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Kayseri ilinde Satilan Cig Siitlerde Staphylococcus aureus
ve Enterotoksinlerinin Varligi Uzerine Arastirmalar

Bu calismada, Kayseri ilinde satisa sunulan ¢ig sutlerde bulunan Staphylococcal Enterotoksinlerin
(SEs) ELISA testleri ile tespiti ve ¢ig sutlerden izole edilen S.aureus izolatlarinin sahip oldugu
enterotoksin genlerinin m-PCR metodu ile belirlenmesi amaclandi.

Calismada, incelenen 100 adet ¢ig sut numunesinin 60’inda (%60) Staphylococcus spp. Uremesi
tespit edildi. incelenen 300 adet izolata yapilan katalaz ve koagiilaz testi ile 42’sinin (%14) S. aureus
oldug@u belirlendi. Belirlenen 42 adet S. aureus izolatinin m-PCR metodu ile incelenmesi sonucunda
31 izolatta (%73.8) enterotoksin genlerininin varligi tespit edildi. Bu enterotoksinlerin sirasiyla 12’sinin
(%38.7) sea, 2’sinin (%6.5) seb, 5'inin (%16.1) sec, 10’ unun (%32.3) sed ve 2’sinin (%6.5) hem sea
hem de sed gen dagilimina sahip oldugu belirlendi. Belirlenen 42 adet izolata ait ¢ig sitlerin ELISA
teknigi ile incelenmesi sonucunda ise 28 ornekte (%66.6) SEs varlii belirlendi. Uygulanan ELISA
testleri sonucunda numunelerdeki SEs’lerin sirasiyla 10’'unun (%35.7) SEA, 2’sinin (%7.1) SEB, 5’inin
(%17.8) SEC, 9'unun (%32.2) SED ve 2’sinin (%7.1) hem SEA hem de SED oldugu tespit edildi. S.
aureus izole edilmeyen c¢ig sutlerde SEs varligina rastlanmadi.

Bu caligsmada, Kayseri ili ve merkez ilgelerde satisa sunulan ¢ig sitlerde S. aureus ve
enterotoksinlerinin varligi ortaya konulmus ve bu toksinlerin halk sadhgr acgisindan géz ardi
edilmemesi gereken bir tehlike olusturabilecedi sonucuna variimigtir.

Keywords: Cig Siit, S. aureus, Enterotoksin, ELISA, PCR.

Investigation of The Presence of S. aureus and Staphylococcal Enterotoxins in Raw
Milk Samples Retailed in Kayseri

The aim of this study was to identify Staphylococcal enterotoxins (SEs) by ELISA in raw milk samples
marketed in Kayseri, and to detect S. aures isolates having enterotoxin genes using mPCR method in
raw milk samples.

Sixty out of 100 raw milk samples (60%) were identified with Staphylococcus spp. 42 out of 300
isolates (14%) studied were identified as S. aures using catalase and coagulase tests. The presence
of Staphylococcal enterotoxin genes was identified in 31 out of 42 S. aureus isolates (73.8%) by
using mPCR method. It was determined that these enterotoxins contained 12 (38.7%) sea, 2 (6.5%)
seb, 5 (16.1%) sec, 10 (32.3 %) sed ve 2 (6.5%) both sea and sed gene distribution, respectively.
The presence of SEs was identified in 28 out of 42 raw milk samples (66.6%) by using ELISA
technique. It was determined that these SEs had 10 (35.7%) SEA, 2 (7.1 %) SEB, 5 (17.8 %) SEC, 9
(32.2%) SED ve 2 (7.1%) both SEA and SED distribution, respectively. No SEs was identified in raw
milk samples without S. aureus.

In this study, the presence of S. aureus and their enterotoxins were effective in raw milk retailed in
Kayseri and vicinity and it was concluded that these toxins should not be ignored for public health.

Anahtar kelimeler: Raw milk, S. aureus, Enterotoxin, ELISA, PCR.

Girig
Staphylococcus aureus, mikrobiyal kaynakl besin zehirlenmelerinin etiyolojik ajani
olarak oldukga Onemli bir yere sahiptir (1, 2). Bu bakteri, insanlarda besin

zehirlenmelerinin yanisira septisemi, toksik sok sendromu (TSS), otoimmun hasataliklar
ve slt ineklerinde mastitise neden olur (3, 4, 5).

Staphylococcus aureus enterotoksijenik stafilokoklar igerisindeki en 6nemli tirddr.
Enterotoksin protein yapida heterojen bir gruptur (6-9). Besin zehirlenmeleri ile iligkili
olarak bes temel (A, B, C, D, E) enterotoksin bulunmaktadir(1,9,10). Besin zehirlenmesine
neden olan en yaygin enterotoksinler tip A ve tip D’dir (1, 9). Son dénemlerde yapilan
galismalarda SEs yeni tiplerinin (G, H, |, J, KL, M, N ve O) var oldugu bildiriimistir (1, 3,
11, 12). SEs’lerin hemen hemen tamami gastroenteritis ve kusmaya neden olur. Ayrica T
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hicrelerini  stimule etmesinden dolayl superantijen
yetenegine  sahiptir  (2,3). Molekiler caligmalar
sonucunda SEs’lerin her birinin ayri ayri gen bdlgeleri
tarafindan determine edildigi belirtiimistir (3). SEs’lerin en
Onemli o6zelligi 1siya dayanikh olmalaridir (13-15).
Gidalardaki enterotoksinler pisirme, pasttrizasyon veya
diger 1si  uygulamalari ile tamamen inaktive
edilememektedir (13,15).

Stafilokok etkenlerine bagdl gida zehirlenmeleri

genellikle 10° kob/g veya daha ylksek sayiya ulasan
bakteriler tarafindan sentezlenen enterotoksinlerin
besinler yolu ile alimi sonucu olugsmaktadir (16,17). Bu
nedenle gida zehirlenmelerinin olusumunda enterotoksin
ihtiva eden besinlerin tiketilmesi dnemli rol oynamaktadir
(1, 15). Zehirlenmeye neden olan araci gidalarin ortak
Ozelligi; codgunlukla bu gidalarin pisiriimis ya da az
pisirilmis, elle hazirlanmis olmalaridir (2, 8, 13, 14, 18,
19).
Enzim- Linked Immunosorbent Assay (ELISA) metodu
besinlerden SEs’lerin saptanmasinda kullanilan yaygin
bir metot dur (10). Son dénemlerde, enterotoksijenik S.
aureus identifikasyonu igin, Polimerase Chain Reaction
(PCR), PCR-ELISA gibi gelismis ve hizli tekniklerden
yararlaniimaktadir (9, 20-22).Turk Gida Kodeksi
ybnetmelidi gida maddelerindeki bulasanlarin maksimum
limitleri hakkindaki 2008/26 nolu teblig’de tim gida
maddelerinde  SEs’lerinin  bulunmasinin  gidanin
tiketimine mani bir hal olarak degerlendirilmesi hikmi
getirilmistir (23).

Bu calismada, Kayseri ili ve c¢evresinde satisa
sunulan Gig sutlerde bulunan S. aureus
enterotoksinlerinin ELISA ile tespiti ve ¢iJ sitlerden izole
edilen S.aureus izolatlarinin sahip oldugu enterotoksin
genlerinin MPCR metodu ile belilenmesi ve ¢ig sutin
tiketici saghgi acisindan guvenilirliginin belirlenmesi
amagclanmistir.

Gereg ve Yontem

Numuneler: Calismada, Kayseri ili ve ¢evresindeki
farkli satis noktalarindan Eylil 2008-Ocak 2009 tarihleri
arasinda 100 adet 50’ser ml ¢i§ st numunesi toplandi.
Numuneler, soguk zincirde laboratuvara getirildi ve
bekletmeden incelemeye alindi.

Standart Sus: Calismada izolasyon isleminin her
asamasinda, S. aureus ATCT 29213 (SEA), S. aureus
NCTC 10652 (SEA, SED), S. aureus NCTC 10654
(SEB), S. aureus NCTC 10655 (SEC) standart suslari
kullanildi.

Primerler: Calismada elde edilen izolatlar bes adet
primer (Tablo 1) kullanilarak m-PCR teknigi ile incelendi.

Etken izolasyonu: Staphylococcus aureus
izolasyonu amaciyla ¢ig sut numuneleri yayma plak
yontemi ile Egg-Yolk Tellurit (Merck 1.03785.0001)
iceren Baird Parker Medium (BPM, Oxoid CM275)
besiyerine ekildi ve 37 C'de 2 -3 gun inklibasyona
birakildi. Bu slre sonunda BPM’de lreyen S. aureus
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supheli bes adet koloni tekrar BPM besiyerine yayma
plak teknigi ile ekilerek 37 C'de 24 saat bekletildi.
Ureyen siipheli  koloniler  fenotipik  6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla Brain Heart infuzyon Broth (BHI,
Acumedia, 7116A) besi yerine inokule edildi ve ekim 37
C’de 24 saat inkiibe edidi (12,15).

izolatlarin Fenotipik Karakterizasyonu: BHI'da
treyen sipheli kiltirlere Gram boyama, katalaz ve
koagllaz testleri uygulandi (24).

DNA Ekstraksiyonu: Baird Parker Medium
besiyerinde Ureyen supheli kolonilere ait DNA'lar GF-1
Nukleik asit ekstraksiyon kiti (Vivantis, GF-BA-100)
kullanilarak ekstrakte edildi.

Multipleks PCR: m-PCR’da primer buyuklugu 69 ile
306 bp arasinda degisen tir spesifik primerler kullanildi.
Reaksiyon karigsimi final konsantrasyonu 50 pl olacak
sekilde hazirlandi. Reaksiyon karisimi; 2 pyl DNA 6rnedi,
5 pl 10x PCR buffer (Vivantis),4 mM MgCl; (Vivantis), 0,2
mM dNTP Mix (Vivantis), 20-30 pmol SA-U, SA-A, SA-B,
SA-C/ENT-C ve SA-D primerleri, 1 U Taq polymerase
(Vivantis) olacak sekilde hazirlandi (9). Reaksiyon PCR
cihazinda (Thermo) 35 siklus olacak sekilde 94°C’de 30
s, 50°C’de 30 s ve 72°C’de 30 s, son ektensiyon 72°C’de
2 dk olarak gergeklestirildi. Amplifikasyon sonucunda
elde edilen PCR durlnleri % 1,5lik agaroz jelde 90 V
gerilimde 45 d elektroforez (Thermo EC330) islemine tabi
tutulduktan sonra, UVP jel ddékimantasyon sistemi
(Vilber Laurmat ECX-20-M) kullanilarak gérintilendi (9).

Enzim- Linked Immunosorbent Assay
(ELISA):Toplanan o6rneklerde, Staphylococcus aureus
enterotoksinlerinin (SET A,B,C,D,E) varligi Ridascreen®
SET A,B,C,D,E (r-biopharm, Germany, Art.no:R1101) Kiti
kullanilarak ~ Enzim-Linked Immunosorbent  Assay
(ELISA) metodu ile belirlendi (25).

Bulgular

Calismada, incelenen 100 adet ¢ig sut numunesinin
60'inda (%60) Staphylococcus spp. Uremesi tespit edildi.
incelenen 300 adet izolata yapilan katalaz ve koagiilaz
testi ile 42’sinin (%14) S. aureus oldugu belirlendi. Bu
izolatlardaki enterotoksin genleri ( sea, seb, sec, sed) m-
PCR ile saptandi (Tablo 2). Belirlenen 42 adet S. aureus
izolatinin m-PCR metodu ile incelenmesi sonucunda 31
izolatta (%73.8) enterotoksin genlerininin varligi tespit
edildi. Bu SEs’lerin sirasiyla 12’sinin (%38.7) sea, 2’sinin
(%6.5) seb, &’inin (%16.1) sec, 10’ unun (%32.3) sed ve
2’sinin (%6.5) hem sea hem de sed gen dagilimina sahip
oldugu belirlendi (Resim 1). Belirlenen 42 adet izolata ait
¢ig sutlerin ELISA testleri ile incelenmesi sonucunda ise
28 drnekte (%66.6) SEs varligi belirlendi. ELISA yontemi
ile yapilan analizler sonucunda numunelerdeki SEs’lerin
sirasiyla; 10'unun (%35.7) SEA, 2'sinin (%7.1 ) SEB,
5’inin (%17.8 ) SEC, 9unun (%32.2) SED ve 2’sinin
(%7.1) hem SEA hem de SED oldugu tespit edildi (Tablo
3). S. aureus izole edilmeyen c¢ig sutlerde yapilan
analizler sonucunda SEs varligina rastlanmadi.
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Sekil 1. Cig sltlerden S.aureus enteretoksin genlerinin mPCR ile identifikasyonu M: Marker (50 bp), N: Negatif Kontrol (steril
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distile su), P1: Pozitif kontrol (Enterotoksin A: ATCC 29231), P2: Pozitif kontrol (Enterotoksin D: NCTC 10652), P3: Pozitif Kontrol
(Enterotoksin B: NCTC 10654), P4: Pozitif Kontrol (Enterotoksin C: NCTC 10655), 1 Nolu band: S.aureus enterotoksin D (306bp,790

bp) 2 Nolu band: Enterotoksin varligina isaret eden herhangi bir band olusumu gézlemlenmedi

3-4 Nolu bandlar: S.aureus

enterotoksin B (165 bp), 5 Nolu band : S. aureus enterotoksin C (69 pb), 6 Nolu band : Enterotoksin varligina isaret eden herhangi bir
band olusumu gdzlemlenmedi 7 Nolu Band : S. aureus enterotoksin A (270 bp), S. aureus enterotoksin D (306 bp), 8 Nolu Band : S.
aureus enterotoksin A, 9-10 Nolu bandlar : S. aureus enterotoksin B, 11 Nolu Band : S. aureus enterotoksin C, 14 Nolu band : S.
aureus enterotoksin C. 15 Nolu band : Enterotoksin varligina isaret eden herhangi bir band olusumu gézlemlenmedi

Tablo 1. Calismada Kullanilan Primerler

Primer Adi ve Primer Dizilimi Gen PCR Uriin Kaynak
Buyukligu (nt°) Lokasyonu Buyuklugu (bp)
SA-U (20) F 5-TGTATGTATGGAGGTGTAAC3Y - - Sharma ve ark 2000
SA-A (18) R 5-ATTAACCGAAGGTTCTGT-3 639-657 270 Sharma ve ark 2000
SA-B (18) R 5-ATAGTGACGAGTTAGGTA-3 564-582 165 Sharma ve ark 2000
SA-C (20) R 5 — AAGTACATTTTGTAAGTTCC-3 457-477 69 Sharma ve ark 2000
ENT-C (25)R 5-AATTGTGTTTCTTTTATTTTCATAA-3 485-510 102 Sharma ve ark 2000
SA-D (20) R 5- TTCGGGAAAATCACCCTTAA-3’ 676-696 306 Sharma ve ark 2000
Tablo 2. Cig sitlerden izole edilen S. aureus ve SEs Prevalansi
Numune N izole edilen Tespit edilen S. aureus
Staph. spp S. aureus izolat enterotoksin varligi
mPCR ELISA
Cig st 100 60 (% 60) 42 (%14) 31 (%73.8) 28 (%66.6)

Tablo 3. Cig st numunelerinde mPCR ve ELISA ile belirlenen SEs’lerin dagilimi

SEs pozitif numune sayisi;

SEs mPCR % ELISA %
SEA 12 38.7 10 35.7
SEB 2 6.5 2 7.1
SEC 5 16.1 5 17.8
SED 10 32.3 9 32.2
SEA-SED 2 6.5 2 7.1
Total 31 73.8 28 66.6
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Ayrica bu c¢alismada 1 Nolu 6rnek icin kullanilan
primerlerin, iki farkli base pair (S.aureus enterotoksin D
306bp, 790 bp) blylkliginde bandlar olugturdugu daha
Onceki arastirmacilar tarafindan bildirilmigtir (9).

Tartisma

Staphylococcus aureus’un gidalara bulasmasi genel
olarak insanlar, hayvanlar ve ekipmanlar aracihgi ile
gercgeklesir. S.aureus insanlarin el ve Ust solunum
yollarinda bulunabilmekte, sit ve sit Urlnlerine bu yolla
bulasabilmektedir (18, 26).

Calismada, incelen 100 adet ¢ig sit numunesinin
42’sinden S. aureus izole edildi. Yapllan mPCR
reaksiyonu sonucunda 42 adet S. aureus izolatinin
31’inde enterotoksin genlerininin ve bu izolatlara ait ¢ig
sutlerin 28’'inde ELISA testleri ile SEs varligi tespit edildi
(Tablo 2). Bu izolatlarin sirasiyla 12’sinin sea, 2'sinin
seb, 5’inin sec, 10’unun sed ve 2’sinin hem sea hemde
sed enterotoksin genlerini tasididi belirlendi (Sekil 1). Bu
izolatlarin elde edildigi ¢ig sit numunelerine uygulanan
ELISA testleri sonucunda 10’'unun SEA, 2’sinin SEB,
5'inin SEC, 9'unun SED ve 2 tanesinin hem SEA hem de
SED SEs’lerini icerdigi belirlendi (Tablo 3). S. aureus
izole edilmeyen c¢ig sitlerde yapilan analizler sonucunda
SEs varligina rastlanmadi.

Calismamizda, sea gen bdlgesi tasiyan 2 ve sed gen
bdlesi tasiyan 1 izolata ait ¢i§ st numunlerine yapilan
ELISA testleri sonucunda herhangi bir SEs varligina
rastlanmadi. Bu durum entrotoksijenik S. aureus’larin
ilgili gen bolgelerine sahip olmalarina ragmen slte
enterotoksin salgilamayabilecegi sonucunu
disindirmektedir.

Kaplali ve ark (27) 250 adet pastorize sit
numunesinin 2’'sinde SEA eneterotoksini saptamislardir.
Bu calismada 100 adet ¢ig sut numunesinden 28’inde
SEs’leri belirlendi. Calismada, enterotoksin tespit edilen
sut sayisinin yiksek ¢ikmasinin nedeni incelenen sit
numunelerinin ¢ig olmasina baglanabilir. Boynukara ve
ark (28), 408 sut numunesinden elde ettikleri 106 S.
aureus susunun 27 tanesinin enterotoksijenik oldugunu
belirtmislerdir. Reverse Passive Latex Agglutination
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(RPLA) testi ile 25 (%23.6) susun SEA, 2 (%1.9) susun
ise SEB ydnunden pozitif oldugunu bildirmislerdir.

Umoh ve ark (29) inceledikleri 42 ¢ig sut Orneginin
13’inden (%31) enterotoksijenik S. aureus izole
etmislerdir. izolatlarin 5’inin SEA, 3'(iniin SED SEs’lerini
Urettigini bildirmislerdir.

Cig sutlerde enterotoksin genlerinin varhginin tespiti
amaci ile Tkacikova ve ark (21) 75 ¢ig sit 6rneginin
32'sinden S. aureus izole etmislerdir. izolatlara yapilan
mPCR sonucunda 32 izolatin 15’'inden sec, 15’inden sed
ve 2'sinden sea ve seb genlerinin varligini tespit
etmiglerdir. Adwan ve ark (14) inceledikleri 250 ¢ig siit
numunesinin  100’inden S. aureus izole etmislerdir.
Arastirmacilar 100 adet S. aureus izolatinin 4’Unde sea,
20’sinde seb, 4’linde sec, 6’sinda sed, 3’'linde see
geninin varhgini bildirmiglerdir. Tkacikova ve ark (21) ve
Adwan ve ark (14) tarafindan yapilan arastirmalar SEs

tipleri  agisindan  bizim  g¢alismamizla  benzerlik
gOstermektedir.
Sonu¢ olarak, Kayseri ili ve c¢evresinde satisa

sunulan ¢ig sutlerin, S. aureus ve SEs bakimindan %
60'nin  Tuark Gida Kodeksi yonetmeligi gida
maddelerindeki bulaganlarin maksimum limitleri
hakkindaki 2008/26 nolu tebligine uygun olmadigi ve
dolayisi ile halk saghdr agisindan risk olusturabilecegi
sonucuna varilmistir. Yetersiz hijyenik kogullar nedeni ile
sutler S. aureus ile kontamine olmaktadir. Tim diinyada
6nemli bir hayvansal gida olan olan sut, Turkiye'de
genellikle ¢ig olarak satisa sunulmaktadir. Cig sutlerde
hizla Ureyen S. aureuslarin Uurettikleri enterotoksinler
sUtlin kalitesini ve hijyenini 6nemli élgliide etkilemektedir.
SEs ihtiva eden sltlerin kaynatiimasi veya pastorize
edilmesi, sutteki enterotoksinlerin ortadan
kaldirimasinda yeteri kadar etkili degildir. Bu nedenle
tuketici sagligi agisindan HACCP (Hazard Analysis and
Critical Control Point) sisteminin uygulanmasi énemlidir.
Butin bu bilgiler 1s1ginda, hayvan sagligindan baslayarak
sagimda kullanilan ara¢ ve gereglerin, sagimdan sonra
kullanilan saklama ve tasima kaplarinin temizligine
dikkat edilerek sitte S. aureus lremesi ve enterotoksin
varligi kontrol altina alinabilir ya da en aza indirilebilir.
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