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OZET

Kahramanmaras ili Tiirkiye'de keci varliginin en yogun bulundugu Akdeniz bolgesinde yer
almaktadir. Kegi siitii, sadece Tiirkiye'de degil diinyada da taninan ve sevilerek tiiketilen
Kahramanmaras dondurmasinin imalinde kullanilmakta, dondurmaya begenilen tat ve
aromay1 kazandirmaktadir. Son yillarda dondurma sanayisinin hizla gelismesi hem yurtigi
hem de yurtdisi pazarlara agilmasi sebebiyle mevcut kegi siitii {iretimi daha da Onem
kazanmigtir. Dondurma disinda i¢me siitii, peynir ve yogurt iiretimi de mevcuttur.

Diinya c¢apinda klinikk ya da subklinik mastitli sigir-kecilerden elde edilen
Staphylococcus tiirleri ile kontamine siitten ¢ig olarak tiretilen dondurma, igme siitii, peynir ve
yogurt halk saglig1 agisindan biiyiik risk olusturmaktadir.

Staphylococcus cinsi bakteriler hareketsiz, sporsuz, diizensiz tiziim salkimi geklinde
yerlesim gosteren, yuvarlak, katalaz pozitif, kapsiilsiiz veya az miktarda kapsiil i¢eren, 0,5-1,5
um ¢apinda gram pozitif koklardir. Staphylococcus aureus bu cinsin asil 6nemli olan ve gida
teknolojisinde dikkatleri tizerine ¢eken tiiridiir. S. aureus suslariin gidalarda gelismeleri
sirasinda trettikleri toksinlerin viicuda alinmasi ile goriilen hastalik en yaygin olan gida
zehirlenmelerinden biridir. S. aureus hemolizinler, 16kosidin, epidermolitik toksin,
enterotoksinler ve toksik sok sendrom toksini-1 (TSST-1) gibi gesitli toksinleri salgilar. S.
aureus c¢ok cesitli enterotoksinler iiretir. Stafilokoklarin neden oldugu gida zehirlenmelerinde
en cok SEA (stafilokokal enterotoksin A) rol oynar. Bakterilerin {iremesi ve toksin iiretmesi
icin gerekli kosullar gida maddesinin kimyasal bilesimine, pH degerine, su aktivitesi degerine,
redoks potansiyeli degerine ve liretim sirasindaki 1s1 ve depolama kosullarina baglhdir.

Ulkemizde keci siitii ve iiriinlerinin iiretimi yiiksek olan Kahramanmaras ilinde ¢ogu

kiigiik isletmelerde ve mandiralarda iiretim kontrolsiiz bir sekilde gerceklestirilmektedir.



Yetersiz liretim kosullarindan dolay siit ve siit {iriinleri kaynakli enfeksiyon ve gida
zehirlenmelerinin riski artmakta ve iiretimde kayiplar olusmaktadir. Uretim-satis kayiplar1 ve
medikal masraflar nedeniyle ciddi ekonomik kayiplara neden olmakta, insanlarin sagligini ve
yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemekte ve kaygilara yol agmaktadir.

Calisma kapsaminda, iilkemizde kegi iiretiminin en yogun oldugu Kahramanmaras ili
Merkez ve cevresindeki gesitli firma ve mandiralardan temin edilen 135 ¢ig kegi siitii
orneginin Staphylococcus tiirleri ile kontaminasyon diizeyi belirlenmis ve molekiiler yontem
ile stafilokokal viriilans faktorleri bakilmastir.

Bu ¢aligmada 135 siit 6rneginin 98’inde (% 72,5) 122 bakteri izolat1 elde edilmistir.
Bu 122 izolatin 94’1 (%77) Staphylococcus tiirii olarak belirlenmistir. Geriye kalan 16 izolat
tanimlanamamis ve 37 Ornekte ise bakteriyel lireme goriilmemistir. Arastirmamiz sonucunda
izole edilen stafilokok tiirleri, genel olarak koagiilaz negatif karakterde olup
S. chromogenes (36), S. petrasii subsp. petrasii (14), S. caprae (12), S. borealis (4),
S. auricularis (4), S. croceilyticus (3), S. equorum subsp. equorum (3),
S. petrasii subsp. jettensis (3), S. hominis subsp. novobiosepticus (2), S. lugdunensis (2),
S. epidermidis (1), S. succinus (1), S. warneri (1), S. arlettae (1), S. simulans (1),
S. heamolyticus (1) olarak belirlenmistir (toplam 89 izolat). Koagiilaz pozitif stafilokok tiirleri
olarak S. argenteus (4) ve S. delphini (1) izole edilmistir (toplam 5 izolat). Stafilokok tiirleri
disinda Staphylococcaceae ailesine ait Mammaliicoccus sciuri (6), Mammaliicoccus vitulinus
(1) ve Micrococcus luteus (5) tiirleri de izole edilmistir.

135 ¢ig kegi siitii 6rneginin higbirinde stafilokokal viriilans geni (sea, seb, sec, sed ve
see) varligma rastlanmamstir. Orneklerin hicbirinde insanda patojen olarak sik karsilasilan
S. aureus gibi stafilokok tiirlerinin saptanmamasi veya diigiik oranda saptanmasi, ¢alismada

saptanan tiirlerin keg¢i siitiiniin normal florasini yansittigin1 diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler : Cig kegi siitii, Staphylococcus, viriilans faktorleri, molekiiler metod
Sayfa Sayisi : 85
Damisman . Prof. Dr. Kezban Tiillay YALCINKAYA
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ABSTRACT

Kahramanmaras province is in the Mediterranean region, where goats are the most
concentrated in Turkey. Goat milk is used in the production of Kahramanmaras ice cream,
which is well-known and loved in Turkey and the world, which adds the popular taste and
aroma to the ice cream. Due to the rapid development of the ice cream industry in recent years
in domestic and foreign markets, local goat milk production has gained even more
importance. Besides ice cream, drinking milk, cheese, and yogurt production are also
available.

Worldwide, ice cream, drinking milk, cheese, and yogurt produced from raw milk
contaminated with Staphylococcus species obtained from cattle goats with clinical or
subclinical mastitis pose a severe risk to public health.

Staphylococcus bacteria are gram-positive cocci of 0.5-1.5 um in diameter, non-
motile, sporeless, irregularly located like grape clusters, round, -catalase-positive,
unencapsulated, or containing a small amount of capsule. Staphylococcus aureus is the most
important species of this genus and draws the attention of the food industry. The disease
caused by the ingestion of toxins produced by S. aureus strains during their growth in food is
one of the most common food poisonings. S. aureus secretes toxins such as hemolysins,
leukocidin, epidermolytic toxin, enterotoxins, and toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1). S.
aureus produces a wide variety of enterotoxins. SEA (staphylococcal enterotoxin A) plays a
significant role in food poisoning caused by staphylococci. The conditions required for
bacteria to grow and produce toxins depend on the chemical composition of the foodstuff, its
pH value, water activity value, redox potential value, temperature, and storage conditions

during production.



In Kahramanmaras, where the production of goat milk and its products is high in our
country, production is uncontrolled in most small businesses and dairy farms. Due to
unsuitable production conditions, the risk of infection and food poisoning originating from
milk and dairy products increases, and losses occur in production. It causes severe economic
losses due to production-sales losses and medical expenses, negatively affecting people's
health and quality of life, and causes concerns.

Within the scope of the study, the contamination level with Staphylococcus species
of 135 raw goat milk samples obtained from various companies and dairy farms in
Kahramanmaras Province, where goat production is most intense in our country, was tested,
and staphylococcal virulence factors were investigated by molecular method.

In this study, 122 bacterial isolates were obtained from 98 (72.5 %) of 135 milk
samples. Of these 122 isolates, 94 (77 %) were identified as Staphylococcus species. The
remaining 16 isolates could not be identified and no bacterial growth was observed in 37
samples. Staphylococcus species isolated as a result of our research were generally coagulase
negative and included S. chromogenes (36), S. petrasii subsp. petrasii (14), S. caprae (12), S.
borealis (4), S. auricularis (4), S. croceilyticus (3), S. equorum subsp. equorum (3), S. petrasii
subsp. jettensis (3), S. hominis subsp. novobiosepticus (2), S. lugdunensis (2), S. epidermidis
(1), S. succinus (1), S. warneri (1), S. arlettae (1), S. simulans (1), S. heamolyticus (1)
(total 89 isolates). S. argenteus (4) and S. delphini (1) were isolated as coagulase positive
staphylococci species (total 5 isolates). Except staphylococcal species, Mammaliicoccus
sciuri (6), Mammaliicoccus vitulinus (1) and Micrococcus luteus (5) species belonging to the
Staphylococcaceae family were also isolated.

None of the 135 raw goat milk samples were found to contain staphylococcal
virulence genes (sea, seb, sec, sed and see). The fact that staphylococci species such as S.
aureus, which are frequently encountered as pathogens in humans, were not detected in any of
the samples or were detected at low rates suggests that the species detected in the study reflect

the normal flora of goat milk.

Keywords : Raw goat milk, Staphylococcus, virulence factors, molecular method
Number of Pages : 85
Consultant : Prof. Dr. Kezban Tiillay YALCINKAYA
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1. GIRIS VE AMAC

Siit, insan yagsaminin her doneminde gerek duyulan mikro ve makro besin Ogelerini igeren
temel besin maddesi ve koruyucu gida olarak kabul edilmektedir. Siitiin bilesiminde temel
karbonhidrat laktozdur. Laktoz, glikoz ve galaktozdan olusan bir disakkarittir. Siit, emiilsiyon
seklinde bulunan yag globiilleri, koloidal ve ¢oziinlir yapida bulunan kazein ve serum
proteinler, kalsiyum, fosfor, potasyum, selenyum ve ¢inko gibi mineraller; A, D, E, K ve B
grubu vitaminleri, konjuge linoleik asit ve sfingolipitler gibi bircok potansiyel komponenetleri
bulundurmasi agisindan ¢ok zengin bir besindir (1). Tirk Gida Kodeksi-Cig Siitiin Arzina
Dair Tebligi’ne gore ¢ig siit; ¢iftlik hayvanlarinin (inek, koyun, ke¢i ve manda) sagilmasiyla
elde edilen, 40 °C’nin {izerine 1s1l islem uygulanmamis veya esdeger etkiye sahip herhangi
islem gormemis kolostrum disindaki meme bezi salgisi olarak tanimlanmaktadir (2). Siit 2
saat icerisinde soguk zincir altinda iiretim tesisine ulastirilmali ve isletme siit islenene kadar 6
°C veya altina hizla sogutup muhafazasini saglamalidir. Eger sagimdan itibaren 2 saat i¢inde
islenecekse sogutma yapilmayabilir (3).

Son yillarda kegi siitliniin gida ve kozmetik sektoriinde 6nemi artmistir. Keciler, hizl
tireyen hayvanlardir ve erken yaslarda (10-12 aylik) cinsel olgunluga ulasirlar. Kegilerin
gebelik siiresi kisadir ve 16-17 aylikken siit vermeye baslar (4). Sigir ve insan siitiiyle
kiyaslandiginda kegi siitii, biyoaktif 6zellikleri bakimindan kendine 6zgiidiir. Bu 6zellikler
keci siitiiniin belirgin alkalinite, daha iyi sindirilebilirlik, yiiksek tamponlama kapasitesi,
farmakolojik etkisi ve besleyici degerlere sahip olmasi bakimindan insan ve sigir siitiinden
farklidir (5). Inek siitiindeki orta ve kisa zincirli yag asitleri [kaproik (C6:0), kaprilik (C8:0),
kaprik (C10:0) ve laurik (C12:0)] diizeyi kegi siitiine oranla daha az igermektedir. Kegi
stitiindeki yag globiilleri 2 mikrometre ¢apa sahip olup insan ve diger hayvan siitlerinde
bulunan yag globiillerine oranla ¢ok kiiciiktiir. Yag globiillerinin agliitinin icermemesi ve
capmin kiiciik olmasi siit igerisinde yagin daha iyi bir sekilde dagilmasimi ve siitiin daha
homojen yap1 kazanmasina katki saglar, sindirim ve emilimi kolaylastirir. Keci siitiindeki ana
protein B-kazeindir ve diger siitlerden daha diisiik oranda os;-kazein igerigine sahip
oldugundan asitle pihtilasmada daha kirilgan yapida pihtt olusturmaktadir. Sindirim sistemi
enzimleri daha kirilgan yapilt bu pihtinin tizerinde daha hizli etki gosterecegi i¢in daha kolay

sindirilebilir 6zellikte oldugu sonucuna varilmaktadir (6).



Inek ve koyun siitlerinde oldugu gibi, keci siitiiniin bilesimi mevsimsel degisimler,
cevresel faktorler, hayvanin 1irki, laktasyon periyodu ve hayvanin saglik durumu gibi
parametrelere bagli olarak degismektedir (7).

Siit ve siit iirlinlerinin tiiketimi besleyici ve saglikli olmasina ragmen ¢ig siit ve
pastorize edilmemis siit ile yapilan trilinlerin tiiketimi ciddi halk sagligi sorunlarina neden
olabilmektedir (8). Siitteki ndtral pH, yiiksek su ve besin maddelerince zengin yapisi insan
sagligim1 tehdit eden ¢esitli mikroorganizmalarin gelismesi i¢in uygun bir ortam saglar.
Stitteki mikrobiyal gelisme; siit toplama kosullari, tasima teknikleri, sagim ortaminin ve
yapan kisinin hijyeni, depolama sicakligi, mikroorganizmalarin cinsi ve bunlarin metabolik
tirtinlerinin miktarina bagl olarak degismektedir. Mikrobiyal gelismeyi onleyici ve koruyucu
yontemler uygulanmadigi durumlarda bulasan mikroorganizmalar siitte hizla geliserek
bozulmaya neden olmaktadir. (9)

Stafilokoklar, insanlarda ve hayvanlarda gida intoksikasyonlarina ve enfeksiyonlara
neden oldugu i¢in halk sagligi agisindan onemli mikroorganizmalardandir. Staphylococcus
aureus, siitii kontamine eden en onemli patojen mikroorganizmalardan biridir. Stafilokokal
intoksikasyonlarin en onde gelen sebebi S. aureus olmakla birlikte bazi enterotoksijenik
koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) ve koagiilaz pozitif stafilokoklar (KPS) tarafindan da
olusturulmaktadir. Bu mikroorganizmalar g¢evreden bulasabilecegi gibi mastitis (meme
iltihab1) olan hayvandan sagilmis siitten de bulasabilmektedir (8,10)

Bu tez c¢alismasinda, ¢ig keci siitii orneklerinde stafilokok tiirlerinin izolasyonu
saglanmis ve elde edilen stafilokok izolatlarinda viriilans faktorlerinin varligi molekiiler

yontemlerle arastirilmisgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siit

2.1.1. Siitiin tanimi

Siitiin tanimi Tiirk Gida Kodeksi ve Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) tarafindan yapilmistir.
Tiirk Gida Kodeksine gore ¢ig siit; bir veya daha fazla inek, keci, koyun veya mandanin
sagilmasiyla elde edilen, 40 °C’nin {izerinde 1sitilmamis veya esdeger etkiye sahip herhangi
islem gérmemis kolostrum disindaki meme bezi salgisidir. TSE’ye gore: Siit; inek, koyun,
keci ve mandalarin meme bezlerinden salgilanan, kendine 6zgii tat ve kivamda olan, icine
baska maddeler karistiritlmamis, i¢inde herhangi bir maddesi alinmamis, beyaz veya krem

renkli stvidir (11).

2.1.2. Siitiin bilesimi ve ozellikleri

Siit ve siit Uriinleri, yenidogan ve yetiskin bireylerin beslenmesinde énemli olan biyoaktif
maddeler ve immiin sistemi destekleyici bilesikler iceren temel besin kaynaklarindandir. Siit
opak, mat beyaz veya siit yagindaki beta karoten miktarina gore sarimtirak bir sividir (12).
Dogumdan sonra salgilanan siite agiz (kolostrum) denir. Kolostrum, normal siite gére daha
koyu ve daha sar1 renktedir. Igerdigi besin dgeleri konsantrasyonu daha yiiksektir. Dogumdan
4-5 giin sonra normal siit kivamini alir. Siitlin besin 6gesi igerigi genel olarak % 87,31 su, %
3,5’1 yag, % 3,4°1 protein, % 0,7’si mineral ve % 5’1 karbonhidrattir. Siitte suyun disindaki
toplam bilesenler kuru madde olarak isimlendirilir. Bilesim Ogelerinin miktar1 hayvanin
cinsine, yasina, saglik durumuna (6zellikle mastit gibi meme hastaliklar1), laktasyon
donemine, mevsimsel degisim, bakim ve beslenme kosullarina gore degisiklik gostermektedir
(13).

Laktoz siitiin temel karbonhidratidir, glikoz ve galaktozdan olusan bir disakkarittir (6).
Sadece siitte bulunur. Siitte yag disinda kalan kuru maddenin % 54’inii laktoz
olusturmaktadir. Laktozun sindirimi, laktaz enzimi tarafindan glikoz ve galaktoza hidrolize
olmasiyla ger¢eklesmektedir. Laktaz, ince bagirsakta bulunan epitelyum hiicreleri tarafindan
salgilanir. Glikoz viicut icerisinde daha cok enerji kaynagi olarak, galaktoz ise ozellikle
bebeklerde norolojik gelisim, bagisiklik sisteminde, hiicreler arasi iletisimde ve epitelyum

stabilizasyonu gibi birgok farkli amag i¢in kullanilabilmektedir (14). Laktoz; magnezyum



(Mg), manganez (Mn), fosfor (P) ve kalsiyum (Cl) gibi 6nemli minerallerin emilimini (daha
uzun siireli ve yiiksek) diizenler (15). Ayrica D vitamini emilimini ve kullanimin
desteklemektedir (16). Bagirsaklarda asidik (laktik asit tarafindan) bir ortam saglayarak
mevcut floranin dengede tutulmasini, patojen inhibisyonunu ve yararli mikroorganizmalarin
sayisinin artmasini saglamaktadir (12). Kegi siitiinde % 4,2 ve koyun siitiinde ortalama % 4,9
oraninda bulunmaktadir. Inek siitiiniin laktoz icerigi keci siitine oranla % 0,2-0,5 daha
fazladir. Kegi siitii ve koyun siitii laktoz oranlar1 neredeyse ayni diizeyde seyretmektedir.
Koyun ve kegi siitii az miktarda glikopeptidler, glikoproteinler, oligosakkaritler ve niikleotid
sekeri igcermektedir (7,17). Siit oligosakkaritleri yenidogan bebeklerin beyin ve
gastrointestinal sistem (GIS) florasinin gelisimini destekleyen &nemli bir komponenttir.
Ayrica antijenik ozelliktedir (18). Oligosakkarit igerigi en yiiksek anne siitiinde (0,6-1,1
g/100 ml) bulunmaktadir. Kegi siitiiniin (26-31 mg/100 ml) sahip oldugu oligosakkarit icerigi,
inek siitiiyle kiyaslandiginda yiiksek oligosakkarit diizeyine sahiptir (6). Kegi siitii
oligosakkarit cesitliligi yoniinden de koyun ve inek siitine gore daha zengindir ve bu
cesitliligin 6nemli oldugu bildirilmistir (7). Yapilan bazi ¢alismalarda, kegi siitiinde var olan
oligosakkaritlerin bagirsak yangisini yatistirict 6zellikte oldugu belirlenmistir. Kegi siitiiniin
sahip oldugu yiiksek oligosakkarit diizeyleri nedeniyle ileride biyofonksiyonel bir gida olarak
onem kazanacagi diisiiniilmektedir (6). Niikleotid sekerleri ise, siit ve meme salgi bezlerindeki
glikozil transferaz i¢in glikozil dondridir ve glikoproteinler, glikolipitler ve
oligosakkaritlerin siitteki biyosentezinde dncii géreve sahiptir. Keci siitii yliksek niikleotid
seker igerigine sahiptir (154 umol/100 ml). Kegi siitiinii, koyun siitii (93 umol/100 ml) ve inek
stittiniin (68 pmol/100 ml) izledigi bildirilmektedir (16).

Siitiin diger 6nemli bileseni olan siit yagy, siitiin fiziksel nitelikleri, tat, lezzet ve besin
degerleri agisindan 6nemlidir. Rengi beyazdan sar1 renge kadar degisebilir. Siit yagi, viicudun
gereksinim duydugu bazi yag asitlerini ve yagda eriyen vitaminleri (ADEK) igeren temel bir
maddedir. Sindirilme yetenegi yiiksektir (% 98-99). Saglamis oldugu yiiksek enerji degeri ile
enerji temininde 6n planda yer alir (12). Siit lipitlerinin biyiik bir kismint % 97-98 oraninda
trigliseritler olusturmaktadir. Gliserol ve yag asitlerinden olusan trigliseritlerin sentezi, siit
alveol hiicresine ait endoplazmik retikulumlarin dis yiizeyinde gergeklesmektedir (19).
Trigliseritlerin yam1 swra % 0,3-1,6 oraninda digliseritler, % 0,002-0,1 oraninda
monogliseritler bulunur. Serbest yag asitlerinin oran1 % 0,1-0,4’tiir. Fosfolipitler ve steroller
% 0,2-0,4 kadar bulunur. Serebrozitler (% 0,1-0,4) ve diger lipitler icinde mumlar, skualenler,
sterol esterleri ve hidrokarbonlar yer almaktadir (12). Siitlerde bulunan bes yag asidi [kaprik
(C10:0), miristik (C14:0), palmitik (C16:0), stearik (C18:0) ve oleik asit (C18:1)] toplam yag



asitlerinin % 75’inden fazlasmni olusturmaktadir. inek siitiinde bulunan kisa ve orta zincirli
yag asitlerinin diizeyleri [kaproik (C6:0), kaprilik (C8:0), kaprik (C10:0) ve laurik (C12:0)]
ke¢i ve koyun siitlerine kiyasla daha azdir. Keci siitiine oranla inek siitiinde biitirik (C4:0),
miristik (C14:0), palmitik (C16:0) ve linoleik (C18:2) asit miktarinin daha diisiik oldugu
ancak stearik (C18:0) ve oleik asit (C18:1) miktarinin daha yliksek oldugu bildirilmektedir
(7). Bu yag asitlerinin ¢ok sayida biyoaktif 6zelligi bulunmaktadir. Kisa zincirli yag asiti olan
biitirik asit, hiicre biliylimesi ve farklilasmasi iizerine etkilidir. Keg¢i siitlinde bulunan bir diger
onemli biyoaktif bilesenlerden biri olan Konjuge linoleik asit (KLA), kegi siitiinde % 0,65,
inek siitlinde % 1,01 ve koyun siitiinde % 1,08 oraninda bulundugu bildirilmistir. Yapilan
deneysel ¢alismalarda KLA, diabet ve karsinogenezisi geriletme, arterioskleroz olusumunu
engelleme ve immiin sistemi giiclendirme etkisi olduguna dair bulgular elde edilmistir (6).

Koyun ve kegi siitlerinin 3,5 pm’den daha kiigiik yag globiillerine sahip olmasi 6énemli
bir karakteristik 6zellikleridir (inek siitii yag globiilleri 4,5 pm’dir) (5). Keg¢i, koyun, inek ve
manda yag globiil zarlarinin kalinlig1 sirasiyla 3,49; 3,30; 4,55 ve 5,92 um’dir. Kegi siitii yag
globiillerinin kii¢iik capta olmasi1 sayesinde daha kolay sindirilebilmekte ve siit igerisinde
daha homojen dagilim gostermektedir. Kegi siitiinde agliitinin eksikliginden kaynakli
kaymak/krema baglama daha az olmaktadir (16).

Yiiksek kalite protein igeren koyun siitiiniin protein igerigi % 5,8°dir. Inek ve keci
stittinlin protein icerigi ise sirayla % 3,3 ve % 4,6’dir (7). Siit proteinlerini % 80 oraninda
kazeinler ve % 20 oraninda serum proteinleri olusturmaktadir (20). Siitte bulunan biyoaktif
peptidler; opioid, antihipertansif, bagisiklik sistemini diizenleme, antitrombotik, antioksidan,
antimikrobiyal etki ve mineral baglayic1 gibi bir¢ok biyolojik aktivite gosterebilmektedir
(21,22). Biyoaktif peptidler igerisinde anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorleri en
fazla aragtirma konusu olmus antihipertansif peptidlerdir (23).

Siitiin esas proteini olarak bilinen kazein, siit proteinlerinin yaklasik % 80’ini
olusturur. Kazein yapisi as-1 kazein (as;-CN), as-2 kazein (as-CN), B-kazein (B-CN) ve «-
kazein (k-CN) olmak iizere dort temel bilesene sahiptir (24). Kazeinler siitte miseller seklinde
bulunmakta ve ¢esitli inorganik bilesenlerle (Ca, Mg ve Fe gibi makro ve Zn, Ba, Cr, Ni, Co
ve Se gibi mikro elementler) kompleks olusturmaktadir. Bu nedenle kazein bir fosfoprotein
(kazeinofosfopeptid) olarak bilinmektedir (20). Kegi siitii proteinleri inek siitii proteinleriyle
kiyaslandiginda daha kolay sindirilebilir 6zellikte olmasiyla birlikte amino asit emilimi daha
etkindir (6). as;-CN, kazein fraksiyonlari igerisinde en énemli alerjendir (25). Kegi siitiiniin
as;-CN (alerji predominant faktor) icerigi diisiiktiir ve P-kazein ana proteinidir. Yapilan

incelemelerde inek siitiiniin en biiyiik komponenti as;-CN, ke¢i siitiiniin ise B-kazein oldugu



tespit edilmistir. Kegi siitiinlin a-kazein komponenti yiiksek miktarda aspartat, lizin ve tirozin
icermektedir. Losin, prolin ve valin oranlari ise B-kazeinde daha yiiksektir. Anne siitiine
oranla daha az 16sin igeren kegci siitii, diger tiirlerden daha fazla glutamat (% 20) ve prolin
icermektedir. Koyun ve kegi siitii, yliksek konsantrasyonlarda glisin, glutamik asit, aspartik
asit ve alanin igermektedir (16). Siit alerjisi olan kisilerin biiyik cogunlugu kazein
fraksiyonlarinin tiimiine karst duyarli oldugu tespit edilmis ve kazein fraksiyonlardaki
farklilik nedeniyle olusan IgE cevaplarmin biiyiik oranda farkli oldugu gézlemlenmistir (26).
Kappa kazein (x-CN), antitrombotik etki gosterir. k-CN, kimozin ile etkilesime girer ve
fibrinojen ile trombin arasindaki benzer etkiyi gosterir (6). k-CN, kimozin ile etkilesime girer
ve fibrinojen ile trombin arasindaki benzer etkiyi gosterir (27). GMP, fenilalanin, triptofan ve
tirozin gibi aromatik aminoasitlerden fakirdir. Bu sebeple fenilketoniiri hastalari i¢in giivenilir
bir protein kaynagidir. Ayrica, prebiyotik olarak da rol oynayan GMP ’nin, bifidobakterilerin
gelisimini destekledigi belirlenmistir (21). Igerdigi zengin dallanmis zincirli aminoasitler
sayesinde c¢esitli karaciger hastaliklarinda karbon kaynagi olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir. Enterotoksinler, glikozidik yapilar1 sayesinde GMP’lere baglanarak kompleks
olustururlar ve bodylece bagirsaklardan atilarak viicuttan uzaklastirilir. Kazein kaynakl
kazokininler, anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitor aktivitesi gostermektedir (28).
Kegi siitiinde k-CN orani diger siitlere gore daha yiiksektir (29).

Globiiler yapiya sahip olan serum proteinleri, siit proteinlerinin % 20’sini
olusturmaktadir. Serum proteinleri a-laktoalbumin (% 20), B-laktoglobulinler (% 50), serum
alblimini (% 10), immunoglobulinler (% 10) ve proteoz-peptonlar (% 10) ile diger minor
protein fraksiyonlarmi (laktoferrin, ferritin, kalmodulin/kalsiyum baglayici protein, prolaktin
ve folat baglayict protein) igermektedir (21). Immiinoglobulin ve serum albiimin siite 6zgii
olmakla birlikte, kanda bulunanlarla ayn1 6zelliktedirler (16). Keg¢i siitii kazeine oranla daha
yiiksek oranda serum proteini igermektedir (7).

a-Laktoalbumin (a-LA), 67’si esansiyel olmak iizere 123 aminoasitten olusan globiiler
bir proteindir. Pepsin enzimi ile hidrolize olabilen a-LA, siit bezleri tarafindan iiretilmekte
olup bugiline kadar analiz edilmis tiim siitlerde bulunmaktadir. a-LA, meme glandinda
laktozun biyosentezini tesvik etmektedir (20,21,25). a-laktoalbumininin 1s1l iglemlere karsi en
direngli serum proteinidir. Kegi siitiinde var olan a-laktoalbumin metiyoninden fakirdir (16).
a-LA kaynakli o-laktorfinin, opioid ve ACE inhibitorii etkisi bulundugu bildirilmektedir.
Ayrica a-LA, bagisiklik sistemini giiclendirmekte ve bazi kanser tiirlerinin riskini
diistirmektedir (20).



B-laktoglobulin (B-LG), 84’ii esansiyel olmak iizere 162 aminoasitten olugan globiiler
bir proteindir (20). En yiiksek B-LG derisimi koyun siitiinde bulunmaktadir. Kegi siitiiniin
B-LG yiizdesi, koyun ve inek siitiine oranla daha diisiiktiir (7) . Esansiyel bir aminoasit olan
sistein acgisindan zengindir. Sistein, karaciger tarafindan tiretilen intraselliiler antioksidan olan
glutatyonun sentezini tesvik etmektedir. Glutatyon, bagisiklik sisteminin 6nemli bir
bilesenidir ve HIV ile enfekte kisilerin bagisiklik sisteminin iyilesmesinde etkin olarak gorev
aldig1 belirlenmistir. Bagirsak tiimorlerine kars1 da koruyucu etkiye sahiptir. Ayrica giiclii bir
antioksidan olan glutatyon, serbest radikallerin noétralizasyonunda dogrudan etkili olmasinin
yani sira disaridan alinan antioksidanlarin da (C ve E vitamini gibi) aktif formda kalmalarinda
etkilidir (21). Glutatyon, kegi siitinde daha fazla oranda bulunmaktadir (29). p-LG, anne
stitinde bulunmamaktadir (25). Globiiler yapisi sayesinde B-LG, mide pepsin ve proteolitik
enzimlerin hidrolizine ve asitlige kars1 direnglidir (21). Hidroliz sonucu sindirilemeyen B-LG
ve yliksek molekiiler agirlikli peptidler ortaya c¢ikar. Bunlar, hi¢ bozulmadan bagirsak
mukozasina ulasarak bagirsak bariyerini agar ve alerjenik reaksiyonlara sebep olabilir (26).
Yapilan ¢alismalar sonucunda B-LG ve kazein alerjeniteleri arasinda belirgin farklilik tespit
edilmemis olup 6zellikle yenidoganlarda inek siitii yerine ke¢i siitiiniin kullanilmasi bazi
alerjik reaksiyonlarmm olusturdugu semptomlar1 geriletmedigi distiniilmektedir (7).
Hernandes-Ladesma ve arkadaslar1 B-LG kaynakli B-laktorfinin ACE inhibitér aktivitesine
sahip oldugunu bildirmistir. Ayrica B-laktorfin siitte bulunan opioid peptid olarak
bilinmektedir (6).

Serum alblimin (BSA), memelilerde karaciger tarafindan sentezlenmekte olup globiiler
yapida bir proteindir. Kan plazmasindaki konsantrasyonu 35-55 mg/ml araliginda
degismektedir (20). Meme bezlerinde bulunan kan damarlari araciligiyla siite taginmaktadir.
Kanda ¢oziinemeyen serbest yag asitlerini, metaller gibi kiiciik molekiillii bilesiklerin
baglanmasini ve taginmasini saglamaktadir. Yiiksek sistein igerigi sayesinde karacigerde
gerceklesen glutatyon sentezi igin de 6nemli bir kaynaktir (21).

Serum proteinlerinden proteoz-pepton, i1siya dayanikli ve asitte ¢6ziinebilen protein
fraksiyonudur. B-kazeinin proteolizi sonucu olugmaktadir (25). Proteoz-peptonun plasmin
enzimi ile hidrolizi sonucunda PP 8(f1-28) peptid olusur. PP 8 peptidin opioid agonist
aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Ayrica bir fosfopeptid olmasi nedeniyle Ca baglama
yetenegine sahip olup kemik sagliginda 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir (21).

Yapilan c¢alismalarda serum proteinleri egzersiz ile fiziksel performans diizeyinin

artirtlmasinda (viicut agirligi kontroliinde), kalp sagligimin korunmasinda, enfeksiyonun



onlenmesi/azalmasinda, biiylime ve gelismeye katkisi disinda kalsiyum emiliminde, kan
basincini ve kanser riskini azaltmada 6nemli rol oynadiklart belirtilmektedir.

Siitte  bulunan  antimikrobiyal — Ozellikteki ~ maddeler  immunoglobulinler,
laktoperoksidaz, lizozim ve laktoferrin gibi bilesiklerdir (12). Kazein fraksiyonlarindan (asl,
as2, B ve k-kazein) agiga cikan bazi antibakteriyel peptidler de tespit edilmistir (30).
Laktoperoksidaz ve lizozim siitte en ¢ok bulunan antimikrobiyal 0Ozellikli enzimler,
immunoglobulinler ve laktoferrin ise en ¢ok bulunan antimikrobiyal 6zellikli peptidlerdir
(31).

-immunoglobulinler (lg-spesifik inhibisyon): Siit, kan serumundaki immunoglobulinlerle
benzerlik gdsteren globiiler yapida antikorlardir (12,20). Inek siitiiniin salgiladig1 baslica
antikor IgG’dir. Kan ve emzirme yoluyla bebege gecen IgG, pasif bagigikligin tasiyicisi
olarak rol oynamaktadir. Inek siitiinde ortalama olarak 0,6 g/l, toplam proteinlerin % 2’si
diizeyinde bulunurken kolostrumda dogumun ilk saatlerinde 80 g/l diizeyinde ve ilk giin 12
g/l gibi oldukea yiiksek diizeylerde bulunur. Dogumun ardindan her gegen giin hizla azalir
(12). Sitte bulunan diger immunoglobulinler IgA ve IgM olup anne siitiinde bunlara ek
olarak IgE ve IgD tespit edilmistir (20). Sat Ig’lerinin temel gorevi bagisiklik sistemini
destekleyerek enfeksiyonlara karsi direnci arttirmak ve bagirsak sagligini iyilestirmektir (21).
- Laktoferrin (LF-spesifik olmayan inhibisyon): Fe*® iyonunu transfer etme ve baglama
yetenegine sahip bir proteindir. Diisiik pH’larda bile demiri baglama yetenegine sahiptir (31).
Insan kolostrumunda 6-8 mg/ml ve siitiinde 20-200 pg/ml oraninda bulunan laktoferrin, inek
kolostrumunda 1,5-5,0 mg/1 ve siitiinde 100 pg/ml diizeyindedir. Bebeklerde patojenlere karsi
birincil savunma mekanizmasi olarak gorev almaktadir (21). LF, tripsin ve benzeri enzimlerle
beraber proteolitik parcalanmaya karsi direng gosterir. Direng seviyesi, demir doygunluk
derecesi ile orantilidir. LF, mikrobiyal gelisimi ve oksidatif reaksiyonlar1 dnleyici aktiviteye
sahiptir. Pepsinle veya asidik pH’da 1s1l isleme tabi tutularak hidrolize edilen LF’den agiga
c¢ikan peptidlerin de antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir. Bakteriyostatik ajan
olmasmin yani sira bakterisidal (bakteri oldiiriicii) etkisi bulunmaktadir (31). Antioksidan
aktiviteye de sahip olan LF, bu aktivitesi sistein agisindan zengin bir protein olmasi ve demir
baglama yeteneginden kaynaklanmaktadir (21). Bunlarin disinda antifungal, antiviral ve
antikanserojen aktiviteye de sahiptir (32). Yapilan c¢alismalarda kemik dokusunu tahrip edip
yikan hiicreleri engelleyerek kemik gelisimini destekledigi de ifade edilmektedir (20).
-Laktoperoksidaz (LP-spesifik olmayan inhibisyon): Meme bezlerinden salgilanan ve
porfirin i¢eren peroksidaz ailesinin bir liyesidir (21). Bu enzim insan ve sigir siitiiniin normal

bir bilesenidir ve bugiine kadar test edilmis tiim memeli siitlerinde bulunmaktadir. Biiyiikbag



hayvanlarn siitiinde 10-30 pg/ml diizeyinde bulunmaktadir. LP, HyO, varliginda tiyosiyanatin
(SCN’) oksidasyonunu katalizleyerek antibakteriyel etkiye sahip oksidatif {irlinlerin
(hipotiyosiyanat (OSCN’) ve yiiksek oksi-asitlerin) olusmasina yol agar. Gram pozitif
bakteriler, gram negatif bakterilere gore laktoperoksidaz sistemi tarafindan pargalanmaya
daha direnglidir. Bu durum yiiksek ihtimalle hiicre duvari ve kalinlik farklarina baglidir (31).
-Lizozim: Serum proteinleri icerisinde yer alan lizozim enzimi, bakteri hiicre duvarinin en
onemli yapist olan peptidoglikan tabakada bulunan N-asetil miiramik asit ile N-asetil
glikozamin arasindaki B-1,4 glikozidik baglar1 yikarak bakterilerin par¢alanmasina yol agan
antimikrobiyal bir enzimdir (20). Ozellikle Gram pozitif bakterilere (Clostridium botulinum,
Clostridium thermosaccharolyticum, Clostridium tyrobutyricum, Bacillus stearothermophilus,
Bacillus cereus, Micrococcus lysodeikticus, Listeria monocytogenes gibi) karsi ¢ok etkilidir.
Siitteki ¢Oziiniir lizozim miktar1 hayvanin cinsi, meme sagligi, beslenme, dogum, laktasyon
evresi ve mevsim gibi ¢esitli faktorlere bagl olarak degisiklik gostermektedir (31). Lizozimin
kolostrumdaki miktar1 (0,14-0,70 mg/l) normal siitteki miktarina (0,07- 0,60 mg/l) gére daha
yogundur (21). Lizozim termofilik spor olusturan bakterilere kars1 da etkilidir (31).

Siit, birgok mineral, vitamin ve antioksidan 6zellik gosteren bilesenleri de yapisinda
bulundurmaktadir. Keg¢i siitil inek siitiiyle kiyaslandiginda daha yiiksek oranlarda fosfor (P),
kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), potasyum (K), selenyum (Se) ve klor (Cl) igerigine
sahipken, sodyum (Na) ve kiikiirt (S) igerigi bakimindan daha diisiik degerlere sahiptir (6).
Yiiksek fosfor ve Klor igerigi ile kegi siitii diger siitlerden 6n plana ¢ikmaktadir. Kegi siitiiniin
mineral igerigi anne siitiinden daha fazladir. Manganez (0,032 mg/100 g), bakir (0,05 mg/100
g), demir (0,07 mg/100 g) ve ¢inko (0,56 mg/100 g) kegi siitiinde bulunan iz minerallerdir.
Kegi ve inek siitleri benzer demir (Fe) miktar1 igerirken koyun siitiinde daha yiiksek miktarda
bulunmaktadir. Keg¢i ve inek siitleri, anne siitiinden daha fazla miktarda iyot (I) icermektedir
(7). Keci siitii % 27-28 oraninda inek ve anne siitiine oranla daha yiiksek selenyum
icermektedir (33). Demirin biyoyararlaniminin inek siitiine oranla kegi siitiinde daha yiiksek
oldugu belirlenmis ve bunun yiiksek niikleotid miktarindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.
Cinkonun biyoyararlaniminin ise anne siitli i¢in daha yiiksek oldugu, inek ve kegi siitii i¢in
ayni oldugu, koyun siitii icin daha diisiik oldugu saptanmistir. Selenyumun biyoyararlanimi
ke¢i ve insan siitii igin benzerdir fakat koyun siitii i¢in daha diisiik oldugu bildirilmistir. Bakir,
cinko ve selenyumun biyoyararlaniminin inek siitiine kiyasla keci siitlinde daha yiiksek
oldugu gosterilmistir. Genel olarak Fe, Zn ve Cu biyoyararlanimlar1 anne siitiinde daha

yiiksektir. Bunun sebebi kiigiikbag hayvan siitlerinde kazein ile assosiye olmalaridir (7).



Mineral igerigi hayvanin irkina, bireysel 6zelliklerine, meme sagligina, beslenme durumuna
ve laktasyon donemine gore degiskenlik gostermektedir (16).

Keg¢i ve koyun siitli, inek siitiiyle kiyaslandiginda daha yiiksek miktarda A vitamini
icermektedir. Kegi siitiinde var olan B-karotenin tamami A vitaminine doniisiir. Keg¢i siitiiniin
icerdigi yiiksek A vitamini ve kazein igerigine bagli olarak inek siitiine gore daha beyaz
goriiniir (16). Bebekler i¢in ke¢i siitiinde bulunan A vitamini ve niasin (B3) icerigi yeterli
diizeyde bulunurken, tiamin (B1), riboflavin (B2) ve pantotenik asit (BS) yiiksek diizeyde
bulunmaktadir (7). Kegi siitii inek siitiiyle kiyaslandiginda B1, B12 vitamini ve folik asit
diizeyi daha diisiik olmakla birlikte daha fazla B6 (% 25) ve A vitamini (% 47) igerigine
sahiptir (33). Kegi ve inek siitlerinin her ikisi de pridoksin (B6), C ve D vitaminleri agisindan
yetersizdir. Keg¢i siitiinde 5,48 mg/100 ml miktarlarinda iken inek siitiinde C vitamini 2,22
mg/100 ml’dir (6).

Siitte bulunan aantioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak
iki gruba ayrilir. Siitiin igerdigi enzimatik antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) olmakla birlikte enzimatik olmayan antioksidanlar;
kazein, B-laktoglobulin, laktoferrin, C vitamini, E vitamini, A vitamini ve selenyumdur (34).
Gama-tokoferol ve beta-karotenoid enzimatik olmayan antioksidanlardandir ve sadece siitiin

kaymaginda bulunmaktadir (35).

2.2. Stafilokoklar

2.2.1. Tarihcesi

Stafilokoklar 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanan ilk patojen bakterilerdendir
(36). 1884 yilinda Micrococcaceae familyasi igerisinde yer alan ayri bir soy olarak
tanimlanmiglar ancak  glinimiizde Bacilli  sinifindan  Bacillales takiminda ve
Staphylococcaceae familyasi igerisinde yer almaktadirlar (37,38).

1881 yilinda ilk detayli calisma Iskogyali cerrah ve bakteriyolog Sir Alexander
Ongston tarafindan gergeklestirilmis ve bu mikroorganizmalara benzerliginden dolay1
Yunanca’da {iziim salkimi1 anlamina gelen Staphylococcus adi verilmistir (Staphyle = {iziim
salkim1 coccus = tane) (39,40). Ongston, stafilokoklarin fareler ve kobaylar i¢in patojen
oldugunu bildirmis ve o donemler i¢in insanlarda agir klinik tabloya sebep olarak 6liimciil
enfeksiyonlara neden oldugunu belirtmistir (41). Ayrica etkenin sepsis ve apse olusumundaki

roliinii de agiklamistir (42).
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Alman Dr. Friedrich Julius Rosenbach ilk kez 1884 yilinda bu bakteriyi saf kiiltiirden
izole etmis ve bakterileri kolonilerinin rengine gore ayirmistir: S. aureus (Latince sari-altin)
ve S. albus (Latince beyaz). Insan derisinde yaygin bulunmasindan dolay: S. albus daha sonra
S. epidermidis olarak tekrar adlandirilmistir (43,44).

1903’te Loeb tarafindan bazi stafilokok tiirlerinin plazmay1 bir enzim yardimiyla
(stafilokoagiilaz) in vitro pihtilastirabildikleri bildirilmistir (45).

1884 yilinda Vaughan ve Sternberg tarafindan ilk kez stafilokok igceren gida kaynakli
hastalik Michigan’da (Amerika Birlesik Devletleri) arastirildi ve bu arastirmada stafilokok ile
kontamine olmus peynir kullanildi (46). 1914 yilinda Barber, stafilokoklarin tirettigi bir toksin
maddesinin stafilokokal gida zehirlenmesine neden oldugu kesfeden ilk arastirmacidir. Daha
sonra 1930°da Dack ve arkadaslar1 baz1 S. aureus suslarinin gida zehirlenmesine yol actigini
kesin olarak gostermislerdir (47,48)

Glniimiizde stafilokoklarin neden oldugu gida zehirlenmesinin stafilokokal

enterotoksinlere bagli oldugu bilinmektedir (47).

2.2.2. Smiflandirma

Onceleri Staphylococcus ve Micrococcus cinslerinin Stomatococcus ve Planococcus cinsleri
ile birlikte Micrococcaceae ailesine ait oldugu diisiiniilmiistiir. Daha sonra molekiiler analiz,
filogenetik ve kemotaksonomik verilerle stafilokok ve microkoklarin birbiriyle yakin iliskili
olmadigi ortaya c¢ikarilmistir. Giiniimiizde Staphylococcaceae familyas: igerisinde yer
almaktadir (37).

Su zamana kadar Staphylococcus olarak adlandirilan grupta, 30 alt tiirii igeren toplam
88 tiiriin identifiye edildigi bildirilmistir (https://Ipsn.dsmz.de/genus/staphylococcus, erisim

tarihi 18 Mart 2024). Stafilokok tiirleri icerisinde S. aureus hari¢ 11 koagiilaz negatif
stafilokok (KNS) insanda hastalik yapabilme 6zelligine sahiptir. Bunlardan hastalik etkeni
olarak en sik rastlanan tiirler; Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus saprophyticus dur (49). Gida mikrobiyolojisi
yoniinden en patojen olan tiir Staphylococcus aureus’dur. Staphylococcus intermedius ve
Staphylococcus hyicus da enterotoksin olusturma o6zelliklerinden dolayr gida kaynakli

intoksikasyonlar agisindan 6nemlidir (37).
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2.2.3. Morfolojik ve kimyasal ozellikler

Stafilokoklar genellikle deri, nazofarinks, vajina, rektum, perine ve burnun normal florasinda
bulunan, spor olusturmayan, hareketsiz, kapsiilsiiz veya az miktarda kapsiil igeren, 0,5-1,5 pm
capinda, gram pozitif, kiiresel mikroorganizmalardir (50). Katalaz aktivitesi pozitiftir ve
katalaz testi streptokoklar1 (katalaz negatif) giiglii katalaz iireten stafilokoklardan ayirt etme
acisindan Onemlidir. Kanin igeriginde katalaz bulundugu i¢in test kanli agar iizerinde
yapilmamalidir (51). S. aureus subsp. anaerobius ve S. saccharolyticus (zorunlu anaerob)
disinda ¢ogu tiir fakiiltatif anaeroptur. Bu iki tiir anaerobik olarak ¢ogalir ancak alt kiiltiirlerde
daha aerotolerant hale gelir ve fakiiltatif tiirlerin aksine genellikle katalaz negatiftir.
Metabolik olarak aktiftirler, aerobik ve anaerobik kosullarda karbonhidratlari (glikoz, laktoz,
maltoz ve mannitol gibi ¢esitli sekerler) fermente ederek gaz olusturmaksizin asit olustururlar
ve besiyerinde beyazdan koyu sariya kadar degisen cesitli pigmentler iretirler. En iyi oda
sicakliginda (20-25 °C) pigment olustururlar (52,53). Stafilokoklarin 200 pl/mg lizostafine ve
100 pg furazolidona duyarli olduklar1 bilinmektedir (54,55). Modifiye oksidaz testi stafilokok
tiirleri i¢in negatiftir. S. saprophyticus’u klinik 6nemi olan diger stafilokoklardan
ayiran Ozellik, 5 pg novobiosin diskine direngli olmasidir. Stafilokoklar 0,04 {inite basitrasin
iceren disk deneyinde direnglidir. Kan ilaveli veya ilavesiz, stafilokoklarin ¢ogu % 7,5-10
NaCl igeren basit (klasik) besiyerinde 10-45 °C (toksin olusturabilmek i¢in minimum ve
maksimum sicakliklart) ortam sicakliginda iireyebilmelerine ragmen, 37 °C’de ve pH 7-7,5’te
optimum {ireme gosterir. Ancak kanli besiyerinde daha iyi ¢ogalir (56,57). Kat1 besiyerinde
24-36 saatlik inkiibasyon sonunda yuvarlak, piiriizsiiz, 1-4 mm ¢apinda, konveks (kabarik) ve
parlak koloniler olustururlar (53). Stafilokoklar kapsiillii olduklar1 zaman mukoid koloni
olusturabilmektedir (54).

Mannitol tuzlu agar, lipaz tuzlu mannitol agar, Columbia CNA (kolistin-nalidiksik
asit) agar ve Baird-Parker agar yaygin olarak kullanilan secici besiyerleridir. Bu besiyerleri
gram negatif bakterilerin ¢cogalmasini1 engeller ancak stafilokoklarin ve bazi gram pozitif
bakterilerin ¢ogalmasia izin verir. Stafiolokoklar MacConkey agarda da lireme yetenegine
sahiptirler. Stafilokoklar ¢esitli segici ve segici olmayan besiyerleri lizerinde farkli koloniler
tretir fakat S. aureus ve diger stafilokoklar arasindaki kesin ayrim igin daha fazla test
gerekmektedir (58,59).

Patojenik stafilokoklar genellikle kani hemolize eder, kan plazmasini koagiile eder ve
cesitli hiicre dis1 enzimler ve toksinler tiretir. Mikroskop goriiniimleri tek, ¢ift, dortlii veya

kisa zincirler seklinde boliinebilmeleri ve boliinme sonrasinda tam ayrilmanin olmamasi
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nedeniyle {iziim salkimi seklindedir (Sekil 1). Patojen stafilokoklar -20 °C’de 3-6 ay, +4
°C’de ise 2-3 ay canli kalabilir (54).

Sekil 1. Koyun Kanli Agar besiyerinde ve mikroskop altinda Staphylococcus bakterileri (53)

2.2.4. Hiicre yapilar ve virulans faktorleri

Stafilokoklarin genom yapist incelendiginde tek parga halinde yaklasik olarak 2.000-3.000
kbp uzunlugunda dairesel bir kromozom ile ek olarak transpozonlar, plazmidler, profajlardan
olugsmaktadir. Stafilokoklar mikroskobik incelemede kiimeler halinde gozlenen, hareketsiz,
gram pozitif, 0,5-1,5 um c¢apinda koklardir. Stafilokokal hiicre duvari tipik olarak
peptidoglikan ve teikoik asit igerir. Stafilokokal DNA’da diisiik oranda guanin ve sitozin
(G+C) bulunur. G+C igerigi % 30-39 moldiir (56).

S. aureus insan ve hayvanlarin normal floralarinda genellikle asemptomatik olarak
bulunan firsat¢i bir patojendir ve viriilansi en yiiksek olan stafilokok tiiriidiir. Hiicre duvarinin
yapisi, ylizey proteinleri, enzimler ve toksinler stafilokoklarin patojenitesinde etkili olan
virtilans faktorleridir. Konak organizmaya girdikleri bolgelerde ¢ok sayida viriilans faktorti ile
doku igine ya da kana gecerek klinik tablolar ile seyreden enfeksiyonlara neden olabilir.
Infeksiyonun olusmasi ya da olusmamasi durumu konak savunma sistemi ve mikroorganizma
virtilansinin olusturacagi dengeye gore degiskenlik gosterir (54).

Bakterinin direng ve virillansindan sorumlu genler S. aureus kokenlerine, diger
stafilokok tiirlerine ve farkli cins gram pozitif bakterilere en ¢ok transdiiksiyon yolu ile

aktarilmaktadir. S. aureus, hiicre duvarn yiizeyinde bulunan 6zgiil faj reseptorleri ile lizise
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duyarhdir. S. aureus’un epidemiyolojisinde 6nemli olan faj tipleri dort grupta toplanir. Grup
1’de 29, 52, 52A, 79 ve 80 faj tipleri bulunur ve toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1)
salgilar. Grup 2; 3A, 3B, 3C, 55 ve 71 faj tiplerini icerir ve bunlar en sik eksfolyatin
salgilayan ve deri infeksiyonlarina neden olan tiplerdir (53). Grup 3; 6, 7, 42E, 47, 53, 54, 75,
77, 83A, 84, 85 faj tiplerini ve Grup 4 de 42D faj tipini igerir (55).

2.2.4.1. Hicre duvan

Stafilokoklarin yasamsal yapilarindan biri olan hiicre duvar1 yaklasik olarak 80 nm
kalinliginda ve esas olarak mukopeptid veya murein olarak da bilinen peptidoglikan, teikoik
asit ve ytizey proteinlerinden olusur (Sekil 2) (56,60).

Hem gram negatif hem de gram pozitif bakterilerde bulunan peptidoglikan, 20-40 nm
kalinliginda ve karmasik yapili bir makromolekiildiir. Gram pozitif bakterilerin hiicre
duvarinin % 50-60’1m1 peptidoglikan olusturur (53,61). Bu yap1 mikroorganizmaya seklini
verir ve dayaniklilik kazandirir (62). Peptidoglikan kisa peptidler ile capraz baglanmis glikan
zincirlerinden olusan bir polimerdir. Glikan, tekrarlayan N-asetil glukozamin (NAG) ve
N-asetil muramik asit (NAMA) alt birimlerin birbirlerine pB-1,4 glikozid baglari ile
baglanmasiyla meydana gelir. N-asetil muramik asite bagli olan pentapeptid rezidiileri, bir
zincirde D-alanin ile diger zincirde L-lizin arasindaki pentaglisin kopriileriyle birbirine ¢apraz
baglanir (53,63).

Staphylococcus aureus tiim bakterilerin en kapsamli ¢apraz bagli peptidoglikanini
icerir ve bu 6zellik sayesinde bakteri, lizozim enzimine kars1 direng kazanir (64).

Peptidoglikan endotoksin benzeri etkiye sahiptir, endojen pirojen yapimini uyarmakta,
komplemanin aktivasyonuna yol agmaktadir. Monositlerden interlokin-1 salinimini arttirarak
apse olusumunu saglayan polimorfoniikleer 10kosit agregasyonuna neden olur.
Makrofajlardaki  toll-like reseptorlerle —etkilesime girerek  fagositik  hiicrelerden
proenflamatuvar sitokinlerin salinimini uyarir (64,54).

Hiicre duvarimin majér komponentlerinden bir digeri ise antijenik 6zellige sahip olan
teikoik asittir ve sadece gram pozitif bakteri duvarinda yer alir. Hiicre duvarmin % 30-40’1m1
olusturan teikoik asit suda eriyebilen seker-alkol-fosfat polimerlerinden olusur. Duvar teikoik
asit/ribito teikoik asit ve membran teikoik asit/gliserol teikoik asit/lipoteikoik asit olmak iizere
iki tiptir. Teikoik asitler, hiicrede peptidoglikan tabakanin N-asetilmuramik asit iinitesine,
hiicre membranindaki lipitlere veya kapsiile bagl olarak bulunur. Birinci tip peptidoglikan
tabakaya kovalent baglarla tutunmus olan hiicre duvar teikoik asididir. ikinci tip hiicre

zarinda glikolipitler veya fosfolipitlerle birlesmis olan membran teikoik asididir. Lipoteikoik
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asitlerin biyolojik etkinligi hiicre duvarindaki teikoik asitlerden daha ¢oktur. Teikoik asitler,
peptidoglikan sentezini engelleyen otolizinleri baglar ve bu da bakteriyi otolizinlerin yikict
etkisinden korur (60).

Stafilokoklarda ¢ok sayida hiicre duvari yerlesimleri ve kimyasal yapilart bakimindan
birbirine benzeyen stafilokoksik yiizey proteinleri tanimlanmistir. Bunlar; kolajen, protein A,

elastin, “clumping” faktor ve fibronektin baglayan proteinlerdir (53).

Teikoik Asit Yizey Proteini Lipoteikoik Asit
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Sekil 2. Gram pozitif bakteri hiicre duvari (65)

2.2.4.2. Kapsiil ve slime tabakasi

Kapsiil olusturma bakteriyi komplemanin etkisinden ve polimorfniikleer 16kositlerin
fagositozundan koruyan bunun disinda konak hiicrelere adherensini saglayan bir ozelliktir
(viriilans faktorii). Bazi stafilokok suslar1 ve ¢ogu S. aureus’un 6zellikle mukoid suslart hiicre
duvarinin en dig tabakasini saran polisakkarit yapidaki kapsiil ile kaplhidir (66). Kapsiil
materyalinin yapimi hem in vitro hem in vivo kosullara baglidir (53).

Giliniimiize kadar 13 farkli kapsiil serotipi tamimlanmistir. Stafilokokal enfeksiyonlara
en sik neden olan serotip 5 ve 8’dir. Bes ve 8 serotipli kapsiiller N -asetil mannosamintironik
asit (ManNAc), N -asetil L -fukozamin  (L-FucNAc) ve N -asetil D -fukozaminden (D-
FucNAC) olusan benzer sekilde tekrar eden trisakkarit birimlerine sahiptir. Sadece sekerler ve
asetilasyon bolgeleri arasindaki baglantilarda farklilik gosterir ve bu nedenle serotip 5 ve 8

serolojik olarak farklidir (66,67,68). Toksik sok sendromu toksini ve metisiline duyarlt S.
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aureus (MSSA) suslarinin % 60’1 serotip 8 ile iligkilendirilirken, metisilin direngli S. aureus
(MRSA) suslariin % 64’{inde serotip 5’¢ ait kapsiil polisakkarit yapist saptanmigtir. Serotip 5
ve 8 as1 arastirma ve gelistirmede kilit oneme sahiptir (66,68).

Biyofilm (slime) baz1 stafilokoklar tarafindan olusturulur ve ekzopolisakkarit matriks
icine gdmiilii olup amorf kapsiil yapilidir. Yapiskan bir 6zellikte olmasindan dolay1 “slime”
olarak adlandirilmaktadir. Slime tabakasi; % 90 oraninda su, % 2-5 mikroorganizma, % 1-2
protein, % 1-2 polisakkarit, % 1-2 DNA ve iyonlardan olusmaktadir (69). Biyofilm
tabakasinin olusmasinda protein, ekzopolisakkaritten olusan matriks ve tutunma yiizeyi
onemli ti¢ etkendir ve birinin eksikliginde biyofilm olugsmamaktadir. Biyofilm tabakasi iki
asamada gerceklesir. Ilk asamada bakteriler konak hiicreye ve kat1 yiizeylere (kateter, sant,
greft, eklem, prostetik kapak vb.) mikrobiyal yapistirici matriks molekiilleri olarak taninan
(MSCRAMM-microbial surface components recognizing adhezive matrix molecules) cesitli
yiizey proteinleri ile tutunmay1 gerceklestirmektedir. Ikinci asama ise, bakteriler diger
bakterilere tutunarak c¢ok tabakali biyofilmi olusturmaktadir. Konak hiicreye tutunma
enfeksiyon baslangicinin ilk agamasidir (54,70).

Stafilokoklarin in vitro ortamlarda hiicre yiizeylerine yapisarak biyofilm olusturmasi
ve ekzopolisakkarit tiretimi, opsonofagositoz ve antibakteriyellerden korunarak infeksiyon
olusturmalarini kolaylastirir (71). Slime pozitif stafilokok suslarinin patojenitesi ¢ok yiiksektir
ve Amerikan Hastallk Koruma ve Onleme Merkezi (CDC) verilerine gore, insan
enfeksiyonlarmin % 60’indan sorumludur. Uygulanan antimikrobiyal ajanlarin etki etmesi

icin biyofilm tabakasinin difiize olmas1 gerekir (72).

2.2.4.3. Yizey proteinleri

Protein A, “clumping” faktor, kiimelestirici faktor (CIf) A ve B, elastin baglayan proteinler,
kollajen baglayan proteinler, fibronektin baglayan proteinler A ve B (FnbpA ve FnbpB) hiicre
duvar1 yerlesimleri ve kimyasal yapilar1 birbirlerine benzeyen stafilokoksik yiizey
proteinleridir ve MSCRAMM (microbial surface components recognizing adhezive matrix
molecules) olarak tanimlanirlar. Stafilokoklarin konak dokulara kolonize olmasinda etkilidir
(53).

Bu proteinlerin prototipi protein A (SpA)’dir. Protein A, 42.000 Da molekiiler
agirliginda ve en 6nemli 6zelligi IgG3 disindaki bazi immunoglobulinlerin (IgG, 1gA2 ve bazi
IgM) Fc reseptorleri ile birlesebilmesidir (66). Bu nedenle protein A, immunoglobulinlerin Fc
reseptorlerine baglanarak bakteriyi antikora bagl fagositozdan (antifagositer) ve hiicre disina

salgilanan protein A da Fc reseptorlerine baglanarak komplemana (antikomplemanter) bagl
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viicut savunmasindan korur (57). Protein A, IgG ile baglanarak antijen-antikor kompleksi
yapisinda “koagliitinat” olusturur ve 6zellik klinik laboratuvarlarda kullanilmaktadir. Protein
A, koagiilaz negatif stafilokoklar tarafindan olusturulmaz. Protein A, S. aureus i¢in spesifik

bir tanimlama testi olarak kullanilabilmektedir (73).

2.2.4.4. Enzimler

Stafilokoklar koagiilaz, katalaz, lipaz, hiyaliironidaz, penisilinaz (beta-laktamaz), stafilokinaz,
fosfataz, proteaz ve niikleaz gibi birgok enzim iiretir. Komsu dokulara yayilimin

kolaylastirarak bu enzimler, infeksiyon patogenezinde rol oynar (53).

2.2.4.4.1. Koagiilaz

Koagiilaz, 1siya karsi direngli, filtrelerden gegebilen, antijenik bir enzimdir. Proteolitik
enzimlerle kolaylikla inaktive edilir. Patojen stafilokoklar tarafindan sentezi yapilan ve
patojeniteyi artiran en dnemli proenzimdir.

Stafilokoklarin bagh ve serbest olmak iki tip koagiilaza sahip olduklari belirlenmistir.
Bagl koagiilaz (“clumping” faktor) adi verilen yapi, hiicre duvarina baghdir, fibrinojeni
fibrine dondstiirtir ve stafilokoklarin birbirine yapigsmasini saglayarak kiimelenmesine neden
olur. Hiicre dis1 serbest koagiilaz da benzer etki gosterir fakat direk fibrinojene baglanmaz,
globulin plazma faktorii (coagulase reacting factor/CRF) ile etkileserek trombin benzeri bir
madde olan stafilotrombin olusturur. Bu madde fibrinojenin fibrine doniismesini saglayarak
plazmanin pihtilasmasina yol acar. Fibrin ile kaplanan mikroorganizma fagositozdan
korunabilir ve bu da patojeniteye katki saglamig olur (53,57).

Daha sonralart S. intermedius, S. pseudintermedius, S. delphini, S. hyicus, S. schleiferi
subsp. coagulans, S. lutrae, S. agnetis, S. cornubiensis gibi S. aureus dis1 tiirlerin de koagiilaz
tirettigi kesfedilmistir. S. hyicus ve S. agnetis gibi bazi tiirler koagiilaz-degisken 6zelliktedir
(74).

Stafilokoklar disginda Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Bacillus subtilis

gibi mikroorganizmalar da bu enzimi sentezleyebilmektedir (57).

2.2.4.4.2. Katalaz

Tim stafilokok tiirleri katalaz enzimi tretir. Katalaz, tetramerik demir porfirin igeren,
hidrojen peroksidi su ve oksijene ayristiran, yiiksek molekiiler agirlikli bir enzimdir. Katalaz
enzimi 20-50 °C ve pH 4-10 araliginda iyi aktivite gostermektedir. Aerobik ve pek ¢ok

fakiiltatif anaerobik mikroorganizma katalaz enzimine sahiptir (75,76). Katalaz testi,
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stafilokoklar ile benzer goriinime sahip (gram pozitif kok) streptokoklarin aayriminda
kullanilan en 6nemli yontemdir (52).

Katalaz enzimi sayesinde bakteriler fagositlerin iginde toksik oksijen radikalleri
tarafindan Oldiiriilmeye diren¢ kazanir (53). Bu enzim, hiicrelerin reaktif oksijen tiirlerinden
(ROS/ROT) kaynaklanan oksidatif stresten korunmasinda énemli bir rol oynar.

Bu enzimin, Mycobacterium tuberculosis, Campylobacter jejuni ve Helicobacter
pylori gibi bakterilerin hiicre i¢inde hayatta kalmasi i¢in temel bir faktor oldugu gosterilmistir

(77).

2.2.4.4.3. Lipaz

Lipaz, ekstraseliiler bir enzimdir. Biitiin S. aureus suslar1 ve Koagiilaz negatif stafilokoklarin
da yaklagik 1/3’0 tarafindan fretilir. Lipaz enzimi, yaglar1 hidrolize ederek
mikroorganizmanin konagin lipit i¢eren bolgelerinde yasamasini, deri ve deri altt dokulari
invaze ederek fronkiil ve karbonkiil gibi infeksiyonlarmin gelismesini saglamaktadir. Ozgiil

antikorlar1 ile nétralize olur (53).

2.2.4.4.4. Hyaliironidaz

Hyaliironidaz enzimi S. aureus suslarinin biiyiik ¢ogunlugu tarafindan {iretilir ve bag
dokusunun aseliiler matriksindeki asit mukopolisakkaritler olan hylaliironik aside etki ederek
hidrolize ugratir (53,66). Boylece bakterinin doku igerisinde ¢ok genis bir bdolgeye
yayilmasin1 kolaylastirir. Yayilma o6zelligi kazandirdigi i¢in, yayilma faktorii olarak da

tanimlanan bu enzim antijenik 6zellige sahiptir (57).

2.2.4.4.5. Beta-laktamazlar (Penisilinaz)

Beta laktamazlar, beta laktam antibiyotiklere kars1 bakterilerin gelistirdigi en dnemli enzim ve
patojenite faktoriidir. Penisilinin ilk tedavide kullanildigi 1940’11 yillarin basinda stafilokok
izolatlarmin % 90°dan fazlas1 bu antibiyotige duyarliydi. Ancak, bu organizmalarin
penisilinaz (beta-laktamaz) iiretebilmeleri ve penisiline direng gelistirmesi lizerine yaklasik
dort yil gibi kisa siirede etkinligini kaybetmistir. Gliniimiizde bu duyarliligin % 5 ve altina
indigi bildirilmektedir (78,79).

B-laktamaz enzimi gram pozitif ve gram negatif bakteriler tarafindan sentezlenebilir.
Beta-laktam antibiyotikler, spesifik olarak karboksipeptidaz ve ozellikle transpeptidazlar

inhibe ederek peptidoglikan sentezini engeller. Bu enzimlere penisilin baglayan proteinler
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(PBP) denir. Inhibasyon beta-laktam antibiyotiklerin bu enzimlere baglanmasiyla gelisir.
PBP’lerin aktif bolgesi ii¢ karakteristik yapisal eleman igerir: SXXK [serin-X (degisken
protein)- X-lizin], S(Y)XN [serin-(tirozin)-X-asparajin] ve K(H)T(S)G [lizin-(histidin)-
treonin-(serin)-glisin].

Stafilokoklar tarafindan salgilanan (-laktamaz enzimi, beta laktam antibiyotiklere
baglanarak onlar1 hidrolize eder ve beta-laktam halkas1 pargalanir. Bu yolla antibakteriyel etki
ortadan kalkarak bakteriyel dirence neden olur. Beta-laktamaz enzimlerinin ¢ogu
indiiklenebilir ve ckstraselliiler olarak salinabilir. Stafilokokal beta-laktamazlar genellikle
kiiclik plazmidlerle veya transpozonlarla taginir fakat biiyiik plazmidler tarafindan kodlanan
beta-laktamazlar ve diger diren¢ mekanizmalar1 da bulunmaktadir. Bu beta-laktamaz enzimini
kodlayan genler transformasyon, transdiiksiyon ve konjugasyon ile diger mikroorganizmalara
aktarilir. B-laktamaz enzimi genellikle baska antibiyotiklere direng genlerini de
tastyan plazmid igerisinde bulunan blaZ geni tarafindan kodlanmaktadir. Penisilinler,
sefalosporinler ve monobaktamlara yonelik olarak olusan bakteriyel direncin en yaygin

nedeni B-laktamaz enzimleridir (61).

2.2.4.4.6. Niikleaz

DNase ve RNase olmak iizere ikiye ayrilan niikleazlar, konak¢1 dokularini ve ayn1 zamanda
bakteri hiicresinin DNA ve RNA’larin1 par¢alama yetenegine sahiptir (57).

Deoksiribozniikleaz (DNaz) enzimleri niikleik asitleri 3’- fosfomononiikleotidlere
pargalayan fosfodiesterazlardir (53). Endo ve ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir (66).
Stafilokoklarin patojenitesi ile yakindan iliskisi oldugu diisiiniilmekte ve stafilokoklarin
tanimlanmasinda viriilans faktorii olarak yararlanilmaktadir (80).

S. aureus’u S. epidermidis’ten ayiran en O6nemli 6zellik, sicakliga direngli niikleaz
enzimine (termoniikleaz; TNase) sahip olmasidir. TNase enzimi, DNA ve RNA’y1 parcalama
ozelligine sahiptir. Yaklasik 30 dakika kaynatmaya direnglidir. S. aureus disinda koagiilaz
pozitif tirler olan S. intermedius, S. aureus subsp. anaerobius ve S. schleiferi subsp.
coagulaus ile koagiilaz negatif S. xylosus, S. simulans, S. capitus, S. sciuri ve koagulaz
degisken S. hyicus tarafindan da olusturulmaktadir. Baz1 enterokoklar ve aerob spor olusturan
bakterilerde de bulunabilir (37).

Enterotoksin iireten suslarin biiylik bir ¢ogunlugunun koagiilaz ve termoniikleaz
olusturdugu yapilan arastirmalarla ortaya konulmustur. Yapilan bir ¢aligmada, incelenen 250
susun % 93’liniin koagiilaz pozitif, % 97’sinin de termoniikleaz pozitif oldugu belirlenmistir.

Buna gore birgok sus hem koagiilaz hem de termoniikleaz enzimi sentezlemektedir (12)
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2.2.4.4.7. Stafilokinaz (Fibrinolizin)

Stafilokinaz enzimi plazmada bulunan plazminojene baglanir ve plazminojenin plazmine
doniismesi i¢in aktive eder. Fibrinolitik etki bu plazmin sayesinde gergeklesir. Plazmin,
proteolitik bir madde olup fibrini eriterek bakterinin dokular arasinda yayilimini saglar.
Stafilokinaz, bazi suslarda kromozomal genler tarafindan kodlanir, bazilarinda ise faj
genomunun kontroliindedir. Stafilokinaz genellikle koagiilaz pozitif olan suslar tarafindan
tiretilir. Ayni suslarin ¢ogu B-hemolizin de iiretir. Koagiilaz ve B-hemolizin yoniinden negatif

olup stafilokinaz tireten baz1 suslar da mevcuttur (51,57).

2.2.4.5. Toksinler

S. aureus, konak hiicre morfolojisini ve/veya fonksiyonunu etkileyen gok sayida esktraseliiler
toksin iretebilir. Bunlardan bir kismi toksik etkilerini enzimatik aktiviteyle gosterirken,

digerleri siiperantijen 6zellikleri nedeniyle sitokin salinimini indiikler.

2.2.4.5.1. Sitolitik toksinler (membran vikici toksinler)

Sitolitik toksinler, sitotoksin olarak da adlandirilmaktadir. Stafilokoklar bes farkli sitolitik
toksin olusturmaktadir. Bunlar; hemolizinler (alfa toksin, beta toksin, gama toksin, delta
toksin) ve Panton Valentin l16kosidin (PVL)’dir (81). Hemoliz yapabilen a, B, 8, y toksinler
eritrositler disindaki hiicreleri de yikabilmektedir ve etkileri genellikle reseptor aracilidir. Bu
gruba dahil olan Panton Valentin l6kosidini ise eritrositleri etkilememektedir. Sitolitik
toksinlerin noétrofilleri yikmasi sonucu lizozomal enzimler salinir ve sonrasinda cevre
dokularda hasar meydana gelir.
Alfa-toksin (alfa-hemolizin): Direkt olarak enzimatik hasara yol agan sitotoksinler igerisinde
en yogun sekilde incelenen alfa-toksindir. S. aureus suslarinin geneli bu toksini {retir. Bu
toksin memeli hiicrelerin (eritrosit, lokositler, trombositler, fibroblastlar ve HeLa hiicreleri
gibi) ¢ogu icin toksiktir fakat eritrositler alfa-toksine en duyarl hiicrelerdir (53). Eritrositleri
lize etme kabiliyeti alfa-toksinin belirleyici 6zelligidir. Ozellikle tavsan eritrositlerine karsi
aktif olup tavsanlara 1 pg alfa-toksin intravendz verildiginde letal etki gostermektedir. Ayni
zamanda dermonekrotik ve norotoksin etkiye de sahiptir (82,83).

Alfa-hemolizin hla geni tarafindan kodlanir ve 33.000 Da molekiiler agirliga sahiptir.
1984 yilinda Gray ve Kehoe tarafindan hla geni, S. aureus kromozomundan klonlanmis ve
dizi analizi yapilmistir. O’Reilly ve arkadaslari bazi suslarin hla geni igermesine ragmen alfa-

toksini tiretmediklerini gézlemlemislerdir.
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Alfa-hemolizin monomerleri S. aureus tarafindan salgilanir ve bu monomerler bir
hedef hiicrenin membranina entegre olup burada silindirik heptamerler olustururlar. Bu
oligomerik form okaryotik hiicreleri lize etme 6zelligine sahiptir. Silindirik heptamer formu
hiicre membraninda olustuktan sonra 1-2 nm ¢apinda por olusumuna neden olur. Bu porlar
kademeli bir siiregle olusur. Toksin monomeri baglangigta hedef hiicre membranina baglanir
ve onunla birlesir. Bu baglanma iki farkli sekilde ger¢eklesmektedir. Bunlardan ilki alfa-
toksin diisilk konsantrasyonlarda mevcut oldugunda, spesifik bir hiicre yiizey reseptori
proteini baglar. Bu hiicre yiizey reseptoriiniin yapisi bilinmemektedir. Bununla birlikte, alfa-
toksin daha yiiksek konsantrasyonlarda, non-spesifik bir sekilde hiicre membranina yapisir.
Monomer, lipit ¢ift tabakasina niifuz etme kabiliyetine sahiptir. Monomerlerin lipit c¢ift
tabakasini gegmesi heptamerik porlarin olusumuyla sonuglanir. Sonugta olusan bu porlardan
potasyum iyonlari ile diger kiiglik molekiiller hiicre disina ¢ikarken; kalsiyum, sodyum ve
diisiik molekiiler agirliga sahip molekiiller hiicre i¢ine girmektedir. Bu durum hiicrede
osmotik degisiklige neden olmakta ve hiicrenin lizisiyle sonu¢lanmaktadir (64,66,83).
Beta-toksin (beta-hemolizin):_Alfa-toksin ile birlikte sfingomiyelin {izerine etkili olan beta-
toksin sfingomiyelinaz C (fosfolipaz-C) olarak da bilinmektedir. Invaziv stafilokok
infeksiyonlar1 i¢in tipik olan doku hasar1 ve apse olusumuna neden olan en Onemli
toksinlerdir (53). 35.000 Da molekiiler agirliga sahip olan beta-hemolizin, hlb geni tarafindan
kodlanir (83). Termolabil bir proteindir. Eritrositler, 16kositler ve makrofajlar gibi gesitli
hiicreler tizerinde toksik etki gosterir fakat asil etkisini eritrositler ilizerine gostermektedir.
Hemolitik aktivitesi bulunup, bu etki hiicrelerin duvarindaki sfingomiyelin miktarina baglidir
(57). En iyi koyun eritrositleri iizerinde etkilidir. Insan ve tavsan eritrositleri iizerindeki
etkinligi daha azdir. Bu etki farkli tiirlerde eritrositlerin degisen diizeylerde sfingomiyelin
icermesinden kaynaklanmaktadir. Katalaz enzimi ile birlikte duyarli hiicrelerin membran
fosfolipitlerini hidrolize eder.

Mg*? ve Ca'? iyonlari ile belli oranda sfingomiyelin ve lizo-fosfodikolin varliginda
hemolizin gergeklesir. Sicak-soguk hemolizin olarak da bilinen beta-toksin, baslangicta belli
bir miktar 1sida (37 °C) hemolizin olusturan stafilokoklarin hemolitik aktiviteleri bu toksin
nedeniyle diisiik 1silarda (4-10 °C) artar (53).

Beta-hemolizin, alfa-hemolizinden daha az toksiktir ve bu nedenle kendi basina
oldiriicti etki gostermeyebilir. Hayvan orjinli stafilokoklarin hemen hepsi beta-toksine
sahipken, insan orjinli stafilokoklar da bu toksinin bulunmasi degiskenlik gosterir. Beta-
toksine sahip bir stafilokok, B grubu streptokoklar ve Listeria monocytogenes tarafindan

tiretilen CAMP faktoriiniin tespitinde kullanmilir. B grubu streptokok ve Listeria
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monocytogenes CAMP faktoriine sahipse, kanli agarda beta-toksinli stafilokoka dik olarak
ekim yapildiginda iki bakterinin birbirine yaklastigi noktalarda semi sirkiiler bir hemoliz zonu
olustugu goriiliir (57,82).
Delta-toksin (delta-hemolizin): 26 aminoasitten olusan delta-hemolizin, S. aureus suslarinin
cogu (% 97) ve diger baz1 (S. epidermidis, S. haemolticus gibi) stafilokoklar tarafindan
tiretilir. Ortalama 3.000 Da molekiiler agirlikta olan delta-hemolizin, hld geni tarafindan
kodlanir. Bu toksin, eritrosit ve diger memeli hiicrelerin yani sira membrana bagli organelleri,
sferoplast ve protoplast gibi hiicre i¢i membran yapilarini da i¢eren oldukga genis spektrumlu
bir sitolitik aktiviteye sahiptir (84). Bu durum, deterjan benzeri etki ile biyolojik membranlar
tizerine hasar olusturucu etki gostermesiyle ilgilidir (64). Genis bir sitolitik aktivitesi olmasina
ragmen diger sitolitik toksinler kadar etkin degildir. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde deney
hayvanlarinda yiiksek konsantrasyonlarda dermonekrotik aktivitenin yani sira letal aktivite de
gozlemlenmistir fakat bu aktivitelerin ¢ok kiigiik miktarlarda alfa-toksin ile
kontaminasyondan kaynaklanmasi da miimkiindiir. Fosfolipitlerin varligi delta-hemolizin
aktivitesini inhibe eder (84). Bu toksin ayrica adenilat siklazi aktive ederek CAMP salinimina
neden olur. Bu enzimatik aktivitenin stafilokokal gida zehirlenmeleri ve toksik sok sendromu
gibi hastaliklarda goriilen ishalin olusumunda etkili oldugu diisiiniilmektedir (53).
Gama-toksin (gama-hemolizin) ve PV-lokosidin: Gama-toksin ¢ogu S. aureus susu
tarafindan sentezlenebilmektedir ve insan dahil bircok canlinin eritrositlerine sitolitik etki
gosterir. PV-16kosidin S. aureus’larin yalnizca % 2 ila 3’{ tarafindan sentezlenir ancak agir
seyreden dermonekrotik dokulardaki lezyonlardan elde edilen izolatlarda % 90 oraninda
bulunmaktadir. PVL, sitolitik etki gostermesine ragmen diger toksinlerin aksine hemolitik etki
gostermemektedir. Her iki toksin de S ve F komponentleri olarak bilinen iki adet antijenik
ozellikteki protein komponenti tarafindan olusmustur. Bu komponentler 16kositleri tahrip edip
fagositozun gergeklesmesini engelleyerek patojeniteyi arttirirlar. Tek baglarina hareket
ettiklerinde bu bilesenler 16kositler {izerinde herhangi bir etki olusturamazlar ama birbirlerine
baglandiklarinda l6kositlerin hiicre membranlarinda gegirgenligi arttirarak sisip yuvarlak ve
graniiler bir form haline gelmesine, hareket yetenegini kaybetmesine ve sonrasinda da
yavasca parcalanmasina neden olur (82,83,84). Prevost ve ark. bu iki komponentin, S.
aureus’un genomundaki farkli iki bolgeden meydana geldigini ortaya koymustur. Bu iki
sitotoksini birarada bulunduran S. aureus suslarinda {i¢ adet S komponenti (HIgA, HIgC ve
LukS-PV) ve iki F adet komponenti (HIgB ve LukF-PV) bulunmaktadir (85).

Ug adet S komponenti ve iki adet F komponenti aralarinda birleserek alt1 farkli gama

hemolizin/PV-16kosidin toksini olusmaktadir. Yapilan ¢alismalarda alt iinitelerin tek baslarina
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l6kotoksik ve hemolitik aktiviteye sahip olmadiklari, ¢iftler halinde eritrositlere
eklendiklerinde farkli seviyelerde aktivasyona sahip olduklari saptanmistir. HIgA-LukF-PV
ve HIgC-HIgB yiiksek diizeyde hemolitik aktiviteye sahipken, HIgA-HlgB ¢ifti i¢lerinde en
yiiksek hemolitik aktiviteye sahip olamidir. Diger kombinasyonlarin daha diisilk hemolitik
aktiviteye sahip oldugu goézlemlenmistir. Toplam olusan alt1 olas1 kombinasyon da 16kositleri
lize etme 6zelligine sahiptir (83).

Gama-hemolizin, kromozomal olarak bulunan hlg lokusundaki higA, higB ve higC
genleri tarafindan kodlanir. Bu {i¢ genin kodladig1 proteinler birleserek olgun, salgisal toksini
olustururlar (84).

PVL’yi lukS-PV ve LUkF-PV genleri kodlar. PV-16kosidinin etki mekanizmasi, hedef
hiicrelerde por olusumuna neden olarak hiicrenin basta potasyum olmak iizere katyonlara
gecirgenliginin artirllmasidir. Buna bagli olarak da insan graniilosit sitoplazmalarinda

degraniilasyona, 16kositlerin yikimina ve doku nekrozuna yol agmaktadir (53).

2.2.4.5.2. Eksfolivyatif toksin (Epidermolitik toksin)

Eksfoliyatif toksinler, eksfoliyatinler veya epidermolitik toksinler olarak da bilinmektedir.
Baz1 S. aureus kokenlerinin salgiladigi eksfoliyatif toksin en yaygin stafilokoksik haglanmig
deri sendromu (SHDS)’na neden olur. Intradermal dokunun ayrilmasina (separasyonuna) ve
derinin pul pul dokiilmesine (eksfoliyasyonuna) neden olur (53,86). SHDS disinda
eksfoliyatif toksinin yapmis oldugu hastalik tablosu icerisinde en iyi bilinenler; Ritter
hastaligi, pemfigus neonatorum, dermatitis eksfoliativa ve Lyell hastaligi’dir (83).

S. aureus tarafindan birbirinden antijenik ve yapisal olarak farkli dort eksfoliyatif
toksin serotipi sentezlenir. Bunlardan eksfolyatif toksin A (ETA) ve eksfolyatif toksin B
serotipleri cogu SHDS vakalarindan sorumludur. ETA ve ETB biyokimyasal 6zellikler ve
immiinolojik yap1 bakimindan birbirinden farkli, fakat ayni biyolojik aktiviteye sahip iki
bolimden olusur (83). S1 ve S2 adli her iki bdlge alt1 iplikli B yumagma ve C-terminal a-
heliksine sahiptir. Toksinlerin S1 bolgesinin N-terminal kisminin ortasinda ise treonin ve
histidin aminoasitleri bulunmaktadir (87). ETA 26 kDa molekiiler agirliga sahip, kromozomal
kokenli, 1siya  direngli/termostabil (100 °C’de 20 dakika) fakat EDTA’ya
(etilendiamintetraasetik asit) direngsiz bir proteindir. ETB ise 27 kDa molekiiler agirliga
sahip, plazmid kokenli, 1siya dayaniksiz/termolabil (60 °C’de 20 dakika) ve EDTA’ya
direnglidir (57,66). Bu toksinlerin ortak 6zellikleri proteolitik (serin proteazlar) aktivite ve
stiperantijen Ozelligine sahip olmalaridir (88). Bu proteazlar epidermis stratum basale ve

granulosum tabakalarinda bulunan desmoglein I'i parcalar. Desmoglein, bir adezyon
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molekiilii olup epidermal hiicreleri birbirine baglar (89,90,91). Yapilan epidemiyolojik
calismalar sonucunda ETA’nin ABD ve Avrupa’da baskin serotip oldugu, Japonya’da ise
ETB’nin yaygin serotip oldugu gozlemlenmistir (90). Her iki toksin de insan igin
immiinojenik 6zelliktedir ve toksinlere karsi {iretilen antikorlar notralizan ve koruyucu etkiye
sahiptir (53).

S. aureus bunlarin disinda eksfolyatif toksin C (ETC) ve eksfolyatif toksin D (ETD)
serotiplerini de sentezlemektedir. ETC, 27 kDa molekiiler agirliga sahip, termolabil (is1ya
duyarli) bir toksindir. Deri enfeksiyonu olan bir attan izole edilmis olup hem yenidogan
farelerde hem de civcivlerde intraepidermal boliinmeye neden oldugu gézlemlenmistir.

ETD, 27 kDa molekiiler agirliga sahiptir. % 59 oraninda ETB’ye, % 40 oraninda
ETA’ya ve % 13 oraninda ETC’ye genetik yap1 yoniinden benzerlik gostermektedir. Toksin
yeni dogmus fare yavrulara deri igi enjekte edildiginde epidermisin i¢ kisminda lezyonlar,
deride kabuklanma ve dokiintiiler olusmaktadir fakat bir giinliik civcivlerde bu etki
goriilmemektedir. Yapilan g¢alismalarda arastirmacilar ETD’nin SHDS ile giiglii sekilde
iliskili olmadigi, EDT nin cilt epitel bariyerini bozmak ve organizmanin lokal dokularda daha

genis alanlara yayilmasina yardimei oldugu bildirmektedir (83).

2.2.4.5.3. Toksik sok sendromu toksini (TSST-1)

Ilk defa 1978 yilinda tanimlanan toksik sok sendromu (TSS) derin refrakter hipotansiyon,
ishal, eritrodermi, mental konfiizyon, renal yetmezlik ve yiiksek atesle karakterize bir
tablodur. 1981 yilinda TSS’li hastalardan izole edilen S. aureus kokenlerinin pirojenik
ekzotoksin tip C ve stafilokoksik enterotoksin F adli iki toksin tirettigi saptanmistir. Ardindan
yapilan birtakim c¢alismalar sonucunda bu iki toksinin igeriginde ayni protein oldugu
sonucuna varilmis ve toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1) adi verilmistir (53).

TSST-1, siiperantijen 6zellige sahip olup, 22 kDa molekiiler agirlikta ve tstH (H insan
izolat1 oldugunu ifade eder) tarafindan kodlanan ekzotoksindir. Toksin 1s1 ve proteolizise karsi
direnglidir. Uzun siire tripsinle muamele edilmesine ragmen yapisinda bir bozulma olmaz.
TSST-1, A ve B bolgesi olmak iizere iki yakin bolgeden olusmaktadir. A bolgesi, bes iplikli
B-yumagiyla ¢evrilmis uzun bri a-heliks’e sahiptir. B bolgesi ise pence seklinde bes adet
B-ipliginden olugsmaktadir. Hurley ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada TSST-1 tizerindeki T
hiicre reseptorii (TCR) ve MHC siif II molekiillerinin baglanma bolgeleri tespit edilmis ve
TSST-1’in siiperantijenik aktivitesi icin MHC simif II molekiiliine baglanmasi gerekli oldugu
anlasilmistir (83,84). Klasik antijen sunumundan farkli olarak direkt monosit ve lenfositlere

baglanarak monokin ve lenfokin salinimina neden olur. Bunun yan1 sira TSST-1in ¢ok kii¢iik
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miktarlarda da olsa gram negatif bakterilerin endotoksinlerine karsi viicutta olusan yaniti
oldukca giiclendirici etkisi de bulunmaktadir. Buna bagli olarak TSS’de goriilen hizli
multisistemik tutulum ve klinik bulgularin ortaya ¢iktig1 kabul edilmektedir (53).

2.2.4.5.4. Enterotoksinler

Stafilokoksik besin zehirlenmeleri, enterotoksijenik aktiviteye sahip olan stafilokoklarin
gidalarda 10° kob/g veya daha vyiiksek saytya ulasmasiyla sentezlenen enterotoksinin,
alimenter yol ile alimi sonucu olusmaktadir. Enterotoksinler aslinda bir ekzotoksindir ve
sindirim sistemini etkiledikleri i¢in enterotoksin olarak adlan-irilirlar (37,92).

Ik kez 1914 yilinda Barbera tarafindan stafilokokal mastitli bir inegin siitiiniin
icilmesi sonucu mide bulantisi ile kendini gosteren akut gastrointestinal bir enfeksiyonun
olugmasiyla fark edilmis, 1930°da Dack tarafindan yapilan calismalarla stafilokok suslarinin
sentezledigi enterotoksinlerin sindirim yolu ile viicuda alinmasi sonucunda besin zehirlenmesi
meydana geldigini gostermistir (37).

Stafilokokal enterotoksinler (SE) molekiil agirligi 26-35 kDa (kilodalton) arasinda
degisim gosteren, hidroliz yoluyla 18 aminoasit tireten ve yapisinda yiiksek miktarlarda lizin,
tirozin, aspartik asit ve glutamik asit bulunduran tek zincirli proteinlerdir. Stafilokoksik besin
zehirlenmelerinden sorumlu olan stafilokokal enterotoksinler SEA, SEB, SEC, SED ve SEE
olmak tizere bes temel serolojik tipten olusur. Son yillarda yapilan caligmalarda ise SEG,
SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SES, SET, SEU ve SEV gibi
farkli bircok enterotoksinlerin varligi da bildirilmis ancak bu enterotoksinlerin gida
zehirlenmeleri ile olan iliskileri hala arastirilma konusudur (83). Daha 6nce enterotoksin F
olarak adlandirilan toksinin enterotoksin olmadigi anlasilmasi tizerine Toksik Sok Sendromu
Toksin 1 (TSST-1) olarak tanimlanmustir. F tipi toksinle yapilan hayvan deneylerinde klasik
stafilokok intoksikasyonlarinda goriilen tipik belirtiler goriilmemistir (37).

Bu toksinlerin etki mekanizmasi tam olarak agiklanamasa da sempatik aktivasyon ile
bagirsak peristaltizmini arttirdiklar1 diisiiniilmekte ve stafilokoksik besin zehirlenmelerinde
goriilen kusmalar nedeniyle santral sinir sistemini de etkileyerek norotoksik etki gdsterdigi
kabul edilmektedir. SE’ler su ve tuzlu soliisyonlarda c¢oziinerek higroskopik 6zellik
gosterirler. Enterotoksinler pH <2’de pepsin hari¢ insan intestinal sisteminin proteolitik
enzimlerine (tripsin, kimotripsin, kimozin ve papain gibi), 100 °C’de 30 dakika 1sitilmaya
(yiiksek sicakliga) ve dondurma islemine kars1 direnglidir. Stafilokokal enterotoksinlerin en
onemli 6zellikleri 1s1ya dayaniklilik olup, gidalardaki enterotoksinlerin pastorizasyon, pisirme

ya da diger 1s1 uygulamalari ile tamamen inaktive edilemedikleri bildirilmektedir.
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Enterotoksinlerin yliksek sicakliga olan direncini etkileyen bazi faktorler bulunmaktadir.
Bunlar; enterotoksinin tipi, gidanin yapisi, pH degeri ve tuz konsantrasyonudur. Yapilan
calismada (Tibana ve ark.) SEA ve SEB’nin 100 °C’de 90 dakikada, 120 °C’de 30 dakikada,
SEC’nin 100 °C’de 180 dakikada, 120 °C’de 60 dakikada tamamen inaktive oldugu
bildirilmistir. Enterotoksinler gama 1sinlarina ve kurumaya direnglidir. Staphylococcus
aureus’un tremesi i¢in gerekli optimum sicaklik derecesi 37 °C’dir ancak enterotoksin
tiretimi i¢in optimum sicaklik derecesi 40-45 °C arasinda degismektedir. Enterotoksinlerin
olusumu i¢in optimum pH degerleri 6-7 arasidir. SEA ile SEB olusumu kiyaslandiginda SEA,
pH degisikliklerine daha toleranslidir (83,91).

Stafilokokal enterotoksinler gida igerisinde enterotoksijenik ozellikteki stafilokok
hiicrelerinin ¢ogalmasi sirasinda sentezlenir. SEA ve kismen SED logaritmik faz sirasinda
SEB ve SEC ise ge¢ logaritmik faz ile erken duraklama fazinda firetilir (8). S. aureus’un
virtilans faktorlerinin diizenlenmesinden agr (accessory gene regulator) geni sorumludur. Bu
agr geninde olusacak mutasyonlar birgok stafilokokal enterotoksinler ve diger
ekzoproteinlerin olusumunun azalmasina sebep olur. Agr sayesinde gen translasyonal ve
transkripsiyonal olarak diizenlenebilir. Baz1 SE’ler agr tarafindan regiile edilebilmektedir.
SEA ve SED erken olusturuldugu i¢in agr mutasyonlarindan etkilenmemekte fakat SEB ve
SEC ge¢ olusturuldugu i¢in agr tarafindan transkripsiyonal diizeyde regiile edilmektedir (91).
Gida zehirlenmelerinde en sik rastlana enterotoksin SEA’dir ve bunu SED izlemektedir. SEB
ise nadir goriilen stafilokoksik psédomembrandz enterokolit tablosuna neden olmaktadir.
Ozellikle A kismen D tipi intoksikasyonlara sik rastlanmasinin nedenleri:

i. SEA toksinlerinin esas kaynaginin insanlar olmasi,
ii. Logaritmik {ireme fazinda birincil metabolit olarak olugturulmasi,

iii. SEA toksinlerinin zor kosullar altinda tiretilebilmesidir.

SEB ve SEC logaritmik lireme fazinin sonunda olustugu icin sekonder metabolit
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda SEB ve SEC olusabilmesi i¢in en az 20 saatlik bir
inkiibasyon siirecine ihtiya¢ vardir (37).

Staphylococcus genusunda S. aureus'tan baska enterotoksin olusturan tiirler de vardir.
Bunlar: S. haemolyticus, S. xylosus, S. equorum, S. lentus, S. capitis, S. hyicus, S. epidermidis
ve S. intermedius’ dur. Ancak S. aureus enterotoksijenik stafilokoklar igerisindeki en 6nemli
tirdiir ve koagiilaz pozitif stafilokoklardan S. hyicus ve S. intermedius’un sentezledikleri
enterotoksin miktar1 S. aureus'a gore ¢ok diistiktiir (8).

SE’ler kuvvetli gastrointestinal toksin olmalarinin yani sira nonspesifik T hiicre

poliferasyonunu ve sitokin salinimini uyaran siiperantijenlerdir. Stiperantijenler MHC sinif 11
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molekiilleri ve T hiicre reseptorlerinin spesifik V B bolgelerine baglanarak antijen sunan
hiicreler ve T lenfositlerin aktivasyonuna yol acar. Diger bir ifadeyle bilinen antijenden farkli
olarak siiperantijenler, antijen sunan hiicreler tarafindan kiiciik peptid parcalara ayrilmadan
MHC smif II molekiillerine baglanir ve T hiicre reseptorleri (TCR-T cell reseptor) ile bir
trimolekiiler form olustururlar. Gida zehirlenmeleri disinda toksik sok benzeri sendroma,

alerjik reaksiyonlara, otoimmun hastaliklara ve artrite de neden olmaktadir (8).

Tablo 1. S. aureus’un iireme ve toksin olusturma kosullar1 (37)

Faktor Ureme Toksin Olusturma

En Uygun Spektrum En Uygun Spektrum
Sicaklik (°C) 37 6,7-47,8 40-45 10-47,8
pH 6,7 4-10 6-7 4,5-9,8
a,, (su aktivitesi) 0,98 0,83-0,99 0,98 0,86- >0,99
%Nacl 0 0-20 0 0-10
?ﬁﬁ‘\j/‘;ks PRl > +200 -200/+200 > +200 -100/+200
Atmosfer Aerob Aerob-anaerob Aerob Aerob-anaerob

Stafilokokal Enterotoksin A (SEA): SEA, entA geni tarafindan kodlanir. 771 baz ¢iftinden
olusan entA geni bir bakteriyofaj tarafindan taginir. SEA prekiirsor proteinleri 257
aminoasitten olusur. Stafilokokal gida zehirlenmesine sebep olan en kuvvetli toksindir
(84,91). Duyarh insanlarda 1 pg alinmasi zehirlenme belirtilerinin ortaya ¢ikmasi igin
yeterlidir (37).

Stafilokokal Enterotoksin B (SEB): SEB, entB geni tarafindan kodlanir. 900 niikleotid
iceren SEB, 267 prekiirsor aminoasitten olusur. S. aureus’un gida zehirlenmelerinden sorumlu
tutulan entB geni krozomal yapidadir (84).

Stafilokokal Enterotoksin C (SEC): SEC, antijenik olarak SEC1, SEC2 ve SEC3 olmak
tizere {i¢ alt tipten olugmaktadir. 801 baz c¢iftinden olusan entC3 ve entC2 geni 267
aminoasitlik prekiirsor proteini kodlar. entCl geni ise 801 baz ¢iftinden olusup 266
aminoasitlik prekiirsér proteini kodlar (84). SEB ile SEC aminoasit bilesimi yoniinden
benzerlik gostermektedir. Bu benzerlik 6zellikle metiyonin ve 16sin aminoasitlerin igerikleri
acisindandir (91).

Stafilokokal Enterotoksin D (SED): Stafilokokal gida zehirlenmesine sebep olan diger bir
onemli toksin SED’dir. SED, entD (pIB485) geni tarafindan kodlanir. entD geni penisilinaz
plazmidi {izerinde taginmaktadir. Bu gen 258 aminoasitlik prekiirsdr proteini kodlar (84).
Siiperantijen SED, yiiksek diizeylerde afinite gostermek i¢cin MHC smuf II molekiilleri ile
Zn*#ye baglanir ve SED ile Zn*? birlikte kristalize olur (84,91).
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Stafilokokal Enterotoksin E (SEE): SEE, entE geni tarafindan kodlanir. entE geni 771 baz
ciftinden olusup 26.000 Da molekiiler agirligina sahip prekiirsoér proteini kodlar. Sekans
analizleri sonucunda SEA, SED ve SEE’nin aminoasit bilesimi yoniinden birbirlerine benzer
oldugu belirtilmistir (84,91).

2.2.5. Stafilokokal enterotoksinlerin siit ve siit iiriinlerindeki varhgi

Stafilokoklarin gida igerisinde iiremesi sonucu olusan enterotoksinler, stafilokok
intoksikasyonuna neden olur (57). Stafilokok intoksikasyonlar1 kisa inkiibasyon siiresi ile
karakterize olup enterotoksin igeren gidanin alinmasindan yaklagik 2-4 saat sonra mide
bulantsi, kusma, karin bolgesinde olusan kramplar ve ishal gibi semptomlar ile ortaya ¢ikar.
Toksinlerin yeri abdominal viseradir. Toksinlerin mide ¢eperini tahris etmelerine bagli olarak
noral reseptorlerin uyarilmasi sonucu kusma reaksiyonu olusur. Bu yolla toksinlerin viicuttan
emilmeden atilmasi saglanir. Stafilokokal gida zehirlenmelerinde (SGZ) kusma siklikla
gorillen bir semptomdur. Enterotoksinler, bagirsagin bazal liimenindeki suyun
absorbisyonunu ya da liimen igindeki sivinin gegis hizini inhibe ederek diyareye neden olur.
Stafilokok zehirlenmelerinde atesin goriilmedigi, hatta bazi vakalarda diistik ates gozlendigi
bilinmektedir. Sagliga yeniden kavusulmasi yaklagik 24-48 saat siirer. Cok ender durumlarda
cocuklarda ve yasl insanlarda akut dolasim kollapsina bagh 6liim goriilebilir (37,57).

Diinya capinda SE’ler halk sagligi a¢isindan ciddi risk olusturmaktadir (92).
Enterotoksin olusumu bir¢ok faktore baglidir. Bunlar; su aktivitesi, pH, ortam sicakligi, tuz
miktari, rutubet, gidanin 6zelligi ve rekabetci floradir. Olusan toksin miktar1 gida ¢esidiyle
yakindan ilgilidir (8).

Stafilokok zehirlenmelerinden sorumlu tutulan gidalar arasinda genellikle proteince
zengin ve islem gdérmiis et ve et lirlinleri, yumurta, et suyu ile yapilmis ¢orbalar ve soslar,
salatalar, siit ve siit iiriinleri, kremal1 {irlinler ve dondurmalar yer alir. Bu kapsamda stafilokok
intoksikasyonunda sorumlu tutulan gidalar arasinda ilk sirada siit ve siit Urlinleri yer
almaktadir. Siit ve siit iirlinleri, igerigindeki zengin besin maddeleri ve nétral pH’s1 sayesinde
S. aureus’un c¢ogalmasi ve enterotoksin iiretimi i¢in uygun bir ortamdir. Ozellikle mastitli
veya subklinik mastitli siit hayvanlarindan temin edilen siitiin normal siitlere karistirilmasi,
pastdrizasyon Oncesi ve sonrasi bulagsma ile muhafaza sicakligi ve siiresine bagl olarak toksin
olusmaktadir. Pastorizasyon islemi ¢ig siitteki S. aureus’u etkisiz hale getirebilir ancak SE’ler
1s1l islemden sonra bile stabil/etkin kalabilir. Rall ve ark. pastorizasyon igsleminden sonra bile

enterotoksijenik stafilokoklarin varligini gézlemlemistir (8,37,93)
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SGZ salgmlarinmn biiyiik bir kismi, Fransa ve Italya gibi pastorize edilmemis siit

tiiketiminin yaygin oldugu iilkelerde rapor edilmistir (92).

29



3. GEREC VE YONTEM

Calisma, 11 Tarim ve Orman Miidiirliigii tarafindan 26.11.2021 tarihli ve 10059539-77507
sayill yazi ile onaylanmistir (Ek1). Bu calisma Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (proje numarast:
2022/3-7 YLYS).

Bu tez calismasinda, Kahramanmaras ili merkez ve g¢evresindeki gesitli firma ve
mandiralarda satisa sunulan ¢ig kegi siitii 6rneklerinden elde edilen Staphylococcus tiirleri
dahil edildi. Calismada toplam 135 kegiden alman siit 6rnekleri, Kahramanmaras Siit¢ii Imam
Universitesi Saglik Uygulamam ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina soguk
zincir tasima (2-8 °C) ile bekletilmeden analiz yapilmak iizere getirilmistir. Fenotipik
identifikasyon testleri ardindan izole edilen suslar belirlenen ¢alisma sayisina ulasana kadar
eksi 20 °C'de stoklandi. Izolatlarin toplama islemi tamamlandiktan sonra tiim izolatlarin taze

kiiltiirleri yapilarak tiir diizeyinde analizi yapild1.

3.1. Hayvanlar

Bu c¢alismada tiir olarak Kil ke¢ilerinden yararlanilmistir. 135 kegiden alinan siit numuneleri
arastirmanin  materyalini  olusturmustur. Kegilere sagim Oncesi ve sonrasi meme

dezenfeksiyonu yapildi. Sagim icin sabah ya da aksam saatleri tercih edildi.

3.2. Gerec

3.2.1. Kullanilan cihaz ve sarf malzemeler

Kullanilan Cihazlar
e Biyogiivenlik kabini (Esco Class II BSC, Singapur)
e Buzdolab1 (Altus AL 380, Tiirkiye)
e Termal Dongii Cihazi (Applied Biosystems GeneAMP PCR System 9700, Singapur)
e Hassas Terazi (Radwag AS 220 RR, Polonya)
e Vorteks (Dragon MX-F, Cin)
e Mini Santriflij (Myfuge C1012, Kore)
e Jel Elektroforez Tanki (Thermo Owl EasyCast B2, ABD)
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e (Gili¢ Kaynagi (Thermo EC 300 XL, Malezya)

e Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Quantum ST4, Fransa)

e inkiibatdr (Heraeus B12, Almanya)

e Isiticili Manyetik Karistirict (IKA C-Mag HS 7, Almanya)

e Mikrodalga Firin (Argelik, Tiirkiye)

e Otomatik Ayarlanabilen Pipetler (Eppendorf Research Plus, Almanya)

e Otoklav (Hanshin HS 60 SL, Giiney Kore)

e DNA Dizi Analizi Cihazi (Applies Biosystems 3130 Genetic Analyzer, Japonya)

Sarf Malzemeler

e %5 Koyun Kanli Agar (Becton Dickinson, ABD, Katalog No: PA-254005.06)

e Baird-Parker Agar (OR-BAK, Tiirkiye, Katalog No: OR-PET 03)

e Centrifuge Tube 15 ml (Microcult, Tiirkiye, Katalog No: 231110)

e Eppendorf Tiip

e Tag DNA Polimeraz (Hibrigen, Tiirkiye, Katalog No: MG-KTAQ-01)

e dNTP Mix (Hibrigen, Tiirkiye, Katalog No: MG-DNTP-10-1)

e Agaroz (Hibrigen, Tiirkiye, Katalog No: MG-AGRZ-01)

e Ethidium Bromide (Vivantis, Malezya, Katalog No: PC0707-10 ml)

e 6X Blue Loading Dye (Hibrigen, Tiirkiye, Katalog No: MG-YBM-01)

e Tris-Asetat-EDTA (TAE) Buffer (Merck, Almanya, Katalog No: 1.06174.1000)

e 100 bp DNA Ladder (Hibrigen, Tiirkiye, Katalog No: MG-LDR-100)

e PCR piirifikasyon kiti (EXoSAP-IT Express PCR Product Cleanup Reagent, kat no:
78205.10.ML, Applied Biosystems, Vilnius, Litvanya)

e Sodyum Kloriir (Sigma, Almanya, Katalog No: 13423)

e Hidrojen peroksit (Merck, Almanya, Katalog No: 1.08600.1000)

e Primer dizileri (Tablo 8 ve 10)

3.2.2. Kullanilan besiverleri

3.2.2.1. %5 Koyun kanli agar

%S5 koyun kanli agar kullanima hazir plak besiyeri olarak temin edildi.
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Tablo 2. % 5 Koyun Kanl1 Agar igerigi

Bilesenler icerik
Kazeinin Pankreatik Dijesti 12,0 gr
Hayvan Dokularinin Peptik Dijesti 500r
Maya Ekstrakti 3,00r
Sigir Eti Ekstrakti 3,0gr
Misir Nigastasi 10qgr
Sodyum Kloriir 50q0r
Agar 13,5 gr
Defibrinlestirilmis Koyun Kani %5

3.2.2.2. Baird-Parker agar

Baird-Parker agar kullanima hazir plak besiyeri olarak temin edildi.

Tablo 3. Baird-Parker Agar Igerigi

Bilesenler icerik
Kazein enzimatik hidrolizati 10g
Sig1r eti ekstresi 59
Maya ekstresi 19
Sodyum piruvat 109
Glisin 12 ¢
Lityum kloriir 59
Potasyum telliirit 01g
Yumurta emiilsiyonu 50 mi
Siilfametazin 0,05¢g
Agar 15¢

3.2.3. Kullanilan Cozeltiler

3.2.3.1. Fizyolojik tuzlu su

1000 ml distile su ve 8,5 g tartilan sodyum kloriir (NaCl) 2000 mI’lik i¢erisinde manyetik
balik bulunan erlenmayere aktarildi (Tablo 4). Manyetik karistirici iizerinde homojen hale

getirildi. Otoklava konularak 121 °C'de 15 dakika steril edildi.
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Tablo 4. Fizyolojik Tuzlu Su Icerigi

Bilesenler icerik
Sodyum Kloriir 8549
Distile Su 1000 ml

3.2.3.2. Single cell lysing buffer (SCLB) soliisyonu

1 ml TE (Tris-EDTA, pH 7,4) tamponu ve 10 ul proteinaz K 5 mg/ml olacak sekilde stok
SCLB soliisyonu hazirlandi (Tablo 5)

Tablo 5. SCLB Soliisyon Igerigi

Bilesenler icerik

Proteinaz K, 5 mg/ml 10 pl

Tris-EDTA Tamponu, pH 7,4 1ml
3.3. Yontem

3.3.1. Siit orneklerinde Staphylococcus izolasyonu

Soguk zincir altinda (+4 °C) laboratuvara getirilen siit drnekleri ¢alisma zamanina (en gec 24
saat) kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandi. Biyogiivenlik kabininde, analiz i¢in alinan siit
orneklerinden 10 ml steril idrar kabina aktarildi ve tlizerine 90 ml steril fizyolojik tuzlu su
ilave edilip 2 dakika boyunca karigtirilarak homojenize edildi. Steril cam sise igerisine 1 ml
hazirlanan homojenattan ve 9 ml steril fizyolojik tuzlu su eklenerek 1/10 seyreltme diliisyonu
hazirlandi. Diliisyondan 100 pl alinip koyun kanli agara drigalski 6ze yardimiyla yiizeye
yayma yontemi ile ekim yapilarak besiyeri 37 °C'de 24-48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda besiyeri iizerinde olusan kolonilerin iiremeleri, makroskobik
morfolojileri ve hemoliz 6zellikleri kontrol edildi. Besiyerinde 1-3 mm c¢apinda, krem-sari
renkte, hafif konveks, diizgiin (S) koloniler siipheli olarak degerlendirildi. Saf kiiltiir eldesi
i¢in stafilokok oldugu diisiiniilen kolonilerden 6ze ile alinarak koyun kanli agara pasajlandi ve
37 °C'de 24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucu gelisen koloniler fenotipik
identifikasyon testlerine (Gram boyama, katalaz testi, koagiilaz testi) tabi tutuldu. Pozitif

sonug veren siipheli koloniler Staphylococcus olarak degerlendirildi.
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Sekil 3. Koyun kanli agar besiyerindeki muhtemel Staphylococcus kolonilerinin kiiltiir
gorunimu

3.3.2. izolatlarin tanimlanmasi

3.3.2.1. Gram boyama

Staphylococcus tiirlerine ait oldugu diisiiniilen ve bir giin 6ncesinde saflagtirilan kolonilere
Gram boyama yapildi. Lam {izerine bir damla % 0,9’luk NaCl alinarak siipheli koloniler 6ze
ile fizyolojik tuzlu su igerisinde homojen bir sekilde dagitildi. Oda sicakliginda kurutulduktan
sonra lam alevden 2-3 kez gecirilerek tespit edildi. Preparatlar {izerine kristal viyole
damlatildi ve 1-2 dakika bekletildikten sonra su ile yikandi. Ayni sekilde 1-2 dakika liigol
¢ozeltisi uygulandiktan sonra preparatlar su ile yikandi. % 96’lik etanol ile 10 saniye
muamele edildikten sonra preparatlar su ile yikandi. Son olarak preparatlarin {izerine sulu
fuksin boya ¢ozeltisi eklenerek 30 saniye bekletildi ve su ile yikandi. Preparatlar dik tutulup
bir siire kendi kendine kurumasi beklendi. Mikroskop altinda immersiyon yagi damlatilarak
100’1k objektif ile incelendi. Mor renkli, yuvarlak, tek tek ya da kiigiik gruplar seklinde

goriilen mikroorganizmalar gram pozitif koklar olarak tanimlandi.
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Sekil 4. On numarali siit 6rneginin Gram boyama sonrasi mikroskoptaki goriiniimii

3.3.2.2. Katalaz testi

Gram pozitif kok olan kolonilere katalaz testi uygulandi. Kati besiyerinde iiretilen siipheli
Staphylococcus tiirlerine ait koloni ekiivyon yardimiyla dikkatlice alinarak temiz bir lam
tizerinde bir damla serum fizyolojik ile siispanse edildi ve iizerine bir damla % 35’lik H,0,
ilave edildi. Lamda hidrojen peroksitin ayrigsmasi ve serbest oksijenin gaz kabarciklart halinde
gozlenir hale gelmesi katalaz enziminin varligini gosterdi. Streptokok tiirleri katalaz

negatiftir. Boylelikle streptokoklardan ayrimi gergeklestirildi.
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Sekil 5. Katalaz testi pozitif olan on numarali 6rnegin gériiniimii

3.3.2.3. Koagiilaz testi

Gram boyamada gram pozitif kok goriintimii veren ve katalaz testi pozitif olan tiim izolatlara
yapildi.

Polistiren test tiiptine 1.000 pl serum fizyolojik ve 200 ul steril taze insan plazmasi
eklenerek sulandirildi. 1/5 oraninda sulandirilmis plazma tizerine kati besiyerinden alinmig
bir-iki saf koloni eklendi. Tiip 37 °C’de 4-5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiipteki
stvinin jellesmesi koagiilaz testinin pozitif oldugunu gosterdi. Tiipte pihti olugmamasi
durumunda inkiibasyon 24 saate kadar uzatildi. 24 saat sonunda piht1 olusumu goériilmeyen

tiipler koagiilaz negatif olarak degerlendirildi.

Sekil 6. Tiip koagiilaz testi pozitif olan on numarali 6rnegin goriinimi
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3.3.3. DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu Single Cell Lysing Buffer (SCLB) prosediirii ile yapildi:

1. 1 ml TE (Tris-EDTA, pH 7,4) tamponu ve 10 ul Proteinaz-K (5 mg/ml) kullanilarak

Single Cell Lysis Buffer (SCLB) hazirlandi.

2. PCR tiipii igerisine 40 ul SCLB ve lizerine bakterinin kati saf kiiltiiriinden 6ze ile bir
koloni alinip tiipiin iginde bakteri homojenize edildi.
Sonra PCR tiipii 1s1 dongii cihazina yerlestirildi.
Is1 dongii cihazinda Tablo 6’da gosterilen program uygulandi.
Is1 dongii cihazindan ¢ikarilan PCR tiipiine 80 pl deiyonize steril distile su ilave edildi.
Vortekslenerek homojenize edildi.
Tiipler 7.000 rpm de 3,5 dakika santrifiij edildi ve iistte kalan sivi (DNA ekstrakti)
PCR’da kullanildi.

N o g &~ w

Tablo 6. Single Cell Lysing Buffer Programi

1. Basamak 2. Basamak 3. Basamak Bekletme
80 °C 55°C 8°C 8°C
10 dk 10 dk 7 dk o0

(1 dongti) (1 dongii) (1 dongii)

3.3.4. 16S rDNA PCR ile tiir tanimi

[zolasyonu yapilan érneklerin tiir diizeyinde tanimini yapabilmek igin 16S rDNA PCR ve dizi

analizi yontemi kullanildi. DNA 6rnekleri Tablo 8’deki primer dizileri kullanilarak ¢ogaltildi.

Tablo 7. 16S rDNA PCR Yonteminde Kullanilan Primer Dizileri

Primer Primer dizileri Kaynak
27F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ (04)
1492R 5’>-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’

PCR’da;

1. Tablo 8’e gore her bir drnek i¢in 48 mikrolitre PCR karigimi hazirlandi ve {lizerine 2
mikrolitre SCLB DNA ekstraksi eklendi. Her galismaya pozitif ve negatif kontrol (su)
dahil edilmistir.
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Tablo 8. Multipleks PCR Yo6nteminde PCR Karigimi

Reagen Hacim (mikrolitre)

Su 36

10x PCR tamponu 5

MgCl, (25 mM) 4

dNTP karigimi (20 mM) 0,5

Primer 27F (10 mikromolar) 1

Primer 1492R 10 mMol 1

HIBRIGEN 5 U/ul Tag DNA Polymerase 0,5

SCLB DNA Ekstrakt 2
TOPLAM 50

2. Is1dongii cihazinda amplifikasyon programi Tablo 9' da belirtilen sekilde uygulandi.

Tablo 9. 16S rDNA PCR Programi

1. Basamak 2. Basamak 3. Basamak Bekletme
94 °C 30 sn
o 55 °C 30sn o o
94 °C 3dk 725C 1.dk 30 sn 72 °C 10 dk 8°C w
40 dongii

3. Amplifikasyon iriinleri % 2'lik agaroz jelde 70 mA'de 45 dakika yiiriitiildii.

Sekil 7. Hazirlanan % 2’lik agaroz jelin, Sekil 8. % 2’li agaroz jele yiiklemesi yapilan
PCR jel dokme kabinda donmus goriintiisii tirtinlerinin tank icerisindeki goriintiisii
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Sekil 9. Jel elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi

4. Jeldeki bantlarin UV 151k altinda goriintiisii alindi (Sekil 10).

1500 bp

500 bp

Sekil 10. 1-9 numarali 6rneklerin 16S rDNA PCR amplifikasyon goriintiisii
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3.3.5. PCR iiriinlerinin sekans analizi

PCR iiriinlerinin sekans analizi USKIM (Universite-Sanayi-Kamu Isbirligi Gelistirme,
Uygulama ve Arastirma Merkezi)'den alinan hizmet ile yapildi. 16S rDNA PCR ile keskin ve
belirgin bant paternine sahip 6rneklere dizi analizi yapildi.

PCR Piirifikasyon islemi:

Ekzoniikleaz/alkalen fozfataz enzim karisimi ile yapildi. 5 pl 16S rDNA PCR iiriinii
tizerine 2 pl enzim karisimi (EXoSAP-IT Express PCR Product Cleanup Reagent, kat no:
78205.10.ML, Applied Biosystems, Vilnius, Litvanya) eklendi. Is1 dongii cihazinda 37 °C’de
15 dakika (inkiibasyon evresi) ve 80 °C 15 dakika (enzim inaktivasyon evresi) bekletildi.

Sekans PCR: 2 pul pirifiye edilmis PCR iriinti, 2 pl -Forward veya Reverse (2
pikomol), 2 pl BigDye Terminator (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Kat.
no: 4337455, Applied Biosystems, Austin, ABD), 2 ul BigDye 5X Buffer, 2 ul deiyonize
ultra saf su kullanilarak yapildi.

Sekans PCR sonrasi piirifikasyon Sefadex ile yapildi. 700 pl Sefadex kolondan
gecirilen sekans PCR firlinleri 4.600 rpm'de 2 dakika santrifiij edilerek dizileme cihazina
(3130 xI Genetic Analyzer, Applied Biosystem, Hitachi 628-0040, Japonya) yiiklendi (Sekil
11).

Forward ve reverse primerlerle elde edilen diziler Sequencher 5.4.6 yazilimi (Ann
Arbor, ABD) ile birlestirildi (Sekil 12). EzBioCloud veritabani (https://www.ezbiocloud.net/)

ile analiz edildi ve bakteri tiir tanim1 yapildi.
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Sekil 12. Sequencher 5.4.6 yazilimu ile diziler
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3.3.6. Multipleks PCR ile viriilans genlerinin saptanmasi

Stafilokokal viriilans genleri (sea, seb, sec, sed ve see) multipleks PCR yontemi ile
bakilmistir. Multipleks PCR’da kullanilan pirmerlerin niikleotid dizileri ve amplikon

uzunluklar1 Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. Multipleks PCR Ydnteminde Kullanilan Viriilans Genlerinin Primer Dizileri (95).

Primer Adi  Primer dizileri Hedef Gen Amplkon
Uzunlugu (bp)

Seal-F CCTTTGGAAACGGTTAAAACG sea 127

Sea2-R TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC

Sebl-F TCGCATCAAACTGACAAACG seb 477

Seb2-R GCAGGTACTCTATAAGTGCCTGC

Secl-F CTCAAGAACTAGACATAAAAGCTAGG sec 271

Sec2-R TCAAAATCGGATTAACATTATCC

Sedl1-F CTAGTTTGGTAATATCTCCTTTAAACG sed 319

Sed2-R TTAATGCTATATCTTATAGGGTAAACATC

Seel-F CAGTACCTATAGATAAAGTTAAAACAAGC see 178

See2-R TAACTTACCGTGGACCCTTC

1. Toplam hacmi 50 ul olacak sekilde PCR karisimi hazirlandi (Tablo 11). Her ¢alismaya
pozitif ve negatif kontrol (su) dahil edilmistir.
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Tablo 11. Multipleks PCR Yonteminde PCR Karisimi

Reagen Hacim (mikrolitre)

Su 28
10x PCR tamponu S
MgCl, 25 mM 4
dNTP karisimu 20 mM
Seal-F 10 mMol
Sea2-R 10 mMol
Sebl1-F 10 mMol
Seb2-R 10 mMol
Secl-F 10 mMol
Sec2-R 10 mMol
Sed1-F 10 mMol
Sed2-R 10 mMol
Seel-F 10 mMol
See2-R 10 mMol
HIBRIGEN 5 U/ul Taqg DNA Polymerase 0,5

o
Ul

e e e

SCLB DNA Ekstrakt 2
TOPLAM 50
2. Amplifikasyon programi Tablo 12' de belirtilen sekilde uygulandi.
Tablo 12. Viriilans Genlerin Tespiti i¢in Amplifikasyon Programi
1. Basamak 2. Basamak 3. Basamak Bekletme
94 °C 30sn
55°C 30sn
94 °C 72 °C 45sn
3dk 72 °C 10 dk 8°C =
40 dongii

3. Amplifikasyon iiriinleri % 2'lik agaroz jelde 70 mA'de 45 dakika yiirtitiildi.
4. Jeldeki bantlarin UV 151k goriintiileri alindi ve molekiiler agirhik standardi ile
karsilastirilarak degerlendirildi (Sekil 11).
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1500 bp

500 bp

Sekil 13. 1-9 numarali 6rneklerin Multipleks PCR goriintiisii

3.3.7. lstatistiksel analiz

Verilerin degerlendirilmesinde nitel degiskenler arasindaki dagilimsal farklilik Chi Square
testi ve Fisher exact testi ile incelendi. Istatistik parametreleri say1 (n) ve oran (%) ile ifade
edildi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi. Verilerin degerlendirilmesinde IBM

SPSS versiyon 22 programi ve Jamovi 2.3.16 programindan yararlanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Test ve 16S rDNA Dizi Analizi Bulgulari

Muhtemel Staphylococcus tiiriine ait kolonilere sirasiyla katalaz, Gram boyama ve koagiilaz
testi uygulanmistir. Cig kegi siitlerinden izole ettigimiz 16s rDNA pozitif 122 izolatin dizi

analizi yontemi ile tiplendirilmesi yapilmistir.

Tablo 13. izolatlarn biyokimyasal test ve 16S rDNA analiz sonuglar

Numune |- e E00 sl 1! 16S rDNA Dizi Analizi
No Izolat No az Gram Boyama | Koagiilaz | Beta Hemoliz Sonucu
1 Ureme yok
2 + Gram (-) Basil
3 S1 + Gram (+) Kok - + S. borealis
4 S2 + Gram (+) Kok - S. succinus
5 S3 + Gram (+) Kok - + S. croceilyticus
6 S4 + Gram (+) Kok + + S. argenteus
S. hominis subsp.
7 S5 i Gragly) Kok i novobiosepticus
S6 + Gram (+) Kok - Micrococcus luteus
S7 + Gram (+) Kok - S. borealis
8 ss y Gram (+) Kok ) + S. homlnls sybsp.
novobiosepticus
9 S9 + Gram (+) Kok - + S. borealis
10 S10 + Gram (+) Kok + + S. argenteus
S11 + Gram (+) Kok - + S. chromogenes
11 Ureme yok
S12 + Gram (+) Kok - Mammaliicoccus vitulinus
12 + Gram (+) Basil -
+ Gram (+) Basil -
13 S13 + Gram (+) Kok - S. croceilyticus
+ Gram (-) Basil -
14 + Gram (-) Kok -
15 Ureme yok
16 S14 + Gram (+) Kok - Micrococcus luteus
S15 + Gram (+) Kok - Tanimlanamadi.
17 S16 + Gram (+) Kok - S. equorum subsp. equorum
18 S17 + Gram (+) Kok - Micrococcus luteus
19 S18 + Gram (+) Kok + + S. argenteus
S19 + Gram (+) Kok - Tanimlanamadi.
20 + Gram (+) Basil -
S20 + Gram (+) Kok - + S. petrasii subsp. petrasii
21 S21 + Gram (+) Kok - S. chromogenes
S22 + Gram (+) Kok - S. chromogenes
22 S23 + Gram (+) Kok - Mammaliicoccus sciuri
23 + Gram (-) Kok -
+ Gram (-) Basil -
24 S24 + Gram (+) Kok - Mammaliicoccus sciuri
25 S25 + Gram (+) Kok - + Micrococcus luteus
S26 + Gram (+) Kok - S. chromogenes
26 + Gram (-) Basil -
27 Ureme yok
28 S27 + Gram (+) Kok - Mammaliicoccus sciuri
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29 Ureme yok
30 S28 + Gram (+) Kok Mammaliicoccus sciuri
31 S29 + Gram (+) Kok S. caprae
S30 + Gram (+) Kok Mammaliicoccus sciuri
32 + Gram (-) Kok
33 S31 + Gram (+) Kok + S. chromogenes
34 Ureme yok
35 Ureme yok
36 Ureme yok
37 S32 + Gram (+) Kok S. chromogenes
S33 + Gram (+) Kok S. chromogenes
38 S34 + Gram (+) Kok Mammaliicoccus sciuri
S35 + Gram (+) Kok S. arlettae
39 Ureme yok
40 Ureme yok
41 S36 + Gram (+) Kok S. aquorum subsp. equorum
42 Ureme yok
43 S37 + Gram (+) Kok S. caprae
44 Ureme yok
45 S38 + Gram (+) Kok + S. borealis
S39 + Gram (+) Kok S. caprae
46 Ureme yok
47 S40 + Gram (+) Kok S. equorum subsp. equorum
48 S41 + Gram (+) Kok S. chromogenes
49 Ureme yok
50 Ureme yok
S42 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. petrasii
51 543 + Gram (+) Kok S. chromogenes
S44 + Gram (+) Kok S. chromogenes
52 S45 + Gram (+) Kok + S. caprae
S46 Gram (+) Kok S. chromogenes
53 Ureme yok
S47 + Gram (+) Kok + S. argenteus
54 S48 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. petrasii
S49 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. jettensis
55 S50 + Gram (+) Kok S. auricularis
56 Ureme yok
57 Ureme yok
58 Ureme yok
59 Ureme yok
60 S51 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. petrasii
61 + Gram (-) Kok
62 Ureme yok
S52 + Gram (+) Kok S. auricularis
63 S53 + Gram (+) Kok Tanimlanamadi.
S54 + Gram (+) Kok + Tanimlanamadi.
64 S55 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. petrasii
65 S56 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. petrasii
S57 + Gram (+) Kok S. chromogenes
66 S58 + Gram (+) Kok Tanimlanamadi.
67 S59 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. petrasii
68 S60 + Gram (+) Kok S. chromogenes
S61 + Gram (+) Kok S. chromogenes
69 S62 + Gram (+) Kok S. chromogenes
70 S63 + Gram (+) Kok S. chromogenes
71 S64 + Gram (+) Kok S. chromogenes
S65 + Gram (+) Kok S. chromogenes
7 S66 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. petrasii
S67 + Gram (+) Kok S. chromogenes
73 S68 + Gram (+) Kok S. chromogenes
S69 + Gram (+) Kok S. chromogenes
74 S70 + Gram (+) Kok S. chromogenes
75 S71 + Gram (+) Kok S. chromogenes
76 S72 + Gram (+) Kok Tanimlanamadi.




S73 + Gram (+) Kok Tanimlanamadi.
77 S74 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. petrasii
78 + Gram (-) Kok
79 S75 + Gram (+) Kok S. chromogenes
80 S76 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. petrasii
81 + Gram (-) Kok
82 S77 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. petrasii
83 S78 + Gram (+) Kok S. simulans

S79 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. petrasii
84 S80 + Gram (+) Kok + S. caprae

S81 + Gram (+) Kok S. chromogenes
85 Ureme yok
86 S82 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp jettensis
87 Ureme yok
88 Ureme yok

S83 + Gram (+) Kok + S. caprae
89 S84 + Gram (+) Kok S. chromogenes

S85 + Gram (+) Kok + S. heamolyticus
90 S86 + Gram (+) Kok + S. caprae

S87 + Gram (+) Kok + S. caprae
91 Ureme yok
92 S88 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. petrasii
93 S89 + Gram (+) Kok S. warneri
94 S90 + Gram (+) Kok S. chromogenes
95 Ureme yok
96 S91 + Gram (+) Kok + S. croceilyticus
97 S92 + Gram (+) Kok S. chromogenes
98 S93 + Gram (+) Kok + S. caprae

S94 + Gram (+) Kok S. chromogenes
99 Ureme yok
100 S95 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. jettensis
101 Ureme yok
102 Ureme yok
103 - Gram (+) Kok
104 S96 + Gram (+) Kok + S. auricularia
105 S97 + Gram (+) Kok S. chromogenes
106 - Gram (+) Kok
107 - Gram (+) Kok
108 Ureme yok
109 Ureme yok
110 S98 + Gram (+) Kok S. epidermidis
111 + Gram (-) Basil
112 + Gram (-) Basil

S99 + Gram (+) Kok S. chromogenes
113 S100 + Gram (+) Kok + S. caprae
114 S101 + Gram (+) Kok + S. caprae
115 S102 + Gram (+) Kok + S. petrasii subsp. petrasii
116 Ureme yok
117 Ureme yok
118 S103 + Gram (+) Kok Tanimlanamadi.

+ Gram (+) Basil
119 S104 + Gram (+) Kok S. chromogenes
+ Gram (-) Basil

A + Gram (+)Basil
121 Ureme yok
122 + Gram (-) Basil
123 S105 + Gram (+) Kok + S. caprae

S106 + Gram (+) Kok Micrococcus luteus
124 + Gram (-) Kok

S107 + Gram (+) Kok + Tanimlanamadi.
125 S108 + Gram (+) Kok Tanimlanamadi.

S109 + Gram (+) Kok S. chromogenes
126 S110 + Gram (+) Kok S. chromogenes
127 S111 + Gram (+) Kok Tanimlanamadi.
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128 S112 + Gram (+) Kok S. chromogenes

129 S113 + Gram (+) Kok Tanimlanamadi.
S114 + Gram (+) Kok Tanimlanamadi.

130 S115 + Gram (+) Kok S. lugdunensis
S116 + Gram (+) Kok S. auricularis
S117 + Gram (+) Kok S. delphini

131 S118 + Gram (+) Kok S. chromogenes
S119 + Gram (+) Kok S. lugdunensis
S120 + Gram (+) Kok Tanimlanamadi.

132 S121 + Gram (+) Kok Tanimlanamadi.
S122 + Gram (+) Kok Tanimlanamadi.

133 Ureme yok

134 Ureme yok

135 Ureme yok

Onbes farkli koagiilaz negatif ve iki farkli koagiilaz pozitif stafilokok tiirii izole edildi. Izole
edilen organizmalar arasinda KNS en yaygin bakteri olarak saptandi (Tablo14). Koagulazdaki
dagilimsal farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001).

Tablo 14. izole edilen KNS ve KPS

. auricularis (4)

. arlettae (1)

. borealis (4)

. caprae (12)

. chromogenes (36)

S S. argenteus (4)
S

S

S

S

S. croceilyticus (3)

S

S

S

S

S. delphini (1)

. epidermidis (1)
. equorum subsp. equorum (3)

. heamolyticus (1)

. hominis subsp. p<0,001
novobiosepticus (2)

S. lugdunensis (2)

S. petrasii subsp. petrasii (14)
S. petrasii subsp. jettensis (3)
S. simulans (1)

S. succinus (1)

S. warneri (1)

Toplam: 89 Toplam: 5

4.2. Baird-Parker Agar’da Ureme

Caligmadan Once S. aureus’un tanimlanmasinda secici besiyeri olarak Baird-Parker agarin
kullanilmast planlandi, ancak yapilan denemelerde diger stafilokok tiirlerinden ayrimi

saglanamadigindan kullanimidan vazgecildi (Sekil 13). Deneme g¢alismasi Mikrobiyoloji
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Laboraruvari'nda rutin uygulamadan izole edilen ve BD Phoenix otomatik identifikasyon

sisteminde tanimlanan stafilok suslari ile yapilmistir.

Sekil 14. Staphylococcus tiirlerinin Baird-Parker agarda koloni goriintiileri
4.3. Multipleks PCR ile stafilokokal viriilans genlerinin saptanmasi

Multipleks PCR analizi sonucunda incelenen 135 6rnegin hicbirinde stafilokokal viriilans geni

(SEA, SEB, SEC, SED ve SEE) varlig1 saptanmamastir.
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5. TARTISMA

Bu caligmada, Kahramanmaras ilindeki farkli firma ve mandiralardan temin edilen ¢ig keci
siiti orneklerinde stafilokok tiirlerinin izolasyonu ve elde edilen stafilokok izolatlarinda
virlilans faktorlerinin varliginin molekiiler yontemle tespit edilmesi amaglanmistir.

Siit, yasamin her déoneminde gerek duyulan mikro ve makro besin dgelerini igeren bir
gida maddesidir. Beslenme uzmanlarina gore siit ve siit tirtinleri saglikli ve dengeli bir diyetin
onemli bir pargasidir (1,96). Siit ayn1 zamanda mikroorganizmalarin kolayca gelisebilecegi
pH degerlerinde (6,4-6,8 pH) olmasi ve yapisal olarak 6nemli bilesikler igermesi nedeniyle
mikroorganizmalarin gelisimi i¢in ideal bir iireme ortami olugturmaktadir. Sagim kosullari,
depolama ve siite uygulanan islemler sonucunda siitte mikrobiyal kontaminasyon gelisebilir.
Kontaminasyon sonucunda mikroorganizma tehlikeli sayilara ulasarak insanlarda ¢esitli
enfeksiyon ve gida zehirlenmelerine neden olmaktadir.

Staphylococcus spp. cesitli enfeksiyonlara ve gida kaynakli zehirlenmelere neden
olabilen halk sagligi agisindan Onemli mikroorganizmalardir. Koagiilaz pozitif olan
Staphylococcus aureus, siit ve siit tirlinlerinde siklikla goriilen ve diinya ¢apinda gida kaynakli
zehirlenmelere yol acan bir patojendir. Koagiilaz negatif stafilokoklar uzun siiredir
kommensal ve kontaminant bakteriler olarak degerlendirilmesine karsin, insanlarda patojenik
etkilerinin oldugu ve ¢esitli enfeksiyonlara sebep olduklar1 bilinmektedir. KNS igerisinde en
sik izole edilen tiirler S. epidermidis, S. xylosus, S. chromogenes ve S. simulans’tir. Bu tiirlerin
disinda S. caprae, kegilerde yaygin olarak bulunan tiirdiir. S. aureus o6zellikle klinik ve/veya
subklinik mastitli hayvanlardan sagilan siitler enteropatojenik stafilokok suslarmmin 6nemli
kaynagint olusturmaktadir (97, 98) Giiniimiizde S. hyicus ve S. intermedius gibi diger
koagiilaz pozitif stafilokoklarmn (KPS) ve az da olsa Staphylococcus epidermidis ve
Staphylococcus xylosus gibi koagiilaz negatif stafilokoklarin (KNS) enterotoksin iirettigi
belirlenmistir (99).

Bakteriler; mikroskopi, belirli besiyerlerinde iireme, biyokimyasal ve serolojik testler,
antibiyotik duyarlilik testleri gibi geleneksel mikrobiyoloji yontemleri kullanilarak
siiflandirilabilmektedir. Son yillarda, molekiiler mikrobiyoloji yoOntemleri bakteriyel
tanimlamada devrim yaratmigtir. 16S ribozomal DNA (rDNA) gen dizilemesi popiiler bir
yontemdir. Bu yontem geleneksel yontemlerden daha hizli ve daha dogru olmakla kalmayip,

ayn1 zamanda laboratuvar kosullarinda yetistirilmesi zor olan suglarin tanimlanmasia da
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olanak saglamaktadir. Ayrica, suslarin molekiiler diizeyde farklilik gostermesi, fenotipik
olarak ayni bakteriler arasinda ayrim yapilmasini saglamaktadir.

16S rRNA, kompleks protein bir yap1 ile birleserek bakteriyel ribozomun 30S alt
birimini olusturmaktadir. Ribozomun olusumundaki temel islevi nedeniyle tiim bakterilerde
mevcut olan ve yiiksek oranda korunan 16S rDNA geni tarafindan kodlanmaktadir, ayni
zamanda belirli tiirler i¢in parmak izi gorevi gorebilecek degisken bolgeler de icermektedir.
Bu ozellikleri nedeniyle 16S rDNA geni, bakterilerin tanimlanmasi, karsilastirilmasi ve
filogenetik siiflandirilmasinda kullanilmaktadir (100).

Bakteri ve arkeler i¢in 16S rDNA gen dizilerinin tip suslarinin ¢ogu Genbank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) gibi halka agik veritabanlarinda mevcuttur. Ancak,
bu veritabanlarinda bulunan dizilerin kalitesi genellikle dogrulanmamaktadir. Bu nedenle,
yalnizca 16S rDNA dizilerini toplayan ikincil veritabanlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir
(101). Bu nedenle calismamizda stafilokok izolatlarimizin tiplendirilmesi i¢in EzBioCloud
veritabani tercih edilmistir.

Arastirmamiz sonucunda izole edilen stafilokok tiirleri, genel olarak koagiilaz negatif
karakterde olup S. chromogenes (36), S. petrasii subsp. petrasii (14), S. caprae (12),
S. borealis (4), S. auricularis (4), S. croceilyticus (3), S. equorum subsp. equorum (3),
S. petrasii subsp. jettensis (3), S. hominis subsp. novobiosepticus (2), S. lugdunensis (2),
S. epidermidis (1), S. succinus (1), S. warneri (1), S. arlettae (1), S. simulans (1),
S. heamolyticus (1) olarak belirlenmistir (toplam 89 izolat). Koagiilaz pozitif stafilokok tiirleri
olarak S. argenteus (4) ve S. delphini (1) izole edilmistir (toplam 5 izolat). S. argenteus,
fenotipik ve genotipik olarak S. aureus’la benzerlik gosteren, yeni tanimlanmis koagiilaz
pozitif bir stafilokok tiiriidiir. Stafiloksantin eksikligi olan S. argenteus, S. aureus gibi
besiyerinde karakteristik altin rengi gdstermez. Tayvan’dan bir grup ClinProTools yazilimi
kullanarak MALDI-TOF MS yontemi ile S. argenteus’u S. aureus’tan basariyla ayirdigini
bildirmistir. MALDI-TOF MS yonteminin yanisira tanimlama ig¢in S. argenteus'ta 60
aminoasitlik kismi eksik nonribozomal peptid sentaz genini hedefleyen PCR yontemi bu iki
tiirlin ayrimim1 yapmada basarili bulunmustur. Japonya’da S. argenteus enterotoksinlerinin
neden oldugu besin zehirlenmesi vakalart bildirilmistir. Yapilan in vitro bir ¢aligmada S.
argenteus’un sitotoksik alfa hemolizin toksini S. aureus’tan daha yiiksek viriilans gostermistir
(102). Calismamizda izole edilen S. argenteus izolatlarinda enterotoksin A-E saptanmamustir.
Caligmamizda stafilokok izolatlarinda enterotoksin geni saptanmasinda konvansiyonel
multipleks PCR kullanilmistir. Caligma 6ncesi yapilan gii¢ analizinde minimum Ornek sayist

135 olarak belirlenmistir. Erisilebilen yayinlarda gercek zamanli PCR yontemi, tekli/her bir
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toksin i¢in ayr1 ya da internal kontrol dahil edildiginde en az ii¢ ayr tiipte test edilmesi
gereken multipleks PCR olarak kurgulanmis oldugundan ekonomik nedenle bu yontemin

kullanilmasindan vazgegilmistir.

Stafilokok tiirleri disinda Staphylococcaceae ailesine ait Mammaliicoccus sciuri (6),
Mammaliicoccus vitulinus (1) ve Micrococcus luteus (5) tirleri de izole edilmistir. Bu
calismada farkl: tiirde koagiilaz negatif stafilokok izole edilmesinin sebebinin, kegilerin genel
olarak hijyenik olmayan ¢evre kosullarinda barindirilmasi olabilecegi diisiintilmektedir.

Cig keci sitlerinde yapilan calismalarda Staphylococcus tiirleri agisindan farkl
izolasyon oranlart bildirilmistir. Bu ¢alismada 135 siit 6rneginin 98’inde (% 72,5) 122 bakteri
izolat1 elde edilmistir. Bu 122 izolatin 94’1 (% 77) Staphylococcus tiirii olarak belirlenmistir.
Geriye kalan 16 izolat tanimlanamamis ve 37 Ornekte ise bakteriyel lireme goriilmemistir.
Ayrica izole edilen organizmalar arasinda KNS en yaygin bakteri olarak saptanmistir. Benzer
sekilde Bochev ve ark. (2005) Bulgaristan’da yaptiklar1 ¢alismada 96 ¢ig keci siitii 6rneginin
% 19,8’inin S. aureus (19 adet) ve % 80,2’sinin KNS (77 adet) ile kontamine oldugunu
bulmuslardir (103).

Alian ve ark. (2012) iran’m cesitli eyaletlerinde rastgele segcilen siiriilerden 80 ¢ig keci
stitii 6rnegi toplayarak yaptiklari ¢alismada 5 ornekte (% 6,3) S. aureus izole etmislerdir
(104).

Qian ve ark. (2019) Cin’de yaptiklar1 ¢alismada 289 ¢ig kegi siitii 6rneginden 68’inin (%
23,5) koagiilaz pozitif S. aureus igerdigini belirtmislerdir (105).

Coimbra-e-Souza ve ark. (2019) Brezilya’da 176 ¢ig kegi siitii 6rnegi ile yaptiklari
caligmada sekiz farkli Staphylococcus tiirii tanimlamiglardir. Siklik sirasiyla; S. epidermidis
(15/51, % 29) ve ardindan S. lugdunensis (11/51, % 22), S. aureus (7/51, % 14), S. simulans
(6/51, % 12), S. caprae (3/51, % 6), S. capiitis (2/51, % 4) ve S. pausteri (1/51, % 2) tespit
etmislerdir (106).

Diger bir calismada Chai ve ark. (2020), Malezya’da 332 emziren kegiden toplam 664
(sol ve sag meme) kegi siitii 6rneginin 198’inde (% 29,8) S. aureus saptamislardir (107).

Silva Junior ve ark. (2021) Brezilya’da yaptiklar: bir aragtirmada 510 adet ¢ig keci siitii
orneginin 98’1 (% 22,6) S. aureus ve 71’1 S. epidermidis olmak {izere toplam 161 (% 37,1)
KPS ve 273 (% 62,9) KNS igerdigini gozlemlemislerdir. En ¢ok izole edilen S. aureus ve
S. epidermidis disinda 22 6rnekte S. hyicus (% 5,1), 41 6rnekte S. intermedius (% 9,4), 46
ornekte S. simulans (% 10,6), 32 ornekte S. haemolyticus (% 7,4), 14 ornekte S.hominis

subsp. hominis (% 3,2), 10 6rnekte S. saprophyticus (% 2,3), 16 6rnekte S. lugdunensis (%

52



3,7), 21 ornekte S. sciuri (% 4,8), 21 ornekte S. schleiferi subsp. schleiferi (% 4,8), 7 6rnekte
S. cohnii subsp. cohnii (% 1,6), 16 6rnekte S. xylosus (% 3,7), 9 ornekte S. auricularis (%
2,1), 9 6rnekte S. warneri (% 2,1) ve 1 6rnekte S. cohnii subsp. urealyticum (% 0,2) olmak
tizere 3 farkli KPS ve 13 farkli KNS igerdigini belirtmislerdir (108).

Yapilan ¢alismalar incelendiginde genel olarak ¢ig siit 6rneklerinde yiiksek oranlarda
Staphylococcus tiirlerinin izole edilebilebildigi goriilmektedir. Aragtirmamizda 15 farkli KNS
ve 2 farkli KPS tiir tanimlanmustir. Bu ¢alismada tespit edilen Staphylococcus tiirleri mevcut
calismalar ile benzerlik gostermektedir. Staphylococcus tiirlerinin farkliligi hayvanin tiird,
cografya, siit sagim-isleme kosullart ve kontaminasyon noktalarinin farkliliklar: ile
agiklanabilir.

Enterotoksijenik stafilokoklarin besin maddesinde 10° veya daha fazla kob/g
diizeylerine ulagmis olmasi enterotoksin tiretmek igin yeterli bir miktar olarak kabul edilir ve
genellikle gida kaynakli zehirlenmeye neden olur. Intoksikasyonun klinik belirtilerinin
goriilmesi i¢in 100 gr gida icerisinde en az 100 ng stafilokokal enterotoksin igermesi gerektigi
bildirilmektedir. Toksinlerin olusumunda susun tipi, gidanin yapisi ve bilesimi, sicaklik, diger
fiziksel ve kimyasal parametreler ile inhibitorlerin varligi rol oynar (8,37). Cig kegi siitleri ile
yapilan ¢alismalarda farkli diizeylerde enterotoksin varligi bildirilmistir.

Valle ve ark. (1990) yaptiklar1 calismada saglikli kegilerden izole ettikleri 70 KPS ve
272 KNS olmak iizere toplamda 342 stafilokok izolati elde etmislerdir. Calismada kullanilan
133 adet keginin 17’sinin siitinde SEA, SEB ve SEC tespit etmisler ve izolatlarin en ¢ok SEC
yoniinden pozitif oldugunu bildirmislerdir (109).

Rahimi ve ark. (2013) Iran’da 50 inek, 40 koyun, 40 kegi, 30 deve ve 40 manda olmak

lizere toplamda 200 ¢ig siit numunesinden elde ettikleri 22 S. aureus susunun 15 tanesinin

enterotoksijenik oldugunu bildirmislerdir. 40 kegi siitii 6rneginin 3’{inde S. aureus pozitifligi

ve 2’sinde SEC toksini tespit edildigini belirtmislerdir. En yiiksek S. aureus prevalansinin
manda siitiinde (% 17,5) bulundugunu ve bu siray1 inek (% 16,0), koyun (% 10,0), kegi (%
7,5) ve deve siitiiniin (%3,4) izledigini belirlemislerdir. Numunelerdeki SE’lerin 6’sinin (%
27,3) SEA, 4’tiniin (18,2) SEC, 3’iiniin (% 13,6) SED, 1’inin (% 5,0) SEB ve 1’inin hem SEA
hem SEC oldugunu saptamislardir (110).

Cavicchioli ve ark. (2015) Brezilya’da inceledikleri 53 ¢ig kegi siitli Orneginin
hepsinde Staphylococcus spp. iiremesi tespit etmisler ancak bunlarin 48’inin enterotoksijenik

oldugu ve en ¢ok SEC toksini yoniinden pozitif oldugunu saptamislardir (111).
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Omwenga ve ark. (2019) Kenya’da toplamda 603 ¢ig siit numunesi olmak iizere 57
sigir, 346 keci, 8 koyun, 4 deve ve 188 havuzlanmis siit kullanmislardir. Toplanan siit
numunelerin 85’inde enterotoksik genler barindiran potansiyel olarak patojenik S. aureus
tespit etmislerdir. En sik karsilasilan gen SEE olup bunu SEA ve SEC izlemis olup SED
genini hig tespit etmemislerdir (112).

Widianingrum ve ark. (2021) Endonezya’da 46 inek ve 29 keci olmak tizere toplam 75
stitte S. aureus izole etmislerdir. SEH genini 21 inek siitii 6rneginde izole ederek en sik
gbzlenen gen oldugunu tespit etmislerdir. SEH geni disinda SEA (8 izolatta), SEG ve SEI (her
biri 4 izolatta) genlerini izole etmislerdir. Kegi siitii 6rneklerinin 2’sinin enterotoksijenik
S. aureus igerdigini ve bunlarin da SEC pozitif oldugunu saptamislardir (113).

Ulkemizde ise Bilgin ve ark. (2022) yaptiklar1 ¢alismada 50 ¢ig keci siitii rneginin
5’inde, 25 kegi kremasi 6rneginin 2’sinde ve 25 kegi peyniri érneginin 6’sinda olmak tizere

toplam 100 6rnegin 13’liniin enterotoksijenik S. aureus igerdigini belirtmislerdir. 13 susun

SEA, 9 susun SEC, 8 susun SED ve 2 susun SEB yoniinden pozitif oldugu bildirilmistir

(114).

Glinday (2017) Aydin’da yapmis oldugu arastirmada toplam 86 adet ¢ig siit Ornegini
stafilokokal enterotoksin yoOniinden analiz etmis ve Orneklerin hicbirinde stafilokokal
enterotoksin saptamamislardir (115).

Calismamizda toplanan 135 ¢ig kegi siitii 6rneginin higbirinde stafilokokal viriilans
geni (sea, seb, sec, sed ve see) varligmna rastlanmamstir. Orneklerin hicbirinde insanda
patojen olarak sik karsilagilan S. aureus gibi stafilokok tiirlerinin saptanmamasi veya diisiik
oranda saptanmasi, ¢alismada saptanan tiirlerin kegi siitiiniin normal florasini yansittigini

diistindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda ¢ig kegi siiti Orneklerinin higbirinde stafilokokal enterotoksin varligina
rastlanmamakla birlikte Staphylococcus tiirlerinin yiiksek oranda izole edildigi gortilmektedir.
Giliniimiizde yogun olarak tiiketilen siit ve siit Uriinleri yiiksek besin igerigi nedeniyle
mikroorganizma ile kontaminasyona maruz kalarak insan sagligi i¢in zararli olabilmektedir.
Bu nedenle iiretimin her asamasinda hijyen kurallarina uyulmasi ve siirekli kontrol ile

stafilokoklar yanisira diger etkenlerin de bulasmasinin oniine gegecegi diisiiniilmektedir.
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