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OZET

DOKTORA TEZi

TUKETIM AMACIYLA PiYASADA BULUNAN CiG VE PASTORIZE SUTLERDE
ENTEROTOKSIJENIK STAPHYLOCOCCUS AUREUS VE
ENTEROTOKSINLERININ ARASTIRILMASI

Recep GECKINLI

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Mikrobiyoloji Anabilim Dal

Mikrobiyoloji Programi

Damsman : Prof. Dr. Seyyal AK

Bu calismada, Istanbul ili ve gevresinde tiiketime sunulmus olan ¢ig ve pastdrize
stitlerdeki enterotoksijenik Staphylococcus aureus varligi, ELISA ile tiim siitlerde olusmus
enterotoksinlerin ve Real-Time PCR ile de stafilokokal enterotoksin genlerinin belirlenmesi
amaglandi. Toplanan 100 ¢ig ve 100 pastorize (n=200) siit 6rnegi Egg Yolk Tellurite iceren
Baird Parker agara ekildi. Cig siit 6rneklerinin %98’inde Staphylococcus spp. ve %48’inde S.
aureus siipheli koloniler iiredi. Pastdrize siit 6rneklerinin 6’sinda Staphylococcus spp. ve
1’inde S. aureus siipheli koloniler iiredi. Identifikasyon sonucunda piyasada satilan ¢ig siit
(n=100) oneklerinin %48 (n=48)’inde S. aureus saptandi. Pastorize siitlerde, 6 pastorize siitten
izole edilen Staphylococcus spp. izolatlarinin 2’sinin koagiilaz pozitif oldugu, bunlarin
identifikasyon testleri sonucunda 1’inin S. aureus oldugu belirlendi. Sonug¢ olarak piyasada
satilan ¢ig siit (n=100) oOneklerinin 48 (%48)’inde ve pastorize siit (n=100) 6neklerinin 1
(%]1)’inde S. aureus saptandi. Tiim siitlere (n=200) olusmus SEA-SEE enterotoksin varligini

belirlemek amaciyla uygulanan ELISA sonucunda, S. aureus saptanan 10 (10/48) ¢ig siit

XV



orneginde, Stafilokokal enterotoksin varligi saptandi. Saptanan enterotoksin tipleri
incelendiginde ilk sirada SEA (10/10), ikinci sirada SEE (7/10) ve igiincii sirada SEB
iiretildigi belirlendi. izolatlarin hi¢birinin SEC ve SED iiretmedigi goriildii. Pastorize siitlerde
stafilokokal enterotoksin saptanmadi. Real-Time PCR testi ile enterotoksinlerin sentezinden
sorumlu sea-see enterotoksijenik gen tiplerinden en az biri 45 S. aureus izolatinda saptandi ve
bu genler sadece ¢ig siit drneklerinden elde edilen izolatlarda tespit edildi. Pastorize siitten
izole edilen S. aureus ’da (n=1) ise enterotoksin geni saptanmadi. Cig siitlerde izole edilen S.
aureus izolatlarinin %93,8 (45/48)’inde s6z konusu genlerden en az bir tanesinin bulundugu,
3’Uiniin ise bu genleri tagimadig tespit edildi. Enterotoksin genlerinin %46,7 (21/45)’sinde tek
tip, %33,3 (15/45)’iinde iki, 13,3 (6/45)’linde iig, %4,4 (2/45)linde dort ve %2,2 (1/45)’sinde
ise tiim gen bolgelerinin bir arada bulundugu tespit edildi. Izolatlarda en ¢ok sec geni (n=27)
saptanmig olup, bunlar1 sea (n=19), seb (n=15), sed (n=14) ve see (n=7) genlerinin takip ettigi
belirlendi. Real-Time PCR sonuglari (n=45) ile ELISA sonuglar1 (n=10) birbiriyle
karsilastirildiginda ELISA sonucunda siitlerde saptanan enterotoksin tiplerinin, ayni siitten
izole edilen S. aureus izolatlarinda saptanan enterotoksijenik gen bdlgeleri (sea-see) ile
uyumlu oldugu saptandi. Cig siit orneklerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin %77,8
(35/45)’inde bir veya daha fazla enterotoksin gen tipi/tipleri saptanmasina ragmen bu
izolatlara ait siitlerde sentezlenmis enterotoksin belirlenmedi. Sonug olarak, tiiketime
sunulmus ¢ig siit {riinlerinde %98 oraninda Staphylococcus spp. ve % 48 oraninda S.
aureus saptand1 ve enterotoksin gen tipi/tiplerini tasiyan, etkenle kontamine olmus bu
trlinlerin de bir kisminda siite salinmis enterotoksin varligi belirlendi. Bu bulgular, S.
aureus'un ¢ig siitlerde ciddi kirlilige neden oldugunu ve bunun halk sagligi agisindan risk
olusturdugunu gosterdi. Bu nedenle iiretimden tiikketime kadar her asamada ¢ig siitiin kalite ve
giivenligini saglamak igin kontrol onlemleri ve siirekli izleme programlarinin yapilmasi

gerekliligi vurgulandi.

Subat 2022 ,

97 sayfa.
Anahtar kelimeler: Siit, Staphylococcus ureus, Enterotoksin, ELISA, Real-Time PCR, sea-

see genleri |
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ABSTRACT

Ph.D. THESIS

INVESTIGATION OF ENTEROTOXIGENIC STAPHYLOCOCCUS AUREUS AND
ENTEROTOXINS IN RAW AND PASTEURIZED MILK AVAILABLE IN THE
MARKET FOR CONSUMPTION

Recep GECKINLI

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Microbiology

Microbiology Program

Supervisor : Prof. Dr. Seyyal AK

In this study, it was aimed to determine the presence of enterotoxigenic
Staphylococcus aureus in raw and pasteurized milk offered for consumption in and around
Istanbul, enterotoxins formed in all milk by ELISA and staphylococcal enterotoxin genes by
Real-Time PCR. Collected 100 raw and 100 pasteurized (n=200) milk samples were plated on
Baird Parker agar containing Egg Yolk Tellurite. Staphylococcus spp. in 98% of raw milk
samples and 48% of S. aureus suspicious colonies grew. Staphylococcus spp. colonies grew in
6 and S. aureus suspicious in 1 of pasteurized milk samples. As a result of the identification,
S. aureus was detected in 48% (n=48) of the raw milk (n=100) samples sold in the market. In
pasteurized milk, Staphylococcus spp. isolated from 6 pasteurized milk. It was determined
that 2 of the isolates were coagulase positive, and 1 of them was S. aureus as a result of the
identification tests. As a result, S. aureus was detected in 48 (48%) of commercially available
raw milk (n=100) prefixes and in 1 (1%) of pasteurized milk (n=100) prefixes. Staphylococcal

enterotoxin was detected in 10 (10/48) raw milk samples with S. aureus as a result of ELISA
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applied to all milk (n=200) to determine the presence of SEA-SEE enterotoxin. When the
detected enterotoxin types were examined, it was determined that SEA (10/10) was the first,
SEE (7/10) was the second, and SEB was the third. It was observed that none of the isolates
produced SEC and SED. Staphylococcal enterethoxin was not detected in pasteurized milk.
At least one of the sea-see enterotoxigenic gene types responsible for the synthesis of
enterotoxins was detected in 45 S. aureus isolates by Real-Time PCR test, and these genes
were detected only in isolates obtained from raw milk samples. Enterotoxin gene was not
detected in S. aureus (n=1) isolated from pasteurized milk. It was determined that 93.8%
(45/48) of S. aureus isolates isolated in raw milk had at least one of the aforementioned genes
and 3 did not carry these genes. 46.7% (21/45) of enterotoxin genes had one, 33.3% (15/45)
had two, 13.3 (6/45) had three, 4.4% (2/45) had four, and 2.2% (1/45) of it had all gene
regions together. The most sec gene (n=27) was detected in isolates, followed by sea (n=19),
seb (n=15), sed (n=14) and see (n=7) genes. When Real-Time PCR results (n=45) and ELISA
results (n=10) were compared with each other, it was determined that enterotoxin types
detected in milk as a result of ELISA were compatible with enterotoxigenic gene regions
(sea-see) detected in S. aureus isolates isolated from the same milk. Although one or more
enterotoxin gene type(s) were detected in 77.8% (35/45) of S. aureus isolates isolated from
raw milk samples, no synthesized enterotoxin was detected in the milk of these isolates. As a
result, 98% Staphylococcus spp. and 48% of S. aureus carriers were observed, and the
presence of enterotoxin released into milk was determined in some of these products, which
were contaminated with the agent and carried the enterotoxin gene type(s). These findings
showed that S. aureus causes serious pollution in raw milk and this poses a risk to public
health. For this reason, it was emphasized that control measures and continuous monitoring
programs should be carried out in order to ensure the quality and safety of raw milk at every

stage from production to consumption.

February 2022, 97 pages.
Keywords: Milk, Staphylococcus aureus, Enterotoxin, ELISA, Real-Time PCR, sea-see

genes
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1. GIRIS

Siit, insanlarin biitiin hayatinda 6nemli bir yer teskil etmesinin yaninda, icerisinde
viicudun ihtiya¢ duydugu hayvansal orijinli protein ve lipitleri, bir siit sekeri olan laktozu,
vitamin ve mineralleri yeterli ve dengeli oranda ihtiva eder. Beslenme degeri oldukea yiiksek
olan siit, ayn1 zamanda, viicut fonksiyonlarini diizenleyen, kemik ve iskelet sistemini
destekleyerek viicut gelisimini saglayan en temel gida maddesidir. (inal T., 1990). Tarim ve
Orman Bakanligi’nin 2017/20 teblig numarali, Cig Siitiin Arzina Dair Teblig’ine gore ¢ig siit
“bir veya daha fazla inek, ke¢i, koyun veya mandanin sagilmasiyla elde edilen, 40°C’nin
tizerinde 1sitilmamis veya esdeger etkiye sahip herhangi islem gérmemis kolostrum digindaki
meme bezi salgisidir” olarak tanimlanmistir (Anonim, Cig Siitin Arzina Dair Teblig
2017/20).

Cevremizde dogal olarak bulunan mikroorganizmalarin siite gecisi kolaylikla meydana
gelebilmektedir. Ayrica siitteki notral pH ve igerisindeki lipit, mineraller, laktoz, azot ve sitrik
asitin yaninda bol miktardaki su onun ¢esitli mikroorganizmalarin gelisimi agisindan elverigli
bir ortam olmasi neticesini dogurur (Unliitirk ve Turantas, 1999). Uretiminde hijyenik
kosullarin  saglanmamasi, islenmesi Vve muhafazasi sirasinda gerekli kontrollerin
gerceklestirilmemesi gibi  durumlarda siit ve {riinlerinde mikroorganizmalar kolayca
tireyebilmekte, dolayisiyla insan sagligi agisindan tehlike olusturabilmektedir (Baz ve ark.,
2003). Bu anlamda, Staphylococcus aureus siitiin bozulmasina sebep olan en tehlikeli
mikroorganizmalardan biridir. Bu mikroorganizma sadece dis ortamdan degil ayn1 zamanda
meme iltithabi (mastitis) olan bir hayvandan sagilmis siitten de bulasabilmektedir (Arda ve
ark., 1982, Valsangiacomo ve ark., 2000). Cevrede var olan mikroorganizmalar normal
sartlarda az miktarda bakteri ihtiva eden siite ¢cok ¢abuk bir sekilde sirayet ederek onu
bozabilmekte ve birtakim potajenler yoluyla insanlarin ¢esitli hastaliklara yakalanmasina yol
acabilmektedirler (Baz ve ark., 2003). Bu baglamda, stafilokokal infeksiyonlarin baslica
sebebi koagulaz pozitif ve koagulaz negatif stafilokoklar olabilmektedir. Ayrica S. aureus
stafilokokal gida intoksikasyonunun en Onde gelen sebebi olma ozelligi gostermektedir

(Oliver ve ark., 2005; Kilig, 2007).



Stittin hijyenik kalitesini, sagilan hayvanin saglikli olup olmamasindan, son iirlin
haline gelene kadarki ge¢irdigi siiregler oldukca etkilemektedir. Siit ve siit iiriinlerinde
bulunan mikroorganizmalarin miktar1 ve g¢esitleri, sagim, isleme ve depolama sartlarinin yani
sira siittin mikrobiyolojik niteligi ve sicaklik gibi faktorlerle baglantili olarak degiskenlik
gosterir. Uretim sartlarmin kontrolsiiz olusu, siitten kaynaklanan zehirlenmeler ve enfeksiyon
tehlikesini artirmaktadir (Sawant ve ark., 2009). Siitiin yapisi ve bilesimi stafilokoklar igin
oldukg¢a uygun oldugundan ¢ok rahat bir sekilde gelisip toksin olusturabilirler (Asao ve ark.,
2003). Tiirkiye’de siit iiretiminin bir kismini diizensiz kiigiik aile isletmeleri ve mandiralar
saglamaktadir. Istenilen kosullarda ¢ig siitiin elde edilmesi, mandiralarda calisan personelin
yeterli hijyen egitiminin bulunmamasi ve gerekli kosullart saglayan siit toplama merkezlerinin

eksikliginden dolay1 giiglesmektedir (Yalgin, 2005).

Subklinik mastitisli hayvanlar, siitlerin stafilokoklar ile kontamine olmasinda 6nemli
bir role sahiptir (Da Silva ve ark., 2005; Kiplilii, 2002). Ayrica sagildiktan sonra oda
sicakliginda gereginden fazla bekletme, pastorizasyonun yeterli sekilde yapilmamasi,
pastorizasyondan sonra gergceklesen kontaminasyon, ¢alisanlarin hijyenine ve siit isletmesi
dezenfeksiyonuna gerekli Ozenin gosterilmemesi, siitlerde stafilokokal enterotoksin (SE)
olusma tehlikesini arttirmaktadir. Stafilokoklarin 1si1l islem gibi mikroorganizmalarin
azaltilmasini1 hedefleyen islemlere kars1 duyarliligi oldukga yiiksektir. Siitlerde ve kullanilan
alet ve ekipmanlarinda S. aureus ve enterotoksinlerine rastlanilmasi ortam hijyeninin yetersiz

oldugunun bir gostergesidir (Soriano ve ark., 2002).

Bu tez ¢aligmasinda, konvansiyonel bakteriyolojik yontemlerle tiiketim amaciyla
piyasada bulunan ¢ig ve pastorize siitlerdeki S. aureus varliginin, ELISA ile siitte olusmus
enterotoksinlerin ve Real-Time PCR ile de elde edilecek S. aureus izolatlarindaki

enterotoksijenik gen bolgelerinin saptanmasi amacglanmastir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. Siit

Hayvansal bir gida olan siitiin tanimi Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) tarafindan
yapilmistir. TSE’ye gore siit, inek, koyun, keci ve manda gibi ¢iftlik hayvanlarinin meme
bezlerinin bir sekresyonu olup hayvanin yavrusunu beslemede kullanilan, kendine has tat ve
kivamda, i¢ine sonradan yabanci madde katilmamig veya orijinal halinden herhangi bir

maddesi eksilmemis beyaz ya da krem rengindeki sividir (Unal ve Besler, 2008).

2.1.1. Siitiin Bilesimi ve Ozellikleri

Normal bir siitin su orani ortalama %84-%90 arasinda degiskenlik gosterir ve
ortalama %88 civarindadir. Suyun disindaki siit bilesenleri arasinda yer alan siit sekeri, %37,3
ile siitte miktar olarak ikinci sirada kendine yer bulur. Bagka bir sekilde ifade etmek gerekirse,
yag disindaki kuru maddenin %54 inii laktoz meydana getirmektedir. Siitteki tatli aroma
laktoz kaynaklidir. Ayrica temel bir siit bileseni olarak beslenmede ¢ok 6nemli bir yeri vardir.
Kalsiyum emilimini ve ya§ metabolizmasini diizenler. Asidik bir ortam saglayarak
patojenlerin inhibisyonunu ve yararli mikroorganizmalarin sayisinin artmasini saglar bu
sayede bagirsak mikroflorasini olumlu yonde dengeler. Galaktoz, beyin dokusundaki
glikolipitlerin temel maddesi oldugundan beyin gelisimi i¢in olduk¢a onemlidir ve laktozun

bilesiminde yer alir (Waltsra ve Jenness, 1984; Metin, 2001).

Siitiin diger 6nemli maddelerinden birisi siit lipidleri olarak adlandirilan siit yagidir ve
siitte ortalama %3,2 oraninda yer almaktadir. Siit yagi, siitiin fiziksel nitelikleri, aromas1 ve
besin degerleri agisindan 6nemli bir bilesendir, bunun yaninda bagka hayvan kokenli yaglarla
karsilagtirildiginda kolesterol agisindan diisiik bir orana sahiptir. Siit yagi, siitiin kendine has
krem rengindeki goriintiisiinii olusturur ayrica siite lezzet ve tat verir. Bunlara ilaveten
viicudun ihtiyaci olan yag asitleri, yagda ¢6ziinen vitaminler ve metabolik enerji i¢in temel bir

maddedir (Yetismeyen, 1997; Ugiincii, 2005).

Kalitesi yiiksek olarak bilenen inek siitiindeki protein oran1 %3,0-3,5 civarindadir. Siit,
kazein ve serum proteinlerinin yant1 sira protein olmayan enzimler ve bir miktar da azot igeren

karma bir yapiya sahiptir. Siitteki proteinin %80°1 kazein (%92 protein, %8 inorganik



maddeler) %20’si serum seklinde dagilim gostermektedir. Siitiin beslenmede énemli bir yere
sahip olmasimin nedenleri, yapisindaki proteinlerin kolay sindirilebilmesi ve cesitli

aminoasitleri ihtiva etmesi nedeniyle besinsel degerinin yiiksek olmasidir (Duyuk, 2015).

Siit insanin ihtiya¢ duydugu bir¢ok vitamini ihtiva eder. Bunlardan bir kismi suda
eriyen vitaminler diger kismi ise siit yag ile iligkilendirilen A, D, E, K vitaminleridir. Siit
ayn1 zamanda folat baglayici proteinler ile serum proteini ihtiva etmesi dolayisiyla folat
acisindan zengin bir kaynaktir (Walstra ve Jennes, 1984; Metin, 2001; Fox, 2003). Siitiin
iceriginde bolca yer alan mineral maddeler, kalsiyum, fosfor, magnezyum, potasyum, ¢inko
olarak siralanabilir. Bununla birlikte i¢erigindeki demir orani yeterli miktarda olmamasindan
dolayr siit, g¢ocuklarin biliyime donemindeki demir ihtiyacin1  yeterli sekilde
karsilayamamaktadir. Siitteki mineral miktar: siitiin elde edildigi hayvanin genetik yapisi,
fizyolojik ve laktasyon durumunun yam sira, cevresel faktorler ve siitlin tabi tutuldugu

islemlere gore degiskenlik gosterir (Yetismeyen, 1997; Miller ve ark., 2000; Baysal, 2004).

Eger yeni sagilmissa, saglikli bir inek siitiiniin pH’1 6,6 ile 6,8 arasindadir. Bu
durumda 6,8’in iizerindeki bir pH degeri mastitis olarak adlandirilan meme iltihab1 veya
ortam1 notr yapan herhangi bir madde varliginin, 6,5’in altindaki bir pH degeri ise mikrobiyal
kirlenmenin belirtisi olan asir1 asitlik gelisiminin bir gostergesidir (Tekinsen ve Nizamlioglu,
2001; Ugiincii, 2005). Siitiin yogunlugundaki degiskenlik, igerisinde bulunan maddelerden
kaynaklanir. Is1 diizeyi 20°C oldugunda inek siitiiniin yogunlugu 1,028-1,037 g/ml
araligindadir. Siit yagmin yogunlugu 0,93 g/ml’dir ve birbiriyle ters orantilidir. Yani siit
yagmin miktari artarken siitiin yogunlugu azalir. Siitlin icerisinde yer alan protein, laktoz ve

minerallerin miktarindaki artis siitiin yogunlugunu da arttirmaktadir (Yetismeyen, 1997).



Inek Sati
Kuru Madde (%212.5) Su (%087.5)
—— Laktoz (%34.7)
—» Trigliseridler
—y Fosiolipidier
_» Steroller

—» Yag (%3.5)————» Serbestvag asitleri
R

—» Squalenler
—» Yagda eriyen vitaminler

—» Kazein

_» Laktalbumin
—» Azotin maddeler (%:3.6) ——» Laktoglobulin
—» Proteaz peptin

L » Protein olmavan maddeler

——» Miperal maddeler (%:0.75) —» Ca,Na K Mg P.Cl

‘—'l-'e,Cn

—» Gazlar
—» Suda ¢oziinen maddeler

— Diger maddeler

—> Enzimler

—» Koruyucn maddeler

—» Organik asitler

Sekil 2.1 Inek siitiiniin bilesimi (Ugiincii, 2005)



2.2. Stafilokoklar

2.2.1.Tarihce

Robert Koch 1878 yilinda Stafilokoklarin tanimini ortaya koymustur, ancak daha sonra
1884 yilinda Micrococcaceae familyasi igerisine yer alan ayri bir soy olarak
tanimlanmiglardir  (Kilig, 2007). Bugiine gelindiginde ise Bacilli smifinda Bacillales
takiminda ve Staphylococcaceae familyasi igerisinde yer alirlar (Schneewind ve Missiakas,
2008). National Center for Biotechnology Information (NCBI) yaptigr smiflandirmada
Staphylococcus cinsi igerisinde 49 tiir oldugunu bildirmistir. Ancak s6z konusu tiirlerin
herhangi bir infeksiyona yol agmadigi dolayisiyla zararsiz oldugu iddia edilmektedir (EKktik,
2015). Fakat enzim ve toksinleri vasitasiyla bir¢ok infeksiyon ve intoksikasyonlara yol agan
bazi tiirler de bu familya igerisinde bulunmaktadir (Zell ve ark., 2008). Bunlar arasinda
patojenite bakimindan en Onemli tir S. aureus’tur (Garrity ve ark.,, 2004). Yapilan
calismalarda S. aureus iizerinde yogunlasilmasinin nedeni insan ve hayvan kaynakl

hastaliklar ile gida kokenli infeksiyonlarda en ¢ok tespit edilen tiir olmasindan

kaynaklanmaktadir (Ektik, 2015).

Iskog¢ bir doktor olan Sir Alexander Ogston ilk olarak S. aureus’u 1880 yilinda diz
eklemi apsesi lizerinde yaptig1 bir ¢alisma esnasinda izole etmis ve mikroskop altinda iiziim
salkimma benzeyen kiimeler seklinde goriindiiginii bildirmistir. Kelimenin kokeni
Yunancaya uzanmaktadir ve staphyle (iizim salkimi) ve coccus (tane) seklinde karsilik
bulmaktadir. Almanya’da Friedrich Julius Rosenbach 1884°te bu bakteriyi saf kiiltiirden izole
etmis ve igerisinde barindirdig1 kolonilerin rengine istinaden, Latin dilinde aurum kelimesinin

altin anlamina gelmesinden dolay1, S. aureus ismini vermistir (Henry, 2013).

Stafilokok kaynakli infeksiyonlarin tedavisi, 1928 senesinde penisilinin Alexander
Fleming tarafindan tip diinyasina sunulmasina ilaveten 1940’da Florey ve Chain’in penisilin
tiretimine baslamasi ile daha da ilerlemistir. Kirby 1944’de S. aureus suslarindaki penisilin
direncinin varligini ortaya koymustur. 1957°de Evans, bu grupta yer alan bakterilerin glikozu
anaerobik olarak fermentasyona ugratabildiklerini kesfetmis ve onlari farkli bir soy ve
Staphylococcus ismi ile tanimlamistir. Ilerleyen zamanda Winslow S. epidermidis’i inkinci bir
tir olarak tanimlamistir. Daha sonra da 1974’de S. saprophyticus stafilokoklara eklenen
ticlincii bir tiir olmustur. 1980°de 13, 1984°de 20 olan tiir sayis1 daha sonra yapilan molekiiler,

biyokimyasal ve immunokimyasal ¢alismalarla 25’e dayanmistir (Sardan, 2000).



2.2.2. Smmiflandirma

Bergey’in 1986 yilinda basilan, Manuel of Systematic Bacteriology, kitabinda
Staphylococcus ve Micrococcus cinsleri, Stomatococcus ve Planococcus cinsleri ile
Micrococcaceae ailesinde yer aliyordu. Daha sonra yapilan molekiiler filogenetik ve
kemotaksonomik analizler sonucunda stafilokok ve mikrokoklarin birbiriyle ¢ok yakin
iliskisinin bulunmadig1 anlasilmistir. Bergey’in daha sonraki giincel, Manuel of Systematic
Bacteriology, baskisinda Stafilokoklar Firmicutes subesi Bacilli sinifi Bacillales takimi
Staphylococcaceae ailesi iginde Genus 1 olarak smiflandirilmistir (Kogak Kizanlik, 2019;
Becker ve ark., 2015).

Su zamana kadar Staphylococcus olarak adlandirilan grupta, 21 alt tiirli igeren toplam
45 tiirtiin identifiye edildigi bildirilmistir. Stafilokoklarin biiyiik bir kism1 memeli ve kanatl
hayvanlarin viicut ylizeyi ve mukozalarinda yer alir. S. aureus insanlar icin patojenite
bakimindan S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus subsp. saprophyticus ve S.
lugdunensis’e gore en 6nemli tiirdiir. Ayrica daha az oranda S. auricularis, S. capitis subsp.
capitis, S. capitis subsp. urealyticus, S. caprae, S. cohnii subsp. cohnii, S. cohnii subsp.
urealyticus, S. hominis subsp. hominis, S.hominis subsp. novobiosepticus, S. pasteuri, S.
pettenkoferi, S.saccharolyticus, S.schleiferi subsp. schleiferi, S. simiae, S. simulans, S.

warneri ve S. xylosus da infeksiyona yol acabilmektedir (Becker ve ark., 2015).

2.2.3. Morfolojik ve Biyokimyasal Nitelikleri

S. aureus Micrococcaceae familyasinda yer alir, Gram pozitif 6zellikli, 0.5 — 1.0 pm
capinda, yuvarlak sekilli ve sporsuz bir mikroorganizmadir. S. aureus, mikroskop
goriintiilerinde kok seklinde, ikili, dortlii gruplar veya dagimik kiimeler olarak ya da iiziim
salkimini andiran, kimi zaman da kisa kisa zincirler olusturan bir mikroorganizmadir (Bremer

ve ark., 2004).

Birbirleriyle ayni goriinimde olan yuvarlak sekilli koklar, stafilokoklara o6zgii bir
niteliktir. Bazi stafilokoklarda polisakkarit yapida kendini belli eden bir kapsiil veya mukoid
tabaka olmasina karsin, ¢ogunlukla kapsiilsiiz, hareketsiz, anaerob olan s. saccharolyticus
hari¢ genellikle fakiiltatif anaerob mikroorganizmalardir (Calik, 1998). Stafilokoklar yeni
kiiltirlerde Gram pozitif olarak boyanmalarina ragmen, eski kiiltiirlerde Gram negatif olarak

gozlenirler (Leloglu, 1999). Stafilokoklarin c¢ogu, igeriginde %7,5-10 NaCl iceren basit



besiyerlerinde, 7-47°C ortam sicakliginda irerler fakat, 37°C’de ve pH 7-7.5’te optimum
tireme gosterirler. Bu mikroorganizmalarin oksidaz 6zelligi negatif, katalaz 6zelligi pozitif

olarak belirtilmistir (Cengiz, 1999; Bremer ve ark., 2004).

S. aureus’lar fakiiltatif anaerobik ozelliklidirler fakat acrobik ortamlarda ¢ok daha iyi
gelisip tireyebilirler ve glikozu fermentasyona ugratarak asetoin olusturabilmektedirler (Seo
ve Bohach, 2012). Koagulaz enzimi S. aureus suslarinin identifiye edilmesinde 6nemli bir
islev gorse de kesin belirleyici bir 6zelligi yoktur (Erol, 2007). S. aureus’un mannitolii
fermentasyona ugratmasi ise identifikasyonunda kullanilan 6nemli bir ayirici Ozelliktir

(Kogak Kizanlik, 2019; Seo ve Bohach, 2012).

Baird Parker agar 1960’11 yillardan giiniimiize kadar S. aureus i¢in kullanilan en yaygin
ve basarili besiyeri olmustur. Bu besiyerinin selektif 6zelligi oldukga iyi olmasiyla birlikte,
iceriginde bulunan lityum kloriir ve suplement icindeki telliirit rekabet¢i florayr inhibe
ederken, yapisinda bulunan piruvat ve glisin ile sonradan ilave edilen yumurta sarist ise
mikroorganizmanin gelisimine katki saglar. S. aureus BPA’da 2 tipik 6zellik gosterir. Bunlar,
telliiritin mikroorganizma tarafindan parcalanmasi sonucu olusan karakteristik parlak siyah
renkte koloniler ve besiyerine ilave edilen yumurta sarisindaki lipovitellinin lesitinaz
enzimiyle hidrolizi sonucu koklarin etrafinda olusan seffaf zon seklindedir. Ancak koagulaz,
katalaz, termoniikleaz testleri gibi diger biyokimyasal testlerinde sonuglarin dogrulanmasi

acisindan 6nemi biiyliktiir (Adams ve Moss, 2008).

Tablo 2.1. S. aureus 'un gelisimi ve toksin {iretmesi icin gerekli olan genel parametreler (Erol & Iseri,
2004)

Ureme Toksin Olusturma
Kosullar Optimum Spektrum Optimum Spektrum
Sicaklik 37 6,7-47,8 40-45 10-47,8
pH 6,7 4-10 6-7 4,5-9,8
a, Degeri 0,98 0,83-0,99 0,98 0,86->0,99
NaCl (%) 0 0-20 0 0-10
Atmosfer Ae Ae-An Ae An

Ae: Aerob, An: Anaerob



2.2.4. Viriilens ve Patojenite Faktorleri

S. aureus en fazla risk tasiyan ve patojenitesi en yiiksek olan stafilokok tiiriidiir.
Infeksiyonun gerceklesip gerceklesmemesi konak savunma sistemi ve mikroorganizma
virulansinin olusturacagi dengeye gore degiskenlik gosterir. Yiizey proteinleri, hiicre
duvarinin yapisi, kapsiil, enzimler ve toksinler stafilokoklarin patojenitesini belirleyen
faktorler arasindadir (Akan, 2006). Hastalik yapici etkenin konaktaki hiicrelere kanalize
olmasma katkida bulunan etmenler, sitotoksinler ve hemolizin, niikleaz, proteaz, lipaz,
hiyaluronidaz ve kolajenazdan ibaret olan enzim bir grubudur. Bu etmenler konakgi hiicre ve
dokularini mikroorganizmanin ¢ogalmasi i¢in uygun hale getirir. S. aureus suslarinin bazilari
Toksik Sok Sendrom Toksini (TSST-1) ve enterotoksinleri ihtiva eden ekzoproteinleri bir

veya birden fazla oranda sentezleyebilirler (Dinges ve ark., 2000).

2.2.4.1. Hiicre Duvan

Stafilokoklarin hiicre duvar1 30 ile 60 nm kalinliginda olup tipik Gram pozitif yap1
ozelligi gosterir. S. aureus’un hiicre duvari kalinli1 yerine gore 120 nm’yi asabilmektedir
(Schleifer ve Kroppenstedt, 1990). Hiicre duvarinin temel yapitaslarini, peptidoglikan (%50),
fosfat iceren teioik asit (%40) ve proteinler olusturur. Peptidoglikan bakterinin seklini veren,
ozmotik dengeyi saglayarak onu lizisten koruyan, N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik
asidin bir peptide kovalent baglarla baglanti kurmasiyla meydana gelen bir polimerdir (inal
M., 2014). Bu tabakanin insanda aktivite gosterme sekli Gram negatif bakterilerin
endotoksinlerine benzer, diger bir ifadeyle makrofajlardan sitokin salinimini harekete gegirir
ve trombosit agregasyonuna yol agar. Buna ilaveten monositlerden interleukin-1 salinimini
tetikleyerek polimorfniikleer 16kositlerin infeksiyonun bulundugu alana toplanmasina, sonug

olarak da apse olusumuna neden olur (Tiinger, 2004; Kutlu, 2006).

Diger bir 6nemli hiicre duvar1 katmani, yalniz Gram pozitif bakteri duvarinda yer alan
fosfat igeren teikoik asittir. Teikoik asit, mukozalarda yer alan kendine has reseptorler ile
birleserek stafilokoklarin konak hiicresine tutunmasini saglar (Tiinger, 2004; Kutlu, 2006).
Proteinler ise adezyon bakimindan 6nem arz eden fibronektin, fibrinojen, laminin ve kollajen
icermektedir. Bakteriyel tutunma faaliyeti adezyon proteinlerinin baglanmasi ile vuku

bulmaktadir. Protein-A, antijenik proteinler i¢inde iizerinde en ¢ok arastirma yapilmis olandir
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ve S. aureus suslarmin %90-98’i bu proteini igerir (Schleifer ve Kroppenstedt, 1990; Onciil,
2006).

2.2.4.2. Kapsiil

Stafilokoklarda hiicre duvarmin en dis katmani polisakkarit bir kapsiil ile kaplidir. S.
aureus 11 adet kapsiiler serotip ihtiva etmektedir. Bakteriyel infeksiyonlarin biiylik bir
cogunlugu serotip 5 ve serotip 7 ile baglantilidir. Mukoid goriinlimlii koloniler meydana
getiren serotipl ve serotip 2 ¢ok kalin bir kapsiil igerir. Kapsiil, bakterinin kateter ve benzeri

yabanci cisimlere adezyonuna yol agar, ayrica bakteriyi fagositozdan korur (Tiinger, 2004).

2.2.4.3. Yiizey Proteinleri

Stafilokoklarin kapsiil 6zelligindeki polisakkarit maddeleri ve yiizeylerinde yer alan
Protein-A mikroorganizmay1 fagositozdan koruyarak patojenitenin artmasina neden olurlar
(Bilgehan, 1995). Peptidoglikan katmaninda yer alan Protein-A, 42 kilodalton molekiil
agirh@ina sahiptir. Protein-A bir hiicre duvari bilesinidir ve hiicre duvarimi olusturan
peptidoglikan yap1 ile kovalent bagla baglanmistir. Protein-A gesitleri hiicreye bagli, hiicre
dis1 ve ortama salinan olarak ti¢ tiptir. Antikomplementer ve antifagositer etkiler Protein-
A’nin en temel Ozellikleridir. Nasil olustugu tam olarak bilinmemekle birlikte patojen
eliminasyonunun, konak polimorfniikkleer hiicrelerinin  antifagositik etkisi  yoluyla
gerceklestigi iddia edilmektedir (Sandel ve McKillip, 2004). Stafilokokal Protein-A’nin,
antibiyotik duyarlhiligini diisiirmesi, antifagositik yanit olusturmasi ayn1 zamanda da niikleaz
ve koagulaz aktivitelerinin bulunmasi nedeniyle onemli bir patojenite kriteri oldugu One

stirilmektedir (Biger, 2009).

2.2.4.4. Glikokaliks (Slime Factor)

Glikokaliks, polisakkarit kapli ve bakteri tarafindan meydana getirilen bir yapidir. Bu
tabaka, yapigskan bir 6zellikte olmasindan dolay1 “slime” olarak da isimlendirilir. Bakterilerin
dokulara yapisarak baglanmasi, enfeksiyonun baslangicinin ilk asamasidir. S. aureus’lar
tizerlerinde bulunan reseptorler ile fibrinonektine, fibrinojene veya fibril benzeri tabakalara

baglanirlar. S. aureus’larin in vitro ortamlarda hiicre ylizeylerine yapisarak biyofilm
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olusturmas1 ve eksopolisakkarit liretimi, fagositoza kars1 direng gostermeye ve antibiyotiklere

kars1 diisiik hassasiyete neden olur (Cucarella ve ark., 2001; Giindogan ve ark., 2005).

Amorf kapsiil yapisinda bir glikokaliks materyali olan slaym maddesi %40 karbonhidrat
ve %27 protein igerir. Slaym oOzelligi sayesinde stafilokoklar tibbi aletlere ¢ok kolay bir
sekilde baglanip ¢ogalabilirler. Antijenik yapilarimin ¢ok gii¢lii olmasindan dolay1 yiiksek
dozda antikor olusturabilirler. Slaym pozitif stafilokok suslarinin patojenitesi daha fazladir,
fagositoza karsi daha giiglii direng gosterebilirler ve bakteri igine antibiyotik girigini

engelleyebildiklerinden antibiyotiklere biiyiik oranda direng gosterirler (Cengiz, 1999).

2.2.4.5. Enzimler

S. aureus, yasamini siirdiirebilmek ve konak¢inin immun sistemine karst kendini
korumak i¢in birden fazla enzim tretir. Bu enzimler; katalaz, koagulaz, lipaz, hyaluronidaz,
lesitinaz (fosfolipaz C), deoksiriboniikleaz, termoniikleaz, stafilokinaz ve betalaktamaz olarak
adlandirtlir (Dinges ve ark., 2000; Sandel ve McKillip, 2004).

2.2.45.1. Katalaz

Tiim stafilokoklar tarafindan sentezlenen bu enzim, mikroorganizmalarin metabolik
aktiviteleri neticesinde ortaya c¢ikan hidrojen peroksiti, yapitaslart olan hidrojen ve oksijene
ayristiririr. Katalaz enzimi sayesinde bakteriler toksik oksijen radikalleri tarafindan elimine

edilmeye kars1 daha direngli olurlar (Arda ve ark.,1997; Kutlu, 2006).

2.2.4.5.2. Koagulaz

Koagulaz enzimi, 1s1ya karsi dayanikli, filtrelerden gegebilen, plazmadaki antifagositik
faktorii hidrolize ve plazmayr da koagule edebilen, patojen stafilokoklar tarafindan sentezi
yapilan ve patojeniteyi onemli 6l¢iide artiran en 6nemli enzimlerden biridir (Pottumarthy ve
ark., 2004). Koagulaz, antijenik &zellikli ve protein kaynakli bir enzimdir, stafilokoklar
haricinde Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Bacillus subtilis gibi
mikroorganizmalar da bu enzimi sentezleyebilmektedir (Koneman ve ark., 1997; Bilgehan,
2000). Stafilokoklar insan veya tavsan plazmasi ile temas ederlerse belli bir zaman sonra

plazma pihtilasir. Bu tipteki stafilokoklar fagositoza karsi, koagulaz enzimleri sayesinde,
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etraflarin1 bir fibrin zirthiyla kaplamak suretiyle kendilerini korurlar ve ayni zamanda kan
serumunun bakterisit etkisini de engelleyerek infeksiy6z 6zellik kazanirlar (Koneman ve ark.,
1997; Muratoglu, 2010).

Koagulaz, ekstraseliiler bir proenzimdir, S. aureus’larda iki degisik formda bulunur ve
bunlar hiicreye bagli koagulaz (Clumping Factor, CF) ve serbest koagulaz olarak tanimlanir.
CF, plazmada fibrinojeni pargalayarak fibrine doniistiirmekte ve olusan bu fibrin hiicre
yiizeyinde c¢okelme olusturmaktadir. Neticede stafilokoklar agliitinasyon sonucu birbirine
baglanmak suretiyle kiimelesirler. Sebest kogulaz, etkisini ancak ortamda trombine benzeyen
faktor (Coagulase-Reacting Factor, CRF) bulundugunda gosterebilir ve CRF’yi uyararak
plazmay1 pihtilastirir. immunolojik yapr ve etki mekanizmasi acisindan serbest koagulaz ve
CF birbirinden farklidir. Plazmanin pihtilasmasi bu antijenlerin farkli enzim tepkimeleri
sonucu olugmaktadir. Bu yiizden lam koagulaz testi CF ve tiip koagulaz testi ise serbest

koagulaz tespitinde yogun olarak kullanilmaktadir (Muratoglu, 2010).

Koagulazin iiretilme sekli stafilokoklarin siniflandirmasini belirleyen en Onemli
biyokimyasal faktordiir. Stafilokoklar igerisinde koagulaz pozitif olanlar S. aureus, S.
intermedius, S. hyicus, S. aureus subsp. anaerobius, S. delphini, S. schleiferi subsp.
coagulans, S. lutrae ve S. pseudointermedius ‘tur. Enterotoksijenik tipte ve koagulaz pozitif
olan stafilokoklarin bulundugu grup gida zehirlenmeleri acisindan biiyiik risk tasimaktadir
(Freney ve ark., 1999; Devriese ve ark., 2005; Sasaki ve ark., 2010).

2.2.4.5.3. Deoksiriboniikleaz (DNaz)

Patojenik stafilokoklarin tespitinde DNaz, koagulazla birlikte patojenitenin belirlenmesi
icin kullanilan en 6nemli enzimlerden biridir. DNaz enzimi fosfodiesteraz 6zelliginde olup,
endo ve ekzo niikleaz aktivitesi gosteren niikleazlar1 3’-fosfomononukleotidlere parcalarlar. S.
aureus’lar DNaz enzimleriyle ortamdaki DNA’lar1 pargalayarak kolonilerin etrafinda bir zon

bolgesi olustururlar (Smith ve ark., 1969; Tiikel ve Dogan, 2000; Giindogan ve ark., 2005).

2.2.4.5.4. Lesitinaz (Fosfolipaz C)

Bu enzim, daha ¢ok yumurta saris1 ve insan serumunda yer alan lipoproteini ayristirir. S.
aureus 'un en 6nemli dort 6zelligi lesitinaz, termoniikleaz, koagulaz aktivitesi ve enterotoksin

tiretimidir. Lesitinaz aktivitesi, yaumurta sarisinin emiilsiyon seklinde eklendigi besiyerinde S.
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aureus un identifikasyonunu kolaylastirir. Besiyerinde ortaya ¢ikan lesitinaz, yumurta sarisi
emiilsiyonundaki lesitini parcalayarak bakteri kolonisinin ¢evresinde seffaf bir son olusturur.
Ancak etrafinda zon bulunmayan atipik koloni olusturan S. aureus suslar1 da
iireyebilmektedir. Ornek verilecek olursa Baird Parker Agar’da iiziim salkimi seklinde siyah
koloniler olusturan, fakat lesitinaz aktivitesi gostermedigi i¢in zon olusturmayan, mukoid
yapida ve enterotoksin H sentezleyen S. aureus suslarida izole edilmistir (Tiikel ve Dogan,
2000).

2.2.4.5.5. Lipaz

Lipaz, S. aureus’un biitiin suslar1 ve Koagulaz Negatif Stafilokoklar’in ise yaklasik
%?30’u tarafindan sentezlenir (Cauwelier ve ark., 2004). Bu enzim, organizmada lipid i¢eren
bolgelerde yaglar1 parcalayarak stafilokoklarin yagamini siirdiirmesini saglar, aynt zamanda
viicut yiizeyindeki dokulara yerleserek frunkiil ve karbonkiil infeksiyonlarina neden olur
(Tinger, 2004). Lipaz, ekstraseliller bir enzimdir ve logaritmik iireme fazi siiresince
sentezlenmektedir, ayrica bir¢ok stafilokok tiirlinlin patojenitesinin artmasina yol agmasinin
yaninda plazma ve yag dokularinda etkisini gdstererek viicutta hastalik etkeninin yayilmasini

saglar (Sandel ve McKillip, 2004).

2.2.4.5.6. Hyaluronidaz

Hyaluronidaz enzimi S. aureus suslarmin biiyilk ¢ogunlugu tarafindan diretilir ve
cogunlukla bag dokudaki hiicrelerin biitiinliigiinii saglayan hyaluronik aside etki ederek onu
hidrolize ugratir. Bu sekilde, etken doku i¢inde ¢ok genis bir bolgeye yayilma ozelligi
kazandig1 i¢in, yayilma faktorii, olarak da isimlendirilmektedir (Sandel ve McKillip, 2004;
Kogak Kizanlik, 2019; Hart ve ark., 2009).

2.2.4.5.7. Stafilokinaz (Fibrinolizin)

Streptokoklarin  gosterdigi  fibrinolitik etkiyi stafilokoklar da benzer sekilde
gostermektedir. Stafilokoklarin ortaya cikardigi kinazlarin etkisiyle plazma igerisindeki
plazminojen aktive olur ve sonug olarak plazmin ortaya ¢ikar (Bilgehan, 2000). Bakteri fibrini
eriten proteolitik 6zellikteki plazmin maddesinin etkisi ile dokular igerisinde yayilim gosterir
(Atl1, 2007).
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2.2.4.5.8. Beta laktamaz (Penisilinaz)

Tedavide kullanilmaya baslandiginda stafilokoklarin nerdeyse tamami penisiline
duyarlilik gosterdikleri halde, son zamanlarda bu duyarliligin %5 ve altina indigi
bildirilmektedir. Stafilokoklarin penisiline kars1 direng olusturmasina yol acan penisilinaz
enzimi kendisini iireten bakteriler tarafindan penisilin ve tiirevlerinin beta laktam halkasinda
bulunan amid baglarin1 hidrolizasyona ugratarak penisiloik asite parcalarlar. Penisilinaz
kodlayan gen bolgeleri, plazmidler iizerinde yer aldigindan, ortamdaki farkl
mikroorganizmalar arasinda hizli bir bi¢cimde aktarilarak yayilma ozelligi gosterirler

(Bilgehan, 2000; Tiinger, 2004).

2.2.4.5.9. Termonukleaz (TNaz)

S. aureus izolatlarinin tamami endo ve ekzo nukleolitik niteliklere sahip olup, DNA ve
RNA’y1 parcalayabilme 6zelligindeki 1stya direngli bir enzim olan termonukleazi sentezlerler.
S. aureus izolatlarinin teshis edilmesinde termoniikleazin iiretilmesi bir dogrulayicilik testi
olarak kullanilir (Bergdoll, 1989; Bannerman, 2003). TNaz 100°C’de 1 saat kaynatildiktan
sonra bile enzimatik 6zelligini korudugu i¢in 1s1ya karsi direnci ¢ok yiiksek bir enzimdir

(Brakstad ve ark., 1992; Sandel ve McKillip, 2004; Tang ve ark., 2011).

2.2.4.6. Toksinler

S. aureus’un sentezledigi bir¢ok toksin, immun sistemi etkileyerek immun yanitin
olusumunu engeller. Bu toksinler, enfeksiyon bolgesindeki hiicrelere etki ederek etkenin
gelisimi i¢in besin maddeleri saglamalarinin yaninda etkenin konakgr hiicrelere baglanmasi ve
enfeksiyonun genis alanlara yayilmasinda da rol oynarlarlar. S. aureus’larin baz1 suslari,
hemolizinler, stafilokokal enterotoksinler (SE), Toksik Sok Sendromu Toksin-1, Panton
Valentine Lokosidin gibi toksinlerden herhangi birini yada birden fazlasini ayni donemde
sentezleyebilirler (Dinges ve ark., 2000; Huseby ve ark., 2007). Toksinler, agr (accessory
gene regulator) bolgesi basta olmak iizere, farkli diizenleyici faktorler aracilifiyla
sentezlenmektedir. Yiizey proteinleri hiicrelerde ¢ogunlukla logaritmik fazda tiretilmesine
ragmen, toksinleri de iceren ekzoproteinlerin bir¢ogu logaritmik fazin sonu ya da erken

durgunluk fazinda sentezlenir. Enfeksiyonun ilk asamalarinda, yiizey proteinleri ekstraseliiler
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matriks proteinleri ile birleserek bakterinin dokulara baglanmasini sagladigi sirada

ekzoproteinler ile de hastalik etkeni ¢evre dokulara yayilir (Seo ve Bohach, 2012).

2.2.4.6.1. Sitolitik Toksinler

Stafilokoklarin ¢ok miktarda ekstraselliiler toksin iiretmesi ve bunlarin da konak hiicre
morfolojisini ve/veya fonksiyonunu etkilemesi miimkiindiir. Stafilokoklar bu toksinleri
sayesinde yogun inflamatuar yanit olusan bolgelerde gelisimlerini siirdiirebilirler. Hemolizin
ve Lokosidin bunlar arasindan en fazla 6ne ¢ikanlardir (Biger, 2009). S. aureus 'un lrettigi
sitolitik toksinler lize ettigi hiicrelere gore adlandirilirlar. Kirmizi kan hiicrelerini lizise
ugratanlar hemolizin, beyaz kan hiicrelerini lizise ugratanlar ise I0kotoksin olarak

isimlendirilmistir (Otto, 2014).

2.2.4.6.1.1. Hemolizinler

Hemolizinler arasindaki fark, onlarin toksisite diizeylerine, hemoliz islemi icin ihtiyag
duyduklari 1s1 derecesine ve zamanina, ayni zamanda da hayvan eritrositleri {izerinde litik etki
olusturup olusturmamalarina bagli olarak degiskenlik gosterir. Bu oOzelliklere gore

hemolizinler dort gruba ayrilir (Biger, 2009).

2.2.4.6.1.1.1. Alfa Hemolizin (Alfa Toksin)

Alfa Hemolizin, 33 kDa agirliginda olan ve hiicre membranlarini hasara ugratan en
etkili proteinidir. S. aureus suslari i¢in ana hemolizindir. Kodlandig1 yer, bakteriyel
kromozomlar ve plazmidlerdir. Hemolitik aktivite bakimindan tavsan eritrositlerinde olukga
etkilidir. Bu protein monositlere etki etmez ancak insanda bulunan makrofaj ve trombosit
hiicre membranlarina kars1 litik bir etki olusturur. Sitolitik, hemolitik ve dermonekrotik olarak
etki gosterir (Biger, 2009).

2.2.4.6.1.1.2. Beta Hemolizin (Beta Toksin)

Beta hemolizin, molekiil agirligi 35 kDA olup, yag bakimindan zengin hiicre
membranlarin1 yikima ugratan ve sfingomiyelin iizerine etkisini gostererek kirmizi kan

hiicreleri olan eritrositleri parcalayan enzimatik 6zellikteki bir toksindir. Koyun eritrositlerini,
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insan ve tavsan eritrositlerinden daha fazla yikima ugratir (Bilgehan, 2000; Dinges ve ark.,
2000). Alfa ve Beta hemolizin insanlarda hastalik yapan S. aureus’ lar tarafindan en sik
tiretilen sitolitik toksinlerdir (Dinges ve ark., 2000).

2.2.4.6.1.1.3. Gama Hemolizin (Gama Toksin)

Gama toksin (y-toksin), polipeptit yapida, 32 kDa molekiil agirhiginda ve S. aureus larin
bir¢ogu tarafindan iiretilebilen bir toksindir. Bu toksin, hemolitik ve lokotoksik aktivitesi
araciligiyla, nétrofil ve makrofajlari etkileyerek bircok memeli eritrositlerini hemolize eder.
(Dinges ve ark., 2000; Huseby ve ark., 2007). Insan, tavsan ve koyun eritrositleri bu toksine
duyarli olmasina ragmen, at ve kus eritrositleri direng gosterir (Cengiz, 1999). Her ne kadar
nasil etkiledigi bilinmese de stafilokok kaynakli kemik infeksiyonlarinda bu toksine karsi
kanda olusan antikor diizeyindeki yiikseklik stafilokokal hastaliklar ile bu toksin arasindaki
baglantiya isaret etmektedir (Bilgehan, 2000).

2.2.4.6.1.1.4. Delta Hemolizin (Delta Toksin)

Delta hemolizin (8-toksin), polipeptit yapida, 103 kDa molekiil agirli§ina sahip ve hiicre
membranlarinda porlar olusturan bir toksindir. Delta toksinin genis bir sitolitik aktivitesi
olmasma ragmen etkinlikleri diger sitolitik toksinlerin diizeyinde degildir, fakat bircok S.
aureus susu bu toksini sentezler. Bu toksin, eritrositler, memeli hiicreleri ve diger hiicre
organelleri yaninda, subseliiler yapilarida pargalayabilmektedir (Dinges ve ark., 2000).
Ayriyeten, son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, bu toksinin mast hiicre degraniilasyonunu
tetikleyerek atopik dermatite yol ac¢tig1 bildirilmistir (Otto, 2014). Delta toksinlerin antijenik
ozelligi yoktur, ayrica alfa ve beta toksine gore immiinolojik yonden farklidirlar. Bu toksinler
koyun, maymun ve tavsan eritrositlerinin yaninda insan eritrositlerini de pargalarlar. Ayrica

makrofaj, 16kosit, lenfosit ve trombositlere de hasar verirler (Cengiz, 1999).

2.2.4.6.1.2. Lokosidin (Panton-Valentine Lokosidin)

Panton Valentine Lokosidin, yalniz insan ve tavsanlarin polimorf ¢ekirdekli 16kositleriyle
makrofajlarmma etki ederek onlar1 pargalarken diger hiicrelere herhangi bir etkisi
bulunmamaktadir. Patojen Ozellikteki stafilokoklarin biiylik bir cogunlugu tarafindan

sentezlenen bu toksin, sitotoksik Ozellikte olmasina ragmen, diger toksinlerden farkli olarak
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hemolitik etki gostermemektedir (Dinges ve ark., 2000). Virulansta 6nemi biiyiik olan F (Fast)
ve S (Slow) diye tamimlanan ve elektroforetik olarak birbirinden ayrilan iki adet antijenik
ozellikteki protein komponenti bu toksini meydana getirmektedir. Bu komponentler 16kositleri
tahrip edip fagositozun gerceklesmesini engelleyerek patojeniteyi arttirirlar. Tek baslarina
hareket ettiklerinde bu bilesenler 16kositler {izerinde herhangi bir etki olusturamazlar ama
birbirlerine baglandiklarinda l6kositlerin  hiicre membranlarinda gegirgenligi arttirarak
l6kositlerin sisip yuvarlak ve graniiler bir form haline gelmesine, hareket yetenegini

kaybetmesine ve sonrasinda da yavasga pargalanmasina neden olurlar (Bilgehan, 2000; Bhatia

ve Zahoor, 2007).

Nekrotik doku lezyonlu infeksiyonlarin olusmasinda I6kosidinin biiyiik bir etkisinin
oldugu ongoriilmektedir. Bu toksini, S. aureus’larin %2’si sentezler ama agir seyreden
dermonekrotik dokulardaki lezyonlardan elde edilen izolatlarda %90 oraninda bulunmaktadir
(Dinges ve ark., 2000). Cesitli ¢calismalarda, bu toksinin primer cilt apseleri, frunkiiloz, ciddi
deri infeksiyonlar1 ile ¢ogunlukla ¢ocuk ve gencglerde ortaya ¢ikan nekrotizan pnémoni gibi
hastaliklara yol a¢tig1 bildirilmistir. Yiiksek ates, l6kopeni, pleural eflizyon, sepsis ve dliimle
seyreden nekrotizan pndmonilerde, l6kosidin pozitif S. aureus siklikla karsilasilan bir
infeksiyon etkenidir. Mortalite oraninin ¢ok yiiksek oldugu S. aureus pnémonisinin bu g¢esidi
hizla ilerleme egilimindedir. Akcigerlerde olusan yangili ve nekrotik bir goriiniim sebebiyle
bu tirdeki pnomoniler S. aureus kaynakli hemorajik nekrotizan pndmoni olarak
adlandinlmistir (Kaneko ve Kamio, 2004; Boyle-Vavra ve Daum, 2007; Holzinger ve ark.,
2012).

2.2.4.6.2. Siiperantijenler

S. aureus tarafindan sentezi yapilan siiperantijenler, diger ekzoproteinlerde oldugu gibi
ge¢ logaritmik donemde daha fazla oranda iiretilir. Bu toksinleri sentezleyen gen bdlgeleri
plazmidler, bakteriyofajlar veya heterolog genetik elementler vasitasiyla tasiirlar.
Eksfoliyatif toksin, toksik sok sendromu toksini (TSST-1), enterotoksinler ve enterotoksin

benzeri toksinler S. aureus’un siiperantijenik yapilaridir (Seo ve Bohach, 2012).
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2.2.4.6.2.1. Eksfoliyatif Toksin

Eksfoliatin veya epidermolitik toksin, eksfoliyatif toksinin bilinen diger adlaridir.
Insanlarda vezikiiler ve eksfoliatif deri lezyonlarindan sorumlu toksindir. Genellikle 5 yasin
altindaki kiiglik cocuklarda ortaya ¢ikan ve Staphylococcal Scalded Skin Syndrome
(Soyulmus Deri Sendromu) ad1 verilen bu enfeksiyonda deride bulunan stratum granulosum
katmaninda degisik diizeylerde olusan hasarlar sonucu deride soyulmalar ve epidermiste
nekroze olmus bolgeler goriiliir. (Inal M., 2014). Antijenik ve yapisal farkliliklarina bakilarak
4 serotipe ayrilmis olan bu toksin, S. aureus’lar tarafindan sentezlenir. Insanlardaki
infeksiyonlardan genellikle ETA (Eksfoliyatif Toksin A), ETB (Eksfoliyatif Toksin B) ve
ETD (Eksfoliyatif Toksin D) sorumlu tutulmustur (Mariutti ve ark., 2017).

SSSS (Staphylococcal Scalded Skin Syndrome) vakalarinda ETA ve ETB en ¢ok izole
edilen serotiplerdir. ETA kromozom ve ETB ise plazmid baglantili gen bolgeleri araciligiyla
sentezlenir. Bu toksinlerin proteaz ve esteraz enzimatik 6zellikleri vasitasiyla derinin yapisal
biitiinliiglinii yitkima ugratma Ozellikleri bulunmaktadir. Siiperantijenik yapida olan ve
proteinlere karsi litik o6zellik gdsteren bu toksinler immiinolojik yap1 ve biyokimyasal
ozellikler agisindan birbirlerinden ayrilirlar (Koneman ve ark., 1997). Fakat, bu iki toksin de
ayni sekilde etki ederler ve deride bulunan stratum granulosum tabakasindaki interseliiler
yapilar1 pargalayarak epidermisin yapisal biitiinliigiinii bozarlar (Takagi, 1990). Genellikle T
lenfositlere kars1 mitojen etki gosteren ve derideki hiicrelere karsi litik 6zellikleriyle nekrotik
alanlar olusturan bu toksinler, yangisal yanit olusturmazlar ve primer neden olarak hiicrelerin

oliimiine yol agmazlar (Koneman ve ark., 1997; Bilgehan, 2000).

ETC, ilk olarak bir attaki deri enfeksiyonundan izole edilmistir ve insanlardaki
enfeksiyonlarla baglantis1 yoktur. Isiya duyarli bir toksin olan ETC, fare yavrulari ve
civcivlerde epidermisin i¢ kisimlarinda lezyonlar, deride kabuklanma ve dokiintiiler olusturur.
ETD’nin SSSS ile arasinda bir baglant1 yoktur, bu toksin viicuttaki epitel yapiyr bozarak S.
aureus’un dokularda daha genis alanlara yayilimini saglar ve ayn1 zamanda %40 oraninda
ETA, %59 oraninda ETB ve %13 oraninda ETC ile genetik yap1 yoniinden benzerlik gosterir.
(Ladhani, 2003; Miistak ve Esendal, 2008; Bukowski ve ark., 2010; Mariutti ve ark., 2017).
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2.2.4.6.2.2. Toksik Sok Sendromu Toksini (TSST-1)

Bu toksin ilk olarak 1978 yilinda bildirilmis ve toksik sok sendromu vakasi izlenen
infekte kisilerden izolasyonu yapilan Stafilokoklar tarafindan sentezlendigi ileri siirtilmiistiir.
Daha sonra 1981 senesinde maymunlarla yapilan arastirmalarda emetik o6zelligi oldugu
goriilmiis ve bu yiizden ad1 Stafilokokal Enterotoksin F olarak degistirilmistir. 1983 senesinde
gerceklestirilen deneylerde tavsanlarda viicut 1sisin1 arttirarak ates olusturdugu goriildiigiinden
Pirojenik Ekzotoksin C olarak isimlendirilmistir. 1984 yilina gelindiginde ise kusma aktivitesi
icin gerekli olan sistein aminoasit yapisini igermemesinden dolayr emetik 6zelliginin
olmadigi, maymunlarla yapilan ilk arastirmada goriilen emetik aktivitenin SEA’dan ileri
geldigi one siirlilmiistiir. Bu yiizden tekrar isim degisikligine gidilmis ve bugiinkii ismi olan

TSST-1 adin1 almistir (Bergdoll ve ark., 1981; Dinges ve ark., 2000; Spaulding ve ark., 2013).

TSST-1, kromozomal yapili, siiperantijen 6zelligi olan, 1siya karsi direncli, protein
yapisinin par¢alanmasina karsi dayanikli, tek polipeptid yapisinda olan, 22 kDA molekiiler
agirh@inda bir ekzotoksindir. Bu toksin yiiksek miktarda hidrofobik karakterde aminoasitler
icermesine karsin sudaki ¢oziinlirligii daha fazladir (Dinges ve ark., 2000). TSST-1 aym
zamanda konakg¢ida T lenfosit artisina ve monositlerden interleukin-1 salinimina neden
olmaktadir (Kogak Kizanlik, 2019). Bu toksinin yol agtigi Toksik Sok Sendromu (TSS),
deride yaygin kizariklik ve deri dokiintiileri, yliksek ates, tansiyon diisiikliigii, ve ¢oklu organ
yetmezligi seklinde ortaya ¢ikar. Ortaya ¢ikan sok tablosunun, yumusak doku infeksiyonlari,
ciddi infekte yaniklar, dogum sonrasi enfeksiyonlar ve pnomoni ile de baglantili olabilecegi

bildirilmektedir (Silversides ve ark., 2010).

2.2.4.6.2.3. Enterotoksinler

1914 senesinde, Barber tarafindan, stafilokok kaynakli mastitisi olan inek siitiiniin
tiiketilmesi sonucu gelisen gastroenterit vakasi raporlanmigtir. Sonrasinda ise Dack 1930
senesinde, besin kaynakli zehirlenme olgularinin enterotoksijenik stafilokoklar agiz yoluyla
viicuda alinmasi neticesinde gergeklestigini bildirmistir (Cengiz, 1999). S. aureus basta olmak
tizere stafilokoklarin tirettigi s6z konusu bu toksinler S. epidermidis, S. intermedius, S. hyicus
ve S. xylosus gibi diger stafilokok tiirleri tarafindan da sentezlenebilmektedir. S. aureus’un
enfeksiyon olusturma agisindan temel virulans faktorleri Stafilokokal Enterotoksin (SE) ve

Stafilokokal enterotoksin benzeri toksin (staphylococcal enterotoxin like toxin-SEI) olarak
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bilinmektedir. Enterotoksinler ve enterotoksin benzeri toksinler 19-29 kDa gibi diisiik bir
molekiil agirligina sahip, suda c¢oziinen, glikolizasyon o6zelligi gostermeyen, 168-261
aminoasitten olusan, tek zincirli ve globuler 6zellikte protein yapisindaki elementlerdir. S.
aureus tarafindan sentezlenen enterotoksinler, mikroorganizmanin tiim gelisme evreleri
boyunca bakteri tarafindan olustulabilmesine karsin, genellikle logaritmik donemin ortalarina
veya son kisimlarina dogru daha fazla oranda iiretilir (Balaban ve Rasooly, 2000; Bhatia ve
Zahoor, 2007; Argudin ve ark., 2010; Hu ve Nakane, 2014; Fisher ve ark., 2018).

Enterotoksinlerin izoelektrik noktalar1 7-8,6 arasindadir. Lizin, aspartik asit, glutamik
asit ve tirozin temel yapitaslarini olusturur. Enterotoksinlerin yiiksek 1stya diren¢li olmalari
(100°C 1stya 30 dakika kadar dayanabilirler), diisik pH degerlerinde bile aktifliklerini
koruyabilmeleri ve pepsin, tripsin gibi proteinleri pargalayan enzimlere karsi direncli
olmalar1, onlar1 gida kaynakli toksikasyonlarin en 6nemli sebeplerinden biri haline getirmistir.
Isitma islemiyle tahribata ugrasalar bile uzun siireli saklama kosullarinda tekrar aktif hale
gelebilirler. Enterotoksin tipi, gida maddesinin tiirii, pH degeri ve tuz konsantrasyonlari
enterotoksinlerin 1siya karsi olusturacaklar1 direnci belirler. SEB’nin 1sitmaya karst en
dayanikli toksin oldugu belirtilmektedir. Genellikle gida igerisindeki enterotoksijenik S.
aureus sayist 10° kob/g veya kob/ml civarinda olmasi toksin olusmasi icin yeterli
goriilmektedir. (Muratoglu, 2010).

Enterotoksinlerin birbirlerinden ayrimi antikorlara verdikleri immun cevaplara gore
olmaktadir (Cengiz, 1999). Stafilokokal Enterotoksinler, kimyasal ve antijenik nitelikleri baz
alinarak alfabetik siraya gore isimlendirilirler ve emetik 6zellik gosterirler. Bu toksinlerin,
SEA, SEB, SEC, SED, SEE olmak iizere bes ana serotipi vardir. Fakat son zamanlarda, SEG,
SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SEU olarak adlandirilan yeni
serotiplerin de bulundugu bildirilmektedir. Bunlarin yaninda yeni gen bdlgelerinin
belirlenmesiyle SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SEU serotipleri de
eneterotoksinler arasina eklenmistir (Ljevakovi¢-Musladin ve ark., 2022). SEA ile SEU
arasinda bircok Stafilokokal Enterotoksin tipi serolojik o©zelliklerine gore tiplendirilip
isimlendirilmistir (Lamprell ve ark., 2004; Ljevakovi¢-Musladin ve ark., 2022). Gegmisten
giinimiize, 24 ayr1 SE ve SEl tiplendirilmistir. Tiplendirmede esas olarak deney
hayvanlarinda emetik 6zellik gdsterme géz oniinde bulundurulsa da, siiperantijenik nitelikte
olma, sindirimi saglayan enzimlere ve isiya karst dayanikli olma ve yapisal ozelliklerdeki

benzerlikler de dikkate alimir. Herhangi bir toksini Stafilokokal Enterotoksin (SE) olarak
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adlandirmak i¢in maymun, fare v.b. gibi primatlara oral olarak veya intraperitoneal yolla
verildiginde kusturucu bir etkinin (emetik faaliyet) goriilmesi gereklidir. Sadece yap1 olarak
benzerlik varsa ve deneylerde emetik faaliyet goriilmemisse bu toksinler SEI seklinde
isimlendirilirler (Hennekinne ve ark., 2010; Hu ve Nakane, 2014; Benkerroum, 2018; Fisher
ve ark., 2018; Ljevakovi¢-Musladin ve ark., 2022).

Enterotoksin gen boélgeleri acisindan incelendiginde sea ve see’nin bakteriyofajlar,
seC’nin patojenite adalari, sed’nin plazmidler ve seb’nin kromozom, patojenite adalari ve
plazmidler vasitasiyla tasindigi belirtilmektedir. Sonradan eklenen yeni serotiplerden selx ve
sely kromozom araciligiyla tasinir. selx geni, S. aureus suslarmin yaklasik %95'inde
bulunabilirken, sely daha az siklikla goriilir ve simdiye kadar sadece birkag susta tespit
edilmistir. Enterotoksin genleri bazen tek baslarina bulunurlar, ancak daha yaygin olarak
gruplar halinde, mobil genetik elementler (MGE) olarak adlandirilan ¢esitli biiyiilk mobil
DNA segmentlerinde bulunurlar. Bu MGE'ler, profajlari, plazmitleri, transpozonlari, S.
aureus patojenite adalarmi (SaPI) ve enterotoksin gen kiimelerini igerir. Enterotoksin gen
kiimeleri (egc), SEG, SEI, SEM, SEN, SEO ve iki psddogeni kodlayan genlere ev sahipligi
yapar. Bu kiime i¢indeki silme, ¢ogaltma ve yeniden birlestirme olaylari, onu yeni SE tiirleri
ve varyantlarinin olusturulmasi i¢in 6nemli bir merkez haline getirir. MGE' ler, genellikle
genom boyutu ve yapisinda c¢arpict farkliliklara neden olarak g¢ekirdek genomlar iizerinde
onemli bir etkiye sahiptir. Kommensal, klinik ve gida zehirlenmesi izolatlar1 dahil olmak
tizere S. aureus izolatlarinin yaklagik %80' ortalama 5-6 SE genini bir arada tasir (Fisher ve
ark., 2018).

Gidalardaki enterotoksijenik S. aureus seviyesi 10° kob’a esit veya >10° kob/g
seviyesinde ise yeterli miktarda toksin olustugu sOylenebilir. Sus tipi, gidanin bilesimi,
sicaklik, diger fiziksel ve kimyasal parametrelerin yanisira inhibitorlerin mevcudiyeti toksin
olusumunda o6ne g¢ikan sebepler olarak goriilmektedir. A tipi toksin stafilokokal
intoksikasyonlarin yaklasik %80’ini olusturur ve bunu da SEB ve SED tipleri takip eder.
Genellikle A, B ve C tipleri agirlikli olarak insanlardan, B tipi yumurta ve baliktan, C tipi
sigir ve koyunlardan, D tipi ise kanatlilardan elde edilen sugslarda rastlanilmaktadir. A ve D
tipinin neden oldugu intoksikasyonlara daha sik rastlanmasmin nedeni, bu tiplerin temel
kaynagmin insan olmasi, logaritmik iireme doneminde birincil metabolit olarak ortaya
¢ikmalar, ayrica A tipi toksinin g¢evre sartlarmin olumsuz olmasi halinde bile

tiretilebilmesinden kaynaklanmaktir. Fakat SEB ve SEC ise ikincil metabolit olarak



22

olustuklarindan dolay1 ancak logaritmik fazin sonlarmna dogru iretilebilmektedirler, normal
sartlarda da bunun 20 saatten daha az bir inkiibasyon siiresi i¢cinde meydana gelemedigi
bildirilmektedir (Erol, 2007). Klasik enterotoksinler stafilokok kaynakli gida zehirlenmesi
vakalarmin %95 gibi biiyiik bir kismindan sorumludur. (Kwon ve ark., 2004). Sonradan
tiplendirilen enterotoksinlerin intoksikasyonlardaki rolleri ise bazilarmin emetik 6zellikte
olmamalar1 ve bazilarinin da hala testlerinin devam etmesi nedeniyle net degildir (Lina ve
ark., 2004; Vernozy —Rozand ve ark., 2004; Fisher ve ark., 2018; Ljevakovi¢-Musladin ve
ark., 2022).

Tablo 2.2. Stafilokokal enterotoksinlerin genetik yapisi ile emetik ve siiperantijenik aktiviteleri
(Fisher ve ark. 2018)

2 e Emetik Aktivite i ik
Enterotoksin|Genetik element | uPerantijenik Tip Filogeneti
aktivite grup
Maymun Fare
SEA Profaj Evet Evet Evet Klasik | SEA
SEB Kromozom, SaPlI, Evet Evet Evet Klasik SEB
Plazmid (pZA10)
SEC1 SaPl Evet Evet Evet Klasik SEB
SEC2 SaPl Evet Evet Evet Klasik SEB
SEC3 SaPl Evet Evet Goriillmedi | Klasik SEB
SED Plazmid (p1B485) Evet Evet Evet Klasik SEA
SEE Profaj Evet Evet Evet Klasik SEA
SEG egcl, egc2, egce3, Evet Evet Evet Yeni SEB
egcd
SEH [Transpozon Evet Evet Evet Yeni SEA
(MGEmw2/mssa476
seh/Dseo)
SEI egcl, egc2, ege3 Evet <100 pg/kg Evet Yeni SEI
SEN Plazmid (pIB485, pF5)| Evet Goriilmedi Goriilmedi| Yeni SEA
SEK Profajlar, SaP11, Evet Evet Evet Yeni SEI
SaPI3, SaPI5,
SAPIbov1
SEL Profajlar, SaPInl, Evet Evet Evet Yeni SEI
SaPIm1,
SaPImwz2,
SAPIbov1
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SEM egcl, egc2 Evet Evet Evet Yeni SEI
SEN egcl, egc2, egces, Evet Evet Evet Yeni SEA
egc4
SEO egcl, egc2, egces, Evet Evet Evet Yeni SEA
egc4, Transpozon
SEP Profaj (Sa3n) Evet Evet Evet Yeni SEA
SEQ Profaj, SaPI1, Evet Evet Evet Yeni SEI
SaP13, SaP15
SER Plazmid (pIB485, pF5)| Evet <100 pg/kg <100 Yeni SEB
ng/kg
SES Plazmid (pF5) Evet <100 ng/kg <100 Yeni SEA
pg/kg
SET Plazmid (pF5) Evet <100 ng/kg <100 Yeni SEIX
pg/kg
SEU egc2, egc3 Evet Goriilmedi Goriilmedi| Yeni SEB
SEIW (SEIU2) legc4 Evet Goriilmedi Goriilmedi| Yeni SEB
SEV egc4 Evet Goriilmedi Goriilmedi| Yeni SEI
SEIX Kromozom Evet Goriilmedi Goriilmedi| Yeni SEIX
SEIY Kromozom Test Goriilmedi Evet Yeni SEIX
asamasinda

SaPI: Staphylococcus aureus Pathogenicity Islands (Staphylococcus aureus Patojenite Adalari), egc: enterotoxin gene cluster (enterotoksin
gen kiimesi), MGE: Mobile Genetic Elemet (Mobil Genetik Element)

2.2.4.6.2.3.1. Stafilokokal Enterotoksin A (SEA)

SEA’nin molekiil agirlig1 27 kDa olup, diger enterotoksinlerden farkli olarak logaritmik
fazin baslangic asamasinda da iiretilmekte ve ortam sartlari elverisli olmasa bile toksisite
olusturabilecek seviyeye erisebilmektedir. Bu yiizden gida kaynakli zehirlenmelerin biiyiik
orandaki sebebinin bu toksin oldugu ileri siiriilmektedir. Bu toksini sea geni kodlar ve bu gen
771 baz ciftinden meydana gelmektedir. 20 ila 100 ng aralifindaki SEA toksik bir etki
olusturur. Bakteriyofajlar araciligiyla taginan sea gen bolgesinin birbirleri arasindaki nakil
islemi kromozomlar vasitasiyla gergeklesir (Erol ve Iseri, 2004; Seo ve Bohach, 2012; Xu ve

ark., 2016).

2.2.4.6.2.3.2. Stafilokokal Enterotoksin B (SEB)

Klinik izolatlardan izole edilen S. aureus’lardaki seb gen bolgesi, kromozomal dzellikte
olmasima kargin diger bakteri suslarinda patojenite adalar1 veya 750 bp uzunlugundaki bir
plazmid araciligiyla tasinir. SEB’yi olusturacak olan oncii proteinler, 31400 Da molekiil
agirh@inda ve 267 aminoasit dizisinden olusurlar. SEB sentezi ¢ogunlukla logaritmik fazin
son agsamalarinda tamamlanir. SEB, 1sitmaya ve protein pargalayan enzimlere kars1 dayanikli
olup, pH degerindeki degisikliklerden de ¢ok fazla etkilenmez. Fakat 1sinin diismesi ve tuz

yogunlugunun artmast SEB iiretimini baski altina almaktadir. Diger enterotoksinlerle
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kiyaslandiginda toksik etkisi en kuvvetli olan toksindir. Konsantrasyon agisindan ¢ok diisiik
miktarlarda viicuda alinsa bile gida zehirlenmeleri olusturmasinin yaninda egzema gibi cilt
hastaliklarina, solunum giicliikleriyle seyreden astim gibi rahatsizliklara ve ileri asamalarda
¢oklu organ yetmezlikleri ve 6liime kadar giden ciddi sonuglara yol agabilmektedir (Balaban
ve Rasooly, 2000; Erol ve Iseri, 2004; Miistak ve Esendal, 2008; Xu ve ark., 2016).

2.2.4.6.2.3.3. Stafilokokal Enterotoksin C (SEC)

Bu toksinin antijenik olarak birbirlerinden ayrilan 3 farkli alt tipi bulunmaktadir ve
bunlar SEC1, SEC2 ve SEC3 olarak isimlendirilirler. Tiim SEC’ler 801 bp uzunlugunda ve
267 aminoasitten olusan oncii (prekiirsor) proteinleri kodlayan ve kromozomlardaki patojenite
adalart tarafindan tasinan sec geni tarafindan sentezlenirler. SEC1 ve SEC2 arasindaki
benzerlik oraninin %97, SEC1 ve SEC3 arasindaki benzerlik oraninin %97,9 iken SEC2 ve
SEC3 arasindaki benzerlik oraninin ise %98 oldugu bildirilmistir. SEC iiretiminin
tamamlanmas1 da ileri logaritmik fazda olmaktadir. S. aureus tarafindan iiretilen SEC’ye
cogunlukla siit ve siit mamiillerinde rastlanmasina ragmen peynirlerde daha az oranda SEC
tespit edildigi bildirilmektedir (Balaban ve Rasooly, 2000; Erol ve Iseri, 2004; Seo ve
Bohach, 2012; Xu ve ark., 2016).

2.2.4.6.2.3.4. Stafilokokal Enterotoksin D (SED)

Gida kaynakli zehirlenme vakalarinda SEA’nin ardindan en fazla izolasyonu yapilan
ikinci toksindir. SED sentezinden sorumlu sed geni penisilinaz plazmidi tarafindan taginir. sed
gen bolgesi araciligiyla tretilen SED, 26,360 Dalton molekiiler agirliga sahip, 228
aminoasitten olusan ve molekiiler yap1 bakimindan diger stafilokokal enterotoksinler (SE) ile
yilksek oranda benzestikleri belirtilen bir toksindir. SED, logaritmik donemde de
iiretilebilmesine ragmen logaritmik donemden sonraki duragan déneme gecis asamasindaki
tretimi en yiiksek mertebeye ulagsmaktadir. Ayni1 zamanda tuz konsantrasyonundaki
yogunlugun, SED {iretimini inhibisyona ugratici bir etki gosterdigi belirtilmektedir. (Balaban
ve Rasooly, 2000; Seo ve Bohach, 2012; Xu ve ark., 2016).
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2.2.4.6.2.3.5. Stafilokokal Enterotoksin E (SEE)

Molekiiler agirligt 26 kDa olan SEE, bakteriyofajlar vasitasiyla taginan ve 771 bp
uzunlugunda olan see geni tarafindan sentezlenmektedir. SEE, SEA ve SED ile genetik yap1
olarak benzerlik gostermektedir. Diger klasik enterotoksinlerle kiyaslandiginda, SEE kaynakli
gida zehirlenme vakalarina daha az oranda rastlanildig: bildirilmektedir (Erol ve Iseri, 2004;

Xu ve ark., 2016; Fisher ve ark., 2018).

2.3. Patogenez

Stafilokokal kaynakli gida zehirlenmeleri birincil derecede ve yaygin bir sekilde
kusmaya yol agar. Emetik yanit, toksinlerin bagirsaklardaki lokal sinir uglarin1 uyarmasi ve
sinirsel impulslarin beyindeki subkortikal kusma merkezi isimli bolgeye aktarilmasi sonucu
gerceklesir (Sutherland ve Varnam, 2002). Stafilokok kaynakli gida zehirlenmelerinde
kusmadan sonraki en 6nemli ve yaygin semptomun ishal oldugu bildirilmektedir. Bagirsak
epitel hiicrelerini hasara ugratan enterotoksinler, bagirsak mukozasinda yer alan vili adindaki
kiiglik uzantilar1 pargalarlar. Stafilokokal enterotoksinlerin kolera toksini veya E. coli
enterotoksinlerinden farkli olmalarinin temel nedeni, intestinal hiicreler tizerine direkt

etkilerinin bulunmamasidir (Sutherland ve Varnam, 2002).

Zehirlenme olgularinda daha az goriilen belirtiler ise, bas agrisi, genel bitkinlik, zayif
nabiz, solunum gii¢liigli ve sok olarak tanimlanabilir (Jorgensen ve ark., 2005). Genellikle
viicut sicakligi normal degerlerin altindadir ve gereginden fazla su kaybi olusur. Agir
durumlarda digki ve kusmukta kan goriilebilir. Enterotoksin zehirlenmelerinde goriilen diger
semptomlar abdominal kramplar, terleme, sitma, bitkinlik ve koma halidir (Giilbandilar, 2015;

Bendahou ve ark., 2008).

Stafilokokal enterotoksinlerin etkileri kisilere gore degiskenlik gdosterir. Bir
popiilasyonda ayni oranda toksine maruz kalanlarin bir kisminda herhangi bir hastalik belirtisi
goriilmezken, diger bir kisminda ise hafif seyirli ya da daha agir seyreden semptomlar ortaya
cikabilir. Risk grubunda olan kronik hastalar ile bebek ve yaslilarda ¢ok az oranda
toksikasyona maruz kalma bile ciddi saglik sorunlarmma yol acabilmektedir. Stafilokok
kaynakli zehirlenmelerde ¢ogunlukla olim riski yoktur. Fakat, bazi vakalarin o6lim ile

sonuglandig da goriilmiistiir (Ellis ve ark., 2003; Iseri ve Erol, 2009).
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SE’ler cocuklarda ve yaglilarda nadiren 6lime sebep olmaktadir (Berdgoll ve Lee
Wong, 2006). Oliim oranlarinin ¢ocuk ve yaslilarda %0.03 ile %4,4 arahiginda degiskenlik
gosterdigi bildirilmistir. Insanlar, kediler ve maymunlar SE'ye karsi olduk¢a hassastir (Inal,
M., 2014). SE'lerin yol agtig1 diger hastaliklar, artritis, gida zehirlenmeleri, toksik sok benzeri
sendromlar, alerjik reaksiyonlar ve otoimmun hastaliklar olarak siralanabilir (Krakauer, 1999;
Balaban ve Rasooly, 2000). Bunlara ilaveten, stafilokokal enterotoksinlerin spesifik olmayan
T hiicre proliferasyonuna neden olan siiperantijen fonksiyonlariin da bulundugu bildirilmistir

(Inal, M., 2014).

2.4. Stafilokokal Enterotoksinlerin Saptanmasi

Enterotoksinlerin tespit edilmesi, stafilokokal intoksikasyonlarin tam olarak ortaya
cikarilmasini saglar. Zehirlenme belirtilerinin ortaya ¢ikmasi i¢in 100 gr gidanin 0,1 ile 10 ng
arasinda enterotoksin ihtiva etmesi yeterlidir. Bu nedenden dolay1 enterotoksinlerin
belirlenebilmesi igin hassasiyeti yliksek testlere gerek duyulur. Bu testlerden bazilari;
Ekstraksiyon - konsantrasyon metodu, RIA (Radio immune Assay), RPLA (Reversed Passive
Latex Aglutination), VIDAS ve ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) bulunur ki
bunlar i¢erisinden daha hassas ve duyarli olan1t ELISA olarak kabul edilmektedir. (Letertre ve
ark., 2003; Erol, 2007). Capraz reaksiyonlarin olma ihtimalinden dolayr bu metotlarin
spesifitelerinin DNA tabanli yontemlerden daha zayif olabilecegi ifade edilmektedir (Aitichou
ve ark., 2004). Bu cergevede SE’lerde bulunan genlerin DNA dizinlerinin ortaya
c¢ikarilmasina yonelik PCR teknolojisinin kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir (Duyuk, 2015).

Tablo 2.3. Stafilokokal enterotoksinlerin saptanmasinda kullanilan test kitleri (Erol, 2007)

Kit Tespit Saptanan Toksin Tiplerini Duyarhhik Test Siiresi
Yontemi SE’ler Ayirma (ng/ml) (saat)
RIDASCREEN ELISA A-E Evet 0,2-0,75 3
SET-EIA ELISA A-D Evet 0,1-1,0 20
TECRA ELISA A-E Hayir 1,0 4
TRANSIA ELISA A-E Hayir 0,2 1,5
RPLA RPLA A-D Evet 0,5-1,0 20-24

VIDAS ELFA A-E Hayir 1,0 1,5
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2.5. 8. aureus’un Siit ve Siit Uriinlerindeki Varhg

Patojen olarak S. aureus, diinyanin bir ¢ok bdlgesinde gida zehirlenme vakalarinda
ikinci veya ftgiincii sirada kendine yer bulur. Gida temelli baska infeksiyon ve
intoksikasyonlarla kiyaslandiginda stafilokokal intoksikasyonlar daha hafif seyirli ve
inkiibasyon stireleri daha kisadir. Vakalar genellikle salginlar seklinde goriilmesine karsin, tek
tilk sporadik vakalara da rastlanildigi bildirilmektedir. S6zkonusu salginlarin, ¢ogunlukla
sindirim sistemini etkileyen enterotoksinlerin oncelikle gidada olusumu daha sonra ise bu
gidanin alimenter yolla alinmasi sonucu gergeklestigi ileri siiriilmektedir (Normanno ve ark.,

2005; Morandi ve ark., 2007).

WHO’ya gore gida zehirlenmesinin tanimi, kontamine gida veya suyun onu tiikketen
kisilerde olusturdugu hastalik olarak yapilmistir. Giiniimiize kadar 250’ye yakin gida
zehirlenmesi vakasi tespit edilmis ve diinyadaki en ciddi hastaliklar arasinda gosterilen bu
zehirlenmelerin tgte ikisine bakterilerin yol agtig1 bildirilmistir. Gidada goriilen stafilokokal
enterotoksin varlig: bir stafilokokal gida zehirlenme gostergesi olarak kabul edilmektedir (Le
Loir ve ark., 2003; Kumar ve ark., 2009).

Siit ve siit trlinlerine dayali stafilokokal gida zehirlenmeleri agisindan iilkeler arasinda
degisikliklerin goriilme sebebi beslenme kiiltiiriindeki farkliliklara dayandiriimaktadir (Le
Loir ve ark., 2003). Bu anlamda siit ve siit iiriinleriyle alakali stafilokokal gida zehirlenmeleri
1969-1990 yillarinda Ingilterede %8 iken 1975-1982 yillarinda ABD’de bu oran %1,4 olarak
ortaya c¢ikmaktadir (Kiiglikgetin ve Milci, 2008). Cok peynir tiiketen bir lilke olarak bilinen
Fransa’ya bakildiginda ise siit {irlinlerine dayali stafilokokal gida zehirlenmesi orant 1999-
2000 yillarinda % 32 olarak tespit edilmistir (Le Loir ve ark., 2003).

Gida temelli salgin olarak, Brezilya’da 1999 senesi Subat ve Mayis ay1 igerisinde iki
olgu kayitlara gecmistir. Bunlarin birincisinde bozulmus peyniri tiiketen 50 kiside 2 saatin
icerisinde zehirlenme belirtileri olan diyare, kusma, bas donmesi, titreme ve bas agrisi
goriilmiustiir. Cig siit tiiketen 328 kisinin hastalandig: ikinci salginda ise belirti olarak diyare
ve kusma ortaya c¢ikmustir. Mikrobiyolojik incelemeler sonucunda, siipheli peynir
orneklerinden S. aureus ve ¢ig siit orneklerinden de koagulaz negatif stafilokoklar izole
edilmistir. Kontamine olmus peynirlerin SEA, SEB ve SEC ihtiva ettigi ¢ig siitlerin ise SEC
ve SED igerdigi gorlilmiistiir. Sonug¢ olarak, peynir kaynakli salgina peynirin iiretim ve
nakliyesinde gorevli insanlar yani gidayla temasi olan kisiler, ¢ig siit kaynakli salgma ise

mastitisin yol agtig1 belirtilmistir (Do Carmo ve ark., 2002).
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Japonya’ da 2000 senesinde, kontamine siit tirtinleri kaynakli 13420 kisinin etkilendigi,
stafilokok kaynakli intoksikasyon sonucu olusan ¢ok biiylik bir salgin kayitlara ge¢mistir.
Yapilan incelemeler, yaklasik olarak 3,7 ng/g SEA tespit edilen yagsiz siit tozunun, siit
irlinlerinin kontaminasyonuna yol agtigini1 gostermistir. Yagsiz siit tozunun iiretimi esnasinda
130 °C’lik 1s1l islem uygulandigir fakat, SEA’nin etkinligini korudugu bildirilmis ve bu
toksinin 20-100 ng civarinda oldugu tespit edilmistir (Asao ve ark., 2003).

2007 yilinda Avusturyadaki okullarda ortaya ¢ikan ve 1025 ¢ocugu etkileyen 166
vakanin, ayni firma tarafindan okullara verilen siit iiriinleri ve yogurtlardan kaynaklandigi
bildirilmistir. Cocuklarda sabah abdominal kramp, kusma ve halsizlik sikayetleri ortaya
¢ikmasi iizerine O0gleden sonra siit iirlinleri ve yogurt dagitimi engellenmistir. Daha sonra
alman Orneklerin laboratuvarda incelenmesi sonucunda bu salginin enterotoksijenik

karakterdeki S. aureus ‘'dan kaynaklandig tespit edilmistir (Schmid ve ark., 2009).

2009 yili itibart ile Fransa’da Ekim ve Kasim aylar1 arasinda ortaya ¢ikan ve kaynagi
gida olan salgin sayis1 6 olarak belirlenmistir. Bu salgmlarin sebebinin ise pastorize
edilmemis siit kullanilarak yapilan yumusak bir peynir ¢esidi oldugu ortaya konmustur. Bu
peyniri tiiketenlerin biiyiikk ¢ogunlugunda mide bulantisi, kusma, ishal, abdominal kramp ve
ates gibi saglik problemleri gozlemlenmistir. Akabinde alinan numunelerden yapilan
incelemelerde koagulaz pozitif stafilokoklar ve bunlarin PCR testi sonucu da S. aureus ve see
genini ortaya ¢ikarmistir. Sonug olarak da bu salginin sebebinin SEE oldugu belirtilmistir
(Ostyn ve ark., 2010).

Tiirkiye’ye gelindiginde gida zehirlenmeleriyle alakali ortaya konan resmi raporlar
yeterli bir bilgi sunamamaktadir. Fakat yurt dis1 kaynakli raporlarda her ii¢ gida zehirlenme
vakasindan birinin S. aureus ve enterotoksinleri kaynakli oldugu ileri stiriilmektedir.
Mikrobiyolojik infeksiyonlardan kaynaklanan gida zehirlenme olgularinda S. aureus’un
oranin ABD i¢in %45, Japonya i¢in %25-30 ve Macaristan i¢in %40 oldugu 6ngoriilmektedir
(Kiictikgetin ve Milci, 2008). Stafilokokal temelli gida zehirlenmeleri ile ilgili rakamlar ABD
baglaminda yilda hastalanan 241.188 kisi igerisinden 1.064 kisinin hastanelik olmasi1 ve
bunlar arasindan da 6 kisinin 6lmesi olarak tanimlanmaktadir. Biitlin bu saglik problemlerinin
ABD’ne yaklagik maliyetinin 1,5 milyar dolar civarinda oldugu tahmin edilmektedir

(Kiigiikgetin ve Milci 2008; Duyuk, 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Ornekler

Bu calismada 2018-2019 tarihleri arasinda Istanbul ve ilgelerindeki siit toplama
tesisleri, siit satis yerleri ve Istanbul Gida Kontrol Laboratuvar Miidiirliigii’ne génderilen
100’1 ¢ig ve 100’1 pastorize olmak iizere toplam 200 adet siit 6rnegi toplandi. Toplanan siit
orneklerinin ilgelere gore dagilimi Tablo 3.1°de, hayvan tiirlerine gore dagilimi Tablo 3.2’de
verildi. Calismada kullanilan siit 6rneklerinin toplandigi ilgeler, alindigi tarihler, alindigi
yerler, siitlerin ambalaj durumlari ve menseileri, ¢ig ve pastorize siit olmak iizere ayr1 ayri
sirastyla Tablo 3.3 ve Tablo 3.4°de verildi. Ornekler satis ambalajlar1 bozulmadan, ya da siit
toplama tesislerinden steril kaplara alinarak soguk zincirde laboratuvara getirildi, 1-2 saat

icinde analize alindi. Etken izolasyonu ve ELISA ig¢in 6rnekler iki kisma ayrildu.

Tablo 3.1. Siit 6rneklerinin ilgelere gore dagilimlari

Iiceler Siit Ornegi Sayis
Bahgelievler 47
Bakirkoy 36
Bagcilar 32
Fatih 22
Giling6ren 15
Avcilar 13
Zeytinburnu 10
Mecidiyekdy 8
Esenyurt 8
Kiigiikgekmece 7
Sultanbeyli 2

Toplam 200
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Tablo 3.2. Siit 6rneklerinin hayvan tiirlerine gore dagilimlari

Siitiin Alindig1 Hayvan Tiirii Siit Ornegi Sayis1
Inek 177
Manda 14
Kegi 9
Toplam 200

Tablo 3.3. Cig siit 6rneklerinin kaynagi, numunenin alindigi tarih, numunenin alindigi yer, ambalaj
durumu ve siitiin mensei

Kaynak Numunenin Numunenin Numunenin Ambalaj Siit
fie Ornek No  Almmdigi Tarih Alindig1 Yer Durumu Mensei
. . : Orijinal Ambalaj .
Bakirkdy 12 01.11.2018 Siit Satis Yeri (Plastik) Inek
. , 4 Orijinal Ambalaj .
Bakirkdy 29 30.01.2019 Siit Satis Yeri (Plastik) Inek
. . . Orijinal Ambalaj .
Bakirkoy 30 30.01.2019 Siit Satis Yeri (Plastik) Inek
Sultanbeyli 31 30.01.2019 Siit Toplama Tesisi Steril Numune Kab1 Inek
Sultanbeyli 32 30.01.2019 Siit Toplama Tesisi Steril Numune Kab1 Manda
Bahgelievler 45 10.02.2019 Siit Satis Yeri Orijinal Ambalaj fnek
(Plastik)
- , . Orijinal Ambalaj .
Bagcilar 46 10.02.2019 Siit Satis Yeri (Plastik) Inek
. , . Orijinal Ambalaj .
Bakirkdy 47 10.02.2019 Siit Satis Yeri (Plastik) Inek
Bahgelievler 48 10.02.2019 Siit Satis Yeri Orijinal Ambalay Inek
(Plastik)
o . . Orijinal Ambalaj .
Bagcilar 49 10.02.2019 Siit Satis Yeri (Plastik) Inek
Bagcilar 50 10.02.2019 Sokak Siitciisii Steril Numune Kabi Inek
< . . Orijinal Ambalaj :
Bagcilar 56 17.02.2019 Siit Satis Yeri (Plastik) Inek
Bahgelievler 57 17.02.2019 Siit Satis Yeri Orijinal Ambalay fnek
(Plastik)

Bahgelievler 58 17.02.2019 Siit Satis Yeri Orijinal Ambalay Inek
(Plastik)

Bahgelievler 59 17.02.2019 Siit Satig Yeri Orijinal Ambalaj fnek

(Plastik)
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Bakirkdy

Bagcilar
Kiiclikgekmece
Fatih

Fatih

Fatih

Fatih

Fatih

Fatih

Fatih

Fatih

Fatih

Fatih
Bakirkdy
Bahgelievler

Bakirkdy

Bakirkdy

Bahgelievler

Bagcilar

Bakirkdy

Bagcilar
Avcilar

Bahgelievler

Bahgelievler

Bahgelievler

Bahgelievler
Bagcilar

Bagcilar

60

61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
86
87

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

124

125

17.02.2019

17.02.2019
17.02.2019
03.03.2019
03.03.2019
03.03.2019
03.03.2019
03.03.2019
03.03.2019
03.03.2019
03.03.2019
03.03.2019
03.03.2019
08.03.2019
10.03.2019
19.03.2019

24.03.2019

24.03.2019

24.03.2019

24.03.2019

24.03.2019

21.04.2019

21.04.2019

21.04.2019

21.04.2019

21.04.2019

28.07.2019

28.07.2019

Siit Satis Yeri

Sokak Siitgiisii
Siit Satig Yeri
Siit Toplama Tesisi
Siit Toplama Tesisi
Stit Toplama Tesisi
Siit Satig Yeri
Siit Toplama Tesisi
Siit Toplama Tesisi
Siit Toplama Tesisi
Siit Toplama Tesisi
Siit Toplama Tesisi
Siit Satis Yeri
IGKLM
Sokak Siit¢iisii
IGKLM

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satisg Yeri

Siit Satisg Yeri

Siit Satis Yeri
Sokak Siitgiisii

Siit Satis Yeri

Siit Satisg Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri
Sokak Siitgiisii

Siit Satis Yeri

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Steril Numune Kabi1
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kab1
Steril Numune Kab1
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kab1

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Steril Numune Kab1

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Steril Numune Kab1

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Manda
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek

Manda
Inek

Manda

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek
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Bakirkdy

Bagcilar

Bahgelievler

Bahgelievler

Bakirkdy

Bakirkdy

Bakirkdy

Bahgelievler
Bahgelievler
Bahgelievler
Bahgelievler
Bahgelievler
Bahgelievler

Bakirkdy

Bahgelievler

Bahgelievler
Bakirkdy

Bagcilar

Bahgelievler

Bahgelievler

Bahgelievler

Bagcilar

Bagcilar
Bagcilar
Bagcilar
Bahgelievler

Bahgelievler

126

127

128

129

130

131

132
133
134
135
136
137
138
139

140

141

152

161

162

163

164

165

166
167
168
169
170

28.07.2019

28.07.2019

28.07.2019

28.07.2019

28.07.2019

28.07.2019

01.08.2019
04.08.2019
04.08.2019
04.08.2019
04.08.2019
04.08.2019
04.08.2019
04.08.2019

04.08.2019

04.08.2019

20.08.2019

08.09.2019

08.09.2019

08.09.2019

08.09.2019

08.09.2019

08.09.2019
08.09.2019
08.09.2019
08.09.2019
08.09.2019

Siit Satis Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Sokak Siitgiisii
Siit Satig Yeri
Sokak Siitgiisii
Sokak Siitgiisti
Siit Toplama Tesisi
Siit Satisg Yeri
Siit Satis Yeri

IGKLM

Siit Toplama Tesisi

Siit Satisg Yeri
IGKLM

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satisg Yeri

Sokak Siit¢iisii
Sokak Siitgiisii
Sokak Siitgiisii
Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kab1
Steril Numune Kab1
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kab1

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Steril Numune Kab1

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kab1

Steril Numune Kab1

Manda

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Manda

Kegi
Inek

Inek

Kegi

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek
Inek
Inek
Inek
Manda
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Bahgelievler

Bahgelievler

Bahgelievler

Bagcilar
Bagcilar
Bahgelievler
Bahgelievler
Bahgelievler
Bahgelievler
Bagcilar
Fatih

Fatih

Fatih

Fatih

Fatih

Fatih

Fatih

Fatih

Fatih

Fatih

Fatih

Bakirkdy

Bakirkdy

Fatih
Bahgelievler
Bahgelievler
Bagcilar
Bagcilar
Bagcilar

Bahgelievler

171

172

173

174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191

192

193

194
195
196
197
198
199
200

15.09.2019

15.09.2019

15.09.2019

15.09.2019
15.09.2019
15.09.2019
15.09.2019
15.09.2019
15.09.2019
22.09.2019
22.09.2019
22.09.2019
22.09.2019
22.09.2019
22.09.2019
22.09.2019
22.09.2019
22.09.2019
22.09.2019
22.09.2019
22.09.2019

06.10.2019

06.10.2019

06.10.2019
06.10.2019
06.10.2019
06.10.2019
06.10.2019
06.10.2019
06.10.2019

Siit Satis Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Toplama Tesisi
Siit Toplama Tesisi
Siit Satis Yeri
Siit Satig Yeri
Stit Toplama Tesisi
Siit Satis Yeri
Sokak Siitgiisii
Siit Toplama Tesisi
Stit Toplama Tesisi
Siit Toplama Tesisi
Stit Toplama Tesisi
Siit Toplama Tesisi
Siit Toplama Tesisi
Siit Toplama Tesisi
Siit Toplama Tesisi
Siit Toplama Tesisi
Siit Toplama Tesisi

Siit Toplama Tesisi

Siit Satis Yeri

Siit Satisg Yeri

Siit Toplama Tesisi
Siit Satisg Yeri
Siit Satis Yeri
Siit Satis Yeri
Siit Satis Yeri
Sokak Siit¢iisii

Siit Satis Yeri

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kab1
Steril Numune Kab1
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kab1
Steril Numune Kab1
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kab1
Steril Numune Kab1
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kab1

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kab1
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kabi
Steril Numune Kab1

Steril Numune Kab1

Inek

Inek

Inek

Inek
Manda
Inek
Manda
Inek
Inek
Inek
Inek
Inek
Manda
Inek
Inek
Manda
Inek
Manda
Inek
Inek

Inek

Inek

Inek

Inek
Inek
Manda
Manda
Inek
Inek

Inek
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Tablo 3.4. Pastorize siit 6rneklerinin kaynagi, numunenin alindigi tarih, numunenin alindig yer,
ambalaj durumu ve siitiin mensei

Kaynak Numunenin Numunenin Numunenin Ambalaj Siit Mensei
fice Brock No~ Alndigi Tarih  Alndis Yer Durumu $

Bakirkdy 1 24102018 Siit Satis Yeri orlj '('I‘D"’}ng(‘)balaj inek
Bakirkdy 2 24.10.2018 Siit Satis Yeri Orijinal Ambalaj (Cam) Inek
Bakirkdy 3 24.10.2018 Siit Satis Yeri Orijinal Ambalaj (Cam) Inek
Bakirkoy 4 24.10.2018 Siit Satis Yeri Orijinal Ambalaj (Cam) Inek
Bakirkdy 5 24102018 Siit Satis Yeri orlj '('I‘D"’}Lgi'f(‘)balaj inek
Bakirkdy 6 24.10.2018 Siit Satis Yeri Orij I(rl]aallagn(])b alaj Inek
Bakirkoy 7 24.10.2018 Siit Satis Yeri 2l I(T?ellrtAor;l])b alaj Inek
Bakirkoy 8 01.11.2018 Siit Satig Yeri R I(?}LQ.T)b alaj Inek
Bakirkdy 9 01.11.2018 Siit Satig Yeri Orlj I(r;;alL'SAt:lT(])b alaj Inek
Bakirkoy 10 01.11.2018 Stit Satis Yeri Orijinal Ambalaj (Cam) Inek
Bakirkoy 11 01.11.2018 Stit Satis Yeri Orijinal Ambalaj (Cam) Kegi
Bahgelievler 13 18.12.2018 Siit Satis Yeri Orij I(r;a}ggm)b alaj Inek
Bahgelievler 14 18.12.2018 Siit Satis Yeri Orijinal Ambalaj (Cam) Inek
Bahgelievler 15 18.12.2018 Siit Satis Yeri Orijinal Ambalaj (Cam) Inek
Bahgelievler 16 18.12.2018 Siit Satis Yeri Orijinal Ambalaj (Cam) Inek
Bahgelievler 17 18.12.2018 Siit Satis Yeri Orij I(r‘?;%r::)b alaj Inek
Bahgelievler 18 18.12.2018 Siit Satis Yeri Orij I(rlza;&r::)b alaj Inek
Bahgelievler 19 18.12.2018 Siit Satis Yeri Orij I(rlza;&r::)b alaj Inek
Bahcelievler 20 18.12.2018  Siit Satis Yeri Orij '(r;ﬁLSAt{L‘;’a'aJ inek
Kiigiikgekmece 21 30.01.2019 Siit Satis Yeri Orij I(r‘?!ﬂfg:)b alaj Inek
Kiigtikgekmece 22 30.01.2019 Siit Satis Yeri Orj I(r‘?!ﬂfg:)b alaj Inek
Kiigiikgekmece 23 30.01.2019 Siit Satis Yeri Orijinal Ambalaj Inek

(Karton)
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Kii¢iikcekmece

Kiiclikgekmece

Kiiclikgekmece
Bakirkdy

Bakirkdy

Bahgelievler

Gilingoéren

Glingoren

Glingoren

Glingoren

Gilingoren

Gilingoren

Glingoren

Glingdren
Glingdren

Gilingoren

Gilingoren

Bagcilar

Bagcilar

Bagcilar

Bagcilar

Bagcilar

Avcilar

Bakirkoy

Avcilar

24

25

26
27

28

33

34

35

36

37

38

39

40

4
42
43

44

51

52

53
54

55

74

75
76

30.01.2019

30.01.2019

30.01.2019
30.01.2019

30.01.2019

30.01.2019

10.02.2019

10.02.2019

10.02.2019

10.02.2019

10.02.2019

10.02.2019

10.02.2019

10.02.2019
10.02.2019
10.02.2019

10.02.2019

17.02.2019

17.02.2019

17.02.2019
17.02.2019

17.02.2019

10.03.2019

10.03.2019
10.03.2019

Siit Satis Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satisg Yeri
Siit Satisg Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satisg Yeri

Siit Satisg Yeri

Siit Satisg Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj (Cam)
Orijinal Ambalaj (Cam)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj (Cam)
Orijinal Ambalaj (Cam)
Orijinal Ambalaj (Cam)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj (Cam)
Orijinal Ambalaj (Cam)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj (Cam)
Orijinal Ambalaj (Cam)

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek
Kegi

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Keci

Inek

Inek

Inek

Inek
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Avcilar

Avcilar

Avcilar

Avcilar

Avcilar

Avcilar

Bakirkdy

Avcilar

Avcilar

Mecidiyekdy

Mecidiyekdy

Mecidiyekdy

Mecidiyekdy

Mecidiyekdy

Mecidiyekdy

Mecidiyekoy

Mecidiyekoy

Gilingoren
Glingdren

Glingdren
Gilingoren

Bakirkoy

Bakirkoy

Bahgelievler

77

78

79

80

81

82

83
84

85

88

89

90

91

92

93

94

95
96

97

98
99
100

101

112

10.03.2019

10.03.2019

10.03.2019

10.03.2019

10.03.2019

10.03.2019

10.03.2019
10.03.2019

10.03.2019

24.03.2019

24.03.2019

24.03.2019

24.03.2019

24.03.2019

24.03.2019

24.03.2019

24.03.2019
24.03.2019

24.03.2019

24.03.2019
24.03.2019
24.03.2019

24.03.2019

16.06.2019

Siit Satis Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satisg Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri
Siit Satis Yeri

Siit Satisg Yeri
Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj (Cam)
Orijinal Ambalaj (Cam)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj (Cam)
Orijinal Ambalaj (Cam)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj (Cam)
Orijinal Ambalaj (Cam)
Orijinal Ambalaj (Cam)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Kegi
Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek
Inek

Inek
Inek

Kegi

Inek

Inek
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Bahgelievler

Bagcilar

Bagcilar

Bagcilar

Bagcilar

Bagcilar

Bagcilar
Avcilar
Avcilar

Bakirkdy

Bakirkdy

Zeytinburnu

Zeytinburnu

Zeytinburnu

Zeytinburnu

Zeytinburnu

Zeytinburnu

Zeytinburnu
Zeytinburnu

Zeytinburnu

Zeytinburnu

Esenyurt

Esenyurt

Esenyurt

113

114

115

116

117

118

119
120
121
122

123

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

153

154

155

16.06.2019

16.06.2019

16.06.2019

16.06.2019

16.06.2019

16.06.2019

16.06.2019
16.06.2019
16.06.2019
16.06.2019

16.06.2019

18.08.2019

18.08.2019

18.08.2019

18.08.2019

18.08.2019

18.08.2019

18.08.2019

18.08.2019

18.08.2019

18.08.2019

01.09.2019

01.09.2019

01.09.2019

Siit Satis Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri
Siit Satisg Yeri
Siit Satisg Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satig Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satisg Yeri
Siit Satisg Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Siit Satis Yeri

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj (Cam)
Orijinal Ambalaj (Cam)
Orijinal Ambalaj (Cam)
Orijinal Ambalaj (Cam)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj
(Karton)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj (Cam)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj
(Plastik)

Orijinal Ambalaj (Cam)

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek
Inek
Inek

Kegi

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek
Kegi

Inek

Inek

Inek

Inek

Inek
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Orijinal Ambalaj

Esenyurt 156 01.09.2019 Siit Satis Yeri (Plastik) Inek
Esenyurt 157 01.09.2010 it Sati Yeri orij '(T?; rtAO':]‘)ba'aJ inek
Esenyurt 158 01.09.2019 it Sati Yeri Orij '(T?; rtAO':]‘)ba'aJ inek
Esenyurt 159 01.09.2019 Siit Satis Yeri Orijinal Ambalaj (Cam) Inek
Esenyurt 160 01.09.2019 Siit Satis Yeri Orijinal Ambalaj inek

(Plastik)

3.1.2. Besiyerleri

3.1.2.1.Baird Parker Agar (BPA, Oxoid, CM0961)-Egg Yolk Telliirit Emiilsiyon (Oxoid,
SR0054)

BPA, iretici firma tarafindan belirtilen oranlarda hazirlandi. 121°C’de 15 dakika

sterilize edildi. Besiyeri 50°C’ye sogutulduktan sonra Egg Yolk Tellurite emiilsiyonu eklendi.

3.1.2.2.Mannitol Salt Agar (Oxoid, CMO0085)

Uretici firma tarafindan belirtilen oranlarda hazirlandi, pH’s1 7,2’ye ayarlandi,

otoklavda sterilize edildi.

3.1.2.3.DNase Agar (Oxoid, CM0321)

Besiyerinden 1 1t distile su icerisine 40 gr ilave edildi, 1sitilarak eritildi. Karigimin
pH’1 7,2°ye ayarlandi. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilip petrilere dokiildii.

Besiyeri daha sonra kullanilmak iizere buzdolabina kaldirildi.

3.1.2.4. Tryptone Soy Agar (TSA, Oxoid, CM0131)

Besiyerinden 1 1t distile su icerisine 40 gr ilave edildi, 1sitilarak eritildi. Karigimin
pH’1 7,2’ye ayarlandi. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilip petrilere dokiildii. Daha

sonra kullanilmak tizere buzdolabina kaldirildi.

3.1.2.5.Tryptone Soy Broth (TSB, Oxoid, CM0129)

Besiyerinden 8 gr, 75 gr NaCl, 1000 ml distile su karistirildi. Karisimin pH’1 7,2’ye
ayarlandi. 5 ml lik tiiplere dagitilarak 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. 50°C’ye
sogutulup buzdolabina kaldirildi.
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3.1.2.6.Brain Heart Infusion Broth (BHIB, Oxoid, CM0225)

Besiyerinden 8 gr, 20 ml gliserin, 80 ml distile su igerisinde 1sitilarak eritildi.
Karisimm pH’1 7,2’ye ayarlandi. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. 50°C’ye
sogutulup buzdolabina kaldirildu.

3.1.3. Kimyasal Maddeler ve Soliisyonlar
%?3 Hidrojen Peroksit (%30’ luk H,O,, Riedel de Haen, 18312), Gram Boyama Seti

(Kristal Violette (Fluka, 61135), Gram lodine (Riedel de Haen, 30305), Etanol (Riedel de
Haen, 32221), Safranin O Soliisyonu (Riedel de Haen, 32610)), Oksidaz Testi (Liofilchem
Oxidase Test Stick, 88029N), Immersiyon Yag1 (Fluka, 56822), Tavsan Plazmasi (Remel,

R21051).
3.1.4. Lateks Agliitinasyon Test Kiti
Plasmatec Staphylococcus Latex Test Kit (STE 010)

3.1.5. ELISA Kit
S. aureus enterotoksinlerinin (A,B,C,D,E) saptanmasi amaciyla Ridascreen SET

A,B,C,D,E (r-biopharm, Germany, R4101) Kiti kullanildi.

Sekil 3.1.Ridascreen Set (ABCDE) Test Kiti Mikro Pleyt

A anti- SEA
B anti- SEB
Stafilokokal Enterotoksinler

c anti- SEC \ A-E’ye kargi! spesifik

( antikorla kapli mikrotiter
D anti- SED tipier
E anti- SEE
F koyun-igG i Negatif kontrol
G koyun-lgG Negatif kontrol
H anti-SE Pozitif kontrol
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3.1.6. Real-time PCR
3.1.6.1.Ekstraksiyon

Roche MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume DNA Ekstraksiyon Kiti
(REF 06543588001, Roche, Germany) kullanildi.

Tablo 3.5. Roche MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume Kit Icerigi

Bilesen Etiket icerik/Ozellik
Tabla 1 Reaktif Tabla 1 Her kit icin 3 tabla
Kap 1 Yikama Soliisyonu I e Guanidin Hidroklorid

Etanol
Tris HCI Soliisyonu

Kap 2 Yikama Soliisyonu I e Guanidin Hidroklorid
e Etanol
e Tris HCI Soliisyonu
Kap 3 Pargalayici/Baglayict e Guanidin Tiyosiyanat
Soliisyon e Tris HCI Soliisyonu
e Triton X-100
Tabla 2 Reaktif Tabla 2 Her kit i¢in 3 tabla
Kap 1 Bos
Kap 2 Proteinaz K %2 Proteinaz K, %50 Gliserol
Kap 3 Yikama Soliisyonu Tris HCI Soliisyonu
Kap 4 Yikama Soliisyonu III Sodyum Asetat Soliisyonu
Sise 1 Manyetik Cam Partikiilleri [zopropanol iceren manyetik cam partikiilleri

3.1.6.2.Forvard ve Revers Primerler

Primerlerin dizayni, IDT Integrated DNA Technologies tarafindan yapildi. Primerler
tiretici firmanin belirttigi dogrultuda sulandirilarak stok soliisyonlar: hazirlandi. Bu stok
soliisyonlar1 kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. Calismada kullanilan primerlerin gen

dizilimleri, amplikon biiytikliikleri ve kaynaklar1 Tablo 3.6’da gosterildi.
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Tablo 3.6. Caligmada kullanilan primerlerin gen dizilimleri ve amplikon biiyiikliikleri

Hedef Primer Amplikon

genler Adi Gen Dizilimi (5°-3”) Bilyiikligii Kaynak
Forward ~ 5-AAAATACAGTACCTTTGGAAA-3
SEA  Reverse  5-TTTCCTGTAAATAACGTCTTGC-3 92 Der?z'gcl'f)t al.
Prob  FAM-AACGAATAAGAAAAATGTAACTGTTCAGGAGTTGGATC-Tamra
Forward ~ 5-CGCATCAAACTGACAAACGA-3
Gayathri &
SEB Reverse ~ 5-CCGTTTCATAAGGCGAGTTG-3 243 Prakash (2014)
Prob  FAM-TGTTCGGGTATTTGAAGATGG-Tamra
Forward  5-AATAAAACGGTTGATTCTAAAA-3
SEC  Reverse  5-ATCAAAATCGGATTAACATTAT-3 80 De”(“z'gcl'f)t al.
Prob  FAM-TAGAAGTCCACCTTACAA-Tamra
Forward ~ 5-TGATTCTTCTGATGGGTCTAA-3
SED  Reverse  5-GAAGGTGCTCTGTGGATAATG-3 115 Der?z'gcl'f)t al.
Prob  FAM-TATGATTTATTTGATGTTAAGGGTGATTTTCCCGAA-Tamra
Forward ~ 5-ACCGATTGACCGAAGAAAAA-3
SEE  Reverss 5-CTTACCGTGGACCCTTCAGA-3 264 Varstney et al.

(2009)
Prob  FAM-TGCAAAGAGGCTTGATTGTG-Tamra

3.1.6.3.Real-time PCR Kit

Real-Time PCR analizi i¢in Roche Light Cycler 480 Probes Master Kit (REF
04887301001, Roche, Germany) kullanildu.
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PCR kit igerigi:
e LightCycler 480 Probes Master (2x konsantrasyonda)
e PCR safliginda su

3.1.7. Standart Suslar

Calismadaki A (SEA ATCC 13565 FDA 196E), B (SEB ATCC 14458 FDA 243), C
(SEC ATCC 19095 137), D (SED ATCC 23235 494), E (ATCC 27664 FRI-326) tipi
stafilokokal enterotoksin iireten S. aureus suslar1 Tarim ve Orman Bakanlig1 Istanbul Gida

Kontrol Laboratuvar Miidiirliigii’nden temin edildi.

3.1.8. Kullamlan Diger Gerecler

Calsmada kullanilan cihazlar ve ekipmanlar Tablo 3.7°de 6zetlendi.

Tablo 3.7. Calismada kullanilan cihazlar ve ekipmanlar

Cihazlar

e DNA Ekstraksiyon Cihazi (Magna Pure 96, Roche)
e Real-Time PCR Cihazi (Light Cycler 480 II, Roche)
e Biyogiivenlik Kabini (PCR-3A1, Esco)

e ELISA Cihaz1 (ELX 808 IU, Bio-Tek)

e Benmari (Kerman)

e Inkiibatér (DE700, Memmert)

e Otoklav (HV-85L, Hirayama)

e Mikroskop (DM3000, Leica)

e Hassas Terazi (CP224S, Sartorius)

e Calkalayici-Isitict Blok (MB102, Bioer)

e Sogutmali Santrifiyj (Allegra X-22, Beckman Coulter)
e pH Metre (Seven Compact, Mettler-Toledo)

e  Mikrosantrifiij (Microfuge 16, Beckman Coulter)

e Vorteks (1.622.01.001, IsoLab)

e Mikroplate Okuyucu-Spektrofotometre (Epoch)

e Buzdolab1 (5841NFY, Argelik)

e  Derin Dondurucu (GSN36AI31, Bosch)

Ekipmanlar

Otomatik Pipetler (0.5-10 pl, 10-100 pl, 100-200 pl, 100-1000 pul, Thermo)
96 kuyucuklu PCR pleyt ve optik kaplayici film (Roche)

Filtreli streril pipet uglari (Thermo)

Steril petri, spatiil, 6ze

Steril pudrasiz eldiven
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3.2. Yontem

3.2.1. Siit Orneklerinden S. aureus izolasyonu

Soguk kosullar altinda (+4°C) laboratuvara getirilen siit 6rneklerinden 1’er ml alinip
Egg Yolk Tellurite eklenmis BP agara ekildi. Ekimi yapilan besiyerleri 37°C’de 48 saat
aerobik sartlarda inkiibe edildi. Bu silire sonunda BP agarda gri-siyah, etrafinda hale olan
koloniler S. aureus stipheli, zonsuz siyah koloniler Staphylococcus spp. siipheli olarak

belirlendi.

Stipheli kolonilere Gram boyama yapildi. Mikroskobik morfolojileri Gram pozitif kok
olan kolonilere katalaz ve oksidaz testleri uygulandi. Gram pozitif kok olan, katalaz testi
pozitif ve oksidaz testi negatif olan Staphylococcus spp. siipheli kolonilerden saf kiiltiirler
elde etmek amaciyla TSA’lara ekimler yapildi. Aerobik ortamda, 37°C’de 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi elde edilen, temel 6zellikleri (Gram boyanma 6zelligi, katalaz ve
oksidaz 0Ozelligi) yoniinden kontrol edilen saf Kkiiltiirler etken identifikasyonu amaciyla

kullanildi.

Identifikasyon icin S. aureus siipheli kolonilere tiip ve lam (lateks) agliitinasyon testi,
koagulaz, DNaz aktivitesi, mannitol fermantasyonu testi uygulandi. Testlerin sonuglar pozitif
olan koloniler S. aureus olarak belirlendi. Elde edilen izolatlar %20 Gliserol iceren TSB’de -
20°C sakland1 (TS 6582-3 EN ISO 6888-3, 2004).

3.2.2. ELISA (Ezyme Linked Immunosorbent Assay)
3.2.2.1.Protein Yapisindaki Toksinlerin ELISA Teknigi ile Belirlenmesi

Test iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda uygulandi. Yikama soliisyonu 1/10
oraninda sulandirildi. Her bir siit 6rneginden(n=200) 25 ml steril kapakl tiiplere aktarildi ve
3500 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra tiiplerin iizerinde olusan krema
tabakas1 atildi ve altta kalan filtrat analizde kullanildi. Her bir numune i¢in 8 kuyucuklu
mikrotiter strip kullanildi. 12 adet strip 1 pleyte yerlestirildi. Mikrotiter striplerin ilk 7
kuyucuguna 100 pl numune, son kuyucuga ise 100 pl pozitif kontrol eklendi. Pleyt maniiel
olarak yavas¢a karistirlldi ve iizeri kapatilarak 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.
Mikrotiter pleytinin ¢ukurlarindaki sivi dikkatlice bosaltilip kuyucuklara 300 pl yikama
soliisyonu konuldu. Pleyt yavasca karistirilarak kuyucuklarin tamamen yikanmasi saglandi ve
daha sonra yikama soliisyonu dokiildii. Yikama islemi 3 kez tekrarlandi. Her bir kuyucuga

100 ul konjugeyt 1 eklendi ve pleyt maniiel olarak yavasca karistirildi, iizeri kapatilarak
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37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Pleytin igindeki sivi bosaltilip kuyucuklara 300 pl yikama
soliisyonu konuldu. Yikama iglemi yapildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Sonrasinda, her bir
kuyucuga 100 pl konjugeyt 2 eklendi ve pleyt mantiel olarak yavasca karistirilip pleytin lizeri
kapatilarak 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Mikrotiter pleytinin cukurlarindaki sivi
dikkatlice bosaltilip 3 kez yikama islemi yapildi. Her bir kuyucuga 100 pl Substrat/Kromojen
eklendi ve pleyt maniiel olarak yavasca karistirilip pleytin iizeri kapatildi, 37°C°de 15 dakika
inkiibe edildi. Inkubasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga 100 pl sonlandiric1 soliisyon
eklendi, pleyt yavasca maniiel olarak karistirildi. Pleyt spektrofotometre cihazinda 450/620
nm dalga boyunda okundu ve sonuglar RIDASOFT WIN.NET programina gore
degerlendirildi.

3.2.2.2.Cut-Off Degerinin Hesaplanmasi

Her bir 6rnek igin ayr1 ayri negatif kontrollerin (F ve G kuyucuklarinda bulunan) OD
degerlerinin aritmetik ortalamasi alind1 ve 0,15 ekleyerek her bir 6rnegin cut-off degeri
belirlendi. Programda elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde pozitif kontrol degerinin
>1,0 negatif kontrol degerininin < 0,2 olmasina dikkat edildi. Bu sonuglara uymayan degerler
hatal1 olarak degerlendirildi. Test tekrarlandi. Orneklerin 450/620 nm’deki absorbans degeri
her bir 6rnek i¢in saptanan cut-off degerinin altinda ise negatif, esit veya yiiksek ise pozitif

olarak degerlendirildi.

3.2.3. Real-Time PCR
3.2.3.1.Genomik DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu, ticari kitte verilen yonteme gore uygulandi. Bu amagla BPA’daki
S. aureus kolonilerinden birka¢ tane alindi ve BHIB’a ekildi. Aerobik ortamda, 37°C’de 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda, elde edilen kiiltiirlerden 200’er pl alindi, tam
otomatik DNA ekstraksiyon cihazinin kartuslarina yiiklendi ve ekstraksiyon protokolii
baglatildi. DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra ekstrakte edilen DNA'larin safliklari
spektrofotometre ile kontrol edildi. Spektrofotometrede 260/280 orani 1,8 olan saf DNA’lar
Real-Time PCR analizinde kullanildi.
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Resim 3.1. DNA Ekstraksiyon Cihazi (Magna Pure 96, Roche, Germany)

3.2.3.2.DNA Amplifikasyonu

3.2.3.2.1. Real-Time PCR Karisiminin Hazirlanmasi

Toplam hacim her bir 6rnek igin 15 ul olacak sekilde PCR karigimi hazirlandi. PCR
karisimi hazirlanmasinda, her bir 6rnek i¢in 10 pl Master Mix, 0,5’er ul forward ve revers
primer, 0,2 ul prob ve 3,8 ul PCR saflikta su kullanildu.

Tablo 3.8. Real-Time PCR Karigimi Bilegimi

Bilesen Miktari
LightCycler 480 Probes Master Mix 10 pl
PCR Saflikta Su 3,8 ul
Forward Primer 0,5l
Reverse Primer 0,5l
Prob 0,2 ul
TOPLAM 15 nl

PCR karisimi her bir kuyucuga 15 pl olarak dagitildi ve iizerlerine 5 pl elde edilen
ornek DNA’s1 eklendi. Her ¢alismada pozitif kontrol i¢in 5 ul referans S. aureus suslarindan
elde edilen DNA, negatif kontrol i¢in ise RNase-DNase free PCR saflikta su ilave edildi.
Pleytin iizeri optik folyo ile kapatildi ve santrifiije yerlestirilerek 1500 rpm’de 30 saniye
santrifiij edildi. Daha sonra pleyt LightCycler 480 II Real-Time PCR cihazina yerlestirildi.



Resim 3.2. Real-Time PCR Cihazi (Light Cycler 480 Il, Roche, Germany)

LightCycler 480 Il Real-Time PCR cihazina gore optimize edilen 1s1 degerlerinde

Real-Time PCR asamasi tamamlandi. Real-Time PCR dongiileri, sicaklik ve uygulanan

sureler Tablo 3.9°da 6zetlendi.

Tablo 3.9. Real-Time PCR Kosullari
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PCR Déngiileri Sicakhik Siire
Baslangi¢ Denaturasyonu 95°C 10 dk
Denaturasyon 95°C 10 sn
Baglanma 55°C 30 sn
Uzama 72°C 1sn

Son Uzama 40°C 10sn

Optimize edilen 1s1 degerlerinde amplifikasyon ve probun hidrolizine bagli floresan
artist kontrol edildi. Floresan artisinin goriilmesi, S. aureus izolatinin enterotoksijenik

Ozellikte oldugunu gosterdi ve enterotoksin gen bolgelerinin her toksin tipine gore varlig

belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. lzolasyon ve Identifikasyon Bulgular

Calismada EYT-BP agara ckimi yapilan 100 ¢ig siit Orneginin 98 adedinde
Staphylococcus spp. ve 48 adedinde S. aureus siipheli koloniler iiredi. Pastorize siit
orneklerinin (n=100) 6 adedinde Staphylococcus spp. ve 1 adedinde S. aureus siipheli

koloniler tiredi.

Resim 4.1. S. aureus siipheli kolonilerin Baird Parker Agar’daki goriiniimii

Resim 4.2. S. aureus siipheli kolonilerin mikroskobik goriiniimii (x100 biiyiitmede 151k
mikroskobunda goriintiilendi)
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Identifikasyon icin S. aureus siipheli kolonilere uygulanan tiip koagiilaz ve lateks
agliitinasyon testi sonucunda 98 ¢ig siitten izole edilen Staphylococcus spp. izolatlarinin
54’{inlin koagiilaz pozitif oldugu, bunlarin identifikasyon testleri sonucunda da 48’inin S.

aureus oldugu belirlendi.

Resim 4.3. Tiip kogiilaz testi pozitif reaksiyon goriiniimii

POZITIF NEGATIF

Resim 4.4. Lateks agliitinasyon testi goriinimii

Sonug¢ olarak piyasada satilan ¢ig siit (n=100) oneklerinin 48 (%48) adedinde S.
aureus saptandi. Pastorize siitlerde, 6 pastorize siitten izole edilen Staphylococcus spp.
izolatlarimin 2’sinin koagiilaz pozitif oldugu, bunlarin identifikasyon testleri sonucunda 1

adedinin S. aureus oldugu belirlendi. Sonug olarak piyasada satilan ¢ig siit (n=100)
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oneklerinin 48 (%48)’inde ve pastorize siit (n=100) oneklerinin 1 (%1) adedinde S. aureus
saptand1 (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Staphylococcus spp., Koagiilaz pozitif stafilokok ve S. aureus izolatlarinin siit tipine gore
dagilimlari

Ornek Staphylococcus spp. Koagiilaz S. aureus
Sayisi (%) .
Siit Tipi Pozitif (%) (%)
Cig Siit 100 98 (%98) 54 (%54) 48 (%48)
Pastorize Siit 100 6 (%6) 2 (%2) 1 (%1)
Toplam 200 104 (%52) 56 (%28) 49 (%24,5)

4.2. ELISA SEA-SEE Enterotoksin sonuglar:

Tim siit orneklerine uygulanan ELISA sonucunda S. aureus saptanan 10 ¢ig siit
orneginde Stafilokokal enterotoksin varligi saptandi. Saptanan enterotoksin tipleri Tablo

4.2°de 6zetlendi. Pastorize siitlerin higbirinde enterotoksin saptanmadi.

Tablo 4.2. Saptanan enterotoksin tipleri

Ornek no STAFILOKOKAL ENTEROTOKSIN
SEA SEB SEC SED SEE

29 +

47 +

50 +

108 + + +
126 + + +
130 + + +
133 + +
174 + 4 F
192 + + +
198 + + +

4.3. Real-time PCR sonugclar: / sea-see Enterotoksinlerinin Sentezinden Sorumlu
Genlerin Varh@inin saptanmasi

Real-Time PCR testi sonucunda sea, seb, sec, sed, see enterotoksin gen tiplerinden en
az biri 45 S. aureus izolatinda saptand1 ve bu genler sadece ¢ig siit drneklerinden elde edilen

izolatlarda tespit edildi. Pastdrize siitten izole edilen S. aureus ’da (n=1) ise enterotoksin geni
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saptanmadi. Tespit edilen enterotoksijenik gen bolgeleri ve stafilokokal enterotoksinlerin siit
tipine gore dagilimlar1 Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’ de verildi. Pozitif 6rneklerin Real-Time PCR
analiz sonuglar1 Sekil 4.1-4.5° te gosterildi.

Analizler sonucunda ¢ig siitlerde izole edilen S. aureus izolatlarinin 45 (%93,8;45/48)’
inde s6z konusu genlerden en az bir tanesinin bulundugu, 3’{iniin ise bu genleri tasimadigi
tespit edildi. Enterotoksin genlerinin 45 izolatin 21 (%46,7)’inde tek tip, 15 (%33,3)’inde iki,
6 (13,3)’sinda iig, 2 (%4,4)’sinde dort ve 1 (%2,2)’inde ise tiim gen bolgelerinin bir arada
bulundugu tespit edildi. Izolatlarda en c¢oksecgeni (n=27) saptanmis olup,
bunlar1 sea (n=19), seb (n=15), sed (n=14) ve see (n=7) genlerinin takip ettigi belirlendi.

Real-Time PCR sonuglart (n=45) ile ELISA sonuglar1 (n=10) birbiriyle
karsilagtirildiginda ELISA sonucunda siitlerde saptanan enterotoksin tiplerinin, ayni siitten
izole edilenS. aureus izolatlarinda saptanan enterotoksijenik gen bolgeleri (sea-see) ile
uyumlu oldugu saptandi Cig siit 6rneklerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin 35 (35/45;
%77,8)’inde bir veya daha fazla enterotoksin gen tipi/tipleri saptanmasina ragmen bu

izolatlara ait siitlerde sentezlenmis enterotoksin belirlenmedi.

Tablo 4.3. Saptanan enterotoksin gen bolgeleri

. Enterotoksin genleri
Izolat Siit
No (siit no) Tipi sea seb sec sed see
29 Cig Siit + - - - -
47 Cig Siit + - - - -
50 Cig Siit
63 Cig Siit
64 Cig Siit
65 Cig Siit
68 Cig Siit
69 Cig Siit
72 Cig Siit
73 Cig Siit
104 Cig Siit
105 Cig Siit
106 Cig Siit
108 Cig Siit
126 Cig Siit
130 Cig Siit
132 Cig Siit
133 Cig Siit
135 Cig Siit
139 Cig Siit
152 Cig Siit
161 Cig Siit
164 Cig Siit
166 Cig Siit
168 Cig Siit
173 Cig Siit
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174 Cig Siit
176 Cig Siit
179 Cig Siit
180 Cig Siit
182 Cig Siit
183 Cig Siit
184 Cig Siit
185 Cig Siit
187 Cig Siit
188 Cig Siit
189 Cig Siit
190 Cig Siit
191 Cig Siit
192 Cig Siit
194 Cig Siit
195 Cig Siit
197 Cig Siit
198 Cig Siit - -

200 Cig Siit + p r - -
Sar1: sadece sea ; Mavi: sadece seb ; Yesil: sadece sec ; Pembe: sadece sed ; Mor: 2’li gen; Kirmizi: 3’1 gen; Gri: 4’li gen; Turuncu: 5°1i
gen

Tablo 4.4. Enterotoksijenik gen bolgeleri ve stafilokokal enterotoksinlerin siit tipine gore dagilimlart

S. aureus I Enterotoksijenik Gen
Siit Tipi izolat Entemtooksuemk il Tasimayan Izolat Enterotoksijenik Gen Bolgeleri
Tastyan Izolat Sayisi

Sayisi Sayisi
sea (6)
seb (4)
sec (9)
sed (2)

sea+sec (2)
seb+sec (3)

Cig St 48 45 3 sea+sed (2)
sec+sed (8)
sea+seb+sec (1)
sea+sec+sed (1)
sea+seb+see (4)
sea+seb+sec+see (2)
sea+seb+sec+sed+see (1)

Pastorize St 1 - 1 -
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Sekil 4.1. SEA pozitif numunenin Real-Time PCR analiz sonucu (180 Numarali Ornek)
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Sekil 4.2. SEB pozitif numunenin Real-Time PCR analiz sonucu (108 Numarali Ornek)
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Sekil 4.3. SEC pozitif numunenin Real-Time PCR analiz sonucu (126 Numarali Ornek)
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Sekil 4.4. SED pozitif numunenin Real-Time PCR analiz sonucu (197 Numarali Ornek)
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Sekil 4.5. SEE pozitif numunenin Real-Time PCR analiz sonucu (126 Numarali Ornek)
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Tablo 4.5. S. aureus izolatlarinda Real-Time PCR ile saptanan enterotoksijenik gen bolgeleri ve
ELISA sonuglarina gore siitlerde saptanan enterotoksin tiplerinin karsilastirilmasi

izolat Siit Real-Time PCR ELISA

No Tipi sea seb sec sed see SEA SEB SEC SED SEE
29 Cig Siit + - - - - B - - - -
47 Cig Siit & - - B, . | i i i i
50 Cig Siit # - - - - + - - - -
63 Cig Siit + - - + - - - - - -
64 Cig Siit + - - - - - - - - -
65 Cig Siit - - + - - - - - - -
68 Cig Siit + - + + - - - - - -
69 Cig Siit + - - - - - - - - -
72 Cig Siit - - + + - - - - - -
73 Cig Siit + - - + - - - - - -
104 Cig Siit - - + B - - - - -
105  Cig Siit - - + - - - - - - -
106 Cig Siit - - + + - - - - - -
108  cigsit # + - - + + - -

126 CigSit  # + + - + + - -

130 Cig Siit i + - - + + - -

132 Cig Siit - - + + - - - - - -
133 Cig Siit + A + + * - - -

135 Cig Siit - - + - - - - - - -
139 Cig Siit - - + + - - - - - -
152 Cig Siit - - + - - - - - - -
161 Cig St - - + - - - - - - -
164  Cig St - - + - - - - - - -
166 Cig Siit - + + - - - - - - -
168 Cig Siit - + + - - - - - - -
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173 CigSit - - - + - - - -
174 Cig Siit + + + - B + + B
176 CigSit  + - n ] : : ) .
179  CigSit - - + + - - - -
180  CigSit  + + + - - - - -
182 CigSit - - i g ] ] ] )
183  CigSit - - - + - - - -
184  CigSit - + - - - - - -
185  CigSit - + + - - - - -
187  Cig Siit - + - - - - -
188 CigSit - + - - - - - -
189  CigSit - + - - - - - -
190  CigSit  + - m ] ] ] ) ]
191  CigSit - - + - - - - -
192 Cig Siit + + - - B + - B
194  CigSit - + - - - - - -
195  CigSit - - B - - - - -
197  Cig Siit - - - m ; ; ; ;
198 Cig Siit + + - - [ B + B
200  CigSit  + - . ] . - : -

TOPLAM 19 15 27 14 7 10 6 7
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5. TARTISMA

Stafilokokal gida zehirlenmesi, gida kaynakli hastaliklarin i¢inde ilk siralarda yer
almaktadir. Stafilokokal gida zehirlenmeleri enterotoksijenik stafilokoklarin gidanin 100
graminda 100 ng ya da daha yiiksek miktarda enterotoksin sentezlemesi ile sekillendigi
bildirilmistir. Gidalarda enterotoksijenik stafilokoklarin en az 10° kob/g (veya ml)
diizeyindeki hiicre popiilasyonuna sahip oldugu sartlarda sentezlendigi bildirilmistir. Siit ve
siit irlinlerinden ozellikle ¢ig siitlerden S. aureus enterotoksijenik suslari1 siklikla izole

edildiginden Stafilokokal gida zehirlenmesi yoniinden halk sagliginda énemli bir rol oynadigi

bildirilmistir (Kwon ve ark., 2004).

Cesitli ilkelerde ¢ig siit orneklerinde S. aureus prevalanslart ile ilgili yapilan
calismalarda, ¢ig siitlerin degisik oranlarda S. aureus ile kontamine olduklarini saptamislardir.
Bu calismalara 6rnek olarak; Jorgensen ve ark. (2005) Norveg’ te ¢ig inek ve keci siitleri
(n=433) ile siit iiriinlerinin (n=82) de bulundugu 515 adet 6rnegi incelemisler, ¢ig sigir (%75)
ve kecgi (%96,2) siitiinde saptananS. aureus prevalansinin ¢ok yiiksek oldugunu
bildirmislerdir. Adwan ve ark. (2005), Kuzey Filistin’de 250 ¢ig siit ile yaptiklar1 bir
calismada ¢ig siitlerin %48’inin S. aureus ile kontamine oldugunu belirtmislerdir. Vasil ve
ark. (2007), Slovakya’da ciftliklerden 1275 adet koyun siitii toplamislar ve bunlardan 125 adet
Staphylococcus spp. izole ettiklerini bildirmislerdir. Al-Ashmawy ve ark. (2016), Misir'da
satigta toplanan ¢ig siit ve siit iirlinlerinde metisiline direncli S. aureus'un prevalansini, tiim
stit ve siit driinlerinde %53 (106/200) oraninda saptamiglardir. Korpysa ve ark. (2011),
Polonya’da yaptiklar1 bir ¢alismada 237 adet ¢ig siit 6rnegini incelemisler ve 77 tanesinin
(%32,5) S. aureus ile kontamine oldugunu belirtmislerdir. Kou ve ark. (2021), Cin’in
kuzeyinde dort bolgeden topladiklart 144 perakende ¢ig siit 6rneginden %43,1 oraninda S.
aureus izole etmislerdir. Arastiricilar S. aureus’un, genellikle mastitis veya insan
tasiyicilartyla iligkili bircok ¢ig siit kaynagim1 kontamine edebilecegini vurgulamislar,
sagimda ya da daha sonra uygun gida isleme yontemlerinin izlenmemesi ile bitmis iirliniin

kirlenmesine yol agabilecegini bildirmislerdir.

Tiirkiye’ de de giiniimiize kadar ¢ig siit 6rnekleri ve gidalarda birgok ¢alisma yapilmais,
arastiricilar degisen oranlarda S. aureus izole ettiklerini bildirmislerdir. Ertas ve ark. (2010),
Kayseri’de toplanan ¢ig siit drneklerinin %42’sinden, Yilmaz ve Goniilalan (2010) Kayseri’de

piyasada satilan ¢ig siitlerde (n:60) %50 oraninda, Giiciikkoglu ve ark. (2012), Samsun’da


https://www.liebertpub.com/doi/10.1089/fpd.2015.2038?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%20%200pubmed
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yaptiklar1 bir ¢alismada 60 adet ¢ig siit 6rneginden %75 (45/60) oraninda, Keyvan ve ark.
(2020), Burdur’da 120 ¢ig siit 6rneginin 69’undan S. aureus izole etmislerdir. Demirci ve ark.
(2017) ise diger ¢alismalarin aksine Istanbul Gida Kontrol Laboratuvari’na gelen siit, siit
tirlinleri, et ve et lrlinlerini i¢eren 3650 farkli gida 6rneginden 36 (%0,98) S. aureus susunun

izole edildigini bildirmislerdir.

Bu calismada piyasada satilan ¢ig siit (n=100) 6neklerinin %48’inde ve pastdrize siit
(n=100) oneklerinin %]1’inde S. aureus izole edilmistir. Satisa sunulmus olan ¢ig siitte
saptanan yiizdelik oranin olduk¢a yiiksek oldugu, ¢ig siitiin S. aureus kontaminasyonunu
tilkketici sagligina zarar vermemek icin en aza indirmek gerekliligini ortaya koymustur.
Firsatg1 patojen karaktere sahip olan etken mastitis veya insan tarafindan olusturulan

kontaminasyonlarla ¢ig siit kaynagini kontamine ettigi diistiniilmustiir.

Cig siitlerde enterotoksin varliginin belirlenmesi amaciyla bir¢cok arastirma yapilmuistir.
Jorgensen ve ark. (2005), Norveg’de S. aureus ile kontamine oldugunu saptadiklari sigir ve
ke¢i ¢ig siitlerinde, sigir orijinli ¢ig siitlerin %22,1’inin ve ke¢i orijinli ¢ig siitlerin de
%57,3’{iniin enterotoksin icerdigini belirtmislerdir. Rahimi ve ark. (2012), Iran Isfahan’da
stafilokokal enterotoksin varligini arastirmak amaciyla tiikketime sunulacak ¢ig siitleri igeren
12 adet siit tankindan farkli donemlerde aldiklar1 72 adet ¢ig siitleri ELISA yontemiyle
incelemis, %20,8 (15/72)’inin enterotoksin icerdigini saptamislardir. Siitlerde en ¢ok 12
ornekle SEA %16,7’sinde tespit edilmis ve bunu sirasiyla 9 ornekle SED (%12,5) ve 6
ornekle SEC (%8,3) izlemistir. Hicbir ornekte SEB ve SEE tespit etmediklerini
bildirmislerdir.

Tiirkiye’de bu konuda yapilan bircok calismaya ornek olarak, Ertas ve ark. (2010),
Kayseri’de %42 (42/100) oraninda S. aureus izole edilmis kontamine siitlerin %66,6’sinin
(28/42) enterotoksin igerdigini bildirmislerdir. Yilmaz ve Goniilalan (2010), Kayseri’de
piyasada satilan ¢ig siitlerde %50 oraninda S. aureus izole ettiklerini ve siitlerin stafilokokal
enterotoksin yoniinden %61,7’sinin pozitif oldugunu belirtmislerdir. Keyvan ve ark. (2020),
Burdur’da topladiklar1 ¢ig siit O6rneklerinden %57,5 (69/120) oraninda S. aureus izole
edildigini ve izolasyonu olan siitlerin sadece 2’sinde enterotoksin saptadiklarini

bildirmislerdir.

Bu c¢alismada tiim ¢ig siit 6rneklerine uygulanan ELISA sonucunda %10 oraninda

stafilokokal enterotoksin varlig1 saptanmistir. S. aureus izole edilen ¢ig siit drneklerinin ise
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%20,8’inin Stafilokokal enterotoksin iirettigi belirlenmistir. Enterotoksin saptanan izolatlar
incelendiginde SEA (10/10)’nin tiim izolatlar tarafindan sentezlendigi ve ilk sirada oldugu
gortliirken, ikinci sirada SEE (7/10) ve iiglincii sirada SEB (6/10)’nin bulundugu, higbir
izolatin ise SEC ve SED iiretmedigi belirlenmistir. Gidalarda enterotoksin olusturma
ozelligine sahip S. aureus’un SE tiplerini sentezleme siirelerinde SEA’nin en erken (liremenin
erken logaritmik fazinda) olustugu dikkate alindiginda, siitlerde saptanan S. aureus varliginin
izolatlarin siireye bagli olarak enterotoksin salgilayabilecegini diislindlirmiistiir. Pastorize
siitlerin hicbirinde SE saptanmamis olmasi, pastorizasyon asamasinda bakterilerin (bir siit
hari¢) tamamen elimine oldugunu ve daha sonraki asamalarda uygun ambalajlama

teknikleriyle kontamine olmalarinin 6niine gecildigini gostermistir.

Bir¢ok caligmada gidalardan izole edilen S. aureus izolatlarinda SEA-SEE iiretiminden
sorumlu genlerin (sea, seb, sec, sed, see) varligi arastirilmistir. Bu calismalarda tiiketime
sunulan ¢ig siit iiriinlerinde degisen oranlarda S. aureus kontaminasyonu oldugunu, izolatlarin
degisen oranlarda enterotoksin geni tasidigini, ayrica mastitisli siitlerin de kaynak
olusturdugunu bildirmislerdir (Adwan ve ark. (2005); Vasil ve ark. (2007); Korpysa ve ark.
(2011); Neder ve ark. (2011); Rahimi ve ark. (2012); Santos ve ark. (2014); Riva ve ark.
(2015); Pajic ve ark. (2016); Papadopulos ve ark. (2019)).

Jorgensen ve ark (2005), Norveg’ te ¢ig inek ve keg¢i siitlerinin sirasiyla %75 ve %96,2
oraninda S. aureus ile kontamine oldugunu, sigir orijinli izolatlarin %22,1’inin ve ke¢i orijinli
izolatlarin %57,3’linlin enterotoksin geni i¢erdigini ve en ¢ok sec genine sahip olduklarini
saptamislardir. Zouharova ve Rysanek (2008), Cek Cumbhuriyeti’nde 440 tank siitii
orneginden izole ettikleri %15,9 S. aureus (70/440) izolatinda SE iiretimine karsilik gelen
genleri  %55,7 (39/70) oraninda saptamislardir. Stafilokokal enterotoksin genlerinin
oranlarinin %27,1 sea, %10 seb, %4,3 seh, %2,9 sed, %2,9 sejve %1,4 sec oldugunu
belirtmislerdir. Mansour ve ark. (2017), Misir’da yaptiklari bir ¢alismada 33’{ inek ve 58’1
manda olmak iizere toplam 141 ¢ig siit Ornegi toplamiglar ve bunlarda S. aureus
kontaminasyonu ve enterotoksin gen bolgelerinin varligini incelemislerdir. Bu 141 6rnegin
23’iiniin S. aureus ile kontamine oldugunu ve 6 izolatta ise enterotoksijenik gen bolgesi
bulundugunu belirtmislerdir. see 6 izolatin tamaminda bulunurken, 2 izolatta seb, 2 izolatta
sec ve 3 izolatta ise seb ve sec enterotoksin sentezleyen gen bolgesi bulundugunu

bildirmislerdir.


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Zouharova%2C+M
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Baz ve ark. (2021), Misir’da gesitli klinik o6rneklerden elde ettikleri S.
aureus izolatlarinda stafilokok enterotoksinlerini kodlayan bes genin (sea, seb, sec,
sed ve see ) %39,1 oraninda bulundugunu, izolatlarin %32,6'sinda sea’nin en baskin toksin
geni oldugunu, izolatlarin %4,3"inde seb ve izolatlarin %2,1'inde de sea ve seb’nin birlikte
saptandigini, Sec, sed ve see’ninise higbir izolatta tespit edilmedigini bildirmislerdir.
Caligmalar arasinda enterotoksin kodlayan genlerin prevalansindaki farkliliklarin, izolatlarin
kokeni, arastirma yerleri, farkli iilkelerdeki hijyen kurallar1 ve tan1 yontemleri gibi cesitli

faktorlerden kaynaklanabilecegini vurgulamiglardir.

Kou ve ark. (2021), Cin’in kuzeyinde dort bolgeden topladiklari 144 perakende ¢ig siit
orneginden %43,1 oraninda S. aureus izole ettiklerini, izolatlarin %12,9' unun en az bir
viriilans geni tasidigini saptamislar ve S. aureus'un kuzey Xinjiang'da ¢ig siitte ciddi kirlilige
neden oldugunu ve bunun halk sagligi iizerinde olumsuz bir etkisi bulundugunu

vurgulamislardir.

Tiirkiye’de de gidalarda, ¢ig siitlerde ve siit tirlinlerinde SE iiretimine karsilik gelen
genleri saptamaya yonelik birgok c¢alisma yapilmistir. Boynukara ve ark. (2008), Van’da
subklinik mastitisli 480 inekten izole ettikleri 106 S. aureus izolatinin %25,5 (27/106)
enterotoksijenik tipte oldugunu, 25 izolatin sea, 2 izolatin ise seb geni tasidigini, higbir
izolatta sec ve sed’ye rastlamadiklarini bildirmisler, elde ettikleri sonucu subklinik mastitisli
sitlerde sea’nin diger enterotoksin genlerine oranla daha fazla bulundugu seklinde
yorumlamuslardir. Ertas ve ark. (2010), Kayseri’de inceledikleri ¢ig siit 6rneklerinden (n=100)
%42 oraninda S. aureus ve kontamine siitlerin de %66,6’sinin (28/42) enterotoksin igerdigini
saptadiklar1 arastirmalarinda izolatlarin %73,8’inin SE iiretimine karsilik gelen genleri
icerdiklerini 12°sinin (%38,7) sea, 2’sinin (%6,5) seb, 5’inin (%16,1) sec, 10’unun (%32,3)
sed ve 2’sinin (%6,5) sea ve sed gen bolgesine sahip oldugunu bildirmisler ve S. aureus’larin
ilgili gen bolgelerine sahip olmalarina ragmen siite enterotoksin salgilamayabilecegi sonucuna
varmiglardir. Giiclikoglu ve ark. (2012), Samsun’da yaptiklar1 bir ¢alismada 60 adet ¢ig siit
Oorneginin 45 tanesinden (%75) S. aureus izole etmigler, bu izolatlarin %13,7’sinin
enterotoksin sentezleyen gen bdlgelerine sahip olduklarini, bu genlerin %71,4’{iniin sea
%14,2’sinin seb ve %14,2’sinin sea+seb oldugunu belirtmisler, iriinlerin halk sagligi i¢in
potansiyel olarak tehlikeli oldugunu vurgulamislardir. Demirci ve ark. (2017), Istanbul Gida
Kontrol Laboratuvari’na gelen siit, siit iirlinleri, et ve et {iriinlerini iceren 3650 farkhi gida

orneginden 36 (%0,98) S. aureus susunun izole edildigini ve bu suslarin 14'iniin (%0,38)
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enterotoksinjenik gen bolgesine sahip olduklarini, siit 6rneklerinden izole edilen 3 sustaki
enterotoksijenik gen bolgelerinin 1 sea, 1 sec ve 1 sea+sec+sed oldugunu bildirmislerdir.
Calismaya dahil edilen tiim iirlinlerden izole edilen S. aureus izolatlarinda en ¢ok tespit edilen
enterotoksijenik gen tipinin %19,4 ile sea (n=7) oldugunu ve kontamine iiriinlerin basinda da

stitlin geldigini vurgulamislardir.

Bu ¢alismada Real-Time PCR testi sonucunda sadece ¢ig siit 6rneklerinden elde edilen
izolatlarda %93,8 (45/48) sea-see enterotoksin gen tiplerinden en az biri belirlenmistir.
Enterotoksin genlerinin %46,7 (21/45)’sinde tek tip, %33,3 (15/45)’tinde iki, 13,3 (6/45)’tinde
¢, %4,4 (4/45)’linde dort ve %2,2 (1/45)’sinde ise tim gen bolgelerinin bir arada bulundugu
tespit edilmistir. Izolatlarda en ¢ok sec geni (n=27) saptanmus olup, bunlar1 sea (n=19), seb
(n=15), sed (n=14) ve see (n=7) genlerinin takip ettigi belirlenmistir. Sonugta siitlerde
saptanan enterotoksin tiplerinin, ayni siitten izole edilen S. aureus izolatlarinda saptanan
enterotoksijenik gen bolgeleri (sea-see) ile uyumlu oldugu goriilmiis, ¢ig siit 6rneklerinden
izole edilen S. aureus izolatlarinin %77,8 (35/45)’inde bir veya daha fazla enterotoksin gen
tipi/tipleri saptanmasina ragmen bu izolatlara ait siitlerde sentezlenmis enterotoksin
belirlenmemistir. Bu durum, S. aureus’un hangi asamada olursa olsun o6zellikle ¢ig siitleri
kontamine etmesinin olast bir gida zehirlenmesi igin potansiyel bir kaynak oldugunu,
enterotoksin gen tiplerinin varliginin, enterotoksin saptanmasa bile daha sonraki siirelerde

aktif hale gelebilecegini diistindlirmiistiir.

Yapilan c¢alismalarda arastiricilar (Kiiplili (2002); Giindogan ve ark. (2005);
Kiigiik¢etin ve Milci (2008)) pastérize siitlerin de gida zehirlenmelerinde 6nemli oldugunu, S.
aureus ile kontamine olan siitte pastorizasyon Oncesi enterotoksin iretilebilecegini,
pastorizasyonla S. aureus’un Oldiirebilecegini ancak olusmus enterotoksinlerin yok
edilemiyecegini vurgulamislar, pastdrizasyon dncesi ve sonrast siitiin potansiyel tehdidini de

ortaya koymuslardir.

Bu calismada pastorize siitlerde bir siit disinda S. aureus izole edilmemis ve siitlerde
olusmus enterotoksin ve etkende enterotoksin genleri saptanmamistir. Bu verilerin iyi bir
sonu¢ oldugu, ancak bu siitiin bagka bir islem asamasinda (6rnegin dondurma iiretimi)
kontamine olabilecegi, bu nedenle, iiretimden tiiketime kadar her bir asamada hijyen

kosullarina uyulmasi gerekliligi diistintilmiistiir.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.00641/full#B25
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, bu ¢alismada tiiketime sunulmus ¢ig siitlerde %98 Staphylococcus spp.
ve %48 S. aureus tespit edildi. Cig siitlerden izole edilen izolatlarin %93,8’i gibi yiiksek bir
oraninin enterotoksin gen tipi/tiplerini tasidigi ve etkenle kontamine olmus bu siitlerin bir
kisminin da siite salinmis halde enterotoksin igerdigi belirlendi. Bu degerler ¢ig siit ve siit
tirtinlerinin enterotoksin {ireten S. aureus'un énemli rezervuart oldugunu diisiindiirmistiir. Bu
sonu¢ ayni zamanda ¢ig siitlin potansiyel tehdidini de ortaya koymakta, kontrol amaciyla
izleme programlari ve 6nleyici tedbirlerin uygulanmasi gerektigini gostermektedir. Ek olarak,
hayvan sahipleri, iireticiler, ya da bakicilar ve ayni zamanda tiiketicilerin de egitimi ve
bilgilendirilmesi gerekliligi 6nem arzetmektedir. Bu nedenle, 6zellikle enterotoksin iireten S.
aureus’lar yoniinden ¢ig siit tiiketiminin neden oldugu gida zehirlenmesi riskini azaltmak igin,
ilgili kurumlar, ¢ig siitin mikrobiyolojik analizlerini diizenli olarak yapmali ve 6zellikle
triinlerin toplama, tasima ve satis yoOnetimini kontrol altinda tutarak standardize

edilmelidirler.
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INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

TUKETIM AMACIYLA PIYASADA BULUNAN CiG VE PASTORIZE
SUTLERDE ENTEROTOKSIJENIK STAPHYLOCOCCUS AUREUS VE
ENTEROTOKSINLERININ ARASTIRILMASI
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ETiK KURUL iZIiN YAZISI

Uyari: Canli denekler iizerinde yapilan tim aragtirmalar i¢in Etik Kurul Belgesi alinmasi
zorunludur.

0 Etik Kurul izni gerekmektedir.
X Etik Kurul izni gerekmemektedir.

Recep GECKINLI
(Imza)
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KURUM IiZNi YAZILARI

Uyari: Canli ve cansiz deneklerle yapilan tiim caligmalar i¢in kurum izin belgelerinin
eklenmesi zorunludur. Gizlilik ve mahremiyet iceren durumlarda kurum adi kapatilmahdir.

0  Kurum izni gerekmektedir.

X  Kurum izni gerekmemektedir.

Recep GECKINLI
(Imza)





