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Bu calismada ilk olarak S. aureus sayiminda kullanilan {i¢ selektif besiyerinden elde
edilen sayim sonuclar1 karsilastirilmistir. Baird Parker Agar (BPA) ve Mannitol Salt
Agar (MSA) besiyerlerine gore Giolitti Cantoni Broth (GCB) besiyeri ile yapilan
analizlerin sayim sonuglar1 daha diisiik diizeyde bulunmustur.

Sonraki asamada BPA ve MSA kati besiyerinde sayim icin yapilan ekimlerde bu
besiyerlerinden S. aureus kolonileri yaninda tipik olmayan S. aureus' a benzeyen
koloniler ile S. aureus olmadigi cok belirgin koloniler de izole edilip tanimlanmislardir.
Bu sekilde elde edilen 99 adet izolatin 91 adedinin tanimlamasi, cins ya da tiir bazinda
tatmin edici ayrintida yapilmstir.

Buna gore 12 basil, 6 maya, 30 Enterococcus spp. ve 19 Micrococcus spp. S. aureus
icin selektif olan kat1 besiyerlerinde geliserek koloni olusturmuslardir. Ayrica izolatlarin
11 adedi S. aureus iken, 3 adet S. anaerobius, 1 adet S. coagulans, 3 adet S.
intermedius, 2 adet S. lentus ve 1 adet S. xylosus tanimlanmistir. Bunlarin diginda 1 adet
izolatin S. haemolyticus ya da S. saprophyticus ve 2 adet izolatin ise S. hominis ya da S.
piscifermentans olduguna karar verilmistir.

Tiim bu veriler dogrultusunda Beyaz peynirlerde standart analizde kullanilan BPA
besiyeri, bu caligmada elde edilen bulgulara gére tatmin edici sonuglar vermistir.

2006, 56 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

ENUMERATION and IDENTIFICATION of Staphylococcus aureus in
WHITE PICKLED CHEESE in VARIOUS SELECTIVE CULTURE MEDIA

Yeliz KONAC

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. A. Kadir HALKMAN

In this study first of all, the enumeration results which are obtained from three selective
media for S. aureus enumeration, are compared. Compared to Baird Parker Agar and
Mannitol Salt Agar media, the enumeration results of the analyses that are done with the
Giolitti Cantoni Broth medium are found much less.

As a following step, at the BPA and MSA solid media in the plates for the enumeration,
there are both S. aureus colonies of these media and similar of its atypical S. aureus
colonies and there are also the colonies that are clear not to be S. aureus and strains are
identified. Among the 99 strains, 91 of them are identified in satisfied detail.

According to that; 12 bacilli, 6 yeasts, 30 Enterococcus spp. and 19 Micrococcus spp.
grow at the solid media that are selective for S. aureus and they are formed colonies.
Besides; when 11 of strains of are S. aureus, 3 of S. anaerobius, 1 of S. coagulans, 3 of S.
intermedius, 2 of S. lentus and 1 of S. xylosus are identified. Apart from these, it is
decided that 1 of strains is S. haemolyticus or S. saprophyticus and 2 of strains are S.
hominis or S. piscifermentans.

Parellel of all these data, the BPA medium that is used in the standart analyses of white
cheese, pans out satisfied results according to the symptoms gained from this study.

2006, 56 pages

Key Words: Staphylococcus aureus, BPA, enumeration, cheese, identification
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1. GIRIS

Peynir teknolojisi, siit endiistrisi i¢inde iirlinlerin ¢esitliligi agisindan en genis ve izlenen
islemler bakimindan en karmagik bir {retimdir. Peynir, basit anlamda siitiin
pihtilagtirilmasi ve sonradan siiziilmesi suretiyle elde edilen bir mamul olmasina kargin

yeryiiziindeki ¢esitleri 1000' e yaklagsmaktadir (Uraz 1988).

Tiirk Standartlar1 Beyaz Peynir Standardinda Beyaz peynir, "inek siitli, koyun siitii,
manda siitli, keci siitii veya karigimlarinin pastorize edilmesi ve teknigine gore
islenmesi, gerektiginde katki maddelerinin ilavesi ve olgunlastirilmasi sonucu elde

edilen mamul" olarak tanimlanmistir (Anonim 2006a).

Peynirler; genellikle siitlin, peynir mayasi veya organik bir asitle ya da pihtilastirict bir
unsurla karigtirildiktan sonra koagiile olmasi, pithtinin pargalanmasi, peynir suyunun
ayrilmasi, telemenin kesilmesi, 1sitilmasi veya daha fazla eksitme ya da diger bazi
islemlere tabi tutmak suretiyle yapilirlar. Elde edilen peynir ya da piht1 parcalari
tuzlanir, kaliplanir ve preslenir. Olgunlagmalar: birkag¢ giinden, birka¢ aya kadar hatta

birkag¢ seneye kadar uzayabilir (Metin 1977).

Siit ve siit urlinleri sanayindeki teknolojik yapi incelendiginde bu sektoriin oldukga
karakteristik bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir. Gida sanayinin diger dallarinda
isletmelerin teknolojik olanaklar1 arasinda farklar siit¢iiliikteki kadar biiyiik degildir.
Siitgiiliikte yelpaze "Kara Mandira" diye tanimlanan ve birka¢ kap-kagak ile iiretim
yapan mevsimlik gezgin mandiralar ve olduk¢a modern teknolojiye sahip olan
isletmeler arasinda acilim gostermektedir. Dolayisiyla bu tiir isletmelerin siit isleme
kapasiteleri de giinde birkag yiiz kilo ile 100-200 ton arasinda degismektedir (Armagan
vd. 2004).

Tiirkiye' de iiretilen ¢ig siitiin yaklasik olarak % 40' 1 kaynakta tiiketilmekte, % 60' 1
pazara sunulmaktadir. Modern siit isletmelerine giden siit miktar1 % 10 kadardir. Beyaz

peynir i¢in kurulu kapasite 1,1 milyon ton olup bunun % 25 kadar1 kullanilmaktadir.



Buna gore 2005 yili iiretim miktar1 267.000 ton olarak tahmin edilmektedir (Anonim

2006b).

Beyaz peynirlerde Staphylococcus aureus' un neden oldugu gida kaynakli zehirlenmeler
hakkinda bir bilgi yoktur. Bununla beraber, 6zellikle acik semt pazarlarinda satilan

Beyaz peynirlerde pek ¢ok patojen oldugu da bildirilmektedir.

Bu c¢alisma, Beyaz peynirlerde S. aureus' un sayilmasinda kullanilan farkl
besiyerlerinin ve yontemlerin kiyaslanmasi amaciyla yapilmistir. Ayrica kullanilan
besiyerlerinden izole edilen tipik kolonilerin gercekten S. aureus olup olmadigi ve tipik
olmayan kolonilerin hangi bakterilere ait oldugu arastirilarak, besiyerlerinin selektivitesi

degerlendirilmistir.

Bu amagcla 40 peynir 6rneginde Baird Parker Agar ve Mannitol Salt Agar besiyerlerinde
standart kiiltiirel yontem ile ve Giolitti Cantoni Broth besiyerinde En Muhtemel Say1
(EMS) yontemi ile sayim yapilmis, izole edilen bakterilere standart tanimlama testleri

uygulanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Staphylococcus Hakkinda Genel Bilgi

Staphylococcus terimi mikroskop altindaki karakteristik goriiniimleri nedeniyle eski
Yunancada {liziim salkimi anlamina gelen "staphyle" sozciigiinden tiiretilmis ve ilk

olarak Iskogyali cerrah Alexander Ogston tarafindan kullanilmistir (Cayan 2000).

Stafilokoklar ilk kez Pasteur ve Koch tarafindan gozlenmis, ancak ayrintili ¢alismalar
ilk olarak 1881' de Ogston ve 1884' te Rosenbach tarafindan yapilmistir. Rosenbach,
irinli yaralardan saf kiiltlir olarak elde ettigi kolonilerin altin saris1 renginden dolay1
Staphylococcus aureus adini kullanmis, Staphylococcus epiderimidis' in derinin normal

floras1 oldugunu gostermistir (Cookson et al. 2003).

Zaman iginde farkli kaynaklara gore Staphylococcus cinsi igindeki tiir ve alt tiirler
oldukca degiskenlik gostermektedir. Ornegin; mikrobiyolojideki temel kaynaklardan
birisi olan Bergey's Manual of Dereminative Bacteriology (Anonymous 1994) adli
kaynaga gore bu cins altinda S. arlettae, S. aureus subsp. anaerobius; S. aureus subsp.
aureus; S. auricularis; S. capitis subsp. capitis, S. capitis subsp. ureolyticus, S. caprae,
S. carnosus, S. caseolyticus, S. chromogenes, S. cohnii subsp. cohnii, S. cohnii subsp.
urealyticum, S. delphini, S. epidermidis, S. equorum, S. felis, S. gallinarum, S.
haemolyticus, S. hominis, S. hyicus, S. intermedius, S. kloosii, S. lentus, S. lugdunensis,
S. muscae, S. pasteuri, S. piscifermentans, S. saccharolyticus, S. saprophyticus, S.
schleiferi subsp. coagulans, S. schleiferi subsp. schleiferi, S. sciuri, S. simulans, S.
vitulus, S. warneri, S. xylosus olmak iizere 36 tiir ve alt tiir varken, diinyanin 6nde gelen
kiltir  koleksiyonlarindan  birisi  olan DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH)' de (Anonymous 2003) bunlara ilaveten,
Staphylococcus condimenti, Staphylococcus fleurettii, Staphylococcus lutrae,
Staphylococcus nepalensis, Staphylococcus pulvereri, Staphylococcus succinus subsp.
casei tirleri ve alt tirleri de yer almakta ayrica S. carnosus tiirii Staphylococcus

carnosus subsp. carnosus ve Staphylococcus carnosus subsp. utilis olarak, S. equorum



tlra Staphylococcus equorum subsp. equorum ve Staphylococcus equorum subsp. linens
olarak, S. hominis tiirii Staphylococcus hominis subsp. hominis ve Staphylococcus
hominis subsp. novobiosepticus olarak, S. saprophyticus tiirii Staphylococcus
saprophyticus subsp. bovis ve Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus
olarak, S. sciuri tiiri Staphylococcus sciuri subsp. carnaticus, Staphylococcus sciuri
subsp. lentus Staphylococcus sciuri subsp. rodentium ve Staphylococcus sciuri subsp.
sciuri olarak gosterilmekte, bunlardan Staphylococcus sciuri subsp. lentus' un dogrudan
S. lentus ve benzer sekilde Staphylococcus hyicus subsp. chromogenes' in S.
chromogenes adimi aldigi belirtilmektedir. Aymi kaynaga gore Staphylococcus

caseolyticus tiirti, Macrococcus cinsine taginmustir.

Daha eski kaynaklarda taksonomik yapi1 olduk¢a farklidir. Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology (Schlefier 1986) adli kaynaga gore bu tiirlin sadece 19 tiirii
vardir. Bunlar, adi gegen kaynaktaki siralama ile; S. aureus, S. epidermidis, S. capitis, S.
warneri, S. haemolyticus, Staphylococcus hominis, S. saccharolyticus, S. auricularis, S.
saprophyticus, S. cohnii subsp. 1, S. cohnii subsp. 2, S. xylosus, S. simulans, S.
carnosus, S. intermedius, S. hyicus subsp. hycius, S. hyicus subsp. chromogenes, S.
caseolyticus, S. sciuri, S. lentus, S. gallinarum, S. caprae seklindedir.

Staphylococcus cinsi iginde S. aureus subsp. anaerobius ve S. aureus subsp. aureus gibi
bazi alt tiirlerin dogrudan S. anaerobius ve S. aureus seklinde isimlendirilmeleri
yaygindir ve ¢ogu kaynakta da bu sekilde kullanilmaktadir (Anonymous 2003). Buna

bagli olarak bu ¢alismada alt tlirler dogrudan tiir ad1 ile verilmistir.

Micrococcaceae familyasi iiyesi olan Staphylococcus tiirleri Gram pozitif 0,5-1,5 um
capinda kok seklinde, spor olusturmayan hareketsiz, katalaz pozitif, fakiiltatif anaerob

bakterilerdir (Tiikel ve Dogan 2000).

Stafilokoklar, sporsuz bakteriler icinde c¢evre sartlarina ve dezenfektanlara en g¢ok
dayanan, kiiltiirlerde 4 °C' de 2-3 ay, -20 °C' de 3-6 ay dayanma siiresine sahip
mikroorganizmalardir. 60 °C' de 30 dakikalik 1s1l isleme dayanabilirler. Antibiyotiklere



karst ¢cok cabuk diren¢ olustururlar. Sahip oldugu penisilinaz etkisiyle penisilinin

etkisini ortadan kaldirirlar (Yiice 1992, Kloos and Bannerman 1995).

Siv1 besiyerlerinde c¢ogalmalart sonucunda bulaniklik ve cokelti olustururlar. Kati
besiyerlerinde aerob ve anaerob ortamlarda kolayca iireyebilirler. Gram pozitif olan

stafilokoklar, yasl kiiltiirlerde Gram negatif 6zellik verirler (Yiice 1992).

Staphylococcus cinsi i¢inde insan patojeni olan tiirler oldugu gibi, basta sucuk olmak
lizere ¢esitli gidalarin liretiminde starter olarak kullanilan tiirler de vardir. S. carnosus

bunlarin en tipik 6rnegidir (Oztan 2003).

S. aureus' tan bagka enterotoksin olusturan suslar da vardir. Bunlar arasina yenileri de
eklenmektedir. Bugiine kadar enterotoksin olusturdugu saptananlar; S. haemolyticus, S.

xylosus, S. equorum, S. lentus, S. capitis, S. intermedius' dur (Tunail 2000).

2.2 Staphylococcus aureus

Tiir adini, genel besiyerlerinde altin sarisi koloni olusturmasindan alir (Anonim 2006d).

Latincede aurum "altin" anlamina gelmektedir.

Intoksikasyon tip gida zehirlenmesine yol acan S. aureus enterotoksinleri icinde en
toksik olan1 enterotoksin A, 1stya karsi en dayanikli olani ise enterotoksin B' dir. B
toksini i¢in 20-25 pg, A toksini i¢in 1 pg hatta 0,1-0,2 ug alinmasi bile intoksikasyona
neden olabilir. Diger taraftan S. aureus intoksikasyonlarinin ortaya c¢ikmasi igin
bakterinin gida iizerinde ¢ogalarak hiicre sayisin1 6 log kob/g diizeyine veya iizerine

¢ikarmast gerekir (Tunail 2000).

Halk sagligi acisindan bakildiginda, enterotoksin olusturanlarin 6n plana ¢iktig1
goriilmektedir. Bunun sebebi, enterotoksijenik stafilokoklarin toksin tipi gida

zehirlenmesi yapmalaridir. Yani zehirlenmeye bakterinin olusturdugu toksin sebep



olmakta ve gidada goriilebilmektedir ve hissedilebilir hi¢bir degisiklik olusturmadigi
icin tiiketici gidadaki varhigimi fark edememektedir. Stafilokokal gida zehirlenmelerinin
biiyiik ¢cogunlukla S. aureus' tan kaynaklanmasi ve koagiilaz pozitif S. hyicus ve S.
intermedius tiplerinin enterotoksin sentezleme kabiliyetinin S. aureus' a gore ¢ok disiik
olmas1 bu mikroorganizmay1 gida zehirlenmelerindeki rolii agisindan diger stafilokoklar

arasinda on plana ¢ikartmistir (Yiice 1992).

Koagiilaz, kan plazmasini koagiile eden bir enzimdir. S. aureus suslar1 i¢in koagiilaz ve
enterotoksin olusumu arasinda yakin iliski s6z konusudur. Koagiilaz ve termostabil
niikleaz testleri S. aureus suslarinin patojenligini belirlemede 6nemli indikatorlerdir.
Analiz edilen gidada bunlarin varliginin saptanmasi, S. aureus' un gidadaki varliginm
gosterir ancak toksinin olusmus oldugu hakkinda bilgi vermez. S. aureus iki tip
koagiilaz enzimi icermektedir. Serbest koagiilaz ekstraseliiler bir enzimdir, protrombin
ve tlirevleri ile reaksiyona girer. Digeri ise bagl koagiilazdir, hiicre duvarmin ylizeyine
lokalize olmustur. Baglh koagiilaz plazma fibrinojenlerinin a ve B zincirleri ile
reaksiyona girer. S. aureus, genellikle koagiilaz iiretir. Koagiilaz negatif olanlar1 da

vardir (Tunail 2000, Tiikel ve Dogan 2000).

Stafilokoklar insan ve hayvanlarda hastaliklara neden olan bakterilerdir. Deride iltihapl
yaralar yaparlar, logusa hummasi, menenjit, septisemi ve ayrica gida zehirlenmelerine
neden olurlar. Bundan bagka bugiin ¢esitli ¢evrelerde ortaya ¢ikan mastitis olaylarina
neden olarak % 50 oran ile stafilokoklar gdsterilmektedir. Bu bakteriler sagim
yerlerinde hijyenik kosullara uyulmadan c¢alisildiginda siite ve sonradan siit iiriinlerine
gecebilmektedir.  Urettikleri  fazla miktardaki enterotoksin  nedeniyle gida
zehirlenmelerine, kusma ile birlikte diareye neden olmaktadir. Hayvan bakicilar1 ve
sagimcilar araciligiyla bu mikroorganizmalar direk insanlara da gegebilir. Ozellikle S.

aureus siitciiliik agisindan 6nemli bir mikroorganizmadir (Tunail ve Kogker 1989).

Fakiiltatif anaerob karakter gosterir. Segici olmayan besiyerlerinde diiz, parlak, dairesel

konveks koloniler olusturur. % 10' a kadar olan NaCl konsantrasyonlarinda iyi



gelisirken % 15 NaCl konsantrasyonunda geligimi zayiftir. Optimum olarak 30-40 °C'
de ve 7-7,5 pH' da gelisir (Demiret ve Karapinar 2000).

S. aureus' lar teknolojik islemler sonucunda da canli kalabilirler. Eger gidada daha 6nce
enterotoksin olusmus ise bu toksin 1sil iglem gibi uygulamalarla kolaylikla inaktive
edilmeyebilir. Diger 6nemli bir husus ise bu bakterinin ikincil kontaminasyon sonucu
gidalara bulagmasidir. Baglangigta pastorizasyon ile imha edilmis olsalar bile, islem
sirasinda insanlarin ellerinden, ara¢ ve gereclerden, havadan, katki maddelerinden,
sudan vb. kaynaklardan gidaya bulasabilmekte ve kosullar uygun oldugunda toksin
olusturabilmektedir. Ozellikle pastdrize edilmis siit ve mamullerine sonradan bulasan S.

aureus suglarmin iiremeleri ve toksin olusturmalar1 daha hizli olmaktadir (Selguk 1991).

S. aureus' un optimum su aktivitesi degeri >0,99 olmakla birlikte, diger gida kaynakl
patojenlerle karsilastirildiginda iireyebildigi su aktivitesi araliginin oldukca genis
oldugu ve minimum su aktivitesinin genelde 0,86 olmakla birlikte baz1 suslar icin 0,83'
e kadar diistiigli bilinmektedir. Anaerobik kosullarda minimum su aktivitesi biraz daha

yiiksek olup 0,90 civarindadir (Atict 1999, Reginald et al. 2001).

Telliirit, civa kloriir, sodyum azid gibi kimyasal maddelere ve neomisin, polimiksin gibi

bazi antibiyotiklere de direng gostermektedirler (Tunail 2000).

Anaerob ortamda bir¢ok karbohidrat1 metabolize ederek asit olustururlar fakat arabinoz,
sellobiyoz, dekstrin, inositol, rafinoz ve ksilozdan asit olusturmazlar. S. aureus' u diger
tirlerden ayiran Ozellikleri anaerobik ortamda glikozu fermente etmeleri ve a-toksin

olusturmalaridir (Atict 1999).

Staphylococcus aureus insanda hastalik etkeni olarak sik rastlanan, viriilansi yiiksek bir
bakteridir. Penisilinin tedaviye girdigi 1945' ten itibaren S. aureus suslarinda B-
laktamaza bagli penisilin direnci 5 y1l iginde % 50' ye ¢ikmistir. Bugiin bu direng % 95'

in iistiindedir. 1960 yilinda penisilinaza dayanikli semisentetik penisilin olan metisilinin



kullanima girmesi ile birlikte bir yi1l iginde metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslari

Avrupa' da saptanmaya baslanmistir (Diindar 2000).

2.3 Stafilokokal Enterotoksinler

Stafilokoklarin {irettikleri toksinler ekzotoksin ve enterotoksin olarak ikiye
ayrilmaktadirlar. Ekzotoksinler; hemolizinler, lokosidinler, 16kosit sitotoksinler,
eksfoliyatif toksin, pirojenik ekzotoksin ve toksik sok sendromu toksin 1' den
olugmaktadir. Bunlardan hemolizinler eritrosit, 16kosit, hepatositler ve insan diploit
fibroblastlar1 iizerinde sitotoksik etki gdstermektedirler ve a, 3, 8, ¥ hemolizinler olarak
gruplandirilirlar. Lokosidinler sayesinde stafilokoklar fagosite edilseler dahi fagosite
edildikleri hiicre i¢cinde yasamaya devam ederler. Bir diger ekzotoksin, yeni doganlarda
ve siit cocuklarinda meydana gelen "haglanmis deri" sendromuna (staphylococcal skin
sendrom/ SSS) sebep olan eksfoliyatif toksindir. Intradermal dokunun ayrilmasina ve
derinin pul pul dokiilmesine neden olmaktadir. Toksik sok sendromu toksin 1 ve
pirojenik ekzotoksin adli ekzotoksinlerin ise, agir bir patolojik duruma yol agan toksik

sok sendromuna beraberce neden olduklar1 bilinmektedir (Anderson and Stone 1955).

Stafilokokal enterotoksinler (SE) molekiil agirligi 26900-29600 arasinda degisim
gosteren, yapisinda fazla miktarda lisin, tirozin, aspartik asit ve glutamik asit
bulunduran tek zincirli proteinlerdir. Yaygin olarak goriilen 7 farkli tipi bulunmakta ve
bunlar; A (SEA), B (SEB), C1 (SEC1), C2 (SEC2), C3 (SEC3), D (SED) ve E (SEE)
olarak isimlendirilmektedir. Bu enterotoksinlerin en 6nemli 6zelligi 1s1ya karsi dayanikl
olmasidir. Yapilan calismalar sonucunda 100 °C' de 10 dakika 1s1l islem ile toksinlerin
aktivitelerini % 50 oraninda koruduklari ancak 121 °C' de 1-2 dakikalik 1s1l islem
sonucu inaktif hale geldikleri belirlenmistir. Sicakliga oldugu kadar toksinlerin pepsin
ve tripsin gibi proteolitik enzimlere kars1 da dayanikli olmasi, enterotoksinlerin sindirim
dokularindan etkisini yitirmeden ge¢mesine olanak saglamaktadir (Yaygm ve Milci
2006). S. aureus enterotoksinlerinin inaktivasyonu igin gerekli sicaklik derecesi 100 °C'
de 1-3 saat veya 120 °C' de 10-40 dakika olarak da verilebilmektedir (Tunail 2000).



Enterotoksinler, ilk defa 1914' de Barber' in stafilokokal mastitisli bir inegin siitiinii
igmesiyle ortaya ¢ikan, mide bulantis1 semptomu gosteren akut gastrointestinal
enfeksiyon olusumuyla fark edilmis, 1930' lu yillarda Duck tarafindan kanitlanana kadar
ne oldugu tam olarak anlasilamamistir. Enterotoksinler aslinda ekzotoksindirler ve
sindirim sistemini etkilediklerinden bu isimle anilirlar. Stafilokok enterotoksinleri, insan
beynindeki kusma merkezini uyararak kusmaya neden olduklarindan ayni zamanda

norotoksin etkisi de gosterirler (Marth and Halpindohnalek 1989).

Enterotoksinler susa 6zgii olmakla beraber, bir sus birden fazla toksin iiretebilmektedir.
Serolojik olarak bilinen 7 toksin (A, B, C, C,, Cs, D, E) oldugu belirtilmis ise de toksik
sok sendromu yapan TST-1 olarak adlandirilan bir toksin (F) ile son zamanlarda
belirlenen G ve H toksini ile 10 gesit enterotoksin oldugu bildirilmistir. Insanlardan
izole edilen suslarda daha ¢cok A, B, C tiplerine, sigirlardan izole edilen suslarda
ozellikle C tipine, tavuklardan izole edilen S. aureus suslarinda ise D tipi enterotoksine
rastlanmaktadir. Enterotoksin A sentezi bakteriyel iiremenin logaritmik ve duraklama
donemlerinde olurken, enterotoksin B sentezi ile bakteriyel iiremede duraklamanin
basladigi donemde gerceklesmektedir. Stafilokokal enterotoksin C olusturan suslar
besiyerlerinde iyi gelisirken, gidalardaki i¢ faktorler ve refakatgi floradaki bazi

mikroorganizmalar enterotoksin C olusumunu geciktirmektedirler (Yiice 1992).

Intoksikasyonun siddeti, alinan toksin miktarina baglidir. Evenson ve ark.' na gore 100-
200 ng enterotoksin A' nin alinmasi ile gida intoksikasyonu olusur. Raj ve Bergdoll,
bunu enterotoksin B i¢in 20-25 ng olarak belirlemiglerdir. Gida intoksikasyonlarina en
cok A tipi toksinin neden oldugu ve bunu B ve D toksinin izledigi bir¢ok arastirmaci
tarafindan belirtilmistir. Stafilokokal gida zehirlenmelerinin 6nde gelen iki klinik
sendromu kusma ve ishaldir. Zehirlenme, enterotoksinli gidanin alinmasindan 1-6 saat
sonra meydana gelir. Semptomlarin siiresi ve agirligi alinan enterotoksin miktarina,
hastanin yas1 ve kilosuna bagli olarak degismekte olup, kusma, 6giirme, abdominal
sanc1 ve salivasyon gibi belirtiler goriilmekte ve semptomlar 24-48 saat siirmektedir.
Nadir de olsa digski ve kusmukta kan, sahista bas agris1 ve terlemeye rastlanmakta ve

nadiren o0liim goriilmektedir (Yiice 1992).



Gida zehirlenmesiyle olusan akut gastroenteritiste mukozalarda hiperemi ve erozyon,
kaslarda irritasyon sonucu kasilmalar, bolgesel 6dem ve jejunum mukozasinin
epitelyum hiicrelerinde mitokondriyal tahribat ortaya ¢ikar. Enterotoksinler, bagirsagin
liimeninden suyun absorbsiyonunu inhibe ederek ve ishalin olusmasina yol agan
faktorlerin transferine neden olarak ishale sebep olmaktadir. Bu tablonun haricinde
genis spektrumlu antibiyotik kullanan ve diskidan S. aureus izole edilen hastalarda
bagirsaklarda enterotoksin sentezine bagli olarak nekrozis ve pseudomembranli

enterokolitis olustugu bildirilmistir (Selguk 1991).

S. aureus' da toksin iiretimini etkileyen diger faktorler; pH, aw, atmosfer sartlari, diger
organizmalarin varligidir. Son yillarda S. aureus' un toksin olusturma mekanizmasinin
"Quorum Sensing" (QS) denilen bakterilerin yeterli hiicre yogunluguna ulagmas ile
baglantili, bakteriler arasi sosyal davranmis (iletisim) bigimlerinden birisi oldugu

belirlenmistir (Bilge ve Karaboz 2005).

2.4 Peynirde Staphylococcus aureus' un Onemi

Gidalarin hazirlanmasi, paketlenmesi, taginmast ve depolanmasinda, ¢esitli nedenlerle
mikroorganizmalarla kontaminasyonu siklikla karsilasilan bir durumdur. Bunun
sonucunda, hem gida maddelerinin kalitesi bozularak birtakim ekonomik kayiplar
ortaya ¢cikmakta hem de bdyle bir giday1 tiikketen kisilerde ¢esitli klinik tablolar ve gida
zehirlenmeleri meydana gelebilmektedir. Siit ve mamulleri, mikroorganizmalar i¢in iyi
bir besi ortamidir. Farkli kaynaklardan siite bulasan mikroorganizmalar hizla

cogalabilmektedir (Demiret ve Karapinar 2000).

Ozellikle pastdrize edilmis siit ve mamullerine sonradan bulasan S. aureus suslarinin
tiremeleri ve toksin olusturmalart daha hizli olmaktadir. Ciinkii bu mikroorganizmalarla
rekabet halinde diger mikroorganizmalar pastdrizasyonla imha edilmis, ortam bu

bakterilere birakilmistir (Selguk 1991).
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Stafilokokun cesitli tiirleri ve S. aureus' un birgok biyotipi, siite siitiin sagildigi
hayvandan bulasmaktadir. Ozellikle mastitisli  hayvanlardan sagilan  siitler
enteropatojenik S. aureus suslarinin 6nemli bir kaynagidir. Bulagsmadaki temel kaynak
insan ve hayvanlar olmakla beraber toprakta, deniz ve su kaynaklarinda, atik sularda
bitkisel iiriinlerin yiizeylerinde, toz ve havada da bulundugundan bunlardan da bulasma
olasilig1 vardir. Ayrica ¢iftlikte enfekte olmus hayvanlardan sagim ekipmanlari yolu ile

diger saglikli hayvanlara gecis kacinilmazdir (Demiret ve Karapinar 2000).

Cig siitler, c¢ogunlukla penisiline dayanikli olan toksijenik stafilokoklar1 icinde
bulundururlar ve bunlarin gelismesini tesvik edici herhangi bir ortamda peynir
tiretildiginde toksin meydana gelir. Diger taraftan, peynir yapimi sirasinda siit 25-30 °C'
ye 1sitildiginda starter kiiltiirdeki bakteriler faaliyete gecip, zamaninda asit meydana
getirmezlerse, stafilokoklarin toksik etki yapabilmeleri icin ideal ortam hazirlanmig

olur. Nem kaybinin yavas olmas1 nedeniyle de bu etki hizlanir (Unliitiirk vd. 1991).

Pihtilasan siitiin pH degerinin yiiksek olmasi da stafilokoklarin kisa zamanda
gelismelerine neden olmaktadir. Yetersiz pastorize edilmis siit bu agidan tehlikelidir.
Degisik peynir cesitleri, stafilokoklarin gelismesi agisindan farklilik gosterir (Metin
1977).

Peynire islenecek siitteki toksijenik stafilokoklarin gelismesi ile meydana gelen gida
zehirlenmeleri, bu konunun 6nemini artirmaktadir. Bu amacla yapilan biitiin ¢aligmalar,
peynir yapiminda kullanilan siitiin pastorize edilmesi esasina dayanmaktadir. Bu sekilde
bir islem peynirin daha yavas olgunlagmasina neden olur; fakat bakteriyel hatalardan

kagmay1 miimkiin kilar (Metin 1977).

Onceleri siitiin tadin1 korumak amaciyla pastdrizasyon normu diisiik tutulmustur. Ancak
bdyle bir pastdrizasyonun, biitlin patojenleri oOldliirmek icin yeterli olmadigi
anlagilmistir. Aslinda, 66 °C' de 15 saniyelik bir pastorizasyon stafilokoklarin dlmesi
icin yeterli gelmektedir. Fakat garantili bir sonuca ulagsmak icin genellikle 68 °C' de 15

saniye tutulmasi Onerilmektedir. Hatta bazi iilkelerde 71 °C' de 15 saniye pastorize
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edilmesi kabul edilmistir. Bu pastorizasyon normu da Streptococcus pyogenes,
Salmonella Typhimurium, Brucella abortus ve Staphylococcus aureus' u 6ldiirmek igin
yeterlidir. Bu 1s1l islem normunda Streptococcus faecalis canli kalabilmektedir.
Streptococcus pyogenes hari¢ olmak {izere biitiin bu bakteriler, g¢esitli peynirlerde
degisik siirelerde faaliyetlerini siirdiirebilmektedirler (Metin 1977). Siitiin diisiik
sicaklik  ve kisa siireli pastérizasyonu, verimi artirdigi i¢in mandiralarda

benimsenmektedir.

Peynirlerden kaynaklanan stafilokok zehirlenmeleri zaman zaman goriilmekte ve bu
konuda yapilan caligmalar S. aureus' un peynir yapim siirecinde geliserek toksin
trettigini gostermektedir. Peynir iiretiminde siite ilave edilen starter kiiltiiriin yavas
calismasi sonucu olusan diisiik asitlik (% 0,4 veya daha diisiik) bulasan S. aureus' un
gelismesine ortam hazirlar. Mikroorganizmanin gelismesi pihtinin siiziilmesi sirasinda
da (4-5 saat veya daha fazla) devam ederek toksin iiretebilecek 107 kob/g gibi sayilara
ulagabilir. Bunun yaninda ortamdaki oksijen varligi toksin olusumunu inhibe eder.
Ancak, peynirde diisik sayida S. aureus saptanmasi toksinin bulunmadigini da
gostermez. Uretim sirasinda sayis toksin iiretecek diizeylere ulasan S. aureus peynirde
zaman igerisinde sayica azalabilir. Stafilokok zehirlenmesinin kontrol altina alinmasi
icin yeterli 1s1l islem, normal starter aktivitesinin saglanmasi ve iyi bir sanitasyon

programinin uygulanmasi gerekir (Unliitiirk vd. 1991).

Inek siitiinden ¢ig olarak, pastdrize edilerek ve pastdrize siite kiiltiir ilave edilerek
yapilan bir caligmada; salamura Beyaz peynirde olgunlasma siiresince, gida hijyeni
acisindan Onemli mikroorganizma sayilar1 saptanmistir. Buna goére 15 giinliik
peynirlerde stafilokok sayilar1 kiiltlir katilmamis pastorize peynirlerde 5,39 log kob/g,
starter kiiltiir katilarak yapilan peynirlerde 4,54 log kob/g ve ¢ig siitten yapilan
peynirlerde ise 5,90 log kob/g olarak bulunmustur (Selguk 1991).

Peynirde S. aureus liremesi ve enterotoksin liretmesinde ikinci 6nemli faktor, kullanilan
starter kiiltiiriin aktivitesi ve miktaridir. Inhibe edilmis starter aktivitesi S. aureus

tiremesini 5-10 kat artirmaktadir. Cig siitten yapilan peynirlerde S. aureus tiremesi ve
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toksin tiretimi olasiligi daha fazladir. Yapilan arastirmalarda Cheddar, Gouda, Ras,
Camambert, Brick, Colby, Isvec tipi, Mozzarella ve kegi peynirlerinden enterotoksijenik
S. aureus suslarmin izole edildigi bildirilmistir. Mastitisli ¢ig siitten yapilan Cheddar
peynirinde S. aureus' un 98-154 giin canhiligim siirdiirdiigii, isve¢ tipi peynirde bu
siirenin 210 giinii gectigi belirlenmistir. Diger bir calismada S. aureus' un Isveg tipi ve
Brick peynirlerde starter kiiltiir aktivitesine bagl olarak toksin iiretirken, Mozzarella ve
Mavi tipinde iiretmedigi belirtilmistir. Ayrica Ispanya' da Manchego tipi peynirlerde
starter aktivitesine ve miktara bagl olarak toksin iiretiminin degistigi gortilmiistiir.
Irak' da, Kanada' da, Portekiz' de, cesitli peynirlerden izole edilen S. aureus peynirlerde

onemli bir patojen olmayi siirdiirmektedir (Demiret ve Karapinar 2000).

Tiirkiye' de siit ve siit iriinlerinin ¢ogunlukla kiiclik isletmelerde ve mandiralarda
kontrolstiz tiretimi, siit ve siit tiriinleri kaynakli enfeksiyon ve zehirlenmelerin riskini
artirmaktadir. S. aureus' un siit ve siit {iriinlerinde olduk¢a sik goriildiigii yapilan
arastirmalarda belirlenmistir. Ankara' da satilan pastorize siitlerde yapilan bir
aragtirmada Orneklerin % 44' iinde 1,30 log kob/ml diizeyinin iizerinde koagiilaz pozitif
stafilokok goriilmiistiir. Uygun olmayan saklama kosullar1 organizmanin sayisinda
artisa neden olabileceginden halk sagligi acisindan risk tasimaktadir (Demiret ve

Karapinar 2000).

S. aureus' un peynirlerde veya diger siit iirlinlerinde diisiik sayilarda olmasi veya hig
bulunmamas: gereklidir. Ulkemizde siit ve siit {iriinleri kaynakli S. aureus
zehirlenmelerinin ve yarattigi ekonomik ve isgiicli kayiplarinin engellenebilmesi igin
stitiin sagildig1 hayvandan, islendigi iiriine kadar her asamanin kontrol altinda tutulmasi

ve yeterli onlemlerin alinmasi gereklidir (Demiret ve Karapinar 2000).

Tiirkiye' nin Avrupa birligine aday iilke olarak dikkate alindigi bu asamada; gida
tiriinleri de hem uluslararasi kaliteye sahip olma ve hem de insan sagligi acisindan
giivenli olma 6zellikleri bakimindan 6nem tagimaktadir. Sayilan bu hususlarin yerine
getirilmesinde; kaliteli hammadde iiretiminin saglanmasi, starter kiiltiir kullanimu, siitiin

soguk zincirde taginmasi, isletmelerde kalifiye eleman calistirilmasi ve gida miithendisi
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istthdam edilmesi, isletmelerde temizlik ve hijyen kurallarina titizlikle uyulmasi, her
irtin i¢in HACCP sistemi olusturulmasi ve siki bir sekilde takip edilmesi, tiiketicinin
bilin¢lendirilmesi ve denetleme organlarinin daha iyi ¢alismasi gerekmektedir (Coskun

ve Oztiirk 2000).

Beyaz peynir iiretim asamasinda kontaminasyon kaynaklarinin belirlenmesi ve dnleme
yollarinin arastirilmasi ile ilgili bir ¢alismada; Beyaz peynir iiretimindeki kritik kontrol
noktalarinin pastorizasyon islemi, liretimde kullanilan cendere bezi ve branda gibi

materyal ile hava ve personel oldugu belirlenmistir (Kasimoglu 1999).

S. aureus, gidalarda istenmeyen bir bakteridir. Peynir gibi dogrudan tiiketilen gidalarda
varligi benimsenmez. Bununla birlikte iiretim teknolojisi uyarinca peynirlerde diisiik
sayilarda bulunmasina izin verilir. Nitekim gerek TS 591 (Anonim 2006a) gerek Tiirk
Gida Kodeksi (Anonim 2006¢c), n ¢ m M degerlerini sirasi ile 5; 1; 1,0x10' kob/g;
1,0x10* kob/g olarak vermektedir.

2.5 Staphylococcus aureus Analizi

Gidalarin mikrobiyolojik analizinde daha hizli ve duyarli yontemlerin gelistirilmesi igin
siirekli olarak calisilmaktadir. Duyarligin artirilmasinda refakat¢i floranin en fazla
diizeyde inhibe edilmesi hedef alinirken hedef bakterinin bu uygulamadan zarar
gormemesi bir anlamda zorunludur. Buna gore refakatci flora inhibisyonu yaninda
hedef mikroorganizmanin ¢esitli kromojenik ya da florojenik substratlar ile belirlenmesi

yoluna gidilmektedir (Baron et al.1995, Anonim 2005).

2.5.1 Sayim

S. aureus saymiminda kullanilan standart yontem Baird-Parker Agar besiyeri
kullanilmasidir (Anonim 2001a). Ekim yontemi olarak yayma kiiltiir yontemi

benimsenir. Bununla birlikte, ¢ogu uygulamada ve 6zellikle kat1 gidadan yapilan 10
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seyreltiden aliman 1 mL ¢o6zeltinin 3 adet standart boy Petri kutusuna esit olarak
dagitilmas1 ya da 14 cm ¢aph biiyiilk boy Petri kutusuna dogrudan bu 1 mL' nin
yayilmasi Onerilmektedir. Boylece 10 kob/g diizeyindeki diisiik bakteri varligi dahi
belirlenebilmektedir (Duncan et al. 2004, Laird et al. 2004, Anonim 2006d).

Analiz edilecek gidada S. aureus sayist bu degerden daha da diisik ise, EMS
yonteminin kullanilmasi Onerilmektedir. Bu yontemde 6nce Giolitti-Cantoni Broth
besiyerine ekim ve inkiibasyon sonrasinda tiiplerden Baird-Parker Agar besiyerine
stirme yapilarak pozitif tiiplerin dogrulanmasi yapilir (Anonim 2006d). Uygun gidalarda

membran filtrasyon yontemi ile de S. aureus analizi yapilabilir (Tiikel ve Dogan 2000).

Gidada var/yok testleri i¢in Uluslararas1 Siit¢iiliik Federasyonu (IDF; International
Dairy Federation) ile Uluslararas1 Standartlar Organizasyonu (ISO) ve buna bagli olarak
Tirk Standartlart  Enstitlisii de Giolitti-Cantoni Broth ve Baird-Parker Agar

kombinasyonu kullanilmasini 6nermektedir (Anonim 2004, Anonim 2006d).

2.5.2 Kullamilan Besiyerleri

S. aureus analizi i¢in kullanilan c¢ok sayida selektif besiyeri gelistirilmistir. Bu
bakterinin yiiksek tuz konsantrasyonuna dayanikli olmasi, lityum kloriir ve tellurite
direng gostermesi refakatgi florayr baskilamak i¢in kullanilirken, telluriti telluriyuma
indirgeyerek siyahlasma yapmasi sivi ve kati besiyerlerinde ayirt edici 6zellik

saglamaktadir (Atlas 1996, Anonim 2005).

En yaygin kullanilan siv1 besiyeri Giolitti-Cantoni Broth' tur. Baird (Staphylococcus

Enrichment) Broth zenginlestirme ya da EMS yonteminde kullanilmaktadir.

Baird-Parker Agar, kat1 besiyeri olarak pek c¢ok uluslararasi standarda girmistir. Buna
ilaveten Chapman Agar (Staphylococcus Medium 110), Mannitol Salt Agar (Mannitol
Salt Phenol Red Agar) ve Vogel-Johnson Agar da kullanilmaktadir (Anonim 2005). Son
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zamanlarda Baird-Parker Agar besiyerinde yumurta sarisi yerine tavsan fibrinojeni

kullanilarak dogrudan koagiilaz belirlenmesi yoluna gidilmektedir (Anonim 2001b).

Peynirlerde S. aureus sayimi iizerinde yapilan bir arastirmada 12 farkli selektif besiyeri
kullanilmis, genel olarak Staphylococcus Medium 110 ve Mannitol Salt Agar
besiyerleri Baird-Parker Agar' a iistiin bulunmustur. Ilging olarak, olgunlasmanin farkli
asamalarinda farkli besiyerlerinin {istiinliigli goriilmiistiir. Ayrica sus farkliliklarinin da

onemli olabildigi gosterilmistir (Stiles 1977).

Bir bagka calismada 80 adet koagiilaz pozitif enterotoksijenik S. aureus ile ¢aligilmig ve
Calf-blood Agar, Baird-Parker Agar, Carter Agar, Vogel-Johnson Agar, Mannitol-salt
Agar ve Staphylococcus Medium 110 arasinda, izolatlarin en yiliksek olarak Baird-

Parker Agar besiyerinde geri alindig1 saptanmistir (Niskanen and Aalto 1978).

Asagida sadece bu c¢alismada kullanilan Baird-Parker Agar, Mannitol Salt Agar ve
Giolitti-Cantoni Broth hakkinda kisaca bilgi verilmistir.

Baird-Parker Agar: Bu besiyeri, refakat¢i floranin inhibisyonu i¢in lityum kloriir ve
tellurit icerirken besiyeri bilesimindeki piruvat ve glisin stafilokoklarin gelisimini
selektif bir sekilde stimiile eder. Analiz edilecek 6rnekte Proteus kontaminasyonunun
yiiksek diizeyde oldugundan endise ediliyor ise otoklav sonrast 50 mg/L
konsantrasyonda olacak sekilde filtre ile sterilize edilmis sulfametazin ilavesi
onerilmektedir. S. aureus kolonileri lipoliz ve proteoliz sonucunda koloni etrafinda tipik
zon ve halka olusturmalari, telluritin telluriyuma indirgenmesi sonucunda siyah koloni
olusturmalar1 olmak tizere 2 tipik karakteristik 6zellik ile belirlenirler. 37 °C' da 24 saat
inkiibasyon sonunda S. aureus 1-1,5 mm c¢apinda siyah, parlak konveks koloniler
olusturur. Koloni ¢ap1 48 saat inkiibasyondan sonra 1,5-2,5 mm olur. Yumurta sarisi
reaksiyonu ve tellurit indirgenmesi genellikle pozitif koagiilaz reaksiyonu ile beraberce
olusur. Baird Parker Agar besiyerinde yumurta saris1 yerine kan plazmasi ilavesi ile
hemoliz testi de yapilabilir. insan kaynakli S. aureus o-hemoliz yaparken sigir kaynakli

olanlar B-hemoliz yaparlar. Hemoliz reaksiyonu besiyerinin 37 °C' da 24 veya 48 saat
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inkiibasyonu ve sonra oda sicakliginda veya tercihen buzdolabinda 1 gece birakilmasi

ile daha kesin olarak saptanir (Anonim 2006d).

Giolitti-Cantoni ~ Broth:  Besiyeri  bilesimindeki piruvat, glisin ve yliksek
konsantrasyondaki mannitol stafilokoklarin gelisimini tesvik ederken refakat¢i florada
bulunan Gram negatifler lityum kloriir, Gram pozitifler ise tellurit ile baskilanir.
Mikrokoklarin  baskilanmas1 ise kismen anaerobik inkiibasyon ile saglanir.
Stafilokoklarin gelisimi besiyerindeki telluritin metalik telluriyuma indirgenmesi
sonunda olusan siyah renk ile belirlenir. Giolitti-Cantoni Broth besiyeri gidalarda EMS
yontemi ile S. aureus sayimi veya analiz edilen gidanin belirli bir miktarinda (hacim
veya agirlik) S. aureus' un var/yok testi i¢in kullanilir. Siyahlagma olan tiiplerden Baird-
Parker Agar besiyerine slirme yapilarak sonuglar dogrulanir. ISO tarafindan EMS
yontemiyle diisiik sayidaki stafilokoklarin belirlenmesinde kullanilmasi Onerilen

besiyeridir (Anonim 2006d).

Mannitol Salt Agar: Chapman Agar (Staphylococcus Medium 110)' un
modifikasyonudur. Besiyeri bilesimindeki yiiksek tuz konsantrasyonu refakat¢i floranin
gelisimini baskilar. Mannitol, S. aureus' un gelisimini desteklerken, ayni zamanda
koloni etrafinda fenol red ile belirlenen sar1 zon olusumunu saglar. Mannitol pozitif S.
aureus sar1 parlak zonlu koloni olusturur, mannitol negatif S. epidermidis ve

digerlerinde renk degisimi gézlenmez ve zayif gelisme goriiliir (Anonim 2006d).

2.5.3 Dogrulama

S. aureus suslart selektif besiyerlerinde tipik koloniler olusturur. Giinliik uygulamada
kolonilerin dogrulanmasi genellikle gerekli degildir. Siipheli durumlarda dogrulama
yapilmasinin gerekliligi yaninda rutin analiz yapan laboratuvarlarda da belirli sikliklarla

dogrulama yapilmasi onerilir.

Dogrulama i¢in kullanilan en yaygin yontem koagiilaz testidir. Koagiilaz, kan

plazmasimi koagiile eden bir enzimdir. S. aureus tarafindan olusturulan koagiilaz ve
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enterik toksin arasinda yakin bir iligki vardir. Buna gore koagiilaz pozitif S. aureus' un
toksin olusturma yeteneginde oldugu kabul edilir. izolatin, Brain-Heart Broth kiiltiirii
yapilir, 0,3 mL tavsan plazmasi olan tiipe 0,1 mL kiiltir ilave edilip 37 °C' da
inkiibasyona birakilir. Her saat tlipte pihtilasma olup olmadig: tiipii yavasca egerek
kontrol edilir ancak bu kontrol sirasinda tipiin fazla egilmemesine ve
karistirllmamasina 6zen gosterilmelidir. Tipte belirgin pihtt olusumu (% 75 piht1)
pozitif olarak degerlendirilir. Pozitif sonu¢ genellikle 4-6 saat arasinda alinir, negatif
sonuglarda inkiibasyona 24 saat siire ile devam edilmelidir (Reginald et al. 2001,

Anonim 2006d).

Koagiilaz testi tiipte bu sekilde yapilabilecegi gibi lateks testi olarak da uygulanabilir.
Ayrica Baird-Parker Agar besiyerine yumurta saris1 yerine dogrudan tavsan plazmasi
katilarak da koagiilaz testi yapilabilmektedir. S. aureus' un bazi suslarmnin zayif
koagiilaz olusturmasi nedeni ile tipik oldugu halde negatif koagiilaz sonucu veren
izolatlara lisostafin duyarlik testi, hemolizin iiretimi, sicakliga dayanikli (termostabil)
niikleaz ve mannitolden asit olusturma gibi bagka testler de uygulanmasi 6nerilmektedir

(Reginald et al. 2001, Anonim 2005).

2.6 S. aureus Tanimlanmasi

Koagiilaz testi ile izolatin S. aureus olup olmadig1 belirlenebilir. Ancak izolat, S. aureus
degilse ne oldugu hakkinda bir bilgi vermez. Ayrica koagiilaz negatif S. aureus suslari

olduguna da yukarida deginilmistir.

Ikinci olarak, selektif bir besiyerinden elde edilen tipik bir koloninin S. aureus olmama

ve tipik olmayan koloninin S. aureus olma sansi1 da vardir.

Tipik ya da atipik bir koloninin tanimlanmasi i¢in genetik ve immiinolojik esash
yontemler giderek yayginlagsmaktadir. Bununla birlikte, klasik kiiltiirel yontemlerin bir

stire daha kullanilacagi aciktir.
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Asagida S. aureus' un klasik yontemlerle tanimlanmasi hakkinda kisaca bilgi verilmistir.

2.6.1 Morfolojik ve fizyolojik ozellikleri

Stafilokoklar, Micrococcaceae familyasinda yer alirlar. Morfolojik olarak oval ve
yuvarlak sekilli olan stafilokoklar, kiimeler seklinde bir araya gelmis, 0,5-1,5 um
capinda bakterilerdir. Micrococcaceaec familyasinda Staphylococcus tiirii disinda
Micrococcus, Stomatococcus ve Planococcus tiirleri de bulunmaktadir (Yiice 1992).
2006 yilindaki siniflandirma ise bundan oldukg¢a farklidir. Buna goére Micrococcaceae
familyasindaki tiirler Acaricomes, Arthrobacter, Citricoccus, Kocuria, Micrococcus,
Nesterenkonia, Pelczaria, Renibacterium, Rothia ve Stomatococcus seklindedir ve
bunlardan Pelczaria cinsi heniiz kesinlesmemistir. Staphylococcus ise Staphylococceae

(syn. Staphylococcaceae) familyasinda yer almaktadir (Euzéby 2006).

Stafilokoklar kat1 besiyerinde 1-2 mm c¢apinda yuvarlak, diizgiin, beyazdan limon
sarisina kadar degisen pigmentli koloniler olustururlar. Pigment olusumu en iyi 20 °C'
de gozlenmektedir. Yeni kolonilerde pigment olusumu hemen hemen yokken eskidikce
lipokrom renge doniisiir. S. aureus, altin sarist renkte koloni yapar. Anaerobik ortamda

pigment olusumu goriilmemektedir (Yiice 1992).

Patojen stafilokoklar kanli agarda hemoliz yaparak o, B, O, y, & kolonileri
olusturmaktadir. Bunun yani sira patojen stafilokoklar Mac-Conkey Agarda pembemsi-
sar1, patojen olmayanlar ise, kirmizi-menekse renk olustururlar. Sivi besiyerlerinde
bulaniklik ve ¢okiintii yaparak c¢ogalirlar. Kat1 besiyerlerinde aerob ve anaerob
ortamlarda kolayca tireyebilirler. Gram pozitif olan stafilokoklar eski kiiltiirlerde Gram

negatif 6zellik verirler (Reginald et al. 2001, Yiice 1992).

S. aureus, stafilokoklarin genel 6zelliklerini gostermektedir. Bu 6zelliklere ilave olarak

S. aureus, koagiilaz pozitif, katalaz pozitif, termoniikleaz pozitif, fakiiltatif anaerob,
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sporsuz, hareketsiz, bazi suslar1 yalanci kapsiil olusturabilen mikroorganizmalardir

(Beckers 1988, Yiice 1992).

Bu mikroorganizmalar koagiilaz, hyaluronidaz, stafilokinaz, jelatinaz, niikleaz, proteaz,
lipaz, lesitinaz, fosfataz, lizozim, penisilinaz gibi enzimler salgilamaktadirlar.
Bunlardan hyaluronidaz; etkenin patojenitesini arttirmakta, lipaz; etkenin yag dokulara
yerlesmesini saglamakta, penisilinaz; penisiline kars1 direncliligi arttirmaktadir (Yiice

1992).

Koagiilaz pozitif olan Staphylococcus tiirleri; S. aureus, S. delphini, S. schleiferi, S.
coagulans, S. hyicus ve S. intermedius' tur. Dolayis1 ile sadece koagiilaz testi ile S.
aureus' un tanimlanmasi miimkiin degildir. Stafilokoagiilaz, Clumping factor ve asetoin
(VP) testleri beraberce yapilarak S. aureus, diger 5 tiirden ayrilabilir. Sadece S. aureus
bu 3 testte pozitif sonug vererek diger tiirlerden agikga ayrilmaktadir (Roberson et al.

1992, Tunail 2000).

Enterotoksin olusturan stafilokoklar, yiiksek oranda koagiilaz pozitiftir ve bu da
identifikasyonlarinda olduk¢a 6nemlidir. Enterotoksin olusturan S. aureus suslarinin
hemen hepsinin koagiilaz pozitif oldugu belirlenmistir. S. aureus suslarinda lesitinaz
aktivitesi ylksektir. Besiyerine yumurta sarisi katildiginda suslarin iirettikleri lesitinaz,
yumurta sarisindaki lesitini hidrolize ederek koloni etrafinda parlak bir zon olusturarak
tanimlamay1 kolaylastirir. S. aureus' lar termoniikleaz pozitiftirler ve sicakliga karsi
dayamikli termoniikleaz salgilarlar. Ortamda termoniikleaz varligi S. aureus' un 10°

kob/g sayisina ulastiginin gostergesi olarak kabul edilir (Beckers 1988).

2.6.2 Biyokimyasal ozelikleri

S. aureus; biiylik koloni olusturmasi, pigmentli koloni olusumu, anaerobik gelisme,
stafilokoagiilaz, clumbing factor, 1stya dayanikli niikleaz, hemolisin, katalaz, alkalin
fosfataz, B-glucosidase, arjinin hidrolizi, Voges-Proskauer (asetoin olusturma), nitrat

indirgemesi testlerinde pozitif, oksidaz, arginine arylamidase, pyrrolidonyl arylamidase,
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ornithine decarboxylase, B-glucuronidase, B-galactosidase, esculin hidrolizi testlerinde
negatif sonug¢ verir. Novobiosine duyarli, polimiksine direncglidir. Karbohidratlardan D-
trehaloz, D-mannitol, D-mannoz, D-turanoz, maltoz, laktoz ve sakkarozu kullanir, D-

ksiloz, D-sellobiyoz, L-arabinoz ve rafinozu kullanamaz (Bannerman and Kloos 1995).

Staphylococcus cinsinin Bergey's Manual of Determinative Bacteriology adli kaynakta
(Anonymous 1994) yer alan 36 tiirliniin ¢esitli Ozellikleri Ek 1' de toplu olarak

verilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Peynir

Arastirmada, Ankara piyasasindan saglanan 40 adet Beyaz peynir materyal olarak
kullanilmistir. Peynirler, stafilokok ¢ikma olasiligimin daha yiiksek oldugu acgik semt

pazarlarindan ya da marketlerde ambalajsiz olarak pazarlananlardan se¢ilmistir.

3.1.2 Referans bakteri

Calismada referans bakteri olarak kullanilan S. aureus, Ankara Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvari

kiiltiir koleksiyonundan saglanmistir.

3.1.3 Besiyerleri ve seyreltme sivilari

Denemelerde kullanilan besiyerleri Baird Parker Agar (BPA), Mannitol Salt Agar
(MSA) ve Giolitti Cantoni Broth (GCB)' tur. Peynir 6rneklerinde seyreltme sivisi olarak
Maximum Recovery Diluent (MRD) kullanilmistir.

3.1.4 identifikasyon testleri

Bu calismada kullanilmak iizere 7 grup test se¢ilmistir. Basit boyama, Oksidaz testi,
MR-VP Broth besiyerinde Voges Proskauer testi, Karbohidrat fermantasyon testleri,
Koagiilaz testi, DNAse Agar besiyerinde DNAse testi ve Enterokok testidir. Enterokok
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testi, izolatin Enterococci Broth besiyerinde renk degistirmesine gore enterokok olup

olmadiginin arastirilmasidir.

3.2 Yontem

3.2.1 Orneklerde S. aureus saymm

Analizlerde, peynir 6rnekleri dnce steril rendeden gecirilerek rendelenmis, bundan 10 g
tartilmis ve seyreltme sivis1 olarak 90 mL MRD icine koyulmustur. Ornekler, i¢inde
manyetik tas bulunan seyreltme sivilarina tartildiktan sonra 90 sn siireyle manyetik
karistiricida karistirilmis ve homojenizasyonlari saglanmistir. 10" olan bu ¢ozeltiden
standart yontemle 107> ve 10° seyreltmeler yapilmis, her 3 besiyerine de bu
seyreltilerden ekim yapilip, 37 °C' de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ekimlerde; kati
besiyerlerinde yayma kiiltiirel yontem uygulanmus, bu amagla 10~ seyreltiden 14 cm
capli biiylik Petri kutularina 1' er mL, ayn1 seyreltiden standart boy Petri kutularma 0,1
mL, ardisik seyreltilerden de yine standart boy Petri kutularina 0,1 mL aktarilip
yayilmistir. GCB besiyerine ardisik 3 seyreltiden 3' er tiipe 1' er mL ekim yapilmustir.

Bu siirenin sonunda kati besiyerlerinde dogrudan sayim yapilirken, GCB' de {ireme
goriilen biitlin tiiplerden BPA besiyerine siirme yapilmis ve bu Petri kutular1 da 37 °C'
de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda tipik S. aureus kolonisi goriilen
Petri kutularina ekim yapilan tiipler pozitif olarak degerlendirilmis ve standart EMS

tablosundan yararlanilarak sonuglar hesaplanmis ve log EMS/g olarak verilmistir

(Anonim 2006d).

BPA besiyerinde olusan siyah renkli ve etrafinda berrak zon olan koloniler, MSA
besiyerinde sar1 parlak zonlu koloniler S. aureus olarak sayilmistir. Sayim sonuglari
ardisik seyreltilerde standart olarak agirlikli ortalama ile hesaplanmistir ve sonuglar "log

kob/g" olarak verilmistir (Anonim 2006d).
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3.2.2 izolasyon

Sayim islemi sirasinda kati besiyerlerinden tipik ve atipik bakteri kolonileri izole
edilmistir. izolatlar, yatik Tryptic Soy (CASO) Agar besiyerine siirme yapilarak +4 °C'
de buzdolab: sicakliginda stok kiiltiire alinmistir, identifikasyon testlerine baslamadan

once kiiltiirler Tryptic Soy (CASO) Broth zenginlestirme besiyerinde aktive edilmistir.

3.2.3 Tanimlama

Izolatlarin tanimlanmasinda morfolojik 6zellikler yaninda fizyolojik ve biyokimyasal
testler de uygulanmistir. Bunlarin se¢iminde asagidaki yol izlenmistir:

-Ek 1' deki testlerin tiimii bir anda uygulanabilir. Ancak bu yontemde gereksiz pek ¢ok
test uygulanmis olacaktir. Bu uygulamada tanimlama stiresi en kisadir.

-Ek 1' deki testler diktomik anahtar ile ¢6ziimlenebilir. Buna gore temel testlerde hangi
tiirlerin somut olarak pozitif ya da negatif verdigi saptanir, bir test uygulanir, sonra test
sonucuna gore ikinci, bunun sonucuna gore iiglinci .... teste gegilir. Bu yontemde en az
sayida test kullanilacagi acik olmakla beraber tanimlama siiresinin ¢ok uzun olacagi
aciktir. Ornegin; bu cizelgedeki testlere bakildiginda S. saccharolyticus ve S. aureus
subsp. anaerobius katalaz negatif, diger biitlin tiirler katalaz pozitiftir. Buna gore katalaz
testi ile bu 2 tiir ayrilabilir. Katalaz negatif sonug¢ alindiginda Stafilokoagiilaz testi ile bu
2 tiir ayrilabilir. Katalaz pozitif sonugta ise oksidaz testi ile S. sciuri, S. lentus, S. vitulus

ve S. caseolyticus ayrilabilir. Bu 4 tiir oksidaz negatiftir.

Tanimlama testlerinin bu sekilde secilmesinde, Halkman ve Dogan (1997) tarafindan

Enterobacteriaceae tiyelerinin tanimlanmasinda gelistirilen yontem uygulanmustir.

Tim izolatlara 6nce basit boyama uygulanmis mikroskobik goriintiilerine gore
biyokimyasal testlere gecilmistir. Buna gore; Stafilokoagiilaz, 1stya dayanikli niikleaz,
oksidaz, Voges Proskauer, D-trehaloz, D-mannitol, D-mannoz, D-ksiloz, L-arabinoz,
maltoz, laktoz, sakkaroz, rafinoz ve enterokok testlerinden bir ya da daha fazlasi

standart yontemlerle uygulanmistir (MacFaddin 2000). Enterokok testi, dogrudan

24



Chromocult Enterococci Broth besiyerinde inkiibasyon sonrasi yesil renk olusup

olusmadiginin gézlenmesi ile yapilmistir (Anonim 2006d).

3.2.4 istatistik analizler

Saymm sonucunda elde edilen veriler "Anova tek yollu varyans teknigi ¢oziimlemesi"

yontemi ile analiz edilmistir.

25



4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1 Sayim Sonuclari

Beyaz peynirlerde (n=40) S. aureus sayiminda kullanilan 3 selektif besiyerinden elde

edilen sayim sonuglar1 Cizelge 4.1' de verilmistir.

Cizelge 4.1 BPA, MSA ve GCB Besiyerlerinde elde edilen S. aureus sayilari

(log kob/g ve log EMS/g)

Ornek BPA MSA GCB Ornek BPA MSA GCB
01 7,32 5,00 >3,04 21 5,85 2,54 1,63
02 3,59 4,42 1,87 22 3,02 2,39 1,63
03 5,45 3,13 3,38 23 6,07 3,81 3,04
04 3,33 3,00 3,32 24 5,43 4,84 3,17
05 6,09 3,82 0,96 25 6,90 6,09 3,66
06 6,08 3,24 0,96 26 3,02 2,65 1,80
07 7,00 5,35 >3,04 27 <1,00 1,70 1,63
08 2,54 1,70 <0,47 28 4,92 3,37 1,87
09 6,99 5,53 >3,04 29 7,16 5,53 >3,04
10 4,80 2,65 1,96 30 3,69 3,07 2,17
11 3,69 <2,00 >3,04 31 2,65 2,39 1,63
12 3,13 2,47 1,63 32 6,13 3,00 2,46
13 4,99 4,47 >3,04 33 2,97 2,87 >3.04
14 3,48 2,95 <0,47 34 3,26 3,04 3,04
15 5,66 4,11 1,46 35 5,81 3,00 >3,04
16 5,70 4,17 3,04 36 <1,00 2,00 1,63
17 2,39 <1,00 1,63 37 <1,00 <1,00 0,96
18 <1,00 <1,00 0,96 38 3,84 2,81 1,36
19 2,95 2,17 2,38 39 4,23 4,37 2,04
20 <1,00 <1,00 <0,47 40 3,71 2,77 2,66

Toplam 40 peynir 6rneginde BPA, MSA ve GCB besiyerleri kullanilarak yapilan sayim
sonuglarina gore, Tiirk Gida Kodeksinde (Anonim 2006¢) Beyaz peynir i¢in belirtilen m
degeri dikkate alindiginda (10 kob/g) peynirlerin sirasiyla % 87,5, % 90,0 ve % 85,0’
inin ve M degeri dikkate alindiginda ise (100 kob/g) % 87.,5; % 80,0 ve % 50' sinin

kodekste izin verilen sinirlarin digsinda oldugu bulunmustur. Burada, GCB sonuglarinin
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log EMS/g olarak verilmis oldugu bilinmektedir. Besiyerleri arasindaki farklar asagida

ayrica tartisilacaktir.

Materyal ve yontem boliimiinde de belirtildigi gibi, stafilokok ¢ikma olasiligr yiiksek
olan acgik peynirler analize alindigindan bu ¢aligmadaki bulgular genel olarak Tiirkiye
ya da daha dar olmak iizere Ankara' da satilan Beyaz peynirleri temsil etmemektedir.
Dolayis1 ile buradaki veriler sadece acik semt pazarlarinda ya da marketlerde ambalajsiz
olarak satilan Beyaz peynirlere iligkin sonuclar1 gostermektedir. Buna bagli olarak
Tiirkiye' de yapilmis olan benzeri ¢alismalarla kimi yerde benzerlik varken, kimi yerde

sonugclar arasinda celigki goriilmektedir.

Bir calismada 25 adedi Beyaz peynir olmak iizere toplam 140 adet siit iiriinlinde Baird-
Parker Agar besiyeri kullanilarak koagiilaz pozitif stafilokok varligi arastirilmis ve
orneklerin % 18,6' sinda bu bakteri saptanmistir (Bastepe 1977). Yine Beyaz peynirlerle
yapilan bir ¢alismada 60 adet 6rnegin tam olarak 1/3' iinde koagiilaz pozitif stafilokok
belirlenmistir. Bu ¢alismada da Baird-Parker Agar temel besiyeri olarak kullanilmistir

(Askin 1983).

Bir bagka caligmada analizi yapilan 40 peynirden 3' {inde (% 7,5) BPA sonuglarina gore
S. aureus sayist 7 log kob/g ve ilizerinde bulunmustur. Bu sonug, gida giivenligi
acisindan oldukca dikkat cekicidir ve toksin olusmasi bu diizeydeki kontaminasyonda

beklenebilir (Unliitiirk vd. 1991).

[zmir' in cesitli semtlerinde satilan ¢ig siitlerde total bakteri, stafilokok sayimi ve
tiplendirilmesi yapilan bir ¢alismada 30 6rnekte total bakteri sayimlar1 5,74 log kob/g
ile 8,69 log kob/g arasinda bulunmustur. Toplam 30 o6rnegin 27' sinde (% 90,0)
stafilokok tiremesi saptanmis ve bu 27 6rnegin 3' inde (% 11,1) S. aureus, 24' tinde (%

88,9) S. epidermidis oldugu gosterilmistir (Caglarirmak vd. 1996).
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Ankara piyasasindan saglanan Civil peynirleri ile yapilan bir arastirmada analiz edilen
peynirlerin mikrobiyel kalitesi oldukg¢a diisiik olarak degerlendirilmesine ragmen,

stafilokoklar saptanabilir sinirin altinda (<100 kob/g) bulunmustur (Polat 2000).

Van' da kahvalti salonlarinda tliketime sunulan siit {iriinlerinin mikrobiyolojik ve
kimyasal kaliteleri ilizerine yapilan bir aragtirmada, kahvalti1 salonlarindan alinan 10" ar
adet Beyaz peynir, otlu peynir, tereyagi, kaymak ve cacik olmak {izere toplam 50 adet
ornek mikrobiyolojik ve kimyasal yonden incelenmistir. Beyaz peynir érneklerinden 2'
sinin S. aureus, 2' sinin koliform grubu bakteri, tamaminin maya-kiif sayis1 bakimimdan
Tiirk Standartlar1' na uymadigi belirlenmistir. Bu arastirmada incelenen orneklerin
analiz sonuglar1 ile diger arastiricilarin bildirdigi degerler arasindaki farkliliklarin
incelenen oOrneklerin iiretim ve muhafaza sartlarinin ve arastirmalarda uygulanan
metotlarin farkli olmasindan kaynaklanmis olabilecegi belirtilmistir. Van' daki kahvalti
salonlarindan alinan 6rneklerin hijyenik kalitesi yetersiz ve énemli bir kismu ilgili tiiziik
ve standartlara uymamakla birlikte, arastirmada elde edilen analiz sonuglar1 diger
arastiricilarin sonuglar ile biiylik benzerlik gostermektedir. Hijyenik kalitenin yetersiz
olmasi; iiretimde hijyenik ve kimyasal nitelikleri uygun olmayan hammadde
kullanilmasindan, bununla birlikte iiretim, muhafaza ve pazarlama islemlerinin uygun

sekilde yapilmamasindan kaynaklandigi savunulmustur (Sagun vd. 2001).

Konya ve yoresinde tiiketime sunulan salamura Beyaz peynirlerin kalitesi ile ilgili bir
aragtirmada aerobik mezofilik mikroorganizma, koliform bakteriler, Staphylococcus
spp., Lactobacillus spp., maya ve kiif sayilari sirastyla 1,60x10% kob/g, 1,75x10° kob/ g,
1,69x10° kob/g, 2,68x10” kob/ g ve 2,46x10° kob/g olarak belirlenmis, peynirlerin
koliform bakteri, maya ve kiif yoniinden sirasiyla % 60 ve % 66,66' sinin, Beyaz Peynir
standardi' na uymadig1 belirtilmis, sonug olarak, Konya ve yoresindeki salamura Beyaz
peynir iretiminde standart bir teknigin kullanilmadigi ve/veya iiretimi ve tiikketime
sunulmalar1 sirasinda etkin kalite kontrollerinin yapilmadigi sonucuna varilmistir (Altin

ve Tekingen 2002).
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Bir baska ¢alismada, en fazla S. aureus iceren 12 6rnek segilerek S. aureus A, B, C, D
enterotoksinleri aranmis, 6rneklerde herhangi bir toksine rastlanilamamistir. Calismada,
S. aureus diizeyleri peynir 6rneklerinde <1,0x10%-1,0x10° kob/g, cesitli et ve kiyma
orneklerinde <1,0x10%-3,0x10° kob/g ve kremal1 pasta Orneklerinde <1,O><102-4,8xlO5
kob/g arasmnda bulunmustur. incelenen 45 gida 6rneginden 38 adedinde (% 84) S.
aureus' a ve 27 ornekte de (% 60) atipik S. aureus' a rastlanmistir (Bilge ve Karaboz
2005).

Bu calismada 3 besiyerinden elde edilen S. aureus sayilari arasinda istatistiksel olarak
onemli fark bulunmustur. Farklilik, GCB besiyerinden elde edilen sayim sonuglarindan
kaynaklanmaktadir ve bu besiyerinde elde edilen sonuglar agarli besiyerlerine gére daha
dustiktiir (P<0,05). Ek 2' de istatistik analiz sonuglar1 verilmistir. BPA ile MSA arasinda

istatistiksel acidan fark olmadigi goriilmiistiir.

EMS yontemi ile yapilan analizlerde elde edilen sonuglarin, ayni materyalde kati
besiyeri kullanilarak elde edilenler ile benzer olmasi beklenirse de tersine olarak elde
edilen sonuglara rastlanmaktadir (Halkman vd. 1994). Ayrica EMS yonteminin gerek
kendi icinde gerek kati besiyerleri ile yapilan kiyaslamalarinda farkli sonuglar

alinabilecegi uyarilmaktadir (Glirgiin ve Halkman 1988).

Bir yaklagima goére, EMS yontemi, rutin gida kontrolinde degil, ozellikle kati
besiyerinde saglikli sonug¢ alinamayacak kadar diisiik sayida mikroorganizma olan
orneklerde ve kati besiyerinde zor gelisen mikroorganizmalarin sayiminda
kullanilmalidir. Buna gore peynir gibi bir kat1 gidada S. aureus sayimi i¢in 10 ve hatta
100 kob/g limitlerinin kat1 besiyerinde saglikli bir sekilde elde edilmesi teorik olarak
miimkiin degildir. Dolayist ile 100 kob/g limit verilen bir kati gidada analize 10
seyrelti ile baglanacagina gore dokme yontemi ya da biiyiik Petri kutusuna 1 mL yayma
uygulamasinda elde edilecek 10 kob/g degeri giivenilir olmayacaktir. Tirk Gida
Kodeksinde Beyaz peynir i¢in verilen "m" degerinin 10 kob/g oldugu dikkate
alindiginda analizin zaten EMS yontemi ile yapilmasi zorunlulugu ortaya ¢ikar

(Anonim 2006d).
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Bu durumda Beyaz peynirlerin S. aureus analizinde sadece kodekse uygunluk agisindan
uygulanmasi gereken yontem zorunlu olarak EMS olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bununla
birlikte, EMS yonteminin yukarida agiklanan sorunlar ve standart olarak kabul edilen

kat1 besiyeri yontemleri ile uyumsuzlugu da dikkate alinmalidir.

GCB besiyeri kullanilarak EMS teknigi ile sayim diisiik sayida stafilokok igeren
ornekler i¢in Onerilmektedir (Anonim 2004). Cizelge 4.1 incelendiginde diisiik sayida
stafilokok igceren Beyaz peynir Orneklerinde bu besiyeri ve sayim tekniginin bir
Ustiinliigii goriilmemistir. Sadece 37 nolu 6rnekte kati besiyerlerinde <1,0 log kob/g
sonucu alinirken, GCB besiyeri 0,96 log EMS/g sonucu vermistir. Ancak, bu tek olumlu

sonug, genel kiyaslamada tiimiiyle yetersiz kalmaktadir.

EMS teknigi ile % 10 tuzlu Tryptose Soy Broth besiyerine katalaz ve piirivat ilavesinin,
S. aureus sayimu iizerine etkisinin incelendigi bir arastirma sonuglarina gore, besiyerine
katalaz ya da piirivat ilavesi 1sidan zarar géren S. aureus suslarinin sayiminda artirici bir
etki olusturmaktadir ve bu artis 1sidan zarar gérmeyen hiicrelerde de gozlenmektedir

(Brewer et al. 1977).

Baird-Parker besiyerinin sivi modifikasyonu, diisiik sayidaki (20 kob/g) S. aureus
sayimlarinda Onerilmektedir. Yapilan caligmalar, bu besiyerinin kabul edilebilir bir
selektivitesinin oldugunu ve 1sidan zarar gormiis hiicrelere inhibe edici bir etkisi

bulunmadig1 gosterilmistir (Doorne et al. 1981).

Tuza dayanikli 1sidan zarar goren sublethal S. aureus' a 45 katkinin onarici etkisinin
incelendigi bir arastirmada sodyum piirivat, maya ekstrakti, L-histin, cositone, adenozin
trifosfat ve asetil fosfatin etkili oldugu, bu sekilde 100 stafilokok/g' dan daha az
sayidaki kontaminasyonlarin belirlenebildigi ve besli tiip Giolitti Cantoni EMS
tekniginden 8 kat daha fazla sayim alinabildigi goriilmiistiir (Hurst et al. 1976).

Ug kat1 besiyeri (Baird Parker Agar (BP), BP yumurta saris1 yerine tavsan plazmasi
(BPP), ve Devriese' ye gore modifiye Baird Parker Agar (BPA) ile {i¢ s1v1 besiyeri (%
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7,5 tuzlu Brain Heart infusion (BHIS), Baird Parker Medium (LBP) ve Giolitti Cantoni
Medium)' un gidada S. aureus aranmasindaki uygunluklar1 arastirilmis, canli ve 1sidan
etkilenen S. aureus hiicrelerinin geri alma oranlari, besiyerlerinin istenmeyen
mikroorganizmalara  karst  selektivitesi, rutin  analizlerde  uygulanabilirligi
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan mikroorganizmalar; canli ve 1sidan zarar
gbren S. aureus, S. aureus olmayan stafilokoklar, Streptococcus spp., Pseudomonas
spp., Proteus spp., Bacillus spp.' dir. Canli S. aureus suslarimimn kullaniminda 3 kati
besiyerinde dnemli farkliliklar gézlemlenememistir. Diger taraftan 1sidan zarar goren S.
aureus suslar1 incelendiginde BPA ile BP ve BPP' den dikkate deger derecede diisiik
sonuglar alinmistir. LBP ve GC' nin selektifligi koagiilaz negatif stafilokok ve Gram
negatif mikroorganizmalar i¢in nispeten zayif bulunmustur. LBP ve BPA besiyerleri,
kurutulmus siit rlinlerinde 1sidan zarar goérmiis S. aureus' larin sayiminda diger

besiyerlerinden daha iyi sonuglar vermistir (Becker et al. 1983).

Bu arastirmada BPA ve MSA besiyerlerine gére GCB besiyerindeki sayim sonuglari
daha diisiik diizeyde bulunmustur. Bazi kaynaklarda GCB besiyeri ile yapilan
analizlerin diisiik sayidaki mikroorganizma varligin1 tespit etmek icin yapilmasi
onerilmektedir, fakat yapilan bu ¢alismada GCB besiyerindeki sayim sonuglart MSA ve
BPA' a gore daha diisiik diizeyde bulunmustur. Bunun nedeni olarak; yukarida verilen
literatiir bilgisindeki gibi 1sidan zarar géren S. aureus suslarmin GCB besiyerinde
yeterli gelisimi gosterememesi diisiiniilebilirse de siitliin pastorizasyon iglemi sirasinda
1sidan zarar goren bakterilerin Beyaz peynirlerin analiz edilinceye kadar gecen siirede

bu zarar1 giderebilecekleri beklenir.

Gidalarda istenmeyen mikroorganizmalarin analizinde kullanilan pek ¢ok besiyeri
vardir. Bu ¢aligmanin amaci, Beyaz peynirlerde hangi besiyerinin daha uygun oldugunu
saptamaktir. Standart analizde kullanilan BPA besiyeri, bu c¢aligmada elde edilen
bulgulara gore tatmin edici sonuglar vermistir. Buradaki degerlendirme, sayim
sonuclarindan degil, sadece koloni morfolojisine gore sayimin daha kolay olmasi,
refakat¢i floranin daha belirgin olarak fark edilmesi gibi degerlendirme iizerine

yapilmaktadir.
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4.2 izolatlarin Tammlanmasi

Beyaz peynir 6rneklerinden BPA ve MSA kati besiyerinde sayim i¢in yapilan ekimlerde
bu besiyerlerinden izole edilmis olan izolatlarin tanimlama sonucu toplu olarak Cizelge

4.2. 'de verilmistir.

Bu c¢alismada izole edilen toplam 99 izolatin 91 adedi tatmin edici ayrinti ile

tanimlanmis, 8 adedi ise cins bazinda dahi tanimlanamamustir.

Materyal ve Yontem bdliimiinde de agiklandigi sekilde, tipik S. aureus kolonileri
yaninda Ozellikle tipik olmayan ancak S. aureus' a benzeyen koloniler ile S. aureus
olmadig1 c¢ok belirgin koloniler de izole edilmistir. Bu uygulamanin amaci, S. aureus
analizinde kullanilan kati1 besiyerlerinde hangi mikroorganizmalarin gelisebildiginin

belirlenebilmesidir.

Ozellikle S. aureus' a benzeyen ve S. aureus olmadig: belirgin olan izolatlara dnce basit
boyama yapilmistir. Gram boyama yerine basit boyama yapmanin amaci, Gram negatif
bakteri gelisiminin zaten s0z konusu besiyerlerindeki selektif inhibitorler ile
engellendigi ve mikroskobik morfoloji incelemesinin basit boyama ile daha saglikli

yapilmasidir (Halkman ve Tunail 2000).

Buna gore mikroskobik inceleme sonucuna gore cubuk bakteri ve maya morfolojisinde
olan tiim izolatlar, baska bir test uygulanmaya gerek goriilmeksizin basil ve maya olarak
tanimlanmis, cizelge 4.2' de bu sekilde belirtilmistir. Buradaki "basil" tanimlamasi

Bacillaceae familyasi liyeleri anlaminda degil, orjinal anlamui ile ¢ubuk bakteridir.

Yine mikroskobik inceleme sonucunda streptokok olarak goriilen izolatlarin, enterokok
olup olmadiklarmin belirlenmesi amaciyla bunlar Chromocult Enterococci Broth
besiyerine asilanmuis, 37 °C' de 24 saat inkiibasyon sonunda besiyerinde mavi-yesil renk
olusumu "enterokok pozitif' olarak degerlendirilmis (Anonim 2006d) ve daha ileri

tanimlama geregi duyulmamistir.
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Denemelerde sahit olarak kullanilan S. aureus susu, tiim ilgili testlerde kendisinden
beklenen reaksiyonlar1 vermistir. Bir diger ifade ile kullanilan tiim testler bu sekilde

dogrulanmugtir.

Buna gore, Cizelge 4.2' den de goriilecegi gibi 12 basil, 6 maya ve 30 Enterococcus spp.

S. aureus i¢in selektif olan kat1 besiyerlerinde geliserek koloni olusturmuslardir.

Basil olarak tanimlanan izolatlar, Baird Parker Agar besiyerinde 0,2 mm boyutunda gri
renkli koloni ve koloni etrafinda beyaz halka ve 0,5-1,2 mm boyutlar1 arasinda siyah
renkli koloni ve koloni etrafinda kahverengi halka olusturmuslardir. Mannitol Salt Agar
besiyerinde ise 0,4-0,9 mm boyutlar1 arasinda krem renkli koloni ve koloni etrafinda
belirsiz zon, zonlu ve zonsuz koloniler olusturmuslardir. Koloni ¢apt morfoloji ile

dogrudan iliskilidir ve koloni rengi ile koloni ¢api farkli izolatlarda benzerdir.

Maya olarak tanimlanan 6 izolatin 4' ii BPA besiyerinde 0,1-0,4 mm boyutlar1 arasinda
gri renkli koloni ve koloni etrafinda beyaz halka olusturmustur. Diger koloniler MSA
besiyerinde 0,3 mm boyutunda krem renkli, zonsuz ve 0,5-1 mm boyutunda pembe
renkli koloniler olusturmuslardir. Koloni biiyiikliikleri degiskendir. Yukarida da

belirtildigi gibi bu grup, sadece mikroskobik morfoloji ile tanimlanmustur.

Her ne kadar, mikroskobik morfolojileri zincir seklinde kok (streptokok) olan
izolatlardan, Chromocult Enterococci Broth besiyerinde mavi-yesil renk verenler
Enterococcus olarak tanimlanmigsa da bunlarin tiimiine 1siya dayanikli koagiilaz testi ile
9 adedine oksidaz testi uygulanmustir. {lging olarak mikroskobik morfolojisi streptokok
olan 30 izolatin tiimii Chromocult Enterococci Broth besiyerinde pozitif sonug verdigi
icin Enterococcus spp. olarak degerlendirilmis, ancak, bunlardan 4 adedi 1s1ya dayanikli
koagiilaz iiretmis, oksidaz testinde 4 pozitif ve 5 negatif sonu¢ alinmistir. Bu veriler,
mikroskobik morfoloji ile Chromocult Enterococci Broth iliskisinin sorgulanmasi
geregini gostermektedir. Bu grup bakterilerde ¢ogunlukla BPA besiyerinde 0,2-0,9 mm

boyutlar1 arasinda siyah renkli ve koloni etrafinda belirsiz zon olusmaktadir; ayrica
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zonlu ve zonsuz olarak da goriilmektedir. MSA besiyerinde ise 0,3-0,7 mm boyutlar1
arasinda krem renkli zonlu ve zonsuz koloniler; 0,2-1 mm boyutlar1 arasinda sar1 renkli
koloni etrafi zonlu koloniler ve 0,3 mm boyutunda pembe renkli koloniler
goriilmektedir. Genel olarak ayni renge sahip kolonilerin yakin biiytikliikte oldugu

sOylenebilir.

Staphylococcus cinsi gibi Micrococcaceae familyasi liyeleri olan ve S. aureus selektif
kat1 besiyerlerinde kolaylikla gelisen Micrococcus tiirlerinden 19 izolat tanimlamasi
yapilmistir. Micrococcus cinsine giren bakteriler i¢in de tiir tamimlamasina gerek
duyulmamistir. Bu grup bakteriler, 1siya dayanikli koagiilaz pozitif ve oksidaz pozitif
olup, mikroskobik morfolojileri S. aureus' dan daha biiyiik ve kok goriiniimiinde olan
izolatlardir. Koloni morfolojileri Cizelge 4.2' de verildigi gibi oldukg¢a farklidir. BPA
besiyerinde 0,2-0,7 mm boyutlar1 arasinda siyah renkli ve koloni etrafinda gri halka,
kahverengi halka ve zonsuz koloniler olugsmaktadir. MSA besiyerinde ise 0,2-1,5 mm
boyutlar1 arasinda zonlu ve zonsuz koloniler ve 0,2-0,7 mm boyutlar1 arasinda pembe

renkli koloniler olugsmaktadir.

Izolatlarm, 11 adedi S. aureus iken 3 adet S. anaerobius, 1 adet S. coagulans, 3 adet S.
intermedius, 2 adet S. lentus ve 1 adet S. xylosus tanimlanmistir. Bunlarin diginda 1 adet
izolatin S. haemolyticus ya da S. saprophyticus ve 2 adet izolatin ise S. hominis ya da S.

piscifermentans olduguna karar verilmistir.

11 S. aureus izolatinin tiimii Stafilokoagiilaz ve 1s1ya dayanikli niikleaz testinde pozitif
sonu¢ vermistir. Bir diger deyis ile bu sonuglar alindig1 i¢in s6z konusu izolatlarin S.
aureus olduguna karar verilmistir. Kuskusuz, bu izolatlarin tiimii mikroskobik morfoloji
acisindan tipik goriintliiler vermislerdir. Bu izolatlarda identifikasyon amach
biyokimyasal testlere devam edilmis ve tiimiiniin sakkaroz, laktoz, maltoz, D-mannoz
pozitif ve rafinoz ile L-arabinoz negatif oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar, S. aureus igin
tipik reaksiyonlardir. Ayrica rasgele segilen izolatlara uygulanan testlerde 2 adet
oksidaz negatif, 2 adet D-trehaloz negatif sonug ile D-ksiloz testinde 1 adet negatif ve 1

adet pozitif sonu¢ bulunmustur. Bu izolatlar BPA besiyerinde 0,2-0,7 mm boyutlar
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arasinda siyah renkli koloni etrafinda belirsiz zonlu ve zonsuz atipik koloniler
olusturmaktadir. MSA besiyerinde ise 0,2-0,8 mm boyutlar1 arasinda tipik sar1 zonlu
koloniler olusturmuslardir; bunun disinda 0,4 mm krem renkli ve 0,5 mm pembe renkli

atipik koloniler gézlemlenmistir.

S. anaerobius izolat1 Stafilokoagiilaz ve 1siya dayanikli niikleaz testinde pozitif sonug
vermistir. Bu izolatlarda identifikasyon testlerine devam edildiginde mannoz testi S.
aureus' dan farkli olarak mannoz negatif sonu¢ vermistir ve diger identifikasyon
testlerinde rafinoz, L-arabinoz, VP negatif ve maltoz pozitif oldugu goriilmiistiir. Ayrica
rasgele secilen 2 izolata uygulanan oksidaz ve D-trehaloz testlerinde negatif sonug

bulunmustur.

S. intermedius izolat1 Stafilokoagiilaz ve 1siya dayanikli niikleaz testinde pozitif sonug
vermistir. Bu izolatlarda da identifikasyon amacgli biyokimyasal testlere devam
edildiginde VP testi S. aureus' dan farkli olarak VP negatif sonu¢ vermistir. Diger
identifikasyon testlerinde ise sakkaroz, maltoz pozitif ve rafinoz negatif sonug
bulunmustur. Ayrica laktoz testinde 2 izolattan biri pozitif diger izolat ise negatif sonug
vermigstir. Rasgele secilen izolatlarda 1 adet mannitol pozitif, 1 adet L-arabinoz negatif

sonu¢ bulunmustur.

S. lentus izolat1 Stafilokoagiilaz ve 1siya dayanikli niikleaz testinde pozitif sonug
vermistir. Identifikasyon amacl biyokimyasal testlere devam edildiginde rafinoz testi
tanimlamada belirleyici olup pozitif sonu¢ vermistir. Ayrica sakkaroz, maltoz, D-
mannoz, oksidaz testleri pozitif ve L-arabinoz testinde ise izolatlardan biri pozitif digeri

negatif sonug¢ vermistir.

S. xylosus izolati Stafilokoagiilaz, 1siya dayanikli niikleaz testinde negatif sonug
vermistir. Identifikasyon testlerine devam edildiginde rafinoz, L-arabinoz, oksidaz

negatif ve maltoz, laktoz, mannoz, mannitol, VP pozitif sonu¢ vermistir.
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S. coagulans izolati 1siya dayamikli niikleaz testinde pozitif sonu¢ vermistir.
Identifikasyon testlerine devam edildiginde sakkaroz, laktoz, maltoz, D-mannitol, VP

pozitif ve rafinoz, L-arabinoz, D-mannoz, oksidaz negatif sonug¢ vermistir.

13 ve 14 nolu izolatlarda secilmis olan biyokimyasal identifikasyon testlerinde
Stafilokoagiilaz, 1siya dayanikli niikleaz, rafinoz, L-arabinoz, D-ksiloz, D-mannoz, D-
mannitol negatif ve sakkaroz, laktoz, maltoz, VP pozitif sonu¢ vermistir. Bu testlere
gdre izolatlar S. hominis veya S. piscifermentans olarak tanimlanmistir. ki tiir arasinda

ayrim saglayan test tespit edilememistir.

20 nolu izolatta secilmis olan biyokimyasal identifikasyon testlerinde Stafilokoagiilaz,
1stya dayanikli niikleaz, rafinoz, L-arabinoz, D-mannoz negatif ve sakkaroz, laktoz,
maltoz, D-mannitol, VP testleri pozitif sonu¢ vermistir buna gore izolat S. haemolyticus
veya S. saprophyticus olarak tammlanmustir. Iki tiir arasinda ayrim saglayan test tespit

edilememistir.

03, 05, 16, 22, 24, 25, 30, 31 nolu izolatlar tanimlanamamustir.
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Cizelge 4.2 BPA ve MSA Besiyerlerinden elde edilen izolatlarin tanimlama sonuglari

Ele :
=S |

= ﬁ < g 5 g § T; S Ny g § o onue 'g Koloni Morfolojisi
dEEIFINH IR IE R S E
~|a|Z2|0|F|alalalala|Z|3|d|=|H M S
01 | = | = | + + + | + + | + S. lentus 0,5-0,6 [MSA; Krem, zonlu
02 | —| - |+ + — |+ + | + S. lentus 0,3-0,5 |BPA,; Siyah parlak, zonsuz
03 | = | + | = | + + |+ |+ |+ |+ Tanimlanamadi 0,5-0,6 |BPA; Siyah, mat zonlu
04 | + | + + | + -+ |+ |+ | - S. aureus 0,2 |BPA; Siyah, zonsuz
05 | — | + + + | + + |+ |+ = Tanmimlanamadi 0,3 |MSA; Kavuni¢i, zonsuz
06 | + | + + -+ |+ |+ | = S. aureus 0,3-0,4 |BPA; Siyah, belirsiz zon
07 | + | + — + + |- |+ - S. intermedius 0,2 |BPA; Siyah, belirsiz zon
08 | + | + + — |+ |+ |+ ]| = S. aureus 0,4-0,5 |BPA; Siyah, zonsuz
09 | + | + + | + -+ |+ ]+ ] - S. aureus 0,2 |MSA,; Sari, zonlu
10 |+ + _ _ — |+ — S. anaerobius 1 MSA; Krem turuncumsu, zonsuz
11 | + | + + | + -+ |+ |+ = S. aureus 0,6-0,7 |BPA; Siyah, zonsuz
12 | + | + + | + — |+ |+ |+ - S. aureus 0,5 |MSA,; Sari, zonlu
13 | = + — ===+ ]|+]+]|-= S. hominis / S .piscifermentans 0,3-0,4 IMSA; Sari, zonlu
14 | - | - + — ===+ +]+] - S. hominis / S .piscifermentans 0,5-0,7 [MSA; Pembe, zonsuz
15+ + — -+ |+ |+ ]| - S. intermedius 0,2 |BPA; Siyah, zonlu
16 | — | + + + | - — |+ |+ |+ ] - Tanimlanamadi 0,3-0,4 |IMSA; Sar1, zonlu
17 + | — | + + | - -+ |+ |+ ] - S. coagulans 0,5-0,7 |BPA; Siyah, zonsuz
18 | + 1] + _ + |+ |+ | = S. intermedius 0,3-0,5 IMSA; Pembe, zonsuz
19 | — | = | = |+ + | + — |+ |+ — S. xylosus 0,5 |MSA; Pembe, zonsuz
20 | — | — + + | - — |+ |+ |+ S. haemolyticus / S. saprophyticus | 0,3-0,5 |BPA; Siyah, belirsiz zon
21 | + | + + | + — |+ |+ |+ | - S. aureus 0,6-0,8 [MSA; Sar1, zonlu
22 | — | + + | = — | =+ | =1+ Tanimlanamadi 0,2 |MSA; Krem, zonsuz
23 |+ |+ + —l+ |+ ]+ = S. aureus 1 MSA,; Sari, zonlu
24 | — | + |+ === =+ +]|+]| = Tanimlanamadi 0,5 |MSA; Pembe, zonsuz
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Cizelge 4.2 BPA ve MSA Besiyerlerinden elde edilen izolatlarin tanimlama sonuglar1 (devam)

S = 2
=

= < s _<§ % g g % RS NN £ § —é Sonug g Koloni Morfolojisi

HEIEEFINEEREEEEEE cE

= |la|2|0|>|alajlalalal=E|3|a|<L|H M S
25 | — | + + |- = =|=1=|+1]-=1|=- Tanimlanamadi 1 MSA; Pembe, zonsuz
26 | + | + + - |+ |+ - S. aureus 0,5-1 |MSA; Pembe, zonsuz
27 | + |+ | - | — | — - - | + - S. anaerobius 1-1,5 |[MSA; Sari, zonlu
28 |+ |+ -] -1 - - — | + S. anaerobius 2 MSA; Sari, zonlu
29 |+ | + | — + |+ |+ |- -]+ +]+ |- S. aureus 0,2-0,5 |BPA; Siyah, belirsiz zon
30 + + |- = =|=1=|+1]-=1|=- Tanmimlanamadi 2 BPA; Siyah, zonsuz
31 + |- |-+ |+ |+ |+ | =]+ +]|+]| - Tanimlanamadi 0,3-0,5 [MSA; Pembe, zonsuz
32 |+ |+ | - o I O O e e e e e S. aureus 0,4-0,5 [MSA; Krem, zonsuz
33 - + |Enterokok 0,4-0,5 |BPA; Siyah, belirsiz zon
34 — + |Enterokok 0,5 |BPA; Siyah, belirsiz zon
35 — + |Enterokok 0,3-0,4 |BPA; Siyah, parlak zonsuz
36 — + |Enterokok 0,7 |MSA,; Sari, zonlu
37 — + |Enterokok 0,8-0,9 |BPA; Siyah, belirsiz zon
38 - + |Enterokok 0,5-0,6 |BPA; Siyah, belirsiz zon
39 — + |Enterokok 0,3-0,4 |BPA; Siyah, belirsiz zon
40 — + |Enterokok 0,3-0,4 |BPA; Siyah, belirsiz zon
41 — + |Enterokok 0,5 |MSA; Krem, zonlu
42 - + |Enterokok 0,3 |BPA; Siyah, zonlu
43 - + |Enterokok 0,3-0,4 |BPA; Siyah, zonlu
44 — + |Enterokok 0,3 |MSA; Krem, zonlu
45 - | - + |Enterokok 0,3-0,4 [MSA; Krem, zonlu
46 - | - + |Enterokok 0,3 |BPA; Siyah, belirsiz zon
47 - | - + |Enterokok 0,6-0,7 |BPA; Siyah, zonlu
48 - | - + |Enterokok 0,2-0,4 |BPA; Siyah, belirsiz zon
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Cizelge 4.2 BPA ve MSA Besiyerlerinden elde edilen izolatlarin tanimlama sonuglar1 (devam)
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49 — + |Enterokok 0,5 |BPA; Siyah, belirsiz zon
50 — + |Enterokok 0,3-0,4 [MSA; Sari, zonlu
51 — | + + |Enterokok 0,4-0,5 |BPA; Siyah, zonsuz
52 - + |Enterokok 0,4-0,5 |BPA; Siyah, belirsiz zon
53 + + |Enterokok 0,4-0,5 [MSA; Sar1, zonlu
54 — + |Enterokok 0,4-0,5 |BPA; Siyah, zonsuz
55 — + |Enterokok 0,6-0,7 |BPA; Siyah, zonsuz
56 + | + + |Enterokok 0,2-0,3 [MSA; Sar1, zonlu
57 - | + + |Enterokok 0,5-0,7 [MSA; Krem, zonsuz
58 + | + + |Enterokok 0,5 |BPA; Siyah, zonsuz
59 — + |Enterokok 0,3-0,4 |BPA; Siyah, belirsiz zon
60 + |Enterokok 0,3-0,4 |BPA; Siyah, belirsiz zon
61 - + |Enterokok 0,7-1 |MSA; Sar1, zonlu
62 + | - + |Enterokok 0,3-0,4 [MSA; Pembe, zonsuz
63 + | + — |Mikrokok 0,5-0,7 |BPA; Siyah, zonsuz
64 + | + — |Mikrokok 0,7 |BPA; Siyah, zonsuz
65 + | + — |Mikrokok 0,5-0,7 |BPA; Siyah, gri halka
66 + | + — |Mikrokok 0,3-0,4 |BPA; Siyah, zonsuz
67 + | + — |Mikrokok 0,2 |BPA; Siyah, gri halka
68 + | + — |Mikrokok 0,4-0,5 |BPA; Siyah, zonsuz
69 + | + — |Mikrokok 0,2 |MSA; Pembemsi krem, zonsuz
70 + | + —  |Mikrokok 0,2-0,3 |BPA; Siyah, zonsuz
71 + | + — |Mikrokok 0,6-0,7 |BPA; Siyah, zonsuz
72 + | + — |Mikrokok 0,3-0,5 [MSA; Krem, zonlu
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Cizelge 4.2 BPA ve MSA Besiyerlerinden elde edilen izolatlarin tanimlama sonuglar1 (devam)
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73 — | + — |Mikrokok 0,3-0,5 |BPA; Siyah, zonsuz
74 + | + — |Mikrokok 0,3-0,4 [MSA; Krem, zonlu
75 — | + — |Mikrokok 0,2-0,3 [MSA; Krem, zonsuz
76 + | + — |Mikrokok 0,5-0,7 IMSA; Pembe, zonsuz
77 + | + — |Mikrokok 1-1,5 |MSA; Krem, zonlu
78 + | + — |Mikrokok 1-1,5 |BPA; Siyah, kahverengi halka
79 + | + — |Mikrokok 0,5-1 |(BPA; Gri, zonsuz
80 + | + — |Mikrokok 0,2 |MSA; Krem, zonsuz
81 + | + — |Mikrokok 0,5-0,7 |BPA; Siyah, gri halka
82 Maya 0,3-0,4 |BPA; Gri, beyaz halka
83 Maya 0,3-0,4 |BPA; Gri, beyaz halka
84 Maya 0,3-0,4 IMSA; Pembe, zonsuz
85 Maya 0,3 |MSA; Krem, zonsuz
86 Maya 0,1 |BPA; Gri, beyaz halka
87 Maya 0,3-0,4 |BPA; Gri, beyaz halka
88 Basil 1,1-1,2 |BPA; Siyah, kahverengi halka
89 Basil 0,8-0,9 IMSA; Krem, sar1 zonlu
90 Basil 0,5 |MSA; Krem, zonlu
91 Basil 0,6 |MSA; Krem, zonlu
92 Basil 0,4-0,5 [MSA; Krem, belirsiz zon
93 Basil 0,8-0,9 |BPA; Siyah, kahverengi halka
94 Basil 0,5-0,6 [MSA; Krem, zonsuz
95 Basil 0,6-0,7 |BPA,; Siyah, kahverengi halka
96 Basil 0,5-0,6 [MSA; Krem, belirsiz zon
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Cizelge 4.2 BPA ve MSA Besiyerlerinden elde edilen izolatlarin tanimlama sonuglari (devam)
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97 Basil 0,2 |BPA; Gri, beyaz halka
98 Basil 0,7 |BPA; Siyah, kahverengi halka
99 Basil 0,5-0,7 |BPA; Siyah, kahverengi halka
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Rutin laboratuvar uygulamalarinda koagiilaz testi S. aureus' u diger stafilokoklardan
ayiran temel testtir. Diger koagiilaz pozitif olan stafilokok tiirleri; S. hyicus, S.
schleiferi, S. coagulans ve S. intermedius' tur. Bu tiirlere infeksiyonlarda veya tasiyici
olarak nadiren rastlanmaktadir. Koagiilaz ve termostabil niikleaz testleri S. aureus' un

diger stafilokoklardan ayriminda tanimlamada yol gostericidir (Anonymous 2006c¢).

Mikrokok tiirleri zorunlu aerobiktir. M. luteus sar1 koloni olusturur. Gram pozitif koklar
diizenli tetrat yapidadirlar. Mikrokoklar stafilokoklardan oksidaz testi ile ayirt
edilmektedir. Stafilokok tiirleri igerisinde S. sciuri, S. lentus ve S. vitulus oksidaz

negatif, mikrokok tiirleri oksidaz pozitiftir (Anonymous 2006c).

Cig kegci siitiinden yapilan Camambert peynirinin imalat ve olgunlasma safhalarinda
enterotoksijenik S. lentus' un gelisimi ve enterotoksin olusturmasinin incelendigi bir
calismada baslangicta siite 10° kob/ml S. lentus inokiile edilmis, peynir endiistriyel
ozelliklere gore hazirlanmis ve 42 giin olgunlasmaya birakilmig ve sayim Staph 110
besiyerinde incelenmistir. Bulgulara gore; tuzlama asamasina kadar biitiin peynirlerde
mikroorganizma yiikii artmis ve olgunlagsma boyunca toplam aerobik mezofilik bakteri
ve koagiilaz-negatif stafilokok sayist sabit kalmis ve yiikselmistir. Bulgular, peynire
bulasan S. lentus' un canligin iyi bir sekilde korudugunu gostermistir (Meyrand et al.
1999).

Stafilokok izolatlari, multipoint inokiilasyon islemi kullanan kilit testlerle, RiboPrinter
(Qualicon), immuno-concentration zenginlestirme, VIDAS ve Array Diagnostic System
Milk Chip DNA immunoassay gibi cesitli yeni ve hizli test sistemleri ile
tanimlanmaktadir. Bu yontemlerle elde edilen sonuglarin gerek klasik yontemlerle gerek
kendi i¢lerinde her zaman ayni sonucu vermedigi belirtilmektedir (Tiikel ve Dogan

2000, Anonymous 2006a, Anonymous 2006b, Anonymous 2006c¢).

Beyaz peynirlerin mezofil florasinda koliform, enterokok, stafilokok, laktokok,
laktobasil 16konostok, pediokok ve basillus' larin bulunma sikliklar iizerinde yapilan bir

arastirmada 132 Ornekten 9 ayr1 besiyerine ekim yapilarak toplam 1188 plaktan
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izolasyon ¢alismasi yapilmis, 132 6rnegin 130" undan (% 98.4) laktobasil, 115' inden (%
87,1) koliform, 112' sinden (% 84,8) stafilokok, 107" sinden (% 81,0) enterokok, 96'
sindan (% 72,7) basil, 92' sinden (% 69,6) laktokok, 33' iinden (% 25) pediokok, 13'
tinden (% 40,6) 16konostok izolasyonu ger¢eklestirilmistir (Uraz ve Giindogan 1999a).

Cesitli siit isletmelerinden saglanan ¢ig siit, pastorize siit ve Beyaz peynir 6rneklerinden
73 Staphylococcus izole edilmistir. Bu bakterilerin 59' u (% 80,82) S. aureus, 7' si (%
9,59) S. epidermidis ve 7' si (% 9,59) de S. saprophyticus' dur (Uraz ve Arslan 1997).

Bir baska calismada, incelenen 45 gida 6rneginden 38 adedinde (% 84) S. aureus' a ve
27 ornekte de (% 60) atipik S. aureus' a rastlanmistir (Bilge ve Karaboz 2005).

Salamura ve Beyaz peynir 6rneklerinden E. coli, Enterococcus faecalis, S. aureus ve
Bacillus sphaericus izolasyonlariin karsilagtirilmasi igin yapilan bir arastirmada taze
peynir (0-7 giin) ve 10 hafta (7-70 giin) arasindaki olgunlagma siiresinde calisilan 12
seri (132 adet) Beyaz peynir 0rnegi ve ayni orneklerin salamuralari ile ¢aligilmistir.
Beyaz peynirlerin saklandigi salamuralarinin hijyen kosullarinin, Beyaz peynirdeki
bakteri kontaminasyonuna etkisi belirlenmistir. Bu amagla peynir ve salamura
orneklerinin  karsilastirilmas: ~ yapilmistir.  Orneklerin ~ ¢ogunlugunda, E. coli,
Enterococcus faecalis ve S. aureus taze peynir asamasindan olgunlagsmanin sonuna
kadar izole edilmis, aym haftalar arasinda salamuradan da izolasyonlari
gerceklestirilmistir. Bu bakterilerin peynir 6rneklerindeki izolasyon sayilari salamura

orneklerindeki sayilarindan daha yiiksek tespit edilmistir (Uraz ve Giindogan 1999b).

Mandira diizeyindeki isletmelerde Beyaz peynir {iretim asamalarindaki kritik kontrol
noktalarinin belirlenmesi, direkt ve capraz kontaminasyon kaynaklarmin arastirilmasi
amactyla ele alinan bir ¢alismada, 21 kontrol noktasi aerob mezofil genel bakteri,
stafilokok mikrokok, koagiilaz pozitif stafilokok, enterobakteriler, koliform bakteri, E.
coli, enterokok, maya ve kiif sayilar1 yoniinden incelenmistir. Calisma sonucunda, ¢ig
siitlerin mikrobiyolojik yiiklerinin fazla olmasinin pastorize siitiin mikrobiyolojik

kalitesini olumsuz yonde etkiledigi, pastorizasyon sonrasi liretim hattindaki plastik
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borularin, musambanin, cendere bezinin, is¢i ellerinin, starter kiiltiirlin, salamuranin
direkt kontaminasyon kaynagi oldugu, is¢i ellerinin ve isletmede kullanilan suyun
direkt/capraz kontaminasyonda rol oynadigi, isletme havasinin ise maya ve kiif sayisi
bakimindan kritik kontrol noktasi oldugu saptanmistir. Sonug olarak gida isletmelerinde
calisan personelin hijyen konusunda egitilmesi, alet ve ekipmanin temizlik ve
dezenfeksiyonuna dikkat edilmesi, salamuranin her parti peynir ic¢in yeniden
hazirlanarak pastorize edilmesi, starter kiiltiiriin bu is i¢in hazirlanmis steril odalarda ve
uzman diizeyinde personel tarafindan hazirlanmasi, isletme havasinin da isletme
pencerelerine pozitif hava filtrelerinin takilmasi ile kritik kontrol noktasi olmaktan

cikarilacagi sonucuna varilmistir (Evrensel vd. 2003).

Peynir imalatinda kullanilan siitlerin yetersiz pastorizasyonu, olgunlasma stirecindeki
bakteriyel kontaminasyon ve peynirlerin saklanma kosullari peynir mikroflorasinin
gelisimini ve kaliteyi etkiler. Bu nedenle Staphylococcus aureus gibi insan saghgi
acisindan 6nemli mikroorganizmalar Beyaz peynirlerde bulunabilir. Bu diisiinceden
hareketle 12 seri (132 adet) Beyaz peynir Ornegi 10 haftalik (70 giin) olgunlasma
periyodunda ¢alisilmistir. Arastirma sonuglarina gore taze peynir drneklerinden yiiksek
sayida Staphylococcus aureus izolasyonu gergeklestirilmistir. Olgunlasmanin ilk
haftalarindaki S. aureus izolasyonu taze peynir 6rneklerindeki gibi yiiksek gozlenirken
son haftalardaki S. aureus sayisinda diisme meydana gelmistir. S. aureus' larin taze
peynir orneklerinden izolasyonu pastorizasyon ile baskilanan bu bakterinin yeniden
aktivite kazanabildigini ve olgunlasmanin en az 6. haftasina kadar canliliklarini

stirdiirebildiklerini gostermektedir (Uraz ve Glindogan 1998).

Bu calismada, hedef bakteri olan S. aureus disinda farkl: tiirler, ayn1 ve farkli selektif
besiyerlerinden izole edilmistir. Bu sonuclar benzeri diger caligsmalar ile de uyumludur.
Peynir ¢esitleri, kullanilan selektif besiyerleri ve analiz yontemi farkliligina bagli olarak

farkli izolatlarin elde edilebildigi literatiirde gosterilmistir.
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5. SONUC

-Analiz edilen Beyaz peynirlerde S. aureus sayisi ¢ok yiiksektir. Peynirlerin % 87,5' 1
gida kodeksinde verilen siirin  disindadir. Ancak, bu peynirlerin agik semt
pazarlarindan ya da marketlerde ambalajsiz olanlar oldugu dikkate alinmalidir. Bu
calisma kapsaminda ambalajli peynirlerde S. aureus sayimi yapilmadigi i¢in ambalajli/

ambalajsiz peynir hakkinda yorum yapilmamistir.

-Peynirlerde stafilokok sayimi i¢in bir¢ok selektif besiyeri belirli bir dereceye kadar
yeterli gelmektedir. Yapilan ¢alismada Baird Parker Agar ve Mannitol Salt Agar
besiyerleri sayim sonuglart arasindaki fark istatistiksel olarak Oonemsiz, fakat Giolitti

Cantoni Broth besiyeri sayim sonuglari istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

-EMS yontemi ile S. aureus aranmasinda kullanilan Giolitti Cantoni Broth besiyeri
sayim sonuglar literatiir bilgilerinden farkli olarak, Baird Parker Agar ve Mannitol Salt

Agar besiyerlerindeki sayim sonuglarindan daha diisiik bulunmustur.

-BPA ve MSA besiyerlerinde atipik koloni olusturan S. aureus suslarmin gelistigi

gbzlemlenmistir.

-Selektif besiyerinde stafilokoklar disinda, enterokok, mikrokok, basil ve mayalarin da

gelisimi gozlemlenmistir.

-Her ne kadar MSA ile sayim sonuclar1 arasinda fark goriilmemekle beraber, BPA

besiyeri, tipik koloni olusturma ag¢isindan bu ¢alismada agik bir sekilde 6ne ¢cikmustir.

-izolatlar arasinda atipik S. aureus' lara rastlanmistir. Bunun anlami, giinliik (rutin)
analizler sirasinda bazi S. aureus kolonilerinin gozden kagirilabilecegidir. Toplam 11 S.
aureus' un 5 adedi Baird Parker Agar ve 6 adedi ise Mannitol Salt Agardan izole
edilmistir. Ilging olarak BPA' daki 5 koloninin tiimii ve MSA' daki 6 koloninin 2 adedi
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atipiktir. Buna gore; tipik koloni belirlenmesinde Baird Parker Agar besiyerinin
tistiinliigii acik olmakla beraber atipik kolonilerin gézden kagirilmasindaki dezavantaji

baska ¢aligmalarda ayrica degerlendirilmelidir.
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Ek 1. Staphylococcus tiirlerinin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri (Anonymous 1994)
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Tiirler

S. anaerobius

S. arlettae

S. aureus

S. auricularis

S. capitis

S. caprae

S. carnosus

S. caseolyticus

S. chromogenes| +

S. coagulans

S. cohnii

S. delphini

S. epidermidis

S. equorum
S. felis

S. gallinarum

S. haemolyticus

S. hominis

S. hyicus

S. intermedius

S. kloosii
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Ek 1 Staphylococcus tiirlerinin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri (devam)
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S. lentus

S. lugdunensis

S. muscae

S. pasteuri

S. piscifermentans| +

S. saccharolyticus

S. saprophyticus

S. schleiferi
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S. ureolyticus

S. warneri

S. xylosus

d : baz1 suslar pozitif, bazilar1 pozitif ; ND : eksik veya yetersiz bilgi ; + : %90-100 pozitif'; - : %90-100 negatif
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EK 2. istatistik Analiz

Tek Yonlii Varyans Coziimlemesi

Descriptives ; BIODAT ; Test of Homogeneity of Variances

Descriptives

BIODAT
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound Minimum | Maximurn
1.00 24 | 692308.6 1623639 | 331423.9 | 6706.118 1377911 900.0 [7950000.0
2.00 24 163100.000 | 251856.0 |51409.889 -43249.5 | 169449.5 150.0 |1240000.0
3.00 24 665.017 1085.480 221.573 206.658 | 1123.375 9.2 4600.0
Total 72 | 252024.5 | 986650.3 | 116277.9 |20173.098 | 483876.0 9.2 |7950000.0
Test of Homogeneity of Variances
BIODAT
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
7.683 2 69 .001
ANOVA
BIODAT
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups 7.0E+12 2 3.5E+12 3.904 .025
Within Groups 6.2E+13 69 9.0E+11
Total 6.9E+13 71
Multiple Comparisons
Dependent Variable: BIODAT
LSD
95% Confidence
Mean Interval
Difference Lower Upper
() BESIYERI (J) BESIYERI (1-J) Std. Error Sig. Bound Bound
1.00 2.00 629208.625* | 273842.8 .025 [82907.217 1175510
3.00 691643.608* | 273842.8 .014 | 145342.2 1237945
2.00 1.00 -629208.6* | 273842.8 .025 | -1175510 -82907.2
3.00 62434.983 | 273842.8 .820 -483866 | 608736.4
3.00 1.00 -691643.6* | 273842.8 .014 | -1237945 -145342
2.00 -62434.983 | 273842.8 .820 -608736 | 483866.4

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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