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OZET

AYDIN BOLGES iNDE URUNE iSLENECEK C iG SUTLERDE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS VE ENTEROTOKS iN VARLI GININ
ARASTIRILMASI

Gunday H. Adnan Menderes Universitesi Sglik Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Yuksek Lisans Tezi, Aydin, 2017.

Arastirmamizda, Aydin ilindeki farkh Uretim tesislede ¢aitli noktalardan orneklerinde
Staphylococcus aureusolasyonu ve Urinslenecek olan cig sut érneklerin@ aureus
ve enterotoksinlerin vagi ELISA metodu ile tespiedilmesi amaclanmgir. Bu amacla
2017 yih Mayis ayinda Aydin ilinde bulunang@ut trlnt gleyen tesislerden toplam 28
adet svap numunesi ve 86 adef @it Orngi, S. aureussayilari ve stafilokokkal
enterotoksin (SETA, B, C, D, E Total) valiydoninden incelenrgtir. Analizi yapilan ¢g
sut orneklerindeS. aureus sayimi TSE 6582 ISO 6888 standardi cergevesinde
gerceklatirilmi stir. Analizler sonucunda incelenen 86 adét it ornginin tamamininS.
aureussayisi yoniinden Turk Gida Kodekad09/14 Tebl numarali, Gi Sut ve Isilislem
Gormis Igme Sitleri Tebfiinde Desisiklik Yapilmasi Hakkinda Teklie uygun oldgu
belirlenmgtir. Bu calsmada stafilokokkal enterotoksin vainin saptanmasi amaciyla
ELISA yontemi kullanilmgtir. Test sonucunda 86 adetgcsiut Ornginin hicbirinde
stafilokokkal enterotoksin vagi belirlenmemgtir. Sonuc¢ olarak incelenen gisitlerde
enterotoksin tespit edilmemolmakla birlikte stitgleme tesislerinin ggtli noktalarindan
alinan numunelerd&. aureusvarligl saptanmasiyla, halk @aginin risk altinda oldgu
gOsterilmitir.  Bu sebepten st sleme tesislerinde dretim hijyeni, temizlik ve
dezenfeksiyon protokolleri ve personelin bilgileridiesi konularina énem verilmesi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cig Sit, Staphylococcus aureuStafilokokkal Enterotoksin, ELISA,
identifikasyon.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS AND
ENTEROTOXIN PRESENCE IN RAW MILK OF PRODUCTION IN
AYDIN REGION

Gunday H. Adnan Menderes University Institute of Halth Sciences Department of
Microbiology, Master Thesis, Aydin, 2017.

The purpose of this study is the investigationhef presence @taphylococcus aureasd
enterotoxin in raw milk for production found in fdifent enterprises of Aydin province.
For this reason we examinated 28 swab samples fatendifferent points and 86 raw
milk samples forS. aureuscount and staphylococcal enterotoxins (SETA, B,DC.E
Total). S. aureusanalyses in raw milk samples were conducted witherframework of
TSE 6582 ISO 6888 standard. According to Turkisbd=@odex (Number: 2009/14), all
of the samples of 86 total raw milk examined wesgtmined to be appropriate in terms
of S. aureuscount. S. aureusanalyses in raw milk samples were conducted withan
framework of TSE 6582 ISO 6888 standard In thislgtHLISA test used for the presence
of staphylococcal enterotoxins. The result of tesither of 96 raw milk samples was
contaminated with staphylococcal enterotoxin. Asresult, it has been shown that
enterotoxin was not detected in the raw milk exadibut the presence & aureusn
samples taken from various points of milk procegglants showed that public health is at
risk. Therefore, it is necessary to give importat@eproduction hygiene, cleaning and

disinfection protocols and informing the persoratemilk processing plants.

Key words: Raw milk, Staphylococcus aureuStaphylococcal enterotoxin, ELISA,

identification.

xii



1. GIiRIS

Stafilokoklarin, 1800'lu yillarin ortalarinda Louiasteur'un yaptl aratirmalarla
baslayan, isko¢ cerrah Sir Alexander Ogston’un mikroskopta kiz gorintiilemesiyle
sekil alan seriivenleri ginimuiz mikrobiyolojisingki tutar niteliktedir.Micrococcaceae
familyasinda yer alan stafilokoklatogada yaygin olarak bir¢cokekilde toprakta, suda,
havada ve bitkilerde bulunurlar. Ayrica en dneraflaindan olarStaphylococcus aureus
da dahil olmak tzere bircok tirt, insanlarin Gdtisom yollari ve deri mikroflorasinda
bulunurlar. Stafilokoklar hem hastane infeksiyomlda hem de gida sektériinde epidemi
yapabilme 6zellikleri bulundiundan halk s#ligi acisindan énemli mikroorganizmalardir.
Yuksek toksisiteli enterotoksin sentezleyerek gastestinal sistem Uzerine etkili olan
insanlar icin potansiyel patojen Ozgilitasiyan S. aureusgenusunen onemli sgudur
(Normanno ve ark 2007).

Stafilokokkal gida zehirlenmeleri, enterotoksijenik stafilokokrléiiinin gidalarda
uremeleri sirasinda sentezledikleri, gastrointastirsistemler Gzerine etkili olan
enterotoksinlerin meydana getigdigida kaynakli intoksikasyonlardir. Fakat tim éiirl
gidalarda enterotoksijenik 6zeii sahip dgildir. Ornegin tirin en 6nemli sw olan S.
aureus swlarinin sadece % 6.25’lik kismi enterotoksijenikeliige sahiptir (Bergdoll
1991).

Turkiye'de gida zehirlenmeleri ile ilgili resmi m@par bulunmamasina kahk;
cssitli Ulkelerde yapilan ¢agmalar, gida zehirlenme olaylarinin yagkal/3'liningenusun
onemli turlerinden olarS. aureugar ile kontamine gidalardan kaynaklagith ortaya
koymaktadir (Mutluerl993). Gida kaynakli mikrobiyolojik hastaliklar ngie S. aureus
zehirlenme oraninin Macaristan'da % 40, ABD'de %vd5Japonya'da % 25-30 ofglu
bildirilmi stir (Nakazawal992).

Ozellikle sit ve sit urtnleri kaynakl stafilokokkgida zehirlenmelerinin orani
Ulkelerin beslenme gkanliklarina goére farklilik gostermektedir. Le LR003)'invardgi
bu sonug, ingiltere'de 1969, 1990 vyillari arasinda sit ve sidinleri kaynakl
zehirlenmelerinin % 8 'lik, ABD'de 1975, 1982 wrllarasi sut ve sut Urinleri kaynakh
gida zehirlenmelerinin % 1.4, Fransa'da 1999, 20081 arasi peynir bda olmak Ulzere
sut ve sut drunleri kaynakli gida zehirlenmeleriet32 oraninda Stafilokoklarisebep
oldugu zehirlenmeler olmasiyla desteklegtimi Cesitli Glkelerde rastlanma silgh cografi

kosullara ve beslenme gkanliklarina gore desim gosterse de ortak kani dba sa&lik
1



sektori olmak tzere sanayi alaninda ekonomik kaglgplevam eden birgok zarara neden
olmaktadir (Kupluli ve ark002).

Salik sektérinde bga gida zehirlenmelerine yol ac&naureusikinci veya tcincu
patojen olarak bilinmektedir (Atanassova 2001). AdDher yil 6-80 milyon insan bu
patojenden etkilengdi tespit edilmg ve bu vakalarin 9000’inin dlimle sonuclagidiespit
edilmistir (Buzby 1997, Le Loir ve ark 2003).

ABD’de etkinin ekonomik boyutlari ise yine yillik Smilyar dolar olarak
bildirilmi stir. Arastirmalarla bunlara ek olarak Uretim kaybi ve melikesraflarla 1.5
milyar dolar harcama yapilgh géralmdatir (Todd 1989). Yine ABD'de, cikolatali sutlerde
tespit edilen stafilokkal enterotoksin A'nin, 85@cgun zehirlenmesine yol agtitespit
edilmistir (Evenson 1988).

Halk arasinda ¢ogu insan, gunlik yasamda ve debhgslenmek amaci ile sit ve st
artnlerini tercih etmeleri, ayni zamanda sut ve 8iiinlerinin geme c¢&inda olan
cocuklar tarafindan daha c¢ok tuketilmesi, sut vieisinlerinde bulunarstaphylococcus
aureusve enterotoksinlerinin vaginin tespitini halk sgligi acisindan olduk¢ca donemli
kilmaktadir. Sit ve mandira drtinlerindeki entersinlcok digik konsantrasyonlarda olsa
bile (0.5-0.75 ng/ml) gida zehirlenmesine yol alabktedir. Argtirmamizda, Aydin
ilindeki farkli Uretim tesislerinde g#li noktalardan drneklerind&. aureuszolasyonu ve
ariine glenecek olan @ st 6rneklerindeS. aureusve enterotoksinlerin vagi ELISA

metodu ile tespiedilmesi amaclanrgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

1860 yilinda Louis Pasteur'un yara infeksiyonlazerine yapttl calsmalardan
etkilenen Joseph Lister, ameliyat sonrasi infekdgon 6nlenebilmesi icin yara ve cerrahi
dokular Uzerine dgrudan karbolik asit uygulamasi yaptm. Fakat yara ve cerrahi
dokularda infeksiyonlara sebep olan ve (Uzime bepzedin (Latince, staphyle)
“stafilokoklar” olarak adlandirilan mikroorganiznaa) mikroskopta ilk kez 1881 yilinda
iskog cerrah Sir Alexander Ogston tarafindan gorélimi(Waldvogel ve ark 2000). 1984
yilinda, saf kiltirde altin renkliS( aureu¥ ve beyaz $taphylococcus albugenkli iki
stafilokokus kolonisini Alman bilim adami Anton Rosberg tarafindan gozlemlegti.
Bakteriler ve dier patojen mikroorganizmalarla ean infeksiyonlarin énlenmesi ve
tedavisinde kullanilan etkili ajanlarin e modern tibbin ve veteriner hekigin en
onemli gelgmelerinden biri olmakla birlikte, anti enfektif @otsiyele sahip maddeler
aslinda binlerce yildir kullanilrgtir. Arsenik ve bizmut gibi @r metaller 1900’'Iu yillarda
sifiliz dahil bazi infeksiyonlarin tedavisinde kafiilmstir (Cengiz 1999).

1930'lu yillarda, gunimizde de hastanelerdeki yerf@ksiyonlarinin bglica
sebeplerinden olanS. aureusin, plazmayl koagule eden koagulaz enzim testi
kesfedilmistir. 1941 yilinda Boston Hastanesinde yapilan gtamaya goreS. aureu'sin
oldiricu etkisi % 81 olarak bildirilngtir. Ayni sene icerisindéngiliz Polis Memuru,S.
aureusa bali olarak ciddi birsekilde hastalanmg penisilin ile tedavi edilngtir. 1940’
yillarin bginda, benzil-penisilin, antiseptik ve aseptik pkatitere kagl ne kadar etkin bir
¢cbzim olarak goérilmiiolsa da takip eden yillarda. aureusve sylarinin penisilinaz
enzimi Uretmeye kQgamasiyla penisilin direnci yuksek stafilokoklardineye bglamistir.
Bakterinin Kraus ve Clairmont tarafindan 1900'ddaatoksini, Glenny ve Stevens
tarafindan 1935'tef toksini bulunmgtur. Winslow 1920 yilinda, Stafilokoklari,
Micrococcacea familyasina dahil ettm. Smith ve Price 1938'de gama toksin ve
Williams ile Harper 1947'de delta toksin vaiim aciklamglardir. Evans’in glikozu
anaerobik fermente edebilme yeteneklerini 1957gdi belirlemesi ile Staphylococcus
cinsinde ayri bir soy olarak siniflandirignr. Takip eden yillarda Winslow ve Winslow
tarafindan ikinci tlr olarstaphylococcus epidermidise surilmgtir. S. aureusl972'ye

kadar bilinen tek turdir v&. epidermidisle arasindaki temel fark, koagulaz Uretimine
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dayanmaktadir. Stafilokoklar, 1957 yilinda manimoaerobik kullanimi ve koagulaz
olusturma yeteneklerine bakilarak. aureusve S. epidermidisolarak iki tir olarak
tanimlanmgtir. 1959 yilinda nimerik taksonominin kullanimanggsiyle KNS homojen
bir grup olmasina kam, KNS’lerin heterojen bir grup olgu saptanmtir. Todd ve
arkadalari tarafindan 1978'de yeni bir hastalik olaraKoksik Sok Sendromuru
tanimlanmgtir (Akcam ve ark 2007). Ayni tarihlerde tetrasikli kloramfenikol ve
eritromisine kagl coklu direng gostere8. aureususlar bildirilmistir. KNS tarleri ilk defa
Baird-Parker bir sema ile tanimlamgtir. Ilk semisentetik penisilinaza direncli
antimikrobiyal ajan olan metisilin 1959 yilindark kullanima girmgtir. Bundan iki yil
sonra, 1961 yilinda, insanlarda ilk metisiline dgke S. aureusizolatlarinin varlg
Ingiltere’de bildirilmitir. 1965’de “Subcommitte on the Taxonomy of Stadpbgcci and
Micrococci ” tarafindarMicrococcus saprophyticusiaha sonra 1971'de yine ayni komite
tarafindan DNA ve hicre duvari icgindeki farklilik ve anaerobik kmllarda daha yasa
uremesi gibi ayricaliklar nedeniyléStaphylococcus saprophyticuslarak yeniden
tanimlanmgtir (Bergdoll 1991).

Hayvanlarda ise ilk MRSA izolati 1972 yilinda mashi sigirlardan izole edilirken,
bunu 1988 yilinda kedi ve 1989 yilinda kopek idalatizlemitir. Daha sonra diinyanin
pek cok yerinde izolat sayisinin artmasi ile MRS#eksiyonlarinin hayvanlarda da
onemli bir problem olmaya badigi goraimistir (Leonard ve Markey 2008).

Uclincii tir olarS. saprophyticud974'te Stafilokoklara eklenstir. Baird ve Parker
1974 yilinda stafilokoklariS. aureus, S. epidermidis ve S. saprophytatosak tzere g
tire ayirmgtir. TUr sayisi 1980°'de 13 ve 4, 1984’de ise 20wshor. S. intermedius ve S.
hyicushari¢ yeni turlerin tamami koagulaz negatiftiratick 1990).

2.2. Etiyoloji

Stafilokok cinsi, gram pozitif, 0.5-1.5 um capindgor olgturmayan, hareketsiz,
fakiltatif anaerobik $. saccoharolyticusaric), katalaz pozitif §. saccoharolyticysS.
subsp. anaerobiukaric), ve kemorganotrofik bakterilerdiisimlerini Yunancada tiziim
salkimi anlamina gelestaphy yuvarlak granil anlamina geléokddan almaktadirlar
(Holt ve ark 2005).

18001 yillarin ortalarinda kéedilen stafilokoklar, sayilari giinden gunesfieglilen
yeni sylarla artmakta olup, gunimuizde cins icerisinde 4@ ve 28 alt tirden
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olusmaktadir. Stafilokok genusu, insan ve hayvan daiisi (st solunum yolu ve alt
drogenital sistem mukoz memranlarinda bolca bullktatar. Dsaridan gida yoluyla
alimlarinda sindirim kanallarina yegtrek izole edilebilir bir hal alirlar. Slarin geneli
cevre kagullarina gosterdikleri direng dolayisiyla uzun stcanhliklarint Kkorurlar.
Ozellikle organik materyaldeki konaklarda, 2, 3 ayddaha fazla canlliklarini
surdurebilirler (Holt ve ark 2005). Sporsuz bakesriicerisinde di etkenlere ve
dezenfektanlara kairen fazla dayanabilen bakterilerdir.

Stafilokoklar, mezofil mikroorganizmalardir. Optimuireme sicakliklari 30-37 °C
arasinda olup 10-42 °C’de uUremeyi surdurebilmeKktadiPatojen 6zellikteki cinsin en
onemli dyesi olanS. aureus optimum Ureme sical@h 37 °C, toksin olgturabilme
optimum aralgl ise 40-45 °C olarak tespit edilgtir (Erol 2003). Ayrica bazi turler 60 °C
sicaklga 30 dk dayanarak canliliklarini sirdirebilmekiedirHalofilik mikroorganizma
olmamalarina karmn tuz icergi %7,5 olan ortama kerdireng gosterebilir ve %10 icerikte
de Ureme faaliyeti gosterebilmektedirler. Erol (2P@aptg! bir argtirmada,S. aureusin,
0-20 tuz icerinde Ureyebilgini, 0-10 icerikte de toksin Uretebilmekte ogdunu bulmytur.

Gida maddelerinde (reyerek ®1@&ob/g sinir dgerine ulamalariyla toksijenik
faaliyet gosterirler (Bergdoll 1991) Bu gkre ulamak icin ise yiuksek nem icerikli
ortamlara ihtiya¢ duyarlar. Bu nem g aralgl yaygin turS. aureusicin 0.83 A, alt
limittir. Ayni trdn toksin sentezleyebilme spekioru ise 0.86-0.99 Adeserindedir (Erol
2003).

Stafilokoklar kiltir ortamlarinda ¢ok hizli Greyerikroorganizmalardir. Uremeleri
icin temel besiyerleri yeterlidir. Kati ve sivi Ingeylerinde bir gecelik inkiibasyondagm
olarak Urerler. Sy petri kabinda, 2-4 mm’lik, S tipli, kenarlar djim, yuvarlak ve parlak
koloniler olwtururlar. Kanli agarda trediklerinde bir¢cok patojén hemoliz olgturur ve
CO, hemoliz olyumunu arttirir. Sivi ortamlarda ise, homojen bdbkiyaparak trerler ve
ureme suresi arttikca bulanikhk dizeyi artar difgdu oluur. Mikroskop altinda, kati
besiyerlerinde Uzum salkimi, calkalagmsivi besiyerlerinde tek tek kok halinde
gozlemlenebilmektedirler (Akan ve ark 2013).

Swlarin, kimyasal maddelere olan duyarhliklar ilka@k penisilinin bulundgu
yillarda aratiriimaya balanmstir. Kesfin ilk yillarinda tim sglar penisiline duyarl iken,
1960’ yillarin bginda %50'si, 1970 yillara gelinginde ise %90 dizeyinde penisiline

direnc gelgtirmislerdir. Bu direncin, stafilokoklardan salinan venghikle plazmidle



kodlanan penisilinazp¢laktamaz ) enzimi nedeniyle ghugu savunulmaktadir (Holt ve
ark 2005).

Laktobasillus turl tarafidan dretilen veya gidalidase edilen peroksi§. aureus’un
gelisimini inhibe edebilmektedir. YineS. aureusiizerinde 1000 ppm iodinin oldartci
(Sheldrake ve ark 1980) ve laktik asidin ise entksin sentezini inhibe edici (Domenech
ve ark,1992) dzelfi tasidigini saptanglardir.

Yapilan aratirmalar gore stafilokoklar, ekstraselliler skb zorluklarina direncli
bakteriler olarak goriinmelerine grmaen kendileriyle benzerlik gosteren yapilaraskar
direng gosteremeyen bir 6zellik sahip olduklarptesdilmistir. Bu rekabete dayaniksiz
halleri, Haines, 1973'te sivi besiyerinBediococcus cerevisidalllanarakS. aureususu
arasindaki etkilgmi incelemg, inceleme sonucund&. aureusorjinli toksinlerin %95
azalma gosterdini tespit etmtir (Erol velseri 2004).

Salamura beyaz peynir yapiminda kullaningla@an starter kiltir populasyonunda
bulunanStreptococcus lactige Streptococcus cremorisirlerinin, tim aamalar ve belirli
suredeki raf 6mrind8&. aureuggelisimini ve toksijenik 6zellgini tamamen inhibe efi
saptanmytir (Mutluer ve ark 1993). Benzesekilde, Gonzalez ve ark (1994), sekttrde
kullanilan icerisinde Lactobacillus sake, Pediococcus pentosacaies S. xylosus
bulunduran starter kulttr kdltdr kullaniminda tg&sik stafilokok sekonder metabolitlerin

varhiga rastlanamagdini bildirmistir.

2.3. Morfoloji ve Kimyasal Ozellikler

2.3.1. Hicre Duvari

Genel olarak Gram (+) bakterilerin sahip gidthlicre duvari, ayni zamanda tipik bir

stafilokok hiicre duvarini temsil etmekte S&kil 1’de gosterilmektedir.



Sekil 1. Gram (+) Bakteri Hticre Duvari

2.3.1.1. Kapsul

Bazi S. aureukokenlerinde en gia polisakkarid bir kapsul yapisi bulunur. PK (-)
stafilokoklarda ise glikokaliks bir yapi salgilaniSlime” faktér adi da verilen bu yapi
kateter bgta olmak U(zere yabanci cisimlere tutunmayl ve #&mtlk etkisinden

organizmay! korumay! gtar (Balaban ve Avraham, 2000).
2.3.1.2. Yluzey Proteinleri

Protein A, sadeceS. aureusla bulunur. Ig’lerin Fc reseptdrlerine @anarak

bakteriyi fagositozdan ve kompleman etkisinden k¢lagaraja ve Nagaraju 2013).
2.3.1.3. Teikoik Asit

Ozgul reseptorler fipronektin) yardimiyla hiicreye yagmayi salar. Fajlar icin
reseptor gorevi gorur. Teikoik asit ttire 6zgu fdrklar gosterir. §. aureugibitol teikoik

asit,S epidermidi$e gliserol teikoik asit tar) (Balaban ve Avraham 2000).



2.3.1.4. Peptidoglikan

Satfilokoklar hiicre duvar yapisi tipik gram pdzitiikroorganizma yapisinda olup
kalindir (30-60 nm)S. aureusin hicre duvari kalingn 120 nm’nin tzerine de c¢ikabilir.
Hucre duvari peptidoglikan, teikoik asit ve proterden olgmustur. Gram (-) hicre
duvarinin aksine Gram (+) hiucre duvar $iteinde Lipopolisakkarid dgeri O ve protein
icerigi orani %0 olarak saptangtr. Bu komponentlerden proteinler 6karyotik hierel
baglanma ve adezyon icin dnemli fibronektin, fibrinojelaminin ve kollajen icerirler.
Adezyon proteinlerinin  kdanmasi ile dokulara bakteriyel tutunma mekanizmasi
gerceklesmy olur. Antijenik proteinlerden en c¢ok cg@lmis olani Protein A'dir veS.

aureussuwslarinin % 90-98’inde mevcuttur (Balaban ve Avrah2000).
2.3.1.5. Stoplazmik Membran

Membran6z matrix, solunum enzimlerini ve hicre duvsentezinden sorumlu
enzimleri icerir (penisilin bglayici proteinleri PBP, transpeptidaz, karboksipga gibi)
(Balaban ve Avraham 2000).

2.3.2. Enzimler

Koagilaz §. aureusla bulunur,protrombinile baglanarak plazmayi koagtle eder),
katalaz, lipaz, stafilokinazfibrinolizin ), DNAaz, lipaz enzimleri ile klinik bulgulara yol
acar. Hyallronidaz ile yayllma gosterir. Penisitinaticre dyina salinarak penisilini
hidrolize eder (Penisilinaz bir virulans faktorigddir). Stafilokoklar lipaz, hiyaluronidaz,
fibrinolizin, penisilinaz, katalaz, koagulaz ve DBA gibi bircok enzim Uretirler. Bu
enzimler Ozellikle stafilokoklarin kogn dokulara yayilimini kolaytairarak infeksiyon

patogenezinde rol alirlar (Balaban ve Avraham 2000)
2.3.2.1. Katalaz

Tam stafilokok tirleri toksik hidrojen peroksidiksik olmayan oksijen ve suya
ayristiran katalaz enzimi Uretir. Bakteriler, bu enziayasinde fagositlerin i¢inde toksik
oksijen radikalleri tarafindan &ldurilmeye direnaz&nir. Hemoprotein yapisindadir.

Superoksit dismutaz ve indirgergtfilavoproteinlerin oksitlenmesi sirasinda baktérctesi
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icerisinde agia ¢ikan toksik hidrojen peroksiti su ve oksijen¢akae eder (Dinges ve ark
2000).

2.3.2.2. Koagulaz

Stafilokoklar b&l ve serbest olmak lzere 2 tip koagulaza sahipkistraselluler bir
proenzimdir. Stafilokok hicre duvarina gha koagulaz dgrudan fibrinojeni fibrine
donisturebilir ve stafilokoklarda kimelenmeye sebep ofgrbest koagulaz ise bir plazma
globulin faktori (coagulase reacting factor) ileksiyona girerek bir trombin benzeri
faktor (staphylothrombin) okturur. Bu faktor fibrinojeni fibrine doéngilrerek bgh
koagulazla ayni sonucu gturur. Koagulaz, stafilokok absesinin cevresindbrifi
olusumuna sebep olur ve bdylece infeksiyon lokalizeleeelk organizma fagositozdan
korunur. Stafilokoklarin bga turleri de koagulaz Uretebilir fakat bunlar gékle hayvan
patojenleridir ve nadiren insan infeksiyonuna nedefurlar. Koagulaz pozitif
stafilokoklarin tzerinde oban kalin fibrin tabakasinin, mikroorganizmay fagmsa kasi
koruyarak, patojengie katki sgladigi ileri sirtilmektedir (Dinges ve ark 2000).

2.3.2.3. Lipaz

S. aureusin tim sylan ve Koagulaz Negatif Stafilokoklan % 30’'undan daha
fazlasi birkag farkli lipaz tretirler (Cauwelier aek 2004). Lipaz, y&ari hidrolize ederek
vicudun lipid iceren bolgelerinde stafilokoklariasgmasini sslamakta ve stafilokoklarin
yuzeysel dokulari invaze ederek frunkul ve karbordgiti infeksiyonlarinin gefiimine
neden olmaktadir (Akan ve ark 2013).

2.3.2.4. Hiyaluronidaz

S. aureutarin % 90’dan fazlasi tarafindan uretil88. aureusin dokulara yayilimini
kolaylastirir (Cauwelier ve ark 2004). Badokusunun aseluler matriksindeki asit

mukopolisakkaridler olan hiyaluronik asidi hidraizden enzimlerdir (Akan ve ark 2013).

2.3.2.5. Deoksiribonukleaz

DNAaz enzimleri endo ve ekzonukleaz aktivitesindhiga nukleik asitleri 3-
fosfomononukleotidlere pargalayan fosfodiesteralzig/Akan ve ark 2013).



2.3.2.6. Fibrinolizin

Stafilokinaz olarak da adlandirilan bu enzfn,aureusularinin neredeyse tamami

tarafindan uretilir. Fibrin pihtisini ¢cozer (Ameé ark 1999).
2.3.2.7. Nukleaz

Diger bazi turler de bu enzimi Uretiyor olmasingnman, termostabil ntikleaz enzimi,
S. aureuscin 6nemli bir markerdir. Bu enzimin infeksiyon tpgenezindeki fonksiyonu
bilinmemektedir (Aydin ve Paracifglu 2006).

2.3.2.8. Laktamaz

Klinik kullanima girdigi donemlerde hemen tim stafilokok kokenleri pemisil
duyarli iken, gunumizde Ozellikle hastane kaynakblatlarda bu oran %5’in altina
dismusttr. Stafilokoklarda penisilin direncine neden olamekanizma beta-laktamaz
dretimidir (Akan ve ark 2013).

2.3.2.9. Penisilinaz

Penisilinin tedavide ilk olarak kullaniligh 1941'de Stafilokok izolatlarinin %90’dan
fazlasi bu antibiyofie duyarliydi. Ancak, bu organizmalarin primer okagenisilinaz
(beta-laktamaz) uretebilmeleri, penisiline ¢ok hiazir sekilde diren¢ getimesine sebep
oldu. Beta-laktamaz enzimi, Penisilinler, Sefalogsger ve benzeri Beta-laktam
antibiyotikleri hidrolize ederek, bu antibiyotikker diren¢g gekimine neden olur.
Betalaktam halkasindaki karbonil grubu ile bir est@prisu olgturan bu enzimler, siklik
amid ba&ini bozar ve bir agil-enzim tirevi alwrurlar. Bu reaksiyonlari sonucunda
betalaktam antibiyotiklerle reaksiyona giren U¢mpuotein vardir:

» Karboksi peptidazlar (Giilk molekul &irhkh PBP’ler).
* Transpeptidazlar (Yuksek molekigidikli PBP’ler )
* Penisilinazlar

Butun PBP’lerin yani sira, beta-laktamazlarirgguugu da aktif bolgelerinde bir
serin aminoasidine sahiptirler. Bu nedenle “seaptmazlar”’ olarak adlandirilan bir enzim
st ailesinde yer alirlar. Bu enzimlerin beta-laktajanlara banmasi sirasinda énce bir

acil-enzim turevi olsmaktadir. Bunu izleyen basamakta, bir deacilasyl@mi gerceklegir
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ve enzim acil molekilinden ayrilarak rejenere ol@BP’ler ve Beta-laktamazlar
arasindaki farki bu deagilasyon basgman hizi belirler. Beta-laktamazlar acil tirevinde
kisa sirede ayrilir, ancak PBP’lerde bu basamagelsmez. Sonucta reaksiyon beta-
laktamazlarin aksine enzim inaktivasyonuyla somla®@ens bir enzim grubu olan
betalaktamazlar molekuler yapilarina wevsel Ozelliklerine gére siniflandirilirlar. Bu
gune kadar dort farklh molekuler sinif (A, B, C, Bnimlanmgtir. A, C ve D molekdler
siniflarinda yer alan Beta-laktamazlar yukarid&lagan serin-ester aracilikli mekanizma
ile islev gorurler. Sinif B Beta-laktamazlar ise kofaktotarak cinko gerektiren
metalloenzimlerdir. A sinifi, tercihen substratnigdinler olan beta-laktamazlardan glu
(Belay ve Rasooly 2002).

Bu grup enzimler icerisind&. aureusin beta-laktamazlari (Grup 2a) da yer alir.
Gram (+) bakteriler arasinda Beta-laktamaz Uretendeemli patojen Stafilokoklardir.
Stafilokokkal beta-laktamazlar tercihen penisilinleidrolize ederler. Cgu induklenebilir
ve ekstraselliler olarak salinabilen enzimlerdtafi®kokkal Beta-laktamazlar genellikle
kicuk plazmidlerle veya transpozonlarlaitenakla beraber, buyik plazmidlerin kodidi
beta-laktamazlar ve ger diren¢g mekanizmalari da bulunmaktadir. Bu Bakddmaz
enzimini kodlayan genler sadeBe aureutar arasinda dgl, S. aureusvre S. epidermidis
arasinda da konjugasyonla transfer edilebilir (&lgn 2004).

2.3.3. Toksinler

Stafilokokkal toksinler yakkak olarak tim toksijenik siar dahil olmak Gzere bir
grup enzim ve sitokin Uretirler. Salgilanan bu emxie sitokinler [hemolizinler (alfa, beta,
gamma, delta)], nulkleazlar, proteazlar, lipazlarjyalironidaz ve Kkollagenaz
bulunmaktadir. Bu mevcut proteinleri gorevi konaki@erindeki dokulari, bakterinin
gelisimine uygun hale getirmektir (Dinges ve ark 2000).

2.3.3.1. Hemolizin Toksinler

Alfa, beta, gama ve delta toksinler irigneeden sorumludur. Hemolizin etkileri
vardir (Balaban ve Avraham, 2000).
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2.3.3.1.1. Alfa-Hemolizin Toksin

Alfa hemolizini kodlayan genh{a), ilk olarak 1984 yilinda Gray ve Kehoe
tarafindanS. aureus'urkormozondundan klonlangtir. Toksin proteini, 33000 molektiler
agirhga sahiptir ve yapisinda sistin bulundurmaz. Yapaeagtirmalar, yapisindala geni
bulundurmasina ganen alfa toksin Gretmeyen garin varlgina dair bilgi icermektedir.
Alfa toksin memeli hiicrelerine, 6zellikle tg@an eritrosinlerine kar toksik olup, 1 pg'
tawanlara intraveno6z verilginde letal etki gostermektedir. Tgan eritrosinin alfa toksine
karsi hemolize duyarliii, memelilere kiyasla yiuz kat, insan kiyasla birt kazladir
(Dinges ve ark 2000).

2.3.3.1.2. Beta-Hemolizin Toksin

Beta toksinini 1935 yilinda bulunmwlup toksinin hemolitik aktivitesinin 37°C’de
muamele ve 10 °C’de inkibasyondan sonra daha ¢of anlgiimis ve buna bgli olarak
toksin “sicak-s@uk” hemolizin olarak adlandirilrgtir. Toksin 35000 molekilergaliga
sahiptir ve 330 aminoasitlik polipeptidi kodlamatkta (Hamit 2008 ).

2.3.3.1.3. Delta Hemolizin Toksin

Memeli hicrelerde memran zararlanmalarina sebep taksin, 26 aminoasitten
olusmakta, 26 rezidulik uzunga ve ortalama 3000 molekulegidiga sahiptir. Toksin
yuksek oranda sitotoksik etkisi olmasingmeen, hastalik etiyolojindeki 6nemi tam olarak
bilinememektedir. Yapilan agmrmalar, yiksek konsantrasyonlarda toksinin satgugu

letal aktiviteyi ve dermonekrotik etkiyi ortaya koyktadir (Dinges ve ark 2000).

2.3.3.1.4. Gama Hemolizin Toksin

S. aureugyenusunun, genellikle tim gar tarafindan Uretilmektedir. Lékosidin ile
benzer Ozellik gostererek, her iki toksinsige de birbiriyle iliskisi olmayan S ve F

komponentlerinden salgisal protein olarak Urefilinges ve ark 2000).
2.3.3.2. Lokosidin

Notrofil ve makrofajlar eritir. Sitolitik bir tokedir (Panton-Valentin toksini). Ek
ekzoproteinlere sahiptir (Dinges ve ark 2000).

12



2.3.3.3. Eksfoliyatif Toksin

Stafilokokkal halanmg deri sendromuna yol acar. Stratum granulosum feeri
toksik etki etmektedir. Ek ekzoproteinlere sahiptintijenik olarak ETA, ETB, ETC, ETD
olmak Uzere dort gé toksin serotipi Uretilmektedir. (Hamit 2008)

2.3.3.4. PTSAg Ekzotoksin Familyasi

PTSAg Pirojenik Toksin SuUperantijenlgriS. aureusve Streptococcus pyogenes
tarafindan salgilanan ekzotoksin grubudur. Aile TSSve birgok tipin bulundgu
stafilokokkal enterotoksinleri ile streptokokal erdtoksinleriicermektedir. Her tlr ortak
olarak en az, pirojenite, stperantijen ve endotokstalitesinin guclendiriimesi olmak
Uzere U¢ Ozeldi tasirlar. Her aile tyeleri de sahip olduklari spesifikellikleriyle farklilik
gosterirler (Dinges ve ark 2000). Aile ici ortaknzerliklerinin yaninda SE’ler hem
fonksiyonel anlamda hem de bircok genetik ve bigglasal dzellikleri paylanaktadirlar
(Schliever ve ark 1995).

2.3.3.4.1. Stafilokokkal Enterotoksiler A-E

Besin zehirlenmesine yol acar. Enterotoksin—A, MB8#asyonu 6n planda olarak
kusmanin belirgin oldgu bir besin zehirlenmesi tablosuna yol acar. Bu BtsS’'deki
kusma merkezine toksik etkisiyle okglu saniimaktadir. Enterotoksin—B stafilokoksik
enterokolite yol acar. C ve D sut Urunleriyle iigdehirlenmelerde sik bulunur. SE’ler
bunlara ek emetik ajan 6zgilide tgimaktadir. EK ekzoproteinlere sahiptir (Dinges ve a
2000).

2.3.3.4.2. ToksikSok Sendromu Toksini - 1 (TSST-1)

Superantijen 6zellindedir ve toksiksok sendromuna neden olur. TSST-1 mukozal
yuzeylerden gecme ve bakteriyel hicre duvari-uyariarthrisitieri reaktive etme

Ozelliklerine sahiptir. EK ekzoproteinlere sahigBalaban ve Avraham 2000).
2.4. Taksonomi

Stafilokok, makrokok, jeotgalikok ve salinikakenuslariylabirlikte Bacillus sinifi

Bacillales cinsi Stapylococcaceatamilyasi icinde yer alirlar. Genel taksonomideresel
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organizmalarana grubunurmBacteria aleminde ve bu alemin dé@rmicutes kolunda yer
alirlar. Yeni toksinlerin bulunmasi sebebiyle bmiandirma siklikla yenilenmektedir.
Grubun en 6nemli Uyesi koagulaz pozitif ve termbtaukleaz pozitif bir bakteri olafs.
aureusdur (Bilgehan 2004). Soygaci Tablo.1'de gosterilsiir.

Tablo 1. Stafilokoklarin Soy &aci

Alan (Domain Bacteria

Alem (Kingdom) Eubacteria
Bolum (Phylun) Firmicutes
Sinif (Clasg Bacilli

Takim (Order) Bacillales
Familya (Family) Staphylococcaceae
Cins (Genu$ Staphylococcus

Stafilokoklarin  siniflandirmasinda koagulaz Uretiren 6nemli biyokimyasal
Ozelliklerindendir. Bunun yaninda kimstieici faktor (clumping factoy de aratirilabilir.
Antijenik yapi olarak serbest koagulazdan farkmas testin negatif ¢cilgn durumlarda
serbest koagulaz acisindan tup testi ile de kantggrekmektedir (Marples ve Cooke
1988, Kotilainen 1990). Koagulaz pozitif olanl&r aureus, S. intermedius, S. hyicus, S.
aureus subsp. anaerobius, S. delphini ve S. sehlatibsp. coagulans’ti(Jay 1996).

Stafilokoklarin tir ve alt turleri Tablo 2.’de beiimistir.

Tablo 2. Stafilokoklarin tlr ve alt tirleri

1 Staphylococcus aureus

S.aureus subsp. anaerobius

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus saprophyticus

Staphylococcus haemolyticus

Staphylococcus warneri

Staphylococcus hominis

N O O Al WODN

Staphylococcus simulans
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8 Staphylococcus lugdunensis
Staphylococcus capitis
S.capitis subsp. capitis
S.capitis subsp. ureolyticus
10 Staphylococcus schleiferi
S.schleiferi subsp. schleiferi
S.schleiferi subsp. coagulans
11 Staphylococcus pasteuri
12 Staphylococcus auricularis
13 Staphylococcus cohnii
S. cohnii subsp. cohnii
S. cohnii subsp. ureolyticum
14 Staphylococcus xylosus
15 Staphylococcus saccharulyticus
16 Staphylococcus caprae
17 Staphylococcus pulvereri
18 Staphylococcus intermedius
19 Staphylococcus hyicus
20 Staphylococcus chromogenes
21 Staphylococcus sciuri
22 Staphylococcus gallinarum
23 Staphylococcus lentus
24 Staphylococcus felis
25 Staphylococcus muscae
26 Staphylococcus piscifermantus
27 Staphylococcus vitilus
28 Staphylococcus equorum
29 Staphylococcus dephini
30 Staphylococcus carnosus
31 Staphylococcus caseolyticus
32 Staphylococcus kloosii
33 Staphylococcus arlettae
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2.5. Epidemiyoloji

Stafilokoklar d@ada ¢ok yaygin olarak bulunan gram pozitif bakeedir. Fizyolojik
olmayan cevre kaillarina uzun sire dayanabilirler, yuksek tuz yadliceren ortamlarda
ureyebilirler (Bilgehan 2004). Bu 0Ozellikleriyle réatgi mikroorganizma olarak
taninmaktadirlar. insan ve hayvan mikroflorasinda &b olarak bulunan bu
mikroorganizmalar, hayvanda stres spinu ve her iki canlida da acik yaralarin
olusmasiyla hastalik etkeni Ozelliklerini ortaya cikiam. Hayvanlarda stafilokoklardan
ileri gelen balica infeksiyonlar; mastitis, botriyomikozis, enzikopiyemi, artritis ve gida
zehirlenmeleridir (Waldvogel 2000).

Stafilokoklar, isil §lem gérmig sigir, domuz, hindi ve tavuk eti, sut drtnleri, bahk
drtnleri, yumurta gibi hayvansal gidalar ve bunlaerisinde bulunduran unlu mamul ve
soslar stafilokokkal gida zehirlenmelerine sebepmatttadirlar. S. aureus
enterotoksinlerinin neden olgu intoksikasyonlarda inkibasyon sireleri kisa olup
alindiktan 2-4 saat sonra klinik semptomlarsolakta ve bu semptonlar 48 saat sonra
tekrar kaybolmaktadir (Bergdoll 1991). ik ulkelerde rastlanma siigh cografik
kosullara ve beslenme gkanliklarina gore deskenlik gostermektedir. Gorilen
vakalardaki olum oranlarn dik ve klinik belirtiler hafif olsa da, en sik goeil gida
intoksikasyonlarindan biridir (Mossel 1990).

Stafilokokkal gida zehirlenmelerine sebep olankeikasyon, mide bulantisi, kusma,
siddetli kramplar, abdominalga ve diyare olarak kendini gosterir. 8aonmesi, ba
agrisi, genel halsizlik nabizda zayiflik, yizeysdusom,sok ve enteritis de der gorilen
semptonlardir. Kusma, stafilokokkal gida zehirleteriede gorulen bguca semptomdur.
Toksinlerin bgirsaktaki lokal sinir reseptérlerinin uyarmasinaglbaolarak vagus ve
sempatik sinirler Gzerinden gegen impulslarin beyubortikal kusma merkezine ghaasi
sonucu emetik tepki ojmaktadir (Sutherland ve Varnam 2002).

Diyare ise dier sik gorilen semptomdur. Stafilokokkal enteroiuksin intestinal
hiicreler Uzerine direkt etkisi, E.coli enterotoksimden farkli olarak acik gddir. S.
aureuskaynakli intoksikasyonlar i¢in yapilan tahminlgygre ABD’'de yillik yaklgik 1.5
milyar dolarlik maddi kayip s6z konusudur (Todd 998

Stafilokokkal intoksikasyon tehlikesi, koloni popslonunun 10kob/g dgerine
ulasmasiyla bgar (Bergdoll 1991)
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Intoksikasyonlarin Ishica nedenleri olarak, yetersiz hijyen, uygun olamay
sicakliklarda muhafaza, organizmanin cevreselllkera direnci ve turin yuksek sicaklik
derecelerine dayanikli toksin Uretmeleri gérilmeakteMeme ici iltihabi olarak bilinen
mastitis etkeni olan stafilokoklar g#i iltihapli enfeksiyoz hastaliklara yol acmakla
beraber insanlarda menenjit, septisemi, artrit, magit, endokardit ve eklem
romatizmalarina neden olmaktadir. Mastitisli hayvaemesinden gdan bir sutlerin,
enteropatojenilS. aureususlarinin énemli kayng oldugu ve sayisinin 1,5x1&ob/ml ‘yi
gecebilecgi bildirilmi stir (Kinik 1998).

Genusicerisinde hem koagtilaz negatif, hem de koaguteztip tirler bulunmakta
ve bu 6zellik patojeniteyle ikili en 6nemli faktorlerdendir. Koagulaz pozit®, aureuse
S. intemediuye koagtlaz desken 6zellik gosteres. hyicushayvan ve insanlarda ciddi
hastaliklara sebep olur. Koagilaz negatif tirlegidivirulans 6zelliklere sahip olmakla
beraber bazilar insan ve hayvanlarda hastakebep olurlar. Turin sebep aidu
infeksiyonlarin ilk basanf@, pek cok yenidgan cocuk ve yegkinin tir ile kolonize
olumasiyla bglar. Mikroorganizma tercihen cilt ve giysilerdektem, perineal bélgelerde
nadiren de vajinal bélgede bulunur. Cilt ve mikoanmanlarindan direkt kontakt ya da
aerosol yoluyla yeni konaklara kontamine olurlailf@ur 1990).

Stafilokokkal gida zehirlenmesi vakalarinda olurarorgcok dgtk olsa da, cocuk ve
yaslilarda bu oranin % 0.03 ile % 4.4 arasindgigtesi bildirilmi stir (Jay 1996).

2.6. Virulans Faktorleri
2.6.1. Toksisite

Sokari (1991), yaygin olarak tiketilen kirmizi lealik ve sebzeden aclan 880 gida
ornesinden izole etfii 552 (%62) koagulaz poziti. aureussusundan 269’unun (%48)
enterotoksijenik oldgunu saptami ve bunlar icerisinde SEA afturanlarin en siklikla
bulundwgunu bildirmitir. Ayni calsmada incelenen balik 6rneklerinde ise SEB ve SEA
enterotoksinleri dominant olarak bulungtwr.

Harvey ve arkaddarinin (1982) yap@n bir argtirmada ise kanath ciftlikleri ve
kanath sleme tesisleri ilesienmis kanath etlerinden izole edile8. aureu$arin en ¢ok
SED'yi olusturdugu saptanirken, bazi izolatlarin SEA, bazilarinenS&EA ve SED’nin her
ikisini de olwturdugu bildirilmistir.
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Kisa ve arkadgdari (1996) ise inceledikleri sade kremali 6rnekiet'iinde (%36.4),
kakaolu kremali drneklerin 12'sinde (%22.6) ve maikremali orneklerin 9'unda
(%28.1) olmak Uzere toplam 25 (%26.0) pastadaneizetilen koagulaz pozitif
stafilokoklarin, stafilokokkal enterotoksin gturma 6zellginde old@gunu saptamslardir.

Erol ve Usca (1996), toplam 50 dongmili¢c karkas 6rnginin 33’'nden (%66) izole
ettikleri koagulaz pozitif stafilokoklarin 7’sinif%621.2) enterotoksin ojturma 6zellginde
oldugunu; bunlardan 3’Unlin yalnizca SEA, 2’sinin yalaZ8ED, 1'inin SEA ve SEB,
1’inin de SEA, SEB ve SEC'yi birlikte ofturdugunu bildirmilerdir.

Erol ve arkadglarinin (1996), A tipi enterotoksin afturanS. aureusin ¢ig koftede
iireme ve toksin okiurma yetenginin belirlenmesi amaciyla yaptiklari gahada, 16, 1¢*
ve 10 kob/g diizeyinde SEA ojturanS. aureusle deneysel olarak kontamine edilet i
koftelerin, 24 saatlik stre icerisinde oda sigaklda toksin olgturmadiklari saptanrtir.

Bone ve arkadgar (1989) gida zehirlenmelerine sebep olan, kowiinden
yapilan peynirler Uzerinde yaptiklari gahada canli patojen bakterilerin v@rha
rastlamazken, peynir 6rneklerin8e aureugarafindan olgturulan SEA’yl saptamglardir.

1969-90 yillari arasindaingiltere’de 359 stafilokokkal gida zehirlenmesi
bildirilmi stir. Kirmizi et, kanatl eti ve bunlardan yapilaruiiler bu vakalarin %75’inden
sorumlu tutulmgtur. Diger gidalarin ise balik ve deniz kabuklular ile sétsut drtnleri
oldugu bildirilmistir. Gida érneklerinden izole ediléh aureusarin %79’'unun SEA’yI ya
tek baina ya da dier enterotoksinlerle birlikte ojturdugu saptanngtir (Wieneke 1993 ).

Eksfoliatin A ve B, baz6. aureusve S. hyicus(sHET) sglar tarafindan dretilirS.
hyicus (shET) bebeklerde stafilokokkal scalded-deri semdr (SSSS) ve domuzlarda
dermatitise neden olur. Toks#ok sendromu toksini (TSST-1; enterotoksin F, pindfe
eksotoksin C), toksilsok sendroma neden olur. Lokosidin, bazi tlrlergi(sinsan) ait
makrofaj ve notrofillerin hiicre membraninin perntiggsini desistirerek 6limine neden

oldugu tespit edilmgtir (Cetinkaya 2000).

2.6.2. Patojenite

Stafikok genusu icerisindeki bircok tur, topraksada, havada ve gal mikroflora
olarak insan, hayvan ve bitkilerde bulunmalar, aonl potansiyal patojen
mikroorganizmalar yapi savunulmaktadir (Normanno 2007). sBaS. aureusolmak
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Uzere gidalarda bulunmasinin énemlerinden birisiirikator mikroorganizma olarak
fonksiyon goérmeleridir (Acco 2003).

Cssitli kaynaklardan izole edilen stafilokoklan vivo ve in vitro olarak dretildikleri
ortama konakgi Uzerine etkili peptidoglikan, kapsusubstantlar, clumping faktér ve
protein-A gibi selltler; alfa toksin, beta hemotizigama hemolizin, epidermolitik toksin,
pirojenik toksin, I6kosidin, lizozim, nukleazlar lAaz ve RNAaz), hyaluronidaz ve slime
faktor gibi ekstraselliler maddeler salgiladikgisteriimitir (Holt ve ark 2005).

Canli veya cansiz bir yizeye yggmak kendi Urettikleri organik bir ekzopolisakkarid
matriks icine gomull ve hareketsiz olarak birbiribe kati ylizeye veya bir ara yilizeye
geri donigumsuz olarak tutunmguhalde yaayan mikroorganizmlarin ofturdugu topluluk
olarak tanimlanan, Biyofilm ve DNAaz, stafilokoklarpatojenitesini gosteren en dnemli
etkenler olarak gosterilmektedir (Schlegelova 2008)

Stafilokok genusunun ojturdusu biyofilm sayesinde tibbi aletlere, gida
ekipmanlarina, tezgah ylzeylerine tutunarak cagoataminasyona sebep olmaktadirlar.
Yine olwturulan bu biyofilmin, stafilokoklarin antibiyotiklirenclerini arttirarak virulans
faktorlerinin surddrdlebilirigini arttirdigl da savunulan 6nemli gafér arasinda yer
almaktadir. Biyofilm, mikroorganizmayi konak¢iniavsinma htcrelerinden, antibiyotik,
¢esitli kimyasal ve dezenfektanlardan koruyan ekzogakkarit yapida bir bariyerdir
(Schegelova 2008). Bu yuzden gida endustrisindgemijve sanitasyon kollari bata
olmak Uzere tum gida zincirinde dikkate alinmaselen bir risk faktérudur (Glungan
2012).

2.6.3.invazivite

Stafilokoklarin virulansinda rol oynayan faktorldicre duvar yapilari, kapsil, yizey
proteinleri, toksinleri ve enzimleridB. aureuwirulansi en yuksek olan stafilokok taraddar.
Ancak infeksiyon olup olmamasi mikroorganizmanirrulansi ile konak savunma
sisteminin olgturacaklari dengeye pladir. Stafilokoklarin genus icerisinde invazifites
yuksek olan tird, hicre duvarl yapisinda A-protaitunduranS. aureu$ur. S. aureus
sahip oldgu bu hiicre duvari yapgsmi Ig G'ye balayarak kompleman aktivasyonunu
Onleme, bakteriyi fagositozdan koruma ve konakiphklik yanitina kagi koyabilme

fonksiyonuna sahiptir. Kapsul, invaziv invazyonakkda bulunur ve mikroorganizmaya,
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konak hicrelerin stoplazmalarindan iletilebilme Itige kazandirir. Clumping faktor,
fibrinojeni bagslayarak etkili olur (Akan ve ark 2013).

2.6.4.infektivite

Stafilokok infeksiyonlari genellikle endojen kayhalkr ve florada bulunan bir sia
infeksiyon olgur ancak ender olarak ekzojen infeksiyonlar da @izl Ekzojen
infeksiyonlarda bulgma genellikle direkt temas veya indirekt olarak fibenle
gerceklemektedir. Endojen kaynakli stafilokokkal infeksiyan normal konakgcl
savunmasinin kaybol@u veya bozuldgu (immunsupresyon) hayvan ve insanlarda daha
sik olarak ortaya ¢ikmaktadir (Quinn ve ark 2006).

insan ve hayvanlarda stafilokok infeksiyonlarggolukla koagulaz pozitif etkenler
tarafindan olgmaktadir. Stafilokok tdrlerinin, hayvanlarda ned#dugu Klinik tablolarin
basinda septisemi ve irinli yara infeksiyonu gelmektedyrica mastitislerin en genel
etkenidir. Tavuk ve hindilerde artiritis, septisengangrentz dermatit ve omfalitis,
kopeklerde otitis eksterna ve uriner kanal infe&eiyna neden olgw tespit edilmgtir.
Stafilokoklarin neden oldiu mastitisler cok farkli klinik formlara neden olktadir.
Mastitis etiyolojisinde stafilokok tdrlerinin rol%60-70 civarindadir. Etkenin virulens
Ozelliklerine b&h olarak olgan mastitisler, subklinik, akut, gangrantz ve kkooliabilir.
Genellikle infeksiyonlarin gaunlugu suklinik seyir gostermekle birlikte o6limle de
durumlarda koagulaz negatif stafilokoklardan dariilgelebilir. Bunlar arasindeS.
epidermidis, S. hyicus, S. xylosus ve S. sbutinmaktadir (Akan ve ark 2013).

Sut sektorinde mastitis en dnemli infeksiyon tipidut ineklerinin memelerine
kontamina olanStreptococcus agalactiadylycoplasma sp ve S. aureusklinik ve
subklinik mastitise sebep olurlar. Ozellikle bu klifik inek memelerinden elde edilen
sutlerle, sglik sttlerin pacallanmasi ile endustride 6nemliikdgra sebep olurlar (Ameh
1999).

Pasttrizasyonsiemine tabi tutulan sitlerdeslem sonrasi kontaminasyon buylk
onem taimaktadir. Rekabetci 6zedli disik olan stafilokoklar icin pastorizasyondan
sonraki gamada yganan bir kontaminasyon, mikroorganizmanin en kigede 16
kob/ml'ye ¢ikabilmesi icin arzu edilen ortam glumaktadir (Bergdoll 1991).
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Kuzu piyemisi, kuzularda gorilen bu hastalik kenéemisi olarak da
isimlendirilmektedir. Hastagin primer etkenfS. aureuslarak kabul edilmektedir. Ancak
hastalgin ortaya c¢ikmasindaxodes ricinuskenelerinin rolii de bulunmaktadir. Kene
enfestasyonuna Pl olarak, deride olgan lezyonlardanS. aureu®in vicuda girmesi
sonucunda infeksiyonsekillenmektedir. Hastaiin olusmasinda, keneler tarafindan
kuzulara bulgtirilan Ehrlichia phagocytophilave immunsupresyon da énemli olmaktadir.
Hastalik 6zellikle 2-10 haftalik yeaki kuzularda etkili olur ve kenelerin gon oldyu
mevsimlerde (ilkbahar, yaz) daha fazla oranda artgykar. Bazi kuzularda eklem
problemleri de gorilebilir. Kene miucadelesinin ygipiimasi ve bgarili olmasi, hastalikta
olusan ekonomik kayiplarin azaltilmasinda buyik rolaryfQuinn ve ark 2006).

Eksudatif epidermitis, tim ytaki domuzlarda gortlmesine kar 6zellikle siit emen
domuzlarda 6nemli kayiplara neden olur. Hagtalietkeni S. hyicu¥ur. Hastalik tim
dinyada domuz vyatiricili gi yapilan ciftliklerde domuz yavrulan arasinda wida
yaygindir. Hastalik etkeninin gakli domuzlarin deri ve vaginal mukozasinda bulasm
hastalgin ortaya ¢cikmasinda deride gdun yaralanmalarin ve stres faktorlerinin 6nemini
ortaya koymaktadir. Ayrica cevresel stres faktdteermaruz kalan domuzlarda daha sik
gozlenmektedir (Akan ve ark 2013).

Botriyomikoz, kronik seyirli irinli ve grantlomatohir yara infeksiyonudur. Etken
cogunlukla S. aureukabul edilir. Cg@unlukla atlarda bir yara infeksiyorseklinde ortaya
cikar ayrica inek ve domuzlarda gorilebilir (Quiuenark 2004).

Insanlarda bircok vakadan izole edilmektedir ve aunl balicalari, nosokominal
infeksiyonlar, sinuzit, tonsillit, pneumoni, ostepatit, toksik sok sendrom ve gida
zehirlenmesidir.(Aydin ve Paracia 2006) Stafilokoklarin énemli tdrlerinin neden

oldugu infeksiyonlar ve konakgilar Tablo 3'de veriktii.
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Tablo 3. Stafilokok konakgcilari ve sebep olduklari hastainkl

Tar Konakgl Hastalik
S.aureus Sigir Mastitis
Koyun Mastitis, kuzu epiyemisi
Keci Mastitis, Dermatitis
Domuz Memede botriyomikoz
Kanatli Artiritis, septisemi, gangrendz dermatit
S. saprophyticus | Memeli Idrar yolu infeksiyonu
S. simulans Sigir Mastitis
S. xylosus Sigir Mastitis
S. caprae Keci Idrar yolu ve Kan dokam infeksiyonlar
S. intermedius Kedi/Kdpek Caeitli infeksiyonlar
S.hyicus Domuz Eksudatif epidermitis
Sigir Mastitis
S. chromogenes | Sigir Mastitis
S. sciuri Domuz Eksidatif epidermidis
S. gallinarum Insan G0z ve Hepatit B infeksiyonu
S. carnosus Et ve et Urunleri -
S. kloosii Koyun -
S. arlettae Memeli -

2.7.1dentifikasyon

Genel olarak stafilokoklari v8. aureudl diger mikroorganizma ve mikroorganizma
topluluklarindan ayirt etmede genusa vesasuwzgu Ozelliklerden yararlanilir. Bu
identifikasyon yontemleri alt kisimda tanimlanmaktaler arasi farkliliklar Tablo 2.4.’de
gOsterilmektedir.
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2.7.1. Genel Stafilokokidentifikasyon Yontemleri
2.7.1.1. Katalaz testi

Micrococcaceae familyasinblia stafilokok ve mikrokoklari, Streptococaceae
familyasi Uyelerinden ayirt edici bir deneydir. Bu test resit iceren besiyerlerinde
yapilmamahdir. Clnku eritrositlerde katalaz enzbnilunmakta ve deney sonunda hatal
pozitiflik gozlenmektedirMicrococcaceae familyagStaphylococcuspp. veMicrococcus
spp.) katalaz pozitifStreptococaceaéamilyasi Uyeleri ise katalaz negatiftirler (Arda v
ark 2006, Bilgehan 2004).

2.7.1.2. Koagulaz Testi

Koagilaz enzimi plazmanin pihgfaasinda gérev alir. Trombin katalizéilil ile
meydana gelen fibrinojenden fibrin elumunu sglar. Bakteriler bu enzim sayesinde
plazmayi pihtilgtirir. Olusturduklari fibrin zirhi ile kaplanarak fagositozary« korunurlar.
Koagilaz testiS. aureusin diger stafilokoklardan ayirt edilmesinde en ¢ok Onegnyain
deneydir. Stafilokok kolonisi gortintiist veren vargrboyasinda gram (+) koklar saptanan
tum izolatlarda yapilmalidir. Pigment hemoliz, mamle etki gibi deneylerin hic biriss.
aureus un ayriminda bu kadar gerli degildir. Tlp deneyi ve lam deneyi olmak lzere iki
sekilde yapilabilir. Tip deneyinde stafilokoklariedoyerine saldiklari serbest koagulaz;
lam deneyinde ise kimateme faktoru olarak da bilinen Bl koagulaz argtiriimaktadir.
Lam deneyi hizli sonu¢ vermekle birlikt8.aureussuslarinin % 10-15'i bu yontemle
negatif sonuc¢ verebilir. Mannitolli yalni@. aureusparcaladg halde koagulaz negatif

olanlar parcalamazlar (Bilgehan 2004, Waldvogel®00
2.7.1.3. Lam Koagulaz Testi

S. aureusswslarinin ¢@u hicre duvarinda B koagulaza veya clumping faktore
sahiptir. Bu faktor hizli hiicre aglutinasyonunaegeblan plazmadaki fibrinojen ile direk
tepkimeye girer. Bu test kanli agar, CCNA ya dgedinonselektif nutrient besiyerinde
ureyen kolonilerden yapilabilir. Fakat yiUksek tumro S. aureus’unbazi sglarinda
otoaglitinasyona sebep ofgluicin bu test, yuksek tuz iceren besiyerlerindsrargnitol
salt agar gibi) yapilmamalidir. Clumping faktdrehipaolmayan sglar serbest koagulaz

Uretebilecgi icin, herhangi bir sylam koagtlaz testinde negatif ¢ikar ise bu sonutiip
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koagulaz testi ile dgrulanmalidir.S. lugdunensige S. schleifergibi koagulaz negatif bazi
suslar clumping faktor Uretip lam koagulaz testi ilezgif sonug verebilirler (Koneman ve
ark 2006).

2.7.1.4. Tup Koagulaz Testi

Bu metot ile saptanan koagulaz ekstraselltler klasalinir ve bir kompleks
olusturmak i¢in plazmadaki Koagulaz Reaktif Faktor-Calage Reacting Factor (CRF) ile
reaksiyona girerek stafilotrombin glurur. Stafilotrombin de fibrinojenle reaksiyona
girerek fibrin olyumunu tetikler. Bazi slar, 35 °C’de uzayan inkiibasyon periyodunda
pithtinin ¢dzulmesine sebep olan fibrinolizin Urefgcicin testler 35 °C’de 4 saat
inkiibasyondan sonra oda isisina alinmalidir ve 48&at sonra tekrar okunmalidir.
Nadiren baz6. aureuswlari koagulaz negatif olabilmektedir. Yukarida s@&dildigi gibi
hem tip hem de lam koagulaz testi icin 6nerileramartEDTA’I tawan plazmasidir.
Enterokok turleri gibi organizmalar sitratt kulldml@igi icin sitrath plazma
kullaniimamalidirSayet katalaz testi yapilarak stafilokok ofdukesin tanimlanmamise
yanlis pozitif sonuca gidilebilirinsan plazmasi gili miktarda CRF ve antistafilokokkal
antikorlar icerdginden koagulaz testi yapmada kullanilmamalidir. kipgulaz testsS.
aureusidentifikasyonu igin referans testdir. Bu test, iibzsinyal veren kan kiltiriinden
dogrudan tayan plazmasi icerisine inokule edilerekte yapilalffioneman ve ark 2006).

2.7.1.5. Mannitol Fermantasyonu

Karistk bakteri florasi iceren materyalden stafilokokbar ayirimi igin
kullaniimaktadir. S. aureus mannitoli daima kullanir. Reaksiyon mannitoliin asit
bilesiklere donigmesine dayaniS. epidermidisnannitol fermentasyonu yonunden nadiren
pozitiftir. Mannitole etki etmesi, koagulaz testewd sonra S. aureus diger
stafilokoklardan ayirt etmede en yararl testtilgBhan 2004, Waldvogel 2000).

2.7.1.6. Basitirin Direnci

Micrococcaceadamilyasindaki mikrokok cinsi basitrasine duyadtafilokok cinsi
basitrasine direnclidir (Bilgehan 2004).
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2.7.1.7. Novobiosin Direnci

S. saprophyticuse cok nadir olarak izole edilen bazi koagulaznduz stafilokoklar
(S. cohnii, S. lentus, S. sciuri ve S. xylpsms antibiyotge direncli oldgu halde S.
epidermidis ve S. aureasiyarlidir (Bilgehan 2004).

2.7.1.8. Glukoz Fermantasyonu

Micrococcaceae familyasindakimikrokok genusuoksidatif, stafilokok genusu
fermantatif etki verir (Bilgehan 2004).

2.7.1.9. Dizi ve Amplifikasyon Analizi

Molekuler tanisal yontemler, geleneksel yodntemlaullanarak identifikasyon
yapillmasi zor veya imkansiz olan infeksiy6z etkenldanimlanmasinda en ghli
yontemler olarak kabul edilmektedirlerinfeksiyoz hastaliklarin - molekiler tanisi
cogunlukla nukleik asit odaklidir. Bakteri ribozomlam 30S ve 50S alt birimlerinden elde
edilen 5S ve 16S rRNA’larin baz dizileri gahalarda ¢cok yaygin olarak kullaniimaktadir.
rRNA’lar butiin - mikroorganizmalarda bulunurlar ve kngorganizma evrimi ile
ili skililerini arastirmada idealdirler. Buttin ribozomlardaklavleri aynidir; sabit ve kritik
rolleri nedeni ile de yapilari zaman boyunca cokdaZisir. Ana filogenetik gruplarin
cogunda 16S rRNA bir veya daha cok karakteristik nétite dizilerine sahiptir; bunlara
“oligonikleotid imzalari” denir. 16S rRNA gen selari980’li yillardan beri bakterilerin
siniflandirimasinda ve genotipik analizleri icineinli bir ara¢ olarak kullaniimaktadir. Bu
yontemlerin kullaniimasiyla pek ¢ok yeni cins ve aiyriimistir. rRNA mutasyonlardan en
az etkilenen genetik materyaldir. Bu amaclastandan 16S rRNA, rRNA 30 S alt
unitesinde yer alan bir dizidir. Ozellikle kultirdeetiimemj veya klasik yontemlerle zor
identifiye edilebilen bakterilerin identifikasyoni¢cin 16S rRNA hedef dizidir. 16S
rRNA’nin birkag bolgesi tim bakterilerde ¢ok iyi kmmustur. Bu korunme bolgelerden
secilen primerler tum bakterilerde 16S rRNA amgéfyonunu gdar ve bunlara Gniversal
primerler denir. C@altilan bolgeler ayni zamanda tur identifikasyonwwagayan 6zgin
desisken bolgeleri de icerir. Bundan dolayr 16S rRNA geekansina dayali analiz
yontemleri insanlarda klinik tani laboratuarlarirmkteriyel izolatlarin identifikasyonunda
kullanitlan 6nemli bir yontem halini algtir. Bakterilerin 16S rRNA sekansina dayall

molekiler identifikasyonu veteriner klinik sahada arsKasilan  bakterilerin
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tanimlanmasinda da kullaniimaya slamstir. Ozellikle veteriner rutin  tis
laboratuarlarinda KNS tur diizeyinde identifikasywnkzor ve zaman alici olgundan bu
yontem tercih edilmektedir. Gunimuzde bazi KNStlede artik mastitise neden olan
onemli patojen mikroorganimalar olduklari bilinme#lir. Bu nedenle KNS olarak
tanilanan etkenlerde tir dizeyinde identifikasygailmasi gerekli bir analiz olarak ele
alinmaktadir. Sekans yontemi icin bakterinin izgtasi, bunlardan DNA ekstraksiyonu ve
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 16S rRNA geni cgzaltilarak sekanslanmasi
gerekmektedir (Osek 2003).

2.7.1.10. Lateks Aglutinasyonu

Bu yontemde plazma ile kaplangmlateks parcaciklari kullanilir. Latekse gha
fibrinojen clumping faktori saptar. Ayrica parcdarda bulunan immunglobulin
molekdlleri stafilokokkal hiicre duvari proteini olgorotein A’y da saptayabilir. Bu
protein, IgG molekillerinin Fc reseptori ilegenabilmektedir. Bir agar pgandan alinan
kolonilerin test materyali ile kagmasi sonucu lateks-mikroorganizma stspansiyonu hizl
bir kimelgme gosterir. Ayric&. lugdunensige S. schleiferi’ninbazi sglari da clumping
faktor uretir ve bu test ile pozitif reaksiyon vielle (Koneman ve ark 2006).

2.7.1.11. Pasif Hemoaglitinasyon

Eritrositler ya da sentetik olarak hazirlagmolistiren lateks gibi parcaciklar, st
yontemlerle cok cgtli antijenlerle kaplanabilirler. Byekilde kaplanmy oldugu antijenin
tastyicisi durumuna gelen eritrosit ya da parcacikédektrolitli ortamda bu antijenlerin
antikorlari ile kagilastiklarinda aglutinasyon verirler. Dolayll hemaghasyon denilen bu
testler ¢cok duyarlh olup, ortamda cok az antikodubmasi bile sonu¢ vermek igin
yeterlidir. S. aureusiicrelerinin ytizeyindeki clumping faktort saptanngk fibrinojen ile

sensitize edilngi koyun eritrositleri bu amacgla kullanilir (Konemes ark 2006).
2.7.2.S. aureus Identifikasyon Yontemleri
2.7.2.1. Deoksiribonikleaz (DNAaz) Testi

Baz1S. aureuswlari zayif ya dgUpheli tip koagilaz reaksiyonu glurabilirler ve

nadiren gercekten koagulaz negatif olabilirler. ¥akalarda koagilaz ile ¢ok iyi uyum
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goOsteren ek testler yapmak gerekebif. aureusendontkleolitik ve ekzonukleolitik
aktiviteye sahip olan DNAaz ve termostabilnukleaetiii (Gudding 1983). Bu enzimlerin
her ikisi de nikleik asiti hidrolize eder. DNAazien bakteriler, DNA iceren besiyerinde
DNA'yI parcalayip oligonukleotidler oktururlar. Bu deneyde DNA'll plak besiyerine saf
kiltarden c¢izgi ekimi yapilip 35°C’de 18-24 saaklegéildikten sonra plak yiizeyine 1 N
HCI damlatilmasina dayanir. Bakteri DNAaz yapiyagkan cizgisinin ¢evresinde saydam
bir zon olyur. Endikator olarak besiyerine toluidin mavisi kimus ise DNAaz variginda
bakteriler ekim cizgisi cevresinde parlak pembe zon olytururlar. indikatér olarak
Methyl green konmy besiyerinde ekim c¢izgisi etrafinda besiyerinirgiyeengi acilir
(Brakstad ve ark 1995). Besiyerine katillan toluidmavisi DNAaz aktivitesini
maskeleyebildii icin % 0.005'i gmamalidir. Bu tes§. aureusin identifikasyonunda ek
bir test olarak yardimci olmakla birlikte $h@ Stafilokoklar da pozitif DNAaz reaksiyonu
verebilir (Fung 2006).

2.7.2.2. Termonukleaz Testi

Bu test icin yine ayni DNAaz test besiyeri kullanilSadece agar icerisinde 3 mm
capinda cukur acilir ve 15 dakika su banyosundadmy 24 saatlik sivi kiltdr ile bu
kuyucuklar doldurulur. Plaklar 35°C’de 1 gece inkUbdilerek cukurlarin cevresinde
pembe bir hale okwp olsmadgi izlenir. Bazi hayvan izolatlar§( caprae, S. schleiferi, S.
intermediusve S. hyicusgibi) 1siya direncli termonikleaz Uretir. Bazi goi#az negative
stafilokoklar . epidermitis, S. simulans, S. capitis, S. cammagibi) zayif pozitif
reaksiyon verebilirlerS. aureusendonikleaz testinin 6zgufiu, S. aureusenzimlerine
karsi hazirlanmy monoklonal veya poliklonal antikorlarla seroinlsipon reaksiyonu veya
S. aureussi stabil endonukleazini kodlayan nuc geni PCRydsterilerek dgrulanabilir
(Quinn ve ark 2004).

2.7.2.3. Mannitol Testi

S. epidermidive diger koagulaz negatif turlerin aksir@,aureusnannitolii fermente
edebilir.S. aureusin diski, cevre ve nasal ¢gyicilarda taranmasinda bu 6zgillkullanilir.
Kullanilan besiyeri “mannitol salt agar’dir. Bu =i mannitol (% 1), NaCl (% 7.5),
fenol kirmizisi ve peptonlar icerir. Bu yuksek kansantrasyonu, enterekoklagiddaki
diger mikroorganizmalarin tGremesini engeller ve seoiarak Stafilokoklar Urerizole
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edilen S. aureusolonileri, cevresinde mannitolden asit glmunu gdsteren sari bir zon
varhgl ile saptanabilir. Nadiren blea stafilokok tirleri de mannitolden asit tretabiBu
sebeple bu besiyerinde dretilen mannitol pozitifamizmalar kanli agar besiyerine
pasajlanip koagulaz Uretimi acisindan test edibiireliS. aureusn identifikasyonunu
sglayan molekuler yontemlerin ga PCR bazlidirilk testler identifikasyonu dgulamak
icin amplifikasyon urtnlerini Southern blotlamasgarektiriyordu. Fakat daha sonra, tire
spesifik hedef bolgelerin amplifikasyonu icin dulesmmis, protein genleri gibi hedef
bdlgeler iceren primer argh gelistirildi. NUkleaz (nuc), koagilaz (coa), protein 8pA)
ve vyuzey-ilgkili fibrinojen baglayan protein genleri gibi genler d&. aureu&n
tanimlanmasinda 6nemlidir. Ayrica Stafilokokkal M#gin direncinin tespiti icin mecA ve
16S rRNA gibi spesifik gen boélgelerini gerlendiren multipleks PCR yodntemi de
mevcuttur (Grisold ve ark 2002). Ticari olarak mdm real-time PCR ile barl
sglanmstir. Real-time PCR, ekipmani olmayan rutin labovatlarda PCR’ye alternatif
sunmak icin bir kolorimetrik mikrokuyucuk formatiad coa geninden mMRNA
transkripsiyonunun izotermal sinyal aracili amgh§yonu kullanan yeni molekuiler bir

yontem de gosterilrgiir (Osek 2003).

Tablo 4. StafilokoklardaldentifikasyorSemasi
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Kimelesme faktort | + - - - - d | - - - - |- - _

Termonukleaz | + - - - - + |+ | - - - - |ND |- - -
Hemoliz | + - @ - | @d|d| - - |- @@ -] - @] - ¥

Katalaz | + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ | ]+ + + +

Modifiye oksidaz | - - - - |- - - -+ - -]+ - - -
Alkaline fosfotaz |+ |- [(@)|d [ (#)]| + | + |+ | + | (#) +]| - d | (#)] +
Pirolidonil arilamidaz | - - + |d |d |+ |- d | - -+ ]+ d - | ND
Ornitin dekarboksilaz | - - - - - - - - - - - |- - - ND
Ueaz|d [+ [+ [+ |+ [+ [d ][ +]-1+]-1-1d] -1 +
B-Glokosidaz | + d |- + |- |d|d]|d]| +| +| -| - d | ND | ND
B-Glukoronidaz | - - d |+ |- |- |+ |- |- |d]| -] - d + | ND
B-Galaktosidaz | - + |+ [+ |- + | - - - d | +] - d d | ND
Arginin dihidrolaz | + - + |- + |d |+ | + ]| - - +| d - - "
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Semboller :+, tlrin %90 veya fazlasi pozitif, +, tirin %90 &efazlasi zayif-pozitif, -,
tirin %90 veya fazlasi negatif, d, tirin %11-8%Kapozitif, ND, tespit edilemedi, parantezler

geciken reaksiyonlardaki sonuclari temsil etmektedi

2.8. Enterotoksinler

2.8.1. Genel Bilgiler

Stafilokokkal gida zehirlenmeleri, enterotoksijeniizellige sahip stafilokoklarin
gidalarda 10 kob/g veya daha yuksek sayiysméai sirasinda sentezlenen bir ekzotoksin
olan enterotoksinin, alimenter yol ile alimi sonwtusmaktadir.S. aureugenterotoksijenik
stafilokoklar icerisindeki en énemli tirdiB. aureuglisindaS. intermedius, S. hyicus ve S.
epidermidisturleri de enterotoksin ojturma 6zellgine sahiptir (Bilgehan 2004).

Gida maddelerinde stafilokk kaynakl toksinlerinrlva, gidayi tuketilemez hale
getirmektedir. Tekrar tiketime uygun hale gelmestginik yapidaki toksinleri isilsiem
vb. yontemlerle mimkin olmaktadir. Gidanin tok$en kontamine olup olmaginin bu
islemlerden 6nce thisi mumkundir. Bu this gamasinda okiuralan karar gaci ile

arin/hammaddenin tiketime uygudlussagidaki Sekil 2'deki karar gaci izlenerek tespit

edilebilir;
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Sekil 2. Toksin Tehis Karar Asacl

2.8.2. Stafilokokkal Enterotoksinler

Stafilokokkal enterotoksinler (SE), yakj&k 2€-31 kDa’'lik tek zincirli polipeptid
heterojen gruplardir. Bunlarin g0 bazik ya danétral proteinlerdir (Jablons 1997).
Hidroliz yoluyla 18 aminoasit Uretirler ve yiksekaada lizin, aspartik asit, glutamik a
ve tirozin icerirler. Zincirde sadece iki adet yarsistin reziudisu ile bir veya iki ac
triptofan molekdlt bulunur (Ji 1996).

Serolojik olarak belirlnen 7 toksin (SEA, SEB, SEC, SEC2, SEC3, SED, ¢
oldugu belirtilmis ise de, toksigok sendromu yapan, TS-1(SEF) toksini ve SEG, SE
toksinleri enterotoksin géleri arasinda vyerini alarak sayiyr 10 fa tiar olarak
guncellemgtir (Su 1997).Sekil 3de de toksiksok sendromu toksini (TS&-1)'nin gen
yapisi ve PDB bilgisi gosterilmektec
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TSSTA1
PDB: 3MFG

Sekil 3. Toksik Sok Sendromu Toksini (TSST-1)

Stafilokokkal enterotoksinleri sentezleyen genlexr wim dger PTSAQ'ler gibi
bakteriyofaj, plazmid ve heterologgenetik elemantiarafindan tanirlar ve tainma
sekilleri de patojenite adalarina gore farkhlik tgig. Bu ekspresyonu U¢ dizenleyici
sistem kontrol ederek yonlendirmektedir. Bunlagr, sar ve katabolit baskilayici
sistemlerdir (Dinges ve ark 2000).

SE’ler higroskopik 6zelliklerinden dolayl su ve hwzsolisyonlarda ¢6zinebilme
Ozelligine sahiptirler. Enterotoksinler pH < 2’'de peps@rif insan intestinal sisteminin
proteolitik enzimlerine direnclidirler (Munson vekal998).

Istya dayanikli SE’lerin en o6nemli Ozgjli olup gidalardaki enterotoksinlerin
pisirme, pastbrizasyon veyagdir 1sI uygulamalari ile tamamen inaktive edilemkstik
bilinmektedir (Jay 1996). SE’lerin 1siya dayanilkiéri Gzerine yaptiklari bir ¢gimada,
SEA ve SEB'nin 100C’de 90 dakikada, 128C’de 30 dakikada, SEC’nin 10€’'de 180
dakikada, 120°C'de 60 dakikada tamamen inaktive atdu bildirismistir. Termal
dayaniklihkta dnemli kriterler; toksinin safly serolojik tipi, yaklaik toksin miktari, 1si
islemi uygulanan medium, ortam pH gei ile teshis ve saptama yontemidir (Bergdoll
1991).
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Toksinler kurumaya ve gamainlarina yuksek diren¢ gdsterirler. Tampon c¢ozelti
icinde SEA toksinlerinin 8.0 kGy gamgini uygulamasi ile yikimlang, bununla beraber
kiyma orneklerinde bu dizeydekjin uygulamalarindan sonra SEA'nin %27-34’Gndn
yikimlanmadg bildirilmistir. SE’lerin spesifik olmayan T hiicre poliferasymu uyaran
superantijen fonksiyonlarinin yani sira gucli gastestinal toksin olma Ozellikleri de
vardir. SE’lerin 1s1ya ve tripsin, pepsin gibi gagttestinal enzimlere direncli olmalari en
onemli 6zelliklerinden biridir (Erol 2003).

Stafilokokkal enterotoksinler, genellikle ssu6zgl olmakla beraber, bir tir birden
fazla toksin uretebilmektedir. Turler icerisinde AESEB, SEE, 239-296 aminoasit
reziidusunden ofur. SEC3, 236 aminoasit rezudiustundenwl{Bergdoll 1991).

Yapilan argtirmalar en sik rastlanan toksinin enterotoksinldugunu gosternstir
(Gilmour 1990). Intoksikasyonunsiddeti alinan toksin miktarina pldir. Evenson ve
arkadalarina (1988) gore 100-200 ng enterotoksin A'ninraési ile gida intoksikasyonu
olusur. Gida intoksikasyonlarina en c¢ok A toksinin medddusu ve bunu B ve D

toksininin izledgi bircok argtirmaci tarafindan ifade edilgtir (Notermans 1984).
2.8.2.1. Stafilokokkal Enterotoksin A (SEA)

SEA'yI kodlayan entA geni, bir bakteriyofaj taradem tainmaktadir. Bu fajin
sirklarizasyon ve karikli gen aktariminin bakteriyel kromozom icerdgentamamlangh
saptanmytir. entA geninin faj bglanma boélgesine yakin bir yerde lokalize gidu771 baz
ciftinden olgtugu ve 257 aminoasit rezidisunun entA prekursoranidlakg
bildiriimektedir. Bu yapida 24 rezidultik bir N-temmal hidrofobik 6n dizilimi glenmekte
ve 27.100 Da molekulergaligindaki SEA’nin sonseklini olusturmaktadir (Notermans
1984). Sekil 4de de stafilokokkal enterotoksin A'nin gen yapi® DB bilgisi

gOsterilmektedir.
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SEA
PDB: 1SXT

Sekil 4. Stafilokokkal enterotoksin A

2.8.2.2. Stafilokokkal Enterotoksin B (SEB)

SEB salinimini diizenleyen entB geninin kodlama fndllyaklgik 900 nikleotit
icerir. SEB prekirsor proteinleri 267 aminoasitd@h.400 Da) olgur ve 27 aminoasitlik
N-terminal sinyal peptidini icine alir. Gida zekinimelerindes. aureusin klinik izolatlar
icinde entB geninin kromozomal yapida gidy fakat dger bakteri sglarinda genin 750
kb (kilobaz)'lik bir plazmid tarafindan ¢endigi bildiriimektedir (Balaban ve Avraham
2000). Sekil 5'de de stafilokokkal enterotoksin B'nin gempysi ve PDB bilgisi

gOsterilmektedir.
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SEB
PDB: 1SBB

Sekil 5. Stafilokokkal enterotoksin B

2.8.2.3. Stafilokokkal Enterotoksin C (SEC)

Antijenik olarak SEC'nin SEC1, SEC2 ve SEC3 olmateng uc farkh alt tipi
bulunmaktadir. Butin SEC’ler 801 baz cifti ve 2Zidéltk bir sinyal peptid icermektedir.
SEC1 ve SEC2'nin sinyal peptidleri benzerdir. entikleotid dizilimi entB’yi kodlayan
genle %74, SPE A ile %59 gibi oldukca yuksek biamata benzerlik gosterir. SEC3’Un
sinyal peptidi dier SEC’ler ile %77.7’lik bir benzerlik gosterir. ve SEC2'nin olgun
formu arasinda yalnizca 4 aminoasitlik bir fark @o®enzerlik) vardir. er yandan
SECY'in SEC2 ile arasinda 7 (%97.4 benzerlik), SHE3arasinda da 9 aminoasitlik
(%97.9 benzerlik) bir fark oldiu bildirilmistir (Hovde 1990)Sekil 6'da da stafilokokkal
enterotoksin C3'ln gen yapisi ve PDB bilgisi gilshektedir.
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SEC3
PDB: 1JCK

Sekil 6. Stafilokokkal enterotoksin C3

2.8.2.4. Stafilokokkal Enterotoksin D (SED)

SED'yi kodlayan gen olup bu gen 27.6 kb penisilipégzmidi tGizerinde yer alir. Bu
plazmid pIB485 olarak bilinir. entD geni 30 aminikis sinyal peptid iceren 258
aminoasidi kodlar. 228 aminoasit olgun polipeptabasl 26,360 Da molekilegal ga
sahiptir ve dier SE’lerin dizilimine ylksek dizeyde benzerlik ggis. SED sUperantijeni
MHC sinif Il molekiilleri ile yilksek diizeyde afinigbstermek icin Zif'ye baslanir ve

bunun sonucunda SED Frile birlikte kristalize olur (Balaban ve Avrahard@).
2.8.2.5. Stafilokokkal Enterotoksin E (SEE)

entE geni 771 baz cifti icerir ve 26.000 Da molekidgirligl ile olgun ekstraseliler
bir form oluwturur. DNA dizilimleri SEE, SED ve SEA'nin yakinigkili oldugunu
gostermektedir. SEE, SEA ile birlikte %84 gibi yaksbir oranda dizilim benzegjini
paylair (Couch 1988).
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2.8.2.6. Stafilokokkal Enterotoksin G (SEG)

entG geni 777 nikleotid icerir ve 233 aminoasitkdine dongmek Uzere boélinen
258 aminoasitli prekirsoér proteini kodlar SEG SPESEB, SEC ve SSA'ya

(Streptococcus siperantijer) 8n cok benzeyen toksindir (Munson 1998).
2.8.2.7. Stafilokokkal Enterotoksin H (SEH)

SEH, 27,300 Da molekllerzgaliginda bir enterotoksindir. SEH grup | ile %36-38
oraninda benzerlik gosterir (Su 1993). SEHediSE’ler ile benzer yapiya sahiptir, fakat
biyolojik 6zellikleri daha az karakterize edilgti. SEH, SEA’dan daha az potansiyele
sahip olmasina gmen insan T hicreleri icerisinde gucli mitojenikiake gosterir ve

insan MHC sinif Il molekdline ganma afinitesi yuksektir (Munson 1998).
2.8.2.8. Stafilokokkal Enterotoksin | (SEI)

entl geni 729 nukleotid icerir ve 242 prekirsor tpnoi kodlayan aminoasit ile
sonlanir. 24.928 Da molekulegidiginda olgun proteinlere kahk 218 aminoasitten
olusan toksin formuna dogur. SEI, grup I'e grup II'den daha ¢ok benzerlikstgiir, fakat
diger SE’lere oranla bu benzerlik daha azdir. SEI @2@&minoasit oraniyla en fazla SEA,
SEE ve SED’ye benzer (Munson 1998).

2.8.2.9. Stafilokokkal Enterotoksin J (SEJ)

entD bir plazmid tarafindan kodlanmaktadir. Entekein D ve J'nin acik okuma
bolumleri zit yonlerde yer almakta ve birbirindeer tbir kolu 21 nikleotid uzunfiunda
olan dongum tekrari iceren 895 nikleotid intergenik bolgegieilir. 269 aminoasitli SEJ
proteini SEA, SEE ve SED'ye % 64-66 oranlarindailidiz benzerlgi gosterir. PCR
uygulamalari, entJ determinantinin bitin SED’ledlkyan plazmidlerde bulunabilegei
disundurmektedir (Zhang 1998).

2.8.2.10. Stafilokokkal Enterotoksin K (SEK)

SEK yeni bir enterotoksindir. 26.000 Da molekulgrriagina sahiptir ve deneysel
calismalarda izoelektrik noktasi 7.0-7.5 olarak belinegtir (Dinges ve ark 2000).
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2.8.3. Enterotoksin Olyumuna Etki Eden Etkenler

Enterotoksijenik ttrler icin, toksin ojturma kagullari, vejetatif gekme kagullarina
gore farkhlk gostermektedir. Ornek olar& aureusicin bu deerler gagidaki Tablo
5'de, genel stafilokok kallari ise agiklamalarda verilgir.

Tablo 5. S. aureusgin Ureme ve toksin Uretme gdlari

Ureme Toksin Uretme
Optimum Aralik Optimum Aralik
SicaklikT 37 6,7-47,8 40-45 10-47,8
pH 6,7 4-10 6-7 4,5-9,8
Ay Degeri 0,98 0,83 0,98 0,86-0,99
NaCl 0 0-20 0 0-10
Atmosfer Aerob Aerob-Anaerob Aerob Aerob-Anaerob

2.8.3.1. Ekstraselliler Etkenler
2.8.3.1.1. Besin Maddeleri

DusUk su aktivitesi dgerine sahip besi yerine prolin ilave edilmesiyle BSE
olusumunun stimile edildini ancak, glisin, betain ve karnitin ilavelerind® etkinin
gorulmedgi bildirilmi stir. Demir, inorganik fosfat, karbondioksit veyakbarbonat iceren
besiyerleri sekonder metabolitlerin glumunu artirmaktadir. Magnezyumun SEC, demirin
ise SEB olgumunu yuksek diizeyde etkilgdbildirilmi stir (Quinn ve ark 2004).

2.8.3.2.1. Sicakhk

S. aureusin Uremesi icin gerekli optimum sicaklik derecgsi°’C iken enterotoksin

dretimi icin optimum sicaklik 40-4%C arasinda dgsmektedir (Quinn ve ark 2004).

2.8.3.1.3. pH Dgeri

Enterotoksinlerin olgumu icin optimum pH deerleri 6-7 arasindadir. SEB qlumu
ile kasilastirildiginda SEA olgumu pH dgisikliklerine daha toleranshdir (Tompkin
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1973). pH degerinin azalmasi slarin gelsmesinden c¢ok, toksin aojturmalarini
kisitlamaktadir ve 6zellikle enterotoksin B ve Qidgok etkilenmektedir (Bergdoll 1991).
Bir arastirmada drtntin éangi¢c pH dgeri 6.78 iken bu muhafaza sicgkhin etkisi ile
bakterilerin ge§melerine bgli olarak dizenli olarak azalgl ortaya konmstur. Burada
laktik asit bakterilerinin geymelerinin yani sira kremada bulungekerin anaerobik
bakteriler tarafindan kullaniimasi pH'ninsdiesinde etkili olmgtur (Notermans 1984,
Bergdoll 1991).

2.8.3.1.4. Atmosferik Kgullar

Belay ve Rasooly, anaerobik s&dlarin S. aureusin gelisimi ve SEA olgumu
uzerine etkilerini argirdiklar bir calgmada, stafilokok hicre yonlugunun aerobik
kosullarda anaerobik kmllara gore 9-17 kat daha fazla ofdu bulunmy ve SE
olusumunun gelimeye bgli oldugu gdsterilmgtir. Anaerobik ortamda yagagelisme az
toksin olyumuna neden olurken her iki &dda da inkibasyonun 120. dakikasindan sonra
SEA belirlenebilmgtir.

2.8.3.1.5. NaCl ve Su Aktivitesi

% 5’lik NaCl konsantrasyonlari tuzsuz ortamlara nteaS. aureusidremesini
artirirken, %7.5 ve %10 duzeylerindeki tuz konsasyonu dremeyi kismen geciktigdi
bildirilmi stir. Qi ve Miller’in, disik a, degerinin SEA ve SEB biyosentezi Gizerine etkisini
aragstirdiklar bir calsmada, SEB olgumunun dgik g, degerine SEA olgumundan daha
duyarli old@gunu ortaya koymglardir (Carpenter 1974). Notermans ve ark (198dksgk
stafilokok sayisina usan kolonilerde yap# gozlemlerde bile 0,93,alegserinde B ve C
tipi enterotoksinleri tespit edemegtir. Lotter ve Leistner (1978), enterotoksin A'nua

enterotoksin D'nin 0,86,alegerinde, sglar tarafindan olgturabilecgini saptamglardir.

2.8.3.1.6. Dger Kimyasallar

Laktobasiller tarafindan dretilen veya gidalaravelaedilen HO, S. aureusin
dremesini inhibe edebilmektedir. Sheldrake ve 2600 mg/L iodininS. aureussayisinin
azaltiimasina oldukcga etkili olgunu saptamglardir. S. aureusFRI-100 ve FRI- 472
swlarinin gelgimi Gzerine en fazla privik asit, FRI- 137sana laktik asit ve S6 suna
laktik, sitrik, asetik, pruvik ve propiyonik asitla hepsinin etkili oldgunu bildirmilerdir.
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Bir calismada laktik asidin enterotoksin sentezini buyukides inhibe etfii saptanmytir
(Domenech 1992).

2.8.3.1.7. Rekabetci Ozellik

Stafilokoklarin genel olarak zayif rekabetci 6z@dlisahip bakterilerdir. Sivi besi
yerinde Pediococcus cerevisiaere toksin olgturan S. aureus swlari arasindaki
etkilesimler stafilokoklarin 20 kat daha az SEA, SEB ve CSBlwturmalariyla
sonuclanmygtir (Haines 1973).

2.8.4. Epidemiyoloji

Stafilokokkal gida zehirlenmeleri, sindirim sisteniizerine etkili enterotoksin
kaynakli oldgundan bu icege sahip gidanin alimi zehirlenme safhasindan bidyign
tasimaktadir. Kontaminasyona&rtams gidanin tiketimini takip eden 2-6 saatlik bir siiee
siddetli karin &risi, sanci, bulanti, kusma ve ishalle kendini gést Genellikle atg
gorulmezken, yegkin insan icin 0,1-1 mg enterotoksinin gida ilenatasi yeterlidir. Akut
semptonlarin siresi genellikle 24 saatten kisa goldugin, stafilokokkal gida
zehirlenmelerine gereken dnem verilmemektedir (Ewarl988).

Insanin dgal mikroflorasinda bulunan, stafilokoklarin, bu Hbikéerinden dolayi
baslica gidaya bukama araci "sektor ¢ganlar” olarak kabul edilmektedir. Toksin tipine
bagli olarak SE'nin dozu d#sir. Genel olarak alinan gidanin 1 graminda 1ng SE
bulunmasi belirtilerin ortaya ¢ikmasi igin yeterimaktadir (Sutherland ve Varnam 2002).

Genel olarak ilgili kaynaklarda minumum toksin doma 1ug veya daha az olarak
bildiriimesine rgmen, 94-184 ng diuzeyindeki SEA'nin okul ¢cocuklaandtoksikasyona
neden oldgu bildirilmistir (Evenson 1988).

2.8.5. Toksin Tghis Yontemleri

Stafilokokkal intoksikasyonlarin ghisinde, enterotoksinlerin gidalarda varliklarinin
belirlenmesi buyik ©Onem g¢anaktadir. Metodolojik c¢agmalar gostermstir ki
enterotoksinlerin ve tiplerinin saptanmasinda ELI$Anzyme Linked Immunosorbent
Assay, RIA (Radio Immuno Assaywe RPLA Reserved Passived Latex Agglutination
tekniklerinini uygulandii bilinmektedir. ELISA teknii, yuksek duyarliga sahip,

guvenilir, kolay uygulanabilen ve cabuk sonuc¢ verain teknik olmasi nedeniyle
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Onerilmektedir (Park 1994). Son zamanlarda entksitterin saptanmasi igin ticari test
kitleri Uretilmistir. RIDASCREEN, TEVRA, TRANSIA, VIDAS, SET-EIA v&kPLA gibi
ticari kitler ¢aitli gidalarin analizlerinde kullaniimaktadir (Br&006).

2.8.5.1. ELISA

Antijen antikor reaksiyonunu gercekiemek icin bircok yontem olmasinagaen
son yillarda en ¢ok kullanilan yontem ELISA testidBu yontemde, antijen ya da antikor
bir enzimle garetlenmekte ve immunolojik reaksiyon, enzimatik bktivite sonucu
Olcilmektedir. ELISA testinin direkt, indirekt vearsdvic ELISA gibi farkli sekilleri
olmasina ramen en sik kullanilani sandvi¢ ELISA yontemidir (igL2006).

Patojen mikroorganizmalari ve toksinlerini belirkeglknicin birgok ELISA testi
gelistirilmi stir. Fakat bunun yaninda ELISA’'nin manuel prosed§ok zahmetli oldgu
icin son zamanlarda bazi ELISA testleri (VIDAS, Asmce EIA, Transia Elisamatic II,
Detex vb) tamamen otomatik hale getirigti. Bu sistemler ileListeria monocytogenes,
Salmonellasp, E. coli0157, stafilakokkal enterotoksin ¥@&ampylobactesp. gibi patojen
ve toksinleri kisa surede otomatik olaraghie edilmektedir. Guntimuzde kullanilan birgok
ELISA kiti yuksek standarda sahiptir ve otomatilarak calgtiklari icin hiz ve verimi
arttirmakta ve insan hatalarini azaltmaktadirlan@-2006).

ELISA yontemi toksin tespit strecinde, Turk Gidadéksi (TGK)'ne gore 0,1 ng/ml
hassaslikta ¢calan bu yontemde stafilokokkal enterotoksin v@anin tespit edilememesi
gerekmektedir (Sgam 1999).

ELISA hicresel komponent bazlh bir teknolojidir. Bueknoloji 06zel
mikroorganizmalari ya da hicresel komponentlerillabgak icin bir antijen-antikor
reaksiyonunu kullanir (Moldenhauer ve Yvon 200Bmiinanaliz yontemleri genellikle
proteinlerin antijen-antikor etkijgmi ile hedefin varlginin dlgulmesinde kullanilirlar.
Algilama sinyali radyoaktif, kolorimetrik veya flesan olabilir. imminanalizlerin
hassasiyeti ve secidii kullanilan antikorla ilgkilidir. ELISA teknigi en guvenilir
kantitatif algilama metodudur. ELISA antijenin veyatikorun kati ylizey uzerine
yerlestiriimesine gore farklsekillerde uygulanir;

* Yarismali ELISA
* Dolayll ELISA
e Sandvi¢ ELISA
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ELISA mikrobiyologlar arasinda yiyecek, su, ve @sal veya klinik drneklerde
hassas ve kantitatif olarak bakterilerin veya toleinin algilanmasinda popiler olarak
kullaniimaktadir. ELISA endosporlar, kapsuller, ga endospor okiuran bakterilerin
hiicre duvarlari komponentlerini algilamak icin kmlilabilir. ELISA testlerinde birkac
adim olup, bglanmams bilesikleri atmak icin yikamayi da iceriilk 6nce coklu plgin
kati yiizeyine bir antikor [ganir. Daha sonra bitin mikroorganizmalari veyaospdrlari
iceren bir antijen sUspansiyonu test edilmek Uzsrgkor kaplanny ylzeye uygulanir.
Antikor antijeni yakalayarak yizeye gar. Bir enzim ile bglanms bir antikor antijene
baglanir ve uygun bilgk eklendginde enzim kataliz gorevi gorerek onu oksitleyerek
renkli ya da floresan bir bijezi spektrofotometre gibi uygun bir cihazla algilaietek
sekilde uretir Sekil 7). Tipik ELISA algilama limitleri endospor ve tim higcalgilamasi
icin 104-106 bakteri arglindadir (Speight ve Hallis 1997).

. Enzim etiketli antibadi

Substrat
ok
*
>
Tanilama antibadisi
* Hedef protein
Yakalama antibadisi

96 ‘lik plaklardaki kuyucuklar spesifik, vakalayici antibadilerile
kaplanir.

Sekil 7. ELISA uygulama basamaklari
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2.8.5.2. RIA

RIA (Radioimmunoassay), kultlr filtratlari ve gid&straktlarinda enterotoksinlerin
saptanmasi ic¢in genioranda kullanilngtir. Bu metot antikor molekdillerin Gzerindeki
baglanma bolumlerine, o6rneklerdesaretlenmenyi bu toksin ile standart radyoaktif
isaretlenmg toksinin yarsmasi esasina dayanir. Genel olarak hizli (3-4 saal}10 ng/g
dizeyinin altinda toksinleri saptayabilen bir ydgntiér. Dezavantajlari ise non-spesifik
reaksiyonlar, yuksek oranda purifiye enterotoksieregtirmesi, antijenik epitoplarin
isaretlenmesi esnasinda mumkin olabilecek advergrtadyoizotoplarin kisa yarilanma
omrd, radyondlidlerin insan gmgina zararlari ve pahall saptama cihazlarina gerieksi
olmasidir (Brett 2006).

2.8.5.3. PCR

Polimeraz zincir reaksiyon(PCR), molekuler biyoloji ve genetik alaninda geloir
kullanima sahip olan bir yontemdir (Edel 1998). Buzimatik reaksiyon, ortamda
polimeraz enzimi ve sentez icin uygun molekilledubmasi halinde, DNA ve RNA
dizisinin secilip taninmasi ve amplifikasyonunglagan yontemdir. Bu yontem molekdler
markirlarin gagmalari igin alternatif bir yol sgamaktadir. PCR, bakteri, viris, mantar,
protozoon ve parazit gibi hastalik etmenlerinighisinde kullaniimasinin yani sira,
mikrobiyal calgmalar, adli tip ve genetik hastaliklarin tanisiadakullaniimaktadir. PCR
tekniginin  bulunmasindan gunimuize kadar pek cok yeni twaetogelstirilmi stir.
Cogaltiimasi istenilen DNA dizisinin bilingi durumlarda kullanilan metotlar; Nested-
PCR, Real- Time PCR, Multipleks PCR, Kantitatif PCRuch Down PCR, Solid Phase
PCR, ve Revers Transkripsiyon PCR’dir (Sevindik3®01

2.8.5.3.1. Nested-PCR

PCR teknginin spesifitesini artirmak icin gatirilen yontemdir. Bu ydntemde,
birbirini takip eden iki polimeraz zincir reaksiywnmevcuttur. Yontemde istenilen
amplifiye dizilerin i¢ bolgesinin ggaltiimasi amaciyla dizayn edilen primerlerin
kullanildigi 2 PCR glemi uygulanmaktadir. Uygulanan ilk amplifikasyondeedef DNA
dizisinin ds bdlgesine 6zgu iki diprimer kullanilarak uzun bir bdlgenin galtiimasi
gerceklgmektedir. ikinci amplifikasyon mekanizmasinda, ilk amplifikasyglan gelen

bdlgenin i¢c bolgesine Igganan iki ic primer kullanilarak kiguk alanin gaitiimasi
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sglanmaktadir. Bu yontem ile gunumizde pek ¢cok pmboz bakteri, viris ve birgok
hastalik etmeni this edilmektedir (Karatg2012).

2.8.5.3.2. Real-Time PCR

Real-time PCR, DNA ya da mRNA o6rnekleriningadtimini ve trinlerinin miktarini
tek bir tipte tespit edebilen son zamanlarda popliaus bir tekniktir (Klein 2002). Gen
anlatiminin belirlenmesi, farkl§ena ve patolojik durumlarin saptanmasi igin ¢ok
onemlidir. Medikal argtirmalarda ve molekiler tani gahalarinda biyolojik materyalle
calisirken cok sayida doku orgi@e veya hicre miktarina ihtiya¢ duyulur. Real-tiP€R
metodu ile cok az miktardaki biyolojik bir 6rgi@ ozelligini hizl, glvenilir ve hassas bir
sekilde ortaya koyulabilmektedir (Bustin 2005). Réale RCR, infeksiyon hastaliklarinda
patojenlerin belirlenmesinde diziye 6zgu floresaobar sayesinde Klinik laboratuarinda
tercih edilen ve rutin olarak uygulanan bir yontealine gelmgtir. Bu yontem sayesinde
cok sayida mikrobiyal patojen tanimlagnolup antibiyotiklere kan direncli olan turler
tespit edilmgtir. Vanamisine direnclEnterococcus faecalden E. faeciumc¢ok yaygin bir
patojenite etkeni olarCandida sp.’nin bazi 6énemli tirleri belirlenerek bu infeken
ajanlarina 6zgu floresan primer ve problar geelimi s ve tanida kullaniimaya Banmstir
(Gunel ve Aydinli 2009). Real-time PCR tegnie et ve et Urtinlerind8almonellaspp.L.
monocytogenes, E. cdl157:H7,Yersinia enterocolitica, S. aureus, C. jejgiidi pek ¢ok
patojen bakterinin tanimlanmasi icin ¢ok sayidastaraa yapilmgtir. Bu argtirmalar
sonucunda real-time PCR’In hizi, hassasiyeti, fipEsive otomasyona uygun olmasi gibi
avantajlarindan dolayi gida kaynakl patojenlegspitinde umut verici bir yontem olgu
ileri sUrdlm@tdr. Bunun yani sira bu ybntem ile malaria hagmh neden olan
Plasmodium falciparumP. vivax ve P. ovaletirleri teghis edilmitir (Perandin ve ark
2004).

2.8.5.3.3. Multiplex PCR

Bu PCR metodunda kalip DNA dizisini gatmak amaciyla ayni reaksiyon icerisine
birden fazla primer cifti ilave edilerek galtma glemi yapilmaktadir. Bu metotgalikh
olarak virtis ve viroidlerin genlerinin galtiimasinda kullaniimaktadir (Levy ve ark 1992).
Multiplex PCR ile genetik calmalar yapilng ve hastalik etmeni patojen mikroorganizma

teshis edilmistir. Yapilan aratirmalar ile multiplex PCR ile bu hastalik etmemér
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tanimlanmasi ve ghisi sglanmstir (Houf ve ark 2000). Multiplex PCHRE. coli (STEC)
bakterilerinin tanimlanmasi i¢in en hassas yontésmak kabul edilmektedir. Siga toksin
UretenE. coli (STEC), insanlarin mide ve gasaklarin 6nemli hastalik etmenidir. Yapilan
aragtirmalar sonucunda insanlardan izole edilen coli (STEC) bakterilerinin tghis
edilmesinde multiplex PCR (mPCR) yonteminden yaraling ve bagari s&lanmstir
(Osek 2003).

2.8.5.3.4. Reverse-Transkriptaz PCR

Revers Transkriptaz PCR yontemi, normal PCR’daklifaiarak RNA ¢@altimini
amaclayan hucrelerden izole edilen RNA molekilierinetroviriislerden izole edilen
Revers transkriptaz enzimi yardimiyla komplement®NA (cDNA) sentezini
gerceklgtirmesi sonucu, gen ekspresyonu analizlerinin wdyidigi hizli ve hassas bir
yontemdir.ilk olarak RNA kalip olarak kullanilarak tamamlay@NA sentezlenir, sonra
DNA-RNA sarmalinin ayrilmasi gkanir, son olarak da ayrilan DNA dizisi kalip olara
kullanilarak cift zincirli DNA dizisi ¢galtiimasi sglanir (Santagati ve ark 1997).

2.8.5.3.5. Touch Down PCR

Touch Down PCR tekai ile istenmeyen DNA dizilerinin ggaltimi s&lanmaktadir.
ilk asamada primer sicakg cok yiiksek tutularak primerlerin spesifigkilde hedef diziye
baglanmasi amaclanmaktadir. Daha sonra turlar ilddgdbu sicakfiin Tm seviyesine
diUsUridlmesine dayanmaktadir (Kara2012).

2.8.5.3.6. Solid Phase PCR

Solid Phase PCR DNA cip teknolojisinin kullangditek ntkleotid polimorfizm ve
DNA dizi analizlerinde kullanilan yiizeye sabitleg@NA'nin tretiminde kullanilacak bir
polimeraz zincir reaksiyon gielidir. Cogaltma glemi yluzeye 5 ucundan tutturulmu
primerler tarafindan gercekl&ilir (Karatas 2012). Bu yontem, su ya da havadaki
herhangi bakteri veya virls tespitini gkayabilmektedir (Toranzos 1992). Klinik
orneklerden bakterilerin hizli biekilde tespit edilmesi hasta icin antimikrobiyataei
icin 6nemli bir unsurdur. DNA c¢ip teknolojisi kuhidarak patojen bakterilerin geis
edilmesi argtirmalar sonucu kanitlangtir (Mitterer ve ark 2004). Geleneksel olarak
havada bulunan bakteriler sinirli kltar temelling@mler ile izlenilmesi sganmaktadir.
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Ancak bircok bakteri hicresi aerosol stres o6rneksukarindan dolayr kultar
edilemeyebilmektedir. PCR, kultir gereksinimi ogadkaldirmak icin hedef ntkleik asit
sekanslarinin tespiti icin ve amplifikasyonuna imk&rmektedir. Solid PCR (SP-PCR) ile
yapilan cakmalarda havadaki mikroorganizmalarin tespit ediimdes kullanildg ve
havada bulunan mantar sporlarinin tespitinde kudags belirtilmistir (Alvarez ve ark
1994).

2.8.5.3.7. Asimetrik PCR

Asimetrik PCR, DNA dizi analizi ve hibridizasyongimarinin kullanildg durumlar
icin DNA’nIn ¢ift sarmalindan sadece birininggdtiimasina olanak giyan bir polimeraz
zincir reaksiyon turadir. Reaksiyonda kullanilactn pimerlerden birinin miktari yiksek
tutulup c@unlukla o primerin bganac& bodlgenin ¢@altimi sglanir. Bunun yani sira
genel c@altma prensibi klasik polimeraz zincir reaksiyonnraynisidir. Asimetrik PCR
yontemi ile molekiler saretleme probu kullanilarak adenovirtslerdeki hedehlerin
tespiti, E. colikdlttr Grunlerinin belirlenmesi, bitki virtsleriniteshisinde kullaniimaktadir
(Karatg 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Arastirma Materyali

Bu calsmada, Mayis 2017 tarihlerinde Aydin ili ve cevrerfaaliyet gosteren 4
adet (A, B, C, D tesisleri olmak Uzere) farkl siietim tesisinden 28 adet svap numunesi
ve sit toplama tanklarindan $6f ml olmak Uzere alinan 86 adeg @ut orngi steril
kaplarda spuk zincir altinda Adnan Menderes Universitesi Vister Fakiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina getiritek S. aureusdiizeyleri ve stafilokkal
enterotoksinlerin varfl yoninden incelendi. Toplanan svap numunelerilienamuneleri

Tablo 6 ve Tablo 7’de gosterilmektedir.

Tablo 6. Svap numunelerinin toplargliyerler

NO Tarih Saat Yer Durum
A 14 Mayis 2017 18:00 Kaynatma Kazan igi No:5 CIP
A 16 Mayis 2017 18:00 Kaynatma Kazan i¢i No:3 CIP
Dis Depo Tanki No:3 Hat
A 16 Mayis 2017 18:00 |Girisi CIP
Dis Depo Tanki No:3 Tank
A 16 Mayis 2017 18:00 |[ici CIP
Kaynatma Kazani No :3 Hat
A 14 Mayis 2017 18:00 |Girisi CIP
Tulum Peyniri Pres Tank
A 16 Mayis 2017 18:00 |Hat Girisi CIP
A 16 Mayis 2017 18:00 |I¢ Depo Tanki No:2 CIP
A5 8 Mayis 2017 11:45 84 Arac Taihg Yikanmamg
A9 8 Mayis 2017 11:45 7165 Arag Taltk CIP
Al3 10 Mayis 2017 11:45 Depo Tai CIP
Al3 10 Mayis 2017 11:45 Depo Tank Hat giri CIP
Bl 9 Mayis 2017 11:30 Depo Tanki CIP
B2 11 Mayis 2017 11:00 Hat Boru Giiri CIP
B2 11 Mayis 2017 11:00 Depo Tank CIP
C6 8 Mayis 2017 11:00 Depo Tank No:1 -
C6 8 Mayis 2017 11:00 386 Arac Tariki Yikanmamg
C8 8 Mayis 2017 10:30 386 Arac Taiti Yikanms
C8 8 Mayis 2017 10:30 386 Arag¢ Tank hat giri Yikanmis
C10 | 10 Mayis 2017 10:30 Depo Tank ici No:2 CIP
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Cl1l2 | 11 Mayis 2017 10:30 Depo Tank No:2 Yikagmi
Cl2 | 12 Mayis 2017 10:45 Depo Tank No:4 Yikagm|
C13 | 11 Mayis 2017 10:30 | 056 Arag Tarki CIP

Cl13 | 12 Mayis 2017 10:45 056 Arac¢ Tanki Hat @iri CIP

D13 | 13 Mayis 2017 10:00 |Isleme Haznesi CIP

D13 | 13 Mayis 2017 10:00 Mayalama Hattl  iiri CIP

D4 8 Mayis 2017 10:30 Depo Tank Yikanmami
D4 8 Mayis 2017 10:30 Kaynatma Kazani Ylkanmﬂml
D14 | 16 Mayis 2017 10:10 Arac Depo Tanki Yikanmami

Tablo 7. Sit numunelerinin toplangi yerler

Ornek Alindi g1 Tarih
Al 4 Mayis 2017
AlA 5 Mayis 2017
AlB 5 Mayis 2017
A3A 6 Mayis 2017
A3B2 6 Mayis 2017
A3B1 6 Mayis 2017
A3S 6 Mayis 2017
A4 8 Mayis 2017
A5 8 Mayis 2017
A6 8 Mayis 2017
A7 8 Mayis 2017
A9 8 Mayis 2017
A10 8 Mayis 2017
A10A 8 Mayis 2017
All 10 Mayis 2017
Al12 10 Mayis 2017
Al3 10 Mayis 2017
Al13A 10 Mayis 2017
Al4d 11 Mayis 2017
Al5 11 Mayis 2017
A16 11 Mayis 2017
Al7 11 Mayis 2017
Al18 11 Mayis 2017
Al9 11 Mayis 2017
A20 12 Mayis 2017
A20A1 12 Mayis 2017
A20A2 12 Mayis 2017
A21 12 Mayis 2017
A22M 12 Mayis 2017
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A23M 12 Mayis 2017
A24M 12 Mayis 2017
A25 13 Mayis 2017
A26 13 Mayis 2017
A27 13 Mayis 2017
A28 13 Mayis 2017
A29 13 Mayis 2017
A30 13 Mayis 2017
A31l 16 Mayis 2017
A32 16 Mayis 2017
A33 16 Mayis 2017
A34 16 Mayis 2017
A35M 16 Mayis 2017
A36M 16 Mayis 2017
Bl 8 Mayis 2017
B1A 8 Mayis 2017
B2 11 Mayis 2017
B2A 11 Mayis 2017
B3 16 Mayis 2017
B3A 16 Mayis 2017
C1l 4 Mayis 2017
Cc2 5 Mayis 2017
C3 6 Mayis 2017
C4 6 Mayis 2017
C5 6 Mayis 2017
C6 8 Mayis 2017
C7 8 Mayis 2017
C8 8 Mayis 2017
C9 8 Mayis 2017
C10 10 Mayis 2017
Cl1 10 Mayis 2017
C12 11 Mayis 2017
C13 11 Mayis 2017
C12 12 Mayis 2017
C13 12 Mayis 2017
Cl4 12 Mayis 2017
C15 13 Mayis 2017
C16 13 Mayis 2017
C17 16 Mayis 2017
C18 16 Mayis 2017
D1B 5 Mayis 2017
D1A 5 Mayis 2017
D2 6 Mayis 2017
D3 8 Mayis 2017
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D4 8 Mayis 2017
D3A 8 Mayis 2017
D7 8 Mayis 2017
D8 10 Mayis 2017
D8A 10 Mayis 2017
D9 10 Mayis 2017
D10 11 Mayis 2017
D10A 11 Mayis 2017
D11 12 Mayis 2017
D12 12 Mayis 2017
D12A 12 Mayis 2017
D13 13 Mayis 2017
D14 16 Mayis 2017

3.1.2. Besiyerleri

3.1.2.1. Baird Parker Medium (BPM) (Oxoid® CM275)

Tryptone 10,0 gr
Lab-Lemco Powder 50qr
Yeast Extract 1,0 gr
Sodium pyruvate 10,0 gr
Glisin 12,0 gr
Lithiume chloride 5,00r
Agar 20,0 gr

Besiyerinin pH’sI 6,8-7.0’a ayarlanarak BPM’'den @3tartilarak 1000 ml distile su
icerisinde kawtirildi. Elde edilen kasim 12TC’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi.
Sterilizasyon gleminden sonra 5C’'ye kadar sgutuldu. Karisima 50 ml Egg Yolk-

tellurite emulsiyon ilave edilerek hazirlandi.

3.1.2.2. Mannitol Salt Agar (Merck® 105404)

Pepton 10,0 gr
Meat Extract 1,0 gr

NacCl 75,0 gr
Mannitol 10,0 gr
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Phenol Red 0,025 gr
Agar 12,0 gr

Besiyerinin pH’sI 6,8-7.0’a ayarlanarak 108,0 glhaak sekilde isitilarak distile su
icinde eritildi ve otoklavda 121 °C'da 15 dakikargize edildi. 50 °C'a squyunca steril
petri kutularina 12.5'er mL dokulda.

3.1.2.3. DNase Test Agar (Merck® 110449)

Tryptose 20,0 gr
NaCl 5,0 gr
Deoxyribonucleic asit 1,0 gr
Phenol Red 0,025 gr
Agar 15,0 gr

Besiyerinin pH’si 6,8-7.0’a ayarlanarak 42,0 g/aadksekilde 1sitilarak damitik su
icinde eritildi ve otoklavda 121 °C'da 15 dakikargize edildi. 50 °C'a sguyunca steril

petri kutularina 12,5'er mL dokuld.

3.1.2.4. Ringer Tablet ( Merck® 1.15525.0001)

500 ml distile suya 1 tablet ilave edilerek kamnldi. Karisim 127°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edildi. Daha sonra °60ye kadar sg@utuldu ve Numunelerin

sulandiriimasi ve dilisyonlarinin hazirlanmasi lgiianilidi.

3.1.3. Besiyeri Supplementi

3.1.3.1. Egg Yolk —Tellurite Emulsion % 20 (Merck 103785.0001)

Steril Egg Yolk (Yumurta Sarisi) 200 ml

NacCl 4.25 gr
Yeast Extract 1.00r
Potassium tellurite 2.1 gr

1 litre steril ve 50C’ye kadarsgzutulanbesiyerine 50 ml Egg Yolk -tellurite
emdulsiyon ilave edilerek drneklerin bakteriyologkalizinde kullanilacak besiyeri

hazirlandi.
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3.1.4. Ayiraglar
3.1.4.1. Hidrojen Peroksit (HO2) (Merck 1.08597.1000)

S. aureugin Streptococcusp.’lerden ayriminda kullanildi.
3.1.4.2. Bactident Coagulase ( Merck 1.13306.0001)

S. aureusdentifikasyonu gamasinda kullanildi.

3.1.5. ELISATest Kiti
3.1.5.1. RidascreemSET Total (R-Biopharm, Germany, Art. No:R4105)

1 x Mikrotiter plate 96 kuyucuklu
1 x Pozitif kontrol 2 ml, SET A,B,C,D,E icermektedct=2 ng/ml
1 x Negatif kontrol 2 ml
1xKonjugat 1, 11 ml
1xKonjugat 2, 11 ml
1xSubstrat/kromojen 13ml
1xKromojen 7ml, tetrametil benzidin
1xStop solusyon 13mi
10x WashBuffer pH 7.2, 100 ml
Sut drneklerindekiStaphylococcus aureusnterotoksininin varginin argtirilmasi
ELISA teknigi ile SET A, B, C, D, E Total test kifRidascreen®, Germany) kullanilarak

gerceklatirildi. Analiz prosedurt Uretici firmanin talimatl dogrultusunda uygulandi.

3.1.6. Pozitif Kontrol

Arastirmamizda pozitif kontrol olarak Anabilim Dal &larinda bulunan
Staphylococcus auressibspaureusRosenbach ATCC® (25923) kullanilghr.
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3.2. YOntem
3.2.1. Cg Sut Orneklerinden S. aureus izolasyonu

Analizi yapilan ¢g sut orneklerindes. aureussayimi TSE 6582 1SO 6888 (2001)
standardi ¢ercevesinde gercagkitddi. Numuneler, aseptikartlarda stomacher torbalarina
10’ar ml olacaksekilde alinip, Gzerine 90 ml steril fizyolojik peptu su ilave edilerek
karistiricida 2 dakika boyunca homojenize edildi. Hom@e edilen 6rneklerden Fye
kadar seri dilisyonlar hazirlandi. Bu dilisyonlardagg yolk-Tellurite Emulsion iceren
Baird Parker agara ylizeyde yayma plak yontemiyb&utasyon yapilip, 37C’de 48 saat
inkiibasyona birakildiinkiibasyonun ardindan etragffaf hare ile cevrili, gri ve siyah
renkli karakteristik kolonilerS. aureussupheli koloniler olarak deerlendirildi. Stpheli
kolonilere gram boyama, DNAaz testi, mannitol femasyonu, lam koagulaz testi ve
katalaz testi uygulandiktan sonra, pozitif sonugeme koloniler S. aureus olarak

degerlendirildi.
3.2.1.1. Gram Boyama

S. aureussUpheli olarak 6n identifikasyonu yapilan ve sgflalan bakteriler
Gram boyama tekpi ile boyandi (Downes ve Ito 2001). Bu amacla lagerinde %
0.9 NaCl icerisinde ¢ozunduriulen bakterilersteefikse edildikten sonra 2 dakika kristal
viyole, yikamayi takiben 1 dakika iodine ve 15 gagi % 95 etanol ile muamele edildi.
Karsit boyamasi icin 30 saniye safranin icerisinde &igkli. Mikroskop altinda 100x
objektifte bakterilerin renkleri ve morfolojilerncelenmg olup Gram pozitif ve tek ya da
ikili veya Uzum salkimi morfolojisinde dizensiz kélenmi mikroorganizmalar

Staphylococcusp.stpheli olarakidentifikasyonlarina devam edildi.
3.2.1.2.DNAaz Testi

S. aureuszolatlari, DNAaz enzimi Gretmekte ve koloni etrafaki DNA'y1 yapisal
birimleri olan nikleotidlerine pargalamaktadir. Bumacla 6nceliklesipheli koloniler
DNAaz agara 0ze yardimiyla gecildi ve 37°C'de, 2datsinkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi petri yiizeyini kaplayacak bicinidé¢ HCI ilave edildi ve DNA'nIn
HCI ile muamelesi sonrasi presipitasyon warlincelendi. Sonuc¢ olarak DNA’nin
mikroorganizmalar tarafindan kullaniimayan bélgelaat, S. aureustarafindan bakteri
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DNAaz enzimi sayesinde DNA'In parcalapdbdlgelerdeseffaf zonlar gbzlendi ve bu

sonucu veren koloniler DNAaz pozitif olardkgerlendirildi (Koneman ve ark 2006).

3.2.1.3Katalaz Tedi

Bakteri kultirinden alnmibirka¢ koloni temiz bir lam Gzerinde birka¢c dania
3lik H20O, ile Kkarstirildi. Gaz kabarciklarinin ¢ikmasi katalaz pdziwlarak

degerlendirildi (Koneman ve ark 2006).

3.2.1.4. MannitolFermentasyonu

Besiyeri bilgimindeki yiksek tuz konsantrasyonu refakatci flonargelsimini
baskilamaktadir. Mannito5. aureusin gelsimini desteklerken, ayni zamanda koloni
etrafinda fenol red ile belirlenen sari zonsalmunu sglamaktadir.BPA’'da gelsen S.
aureus izolatlari Mannitol Salt Agar'a pasaji yapildi. 8gerinin fenol kirmizisi renginin
sarlya dongmesi mannitol fermentasyonu acisindan pozitif d&amdeserlendirildi
(Muratagslu 2010).

3.2.1.5. Lam Koagulaz Testi

Temiz bir lam Gzerine 1 damla EDTA’lI tgan plazmasi damlatilarak bir 6z dolusu
S. aureusslpheli koloni ile stispanse edildi. On saniye icindeair tozu gérinimunde
aglutinasyon olgup olsmadgl gozlendi. Her izolat icin steril serum fizyolojik
kullanilarak testin kontrolu yapildi (Koneman vé& a006).

3.3. ELISA

Aseptik sartlarda alinan ve gok zincirde laboratuara getirilengcsit numuneleri
ticari kitin prosedurinde (r-biopharm® AG, Darmgtadsermany. Art. No.:R4105)
belirtilen sekilde hazirlanarak 10 °C’de 5000 rpm devirde Hkikha santrifij edildi.
Santrifij sleminden sonra ylzeyde oan stpernatant kisim dikkatli bigekilde
uzaklgtinldi. Kit ve reaktifler kullanim Oncesi oda ski&ina getirildikten sonra, her
stribi bir izolat icin kullanilan mikrotiter pfan A-G'ye kadar olan kuyucuklarina

uzaklgtirma kleminin ardindan kalan plazmadan 100 pl, H kugwoa ise pozitif
54



kontrolden 100 pl konulduktan sonra kuyucuklarimdeki sivilarin iyice kasmasi
sgglanip 37 °C’de 1 saat inkilbasyona birakidkubasyon sonunda plaklar uyggekilde
bosaltilarak, kullanim talimatlarina uygun olarak heanms olan yikama solliisyonundan
her bir kuyucga 300 pl yilkama sollisyonu konularak yikandi. Kuylenun yikama
soltisyonu ile yikanmasglemi 5 kez tekrar edildi ve heglem sonrasinda bu sivi tamamen
bosaltildi. Yikama yapilan kuyucuklarin Gzerine 100gmizim konjugat 1 ilave edilip 37
°C'de 1 saat inkiibasyona birakildinkubasyon sonrasinda tekrar kuyucuklardaki sivilar
bosaltilip 5 kez yikamaslemi gerceklstirildi. Yikama sonrasinda kuyucuklara 100
enzim konjugat 2 ilave edildi ve 37 °C'de 30 dakikikibasyona birakildl. Yine
kuyucuklardaki sivilar b@ltilip 5 kez yikamaslemi tekrar edildi. Yikama yapilan
kuyucuklara bu kez substrat-kromojen kamindan 10Qul ilave edilip 37 °C’de 15 dakika
inkiibasyonu takiben yikamglemi yapiimadan kuyucuklara 1@ stop soliisyonu eklendi
ve 30 dk icerisinde 450/620 nm absorbangedede ELISA cihazi okuyucusunda
(Thermo® MultiSkan) okumsalemi gerceklstirildi.

Her bir 6rnek icin F ve G kuyucuklarinda bulunamgat# kontrollerin Optik Dansite
(OD) deserlerinin aritmetik ortalamasina 0.15 ekleyerglk eleger belirlendi. Buna gore
orneklerin OD dgerleri eik degerin altinda ise negatif,s veya uzerinde ise pozitif
olarak kabul edildi.

ELISA testi gamasinda kullanilan kit, ylkama ve okuyucu cihanikropleyt

gorantileri Resim 1, Resim 2, Resim 3 ve Resim ak&terilmstir.

Resim 1.ELISA kit icerigi
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1T O A

Resim 3.ELISA Mikropleyt Okuyucu Cihaz

Resim 4.ELISA reaksiyonunda kullanilan mikropleyt
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4. BULGULAR

Bu calsmada, Mayis 2017 tarihlerinde Aydin ili ve cevrerfaaliyet gosteren 4
adet (A, B, C, D tesisleri olmak tzere) farkli siietim tesisinden 28 adet svap numunesi
ve sit toplama tanklarindan $6t ml olmak lzere alinan 86 adeg @ut orngi steril
kaplarda spuk zincir altinda Adnan Menderes Universitesi Vigter Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina getiritek S. aureusdiizeyleri ve stafilokkal
enterotoksinlerin varg yonunden incelendi. Svap numunelerinden izoléead. aureus
kolonileri Resim 5'da, stit numunelerinden izolelenS. aureudkolonileri ise Resim 6’de
gosterilmektedir. Svap numunelerinden izole edi&naureussayilari Tablo 8'de, st
numunelerinden izole edileéd. aureussayilari ve stafilokkal enterotoksin vgrlise Tablo
9’'da sunulmstur.

Resim 6.S0t numunelerinden izole edil& aureuskolonileri
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Tablo 8. Svap numunelerinden izole edil&naureusayilari

NO Tarih Saat Yer Durum ?kgg/ﬁ;)s

A30 |14 Mayis 2017 18:00| Kaynatma Kazan i¢i No:5 CIP| Ureme olmadi
A31 |16 Mayis 2017 18:00f Kaynatma Kazan i¢i No:3 CIP| Ureme olmadi
A32 |16 Mayis 2017 18:00f BDepo Tanki No:3 Hat Gii CIP 4.2x10- 5.2x10
A33 |16 Mayis 2017 18:00 BDepo Tanki No:3 Tank igi CIP | 4.2x10-5.2x10
A34 |14 Mayis 2017 | 18:00 gﬁ’i’;atma Kazani No :3 Hat CIP | 5.8x16- 6.2x10
A35 |16 Mayis 2017 18:00 gljrlll;n Peyniri Pres Tank Hat CIP Ureme olmadi
A36 |16 Mayis 2017 18:00| i¢c Depo Tanki No:2 CIP Ureme olmadi
A5 |8 Mayis 2017 11:45| 84 No'lu Arag Taiti Yikanmams | 5.8x10- 6.2x1d
A9 |8 Mayis 2017 11:45| 7165 No'lu Arag Taigk CIP Ureme olmadi
A13 |10 Mayis 2017 11:45| Depo Taid CIP Ureme olmadi
A13 |10 Mayis 2017 11:45| Depo Tank Hat giri CIP Ureme olmadi
B1 |9 Mayis 2017 11:30| Depo Tanki CIP 5.8%16.2x1d
B2 |11 Mayis 2017 11:00| Hat Boru Giri CIP 4.2x10- 5.2x10
B2 |11 Mayis 2017 11:00| Depo Tank CIP 4,2%1%)2x10
C6 |8 Mayis 2017 11:00| Depo Tank No:1 - 5.8%182x1d
C6 |8 Mayis 2017 11:00{ 386 No'lu Arag Tariki Yikanmamg| Ureme olmadi
C8 |8 Mayis 2017 10:30| 386 No'lu Arag Talgk Yikanms Ureme olmadi
C8 |8 Mayis 2017 10:30| 386 No'lu Arag Tank hatgiri| Yikanmg | 5.8x10- 6.2x1d
C10 |10 Mayis 2017 10:30| Depo Tank igi No:2 CIP 4. 2xB2x10
C12 |11 Mayis 2017 10:30| Depo Tank No:2 Yikasmj 3.0x16- 1.3x16
C12 |12 Mayis 2017 10:45| Depo Tank No:4 Yikagm| 5.8x10- 6.2x1d
C13 |11 Mayis 2017 10:30| 056 No'lu Arag Tarii CIP 5.8x16- 6.2x10
C13 |12 Mayis 2017 10:45| 056 No'lu Ara¢ Tanki Hat @ijri  CIP 5.8x16- 6.2x1d
D13 |13 Mayis 2017 10:00| isleme Haznesi CIP 1.6x308.0x1d
D13 |13 Mayis 2017 10:00| Mayalama Hatt Giiri CIP 5.8x10- 6.2x1d
D4 |8 Mayis 2017 10:30| Depo Tank Yikanmami Ureme olmadi
D4 |8 Mayis 2017 10:30| Kaynatma Kazani Yikanmgins.8x10- 6.2x10
D14 |16 Mayis 2017 10:10[ Arag Depo Tanki Yikanmgrh.8x10- 6.2x10

Toplanan svap numunelerinin bulgulari acisindan, BA,C, D kletmelerinden

toplanan svap numunelerinden; CIP (otomoatik tezmid) ve dier yikama prosedurl

uygulanmasina gmen Dg Depo Tanklari, Tank ic¢i, Kaynatma kazani ve Mayaa

hatlarindan alinan numunelerdegya miktardaS. aureusvarligi saptanmtir.

Ayni

sekilde arac tank ici ve gifierinden de ygun miktardaS. aureusvarhgl saptannytir.
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Tablo 9. Sut numunelerinden izole edil& aureusayilari ve Stafilokkal enterotoksin

varligi

Ornek Alindi1 g1 Tarih E?]ifrll)ciléiliz:n S. aureus (kob/ml)
Al 4 Mayis 2017 Rastlanmadi
AlA 5 Mayis 2017 Rastlanmadi | Ureme olmadi
AlB 5 Mayis 2017 Rastlanmadi
A3A 6 Mayis 2017 Rastlanmadi | 3.0x10- 1x10
A3B2 6 Mayis 2017 Rastlanmadi
A3B1 6 Mayis 2017 Rastlanmadi
A3S 6 Mayis 2017 Rastlanmadi
A4 8 Mayis 2017 Rastlanmadi
A5 8 Mayis 2017 Rastlanmadi
A6 8 Mayis 2017 Rastlanmadi
A7 8 Mayis 2017 Rastlanmadi
A9 8 Mayis 2017 Rastlanmadi
Al10 8 Mayis 2017 Rastlanmadi
A10A 8 Mayis 2017 Rastlanmadi | Ureme olmadi
All 10 Mayis 2017 Rastlanmadi
Al2 10 Mayis 2017 Rastlanmadi
Al3 10 Mayis 2017 Rastlanmadi
A13A 10 Mayis 2017 Rastlanmadi | Ureme olmadi
Al4 11 Mayis 2017 Rastlanmadi
Al5 11 Mayis 2017 Rastlanmadi
Al6 11 Mayis 2017 Rastlanmadi
Al7 11 Mayis 2017 Rastlanmadi
Al8 11 Mayis 2017 Rastlanmadi
Al19 11 Mayis 2017 Rastlanmadi
A20 12 Mayis 2017 Rastlanmadi
A20A1 12 Mayis 2017 Rastlanmadi <1.0x10
A20A2 12 Mayis 2017 Rastlanmadi | Ureme olmadi
A21 12 Mayis 2017 Rastlanmadi
A22M 12 Mayis 2017 Rastlanmadi
A23M 12 Mayis 2017 Rastlanmadi
A24M 12 Mayis 2017 Rastlanmadi
A25 13 Mayis 2017 Rastlanmadi
A26 13 Mayis 2017 Rastlanmadi
A27 13 Mayis 2017 Rastlanmadi
A28 13 Mayis 2017 Rastlanmadi
A29 13 Mayis 2017 Rastlanmadi
A30 13 Mayis 2017 Rastlanmadi
A3l 16 Mayis 2017 Rastlanmadi
A32 16 Mayis 2017 Rastlanmadi
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A33 16 Mayis 2017 Rastlanmadi
A34 16 Mayis 2017 Rastlanmadi
A35M 16 Mayis 2017 Rastlanmadi
A36M 16 Mayis 2017 Rastlanmadi
Bl 8 Mayis 2017 Rastlanmadi
B1A 8 Mayis 2017 Rastlanmadi | Ureme olmadi
B2 11 Mayis 2017 Rastlanmadi
B2A 11 Mayis 2017 Rastlanmadi | Ureme olmadi
B3 16 Mayis 2017 Rastlanmadi
B3A 16 Mayis 2017 Rastlanmadi | Ureme olmadi
Cl 4 Mayis 2017 Rastlanmadi
C2 5 Mayis 2017 Rastlanmadi
C3 6 Mayis 2017 Rastlanmadi
C4 6 Mayis 2017 Rastlanmadi
C5 6 Mayis 2017 Rastlanmadi
C6 8 Mayis 2017 Rastlanmadi
C7 8 Mayis 2017 Rastlanmadi
C8 8 Mayis 2017 Rastlanmadi
C9 8 Mayis 2017 Rastlanmadi
C10 10 Mayis 2017 Rastlanmadi
Cl1 10 Mayis 2017 Rastlanmadi
C12 11 Mayis 2017 Rastlanmadi
C13 11 Mayis 2017 Rastlanmadi
C12 12 Mayis 2017 Rastlanmadi
C13 12 Mayis 2017 Rastlanmadi
Cl4 12 Mayis 2017 Rastlanmadi
C15 13 Mayis 2017 Rastlanmadi
C16 13 Mayis 2017 Rastlanmadi
C17 16 Mayis 2017 Rastlanmadi
C18 16 Mayis 2017 Rastlanmadi
D1B 5 Mayis 2017 Rastlanmadi
D1A 5 Mayis 2017 Rastlanmadi | Ureme olmadi
D2 6 Mayis 2017 Rastlanmadi
D3 8 Mayis 2017 Rastlanmadi
D4 8 Mayis 2017 Rastlanmadi
D3A 8 Mayis 2017 Rastlanmadi | 2.1x10- 1.0x1G
D7 8 Mayis 2017 Rastlanmadi
D8 10 Mayis 2017 Rastlanmadi
DSA 10 Mayis 2017 Rastlanmadi | <1.0x10- 3.0x10
D9 10 Mayis 2017 Rastlanmadi
D10 11 Mayis 2017 Rastlanmadi
D10A 11 Mayis 2017 Rastlanmadi | Ureme olmadi
D11 12 Mayis 2017 Rastlanmadi
D12 12 Mayis 2017 Rastlanmadi
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D12A 12 Mayis 2017 Rastlanmadi | Ureme olmadi
D13 13 Mayis 2017 Rastlanmadi
D14 16 Mayis 2017 Rastlanmadi

Tablo 9'da goruldgu gibi Aydin ilindeki gletmelerden alinan 86 adet sit @ine
icerisinden 14 adedi, TGK 2000/6 NumaralgG@ut ve Isilislem Gormig icme Sitleri
Tebligi'nde belirtildigi kosullarda altinda isilslem uygulanmy stitler olup, 6rneklerin 4
(% 29) adedind&. aureuszolasyonu saptangtir. Saptanan izolelerin hi¢ birisinde toksin
sentezleyebilecek popullasyongkmamstir. 86 adet sut orrgnin tamaminin (% 100)
Turk Gida Kodeksi2009/14 Tebli numarali, G& Siit ve Isilislem Gormig icme Sutleri
Tebliginde Desisiklik Yapilmasi Hakkinda Tebiie gore S. aureussayisi bakimindan
uygun oldgu saptanmgtir. Incelenen toplam 86 Orgi@ higbirinde stafilokokkal
enterotoksin (SET A, B, C, D, E Total) vailbelirlenememitir.
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5. TARTISMA

Bu calsmada Aratirmamizda, Aydin ilindeki farkli dretim tesisleda caitli
noktalardan orneklerind8taphylococcus aureuimolasyonu ve Uringlenecek olan ¢ig sut
orneklerindeStaphylococcus aureuge enterotoksinlerin vagi ELISA metodu ile tespit
edilmesi amaclanrgtir.

Surdaralebilir sghkh bir yasam igin, gunlik beslenme ve diyet uygulamalarinda
siklikla sut ve sut trunleri tercih edilmektedititSe sut Urdnleri galime c¢g&inda olan
bebekler ve cocuklar tarafindan fiziksel ihtiyagtarkagilanmasi amaci ile gunluk
diyetlerinin  énemli bir kismini  okturmak durumundadir. Ancak sltte geli
kontaminantlarin yanisira 6zellikle mikrobiyel kantinantlarin bulunmasi &k
acisindan belli riskleri de beraberinde getirmektegesitli 6nemli patojen etkenlerin sitte
ve sut urtnlerinde bulunmasi istenmemektedir. Btojpa etkenlerden birisi des.
aureusdur. Cig sitte S. aureusvarligl toplum sgligi acisindan oldukca 6nem arz
etmektedir (Nassasra 2011).

Cig sut ¢c@u patojen icin oldgu gibi S. aureusgcin de uygun bir ortamdir. Sutler
normal sartlar altinda ve hijyenik kurallara uyularak héamsa bile, belli sayida
mikroorganizma bulundurabilmekted®. aureussite sgildigi hayvandan bukanaktadir.
Ozellikle mastitisli hayvanlardan géan siitler enteropatojent. aureususlarinin 6nemli
bir kaynaidir. Cig siutte bulunars. aureushayvanin meme kanallarindan, vicudundan,
havadan, sudan ve sitggainda kullanilan aletler-ekipmanlar ile muhafazasasinda
bulunduklar kaplardan gelebilmektedir (Gulband2806, Cakir 2007).

Cig sitlerde S. aureusacisindan yapilan catnalarda farkli izolasyon oranlari
bildirilmi stir. Jorgensen ve ark (2005) Norvec¢'te inek ve keiileri ile icinde peynir
orneklerinin de bulundiu ¢ig sutten yapilan trtinlerde enterotoksijeSikaureusarligini
inceledikleri bir cagmada inek sdtlerinin % 75 dizeyindg aureusile kontamine
oldugunu bulmglardir. Normanno ve ark (2005}alya’da 2000-2002 yillari arasinda
yaptiklari bir argtirmada 437 adet gisut ornginden 168 (% 38.4) adedinin koagulaz
pozitif S. aureuscerdigini belirtmiglerdir. Nohutcu (2005) yagil calsmada 190 adet gi
sut ornginden 55 (% 35) adet, Gunglan ve ark (2012) da, 60gcsut ornginden 60 (%
100) adetS. aureuszole ettiklerini aciklamglardir. Morandi ve ark (2007) izole ettikleri
112 adetS. aureusin 86'sinin ¢g sutlerden 26’sinin gisutlerden hazirlanan trinlerden

oldugunu bildirmglerdir. Rall ve ark (2008) da Brezilya’da yaptiklaralsmada klasik
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kiltarel metotlarla 54 @ sut ornginden 38 adet (% 7(. aureuszole etmglerdir. Virgin
ve ark (2009), yaptiklar ¢camada incelenen 542 siut 6gn@n 218’'inde (% 40.22)S.
aureusoldugunu belirlemglerdir. Diger bir calsmada Garcia ve ark (20095panya’da 75
sut ornginin hepsinde (% 100%. aureussaptamylardir. Yilmaz ve Gonulalan (2010),
Kayseri ilinde yaptiklari ¢calmada toplam 60 adetggsit 6rnginin 30’'unun Turk Gida
Kodeksi 2000/6 Tebi numarali, Gi Sut ve Isilislem Goérmi icme Sutleri Tebfine
S.aureussayisi yoniunden uygun olmgdn bildirmislerdir. Génulalan ve Erga(2010)
inceledikleri 100 sat orr@nin 60'Inda (% 60) Staphyloccoccusspp. Uremesi tespit
etmislerdir. Inceledikleri 300 izolata yaptiklari katalaz ve kikag testi ile izolatlardan
42'sinin (% 14)S. aureusldugunu belirlemglerdir.

Yapilan calgmalar incelendiinde genel olarak gisitte yiksek oranlarda. aureus
izole edilebildgi gorilmektedir. Cabmamizda 86 adet gisttlerden % 4.65 oraninda S
aureusizole edilmi olmasi, 6rnek alinagletmelerdeki sit tanklarindaki hijyen kalitesinin
yeterli olmasiyla igkilendirilebilir. Stt numunelerind8. aureuimamasina ganen, arag
tanklarindan alinan numunelerde c¢ikan yiksek mik&ar aureus sayilari, Gretim
tesislerinden isil slemlerin dg@ru uygulandgini, fakat CIP prosedurlerinin ve gdir
hijyenik uygulamalarin yetersiz oldunu gostermektedir.

GidalardaS. aureusin gelismesi ve toksin olgturmasi birgok faktore Ighdir.
Bunlar pH, tuz miktari, @adegeri, rekabetci mikroflora ve gida maddesinin kinajas
icerigidir. Bununla birlikte gidada bulunan rekabetcirioin engelleyici veya destekleyici
etkisinin de bulundgunu belirtiimgtir (Sancak ve ark 2006).

Genel olarak enterotoksijeni8. aureusarin gidada 1®kob/g veya daha bilyiik
diizeyine ulgmalari sonucu yeterli miktarda toksin gdibilir. Insanlarda intoksikasyon
olusturacak minumum diizeydeki enterotoksini Uretebie@numum hicre sayisi, gin
tipi, toksin tipi ve substrata (gidanin kompozisypsicaklik ve dier fiziksel ve kimyasal
parametreler gibi) b olarak deisiklik gosterir. Saptanabilir diizeyde SEA yakla10'
kob/g’a kadar dgilk sayidaki hicre tarafindan Uretilebilmektedir. ASESEB ve SED
liretenS. aureusswsunda hiicre sayisi 6x1&ob/ml oldgunda retilen SEA miktari 1
ng/ml iken sayl 3x10kob/ml diizeyine yiikselginde 4 ng/ml diizeyine weistir (Erol
2007, Unlutirk ve Turangal999).

Cig sutlerle ilgili yapilan cadmalarda farkli dizeylerde enterotoksin varh
bildirilmi stir. Umoh ve ark (1990) inceledikleri 42 inek sliin13’'Unln enterotoksijenik
S. aureusicerdigini ve bu izolatlarin 5inden SEA, 3'Unden SED saptgini
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belirtmislerdir. Lamprell ve ark (2004) Fransa’dagcsutten yapilan peynirlerden izole
edilen 852S. aureuszolatindan 63’'Unun (% 7,3) enterotoksijenik gilduve calsmadan
farkl olarak, izolatlarin en ¢cok SED'yi Uretti bulunmutur. Jorgensen ve ark (2005)
Norvec'teki ¢g sutlerden yaptiklari camada en cok SEC toksininin tespit edildi
bildirmislerdir. Normanno ve ark (2005) tarafindan sit veistinlerine ait 364 izolattan
362’si S. aureusolarak identifiye edilmi ve 362 izolattan 217'sinin (% 59,9)
enterotoksijenik oldgu belirlenmgtir.  SEC’nin kontamine sut ve st Grdnlerinin
tuketimine bgh ortaya cikan stafilokokkal intoksikasyonlarin emli bir nedeni
olabilecezi bildirilmektedir, fakat caymamizda SEC enterotoksini saptanmgmi

Joffe ve Baranovics (2006) tarafindan yuritllensganin sonucunda, Letonya'da
marketlerde sata sunulan sit ve sit Urini drneklerinin % 44.1 tiies sutlerin % 25,
cig sut orneklerinin ise % 22.5 diuzeyin8e aureudle kontamine oldgu bulunmuytur.
EnterotoksijenikS. aureusin % 77.3 duzeyinde en ¢ok mastitisli sutlerdevigézedildgi
ve izolatlarin en ¢ok SEA dUrettikleri belirtilgtir. Sonu¢ olarak, mastitisin sut ve st
ardnlerinin  enterotoksijenik S. aureus ile kontaminasyonunda ©6nemli bir rol
oynayabilecgi ifade edilmektedir.

Fujikawa ve Morozumi (2006), UHT sitlerd® aureusve enterotoksin Uretimine
iliskin bir model tzerinde camiglardir. Gelstirdikleri modele gore sitte bulana®.
aureussayisi 18%ob/ml diizeyine eginceye kadar toksin tretiminin ve bakteri sayisini
arasinda pozitif bir ifki oldugunu ortaya koymglardir. Ayni modele gore 19C ve 32
°C'ler arasinda sicaklikta muhafazanin toksin Uniim olumlu yonde etkilendini
belirlemilerdir.

Cremonesi ve ark (2006jtalya’da buyiikba ve kiiciikba hayvanlarin sitleri ile
yaptiklari camada; 111 orngn hepsinde koagulaz pozith. aureussaptanglardir.
Orneklerin 95 tanesi (% 86) enterotoksinlerden erbiaini icerdiini bildirmislerdir. 73
bliylukbg sutinden 58 adedinde (% 79), 38 kicgklsitinden 37'sinde (% 97)
enterotoksin belirlenglerdir.

Soejima ve ark (2007), gaiz sutuS. aureusle kontamine ederek 35 °C’de inkibe
etmiler ve bu kegullarin S. aureus gelisimini ve SEA Uretimini hizlandirg@ini
bildirmislerdir.

Boynukara ve ark (2008), 408 sut numunesindenetilderi 106S. aureususunun
27 tanesinin enterotoksijenik olgunu belirtmglerdir. 25 syun SEA, 2 sgun SEB
yoninden pozitif oldgu bildirilmistir.

64



Yilmaz ve Gonulalan (2010), Kayseri ilinde yaptrklgalsmada toplam 60 adetgi
sut 6rnginin 37 adedinin Stafilokokkal enterotoksinlerinrvg yoninden, Turk Gida
Kodeksi yonetmefii gida maddelerindeki bujanlarin maksimum limitleri hakkindaki
2008/26 nolu teblig’e uygun olmaglni bildirmislerdir. 19 érngin SEA, 3 drngin SEB, 9
ornesin SEC, 6 orngin SED yoninden pozitif oldiwnu bildirmglerdir.

Gontlalan ve Erga(2010) inceledikleri 100 sit orgein 28 adedinde SE vagini
belirtmislerdir. Numunelerdeki SE’lerin 10’'unun (% 35.7) SE&Ssinin (% 7.1) SEB,
5’inin (% 17.8) SEC, 9unun (% 32.2) SED ve 2'sir{h 7.1) hem SEA hem de SED
oldugunu saptamlardir.

Calismamizda 4 adet farklsletmeden alinan toplam 96 adeg gitit ornginin hig
birisinde stafilokokkal enterotoksin vaiina rastlanmangtir. CalsmamizdaS. aureus

diuzeylerinin toksin olgturabilecek saylya wamadg! kanaatine varilngtir.
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6. SONUC ve ONEHLER

Arastirmada, Aydin ilinde bulunangletmelerden toplanan gisutler S. aureusve
enterotoksin vargl yoninden incelenrstir. Analiz edilen ¢g sit drneklerinin higbirinde
Stafafilokokkal enterotoksin bulunmagnayricaS. aureusayilari bakimindan halk gagi
acisindan guvenli seviyede bulungtur.

Calismamizda elde edilen verilere gorg siitlerdeS. aureusacisindan olgabilecek
riskleri en aza indirmek icin uygulanmasi gerekenej 6nlemleresagida deinilmistir.
-Satan tainmasi, depolanmasi wdanmesinde kisel hijyen kurallarina uyulmasi,
-Capraz kontaminasyonun énlenmesi,

-Sit ile temas halindeki personelin yeterli hijyegitimine sahip olmasi,
-Sitdn uygun sicakliklarda muhafazaniglaamasidir.

Sonug olarak, Aydin ilindekisietmelerden alinan ve perakende satis ile tukaticin
alimina sunulan ¢ig sutlerin guvenli bir gida masidelarak disunulmesinin, &l
beslenme yolunda bir risk arz etmgdortaya konulmstur. Ureticinin, perakendecinin,
tuketicinin; hayvan sagligi, hayvan refahi, hijyee sanitasyon, gida guvenligi ve
tehlikeleri konusunda, sorumluluk sahibi kamu kuruenkuruslari, medya ve sivil toplum
orgutleri tarafindan artan bir sekilde bilgilentlitesinin 6nemli bir gérev ve sorumluluk

olarak kabul edilmesi gerekmektedir.
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