz negatif oldugu anlagilmis ve son
yapilan c¢aligmalar sonucunda S. massiliensis, S. jettensis, S. petrasii (S. petrasii
subsp. Petrasii ve S. petrasii subsp. Croceilyticus dahil), S. pseudolugdunensis ve S.
pettenkoferi tiirlerininde koagiilaz negatif oldugu c¢alismalar sonucu bildirilmistir
(Becker vd.,2014).

Sekil 1.1.

1
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1.2. Calismanin Amaci

Bu c¢aligmanin amaci, farkli kaynaklardan Staphylococcus turlerinin
tanimlanmasi, bu etkenlerin insan ve hayvan saglig1 acisindan olusturabilecegi risk
potansiyellerinin arastirilmasidir. Béylece, farkli 6rneklerde Staphylococcus turlerinin
dagilimi belirlenecek, bu tiirlerin hastalik yapma giigleri arastirilarak potansiyel risk
konusunda ongoriiler giincellenecektir. Alinacak tedbirler ve miicadele yontemlerinin
gelistirilmesi agisindan fayda saglanacaktir. Bunun i¢in 6ncelikle hasta hayvanlara ait
farkli klinik 6rneklerin ve piyasada bulunan farkli gida numunelerinin inceleme 6rnegi
olarak toplanmasi, Stafilokok tiirlerinin bu materyallerden klasik yontemlerle izole ve
identifiye edilmesi, daha sonra identifikasyon sonuglarinin giincel teknolojik
yontemlerle dogrulanmasi, bu izolatlarin biyofilm olusturma yeteneklerinin kilttrel
yontemlerle belirlenmesi ve sonugta elde edilen tum verilerin istatistiksel olarak

analizi hedeflenmektedir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. STAFILOKOKLARIN GENOM YAPISI ve ANTIBIiYOTIK
DUYARLILIGI

2.1.1. Stafilokoklarin Genom Yapisi

Tek kromozomlu yapidadir. Bu niikleik asit ve ekstra genetik unsurlarla
(plazmid, profaj, transpozonlar) yaklasik 2000-3000 kilo baz cifti (kbp) blyuklikte
genetik materyale sahiptirler. DNA’larinda C+G bazlar1 igerigi %30-39 mol’diir
(Peacock vd., 2005). S. aureus genomunda C+G oran1 yaklasik %32 moldiir. Genetik
materyalin 2800 kbp biiytikliikkte ve yaklasik 2500 geni kodladig diisiiniilmektedir.
Kiyaslama agisindan S. epidermidisin ise 2500 kbp biiyiikliikte bir genoma sahip
oldugu bildirilmektedir (Glimiisgii, 2019).

2.1.2. Stafilokoklarin Antibiyotik Duyarhhg:

Stafilokoklarin viriilens ve antibiyotik diren¢ genleri, profaj, plazmidler ve
transpozonlar gibi ekstrakromozomal genetik unsurlarda bulunabildigi gibi
kromozomlar iizerinde de yer alabilir. Bu bilgi baska bakterilere de transfer edilebilir
(Lowy, 1998).

Staphylococcus tiirlerinin biiyiik boliimii beta laktamaz enzimi salgilayarak
beta laktam halkas1 igeren antibiyotiklere diren¢ gostermektedir. Eskiden giinlimiize
bu etkenlerdeki penisilin direngli suslar, oransal olarak 2 katindan fazla artmistir. Hali
hazirda stafilokoklarin tiimii penisiline direnglidir. Bakterilerdeki bu durumu
engellemek icin anti- stafilokokal penisilinler (metisilin, oksasilin) gelistirilmistir.
Ancak 1970’li yillardan itibaren bu antibiyotiklerden metisiline kars1 direng olusumu
baslamistir. Metisilin direnci S. aureus’da ve koagiilaz negatif Stafilokoklarda goriiliir
(Demirtirk&Demirdal, 2004).

Hayvanlardaki metisilin direngli S. aureus suslari, 1975 yilindan itibaren
bildirilmektedir. Stafilokoklarda metisilin direnci fenotipik olarak antibiyotik
duyarhlik testleriyle olgiilebilir. Genellikle metisilin yerine hassas ve daha dayanikli
olduklar1 igin  oksasilin veya sefoksitin antibiyotikleri yaygin olarak
tercih edilmektedir (Gé¢men vd., 2018).

2.1.3. Biyofilm ve Antibiyotik Duyarhhg:

Biyofilm olusumu yiizeye tutunma, geri doniisiimsiiz baglanma, kolonizasyon
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ile  mikrokoloni olusumu ve kopma evreleri olmak Uzere dort basamakta
gerceklesmektedir (Temel&Erag, 2018).

Biyofilm olusumunda bazi yiizey proteinlerinin 6nemli etkisi bulunmaktadir.
S. aureus suslarindan izole edilerek bildirilen “biofilm associated protein’’(bap),
bakterilerde yiiksek biyofilm olusumu saglayan ve enfeksiyonda oOncii rol aldig:
bildirilen bir proteindir. Yapilan g¢aligmalarda abiyotik yiizeylere tutunmada ve
interselliiler adezyon basamaklarmin herbirinde de yer aldigi yapilan ¢alismalarda
bildirilmistir. Bap geni bulunduran S. aureus suslarmin bulundurmayan tiirlere gore
cok daha iy1 biyofilm olusturdugu belirtilmektedir (Yiiksekdag&Baltaci, 2013).

Stafilokoklarin  biyofilm olusturma yetenegi stafilokokal mastitisin
patogenezinde onemli bir viriilans 6zelligi olarak kabul edilmistir. Ciinkii biyofilm,
stafilokoklarin meme bezi epiteline yapigsmasina ve kolonize olmasina yardimci olur.
Biyofilm ayrica bakteri hiicrelerini bakteriyi konak icinde ¢evreleyerek fagositozdan
ve ylksek konsantrasyonlarda antimikrobiyallerden korur (Tel vd., 2012).

Bakterilerin  canliliklarin1 ~ siirdiirebilmek  ve enfeksiyon  olusturma
kabiliyetlerini yitirmemeleri i¢in canhi yiizeylerde veya dogal kosullarda diger
bakterilerle birlikte c¢evreden gelen uyarilar1 algilayarak yanit gelistirebilmesi
gerekmektedir. Cevresel faktorlerin degisimi ile bakterinin yeni ¢evreye adapte olmasi
gerekir. Bakteri hiicresinin etrafindaki popiilasyon yogunlugunu saptamasina yarayan
bakteriler arasi1 iletisim, (Quorum sensing) QS sistemi, bu adaptasyon ve
dizenlemelerde 6nemli rol oynayan bir sistemdir. QS sistemi yardimiyla, bakteri besin
kaynaklarina uyum saglar, rekabet edebilir ve enfeksiyon sirasinda c¢esitli virlilens
faktorlerinin  regulasyonunu duzenleyerek konak immin yanitindan kacabilir
(Temel&Erag, 2018).

2.2. STAFILOKOKLARIN VIiRULENS OZELLIKLERI
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Cizelge 2.1. Stafilokoklarin virulans faktorleri (Atl,2007).

Hiicresel Bilesenler Hiicre Disi Uriinler
Toksinler Enzimler
1 - Kapsiil I - Alfa toksin I - Koagulaz
2 - Protein A 2 - Beta toksin 2 - Stafilokinaz
3 - Elastin baglayici protein 3 - Gama toksin 3 - Niikleaz - DNaz
4 - Kollajen baglayici protein 4 - Delta toksin 4 - Hiyaldronidaz
5 - Fibronektin baglayici protein 5 - Lokosidin (PV) 5 - Lipaz
6 - Kiimelestirici fakeor 6 - Enterotoksinler 6 — B-Laktamaz
7 - Peptidoglikan 7 - Toksik sok sendromu 7 - Proteaz (1. 11, 1II)
8 - Teikoik asit toksini-1 (TSST-1) 8 - Fosfataz
9 - Lipoteikoik asit 8 - Eksfoliatif toksin 9 - Lizozim
10 - Slime tabakas: 10 - Laktat dehidrogenaz

11 - Katalaz
12 - Asit fosfataz

2.2.1. Hicre Yapilan

Stafilokok cinsi mikroorganizmalarin tamammda bulunmayan fakat 6nemli
virulens etki saglayan bazi virulens faktorleri (peptidoglikan, teikoikasit, kapsiil,
protein A) bakteriyi konak¢inin immun sisteminden kagirir. Stafilokok cinsi igerisinde
S. aureus tirii, virulansi en yiiksek olan bakteridir (Kutlu, 2006).

2.2.2. Kapsul

S. aureus etkenlerinde, dordii biyokimyasal olarak tanimlanmis toplam 11
farkli kapsiil ¢esidi mevcuttur. Bunlarin tamami polisakkarit yapidadir. S. aureus
suslarmin ¢ogunu Serotip 5 ve Serotip 8 olusturur. Toksin {ireten suslarda genellikle
tip 8 kapsiil bulunur (Dassy, 1993; Koneman, 2006, O’Riordan, 2004).

2.2.3. Protein A (Spa)

Spa, S. aureus’larin ¢ok biiylik bir boliimiinde bulunur. Bu protein bir hiicre
duvar1 proteinidir. (Kronvall vd., 1972; Sutra vd., 1994). Spa, konak hiicrede
bulunabilen immunglobulin G’ye kristalize olabilen fragment (Fc) kismindan
baglanabilir (Forsgren vd., 1983). Spa ayrica fagozitozu durdurabilir. Ortamda
bulunan antikorlarin ve komplement ile birlikte antifagositik etki olusmaktadir.
(Dossett vd., 1969; Peterson vd., 1977).

2.2.4. Peptidoglikan Tabakasi

Peptidoglikan tabakas1 Gram pozitif bakteriler i¢in Gram negatiflere gére daha
kalindir. Gram (+) bakterlerde hiicre duvari yapismin yarismi olusturmaktadir.
Peptidoglikan tabakas1 N- asetilmuramik asit ve N-asetilglukozaminden
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olusur. Peptidoglikan yapi, komplement aktivasyonu, endojen pirojenlerin iiretimi,
monositlerden interlokin-1 iiretimini saglar ve endotoksik etkiyle 16kositleri uyararak
toplanmalarmi saglayan igleve sahiptir (Muray vd., 2005).

2.2.5. Teikoik asit

Bu kimyasal, hiicre duvarinin %30-50 sini olusturur. Teikoik asit ile fibronektin
etkilesime gecerek birbirlerine spesifik baglanabilirler. Boylece bakterilerin mukozal
ylizeylere tutunmasini saglayici bir gérevi vardir. Bu yap1 yalniz basina immun sistemi
uyaramaz. Ancak peptidoglikana baglanirsa antijenik 6zellik kazanir. Olusacak immun

yanit, hastaliklarin serolojik tanisinda kullanilmaktadir (Muray vd., 2005).

2.2.6. Yuzey Proteinleri

S.aures’un koloni haline gelmesini ve konake1 hiicrelerin yilizeyine tutunmasini
adhesinler saglar. S. aures etkenlerindeki adhesinlerin gogu SpA' lar1 igerir. Bu protein

baz1 immunglobulinlerin Fc reseptdrleri ile birlesebilmektedir (Koneman, 2006).

SpA disinda kalan diger yiizey proteinleri; FnbpA ve FnbpB (Bu proteinler
fibronectin baglayici proteinler A ve B olarak da isimlenir), elastin ve kollojen
baglayici proteinler ve aglutine edici faktor A ve B proteinleridir. Kimyasal olarak
benzer olan bu proteinler dokularda kolonizasyonu saglar (Sareyyiipoglu vd., 2013).

ProteinA Y<—— 196G

Mikrokapsil \k\Y ), -
/, | Ao g H Hiicre membran zarari
\ . ,_.1.__' /
Hiicre duvar 3

¥, 3 Toksinler: Toksik gok

A N
:. ‘-: : '.: ;ETST":'.-‘ Eksfoliasyon
- 37 gpagt o T
Invazinler: . SN e
Hiyaluronidaz . 87
Stafilizin / :
Likosidin N Hriin
Lékotoksin \ Fibronektin
Koagllaz ' ) Hasarl doku
Stafilokinaz Adhezinler:

Hucreye badlanan protein

Sekil 2.4. Stafilokok hiicre yapis1 (https://textbookofbacteriology.net/staph_2.html)
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2.2.7. Enzimler

Stafilokoklar virulens faktdrleri igerisinde yer alacak ¢esitli enzimler {iretirler
bu enzimler; Katalaz, koagilaz, DNaz lipaz, hiyallronidaz, fibrinolizin ve penisilinaz
olarak swralanir. Stafilokoklar salgiladiklar1 bu enzimlerle komsu dokulara yayilim
gostererek enfeksiyonun patogenezinde 6nemli rol alirlar (Tiinger vd., 2004).

2.2.7.1. Katalaz

Katalaz, hidrojen peroksiti su ve oksijene parcalayan bir enzimdir. Aerobik
veya fakiiltatif anaerobik cok sayida mikroorganizma katalaz enzimi iiretir.
(Keskin&Koluman, 2021).

2.2.7.2. Koagulaz

Sekil 2.5. Tupte koagiilaz deneyi. A: Koagiilaz (+), B: koagilaz (-) (Atli, 2007).

Koagtilaz enzimi kandaki fibrinojeni fibrine doniistiirerek koagllasyona sebep
olmaktadir. S. aureus suslarinin hepsi koagiilaz iiretmese de patojen suslarmin
Koagiilaz pozitif oldugu bilinmektedir. S. aureus disinda diger baska stafilokoklarin
serbest ya da bagl koagiilaz iirettikleri belirlenmistir. Bu sebeple clumping faktor
testinin hem lamda hem de tilipte beraber yapilmasi Onerilmektedir.
Mikroorganizmalarda koagiilaz {iretimi ile enterotoksin iiretimi arasinda giiclii bir

iliskinin varlig1 sézkonusu olabilir (Ozpmar, 2011).

2.2.7.3. DNaz

Genellikle koagiilaz pozitif stafilokoklar tarafindan salgilanan ve DNA’y1

hidrolize eden bir enzimdir (Ozpinar, 2011).

2.2.7.4. Lipaz (S. aureus ve koagulaz negatif Stafilokoklardan bazilar)



ONCEKI CALISMALAR Osman Nur EREN

Bu enzim viicutta, deri ve derialt1 bolgelerde stafilokoklarin yayilimini
kolaylastirir. Bu etkisini yiizeyde biriken yagli maddeleri ayirarak gergeklestirir. Lipaz
enzimi hem Koagilaz negatif Stafilokoklar hem de S. aureus suslari tarafindan
sentezlenebilir (Ozpmar, 2011).

2.2.7.5. Hyaluronidaz

Stahylococcus aureus suslari tarafindan % 90 oraninda sentezlenen ve
“Yayilma Faktorii”’ olarakta isimlendirilen bir enzimdir. Antijenik 6zelliktedir ve

stafilokoklarmn doku invazyonlarmi kolaylastirir (Ozpmar, 2011).

2.2.7.6. Stafilokinaz (Fibrinolizin)

Stafilokinazlarm bir diger ad1 fibrinolizindir. Plazmadaki plazminojeni plazmin
haline doniistiiriirler. Plazmin, fibrinolitik etkiye sahiptir. Fibrinin parcalanmasiyla
invazyon kolaylasir. Enzim bir bakteriyofaj genomu tarafindan sentezlenir (Ozpmar,
2011).

2.2.7.7. Beta laktamaz (B-laktamaz, Penisilinaz)

Bu enzim sayesinde stafilokoklar, beta laktam grubu antibiyotiklerdeki beta-
laktam halkasini pargalarlar ve direncli bir duruma gecerler. Bir plazmid ve transpozon
ile aktarilabilir bir unsurdur. Bu enzimi salgilayan mikroorganizmalar, penisilin,
sefalosporin gibi betalaktam halkasina sahip ¢esitli antibiyotiklerin (hiicre duvari
sentezini inhibe ederek etkilerini gosteren) etkisine karsi direngli hale gelirler
(Ozpmar, 2011).

2.2.7.8. TNAz (Termonukleaz)

Stafilokokal niikleaz olarakta bilinir. Termoniikleaz enzimi 1siya karsi
direclidir. Fosfodiesteraz yapisi, niikleolitik etki saglar. DNA ve RNA’y1
parcalayabilir (Biiyliktarakei, 2016).

2.3. MORFOLOJIK ve KIMYASAL OZELLIKLERI

2.3.1. GOrinum ve Boyama

Bu etkenler 0,5-1,5 um ¢apa sahip yuvarlak sekilli Gram pozitif, ¢ogunlukla
kiimeler seklinde ve hareketsiz bakterilerdir. Bazi zorunlu anaerob tiirler diginda (S.
saccharolyticus ve S. aureus subsp. Anaerobius) etken tirleri genellikle fakiltatif
anaerob olup cogunlukla aerob tremeyi tercih ederler. S. saccharolyticus ve S.

8



ONCEKI CALISMALAR Osman Nur EREN

aureus subsp. Anaerobius tirleri disinda katalaz pozitiftirler. S. sciuri, S. vitulinus ve
S. lentus turleri hari¢c oksidaz negatif ve kapsilsiiz bakterilerdir. Micrococcuslara
benzerler. Bunlar arasindaki ayrimi ise; anaerobik {iremesi ve obligat aerobik (zorunlu)
mikrokoklardan farkli olarak fermentasyon ve solunum metabolizmasina sahip

olmalar1 sebebiyle ayrilmaktadirlar (Bannerman, 2003).

2.3.2. Ureme ve Kiltir Ozellikleri

Nutrient agar, triptik soy agar ve kanli agar gibi ¢esitli besiyerlerinde tirerler.
Stafilokok turleri genellikle 30-37 °C araliginda 18-24 saat i¢inde 1-3 mm ¢apinda
koloni olustururlar. Stafilokoklarin ¢ogunlugunun ideal treme sicakligi 37 °C’* dir.
Ve 10-48 °C sicaklik araliginda toksin olusturabilirler (Koneman, 2006).

Bireysel morfolojide hiicreler tek ya da ciftler halinde tespit edilebilir. Enfekte
olmus ¢esitli dokulardan, irin olusturan yaralardan, enfekte viicut sivilarindan veya sivi
besiyerlerinden yapilan boyamalarda morfolojik 6zellikleri t¢lu-dortli kisa zincirli
koklar olarak degisebilmektedir. Bu 0zellikleri sebebiyle streptokoklara kismi olarak
benzemektedir. Stafilokoklarin katalaz pozitif olmasiyla ayrimlar1 yapilabilmektedir
(Peacock vd., 2005; Koneman, 2006).

Cizelge 2.2. S. aureus’un tiremesi i¢in sinir degerler (Bremer vd, 2004).

Min. °C Max. °C Max. % tuz  Oksijen ihtiyaci Min. pH Max. pH

7-8 45-47 7-10 FaklUltatif anaerob 4.0 9.8

2.3.3. Biyokimyasal Ozellikleri

Stafilokoklar koagiilaz iiretimlerine goére siniflandirilabilir. S. aureus, S.
lugdunensis, S.schleiferi, S. intermedius, S. hyicus, S. lutrae, S. delphini koagilaz
iretirler. Ayrica stafilokoklarin glikoz fermentasyonu sonucunda laktik asit
olustururlar (Cengiz, 1999; Moreillon vd., 2005).

Stafilokoklara uygulanan gesitli testler vardir: Bunlar i¢inde koagiilaz enzimini
tespit eden testler (clumping factor) basta yer alir. Stafilokoklar bir¢ok olumsuz
cevresel etkene uzun siire dayanabilen mikroorganizmalardir. Alkol ve iyot gibi
antiseptiklere, amonyum kloriir bilesikleri i¢ceren dezenfektanlara kars1 duyarhidirlar
(Koneman, 2006).
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Cizelge 2.3. S. aureus’un bazi kimyasal 6zellikleri (Cengiz vd., 2004).

Ozellik S. aureus
Aerob tUreme +
Anaerob uUreme +
Hemoliz +
Koagilaz +
DNA’se (Endonukleaz) +
Novobiocin duyarlilig: +

Bacitracin duyarlilig1 -

Trehaloz- Mannitol Fosfatas Agarda renk | +
degisikligi

Asetoin +

Mannitol (Aerobik-anaerobik ortamda asit | +

olusturma)
Maltoz +
Trehaloz +
laktoz +
Cellobiose -
Ksiloz -
Glukoz +

Hucre duvari

a)Ribitol +
b) Gliserol -
c) Protein-A +
Alpha toxin +

10
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2.3.4. Genetik Yapi

Genetik yap1 yaklasik olarak 2000-3000 kbp bir kromozom ile transpozon,
profajlar, plazmidlerden olusmaktadir. Genel stafilokok hiicresine ait DNA diisiik
oranda sitozin ve guanin niikleotidlerinden olugmaktadir. C+G igerigi birlikte %30-39
mol araligindadir (Tiinger vd., 2004; Peacock vd., 2005). Stafilokoklara kiyasla
Micrococcus cinsi mikroorganizmalara ait tirlerde %68-74 mol arasinda C+G igerigi
mevcuttur (Baba vd., 2002).

2.4. GENEL BILGILER

Taksonomik olarak Stafilokoklar, Staphylococcaceae ailesi Bacillales takimi
Bacilli smifi altindadir (Yiiksekdag&Baltaci, 2013). Cevrede yaygin olarak
bulunurlar. Stafilokoklarin hiicre yapis1 Gram pozitif ve mikroskobik morfolojisinde
ise bir ya da iki bakteriden olusan, kisa zincir olabilen veya dortlii gériinlimde yuvarlak
sekilli, diizensiz iiziim salkimina benzer sekillerde goriilebilirler. Katalaz testinde
pozitif sonug verirken, oksidaz testinde ise genellikle oksidaz negatiftirler. Bireysel
morfolojisi  incelenirken  sporsuz, hareketsiz ve genellikle  kapsulsiz
mikroorganizmalardir. Stafilokok cinsine ait olan ¢ogu tiir mikroorganizma fakultatif
anaerobdur (Bastos vd., 2009; Heo vd., 2020).

Stafilokoklar iki ana gruba ayrilmaktadir. Bu iki ana grup koagiilaz pozitif ve
koagiilaz negatif Stafilokoklar olarak siralanir. Enzim benzeri koagiilaz {iretimi
genellikle patojenite ile iliskilendirilmektedir. Ve dokudaki fibrini pihtilastirarak pihti
olusumuna neden olur (Bastos vd., 2009; Heo vd., 2020). Bazi firsat¢1 patojen KNS
disindaki KNS’lar genellikle zararsiz olup hastalik olusturmazlar. Koagiilaz pozitif
Stafilokoklar (S. aureus) virulensi en yiksek olan patojendir (Heo vd., 2020).

2.5. BIYOFIiLM

2.5.1. Biyofilmin Tarihcesi

Biyofilmi ilk olarak Antony Van Leeuwenhoek adli arastiric1 17. yy da kendi
disine ait plaktan aldig1 sirlntlyl mikroskopta incelemis ve mikroorganizmalarin
tek tek degil kiimeler halinde oldugunu goézlemlemis fakat biyofilm oldugunu
tanimlayamamigtir. Mikroorganizmalar1 yuvarlak, gubuk ve spiral goriinimlerde sekil
alabilen ve hareket edebilen canlilar oldugunu gériintiilemistir (Kartal vd., 2021).

Biyofilmler hakkinda ilk bilimsel yayin1 Zobell 1943 yilinda yapmis ve daha

11
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sonra (Habash vd., 1999) Costerton 1970’li yillarda daglardan gelen akarsulardan elde
ettigi bakterilerin %99.99 unda yapiskan balgik benzeri bir yapinin varligini kesfetmis
1978 yilinda olusturdugu bir makalede de biyofilm tanimini ilk olarak kendisi
yapmistir (Unal, 2011).

2.5.2. Biyofilmin Tanim ve Onemi

Biyofilm canli ya da cansiz ylizeylere baglanan ve c¢ogalan
mikroorganizmalarm olusturduklar1 ekstraseliiler polissakkarit yapida matriks yapinin
icinde bulunan planktonik hiicrelere gére daha farkli bir fenotipik yap1 gosteren huicre
toplulugudur (Ozgen, 2021).

Bakteriler canli veya cansiz bir yiizeye yapisarak buralarda kolonize olabilirler.
Koloniler karigik tiirler de icerebilir. Iste olusturulan biyofilm bakterilerin
kolonizasyonunu destekler, ¢ok sayidaki olumsuzluklardan korur. Bu sebeple virlilens
faktorii olarak kabul edilebilir. Biyofilm yapisinda kompleks molekiiller biitiinii
(protein, polisakkaritler, ekstraseliiler DNA, su ve iyonlar) yer alir (Temel&Erag,
2018).

Endiistriyel yapilara ait sularda ve su sistemlerinde biyofilm igerigi kolonilerin
cok sayida dezenfektana (klor dahil) kars1 ¢ok direncli olduklar1 belirtilmistir (Sahin,
2007).

2.5.3. Biyofilmin Olusma Mekanizmasi

Biyofilmlerin olusum mekanizmalar1 4 ayr1 basamaktan olusmaktadir.1)
Mikroorganizmanm yiizeye tutunmasi ile baslar. ilk tutunma reversibldir ve ilk
tutunma yuzey 6zellikleri tutunmada etkilidir. Hiicreler bu fazda iken durulama gibi
basit bir yikama isleminden bile kolayca uzaklasabilirler. 2) Geri doniisiimsiiz
tutunma; ilk tutunmadan dakikalar sonra baslar ve Quorum sensing gorilmeye baslar.
Ve hiicreler arasinda kimyasal sinyaller olusur. Ekstraseliiler polissakkarit matriks
olusumu kimyasal sinyallerin belirli bir diizeye olugmasi ile baslar. Ve bu tutunmanin
giderilebilmesi icin olusan ylzeyin fir¢alanmas1 hatta kazinmasi gerekir. 3)
Kolonizasyon; Mikroorganizmalarm ¢ogalmasi ile en kiigiik organizasyon birimi olan
mikrokoloniler olusurlar. Ardindan mikrokoloniler biiyliyerek kompleks yapida
mantar ya da kule goriiniime doniisiirler. 4) Kopma; Biyofilm olustuktan sonra Ust
tabakadan kopmalar meydana gelebilir ardindan yeni odaklarda biyofilm olusumu
gbzlenebilir. Biyofilm tabakasi bakterileri dezenfektanlardan, toksinlerden,
antibiyotiklerden, besin eksikliginden, ph dalgalanmalarindan, UV etkisinden korur.

12
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Ayrica biyofilmler fagosit ve kompleman sisteminin aktivasyonunu bozarak
bakterileri konagin bagisiklik sistemine kars1 korur (Ozgen, 2021).

Planktonik z
huicreler )
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Tutunma Kolonizasyon ve Bivofilm yapisin Kopma
mikrokoloni olusumu olgunlagmas:

Sekil 2.6. Biyofilmin Olusum Asamalar1 (Temel&Erag, 2018).

2.5.4. Biyofilm Olusumunun Klinik Onemi

Biyofilmler; cam, metal, plastik, toprak partikiilleri, ahsap yiizey, tibbi
implantlar, doku ve gida firiinleri gibi her tiirli canli veya cansiz yiizeyde
olusabilmektedir. (Kokare vd., 2009). Biyofilm yap1 i¢inde yer alan patojen bakteriler
antibiyotik etkisine ve dogustan gelen immun yanita karsi direnglidirler. Biyofilm
icerisinde bulunan bakterilerin planktonik formlarina gore antibiyotiklere direnci 100-
10000 kat daha direngli olmaktadir (Yiiksekdag& Baltaci, 2013). Biyofilmin konak
canlida antimikrobiyel direnci arttirdig1 gibi iltihabi reaksiyonlar1 da tetikleyerek kalici
inflamasyonlara da neden olabilmektedir. Biyofilm olusumu tiim mikrobiyel
hastaliklarin %60’indan daha fazlasindan sorumlu oldugu tahmin edilmektedir
(Aydemir, 2018).

2.5.5. Biyofilmlerle Tlgili Enfeksiyonlar

Tiim bakteriyel hastaliklarin %65’inin ve kronik hastaliklarin ise %80’inin
bakteriyel biyofilme bagl olarak olustugu tahmin edilmektedir (Jamal vd., 2018).
Biyofilm olusumunun osteomiyelit, dogal kapak endokarditi, orta kulak
enfeksiyonlari, dental tasiyicilik, tibbi implant enfeksiyonlari, kronik bakteriyel
prostatit, kistik fibrozisli kronik akciger hastaliklarinda 6nemli oldugu belirtilmistir
(Sahin, 2007).
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2.5.6. Biyofilmin Antibiyotiklere Kars1 Direnci

Stafilokoklarin sahip olduklar1 ekzotoksinler ve yiizey proteinlerine ek olarak
biyofilm {iretimininde Onemli bir virulens faktorii oldugu bildirilmektedir
(Tel&Keskin, 2011). Mikroorganizmalarin ylizeylere adhere olmalar1 (tutunmalari)
enfeksiyonlarin olusumuna katkida bulunan Oonemli bir viriilens 0Ozelligidir. Bu
tutunmada etkili olan ¢ok ¢esitli proteinler yer almaktadir. Biyofilm olusturan suslarin
olusturmayanlara gore daha c¢ok antibiyotik direncliligine sahip oldugu ve daha
viriilent oldugu bildirilmistir (Arciola vd., 2001). Biyofilm icerisindeki bakteriler baz1
antibakteriyel ajanlara direnglilik gosterirken, biyofilmden ayrildiginda bu direnci de

kaybettigi goriilmiistiir (Fux vd., 2005).

2.5.7. Biyofilm Olusumunun Gida Endustrisindeki Onemi

Biyofilmler gidanin  kontaminasyonu durumunda mikroorganizmalar
tarafindan {iretilir (Oksiiztepe&Demir, 2019). Gida isletmelerinde sanitasyon
asamalarinda goriilen eksiklikler herhangi bir yiizeyde biyofilmlerin olusmasia neden
olmaktadir. Ve biyofilm olusumunu engellemenin zorlastigi durumlarda bakterilerin
biyofilm yapis1 icerisinde genetik degisimlere ugrayabilecegi olasiligina karsin
HACCP kriterlerinin ¢ok iyi belirlenmesi gerekir (Gin&EKkinci, 2009).

Bakteriler, biyofilm olusturarak bir yiizeye yapisip organizasyon saglayarak
kolonize olurlar. Biyofilm icinde Urettikleri ekstraselltler polimetrik maddeler i¢cinde

yasamlarmi siirdiirebilirler (Ozpinar, 2011).

2.6. STAFILOKOK ENFEKSiYONLARI

Stafilokoklar 1881 yilinda enfeksiyon etkeni olarak tanimlandiktan sonra insan
ve hayvanlarda olusturduklar1 ¢esitli hastaliklara ait patojen etkenin varlig1 olarak ilk
siralarda yer almiglardir. Ilerleyen zaman igerisinde penisiline karsi direng olusturan
stafilokoklar olusmustur. Bu durum beseri hekimlikte penisilin yerine metisilinin
kullanilmasina sebep teskil etmis ve kisa bir siire sonrada metisiline direncli
stafilokoklar olusmustur. Olusan bu mikroorganizma (S. aureus)’lar tiim diinyada
nozokomial patojen olarak en 6nemli saglik sorunu haline gelmislerdir (Kiregci, 2009).

Canlilarm normal deri ve mukoza floralarinda stafilokoklar kommensal olarak
bulunabilir. Bu ylizden gida kontaminasyonlarinda insan mudahalesi akla ilk gelen
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sebep olmustur. Cok sayida gida iiriiniiniin yaninda 6zellikle hazir yiyecekler, ¢ig et
ve et drlnleri, ¢ig siit ve siit Uriinleri S. aureus enterotoksinleri agisindan riskli
gidalardir (Muratoglu&Colak, 2015).

Stafilokoklar firsat¢1 patojenler olarak florada bulunur. Genel olarak lokal irinli
enfeksiyonlarmm yaninda hayvanlarda mastit, kuzu piyemisi, atlarda botriyomikoz
enfeksiyonlara neden olurlar (Ugan, 2014).

2.6.1. Hayvanlarda Stafilokok Enfeksiyonlari
2.6.1.1. Mastit

Mastit meme yangisi olarak tanimlanir. Hastalik siit¢ii hayvanlarin siit kalitesini
bozar, siit verimini diisiiriir. Diinyada 6nemli ekonomik kayiplara yol acan en 6nemli
hastaliklar arasindadir. Hastalik etiyolojisinde farkli tiirlerde ¢ok sayida bakteri baskin
rol oynayabilir. S. aureus bu konuda etkin rol oynarken, KNS’da hastalik
olusumlarindan zaman zaman sorumlu olmustur (Seker&Ozeng, 2010). KNS lar
subklinik mastititis olgularindan ikinci derecede mastitten sorumlu patojen olarak

degerlendirilsede akut mastitisten sorumlu oldugu da bildirilmektedir (Keskin vd.,
2003)

2.6.1.2. Kuzu Piyemisi

Kene piyemisi olarakta isimlendirlen bu hastalik kuzularda goriilmektedir.
Ixodes ricinus kenelerinin rolii de bulunan hastaligmn primer etkeni S. aureus’tur.
Kenelerin viicuda enfestasyonu sonucu olusan yaralardan viicuda giren S. aureus’un
hastaliga yol agmasi sonucu olusur. Ehrlichia phagocytophila etkeni de kuzularda
olusturdugu immunsupresyonla hastaligin olugsmasinda onemli rol oynar. Hastalik
Ozellikle ilkbahar- yaz aylarinda kenelerin yogun oldugu dénemlerde ve 2-10 haftalik
kuzularda daha fazla ortaya ¢ikar (Giinday, 2017).

2.6.1.3. Eksudatif Epidermitis

Hastalik domuzlarda goriilmekte olup hastaligin etkeni S. hyicus’tur (Gé¢men
vd., 2018).

2.6.1.4. Botriyomikoz

Hastaligin etkeni S. aureus’tur (Gé¢men vd., 2018). Genellikle atlarda bir yara
enfeksiyonu seklinde ortaya ¢ikan botriyomikoz hastaligi, sigir ve domuzlarda
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da gorulebilir. Kronik seyreden, irinli ve graniilomat6z bir yara enfeksiyonudur. S.
aureus genellikle etiyolojik ajan olarak kabul edilir (Quinn vd., 2011).

2.6.1.5. Kopek ve Kedilerde Stafilokokal Enfeksiyonlar

S. pseudointermedius, S. epidermidis ve S. felis genellikle kdpek ve kedilerde
kulak enfeksiyonlari, konjuktivit, deri yangilar1 ve yara enfeksiyonlar1 gibi gesitli
enfeksiyonlara neden olabilirler (Quinn vd., 2011).

Stafilokoklar kedilerde deri enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, solunum
yolu enfeksiyonlari, kulak enfeksiyonu, mide ve g6z enfeksiyonlari, kemik doku,

yumusak doku ve yara enfeksiyonlari ile kalp enfeksiyonlarma neden olabilirler
(Quinn vd., 2011).

S. aureus kopeklerde ¢esitli enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bunlardan
baslicalari, kulak enfeksiyonlari, deri ve kemik enfeksiyonlari, idrar yolu

enfeksiyonlari, bakteriyemi ve ameliyat sonrasi enfeksiyonlaridir (Quinn vd., 2011).

S. pseudointermedius kopeklerde idrar yolu enfeksiyonlari, yiizeysel ve derin
deri enfeksiyonlari, kulak ve idrar yolu enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlar1 ve ameliyat
bolgesi enfeksiyonlarmma en sik olarak, aym1 zamanda g6z enfeksiyonlari,
bronkopneumoni, kemik enfeksiyonlar1 ve viicuttaki diger enfeksiyonlara yol agtigi
bildirilmektedir (Quinn vd., 2011).
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Cizelge 2.4. Hayvanlardan izole edilen koagulaz negatif Stafilokoklar (Quinn vd.,
2011)

Kecilerde Burun - Kiimes Hayvanlarinda
deri enfeksiyonlarindan

Sigirlarda / memeden

Sigirlarda meme-Kimes Hayvanlar1 ve
domuzlarda deri enfeksiyonlarindan

Kegilerde deri enfeksiyonlarindan

Sigirlarda / memeden

Sigirlarda / memeden

Atlarda Deriden

Kedilerden Otitis eksterna, Deri den

Kiimes Hayvanlarindan Deriden

Sigirlarda / memeden

Sigirlarda / memeden

Koyun, Keci ve Domuzlarda Deriden

Kegilerde Solunum kanalindan

Kedilerde Deri — Sigirlarda Burundan

Kedi ve diger hayvanlarda Deriden

Maymunlarda Gastrointestinal kanaldan

Sigirlarda meme - Kedi, Kopek ve
Domuzlarda Deriden

Sigir, Koyun, Domuz larda Deriden

Sigirlarda / memeden

Sigir ve Koyun larda memeden - Kedi,
Kiimes hayvanlari, Domuz, At/Deriden
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Cizelge 2.5. Koagilaz pozitif stafilokoklar ve klinik 6nemleri (Quinn vd., 2011)

18

Sigir Mastit, impetigo

Koyun Mastit,beningn folikulitis,
dermatit, kene piyemisi,

Keci Dermatit, mastit

Domuz Meme bezlerinde
botriyomikoz, Meme
bezlerinde impetigo

At Mastit

Kedi, Kopek Endometrit, piyoderma,
sistit, otitis eksterna ve diger
irinli lezyonlar

Kiimes hayvanlari Septisemi, artit, omfalit

Kdpek Endometrit, piyoderma,
sistit, otitis eksterna ve diger
irinli lezyonlar

Kedi Cesitli pyojenik durumlar

At Nadir

Inek Nadir

Domuz Artrit,eksudatif epidermit

Sigir Mastit

At Burun

Guvercin Ust solunum yollari

Kdpek, Kedi Otitis eksterna,
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sistit,piyoderma

Koyun Lenfadenit

Yunus Irinli deri lezyonlar
At Burun

Guvercin Ust solunum yollar1

Samur Patojenik 6nemi belirsiz

Kopek Otitis eksterna

2.6.1.6. Kanathlarda Stafilokok Enfeksiyonlar:

Kanatlilardaki enfeksiyonlarmn en yaygin nedenlerinden biri olarak tanimlanan
stafilokoklar kanatlhida akut ve kronik enfeksiyonlara neden olmaktadir. Ekseriyetle
eklemlerde, tendo kiliflarinda ve bursalarda bozukluklara neden olurlar. Bunun
yaninda endokarditlere ve yumurta sar1 kesesi enfeksiyonlarma sebep olurlar. Ayrica
Kanath etlerinde bulunan stafilokoklar insanlarda gida kaynakli enfeksiyonlara da
sebep olmaktadir (Altay vd.,2003).

2.6.2. insanlarda Stafilokok Enfeksiyonlar ve Stafilokokal Enterotoksin

Stafilokoklar insanlarda c¢esitli klinik semptomlarla beliren enfeksiyonlar
olustururlar. Stafilokoklarin toksinlerinden olusanlarin disinda, deri, yumusak doku,
derin doku, ¢esitli organ enfeksiyonlari, sepsis ve endokardit gibi ciddi enfeksiyonlar
gordlebilir (Aygen vd., 1997).

Stafilokoklara bagl sepsislerde 6zellikle Gram pozitiflerde son yillarda yapilan
arastirmalara gore ciddi artislar oldugu goriilmiistiir. Amerika Birlesik Devletlerinin
hastaliklardan korunma ve 6nleme merkezi (CDC), 1986-1989 yillar1 arasinda Gram
pozitif bakterilerin nozokomiyal bakteriyemilerin %55’inden sorumlu oldugunu ve
Koagiilaz negatif Stafilokoklarm da bu oranin %27’sinden sorumlu oldugunu
bildirmistir (Aygen vd., 1997).

Stafilokoklara bagli enfeksiyonlarda son yillarda goriilen en biiyiik sorun,
giderek artan ve tedaviyi zorlastiran metisilin direncidir (Aygen vd., 1997).
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Basta S. aureus olmak tizere enterotoksijenik ozellige sahip Stafilokoklar,
gidalarda olusturduklar1 enterotoksinlerin sindirim yoluyla alinmasi sonucunda tiim
iilkelerde yaygin olarak goriilen 6nemli intoksikasyonlardan birine sebep olurlar.
Enterotoksijenik stafilokoklar, basta proteince zengin hayvansal gidalar olmak iizere
degisik gidalardan izole edilebilirler. Enterotoksijenik tiirler igerisinde S. aureus
disinda S. hyicus, S. intermedius ve S. epidermidis de bulunmaktadir (Erol&iseri,
2004).

Stafilokokal enterotoksinler hem gastrointestinal toksin hemde siliperantijen
gorevlerini yaparlar. Stafilokokal enterotoksinler (SE) SEA, SEB, SEC, SED, SEE
serotiplerinde olusturulur (Erol&iseri, 2004).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Bakteriyel izolasyon gerecleri

3.1.1.1. inceleme Ornekleri

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali teshis

laboratuvarmma 2023 yili Haziran ay1 ile 2024 yili Temmuz ay1 tarihleri arasinda

getirilen ¢esitli klinik vakalara ait 30 adet 6rnek ve ayni tarihler arasinda Sanlurfa il

smirlar1 icerisinden temin edilen 100 adet gida numunesi etken izolasyonu i¢in

inceleme 6rnegi olarak kullanildi.

Cizelge 3.1. Kullanilan klinik vakalara ait 6rnekler ve sayisi

I Klinik vakalara ait 6rnek

Sayisi

Kdpek yara enfeksiyonu 4
Kdpek gbz enfeksiyonu 1
Kedi yara enfeksiyonu 4
Kdpek kulak enfeksiyonu 3
Kedi kulak enfeksiyonu 2
Kedi g6z enfeksiyonu 3
S1gir mastitis 12
Civciv gagasi 1
Toplam 30
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Cizelge 3.2. Kullanilan gida materyalleri ve sayisi

I Kullanilan Gida Materyali Ornek Sayist
Adana kebap 3
Yas pasta 12
Dondurulmus yas pasta 9
Sehriyeli piring pilavi 3
Eritme peynir 4
Peynir 12
Tavuk doner 13
Tereyagi 2
Salata 13
Cikolatal yas pasta 8
I¢li kofte 2
Piring pilavi 14
Kebap 5
Toplam 100

3.1.1.2. Besiyerleri
3.1.1.2.1. Buffered pepton water (BPW)

Gida numunelerinden Stafilokok etkenlerinin izolasyonu i¢in kullanildi. Bu
amacla ticari olarak temin edilen BPW besiyerinden (Merck, Almanya) 25.5gr
tartilarak 1 It distile suda eritildi. 121 °C sicaklikta 15 dakika otoklav ile steril
edildikten sonra kullanim zamanimna kadar 2-8 °C sicaklikta buzdolabinda muhafaza
edildi.

3.1.1.2.2. Baird-Parker agar (BPA)

Gida numunelerinden Stafilokoklara ait kolonilerin belirlenmesi i¢in kullanildi.
Bu amagcla 58,0 g dehidre besiyeri, 950 ml distile steril su icinde 1-2 dakika
kaynatilarak tiimiiyle eritildi. Besiyeri 45 °C sicakliga sogutularak manyetik karistirict
ile yavasga karistirilirken, izerine 6nceden oda sicakligina getirilen 50 ml
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yumurta sarisi- tellurit emiilsiyonu (Merck, Almanya) ilave edilip 20 ml olacak sekilde
steril petrilere (Isolab, Almanya) dokiilerek petri dokiildii. Donan petri kutular1
alinarak kullanim zamanina kadar 2-8 °C sicaklikta buzdolabinda muhafaza edildi.

3.1.1.2.3. Mannitol salt fenol red agar (MSA)

Klinik 6rneklerden Stafilokok tiirlerinin izolasyonu i¢in kullanildi. Bu amagla
ticari olarak temin edilen MSA besiyerinden (Merck, Almanya) 108.0 gr tartilarak 1 It
distile suda eritildi. 121 °C sicaklikta 15 dakika otoklav ile steril edildikten sonra 20
ml olacak sekilde steril petrilere (Isolab, Almanya) dokiilerek kullanim zamanma
kadar 2-8 °C sicaklikta buzdolabinda muhafaza edildi.

3.1.1.2.4. Tryptic soy agar (TSA)

Izolatlarin saflastirilmas1 amaciyla kullanildi. Ticari olarak temin edilen TSA
besiyerinden (Merck, Almanya) 40.0gr tartilarak 1 It distile suda eritildi. 121 °C
sicaklikta 15 dakika otoklav ile steril edildikten sonra 20 ml olacak sekilde steril
petrilere (Isolab, Almanya) dokiilerek kullannom zamanina kadar 2-8 °C sicaklikta
buzdolabinda muhafaza edildi.

3.1.1.2.5. Brain heart infusion (BHI)

Koagiilasyonun varligini belirlemek amaciyla kullanildi. Bu amagla Brain heart
infusion (BHI) besiyeri (Merck, Almanya) 37.0 gr tartilarak 1 It distile suda eritildi.
121 °C sicaklikta 15 dakika otoklav ile steril edildikten sonra sonra 2 ml lik steril agz1
vida kapakli kriyovial tiiplere (Isolab, Almanya) alinarak kullanim zamanina kadar 2-
8 °C sicaklikta buzdolabinda muhafaza edildi.

3.1.1.2.6. %15 Gliserinli tryptic soy broth

[zolatlarnm saklanmas1 amactyla kullanildi. Bu amagla Tryptic Soy Broth
(TSB) besiyeri (Merck, Almanya) 30gr tartild1 ve {lizerine 150 ml Gliserin (Merck,
Almanya) ilave edildikten sonra karigim distile suyla 1lt hacme tamamlandi. 121
°C sicaklikta 15 dakika otoklav ile steril edildikten sonra 2 ml lik steril agz1 vida
kapakli kriyovial tiiplere (Isolab, Almanya) alinarak kullanim zamanma kadar 2-8 °C

sicaklikta buzdolabinda muhafaza edildi.

3.1.1.2.7. Boyama gerecleri, biyokimyasal test gerecleri, sarf malzemeleri ve
kullanilan cihazlar
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Kullanima hazir Gram boyama seti (Merck, Almanya) bakteri kolonilerinin
safligini, bakterilerin mikroskobik morfolojisini ve Gram &zelligini belirlemek i¢in
kullanildi. Katalaz testi (Bactident, Merck, Almanya) katalaz enziminin varligin1 tespit
etmek, kullanima hazir Tavsan Plazmasi (BD, USA) bakterilerin koagulaz enzimi
iiretimini belirlemek i¢in kullanildi. Analizlerde sarf malzemeler olarak 90 mm steril
petri kabi1 (Isolab, Almanya), steril cam tiip, steril plastik 6ze (Isolab, Almanya), agzi
vida kapakli steril kriyovial tiip (Isolab, Almanya) ve lam (isolab, Almanya) kullanild1.
Analizlerde ayrica cihaz olarak otoklav, hassas tarti (Radwag, Polonya), derin
dondurucu (Nive, Turkiye), inkubator (Memmert, Almanya) ve Mikroskop (Olympus,
Japonya) kullanild1.

3.1.2. Biyofilm belirleme igin besiyerleri, solisyon ve cihazlar
3.1.2.1. Tryptic soy broth (TSB)

Stafilokok izolatlarmin biyofilm olusturma yeteneklerinin arastiriimasi
amaciyla TSB besiyeri (Merck, Almanya) kullanildi. Bu amagla 30 gr tartilarak 11t
distile suda ¢ozdiiriildii. 121 °C sicaklikta 15 dakika otoklav ile steril edildikten sonra
50 ml lik steril falkon tiiplere (Isolab, Almanya) almarak kullanim zamanina kadar 2-
8 °C sicaklikta buzdolabinda muhafaza edildi.

3.1.2.2. Kongo kirmizisi agar (KKA)

Stafilokok izolatlarinin biyofilm olusturma yeteneklerinin arastirilmasi
amaciyla kullanildi. Bu amagla litresinde 50 gr sakkaroz, 37 gr brain heart infusion
agar (BHI) (Merck, Almanya) ve 0,8 gr kongo kirmizis1 (Merck, Almanya) olacak
sekilde besiyeri hazirlandi iirlin hazirlama talimatina uygun olarak 121 °C sicaklikta
otoklavda steril edildikten sonra kullanim zamanmna kadar 2-8 °C sicaklikta

buzdolabinda muhafaza edildi.

3.1.2.3. %0,1 Kristal viyole soltisyonu

Tip ve mikropleyt yontemlerinde izolatlarin biyofilm Gretimlerinin
belirlenmesinde kullanildi. Bu amagla 2 gr kristal viyole (Merck, Almanya) boyasiyla
20 ml etanol (% 95°lik) (Merck, Almanya) karigtirildi. Diger taraftan 0,8 g amonyum
okzalat (Merck, Almanya) ile 80 ml steril distile su karistirildi. Karigimlarm birbirine
eklenmesiyle soliisyon son haline getirildi.

3.1.2.4. Biyofilm tespiti i¢in kullamilan diger gereg ve cihazlar
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Biyofilm olusumunu incelemek Ulzere %33’liikk glasiyel asetik asit (Merck,
Almanya) ve mikropleyt (Greiner BioOne, Avusturya) ve Mikropleyt okuyucu
(VersaMax, USA) kullanild1.

3.1.3. Referans suslar

Tum testlerde koagtilaz pozitif stafilokoklar igin S. aureus ATCC 25923 ve
koagulaz negatif stafilokoklar icin S. epidermidis ATCC 35984, referans kontrol

suslar1 olarak kullanildi.

3.2. YOntem
3.2.1. Stafilokok turlerinin izolasyonu
3.2.1.1. Gida numunelerinden Stafilokok tirlerinin izolasyonu

Gida numunelerinden 25 g tartilarak, steril bir spatiil yardimiyla 225 ml BPW
icine ilave edildi ve homojenize edildikten sonra 37 °C de 24 saat inklbasyona
birakildi. Bu 6n zenginlestirme isleminden sonra BPW i¢cinden BPA besiyerine 6ze
yardimiyla pasajlar yapildi. Petriler aerobik sartlarda 37 °C de 24 saat inkiibasyona
birakildi. BPA besiyerinde gelisebilen tipik koloniler, siyah renk almalar1 ve etrafinda
zon olusturup olusturmamasina gore degerlendirildi. Daha sonra iireyen tum
kolonilerin saflagtirma pasajlar1 TSA besiyerine yapildi. Petriler aerobik sartlarda 37
°C de 24 saat inkiibe edildi. Kolonilerin saflik kontrolleri ve mikroskobik muayeneleri
Gram boyama ile yapildi. Saf olarak Gram pozitif ve kok sekilli olan kiiltiirlere katalaz
testi uygulandi. Bu testten sonra Stafilokok siipheli kolonilere koagulaz testi yapildi.
Bu amacla TSA' dan 6ze ile BHI besiyerine pasajlar yapildi. Bu besiyerleri aerobik
sartlarda, 37 °C de 24 saat inkiibasyonda tutuldu. Uremenin gerceklestigi BHI
besiyerlerinden 0,1 ml alinarak 0,3 ml tavsan plazmasi ile steril cam tiipte karistirildi.
Karisim, aerobik sartlarda 37 °C de 6 saat inkiibasyonda bekletildikten sonra katilagma
olanlar koagiilaz pozitif, katilasma olmayanlar koagiilaz negatif olarak degerlendirildi
(Baird- Parker,1962; TS 6582-1 EN 1SO 6888-1,2001)

3.2.1.2. Klinik 6rneklerden Stafilokok ttrlerinin izolasyonu

Klinik 6rnekler, 6ze yardimiyla dogrudan Mannitol salt fenol red agara ekildi
ve petriler aerobik kosullarda 37 °C de 24 saat inkiibasyonda tutuldu. Daha sonra
iireyen tiim koloniler saflagtirilmak i¢in TSA besiyerine pasajland1 ve aerobik sartlarda
37 °C de 24 saat inkube edildi. Saf olarak elde edilen kolonilerin kontrolleri

25



GEREC VE YONTEM Osman Nur EREN

Gram boyama ile yapildi ve Gram pozitif kok sekilli olanlara katalaz testi uygulandi.
Bu testten sonra Stafilokok stipheli koloniler belirlendi ve bu kolonilere koagiilaz testi
yapildi. Bu amagla TSA kiiltiirlerinden 6ze ile Brain-Heart Broth (BHI) (Merck,
Almanya) besiyerine pasaj yapildi. BHI besiyeri aerobik sartlarda, 37 °C de 24 saat
inkiibasyonda tutuldu. Uremenin gergeklestigi BHI besiyerlerinden 0,1 ml alinarak 0,3
ml tavsan plazmasi ile steril cam tiipte karistirildi. Karigim, aerobik sartlarda 37°C de
6 saat inkiibasyonda bekletildikten sonra katilagsma olanlar koagiilaz pozitif, katilasma
olmayanlar koagiilaz negatif olarak degerlendirildi (Holt vd., 1994; Merck
Mikrobiyoloji El Kitab1 II1. Bask1,2014)

3.2.1.3. Kolonilerin tar seviyesinde identifikasyonu

Izole edilerek belirlenen Stafilokok siipheli kolonilerinin dogrulanmasi ve tiir
seviyesinde identifikasyonu igin VITEK-2 cihazinda (Biomerieux, Fransa) analiz
edildi.

3.2.1.4. izolatlarin biyofilm olusturma yeteneklerinin arastirilmasi

[zolatlarm biyofilm olusturma yeteneklerinin arastirilmasi amaciyla Kongo
kirmizis1 agar yontemi, tiip yontemi ve mikropleyt yontemi olmak {izere 3 ayr1 yontem
kullanildi.

3.2.1.4.1. Kongo kirmizisi agar yontemiyle biyofilm tayini

[zolatlarm biyofilm olusturma 6zelliklerinin fenotipik olarak degerlendirilmesi
amaciyla stafilokok suslar1 ile birlikte pozitif ve negatif kontrol suslart TSA
besiyerinden ¢eyrek 6ze alarak, 10 ml TSB igeren steril cam tiiplere pasajlar1 yapildi.
Tipler ¢alkalanmadan aerobik sartlarda 37°C de 24 saat inkiibasyona birakildi. KKA
besiyerine biyofilm olusumunu tespit etmek icin tek koloni (yayma plak teknigi) ve
damlatma yontemi olmak tizere 2 farkli ydontemle pasajlar yapildi ve petriler aerobik
sartlarda 37 °C de 24 saat inkiibe edildi. Tek koloni yontemi, 6ze ile alinan kiiltiiriin
KKA petrilerine siiriilmesiyle, yayma ekim yapilarak gergeklestirildi. Damlatma
yontemi ise, sivi kiiltiirden otomatik pipet ile 0,1 ml kiltir stspansiyonunun KKA
petrilerinde belirlenen 5 ayri noktaya damlatilmasiyla gerceklestirildi. Bu petrilerin
inklibasyonu sonucunda, kuru kristalize siyah koloniler olusturan izolatlar renk
olusumundaki yogunluguna gore biyofilm ¢ok iyi, iyi olmak iizere kirmiz1 veya pembe
renk olusturan izolatlar ise biyofilm az veya biyofilm yok olacak sekilde
degerlendirildi. Kongo kirmizisi agar yontemi her bir izolat igin ¢ tekrarli olarak
uyguland1 (Freeman vd., 1989; Giindog
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vd., 2023).

3.2.1.4.2. Tup yontemiyle biyofilm tayini

Tlp Aderans Metodu olarak ta isimlendirilen bu yodntemde, Stafilokok
izolatlari, TSA petrilerinden, 10 ml TSB igeren steril cam tiiplere ¢eyrek 6ze dolusu
alinarak pasajlandi ve 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Cam tiiplerin duvarlarinda
biyofilmleri olusturan ve olusturmayan Stafilokok suslari, fosfat tamponlu tuzlu su
(PBS) (Merck) (pH: 7,3) ile iki kez yikanarak bosaltildiktan sonra tiipler 1 saat
boyunca %0,1 kristalviyole boyasi ile boyandi. Daha sonra boyali cam tiipler, %0,1
kristalviyole boyasini gidermek i¢in iki kez PBS ile yikandi ve hava ile kurutuldu.
Kontrol amaciyla hazirlanan referans suslarin biyofilm sonuclar1 da degerlendirilerek
tim tiiplerde skorlama yapildi. Tiipiin duvarinda ya da tabaninda goriiniir bir film
tabakas1 gbzlendiginde, biyofilm olusumu pozitif kabul edildi. Biyofilm sonuglari,
biyofilm negatif (0), zayif biyofilm (+), orta diizeyde biyofilm (++) ve gii¢lii biyofilm
(+++) olusumu olarak derecelendirildi. Calismalar 3'er kez tekrarland1 (Christensen
vd., 1985; Gordon vd., 1982).

3.2.1.4.3. Mikropleyt yontemiyle biyofilm tayini

Izolatlardan TSB siv1 besiyerine pasajlar yapildiktan sonra kiiltiir, 37°C de
aerobik ortamda 24 saat inkiibe edildi. izolat kiiltiirlerinin herbirinden 20 ul almarak
230 pul TSB ile dolu mikropleyt test kuyucuklarina 3 tekrar olacak sekilde ilave edildi
ve mikropleyt 37 °C de aerobik etiivde 24 saat inkibe edildi. Daha sonra kuyucuklar
bosaltild1 ve li¢ kez 350 ul’ lik steril saf su ile yikandi. Kuyucuklarda kalan partikiiller,
250 ul metanol ile 15 dakika fikze edildi. Mikropleytler bosaltildi1 ve ters pozisyonda
oda sicakliginda yaklasik 12 saat kurumaya birakildi. Biyofilm tabakasi, her bir
kuyucuga 250 pl kristalviyole ilave edilerek 5 dakika siirede oda sicakliginda boyand1
ve kuyucuklar akan suda tekrar yikandi. Boya iyice temizlendikten sonra mikropleytler
oda sicakliginda tekrar kurutuldu ve hiicrelere baglanmis olan boya her kuyucukta
%33’liik glasiyel asetik asit ile ¢ozdiiriildii ve optik yogunluk (OD), 570 nm’de
mikropleyt okuyucu ile 6lglimler yapildi. Negatif kontrol olarak kullanilan ve sadece
besiyeri iceren kuyucuk tzerinden cut-off OD yani ODC degeri hesaplandi.

27



GEREC VE YONTEM Osman Nur EREN

Cizelge 3.3. ODC hesaplamasina gore biyofilm olusum diizeyi

I Biyofilm Olusumu Duzeyi ODC Hesaplamasi
Biyofilm yok OD < ODc
Zayif biyofilm ODc
Orta seviyede biyofilm 2x ODc < OD <4x ODc
Gucli biyofilm OD > 4x Odc

Nihai sonuglar, 3 tekrar olarak analiz edilen kuyucuklarm ortalama OD
sonuglar1 dikkate aliarak hesap edildi (Stepanovic vd., 2000).

3.2.2. istatistiksel analiz

Stafilokok izolatlarmin klinik veya gida kokenli olmasmin, bu izolatlarin
biyofilm olusturma yeteneklerine olan etkisi, bagka bir ifadeyle, izolatlarin kdkeni ile
bu izolatlarm biyofilm olusturma yetenekleri arasindaki iliskinin istatistiksel olarak
anlamli olup olmadigi, 2x2 olasilik tablosu olusturularak Fisher's Exact Test yontemi
ile analiz edildi. Anlamlilik seviyesi, a = 0,05 olarak kabul edildi. Ayrica farkli bir
istatistiksel arastirma, izolatlar koagiilaz pozitif ya da negatif olmasinin bu izolatlarin
biyofilm olusturma yetenegine olan etkisi, baska bir ifadeyle, izolatlarin koagiilaz
enzimi lretimiyle bu izolatlarin biyofilm olusturma yetenekleri arasindaki iliskinin
anlamli olup olmadig1 2x2 olasilik tablosu olusturularak Fisher's Exact Test yontemi

ile analiz edildi. Anlamlilik seviyesi, o = 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Stafilokok turlerinin izolasyon ve identifikasyon bulgulari

30 klinik 6rnekten 11 adet, 100 gida numunesinden 21 adet olmak {izere toplam
32 adet Stafilokok siipheli izolat elde edildi. izolatlarm dogrulamalar1 ve tiir
seviyesinde identifikasyonlar1 VITEK 2 cihazinda yapildi. Siipheli izolatlarm tamami
dogrulandi. Identifikasyon siirecinde uygulanan testlere ait fotograflar Sekil 4.1, 4.2,
4.3 ve 4.4°de, izolatlarin tir seviyesindeki identifikasyon sonuglar1 Cizelge 4.1 ve 4.2
de, Stafilokok tiirlerinin klinik materyallerden ve gida numunelerinden izolasyon

oranlar1 da Cizelge 4.3’ te verildi.

Sekil 4.1. S.aureus'un BPA besiyerindeki treme goruntlsu

29



BULGULAR Osman Nur EREN

Sekil 4.2. S. aureus ve S.pseudintermedis’ un MSA besiyerindeki treme goruntusu

Sekil 4.3. Katalaz Testi A Katalaz (+), B Katalaz (-)
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Sekil 4.4. Koagiilaz testi: A Koagulaz (-)(S. sciuri), B Koagilaz (+)(S. aureus)
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Cizelge 4.1. Gida numunelerinden izolatlarin test sonuglari

32

Numune | Numune |[BPA’da | Gram Katalaz Koagiilaz | VITEK
No Cinsi Ureme Boyama Analizi
1 Adana Siyah + + - Staphyloco
Kebap ccus lentus
2 Yas Pasta | Siyah + + - Staphyloco
ccus lentus
3 Sehriyeli | Siyah + + r Staphyloco
Piring Zonlu ceus
Pilavi pseudinter
medius
4 Eritme Siyah + + + Staphyloco
Peynir Zonlu ceus
pseudinter
medius
5 Tavuk Siyah + + + Staphyloco
Doner Zonlu CCUS aureus
6 Yas Pasta | Siyah + + + Staphyloco
Zonlu Ccus aureus
7 Yas Pasta | Siyah + + - Staphyloco
ccus
xylosus
8 Dondurul | Siyah + + - Staphyloc
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mus Yas 0CCUS
Pasta warneri
9 Tereyag1 | Siyah + Staphyloco
CCus sciuri
10 Yas Pasta | Siyah + Staphyloco
CCUS
Xylosus
11 Salata Siyah + Staphyloco
CCUS
Xylosus
12 Cikolatali | Siyah + Staphyloco
Yas Pasta Cccus
Xylosus
13 Tavuk Siyah + Staphyloco
Doner CCUs
xylosus
14 Peynir Siyah + Staphyloco
Zonlu CCUS aureus
15 Icli Kofte | Siyah + Staphyloco
CCUS
warneri
16 Tavuk Siyah + Staphyloco
Doner Zonlu CCUS aureus
17 Piring Siyah + Staphylocc
Pilavi Zonlu US pse
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udinterme
dius

18

Kebap

Siyah

Staphyloco
ccus lentus

19

Cikolata
Yas Pasta

Siyah

Staphyloco
ccus
Xylosus

20

Peynir

Siyah

Staphyloco
ccus
warneri

21

Yas Pasta

Siyah
Zonlu

Staphyloco
Cccus aureus
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Cizelge 4.2. Klinik 6rneklerden izolatlarin test sonuglari

No Numuneni lyjgA*da | Gram Katalaz | Koagiilaz | VITEK

nkokeni  \jannitol | POYama Analizi
fermentasy
onu

1 Kopek Var + + + S. aureus
Yara
Enfeksiyo
nu

2 Kopek Goz | Var + + - S. sciuri
Enfeksiyon
u

3 KediYara | Yok + + + S. pseudinte
Enfeksiyo rmedius
nu

4 Kdpek Yok + + + S. pseudinte
Kulak rmedius
Enfeksiyon
u

5 KediYara | Yok + + + S.pseudinte
Enfeksiyon rmedius
u

6 Kedi Yok + + + S.pseudinte
Kulak medius
Enfeksiyon
u
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7 Kedi Go6z | Yok + S. pseudinte
Enfeksiyon medius
u
8 Sigir Var + S. aureus
Mastitis
9 Sigir Var + S. aureus
Mastitis
10 Civciv Yok + S.epidermi
Gagast dis
11 Kopek Yok + S.epidermi
Kulak Enf dis
eksiyonu
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Cizelge 4.3. Stafilokok turlerinin Klinik materyallerden ve gida numunelerinden

izolasyon oranlar1

izole Edilen Tur Klinik  dérnekler Gida ornekleri Toplam
(n=30) (n=100) ornek (n=130)

Staphylococcus 5 (%16,6) 3 (%3) 8 (% 6,15)

pseudintermedius
Staphylococcus aureus | 3 (%10) 5 (%5) 8 (%6,15)
Staphylococcus xylosus | 0 (%0) 6 (%6) 6 (% 4,61)
Staphylococcus lentus | 0 (%0) 3 (%3) 3 (% 2,3)
Staphylococcus warneri | 0 (%0) 3 (%3) 3 (% 2,3)
Staphylococcus sciuri 1 (%3,33) 1 (%1) 2 (%1,53)
Staphylococcus 2 (%6,66) 0(%0) 2 (%1,53)
lepidermidis

Toplam 11 (%36,6) 21 (%21) 32 (%24,6)

4.2. Biyofilm test sonuclan

Izolatlarin biyofilm olusturma yeteneklerinin tespit edilme siirecinde kullanilan

yontemlere iligskin fotograflar sekil 4.5, 4.6 ve 4.7’ de, kullanilan yontemlere ait

karsilastirmali test sonuglari ise Cizelge 4.4. de verildi.
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a:Damlatma b:Tek koloni

Sekil 4.5. Her bir ikiye bolinmiis petride a:Damlatma yéntemiyle ekim, b: Tek
koloni yontemiyle ekim
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Sekil 4.6. Boyama sonrasi kurutulan tup ¢eperinde biyofilm olusumunun gérinima
ve skorlanmasi

Sekll 4, 7 Krlstal viyole llekboynmls mlkropleyt kuyucuklarmda farkh |
yogunluklarda biyofilm olusumu
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Cizelge 4.4. izolatlarin biyofilm olusturma yeteneklerinin karsilagtrmali bulgular:

Sira No Numune izole Kongo Tup Mikropleyt

Cinsi Edilen Tur | Agar Yontemi Yontemi
Yontemi

1 KopekYara | S. aureus Cok Iyi 4+ Gcli
Enfeksiyonu biyofilm

2 Kopek GOz | S. sciuri Iyi ++ Orta
Enfeksiyonu biyofilm

3 Kedi Yara (S.pseudinterm| Iyi + Zayif
Enfeksiyonu |edius biyofilm

4 Kdpek S.pseudinterm| Az + Zayif
Kulak edius biyofilm
Enfeksiyonu

5 Kedi  Deri [S.pseudinterm| Az ++ Orta
Enfeksiyonu [edius biyofilm

6 Kedi Kulak [(S.pseudinterm| iyi ++ Orta
Enfeksiyonu [edius biyofilm

7 Kedi Go6z [S.pseudinterm| Az + Orta
Enfeksiyonu [edius biyofilm
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8 Sigir S.aureus | Cok lyi +++ Guicli
Mastitis biyofilm

9 Sigir S.aureus | Cok lyi 4 Guicli
Mastitis biyofilm

10 Civciv S. epidermidis| Cok Iyi ++ Guicli
Gagast biyofilm

11 Kopek S. epidermidis| Cok Iyi + Guicli
Kulak biyofilm
Enfeksiyon
u

12 Adana S. lentus Biyofilm Biyofilm Biyofilm
Kebap yok yok yok

13 Yas Pasta | S. lentus Biyofilm Biyofilm Biyofilm

yok yok yok

14 Sehriyeli  [S.pseudinterm| Az ++ Zayif
Piring edius biyofilm
Pilav1

15 Eritme S.pseudinterm| Az ++ Zayif
Peynir edius biyofilm

16 Tavuk S.aureus | Cok lyi 4+ Glicli
Doner biyofilm
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17 Yas Pasta .aureus | Cok lyi +++ Guiclu
biyofilm
18 Yas Pasta .xylosus | Iyi 4+ Zayif
biyofilm
19 Dondurulmus | S. warneri | Biyofilm Biyofilm Biyofilm
Yas Pasta yok yok yok
20 Tereyagi . sciuri Iyi ++ Orta
biyofilm
21 Yas Pasta . xylosus | lyi + Orta
biyofilm
22 Salata . xylosus | lyi + Zayif
biyofilm
23 Cikolatal1 . xylosus | lyi ++ Zayif
Yas Pasta biyofilm
24 Tavuk .xylosus | lyi ++ Zayif
Doner biyofilm
25 Peynir .aureus | Cok lyi 4+ Guicli
biyofilm
26 Icli Kofte .warneri | Biyofilm Biyofilm Biyofilm
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yok yok yok
27 Tavuk S.aureus | Cok lyi +++ Guicli
Doner biyofilm
28 Piring S. Iyi + Zayif
Pilavi pseudinterm biyofilm
edius
29 Kebap S. lentus Biyofilm Biyofilm Biyofilm
yok yok yok
30 Cikolatali | S. xylosus | Iyi + Zayif
Yas Pasta biyofilm
31 Peynir S. warneri | Biyofilm Biyofilm Biyofilm
yok yok yok
32 Yas Pasta | S.aureus | Cok lyi ++ Guicli
biyofilm
Referansl | S. aureus ATCC 25923 | Cok lyi +++ Glclu
biyofilm
Referans2 | S. epidermidis ATCC | Cok lyi +++ Gucli
35984 biyofilm
4.3. Istatistiksel Analiz Bulgulan
Stafilokok izolatlarmm gida ya da klinikk koékenli  olmasi ile
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biyofilm olusturma Kkabiliyetleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
bulunmamuistir (P>0,05).

Stafilokok izolatlarmin koagiilaz enzimi {iretimi ile bu izolatlarin biyofilm
olusturma kabiliyetleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmistir
(P<0,05).
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5. TARTISMA

Stafilokok tiirlerinin gida numunelerinden izolasyonu amaciyla geg¢misten
giiniimiize ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Bir ¢calismada arastiricilar, 30 adet peynir
numunesinden stafilokok tlrlerinin izolasyonu igcin MSA ve BPA besiyerlerini
kullanmiglar, elde ettikleri stipheli kolonilere katalaz, O/F ve koagiilaz testlerini
yapmiglar ve 14 adet koagiilaz negatif Stafilokok izolat1 tanimlamiglardir. Ayrica bu
izolatlarn BPA besiyerinde tamaminin Siyah-kursuni renkte koloniler olusturdugunu,
bu kolonilerin gevrelerinde ise beyaz-parlak bir alanin olusmadigini vurgulamiglardir
(Giilseren&Tanis., 2020). Farkli bir ¢calismada ise arastiricilar, 64 adet beyaz peynir
numunesi Orneginden 24 adet koagiilaz pozitif Stafilokok izole -ettiklerini
bildirmiglerdir (Gilingéren vd., 2022). Hayvansal kokenli gida numunelerinin
kullanildig:1 bir baska ¢alismada, 200 adet numunenin 45 tanesinden koagiilaz pozitif
Stafilokok izolasyonu bildirilmistir (Akyol wvd., 2023). Resch vd. (2008)
calismalarinda ¢esitli gidalardan, klinik Orneklerden ve starter kiiltiirlerden 330
koagiilaz negatif Stafilokok etkeninin izole edildigini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada da
Stafilokok etkenlerinin gida numunelerinden izolasyonu igin hem segicilik hem de
ayirt edicilik saglayan BPA besiyeri kullanilarak 100 adet gida numunesinin 21’inden
Stafilokok tiirleri izole edildi. Bu izolasyon oran1 6nceki ¢aligsmalarla kiyaslandiginda,
peynir numunelerinden izolasyon oranlarina gore (Giilseren&Tanis, 2020; Gilingéren
vd. 2022) daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durum peynir iiretim ve pazarlama
proseslerinde insan faktoriiniin etkin rol almasindan, peynirlerin muhafaza ve nakil
sartlarina uyulmamasina kadar bir dizi olumsuzluktan kaynaklanmis olabilir. Ote
yandan bu ¢aligmada oldugu gibi ¢ok ¢esitli gida numunelerinin ¢alisildig1 benzer
caligmalarda, Stafilokok tiirlerinin izolasyon oranlar1 ile bu ¢alismada elde edilen
oranlar arasindaki farkliliklarin nedeni, inceleme 6rneklerinin se¢ildigi yer, numune
sayis1, cografi farkliliklar, inceleme 6rneklerinin nev’i, numunelerin saklanma sartlari,
islenme sekilleri ve yapilan analizlerin metot farkliliklar1 ile ilgili olabilecegi
diistiniilmektedir (Akyol vd., 2023).

Bu c¢alismada, gida numunelerinden Stafilokok tiirlerinin izolasyonunda
kullanilan BPA besiyerinde iireyen siyah renkli kolonilerin etrafinda beyaz-parlak hale
(zon olusumu) olanlar ve olmayanlar olarak ayrildig1 goriildii. Yapilan ilave testlerle
de beyaz- parlak haleli olan kolonilerin koagiilaz pozitif, halesi olmayanlarin ise
koagiilaz negatif Stafilokok tiirlerine ait olduklar1 tespit edildi (Cizelge 4.1). Koloni
etrafindaki beyaz-parlak hale yapisi, iiretici tarafindan bu besiyerinin Stafilokok
tirlerinin koagiilaz varligmi tespit etmek amaciyla ayirt edici bir 6zelligi olarak
vurgulanmamig olsa da bu halenin daha 6nceki ¢aligmalarla da uyumlu olarak
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(Giilseren&Tanis., 2020) izolatin koagulaz 6zelligi hakkinda arastiricilara bir 6n bilgi
sagladig1 goriilmektedir. Bu durum, BPA besiyerinde tespit edilebilen Stafilokok
izolatlarinin lipaz (parlak halka olusturur) ve lesitinaz (bulaniklik olusturur)
aktiviteleriyle bu izolatlarin koagiilaz aktiviteleri arasinda bir korelasyon olabilecegini
diisiindiirmektedir. Nitekim Al¢ay’mn yapmis oldugu Istanbul’da satilan pismis tavuk
donerlerinin mikrobiyolojik kalitesini arastirdiklar1 bir calismada, BPA besiyerinin bu
0zelligini kullanarak, besiyerinde iireyen kolonileri, etrafi seffaf zonla ¢evrili siyah
renkli tipik koloniler ve atipik koloniler olarak aywrmis ve koagiilaz pozitif
stafilokoklar1 koagulaz testiyle de dogrulayarak belirlediklerini bildirmislerdir (Algay,
2019).

Yapilan calismalarda arastiricilar gesitli Stafilokok tiirlerini farkli oranlarda
izole ettiklerini bildirmislerdir. Resch vd. (2008) yaptiklar1 ¢aligmada fermente balik,
et, peynir, sosis gibi ¢esitli gidalarda bulunan toplamda 330 koagiilaz negatif
Stafilokok etkenini izole etmislerdir. Izolatlarin 137’sinin S. xylosus, 106’sinmn S.
carnosus, 64’tiniin S. equorum, 11’inin S. piscifermantans, 10’unun S. succinus ve
ikisinin S. condimenti olarak tespit edildigi bildirilmistir. Kiyma O6rneklerinin
calisildig1 bagka bir calismada, elde edilen 56 izolatin altismin S. aureus, 50’sinin ise
KNS olarak identifiye edildigi, KNS tiirlerinin 36’sinin S. xylosus, yedisinin S.
hominis, U¢undn S. capitis, ikisinin S. epidermidis ve ikisinin de S. cohnii tlrleri olarak
bildirilmistir (Glindogan & Ataol, 2012). Aymi arastirmacilar, tavuk orneklerinden
toplam 41 izolat elde etmisler ve tamaminin KNS tiirlerine ait oldugunu, bu tiirlerin
13’iniin S. simulans, 10’unun S. cohnii, dokuzunun S. capitis, altisinin S. hominis,
ikisinin S. auricularis, birinin S. haemolyticus olarak tespit edildigini bildirmislerdir
(Giindogan & Ataol, 2012). Bu ¢alismada da gida orneklerinden 6 farkli tlr izole
edildi. S xylosus 6 (%6), S. aureus 5 (%5), S. pseudintermedius 3 (%3), S. lentus
3 (%3), S. warneri 3 (%3), S. sciuri 1(%1) olarak tespit edildi (Cizelge 4.3).
Calismalarda cesitli tiirlerden Stafilokok etkenleri elde edilmis olsa da izolasyon

oranlarinin birebir ayni olmadiklar1 goriilmektedir.

Stafilokoklarin klinik Orneklerden izolasyonu amaciyla da ge¢cmisten
giinlimiize ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir. Uysal (2006), 60 adet yara svabi 6rneginden
42 adet Stafilokok etkeni izole ettiklerini, bunlardan 30’unun koagiilaz pozitif ve
12’sinin koagiilaz negatif olarak belirlendigini, koagiilaz pozitif oldugu tespit edilen
izolatlardan 22’sinin S. aureus, sekizinin S. intermedius, koagllaz negatif izolatlarin
ise yedisinin S. hyicus, ikisinin S. sciuri, ikisinin S. haemolyticus ve birinin S. cohnii
subsp. Cohnii oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, S. hominis ve S. epidermidis
gibi bazi turlerin adaptasyon yetenegine
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sahip olduklarini, insan derisi ve mukozasi iizerinde yiiksek hakimiyet kurabildiklerini
bildirmektedir (Molnar vd.,1994). Nitekim Ocal vd. (2022) yapmus olduklar:
caligmada S. hominis ve S. epidermidis tiirlerini en sik izole edilen Stafilokoklar
icerisinde bildirmiglerdir. Bagka bir ¢alismada, subklinik mastitli sigirlardan temin
edilen 100 siit 6rneginin 28’inden S. aureus, 21’inden Steptococcus uberis ve 8’inden
Streptococcus dysgalactiae izolasyonu gergeklestirilmistir. Toplam 43 6Ornekte ise
bakteriyel iireme saptanmamustir (Geng & Kaya., 2015). Saglikli ve otitis externali
kopeklerin kulaklarindan Orneklerin alindig1 bir ¢aligmada 100 adet 6rnekten 42
Staphylococcus etkeni izole edilmistir. Stafilokok oldugu belirlenen 42 6rnekten 19
tanesi koagiilaz testi ile pozitif bulunmustur (Kocatepe, 2015). Yapilan bir diger
caligmada deri enfeksiyonlar1 bulunan atlarin 512 adet 6rneginden 75 adet S. aureus
izole edilmistir. (Chiers vd., 2003). Iran’m Dogu ve Bat1 Azerbaycan bdlgelerinde
bulunan 7 siit¢li inek siiriisiine ait 158 siit drneginin bakteriyolojik ve molekiiler
yontemlerle incelendigi bir ¢alismada, 113 6rnekten ¢ok sayida Stafilokok tiiriiniin
izolasyonu bildirilmistir. Arastiricilar, 113 adet izolattan besini S. aureus, 108’ini ise
KNS olarak identifiye etmislerdir. Arastiricilar elde ettikleri 108 KNS tiiriiniin 44 {inii
S. haemolyticus, 17’sini S. chromogenes, 11’er adedini S. epidermidis, S. arneri ve S.
cohnii, altisin1 S. simulans, dérdind S. hominis, Gglind S. capitis ve birinide S. xylosus
olarak tanimlamiglardir. Klinik mastitis olgularindan ise sadece S. haemolyticus, S.
warneri ve S. chromogenes tiirlerinin izole edildigini bildirmislerdir
(Hosseinzadeh&Saei, 2014). Go¢cmen vd., (2018) nin yapmis oldugu bir ¢alismada 67
adet hayvana ait klinik materyallerden Stafilokok tirlerinin izolasyonu igin %7 koyun
kanl1 agar ve BPA kullanmuslardir. izolasyonlarini yaptiklar1 ve saf olarak elde ettikleri
bakteri kolonilerinden Gram pozitif kok sekilli olanlara katalaz ve koagiilaz testlerini
uygulamislardir.  VITEK 2 otomatize sistem cihazi ile de tiir seviyesinde
identifikasyonlarin1 gergeklestirmislerdir. Bu c¢alismada da bazi arastiricilar gibi
(Giilseren&Tanis, 2020) klinik 6rneklerden Stafilokok etkenlerinin izolasyonu igin
secici besiyeri olarak MSA besiyerleri kullanildi. Yiiksek yogunlukta tuz ortami
saglayan MSA besiyeri, amaca yonelik olarak yliksek derecede de selektif 6zellik
gosterdi. Ancak mannitol fermentasyonu sadece S. aureus i¢in pozitif olurken diger
koagiilaz pozitif izolatlar i¢cin degiskendi. Bu durum mannitol fermentasyonunun
koagiilaz varligimn1 belirlemede %100 spesifik olamayacagini gostermektedir.
Veteriner hekimliginde, baslica koagiilaz pozitif Stafilokok tiirlerinden S. aureus ve S.
pseudintermedius ayrica koagiilaz negatif Stafilokok tlrlerinden S. chromogenes ve S.
epidermidis’in 6nemli hastaliklara neden oldugu bildirilmektedir (Gogmen vd. 2018).
Bu ¢alismada da klinik 6rneklerden 4 farkh tlr, S. pseudintermedius 5 (%16,6), S.
aureus 3 (%10), S. sciuri 1 (%3,33) ve S. epidermidis 2 (%6,66), olarak tespit
edildi (Cizelge 4.3). Stafilokok turlerinin
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izolasyon oranlar1 arasindaki farkliliklar, gida materyallerindeki farkliliklar i¢in
belirtilen sebeplerle benzer olabilir. inceleme 6rneklerinin secildigi yer, numune
sayisi, cografi farkliliklar, inceleme 6rneklerinin nev’i, numunelerin saklanma sartlari,
islenme sekilleri ve yapilan analizler i¢in metot farkliliklar1 sonuglara etki etmis
olabilir. Bu c¢alismada %6,15’lik oranlariyla S. pseudointermedius ve S. aureus
izolasyon orani en yiiksek tiirler olarak tespit edilmistir. Bu tiirlerin 6zellikleri
incelendiginde tespit edilen diger tiirlerden koagiilaz pozitif olmalartyla ayrilmaktadir.
Bu durum, koagiilaz varliginin, bu mikroorganizmalarin diger koagiilaz negatif tiirlere
oranla baskin tiirler olarak bulunurluklarini arttiran 6nemli bir faktér oldugunu
diistindiirse de, Keskin vd., 2003, biyofilm treten KNS suslarmin enfeksiyonlardan
siklikla izole edildiklerini bildirmislerdir.

Stafilokok tiirleri, hemen her ortamda insan ve hayvan sagligmi olumsuz
etkileyebilecek sekilde bulunabildikleri i¢in arastiricilar tarafindan bu etkenlerin
virtilens 6zellikleri siklikla arastirilmustir. Stafilokok tirlerinin biyofilm olusturabilme
yetenekleri de etkenin hayatta kalarak etkinligini devam ettirebilmesini sagladigindan
¢ok sayida calismada ele alinmustir. Ocal vd. (2022) Stafilokok izolatlarinm biyofilm
olusturma yeteneklerini KKA besiyerlerinde arastrmig, yayma ve damlatma
yontemleri arasinda biyofilm olusumunu saptama agisindan fark bulunmadigimi ancak
sonuglar1 degerlendirirken damlatma yontemi ile yapilan ekimlerin daha kolay
yorumlandigini bildirmislerdir. Ayrica biyofilm olusumunun tespiti agisindan
uygulanan yontemleri karsilastirmislar ve mikropleyt yonteminin KKA yontemine
gore istatistiksel olarak anlamli oranda daha fazla biyofilm saptadigini belirlemislerdir.
Erciyes Universitesinde yapilan bir ¢alismada ise S. aureus izolatlarinin %35'i
KKA'da, %36's1 mikropleyt'de ve %94.4'0 her iki yontemle de biyofilm pozitif olarak
raporlanmistir (Giindog vd., 2023). Benzer sekilde, Hindistan’da yapilan bir ¢alismada
da biyofilm tanilama sonuglarinin karsilastirildigi ¢calismalarda analiz edilen 84 adet
S. aureus izolatinin %79'unun mikropleyt ve %75'inin KKA ydntemleri ile biyofilm
iiretebildikleri rapor edilmistir (Jain&Agarwal, 2009). Mathur vd., (2006) yapmis
olduklar1 bir ¢calismada 152 KNS izolatinin biyofilm olusturma 6zelliklerini KKA ve
mikropleyt yontemlerini kullanarak arastirmiglar, KKA ile 8’inde (%5,2), mikropleyt
yontemi ile 82’sinde (%53,9) biyofilm olusumunu gostererek mikropleyt yonteminin
daha duyarli oldugunu belirtmislerdir. Ayrica Stafilokoklar1 kandan, enfekte arag ve
deri yiizeylerinden elde ederek biyofilm olusturma yetenekleriyle ilgili oranlarin
yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Manandhar vd., (2021) ¢alismalarimda mikropleyt
yontemiyle (%42,1), tip metodu (%31,8) ve KKA ydntemine (%20,1) gore daha
yuksek oranda biyofilm tespiti yapabildiklerini bildirmislerdir. Kord vd., (2018)
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caligmalarinda 41 S. epidermidis izolatmm %53,6’sinda tiip ve mikropleyt
metodu ile %24,4’tinde KKA yontemi ile biyofilm olusumunu gdstermistir. Cafiso vd.,
(2004) da enfeksiyonlardan izole ettikleri Koagiilaz negatif Stafilokok izolatlarinin
biyofilm olusturma yeteneklerini KKA yontemi ile arastirmiglar ve %83’liniin
biyofilm olusturabildiklerini gostermislerdir. Demir&Battaloglu (2015), yaptiklari
caligmada tg tespit yontemini birlikte kullanarak, klinik 6rneklerden izole ettikleri
koagulaz negatif Stafilokoklardan 65 adet ve S. aureus izolatlarindan 127 adet
degerlendirmisler ve biyofilm tespiti agisindan sonuglarin birbirine yakin oldugunu ve

yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini bildirmislerdir.

Bu calismada, gida ve klinik 6rneklerden farkl tiirlerde toplam 32 Stafilokok
izolatinin biyofilm olusturma yetenekleri 3 farkli yontem kullanilarak arastirildi.
Literatiirde, benzer sekilde karsilastirmalar1 igeren c¢aligmalarda, mikropleyt
yonteminin diger yontemlerle benzer duyarlilikta oldugunu belirten ¢alismalar oldugu
kadar (Giindog vd., 2023; Demir&Battaloglu, 2015; Jain&Agarwal, 2009), daha
duyarli olabileceginin belirtildigi ¢alismalar da mevcuttur (Mathur vd., 2006;
Manandhar vd., 2021). Bu calismada ise kullanilan yontemlerle tespit edilebilen
biyofilm olusum miktarlari, tiim izolatlar i¢in oldukca benzer bulundu. Laboratuvar alt
yapisina uygun olacak sekilde bu yontemlerden herhangi birinin tercih edilebilecegi
kanaatine varildi. Arastiricilar, biyofilm olusumundaki farkliligin sebebini ¢cok sayida
nedene baglamaktadir. Bakteri tiirii ve bulundugu ortamla birlikte besiyeri
kompozisyonu (Dhanawade vd., 2010), glukoz mevcudiyeti ve yogunlugu, hidrojen
iyon konsantrasyonu ve H202 varlig1 gibi birtakim faktorlerin, biyofilm olusumunu
etkileyebilecegi bildirilmektedir (Nostro vd., 2014). Nitekim bu ¢alismada klinik ve
gida kokenli izolatlar arasinda, biyofilm olusturma kabiliyetleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir iligki bulunamamus, fakat Stafilokok izolatlarmin koagiilaz enzimi
iiretimi ile bu izolatlarm biyofilm olusturma kabiliyetleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski tespit edilmistir. Koagiilaz iiretimi ile biyofilm iiretimi arasinda
literatiirde tespit edilmis kesin bir nedensellik iliskisi bulunamamaistir. Ancak koagiilaz
pozitif tiirlerin genellikle daha giiclii biyofilm iiretme kapasitesine sahip olabilecegi
kanaati yiksektir. Koagulaz negatif tirlerin de ciddi biyofilm ireticileri oldugu
durumlar vardir. Her iki grupta da biyofilm Uretiminin ¢ok cesitli fenotipik ve
genotipik faktorlerle belirlenmesi (Nostro vd., 2014) biyofilm olusumunun

dinamikleriyle ilgili yapilacak yorumlar: gii¢lestirmektedir.
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6. SONUCLAR

Sonug olarak gida ve klinik drneklerden Stafilokok tiirlerinin izolasyonlarinin
kolaylikla ve siklikla yapilabildigi goriildii. Bu durum gida iiriinlerinin isletmeden
sofralara liretim ve pazarlama ile ilgili her asamasinin insan faktoriinden etkilenmeden
ve hijyenik sartlarda olmasi gerektigini bir kez daha gostermektedir. Biyofilmler
inat¢l, kronik ve tekrarlayan enfeksiyonlarin olusumunda oOnemli rol alabilir.
Enfeksiyonlarda, tedavideki en biiylik giicliiklerden biri olarak biyofilm olusturan
mikroorganizmalarin konak savunma mekanizmalarma ve antimikrobiyal ajanlara
artan direngleri olarak gdsterilmistir. Gida ve klinik Stafilokok izolatlarinin orjininden
bagimsiz olarak ¢ogunun biyofilm liretme potansiyeli bu etkenlerle miicadelede, akilc1
uygulamalarin zorunlulugunu bir kez daha ortaya koymaktadir. Biyofilmlerin olusum
mekanizmasinda genel 6zellikler, ¢ogu mikroorganizma icin benzer olsa da etkene
spesifik davraniglar her bir mikroorganizmanin 6zel olarak degerlendirilmesini
gerektirmektedir. Bu etkenlerin ¢ok ¢esitli ortamlarda bulunabilme potansiyelleri, gida
irlinlerinde kolay kontaminasyonlara, klinik vakalarda da antibiyotik direncliligi
sebebiyle ekonomik zararlara yol agmakta, sonug olarak her agidan sagligimizi tehdit
etmektedir.
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7. ONERILER

Biyofilm kontroli i¢in stratejiler gelistirilmelidir. Miicadele yollar1
giincellenmelidir. Bu mikroorganizmalarin ¢evre adaptasyonlar1 ve olumsuz sartlara
kars1 direngleri oldukga yliksek olabilmektedir.

Stafilokoklar arasinda goriilen biyofilm {iretme yaygmliginin temel sebepleri

daha detayl arastirilabilir.

Gida iiretim agamalarmim S. aureus kontaminasyonunu engelleyici 6nlemlerle
gergeklestirilmesi, siirekli mikrobiyolojik etken ve biyofilm varligi i¢in kontrollerin

yapilmasi olduk¢a 6nemlidir.

Klinik vakalardan da izolasyon potansiyeli yiiksek olan bu bakteri tiri 6zellikle
antibiyotik direncliligi acgisindan tehlike arz etmektedir. Klinik vakalarda, uygun
antibiyotik se¢imi yapildiktan sonra ve uygun doz, uygulama yolu, kombinasyon ve

stireye karar verildikten sonra tedavi protokolleri olusturulmalidir.

Gida Uretimi hatlarinda veya ciftliklerde, biyofilm olusumunun énlenmesi icin
diizenli ve etkili temizlik faaliyetlerinde bulunulmalidir. Biyofilmin ve biyofilm
olusumuna zemin hazirlayan nedenlerin elimine edilmesi i¢in mekanik kuvvet,
kimyasal maddeler, ultrasonik temizleme ve enzimler kullanilabilir, miicadele i¢in

yeni yontemler gelistirilebilir.
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