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ÖZET 

 

GIDA İŞLETMELERİNDE ÇALIŞAN İŞÇİLERİN BURUN FLORASINDA 

ENTEROTOKSİJENİK STAPHYLOCOCCUS AUREUS’LARIN BELİRLENMESİ 

 

Amaç: Bu çalışmanın amacı gıda işleklerinde alışan personelin Staphylococcus aureus 

taşıyıcılığının konvansiyonel ve moleküler yöntem ile saptanması ve elde edilen izolatların 

sahip oldukları enterotoksin tiplerinin belirlenmesidir. 

Materyal ve Metot: Çalışmada 9 farklı işletmede (4 et işletmesi, 3 süt işletmesi, 2 

yemekhane) çalışan 100 personelin burun mukozasından örnekler alındı. Örneklerden S. 

aureus izolasyon ve identifikasyonunda konvansiyonel yöntem kullanıldı. Konvansiyonel 

yöntem ile S. aureus olduğu belirlenen izolatlar, moleküler olarak Staphylococcus spp. 

spesifik 16SrRNA ve S. aureus spesifik nuc geninin kullanıldığı PCR yöntemi ile doğrulandı.  

İzolatların sahip oldukları enterotoksin tiplerinin belirlenmesinde ELİSA metodu kullanıldı. 

Bulgular: Yapılan konvansiyonel analizler sonucunda gıda işleklerinde çalışan 100 

personelin 38’inden 91 S. aureus izolatı elde edildi. Moleküler olarak bu izolatların 79 (% 

86)’unun S. aureus spesifik nuc genine sahip olduğu belirlendi ve bu izolatlar S. aureus olarak 

identifiye edildi. Moleküler analizler sonucu sadece yemekhanede çalışan kadın 

personellerden (n=1) S. aureus identifiye edilemedi. Enterotoksin analizi sonucu 18 

personelden elde edilen 33 izolatın değişik tiplerde enterotoksin oluşturma yeteneğine sahip 

olduğu belirlendi. Baskın enterotoksin tipinin A ve B olduğu belirlendi. 

Sonuç: Çalışma sonucunda yerel gıda işleklerinde çalışan personellerin % 36’sında S. aureus 

saptanmıştır. Elde edilen veriler erkek personelin (%42,8) kadın personele (%20) göre S. 

aureus taşıyıcılığının daha fazla olduğunu göstermiştir. Bu sonuçlar özellikle gıda ile uğraşan 

işletmelerdeki personelin halk sağlığı açısından açık bir tehlike kaynağı olabileceğini ortaya 

koymaktadır. Elde edilen sonuçlar gıda işletmelerinde çalışan personellerin uzmanlar 

tarafından hijyen konusunda bilgilendirilme ve kendilerinden kaynaklanabilecek sağlık 

riskleri hakkında bilinçlendirilme gerekliliğini göstermektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Gıda işlekleri; nuc; PCR; S. aureus; Taşıyıcılık 
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ABSTRACT 

 

DETERMİNİNG ENTEROTOXİGENİC STAPHYLOCOCCUS AUREUS FROM THE 

NASAL FLORA OF WORKERS İN 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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SİMGELER 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 

H2O2: Hidrojen Peroksit 

Kob: Koloni Oluşturma Birimi 

ml: Mililitre 

NaCl: Sodium Clorid- Sodyum Klorür 

OD: Optik Değer 

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: Dünya Sağlık Örgütü 

μg: Mikrogram 

μl: Mikrolitre 
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1. GİRİŞ 

 Gıda nedenli rahatsızlıklar genel anlamda patojenik mikroorganizmalar ve 

mikrobiyal toksinler ile kontamine olmuş gıdaların yenmesinden oluşmakta ve daha çok 

gastrointestinal semptomlarla seyretmektedir. Birleşmiş Milletler Dünya Sağlık Örgütü 

(WHO)'nün tahminlerine göre rapor edilen gıda kaynaklı hastalık ve zehirlenmeler, 

gerçek verilerin gelişmekte olan ülkelerde % 1'i, gelişmiş ülkelerde ise % 10'u kadardır 

ve bu raporların büyük çoğunluğu toplu zehirlenmeler ile elde edilmektedir. Gıda 

kaynaklı enfeksiyonlar izole bir sporadik vaka olarak görülebilir veya daha az sıklıkla 

ortak kontamine gıdadan kaynak alan birden fazla kişiyi etkileyen bir salgın şeklinde 

karşımıza çıkabilir (Halkman ve Doğan, 2000).  

 Gıda kaynaklı hastalıkların oluşumunda önemli risk faktörlerinden birisi de 

gıda sektörü çalışanlarıdır (Angelillo ve ark., 2000; Ayçiçek ve ark., 2004; Lues ve 

Tonder, 2007). Gıdanın yapımı, taşınması, paketlenmesi, korunması ve buna benzer 

birçok aşamada kişisel ve sektörel olarak gerekli önemlerin alınmaması sonucunda 

insan sağlığı açısından çok ciddi tehlikeler olabilmektedir. Gıda sektörü çalışanları 

arasında kişisel hijyen eksikliği gıda kaynaklı hastalıkların oluşumunda önemli bir 

yardımcı faktör olarak yer almaktadır (Wang ve ark., 2007). 

Gıda kaynaklı sindirim sistemi rahatsızlıklarına neden olan 

mikroorganizmalardan bazılarının enfeksiyon yolu ile mi yoksa intoksikasyon şeklinde 

mi etkili oldukları konusundaki araştırmalar devam etmektedir. Yapılan araştırmalar 

sonucunda uygun koşularda üreyen, toksin üreten ve bu toksinlerin gıda yolu ile vücutta 

intosikasyona neden olan en önemli iki bakterinin Clostrdium botulinum ve 

Staphylococcus aureus (S. aureus) olduğu bildirilmektedir (Angelillo ve ark., 2000; 

Bilgehan, 2000)  

Staphylococcaceae familyasından olan Staphylococcus insanlarda birçok 

enfeksiyonlara neden olan bir bakteridir. Ortam şartlarına dayanıklı olduklarından 

dolayı doğada çok yaygın bir dağılıma sahiptir. İnsanlarda enfeksiyon yapan patojen 

stafilokokların kaynağı yine insanlar olarak bildirilmektedir (Hacıbektaşoğlu, 1993). 

Stafilokoklar doğal olarak burun ve boğaz florasında, ciltte apseli yaralarda, 

sivilcelerde, insan ve hayvan dışkılarında yoğun olarak bulunur. Bu etken aynı zamanda 

gıdalarda ve gıda işletmelerinde, elle gıda hazırlayanlarda, hastane personeli ve hastane 



ortamlarında da yaygın olarak bulunur. Nazal stafilokoklar, taşıyıcılarla çevreye 

yayılarak tehlike oluşturur. Taşıyıcı olan ve özellikle gıda sektöründe bizzat elleriyle 

gıda hazırlayanlar stafilokok nedenli besin zehirlenmelerinin önemli kaynağıdır 

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

Stafilokoklar insan ve hayvanlarda birçok enfeksiyonun ve insanlarda 

oluşabilen stafilokokal intoksikasyonların etkenidir. Stafilokokal enfeksiyon, koagulaz 

pozitif ve koagulaz negatif stafilokok tarafından oluşturulabilmektedir. Bununla beraber 

stafilokokal gıda intoksikasyonunun predominant etkeni S. aureus’tur (Oliver ve ark, 

2005; Kılıç, 2007). 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Tarihçe 

 Stafilokoklar ilk kez 1878 yılında Robert Koch tarafından tanımlanmıştır, 1880 

yılında Ogston tarafından “mikrokoklar, aktiviteleri düşük ve yayılma alanları sınırlı 

olduğunda yüzeyel süpüratif inflamasyona yol açan, ancak etkinlikleri daha fazla olursa 

ve yayılma imkanı bulurlarsa septisemi ve pyemi oluşturan mikroorganizmalardır” 

şeklinde tanımlanmıştır (Şardan, 2000; Kılıç, 2007).  

 Rosenberg 1884’te stafilokokları saf kültür olarak ilk üreten ve onların 

karakteristikleri üzerinde ilk laboratuar çalışmalarını yapan kişidir. Stafilokokları bir 

soy olarak düşünmüş ve katı ortamlarda beyaz ve portakal renkli kolonilerin ürediğini 

gözlemlemiştir. Bu soyun alt türleri olarak pigmentasyona dayalı iki tip stafilokok 

tanımlamıştır. Portakal renkli koloni oluşturan mikroorganizmaları S. pyogenes aureus, 

beyaz koloni oluşturanları ise S. pyogenes albus olarak adlandırmıştır. Sonradan limon 

renkli koloni pigmentasyonu veren S. pyogenes citreus eklenmiştir. Winslow 1920 

yılında, stafilokokları Micrococaceae familyasına dahil etmiştir. Evans’ın glikozu 

anaerobik fermente edebilme yeteneklerini 1957 yılında belirlemesi ile Staphylococcus 

isminde ayrı bir soy olarak sınıflandırılmıştır (Şardan, 2000; Kılıç, 2007).  

 Daha sonraları Winslow ve Winslow tarafından ikinci tür olan S. epidermidis 

öne sürülmüştür. S. aureus 1972’ye kadar bilinen tek türdür ve S. epidermidis ile 

arasındaki temel fark, koagulaz üretimine dayanmaktadır. Üçüncü tür olan S. 

saprophyticus 1974’te stafilokoklara eklenmiştir. Tür sayısı 1980’de 13, 1984’te ise 20 
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olmuştur. S. intermedius ve S. hyicus hariç yeni türlerin tamamı koagulaz negatiftir 

(Şardan, 2000; Kılıç, 2007). 

2.2. Stafilokokların Sınıflandırılması ve Genel Özellikleri 

 Stafilokoklar Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin baskısında 

Staphylococcaceae familyasında yer alırlar. Staphylococcus türleri Gram pozitif, 

fakültatif anaerob, spor oluşturmayan, hareketsiz ve katalaz pozitif bakterilerdir. Bu 

sınıflandırmaya göre bu cins içinde 49 tür ve 26 alt tür bulunmaktadır (Garrity, 2001). 

S. aureus, başta sıcaklık uygulaması olmak üzere mikroorganizmaların 

indirgenmesine yönelik tüm uygulamalara karşı yüksek bir duyarlılık göstermesine 

rağmen, insanlarda zehirlenmeye neden olan ve sıcaklığa dayanıklı enterotoksinler 

üretmektedirler. Stafilokokal enterotoksinler (SE) molekül ağırlığı 26900-29600 Da 

arasında değişim gösteren, yapısında fazla miktarda lizin, tirozin, aspartik asit ve 

glutamik asit bulunduran tek zincirli proteinlerdir (Yagın ve Milci, 2006). Birçok 

enfeksiyona (cilt ve doku enfeksiyonları, bakteriyemi, toksik şoksendromu, endokardit 

gibi) ve gıda zehirlenmesine neden olan S. aureus suşları için doğal rezervuar insandır 

(Demir ve ark., 2003). S. aureus sağlıklı insanların derisinde %50-30 ve burun 

deliklerinde %◦20 oranında saptanabilen saprofitik bir bakteridir (Tomi ve ark., 2005).  

Stafilokoklar insan ve hayvanlarda hastalıklara neden olan bakterilerdir. Deride 

iltihaplı yaralar yaparlar, lohusa humması, menenjit, septisemi ile beraber gıda 

zehirlenmelerine de neden olurlar. Ayrıca, stafilokokların mastitis nedeni olduğu 

gösterilmektedir. Bu bakteriler sağım yerlerinde hijyenik koşullara uyulmadan 

çalışıldığında süte ve sonradan süt ürünlerine geçebilmektedir. Ürettikleri fazla 

miktardaki enterotoksin nedeniyle gıda zehirlenmelerine, kusma ile birlikte ishale neden 

olmaktadır. Hayvan bakıcıları ve sağımcılar aracılıgıyla bu mikroorganizmalar direk 

insanlara da geçebilir. Özellikle S. aureus süt işletmeleri açısından önemli bir bakteridir. 

(Tunail ve Kösker, 1989). Fakültatif anaerob karakter gösterir. Seçici olmayan 

besiyerlerinde düz, parlak, dairesel konveks koloniler olusturur. %10’a kadar olan NaCl 

konsantrasyonlarında iyi üreme göstermesine rağmen %15NaCl konsantrasyonunda 

üreme zayıftır. Optimum olarak 30-40oC’de ve 7-7.5pH’da üremektedir (Demir ve 

Karapınar, 2000). S. aureus’lar teknolojik işlemler sonucunda da canlı kalabilirler. Eğer 

gıdada daha önce enterotoksin oluşmuş ise bu toksin ısıl işlem gibi uygulamalarla 
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kolaylıkla inaktive edilmeyebilir. Diğer önemli bir husus ise bu bakterinin ikincil 

kontaminasyon sonucu gıdalara bulaşmasıdır. Baslangıçta pastörizasyon ile imha 

edilmiş olsalar bile, işlem sırasında insanların ellerinden, araç ve gereçlerden, havadan, 

katkı maddelerinden, sudan vb. kaynaklardan gıdaya bulaşabilmekte ve koşullar uygun 

oldugunda toksin oluşturabilmektedir. Özellikle pastörize edilmiş süt ve mamullerine 

sonradan bulaşan S. aureus suşlarının üremeleri ve toksin olusturmaları daha hızlı 

olmaktadır (Selçuk, 1991). S. aureus’un optimum su aktivitesi değeri (aw)>0.99 

olmakla birlikte, diğer gıda kaynaklı patojenlerle karşılaştırıldığında üreyebildiği su 

aktivitesi aralığının oldukça geniş olduğu ve minimum su aktivitesinin genelde 0.86 

olmakla birlikte bazı suşlar için 0.83’e kadar düstügü bilinmektedir. Anaerobik 

koşullarda minimum su aktivitesi biraz daha yüksek olup 0.90 civarındadır (Atıcı, 1999; 

Reginald ve ark., 2001). Tellürit, civa klorür, sodyum azid gibi kimyasal maddelere ve 

neomisin, polimiksin gibi bazı antibiyotiklere de direnç göstermektedirler (Tunail, 

2000). Anaerob ortamda birçok karbohidratı metabolize ederek asit olustururlar fakat 

arabinoz, sellobiyoz, dekstrin, inositol, rafinoz ve ksilozdan asit olusturmazlar. S. 

aureus’u diğer türlerden ayıran özellikleri anaerobik ortamda glikozu fermente etmeleri 

ve K-toksin oluşturmalarıdır (Atıcı, 1999).  

2.3. Stafilokokal Enterotoksinler 

S. aureus tarafından üretilen enterotoksinler dünyadaki gıda zehirlenmelerinin 

en yaygın sebebidir (Rasooly ve Rasooly, 1998; Gilligan ve ark., 2000). Enterotoksinler 

stafilokokların 106 kob/g veya daha yüksek sayıya ulaşması sırasında sentezlenen bir 

ekzotosindir (Cowell ve ark., 2002; Sağun ve Alişarlı, 2003). Stafilokokal 

enterotoksinler (SE) emetik özellikte olup, insanlardaki stafilokokal gıda zehirlenmeleri 

olgularının etkenidirler. SE’ler biyolojik aktiviteleri ve yapısal ilişkileri bakımından 

pirojenik toksin süperantijen ailesinin üyeleri olarak sınıflandırılmışlardır (Omoe ve 

ark., 2002). Ayrıca yeni tanımlanan gen sekansları ile sek, sel, sem, sen, seo, sep, seq, 

ser, seu genlerinin yapıları belirlenmiştir (Leterle ve ark., 2003; Omoe ve ark., 2003; 

Orwin ve ark., 2003). Yeni tespit edilen bu genlerle ilgili yapılardan, tam olarak 

testedilememekle birlikte, bazılarının emetik aktivitesinin olmadığı belirtilmiştir (Omoe 

ve ark., 2003). 

Stafilokokların ürettikleri toksinler; ekzotoksin ve enterotoksin olarak ikiye 

ayrılmaktadırlar. Ekzotoksinler; hemolizinler, lökosidinler, lökosit sitotoksinler, 
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eksfoliyatif toksin, pirojenik ekzotoksin ve toksik şok sendromu toksin 1’den 

oluşmaktadır. Bunlardan eritrosit, lökosit, hepatositler ve insan diploit fibroblastları 

üzerinde sitotoksik etki gösterenler “hemolizin”ler olarak gruplandırılırlar. Lökosidinler 

sayesinde stafilokoklar fagosite edilseler dahi fagosite edildikleri hücre içinde yaşamaya 

devam ederler. Bir diğer ekzotoksin, yeni doğanlarda ve süt çocuklarında meydana 

gelen "haşlanmış deri" sendromuna (staphylococcal skin sendrom) sebep olan 

eksfoliyatif toksindir. İntradermal dokunun ayrılmasına ve derinin pul pul dökülmesine 

neden olmaktadır. “Toksik şok sendromu toksin 1” ve “pirojenik ekzotoksin” adlı 

ekzotoksinlerin ise, ağır bir patolojik duruma yol açan toksik şok sendromuna beraberce 

neden oldukları bilinmektedir (Anderson ve Stone, 1995). Stafilokokal enterotoksinler 

molekül ağırlığı 26900-29600 Da arasında değişim gösteren, yapısında fazla miktarda 

lisin, tirozin, aspartik asit ve glutamik asit bulunduran tek zincirli proteinlerdir. Yaygın 

olarak görülen 7 farklı tipi bulunmakta ve bunlar; A (SEA), B (SEB), C1 (SEC1), C2 

(SEC2), C3 (SEC3), D (SED) ve E (SEE) olarak isimlendirilmektedir. Bu 

enterotoksinlerin en önemli özelligi ısıya karşı dayanıklı olmasıdır. Yapılan çalışmalar 

sonucunda 100°C’de 10 dk ısıl işlem ile toksinlerin aktivitelerini %50 oranında 

korudukları ancak 121°C’de 1-2 dk ısıl işlem sonucu inaktif hale geldikleri 

belirlenmiştir. Sıcaklığa olduğu kadar, toksinlerin pepsin ve tripsin gibi proteolitik 

enzimlere karşı da dayanıklı olması, enterotoksinlerin sindirim dokularından etkisini 

yitirmeden geçmesine olanak sağlamaktadır (Yaygın ve Milci, 2006). S. aureus 

enterotoksinlerinin inaktivasyonu için gerekli sıcaklık derecesi 100oC’de 1-3 saat veya 

120oC’de 10-40 dk olarak da verilebilmektedir (Tunail, 2000). Enterotoksinler, ilk defa 

1914’de Barber'ın stafilokokal mastitisli bir ineğin sütünü içmesiyle ortaya çıkan, mide 

bulantısı semptomu gösteren akut gastrointestinal enfeksiyon oluşumuyla fark edilmiş, 

fakat 1930’lu yıllarda Duck tarafından kanıtlanana kadar ne olduğu tam olarak 

anlaşılamamıştır. Enterotoksinler aslında ekzotoksin özelliğindedir ve sindirim sistemini 

etkilediklerinden bu isimle anılırlar. Stafilokok enterotoksinleri, insan beynindeki 

kusma merkezini uyararak kusmaya neden olduklarından aynı zamanda nörotoksin 

etkisi de gösterirler (Marth ve Halpindohnalek, 1989). Enterotoksinler suşa özgü 

olmakla beraber, bir suş birden fazla toksin üretebilmektedir. Toksik şok sendromu’na 

neden olan ve TST-1 olarak adlandırılan bir toksin (F) ile son zamanlarda belirlenen G 

ve H toksini ile 10 çesit enterotoksin oldugu bildirilmiştir. İnsanlardan izole edilen 
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suşlarda daha çok A, B, C tiplerine, sığırlardan izole edilen suşlarda özellikle C tipine, 

tavuklardan izole edilen S. aureus suşlarında ise D tipi enterotoksine rastlanmaktadır. 

Enterotoksin A sentezi bakteriyel üremenin logaritmik ve duraklama dönemlerinde 

olurken, enterotoksin B sentezi ile bakteriyel üremede duraklamanın başladığı dönemde 

gerçekleşmektedir. Stafilokokal enterotoksin C oluşturan suşlar besiyerlerinde iyi 

gelişirken, gıdalardaki iç faktörler ve refakatçi floradaki bazı mikroorganizmalar 

enterotoksin C oluşumunu geciktirmektedirler (Yüce, 1992). İntoksikasyonun şiddeti, 

alınan toksin miktarına bağlıdır. Gıda intoksikasyonlarına en çok A tipi toksinin neden 

olduğu ve bunu B ve D toksinin izlediği birçok araştırmacı tarafından belirtilmiştir. 

Stafilokokal gıda zehirlenmelerinin önde gelen iki klinik sendromu kusma ve ishaldir. 

Zehirlenme, enterotoksinin alınmasından 1-6 saat sonra meydana gelir. Semptomların 

süresi ve ağırlığı alınan enterotoksin miktarına, hastanın yaşı ve kilosuna bağlı olarak 

değişmekte olup, kusma, öğürme, abdominal sancı ve salivasyon gibi belirtiler 

görülmekte ve semptomlar 24-48 saat sürmektedir. Nadir de olsa dışkı ve kusmukta 

kan, baş ağrısı ve terlemeye rastlanmakta ve nadiren ölüm görülmektedir (Yüce, 1992). 

Gıda zehirlenmesiyle oluşan akut gastroenteritiste mukozalarda hiperemi ve erozyon, 

kaslarda irritasyon sonucu kasılmalar, bölgesel ödem ve jejunum mukozasının 

epitelyum hücrelerinde mitokondriyal tahribat ortaya çıkar. Enterotoksinler, bağırsağın 

lümeninden suyun absorbsiyonunu inhibe ederek ve ishalin oluşmasına yol açan 

faktörlerin transferine neden olarak ishale sebep olmaktadır. Bu tablonun haricinde 

geniş spektrumlu antibiyotik kullanan ve dışkıdan S. aureus izole edilen hastalarda 

bağırsaklarda enterotoksin sentezine bağlı olarak nekrozis ve pseudomembranlı 

enterokolitis oluştuğu bildirilmistir (Selçuk, 1991). 

S. aureus’da toksin üretimini etkileyen diger faktörler; pH, aw, atmosfer 

şartları, diğer organizmaların varlığıdır. Son yıllarda S. aureus’un toksin oluşturma 

mekanizmasının "Quorum Sensing" denilen bakterilerin yeterli hücre yoğunluğuna 

ulaşması ile bağlantılı, bakteriler arası sosyal davranış (iletişim) biçimlerinden birisi 

olduğu belirlenmistir (Bilge ve Karaboz, 2005).  

2.3.1. Stafilokokal Enterotoksinlerin Oluşumuna Etki Eden Faktörler 

Kontaminasyon Düzeyi: S. aureus’un kontamine gıdada 1.0 μg’dan daha az 

oluşturduğu toksin miktarı stafilokokal intoksikasyon semptomlarının görülmesine 

neden olur. Zehirlenmeye neden olan toksin miktarı tartışma konusu olup toksin tipi 
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minimal doz üzerinde etkilidir. Bu toksin düzeyine S. aureus sayısı 100.000 kob/g-

ml’den fazla olduğunda ulaşır. Bir diğer deyişle S. aureus sayısı 105 kob/g-ml olan 

gıdalar kesinlikle risklidir. Bununla beraber, gıdadaki S. aureus sayısının az olması 

gıdanın güvenli olduğunu göstermez (Tükel ve Doğan, 2000). 

pH, NaCl: Enterotoksinlerin oluşumu için optimum pH 6.0-7.0 arasındadır. 

SEB oluşumu ile karşılaştırıldığında SEA oluşumu pH değişikliklerine daha 

toleranslıdır. %5’lik NaCl konsantrasyonları tuzsuz ortamlara oranla S. aureus 

üremesini arttırırken, %7.5-10 düzeylerindeki tuz konsantrasyonu üremeyi kısmen 

geciktirir (Erol ve İşeri, 2004). 

Su Aktivitesi (aw), Sıcaklık: Enterotoksin D oluşturabilen 4 farklı S. aureus 

suşunun, 37oC’de NaCl ile oluşturulan değişik su aktivitesi değerlerinde, Brain Hearth 

Infusion Broth (BHIB)’ta 6 günlük inkübasyondan sonra 0.86 ve daha düşük değerlerde 

SED oluşturabildiği bildirilmiştir (Ewald ve Notermans, 1988). Notermans ve 

Heuvelman (1983), BHIB’de aw (0.99-0.87), pH (4.0-7.0) ve sıcaklık (8-30oC) 

parametrelerini kullanarak yaptıkları çalışmada, aw 0.85 değerinde pH 4.3 veya 8oC’de 

bakteriyel üreme saptanamadığını, 12oC’de aw 0.90 veya 0.93 değerinde, pH <5.5 ile 

kombine edildiğindede üreme saptayamadıklarını bildirmişlerdir. SEA üretiminin 

bakterinin üreyebildiği tüm koşullar altında gerçekleştiği, SEB üretiminin ise aw 0.96 

değerinde tüm sıcaklık koşullarında gerçekleştiği bildirilmiştir. 0.93 aw değerinde ise 

SEB üretiminin güçleştiği, SEC ve SEF üretimine ise aw ve sıcaklığın etkili olduğu 

bildirilmiştir. SEC ve SEF üretiminin 0.93aw değerinde nadiren gözlendiği bildirilmiştir. 

S. aureus’un üremesi için gerekli optimum sıcaklık 37ºC iken enterotoksin üretimi için 

optimum sıcaklık 40-45ºC arasında değişmektedir (Erol ve İşeri, 2004).  

Rekabetçi Özellik: Stafilokoklar karışık kültürlerde diğer mikroorganizmalar 

tarafından kolay baskılanır. Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc önemli baskılayıcı 

bakteriler olarak bildirilmektedir. Bunun yanında E. coli, Pseudomonas, Serratia ve 

Aerobacter türleri de S. aureus’un üremesi üzerine baskılayıcı etki gösterirler (Ekici ve 

ark., 2008). 

2.4. Stafilokokal Enterotoksinleri Saptama Yöntemleri 

Gıdalarda enterotoksinlerin saptanması, insanlarda hastalık oluşumuna neden 

olacak düzeyde enterotoksin miktarı ile orantılıdır ve bu miktar 100-200 ng’dır (FDA, 
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2001). Stafilokokal enterotoksinlerin saptanması üzerine immunolojik ve serolojik 

birçok analiz yöntemi geliştirilmiştir. İmmunolojik analiz yöntemleri duyarlı ve spesifik 

olup enterotoksinlerin spesifik olarak identifiye edilmesi esasına dayanır.  

Raddioimmunoassay (RIA), kültür filtratları ve gıda ekstraktlarında 

enterotoksinlerin saptanması için geniş oranda kullanılmaktadır. Bu metot antikor 

moleküllerin üzerindeki bağlanma bölümlerine, örneklerde işaretlenmemiş bu toksin ile 

standart radyoaktif işaretlenmiş toksinin yarışması esasına dayanır. Genel olarak hızlı 

(3-4 saat) ve 1-10 ng/g düzeyinin altında toksinleri saptayabilen bir yöntemdir. 

Dezavantajları ise non-spesifik reaksiyonlar, yüksek oranda purifiye enterotoksin 

gerektirmesi, antijenik epitopların işaretlenmesi esnasında mümkün olabilecek advers 

etkiler, radyoizotopların kısa yarılanma ömrü, radyonulidlerin insan sağlığına zararları 

ve pahalı saptama cihazlarına gereksinim olması olarak bildirilmektedir (Brett, 2006). 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) veya Enzyme Immuno Assay (EIA) 

uzun zamanlardan beri antijen ve antikorların saptanmasında kullanılmaktadır. ELISA, 

RIA’ya benzer olarak duyarlı ve hızlıdır. Enzim aracılığı ile kromojenik substratların 

katalizlenmesi ve göz ile değerlendirilmesi esasına dayanır ELISA testi için gerekli 

ekipman birçok laboratuvarda bulunabilir ve enzim-antikor konjugatları aktivitelerini 

kaybetmeden -20 ºC’de uzun bir periyotta saklanabilir (Çırak, 1999; Brett, 2006).  

Moleküler teşhis yöntemleri, gelişmekte olan teknolojinin mikrobiyoloji 

alanında sunduğu önemli yeniliklerden biridir. Moleküler teşhis tekniklerine her geçen 

gün bir yenisinin eklenmektedir ve bu da farklı amaçlarla yürütülen bilimsel çalışmalara 

büyük yarar sağlamaktadır. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), moleküler biyoloji ve 

genetik alanında geniş bir kullanıma sahip olan moleküler teşhis yöntemlerinden 

birisidir (Adıgüzel ve ark., 2011). PCR, bakteri, virüs, mantar, protozoon ve parazit gibi 

hastalık etkenlerinin teşhisinde kullanılmasının yanı sıra, mikrobiyal çalışmalar, adli tıp 

ve genetik hastalıkların tanısında da kullanılmaktadır. S. aureus’un identifikasyonunu 

sağlayan moleküler yöntemlerin çoğu PCR tabanlıdır. Eskiden kullanılan testler ile 

identifikasyon için amplifikasyon ürünlerinin Southern blotting ile belirlenmesi 

gerekmekte iken (Brown ve ark., 2005); günümüzde türe spesifik hedef bölgelerin 

amplifikasyonu için düzenlenmiş, protein genleri gibi hedef bölgeler içeren hedef 

oligonükleotid çeşitliliği geliştirilmiştir. Koagulaz (coa), protein A (spa) ve yüzey 

ilişkili fibrinojen bağlayan protein genleri gibi genler S. aureus’un identifikasyonunda 
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önemli olarak kabul edilmektedir. Bunların dışında termostabil nükleazı 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 

(şok sendromu) (Johnson ve ark., 1991), exfoliatif toksin A ve B (Johnson ve ark., 

1991), 16S-23S rDNA gen bölgesi (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 yıllarda kullanılmakta olup, hedef DNA’nın 

kantitasyonunu sağlamaktadır (Hein ve ark., 2001).  

2.5. S. aureus ve Bulaşma 

            2.5.1. İnsan 

İnsan ve bazı hayvan türlerinde deri ve mukozalarda S. aureus kolonileri 

bulunmaktadır. İnsanlarda birçok bölgede yerleşim gösterirken burun boşlukları S. 

aureus’un en sık rastlandığı bölgedir. Gıda işletmelerinde çalışan personel, gıdaların en 

önemli kontaminasyon kaynaklarından biridir. Özellikle eğitim düzeyi düşük ve hijyen 

bilinci gelişmemiş kişiler gıda maddelerine daha yoğun olarak mikroorganizma 

bulaştırırlar. Bazı insanlar çeşitli hastalıkların taşıyıcısıdır. Bu kişiler doğal bulaştırıcı 

olarak etkili olurken, bazıları da hastalığı geçirip iyileşmesine rağmen hastalık sonrası 

belirli dönemlerde hastalığı bulaştırmaya devam ederler (Longree, 1972). Çalışan bir 

personelin dakikada 103-104kob seviyesinde mikroorganizma yayabileceği 

belirtilmektedir (Aran, 1993). Bu personelden gıdalara mikroorganizma bulaşmada 3 

ana bölge önemlidir. Bunlar; 1. Deri, 2. Ağız, burun, boğaz, gözler ve kulaklar 3. 

Sindirim kanalı olarak belirtilmektedir. 

Özellikle ağız, burun, boğaz gibi bölgelerin nemli ve ılık olması S. aureus gibi 

patojenlerin üremesinde uygun bir ortamdır. Eğer sinüzitis, grip gibi rahatsızlıklar söz 

konusuysa S. aureus yaygınlığı daha yüksek olur. Personel hijyeni ile ilgili bir 

çalışmada Kaya ve Metintaş (1995) gıda işlerinde çalışan 181 kişide burun ve boğaz 

bölgelerinden S. aureus izole etmişlerdir. Yapılan bir başka çalışmada gıda ile ilgili 

işlerde çalışan kişilerde burun deliklerinde enterotoksijenik S. aureus taşıdığı 

belirlenmiştir. Bu kişilerden izole edilen 207 suşun 55’i (%26,6) A (SEA), B (SEB), C 

(SEC), D (SED) veya E (SEE) tipi stafilokokkal enterotoksin üretilmiştir. 18 suş (%8.7) 

SEA üretirken, 14 suş (%6.8) SEC, 13 suş (%6.3) SED, 9 suş (%4.3) ise SEB ve SEE 
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oluşturmuştur. Bu sonuçlar ile tüketiciler risk altında olduğu vurgulanmıştır (Adesiyun, 

1986).  

S. aureus burun yolu ile taşınması ve stafilokokal hastalıklarla ilişkili ilk rapor 

1931 yılında Danbolt tarafından bildirilmiştir (Wertheim ve ark., 2005). Burun yolu ile 

taşınan S. aureus ile enfeksiyonlar arasında ilişki burunda izole edilen S. aureus 

zincirleri ile enfeksiyonda izole edilen zincirle aynı faj ya da genotipe sahip olması ile 

belirlenmiştir.  

S. aureus ve nazal taşıyıcılık ile ilgili yapılan birçok çalışmalarda, tek nasal 

kültürde kesitsel çalışmalarda taşıyıcı olup olmadığı araştırılmıştır. Bununla beraber S. 

aureus taşıyıcılığı persistent, intermitent taşıyıcılık ve taşımayanlar olarak 3 gruba 

ayrılmıştır. Bazı çalışmalarda ise persistent ve intermitent olarak ayırm yapmıştır. Bu 

ayrımı yapmanın önemi olarak persistent taşıyıcıların S. aureus’u yüksek miktarda 

taşıması ve enfeksiyon oluşturma riskinin arttığı belirlenmiştir (Wertheim ve ark., 

2005).  

S. aureus’un burun yolu ile taşınma mekanizması çok çeşitlidir. Yapılan bir 

çalışmada gönüllü katılımcılara S. aureus inoküle edildikten sonra hiç taşımamış 

olanlarda hemen elemine edilirken, persistent taşıyıcılar orijinal burunda bulunan 

zincirleri seçip diğerleri elemine olduğu belirlenmiştir (Nouwen ve ark., 2004). 

Bir insanın nasal taşıyıcı olabilmesi için gerekli dört önkoşul bulunmaktadır: 1- 

burun mukozasının S. aureus ile temas halinde olmalıdır, 2- nasal hücrelerde bulunan 

reseptörlere bağlanması gereklidir, 3- S. aureus immun sistem engelini aşması 

gerekmektedir, 4- S. aureus üremeye başlaması gerekmektedir (Wertheim ve ark., 

2005).  

S. aureus’un burun yolu ile taşınması yaş, sağlık durumu, ekonomik yapı ve 

ülkelere göre değişiklik gösterse de, bu faktörlerle sınırlı kalmayan global bir olaydır. 

Amerika Birleşik Devletleri’nde insanların % 26-32’sinde S. aureus taşıyıcılığı 

saptanmıştır (Sivaraman ve ark., 2009). Bu verilerin yanısıra Türkiye ve Malezya’da ise 

bu oranların sırasıyla % 10 ve % 25 olduğu belirlenmiştir. Yapılan çalışmalarda burun 

yolu ile S. aureus taşınması, geri kalmış ve gelişmekte olan ülkelerde gelişmiş ülkelere 

göre daha fazla olduğu anlaşılmıştır. Bunun nedeni olarak ise gelişmiş ülkelerde 

personel hijyeninin üst düzeyde olması ve patojenlerle karşılaşma oranının çok düşük 
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olması sonucunda test edilen subjelerde patojen temizliğinin azalması ile 

ilişkilendirilmiştir (Al-Rawahi ve ark., 2008). 

2.5.2. Mezbahalar 

Üzerinde S. aureus bulunan hayvanların kesim sırasında bulaşma olasılığı 

yüksektir. Hayvanların kesimi sonrasında hayvan derisi ile S. aureus çevreyede 

yayılabilmektedir. Kontamine veya enfekte olan mezbaha çalışanlarıda etken 

bulaştırmada etkili olmaktadır. Bunlara ek olarak enfekte etlerde kullanılan aletlerin 

sağlıklı etler işlenirken kullanılmasıda bir başka bulaşma yoludur (Wendlandt, 2013).  

2.5.3. Gıda işletmelerinde Çalışma Giysileri 

Çalışanların giysileri en önemli kontaminasyon kaynağıdır. Temiz çalışma 

giysileri çok az sayıda mikroorganizma içerirken, kullanıma bağlı olarak kontamine 

olabilmektedirler. Bunun sonucunda da önemli bir kontaminasyon aracı haline gelirler. 

Yassien (1992), gıda servisi veren kurumlarda yaptığı araştırmada incelenen çalışma 

giysilerinde koliform ve fekal koliform bakterilerle birlikte E. coli izole ettiğini 

bildirmiştir. 

2.6. Gıda İşletmelerinde Kullanılan Malzemeler  

Gıda üretiminde kullanılan ekipmanların üretildiği malzeme, tasarımı ve 

yerleştiriliş şekli gıda hijyeninin, kalitesinin ve çalışlanların güvenliğinin sağlanması 

açısından büyük önem taşır. Bu ekipmanların taşınması gereken özellikler ulusal ya da 

uluslararası standartlara uygun olmalıdır. Kullanım amacına uygun olmanın yanı sıra, 

gıdalarla temas eden ekipmanlar toksik madde içermemeli ve tasarımları etkin temizlik 

ve dezenfeksiyona uygun olmalıdır. Ekipmanlarda ulaşılması zor girintilerin olmaması, 

köşe ve kenarların yuvarlatılmış olması, temizlik ve dezenfeksiyonda kullanılan 

solüsyonların gıda ile teması olan her noktaya rahatlıkla ulaşılabilmesi gerekir (de Jonge 

ve ark., 2010). 

2.7. İşletme ve Ekipmanların Temizlik ve Dezenfeksiyonu 

Gıda hijyeninin sağlanmasında işletmenin ve ekipmanların temizlik ve 

dezenfeksiyonu büyük öneme sahiptir. İşletmelerin üretim sırasında ve sonunda 

uygulanması gereken temizlik ve dezenfeksiyon işlemlerini yazılı talimatlar haline 

getirmesi, bu işlemlerden sorumlu personelin eğitilmesi, temizlik ve dezenfeksiyon için 



gerekli ekipman ve sarf malzemelerini temin etmesi gerekir. Temizlik ve dezenfeksiyon 

işlemleri gıda ile temas eden tüm ekipman yüzeylerini, zemini ve duvarları 

kapsamalıdır. Gıda ile temas ettikten sonra ekipmanların yüzeyinde kalan organik 

maddeler (protein, yağ, karbonhidrat), inorganik maddeler (mineral maddeler, tuzlar) ve 

mikroorganizmalardan oluşan kalıntıya “kir” denir. İşletmelerde üretim bittikten sonra 

bu yüzeylerin bir sonraki kullanıma hazır hale getirilmesi için önce temizliğinin 

yapılması sonra dezenfekte edilerek mikroorganizmalardan arındırılması gerekir (Aksu, 

1999) 

Weese ve ark. (2010) tarafından yapılan çalışmada S. aureus bulaşmasında 

kesimhanelerde ya da et işleme tesislerinde insanların etkili olduğu bildirilmiştir. 

Botswana’da 200 gıda çalışanında yapılan araştırmada 115 kişidede S. aureus tespit 

edilmiştir (Loeto ve ark., 2007).  

3. MATERYAL VE METOD 

3.1. Materyal 

3.1.1. Örneklerin Toplanması 

Bu çalışmada Samsun ilinde faaliyet gösteren 9 adet gıda işletmeleri Ocak 

2012-Temmuz 2012/Ağustos 2012-Şubat 2013 tarihleri arasında 2 kez ziyaret edilmek 

sureti ile örnekler alındı. Bu işletmelerde çalışan kadın ( 30 ) ve erkek (70 ) personelin 

burun florasında Enterotoksijenik S.aureus’ların belirlenmesi için toplam 100 adet  

burun svap örneği alındı (Tablo 1). Örneklerin alınmasında steril pamuklu svaplar 

kullanıldı. Steril pamuklu svaplar personelin her iki burun deliğinin ön kısmına, septum 

mukozasına 10-15 sn süre ile nazikçe sağa ve sola doğru çevrilerek sürülmesi suretiyle 

alındı. Daha sonra svapların pamuklu uç kısımları, içerisinde içerisinde 9 ml 0.1’lik 

steril peptonlu su bulunan tüplere kırılmak suretiyle aktarıldı. Tüm örnekler en kısa süre 

içerisinde soğuk zincir altında laboratuvara getirilerek, izolasyon amacıyla işleme alındı 

(Bankolé ve ark., 2012) 
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Tablo 1. İşletmelere göre örnek alınan personel sayısı (n: İşletme sayısı)  

 Erkek Kadın 

Et İşletmesi (n=4) 23 10 

Süt İşletmesi (n=3) 32 16 

Yemekhane (n=2) 15 4 

Toplam (n=9) 70 30 

3.1.2. Örneklerde Enterotoksijenik S. aureus Suşlarının Belirlenmesinde 

Kullanılan Kitler, Kimyasallar ve Hazırlanışları 

Peptone Water (%0,8’lik): 8gr pepton ve 8,5g NaCl tartılarak, 1000ml distile 

suda çözündürüldü, pH değeri 7.0±0.2 olarak ayarlandı ve su banyosunda 95oC’de 

eritildi. Cam tüplere 9’ar ml konularak otoklavda 121oC’de 15 dk steril edildi. 

Tamamen soğutulduktan sonra 4oC’de muhafaza edildi. 

Baird-Parker Agar (BPA, Merck): Besiyerinden 63g tartıldı ve 1000ml 

distile suda çözündürüldü, pH değeri 6.8±0.2 olarak ayarlandı ve su banyosunda 

95oC’de eritildi. Daha sonra besiyeri otoklavda 121oC’de 15 dk steril edildi. Otoklavdan 

çıkan besiyeri 45oC’ye kadar soğutuldu ve manyetik karıştırıcıda yavaşça karıştırılırken 

üzerine önceden oda sıcaklığına getirilmiş 50ml yumurta sarısı – tellurit emülsiyonu 

ilave edildi. Steril plastik petrilere döküldü ve 4oC’de muhafaza edildi. 

Tryptone Soya Agar (TSA Merck): Besiyerinden 40g tartıldı ve 1000ml 

distile suda çözündürüldü, pH değeri 7.3±0.2 olarak ayarlandı ve su banyosunda 

95oC’de eritildi. Daha sonra besiyeri otoklavda 121oC’de 15 dk steril edildi. Otoklavdan 

çıkan besiyeri 50oC’ye kadar soğutuldu. Steril plastik petrilere döküldü ve 4oC’de 

muhafaza edildi. 

Brain Hearth InfusionBroth (BHIB, Merck): Besiyerinden 37g tartıldı ve 

1000ml distile suda çözündürüldü, pH değeri 7.4±0.2 olarak ayarlandı ve cam tüplere 

10’ar ml konularak otoklavda 121oC’de 15 dk steril edildi. Tamamen soğutulduktan 

sonra 4oC’de muhafaza edildi. 

Liyofilize Tavşan Plazması (Bactident Coagulase, Merck 1.13306): EDTA 

ilave edilmiş liyofilize tavşan plazmasıdır. Steril distile su ile sulandırılarak kullanıldı. 
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Koyun Kanlı Agar (%5, Salubris, Türkiye): Steril %5’lik koyun kanlı agar 

satın alındı ve son kullanma tarihine kadar 4oC’de muhafaza edilerek kullanıldı. 

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

alındı ve 27ml distile su ile karıştırıldı ve %3’lük H2O2 solüsyonu elde edildi. 

Purple Broth Base (Diagnostic BD 211558): Besiyerinden 15.02 g tartıldı ve 

1lt distile suda çözündürüldü. pH 6.8 ± 0.2’e ayarlandıktan sonra cam tüplere 9’ar mL 

paylaştırıldı ve otoklavda 121oC’de 15 dakika steril edildikten sonra soğutuldu ve 

4oC’de muhafaza edildi. 

Mannitol Solüsyonu (Merk, 5980): Mannitol’dan 0.5g tartılarak, 100ml 

distile su içinde %0.5 oranında hazırlandı. Hazırlanan bu solüsyonlar 0.45µm por 

genişliğine sahip selüloz asetat enjektör ucu ile flitre edildi. Daha sonra bu solusyon 

9ml PBS içeren cam tüplere 1 ml ilave edildi. 

Glikoz Solüsyonu (Sigma 158968): Glikoz şekerinden 0.5g tartılarak 100ml 

distile su içinde %0.5 oranında hazırlandı. Hazırlanan bu solüsyonlar 0.45µm por 

genişliğine sahip selüloz asetat enjektör ucu ile flitre edildi. Daha sonra bu solusyon 

9ml PBS içeren cam tüplere 1 ml ilave edildi. 

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

düşünülen izolatların doğrulanmasında kullanıldı 

Lizostafin (Sigma, L7386, St. Louis, MO, USA): 100mg/ml 

Proteinase K (Sigma, P6556): 100 mg/ml 

Tris HCl (Mermert, Germany): 0,1 M, pH 7,5 

Taq DNA Polymerase (Sigma, D4545) 

dNTP Mix (Sigma, D7295) 

TBE Solüsyonu (Gibco 10X TBE, 15581-044, NY-USA): 10X 

konstantrasyonda olan buffer solüsyonundan 100ml alınarak 1lt’ye tamamlandı ve 

analizler için 1X konstantrasyonda kullanıldı. 

Etidium Bromide (Gene Choice, Applichem A1152, 10 mg/ml, GmBH): 

Kullanıma hazır olarak temin dilen Etidium Bromide solüsyonundan 100ml agaroz için 

6μl alındı ve agaroz içine karıştırıldı. 
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Agarose (Sigma, A9539): Temiz bir erlen mayer içerisine 1.5 g agaroz tartıldı 

ve 100ml 1X TBE ile sulandırıldı. Daha sonra mikrodalga fırında eritildi ve 50°C’ye 

kadar soğutularak içerisinde 6μl Etidium Bromide eklendi. Son olarak elektroforez 

küvetine dökülerek soğuması için bekletildi. 

Ridascreen Set A, B, C, D, E (R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany. Art. 

No:R4101): Test kitinin düzeneği Şekil 1.’de verilmiştir. S. aureus izolatlarının 

enterotoksin oluşturma yeteneğinin ELISA tekniği ile belirlenmesi 3.2.4. bölümünde 

açıklanmıştır. 

 

Şekil 1. Ridascreen ticari test kitinin düzeneği. 

3.2. Metot 

3.2.1. Örneklerden S. aureus İzolasyonu 

Labaratuvara getirilen örneklerden S. aureus izolasyon ve identifikasyonunda 

izlenen yol Şekil 2’de verilmiştir. Buna göre laboratuvara getirilen örnekler ilk önce 

vortekslenmek suretiyle homojen hale getirildi ve tüplerden 0.1ml alınarak BPA’ya 

yayma plak yöntemiyle ekimleri yapıldı. Plaklar 37oC’de 24-48 saat süre ile aerob 

ortamda inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında üreme saptanan plaklarda üreyen 

şüpheli tipik (siyah, koyu kahverengi, konveks, kenarları düzgün ve lesitinaz pozitif) 
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ve/veya atipik kolonilerden örnekleme yoluyla 5 kadar koloni seçilerek, TSA’ya alındı. 

37oC’de 24 saat aerob ortamda inkübe edildi (ISO 6888-1). 

3.2.2. S. aureus’un Fenotipik İdentifikasyonu 

Koagulaz pozitif stafilokokların saptanması için katı besiyerlerindeki izolatlar 

BHIB’lara geçilerek 24 saat 37oC’de aerob ortamda inkübasyona bırakıldı. Liyofilize 

tavşan plazması 3 ml steril distile su ile rehidratize edildikten sonra, steril koagulasyon 

tüplerine plazma konularak üzerine BHIB’da üremiş olan kültür süspansiyonundan ilave 

edildi. Tüpler 37oC’de inkübasyona bırakıldı ve ilk 6 saat boyunca her saat 

koagulasyonun saptanması amacıyla kontrol edildi. Test sonucunda 3+ ve 4+ reaksiyon 

veren izolatlar koagulaz pozitif stafilokoklar olarak değerlendirildi. Koagulaz pozitif 

olarak değerlendirilen stafilokoklardan katalaz test için TSA’da üreyen kolonilerden 1-2 

tane temiz bir lam üzerine alındı ve üzerine 2-3 damla %3‘lük H2O2 damlatıldı. 

Sonrasında 1-2 sn içinde oluşan köpürme ve gaz çıkışı katalaz pozitif olarak 

değerlendirildi. 

İzolatların mikroskobik muayenesi için gram boyama yapıldı. TSA besiyerinde 

üreyen kolonilerden 1-2 tane alkol ile temizlenmiş bir lam üzerine alındı. Daha sonra 

steril fizyolojik tuzlu su ile homojen hale getirilerek lam üzerine yayıldı. Oda 

sıcaklığında kurutulduktan sonra üç defa alevden geçirilerek tesbit edildi. Preparatlar 

sırasıyla 30 sn Kristal Viyole, 45 sn Lugol İyot, 30 sn alkol ve 30 sn Sulu Fuksin ile 

muamele edilerek kurutuldu. Hazırlanan preperatlar Olympus (CX 21) mikroskop ile 

100X büyütmede immersiyon yağı ile incelendi. Mikroskobik bakım sonucunda mor 

renkli kok formunda olan bakteriler Staphylococcus spp. şüpheli olarak değerlendirildi. 

İzolatların makroskopik olarak değerlendirilmesi amacıyla %5’lik koyun kanı 

içeren kanlı agarda hemoliz özellikleri incelendi. TSA’da üreyen şüpheli S. aureus 

kolonilerinin tür ayrımları için % 5’lik koyun kanlı agara standart şuş (S. aureus ATCC 

46300) ile birbirlerine paralel olarak ekimi yapıldı. Besiyeri 35°C’de 24 saatlik 

inkübasyona bırakıldı. İnkubasyon sonunda S. aureus’a doğru hafif genişleyen dar bir 

hemoliz bandının oluşumu pozitif kabul edildi ve S. aureus şüpheli olarak nitelendirildi. 

Ayrıca kanlı agarda oluşan β-hemoliz alanları da incelendi. 

İzolatların DNAse enzimi sentezleme özelliklerinin belirlenmesi amacıyla 

yapılan DNAse testi için DNAse Test Agar (Merck1.10449) kullanıldı. Şüpheli S. 
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aureus kolonilerinden yapılan standart ekimden ve inkübasyondan sonra besiyeri 1N 

HCl (Merck1.00317) asit ile kaplandığında DNAse pozitif olan kolonilerin etrafında 

oluşan berrak zonlar değerlendirildi. 

İzolatların karbonhidrat fermentasyon özelliklerinin tespit edilmesi amacıyla 

anaerob glikoz ve mannitol şeker testleri gerçekleştirildi. Glikozun anaerobik kullanım 

testi için steril tüplerde %0.5’lik glikoz ve mannitol içeren Purple Broth Base (Oxoid 

CM1013) hazırlandı. Şüpheli S. aureus kolonilerinden öze ile yapılan ekimlerden sonra 

üzerleri 25mm kalınlığında steril sıvı parafin ile kaplanarak 37°C’de inkübasyona alındı. 

S. aureus varlığı inkübasyon süresi sonunda tüpte anaerobik koşullarda asit üretimine 

bağlı olarak sarı renk oluşumu ile gözlendi.  

Biyokimyasal testler sonucunda S.aureus olduğu düşünülen izolatların 

identifikasyonlarının doğrulanması amacıyla Staphytec (Oxoid DR 850) kullanıldı. 

(Baumgart ,1997; Lancette ve Tatini, 1992; Bridson, 2008).  
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Şekil 2. S. aureus’un izolasyon ve identifikasyon şeması 
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3.2.3. S. aureus izolatlarının PCR ile Doğrulanması  

Çalışmada biyokimyasal testler sonucu S. aureus olarak identifiye edilen veya 

şüpheli olarak tespit edilen izolatların PCR ile doğrulanması Brakstad ve ark. (1992) ile 

Maes ve ark. (2002)’nın bildirdikleri yönteme göre yapıldı. Çalışmada Staphylococcus 

spp. spesifik 16SrRNA ve S. aureus spesifik nuc geni için aşağıda belirtilen 

oligonükleotid primerler kullanıldı (Tablo 2). Çalışmada pozitif kontrol olarak S. aureus 

ATCC 46300, negatif kontrol olarak ise E. coli ATCC 25922 referans suşları kullanıldı.  

Tablo 2. Kullanılan primer dizileri 

Primer Oligonükleotit dizisi Amplikon büyüklüğü 

Nuc-F 5’- AGCCAAGCCTTGACGAACTAA -3’ 
279 bp 

Nuc-R 5’- GCGATTGATGGTGATACGGTT -3’ 

16S rRNA-F 5’- AACTCTTATTAGGGAAGAACA -3’ 
756 bp 

16S rRNA-R 5’- CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC -3’ 

Çalışmada kullanılan izolatların DNA ekstraksiyonu Ünal ve ark. (1992)’nın 

belirlediği yöntem ile yapıldı. DNA ekstraksiyonu için, izolatlar BHIB bulunan tüplerde 

süspanse edildi. 37oC’de 18-24 saat aerob koşullarda inkübasyona bırakıldı. Sıvı 

kültürden 0,1ml eppendorf tüpüne alındı ve 16 000 g’de 30 sn santrifüj edildi. Daha 

sonra süpernatant atılarak dipte kalan tortu 50μl lizostafin (100μg/ml) içerisinde 

süspanse edildi. Elde edilen süspansiyon 37oC’de 10 dk inkübasyona bırakıldıktan sonra 

hücre süspansiyonuna 50μl proteinaz K (100μg/ml) ve 150μl buffer solüsyonu (0.1 M 

Tris, pH 7.5) ilave edildi. Tekrar 37oC’de 10 dk inkübasyona bırakıldı. İnkubasyonun 

ardından tüpler kaynar su banyosunda 5 dk tutuldu ve bu işlemin sonunda hemen buz 

üzerine alınan örnek, DNA olarak -20oC’de muhafaza edildi. 

 Amplifikasyon amacıyla PCR karışımı hazırlandı. PCR karşımı toplam 5μl 

hacimde 1X PCR Buffer, 2mM MgCl2, 0.25mM dNTP, 2.5U Taq-Polymerase, 0.6μM 

16S rRNA primerleri, 0.4μM nuc primerleri, ve 5μl DNA olacak şekilde hazırlandı. 

PCR amplifikasyonu Thermal Cycler’da (Bio-Rad MJ mini Gradient CA - USA) 

94°C’de 5 dk ön denatürasyonu takiben, 35 siklus 94°C’de 2 dk denatürasyon, 54°C’de 

2 dk annealing (primer bağlanması) ve 72°C’de 1 dk ekstensiyon (uzama) ve 72°C’de 7 

dk son uzama şartlarında gerçekleştirildi (Maes, 1992). 
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 Elde edilen amplikonların elektroforez işlemi %2’lik agaroz içinde 90 volt 

akımda gerçekleştirildi. Elektroforez işlemi Bio-Rad PowerPac Basic Power Supply 

(CA-USA) güç kaynağı ve Bio-Rad Wide Mini Sub-Cell GT Cell (CA-USA) 

elektroforez tankında gerçekleştirildi. Elektroforez sonunda oluşan PCR ürünleri UV 

transilluminatör ile görüntülendi ve nuc geni için 279 bp ve 16S rRNA geni için de 756 

bp‘lik bantların görülmesi pozitif olarak değerlendirildi. 

3.2.4. S. aureus izolatlarında bazı toksin tiplerinin ELISA tekniği ile 

belirlenmesi  

İzolatların enterotoksin oluşturma yeteneği Ridascreen Set A, B, C, D, E (R-

Biopharm AG, Darmstadt, Germany. Art. No: R4101) test kiti kullanılarak, kitte 

belirtilen yönteme uygun olarak yapıldı (Küplülü ve ark., 2002). Bu kapsamda aşağıda 

belirtilen işlemler sırasıyla uygulanmıştır: 

1. Yatık TSA üzerinden alınan koloniler, içerisinde 10 ml Brain Heart Infusion 

Broth (Oxoid CM0225) bulunan tüplerde süspanse edilerek, sıvı kültür 37°C’de 18-24 

saat aerob koşullarda inkübasyona bırakıldı.  

2. Kültür solüsyonu 15°C’de 3500 g’de 5 dk süre ile santrifüj edildi ve por çapı 

0,2μM olan steril filitreden süzülerek filitratlar elde edildi. 

3. 12 örneğin analiz edilmesine uygun olarak tasarlanmış olan 96 kuyucuktan 

oluşan test kiti kullanıldı. Her sırası bir izolat için kullanılan mikrotiter pleytin A-G’ye 

kadar olan kuyucuklarına her bir izolata ait filtrattan 100μl ve H kuyucuğuna 100μl 

pozitif kontrol solüsyonundan konuldu. Daha sonra pleyt manuel olarak dikkatli bir 

şekilde sallanarak karıştırıldı ve oda sıcaklığında 24oC’de 1saat inkübasyına bırakıldı. 

4. Kuyucuklardaki süspansiyonlar tekniğine uygun olarak boşaltıldı ve daha 

sonra her kuyucuk 300μl yıkama solüsyonu kullanılarak yıkandı. Kuyucukların yıkama 

solüsyonu ile yıkanması işlemi 4 kez tekrar edildi. 

5. Her kuyucuğa 100μl enzim konjugat 1 ilave edildi ve pleyt manuel olarak 

dikkatli bir şekilde sallanarak karıştırıldı. Oda sıcaklığında 24oC’de 1saat inkübasyona 

bırakıldı. Kuyucuklardaki sıvılar tekniğine uygun olarak döküldü ve daha sonra her 

kuyucuk 300μl yıkama solüsyonu kullanılarak yıkandı. Kuyucukların yıkama solüsyonu 

ile yıkanması işlemi 4 kez tekrar edildi. 



6. Her kuyucuğa 100μl enzim konjugat 2 ilave edildi ve pleyt manuel olarak 

dikkatli bir şekilde sallanarak karıştırıldı. Oda sıcaklığında 24oC’de 30 dk inkübasyona 

bırakıldı. Kuyucuklardaki sıvılar tekniğine uygun olarak boşaltıldı ve sonrasında her 

kuyucuk 300μl yıkama solüsyonu kullanılarak yıkandı. Kuyucukların yıkama solüsyonu 

ile yıkanması işlemi 4 kez tekrar edildi. 

7. Her kuyucuğa 100μl kromojen (substrat) ilave edildi ve pleyt manuel olarak 

dikkatli bir şekilde sallanarak karıştırıldı. Karanlık ortamda oda sıcaklığında 24oC’de 15 

dk inkübasyona bırakıldı. 

8. İnkübasyon sonrasında her kuyucuğa 100 μl stop solüsyon ilave edildi ve 

pleyt manuel olarak dikkatli bir şekilde sallanarak karıştırıldı. Stop solüsyonu ilave 

ettikten sonra 450nm absorbans değerinde ELISA (Infınıte F50, Tecan, Swıtzerland) 

cihazında değerlendirildi. 

Analizin yapılışı sırasında sınır değerinin belirlenmesi için negatif kontrol F ve 

G kuvvetlerin Optik Değeri (OD) ortalaması alındı ve bu değere 0.15 eklenerek sınır 

değer bulundu. Pozitif kontrollerin OD’leri ≥1 olduğunda sonuçlar pozitif olarak kabul 

edildi. 

4. BULGULAR 

4.1. S. aureus İzolatlarının Konvansiyonel İdentifikasyonu 

Konvansiyonel  mikrobiyolojik analizler sonucunda dört farklı et işletmesinde 

çalışan 23 erkek personelin 17’sinden (%74), 10 kadın personelin 2’sinden (%20), üç 

farklı süt işletmesinde çalışan 32 erkek personelin 8’inden (%25), 16 kadın personelin 

4’ünden (%25), iki farklı yemekhanede çalışan 15 erkek personelin 6’sından (%40), 4 

kadın personelin 1’inden (%25) S. aureus izole ve identifiye edildi. Sonuç olarak 

çalışmada örnekleme yapılan toplam 100 personelin 38’inde S. aureus saptandı. 

Elde edilen S. aureus izolatlarının örnekleme yapılan personelin cinsiyetine 

göre dağılımı incelendiğinde, et işletmesinde çalışan 17 erkek personelden 46, 2 kadın 

personelden 6, süt işletmesinde çalışan 8 erkek personelden 15, 4 kadın personelden 5, 

yemekhanede çalışan 6 erkek personelden 18, 1 kadın personelden 1 S. aureus izolatının 

saptandı. Sonuç olarak örneklemelerin yapıldığı tüm işletmelerde çalışışan toplam 38 

personelden 91 S. aureus izolatı elde edildi (Tablo 3). 
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Tablo 3. Gıda işletmelerinde çalışan personelde bulunan Staphflococcus ssp. ve S. aureus türü 

bakterilerin izolat bazında dağılımı 

  Erkek Kadın 

İşletme Tipi 
Staphylococcus 

spp. 
S. aureus* 

Staphylococcus 

spp. 
S. aureus* 

  Kişi İzolat Kişi İzolat Kişi İzolat Kişi İzolat 

Et işletmesi (n:4) 23 115 17 46 10 50 2 6 

Süt işletmesi (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 +, Şeker testleri +, Staphtect Plus +) 

4.2. S. aureus İzolatlarının Moleküler İdentifikasyonu 

Çalışma kapsamında konvensiyonel yöntemler ile S. aureus olarak identifiye 

edilen izolatların moleküler olarak doğrulaması amacı ile S. aureus spesifik nuc geni  ve 

Staphylococcus spp. spesifik 16S rRNA geni varlığı PCR yöntemi ile araştırıldı. PCR 

sonucunda 279 bp‘deki bantlar nuc geni 756 bp’deki bantlar 16S rRNA geni pozitif 

olarak kabul edildi (Şekil 3). Yapılan konvansiyonel analizler sonucunda 38 kişinden 

elde edilen toplam 91 izolattan PCR yöntemi ile 36 (%94) kişiden 79 (%86) izolatın S. 

aureus nuc genine sahip olduğu belirlendi ve bu izolatlar S. aureus olarak doğrulandı 

(Tablo 4,5). Ayrıca konvansiyonel olarak S. aureus olarak identiye edilen tüm 

izolatların 16S rRNA geni’ne sahip oldukları belirlendi. 
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Şekil 3. 16S rDNA gen bölgesinin 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 izolatları, 7-8: 16s RNA pozitif ve nuc 

negatif  Staphylococcus spp. izolatları. 

 

Tablo 4. Gıda işletmelerinde Fenotipik ve Genotipik olarak tespit edilen Staphylococcus spp. ve S. 

aureus türlerinin kişilere göre dağılımı. 

 
Fenotipik İdentifikasyon 

Genotipik İdentifikasyon  

(nuc geni +) 

 
Kişi (Erkek) Kişi (Kadın) Kişi (Erkek) Kişi (Kadın) 

Et işletmesi (n=4) 17 2 17 2 

Süt işletmesi (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. Gıda işletmelerinde çalışan erkek ve kadın personelden tespit edilen Staphylococcus spp. ve S. 

aureus türü bakterilerin PCR yöntemi ile belirlenmesi 

 
Fenotipik İdentifikasyon 

Genotipik İdentifikasyon  

(nuc geni +) 

 
İzolat (Erkek) İzolat (Kadın) İzolat (Erkek) İzolat (Kadın) 

Et işletmesi (n=4) 46 6 44 4 

Süt işletmesi (n=3) 15 5 13 5 

Yemekhane (n=2) 18 1 13 0 

Toplam (n=9) 79 12 70 9 

4.3. S. aureus izolatlarında bazı toksin tiplerinin ELİSA ile belirlenmesi 

 PCR ile doğrulanan S. aureus izolatlarının enterotoksin oluşturma yeteneğini 

ELISA ile Ridascreen Set A, B, C, D, E (R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany. Art. 

No: R4101) test kiti kullanılarak, üretici firma tarafından belirtilen yönteme uygun 

olarak belirlendi (Küplülü ve ark., 2002). Çalışmada moleküler yöntemler 36 kişide S. 

aureus pozitif bulundu (Tablo 6). Bu kişilerden toplam 79 S. aureus izolatı elde edildi. 

Enterotoksin analizi sonucu 18 personel izole edilen 33 izolatın entrotoksin oluşturma 

yeteneğine sahip olduğu belirlendi. Baskın enrterotoksin tiplerinin sırasıyla A (17 

izolat), B (14 izolat) ve E (14 izolat) tipleri olduğu belirlendi. Ayrıca tüm işletmelerde 

çalışan kadın personelden elde edilen izolatların enterotoksin üretme yeteneğine sahip 

olmadıkları belirlendi (Tablo 7). Çalışma kapsamında S. aureus saptanan personel 

sayısının ve Enterotoksijenik S. aureus izolatlarının işletmelere göre dağılımı Tablo 

8’de verildi. Et işletmesi ve yemekhanede bulaşma oranlarının yüksek olması S. 

aureus’un ubiquiter olduğu tezini doğrulamaktadır.  
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Tablo 6. Örnekleme yapılan işletmelerde S. aureus saptanan personel sayısı ve Enterotoksijenik S. aureus 

dağılımı 

  
Personel 

Sayısı 

Konvansiyonel olarak 

S.aureus saptanan 

personel sayısı (%) 

Moleküler olarak 

S.aureus saptanan 

personel sayısı (%) 

ELİSA (%)*  

Et İşletme (n:4) 
E 23 17(74) 17(74) 10(43) 

K 10 2(20) 2(20) 0 

Süt İşletme (n: 4) 
E 32 8(25) 8(25) 4(12.5) 

K 16 4(25) 4(25) 0 

Yemekhane (n: 2) 
E 15 6(40) 5(33) 4(26) 

K 4 1(25) 0(0) 0 

Toplam Erkek E 70 31(45) 30(42) 18(25,7) 

Toplam Kadın K 30 7(23) 6(20) 0 

Genel Toplam   100 38 36 18 

*: Enterotoksijenik suş taşıyıcı kişi sayısı 
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Tablo 7. Stafilokokal Enterotoksin tiplerinin dağılımı  

  
  

Staphylococcus 

spp. 
S. aureus PCR ELİSA 

  

Cinsiyet İzolat Sayısı İzolat Sayısı İzolat Sayısı 
Enterotoksin 

İçeren Toplam 

İzolat Sayısı 

Enterotoksin 

A İçeren İzolat 

Sayısı 

Enterotoksin 

B İçeren 

İzolat Sayısı 

Enterotoksin 

C İçeren İzolat 

Sayısı 

Enterotoksin 

D İçeren İzolat 

Sayısı 

Enterotoksin E 

İçeren İzolat 

Sayısı 

Et işletmesi (n=4) 
E 115 46 44 20 13 5 - 5 10 

K 50 6 4 - - - - - - 

Süt işletmesi 

(n=4) 

E 160 15 13 6 2 5 1 - 1 

K 80 5 5 - - - - - - 

Yemekhane (n=3) 
E 75 18 13 7 2 4 - 1 3 

K 20 1 - - - - - - - 

Toplam Erkek E 350 79 70 33 17 14 1 6 13 

Toplam Kadın 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 sayısının ve Enterotoksijenik S. aureus izolatlarının işletmelere göre 

dağılımı. 

 

 

 

 

Personel 

Sayısı 

Konvansiyonel 

olarak  

S.aureus 

Moleküler olarak 

S.aureus 
ELİSA (%) 

Enterotoksin 

tipleri 

   
Kişi (%) İzolat Kişi (%) İzolat Kişi (%) İzolat 

 

Et İşletme 

(n:4) 

E 23 17(74) 46 17(74) 44 10(43) 20 

3 izolat A 

5 izolat B 

2 izolat E 

2 izolat A+D 

5 izolat A+E 

3 İzolat A+D+E 

K 10 2(20) 6 2(20) 4 0 0 0 

Süt İşletme 

(n: 4) 

E 32 8(25) 15 8(25) 13 4(12.5) 6 

1 izolat A 

2 izolat B 

1 izolat A+B 

1 izolat B+E 

1 izolat B+C 

K 16 4(25) 5 4(25) 5 0 0 0 

Yemekhane 

(n: 2) 

E 15 6(40) 18 5(33) 13 4(26) 7 

2 izolat A 

2 izolat B 

2 izolat B+E 

1 izolat D+E 

K 4 1(25) 1 0(0) 0 0 0 0 

Toplam 

Erkek 
E 70 31(45) 79 30(42) 70 18(25,7) 33 

17 izolat A (%51) 

14 izolat B (%42) 

14 izolat E (%42) 

1 izolat C (%3) 

6 izolat D (%18) 

Toplam 

Kadın 
K 30 7(20) 12 6(20) 9 0 0 0 

Genel 

Toplam  
100 38 91 36 79 18 33 33 



Tablo 3. Gıda işletmelerinde çalışan personelde bulunan Staphflococcus ssp. ve S. aureus türü 

bakterilerin izolat bazında dağılımı 

  Erkek Kadın 

İşletme Tipi 
Staphylococcus 

spp. 
S. aureus* 

Staphylococcus 

spp. 
S. aureus* 

  Kişi İzolat Kişi İzolat Kişi İzolat Kişi İzolat 

Et işletmesi (n:4) 23 115 17 46 10 50 2 6 

Süt işletmesi (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 +, Şeker testleri +, Staphtect Plus +) 

4.2. S. aureus İzolatlarının Moleküler İdentifikasyonu 

Çalışma kapsamında konvensiyonel yöntemler ile S. aureus olarak identifiye 

edilen izolatların moleküler olarak doğrulaması amacı ile S. aureus spesifik nuc geni  ve 

Staphylococcus spp. spesifik 16S rRNA geni varlığı PCR yöntemi ile araştırıldı. PCR 

sonucunda 279 bp‘deki bantlar nuc geni 756 bp’deki bantlar 16S rRNA geni pozitif 

olarak kabul edildi (Şekil 3). Yapılan konvansiyonel analizler sonucunda 38 kişinden 

elde edilen toplam 91 izolattan PCR yöntemi ile 36 (%94) kişiden 79 (%86) izolatın S. 

aureus nuc genine sahip olduğu belirlendi ve bu izolatlar S. aureus olarak doğrulandı 

(Tablo 4,5). Ayrıca konvansiyonel olarak S. aureus olarak identiye edilen tüm 

izolatların 16S rRNA geni’ne sahip oldukları belirlendi. 



 
 

 

5. TARTIŞMA 

İnsan ve hayvanlarda çeşitli hastalıklara yol açabilen stafilokokların çoğu sıcak 

kanlı hayvanların derisinde, deri ile ilişkili bezlerin kanallarında ve mukozalarında 

bulunur. İnsanlardaki stafilokok enfeksiyonlarında öncelikli patojen stafilokok türü 

olarak S. aureus bildirilmektedir (Adams, 1995). Bundan başka fırsatçı patojenler olarak 

S. epidermidis ve S. saprophyticus yer alır. Bunlardan S. epidermidis, deri ve mukoz 

membranların değişmeyen kalıcı flora elemanlarındandır. S. saprophyticus ise daha çok 

anaerob koşullarda üreyen, normal florada çok sık bulunmayan bir bakteridir (Aktaş, 

2006). Stafilokok türleri içinde S. aureus gerek toksin üretimi gerek invazyon yeteneği, 

gerekse doku harabiyetine yol açması nedeniyle sağlam kişilerde de enfeksiyon 

oluşturabilen patojen stafilokok türüdür. Geçici flora bakterileri arasında yer almakla 

birlikte, insanların özellikle burun ve boğazlarına yerleşerek buralarda uzun süre 

kalabilir. Bu kişiler, bakterinin taşıyıcısıdır. S. aureus nazal ve nazofarinks 

taşıyıcılığının, incelenen populasyona göre değiştiği, ırk, yaş, antibiyotik kullanımı ve 

hastane ortamında bulunmaktan etkilendiği bildirilmektedir (Kaya ve Metintaş, 1995; 

Wertheim ve ark., 2005). Çalışmada gıda işletmelerinde çalışanların S. aureus 

taşıyıcılığının ve enterotoksin içeriğinin araştırılması amaçlanmıştır. 

S. aureus insan ve birçok hayvan türünün deri ve mukozalarında (özellikle 

burun mukozasında) kolonize olmaktadır. Bu etken aynı zamanda deri, perineum ve 

farinkste de bulunmaktadır. Ayrıca daha az olarakta gastrointestinal sistem, vajina ve 

aksillar bölgede (koltuk altı)  gözlendiği bildirilmektedir (Wertheim ve ark, 2005). Bu 

çalışmada gıda işleklerindeki çalışanların burun boşluklarından alınan örneklerin 

konvansiyonel yöntemler ile yapılan analizlerinde örneklerin büyük çoğunluğunda S. 

aureus tespit edildi. Bu örneklerden konvansiyonel yöntemler ile S.aureus saptanan 

kişilerden elde edilen izolatların PCR ile analizi sonucu iki çalışanda S.aureus (Tablo 6) 

belirlenemedi. Bu bulgular S. aureus’un en sık görüldüğü yerin burun mukozası 

olduğunu bildiren Wertheim ve ark, (2005)’nın sonuçları ile paralellik göstermektedir. 

Konvansiyonel yöntemlerle S.aureus olarak identifiye edilen izolatların %86’sı  

identifikasyonda altın standart olarak kabul edilmekte olan PCR ile pozitif sonuç 

vermiştir. Bu sonuç konvansiyonel yöntemlerle yapılan identifikasyonlarda sıklıkla 

rastlanan yalancı pozitiflikten kaynaklandığını düşündürmüştür. Tüm izolatların 
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PCR’da Staphylococcus spp. spesifik sonuç vermesi de Staphylococcus türlerinin tür 

düzeyinde identifikasyonunda yalancı pozitiflik/negatiflik rastlanma olasılığını 

göstermektedir. Elde edilen bu sonuç, Staphylococcus türlerinin tür düzeyinde 

identifikasyonunda konvansiyonel yöntemler yerine PCR’ın tercih edilmesinin daha 

güvenilir olduğunu göstermektedir  

Gıda işletmelerinde çalışanlar gıda güvenliği konusunda önemli rol 

oynamaktadır. Çalışanların, gıdanın üretimi, işlenmesi dağıtımı sırasında temas yoluyla 

S. aureus bulaştırıp gıda zehirlenmelerine neden oldukları ortaya konmuştur (Acco ve 

ark., 2003). Birçok çalışmada sağlıklı erişkin çalışanların S. aureus nasal taşıyıcılığı 

%19-55 arasında olduğu bildirilmiştir (Soto ve ark., 1996; Vander Bergh ve ark., 1999). 

Enfeksiyon gelişiminde risk oluşturan faktörlerden biri S. aureus taşıyıcılığıdır. Sağlıklı 

kişilerde S. aureus taşıyıcılığı başta burun olmak üzere perineum ve aksillar bölgede 

kolonizasyon şeklindedir. S. aureus’un nazal kolonizasyonu ise en sık, vestibulum nasi 

bölgesinde saptanır. S. aureus'un insan vücudunda kolonizasyon için tercih ettiği 

bölgeler spesifik bazı faktörlerin yanı sıra sebaseöz ve apokrin bezlerden zengindir. 

Burun, yanak, alın, göbek, meme altı, kasık, ön kol, el, boğaz, aksilla, perineum ve 

perianal bölge kolonizasyonunun görülebildiği sahalardır. Bunlardan taşıyıcılıkta ve 

yayılmada önemli olanlar burun, perineum, aksilla, el ve boğazdır. Gıdaların S. aureus 

ile kontaminasyonunda nazal taşıyıcılık önemli bir risk faktörü olup, stafilokokal 

intoksikasyonların sıklıkla yetersiz ve uygun olmayan personel hijyenine bağlı olarak 

şekillendiği belirtilmektedir (Wertheim ve ark., 2005). S. aureus’un nazal taşıyıcılık 

prevalansı ve insidansı araştırılan topluluklara göre değişiklik göstermektedir. Bu oran 

%19-55 arasında değişebilmektedir. Nazal taşıyıcılığı etkileyen faktörler hastanede 

uzun süre yatış, diabetes mellitus, hemodializ, kronik ambulatuvar periton dializ, damar 

içi ilaç kullanımı alışkanlığı, S. aureus’un oluşturduğu cilt enfeksiyonu varlığı ve HIV 

enfeksiyonu olarak özetlenebilir. Bunların dışında, S. aureus’un hücre duvarında 

bulunan lipoteikoik asit ve bazı yüzey proteinleri ayrıca, viral enfeksiyonlar arasında 

burun epiteline adherensin artması, bazı HLA tipleri, nazal anomaliler, yaş, ırk, genetik 

yapı, immünolojik durum, kadınlarda hormonal durum gibi durumlarda taşıyıcılığı 

etkileyen faktörlerdendir (Altemeier ve ark., 1981; Hollis ve ark., 1995). Kolonizasyon 

ve taşıyıcılıkta en önemli bölge ön burun delikleri ve çevresidir. Taşıyıcıların vücut 

florasında bulunan MRSA rezervuarının burun olduğu kabul edilmektedir. Ön burun 
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taşıyıcıların 2/3’sinde arka burun boşluğunda da taşıyıcılık mevcuttur (Herold ve ark., 

1998). Yapılan çalışmada çeşitli gıda işletmelerinde, yapılan taramalar sonucunda S. 

aureus nazal taşıyıcılık oranı % 36 olarak belirlendi ve bu oran diğer çalışmalar ile 

paralellik gösterdi (Al Bustan ve ark., 1996; Acco ve ark., 2003; Andre ve ark., 2009). 

Burun mukozasında S.aureus taşıyıcılığını araştıran birçok makale 

bulunmaktadır. Bu makalelerde hastane çalışanları, riskli hasta grupları, restoran 

çalışanları ve uçakta servis yapan personelde burun mukozasında S. aureus taşıyıcılığı 

araştırılmıştır (Hacıbektaşoğolu ve ark., 1993; Al Bustan ve ark., 1996; Vanden Bergh 

ve ark., 1999; Cespedes ve ark., 2002; Acco ve ark., 2003; Gülbandılar, 2009). Bu 

araştırmaların sadece bir kaçında personelin cinsiyet ayrımı yapılmıştır. Vander Berg ve 

ark. (1999) Hollanda’da tıp fakültesinde birçok anabilim dalı personelinde yaptığı 

araştırmada erkek kadın oranını 0.8 olarak bildirmiştir. Cespedes ve ark. (2002) hastane 

ve hastane dışı çalışanlarda S. aureus burun taşıyıcılığı erkeklerde % 69.8 kadınlarda ise 

% 30 olarak belirlemiştir. Mainous ve ark. (2006) Amerika’da yaptıkları geniş çaplı 

araştırmada S. aureus burun taşıyıcılığını kadınlarda % 28, erkeklerde ise % 37 olarak 

yayımlamıştır. Bu çalışmaların hiçbirinde kadın ve erkek çalışan oran farkının nerden 

kaynaklanabileceği belirtilmemiştir. Yapılan çalışmada da örnek alınan tüm 

işletmelerde kadın personelin erkek personele göre düşük oranda S.aureus taşıdığı 

saptanmıştır. Bu durumun kadın çalışanların tüm işlemler sırasında genel ve özel 

hijyene dikkat etmesinden kaynaklanabileceği düşünülmekle birlikte kadınlar tarafından 

sıklıkla kullanılan kozmetik ürünlerindeki olası alkolün rolü olduğu kabul edilebilir. 

Stafilokoklar heryerde bulunabilen mikroorganizmalar olup, hava, su, toz, 

toprak ile gıda ve gıda işletmelerinde kullanılan alet ve ekipmanlarda, insan ve 

hayvanlarda da sıklıkla rastlanmaktadır. İnsan ve hayvanlar stafilokokların başlıca 

rezervuarı olup, özellikle stafilokoklarla kolonize kişiler etkenin çevreye ve gıdalara 

bulaşmasında etkin rol oynamaktadır. S. aureus patojen bir tür olmasına karşın 

insanların deri ve burun mukozalarında da bulunmaktadır. Etkenin sağlıklı insanların % 

30-50’sinin burun mukozasından izole edildiği bildirilmektedir. Bu kapsamda gıda 

işletmelerinde çalışan kişilerin çıplak elle gıdalara dokunması ve gıdalara karşı aksırıp-

öksürmeleri sonucunda kontaminasyon şekillenebilmektedir (Bremer ve ark., 2004; 

Jorgensen ve ark., 2005). Acco ve ark. (2003), yaptıkları çalışmada meyve işletmesinde 

çalışan işçişlerin burun mukozasında % 30 oranında S.aureus’a rastlamışlardır. Al 
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Bustan ve ark. (1996) Kuveyt’te restoran çalışanlarında yaptığı araştırmada S.aureus 

taşıyıcılığını % 26.6 olarak bulmuştur. Andre ve ark. (2009) süt işletmelerinde yaptığı 

çalışmada çalışanların burun mukozasındaki S.aureus bulunma oranı % 32.6 olarak 

bildirmiştir. Yapılan çalışmada yemekhane, et ve süt işleklerinden elde edilen S.aureus 

burun taşıyıcılığı oranı literatürdeki (Al Bustan ve ark. 1996; Acco ve ark. 2003; Andre 

ve ark. 2009) oranlarla uyumluluk göstermektedir. Çalışmada dikkati çeken bölüm ise 

süt işletmelerinde elde edilen oranın oldukça düşük olmasıdır. İşletmeler arsında 

farklılıkları karşılaştıran herhangi bir makaleye rastlanmamıştır. Süt işletmelerinde 

düşük oranda S.aureus bulunmasının nedeni olarak çalışanların hijyenik olarak sürekli 

temizlenmeleri, kadın çalışanlarının çok olması ve bunların erkeklere göre hijyen 

kurallarına daha falza uymasına bağlanmıştır. 

S. aureus mezofilik özelliğe sahip bir bakteri olmasına rağmen, bazı suşları 6.7 

oC’nin altında da üreyebilmektedir. Genellikle 6.7-47.8 oC’ler arasında, optimal 35-37 

oC arasında üreme göstermekle birlikte, 10-46 oC’ler arasında enterotoksin oluşturur. 

Toksin oluşumu için optimal sıcaklık 40-45 oC’ler arası olup, 25-30 oC’de de toksin 

oluşturabildiği saptanmıştır. 10 oC’de de düşük miktarlarda SEA, SEB, SEC ve SED 

oluşturduğu bildirilmiştir (Sutherland ve Varnam, 2007; Erol, 2007). Stafilokokal 

enterotoksinler (SE), emetik toksinlerdir ve insanlardaki stafilokokal gıda zehirlenme 

olgularının etkenidirler. SE’ler abdominal viserada yer alan hücresel reseptörleri 

uyararak kusma refleksini başlatmaktadır. Stafilokokal intoksikasyonda ortaya çıkan 

gastrointestinal semptomların çoğunlukla yangısal medyatörlerin (histamin, lökotrien) 

serbest bırakılması ile ilişkili olduğu belirtilmektedir. Mast hücrelerinin bu yangısal 

medyatörlerin asıl kaynağı olduğu düşünülmektedir. SE’lerin mast hücrelerinin üzerinde 

bulunan reseptörlere bağlanması ile mast hücrelerinin aktive oldukları bulunmuştur 

(Lowy, 1998; Munson ve ark., 1998; Sutherland ve Varnam, 2007). SE’ler biyolojik 

aktiviteleri ve yapısal ilişkileri bakımından pirojenik toksin süperantijen ailesinin 

üyeleri olarak klasifiye edilmişlerdir. SE’ler antijenisite bazında temel olarak beş 

serolojik tipe ayrılırlar (SEA-SEE). Son yıllarda yeni tip SE’lerin mevcudiyeti rapor 

edilmiştir (SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO) (Omoe ve ark., 2002). 

Ayrıca yeni tanımlanan gen sekansları ile sek, sel, sem, sen, seo, sep, seq, ser, seu 

genlerinin yapıları belirlenmiştir (Leterle ve ark., 2003; Omoe ve ark., 2003; Orwin ve 

ark., 2003). Yeni tespit edilen bu genlerle ilgili yapılardan, tam olarak test 
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edilememekle birlikte bazılarının emetik aktivitesinin olmadığı belirtilmiştir (Omoe ve 

ark., 2003). 

Kuveyt’te çeşitli restoranlarda çalışan ve gıda ile temas halinde olan kişilerden 

alınan svap örnekleri S. aureus ve koagulaz negatif stafilokokların varlığı yönünden 

analize alınmış ve bu kişilerin stafilokokal intoksikasyon açısından olası bir risk 

oluşturup oluşturmadığı incelenmiştir. Bu kapsamda personelin el ve burun 

mukozasından alınan svap örneklerinden 32 S. aureus ve 142 koagulaz negatif 

stafilokok olmak üzere, toplam 174 stafilokok izolatı elde edilmiştir. S. aureus’un % 

12.5; koagulaz negatif stafilokokların % 8 düzeyinde SEA, SEB ve SEC’yi tek başına 

ya da birlikte sentezledikleri ve izolatların en çok SEB’yi ürettikleri bulunmuştur (Udo, 

1999). Fueyo ve ark. (2005), tarafından İspanya’da yapılan bir çalışmada, sağlıklı 

çalışanların burun mukozalarından ve peynir, krema, dondurma, kek, çiğ et ile ısı işlemi 

görmüş elle hazırlanmış gıdalardan izole ettikleri 269 S. aureus suşunu enterotoksin 

oluşturma yetenekleri yönünden incelemişlerdir. SEA ve SEC’nin en sıklıkla gözlenen 

toksinler olduğu bildirilmiştir. Burun mukozasından elde edilen izolatların % 23.9’u ve 

elle hazırlanmış gıdalardan elde edilenlerin % 26’sının stafilokokal enterotoksin 

oluşturabildiği saptanmıştır. Polledo ve ark. (1985) 300 gıda elleyicilerinde yaptığı 

çalışmalarda burun mukozalarında 36 (% 12) entertoksijenik stafilokok saptamış ve A, 

B, C, D, E, A+D, B+C enterotoksinleri belirlemişlerdir. Yapılan bir çalışmada Kuveyt 

restoranlarında çalışanların burun mukozasında % 26.6 oranında S. aureus bulmuş ve 

bunlar içinde % 28 A, % 28.5 B, % 16.4 C ve % 3.5 D enterotoksine rastlamıştır (Al 

Bustan ve ark., 1996). Araştırmalar sonucunda en çok B enterotoksine rastlanmıştır 

(Hatakka ve ark., 2000; Soriano ve ark., 2002). Şili üniversitesinde gıda elleyicilerin 

burun, boğaz ve ellerinde yapılan incelemelerde en yüksek oranda enterotoksin B 

belirlenmiş bunu D izlemiştir (Soto ve ark., 1996). Yapılan çalışmada enterotoksin 

çeşitliliği oldukça fazladır. Bununla birlikte literatürde bildirildiği gibi % 50 oranında 

enterotoksin B belirlenmiştir. Enterotoksinlerin çoğu et işletmelerinde belirlenmiştir. 

Bunun nedeni olarak et işletmelerde çalışanların hijyenik kurallara uymaması, bozuk et, 

mide barsak içeriği ile temas etmeleri, kullandıkları malzemelerin yeterince temiz 

tutulmaması veya kullanılmaması olarak düşünülmüştür. 

 



 
 

 

6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Gıda kökenli rahatsızlıklar genel anlamda patojenik mikroorganizmalar ve 

mikrobiyal toksinler ile kontamine olmuş gıdaların yenmesi ile oluşmakta ve daha çok 

gastrointestinal semptomlarla seyretmektedir. 

 Gıdanın yapımı, taşınması, paketlenmesi, korunması ve buna benzer birçok 

aşamada kişisel ve sektörel olarak gerekli önemlerin alınmaması sonucunda insan 

sağlığı açısından çok ciddi tehlikeler olabilmektedir. Gıda sektörü çalışanları arasında 

kişisel hijyen eksikliği gıda kaynaklı hastalıkların oluşumunda önemli bir faktördür. 

Yapılan bu çalışmayla Ocak 2012-Temmuz 2012/ Ağustos 2012- Şubat 2013 

tarihleri arasında Samsun ilinde faaliyet gösteren gıda işletmelerinden bir dönem 

boyunca (6 ay) 2 kez, burun florasından steril pamuklu svap kullanılarak toplam 100 

(70 erkek, 30 kadın) örnek alındı.  

 Konvansiyonel mikrobiyolojik analizler sonucunda çalışma kapsamında 

incelenen 4 farklı et işletmesinden toplamda 52 (46 erkek, 6 kadın), üç farklı süt 

işletmesinden 20 (15 erkek, 5 kadın) ve iki farklı yemekhaneden 19 (18 erkek, 1 kadın) 

S. aureus izolatı saptandı. Sonuç olarak örneklemelerin yapıldığı tüm işletmelerde 

çalışan toplam 38 personelden 91 S. aureus izolatı elde edildi.  

 Elde edilen 91 izolatın PCR ile moleküler identifikasyonu sonucu bu izolatların 

79‘unun S.aureus spesifik nuc genine sahip oldukları belirlendi ve bu izolatlar S. aureus 

olarak idenrtifiye edildi. Moleküler olarak S.aureus olduğu doğrulanan izolatların 

enterotoksin oluşturma yeteneğini Ridascreen Set A, B, C, D, E (R-Biopharm AG, 

Darmstadt, Germany. Art. No: R4101) test kiti kullanılarak ELISA metodu ile üretici 

firma tarafından belirtilen yönteme uygun olarak belirlendi. İzolatların 33’ünün 

entrotoksin içerdiği saptandı. Çalışmada elde edilen dikkate değer bir bulgu ise 

kadınlardan izole edilen izolatlarda herhangi bir enterotoksin tipi varlığının 

saptanamamış olmasıdır. Bu durum özellikle, gıda ile uğraşan işletmelerde kadın 

personel istihdamının daha fazla oranda yapılması gerekliliğini ortaya çıkartmaktadır.  

 Çalışmamızda yerel işletmelerde çalışan personelde S. aureus saptanmıştır. Bu 

personelden alınan örneklerde erkek personelin (%42,8) kadın personele (%20) göre S. 

aureus taşıyıcılığı daha fazla olduğu belirlenmiştir. Elde edilen veriler örnekleme 

yapılan işletmelerde çalışan personelin hijyen kurallarına uymadığını göstermekle 
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birlikte, halk sağlığı açısından açık bir tehlike kaynağı olabileceğini düşündürmektedir. 

Gıda ile uğraşan işletmelerde çalışan personelin uzman kişiler tarafından hijyen 

konusunda bilgilendirilmeli ve kendilerinden kaynaklanabilecek sağlık riskleri hakkında 

bilinçlendirilmelidir. Ayrıca işletmelerin rutin olarak hijyen seminerleri düzenlenmesi 

ve personel taramalarının düzenli olarak yaptırılması önerilmektedir. 

 Çalışmamızda yerel işletmelerde S. aureus yönünden çalışan personelde sadece 

burun florası incelenmiştir. Gelecekte planlanan çalışmalarda hem S. aureus hemde 

diğer etkenlere karşı işletme personelinin el vb örnekleri ile çalışma alanları, tezgah vb. 

yerlerden de örnekler alınıp incelemelerin yapılması önerilmektedir.  
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