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OZET

GIDA ISLETMELERINDE CALISAN ISCILERIN BURUN FLORASINDA
ENTEROTOKSIJENIK STAPHYLOCOCCUS AUREUS’LARIN BELIRLENMESI

Amag¢: Bu calismanin amaci gida isleklerinde alisan personelin Staphylococcus aureus
tagiyiciliginin konvansiyonel ve molekiiler yontem ile saptanmasi ve elde edilen izolatlarin
sahip olduklar1 enterotoksin tiplerinin belirlenmesidir.

Materyal ve Metot. Calismada 9 farkli isletmede (4 et isletmesi, 3 siit isletmesi, 2
yemekhane) calisan 100 personelin burun mukozasindan &rnekler alindi. Orneklerden S.
aureus izolasyon ve identifikasyonunda konvansiyonel yontem kullanildi. Konvansiyonel
yontem ile S. aureus oldugu belirlenen izolatlar, molekiiler olarak Staphylococcus spp.
spesifik 16SrRNA ve S. aureus spesifik nuc geninin kullanildigi PCR ydntemi ile dogrulandi.
Izolatlarin sahip olduklar: enterotoksin tiplerinin belirlenmesinde ELISA metodu kullanild.

Bulgular: Yapilan konvansiyonel analizler sonucunda gida isleklerinde c¢alisan 100
personelin 38’inden 91 S. aureus izolati elde edildi. Molekiiler olarak bu izolatlarin 79 (%
86)’unun S. aureus spesifik nuc genine sahip oldugu belirlendi ve bu izolatlar S. aureus olarak
identifiye edildi. Molekiiler analizler sonucu sadece yemekhanede ¢alisan kadin
personellerden (n=1) S. aureus identifiye edilemedi. Enterotoksin analizi sonucu 18
personelden elde edilen 33 izolatin degisik tiplerde enterotoksin olusturma yetenegine sahip
oldugu belirlendi. Baskin enterotoksin tipinin A ve B oldugu belirlendi.

Sonug: Calisma sonucunda yerel gida isleklerinde ¢alisan personellerin % 36’sinda S. aureus
saptanmistir. Elde edilen veriler erkek personelin (%42,8) kadin personele (%20) gore S.
aureus tasiyiciliginin daha fazla oldugunu gostermistir. Bu sonuglar 6zellikle gida ile ugrasan
isletmelerdeki personelin halk sagligi agisindan agik bir tehlike kaynagi olabilecegini ortaya
koymaktadir. Elde edilen sonuglar gida isletmelerinde ¢alisan personellerin uzmanlar
tarafindan hijyen konusunda bilgilendirilme ve kendilerinden kaynaklanabilecek saglik

riskleri hakkinda bilinglendirilme gerekliligini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Gida islekleri; nuc; PCR; S. aureus; Tasiyicilik

Ebru Didem OZAK (Yiiksek Lisans Tezi)
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Eyliil-2015



ABSTRACT

DETERMINING ENTEROTOXIGENIC STAPHYLOCOCCUS AUREUS FROM THE
NASAL FLORA OF WORKERS iN FOOD PROCESSING PLANTS

Aim: The aim of this study is to comparatively determine the carriers of S. aureus within the
working personnel of food processing plants by conventional and molecular methods and
identifying the enterotoxin type from the obtained isolates.

Material and Method: Samples received from the nasal mucosa of 100 personnel working in
9 different workplaces (4 meat processing plants, 3 dairies, 2 mess halls) were evaluated.
Conventional methods were used for the isolation and identification of S. aureus from the
samples. The isolates that were found as S. aureus were identified in the molecular level by a
PCR utilizing Staphyllococcus spp. spesific 16SrRNA and S. aureus spesific nuc gene.
ELISA method was performed to determine the enterotoxin types of the isolates.

Results: By the conventional analyses, 91 S. aureus isloates were acquired from the 38
personnel out of the 100 that worked in the food workshops. Seventy-nine (86%) of these
isolates were found to possess the S. aureus spesific nuc gene in a molecular level, confirming
the isolates as S. aureus. Upon molecular analysis, S. aureus couldn't be identified from the
female personnel working in mess halls (n=4). Enterotoxin analyses revealed that 33 isolates
received from 18 personnel were able to produce different types of enterotoxins. The
dominant types of enterotoxins were found A and B.

Conclusion: In our study, S. aureus was detected in 36% of the personnel working in local
food processing plants. The data gathered provided that male personnel (42.8%) are more
prone to being a S. aureus carrier than female personnel (20%). These results show that
personnel working in food related facilities could be a direct threat to public health. The
personnel working in such facilities must be informed about hygiene and educated about the

health risks that could originate from themselves.

Keywords: Carrier; Food processing plants; nuc; PCR; S. aureus
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SIMGELER ve KISALTMALAR

aw: Wateractivity-Su aktivitesi
BHIB: Brain Hearth Infusion Broth
BPA: Baird-Parker Agar

coa: Koagulaz A

Dk: Dakika

DNA: Deoxyribonucleic Acid

EIA: Enzyme Immunoassay
ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Gr: Gram

H>02: Hidrojen Peroksit

Kob: Koloni Olusturma Birimi

ml: Mililitre

NaCl: Sodium Clorid- Sodyum Kloriir
OD: Optik Deger

PBB: Purple Broth Base

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RIA: Radioimmunoassay

SE: Stafilokokal Enterotoksinler
spa: Protein A

TBE: Tris/Borate/EDTA

TSA: Tryptone Soya Agar

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

pg: Mikrogram

pl: Mikrolitre
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1. GIRIS

Gida nedenli rahatsizliklar genel anlamda patojenik mikroorganizmalar ve
mikrobiyal toksinler ile kontamine olmus gidalarin yenmesinden olusmakta ve daha ¢ok
gastrointestinal semptomlarla seyretmektedir. Birlesmis Milletler Diinya Saglik Orgiitii
(WHO)'niin tahminlerine gore rapor edilen gida kaynakli hastalik ve zehirlenmeler,
gercek verilerin gelismekte olan iilkelerde % 1'i, gelismis iilkelerde ise % 10'u kadardir
ve bu raporlarin biiylik ¢ogunlugu toplu zehirlenmeler ile elde edilmektedir. Gida
kaynakli enfeksiyonlar izole bir sporadik vaka olarak goriilebilir veya daha az siklikla
ortak kontamine gidadan kaynak alan birden fazla kisiyi etkileyen bir salgin seklinde
karsimiza ¢ikabilir (Halkman ve Dogan, 2000).

Gida kaynakli hastaliklarin olusumunda 6nemli risk faktorlerinden birisi de
gida sektorii ¢alisanlaridir (Angelillo ve ark., 2000; Aycicek ve ark., 2004; Lues ve
Tonder, 2007). Gidanin yapimi, taginmasi, paketlenmesi, korunmasi ve buna benzer
bircok asamada kisisel ve sektorel olarak gerekli onemlerin alinmamasi sonucunda
insan saghigi acgisindan cok ciddi tehlikeler olabilmektedir. Gida sektorii calisanlar
arasinda kisisel hijyen eksikligi gida kaynakli hastaliklarin olusumunda 6nemli bir

yardimei faktor olarak yer almaktadir (Wang ve ark., 2007).

Gida  kaynaklt  sindirim  sistemi  rahatsizliklarina  neden  olan
mikroorganizmalardan bazilarinin enfeksiyon yolu ile mi yoksa intoksikasyon seklinde
mi etkili olduklar1 konusundaki arastirmalar devam etmektedir. Yapilan arastirmalar
sonucunda uygun kosularda iireyen, toksin iireten ve bu toksinlerin gida yolu ile viicutta
intosikasyona neden olan en Onemli iki bakterinin Clostrdium botulinum ve
Staphylococcus aureus (S. aureus) oldugu bildirilmektedir (Angelillo ve ark., 2000;
Bilgehan, 2000)

Staphylococcaceae familyasindan olan Staphylococcus insanlarda birgok
enfeksiyonlara neden olan bir bakteridir. Ortam sartlarina dayanikli olduklarindan
dolay1 dogada ¢ok yaygin bir dagilima sahiptir. Insanlarda enfeksiyon yapan patojen
stafilokoklarin kaynagi yine insanlar olarak bildirilmektedir (Hacibektasoglu, 1993).
Stafilokoklar dogal olarak burun ve bogaz florasinda, ciltte apseli yaralarda,
sivilcelerde, insan ve hayvan diskilarinda yogun olarak bulunur. Bu etken ayni1 zamanda

gidalarda ve gida isletmelerinde, elle gida hazirlayanlarda, hastane personeli ve hastane



ortamlarinda da yaygin olarak bulunur. Nazal stafilokoklar, tasiyicilarla g¢evreye
yayilarak tehlike olusturur. Tastyici olan ve ozellikle gida sektoriinde bizzat elleriyle
gida hazirlayanlar stafilokok nedenli besin zehirlenmelerinin 6nemli kaynagidir

(Hacibektasoglu, 1993; Vural, 1993; Bilgehan, 2000; Tunail, 2000).

Stafilokoklar insan ve hayvanlarda bircok enfeksiyonun ve insanlarda
olusabilen stafilokokal intoksikasyonlarin etkenidir. Stafilokokal enfeksiyon, koagulaz
pozitif ve koagulaz negatif stafilokok tarafindan olusturulabilmektedir. Bununla beraber
stafilokokal gida intoksikasyonunun predominant etkeni S. aureus’tur (Oliver ve ark,
2005; Kilig, 2007).

2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Stafilokoklar ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmistir, 1880
yilinda Ogston tarafindan “mikrokoklar, aktiviteleri diisiik ve yayilma alanlart sinirh
oldugunda yiizeyel siiptiratif inflamasyona yol agan, ancak etkinlikleri daha fazla olursa
ve yayilma imkan bulurlarsa septisemi ve pyemi olusturan mikroorganizmalardir”
seklinde tanimlanmustir (Sardan, 2000; Kilig, 2007).

Rosenberg 1884°te stafilokoklar1 saf kiiltiir olarak ilk iireten ve onlarin
karakteristikleri lizerinde ilk laboratuar ¢alismalarini yapan kisidir. Stafilokoklar1 bir
soy olarak diisiinmiis ve kati ortamlarda beyaz ve portakal renkli kolonilerin iiredigini
gozlemlemistir. Bu soyun alt tiirleri olarak pigmentasyona dayali iki tip stafilokok
tanimlamustir. Portakal renkli koloni olusturan mikroorganizmalar: S. pyogenes aureus,
beyaz koloni olusturanlar: ise S. pyogenes albus olarak adlandirmistir. Sonradan limon
renkli koloni pigmentasyonu veren S. pyogenes citreus eklenmistir. Winslow 1920
yilinda, stafilokoklari Micrococaceae familyasina dahil etmistir. Evans’in glikozu
anaerobik fermente edebilme yeteneklerini 1957 yilinda belirlemesi ile Staphylococcus

isminde ayr1 bir soy olarak siniflandirilmigtir (Sardan, 2000; Kilig, 2007).

Daha sonralar1 Winslow ve Winslow tarafindan ikinci tiir olan S. epidermidis
One strilmistiir. S. aureus 1972’ye kadar bilinen tek tiirdiir ve S. epidermidis ile
arasindaki temel fark, koagulaz iiretimine dayanmaktadir. Uglincii tiir olan S.

saprophyticus 1974’te stafilokoklara eklenmistir. Tiir sayis1 1980°de 13, 1984°te ise 20



olmustur. S. intermedius ve S. hyicus hari¢ yeni tiirlerin tamami koagulaz negatiftir
(Sardan, 2000; Kilig, 2007).

2.2. Stafilokoklarin Simflandirilmasi ve Genel Ozellikleri

Stafilokoklar Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin baskisinda
Staphylococcaceae familyasinda yer alirlar. Staphylococcus tiirleri Gram pozitif,
fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, hareketsiz ve katalaz pozitif bakterilerdir. Bu

siiflandirmaya goére bu cins i¢inde 49 tiir ve 26 alt tiir bulunmaktadir (Garrity, 2001).

S. aureus, basta sicaklik uygulamasi olmak {izere mikroorganizmalarin
indirgenmesine yonelik tiim uygulamalara karsi yiiksek bir duyarlilik gdstermesine
ragmen, insanlarda zehirlenmeye neden olan ve sicakliga dayanikli enterotoksinler
tiretmektedirler. Stafilokokal enterotoksinler (SE) molekiil agirligi 26900-29600 Da
arasinda degisim gosteren, yapisinda fazla miktarda lizin, tirozin, aspartik asit ve
glutamik asit bulunduran tek zincirli proteinlerdir (Yagm ve Milci, 2006). Bir¢ok
enfeksiyona (cilt ve doku enfeksiyonlari, bakteriyemi, toksik soksendromu, endokardit
gibi) ve gida zehirlenmesine neden olan S. aureus suslar i¢in dogal rezervuar insandir
(Demir ve ark., 2003). S. aureus saglikli insanlarin derisinde %50-30 ve burun

deliklerinde %°20 oraninda saptanabilen saprofitik bir bakteridir (Tomi ve ark., 2005).

Stafilokoklar insan ve hayvanlarda hastaliklara neden olan bakterilerdir. Deride
iltihapli yaralar yaparlar, lohusa hummasi, menenjit, septisemi ile beraber gida
zehirlenmelerine de neden olurlar. Ayrica, stafilokoklarin mastitis nedeni oldugu
gosterilmektedir. Bu bakteriler sagim yerlerinde hijyenik kosullara uyulmadan
calisildiginda siite ve sonradan siit iiriinlerine gecebilmektedir. Urettikleri fazla
miktardaki enterotoksin nedeniyle gida zehirlenmelerine, kusma ile birlikte ishale neden
olmaktadir. Hayvan bakicilar1 ve sagimcilar araciligiyla bu mikroorganizmalar direk
insanlara da gecebilir. Ozellikle S. aureus siit isletmeleri acisindan énemli bir bakteridir.
(Tunail ve Kosker, 1989). Fakiiltatif anaerob karakter gdsterir. Secici olmayan
besiyerlerinde diiz, parlak, dairesel konveks koloniler olusturur. %10’a kadar olan NaCl
konsantrasyonlarinda iyi tireme gostermesine ragmen %]15NaCl konsantrasyonunda
tireme zayiftir. Optimum olarak 30-40°C’de ve 7-7.5pH’da tiremektedir (Demir ve
Karapmar, 2000). S. aureus’lar teknolojik islemler sonucunda da canli kalabilirler. Eger

gidada daha Once enterotoksin olusmus ise bu toksin 1sil islem gibi uygulamalarla



kolaylikla inaktive edilmeyebilir. Diger 6nemli bir husus ise bu bakterinin ikincil
kontaminasyon sonucu gidalara bulasmasidir. Baslangicta 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 pastorize edilmis siit ve mamullerine
sonradan bulasan S. aureus suslarinin tremeleri ve toksin olusturmalari daha hizli
olmaktadir (Selguk, 1991). S. aureus’un optimum su aktivitesi degeri (aw)>0.99
olmakla birlikte, diger gida kaynakli patojenlerle karsilastirildiginda iireyebildigi su
aktivitesi aralifinin oldukc¢a genis oldugu ve minimum su aktivitesinin genelde 0.86
olmakla birlikte bazi suslar i¢cin 0.83’e¢ kadar diistiigii bilinmektedir. Anaerobik
kosullarda minimum su aktivitesi biraz daha yiiksek olup 0.90 civarindadir (Atic1, 1999;
Reginald ve ark., 2001). Telliirit, civa kloriir, sodyum azid gibi kimyasal maddelere ve
neomisin, polimiksin gibi bazi antibiyotiklere de direng gostermektedirler (Tunail,
2000). Anaerob ortamda birgok karbohidrati metabolize ederek asit olustururlar fakat
arabinoz, sellobiyoz, dekstrin, inositol, rafinoz ve ksilozdan asit olusturmazlar. S.
aureus’u diger tiirlerden ayiran 6zellikleri anaerobik ortamda glikozu fermente etmeleri

ve K-toksin olusturmalaridir (Atici, 1999).

2.3. Stafilokokal Enterotoksinler

S. aureus tarafindan iiretilen enterotoksinler diinyadaki gida zehirlenmelerinin
en yaygin sebebidir (Rasooly ve Rasooly, 1998; Gilligan ve ark., 2000). Enterotoksinler
stafilokoklarin 10° kob/g veya daha yiiksek sayiya ulasmas: sirasinda sentezlenen bir
ekzotosindir (Cowell ve ark., 2002; Sagun ve Alisarli, 2003). Stafilokokal
enterotoksinler (SE) emetik 6zellikte olup, insanlardaki stafilokokal gida zehirlenmeleri
olgularinin etkenidirler. SE’ler biyolojik aktiviteleri ve yapisal iligkileri bakimindan
pirojenik toksin siliperantijen ailesinin iiyeleri olarak siniflandirilmiglardir (Omoe ve
ark., 2002). Ayrica yeni tammlanan gen sekanslar: ile sek, sel, sem, sen, seo, sep, seq,
ser, seu genlerinin yapilar1 belirlenmistir (Leterle ve ark., 2003; Omoe ve ark., 2003;
Orwin ve ark., 2003). Yeni tespit edilen bu genlerle ilgili yapilardan, tam olarak
testedilememekle birlikte, bazilarinin emetik aktivitesinin olmadig: belirtilmistir (Omoe
ve ark., 2003).

Stafilokoklarin {irettikleri toksinler; ekzotoksin ve enterotoksin olarak ikiye

ayrilmaktadirlar. Ekzotoksinler; hemolizinler, l6kosidinler, lokosit sitotoksinler,



eksfoliyatif toksin, pirojenik ekzotoksin ve toksik sok sendromu toksin 1’den
olusmaktadir. Bunlardan eritrosit, 16kosit, hepatositler ve insan diploit fibroblastlar
tizerinde sitotoksik etki gdsterenler “hemolizin”ler olarak gruplandirilirlar. Lokosidinler
sayesinde stafilokoklar fagosite edilseler dahi fagosite edildikleri hiicre i¢inde yasamaya
devam ederler. Bir diger ekzotoksin, yeni doganlarda ve siit ¢cocuklarinda meydana
gelen "haslanmig deri" sendromuna (staphylococcal skin sendrom) sebep olan
eksfoliyatif toksindir. Intradermal dokunun ayrilmasima 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 ve Stone, 1995). Stafilokokal enterotoksinler
molekiil agirligr 26900-29600 Da arasinda degisim gdsteren, yapisinda fazla miktarda
lisin, tirozin, aspartik asit ve glutamik asit bulunduran tek zincirli proteinlerdir. Yaygin
olarak goriilen 7 farkl tipi bulunmakta ve bunlar; A (SEA), B (SEB), C1 (SECI), C2
(SEC2), C3 (SEC3), D (SED) ve E (SEE) olarak isimlendirilmektedir. Bu
enterotoksinlerin en dnemli 6zelligi 1s1ya karsit dayanikli olmasidir. Yapilan caligmalar
sonucunda 100°C’de 10 dk 1si1l islem ile toksinlerin aktivitelerini %50 oraninda
koruduklart ancak 121°C’de 1-2 dk 1sil islem sonucu inaktif hale geldikleri
belirlenmistir. Sicakliga oldugu kadar, toksinlerin pepsin ve tripsin gibi proteolitik
enzimlere karsi da dayanikli olmasi, enterotoksinlerin sindirim dokularindan etkisini
yitirmeden ge¢mesine olanak saglamaktadir (Yaygin ve Milci, 2006). S. aureus
enterotoksinlerinin inaktivasyonu igin gerekli sicaklik derecesi 100°C’de 1-3 saat veya
120°C’de 10-40 dk olarak da verilebilmektedir (Tunail, 2000). Enterotoksinler, ilk defa
1914°de Barber'in stafilokokal mastitisli bir inegin siitiinli igmesiyle ortaya ¢ikan, mide
bulantis1 semptomu gosteren akut gastrointestinal enfeksiyon olusumuyla fark edilmis,
fakat 1930’lu yillarda Duck tarafindan kanitlanana kadar ne oldugu tam olarak
anlasilamamistir. Enterotoksinler aslinda ekzotoksin 6zelligindedir ve sindirim sistemini
etkilediklerinden bu isimle anilirlar. Stafilokok enterotoksinleri, insan beynindeki
kusma merkezini uyararak kusmaya neden olduklarindan ayni zamanda norotoksin
etkisi de gosterirler (Marth ve Halpindohnalek, 1989). Enterotoksinler susa 0zgii
olmakla beraber, bir sus birden fazla toksin iiretebilmektedir. Toksik sok sendromu’na
neden olan ve 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 ¢ok A, B, C tiplerine, sigirlardan izole edilen suslarda 6zellikle C tipine,
tavuklardan izole edilen S. aureus suslarinda ise D tipi enterotoksine rastlanmaktadir.
Enterotoksin A sentezi bakteriyel liremenin logaritmik ve duraklama dénemlerinde
olurken, enterotoksin B sentezi ile bakteriyel iremede duraklamanin basladigr donemde
gerceklesmektedir. Stafilokokal enterotoksin C olusturan suslar besiyerlerinde iyi
gelisirken, gidalardaki i¢ faktorler ve refakat¢i floradaki bazi mikroorganizmalar
enterotoksin C olusumunu geciktirmektedirler (Yiice, 1992). Intoksikasyonun siddeti,
alinan toksin miktarna baghdir. Gida intoksikasyonlarina en ¢ok 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, enterotoksinin alinmasindan 1-6 saat sonra meydana gelir. Semptomlarin
stiresi ve agirligr alinan enterotoksin miktarina, hastanin yasi ve kilosuna bagl olarak
degismekte olup, kusma, Ogiirme, abdominal sanci ve salivasyon gibi belirtiler
goriilmekte ve semptomlar 24-48 saat siirmektedir. Nadir de olsa diski ve kusmukta
kan, bas agris1 ve terlemeye rastlanmakta ve nadiren 6liim 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 olugmasina yol acgan
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 pseudomembranl

enterokolitis olustugu bildirilmistir (Selguk, 1991).

S. aureus’da toksin iretimini etkileyen diger faktorler; pH, aw, atmosfer
sartlari, diger organizmalarin varligidir. Son yillarda S. aureus’un toksin olusturma
mekanizmasinin "Quorum Sensing" denilen bakterilerin yeterli hiicre yogunluguna
ulagmasi ile baglantili, bakteriler aras1 sosyal davranis (iletisim) bicimlerinden birisi

oldugu belirlenmistir (Bilge ve Karaboz, 2005).

2.3.1. Stafilokokal Enterotoksinlerin Olusumuna Etki Eden Faktorler
Kontaminasyon Diizeyi: S. aureus’un kontamine gidada 1.0 pg’dan daha az
olusturdugu toksin miktar: stafilokokal intoksikasyon semptomlarinin goriilmesine

neden olur. Zehirlenmeye neden olan toksin miktar1 tartisma konusu olup toksin tipi



minimal doz iizerinde etkilidir. Bu toksin diizeyine S. aureus sayist 100.000 kob/g-
ml’den fazla oldugunda ulasir. Bir diger deyisle S. aureus sayist 10° kob/g-ml olan
gidalar kesinlikle risklidir. Bununla beraber, gidadaki S. aureus sayiSinin az olmasi

gidanin giivenli oldugunu gostermez (Tiikel ve Dogan, 2000).

pH, NaCl: Enterotoksinlerin olusumu i¢in optimum pH 6.0-7.0 arasindadir.
SEB olusumu ile karsilastinldiginda SEA olusumu pH degisikliklerine daha
toleranshdir. %5°lik NaCl konsantrasyonlar1 tuzsuz ortamlara oranla S. aureus
tiremesini arttirirken, %7.5-10 diizeylerindeki tuz konsantrasyonu iiremeyi kismen

geciktirir (Erol ve Iseri, 2004).

Su Aktivitesi (aw), Sicakhk: Enterotoksin D olusturabilen 4 farkli S. aureus
susunun, 37°C’de NaCl ile olusturulan degisik su aktivitesi degerlerinde, Brain Hearth
Infusion Broth (BHIB)’ta 6 giinliik inkiibasyondan sonra 0.86 ve daha diisiik degerlerde
SED olusturabildigi bildirilmistir (Ewald ve Notermans, 1988). Notermans ve
Heuvelman (1983), BHIB’de aw (0.99-0.87), pH (4.0-7.0) ve sicaklik (8-30°C)
parametrelerini kullanarak yaptiklari ¢alismada, aw 0.85 degerinde pH 4.3 veya 8°C’de
bakteriyel iireme saptanamadigini, 12°C’de aw 0.90 veya 0.93 degerinde, pH <5.5 ile
kombine edildigindede iireme saptayamadiklarini bildirmislerdir. SEA iiretiminin
bakterinin iireyebildigi tim kosullar altinda ger¢eklestigi, SEB iiretiminin ise aw 0.96
degerinde tiim sicaklik kosullarinda gergeklestigi bildirilmistir. 0.93 aw degerinde ise
SEB iiretiminin giiglestigi, SEC ve SEF {iretimine ise aw ve sicakligin etkili oldugu
bildirilmistir. SEC ve SEF iiretiminin 0.93aw degerinde nadiren gdzlendigi bildirilmistir.
S. aureus’un tiremesi i¢in gerekli optimum sicaklik 37°C iken enterotoksin iiretimi igin

optimum sicakhik 40-45°C arasinda degismektedir (Erol ve Iseri, 2004).

Rekabetci Ozellik: Stafilokoklar karisik kiiltiirlerde diger mikroorganizmalar
tarafindan kolay baskilanir. Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc énemli baskilayici
bakteriler olarak bildirilmektedir. Bunun yaninda E. coli, Pseudomonas, Serratia ve
Aerobacter tiirleri de S. aureus’un tiremesi tizerine baskilayici etki gosterirler (Ekici ve
ark., 2008).

2.4. Stafilokokal Enterotoksinleri Saptama Yontemleri

Gidalarda enterotoksinlerin saptanmasi, insanlarda hastalik olusumuna neden

olacak diizeyde enterotoksin miktari ile orantilidir ve bu miktar 100-200 ng’dir (FDA,



2001). Stafilokokal enterotoksinlerin saptanmas: iizerine immunolojik ve serolojik
birgok analiz yontemi gelistirilmistir. Immunolojik analiz yontemleri duyarl ve spesifik

olup enterotoksinlerin spesifik olarak identifiye edilmesi esasina dayanir.

Raddioimmunoassay (RIA), kiiltir filtratlar1 ve gida ekstraktlarinda
enterotoksinlerin saptanmasi ic¢in genis oranda kullanilmaktadir. Bu metot antikor
molekiillerin lizerindeki baglanma boliimlerine, 6rneklerde isaretlenmemis bu toksin ile
standart radyoaktif isaretlenmis toksinin yarismas: esasina dayanir. Genel olarak hizh
(3-4 saat) ve 1-10 ng/g diizeyinin altinda toksinleri saptayabilen bir yontemdir.
Dezavantajlar1 ise non-spesifik reaksiyonlar, yiiksek oranda purifiye enterotoksin
gerektirmesi, antijenik epitoplarin isaretlenmesi esnasinda miimkiin olabilecek advers
etkiler, radyoizotoplarin kisa yarilanma 6mrii, radyonulidlerin insan sagligina zararlari
ve pahali saptama cihazlarina gereksinim olmasi olarak bildirilmektedir (Brett, 2006).
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) veya Enzyme Immuno Assay (EIA)
uzun zamanlardan beri antijen ve antikorlarin saptanmasinda kullanilmaktadir. ELISA,
RIA’ya benzer olarak duyarli ve hizhdir. Enzim aracihig: ile kromojenik substratlarin
katalizlenmesi ve goz ile degerlendirilmesi esasina dayanir ELISA testi i¢in gerekli
ekipman birgok laboratuvarda bulunabilir ve enzim-antikor konjugatlar: aktivitelerini
kaybetmeden -20 °C’de uzun bir periyotta saklanabilir (Cirak, 1999; Brett, 2006).

Molekiiler teshis yontemleri, gelismekte olan teknolojinin mikrobiyoloji
alaninda sundugu 6nemli yeniliklerden biridir. Molekiiler teshis tekniklerine her gegen
giin bir yenisinin eklenmektedir ve bu da farkli amaglarla yiiriitiilen bilimsel ¢calismalara
biiylik yarar saglamaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), molekiiler biyoloji ve
genetik alaninda genis bir kullanima sahip olan molekiiler teshis ydntemlerinden
birisidir (Adigiizel ve ark., 2011). PCR, bakteri, viriis, mantar, protozoon ve parazit gibi
hastalik etkenlerinin teshisinde kullanilmasinin yan1 sira, mikrobiyal ¢aligmalar, adli tip
ve genetik hastaliklarin tanisinda da kullanilmaktadir. S. aureus’un identifikasyonunu
saglayan molekiiler yontemlerin ¢cogu PCR tabanlidir. Eskiden kullanilan testler ile
identifikasyon i¢in amplifikasyon {riinlerinin Southern blotting ile belirlenmesi
gerekmekte iken (Brown ve ark., 2005); gliniimiizde tiire spesifik hedef bolgelerin
amplifikasyonu i¢in diizenlenmis, protein genleri gibi hedef bolgeler igeren hedef
oligoniikleotid ¢esitliligi gelistirilmistir. Koagulaz (coa), protein A (spa) ve yiizey

iligkili fibrinojen baglayan protein genleri gibi genler S. aureus’un identifikasyonunda



onemli olarak kabul edilmektedir. Bunlarin disinda termostabil niikleazi kodlayan nuc
geni (Wilson ve ark., 1991; Brakstad ve ark., 1992), enterotoksin genleri (Johnson ve
ark., 1991; Wilson ve ark., 1991; Tsen ve Chen 1992; Becker ve ark., 1998), tst geni
(sok sendromu) (Johnson ve ark., 1991), exfoliatif toksin A ve B (Johnson ve ark.,
1991), 16S-23S rDNA gen bolgesi (Saruta ve ark., 1997) ve 23S rDNA (Straub ve ark.,
1999) geni S.aureus’un identifikasyonunda hedef alan genler olarak bildirilmektedir.
Ticari olarak bulunan real time PCR son yillarda kullanilmakta olup, hedef DNA’nin

kantitasyonunu saglamaktadir (Hein ve ark., 2001).

2.5. S. aureus ve Bulagsma

2.5.1. insan

Insan ve bazi hayvan tiirlerinde deri ve mukozalarda S. aureus kolonileri
bulunmaktadir. insanlarda bir¢ok bélgede yerlesim gosterirken burun bosluklar S.
aureus’un en sik rastlandig1 bolgedir. Gida isletmelerinde ¢alisan personel, gidalarin en
onemli kontaminasyon kaynaklarindan biridir. Ozellikle egitim diizeyi diisiik ve hijyen
bilinci gelismemis kisiler gida maddelerine daha yogun olarak mikroorganizma
bulastirirlar. Bazi insanlar cesitli hastaliklarin tastyicisidir. Bu kisiler dogal bulastirici
olarak etkili olurken, bazilar1 da hastali§1 gecirip iyilesmesine ragmen hastalik sonrasi
belirli donemlerde hastaligir bulastirmaya devam ederler (Longree, 1972). Calisan bir
personelin  dakikada 103-10%kob  seviyesinde mikroorganizma  yayabilecegi
belirtilmektedir (Aran, 1993). Bu personelden gidalara mikroorganizma bulagsmada 3
ana bolge onemlidir. Bunlar; 1. Deri, 2. Agiz, burun, bogaz, gozler ve kulaklar 3.
Sindirim kanal1 olarak belirtilmektedir.

Ozellikle ag1z, burun, bogaz gibi bolgelerin nemli ve 1lik olmas1 S. aureus gibi
patojenlerin liremesinde uygun bir ortamdir. Eger siniizitis, grip gibi rahatsizliklar s6z
konusuysa S. aureus yayginlhigi daha yiiksek olur. Personel hijyeni ile ilgili bir
calismada Kaya ve Metintas (1995) gida islerinde calisan 181 kiside burun ve bogaz
bolgelerinden S. aureus izole etmislerdir. Yapilan bir bagka calismada gida ile ilgili
islerde calisan kisilerde burun deliklerinde enterotoksijenik S. aureus tasidigi
belirlenmistir. Bu kisilerden izole edilen 207 susun 55’1 (%26,6) A (SEA), B (SEB), C
(SEC), D (SED) veya E (SEE) tipi stafilokokkal enterotoksin tiretilmistir. 18 sus (%8.7)
SEA iiretirken, 14 sus (%6.8) SEC, 13 sus (%6.3) SED, 9 sus (%4.3) ise SEB ve SEE



olusturmustur. Bu sonuglar ile tiiketiciler risk altinda oldugu vurgulanmistir (Adesiyun,

1986).

S. aureus burun yolu ile tasinmasi ve stafilokokal hastaliklarla iliskili ilk rapor
1931 yilinda Danbolt tarafindan bildirilmistir (Wertheim ve ark., 2005). Burun yolu ile
tasinan S. aureus ile enfeksiyonlar arasinda iliski burunda izole edilen S. aureus
zincirleri ile enfeksiyonda izole edilen zincirle ayn1 faj ya da genotipe sahip olmasi ile

belirlenmistir.

S. aureus ve nazal tasiyicilik ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alismalarda, tek nasal
kiiltiirde kesitsel ¢aligmalarda tasiyici olup olmadigr arastirilmistir. Bununla beraber S.
aureus tasiyiciligl persistent, intermitent tasiyicilik ve tasimayanlar olarak 3 gruba
ayrilmistir. Baz1 caligmalarda ise persistent ve intermitent olarak ayirm yapmistir. Bu
ayrimi yapmanin Onemi olarak persistent tasiyicilarin S. aureus’u yiiksek miktarda
tasimas1 ve enfeksiyon olusturma riskinin arttigi belirlenmistir (Wertheim ve ark.,

2005).

S. aureus’un burun yolu ile tasinma mekanizmasi ¢ok cesitlidir. Yapilan bir
calismada goniillii katilimcilara S. aureus inokiile edildikten sonra hi¢ tasimamis
olanlarda hemen elemine edilirken, persistent tasiyicilar orijinal burunda bulunan

zincirleri se¢ip digerleri elemine oldugu belirlenmistir (Nouwen ve ark., 2004).

Bir insanin nasal tasiyici olabilmesi i¢in gerekli dort 6nkosul bulunmaktadir: 1-
burun mukozasinin S. aureus ile temas halinde olmalidir, 2- nasal hiicrelerde bulunan
reseptOrlere baglanmasi gereklidir, 3- S. aureus immun sistem engelini asmasi
gerekmektedir, 4- S. aureus iremeye baslamasi gerekmektedir (Wertheim ve ark.,
2005).

S. aureus’un burun yolu ile tasginmasi yas, saglik durumu, ekonomik yap1 ve
tilkelere gore degisiklik gosterse de, bu faktorlerle sinirli kalmayan global bir olaydir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde insanlarin % 26-32’sinde S. aureus tastyiciligi
saptanmistir (Sivaraman ve ark., 2009). Bu verilerin yanisira Tiirkiye ve Malezya’da ise
bu oranlarin sirastyla % 10 ve % 25 oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda burun
yolu ile S. aureus taginmasi, geri kalmis ve gelismekte olan iilkelerde gelismis iilkelere
gore daha fazla oldugu anlagilmistir. Bunun nedeni olarak ise gelismis iilkelerde

personel hijyeninin {ist diizeyde olmasi ve patojenlerle karsilasma oraninin ¢ok diistik
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olmast sonucunda test edilen subjelerde patojen temizliginin azalmasi ile

iliskilendirilmistir (Al-Rawahi ve ark., 2008).
2.5.2. Mezbahalar

Uzerinde S. aureus bulunan hayvanlarin kesim sirasinda bulasma olasilig
yiiksektir. Hayvanlarin kesimi sonrasinda hayvan derisi ile S. aureus cevreyede
yayilabilmektedir. Kontamine veya enfekte olan mezbaha c¢alisanlarida etken
bulastirmada etkili olmaktadir. Bunlara ek olarak enfekte etlerde kullanilan aletlerin

saglikli etler islenirken kullanilmasida bir bagka bulagsma yoludur (Wendlandt, 2013).
2.5.3. Gida isletmelerinde Calisma Giysileri

Calisanlarin giysileri en 6nemli kontaminasyon kaynagidir. Temiz caligma
giysileri ¢ok az sayida mikroorganizma igerirken, kullanima bagli olarak kontamine
olabilmektedirler. Bunun sonucunda da 6nemli bir kontaminasyon araci haline gelirler.
Yassien (1992), gida servisi veren kurumlarda yaptig1 aragtirmada incelenen ¢alisma
giysilerinde koliform ve fekal koliform bakterilerle birlikte E. coli izole ettigini
bildirmistir.

2.6. Gida Isletmelerinde Kullanilan Malzemeler

Gida tretiminde kullanilan ekipmanlarin iretildigi malzeme, tasarimi ve
yerlestirilis sekli gida hijyeninin, kalitesinin ve c¢aliglanlarin giivenliginin saglanmasi
acisindan biliyiik 6nem tasir. Bu ekipmanlarin taginmasi gereken 6zellikler ulusal ya da
uluslararas standartlara uygun olmalidir. Kullanim amacina uygun olmanin yani sira,
gidalarla temas eden ekipmanlar toksik madde igermemeli ve tasarimlari etkin temizlik
ve dezenfeksiyona uygun olmalidir. Ekipmanlarda ulasilmasi zor girintilerin olmamast,
kose ve kenarlarin yuvarlatilmis olmasi, temizlik ve dezenfeksiyonda kullanilan

soliisyonlarmn gida ile temasi olan her noktaya rahatlikla ulagilabilmesi gerekir (de Jonge

ve ark., 2010).
2.7. Isletme ve Ekipmanlarin Temizlik ve Dezenfeksiyonu

Gida hijyeninin saglanmasinda isletmenin ve ekipmanlarin temizlik ve
dezenfeksiyonu bilyiik oneme sahiptir. Isletmelerin iiretim sirasinda ve sonunda
uygulanmasi1 gereken temizlik ve dezenfeksiyon islemlerini yazili talimatlar haline

getirmesi, bu islemlerden sorumlu personelin egitilmesi, temizlik ve dezenfeksiyon i¢in
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gerekli ekipman ve sarf malzemelerini temin etmesi gerekir. Temizlik ve dezenfeksiyon
islemleri gida ile temas eden tiim ekipman yiizeylerini, zemini ve duvarlar
kapsamalidir. Gida ile temas ettikten sonra ekipmanlarin yiizeyinde kalan organik
maddeler (protein, yag, karbonhidrat), inorganik maddeler (mineral maddeler, tuzlar) ve
mikroorganizmalardan olusan kalitiya “kir” denir. Isletmelerde iiretim bittikten sonra
bu yiizeylerin bir sonraki kullanima hazir hale getirilmesi i¢in Once temizliginin
yapilmas1 sonra dezenfekte edilerek mikroorganizmalardan arindirilmasi gerekir (Aksu,

1999)

Weese ve ark. (2010) tarafindan yapilan caligmada S. aureus bulagsmasinda
kesimhanelerde ya da et isleme tesislerinde insanlarin etkili oldugu bildirilmistir.
Botswana’da 200 gida ¢alisaninda yapilan arastirmada 115 kisidede S. aureus tespit
edilmistir (Loeto ve ark., 2007).

3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu caligmada Samsun ilinde faaliyet gosteren 9 adet gida isletmeleri Ocak
2012-Temmuz 2012/Agustos 2012-Subat 2013 tarihleri arasinda 2 kez ziyaret edilmek
sureti ile 6rnekler alindi. Bu isletmelerde ¢alisan kadin ( 30 ) ve erkek (70 ) personelin
burun florasinda Enterotoksijenik S.aureus’larin belirlenmesi i¢in toplam 100 adet
burun svap &rnegi alindi (Tablo 1). Orneklerin alinmasinda steril pamuklu svaplar
kullanildi. Steril pamuklu svaplar personelin her iki burun deliginin 6n kismina, septum
mukozasina 10-15 sn siire ile nazikg¢e saga ve sola dogru cevrilerek siiriilmesi suretiyle
alindi. Daha sonra svaplarin pamuklu u¢ kisimlari, igerisinde igerisinde 9 ml 0.1’lik
steril peptonlu su bulunan tiiplere kirtlmak suretiyle aktarildi. Tiim 6rnekler en kisa siire
igerisinde soguk zincir altinda laboratuvara getirilerek, izolasyon amaciyla isleme alindi

(Bankolé ve ark., 2012)



Tablo 1. isletmelere gére 6rnek alian personel sayist (n: Isletme sayis1)

Erkek Kadin

Et Isletmesi (n=4) 23 10
Siit Isletmesi (n=3) 32 16
Yemekhane (n=2) 15 4
Toplam (n=9) 70 30

3.1.2. Orneklerde Enterotoksijenik S. aureus Suslarmin Belirlenmesinde

Kullanilan Kitler, Kimyasallar ve Hazirlamislari

Peptone Water (%0,8’lik): 8gr pepton ve 8,5g NaCl tartilarak, 1000ml distile
suda ¢oziindiriildii, pH degeri 7.0+0.2 olarak ayarlandi ve su banyosunda 95°C’de
eritildi. Cam tiiplere 9’ar ml konularak otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildi.

Tamamen sogutulduktan sonra 4°C’de muhafaza edildi.

Baird-Parker Agar (BPA, Merck): Besiyerinden 63g tartildi ve 1000ml
distile suda ¢oziindiirildii, pH degeri 6.8+0.2 olarak ayarlandi ve su banyosunda
95°C’de eritildi. Daha sonra besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildi. Otoklavdan
¢ikan besiyeri 45°C’ye kadar sogutuldu ve manyetik karigtiricida yavasga karistirilirken
lizerine onceden oda sicakligina getirilmis 50ml yumurta saris1 — tellurit emiilsiyonu

ilave edildi. Steril plastik petrilere dokiildii ve 4°C’de muhafaza edildi.

Tryptone Soya Agar (TSA Merck): Besiyerinden 40g tartildi ve 1000ml
distile suda ¢oziindirildi, pH degeri 7.3+0.2 olarak ayarlandi ve su banyosunda
95°C’de eritildi. Daha sonra besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildi. Otoklavdan
cikan besiyeri 50°C’ye kadar sogutuldu. Steril plastik petrilere dokiildi ve 4°C’de
muhafaza edildi.

Brain Hearth InfusionBroth (BHIB, Merck): Besiyerinden 37g tartildi ve
1000ml distile suda ¢oziindiiriildii, pH degeri 7.4+0.2 olarak ayarlandi ve cam tiiplere
10’ar ml konularak otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildi. Tamamen sogutulduktan

sonra 4°C’de muhafaza edildi.

Liyofilize Tavsan Plazmas:1 (Bactident Coagulase, Merck 1.13306): EDTA

ilave edilmis liyofilize tavsan plazmasidir. Steril distile su ile sulandirilarak kullanildu.
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Koyun Kanh Agar (%S5, Salubris, Tiirkiye): Steril %5’lik koyun kanli agar

satin alindi ve son kullanma tarihine kadar 4°C’de muhafaza edilerek kullanildi.

Hidrojen Peroksit (H202) (Merck, 8597): Ticari %30’luk H2O2’den 3ml

alindi ve 27ml distile su ile karistirildi ve %3’liik H202 soliisyonu elde edildi.

Purple Broth Base (Diagnostic BD 211558): Besiyerinden 15.02 g tartildi ve
11t distile suda ¢oziindiiriildii. pH 6.8 = 0.2’e ayarlandiktan sonra cam tiiplere 9’ar mL
paylastirildi ve otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra sogutuldu ve
4°C’de muhafaza edildi.

Mannitol Soliisyonu (Merk, 5980): Mannitol’dan 0.5g tartilarak, 100ml
distile su i¢inde %0.5 oraninda hazirlandi. Hazirlanan bu soliisyonlar 0.45um por
genigligine sahip seliiloz asetat enjektor ucu ile flitre edildi. Daha sonra bu solusyon

9ml PBS igeren cam tiiplere 1 ml ilave edildi.

Glikoz Soliisyonu (Sigma 158968): Glikoz sekerinden 0.5g tartilarak 100ml
distile su i¢inde %0.5 oraninda hazirlandi. Hazirlanan bu soliisyonlar 0.45um por
genigligine sahip seliiloz asetat enjektor ucu ile flitre edildi. Daha sonra bu solusyon

9ml PBS igeren cam tiiplere 1 ml ilave edildi.

Staphytec (Oxoid DR 850): Biyokimyasal testler sonucunda S. aureus oldugu

diisiiniilen izolatlarin dogrulanmasinda kullanildi
Lizostafin (Sigma, L7386, St. Louis, MO, USA): 100mg/ml
Proteinase K (Sigma, P6556): 100 mg/ml
Tris HCI (Mermert, Germany): 0,1 M, pH 7,5
Tag DNA Polymerase (Sigma, D4545)
dNTP Mix (Sigma, D7295)

TBE Soliisyonu (Gibco 10X TBE, 15581-044, NY-USA): 10X
konstantrasyonda olan buffer soliisyonundan 100ml alinarak 11t’ye tamamlandi ve

analizler i¢in 1X konstantrasyonda kullanildi.

Etidium Bromide (Gene Choice, Applichem A1152, 10 mg/ml, GmBH):
Kullanima hazir olarak temin dilen Etidium Bromide soliisyonundan 100ml agaroz i¢in

6l alind1 ve agaroz i¢ine karistirildi.
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Agarose (Sigma, A9539): Temiz bir erlen mayer igerisine 1.5 g agaroz tartildi
ve 100ml 1X TBE ile sulandirildi. Daha sonra mikrodalga firinda eritildi ve 50°C’ye
kadar sogutularak icerisinde 6ul Etidium Bromide eklendi. Son olarak elektroforez

kiivetine dokiilerek sogumasi i¢in bekletildi.

Ridascreen Set A, B, C, D, E (R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany. Art.
N0:R4101): Test kitinin diizenegi Sekil 1.’de verilmistir. S. aureus izolatlarinin

enterotoksin olusturma yeteneginin ELISA teknigi ile belirlenmesi 3.2.4. boliimiinde

acgiklanmustir.

A anti- SEA |

B anti - SEB
Stafilokokal Enterotoksin

c anti - SEC =— A-E'ye karsi spesifik antikor
kaph mikrotiter stripler

D anti - SED

E anti - SEE

F Kovun-igG Negatif Kontrol

G Koyvun-IgG Negatif Kontrol

H anti-SE Pozitif Kontrol

Sekil 1. Ridascreen ticari test kitinin diizenegi.

3.2. Metot
3.2.1. Orneklerden S. aureus Izolasyonu

Labaratuvara getirilen 6rneklerden S. aureus izolasyon ve identifikasyonunda
izlenen yol Sekil 2’de verilmistir. Buna gore laboratuvara getirilen 6rnekler ilk dnce
vortekslenmek suretiyle homojen hale getirildi ve tiiplerden 0.1ml alinarak BPA’ya
yayma plak yontemiyle ekimleri yapildi. Plaklar 37°C’de 24-48 saat siire ile aerob
ortamda inkiibasyona birakild. inkiibasyon sonrasinda iireme saptanan plaklarda iireyen

siipheli tipik (siyah, koyu kahverengi, konveks, kenarlar1 diizglin ve lesitinaz pozitif)
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ve/veya atipik kolonilerden 6rnekleme yoluyla 5 kadar koloni segilerek, TSA’ya alind1.

37°C’de 24 saat aerob ortamda inkiibe edildi (ISO 6888-1).
3.2.2. S. aureus’un Fenotipik Identifikasyonu

Koagulaz pozitif stafilokoklarin saptanmasi i¢in kat1 besiyerlerindeki izolatlar
BHIB’lara gegilerek 24 saat 37°C’de aerob ortamda inkiibasyona birakildi. Liyofilize
tavsan plazmasi 3 ml steril distile su ile rehidratize edildikten sonra, steril koagulasyon
tiiplerine plazma konularak tizerine BHIB’da tiremis olan kiiltiir siispansiyonundan ilave
edildi. Tipler 37°C’de inkiibasyona birakildi ve ilk 6 saat boyunca her saat
koagulasyonun saptanmasi amaciyla kontrol edildi. Test sonucunda 3+ ve 4+ reaksiyon
veren izolatlar koagulaz pozitif stafilokoklar olarak degerlendirildi. Koagulaz pozitif
olarak degerlendirilen stafilokoklardan katalaz test i¢in TSA’da iireyen kolonilerden 1-2
tane temiz bir lam {izerine alindi ve iizerine 2-3 damla %3°lik H2O> damlatild.
Sonrasinda 1-2 sn iginde olusan kopirme ve gaz c¢ikisi katalaz pozitif olarak

degerlendirildi.

Izolatlarin mikroskobik muayenesi igin gram boyama yapildi. TSA besiyerinde
tireyen kolonilerden 1-2 tane alkol ile temizlenmis bir lam iizerine alindi. Daha sonra
steril fizyolojik tuzlu su ile homojen hale getirilerek lam {iizerine yayildi. Oda
sicakliginda kurutulduktan sonra ii¢ defa alevden gegirilerek tesbit edildi. Preparatlar
sirastyla 30 sn Kristal Viyole, 45 sn Lugol Iyot, 30 sn alkol ve 30 sn Sulu Fuksin ile
muamele edilerek kurutuldu. Hazirlanan preperatlar Olympus (CX 21) mikroskop ile
100X biiylitmede immersiyon yagi ile incelendi. Mikroskobik bakim sonucunda mor

renkli kok formunda olan bakteriler Staphylococcus spp. stipheli olarak degerlendirildi.

Izolatlarin makroskopik olarak degerlendirilmesi amaciyla %5’lik koyun kani
iceren kanli agarda hemoliz 6zellikleri incelendi. TSA’da iireyen siipheli S. aureus
kolonilerinin tiir ayrimlari i¢in % 5’lik koyun kanli agara standart sus (S. aureus ATCC
46300) ile birbirlerine paralel olarak ekimi yapildi. Besiyeri 35°C’de 24 saatlik
inkiibasyona birakildi. inkubasyon sonunda S. aureus’a dogru hafif genisleyen dar bir
hemoliz bandinin olusumu pozitif kabul edildi ve S. aureus siipheli olarak nitelendirildi.

Ayrica kanli agarda olusan f-hemoliz alanlar1 da incelendi.

Izolatlarm DNAse enzimi sentezleme oOzelliklerinin belirlenmesi amaciyla

yapilan DNAse testi icin DNAse Test Agar (Merck1.10449) kullanildi. Siipheli S.
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aureus kolonilerinden yapilan standart ekimden ve inkiibasyondan sonra besiyeri 1N
HCI (Merck1.00317) asit ile kaplandiginda DNAse pozitif olan kolonilerin etrafinda

olusan berrak zonlar degerlendirildi.

Izolatlarin karbonhidrat fermentasyon ozelliklerinin tespit edilmesi amaciyla
anaerob glikoz ve mannitol seker testleri gerceklestirildi. Glikozun anaerobik kullanim
testi igin steril tiiplerde %0.5’lik glikoz ve mannitol iceren Purple Broth Base (Oxoid
CM1013) hazirland1. Siipheli S. aureus kolonilerinden 6ze ile yapilan ekimlerden sonra
iizerleri 25mm kalinliginda steril s1v1 parafin ile kaplanarak 37°C’de inkiibasyona alindu.
S. aureus varligi inkiibasyon siiresi sonunda tiipte anaerobik kosullarda asit {iretimine

bagli olarak sar1 renk olusumu ile gézlendi.

Biyokimyasal  testler sonucunda S.aureus oldugu disiiniilen izolatlarin
identifikasyonlarinin dogrulanmasi amaciyla Staphytec (Oxoid DR 850) kullanildi.
(Baumgart ,1997; Lancette ve Tatini, 1992; Bridson, 2008).

17



9 mL peptonlu su + 6rnek

..........

| 0.lmL | 37°C'de 24 saat |
BPA
l | 37°C'de 24 saat |
TSA l
| 37°C'de 24 saat |
A4
I Koagulaz (+) I Katalaz (1) Hemoliz (+) I Anaerop. Mannitol (+) I Staphytec (+)

\ 4

v

v

I Gram Boyama I I Anaerob, Glikoz (+) I I DNase test (1) I

Sekil 2. S. aureus’un izolasyon ve identifikasyon semasi
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3.2.3. S. aureus izolatlarinin PCR ile Dogrulanmasi

Calismada biyokimyasal testler sonucu S. aureus olarak identifiye edilen veya
stipheli olarak tespit edilen izolatlarin PCR ile dogrulanmasi Brakstad ve ark. (1992) ile
Maes ve ark. (2002)’nin bildirdikleri yonteme gore yapildi. Calismada Staphylococcus
spp. spesifik 16SrRNA ve S. aureus spesifik nuc geni igin asagida belirtilen
oligoniikleotid primerler kullanildi (Tablo 2). Calismada pozitif kontrol olarak S. aureus
ATCC 46300, negatif kontrol olarak ise E. coli ATCC 25922 referans suslar1 kullanildi.

Tablo 2. Kullanilan primer dizileri

Primer Oligoniikleotit dizisi Amplikon biiyiikliigii
Nuc-F 5’- AGCCAAGCCTTGACGAACTAA -3° 279 b
Nuc-R 5’- GCGATTGATGGTGATACGGTT -3’ P

16SrRNA-F  5- AACTCTTATTAGGGAAGAACA -3’

756 b
16SrRNA-R  5°- CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC -3° P

Calismada kullanilan izolatlarin DNA ekstraksiyonu Unal ve ark. (1992)’nin
belirledigi yontem ile yapildi. DNA ekstraksiyonu i¢in, izolatlar BHIB bulunan tiiplerde
stispanse edildi. 37°C’de 18-24 saat aerob kosullarda inkiibasyona birakildi. Sivi
kiiltirden 0,1ml eppendorf tiipiine alind1 ve 16 000 g’de 30 sn santrifiij edildi. Daha
sonra siipernatant atilarak dipte kalan tortu 50pl lizostafin (100pg/ml) igerisinde
stispanse edildi. Elde edilen siispansiyon 37°C’de 10 dk inkiibasyona birakildiktan sonra
hiicre siispansiyonuna 50ul proteinaz K (100pg/ml) ve 150ul buffer soliisyonu (0.1 M
Tris, pH 7.5) ilave edildi. Tekrar 37°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi. Inkubasyonun
ardindan tiipler kaynar su banyosunda 5 dk tutuldu ve bu islemin sonunda hemen buz

tizerine alinan 6rnek, DNA olarak -20°C’de muhafaza edildi.

Amplifikasyon amaciyla PCR karistmi hazirlandi. PCR karsimi toplam 5ul
hacimde 1X PCR Buffer, 2mM MgCl,, 0.25mM dNTP, 2.5U Tag-Polymerase, 0.6uM
16S rRNA primerleri, 0.4uM nuc primerleri, ve 5ul DNA olacak sekilde hazirlandi.
PCR amplifikasyonu Thermal Cycler’da (Bio-Rad MJ mini Gradient CA - USA)
94°C’de 5 dk 6n denatiirasyonu takiben, 35 siklus 94°C’de 2 dk denatiirasyon, 54°C’de
2 dk annealing (primer baglanmasi) ve 72°C’de 1 dk ekstensiyon (uzama) ve 72°C’de 7

dk son uzama sartlarinda gerceklestirildi (Maes, 1992).
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Elde edilen amplikonlarin elektroforez islemi %?2’lik agaroz iginde 90 volt
akimda gergeklestirildi. Elektroforez islemi Bio-Rad PowerPac Basic Power Supply
(CA-USA) gii¢ kaynagi ve Bio-Rad Wide Mini Sub-Cell GT Cell (CA-USA)
elektroforez tankinda gerceklestirildi. Elektroforez sonunda olusan PCR iirtinleri UV
transilluminator ile goriintiilendi ve nuc geni i¢in 279 bp ve 16S rRNA geni i¢in de 756

bp‘lik bantlarin goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.4. S. aureus izolatlarinda bazi1 toksin tiplerinin ELISA teknigi ile

belirlenmesi

Izolatlarin enterotoksin olusturma yetenegi Ridascreen Set A, B, C, D, E (R-
Biopharm AG, Darmstadt, Germany. Art. No: R4101) test kiti kullanilarak, kitte
belirtilen yonteme uygun olarak yapildi (Kiipliilii ve ark., 2002). Bu kapsamda asagida

belirtilen islemler sirastyla uygulanmistir:

1. Yatik TSA {izerinden alinan koloniler, igerisinde 10 ml Brain Heart Infusion
Broth (Oxoid CM0225) bulunan tiiplerde stispanse edilerek, siv1 kiiltiir 37°C’de 18-24

saat aerob kosullarda inkiibasyona birakildi.

2. Kiiltiir soliisyonu 15°C’de 3500 g’de 5 dk siire ile santrifiij edildi ve por ¢ap1
0,2uM olan steril filitreden siiziilerek filitratlar elde edildi.

3. 12 Ornegin analiz edilmesine uygun olarak tasarlanmis olan 96 kuyucuktan
olusan test kiti kullanildi. Her siras1 bir izolat i¢in kullanilan mikrotiter pleytin A-G’ye
kadar olan kuyucuklarina her bir izolata ait filtrattan 100ul ve H kuyucuguna 100ul
pozitif kontrol soliisyonundan konuldu. Daha sonra pleyt manuel olarak dikkatli bir

sekilde sallanarak karistirildi ve oda sicakliginda 24°C’de 1saat inkiibasyima birakildi.

4. Kuyucuklardaki silispansiyonlar teknigine uygun olarak bosaltildi ve daha
sonra her kuyucuk 300ul yikama soliisyonu kullanilarak yikandi. Kuyucuklarin yikama

soliisyonu ile yikanmasi islemi 4 kez tekrar edildi.

5. Her kuyucuga 100ul enzim konjugat 1 ilave edildi ve pleyt manuel olarak
dikkatli bir sekilde sallanarak karistirildi. Oda sicakliginda 24°C’de 1saat inkiibasyona
birakildi. Kuyucuklardaki sivilar teknigine uygun olarak dokiildii ve daha sonra her
kuyucuk 300ul yikama soliisyonu kullanilarak yikandi. Kuyucuklarin yikama soliisyonu

ile yikanmasi islemi 4 kez tekrar edildi.
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6. Her kuyucuga 100ul enzim konjugat 2 ilave edildi ve pleyt manuel olarak
dikkatli bir sekilde sallanarak karigtirildi. Oda sicakliginda 24°C’de 30 dk inkiibasyona
birakildi. Kuyucuklardaki sivilar teknigine uygun olarak bosaltildi ve sonrasinda her
kuyucuk 300ul yikama soliisyonu kullanilarak yikandi. Kuyucuklarin ytkama soliisyonu

ile yikanmasi islemi 4 kez tekrar edildi.

7. Her kuyucuga 100ul kromojen (substrat) ilave edildi ve pleyt manuel olarak
dikkatli bir sekilde sallanarak karistirildi. Karanlik ortamda oda sicakliginda 24°C’de 15
dk inkiibasyona birakild.

8. Inkiibasyon sonrasinda her kuyucuga 100 pl stop soliisyon ilave edildi ve
pleyt manuel olarak dikkatli bir sekilde sallanarak karigtirildi. Stop soliisyonu ilave
ettikten sonra 450nm absorbans degerinde ELISA (Infinite F50, Tecan, Switzerland)

cihazinda degerlendirildi.

Analizin yapilis1 sirasinda sinir degerinin belirlenmesi igin negatif kontrol F ve
G kuvvetlerin Optik Degeri (OD) ortalamasi alindi ve bu degere 0.15 eklenerek sinir
deger bulundu. Pozitif kontrollerin OD’leri >1 oldugunda sonuglar pozitif olarak kabul

edildi.

4. BULGULAR
4.1. S. aureus Izolatlarimin Konvansiyonel Identifikasyonu

Konvansiyonel mikrobiyolojik analizler sonucunda dort farkl et isletmesinde
calisan 23 erkek personelin 17’sinden (%74), 10 kadin personelin 2’sinden (%20), ii¢
farkl siit isletmesinde galisan 32 erkek personelin 8’inden (%25), 16 kadin personelin
4’linden (%25), iki farkli yemekhanede ¢alisan 15 erkek personelin 6’sindan (%40), 4
kadin personelin 1’inden (%25) S. aureus izole ve identifiye edildi. Sonug¢ olarak

calismada 6rnekleme yapilan toplam 100 personelin 38’inde S. aureus saptandi.

Elde edilen S. aureus izolatlarinin 6rnekleme yapilan personelin cinsiyetine
gore dagilimi incelendiginde, et isletmesinde calisan 17 erkek personelden 46, 2 kadin
personelden 6, siit isletmesinde ¢alisan 8 erkek personelden 15, 4 kadin personelden 5,
yemekhanede calisan 6 erkek personelden 18, 1 kadin personelden 1 S. aureus izolatinin
saptand1. Sonug olarak 6rneklemelerin yapildig: tiim isletmelerde calisisan toplam 38

personelden 91 S. aureus izolati elde edildi (Tablo 3).



Tablo 3. Gida isletmelerinde ¢alisan personelde bulunan Staphflococcus ssp. ve S. aureus tirii

bakterilerin izolat bazinda dagilinu

Erkek Kadin

Staphylococcus Staphylococcus

Isletme Tipi sop. S. aureus” soD. S. aureus”
Kisi  Izolat Kisi Izolat Kisi Izolat Kisi  Izolat
Et isletmesi (n:4) 23 115 17 46 10 50 2 6
Siit isletmesi (n:3) 32 160 8 15 16 80 4 5
Yemekhane (n:2) 15 75 6 18 4 20 1 1
TOPLAM (n:9) 70 350 31 79 30 150 7 12

*(koagulaz +, DNAse +, Seker testleri +, Staphtect Plus +)

4.2. S. aureus Izolatlarimin Molekiiler identifikasyonu

Calisma kapsaminda konvensiyonel yontemler ile S. aureus olarak identifiye
edilen izolatlarin molekiiler olarak dogrulamasi amaci ile S. aureus spesifik nuc geni ve
Staphylococcus spp. spesifik 16S rRNA geni varligit PCR yontemi ile arastirildi. PCR
sonucunda 279 bp‘deki bantlar nuc geni 756 bp’deki bantlar 16S rRNA geni pozitif
olarak kabul edildi (Sekil 3). Yapilan konvansiyonel analizler sonucunda 38 kisinden
elde edilen toplam 91 izolattan PCR yontemi ile 36 (%94) kisiden 79 (%86) izolatin S.
aureus nuc genine sahip oldugu belirlendi ve bu izolatlar S. aureus olarak dogrulandi
(Tablo 4,5). Ayrica konvansiyonel olarak S. aureus olarak identiye edilen tim

izolatlarin 16S rRNA geni’ne sahip olduklar1 belirlendi.
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Sekil 3. 16S rDNA gen bdlgesinin ve nuc geninin PCR’da belirlenmesi. M: 100 bp DNA ladder, 1:
Pozitif kontrol, (S. aureus ATCC 43300), 2: Negatif kontrol (E. coli ATCC 25922), 3: 16s RNA
ve nuc negatif izolat, 4-6: 16s RNA ve nuc pozitif S.aureus izolatlari, 7-8: 16s RNA pozitif ve nuc

negatif Staphylococcus spp. izolatlari.

Tablo 4. Gida isletmelerinde Fenotipik ve Genotipik olarak tespit edilen Staphylococcus spp. ve S.

aureus tiirlerinin kisilere gore dagilimi.

Fenotipik Identifikasyon Genotipik Identifikasyon

(nuc geni +)
Kisi (Erkek) Kisi (Kadin) Kisi (Erkek) Kisi (Kadin)
Et isletmesi (n=4) 17 2 17 2
Siit igletmesi (n=3) 8 4 8 4
Yemekhane (n=2) 6 1 5 0
Toplam (n=9) 31 7 30 6
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Tablo 5. Gida isletmelerinde galigan erkek ve kadin personelden tespit edilen Staphylococcus spp. ve S.

aureus tiirii bakterilerin PCR yontemi ile belirlenmesi

Genotipik Identifikasyon

Fenotipik Identifikasyon (nuc geni +)

Izolat (Erkek) [zolat (Kadin) Izolat (Erkek) Izolat (Kadin)

Et isletmesi (n=4) 46 6 44 4
Siit isletmesi (n=3) 15 5 13 5
Yemekhane (n=2) 18 1 13 0

Toplam (n=9) 79 12 70 9

4.3. S. aureus izolatlarinda baz toksin tiplerinin ELISA ile belirlenmesi

PCR ile dogrulanan S. aureus izolatlarinin enterotoksin olusturma yetenegini
ELISA ile Ridascreen Set A, B, C, D, E (R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany. Art.
No: R4101) test kiti kullanilarak, iiretici firma tarafindan belirtilen yonteme uygun
olarak belirlendi (Kiipliilii ve ark., 2002). Calismada molekiiler yontemler 36 kiside S.
aureus pozitif bulundu (Tablo 6). Bu kisilerden toplam 79 S. aureus izolati elde edildi.
Enterotoksin analizi sonucu 18 personel izole edilen 33 izolatin entrotoksin olusturma
yetenegine sahip oldugu belirlendi. Baskin enrterotoksin tiplerinin sirasiyla A (17
izolat), B (14 izolat) ve E (14 izolat) tipleri oldugu belirlendi. Ayrica tiim isletmelerde
calisan kadin personelden elde edilen izolatlarin enterotoksin iliretme yetenegine sahip
olmadiklar1 belirlendi (Tablo 7). Calisma kapsaminda S. aureus saptanan personel
sayisinin ve Enterotoksijenik S. aureus izolatlarimin isletmelere gore dagilimi Tablo
8’de verildi. Et isletmesi ve yemekhanede bulagma oranlarinin yiiksek olmasi S.

aureus’un ubiquiter oldugu tezini dogrulamaktadir.
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Tablo 6. Ornekleme yapilan isletmelerde S. aureus saptanan personel sayis1 ve Enterotoksijenik S. aureus

dagilimi
Personel Konvansiyonel olarak ~ Molekiiler olarak
Savist S.aureus saptanan S.aureus saptanan ELISA (%)
yis personel sayisi (%) personel sayisi (%)
. E 23 17(74) 17(74) 10(43)
Et Isletme (n:4)
K 10 2(20) 2(20) 0
L E 32 8(25) 8(25) 4(12.5)
Siit Isletme (n: 4)
K 16 4(25) 4(25) 0
E 15 6(40 5(33 4(26
Yemekhane (n: 2) (40) (33) (26)
K 4 1(25) 0(0) 0
Toplam Erkek E 70 31(45) 30(42) 18(25,7)
Toplam Kadin K 30 7(23) 6(20) 0
Genel Toplam 100 38 36 18

*: Enterotoksijenik sus tasiyici kisi sayisi
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Tablo 7. Stafilokokal Enterotoksin tiplerinin dagilimi

Staphylococcus

S. aureus PCR ELISA
spp.
) ) ] Enterotoksin ~ Enterotoksin  Enterotoksin  Enterotoksin ~ Enterotoksin  Enterotoksin E
Cinsiyet 1zolat Sayis1 Izolat Sayis1  Izolat Sayis1  Igeren Toplam A igeren Izolat B Igeren C igeren Izolat D Igeren izolat Igeren izolat
izolat Sayist Sayis1 izolat Sayist Sayisi Sayisi Sayis1
. . E 115 46 44 20 13 5 - 5 10
Et igletmesi (n=4)
K 50 6 4 - - - - - -
Siit isletmesi E 160 15 13 6 2 5 1 - 1
(n=4) K 80 5 5 - - - - - -
E 75 18 13 7 2 4 - 1 3
Yemekhane (n=3)
K 20 1 - - - - - - -
Toplam Erkek E 350 79 70 33 17 14 1 6 13
Toplam Kadin K 150 12 9 - - - - - -
Genel toplam 500 91 79 33 17 14 1 6 14
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Tablo 8. S. aureus saptanan personel sayisinin ve Enterotoksijenik S. aureus izolatlarinin isletmelere gore

dagilimu.
Konvansiyonel . .
Personel olarak Molekiiler olarak ELISA (%) Ente_rotoksm
Sayisi S.aureus tipleri
S.aureus
Kisi (%) lIzolat Kisi (%) Izolat  Kisi (%) Izolat
3izolat A
5izolat B
2izolat E
Et Isletme E 23 17(74) 46 17(74) 44 10(43) 20 2 izolat A+D
(n:4)
5izolat A+E
3 izolat A+D+E
K 10 2(20) 6 2(20) 4 0 0 0
lizolat A
2 izolat B
Siit isletme E 32 8(25) 15 8(25) 13 4(12.5) 6 1 izolat A+B
(n: 4) 1izolat B+E
1izolat B+C
K 16 4(25) 5 4(25) 5 0 0 0
2 izolat A
E 15 6(40) 18 5(33) 13 4(26) 7 2izolat B
Yemgkhane 2 izolat B+E
(n: 2)
1izolat D+E
K 4 1(25) 1 0(0) 0 0 0 0
17 izolat A (%51)
14 izolat B (%42)
Toplam i 0
Erkek E 70  31(45) 79 30(42) 70 18(25,7) 33  14izolat E (%42)
1izolat C (%3)
6 izolat D (%18)
Toplam
Ko K 30 7(20) 12 6(20) 9 0 0 0
TGe”e' 100 38 91 36 79 18 33 33
oplam
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Tablo 3. Gida isletmelerinde ¢alisan personelde bulunan Staphflococcus ssp. ve S. aureus tirii

bakterilerin izolat bazinda dagilinu

Erkek Kadin

Staphylococcus Staphylococcus

Isletme Tipi sop. S. aureus” soD. S. aureus”
Kisi  Izolat Kisi Izolat Kisi Izolat Kisi  Izolat
Et isletmesi (n:4) 23 115 17 46 10 50 2 6
Siit isletmesi (n:3) 32 160 8 15 16 80 4 5
Yemekhane (n:2) 15 75 6 18 4 20 1 1
TOPLAM (n:9) 70 350 31 79 30 150 7 12

*(koagulaz +, DNAse +, Seker testleri +, Staphtect Plus +)

4.2. S. aureus Izolatlarimin Molekiiler identifikasyonu

Calisma kapsaminda konvensiyonel yontemler ile S. aureus olarak identifiye
edilen izolatlarin molekiiler olarak dogrulamasi amaci ile S. aureus spesifik nuc geni ve
Staphylococcus spp. spesifik 16S rRNA geni varligit PCR yontemi ile arastirildi. PCR
sonucunda 279 bp‘deki bantlar nuc geni 756 bp’deki bantlar 16S rRNA geni pozitif
olarak kabul edildi (Sekil 3). Yapilan konvansiyonel analizler sonucunda 38 kisinden
elde edilen toplam 91 izolattan PCR yontemi ile 36 (%94) kisiden 79 (%86) izolatin S.
aureus nuc genine sahip oldugu belirlendi ve bu izolatlar S. aureus olarak dogrulandi
(Tablo 4,5). Ayrica konvansiyonel olarak S. aureus olarak identiye edilen tim

izolatlarin 16S rRNA geni’ne sahip olduklar1 belirlendi.



5. TARTISMA

Insan ve hayvanlarda gesitli hastaliklara yol acabilen stafilokoklarin cogu sicak
kanli hayvanlarin derisinde, deri ile iligkili bezlerin kanallarinda ve mukozalarinda
bulunur. Insanlardaki stafilokok enfeksiyonlarinda &ncelikli patojen stafilokok tiirii
olarak S. aureus bildirilmektedir (Adams, 1995). Bundan baska firsat¢1 patojenler olarak
S. epidermidis ve S. saprophyticus yer alir. Bunlardan S. epidermidis, deri ve mukoz
membranlarin degismeyen kalici flora elemanlarindandir. S. saprophyticus ise daha ¢ok
anaerob kosullarda tlireyen, normal florada ¢ok sik bulunmayan bir bakteridir (Aktas,
2006). Stafilokok tiirleri icinde S. aureus gerek toksin iiretimi gerek invazyon yetenegi,
gerekse doku harabiyetine yol agmasi nedeniyle saglam kisilerde de enfeksiyon
olusturabilen patojen stafilokok tiiriidiir. Gegici flora bakterileri arasinda yer almakla
birlikte, insanlarin 6zellikle burun ve bogazlarina yerleserek buralarda uzun siire
kalabilir. Bu kisiler, bakterinin tasiyicisidir. S. aureus nazal ve nazofarinks
tasiyiciliginin, incelenen populasyona gore degistigi, irk, yas, antibiyotik kullanimi ve
hastane ortaminda bulunmaktan etkilendigi bildirilmektedir (Kaya ve Metintas, 1995;
Wertheim ve ark., 2005). Calismada gida isletmelerinde c¢alisanlarin S. aureus

tastyiciliginin ve enterotoksin igeriginin arastirilmast amaglanmaistir.

S. aureus insan ve birgok hayvan tiiriiniin deri ve mukozalarinda (6zellikle
burun mukozasinda) kolonize olmaktadir. Bu etken aym1 zamanda deri, perineum ve
farinkste de bulunmaktadir. Ayrica daha az olarakta gastrointestinal sistem, vajina ve
aksillar bolgede (koltuk alt1) go6zlendigi bildirilmektedir (Wertheim ve ark, 2005). Bu
calismada gida isleklerindeki calisanlarin burun bosluklarindan alinan 6rneklerin
konvansiyonel yontemler ile yapilan analizlerinde drneklerin biiyiikk ¢ogunlugunda S.
aureus tespit edildi. Bu orneklerden konvansiyonel yontemler ile S.aureus saptanan
kisilerden elde edilen izolatlarin PCR ile analizi sonucu iki ¢alisanda S.aureus (Tablo 6)
belirlenemedi. Bu bulgular S. aureus’un en sik goriildiigii yerin burun mukozasi
oldugunu bildiren Wertheim ve ark, (2005)’nin sonuglar ile paralellik gostermektedir.
Konvansiyonel yontemlerle S.aureus olarak identifiye edilen izolatlarin %86’s1
identifikasyonda altin standart olarak kabul edilmekte olan PCR ile pozitif sonug
vermistir. Bu sonu¢ konvansiyonel yontemlerle yapilan identifikasyonlarda siklikla

rastlanan yalanci pozitiflikten kaynaklandigimi disiindiirmiistiir.  Tim izolatlarin



PCR’da Staphylococcus spp. spesifik sonug vermesi de Staphylococcus tiirlerinin tiir
diizeyinde identifikasyonunda yalancit pozitiflik/negatiflik rastlanma olasiligini
gostermektedir. Elde edilen bu sonug, Staphylococcus tiirlerinin tiir dilizeyinde
identifikasyonunda konvansiyonel yontemler yerine PCR’in tercih edilmesinin daha

giivenilir oldugunu gostermektedir

Gida isletmelerinde c¢alisanlar gida giivenligi konusunda Onemli rol
oynamaktadir. Calisanlarin, gidanin liretimi, islenmesi dagitimi sirasinda temas yoluyla
S. aureus bulastirip gida zehirlenmelerine neden olduklar1 ortaya konmustur (Acco ve
ark., 2003). Bir¢cok calismada saglikli erigkin ¢alisanlarin S. aureus nasal tastyicilig
%19-55 arasinda oldugu bildirilmistir (Soto ve ark., 1996; Vander Bergh ve ark., 1999).
Enfeksiyon gelisiminde risk olusturan faktdrlerden biri S. aureus tasiyiciligidir. Saglikli
kisilerde S. aureus tasiyiciligi basta burun olmak tizere perineum ve aksillar bolgede
kolonizasyon seklindedir. S. aureus’un nazal kolonizasyonu ise en sik, vestibulum nasi
bolgesinde saptanir. S. aureus'un insan viicudunda kolonizasyon igin tercih ettigi
bolgeler spesifik bazi faktorlerin yani sira sebasedz ve apokrin bezlerden zengindir.
Burun, yanak, alin, géobek, meme alt1, kasik, 6n kol, el, bogaz, aksilla, perineum ve
perianal bolge kolonizasyonunun goriilebildigi sahalardir. Bunlardan tasiyicilikta ve
yayllmada 6nemli olanlar burun, perineum, aksilla, el ve bogazdir. Gidalarin S. aureus
ile kontaminasyonunda nazal tasiyicilik 6nemli bir risk faktorii olup, stafilokokal
intoksikasyonlarin siklikla yetersiz ve uygun olmayan personel hijyenine bagli olarak
sekillendigi belirtilmektedir (Wertheim ve ark., 2005). S. aureus’un nazal tasiyicilik
prevalansi ve insidansi arastirilan topluluklara gore degisiklik gostermektedir. Bu oran
%19-55 arasinda degisebilmektedir. Nazal tasiyiciligi etkileyen faktorler hastanede
uzun siire yatis, diabetes mellitus, hemodializ, kronik ambulatuvar periton dializ, damar
i¢i ilag kullanimi aligkanligi, S. aureus’un olusturdugu cilt enfeksiyonu varligr ve HIV
enfeksiyonu olarak Ozetlenebilir. Bunlarin disinda, S. aureus’un hiicre duvarinda
bulunan lipoteikoik asit ve bazi yiizey proteinleri ayrica, viral enfeksiyonlar arasinda
burun epiteline adherensin artmasi, bazi HLA tipleri, nazal anomaliler, yas, irk, genetik
yap1, immiinolojik durum, kadinlarda hormonal durum gibi durumlarda tasiyicilig
etkileyen faktorlerdendir (Altemeier ve ark., 1981; Hollis ve ark., 1995). Kolonizasyon
ve tastyicilikta en Onemli bolge 6n burun delikleri ve g¢evresidir. Tastyicilarin viicut

florasinda bulunan MRSA rezervuarinin burun oldugu kabul edilmektedir. On burun
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tastyicilarin 2/3’sinde arka burun boslugunda da tasiyicilik mevcuttur (Herold ve ark.,
1998). Yapilan ¢alismada cesitli gida isletmelerinde, yapilan taramalar sonucunda S.
aureus nazal tastyicilik oran1 % 36 olarak belirlendi ve bu oran diger ¢alismalar ile
paralellik gosterdi (Al Bustan ve ark., 1996; Acco ve ark., 2003; Andre ve ark., 2009).

Burun mukozasinda S.aureus tasiyicilifini - aragtiran  birgok  makale
bulunmaktadir. Bu makalelerde hastane ¢aliganlari, riskli hasta gruplari, restoran
calisanlar1 ve ugakta servis yapan personelde burun mukozasinda S. aureus tasiyiciligi
arastirilmistir (Hacibektasogolu ve ark., 1993; Al Bustan ve ark., 1996; Vanden Bergh
ve ark., 1999; Cespedes ve ark., 2002; Acco ve ark., 2003; Giilbandilar, 2009). Bu
arastirmalarin sadece bir kaginda personelin cinsiyet ayrimi yapilmistir. Vander Berg ve
ark. (1999) Hollanda’da tip fakiiltesinde bir¢ok anabilim dali personelinde yaptigi
arastirmada erkek kadin oranini 0.8 olarak bildirmistir. Cespedes ve ark. (2002) hastane
ve hastane dis1 ¢alisanlarda S. aureus burun tasiyiciligi erkeklerde % 69.8 kadinlarda ise
% 30 olarak belirlemistir. Mainous ve ark. (2006) Amerika’da yaptiklar1 genis capli
aragtirmada S. aureus burun tasiyiciligini kadinlarda % 28, erkeklerde ise % 37 olarak
yayimlamistir. Bu calismalarin hi¢birinde kadin ve erkek c¢alisan oran farkinin nerden
kaynaklanabilecegi belirtilmemistir. Yapilan c¢alismada da oOrnek alinan tim
isletmelerde kadin personelin erkek personele gore diisiik oranda S.aureus tasidigi
saptanmistir. Bu durumun kadin ¢alisanlarin tiim islemler sirasinda genel ve ozel
hijyene dikkat etmesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmekle birlikte kadinlar tarafindan

siklikla kullanilan kozmetik tiriinlerindeki olas1 alkoliin rolii oldugu kabul edilebilir.

Stafilokoklar heryerde bulunabilen mikroorganizmalar olup, hava, su, toz,
toprak ile gida ve gida isletmelerinde kullanilan alet ve ekipmanlarda, insan ve
hayvanlarda da siklikla rastlanmaktadir. Insan ve hayvanlar stafilokoklarm baslica
rezervuart olup, Ozellikle stafilokoklarla kolonize kisiler etkenin ¢evreye ve gidalara
bulasmasinda etkin rol oynamaktadir. S. aureus patojen bir tiir olmasina karsin
insanlarin deri ve burun mukozalarinda da bulunmaktadir. Etkenin saglikli insanlarin %
30-50’sinin burun mukozasindan izole edildigi bildirilmektedir. Bu kapsamda gida
isletmelerinde ¢aligsan kisilerin ¢iplak elle gidalara dokunmasi ve gidalara kars1 aksirip-
Okstirmeleri sonucunda kontaminasyon sekillenebilmektedir (Bremer ve ark., 2004;
Jorgensen ve ark., 2005). Acco ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢calismada meyve isletmesinde

calisan isgislerin burun mukozasinda % 30 oraninda S.aureus’a rastlamislardir. Al
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Bustan ve ark. (1996) Kuveyt’te restoran c¢alisanlarinda yaptig1 arastirmada S.aureus
tastyiciligini % 26.6 olarak bulmustur. Andre ve ark. (2009) siit isletmelerinde yaptigi
calismada c¢alisanlarin burun mukozasindaki S.aureus bulunma oranmi % 32.6 olarak
bildirmistir. Yapilan calismada yemekhane, et ve siit isleklerinden elde edilen S.aureus
burun tastyiciligi orani literatiirdeki (Al Bustan ve ark. 1996; Acco ve ark. 2003; Andre
ve ark. 2009) oranlarla uyumluluk goéstermektedir. Calismada dikkati ¢eken boliim ise
siit isletmelerinde elde edilen oranin oldukca diisiik olmasidir. Isletmeler arsinda
farkliliklar1 karsilastiran herhangi bir makaleye rastlanmamustir. Siit isletmelerinde
diisiik oranda S.aureus bulunmasinin nedeni olarak calisanlarin hijyenik olarak stirekli
temizlenmeleri, kadin calisanlarinin ¢ok olmasi ve bunlarin erkeklere gore hijyen

kurallarina daha falza uymasina baglanmistir.

S. aureus mezofilik 6zellige sahip bir bakteri olmasina ragmen, baz1 suslar1 6.7
°C’nin altinda da tireyebilmektedir. Genellikle 6.7-47.8 °C’ler arasinda, optimal 35-37
°C arasinda treme gostermekle birlikte, 10-46 °C’ler arasinda enterotoksin olusturur.
Toksin olusumu igin optimal sicaklik 40-45 °C’ler arasi olup, 25-30 °C’de de toksin
olusturabildigi saptanmistir. 10 °C’de de diisiik miktarlarda SEA, SEB, SEC ve SED
olusturdugu bildirilmistir (Sutherland ve Varnam, 2007; Erol, 2007). Stafilokokal
enterotoksinler (SE), emetik toksinlerdir ve insanlardaki stafilokokal gida zehirlenme
olgularinin etkenidirler. SE’ler abdominal viserada yer alan hiicresel reseptorleri
uyararak kusma refleksini baslatmaktadir. Stafilokokal intoksikasyonda ortaya ¢ikan
gastrointestinal semptomlarin ¢ogunlukla yangisal medyatorlerin (histamin, 16kotrien)
serbest birakilmasi ile iligkili oldugu belirtilmektedir. Mast hiicrelerinin bu yangisal
medyatdrlerin asil kaynagi oldugu diistiniilmektedir. SE’lerin mast hiicrelerinin iizerinde
bulunan reseptorlere baglanmasi ile mast hiicrelerinin aktive olduklari bulunmustur
(Lowy, 1998; Munson ve ark., 1998; Sutherland ve Varnam, 2007). SE’ler biyolojik
aktiviteleri ve yapisal iliskileri bakimindan pirojenik toksin siiperantijen ailesinin
tiyeleri olarak klasifiye edilmislerdir. SE’ler antijenisite bazinda temel olarak bes
serolojik tipe ayrilirlar (SEA-SEE). Son yillarda yeni tip SE’lerin mevcudiyeti rapor
edilmistir (SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO) (Omoe ve ark., 2002).
Ayrica yeni tamimlanan gen sekanslar ile sek, sel, sem, sen, seo, sep, seq, ser, seu
genlerinin yapilar1 belirlenmistir (Leterle ve ark., 2003; Omoe ve ark., 2003; Orwin ve

ark., 2003). Yeni tespit edilen bu genlerle ilgili yapilardan, tam olarak test
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edilememekle birlikte bazilarinin emetik aktivitesinin olmadigr belirtilmistir (Omoe ve
ark., 2003).

Kuveyt’te ¢esitli restoranlarda ¢alisan ve gida ile temas halinde olan kisilerden
almman svap ornekleri S. aureus ve koagulaz negatif stafilokoklarin varligi yoniinden
analize alinmig ve bu kisilerin stafilokokal intoksikasyon agisindan olasi bir risk
olusturup olusturmadig1 incelenmistir. Bu kapsamda personelin el ve burun
mukozasindan alman svap Orneklerinden 32 S. aureus ve 142 koagulaz negatif
stafilokok olmak {izere, toplam 174 stafilokok izolat1 elde edilmistir. S. aureus’un %
12.5; koagulaz negatif stafilokoklarin % 8 diizeyinde SEA, SEB ve SEC’yi tek basina
ya da birlikte sentezledikleri ve izolatlarin en ¢ok SEB’yi iirettikleri bulunmustur (Udo,
1999). Fueyo ve ark. (2005), tarafindan Ispanya’da yapilan bir c¢alismada, saglikli
calisanlarin burun mukozalarindan ve peynir, krema, dondurma, kek, ¢ig et ile 1s1 islemi
gormiis elle hazirlanmig gidalardan izole ettikleri 269 S. aureus susunu enterotoksin
olusturma yetenekleri yoniinden incelemislerdir. SEA ve SEC’nin en siklikla gozlenen
toksinler oldugu bildirilmistir. Burun mukozasindan elde edilen izolatlarin % 23.9°u ve
elle hazirlanmis gidalardan elde edilenlerin % 26’simin stafilokokal enterotoksin
olusturabildigi saptanmistir. Polledo ve ark. (1985) 300 gida elleyicilerinde yaptigi
calismalarda burun mukozalarinda 36 (% 12) entertoksijenik stafilokok saptamis ve A,
B, C, D, E, A+D, B+C enterotoksinleri belirlemislerdir. Yapilan bir calismada Kuveyt
restoranlarinda ¢alisanlarin burun mukozasinda % 26.6 oraninda S. aureus bulmus ve
bunlar iginde % 28 A, % 28.5 B, % 16.4 C ve % 3.5 D enterotoksine rastlamistir (Al
Bustan ve ark., 1996). Arastirmalar sonucunda en ¢ok B enterotoksine rastlanmistir
(Hatakka ve ark., 2000; Soriano ve ark., 2002). Sili {iniversitesinde gida elleyicilerin
burun, bogaz ve ellerinde yapilan incelemelerde en yiiksek oranda enterotoksin B
belirlenmis bunu D izlemistir (Soto ve ark., 1996). Yapilan calismada enterotoksin
cesitliligi oldukga fazladir. Bununla birlikte literatiirde bildirildigi gibi % 50 oraninda
enterotoksin B belirlenmistir. Enterotoksinlerin ¢ogu et isletmelerinde belirlenmistir.
Bunun nedeni olarak et isletmelerde ¢alisanlarin hijyenik kurallara uymamasi, bozuk et,
mide barsak igerigi ile temas etmeleri, kullandiklar1 malzemelerin yeterince temiz

tutulmamasi veya kullanilmamasi olarak diistiniilmiistiir.
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6. SONUC ve ONERILER

Gida kokenli rahatsizliklar genel anlamda patojenik mikroorganizmalar ve
mikrobiyal toksinler ile kontamine olmus gidalarin yenmesi ile olusmakta ve daha ¢ok

gastrointestinal semptomlarla seyretmektedir.

Gidanin yapimi, tasinmasi, paketlenmesi, korunmast ve buna benzer birgok
asamada kisisel ve sektorel olarak gerekli Oonemlerin alinmamasi sonucunda insan
saglig acgisindan ¢ok ciddi tehlikeler olabilmektedir. Gida sektorii ¢alisanlar1 arasinda

kisisel hijyen eksikligi gida kaynakl1 hastaliklarin olusumunda 6nemli bir faktordiir.

Yapilan bu ¢aligmayla Ocak 2012-Temmuz 2012/ Agustos 2012- Subat 2013
tarihleri arasinda Samsun ilinde faaliyet gosteren gida isletmelerinden bir donem

boyunca (6 ay) 2 kez, burun florasindan steril pamuklu svap kullanilarak toplam 100

(70 erkek, 30 kadin) 6rnek alindi.

Konvansiyonel mikrobiyolojik analizler sonucunda c¢alisma kapsaminda
incelenen 4 farkli et isletmesinden toplamda 52 (46 erkek, 6 kadin), li¢ farkli siit
isletmesinden 20 (15 erkek, 5 kadin) ve iki farkli yemekhaneden 19 (18 erkek, 1 kadin)
S. aureus izolatt saptandi. Sonu¢ olarak oOrneklemelerin yapildigi tiim isletmelerde

calisan toplam 38 personelden 91 S. aureus izolat1 elde edildi.

Elde edilen 91 izolatin PCR ile molekiiler identifikasyonu sonucu bu izolatlarin
79“unun S.aureus spesifik nuc genine sahip olduklar1 belirlendi ve bu izolatlar S. aureus
olarak idenrtifiye edildi. Molekiiler olarak S.aureus oldugu dogrulanan izolatlarin
enterotoksin olusturma yetenegini Ridascreen Set A, B, C, D, E (R-Biopharm AG,
Darmstadt, Germany. Art. No: R4101) test kiti kullanilarak ELISA metodu ile tiretici
firma tarafindan belirtilen ydnteme uygun olarak belirlendi. Izolatlarin 33’{iniin
entrotoksin icerdigi saptandi. Calismada elde edilen dikkate deger bir bulgu ise
kadinlardan izole edilen izolatlarda herhangi bir enterotoksin tipi varliginin
saptanamamis olmasidir. Bu durum ozellikle, gida ile ugrasan isletmelerde kadin

personel istihdaminin daha fazla oranda yapilmasi gerekliligini ortaya ¢ikartmaktadir.

Calismamizda yerel isletmelerde ¢alisan personelde S. aureus saptanmistir. Bu
personelden alinan 6rneklerde erkek personelin (%42,8) kadin personele (%20) gore S.
aureus tasiyicilign daha fazla oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler 6rnekleme

yapilan isletmelerde calisan personelin hijyen kurallarina uymadigini gostermekle



birlikte, halk sagligi acisindan agik bir tehlike kaynagi olabilecegini diisiindiirmektedir.
Gida ile ugrasan isletmelerde calisan personelin uzman kisiler tarafindan hijyen
konusunda bilgilendirilmeli ve kendilerinden kaynaklanabilecek saglik riskleri hakkinda
bilinglendirilmelidir. Ayrica isletmelerin rutin olarak hijyen seminerleri diizenlenmesi

ve personel taramalariin diizenli olarak yaptirilmasi 6nerilmektedir.

Calismamizda yerel isletmelerde S. aureus yoniinden calisan personelde sadece
burun florasi incelenmistir. Gelecekte planlanan calismalarda hem S. aureus hemde
diger etkenlere kars1 isletme personelinin el vb 6rnekleri ile ¢alisma alanlari, tezgah vb.

yerlerden de 6rnekler alinip incelemelerin yapilmasi dnerilmektedir.
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