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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ANKARA PIYASASINDA ACIKTA SATILAN BEYAZ VE TULUM
PEYNIRLERINDE Staphylococcus aureus VARLIGININ BELIRLENMESI VE
BELIRLENEN SUSLARDA BAZI KLASIK ENTEROTOKSIJENIK
OZELLIKLERIN POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR) iLE
ARASTIRILMASI

Sahar KARIMIHACHEHSOO

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Siit Teknolojisi Anabilim Dali

Danigman: Dog. Dr. Birce TABAN

Gida isleme sirasinda uygun hijyenik kosullarin saglanamamasi sonucu kontamine
olmus siitlerden, 6zellikle de ¢ig siitten tiretilen peynirlerin stafilokokal intoksikasyonlar
yoniinden biiyiik risk tasidiklart bilindiginden, bu tez ¢alismasinda baslangi¢ olarak,
Ankara piyasasinda agikta satilan 63 adet Beyaz ve Tulum peynirinde Staphylococcus
aureus varligit EN/ISO 6888-1 (01/2004) yontemi kullanilarak arastirilmis ve toplam
210 adet tipik S. aureus izolati elde edilmistir. Timii Gram pozitif ancak, 73 adedi
koagiilaz pozitif olarak belirlenen izolatlarin 27 adedi, API® Staph kiti kullanilarak, S.
aureus olarak identifiye edilmistir. Bu suslarin, termoniikleaz gen bdlgesine (nuc geni)
sahip olup-olmadiklar1 polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile incelenmis ve 27 adet
izolatin 24 adedinde nuc geninin 279 bg’lik bolgesi amplifiye edilebilmistir. Bir bagka
deyisle, 63 adet peynir 6rneginin 12 adedinde (% 15.9) toplam 24 adet S. aureus sus
varligi kesin olarak dogrulanmistir. Calismanin ilerleyen asamasinda, bu suslarda gida
intoksikasyonlar1 yoniinden 6nemli olan bazi Klasik stafilokokal enterotoksinleri (SEA
ve SED) ifadeleyen genlerin olup-olmadigi PZR ile arastirilmis ve yalnizca tek bir
peynir orneginden izole edilen bir susda sea geninin 219 bg¢’lik bdlgesi amplifiye
edilebilmis ancak higbir susda sed geninin 317 bg’lik bolgesi amplifiye edilememistir.
Dolayisiyla, 63 adet peynir 6rneginin yalnizca 1 adedi SEA sentezleyebilecek S. aureus
ile kontamine halindeyken, oOrneklerin hi¢birinde SED sentezleyecek S. aureus
bulunmadigi saptanmistir. Sonug olarak; Ankara piyasasinda agikta satilan Beyaz ve
Tulum peynirlerinde gerek S. aureus gerekse SEA sentezleyebilecek S. aureus
saptanmasi, bunlarin hem tiretimleri sirasinda yetersiz sanitasyon kosullar1 oldugunun
gostergesi olmasit hem de enterotoksin icerme olasiliklarinin fazlali§i nedenleriyle
biiylik 6nem arz etmektedir.

Ocak 2016, 67 sayfa

Anahtar Kelimeler: Beyaz peynir, Tulum peyniri, Staphylococcus aureus, polimeraz
zincir reaksiyonu, stafilokokal enterotoksin, SEA, SED
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DETECTION OF PRESENCE OF Staphylococcus aureus IN WHITE PICKLED AND
TULUM CHEESES SOLD IN OPEN MARKETS OF ANKARA AND
INVESTIGATION OF SOME CLASSICAL ENTEROTOXIGENIC PROPERTIES OF
THESE STRAINS BY POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)
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Department of Dairy Technology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Birce TABAN

Since it’s known that contaminated milks, especially raw milk cheeses, carry a great
risk for staphylococcal intoxication as a result of failure to provide proper hygienic
conditions during food processing and preparation, in this project, firstly, a total of 63
white pickled and Tulum cheeses sold in open markets of Ankara were investigated for
the presence of Staphylococcus aureus according to the method of EN/ISO 6888-1
(01/2004) and a total of 210 typical S. aureus isolates were determined. Twenty seven
of the isolates which all were determined as Gram positive but 73 of were determined as
coagulase positive, were identified as S. aureus by using the API® Staph kit. These
strains were also examined for the presence of of thermonuclease gene region (nuc
gene) by PCR and as a result, the region of 279 bp was amplified in 24 of these 27
isolates. In other words, totally 24 S. aureus strains have been precisely detected in 12
of 63 cheese samples (15.9 %). Consequently, the presence of some classic
staphylococcal enterotoxins (SEA and SED) genes which have great importance in
terms of food intoxication were investigated in these strains by PCR and the region of
219 bp of sea gene was amplified in one strain from only one cheese sample but 317 bp
of sed gene could not be amplified in any of these strains. Thus, only 1 of 63 cheese
samples was contaminated with SEA producing S. aureus while SED producing S.
aureus were not found in any of them. As a result, detection of both S. aureus and SEA
producing S. aureus in white pickled and Tulum cheeses sold in open markets of
Ankara is very important due to being an indicator of poor sanitation conditions during
their production as well as redundancy of the possibility of having enterotoxin.

January 2016, 67 pages

Anahtar Kelimeler: White pickled cheese, Tulum cheese, Staphylococcus aureus,
polymerase chain reaction, staphylococcal enterotoxin, SEA, SED
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1. GIRIS

Insanlarmn en temel gereksinimlerinden biri beslenmedir. Insanlarin yasamsal ve fiziksel
gelisimlerini  siirdiirebilmeleri i¢in, yeterli miktarda saglikli ve gilivenilir gida
tilketmeleri ve bu gidalara fiziksel ve ekonomik bakimdan kolaylikla erisebilmeleri
gerekmektedir. Giiniimiizde diinya niifusunun beslenmesi icin yeterli gida
bulunamamasi 6nemli bir sorun olmakla birlikte, var olan gidanin gilivenilir olmamasi
da sorun yaratmaya baglamistir (Uygun ve Koksel 2010). Giivenilir gida iiretimini
saglamak i¢in, gidalarin Uretim, isleme, saklama, tasima ve dagitim asamalarinda
gerekli hijyenik kurallara uyulmasi ve oOnlemlerin alinmasi gerekmektedir. Ancak
giiniimiiz kosullarinda gidalarin, artan cevre kirliligi, sehirlesme ve sanayilesme, calisan
kadin niifusundaki yogunluk, toplumun degisen tliketim aliskanliklari, toplu gida ve
yemek iiretiminde artis, yetersiz veya yeterince uygulanmayan mevzuatlar, kontrol dis1
gida iiretimi ve denetim uygulamalarinin yetersizligi nedenleriyle insanlar i¢in hastalik
riski olusturabildikleri gozardi edilmemelidir. Gida kaynakli hastaliklar sadece saglik
sorunlaria yol agmayip, bunun yanisira ciddi isgiicii kayb1 olusturmakta ve ekonomik

kayiplar olarak da kendini gostermektedir (Erkmen 2010, Aslan 2012).

Son yillarda gerek iireticilerin gerekse tiiketicilerin gida hijyeni konusunda bilingli
davranmalar1 sayesinde gida hijyeninde gézlenen gelismelere karsin, Staphylococcus
aureus (S. aureus) halen gida kaynakli hastaliklarin 6nde gelen iigiincii nedeni olarak
tanimlanmaktadir (Morandi vd. 2007, Normanno vd. 2007, Akineden vd. 2008, Can ve
Celik 2012).

Staphylococcaceae ailesindeki stafilokoklar igerisinde gida zehirlenmeleri agisindan en
onemli tiir olan S. aureus, patojen bir bakteri olmasina kargin saglikli insanlarin % 20-
30’unun nazofarinks ve deri florasinda yer almakta ve insanlarin % 60’1 belirli
araliklarla bu patojeni barindirmaktadir (Normanno vd. 2007). Dolayistyla gida isleme
ve hazirlama sirasinda uygun hijyenik kosullarin saglanamamasi ve/veya korunamamasi
sonucu gidalarin S. aureus ile kontamine olmasinda en biiyiik rolii insanlar oynamasina
karsin, basta mastitisli hayvanlardan sagilan siitler olmak iizere, kontamine olmus siitler

ve slit drlinlerinin, ozellikle de ¢ig siitten iretilen peynirlerin stafilokokal



intoksikasyonlar yoniinden biiyiik risk tasidiklar1 (de Buyser 2001, Kiipliili vd. 2004,
Jorgensen vd. 2005, Zweifel vd. 2006, Rall vd. 2008) ve hatta bu peynirlerden S.
aureus’un siklikla izole edildigi bildirilmektedir (Delbes vd. 2006, Rosengren vd. 2010,
Jakobsen vd. 2011).

Siit ve siit riinleri esaslh stafilokokal intoksikasyonlar; enterotoksijenik 6zellige sahip
stafilokoklarin siit ve siit riinlerinde 10°-10° kob/g-mL veya daha yiiksek sayiya
ulagsmas1 sirasinda sentezlenen, ekzotoksin oOzellikteki stafilokokal enterotoksinlerin
(SE) alimenter yol ile alim1 sonucu olusmaktadir (Bostan vd. 2006, Akineden vd. 2008,
Pelisser vd. 2009, Ertas vd. 2010). Hastalik Denetim ve Onleme Merkezleri (Centers for
Disease Control and Prevention—CDC) verilerine gore Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde her yil SE’lere bagli gida zehirlenmelerinden 325 000 kisi hastaneye
yatirilirken, 5 000°den fazlas1 da dlmektedir (Pinchuk vd. 2010). SE’ler, kimyasal ve
antijenik oOzellikleri esas alinarak adlandirilmaktadirlar. Bugiine kadar 21 SE tipi
tanimlanmis ve bunlar1 ifadeleyen genler belirlenmis ancak stafilokokal intoksikasyon
vakalarinin % 95’inin (Cremonesi vd. 2005, Ertas vd. 2010, Rahimi 2013, Aytac ve
Mercanoglu-Taban 2014) emetik &zellikteki klasik SE’ler olarak bilinen SEA, SEB,
SEC (SEC;, SEC,, SEC3), SED ve SEE kaynakli oldugu gozlenmistir (Holeckova vd.
2002, Blaiotta vd. 2004, Scherrer vd. 2004, Cremonesi vd. 2007, Akineden vd. 2008,
das Dores vd. 2013). Klasik SE’ler arasinda SEA ve SED’in siklikla, SEC’nin kismen
intoksikasyonlara neden olduklar1 saptanmistir (Rosec vd. 2002, Bostan vd. 2006,
Pelisser vd. 2009, Ertas vd. 2010, Pinchuk vd. 2010). SEE ve SEB’nin ise gida

zehirlenmesi vakalarinda hi¢ saptanmadiklari belirlenmistir.

Insanlar siit veren hayvanlari evcillestirmeye basladigindan beri, siit ve fermente siit
irlinleri insan diyetinin 6nemli bir pargasit olmustur (Jakobsen vd. 2011). Yiiksek
miktarda S. aureus igeren siitlerin pastorize edilmeden peynire islenmesi, kullanilan
starter kiiltiiriin aktivitesinin zayif olmasi, siitiin pastdrizasyon sonrasi kontaminasyonu
ile iirline iglenmesi ve uygun olmayan depolama kosullar1 peynirlerde SE’lere baglh gida
zehirlenmelerinin olusmasina neden olmaktadir (Kiiciikgetin ve Milci 2008, Kaynar

2011).



Her ne kadar pastorizasyon islemi sonucu S. aureus hiicreleri inhibe edilebilse de,
termostabil Ozellikte olan SE’lerin biyolojik aktivitelerini genellikle koruduklar
saptanmistir (Balaban ve Rasooly 2000, Asao vd. 2003, Morandi vd. 2007, Rall vd.
2008, Rahimi 2013). Stafilokokal enterotoksinlerin pepsin, tripsin, Kkimotripsin,
kimozin, papain vb. gibi proteolitik enzimlere, diisiik pH degerlerine ve fermantasyon
kosullarina diren¢li olmalarinin yanisira, peynirlerin olgunlastirilmas: sirasinda da
aktivitelerini kaybetmedikleri bilinmektedir (Cremonesi vd. 2007, Akineden vd. 2008,
das Dores vd. 2013, Rahimi 2013). Dolayisiyla ¢ig siitten ve/veya hijyenik olmayan
ortamlarda {iretilen peynirlerin stafilokokal intoksikasyon riskini arttirdiklari, halk
sagligini tehdit ettikleri ve dnemli ekonomik kayiplara neden olduklart bildirilmektedir
(Santos vd. 1981, de Buyser 2001, Jorgensen vd. 2005, Normanno vd. 2005, Ertas vd.
2010).

Peynirlerde yiiksek miktarlarda S. aureus saptanmasi, hem isletmedeki yetersiz
sanitasyon kosullarinin gostergesi olmasi, hem de peynirlerin enterotoksin igcerme
thtimalinin fazlaligi nedenleriyle biiyilk 6nem arz etmektedir. Bununla beraber
peynirlerde diisik S. aureus sayisinin saptanmis olmasi da enterotoksin agisindan
olusabilecek riski azaltmamaktadir. Cig siite kontamine olmus S. aureus’un
sentezleyecegi enterotoksinlerin 1sil islem ve diger yontemler ile inaktif hale
getirilemeyecegi bilinmektedir. Bu durumda tiiketim Oncesi yapilacak analizler ile S.
aureus varligr saptanmayan ya da diisiik miktarlarda saptanan peynirler tiiketildiginde

ciddi intoksikasyonlara sebep olabilecektir.

Siit ve siit {irtinlerindeki SE’ler, 20 ng ile 1 pg arasi gibi ¢ok diisiik seviyelerde bile
stafilokokal intoksikasyonlara yol agabilmektedirler. Dolayisiyla ¢ig siit ve/veya
hijyenik olmayan kosullarda tretilen peynirler stafilokokal intoksikasyonlara yol
acarak, hem halk sagligini tehdit edebilmekte hem de 6nemli ekonomik kayiplara neden

olabilmektedir.

Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’ne gore eritme peyniri harig
diger tiim peynirler i¢in, EN/ISO 6888-1 veya 2 yontemi kullanilarak yapilan analiz

sonucunda 5 Srnekten yalnizca 2 adedinin en ¢ok 10%-10% kob/g seviyesinde koagiilaz



pozitif stafilokok igermesine izin verilebilecegi, ancak 1 érnegin bile 10° kob/g’dan
fazla koagiilaz pozitif stafilokok icermesi durumunda {iriiniin tiiketiminin uygun
olmadig1 belirtilmektedir. Aym teblige gore eritme peynirler ve peynir Uriinlerinin 25
grammin SE igermemesi gerektigi belirtilmektedir. Bununla birlikte, Ocak 2006
tarihinden itibaren yiiriirlikte olan CEE 2073 sayili yasa geregince de, 1 graminda 10°
kob’den fazla S. aureus igeren peynir Ornekleri, enterotoksin iiretme yetenekleri

acisindan test edilmelidir (Anonim 2011).

Bu calismada, Ankara piyasasinda agikta satilan Beyaz ve Tulum peynirlerinde S.
aureus varligimin belirlenmesi ve saptanan suslarda gida intoksikasyonlar1 yoniinden
biiyiikk 6nem arz eden bazi klasik enterotoksijenik 6zelliklerin (SEA ve SED), bir baska
deyisle bazi klasik SE’leri ifadeleyen genlerin olup-olmadigi, PZR teknigi kullanilarak
aragtirtlmis ve dolayisiyla bu peynirlerin tiiketici sagligi yoniinden giivenilirligi

saptanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Patojen bir mikroorganizma veya toksinini igeren bir gidanin tiiketimi sonucu meydana
gelen gida kaynakli hastaliklar, halen gliniimiiziin 6nemli saglik problemlerindendir.
Diinyada en yaygin goriilen gida kaynakli mikrobiyal intoksikasyonlara, S. aureus
tarafindan sentezlenen SE’lerin neden oldugu bilinmektedir (Waldvogel 2000, Alisarli
ve Solmaz 2003).

Gida kaynakli mikrobiyal hastaliklar igerisinde S. aureus intoksikasyonu oraninin
Macaristan’da % 40, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde % 45 ve Japonya’da %
25-30 oldugu tahmin edilmektedir. ABD’nde stafilokokal intoksikasyonun her yil
yaklagik 1.5 milyar dolarlik ekonomik kayiplara neden oldugu belirtilmektedir.
ABD’nde gida kaynakli mikrobiyal hastaliga neden olan gidalarin % 77.8’inde SEA ve
% 10’unda SEB tespit edildigi bildirilmektedir. Japonya’da ise en fazla zehirlenmeye
neden olan SE tipinin SEA oldugu bildirilmektedir (Kii¢lik¢etin ve Milci 2008).

Ik olarak 1881 yilinda Iskogyali cerrah Alexander Ogston tarafindan insanlarin irinli
lezyonlarindan izole edilen Stafilokoklar, c¢ogalmalar1 sirasinda birbirlerinden
ayrilmayarak liziim salkimina benzeyen, diizensiz kiimeler olusturmalarindan dolayi,
Yunanca’da tiiziim salkimi anlamina gelen “staphyle” sozciliglinden tiireyerek
adlandirllmigtir  (Waldvogel 2000). 1884 yilinda Alman doktor Friedrich
Julius Rosenbach, Stafilokoklarin ilk kez kiltiiriinli yaparak karakteristik 6zelliklerini
incelemis ve kat1 besiyerinde beyaz ve sar1 renkli koloniler olusturan iki farkl
Stafilokok susu gozlemlemis, beyaz renkli koloni olusturan suslar S. albus, sar1 renkli
koloni olusturan suslar ise S. aureus olarak isimlendirilmistir. Staphylococcus cinsi
icerisinde 28 tir ve 32 alt tiir yeralmasina karsin, S. aureus enterotoksin
sentezleyebilmesi agisindan en 6nemli tiir olarak kabul edilmektedir (Adams ve Moss
2008, Aytac ve Taban 2010, Madigan vd. 2013, Aytac ve Mercanoglu-Taban 2014).

Staphylococcacea ailesi iiyesi olan S. aureus mikroskobik olarak incelendiginde 0.5-1.5
um c¢apinda, cift, kisa zincirli ve/veya iiziim salkimi olusturan koklar seklinde, Gram

pozitif, spor olusturmayan, Kkapsiilsiz ve hareketsiz  bakteriler = olarak



gozlemlenmektedir. S. aureus kolonileri ise, yaklasik 6-8 mm capinda, diiz, ylizeyden
hafifce kabarik, yar1 seffaf goriiniimdedir. S. aureus, fakiiltatif anaerobik, mezofilik,
katalaz pozitif ve oksidaz negatif 6zelliktedir. Gelisme sicakligi 6-46°C olmasina karsin
toksin olusturabilmesi i¢in gerekli minimum ve maksimum sicaklik degerleri 10-48°C
gibi daha yiiksek sicakliklardir. Optimum gelisebildigi pH degeri 7.0-7.5 olan bu
bakteri, pH 4.0-10 degerlerinde de gelisimini siirdiirebilmektedir. Minimum su aktivitesi
(As) degeri aerobik gelisme igin 0.83-0.86 olmasina karsin, toksin olusturabilmek i¢in
daha yiiksek As degerine ihtiya¢ duymaktadir. S. aureus, % 10 NaCl gibi yiiksek tuz
derigimlerinde rahatlikla gelisebilmekte ve hatta bazi suslar % 20 NaCl igeren ortamlara
da tolerans gosterebilmektedir ancak pastorizasyon islemi sonucu canliligini
koruyamamaktadir. S. aureus mikrokoklardan farkli olarak glukozu gaz olusturmaksizin
asit olusturarak fermente edebilmektedir (Tiikel ve Dogan 2000, Kiigiik¢etin ve Milci
2008, Aytac ve Taban 2010, Landgraf ve Destro 2013, Aytac ve Mercanoglu-Taban
2014). S. aureus, genis sicaklik, pH ve NaCl araliklarinda gelisebilme 6zelligi nedeniyle
cogu gida maddesinde canli kalabilmekte ve dolayisiyla peynir gibi siit iiriinlerinin

islenmesi sirasinda rahatlikla gelisebilmektedir (Le Loir vd. 2003).

Stafilokoklar igerisinde S. aureus suslari, gida zehirlenmelerine neden olan ve hiicre
zarina etkili olduklar1 bilinen, serolojik olarak birbirlerinden farkli 21 adet SE veya
enterotoksin benzeri proteinler sentezlemektedirler (Tamarapu vd. 2001, Cremonosi vd.
2007, Aytac ve Mercanoglu-Taban 2014). SE’ler, genis biyolojik ve biyokimyasal
Ozellikleri igeren siiperantijen olarak adlandirilan grup igerisinde yer alan ve pirojenik
ozellik tasiyan toksinlerdir. Siiperantijenler, normal peptid veya protein antijenlerden
farkli 6zellikteki bakteri kaynakli antijenik yapilardir. Normal antijenik yapilar, hiicreler
tizerindeki doku uygunluk proteinlerine baglanarak, T lenfosit reseptorleriyle kompleks
meydana getirirler. Siiperantijenlerin normal antijenik yapilardan en onemli farki, ¢ok
daha fazla sayida T lenfositi aktive edebiliyor olmalaridir (Saglam 2011). Molekiil
agirliklart 26 900-29 600 Da arasinda degisen SE’ler, yapilarinda fazla miktarda lisin,
tirozin, aspartik asit ve glutamik asit bulunduran tek zincirli proteinlerdir. Emetik
Ozellikteki klasik SE’ler olarak da bilinen ve SEA, SEB, SEC (SEC;, SEC,, SEC3),
SED ve SEE olarak isimlendirilen SE’lerin, insan stafilokokal zehirlenmelerinin %

95’inden sorumlu olduklar1 saptanmistir. Ozellikle de en toksik SE olarak bilinen
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SEA’nin daha ¢ok insan kaynakli suslar tarafindan, SEC ve SED’nin ise memeli
hayvanlardan izole edilen suslar tarafindan sentezlendikleri de bilinmektedir
(Kérouanton vd. 2007). Son yillarda yapilan ¢alismalarda SE’lerin SEG, SEH, SEI, SEJ,
SEK SEL, SEM, SEN ve SEO gibi yeni tiplerinin de var oldugu bildirilmis ancak bu
SE’lerin gida zehirlenmeleri ile iliskileri heniiz tam olarak agikliga kavusturulamamaistir
(Demirel ve Karapinar 2000, Holeckova vd. 2002, Omoe vd. 2003, Blaiotta vd. 2004,
Scherrer vd. 2004, Cremonesi vd. 2005, Cremonesi vd. 2007, Akineden vd. 2008, Ertas
vd. 2010, das Dores vd. 2013, Rahimi 2013, Aytac ve Mercanoglu-Taban 2014). SEA
haricindeki tiim SE’lerin genellikle bakterinin ge¢ logaritmik fazi ya da erken durgunluk

fazinda yiiksek diizeylerde de sentezlendikleri bilinmektedir (Seo ve Bohach 2007).

Gidaya kontamine olmus S. aureus’un sentezleyebilecegi SE’lerin, 1s1l islem, inhibitor
madde ilavesi ya da Ag’ni disirmeye yonelik islemler ile inaktif hale
getirilemeyecekleri ancak bu iglemler ile gidada bulunan S. aureus’larin sayisinda bir
azalma meydana gelecegi bilinmektedir. Bu durumda, tiiketim oncesi yapilacak
mikrobiyolojik analizlerde S. aureus agisindan temiz olarak degerlendirilen gida,
tiiketildiginde stafilokokal intoksikasyonlara sebep olabilecektir (Unliitiirk ve Turantas
2003). Dolayist ile bir gidanin S. aureus agisindan incelenmesi durumunda mutlaka SE

varlig1 da aranmalidir.

SE’lerin 1s1l isleme karsi dayanimlari enterotoksinin i¢inde bulundugu ortamin
bilesimine, pH’sina ve NaCl derisimine bagl olarak de§isim gdstermektedir (Asao vd.
2003). SE’lerin 100°C sicaklikta 10 dakikalik 1s1l islem uygulamasinda bile
aktivitelerini % 50 oraninda koruduklar1 ve ancak 121°C sicaklikta 1-2 dakikalik 1s1l
islem uygulamasi sonucu inaktif hale geldikleri bilinmektedir. SEB’nin 1s1l isleme en
dayanikli SE oldugu saptanmistir. Enterotoksinlerin 1s1l isleme oldugu kadar pepsin ve
tripsin gibi proteolitik enzimlere karsi da dayanikli olmasi, sindirim dokularindan
etkilerini yitirmeden ge¢melerine olanak saglamaktadir (Tiikel ve Dogan 2000, Kiipliili
vd. 2002).

Gidalarda intoksikasyon yapacak diizeyde toksin olusabilmesi i¢in, gida Grneginin

gramimdaki S. aureus sayismm 10° kob iizerinde olmasi gerekmektedir. Baska bir



ifadeyle S. aureus sayisi 5 X 10° kob/g olan gidalar riskli olarak kabul edilmektedir
(Erol ve Iseri 2004).

Stafilokokal intoksikasyonlarin olusumunda bireysel duyarlilik, tiiketilen kontamine
gida miktar1, toksin tipi ve miktar1 dnemli olmasina karsin, stafilokokal intoksikasyon
kisa inkiibasyon siiresi ile karakterize edilmekte ve 20 ng ile 1 pg arasindaki
seviyelerinde SE igeren gidanin alinmasindan 1-6 saat sonra mide bulantisi, karin agrisi,
ishal, siddetli kusma semptomlar1 ve normalin altina diisen viicut 1sist ile ortaya
cikmaktadir. Intoksikasyonun daha siddetli seyrettigi durumlarda, bas agrisi, kas
kramplari, kan basinct degisiklikleri ve ¢arpinti gézlemlenebilmektedir. Ancak duyarl
bir insanda intoksikasyonun meydana gelebilmesi i¢in gerekli enterotoksin miktarinin
yaklasik 0.1-1.0 pg arasinda degistigi tahmin edilmektedir (Balaban ve Rasooly 2000,
Scherrer vd. 2004, Jorgensen vd. 2005, Huseby vd. 2007, Rosengren vd. 2010). Bazi
durumlarda sentezlenen SE miktari, gida kaynakli intoksikasyon igin yetersiz de
kalabilmektedir (Cremonesi vd. 2007). Stafilokokal intoksikasyonda mortalite orani

genel olarak % 0.03 diizeyinde olup, daha duyarli insanlarda bu oran % 4.4’e

¢ikabilmektedir (Seo ve Bohach 2007).

Saglikli insanlarin nazofarinks ve deri florasinda, ellerde ve kollarda yer almasindan
dolayr S. aureus’un gidalara bulasmasindaki en O©nemli etkenin insan oldugu
saptanmistir (Normanno vd. 2007). Bunun yani sira bir¢ok evcil hayvanin da S. aureus
kaynag1 oldugu bildirilmektedir. Daha ¢ok sicakkanli hayvanlarin burun deliklerinde,
derilerinde ve tiiylerinde bulunan bu patojen bakteri, ayni zamanda siit veren
hayvanlarda o6nemli bir mastitis etkenidir (Ollis vd. 1995). Mastitis, siit veren
hayvanlarin siit tiretimini (Wilson vd. 1997), siit protein kalitesini (Barbano vd. 1991),
tireme (Schrick vd. 2001) ve yasam siirelerini (Caraviello vd. 2005) olumsuz etkiledigi
icin, biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Klinik mastitisin, siitiin goriiniistinii
gozle goriilebilecek sekilde degistirebildigi halde subklinik mastitisin siitiin goriinlimde
degisiklik yapmadig1 ancak siitteki somatik hiicre sayisini arttirdigi ve dolayisiyla siit
kalitesini diistirdiigii bilinmektedir (Ferguson vd. 2007). Subklinik mastitisli ineklerden
elde edilen siitlerin saglikli ineklerden elde edilen siitlere karigsmis olmasi, siit ve siit

tirtinlerinin 6zellikle de ¢ig siitten iiretilen peynirlerin S. aureus ile kontaminasyonunun



en 6nemli kaynagidir (de Buyser 2001, Kiipliilii vd. 2004, Jorgensen vd. 2005, Zweifel
vd. 2006, Kiiciikgetin ve Milci 2008, Rall vd. 2008). Cig siitte en ¢ok SEC ve SED
goruldiigli, st Ttriinlerinde ise genellikle SE’lerin biitiin tiplerine rastlanildigi
bilinmektedir. Ancak stafilokokal intoksikasyonlara SEA ve SED’in siklikla, SEC’nin

kismen neden oldugu saptanmistir (Demirel ve Karapinar 2000).

Tim diinyada sevilerek tiiketilen ve yiizlerce ¢esidi bulunan peynirin mikrobiyolojik
kalitesi 6nemlidir. Peynirde bulunan mikroorganizmalar peynirin yapisinda degisime
neden olacagr gibi tiiketilmesi sonucunda da gida kaynakli hastaliklara yol
acabilmektedir. Siit ve siit lriinlerinden kaynaklanan stafilokokal intoksikasyonlarin
orani lilkelere gore farklilik gostermekle birlikte tiim diinyada stafilokokal
intoksikasyonlarin en ¢ok goriildiigii siit trinii peynirdir. Cheddar, Gouda, Ras,
Camembert, Brick, Colby, Isve¢ tipi Mozzarella ve keci peynirleri gibi farkli gesit
peynirlerden enterotoksijenik S. aureus suslarinin izole edildigi bildirilmistir (Demirel
ve Karapmar 2000). 1969-1990 yillarinda Ingiltere’de stafilokokal intoksikasyonlarin %
8’inin kaynagini siit iriinleri olusturmakta iken, 1975 ve 1982 yillarinda ABD’nde
stafilokokal intoksikasyonlarin sadece % 1.4’liniin siit iiriinlerinden kaynaklandig: tespit
edilmistir. 1999-2000 yillarinda Fransa’da ise stafilokokal intoksikasyonlarin %
32’sinin siit tiriinlerinden (6zellikle de peynir) kaynaklandigi bildirilmektedir (Bhatia ve
Zahoor 2007, Kiigiik¢etin ve Milci 2008).

Peynir tiiketimi sonucu meydana gelen stafilokokal intoksikasyon vakalarinin genellikle
pastorizasyon sonrasi personel hijyeni yetersizliginden kaynaklandigi ve peynirlere
kontamine olmus stafilokoklarin rekabetci mikrofloranin yokluguna bagl olarak uygun
olmayan muhafaza kosullarinda hizla geliserek enterotoksin olusturmalar1 sonucunda

ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (de Buyser vd. 2001, Normanno vd. 2005).

Stafilokokal intoksikasyon vakalarmin ilki 1884 yilinda ABD’nde Cheddar peyniri
tiiketiminden sonra goriilmiis ve yapilan mikrobiyolojik analizler sonucunda peynir
orneklerinden yiiksek sayida Stafilokok izole edilmistir (Kiigiik¢etin ve Milci 2008).
1914 yilinda Filipinli ¢iftcilerin mastitisli ineklerden sagilan siitii tiiketmeleri sonucu

stafilokokal intoksikasyon yasadiklar bildirilmistir (Nakazawa ve Hosono 1992). 1930



yilinda Duck ve arkadaslari, stafilokokal intoksikasyonlarin SE’lerin viicuda gida ile
birlikte alinmalar1 sonucunda meydana geldigini belirlemislerdir (Akkaya 2001, Seo ve
Bohach 2007). 1985 yilinda ABD’nde, iiretim sirasinda kontaminasyona ugrayan ve
pastorizasyondan once 4-5 saat siireyle uygun olmayan sartlarda bekletilen ¢ikolatali
stitlerin tiiketimi sonucu stafilokokal intoksikasyon vakalari gdzlemlenmistir. Bu
cikolatali siitlerde pastorizasyon isleminin, Stafilokoklar1 inhibe ettii ancak SE’leri
inaktif hale getirmekte yetersiz kaldig1 saptanmistir (Le Loir vd. 2003). 1973-1992
yillarinda ABD’nde kontamine peynir tiiketimi sonucu 16 adet stafilokokal
intoksikasyon vakasi belirtilmistir (Alterkuse vd. 1998). 1993-1997 yillarinda ABD’nde
birinin oliimle sonuc¢landigi 42 adet stafilokokal intoksikasyon vakasi meydana
gelmistir (Olsen vd. 2000). 1969-1990 yillarinda ingiltere’de 359 adet stafilokokal
intoksikasyon vakasi saptanmis ve bunlarin % 79’undan tek basina veya diger SE’ler ile
birlikte SEA’nin sorumlu oldugu belirlenmistir. Bu gidalarda tespit edilen ortalama S.
aureus sayisinin da 3.0 X 107 kob/g oldugu belirlenmistir (Akkaya 2001, Kiigiikgetin ve
Milci 2008). 1999 yilinda Brezilya’da goriilen iki adet gida intoksikasyonu vakasinin
ilkinde 50 kisi peynir tiiketiminden, ikincisinde ise 328 kisi ¢ig siit tiilketiminden hemen
sonra hastalanmis ve siipheli gidalardan sirasiyla 2.4 X 10° kob/g ve 2.0 X 10° kob/g S.
aureus izole edilmistir. Enterotoksin icerdikleri de tespit edilen bu oOrneklerde
kontaminasyonun sirasiyla personelden ve siitiin mastitisli ineklerden elde edilmis

olmasindan kaynaklandig belirtilmistir (do Carmo vd. 2002).

Ulkemizde tarim ekonomisi icerisinde siit iiriinlerinin pay1 oldukca biiyiik olup,
hayvansal protein ihtiyacinin % 45’1 siit ve siit Uriinleri ile karsilanabilmektedir.
Tiirkiye’de tiretilen toplam ¢ig siitiin yaklasik % 55 gibi 6nemli bir kismi peynire
islenmekte, bunun % 65-70’1 ise Beyaz peynir ve Tulum peynirine islenmektedir.
Bununla birlikte peynir tiretiminin biiyiik bir kism1 mandiralarda yapilmakta, % 10 gibi

bir miktar1 da modern isletmelerde gerceklestirilmektedir (Kaynar 2011).

Tiirkiye’de 50°den fazla peynir ¢esidi bulunmakta olup, bunlarin en popiiler olanlar
Beyaz, Kasar ve Tulum peynirleridir. Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun (TIiK) verilerine

gore, liretimi yapilan peynirlerin yaklasik % 60’1n1 Beyaz peynir, % 15’ini Kasar ve %
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15’ini ise Tulum ve Mihali¢ peyniri olusturmaktadir. Kalan % 10’luk kismi ise diger

yoresel peynirler paylasmaktadir (Hayaloglu 2008).

Siitlin 6nemli bir boliimiiniin peynire islendigi iilkemizde, en ¢ok iiretilip tiiketilen
Beyaz peynir ve Tulum peynirinin kalitesi ne yazik ki itiretim miktari ile orantili olarak
gelistirilememistir. Bu peynirlerden kaynaklanan stafilokokal gida zehirlenmeleri
iilkemizde karsilasilan 6nemli bir sorundur. Yapilan ¢aligmalar, S. aureus’un peynirde
gelisimi ve toksin olusturmasinin pek ¢ok faktore bagli oldugunu gostermektedir.
Yiiksek miktarlarda S. aureus igeren siitlerin pastorize edilmeden peynire islenmesi,
kullanilan starter kiiltiir aktivitesinin yetersiz olmasi, personel ve kalite kontroliiniin
yetersizligi, satis yerlerinde hijyene gereken dnemin verilmemesi, siitiin pastdrizasyon
sonrast kontaminasyonu ile iirliniin islenmesi ve depolanmasi sirasinda uygun olmayan
kosullar, peynirlerde bu problemlerin olusmasma neden olmaktadir. Ideal kosullar
altinda S. aureus’un gelisimi ve enterotoksin iiretimi, siitiin peynir teknesinde kaldig1
birka¢ saat i¢inde baslamaktadir. Peynire islenecek siitte S. aureus sayisinin yliksek
olmasi, liretim sirasinda bu bakterinin inhibitor etkisi gosteren faktorlere karsi direng
gelistirmesini kolaylastirmaktadir. Diger taraftan siitte rekabet¢i mikroorganizma sayisi
ne kadar fazla ise S. aureus’un inhibisyonu o kadar kolay olmaktadir (Kiigiikgetin ve
Milci 2008, Kaynar 2011).

1971 yilinda H. Gobind Khorona, iki sentetik primer kullanilarak DNA molekiiliiniin
belirli bir bolgesinin amplifiye edilebilecegini bulmus ancak bunu pratikte
uygulayamamistir (Kleppe vd. 1971). 1983 yilinda Kary B. Mullis’in termofilik bir
bakteri olan Thermus aquaticus’dan termostabil DNA polimerazi (Tag DNA polimeraz)
izole etmesi ve bunu polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi olarak adlandirilan
Khorona’nin prensibinde basar ile kullanmasi, bir baska deyisle DNA molekiiliiniin tek
zinciri  boyunca belirli  bolgelerde polimeraz aktivitesi baglatabilmesi ve
sonlandirabilmesi ile molekiiler tanimlama alaninda biiyiik bir gelisme yasanmistir. PZR
yontemi, onceleri, li¢lii su banyolarinda uygulanirken, 1986 yilinda ilk thermalcycler’in
piyasaya ¢ikarilmasi ile birlikte, su banyolarinda zahmetli ve kontaminasyon riski fazla
olarak uygulanan PZR yo6nteminin, thermalcycler’lar ile yiiriitilmeye baslanmasi ile bu

konuda ¢ok sayida c¢alisma yapilabilmesine olanak saglamistir (Taban 2007).
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Molekiiler fotokopi teknigi olarak da adlandirilan PZR yontemi, 6zgiin DNA dizilerinin,
sentetik oligoniikleotidler kullanilarak in vitro sartlarda enzimatik olarak amplifiye
edilmesi prensibine dayanir. Bir bagka deyisle bu yontem, belirli bir niikleotid dizisini
iceren DNA bdlgesinin sayisal olarak ¢ogaltilmasi ve ortamda ¢ok az miktarda DNA
bulunsa bile, bunun saptanabilir diizeye getirilmesi esasina dayanmaktadir (Gauthier ve
Blais 2003, Taban 2007).

PZR yontemi, temelde {ic asamadan olugmaktadir (Sekil 2.1):

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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Sekil 2.1 PZR yo6nteminin basamaklar1 (Taban 2007)

12



Denatiirasyon olarak adlandirilan ilk agama; ¢ift sarmal zincirli DNA molekiiliiniin, 93-
95°C’de 30-60 saniye tutulmasi ve sarmal yapisinin bozularak ¢ift zincrinin birbirinden
ayrilmasimi icermekte, bir baska deyisle DNA molekiilii tek zincirli DNA haline
getirilmektedir. Bu, yiiksek sicakligin DNA molekiiliiniin sarmal yapisini birarada tutan
hidrojen baglarin1 kirmasi ile saglanmakta ve boylece primerlerin ve Taq DNA
polimeraz enziminin girebildigi ve “replikasyon catali” olarak adlandirilan bir alan
acilmis olur. PZR siiresi boyunca da, helikaz enzimi, bu alanin acik kalmasini
saglamaktadir. Bununla birlikte daha yiiksek sicaklik ve siirede yapilan denatiirasyon
isleminin, Taq DNA polimeraz enziminin inaktive olmasina neden oldugu bilinmektedir

(Taban 2007).

Baglanma (annealing) olarak adlandirilan ikinci asama; 6zgilin primerlerin (sentetik
oligoniikleotidler) 45-60°C’de 30-60 saniyelik siire boyunca, tek zincir haline getirilen
DNA’nin  hedef bolgelerindeki 3’ wuglarina, hidrojen baglari yardimi ile
hibridizasyonunu i¢ermektedir. Sicaklik 45-60°C’ye diisiirtildiigli zaman tek zincirli
DNA’larda, Tag DNA polimeraz enziminin varliginda tamamlayici DNA sentezi
baslayamaz. Bu sentezin baglayabilmesi i¢in, ortama bu molekiillerin 3’ u¢larindaki baz
sekanslaria tamamlayict yapida kisa bir zincirden olusan tek zincirli primerlerin ilave
edilmesi gerekir. Bu 6zgilin primerler, tek zincir haline getirilen hedef DNA’in, 3’
uclarina kolaylikla baglanir ve tamamlayict DNA molekiilii sentezlenmeye baglanir. Bu
baglanma sicakliginin, baglanmay1 ¢ok kisa bir siirede saglamak amaci ile primerlerin
erime sicakliginin (Tp,) 5°C altinda olmasi istenmektedir. Yiiksek baglanma sicakliginin

da primerlerin baglanma 6zgiinliigiinii arttirdig: bildirilmektedir (Taban 2007).

Uzama (elongation) olarak adlandirilan iigiincli asama, Taq DNA polimeraz enziminin
70-72°C’de 1-2 dakikalik siire boyunca primerleri, baslatici nokta; tek zincirli DNA’y1
da, kalip olarak kullanarak sentezleme islemine baslamasi ve ¢ift zincirli DNA’nin
kopyast olan DNA molekiillerinin sentezlenmesini igermektedir. Bu sentezin
baslangicinda, Taq DNA polimeraz enziminin, primerlerin 3’ uglarindaki hidroksil
grubu ile tamamlayici niikleotidlerin 5’ uglarindaki fosfat gruplar1 arasinda fosfodiester
bag1 olusturdugu ve bunu takiben DNA sentezinin, 5'-3" yoniinde gergeklestigi
bilinmektedir. Olusan DNA, bir sonraki dongiide hedef olarak kullanilmaktadir.
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Boylelikle birinci dongii tamamlandiginda, ortamdaki hedef DNA sayisi iki katina
cikmakta ve ikinci donglide de, birinci donglideki ayni asamalarin tekrarlanmasi ile

DNA sayis1 bir misli daha artmaktadir (Taban 2007).

Sonug olarak her dongiiniin sonunda yeni sentezlenen DNA zincirleri, bir sonraki PZR
dongiisii i¢in hedef zincir olmaktadir. Her bir dongli esnasinda, mevcut DNA
miktarinin, iki katina ¢ikarildigr ve ornegin 30 dongii sonunda milyardan daha fazla
hedef DNA elde edilebilecegi saptanmistir. Bir bagka deyisle bir PZR uygulamasi “n”
sayida dongii iceriyor ise, ortamda en fazla “2n” sayida amplifiye edilmis DNA olacagi
belirlenmistir. Amplifikasyondan sonra PZR {iriinlerin, genellikle, 6nceden hazirlanilan
agaroz jel lizerindeki kuyucuklara yiiklenerek, elektroforez islemine tabi tutulmasi

gereklidir (Taban 2007).

Agaroz jel elektroforezi; DNA fragmentlerinin, elektrik alani varliginda, agaroz jel
matriksi boyunca biiyiikliiklerine (uzunlukca) gore ayrilmasi amaci ile kullanilan bir
islemdir. Bu islem ile ayrilan fragmentlerin biiyiikliikleri, uzunlugu bilinen fragmentler
(molekiiler agirlik belirteci) ile karsilastirilarak belirlenmektedir. DNA fragmentlerinin,
fosfat gruplarindaki negatif yiiklerden dolayi, elektroforez tankinin negatif ucundan
(katod) pozitif ucuna (anod) dogru jel matriks boyunca ilerledikleri ve kisa olan
fragmentlerin uzun olanlara gore daha hizli hareket ettikleri saptanmistir. Agaroz jel
elektroforez islemi esnasinda normalde goriilemeyen bantlar olusturan bu fragmentlerin
farkedilmeden jelden akip gitmesini Onlemek amaci ile fragmentlere, jeldeki 6rnek
kuyularina aktarilmadan o©nce, diisiik molekiiler agirliga sahip bir marker boya
(bromfenol mavisi) ilave edilmektedir. Marker boyanin, jel matriks boyunca DNA
fragmentlerine gore daha hizli ilerledigi ve dolayisiyla jelden akip gidene kadar
elektroforez isleminin devam ettirilebildigi ve bu sayede DNA fragmentlerinin jel
matriksde kaldig1 saptanmistir. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel, etidyum
bromid boya c¢ozeltisi icerisinde bir siire bekletilmekte ve ardindan amplifiye edilen
hedef DNA’larin gosterilmesi amaci ile UV 1s1k altinda incelemeye alinmaktadir.
Gorilintileme sonucunda agaroz jel Tlizerinde tanimlanan DNA fragmentlerinin
uzunluklari, molekiiler agirlik belirteci referans alinarak belirlenmektedir (Westermeier

2001, Taban 2007, Stellwagen 2009).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Peynir ornekleri

Calismada kullanilan 30 adet Beyaz ve 33 adet Tulum peyniri Ankara piyasasinda
acikta satis yapan cesitli hal ve pazaryerlerinden (Cizelge 3.1) belirli zaman
araliklarinda tesadiifi olarak segilerek alinmig, soguk =zincir kirilmadan Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltei Siit Teknolojisi mikrobiyoloji laboratuvarina getirilmis ve

10 g’lik parcalara ayrilarak, her biri vakit kaybetmeden ayni1 giin analize alinmistir.

3.1.2 Bakteri kiiltiirleri

S. aureus, SEA ifadeleyen gene sahip S. aureus ve SED ifadeleyen gene sahip S. aureus
kiiltiirleri, Justus-Liebig Universitesi, Veteriner Gida Bilimleri Enstitiisii, Siit Bilimleri,
Almanya’dan temin edilmis ve - 80°C sicaklikta muhafaza edilmistir. Calisma siiresince
kullanilan kiiltiirlerin uygun zaman araliklart ile triptik soy broth (TSB) besiyerine

aktarimlar1 yapilmis ve 37°C sicaklikta 24 saat inkiibe edilerek aktive edilmislerdir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan 63 adet peynir 6rnegi

Ornek No Ornek Adi Ornek Alim Yeri
1 Elazig Tulum peyniri (Cankaya Nisantas1 Pazari
2 Malatya Beyaz peynir Sihhiye Semt Pazar1
3 Aydin Beyaz peynir Cankaya Nisantas1 Pazari
4 Trabzon Tulum peyniri Cankaya Nisantas1 Pazari
5 Tulum peyniri Sihhiye Semt Pazari
6 Trakya Beyaz peynir Yenimahalle Camlica Pazari
7 Ankara Beyaz peynir Yenimahalle Mesa Pazari
8 Erzincan Beyaz peynir Esat Pazari
9 Kirsehir Tulum peyniri Yenimahalle Mesa Pazar
10 Ankara Tulum peyniri Yenimahalle Mesa Pazari
11 Ankara Tulum peyniri Yenimahalle Mesa Pazari
12 Erzincan Tulum peyniri Yenimahalle Camlica Pazari
13 Sivas Tulum peyniri Yenimahalle Camlica Pazari
14 Kars Tulum peyniri Yenimahalle Camlica Pazari
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Cizelge 3.1 Caligmada kullanilan 63 adet peynir 6rnegi (devam)

15 Kayseri Tulum peyniri Yenimahalle Camlica Pazari
16 Cubuk Beyaz peynir Diskap1 Pazari

17 Ankara Beyaz peynir Ulus Hal Pazari

18 Afyon Beyaz peynir Diskap1 Pazari

19 Kayseri Tulum peynir Diskap1 Pazari

20 Kayseri Tulum peyniri Ulus Hal Pazari

21 Ankara Beyaz peynir Ulus Hal Pazari

22 Ankara Beyaz peynir Ulus Hal Pazari

23 Erzincan Beyaz peynir Diskap1 Pazari

24 Koy Tulum peyniri Ulus Hal Pazari

25 Beyaz peynir Diskap1 Pazari

26 Erzincan Tulum peyniri Ulus Hal Pazari

27 Erzincan Tulum peyniri Diskap1 Pazari

28 Malatya Beyaz peynir Sincan Torekent Pazari
29 Tulum peyniri Mamak Semt Pazar1

30 Erzincan Tulum peyniri Sincan Torekent Pazari
31 Tulum peyniri Mamak Semt Pazar1

32 Tulum peyniri Mamak Semt Pazari

33 Beyaz peynir Sincan Torekent Pazari
34 Hatay Tulum peyniri Mamak Semt Pazari

35 Tulum peyniri Sincan Torekent Pazari
36 Tulum peyniri Sincan Torekent Pazari
37 Hatay Tulum peyniri Mamak Semt Pazari

38 Beyaz peynir Mamak Semt Pazari

39 Gilimiighane Tulum peyniri Mamak Semt Pazar

40 Tulum peyniri Sincan Torekent Pazari
41 Beyaz peynir Batikent Kapali Pazar
42 Beyaz peynir Mamak Aksemsettin Pazari
43 Beyaz peynir Eryaman Etap Pazari

44 Beyaz peynir Eryaman Etap Pazari

45 Beyaz peynir Mamak Fatih Pazari

46 Beyaz peynir Eryaman Etap Pazari

47 Beyaz peynir Mamak Fahri Korutiirk Pazari
48 Erzincan Tulum peyniri Batikent Kapal1 Pazari
49 Erzincan Tulum peyniri Aydinlikevler Pazari

50 Erzincan Tulum peyniri Eryaman Devlet Mah. Pazari
51 Beyaz peynir Yenimahalle Camlica Pazari
52 Beyaz peynir Yenimahalle Camlica Pazari
53 Beyaz peynir Yenimahalle Mesa Pazari
54 Beyaz peynir Yenimahalle Mesa Pazari
55 Beyaz peynir Kecioren Kardegler Pazari
56 Tulum peyniri Yenimahalle Mesa Pazari
57 Tulum peyniri Yenimahalle Mesa Pazari
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Cizelge 3.1 Caligmada kullanilan 63 adet peynir 6rnegi (devam)

58 Tulum peyniri Kegioren Kardesler Pazari
59 Tulum peyniri Kegioren Kardesler Pazari
60 Tulum peyniri Kecioren Kardesler Pazari
61 Beyaz peynir Cukurambar Nisantas1 Pazari
62 Beyaz peynir 100.Y1l Pazar1

63 Beyaz peynir Diskapi Ornek Mah. Pazari

3.1.3 Besiyerleri ve enzimler

Calismada kullanilan TSB, Triptik soy agar (TSA), Baird Parker agar (BPA) ve Brain
heart broth (BHB), Merck (Almanya) markali besiyerleridir. Koagiilaz testi sirasinda
kullanilan liyofilize tavsan plazmasi, Merck (Almanya) markalidir. Bu besiyerlerinin ve
liyofilize tavsan plazmasinin bilesimleri ve hazirlanis sekilleri, EK 1 bdliimiinde

verilmektedir.

3.1.4 Tampon ve cozeltiler

Calismada kullanilan '4’lik Ringer ¢ozeltisi, 10 mM tris-HCI ¢ozeltisi (pH: 8.0), 10
mg/mL lizozim c¢ozeltisi, 0.5 M Na,EDTA (disodyum etilendiamin tetraasetik asit)
cozeltisi (pH: 8.0) ve tris-borik asit-EDTA (TBE) tamponu (10X)’nun bilesimleri ve

hazirlanis sekilleri, EK 2 boliimiinde verilmektedir.

3.1.5 Boya ¢ozeltileri

Arastirmada kullanilan 1 mg/mL etidyum bromiir ¢ozeltisi ve 6X yilikleme boya

¢Ozeltisinin bilesimleri ve hazirlanis sekilleri, EK 3 boliimiinde verilmektedir.

3.1.6 DNA izolasyonu ve saflastirilmasi islemi deney diizenegi

Calismada Niive (Tiirkiye) markali mikrosantrifiij kullanilmistir. Bu  diizenek;
maksimum 14 000 devir/dakika hizda calisabilen ve 24 adet standard mikrosantrifiij

tiipiinii tutabilen, otoklavlanabilir bir rotor ve bu rotorun kapagini igermektedir.
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3.1.7 DNA izolasyonu ve saflastirilmasi Kiti

Calismada kullanilan Roche (Almanya) markali high pure PCR template preparation
(HPPTP) kitinin igerigi ve igerigindeki tampon ve ¢ozeltilerin hazirlanis sekilleri, EK 4

boliminde verilmektedir.

3.1.8 PZR yontemi deney diizenegi

Arastirmada THE-MWG (Almanya) markali Primus 96 termocycler (Sekil 3.1)

kullanilmustir.

3.1.9 Oligoniikleotidler

Calisma esnasinda termoniikleaz gen bolgesi (nuc geninin) 279 bg’lik bolimiini
amplifiye eden (Brakstad vd. 1992), sea geninin 219 b¢’lik boliimiinii amplifiye eden
(Tsen ve Chen, 1992) ve sed geninin 317 bg’lik boliimiinii amplifiye eden (Johnson vd.
1991) Integrated DNA Technologies (Almanya) markali primer ¢iftleri kullanilmistir.

Bu primer ¢iftlerinin hazirlanis sekilleri EK 5 boliimiinde verilmektedir.

3.1.10 Agaroz jel elektroforez islemi deney diizenegi

Calismada Serva (Almanya) markali BlueMarine 100 ve BlueMarine 200 yatay
elektroforez tanklar1 ve bu tanklara uygun ebatlardaki jel tablalar1 ve taraklari ile birlikte

BioRad (Ingiltere) markali PowerPac Basic gii¢c kaynag kullanlmistir.

3.1.11 Jel goriintiileme islemi deney diizenegi

Arastirmada Syngene (Ingiltere) markali InGenius jel goriintiileme ve analiz sistemi
(Sekil 3.2) kullamilmistir. Bu diizenek; karanlik oda, yiiksek performansl digital
fotograf makinasi, UV emisyon filtresi ve filtre kabini ve 302 nm’lik dalgaboyunda
calisan UV transliiminatorii icermektedir ve calisma esnasinda jel analizi software’i

GeneTools igeren bilgisayara bagli olarak kullanilmistir.
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Sekil 3.1 PZR ydntemi deney diizenegi (Anonymous 2003)

Sekil 3.2 Jel goriintiileme ve analiz sistemi deney diizenegi (Anonymous 2004a)

3.2. Yontem

3.2.1 Peynir érneklerinden S. aureus izolasyonu ve tamimlanmasi

Ankara piyasasinda acikta satis yapan gesitli hal ve pazaryerlerinden (Cizelge 1.1)
belirli zaman araliklarinda tesadiifi olarak 30 adet Beyaz ve 33 adet Tulum peyniri
Oornegi alinarak, soguk zincir kirilmadan mikrobiyoloji laboratuvarmna getirilmistir.
Herbir peynir 6rneginden 10 g alinarak, 90 mL "4’lilkk Ringer ¢ozeltisi igeren steril
filtreli Stomacher torbalarina aktarilmis ve Interscience Bag (Fransa) markali bag mixer

400P cihazinda homojenize edilmistir. Hazirlanan bu homojenatlarin uygun diliisyonlar1
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yapilarak, EN/ISO 6888-1 (01/2004) yontemine gore S. aureus izolasyonu
gerceklestirilmistir (Sekil 3.3). Bu amagla; her bir 6rnegin uygun diliisyonlarindan BPA
besiyerine yayma yontemi kulllanilarak paralel ekim yapilmis ve petri kaplari, 35-37°C
sicaklikta 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, izole edilen etrafi
saydam zonlu 1-1.5 mm caph siyah parlak renkli konveks yapida tipik S. aureus
kolonilerinin tanimlanmasi amaci ile, Gram boyama, koagiilaz ve API ® Staph Kiti

testleri gergeklestirilmistir.

izolatlarin Gram reaksiyonunu belirlemek amaciyla, her bir izolat BHB kullanilarak
37°C sicaklikta 18-24 saat inkiibe edilerek gelistirilmis ve hazirlanan taze kiiltiirlerden
preparat hazirlanmistir. Boyama asamasinda preparatlar ilk olarak, kristal violet boya
cozeltisi ile 2-3 dakika boyanmis, preparat lizerindeki boya yikanmis ve ardindan
preparat lizerine lugol ¢ozeltisi eklenerek 1-2 dakika bekletilmistir. Preparat tizerindeki
lugol ¢ozeltisinin yikanmasimnin ardindan preparata, absolut alkolde dekolorizasyon
islemi uygulanmis ve yine yikama gergeklestirilmistir. Son olarak preparat, safranin
cozeltisi ile 5-10 saniye bekletilerek boyanmis, preparat {izerindeki boya yikanmis ve
daha sonra kurumaya birakilmigtir. Hazirlanan preparat 1sik mikroskobu altinda

incelenmis, mavi-mor renkli goriilen hiicreler, Gram pozitif olarak degerlendirilmistir.

Izolatlara koagiilaz aktivitesini belirlemek amaciyla liyofilize tavsan plazmasi 3 mL
steril destile su ile sulandirilip steril kiigiik tiiplere 0.3 mL olacak sekilde dagiltilmis ve
tizerlerine, BHB kullanilarak 37°C sicaklikta 18-24 saat inkiibasyon sonunda elde edilen
kiiltiirlerden 0.1’er mL eklenerek, 37°C sicaklikta inkiibe edilmislerdir. Her saat basi
tiiplerde pihtilagsma olup-olmadigi, tiipleri yavasca egerek kontrol edilmis ve tiiplerde
belirgin pihtt olusumu (% 75 piht1), koagiilaz pozitif olarak degerlendirilmistir.
Koagiilaz pozitif stafilokoklar Biomérieux (Fransa) markali API ® Staph Kiti

kullanilarak kismen tanimlanmaistir.
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Ornek/homojenat/diliisyon

s
BPA (35-37°C, 24 saat + 2 saat)
J

Tipik (etrafi saydam zonlu 1-1.5 mm ¢aph silyah parlak renkli konveks) kolonilerin
sayimi

2
Tipik/atipik koloni se¢imi

TSB (35-37°C, 18-24 saat) ve/veya TSA (35-37°C, 18-24 saat)
\2

TANIMLAMA AMACLI
Gram boyama
s
[Koagiilaz testi’ (BHB) (35-37°C, 4-6 veya 24 saat)]
s

Koagiilaz pozitif stafilokoklarin belirlenmesi®

\

AP ® Staph kiti ile tanimlama”

Sekil 3.3 EN/ISO 6888-1 (01/2004) yontemi

!Stafilokokal intoksikasyona neden olan toksin diizeyine, S. aureus sayist 100 000 kob/g-mL’den fazla
oldugunda ulagilmaktadir. Bu nedenle, S. aureus sayis1 5 X 10° kob/g-mL olan gidalar kesinlikle riskli
olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle peynir 6rneklerinde toplam stafilokok sayimi gergeklestirilmistir.
S. aureus suslar i¢in koagiilaz reaksiyonu ile enterotoksin olusumu arasinda yiiksek bir korelasyon
oldugundan, sayim sonuglart yiiksek ¢ikan peynir drnekleri SE varligini belirlemek amaciyla (AOAC
2007.06) VIDAS SET 2 ile incelemeye alinmigtir. Bununla beraber gidadaki diisiik S. aureus sayist da
gidanin kesinlikle giivenli oldugunu gostermemektedir (Tiikel ve Dogan 2000).

?Koagiilaz enzimi hiicre dis1 olarak serbest formda veya hiicre yiizeyine bagh olarak iki ayri sekilde
bulunabilmekte, protrombine baglanarak aktivasyonunu saglamakta ve bu sekilde fibrinojenin fibrine
polimerize olmasini saglamaktadir. Sonugta fibrinle kaplanan bakteri hiicre duvari, fagositoza daha
direngli hale gelmektedir.

*Koagiilaz aktivitesi S. aureus patojenitesini belirlemede 6nemli bir indikatérdiir. Koagiilaz enzimi ile
kandaki fibrinojen, fibrine doniiserek koagiilasyona sebep olmakta ve bu durum tavsan plazmasi ile
belirlenebilmektedir. S. aureus suslar1 i¢in koagiilaz ve enterotoksin olusumu arasinda yiiksek bir
korelasyon olup, toksin varliginin gosterilemedigi durumlarda koagiilaz pozitif S. aureus sayist 6nemli
olmaktadir (Unliitiirk ve Turantas 2003).

Gidada koagiilaz ve termoniikleazin saptanmasi, S. aureus varligin1 kanitlamaktadir. Bu
amagla, API ® Staph test kiti kullanilarak kismen tamimlanmus izolatlar, dogrulama
amagli olarak nuc genine sahip olup-olmadiklar1 agisindan PZR ile incelenmis ve bu
incelemenin sonucunda S. aureus kesin olarak dogrulanmistir. Ancak, termoniikleaz ile

enterotoksin varliginin olusumu arasinda bir iliskinin olmadig bildirilmektedir (Tiikel
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ve Dogan 2000). Bu amagcla da, tanimlamast dogrulanan S. aureus suslarinda bazi
stafilokokal klasik enterotoksinleri ifadeleyen genlerin olup-olmadigi yine PZR ile
arastirilmistir (Sekil 3.4).

DOGRULAMA AMACLI
DNA izolasyonu ve saflagtirilmasi*

nuc gen bolgesi ile gerceklestirilen PZR c;ahsma512
sea ve sed gen bolgeleri ile gerceklestirilen PZR ¢alismasi®

Sekil 3.4 Calismanin ilerleyen asamalari

Calismada kullanilan DNA izolasyonu ve saflastirilmasi isleminin uygulama basamaklar1 Sekil 3.5°de
gosterilmektedir.

“Calismada S. aureus’a 6zgii geni belirlemek amaciyla kullamlan primerlerin oligoniikleotid dizileri Ek
5’de gosterilmektedir. Bu primer dizileri kullanilarak gerceklestirilen PZR analizinde, Cizelge 3.2°de
belirtilen PZR amplifikasyon bilesenleri derisim ve miktarlar1 ve Cizelge 3.3. ve 3.4°de belirtilen PZR
dongiilerindeki parametre degerleri kullanilmistir.

3Cahismada SE’leri kodlayan genleri belirlemek amaciyla kullanilan primerlerin oligoniikleotid dizileri Ek
5’de gosterilmistir. Bu primer dizileri kullanilarak gergeklestirilecek PZR analizinde Cizelge 3.2°de
belirtilen PZR amplifikasyon bilesenleri derisim ve miktarlar1 ve Cizelge 3.3 ve 3.4’de belirtilen PZR
dongiilerindeki parametre degerleri kullanilmistir.

3.2.2 DNA izolasyonu ve saflastirilmasi islemi

API ® Staph test kiti ile kismen tanimlanmig S. aureus suslarindan DNA izolasyonu ve
saflagtirilmast islemi, HPPTP kiti kullanilarak ger¢eklestirilmistir (Sekil 3.5). Bu
amagla, 1.5 mL’lik steril mikrosantrifiij tlipiine, 200 uL bakteri siispansiyonu ve 5 pL
lizozim ¢ozeltisi eklenmis ve 37°C sicaklikta 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Bu
inkiibasyonun ardindan ayni tiipe, 200 uL baglama tamponu ve 40 pL proteinaz K
¢oOzeltisi eklenerek hemen karistirilmis ve 70°C sicaklikta 10 dakika siire ile ikinci bir
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra aymi tiipe 100 pL izopropanol eklenerek

karistirilmis ve bu
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1.5 mL’lik steril mikrosantrifiij tiipline aktarim
(200 uL bakteri siispansiyonu + 5 uL lizozim ¢6zeltisi)

Inkiibasyon (37°C, 15 dakika)
d

+ 200 pL baglama tamponu (pH: 4.4)
+ 40 pL proteinaz K ¢ozeltisi

Inkiibasyon (7$°C, 10 dakika)
+ 100 pL izopropanol
2.0 mL’lik steril toplama tiipiiniin filtre kismina aktarim
Santrifiij islemi (é 000 g, 1 dakika)
Filtrenin, baska bir topitlma tiipiine yerlestirimi
+ 500 pL inhibitor uzaklastirma tamponu (pH: 6.6)
Santrifiij islemi (8 000 g, 1 dakika)
Filtrenin, baska bir topitlma tiipiine yerlestirimi
+ 500 pL yikama tamponu (pH: 7.5)
Santrifiij islemi (é 000 g, 1 dakika)
Filtrenin, baska bir topltlma tiiptine yerlestirimi
+ 500 pL yikama tamponu (pH: 7.5)
Santrifiij islemi (Jé 000 g, 1 dakika)

Filtrenin, ayn1 toplania tiipline yerlestirimi
Santriftij islemi (13 000 g, 10 saniye)
Filtrenin, 1.5 mL’lik steril mil;Lrosantrifiij tiipiine yerlestirimi
+ 200 pL 70°C ayirma tamponu (pH: 8.5)
Santrifiij islemi (é 000 g, 1 dakika)
Sﬁpernatantihedef DNA

Sekil 3.5 API® Staph test kiti ile kismen tanimlanmis S. aureus suslarindan DNA
izolasyonu ve saflastirilmasi uygulama basamaklari (Anonymous 2004b)
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karisim, filtre baslik igeren toplama tiipiiniin ustteki filtre kismina aktarilarak, 8 000
g’de 1 dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur. Santrifiij islemi sonras: toplanan iist
s1viyl igeren (slipernatant) toplama tiipii atilarak, filtre bagka bir steril toplama tiipiine
yerlestirilmistir. Yeni toplama tiipline yerlestirilen bu filtre kismina, 500 pL inhibitor
uzaklastirma tamponu eklenerek, 8 000 g’de 1 dakika santrifiij islemi yapilmistir.
Santrifiij islemi sonrasi iist siviyl igeren toplama tiipii atilarak filtre, bagka bir steril
toplama tiipiine yerlestirilmistir. Yeni toplama tiipiine yerlestirilen bu filtre kismina, 500
uL yikama tamponu eklenerek 8 000 g’de 1 dakika santrifiij islemi yapilmistir. Santrifiij
islemi sonrasi iist siviyr igeren toplama tiipli atilarak filtre, bagka bir steril toplama
tiipiine yerlestirilmis ve bir onceki islem tekrar edilmistir. Santrifiij islemi sonras1 {ist
stv1 uzaklastirilmis ve filtre, ayn1 toplama tiipiine yerlestirilerek, 13 000 g’de 10 saniye
santrifiij islemi yapilmistir. Artakalan iist siviy1 iceren toplama tiipli atilmis ve filtre, 1.5
mL’lik yeni bir mikrosantrifiij tlipline yerlestirilmistir. 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine
yerlestirilen filtre iizerine, 200 pL. 70°C sicaklikta bekletilen ayirma tamponu eklenerek,
8 000 g’de 1 dakika siire ile son bir santrifiij islemi yapilmistir. Son olarak, filtre baslik
atilmis ve tiipte kalan iist s1vi, hedef DNA’y1 icerdiginden, ileri agsamalarda kullanilmak

tizere - 20°C sicaklikta muhafaza edilmistir (Anonymous 2004b).

3.2.3 PZR amplifikasyon bilesenleri

Calismada dNTP’lerin (dATP, dGTP, dCTP ve dTTP) herbirinin 10 mM’lik esit
derigimlerini igeren ve hazir halde ticari olarak satilan Roche marka (Almanya) PZR
niikleotid karisim c¢ozeltisi kullanmilmistir. PZR amplifikasyon karigimi hazirlanirken
hedef DNA ve primerler arasinda olusabilecek 6zgiin olmayan baglanmalarin Tag DNA
polimeraz enzimi ile uzatilmasim1 6nlemek amaci ile 75°C’nin altindaki sicakliklarda
inaktif halde bulunan ancak 95°C’de 3 dakikalik bir beklemenin ardindan aktif hale
gecebilen ve hazir halde ticari olarak satilan Roche marka (Almanya) modifiye Taq

(FastStart Taqg) polimeraz enzim ¢dzeltisi kullanilmistir.

Calismanin bu asamasinda, nuc geninin 279 bg¢’lik boliimiinii (Brakstad vd. 1992), sea
geninin 219 b¢’lik boliimiini (Tsen ve Chen 1992) ve sed geninin 317 bg’lik boliimiinii
(Johnson vd. 1991) amplifiye etmek amaci ile yapilan her bir PZR analizi hazirliginda
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Cizelge 3.2°de verilen bilesenler kullanilarak toplam 30 pL’lik PZR amplifikasyon
karigimi hazirlanmig ve kullanilmistir (Akineden vd. 2008). Bu amagla; ince ¢eperli 0.2
mL’lik PZR tiipii icerisinde, 2.5 uL hedef DNA, 19.9 uL ultra saf su ve 100 uM olarak
hazirlanan primer ciftinden 1’er uL ile birlikte, hepsi Roche markali (Almanya) olmak
tizere hazir halde ticari olarak satilan 10 mM’lik PZR niikleotid karisimindan 0.6 plL,
10X PZR tamponundan 3 uL, 25 mM’lik MgCl, ¢ozeltisinden 1.8 pL, 5 U/uL’lik
FastStart Taq DNA polimeraz enzim ¢ozeltisinden 0.2 uL olacak sekilde toplam 30

uL’lik PZR amplifikasyon karigimi hazirlanmis ve kullanilmgtir.
3.2.4 PZR dongiisii parametre degerleri
Calismanin bu asamasinda, nuc geninin 279 bg¢’lik bolimii Cizelge 3.3’de belirtilen

degerler, sea geninin 219 bg¢’lik ve sed geninin 317 b¢’lik bolimleri Cizelge 3.4°de

belirtilen degerler kullanilarak amplifiye edimistir.

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan PZR amplifikasyon bilesenleri derisim ve miktarlari

'%0 PZR amplifikasyon bilesenleri derisim ve miktarlar (uL)

°
E = = T o~ o— P~ + N ~ 2 <
= = 5S |y SES | N2 |~ES cSsg = | Z
= S EINSEZzE |28 |QITE | o | o
o < 58 D_Ego X E g:gm %ggg o 3

E o = = 2198 U T [ 8_@/ % E
nuc-1 | nuc 1 0.6 3 1.8 0.2 199 | 25
nuc-2 1
SEA-1 | sea 1 0.6 3 1.8 0.2 199 | 25
SEA-2 1
SED-1 | sed 1 0.6 3 1.8 0.2 199 | 25
SED-2 1
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Cizelge 3.3 nuc geninin 279 bg’lik boliimiiniin amplifikasyonu i¢in kullanilan PZR
dongiistindeki parametre degerleri

Sicaklik (°C) | Siire (saniye) Dongii sayisi
(adet)
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 180 1
Denatilirasyon 94 60
Baglanma 55 30 37
Uzama 72 30
Son uzama 72 210 1

Cizelge 3.4 sea geninin 219 bg’lik ve sed geninin 317 b¢’lik boliimlerinin
amplifikasyonu i¢in kullanilan PZR dongiistindeki parametre degerleri

Sicaklik (°C) | Siire (saniye) Dongii sayisi
(adet)
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 180 1
Denatiirasyon 94 120
Baglanma 55 120 30
Uzama 72 60
Son uzama 72 210 1

PZR islemleri sonrasi elde edilecek tiim amplikonlarin (PZR yontemi ile amplifiye
edilen hedef DNA’larin) gosterilmesi amaciyla amplikonlar, ilk olarak, agaroz jel
elektroforez islemi uygulanarak etidyum bromiir ¢ozeltisi ile boyanmis agaroz jelde
yuritiilmiistir. Bu islemi takiben elektroforez ortamindan alinan jeller, 302 nm
dalgaboyunda UV 1sik altinda molekiiler agirlik belirteci ile karsilastirilarak
gorlntiillemeye almmis ve 1ilgili gen bolgeleri i¢in yukarida belirtilen amplikon
uzunluklarma karsilik gelen DNA fragman bantlar1 aranarak, amplikonlar

degerlendirilmistir.

3.2.5 Agaroz jel elektroforez islemi

Calismanin bu asamasinda, amplifiye edilen hedef DNA’larin gosterilmesi amaci ile ilk
olarak, agaroz jel elektroforez islemi uygulanmistir. Bu islem esnasinda, % 1.5’lik

agaroz jeli (w/v) kullanilmistir. Bu jelin igerigi ve hazirlanis sekli, EK 6 boliimiinde

verilmektedir.
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Agaroz jel elektroforez isleminde ilk olarak tabla iizerinde olusturulan agaroz jel, uygun
ebatlardaki yatay elektroforez tankina yerlestirilmis ve ardindan tank igerisine, jelin
lizerini kapatacak miktarda, TBE tamponundan (1X) ilave edilmistir. Diger tarafdan,
amplikonlardan 10’ar pL alinarak, 2’ser pl 6X yiikleme boya c¢ozeltisi ile
kanistirllmislardir. Boyanarak hazir hale getirilmis bu amplikonlar, daha sonra, jeldeki
kuyucuklara yiiklenmis ve ilk kuyucuga yiiklenen Fermentas markali (Litvanya) 100
b¢’lik GeneRuler'™ DNA ladder plus (ready-to-use) molekiiler agirlik belirteci
esliginde, yaklasik 1-1.5 saat 90 volt sabit akimda yiiriitiilmiislerdir. 6X yiikleme boya

¢Ozeltisinin jel sistemini terk etmesinden sonra, elektrik akimi kesilmistir.
3.2.6 Jel goriintiileme islemi

Calismanin bu asamasinda, amplifiye edilen hedef DNA’nin ve SEA ve SED’lerin
gosterilmesi amaci ile son olarak, elektroforez ortamindan alinan jel, 302 nm
dalgaboyunda UV 1sik altinda molekiiler agirlik belirteci ile karsilastirilarak
goriintiilemeye alinmig ve nuc geninin 279 bg’lik, sea geninin 219 bg¢’lik ve sed geninin
317 be’lik uzunluklarma karsilik gelen DNA fragman bantlar1 aranarak amplikonlar

degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Ankara piyasasinda agikta satis yapan ¢esitli hal ve pazaryerlerinden belirli zaman
araliklarinda tesadiifi olarak segilerek alinan 30 adet Beyaz ve 33 adet Tulum peyniri
orneginden, EN/ISO 6888-1 (01/2004) yontemine gore yapilan S. aureus izolasyonu
sonucu toplam 210 adet tipik S. aureus izolati elde edilmistir. Bu izolatlarin Gram
boyama sonucu hepsi Gram pozitif, koagiilaz testi sonucu ise 73 adedi koagiilaz pozitif
olarak belirlenmistir (Sekil 4.1). Koagiilaz pozitif Stafilokoklarin API ® Staph Kiti
sonuglarina gore; 1, 2, 9, 15, 27, 29 ve 34 no’lu 6rneklerden 1’er adet, 3, 51 ve 56 no’lu
orneklerden 2’ser adet, 10 no’lu 6rnekden 4 adet, 4 ve 22 no’lu orneklerden 5’er adet
olmak iizere toplam 27 adet izolat, kismen tanimlanmis ve numarandirilmistir (Sekil
4.2). Bu izolatlarin elde edildigi peynirlerdeki toplam stafilokok sayilar1 ve bu izolatlar
ile ilgili bilgiler, Cizelge 4.1°de verilmistir. Calismanin ilerleyen asamalarinda bu 27
adet izolatta dogrulama amagli nuc geninin ve ayrica SEA ve SED ifadeleyen genlerin

olup-olmadig aragtirtlmustir.

Sekil 4.1 Koagiilaz testi goriintiilerinin bir kismi1

Sekil 4.2 API ® Staph testleri goriintiilerinin bir kism1
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Cizelge 4.1 Caligsmanin ilerleyen agamalarinda kullanilan izolatlar

Ornekdeki Izolat No API Staph
toplam (%)
Ornek stafilokok
No Ornek Ad1 Pazar Yeri say1sl
Erzurum Cankaya 17
1 Tulum peyniri | Nisantasi Pazar1 | 9.4 X 10° 90
Malatya Sthhiye 2.3
2 Beyaz peynir Semt Pazari 7.4 X 10° 80.0
Aydin Cankaya
3 Beyaz peynir | Nisantasi Pazar1 | 5.7 X 10° 3.3,35 98.1, 80.0
4.2,4.3,4.4,45,| 80.0,98.1,
Trabzon Cankaya 4.6 98.1, 74.5
4 Tulum peyniri | Nisantasi Pazari | 2.7 X 10* 74.5
Kirsehir Yenimahalle
9 Tulum peyniri Mesa Pazari 3.7 X 10 4.1(2) 97.8
Ankara Yenimahalle 5.4 (2),55 (2), 86.7, 86.7,
10 Tulum peyniri Mesa Pazari 3.7X10° | 5.6(2),58(2) 77.7,77.7
Kayseri Yenimahalle
15 Tulum peyniri | Camlica Pazari 3.4 X 10* 10.1 (2) 86.7
71(3),7.2(3), | 86.7,86.7,
Ankara 73(3),74Q), | 777,717,
22 Beyaz peynir | Ulus Hal Pazar1 | 3.4 X 10° 7.6 (3) 77.7
Erzincan
27 Tulum peyniri | Digkapi Pazari 3.0 X 10° 12.6 (3) 97.8
Mamak
29 | Tulum peyniri Semt Pazari 9.5 X 10 2.1(4) 97.8
Hatay Mamak
34 Tulum peyniri Semt Pazari 3.0 X 10° 7.2 (4) 97.8
Yenimahalle
51 Beyaz peynir | Camlica Pazar1 | 5.0 X 10°° | 1.3(6), 1.5 (6) 98.1, 98.1
Yenimahalle
56 | Tulum peyniri | Mesa Pazar 1.3X 10> | 6.3(6),6.11(6) | 98.1,97.8

“Stafilokokal intoksikasyona neden olan toksin diizeyine, S. aureus sayist 100 000 kob/g-mL’den fazla
oldugunda ulagilmaktadir. Bu nedenle, S. aureus sayist 5 X 10° kob/g-mL olan gidalar kesinlikle riskli
olarak kabul edilmektedir. Bu sebeple peynir 6rneklerinde toplam stafilokok sayimi gergeklestirilmistir.
S. aureus suslart i¢in koagiilaz aktivitesi ve enterotoksin olusumu arasinda yiiksek bir korelasyon
oldugundan, 22, 51 ve 56 no’lu peynir 6rnekleri SE varligi agisindan (AOAC 2007.06) VIDAS SET 2 ile

incelenmis ve bu peynir drneklerinde herhangi bir SE varligina rastlanilmamustir.

2.5 pL hedef DNA ve 19.9 uL ultra saf su ile birlikte, 10 mM’lik PZR niikleotid
karisimindan 0.6 uL, 10X PZR tamponundan 3 uL, 25 mM’lik MgCl; ¢6zeltisinden 1.8
uL, 5 U/uL’lik FastStart Tag DNA polimeraz enzim ¢ozeltisinden 0.2 uL olacak sekilde
toplam 30 uL’lik PZR amplifikasyon karisimi kullanilarak, 95°C’de 180 saniyelik
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baslangi¢c denatiirasyonu, 94°C’de 60 saniyelik denatiirasyon, 55°C’de 30 saniyelik
baglanma ve 72°C’de 30 saniyelik uzama basamaklarinin 37 kere tekrarlanmasini ve
son olarak da 72°C’de 210 saniyelik son uzamayr iceren PZR islemi
gergeklestirildiginde, 27 adet izolatin 24 adedinde 279 bg¢’lik bolgesi amplifiye edilmis
ve dolayist ile % 1.5°lik agaroz jelde 279 b¢’lik bu 6zgiin bant, yalnizca 2 no’lu
ornekden izole edilen 2.3 no’lu izolatta, 3 no’lu 6rnekden izole edilen 3.3 no’lu izolatta
ve 56 no’lu ornekten izole edilen 6.3 (6) no’lu izolatta gozlenilmemistir. Bu c¢alisma
esnasinda, hatali-pozitif ya da beklenilmeyen {iriin (primer-dimer) bandina

rastlanilmamistir (Sekil 4.3).

2.5 puL hedef DNA ve 19.9 uL ultra saf su ile birlikte, 10 mM’lik PZR niikleotid
karisimindan 0.6 pL, 10X PZR tamponundan 3 uL, 25 mM’lik MgCl; ¢ozeltisinden 1.8
uL, 5 U/uL’lik FastStart Tag DNA polimeraz enzim ¢ozeltisinden 0.2 uL olacak sekilde
toplam 30 uL’lik PZR amplifikasyon karigimi kullanilarak, 95°C’de 180 saniyelik
baslangi¢ denatiirasyonu, 94°C’de 120 saniyelik denatiirasyon, 55°C’de 120 saniyelik
baglanma ve 72°C’de 60 saniyelik uzama basamaklarinin 30 kere tekrarlanmasini ve
son olarak da 72°C’de 210 saniyelik son uzamayr igeren PZR islemi
gerceklestirildiginde, 27 adet izolatin 1 adedinde 219 bg’lik bolgesi amplifiye edilmis ve
dolayisi ile % 1.5’lik agaroz jelde 219 bg’lik bu 6zgiin bant, 10 no’lu 6rnekden izole
edilen 5.6 (2) no’lu izolatta gbzlenilmistir. Bu ¢alisma esnasinda, hatali-pozitif ya da

beklenilmeyen iiriin (primer-dimer) bandina rastlanilmamistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3 S. aureus izolatlarinin termoniikleaz gen bdlgesine (nuc geni) sahip olup-
olmadiklar1 a¢isindan incelendigi PZR sonucunun % 1.5’lik agaroz jeldeki

goruntiisu
UST JEL ALT JEL

1 100 be’lik molekiiler agirlik belirteci 100 be’lik molekiiler agirlik belirteci
2 Pozitif kontrol (PK) Pozitif kontrol (PK)
3 Izolat No: 1.7 Izolat No: 10.1 (2)
4 Izolat No: 2.3 Izolat No: 7.1 (3)
5 Izolat No: 3.3 Izolat No: 7.2 (3)
6 Izolat No: 3.5 Izolat No: 7.3 (3)
7 Izolat No: 4.2 Izolat No: 7.4 (3)
8 Izolat No: 4.3 Izolat No: 7.6 (3)
9 Izolat No: 4.4 Izolat No: 12.6 (3)
10 Izolat No: 4.5 Izolat No: 2.1 (4)
11 Izolat No: 4.6 Izolat No: 7.2 (4)
12 Izolat No: 4.1 (2) Izolat No: 1.3 (6)
13 Izolat No: 5.4 (2) Izolat No: 1.5 (6)
14 Izolat No: 5.5 (2) Izolat No: 6.3 (6)
15 Izolat No: 5.6 (2) Izolat No: 6.11 (6)
16 Izolat No: 5.8 (2) Izolat No: Negatif kontrol (NK)
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Sekil 4.4 S. aureus izolatlarinin sea gen bolgesine sahip olup-olmadiklar1 agisindan
incelendigi PZR sonucunun % 1.5’lik agaroz jeldeki goriintiisii

UST JEL ALT JEL
1 100 bg¢’lik molekiiler agirlik belirteci 100 be’lik molekiiler agirlik belirteci
2 Pozitif kontrol (PK) Pozitif kontrol (PK)
3 Izolat No: 1.7 Izolat No: 5.6 (2)
4 Izolat No: 2.3 Izolat No: 7.1 (3)
5 Izolat No: 3.3 Izolat No: 7.2 (3)
6 Izolat No: 3.5 Izolat No: 7.3 (3)
7 Izolat No: 4.2 Izolat No: 7.4 (3)
8 Izolat No: 4.3 Izolat No: 7.6 (3)
9 Izolat No: 4.4 Izolat No: 12.6 (3)
10 Izolat No: 4.5 Izolat No: 2.1 (4)
11 Izolat No: 4.6 Izolat No: 7.2 (4)
12 Izolat No: 4.1 (2) Izolat No: 1.3 (6)
13 Izolat No: 5.4 (2) Izolat No: 1.5 (6)
14 Izolat No: 5.5 (2) Izolat No: 6.3 (6)
15 Izolat No: 5.8 (2) Izolat No: 6.11 (6)
16 Izolat No: 10.1 (2) Izolat No: Negatif kontrol (NK)
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2.5 puL hedef DNA ve 19.9 uL ultra saf su ile birlikte, 10 mM’lik PZR niikleotid
karisimindan 0.6 uL, 10X PZR tamponundan 3 uL, 25 mM’lik MgCl; ¢6zeltisinden 1.8
uL, 5 U/uL’lik FastStart Tag DNA polimeraz enzim ¢ozeltisinden 0.2 pL olacak sekilde
toplam 30 uL’lik PZR amplifikasyon karisimi kullanilarak, 95°C’de 180 saniyelik
baslangi¢ denatiirasyonu, 94°C’de 120 saniyelik denatiirasyon, 55°C’de 120 saniyelik
baglanma ve 72°C’de 60 saniyelik uzama basamaklarinin 30 kere tekrarlanmasini ve
son olarak da 72°C’de 210 saniyelik son uzamayr igeren PZR islemi
gerceklestirildiginde, 27 adet izolatin higbirinde 317 bg’lik bdolgesi amplifiye
edilememis ve dolayist ile % 1.5’lik agaroz jelde 317 bg’lik bu 6zgiin bant, higbir
izolatta gbzlenilmemistir. Bu ¢alisma esnasinda, hatali-pozitif ya da beklenilmeyen iiriin

(primer-dimer) bandina rastlanilmamustir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 S. aureus izolatlarinin sed gen bolgesine sahip olup-olmadiklart agisindan
incelendigi PZR sonucunun % 1.5’lik agaroz jeldeki goriintiisii

UST JEL ALT JEL
1 100 b¢’lik molekiiler agirlik belirteci 100 be’lik molekiiler agirlik belirteci
2 Pozitif kontrol (PK) Pozitif kontrol (PK)
3 Izolat No: 1.7 Izolat No: 5.6 (2)
4 Izolat No: 2.3 Izolat No: 7.1 (3)
5 Izolat No: 3.3 Izolat No: 7.2 (3)
6 Izolat No: 3.5 Izolat No: 7.3 (3)
7 Izolat No: 4.2 Izolat No: 7.4 (3)
8 Izolat No: 4.3 Izolat No: 7.6 (3)
9 Izolat No: 4.4 Izolat No: 12.6 (3)
10 Izolat No: 4.5 Izolat No: 2.1 (4)
11 Izolat No: 4.6 Izolat No: 7.2 (4)
12 Izolat No: 4.1 (2) Izolat No: 1.3 (6)
13 Izolat No: 5.4 (2) Izolat No: 1.5 (6)
14 Izolat No: 5.5 (2) Izolat No: 6.3 (6)
15 Izolat No: 5.8 (2) Izolat No: 6.11 (6)
16 Izolat No: 10.1 (2) Izolat No: Negatif kontrol (NK)
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5. TARTISMA VE SONUC

Peynirin hammaddesi olan ¢ig siitte hayvan memesinden baglayarak, siitiin depolanma,
tasima ve islenmesi sirasinda hijyenik kosullara, sicaklik ve siireye bagli olarak
Stafilokoklar, ozellikle de S. aureus her zaman bulunabilmekte ve peynirlerde
kontaminasyon gostergesi olarak kullanilmaktadir. Ayrica S. aureus, gesitli
arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda sigirlarda mastitis etkeni olarak da 6nemli
oranda izole edilmektedir. Cig siitiin kontaminasyonu, yetersiz 1s1l islem uygulamalari,
kullanilan starter kiiltiirlerin aktivitelerinin yetersizligi, iiretim siirecinde yetersiz
sanitasyon ve uygun olmayan depolama kosullari sonucunda S. aureus’un hizla
geliserek enterotoksin olusturmasi, peynirlerde goriilen stafilokokal intoksikasyonlarin

baslica nedenleri arasinda yer almaktadir (Kiigiikgetin ve Milci 2008).

Ulkemizde cesitli peynirlerde belirlenen S. aureus miktarlarinin, peynir iiretiminden
satis noktasina kadar gecen siirecte gerekli hijyenik kosullara uyulmamasindan dolay1
oldukga yiiksek diizeyde oldugu bilinmektedir (Ozpmar 2011). Dolayisiyla bu ¢alisma
ile, Ankara piyasasinda agikta satilan Beyaz ve Tulum peynirlerinde S. aureus varlig
belirlenmis ve saptanan suslarda gida intoksikasyonlar1 yoniinden biiyiikk 6nem arz eden
baz1 klasik enterotoksijenik Ozelliklerin (SEA ve SED) bir baska deyisle bazi
stafilokokal klasik enterotoksinleri ifadeleyen genlerin olup-olmadigi olduk¢a 6zgiin,
hassas ve hizli bir teknik olan PZR yontemi kullanilarak arastirilmis ve bu peynirlerin
tiikketici sagliglr yoniinden giivenilirligi belirlenerek, daha giincel ve kesin bir sonuca

varilmistir.

Ankara piyasasinda acikta satis yapan cesitli hal ve pazaryerlerinden belirli zaman
araliklarinda tesadiifi olarak secilerek alinan 30 adet Beyaz ve 33 adet Tulum peyniri
orneginden, EN/ISO 6888-1 (01/2004) yontemine gore toplam 210 adet tipik S. aureus
izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlarin 73 adedi koagiilaz pozitif olarak belirlenmis ve
koagiilaz pozitif Stafilokoklarin 27 adedi API © Staph kiti ile kismen tanimlanmistir. Bu
suslar bir kez de nuc genine sahip olup-olmadiklar1 agisindan PZR ile incelenmis ve 27

adet izolatin 24 adedinde nuc geninin 279 bg¢’lik bolgesi amplifiye edilebilmistir. Bir
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baska deyisle, 63 adet peynir 6rneginin 12 adedinde (% 15.9) toplam 24 adet S. aureus

sus varligi kesin olarak dogrulanmistir.

Calismanin ilerleyen asamasinda yalnizca 3 adet (% 4.8) peynir 6rneginde S. aureus
sayist 5 X 10° kob/g’dan yiiksek bulunmus (Cizelge 4.1), ancak bu 6rneklerde ne
herhangi bir SE varligima ne de SEA ve SED sentezleyebilecek S. aureus varligina
rastlanilmamistir. Bununla beraber peynirlerdeki diisiik S. aureus sayisinin peynirlerin
kesinlikle giivenli oldugunu gostermediginden, 24 adet S. aureus susunda gida
intoksikasyonlart yoniinden 6nemli olan SEA ve SED’leri ifadeleyen genlerin olup-
olmadig1 PZR ile arastirilmis ve yalnizca S. aureus sayisi 3.7 X 10° olarak bulunan tek
bir peynir drneginden izole edilen bir susda sea geninin 219 bg’lik bolgesi amplifiye
edilebilmis ancak higbir susda sed geninin 317 bg’lik bolgesi amplifiye edilememistir.
Bir bagka deyisle, 63 adet peynir Orneginin yalnizca 1 adedinin (% 1.6) SEA
sentezleyebilecek S. aureus ile kontamine halde oldugu, bununla birlikte Grneklerin

hi¢birinde SED sentezleyecek S. aureus bulunmadigi saptanmistir.

Sonug olarak, incelenen peynir 6rneklerinin 3 adedinin S. aureus miktar1 agisindan Tiirk
Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ne uygun olmadigi ancak bu peynir
orneklerinin higbirinin SE icermedigi belirlenmistir. Diger yandan 63 adet peynir
orneginin 1 adedinin SEA sentezleyebilecek S. aureus ile kontamine olmus olmasi, bu
Ornegin hem iiretiminin yetersiz sanitasyon kosullarinda gerceklesme olasiliginit hem de
enterotoksin icerme olasiligim1 gostermekte ve bu nedenle de stafilokokal

intoksikasyonlarin olusumunda halk saglig1 agisindan risk olusurmaktadir.

Diinyada ve lilkemizde tiiketilen c¢esitli peynirlerde enterotoksijenik stafilokoklarin
tespiti ve SE tiplerinin belirlenmesine yonelik bircok ¢alisma bulunmaktadir.
Tiirkiye’de en ¢ok tiiketilen siit {irlinlerinin basinda peynir yeralmaktadir. Yapilan bir
calismada, Erzurum’un farkli yerlerinden 30 adet olgunlastirilmadan taze olarak
tiiketime sunulan Beyaz peynir ornekleri incelenmis ve bu orneklerin 18 adedinin (%
60) 6.0 X 10' - 1.3 X 10° kob/g seviyesinde S. aureus ile kontamine oldugu
belirlenmistir (Sert ve Kivang, 1984). Ergiin vd. (1992), Van’da satisa sunulan 25 adet
Van otlu peynirinin 21 adedinde (% 84) 1.0 X 10° kob/g’ dan fazla miktarda S. aureus
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saptamiglardir. Tekingen ve Celik (1979), inceledikleri taze Savak Beyaz peynirlerinin
% 20.5’inin 5 X 10° kob/g’dan fazla, Patir vd. (1987) ise yine taze Savak Beyaz
peynirlerinin % 55.6’sinm 10 X 10 - 5.0 X 10° kob/g diizeyinde koagiilaz pozitif S.
aureus igerdiklerini belirlemislerdir. Bir baska calismada 50 adet taze koy peyniri
6rnegi mikrobiyolojik agidan incelemeye alinmis ve peynirlerin % 30'unda 2.2 X 10* -
4.1 X 10" kob/g seviyelerinde S. aureus oldugu belirlnmistir (Sik 1995). Bolat (2006)
ise, Ankara’nin ¢esitli semtlerinden topladig1 75 adet Beyaz peynir 6rneginden 37 farkl
patojen mikroorganizmay1 izole etmis ve bu patojen mikroorganizmalarin % 34’iinii S.
aureus olarak tanimlamistir. Tekinsen ve Ozdemir (2006), Van ve Hakkari’deki
marketlerden topladiklar1 50 adet Van otlu peynirinin tamaminda 2.48 - 7.15 log kob/g
gibi oldukga yiliksek seviyelerde S. aureus belirlemis ve bu miktarin 6rneklerin %
54’{inde 5.0 X 10° kob/g’dan daha yiiksek diizeylerde oldugunu saptamuslardir. Yapilan
bu caligmalarda, yiirlittigiimiiz ¢alismaya gore olduk¢a fazla sayida ornekte ve yasal
limitlerin tizerinde S. aureus kontaminasyonu belirlenmistir. Andre vd. (2008)
tarafindan 2004-2005 yillarinda Brezilya’da yiiriitiilen bir calismada, 24 adet ¢ig siit ve
24 adet Minas Frescal peyniri (Brezilya’ya 6zgii bir peynir ¢esidi), S. aureus varligi
yoniinden incelenmis ve peynir 6rneklerinin 17 adedinden (% 70.8) S. aureus izole
edilmistir. Bu peynir 6rneklerindeki S. aureus sayisi ise ortalama 3.8 X 10* kob/g olarak
saptanmistir. Onganer vd. (2009), Diyarbakir’da taze olarak tiiketilen 30 adet ¢okelek
peynirinin mikrobiyolojik kalitesinin incelenmeye alindig1 bir ¢aligmada, orneklerin
tamaminda yaklagik 7.53 + 1.12 log kob/g gibi oldukca yliksek seviyede S. aureus
saptamiglardir. Bingdl vd. (2011) tarafindan yapilan baska bir galismada, Istanbul’da
perakende marketlerden toplanan 150 adet peynirin 40 adedinin (% 26.7) oldukc¢a
yiiksek diizeyde enterotoksijenik Stafilokok tiirleri ile kontamine oldugu belirlenmistir.
Jakobsen vd. (2011), ¢ig inek ve kegi siitlerinden yaptiklar1 peynirlerde S. aures’un
bulunma olasiligin incelemisler ve ¢ig inek siitiinden yapilan peynirlerde % 47.3 ve ¢ig
keci siitiinden yapilan peynirlerde % 98.8 oranlarinda S. aureus varligi saptamislardir.
Ozpmar (2011), 132 adet Beyaz peynir &rnegini, 70 giinliik olgunlasma siiresince S.
aureus bulundurma agisindan incelemis ve taze peynir drneklerinden yiiksek sayida S.
aureus izolasyonu gergeklestirmistir. Olgunlasmanin ilk haftalarinda 6rneklerdeki S.
aureus miktari taze peynir drneklerindeki gibi yiiksek olarak gozlenirken, son haftalarda

orneklerdeki S. aureus seviyesinde diigme meydana geldigini ve. S. aureus’un
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olgunlagmanin en az 6. haftasina kadar canliligini siirdiirebildigini ortaya koymustur.
Brooks vd. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ABD’nde perakende ve ¢iftci
marketlerinden saglanan ¢ig siitten iiretilen 41 adet peynir 6rnegi mikrobiyal 6zellikleri

acisindan incelenmis ve sadece 3 6rnekte S. aureus oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglar acgisindan ¢alismamizdan farkli olarak 26 adet Erzincan Tulum
peyniri ile yapilan bir ¢alismada, orneklerin higbirinden S. aureus izole edilememis
ancak birinde SE saptanmustir (Ozalp vd. 1978). Ingiltere’de koyun siitiinden yapilan
peynirler iizerine yapilan bir calismada orneklerin higbirinde S. aureus bulunmamig
ancak Orneklerde SEA’ya rastlanmistir (Bone vd. 1989). Yine Kaynar vd. (2005),
Ankara’daki marketlerden topladiklar1 Beyaz peynirlerin higbirinde S. aureus

saptamamiglardir.

Castro vd. (1986), Sili’de ev yapimi peynirlerde yaptiklart bir arastirmada, dérneklerden
103 adet S. aureus izole etmisler ancak orneklerin tamaminda herhangi bir SE varligi
saptamamiglardir. Tké&¢ikova vd. (2003), mastitisli inek, koyun ve keci siitlerinden
yapilan 75 adet ve mastitisli koyun siitiinden yapilan 12 adet peynir ile yaptiklari
calismada, 6rneklerden 32 adet S. aureus izole etmisler ve bunlardan 15 adedinin sec
geni ve geri kalan 15 adedinin de sed geni tastyicisi oldugunu belirlemislerdir. Ayrica
elde edilen izolatlardan iki adedinin de hem sea hem de seb genleri tasiyicist oldugunu
saptamiglardir. Ikeda vd. (2006), 38 adet peynir Ornegi ile yaptiklar1 caligmada,
orneklerin higbirinde klasik SE saptamamus, izole ettikleri 38 adet susun 13 adedinin (%
34.2) seg ve sei genlerini tagidigini belirlemislerdir. Rosec vd. (1997), aralarinda ¢ig
stitten tretilen peynirlerin de oldugu 121 adet gida 6rneginden elde ettikleri 213 adet S.
aureus susunu SE sentezleme Ozellikleri yoniinden incelemis ve ¢ig siitten {iretilen
peynir Orneklerinden izole edilen S. aureus suslarinin % 15,9’unun  SE
sentezleyebildiklerini belirlemislerdir. Holeckova vd. (2002), koyun peynirinden izole
ettikleri 51 adet S. aureus’un 19 adedinin enterotoksijenik ozellikte oldugunu ve
calismamizdan farkli olarak bu izolatlarin 9 adedinin (% 47.4) SEB’yi sentezlediklerini
saptamislardir. Sancak et al. (2002), 50 adet Van otlu peynirinin % 14’iinde 8.4 X 10*-
5.2 X 10* kob/g seviyesinde S. aureus saptamislar ve bu suslarn % 42.8’inin

enterotoksijenik Ozellikte oldugunu belirlemislerdir. Kiipliilii vd. (2004) tarafindan
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yapilan bir ¢alismada, 77 adet Beyaz, 65 adet Tulum ve 72 adet Kasar peyniri olmak
tizere toplam 214 adet peynir 6rneginin 35 adedinin (% 16.4) enterotoksijenik S. aureus
icerdigi saptanmistir. Ayrica, 41 adet enterotoksijenik S. aureus izolatinin enterotoksin
iiretme yeteneklerini ve toksin tiplerini enzim ilintili immun test (ELIZA) yontemi
kullanarak belirlemisler ve buna gore 25 izolatin SEA, 4 izolatin SEB, 6 izolatin SEC, 5
izolatin hem SEA hem de SEC ve 1 izolatin da hem SEA hem de SED sentezledigini
saptamislardir. Buna ek olarak, 6zellikle Tulum ve Beyaz peynirlerinin halk sagligi
acisindan yliksek risk tasidiklarin1 gézlemlemislerdir. Lamprell vd. (2004), ¢ig siitten
yapilan peynirlerden izole ettikleri 852 adet S. aureus izolatinin 63 adedinin (% 7.3)
enterotoksijenik oldugunu ve calismamizdan farkli olarak, izolatlarin en ¢ok SED’yi
sentezlediklerini saptamiglardir. Jorgensen vd. (2005), Norveg’te 220 adet inek ve 213
adet keci siitii ile, icinde peynir 6rneklerinin de bulundugu ¢ig siitten yapilan 82 adet siit
iiriiniinde enterotoksijenik S. aureus varlig1 incelemislerdir. Inek ve kegi siitii drnekleri
ile ¢ig siitten yapilan siit tirtinlerinin sirasiyla 165 (% 75), 205 (% 96,2) ve 31 (% 37,8)
adedinin S. aureus ile kontamine oldugu belirlenmistir. Inek ve keci siitlerinden elde
edilen S. aureus izolatlarinda, sirasiyla % 52.5 ve % 55.8’inde SE genleri bulundugu
saptanmistir. Bu ¢alismalarda, bizim yiiriittiigiimiiz ¢calismaya gore oldukga fazla sayida
ornekte SE sentezleyebilecek S. aureus kontaminasyonu oldugu goriilmektedir.
Normanno vd. (2005), 1 578 peynir 6rneginin ¢alismamiza gore oldukca yiiksek bir
miktarinin yani 375 adedinin (% 23.7) koagiilaz pozitif Stafilokok ile kontamine
oldugunu ve 161 adet S. aureus izolatinin 99 adedinin (% 61.5) klasik SE genlerinden
en az birini igerdigini saptamislardir. Cremonesi vd. (2007) ¢ig sigir ve kegi siitlerinden
tiretilen 33 adet peynir 6rneginin tamaminda S. aureus varligi belirlemis ve bunlarin 14
adedinin baz1 SE’leri ifadeleyen genlere sahip oldugunu saptamislardir. Normanno vd.
(2007) 3 y1l boyunca et ve siit tiriinleri izerine yaptiklart bir ¢alismada, 641 siit tiriinleri
orneginin 109 (% 17) adedinin S. aureus igerdigini ve bunlardan, ¢calismamiza gore daha
yiiksek miktarlarda olmak iizere, 59 (% 54) adet izolatin bir ya da daha fazlasinin SE
sentezleyebilir ozellikte oldugunu saptamislardir. Rall vd. (2008), 54 adet ¢ig siit
6rneginin 38 adedinin (% 70.4) 8.9 X 10° kob/mL seviyesinde S. aureus icerdigini
belirlemisler ve elde ettikleri 57 adet S. aureus susunun % 68.4’{inlin en az bir veya
birden fazla SE genini igerdigini saptamislardir. Ertas vd. (2010), 100 adet koyun

peynirinin 60 adedinden S. aureus izole etmisler ve izolatlarin 5 adedinin sea, 2
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adedinin seb ve 1 adedinin ise sed genlerini bulundurduklarini belirlemiglerdir. Ayrica,
ELIZA yontemi ile peynirlerin 7 adedinde (% 2.3) SE saptamiglardir. Rosengren vd.
(2010), 44 adet peynir 6rneginden 156 adet koagiilaz pozitif Stafilokok izole etmisler ve
bu izolatlarin 152 adedinin (% 97) S. aureus oldugunu belirlemisler, elde edilen suslarin
45 adedinde SE’leri ifadeleyen herhangi bir gen bulunmadigini ancak 67 adedinde sec
geninin varhigimi saptamiglardir. Bununla birlikte izolatlarin 40 adedinde ise SE’leri
ifadeleyen birden fazla geni (sea, seg, sei veya sea ve seh) belirlemislerdir. Spanu vd.
(2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ¢ig koyun siitiinden iiretilen Tulum ve Beyaz
peynir Orneklerinde 3.9 - 5.8 log kob/g diizeyinde koagiilaz pozitif Stafilokok
bulunmustur. Calismamiz ile benzer olarak, burada elde edilen 12 adet S. aureus
izolatinin 3’iiniin enterotoksijenik 6zellikte oldugu ve bunlardan 2’sinin de sadece SEC,
I’inin ise hem SEC hem de SED sentezleyebildikleri belirlenmistir. Bu enterotoksijenik
izolatlar sadece Tulum peyniri 6rneklerinden izole edilmis ve Beyaz peynir 6rneklerinde
enterotoksijenik S. aureus’a rastlanilmamistir. Can and Celik (2012), Ankara’da farkli
marketlerde ambalajsiz olarak satilan 200 adet peynirin 12 adedinde (% 6) ortalama
olarak 4.31 log kob/g diizeyinde S. aureus saptamislar ve ELIZA yontemi kullanarak bu
izolatlarin 2 adedinin yalmizca SEC, 1 adedinin ise hem SEC hem de SED
olusturabildiklerini saptamislardir. Bu sonuclar ¢alismamiza paralel olarak, Beyaz ve
Tulum peyniri 6rneklerinde hijyenik kalitenin yetersiz oldugunu gostermektedir. das
Dores vd. (2013), 60 adet geleneksel olarak iiretilen Minas peynir drneklerinden izole
ettikleri 44 adet S. aureus susunun % 12.5’inin hem SEA hem de SEC

sentezleyebildigini ve sadece 1 adet izolatta seb gen varligini1 gézlemlemislerdir.

Bostan vd. (2006) tarafindan yapilan bir calismada, Istanbul'daki cesitli satis
noktalarindan toplanan 30 adet Beyaz peynir 6reginde yaklasik 10 - 9.2 X 10° kob/g
seviyelerinde S. aureus saptamiglar ancak orneklerin higbirinde SE saptayamamuiglardir.
Ayni ¢aligmada, S. aureus sayist bakimindan peynir 6rneklerinin % 63'iintin Tirk Gida
Kodeksi Yonetmeligi'ne uygunluk gostermedigi belirtilmistir. Akineden vd. (2008), 181
adet keci peyniri ile yaptiklar1 ¢alismada, 6rneklerin sadece 14 adedinde (% 7.7) S.
aureus varlig belirlemisler, S. aureus varligi belirlenen 6rneklerden izole edilen 64 adet
S. aureus susunun 19 adedinin (% 29) hem SEA hem de SEC sentezleyebildigini

saptamiglardir.
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Sengiil (2006), Erzurum’da farkli marketlerde satisa sunulan 15 Civil peynirinde S.
aureus sayisinin ortalama 4.1 X 10* kob/g oldugunu saptamis ve bunun nedeni olarak da
Civil peyniri iiretiminde genellikle ¢ig siit kullanilmasinin ve bu peynirin ¢ogunlukla
taze olarak tiiketilmesi oldugunu vurgulamistir. Simsek ve Sagdi¢ (2006), Isparta’ya
0zgii geleneksel bir peynir olan dolaz (tort) peyniri orneklerinin tamaminda S. aureus
seviyesi < 10" kob/g olarak saptamislar ancak, bu farkliligin dolaz (tort) peyniri iiretim
tekniginin Beyaz ve Tulum peyniri iiretim tekniginden farkli olmasi yani, peynir alti
suyunun uzun silire kaynatilmasindan kaynaklanacagini belirtmislerdir. Kivang (1989),
48 adet Kasar peynirini mikrobiyal 6zellikleri aigisindan incelemis ve Simsek ve Sagdic
(2006) calismasindaki gibi peynirlerde S. aureus seviyesinin oldukg¢a diigiik yani 9.5 X
10 kob/g seviyesinde oldugunu bildirmistir. Ayn1 sekilde Giingsen ve Biiyilikyoriik
(2003), 125 adet vakumla paketlenmis taze Kasar peyniri 6rneginin yalnizca 4 adedinde
(% 3.2) ortalama 6.25 X 10° kob/g seviyesinde S. aureus belirlemislerdir. Her iki
calismada da bu sonucun, Kasar peyniri iiretimi sirasinda pihtinin haglanmasindan

kaynaklandig1 6ne stiriilmiistiir.

Cremonesi vd. (2005), 111 siit 6rneginin tamaminda koagiilaz pozitif S. aureus varligi
saptamislar ve calismamizin aksine, 95 adet 6rnegin SE’lerden en az birini igerdigini
belirlemislerdir. Fueyo vd. (2005), el yapimi peynir, krema ve dondurma 6rneklerinden
269 adet S. aureus izole etmisler ve g¢alismamizdan daha yiiksek miktarlarda olmak
tizere, bunlarin 57 adedinin klasik SE’lerden en az birini icerdigini saptamislardir.
Boynukara vd. (2008), Van koylerinde subklinik mastitis hastaligi tasiyan ineklerden
480 adet ¢ig siit Ornegi almislar ve bu 6rneklerden toplam 106 adet S. aureus izolat1 elde
etmislerdir. Bu izolatlarin 27 adedinin (% 25.5) SE sentezleyebilme 6zelligi tasidiklar
belirtilmis ve bunlardan 25 adedinin (% 23.6) sea geni, 2 adedinin ise (% 1.9) seb
genlerini tasidig1 ancak izolatlarin higbirisinin sec ve sed genlerini bulundurmadiklari
belirlenmistir. Bu ¢alismada da, bizim ¢alismamiza benzer olarak 6rneklerin en ¢ok sea
geni igerdikleri ancak sed geni tasimadiklari vurgulanmigtir. Morandi vd. (2009)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, inek, koyun, ke¢i ve manda siitii ve bu siitlerden
yapilan peynir ve tereyag orneklerinde toplam 122 adet S. aureus izolatinin elde edildigi
belirtilmis ve elde edilen bu izolatlar ile yapilan PZR ¢alismasi sonucunda

calismamizdan farkli olarak bu izolatlarin % 65'inin SE genlerinden en az birini
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tasidiklar1 bulunmustur. izolatlarda en cok sed genine, daha sonra sirasiyla sea, sec, sel
ve sei genlerine rastlanildigr da belirtilmektedir. Singh ve Prakash (2010), 64 adet inek
siitliniin 42 adedinin koagiilaz pozitif S. aureus barindirdigini ve bunlarin 25 adedinin
de enterotoksijenik S. aureus oldugunu saptamislardir. Ayrica arastirmacilarin, 71 adet
Cottage peyniri ile yaptiklar1 ¢aligmada, 43 Ornegin koagiilaz pozitif S. aureus
barindirdigint ve bunlarin 9 adedinin de enterotoksijenik S. aureus igerdigini
belirlemislerdir. Bagka bir calismada Aydin vd. (2011), Marmara Bolgesi’nde
perakende ve ¢iftci marketlerinden alinan ve aralarinda siit iirlinlerinin de bulundugu 1
070 gida Ornegini S. aureus varligi agisindan analize almiglar ve elde ettikleri 144
izolatin % 92’sinin enterotoksijenik S. aureus oldugunu belirlemislerdir. Bu aragtirmada
da, bizim ¢alismamiza benzer olarak S. aureus’lerde enterotoksijenik genlerinin olup-
olmadigi PZR yontemi ile aragtirilmis ve izolatlarin % 53.3’tniin klasik enteroksin
genlerine nazaran stafilokokal toksin benzeri (seg, seh, sei, sej, sek, sel, sem, sen, seo,
sep, seq ve seu) genleri igerdikleri tespit edilmistir. de Oliveira vd. (2011) Brezilya’da
yaptiklar1 bir ¢alismada, calismamiza benzer olarak, 50 adet siit 6rneginde 34 (% 68)
ornkte S. auerus belirlemiglerdir. Rahimi vd. (2012), 72 adet ¢ig siit 6rneginin 15
adedinde (% 20.8) en az bir adet SE bulundugunu ve bu orneklerden 12 adedinin (%
16.7) SEA, 9 adedinin (12.5) SED ve 6 adedinin (% 8.3) SEC igerdigini saptamislardir.
Rahimi (2013), 347 adet siit iriiniiniin 20 adedinin (% 5.8) S. aureus igerdigini
belirlemistir. izole edilen S. aureus suslarinin 7 adedinin de (% 35) klasik SE genleri

tastyicisi olduklarini belirtmisglerdir.

Yapilan bu arastirmalar dikkate alindiginda, iilkemizde tiiketilen farkli peynir
¢esitlerinde S. aureus sayisimn 10° kob/g’in iizerine ¢ikmasi ve peynirlerin S. aureus
kaynakli intoksikasyonlara kars1 halk saglig1 agisindan 6nemli bir tehlike olusturdugunu
ortaya koymaktadir (Kiigiikcetin ve Milci 2008). Bu durum, Ankara piyasasinda agikta
satilan Beyaz ve Tulum peynirlerinin hijyenik olmayan kosullar altinda iiretilip, cesitli
hal ve pazarlarda satildiklar1 ve satilan bu peynirlerin gerek S. aureus gerekse
enterotoksijenik  (SEA iretebilen) S. aureus ile kontamine olabildiklerini
gostermektedir. S. aureus siite uygulanan pastorizasyon iglemi ile inhibe olsa da, SE’ler
inaktive edilememektedir. Bu nedenle peynirlerde diisiik seviyede S. aureus bulunmasi

veya hi¢ bulunmamasi, onlarin stafilokokal intoksikasyonlara neden olmayacag:
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anlamina gelmemektedir. Halk sagligi acisindan besin degerinin yiiksek olmasindan
dolayr 6nemli bir yere sahip olan Beyaz ve Tulum peynirlerinin uygun olmayan
kosullarda iiretilmeleri ve bu yerlerde satilmalar1 durumunda risk olusturduklari yapilan
calismalar ile ortaya konmustur. Insan saghgini tehdit etmeyecek peynitler icin,
mikrobiyolojik kalitesi yiiksek siitlerin, yeterli pastérizasyon isleminden sonra hijyenik
kosullar altinda peynire islenmeleri ve olgunlastirma siiresini tamamlandiktan sonra
kontaminasyonlar1 énlemek adina 6nlemlerin alindigr ve denetimlerin yapildig satis

yerlerinde satilmalar1 gerekmektedir.

5.1 Oneriler

Peynirlerin mikrobiyel bozulma acisindan son derece duyarli firiinler oldugu
bilinmektedir. Ulkemizde iiretilen ¢ig siitlerin hijyenik kaliteleri, peynir yapimi icin
genel olarak uygun bulunmamakta, bununla birlikte peynir iiretiminden tiiketimine
kadar gegen tiim asamalarda hijyenik kosullara yeterince uyulmamaktadir. Peynirlerde
mikrobiyolojik kalitenin yetersizligi, peynirlerin tiiketici ile bulustugu noktaya kadar
gecen asamalarda kullanilan alet ve ekipmanlardan, kullanilan sudan, personel ve kalite
kontroliiniin yetersizliginden ayrica satis noktalarinda hijyene gereken Onemin
verilmemesinden kaynaklanmaktadir. Bunlara ragmen tiiketicinin yogun talebi lizerine
geleneksel olarak ¢ig siitten peynir iiretimi yaygin bir sekilde devam etmektedir. Bu
nedenle S. aureus agisindan olusabilecek riskleri en aza indirmek amaciyla peynir
iiretiminde pastorize siit kullanimi, peynir iireticilerinin, dagiticilarin ve tiiketicilerin
hijyen konusunda bilinglendirilmesi, ¢apraz kontaminasyonun onlenmesi, gidalarin
hazirlama, pisirme ve servisinde kisisel hijyen kurallarina uyulmasi ve uygun
sicakliklarda muhafazanin saglanmasi, alinmasi gereken onemli tedbirler arasinda

yeralmaktadir (Kaynar 2011, Tambulut 2011, Aslan 2012).

43



KAYNAKLAR

Adams, M.R. and Moss, M.O. 2008. Food microbiology, 3™ edn, The Royal Society of
Chemistry, 463, Cambridge, the UK.

Akineden, O., Hassan, A.A., Schneider, E. and Usleber, E. 2008. Enterotoxigenic
properties of Staphylococcus aureus isolated from goats' milk cheese.
International Journal of Food Microbiology, 124(2), 211-216.

Akkaya, L. 2001. Otlu peynirlerde enterotoksijenik Staphylococcus aureus suslarinin
iireme ve enterotoksin olusturma yetenekleri . Doktora Tezi. Yiiziincii Yil
Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Van.

Alisarli, M. ve Solmaz, H. 2003. Sagmal ineklerin meme bas1 derileri ve ¢ig siitlerinden
izole edilen Staphylococcus aureus’larin patojenite Ozellikleri ile bazi
antibiyotiklere duyarliliklari. Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi,
34(4), 333-339.

Alterkuse, S.F., Timbo, B.B., Mowbray, J.C., Bean, N.H. and Potter, M.E. 1998.
Cheese-associated outbreaks of human illness in the United States, 1973 to
1992: Sanitary manufacturing practices protect consumers. Journal of Food
Protection, 61(10), 1405-1407.

Andre, M.C.D.P.B., Campos, M.R.H., Borges, L.J., Kipnis, A., Pimenta, F.C. and
Serafini, A.B. 2008. Comparison of Staphylococcus aureus isolates from food
handlers, raw bovine milk and minas frescal cheese by antibiogram and pulsed-
field gel electrophoresis following smai digestion. Food Control, 19(2), 200-
207.

Anonymous. 2000. Merck microbiology manual, Merck KGaA, 407p., Darmstadt,
Germany.

Anonymous. 2003. THE-MWG primus thermocyclers operating instructions manual,
24p., Ebersberg, Germany.

Anonymous. 2004a. Sygene InGenius gel imaging and analysis system sheets. 3p.,
England.

Anonymous. 2004b, Roche high pure PCR template preparation instructions manual,
Penzberg, Germany, 22p.

Anonim. 2011. Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi.

Asao, T., Kumeda, Y., Kawai, T., Shibata, T., Oda, H., Haruki, K., Nakazawa, H. and
Kozaki, S. 2003. An extensive outbreak of staphylococcal food poisoning due
to low-fat milk in Japan: estimation of enterotoxin A in the incriminated milk
and powdered skim milk. Epidemiology and Infection, 130(1), 33-40.

44


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01681605

Aslan, O. 2012. Baz1 gidalardan izole edilen Staphylococcus aureus’ larm
enterotoksijenik  Ozellikleri ve farkli antibiyotiklere duyarliliklarinin
saptanmas1. Yiiksek Lisans Tezi. Uludag Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Bursa.

Aydin, A., Sudagidan, M. and Muratoglu, K. 2011. Prevalence of staphylococcal
enterotoxins, toxin genes and genetic-relatedness of foodborne Staphylococcus
aureus strains isolated in the Marmara Region of Turkey. International Journal
of Food Microbiology, 148(2), 99-106.

Aytac, S.A. ve Taban, B. 2010. III. Kisim Bo6liim 7: Gida kaynakli intoksikasyonlar. In:
Gida Mikrobiyolojisi, Erkmen, O. (ed.), 1. Baski, Eflatun Basim Dagitim
Yaymcilik Danismanlik Yatirim ve Tic. Ltd. Sti., 178-189, Ankara.

Aytac, S.A. and Mercanoglu-Taban, B. 2014. Foodborne microbial diseases and control:
Foodborne infections and intoxications. In: Food Processing: Strategies for
Quality Assessment. Malik, A., Erginkaya, Z., Ahmad, S. and Erten, H. (eds.),
Springer, 191-225, the USA.

Balaban, N. and Rasooly, A. 2000. Review: Staphylococcal enterotoxins. International
Journal of Food Microbiology, 61(1), 1-10.

Barbano, D.M., Rasmussen, R.R. and Lynch, J.M. 1991. Influence of milk somatic cell
count and mil age on cheese yield. Journal of Dairy Science, 74(2), 369-388.

Bhatia, A. and Zahoor, S. 2007. Staphylococcus aureus enterotoxins: A review. Journal
of Clinical and Diagnostic Research, 1(2), 188-197.

Bingél, B., Cetin, O., Colak, H. and Hampikyan, H. 2011. Presence of enterotoxin and
verotoxin in Turkish cheeses sold in Istanbul. Turkish Journal of Veterinary &
Animal Sciences, 36(4), 424-432.

Blaiotta, G., Ercolini, D., Pennacchia, C., Fusco, V., Casaburi, A., Pepe, O. and Villani,
F. 2004. PCR detection of staphylococcal enterotoxin genes in Staphylococcus
spp. strains isolated from meat and dairy products. Evidence for new variants
of seG and sel in S. aureus AB-8802. Journal of Applied Microbiology, 97(4),
719-730.

Bolat, S. 2006. Ankara yoresinde tiikketime sunulan beyaz peynirlerde Salmonella-bazi
patojen bakterilerin bulunma siklig1 ve proteolitik lipolitik aktiviteleri. Yiiksek

Lisans Tezi, Gazi Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Bone, F.J., Bogie, D. and Morgan-Jones, S.C. 1989. Staphylococcal food poisoning
from sheep milk cheese. Epidemiology and Infection, 103(3), 449-458.

45


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01681605
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01681605

Bostan, K., Cetin, O., Buyukunal, S.K. and Ergun, O. 2006. The presence of
Staphylococcus aureus and staphylococcal enterotoxins in ready-to-cook
meatballs and white pickled cheese. Istanbul Universitesi Veterinerlik
Fakiiltesi Dergisi, 32(3), 31-39.

Boynukara, B., Gulhan, T., Mustafa, A., Gurturk, K. and Solmaz, H. 2008. Classical
enterotoxigenic characteristics of Staphylococcus aureus strains isolated from
bovine subclinical mastitis in Van, Turkey. International Journal of Food
Microbiology, 125(2), 209-211.

Brakstad, O.G., Aasbakk, K. and Maeland, J.A. 1992. Detection of Staphylococcus
aureus by polymerase chain reaction amplification of the nuc gene. Journal of
Clinical Microbiology, 30(7), 1654-1660.

Brooks, J. C., Martinez, B., Stratton, J., Bianchini, A., Krokstrom, R. and Hutkins, R.
2012. Survey of raw milk cheeses for microbiological quality and prevalence
of foodborn pathogens. Food Microbiology, 31(2), 154-158.

Can, H.Y. ve Celik, T.H. 2012. Detection of enterotoxigenic and antimicrobial resistant
S. aureus in Turkish cheeses. Food Control, 24(1-2), 100-103.

Castro, R., Schoebitz, R., Montes, R. and Bergdoll, M.S. 1986. Enterotoxigenicity of
Staphylococcus aureus strains isolated from cheese from unpasteurized milk.
Lebensmittel-Wissenschaft & Technologie, 19(5), 401-402.

Caraviello, D.Z., Weigel, K.A., Shook, G.E., and Ruegg, P.L. 2005. Assessment of the
impact of somatic cell count on functional longevity in Holstein and jersey
cattle using survival analysis methodology. Journal of Dairy Science, 88(2),
804-811.

Cremonesi, P., Luzzana, M., Brasca, M., Morandi, S., Lodi, R., Vimercati, C.,
Agnellini, D., Caramenti, G., Moronic, P. and Castiglionie, B. 2005.
Development of a multiplex PCR assay for the identification of Staphylococcus
aureus enterotoxigenic strains isolated from milk and dairy products.
Molecular and Cellular Probes, 19(5), 299-305.

Cremonesi, P., Perez, G., Pisoni, G., Moroni, P., Morandi, S., Luzzana, M., Brasca, M.
and Castiglioni, B. 2007. Detection of enterotoxigenic Staphylococcus aureus
isolates in raw milk cheese. Letters in Applied Microbiology, 45(6), 586-591.

das Dores, M.T., Dias, R.S., Arcuri, E.F., da Nobrega, J.E., Ferreira, C.L.D.F. 2013.
Enterotoxigenic potential of Staphylococcus aureus isolated from Artisan
Minas cheese from the Serra da Canastra-MG, Brazil. Food Science and
Technology, 33(2), 271-275.

de Buyser, M.L., Dufour, B., Maire, M. and Lafarge, V. 2001. Implication of milk and

milk products in food-borne diseases in France and in different industrialised
countries. International Journal of Food Microbiology, 67(1-2), 1-17.

46


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi0-fiq687JAhXKhiwKHfThDY4QFggaMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FLebensmittel-Wissenschaft_%2526_Technologie&usg=AFQjCNET1veWKvH6TFAYcvS39vXkgk3aRw&sig2=UzjLjkTE3bKEEcZxvxx2YA&bvm=bv.109332125,d.bGg
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiYo9zI7s7JAhUKDCwKHXXuDeEQFggfMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.sciencedirect.com%2Fscience%2Fjournal%2F08908508&usg=AFQjCNEWStfGfyTFHUOTIuKB17z-ZdQERA&sig2=-mSRTJ-6dqxQdb66TABKOA&bvm=bv.109332125,d.bGg
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&qid=4&SID=X2Fn5QfQ763CsUQvmsO&page=1&doc=1&cacheurlFromRightClick=no
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&qid=4&SID=X2Fn5QfQ763CsUQvmsO&page=1&doc=1&cacheurlFromRightClick=no

de Oliveira, L.P, Soares e Barros, L.S., Silva, V.C. and Cirqueira, M.G. 2011. Study of
Staphylococcus aureus in raw and pasteurized milk consumed in the
Reconcavo area of the State of Bahia, Brazil. Journal of Food Processing &
Technology, 2(6), 1-5.

Delbes, C., Alomar, J., Chougui, N., Martin, J.F. and Montel, M.C. 2006.
Staphylococcus aureus growth and enterotoxin production during the
manufacture of uncooked, semihard cheese from cow's raw milk. Journal of
Food Protection 69(7), 2161-2167.

Demirel, N.N. ve Karapiar, M. 2000. Siit triinlerinde Staphylococcus aureus. Siit
Mikrobiyolojisi ve Katki Maddeleri VI. Siit ve Siit Uriinleri Sempozyumu,
Tebligler Kitabi, 22-24 Mayis, 78-85, Tekirdag.

do Carmo, L.S., Dias, R.S., Linardi, V.R., de Sena, M.J., dos Santos, D.A., de Faria,
M.E., Pena, E.C., Jett, M. and Heneine, L. 2002. Food poisoning due to
enterotoxigenic strains of Staphylococcus present in Minas cheese and raw
milk in Brazil. Food Microbiology, 19(1), 9-14.

Ergiin, O., Bostan, K. ve Sagun, E. 1992. Van otlu peynirlerinde mikrobiyolojik kalite
ve kiif florasi. Yiiziincii Y1l UniversitesicVeterinerlik Fakiiltesi Dergisi, 3 (1-
2), 53-59.

Erkmen, O. 2010. Gida kaynakl tehlikeler ve giivenli gida iiretimi. Cocuk Saglig1 ve
Hastaliklar1 Dergisi, 53(3), 220-235.

Erol, I. ve Iseri, O. 2004. Stafilokokal enterotoksinler. Ankara Universitesi Veterinerlik
Fakiiltesi Dergisi, 51(2), 239-245.

Ertas, N., Goniilalan, Z., Yildirim, Y. and Kum, E. 2010. Detection of Staphylococcus
aureus enterotoxins in sheep cheese and dairy desserts by multiplex PCR
technique. International Journal of Food Microbiology, 142(1-2), 74-77.

Ferguson, J.D., Azzaro, G., Gambina, M. and Licitra, G. 2007. Prevalence of mastitis
pathogens in Ragusa, Sicily, from 2000 to 2006. Journal of Dairy Science,
90(12), 5798-5813.

Fueyo, J.M., Mendoza, M.C. and Martin, M.C. 2005. Enterotoxins and toxic shock
syndrome toxin Staphylococcus aureus recovered from human nasal carriers
and manually handled foods: epidemiological and genetic findings. Microbes
and Infection, 7(2), 187-194.

Gauthier, M. and Blais, B. W. 2003. Comparison of different approaches fort he

incorporation of non-radioactive labels into polymerase chain reaction.
Biotechnology Letters, 25, 1369-1374.

47


http://www.omicsonline.org/study-of-staphylococcus-aureus-in-raw-and-pasteurized-milk-consumed-in-the-reconcavo-area-of-the-state-of-bahia-brazil-2157-7110.1000128.php?aid=2590#A2
http://www.omicsonline.org/study-of-staphylococcus-aureus-in-raw-and-pasteurized-milk-consumed-in-the-reconcavo-area-of-the-state-of-bahia-brazil-2157-7110.1000128.php?aid=2590#A3

Giinsen, U. and Biiyiikyoriik, 1. 2003. Piyasadan temin edilen taze kasar peynirlerinin
bakteriyolojik kaliteleri ile aflatoksin M; diizeylerinin belirlenmesi. Turkish
Journal of Veterinary & Animal Sciences, 27, 821-825.

Hayaloglu, A.A. 2008. Tirkiye’nin peynirleri — Genel bir perspektif. Tiirkiye 10. Gida
Kongresi Bildiri Ozeti Kitab1, 21-23 Mayis, Erzurum.

Holeckova, B., Holoda, E., Fotta, M., Kalinacova, V., Gondol, J. and Grolmus, J. 2002.
Occurence of enterotoxigenic Staphylococcus aureus in food. Annals of
Agricultural and Environmental Medicine, 9, 179-182.

Huseby, M., Shi, K., Brown, C.K., Digre, J., Mengistu, F., Seo, K.S., Bohach,G.A.,
Schlievert, P.M., Ohlendorf, D.H. and Earhart, C.A. 2007. Structure and
biological activities of beta toxin from Staphylococcus aureus. Journal of
Bacteriology, 189(23): 8719-8726.

Ikeda, T., Morimoto, Y., Makino, S. and Yamaguchi, K. 2006. Surveillance of
Staphylococcus aureus in cheese produced in Hokkaido. Journal of Food
Protection, 69(3), 516-5109.

Jakobsen, R.A., Heggebg, R., Sunde, E.B. and Skjervheim, M. 2011. Staphylococcus
aureus and Listeria monocytogenes in Norwegian raw milk cheese production.
Food Microbiology, 28(3), 492-496.

Johnson, W.M., Tyler, S.D., Ewan, E.P., Ashton, F.E., Pollard, D.R. and Rozee, K.R.
1991. Detection of genes for enterotoxins, exfoliative toxins, and toxic shock
syndrome toxin 1 in S. aureus by the polymerase chain reaction. Journal of
Clinical Microbiology, 29(3), 426-430.

Jorgensen, H.J., Mork, T., Hogasen, H.R. and Rovik, L.M. 2005. Enterotoxigenic
Staphylococcus aureus in bulk milk in Norway. Journal of Applied
Microbiology, 99(1), 158-167.

Kaynar, Z., Kaynar, P. ve Kogak, C. 2005. Ankara piyasasinda tiiketime sunulan beyaz
peynirlerin hijyenik kalitelerinin belirlenmesi {izerine bir arastirma. Tiirk
Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, 62(1,2,3), 1-10.

Kaynar, P. 2011. Ulkemiz peynirleri iizerine mikrobiyolojik arastirmalar. Tiirk
Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi, 41(1), 1-8.

Kérouanton, A., Hennekinne, J.A, Letertre, C., Petit, L., Chesneau, O., Brisabois, A.
and de Buyser, M.L. 2007. Characterization of Staphylococcus aureus strains
associated with food poisoning outbreaks in France. International Journal of
Food Microbiology, 115(3), 369-375.

Kivang, M. 1989. Erzurum piyasasinda tiiketime sunulan Kasar peynirlerinin mikrobiyal
floras1. Gida Dergisi, 14(1), 23-30.

48


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petit%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17306397
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chesneau%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17306397
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brisabois%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17306397
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Buyser%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17306397

Kleppe, K., Ohtsuka, E., Kleppe, R., Molineux, I. and Khorana, H.G. 1971. Studies on
polynucleotides. XCVI. Repair replications of short synthetic DNA’s as
catalyzed by DNA polymerases. Journal of Molecular Biology, 56(2), 341-346.

Kiigiikgetin, A. ve Milci, S. 2008. S. aureus ile kontamine olan peynirlerden
kaynaklanan gida zehirlenmeleri. Gida Dergisi, 33(3), 129-135.

Kiipliilii, O., Sarimehmetoglu, B. and Kaymaz, S. 2002. Pastorize siitlerde ELISA
teknigi ile stafilokokal enterotoksin varliginin belirlenmesi. Turkish Journal of
Veterinary & Animal Sciences, 26(3), 631-637.

Kiiplilii, O., Sarimehmetoglu, B. and Celik, T.H. 2004. Determination of the
enterotoxigenicity of coagulase positive staphylococci isolated from cheese by
ELISA. Milchwissenschaft, 59(1-2), 17-109.

Lamprell, H., Villard, L., Chamba, J.F., Beuvier, E., Borges, E., Maurin, F., Mazerolles,
G., Noel, Y. and Kodjo, A. 2004. Identification and biotyping of coagulase
positive staphylococci (CPS) in ripened French raw milk cheeses and their in
vitro ability to produce enterotoxins. Revue de Médecine Vétérinaire, 155(2),
92-96.

Landgraf, M. and Destro, M.T. 2013. Staphylococcal food poisoning, In: Foodborne
Infections and Intoxications. Morris, Jr. J.G. and Potter, M.E. (eds), 4™ edn,
Academic Press, 389401, the USA.

Le Loir, Y., Baron, F. and Gautier, M. 2003. Staphylococcus aureus and food
poisoning. Genetics and Moleculer Research, 2(1), 63-76.

Madigan, M.T., Martinko, J.M., Stahl, D.A. and Clark, D.P. 2013. Brock biology of
microorganisms, 13" edn, Pearson Education Inc., 579, San Francisco, the
USA.

Morandi, S., Brasca, M., Lodi, R., Cremonesi, P. and Castiglioni, B. 2007. Detection of
classical enterotoxins and identification of enterotoxin genes in Staphylococcus
aureus from milk and dairy products. Veterinary Microbiology, 124(1-2), 66-
72.

Morandi, S., Brasca, M., Andrighetto, C., Lombardi, A. and Lodi, R. 2009. Phenotypic
and genotypic characterization of Staphylococcus aureus strains from Italian
dairy products. International Journal of Microbiology, 501362, 1-7.

Nakazawa, Y. and Hosono, A. 1992. Functions of fermented milk, Elsevier Science
Published Ltd., 245, New York.

49


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjxjbCInObJAhWCvhQKHSU3AXsQFggpMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.researchgate.net%2Fjournal%2F0035-1555_Revue_de_medecine_veterinaire&usg=AFQjCNF_MDR48Sdq1gA5nVE3L1-y7J2Caw&bvm=bv.110151844,d.d24
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780124160415000287
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780124160415000287

Normanno, G., Firinu, A., Virgilio, S., Mula, G., Dambrosio, A., Poggiu, A., Decastelli,
L., Mioni, R., Scuota, S., Bolzoni, G., Di Gianatale, E., Salinetti, A.P., La
Salandra, G., Bartoli, M., Zuccon, F., Pirino, T., Sias, S., Parisi, A., Quaglia,
N.C. and Celano, G.V. 2005. Coagulase-positive Staphylococci and
Staphylococcus aureus in food products marketed in Italy. Journal of Food
Microbiology, 98(1), 73-79.

Normanno, G., La Salandra, G., Dambrosio, A., Quaglia, N.C., Corrente, M., Parisi, A.,
Santagada, G., Firinu, A., Crisetti, E. and Celano, G.V. 2007. Occurrence,
characterization and antimicrobial resistance of enterotoxigenic Staphylococcus
aureus isolated from meat and dairy products. International Journal of Food
Microbiology, 115(3), 290-296.

Ollis, G.W., Rawluk, S.A., Schoonderwoerd, M., and Schipper, C. 1995. Detection of S.
aureus in bulk tank milk using modified Baird-Parker culture media. The
Canadian Veterinary Journal, 36(10), 619-623.

Olsen, S.J., MacKinon, L.C., Goulding, J.S., Bean, N.H. and Slutsker, L. 2000.
Surveillance for foodborne disease outbreaks-United States 1993-1997.
Morbidity and Mortality Weekly Reports, 49(1), 1-51.

Omoe, K., Hu, D.L., Takahashi-Omoe, H., Takahashi-Omoe, H., Nakane, A. and
Shinagawa, K.. 2003. Identification and characterization of a new
staphylococcal enterotoxin-related putative toxin encoded by two kinds of
plasmids. Infection and Immunity, 71(10), 6088-6094.

Onganer, A. ve Kirbag, S. 2009. Diyarbakir’da taze olarak tiiketilen ¢okelek
peynirlerinin  mikrobiyolojik kalitesi. Erciyes Universitesi Fen Bilimleri
Dergisi, 25(1-2), 24-33.

Ozalp, E., Kaymaz, S. ve Aksehirli, E. 1978. Erzincan Tulum peynirlerinde
enterotoksijenik Stafilokoklar ve Salmonellalar yoniinden arastirma. Ankara
Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Dergisi, 25(11), 56-61.

Ozpmar N. 2011. Erzincan Tulum Peynirinden izole edilen Staphylococcus aureus
Izolatlarinda Antibiyotik Direncinin Ve Biyofilm Olusturma Ozelliginin
Fenotipik ve Genotipik Olarak Belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Erciyes
Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, 61, Kayseri.

Patir, B. 1987. Savak salamura Beyaz Peynirin olgunlagsmasi sirasinda enterotoksijenik
koagiilaz pozitif Staphylococcus aureus'un yasam siireleri ile mikrobiyolojik ve
kimyasal niteliklerinde meydana gelen degisimler. Doga Tiirk Veteriner
Hayvan Dergisi, 11(1), 59-71.

Pelisser, M.R., Klein, C.S., Ascoli, K.R., Zotti, T.R. and Arisil, A.C.M. 2009.
Occurrence of Staphylococcus aureus and multiplex PCR detection of classic
enterotoxin genes in cheese and meat products. Brazilian Journal of
Microbiology, 40(1), 145-148.

50



Pinchuk, LV., Beswick, E.J. and Reyes, V.E. 2010. Staphylococcal enterotoxins.
Toxins, 2(1), 2177-2197.

Rahimi, E., Mommtaz, H., Shakerian, A. and Kavyani, H. R. 2012. The detection of
classical enterotoxins of Staphylococcus aureus in raw cow milk using the
ELISA method. Turkish Journal of Veterinary and Animal Sciences, 36(3),
319-322.

Rahimi, E. 2013. Enterotoxigenicity of Staphylococcus aureus isolated from traditional
and commercial dairy products marketed in Iran. Brazilian Journal of
Microbiology, 44(2), 393-399.

Rall, V.L.M, Vieira, F.P., Rall, R., Vieitis, R.L., Fernandes, J.R.A., Candeias, J.M.G.,
Cardoso, K.F.G. and Araujo, J.R.J.P. 2008. PCR detection of staphylococcal
enterotoxin genes in Staphylococcus aureus strains isolated from raw and
pasteurized milk. VVeterinary Microbiology, 132(3-4), 408-413.

Rosec, J.P., Guiraud, J.P., Dalet, C. and Richard, N. 1997. Enterotoxin production by
stapylococci isolated from foods in France. International Journal of Food
Microbiology, 35(3), 213-221.

Rosec, J.P and Gigaud, O. 2002. Staphylococcal enterotoxin genes of classical and new
types detected by PCR in France. International Journal of Food Microbiology,
77 (2), 61-70.

Rosengren, A., Fabricius, A., Guss, B., Sylvéna, S. and Lindqvist, R. 2010. Occurrence
of foodborne pathogens and characterization of Staphylococcus aureus in
cheese produced on farm-dairies. International Journal of Food Microbiology,
144(2), 263-269.

Saglam, A. 2011. Adana’da satisa sunulan dondurmalarda stafilokokal
enterotoksinlerinin ~ varliginin  saptanmasi  ve  Staphylococcus aureus
identifikasyonu. Yiiksek Lisans Tezi. Cukurova Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Adana.

Sancak, Y.C., Alisarli, M. ve Akkaya, L. 2002. Otlu peynirlerde enterotoksijenik
Staphylococcus suslart ve enterotoksin varligi tizerine bir arastirma. Yiziincii
Y1l Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi, 8(1-2), 70-75.

Santos, E.C. and Genigeorgis, C. 1981. Survival and growth of Staphylococcus aureus
in commercially manufactured Brazilian Minas cheese. Journal of Food
Protection, 44(3), 177-184.

Seo, K.S. and Bohach, G.A. 2007. Foodborne pathogenic bacteria. Staphylococcus aureus. In:
Food Microbiology: Fundamentals and Frontiers, Doyle, M.P. and Beuchat,
L.R.(eds.), 3" edn, ASM Press, 493-518, Washington, the USA.

51



Sert, S. ve Kivang, M. 1984. Erzurum piyasasinda taze olarak tiiketime sunulan Beyaz
peynirlerin hijyenik kaliteleri iizerinde bir arastirma. Atatiirk Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 15(3-4), 79-83.

Scherrer, D., Corti, S., Muehlherr, J.E., Zweifel, C. and Stephan, R. 2004. Phenotypic
and genotypic characteristics of Staphylococcus aureus isolates from raw bulk-
tank milk samples of goats and sheep. Veterinary Microbiology, 101(2), 101-
107.

Schrick, F.N., Hockett, M.E., Saxon, A.M., Lewis, M.J., Dowler, H.H. and Oliver, S.P.
2001. Influence of subclinical mastitis during early lactation on reproductive
parameters. Journal of Dairy Science, 84(6), 1407-1412.

Singh, P. and Prakash, A. 2010. Prevalence of coagulase positive pathogenic
Staphylococcus aureus in milk and milk products collected from unorganized
sector of AGRA. Acta Agriculturae Slovenica, 96(1), 37-41.

Spanu, V., Virdis, S., Scarano, C., Cossu, F., de Santis, E.P.L. and Cosseddu, A.M.
2010. Antibiotic resistance assessment in S. aureus strains isolated from raw
sheep’s milk cheese. Veterinary Research Communications, 34(1), 87-90.

Stellwagen, N.C. 2009. Electrophoresis of DNA in agarose gels, polyacrylamide gels
and in free solution. Electrophoresis, 30(1), S188-S195.

Sengiil, M. 2006. Microbiological characterization of Civil cheese, a traditional Turkish
cheese: microbiological quality, isolation and identification of its indigenous
Lactobacilli. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 22(6), 613-
618.

Sik, B. 1995. Kirsal kesimde iiretilen ve taze olarak pazarlarda satilan peynirlerin bazi
patojen mikroorganizma igerikleri ve kimyasal 6zellikleri iizerine arastirmalar.
Yiiksek Lisans Tezi. Akdeniz Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Antalya.

Simsek, B. ve Sagdig, O. 2006. Isparta ve yoresinde iiretilen dolaz (tort) peynirinin bazi
kimyasal ve mikrobiyolojik &zellikleri. Siileyman Demirel Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisti Dergisi, 10(3), 346-351.

Taban, B. 2007. Immiinomanyetik ayirma-polimeraz zincir reaksiyonu (IMA-PZR)
yonteminin uygulanmasi ile tavuk etlerinde Salmonella spp. belirlenmesi.
Doktora Tezi. Hacettepe Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Tké&cikova, L., Tesfaye, A. and Mikula, I. 2003. Detection of the genes for

Staphylococcus aureus enterotoxin by PCR. Acta Veterinaria Brno, 72, 627-
630.

52


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stellwagen%20NC%5Bauth%5D

Tamarapu, S., McKillip, J.L. and Drake, M. 2001. Development of a multiplex
polymerase chain reaction assay for detection and differentiation of
Staphylococcus aureus in
dairy products. Journal of Food Protection, 64, 664-668.

Tambulut, Y. 2011. K&y peynirinin starter kiiltiirle iiretilmesi ve kalite 6zelliklerinin
belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi. Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisti, Canakkale.

Tekingen, O.C. ve Celik, C. 1979. Savak peynirinde Staphylococcuslar ve
Micrococcuslar. Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Dergisi, 26(3-4),
47-63.

Tekinsen, K.K. and Ozdemir, Z. 2006. Prevalence of foodborne pathogens in Turkish
Van otlu (Herb) cheese. Food Control, 17(9), 707-711.

Tsen, H.Y. and Chen, T.R. 1992. Use of the polymerase chain reaction for specific
detection of type A, D and E enterotoxigenic Staphylococcus aureus in foods.
Applied Microbiology and Biotechnology, 37(5), 68-690. Erratum in: 38(5),
708.

Tiikel, C. ve Dogan, H. 2000. Staphylococcus aureus:, In: Gida Mikrobiyolojisi ve
Uygulamalar1. 2. Baski, Sim Matbaacilik Ltd., 357-366, Ankara.

Uygun, U. ve Koksel, H. 2010. Gida giivenligini tehdit eden kimyasallar. Web Sitesi:
http://lwww.ggd.org.tr/icerik.php?id=342, Erisim Tarihi: 18.07.2015.

Unliitiirk, A. ve Turantas, F. 2003. Staphylococcus aureus intoksikasyonu, In: Gida
Mikrobiyolojisi, Beta Matbaacilik Hizmetleri, 141-145, Bornova, Izmir.

Waldvogel, F.A. 2000. Staphylococcus aureus (Including Staphylococcal Toxic Shock),
In: Mandell, Douglas and Bennet’s Principles and Practice of Infectious
Diseases, Mandell, G.L., Bennett, J.E. and Dolin, R. (eds), Churchill
Livingstone, 2069-2092, New York, the USA.

Westermeier, R. 2001. Electrophoresis in practice, 3" edn, Wiley-Vch, 349, Germany.

Wilson, D.J., Gonzalez, R.N. and Das, H.H. 1997. Bovine mastitis pathogens in New
York and Pennsylvania: Prevalence and effects on somatic cell count and milk
production. Journal of Dairy Science, 80(10), 2592-2598.

Zweifel, C., Rusch, M., Corti, S. and Stephan, R. 2006. Determination of various

microbiological parameters in raw milk and raw milk cheese produced by
biofarms. Archiv fiir Lebensmittelhygiene, 57:13-16.

53


http://www.ggd.org.tr/icerik.php?id=342

EKLER

EK 1 Calismada Kullanilan Besiyerleri

EK 2 Calismada Kullanilan Tampon ve Cozeltiler
EK 3 Calismada Kullanilan Boya Cozeltileri

EK 4 Calismada Kullanilan Kitler

EK 5 Calismada Kullanilan Oligoniikleotidler
EK 6 Calismada Kullanilan Jel

54



EK 1 Cahismada Kullamilan Besiyerleri

TSB-MERCK Cat. No. 1.05459

Mikroorganizmalarin gelistirilmesinde kullanilmastir.

Cizelge 1. TSB bilesimi

BILESEN DERISIM (g/L)
Kazein peptonu 17.0
Soya peptonu 3.0

D (+) glukoz 2.5
NaCl 5.0
KoPOy 2.5

pH: 7.3 £ 0.2 (sterilizasyon sonrasi)

Hazir karisimdan 30 g tartilarak, 1000 mL destile su igerisinde ¢oziindiiriiliir. Test
tiiplerine gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika siire ile
sterilize edilir. Besiyerini i¢eren tiipler, 4°C sicaklikta muhafaza edilmelidir ve kullanim

oncesi oda sicakligina getirilmelidir (Anonymous 2000).

TSA-MERCK Cat. No. 1.05458

Mikroorganizmalarin gelistirilmesinde kullanilmistir.

Cizelge 2. TSA bilesimi

BILESEN DERISIM (g/L)
Kazein peptonu 17.0
Soya peptonu 3.0

D (+) glukoz 2.5
NaCl 5.0
K2PO4 2.5

Agar 15.0

pH: 7.3 £ 0.2 (sterilizasyon sonrasi)

TSB besiyerinin hazir karisimina 15 g agar (Merck Cat. No. 1.01613) eklenerek ya da
hazir karisimdan 45 g tartilarak, 1000 mL destile su icerisinde ¢ziindiiriiliir. Erlen veya
balon gibi cam kaplara ya da test tiiplerine gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda
121°C sicaklikta 15 dakika siire ile sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi, erlen veya

balon gibi cam kaplardaki besiyeri steril petri kaplarina dokiilerek katilasmaya birakilir
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ya da besiyerini igeren tiipler yatik halde katilasmaya birakilir. Besiyerini igeren petri
kaplari, ters olarak, 4°C sicaklikta muhataza edilmelidir ve kullanim 6ncesi yiizeyleri

kurutulmalidir. Besiyerini igeren tiipler de, 4°C sicaklikta muhafaza edilmelidir ve

kullanim 6ncesi oda sicakligina getirilmelidir (Anonymous 2000).

BPA-MERCK Cat. No. 1.05406
EN/ISO 6888-1 (01/2004) yonteminde selektif kat1 besiyeri olarak kullanilmustir.

Cizelge 3. BPA bilesimi

BILESEN DERISIM (g/L)

Kazein peptonu 10.0
Et ekstrakt1 5.0
Maya ekstrakti 1.0
Sodyum piirivat 10.0
Glisin 12.0
Lityum kloriir 5.0
Agar 15.0

pH: 6.8 £ 0.2 (sterilizasyon sonrasi)

Hazir karisimdan 58 g tartilarak, 950 mL destile su igerisinde ¢ozlindirilir. Erlen veya
balon gibi cam kaplara gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda 121°C sicaklikta 15
dakika siire ile sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi, bazal besiyeri 45°C sicakliga
sogutulur ve manyetik karistiricidda yavasga karistirilirken iizerine Onceden oda
sicakligina getirilmis 50 mL yumurta sarisi-tellurit emilsiyonu (Merck Cat. No.
1.03785) ilave edilip, steril petri kaplarina dokiilerek katilasmaya birakilir. Besiyerini
igeren petri kaplari, ters olarak, 4°C sicaklikta muhafaza edilmelidir ve kullanim 6ncesi

yiizeyleri kurutulmalidir (Anonymous 2000).

Sekil 1 BPA besiyerinde S. aureus koloni morfolojisi
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Opak sar1 renkli bu besiyerinde S. aureus kolonileri lipoliz ve proteoliz aktiviteleri
sonucunda koloni etrafinda tipik zon ve halka olusturmalari, telliirit’in telliirium’a
indirgenmesi sonucunda siyah koloni olusturmalar1 gibi tipik karakteristik 6zellikler ile
belirlenmektedirler. 37°C sicaklikta 24 saat inkiibasyon sonunda S. aureus, 1-1.5 mm
capinda siyah, parlak konveks koloniler olusturmaktadir. Koloni ¢api, 48 saat

inkiibasyondan sonra, 1.5-2.5 mm olmaktadir.

BHB-MERCK Cat. No. 1.10493

Mikroorganizmalarin gelistirilmesinde kullanilmustir.

Cizelge 4. BHB bilesimi

BILESEN DERISIM (g/L)

Nutrient substrate (beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar) 27.5
D (+) glukoz 2.0
NaCl 5.0
Na;HPO4 2.5

pH: 7.4 £ 0.2 (sterilizasyon sonrasi)

Hazir karisimdan 37 g tartilarak, 1000 mL destile su igerisinde ¢oziindiiriiliir. Erlen veya
balon gibi cam kaplara ya da test tiiplerine gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda
121°C sicaklikta 15 dakika siire ile sterilize edilir. Besiyerini igeren cam kaplar ya da
tipler, 4°C sicaklikta muhafaza edilmelidir ve kullanim O©ncesi oda sicakligina

getirilmelidir (Anonymous 2000).

Bactident koagiilaz-MERCK Cat No. 1.13306
S. aureus tarafindan olusturulan koagiilazin belirlenmesinde kullanilmistir.

Cizelge 5. Bactident koagiilaz bilesimi

BILESEN
EDTA ilave edilmis liyofilize tavsan plazmasi

Her sise iizerine 3 mL steril destile su ilave edilerek, karistirilir. Sulandirilmis bu
plazma, 4°C sicaklikta 5 giin ve -20°C sicaklikta dondurulmus olarak 30 giin boyunca
stabilitesini korumaktadir. Ancak, dondurulmus plazma ¢o6zildiikten sonra tekrar

dondurulmamalidir (Anonymous 2000).
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EK 2 Calismada Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Y4’liik Ringer cozeltisi-MERCK Cat. No. 1.15525
Genel amagli bir seyreltme c¢oOzeltisi olarak ardisik diliisyonlarin hazirlanmasinda

kullanilmustir.

Cizelge 6. Y4’liik Ringer ¢ozeltisi bilesimi

BILESEN DERISIM (g/L)
NaCl 2.25
KClI 0.105
Susuz CaCl, 0.06
NaHCO; 0.05

pH : 6.9 £ 0.1 (sterilizasyon sonrasi)

Bu bilesenleri igeren 1 tablet, 500 mL destile su igerisinde ¢oziindiiriiliir. Erlen veya
balon gibi cam kaplara ya da test tiiplerine gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda
121°C sicaklikta 15 dakika siire ile sterilize edilir. Besiyerini igeren cam kaplar ya da
tipler, 4°C sicaklikta muhafaza edilmelidir ve kullanim Oncesi oda sicakligina

getirilmelidir (Anonymous 2000).

10 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH: 8.0)

Lizozim ¢o6zeltisinin hazirlanmasinda kullanilmustir.

Cizelge 7. 10 mM Tris-HCIl ¢ozeltisi bilesimi

BILESEN DERISIM (g/L)
Tris 1.211
pH: 8.0 (HCl ile) (sterilizasyon oncesi)

Belirtilen miktarda tartilan bileseni igeren ¢ozeltinin pH’s1, HCI ¢ozeltisi ile 8.0’a
ayarlanir. Erlen veya balon gibi cam kaplara gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda
121°C sicaklikta 15 dakika siire ile sterilize edilir. Cozelti, oda sicakliginda muhafaza
edilmelidir (Taban 2007).

10 mg/mL Lizozim ¢ozeltisi

DNA izolasyonu ve saflastirilmasi basamaginda kullanilmistir.
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Cizelge 8. 10 mg/mL Lizozim ¢ozeltisi bilesimi

BILESEN DERISIM (g/mL)
Lizozim 0.01

Bilesen belirtilen miktarda tartilarak, 1 mL steril 10 mM Tris-HCI ¢6zeltisi (pH: 8.0)
icerisinde c¢oziindiriiliir. Mikrosantrifiij tiipii gibi steril plastik tliplere gerekli
miktarlarda dagitilarak, -18°C sicaklikta muhafaza edilmelidir ve kullanim Oncesi

sicakligina getirilmelidir (Taban 2007).

0.5 M Na;EDTA (Disodyum etilendiamin tetraasetik asit) cozeltisi (pH: 8.0)
Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tamponu hazirlanmasinda kullanilmustir.

Cizelge 9. 0.5 M Na;EDTA ¢ozeltisi bilesimi

BILESEN DERISIM (g/L)
Na,EDTA-2H,0 186.12
pH: 8.0 (NaOH ile) (sterilizasyon oncesi)

Belirtilen miktarda tartilan bileseni igeren ¢ozeltinin pH’s1i, NaOH ¢ozeltisi ile 8.0’a
ayarlanir. Erlen veya balon gibi cam kaplara gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda

121°C sicaklikta 15 dakika siire ile sterilize edilir. Cozelti, oda sicakliginda muhafaza

edilmelidir (Taban 2007).
Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tamponu (1X)
Agaroz jel elektroforezi basamaginda, bu tamponun 10 kat seyreltilmis hali (10X)

kullanilmastir.

Cizelge 10. Tris-Borik asit-EDTA tamponu bilesimi

BILESEN DERISIM (g/L)

Tris 108.0
Borik asit 55.0

0.5 M Na,EDTA c¢ozeltisi (pH: 8.0) 40.0 mL
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Bilesenler belirtilen miktarlarda tartilarak, 1000 mL destile su igerisinde ¢ozlindiriiliir.
Erlen veya balon gibi cam kaplara gerekli miktarlarda dagitilarak, oda sicakliginda
muhafaza edilmelidir (Taban 2007).
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EK 3 Caliymada Kullanilan Boya Cozeltileri

1 mg/mL Etidyum bromiir ¢ozeltisi

Agaroz jel elektroforezi basamaginda kullanilmistir.

Cizelge 11. 1 mg/mL Etidyum bromiir ¢ozeltisi bilesimi

BILESEN DERISIM (mg/mL)
Etidyum bromiir 1

Bilesen belirtilen miktarda tartilarak*, 1 mL steril destile su icerisinde ¢Ozlindiiriiliir.
Mikrosantrifiij tiipii gibi steril plastik tiiplere gerekli miktarlarda dagitilarak, 4°C
sicaklikta ve karanlikta muhafaza edilmelidir (Taban 2007).

* Etidyum bromiir son derece mutajenik ve toksik bir madde oldugundan, tartim

esnasinda mutlaka eldiven giyilmeli ve maske kullanilmalidir.

6X Yiikleme boya cozeltisi

Agaroz jel elektroforezi basamaginda kullanilmstir.

Cizelge 12. 6X Yiikleme boya ¢ozeltisi bilesimi

BILESEN

10 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH: 7.6)
% 0.03 bromfenol mavisi (v/v)

% 0.03 ksilen siyanol FF (v/v)

% 60 gliserol (v/v)

60 mM EDTA c¢ozeltisi

Cozelti, -18°C sicaklikta muhafaza edilmelidir ve kullannm o6ncesi 4°C sicaklikta

tutularak ¢ozdiirtilmelidir (Taban 2007).
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EK 4 Caliymada Kullanilan Kitler

HPPTP kit-ROCHE Cat. No. 11 796 828 001

DNA izolasyonu ve saflagtirilmasi basamaginda kullanilmastir.

Cizelge 13. HPPTP kit igerigi

ICERIK MIKTAR

Doku eritme tamponu (pH: 7.4)* 20 mL
Baglama tamponu (pH: 4.4)** 20 mL
Proteinaz K*** 100 mg
Inhibitor uzaklastirma tamponu (pH: 6.6)**** 33 mL
Yikama tamponu (pH: 7.5)***** 20 mL
Ayirma tamponu (pH: 8.5)###*** 40 mL
Steril filtre baslik 100 adet
2.0 mL’lik steril toplama tiipii 400 adet

* Doku eritme tamponu (pH: 7.4); 4 M iire, 200 mM Tris, 20 mM NaCl, 200 mM
EDTA igermektedir. Tampon, oda sicakliginda muhafaza edilmelidir (Anonymous
2004b). Bu kitin memeli kan1 ve dokularindan niikleik asit izolasyonu ve saflagtiriimasi
islemlerinde de kullanilabilirliginden dolayi, kit i¢eriginde bu tampon da yeralmaktadir
ancak calisma esnasinda kullanilmamastir.

** Baglama tamponu (pH: 4.4); 6 M guanidin-HCI, 10 mM iire, 10 mM Tris-HCI, % 20
triton X-100 (v/v) igermektedir. Tampon, oda sicakliginda muhafaza edilmelidir.

*** Proteinaz K, liyofilize halde bulunmaktadir ve 4.5 mL ultra saf su ile karistirilarak
¢ozelti haline getirilir. Cozelti, -18°C sicaklikta muhafaza edilmelidir ve kullanim
oncesi 4°C sicaklikta tutularak ¢ézdiriilmelidir.

##%% phibitdr uzaklastirma tamponu (pH: 6.6), 20 mL saf etanol ile karistirilarak
kullanilmaktadir. Bu durumda, 5 M guanidine-HCI ve 20 mM Tris-HCI igermektedir.

Tampon, oda sicakliginda muhafaza edilmelidir.

Fakxk Yikama tamponu (pH : 7.5), 80 mL saf etanol ile karigtirilarak kullanilmaktadir.
Bu durumda, 20 mM NaCl ve 2 mM Tris-HCI igermektedir. Tampon, oda sicakliginda
muhafaza edilmelidir.

kR Ayirma tamponu (pH: 8.5), 10 mM Tris igermektedir. Tampon, oda sicakliginda

muhafaza edilmelidir (Taban 2007).
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EK 5 Caliymada Kullanilan Oligoniikleotidler

nuc-1 ve nuc-2 primerleri-Integrated DNA Technologies

PZR basamaginda kullanilmislardir.

Cizelge 14. nuc-1 primerinin 6zellikleri

BILESIM

5-GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT-3’
UZUNLUK : 21 baz
MOLEKUL AGIRLIGI : 6532.3 g/mol

Tm (50 mM NaCl) :55.4°C

GC iCERIiGi :%47.6

MIKTAR :0.18 mg, 26.9 nmol

nuc-1 primeri, liyofilize halde bulunmaktadir ve 269 puL ultra saf su ile karistirilarak
100 pmol/uL’lik ¢6zelti haline getirilir. Ancak ¢alisma esnasinda kullanilmak tizere, 10
pmol/uL’lik stok ¢oOzeltisi hazirlanir. Stok ¢ozelti, -18°C sicaklikta muhafaza

edilmelidir ve kullanim 6ncesi 4°C sicaklikta tutularak ¢ozdiiriilmelidir.

Cizelge 15. nuc-2 primerinin 6zellikleri

BILESIM

5°-AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC-3
UZUNLUK : 24 baz

MOLEKUL AGIRLIGI : 7339.8 g/mol

T 1 59.8°C

GC iCERIGIi : % 50.0

MIKTAR : 0.18 mg, 23.9 nmol

nuc-2 primeri, liyofilize halde bulunmaktadir ve 239 pL ultra saf su ile karistirilarak
100 pmol/uL’lik ¢6zelti haline getirilir. Ancak ¢alisma esnasinda kullanilmak iizere, 10
pmol/uL’lik stok ¢ozeltisi hazirlanir. Stok ¢ozelti, -18°C  sicaklikta muhafaza

edilmelidir ve kullanim 6ncesi 4°C sicaklikta tutularak ¢ozdiiriilmelidir.

SEA-1 ve SEA-2 Primerleri-Integrated DNA Technologies
PZR basamaginda kullanilmiglardir.
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Cizelge 16. SEA-1 primerinin 6zellikleri

BILESIM

5-AAA GTC CCG ATC AAT TTA TGG CTA-3’
UZUNLUK : 24 baz

MOLEKUL AGIRLIGI : 7335,8 g/mol

Tm (50 mM NaCl) :54.4°C

GC ICERIiGIi :9%37.5

MIKTAR : 0.23 mg, 31.3 nmol

SEA-1 primeri, liyofilize halde bulunmaktadir ve 313 pL ultra saf su ile karigtirilarak
100 pmol/uL’lik ¢6zelti haline getirilir. Ancak ¢aligsma esnasinda kullanilmak iizere, 10
pmol/uL’lik stok ¢ozeltisi hazirlanir. Stok ¢ozelti, -18°C sicaklikta muhafaza

edilmelidir ve kullanim 6ncesi 4°C sicaklikta tutularak ¢ozdiiriilmelidir.

Cizelge 17. SEA-2 primerinin 6zellikleri

BILESIM

5-GTA ATT AAC CGA AGG TTC TGT AGA-3’
UZUNLUK : 24 baz

MOLEKUL AGIRLIGI : 7415.9 g/mol

T 1 52.2°C

GC iCERIGIi :9%37.5

MIKTAR : 0.22 mg, 29 nmol

SEA-2 primeri, liyofilize halde bulunmaktadir ve 290 pL ultra saf su ile karigtirilarak
100 pmol/uL’lik ¢6zelti haline getirilir. Ancak ¢aligsma esnasinda kullanilmak iizere, 10
pmol/uL’lik stok ¢ozeltisi hazirlanir. Stok ¢ozelti, -18°C sicaklikta muhafaza

edilmelidir ve kullanim 6ncesi 4°C sicaklikta tutularak ¢ézdiriilmelidir.

SED-1 ve SED-2 Primerleri-Integrated DNA Technologies
PZR basamaginda kullanilmislardir.

Cizelge 18. SED-1 primerinin 6zellikleri

BILESIM

5-CTA GTT TGG TAA TAT CTC CT-3’
UZUNLUK : 20 baz
MOLEKUL AGIRLIGI : 6073 g/mol

Tm (50 mM NaCl) - 45.7°C

GC ICERIiGI : % 35

MIKTAR : 0.17 mg, 28.4 nmol
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SED-1 primeri, liyofilize halde bulunmaktadir ve 284 uL ultra saf su ile karistirilarak
100 pmol/uL’lik ¢ozelti haline getirilir. Ancak ¢alisma esnasinda kullanilmak tizere, 10
pmol/uL’lik stok ¢ozeltisi hazirlanir. Stok ¢ozelti, -18°C sicaklikta muhafaza

edilmelidir ve kullanim 6ncesi 4°C sicaklikta tutularak ¢ézdiiriilmelidir.

Cizelge 19. SED-2 primerinin 6zellikleri

BILESIM

5-TAA TGC TAT ATC TTA TAG GG-3’
UZUNLUK : 20 baz
MOLEKUL AGIRLIGI : 6146.1 g/mol

Tm 1 42.7°C

GC iCERIGIi : % 30.0

MIKTAR : 0.13 mg, 20.4 nmol

SED-2 primeri, liyofilize halde bulunmaktadir ve 204 pL ultra saf su ile karistirilarak
100 pmol/uL’lik ¢6zelti haline getirilir. Ancak galisma esnasinda kullanilmak tizere, 10
pmol/uL’lik stok ¢ozeltisi hazirlanir. Stok ¢ozelti, -18°C sicaklikta muhafaza

edilmelidir ve kullanim 6ncesi 4°C sicaklikta tutularak ¢6zdiriilmelidir.
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EK 6 Calismada Kullanilan Jel

% 1.5’lik agaroz jeli (w/v)

PZR yonteminin agaroz jel elektroforezi basamaginda kullanilmistir.

Cizelge 20. % 1.5’lik agaroz jeli (w/v) bilegimi

BILESEN DERISIM (g/100mL)
Agaroz 1.5

Bilesen belirtilen miktarda tartilarak, 100 mL TBE tamponu (1X) igerisinde kaynar su
banyosunda ¢ozdiiriiliir. Bu agaroz ¢ozeltisi, 60°C sicakliga sogutularak, 1 mg/mL
etidyum bromiir ¢ozeltisinden* 3 uL eklenir ve karistirilarak, uygun ebatlardaki jel
tablasina dokdliir. Hemen ardindan tabla tizerindeki ilgili yere, uygun ebatlardaki jel
taragi yerlestirilerek, katilasmasi i¢in belli bir siire beklenir ve katilagma siireci sonunda
tarak, tabla tlizerindeki jelin hasar gérmemesine dikkat edilerek, yavasca yerinden
cikartilir. Olusturulan agaroz jel, vakit kaybetmeksizin, elektroforez isleminde kullanilir
(Taban 2007).

* Etidyum bromiir ¢ozeltisi son derece mutajenik ve toksik bir ¢ozelti oldugundan,

kullanim1 esnasinda mutlaka eldiven giyilmelidir.

66



OZGECMIS

Adi Soyad1  : Sahar KARIMIHACHEHSOO
Dogum Yeri :IRAN
DogumTarihi : 26.09.1983

Yabanci Dili : Ingilizce, Farsca, Azerice

Egitim Durumu

Lise :Narges (2002)

Lisans : Urmia Universitesi, Gida Miihendisligi BSliimii (2006)

Yiiksek Lisans : Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Siit Teknolojisi Anabilim

Dali (Eyliil 2012-Ocak 2016)

Cahstigi Kurum/Kurumlar ve Yil
Seller Ltd. Sti. Seker Fabrikasi (21.07.2008-
21.10.2009)

Ulusal Kongre Sunum

Karimihachehsoo, S. ve Taban, B. 2015. Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel
potansiyeli. 5. Gida Giivenligi Kongresi Bildiri Ozeti Kitab1, 7-8 Mayis, 87, Istanbul.

Uluslararasi Kongre Sunum

Karimihachehsoo, S. and Mercanoglu-Taban, B. Effect of mastitis on raw milk
composition and dairy products quality. 2™ International Congress on Food Technology
Abstract Book, 5-7 Kasim 2014, 95, Kusadasi, Tiirkiye.

67





