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Cig siit ve peynir orneklerinden Staphylococcus aureus ve koagiilaz
negatif stafilokoklarin identifikasyonu ve antibiyotik duyarliligi

Nihal YUCEL',  Yeliz ANIL?
OZET ABSTRACT
Amag: Bu calismada Ankara ilinde cesitli firma Objective: In this study, it was aimed to evaluate

ve mandiralardan temin edilen ¢ig siit ve peynir
orneklerinde koagilaz pozitif stafilokok (KPS), koagulaz
negatif stafilokok (KNS)’lerin bulunma sikligi ve bu
suslarin  antimikrobiyal direncliliklerinin belirlenmesi

amaglanmistir.

incelenen 190 c¢ig siit ve 90 peynir
orneginden izole edilen KPS ve KNS’lerin standart
biokimyasal yontemler kullanilarak cins ve tir diizeyinde
identifikasyonlar1 yapilmistir. izolatlarin antimikrobiyal
direng ozellikleri disk difiizyon metodu ile Klinik ve
Laboratuvar Standartlar Enstitusu (CLSI) rehberine gore
degerlendirilmistir.

Yontem:

Bulgular: incelenen cig siit ve peynir érneklerinden
236’s1 KPS, 94’U KNS olmak lzere toplam 330 stafilokok
izolat1 elde edilmistir. KPS tiirleri icinde ¢ig siit ve peynir
orneklerinde sirasiyla en fazla Staphylococcus intermedius
(% 40,0 - % 44,3) ve Staphylococcus aureus (% 35,0 -
% 20,2); KNS tirleri icinde de en fazla Staphylococcus
saprophyticus (% 26,4 - % 43,0) ve Staphylococcus
caseolyticus (% 9,2 - % 14,3) tespit edilmistir. Cig siitten
izole edilen KPS izolatlan en fazla ampisilin % 62,4 ve
penisiline % 47,0, KNS izolatlarn da metisilin ve penisiline
%39,0  direncli  bulunmustur.  Bununla beraber;
peynirden izole edilen KNS izolatlarn ampisiline % 42,8;
metisilin, penisilin ve eritromisine ise % 28,5 direncli
bulunmustur.

raw milk and cheese samples obtained from various
markets and dairies in Ankara, Turkey for the presence
of coagulase positive staphylococci (CPS) and coagulase
negative staphylococci (CNS) and to determine of
antimicrobial resistance in these strains.

Method: CPS and CNS, isolated from 190 raw milk
and 90 cheese samples, were analyzed by conventional
biochemical tests to identify for genus and species of
these strains. Antimicrobial susceptibility features of
these isolates were evaluated by disc diffusion method
according to the guidelines of Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI).

Results: Total of 330 isolates of Staphylococcus spp.
which consist of 236 CPS and 94 CNS were found from raw
milk and cheese samples. The predominant species of the
CPS in raw milk and cheese samples were Staphylococcus
intermedius (40.0 - 44.3 %) and Staphylococcus aureus
(35.0 - 20.2 %); while the CNS were identified as
Staphylococcus saprophyticus (26.4 43.0 %) and
Staphylococcus caseolyticus (9.2 - 14.3 %). CPS strains
isolated from raw milk more resistant to ampicillin (62.4
%) and penicillin (47.0 %); while CNS strains were more
resistant to methicillin (39.0 %) and penicillin (39.0 %).
Besides this, CNS strains isolated from cheese samples
were resistant to ampicillin (42.8 %), methicillin (28.5 %)
penicillin (28.5 %) and erythromycine (28.5 %).
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Sonug: Degerlendirilen gida 6rneklerindenizole edilen
stafilokok turlerinin bu gidalarin hazirlanmasi sirasindaki
zayif sanitasyon ve capraz kontaminasyonun gostergesi
olabilecegi disiiniilmektedir. Ayrica KNS izolatlarinin KPS
izolatlarina gore uygulanan antibiyotiklere daha yuksek
oranda direncli oldugu saptanmistir.

Anahtar Sozciikler: Stafilokok, ¢ig sit, peynir,
antibiyotik direnci
GIRIS
Micrococcaceae familyasindan olan
Staphylococcus turleri Gram pozitif, fakiltatif
anaerob, spor olusturmayan, hareketsiz, katalaz

pozitif olan bakterilerdir. Staphylococcus aureus’un
da dahil oldugu pek cok stafilokok tiirii, insanlarin {st
solunum yollari ve derilerinde dogal olarak bulunurlar.
Stafilokoklar hem hastane enfeksiyonlarinda hem
de gida sektorinde epidemi yapabilme ozellikleri
halk
mikroorganizmalardir.

sagligi onemli
Uygun

uretilen sut ve sut urunleri gida zehirlenmeleri ve

bulundugundan acisindan

olmayan sartlarda
enfeksiyonlara neden olan riskli gida gruplari arasinda
yer almaktadir. Bu zehirlenmeler ortama salinan
protein yapisinda, yiiksek toksisiteli, bagirsak bolgesi
ve sinir sistemi Uzerine etkili olan enterotoksinler
ile meydana gelmektedir
zehirlenmelerin esas nedeni olarak Staphylococcus
aureus sorumlu tutulurken, Staphylococcus hyicus

(1). Gunumizde bu

ve Staphylococcus intermedius gibi diger koagiilaz
pozitif stafilokoklarin (KPS) enterotoksin ({rettigi;
ayrica Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus
xylosus gibi koaglilaz negatif olan stafilokoklarin
(KNS) da az da Urettigi
belirlenmistir. S. aureus cig siitte bulunan en onemli

olsa enterotoksin
mikroorganizmalardan birisi olup, insan ve hayvanlar
uzerindeki patojenitesi ile ilgili cok sayida arastirma
yapilmistir (2- 4). KNS uzun siredir kommensal ve
kontaminant bakteriler olarak degerlendirilmesine
karsin, insanlarda patojenik etkilerinin oldugu ve
cesitli enfeksiyonlara sebep olduklan bilinmektedir
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Conclusion: These results suggests the conta-
mination of raw milk and cheese samples by
Staphylococci spp. indicates poor personel hygiene and
cross contamination during the production process. In
addition, the strains of CNS were much more resistant
than the strains of CPS to antibiotics.

Keywords: Staphylococcus spp., raw milk, cheese,
antimicrobial resistant

(5). Tum bu nedenlerden dolay1 gerek enfeksiyona yol
acmadaki patojenitesi ve gerekse gidalarda meydana
stafilokoklar
lizerine cok sayida arastirma yapilmistir ve yapilmaya

getirdigi  zehirlenmeler nedeniyle

da devam edilmektedir.

Hayvanlarda tedavi veya koruyucu amacli olarak
kullanilan antibiyotikler patojen ve normal flora
bakterilerinde antimikrobiyal direncin olusumunu
artinirlar. Direnc genlerini tasiyan patojen veya flora
uyesi bakteriler gidalar yoluyla insan florasina kolonize
olarak olusan bu direncin insana gecmesine aracilik
ederler (6). Penisilinin tedavi amaciyla kullanilmaya
baslandig ilk yillarda stafilokok kokenlerinin tiimi bu
antibiyotige duyarli iken daha sonralan B-laktamaz
uretimi sonucu blyuk oranda direnc gelistirmislerdir.
stafilokoklar
penisilin, sefalosporin gibi diger tiim B-laktam halkasi

Metisiline direncli klinik  yonden

iceren antibiyotiklere direncli olmasi nedeniyle

onemlidir (7).

Ulkemizde siit ve siit iiriinlerinin tretimi oldukca
yliksek olup bu {riinlerin cogu kiiciik isletmelerde,
mandiralarda kontrolsiz olarak uretilmektedir.
Peynirin mikroflorasinin yapim sirasinda kullanilan
slit ve starterin peynirin olgunlasma siiresine bagl
olarak degistigi de bilinmektedir. Ozellikle cig siitten
elde edilen peynirler halk sagligi acisindan biiyiik
riskler olusturmaktadirlar. Bu uretim kosullarindan
dolayi siit ve sut urlinleri kaynakli enfeksiyon ve gida

zehirlenmelerinin riski artmaktadir (1-5). Bu nedenle
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arastirmamizda Ankara ve cevresinde tuketime
sunulan c¢ig siit ve peynir érneklerinden stafilokok
tirlerinin dagilimi ile cesitli antibiyotiklere direng
profillerinin arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM
Orneklerin Toplanmasi ve Analize Hazirlanmasi

Arastirmamizda Ankara ilinde tiketime sunulan
(148 isletme siitli, 42 sokak siitii) 190 cig siit 6rnegi
ile farkli firmalarin Urettigi beyaz peynir (61 adet),
kasar peyniri (13 adet), tulum peyniri (11 adet) ve
lor peyniri (5 adet)’nden olusan toplam 90 adet
peynir 6rneginden stafilokoklarin izolasyon ve
identifikasyonu yapilmistir. Cig siit ornekleri Tirk
Standartlan Enstitiisii TSE-1018 esaslarina gore 200
mU’lik siselerde alinmis en kisa siirede laboratuvara
getirilerek analize alinmistir. Cig siit 6rneklerinden 25
ml alinarak 225 ml steril “pepton water (PW)” (Oxoid
CMO0509) ile 10-3 kadar diluisyon serisi hazirlanarak
mikrobiyolojik ekimleri yapilmistir. Peynir orneklerinin
ise Turk Standartlan Enstitiisi TSE-591°de belirtilen
esaslara gore 25 grami alinmis, icerisinde 225 ml steril
sodyum sitrat bulunan homojenizatorde (Stomacher
400) ezilerek homojenize edildikten sonra 10-3 kadar

dilusyon yapilarak mikrobiyolojik ekimleri yapilmistir.

Stafilokoklarin izolasyonu ve identifikasyonu

(Oxoid CM 0275,
Oxoid, Basingstoke, U.K.) steril edildikten sonra

Braid-Parker Agar Besiyeri

50°C’ye sogutulup, icerisine %5 egg yolk tellurite
(Oxoid SR 0054)
kutularina dokildukten sonra ylzeye,

emulsiyon ilave edilmis petri
Dragalsky
ozesi ile hazirlanan dilusyon orneklerinden
Plaklar 37°C’de 24-48

edildikten sonra gri ve siyah renkli

sirme ekim yapilmistir.
saat inkiibe
karekteristik koloniler stafilokok supheli koloniler
olarak degerlendirilmistir. Gram pozitif, katalazi
pozitif, oksidazi negatif, oksidasyon fermentasyon
(O/F glukoz) pozitif olan koloniler stafilokok cinsi
olarak tanimlandi. Stafilokok suslarina tiip koagulaz
test yapildiktan sonra suslar

koagulaz pozitif
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(KPS) ve koagulaz negatif (KNS) stafilokok olarak
gruplandirilmistir. Koagulaz pozitif olan S. aureus,
S. intermedius ve S. hyicus turlerinin ayinmi icin de
asetoin testi (Voges-Proskauer test) ile mannitoliin
anaerobik kullanim testleri yapilmistir (8, 9).

Stafilokoklarin Antibiyotik Diren¢ Profillerinin
Belirlenmesi

izole ve identifiye edilen stafilokok suslarinin

(10 pg),
ampisilin (10 pg), tetrasiklin (30ug), oksasilin (1 pg),
gentamisin (10 pg), eritromisin (15 pg), siprofloksasin

antibiyotik direnc profillerinin penisilin

(5 pg) ve trimethoprin-sulfametaksazol (1.25/23.75
pg) (Bioanalyse) disklerinden yararlanmilmis ve Kirby
Bauer disk diffuzyon yontemi kullamlmistir (10).
Test yapildiktan sonra 37 °C, 18 saat inkiibe edilen
suslarin inhibisyon zon caplan olculerek sonuclar
Klinik ve Laboratuvar Standartlar Enstitlisti (Clinical
(CLSI, 2005)
kriterlerine gore yorumlanmistir (11). Test yapilirken
S. aureus ATTC 25923 standart susu kullamlmistir.

and Laboratory Standarts Institute

BULGULAR

Arastirmamizda materyal olarak kullanilan ¢ig
sut ve peynir orneklerinden izole edilen toplam
330 stafilakok izolatinin 244’( ¢ig siitten, 86’s1 da
peynirden izole edilmistir. Cig siit orijinli izolatlarin
157’si KPS, 87’si KNS olmak uzere tammlanmistir.
Tanmimlanan bu izolatlann tirlere gore dagilimlan
Tablo 1 ve 2’de verilmistir. Cig slitte ve peynirde
sirasiyla; KPS turlerinden en cok S. intermedius
(% 40,0 - 44,3) ve KNS tirlerinden Staphylococcus
saprophyticus (% 26,4 - 43,0) saptanmistir.

Tablo 3’de izole edilen KPS ve KNS izolatlarinin
antibiyotik direnc oranlar1 gosterilmistir Cig siit
KPS ve KNS’lerde
sirasiyla penisiline % 47,1-39,0, ampisiline % 62,4-
21,8, metisiline % 22,2-39,0, tetrasikline % 12,7-
6,8, gentamisine % 21,6-6,8, eritromisine % 13,3-

orneklerinden izole edilen

12,6, siprofloksasine % 2,0-2,2 ve trimethoprim-
sulfometoksazole % 3,1-1,1 direnc tesbit edilmistir.
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Peynir orneklerinden de izole edilen KPS ve
KNS’ler sirasiyla penisiline % 14,0 - 28,5, ampisiline
% 3,7 - 42,8, metisiline % 11,3 - 28,5, tetrasikline
% 11,3 - 14,2, gentamisine % 5,0 - 14,2, eritromisine
% 3,7 - 28,5, siprofoksasine % 1,2 - 14,2, trimethoprim-

sulfometoksazole % 1,2-14,2 direncli oldugu bulunmustur.

Tablo 1. Cig siit ve peynir orneklerinden izole edilen KPS
tiirlerinin dagiim

KPS tiirleri Cig siit Peynir

n (%)* n (%)*
S. intermedius 63 (40,0) 35 (44,3)
S. aureus 55 (35,0) 16 (20,2)
S. schleiferi 14 (9,0) 1 (1.6)
S. lugdunensis 10 (6,4) 3 (3,8)
S. delphini 10 (6,4) 7 9,0)
S. hyicus 5 (3,2) 17 (21,5)
TOPLAM 157  (100,0) 79  (100,0)

n: izolat sayisi
*: ylizde degerleri toplam izolat sayisina gore alinmistir

Tablo 2. Cig sit ve peynir orneklerinden izole edilen KNS
tirlerinin dagilimi

Cig siit Peynir
n (%)* n (%)*
3 (42,8)
1 (14,3)

KPS tiirleri

. saprophyticus

N
w
—_
N
o
N

. caseolyticus
. epidermidis
. auricularis 1 (14,3)
. hominis

. saccharolyticus
. cohnii

. lentus

. simulans

. xylosis

. haemolyticus

. sciuri

. gallinarum

. chromogenes 1 (14,3)
1 (14,3)
(100,0) 7 (100,0)

LK i "t "y ©i i i i i i " i \»ir »n W
= =2 N NN DN OO N NN

. warneri
TOPLAM

o]
~N

n: izolat sayis1
*: ylizde degerleri toplam izolat sayisina gore alinmistir
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Tablo 3. Cig siit ve peynir drneklerinden izole edilen KPS ve
KNS izolatlarinin cesitli antibiyotiklere direnc oranlan

Cig siit Peynir
KPS KNS KPS KNS
KPS tiirleri direngli  direncli  direncli direngli
izolat/n izolat/ n  izolat/n izolat/n
(n:157) %) (M:87) (%)  (n:79) (%) (n:7) (%)
Metisilin 35 (22.2) 34(39.0) 9(11.3) 2(28.5)
Tetrasiklin 20 (12.7) 6(6.8) 9(11.3) 1(14.2)
Ampisilin 98 (62.4) 19(21.8) 3 (3.7) 3(42.8)
Penisilin 74 (47.1) 34(39.0) 11 (13.9) 2(28.5)
Gentamisin 34(21.6) 6(6.8) 4 (5.0) 1(14.2)
Eritromisin 21 (13.3) 11 (12.6) 3 (3.7) 2(28.5)
Siprofloksasin 3(2.0) 2 (2.2) 1 (1.2) 1(14.2)
Trimethoprim- 5 (3.1) 1(1.1) 1 (1.2)  1(14.2)
sulfometoksazol
n: toplam KPS/KNS izolat sayisi
TARTISMA
Cig siite cevreden genellikle hava, toz, toprak,

su ve giibre kaynakli mikroorganizmalar bulasabilir.
Bulasan bu mikroorganizmalar mikrobiyal gelismeyi
onleyen muhafaza yontemleri uygulanmadig takdirde
cig siitte hizla geliserek bozulmaya neden olurlar.

Normannoa ve ark. Italya’da yaptiklari bir
calismada 437 cig siit 6rneginin 168 (%31)’inin, 102 1s1
islemi gormdis siit 6rneginin ikisinin S. aureus icerdigini
tesbit etmislerdir (12). italya’nin Bologna bélgesinde
satilan siit drlinlerinde S. aureus’un varligininin
arastinldigi bir diger calismada mozzarella tipi
peynirlerde

oraninda pozitiflik bulduklarin1 bildirmislerdir (13).

% 25, yumusak peynirlerde ise % 18.9

Ulkemizde yapilan bir baska arastirmada da Giiven
ve ark., Eskisehir ve Kutahya bolgesinde S. aureus’u
cig siit’ten % 33.3, peynir’den % 27.9 oraninda izole
etmislerdir (4). Arastirmamizda Ankara bolgesinden
toplanan cig siit ve peynir orneklerinde S. aureus
sirastyla % 35 ve % 20,2 bulunmustur. Calismamizdaki
hem cig siit hem de peynir orneklerinden izole edilen
S. aureus’un bulunma siklig1 diger arastirmacilarin
sonuclarina benzerlik gostermektedir.
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KNS’lerin  eskiden
bulunan

normal florasinda
oldugu

mastitis

derinin

zararsiz  etkenler dusunulurdu
onemli
(14).

Bu arastirmada inceledigimiz cig siut ve peynir

ancak  gunimiizde etkeni

firsatc1 patojenler olduklart bilinmektedir
orneklerinden KNS olarak en fazla S. saprophyticus,
S. caseolyticus, S. auricularis, S. hominis turleri izole
edilmistir (Tablo 2). Sawant ve ark. inceledikleri cig
sut orneklerinden izole ettikleri 168 KNS izolatinin
% 36 S. choromogenes, % 22 S. epidermidis, % 22
S. hyicus, % 10 S. simulans, % 4 S. warneri, % 2
S. hominisve % 1’de S. intermedius, S. sciuri, S. xylosus
olarak tanimlamislardir (5). Tablo 2’de goriildiigii
gibi bu calismada cig siitten izole edilen KNS tiirleri
% 8 S. epidermidis, % 6,9 S. lentis, % 6,9 S. cohnii
subsp. cohnii, % 2,3 S. haemolyticus, % 2,3 S. sciuri

ve % 1,2 S. choromogenes olarak bulunmustur.

Kirkan ve ark., Aydin bolgesinde yaptiklar
arastirmada toplam 300 adet mastitisli siit 6rnegini
incelemisler, 85 (% 28) S. aureus, 60 (% 20) KNS izole
etmislerdir. KNS’lann tiir diizeyindeki dagilimlan
% 33,3 S.hyicus, % 26,6 S. chromogenes, % 15,0
S. epidermidis, % 8,3 S. haemolyticus, % 6,6 S. sciuri,
% 5,0 S. lentis, % 5,0 S. cohnii subsp. cohnii olarak

tamimlamislardir (15).

Unal ve Yildinm; Kirikkale ve cevresinde bulunan
cesitli sut isletmelerindeki ineklerin siit, meme
basi derisi ve burun mukoza orneklerinden izole
edilen stafilokoklarin antibiyotik direncini aras-
tirmislar; hem orta hem de kicuk olcekli sut
isletmelerindeki sut orneklerinden izole ettikleri
stafilokoklarda S. aureus’u % 48,0 olarak tanimlarken;
KNS izolasyon oranini da % 52,0 olarak belirlemislerdir

(16).

Stafilokoklar, antibiyotiklere karsi gittikce artan
direncleri nedeniyle gerek hastanelerde ve gerekse
toplum kokenli enfeksiyonlarda blyiik bir saglik
sorunu haline gelmistir. Diinya Saglik Orgiitiine
bagli kuruluslar  ve
bakterilerde antibiyotiklere kars1 gelisen direnci,

bilimsel organizasyonlar,
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halk sagligii1 tehdit eden oOnemli tehlikelerden
biri gormektedirler. Ozellikle  gida
kaynakli antibiyotiklere direncli izolatlar gidalarin

olarak

hazirlanmasinda zayif sanitasyonun gostergesi
olabilecegi gibi tiketici acisindan da saglik riski
tasimaktadir. Gelismekte olan ulkelerde yaygin
ve kontrolsuz kullanmlmas1  bu
direncin olusmasinda ana etkenlerden biridir (17).

Stafilokoklarda beta-laktam antibiyotiklerine direnc

antimikrobiyal

mekanizmast mecA geninin tasinmasi ile ilgilidir.
Kromozomunda mecA genini tasiyan suslar tum beta-
laktam yapisindaki antibiyotiklere intrensek direnc
gosterirler.
elde edilen KPS izolatlan antibiyotik duyarlilik test
sonuclarina gore penisilin ve ampisiline % 47,1 ve

Calismamizda c¢ig siit orneklerinden

% 62,4 direncli bulunurken; aym antibiyotiklere
peynir izolatlarinin % 13,9 ve % 3,7 direncli oldugu

belirlenmistir.

Unal ve Yildinm’in yaptiklan arastirmada cesitli
isletmelerden temin ettikleri siit orneklerden izole
ettikleri stafilokoklarda en fazla penisiline karsi
(kucuk olcekli isletmelerde % 46,0, orta olcekli
isletmelerde ise % 53,3) diren¢c oldugunu tesbit
(16).
orneklerinden izole ettikleri S. aureus’un ampisiline
% 73,0 ve metisiline % 38,0
oldugunu saptamislardir (3).
arastirmamizda ise KPS
metisilin direnci ¢ig siit izolatlarinda % 22,2 peynir

etmislerdir Pereira ve ark. cesitli gida
% 70,0, penisiline
oraninda direncli
Bizim izolatlarinda

izolatlarinda ise % 11,3 oraninda bulunmustur.
Kirkan ve ark., mastitisli slitlerden izole ettikleri
S. aureus suslarini penisiline (% 95,0), oksasiline
(% 60,0); KNS suslarinin penisiline (% 90,0), oksasiline
(% 73,0) direncli olduklarim1 bildirmislerdir (15).
Giiven ve ark.,
ettikleri S.
% 92,7 gibi yilksek oranda direnc belirlemislerdir

4).

et ve slit orneklerinden izole

aureus izolatlarinda penicilin G’ye

Sonuc olarak calismada farkli antibiyotik gruplar
arasinda en yuksek direncin hem KPS (%62.4) hem
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KNS’de ampisiline (%42.8) karsi oldugu belirlenmistir.  kontrolli antibiyotik kullanimi yanisira bakterilerdeki

Gerek klinik kaynakli gerekse gida kaynakli antibiyotik direnc oranlarinin da diizenli olarak takip

izolatlarda direnc sorununun onlenebilmesi icin

edilmesi onerilir.
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