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Staphylococcus aureus (S. aureus) which is a crucial pathogen both for human and animals, one of 

the causative agent of food poisonings. In this study, significant virulence genes (coagulase (coa),  

clumping factor (clfA), and protein A (spa-IgG:spa-x)) in S. aureus strains isolated from meats of 

various animal species (beef, sheep, goat, and chicken) and food contact surfaces were characterized 

via molecular methods. With this aim, meat (n=400) and surface swap (50) samples from various  

premises were collected in Sivas province. Using phenotypic methods, samples were found to be 

coagulase positive S. aureus isolates. Coagulase-positive isolates were tested for virulence genes  

using a single or multiplex Polymerase Chain Reaction (PCR). In total, S. aureus was found in 110 

(24.4%) of the 450 samples examined. S. aureus was detected 29%, 24%, 14%, 32% and 22% in 

cattle, sheep, goat and chicken meat samples as well as swab samples, respectively. coa, clfA, IgG 

binding region of spa, and X region coding genes were detected in all samples. Polymorphisms were 

observed in two of these four gen regions. In coa-PCR, all isolates had a single band formation with 

five distinct molecular lengths ranging from 500 to 1400 bp. In spa-X-PCR, all isolates had a single 

band formation with seven distinct molecular lengths ranging from 190 to 350 bp. As consequently, 

it is thought that detecting spa gene polymorphisms by coa-PCR in S. aureus isolates from meat and 

surfaces can be regarded as a good alternative to traditional methods, contributing to the development  

of effective staphylococcal infection control strategies and public health protection. 
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Farklı Hayvan Türlerine Ait Et ve Yüzey Örneklerinden İzole Edilen 

Staphylococcus aureus Suşlarında Virülens Genlerinin Belirlenmesi 
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Staphylococcus aureus (S. aureus) insanlarda ve hayvanlarda patojen bir tür olup, dünyadaki gıda 

kaynaklı zehirlenmelerin en önemli nedenlerinden biridir. Bu çalışmada farklı hayvan türlerine (sığır,  

koyun, keçi ve tavuk) ait etlerde ve gıdaların temas ettiği yüzeylerden elde edilen örneklerde S. 

aureus’un koagülaz (coa), clumping faktör (clfA) ve protein A (spa-IgG; spa-X) gibi önemli virülens  

genlerinin moleküler yöntemlerle karakterize edilmesi amaçlandı. Bu amaçla Sivas ilindeki çeşitli 

işletmelerden et (n=400) ve yüzey svap (n=50) örnekleri toplandı. Örnekler fenotipik yöntemlerle 

koagülaz pozitif S. aureus olarak identifiye edildi. Koagülaz pozitif olarak doğrulanan izolatlara ait 

virülens genleri tekli ve mültipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile incelendi. Toplamda 450 

örneğin 110’unda (%24,4) S. aureus belirlendi. Bu izolatların %29, %24, %14, %32 ve %22 

oranlarında sığır, koyun, keçi ve tavuk et örneklerinin yanı sıra yüzey örneklerinde de bulundu. S. 

aureus izolatlarının tamamında coa, clfA, spa’nın IgG bağlayan bölgesi ve X bölgesini kodlayan 

genler tespit edildi. Bu dört gen bölgesinin ikisinde polimorfizmler gözlendi. Coa-PZR’da, izolatların 

tamamında beş farklı moleküler uzunluğa sahip ve 500-1400 bç arasında değişen tek bir bant oluşumu 

bulundu. spa-X-PZR’da ise izolatların tamamında yedi farklı moleküler uzunluğa sahip ve 190-350 

bç arasında değişen tek bir bant oluşumu belirlendi. Sonuç olarak, et ve yüzey orijinli S. aureus 

izolatlarında coa-PZR ile spa gen polimorfizmleri tespitinin geleneksel yöntemlere karşı iyi bir 

alternatif olarak kullanılabileceği, dolayısıyla stafilokokal enfeksiyonlara karşı etkili kontrol 

stratejilerinin geliştirilmesi ve halk sağlığının korunmasına katkı sağlayacağı düşünülmektedir. 
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Giriş 

Staphylococcus aureus (S. aureus) insan ve hayvanlar 

için patojen bir tür olup, dünyadaki gıda kaynaklı 
intoksikasyonların en önemli nedenlerinden biridir (Ercoli 

ve ark., 2017; Castro ve ark., 2018). S. aureus gıdalarda 

sıklıkla bulunmakta ve dünya çapında gıda kaynaklı 
bakteriyel zehirlenmelerin önde gelen nedenleri arasında 

yer almaktadır (Normannoa ve ark., 2007; EFSA, 2021; Li 

ve ark., 2022). S. aureus hayvansal kaynaklı gıdalardan 
sığır eti, tavuk eti, balık eti, çiğ süt ve tüketime hazır 

gıdalardan çoğunlukla izole edilmekte ve stafilokokal 

intoksikasyonlardan sorumlu tutulmaktadır (Aydın ve ark., 
2011; Keyvan ve Özdemir, 2016; Ercoli ve ark., 2017; Li 

ve ark., 2018; Saka ve Terzi Gülel, 2018; Chen ve Xie, 
2019; Sahin ve ark., 2020). Avrupa Gıda Güvenliği 

Otoritesi’nin (EFSA) raporuna göre gıda kaynaklı salgınlar 

içinde bakteriyel toksinlerin üst sıralarda yer aldığı ve 
salgınların %19,6’sına sebep olduğu bildirilmektedir.  

Nitekim, Avrupa Birliği üye ülkelerinde 2021 yılında, gıda 

kaynaklı salgınlarda S. aureus toksinlerinin en fazla 
hastaneye yatışa sebep etkenlerden biri olduğu ve 640 gıda 

kaynaklı salgın rapor edilmiştir (EFSA, 2021).  

S. aureus birçok hayvan türünde ve insanlarda çeşitli 
enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu etkenin; 

hayvanlarda apseler, irinli olgular, mastitis, meme 

impetigosu, dermatitis, artiritis, septisemi ve omfalitise 
neden olduğu bildirilmektedir (Quinn ve ark., 2002). 

İnsanlarda ise, S. aureus hastane kaynaklı (nozokomiyal) 

enfeksiyonları oluşturan etkenlerin başında gelmekte olup 
septisemi, osteomyelitis, meningitis, invazif endokarditis 

ve toksik şok sendroma (TŞS) neden olmaktadır (Li, 2018). 

Virulent ve non-virulent suşlar arasındaki farkların 
bilinmesi mikroorganizmaların potansiyel virülens 

faktörlerinin halk sağlığına etkilerinin değerlendirilmesi 
açısından oldukça önemlidir (Li ve ark., 2022). S. aureus 

koagülaz (coa), clumping factor (clfA), protein A (spa) gibi 

pek çok virülens faktörüne sahiptir (Karahan ve ark., 2011; 
Jenul ve Horswill, 2018). Ayrıca, S. aureus’un 

patojenitesine katkıda bulunan ekstraselüler toksinler 

örneğin stafilokokal enterotoksinler (SEs), eksfoliatif 
toksinler (ET), Panton-Valentin lökosidin (PVL) ve Toksik 

şok sendromu toksini (TSST-1) bulunmaktadır (Dinges ve 

ark., 2000; Pereira ve ark., 2009; Sahin ve ark., 2020).  
Günümüzde de S. aureus izolatlarında fenotipik olarak 

koagülaz üretimi varlığının tespiti bu etkenin patojen 

olduğunun göstergesi olarak kabul edilmektedir (Tiwari ve 
ark., 2008; Thomas ve ark., 2019). Ancak, PZR gibi 

moleküler yöntemlerin geliştirilmesiyle hem koagülaz geni 

hem de diğer virülens faktörlerinin (clfA ve spa) varlığının 
ortaya konulması daha çok kabul görmüştür (Salasia ve 

ark., 2004). Stafilokokal Protein A (spa), IgG’nin kristalize 

olan olan fragment (Fc) kısmını bağlayarak virülense 
katkıda bulunduğu düşünülen önemli bir hücre duvarı 

komponentidir. Aynı zamanda spa’nın IgG bağlayan 

bölgesinin bulunması sonucunda polimorf nükleer 
lökositlerin fagositozisinde zayıflama veya inhibisyon 

meydana geldiği tespit edilmiştir (Fox ve ark., 2000).  
Spa’yı kodlayan gen fonksiyonel olarak; Fc bağlayan 

bölge, X bölgesi ve C termialinde hücre duvarına 

tutunmayı sağlayan bir bölgeden oluşmaktadır. Bu protein 
A’nın (spa) değişken ve tekrar bölgelerinin tiplendirilmesi 

ile dirençli izolatların analizinin yanı sıra salgın ve 

enfeksiyon kontrolünde yaygın olarak kullanılabileceği 

belirtilmektedir (Frenay ve ark., 1996; Latifpour ve ark., 
2022; Maeda ve ark., 2022).  

Clumping faktör A (clfA) özellikle S. aureus 

enfeksiyonlarının erken fazları esnasında rol alan ve 
önemli bir virülens faktör olarak kabul edilmektedir. Hem 

çözünebilir hem de sabit fibrinojeni ve fibrini bakteriye 

bağlama yeteneğinde olan clumping faktörün fenotipik 
olarak tespitinde yanlış negatif sonuçlar elde edildiği için 

bu faktörü kodlayan genin (clfA) moleküler yöntemler ile 

ortaya konması oldukça önemlidir. Özellikle yeni ilaçların 
belirlenmesinde S. aureus virülens faktörlerinin tespiti bu 

alandaki çalışmalar için önemli bir yaklaşım olmuştur 
(Wang ve ark., 2016; Thomas ve ark., 2019). 

Et örneklerinden izole edilen S. aureus suşlarında coa-

PZR ile spa gen polimorfizmleri tespitinin konvansiyonel 
yöntemlere karşı iyi bir alternatif olarak kullanılabileceği ve 

dolayısıyla stafilokokal enfeksiyonlara karşı etkili stratejilerin 

geliştirilmesi yönünde faydalı veriler sağlayacağı 
düşünülmektedir. Daha önceki çalışmamızda tüketime 

sunulan farklı hayvan türlerine (sığır, koyun, keçi ve tavuk) ait 

etler, çalışanların el svap örnekleri ve gıdaların temas ettiği 
yüzeylerden elde edilen örneklerde Stafilokokal Enterotoksin 

(SE) ve Toksik Şok Sendrom Toksin (tsst) gen varlığı 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile saptanmıştı (Sahin ve 
ark., 2020). Bu çalışama ise farklı hayvan türlerine (sığır, 

koyun, keçi ve tavuk) ait etlerden ve gıdaların temas ettiği 

yüzeylerden elde edilen örneklerde S. aureus’un önemli 
virülens genlerinden koagülaz (coa), clumping faktör (clfA) 

ve protein A (spa)’nın moleküler yöntemlerle araştırılması 

amacıyla gerçekleştirilmiştir.   
 

Materyal ve Metot 
 

Örneklerin Alınması 

Bu çalışma, Sivas ilindeki işletmeler (mezbaha, gıda 
üretim tesisleri), marketler, kasaplar, yerel pazarlar ve 

çeşitli satış noktalarından sığır, koyun, keçi ve tavuk eti 

olmak üzere her bir hayvan türünden 100 adet olmak üzere 
toplamda 400 et örneği toplandı. Gıda maddelerine ek 

olarak gıda üretim yerlerindeki yüzeylerden (n=50) de 

örnekler alındı. Gıda maddelerinin üretildiği yüzeylerden 
örnek alınmasında da svap-rins tekniği kullanıldı (Legnani 

ve ark., 2004; Aydın ve ark., 2007). Bu amaçla steril svap 

çubukları, aseptik koşullarda Brain Heart Infusion Broth 
içerisine daldırılarak ıslatıldı, yaklaşık 100 cm (10×10 cm) 

yüzeylere 20 saniye boyunca sürüldü ve daha sonra taşıma 

besiyerleri içerisine konuldu. Alınan örnekler soğuk 
zincirde (+4°C) laboratuvara getirilerek en kısa sürede 

izolasyon ve identifikasyon işlemleri gerçekleştirildi.  
 
S. aureus İzolasyon ve İdentifikasyonu  

Örneklerden S. aureus izolasyonu EN ISO 6881-1’e 
göre gerçekleştirildi (ISO 6888-1:1999). Soğuk zincirde 
laboratuvara getirilen her bir örnekten aseptik koşullarda 
25’er g tartılıp steril stomacher poşetlerine konuldu. 
Örneklerin üzerine 225’er ml steril peptonlu su ilave 
edilerek, karışım stomacher’da 2 dk süre ile homojenize 
edildi. Elde edilen homojenizat ve hazırlanan 
dilüsyonlardan yumurta sarısı içeren Baird Parker Agar’a 
(BPA Oxoid CM 1127; Egg Yolk Tellurite Emulsion 
SR0054) yayma plak (0.1 ml) yöntemiyle ekim yapıldı. 
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Plaklar 37ºC’de 24-48 saat aerob koşullarda inkübasyona 
bırakıldı. İnkübasyon sonunda siyah, parlak, konveks, 1-
1,5 mm çapında, etrafında dar beyaz bir kuşak ve bunu 
çevreleyen berrak zon oluşturan lesitinaz pozitif koloniler 
S. aureus şüpheli olarak değerlendirildi. Üreyen şüpheli 
koloniler fenotipik özelliklerinin belirlenmesi amacıyla 
Brain Heart Infuzyon Broth (BHI Oxoid CM 1135) besi 
yerine inokule edilip 37°C’de 24 saat inkube edildi. 
BHI’da üreyen şüpheli kültürlere Gram boyama, katalaz ve 
koagülaz testleri uygulandı.  Elde edilen şüpheli S. aureus 
izolatları ileri analizler için %20 gliserinli Tryptone Soya 
Broth’a (TSB, Oxoid CM0876) alınarak -20°C’de 
muhafaza edildi. 

 
DNA Ekstraksiyonu ve Tür Spesifik PZR 

Bakterinin genomik DNA ekstraksiyonu Şahin ve ark. 
(2020)’ın belirttiği şekilde  gerçekleştirildi (Karahan ve 
ark., 2009; Sahin ve ark., 2020). S. aureus izolatlarının 
PZR ile doğrulanmasında Riffon ve ark. (2001) tarafından 
bildirilen ve etkenin 23S rRNA genine ait primer çifti 
kullanıldı (Çizelge 1). Toplam 50 µl’lik hacimde 
hazırlanan PZR karışımına 5 µl 10X PZR buffer, 5 µl 25 
mM MgCl2, deoksinükleotitlerin her birinden 250 µM, 
1.25 U Taq DNA Polymerase enzimi (MBI, Fermentas), 
etkenin 23S rRNA geninden üretilen primer çiftinin her 
birinden 50 pmol ve 25 ng template DNA ilave edildi. PZR 
reaksiyonları BioRad gradient thermalcycler (Biorad-
T100TM Thermal Cycler, USA) cihazında gerçekleştirildi. 
PZR amplifikasyonunda 94ºC’de 2 dk ön denaturasyon 
aşamasını takiben, toplam 35 PZR siklusu 94ºC’de 45 sn 
denaturasyon, 64ºC’de 1 dk hibridizasyon ve 72ºC’de 2 dk 
sentez olarak gerçekleştirildi. Son siklusu takiben 72ºC’de 
10 dk ekstra sentez işlemi yapıldı. Amplifiye edilen PZR 
ürünleri %1.5’luk agaroz jelde elektroforez işlemine tabi 
tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dk 
süreyle boyandı ve Ultra Viole (UV) transilluminatörde 
(Vilber Lourmat Quantum ST4) incelenerek sonuçlar 
gözlemlendi. Oluşan bantların moleküler ağırlığını 
saptamak amacıyla 100 bç’lik DNA ladder (MBI, 
Fermentas SM 0321) kullanıldı. PZR ürünlerinin agaroz jel 
elektroforezi neticesinde oluşan 1318 bç moleküler 
uzunluğundaki bantlar S. aureus olarak kabul edildi. Tüm 
PZR uygulamalarında pozitif kontrol olarak ATCC 25923 
referans S. aureus suşu ve negatif kontrol olarak distile su 
kullanıldı (Riffon ve ark., 2001). Çalışmada kullanılan 
primer sekanslarının listesi Çizelge 1’de verildi. Ayrıca, S. 
aureus’a ait olduğu belirlenen DNA örneklerinde koagülaz 
(coa) geninin varlığı da belirlendi (Goh ve ark., 1992). 
Amplifikasyon işlemi; 95ºC’de 2 dk ön denaturasyon 

aşamasını takiben, toplam 30 siklus 95ºC’de 30 sn 
denaturasyon, 58ºC’de 2 dk hibridizasyon ve 72ºC’de 2 dk 
sentez olarak gerçekleştirildi. Son siklustan sonra 72ºC’de 
10 dk ekstra sentez işlemi uygulandı.  

 
Clumping Faktör (clfA) Geninin PZR 

Amplifikasyonu  

Toplam 50 µl’lik hacimde hazırlanan PZR karışımına 5 
µl 10X PZR buffer (750 mM Tris-HCl, pH 8,8, 200 mM 
(NH4)2SO4, %0,1 Tween-20), 5 µl 25 mM MgCl2, 
deoksinükleotitlerin her birinden 250 µM, 1.25 U Taq 
DNA Polymerase enzimi (MBI, Fermentas), Stephan ve 
ark. (2001) tarafından bildirilen ve clfA spesifik 
oligonükleotid primer çiftinin (Çizelge 1) her birinden 20 
pmol ve 25 ng template DNA ilave edildi. PZR 
reaksiyonları BioRad gradient thermalcycler cihazında 
gerçekleştirildi. PZR amplifikasyonunda 94ºC’de 5 dk ön 
denaturasyon aşamasını takiben, toplam 35 PZR siklusu 
94ºC’de 1 dk denaturasyon, 57ºC’de 1 dk hibridizasyon ve 
72ºC’de 1 dk sentez olarak gerçekleştirildi. Son siklusun 
ardından 72ºC’de 5 dk ekstra sentez işlemi yapıldı.  

 
Protein A (spa) Geninin PZR Amplifikasyonu  

S. aureus izolatlarında spa geninin IgG bağlayan 
bölgesinin varlığını araştırmak amacıyla Seki ve ark. 
(1998) tarafından bildirilen bir çift spesifik primer 
kullanılarak PZR işlemi gerçekleştirildi (Çizelge 1). PZR 
karışımı yukarıda bildirilen yoğunluklarda hazırlandıktan 
sonra amplifikasyon işlemi; 94ºC’de 5 dk ön denaturasyon 
aşamasını takiben, toplam 30 siklus 94ºC’de 1 dk 
denaturasyon, 58ºC’de 1 dk hibridizasyon ve 72ºC’de 1 dk 
sentez olarak gerçekleştirildi. Son siklustan sonra 72ºC’de 
5 dk ekstra sentez basamağı uygulandı.  

S. aureus izolatlarında spa geninin X bölgesinin 
varlığını araştırmak amacıyla Frenay ve ark. (1996) 
tarafından bildirilen bir çift spesifik primer (Çizelge 1) 
kullanılarak PZR işlemi gerçekleştirildi. PZR karışımı 
yukarıda bildirilen yoğunluklarda hazırlandıktan sonra 
amplifikasyon işlemi; 94ºC’de 5 dk ön denaturasyon 
aşamasını takiben, toplam 30 siklus 94ºC’de 1 dk 
denaturasyon, 60ºC’de 1 dk hibridizasyon ve 72ºC’de 1 dk 
sentez olarak gerçekleştirildi. Son siklustan sonra 72ºC’de 
5 dk ekstra sentez basamağı uygulandı.  

Çalışma kapsamında amplifiye edilen PZR ürünleri 
%1,5’luk agaroz jelde elektroforez işlemine tabi 
tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dk 
süreyle boyandı ve Ultra Viole (UV) transilluminatör 
altında incelendi. 

 

Çizelge 1. PZR analizlerinde genlere özgü kullanılan oligonükleotid primerler  
Table 1. The genes spesific olignucleotide primers used in PCR analysis 

Primer Gen Bölgesi Sekans (5’-3’) Büyüklük (bç) Kaynak 

Sau327 
Sau1645 

23S rRNA 
23S rRNA 

GGACGACATTAGACGAATCA 
CGGGCACCTATTTTCTATCT 

1318 (Riffon ve ark., 2001) 

Coa-1 
Coa-2 

coa 
coa 

CGAGACCAAGATTCAACAAG 
AAAGAAAACCACTCACATCA 

Polimorfizm 
 

(Goh ve ark., 1992) 

ClfA-1 
ClfA-2 

clfA 
clfA 

GGC TTC AGT GCT TGT AGG 
TTTTCAGGGTCAATATAAGC 

Polimorfizm (Stephan ve ark., 2001) 

Spa-1 
Spa-2 

spa 
spa 

CACCTG CTG CAA ATG CTG CG 
GGC TTG TTG TTG TCT TCC TC   

Polimorfizm (Seki ve ark., 1998)  

Spa-III 

Spa-IV 

spa 

spa 

CAA GCA CCA AAA GAG GAA 

CAC CAG GTT TAA CGA CAT 
Polimorfizm (Frenay ve ark., 1996) 
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Çizelge 2. coa pozitif Staphylococcus aureus izolatlarında spa-X gen bölgesinin PZR sonuçları 

Table 2. PCR amplification results of X domain of spa gene in coa-positive Staphylococcus aureus isolates 

İzolat sayısı (%) Amplikon büyüklüğü (bç) Tekrar ünitesi 

60 (54,5) 290 10 

18 (16,3) 350 12 
13 (11,8) 320 11 

9 (8,2) 210 7 

4 (3,6) 190 6 
3 (2,7) 240 8 

3 (2,7) 270 9 

 
Bulgular 

Farklı hayvan türlerine (sığır, koyun, keçi ve tavuk) ait 

et ve gıdaların hazırlandığı yüzey örneklerinden oluşan 

toplam 450 numunenin %24,4’ü (110/450) kültür ve 
biyokimyasal test sonucu S. aureus olarak identifiye edildi. 

Bu izolatlardan 29’u (29/100; %29) sığır, 24’ü (24/100; 

%24) koyun, 14’ü (14/100; %14) keçi, 32’si (32/100; %32) 
tavuk ve 11’i (11/50; %22) yüzey orijinli örneklerden elde 

edildi.  
Bu çalışmada farklı hayvan türlerine (sığır, koyun, keçi 

ve tavuk) ait et ve gıdaların hazırlandığı yüzey 

örneklerinden elde edilen 110 adet S. aureus izolatın 
(%24,4) tamamının coa genine özgü bantlar oluşturduğu 

saptandı. Yaklaşık olarak 800 bç moleküler uzunlukta tek 

bant oluşturan PZR ürünü toplam 45 (%40,9) izolatta 
saptandı ve en yaygın profil olduğu gözlendi. Bu profili 

sırasıyla 30 (%27,2) izolatta 750 bç, 17 (%15,5) izolatta 

950 bç, 11 izolatta (%10) 700 bç, 7 izolatta (%6,4) 1400 
bç’lik bant veren profiller oluşturdu. Bant oluşturan coa 

pozitif izolatlarda beş farklı moleküler uzunlukta 

amplifikasyon ürünleri tespit edildi (Şekil 1). 
Farklı hayvan türlerine (sığır, koyun, keçi ve tavuk) ait 

et ve gıdaların hazırlandığı yüzey örneklerinden elde edilen 

S. aureus izolatların tamamının clfA geni taşıdığı da 
belirlendi. Bu clfA genlerinin herhangi bir polimorfizm 

göstermedikleri tespit edildi. İzolatların moleküler 

uzunluğu 1000 bç olan amplifikasyon ürünleri saptandı 
(Şekil 2).  

Et ve yüzey örneklerinden elde edilen S. aureus 

izolatlarının (n=110) tamamında spa-IgG bağlayan 
bölgesini kodlayan gen yönünden 920 bp moleküler 

uzunlukta amplifikasyon ürünleri bulundu (Şekil 3).  
Bu çalışmada spa-X bölgesini kodlayan gene spesifik 

primerler ile yapılan PZR sonucunda izolatların 

tamamında bu genin varlığı saptandı. spa-X gen bölgesinin 
yaklaşık olarak 190, 210, 240, 270, 290, 320 ve 350 bç 

arasında değişen yedi farklı moleküler uzunlukta 

amplifikasyon ürünleri tespit edildi. Çalışma kapsamında 
290 bç büyüklüğünde 10 tekrar birimli ürün oluşturan 

izolatlar baskın olarak belirlendi (n=60; %54,5). Diğer 

taraftan, 10’dan az izolattan sırasıyla 210, 190, 240 ve 270 
bç moleküler uzunluklarda yedi, altı, sekiz ve dokuz tekrar 

birimi elde edildi (Çizelge 2) (Şekil 4).  

 
Tartışma 

 

S. aureus hem insan hem de hayvanlar için patojen bir 
tür olup, gıda kaynaklı intoksikasyonların en önemli 

nedenlerinden biridir. S. aureus izolatlarının virülens 

genlerinin belirlenmesi patojenik türlerin 
identifikasyonunda fenotipik yöntemlerin yanı sıra 

belirleyici olarak kullanılmaktadır (Tiwari ve ark., 2008; 

Thomas ve ark., 2019). Bu amaçla koagülaz, clumping 

faktör ve protein A gibi önemli virülens genleri 
kullanılmaktadır (Wang ve ark., 2016). Nitekim, koagülaz 

fibrinojeni fibrine dönüştürerek plazmayı pıhtılaştıran 

hücre dışı bir proenzimdir. S. aureus için patojenite kriteri 
olarak kabul edilen bu enzimin saptanması, patojen 

stafilokokları koagülaz negatif stafilokoklardan ayırt 
etmek için rutin test olarak kullanılmaktadır (Tiwari ve 

ark., 2008; Thomas ve ark., 2019). Fenotipik olarak S. 

aureus olarak identifiye edilen izolatlarda coa gen 
varlığının ve bu geni taşıyan suşlardaki genetik 

polimorfizmin belirlenmesi ile koagülaz üretiminin 

fagositoz gibi konakçı savunmasıyla karşılaşıldığında 
bakteriyel üremeyi sağladığı ve dolayısıyla enfeksiyonu 

arttırdığı göz önüne alınacak olursa, bu faktördeki genetik 

yapı farklılıklarının ortaya konmasının önemi 
anlaşılabilmektedir (Aarestrup ve ark., 1995; Noerem ve 

ark., 2020). Ayrıca, coa geninin PZR amplifikasyonu, tüp 

koagülaz testi ile karşılaştırıldığında altın standart olarak 
kabul edilmektedir (Tiwari ve ark., 2008; Kadiroğlu ve 

ark., 2019). Bu çalışmada, örneklerden elde edilen 

koagülaz pozitif S. aureus izolatlarının yaklaşık 
%68,2’sinde 800 bç (%40,9) ve 750 bç (%27,2) moleküler 

ağırlığa sahip amplifikasyon ürünleri elde edildi. Aynı 

yöntem ve COAG2 - COAG3 primerleri kullanılarak 
yapılan önceki çalışmalarda hayvan orjinli S. aureus 

izolatlarında sadece tek banttan oluşan amplifikasyon 

ürünleri saptanmıştır (Schlegelova ve ark., 2003). Ancak, 
Coa-PZR’da çift bant oluşması, insan orijinli bazı 

izolatlarda gözlemlenmiş olup (Goh ve ark., 1992; Naorem 
ve ark., 2020), bu durum çalışan kişilerin ellerinden 

kaynaklanan bir kontaminasyonu akla getirmektedir. 

Ancak yine de bulaşmada önemli bir rolü bulunan 
personelin gerekli hijyenik tedbirleri almasıyla, özellikle 

çıplak elle işlem yapılan işletmelerde, bulaşmaların 

minimum seviyelere indirilmesinin sağlanabileceği ve 
dolayısıyla gıda zehirlenmelerine karşı yapılan kontrol ve 

eradikasyon çalışmalarında bu durumun göz önünde 

bulundurulması gerektiği kanısına varıldı. Bu çalışmada 
çift bant amplifikasyon ürünü gözlenmedi. Ancak, Gökdağ 

ve Çiftçi (2021) tarafından mastitisli sığırlardan izole 

edilen stafilokoklarda virülens gen profillerini inceledikleri 
bir çalışmada 86 S. aureus izolatının 61 (%70,9)’inde coa 

geni tespit edilmiş ve coa geni pozitif izolatlarda on farklı 

gen polimorfizmi tespit edilmiştir. Araştırmacılar, 
mastitisli sığırlardan elde edilen S. aureus izolatlarında coa 

geni açısından polimorfizmlerin bulunmasının izolatların 

farklı olması ile açıklamışlardır.  
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Şekil 1. Staphylococcus aureus izolatlarının coa-PZR 

ürünlerinin elektroforez jel görüntüsü (M: DNA Ladder (100 bç), 

1-2: 700 bç amplifikasyon ürünleri, 3-4: 750 bç amplifikasyon 

ürünleri, 5-7: 800 bç amplifikasyon ürünleri, 8-10: 950 bç 

amplifikasyon ürünleri, 11-13: 1400 bç amplifikasyon ürünleri). 

Figure 1. Agarose gel electrophoresis of coa-PCR results in 

Staphylococcus aureus isolates. (M: 100 bp DNA Ladder, 1-2: 

Isolates forming bands at the size of 700 bp: 3-4: 750 bp, 5-7: 800 

bp, 8-10: 950 bp, 11-13: 1400 bp). 

Şekil 2. Staphylococcus aureus izolatlarının clfA genine ait 

elektroforez jel görüntüsü (M: 100 bç DNA Ladder, 1-11: 1000 bç 

bant oluşturan örnekler, 12: Negatif Kontrol, 13: Pozitif Kontrol 

(ATCC 25923). 

Figure 2. Agarose gel electrophoresis of clfA PCR results in 

Staphylococcus aureus isolates. (M: 100 bp DNA Ladder, 1-11: 

Isolates forming bands at the size of 1000 bp; 12: Negative 

control, 13: Positive control-ATCC 25923). 

  

  
Şekil 3. Staphylococcus aureus izolatlarının Protein A (spa)’nın 

IgG bağlayan bölgesini kodlayan genin elektroforez jel görüntüsü 

(M: 100 bç DNA Ladder, 1-11: 920 bç bant oluşturan örnekler, 

12: Negatif Kontrol, 13: Pozitif Kontrol (ATCC 25923). 

Figure 3. Agarose gel electrophoresis of Protein A spa-IgG PCR 

results in Staphylococcus aureus isolates. (M: 100 bp DNA 

Ladder, 1-11: Isolates forming bands at the size of 920 bp; 12: 

Negative control, 13: Positive control-ATCC 25923) 

Şekil 4. Staphylococcus aureus izolatlarının Protein A’nın spa-X 

bölgesini kodlayan genin elektroforez jel görüntüsü (M: 100 bç 

DNA Ladder, 1: 190 bç, 2: 210 bç, 3: 240 bç 4: 270 bç 5: 290 bç, 

6: 320 bç, 7: 350 bç). 

Figure 4. Agarose gel electrophoresis of Protein A spa-X PCR 

results in Staphylococcus aureus isolates. (M: 100 bp DNA 

Ladder, 1: 190 bp; 2: 210 bp, 3: 240 bp 270 bp 5: 290 bp, 6: 320 

bp, 7: 350 bp). 
 

Bu çalışmada S. aureus izolatının tamamının clfA 
genini taşıdığı tespit edildi. Daha önce yapılan çalışmaların 

büyük çoğunluğunda da coa geni yönünden pozitif S. 
aureus izolatlarının hepsinde clfA geninin de pozitif olduğu 

rapor edilmiştir (Reinoso ve ark., 2008; Karahan ve ark., 

2011).  Farklı hayvan türlerine (sığır, koyun, keçi ve tavuk) 
ait et ve gıdaların hazırlandığı yüzey örneklerinden elde 

edilen S. aureus izolatlarında clfA geni yönünden pozitif 

bulunan örneklerin tamamı yaklaşık olarak 1000 bç 
moleküler uzunluğunda bant oluşturdu. Bu çalışmaya 

benzer şekilde Salasia ve ark. (2004) inceledikleri 

izolatların tamamında yaklaşık olarak 1000 bç’lik bir 
amplikon elde etmişler ve bu gen bölgesi için herhangi bir 

polimorfizme rastlamamışlardır. Ancak, bazı çalışmalarda 

bulunan sonuçlarda incelenen izolatların çoğunda 1000 bç 
moleküler uzunluğundaki amplikonların yanı sıra az 

sayıdaki izolatta yaklaşık olarak 900-950 bç uzunluğunda 

amplikonlar da tespit edilmiştir (Reinoso ve ark., 2008; 
Karahan ve ark., 2011).  

S. aureus’un kolonizasyonu konakçı hücre yüzeyine 
tutunması ile başlar ve bu bakteride bulunan adezinler 
aracılığıyla gerçekleşmektedir. S. aureus’ta bulunan 
adezinlerin çoğu, Protein A (spa) olarak adlandırılan hücre 
peptidoglikanlarında bulunan proteinlerdir (Berry ve ark., 
2022).  S. aureus izolatlarında hem spa’nın IgG bağlayan 
bölgesinin hem de X bölgesinin PZR ile amplifikasyonu ve 
ardından tekrar ünitelerinin sayısının analiz edilmesi 
özellikle farklı orijinli izolatların ayrımı için uygun bir 
metot olarak kabul edilmektedir (Frenay ve ark., 1996; 
Latifpour ve ark., 2022). Çalışma kapsamında farklı 
hayvan türlerine ait et ve gıdaların hazırlandığı yüzey 
örneklerinden elde edilen izolatların tamamında yaklaşık 
olarak 920 bç moleküler uzunlukta amplikonlar tespit 
edildi. Karahan ve ark. (2011) tarafından önceki çalışmada 
spa-IgG’nin 920 bç ve 750 bç uzunluğunda amplikon 
oluşturan ürünler içerdikleri bildirilmiştir. Ancak, Reinoso 
ve ark. (2008) yaptıkları çalışmada, sığırlardan elde edilen 
izolatların tamamında 920 bç’lik amplikon tespit ederken 
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insan izolatlarında 750 bç’lik amplikonları da 
gözlemlediklerini bildirmişlerdir (Reinoso ve ark., 2008). 
Bu çalışmada elde edilen sonuçlara göre hem yüzey hem 
de et örneklerinden sadece 920 bç’lik amplikonlar elde 
edildi ve daha önce yapılan çalışmaların sonuçları birlikte 
değerlendirildiğinde sığır mastitislerinden elde edilen S. 
aureus izolatları ile insan izolatları arasında bir ilişkinin 
bulunabileceği düşünülebilir. Bu durum muhtemelen et 
işleme üretimi esnasında gıda işçileri tarafından 
kaynaklanan bir kontaminasyondan dolayı olabilmektedir.  

Et ve yüzey örneklerinde elde edilen izolatların 
tamamında spa’nın X bölgesinde yaklaşık olarak 190, 210, 
240, 270, 290, 320 ve 350 bç moleküler uzunlukta ve 
sırasıyla 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12 tekrar ünitesine sahip olan 
amplikonlar elde edildi. spa’nın X bölgesinin çoğaltılması 
S. aureus izolatları arasındaki farklılıkların çok kısa bir 
sürede ortaya konması için uygun bir hedef gen bölgesi 
olarak gösterilmiştir (Reinoso ve ark., 2008; Karahan ve 
ark., 2011). Özellikle tekrar ünitelerinin sayısına göre 
farklı orijinli izolatlar ilişkilendirilebilir veya aynı orijinli 
izolatlarda dağılımın ne oranda olduğu tespit edilmek 
suretiyle coğrafik olarak farklı bölgelerdeki izolatlar 
arasındaki ilişkiler ortaya konabilir. Bu araştırmada 
predominant olarak 290 bç büyüklüğünde 10 tekrar 
ünitesine sahip izolatlar baskın olarak belirlendi (n=60; 
%54,5). Bunu sırasıyla 12, 11 ve 7 tekrar ünitesine sahip 
izolatlar izledi. Karahan ve ark. (2011) sığır orijinli 
izolatlar üzerinde yaptıkları bir çalışmada, bu araştırmada 
elde edilen bulgulara yakın bulgular tespit etmişlerdir 
(n=56; %60,9). Bu çalışma ile Türkiye’deki S. aureus 
izolatları arasında yediden daha fazla tekrar ünitesine sahip 
olan suşların daha yaygın olduğu belirlendi.  spa’nın X 
bölgesi PZR sonuçlarına bakıldığında; 6-12 arasında 
değişen sayıda tekrar ünitesine sahip yedi farklı moleküler 
uzunlukta amplikon tespit edilmesi, bu bölgenin 
amplifikasyonunun coa-PZR amplifikasyonuna göre ayrım 
gücünün daha yüksek olduğu kanısını doğurmaktadır. 
 
Sonuç  

 
Sivas ilinden toplanan farklı hayvan türlerine ait et ve 

yüzey örneklerinden elde edilen S. aureus izolatlarında, 
önemli virülens genlerinden koagülaz (coa), clumping 
faktör (clfA) ve protein A (spa)’nın IgG ile spa-X 
bölgesinin de bulunduğu tespit edildi. Bu gen 
bölgelerindeki polimorfizmlerin saptanması ve elde edilen 
bulguların değerlendirilmesiyle, özellikle spa geninin X 
bölgesinin PZR amplifikasyon sonuçlarının S. aureus 
izolatlarının dağılımı hakkında detaylı bilgiler edinilmesi 
açısından son derece faydalı bir metot olarak coa genine 
alternatif olarak kullanılabilmektedir. Ayrıca,  S. aureus 
izolatlarındaki virülens genlerinin geleneksel yöntemlere 
göre çok sayıda örneğin hızlı bir şekilde tespit edilmesi 
stafilokokal enfeksiyonlara karşı etkili kontrol 
stratejilerinin geliştirilmesi ve halk sağlığının korunmasına 
katkı sağlayacağı düşünülmektedir. Farklı kaynaklardan 
elde edilen Stafilokok izolatları ile daha kapsamlı 
çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.  
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