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Ozet: Bu galismada, Van otlu peynirlerinde enterotoksijenik Staphylococcus aureus suslarmin varlig1 ve
peynirde enterotoksinin olup olmadigini aragtirmak amaglanmistir, Bu amagla, toplam 50 adet otlu peynir 6rnegi
kimyasal, mikrobiyolojik ve serolojik olarak analiz edilmistir. Orneklerde pH ve aw degeri ve tuz miktarlary,
ayni sirayla ortalama 4.445, 0.903 ve %6.211 olarak belirlenirken, toplam aerobik canli, enterobakteri,
laktobasillus, maya/kiif ve mikrokok/stafilokok sayisi sirastyla ortalama 6.767, 3.523, 6.844, 5.783 ve 4.927
log/g seviyesinde saptanmustir. S. aureus, 6rneklerin sadece 7 (014)'sinde belirlenmis olup 8.4x10" ile 5.2x10*
kob/g seviyesinde tespit edilmistir. izole edilen 7 (%14) S. aureus susundan 3 (%42.8)"iniin enterotoksin C
olusturdugu belirlenmistir. Higbir Srnekte toksin bulunamamuistir. Sonug olarak, incelenen otlu peynir
orneklerinde enterotoksin tesbit edilmemis olmakla birlikte, 5rneklerin %14'inde S. aureus bulunmasi ve
bunlarin %42.8'inin enterotoksijenik olmasi, bu peynirlerin gida zehirlenmesi agisindan potansiyel bir risk
olusturabilecegini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Otlu peynir, Staphylococcus aureus, enterotoksin

A study on the presence of enterotoxigenic Staphylococcus aureus strains and enterotoxin in
Herby-Cheeses

Abstract: In this study, the presence of enterotoxigenic Staphylococcus aureus strains and enterotoxin in Van
Herby-Cheese was investigated. For this purpose, 50 cheese samples were analysed microbiologically,
chemically and serologically. The pH and a, values and salt levels were 4.445,0.903 and 6.211 % respectively.
The total organisms, enterobacteria, lactobacillus, yeast/mould and micrococcus/staphylococcus number were
6.767, 3.523, 6.844, 5.783, 4.927 log/g respectively. The presence of S. aureus was found only in 7 (14 %)
samples and their levels were between 8.4 x 10" and 5.2 x 10 cfi/ g. Of the isolated 7 (14 %) S. aureus strains 3
(42.8 %) were determined as enterotoxin type C. Enterotoxin was found in no samples. As a result, although
enterotoxin was not found in any Herby-Cheese samples. S. aureus was found in 14% of the samples. 42.8% of
them was enterotoxigenic and this indicates that the examined cheese could create serious health problem.

Key Words: Herby-Cheese, Staphylococcus aureus, enterotoxin

*Bu ¢alisma TUBITAK (Ankara) tarafindan desteklenmigtir (VHAG-1497).
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Otlu peynirlerde enterotoksijenik Staphylococcus aureus... suslart

GIRIS

Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgesinde
szellikle Van, Siirt ve Diyarbakir illerinde tiretilen
otlu peynir, yore insani tarafindan sevilerek
tilketilen ve genis tiikketim hacmi olan bir siit
{iriintidiir. Otlu peynirin tiretimi geleneksel olarak
¢ig siitten ve ilkel usullerle yapilmaktadir (1-3). Bu
da gida zchirlenmelerinde rol oynayan bir cok
patojenin bu iiriinde bulunma olasiligini
artirmaktadir. Peynirlerde siklikla izole edilen
patojenlerden olan ve insanlarda besin
zehirlenmelerinin ¢nemli bir kismim olusturan
enterotoksijenik Staphylococcus aureus
peynirlerde rahatlikla gelisebilmektedir (4, 5).

Ubiquiter (her yerde bulunma) ozellige
sahip bir mikroorganizma olan S. aureusun
gidalara bulagmasi genel olarak insanlar, hayvanlar
ve ekipmanlar vasitasiyla olmaktadir (6, 7). S.
aureus'un farkli suslari insaniarin el, burun ve
bogaz gibi farkli bolgelerinde bulunabilmekte (8-
11) ve siit ve diriinlerine bu yoldan
bulasabilmektedir (9, 10, 12, 13). Ozellikle
mastitisli hayvanlardan sagilan siitler
enterotoksijenik S. aureus suglarmin 6nemli bir
kaynagmi olusturmaktadir (9, 10, 14,15, 16).

Yapilan arastirmalarda, gida
intoksikasyon olaylarinda siit ve siit tiriinlerinin
onemli rol oynadigr anlagilmistir (17-19). Bunlar
icerisinde peynir, S. aureus zehirlenmelerine en
ok sebep olan bir siit tirtintidiir (20-22). Konu ile
ilgili yapilan arastirmalarda, S. aureus ve
toksinleri gesitli tip peynir drneklerinde tespit
ediimistir (23-27). Van'da, otlu peynirlerin
mikrobiyolojik kaliteleri iizerine yapilan
calismalarda, bir ¢ok mikroorganizmanin ve
besin zehirlenmeleri arasinda 6nemli bir yeri
olan stafilokoklarmn varlig: tespit edilmigtir (28-
31).

Bu calismanin amact; Van ve yoresinde
yaygin olarak tiiketilen otlu peynirlerde,
enterotoksijenik S. aureus suslari ve enterotoksinin
olup olmadigin1 aragtirmaktir.

MATERYALVE METOT

Bu calismada; Van'da tiiketime sunulan otlu
peynirlerden aseptik sartlarda 200'er g alinan
toplam 50 adet ornek sofuk zincir altinda
laboratuvara getirilerek ayni giin analizleri
yapilmigtir. -

Mikrobiyolojik analizler kapsaminda aerob

genel canli, laktobasillus, enterobakteri ve
maya/kiif sayilart dékme plak teknigi ile
belirlenirken, mikrokok/stafilokoklarin sayisi da
yayma metodu ile tespit edilmistir (32,33).
Orneklerin alinisi ve dilusyonun
hazirlanmasi: Mikrobiyolojik yonden analizi
yapilacak her bir 6rnek steril stomacher
torbalarinda 10'ar g tartilarak {izerine 90'ar ml steril
peptonlu fizyolojik tuzlu su (%0.85 NaCl %0.1
pepton) ilave edilip stomacherde 2 dakika stireyle
homojenize edilmigtir. Bu sekilde 1:10
sulandirilmast saglanan 6rnedin homojenizatindan
10"ekadar desimal diliisyonlar1 hazirlanmigtir.
Bakteri sayisimin degerlendirilmesi: Plate
Count Agar'da iireyen kolonilerin tamami aerob
genel canli olarak degerlendirilmistir. Violet Red
Bile Glucose Agar'da 1-2 mm ¢apinda, kirmiz ve
etrafinda halka seklinde hale olusturarak iireyen ve
oksidaz testi negatif sonug veren tiim koloniler
enterobakteri olarak sayimugti. M17 Agar'da
iireyen, en az Imm biiyiikliigiinde ve katalaz testi
pozitif sonug veren koloniler laktobasillus olarak
degerlendirilmistir. Potato Dextrose Agar'da
iireyen tiim koloniler maya/kiif olarak sayilmustur.
Baird Parker Agar'da iireyen 1-3 mm capinda
parlak, siyah (tellurit reaksiyonu) etrafi haiesiz
koloniler ile etrafi bir hale ile ¢evrili koloniler
(yumurta sarisi veya lesitinaz reaksiyonu)
mikrokok/stafilokok olarak sayilmistir. Bu
koloniler icerisinden Staphylococcus aureus'un
identifikasyonu igin 5 tipik ve/veya atipik koloni
segilerek Staphytect Plus testi uy gulanmustir.
Enterotoksin S. aureus suslarinin
belirlenmesi:  Enterotoksin olusturan .
aureus'larim belirlenmesi Reversed Passive Latex
Agglutination ticari test kiti ile
gerceklestirilmigtir. Bu test kiti ile, orneklerden
izole edilen S. aureus'lar A, B, C ve D tipi toksin
olusturma yetenekleri yoniinden test edilmistir.
Bu amagla; S aureus'lar tek koloni halinde 10 ml
BHI buyyona inokiile edilmis ve 37°C'de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkubasyon sonrasi buyyon
kiltiirleri 4°C'de 900 g'de 30 dakika siireyle
santrifiije edilmigtir. Santrifiij sonrasi elde edilen
supernatantta toksin aranmuistir (34, 35).
Peynirlerde enterotoksin belirlenmesi:
Peynirlerde enterotoksin tayininde, 10 g peynir
ornegi 10 mil steril serum fizyolojik ile
homojonize edilerek daha sonra 4°C' de 900 g'de
30 dakika santrifiije edilmistir. Ustte kalan siv1
0.20 m'lik membran filtreden (Minisart N,
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SARTORIOUS) siiziilerek siiziintiide AB,CveD
tipi enterotoksin varligi Reversed Passive Latex
Agglutination Test Kiti (SET-RPLA,TD-
900,0X0ID) ile incelenmistir (34,35).
Staphytect Plus ve RPLA testlerinin
pozitif kontrollerinde Dr. B. Holmes, NCTC
(National Coolection of Type Cultures

Public Health Laboratory Service,
Londra)'den temin edilen SEA 10652 FDA.
196E, SEB 10654 FDA 243, SEC 10655
137 ve SED 10656 494 S aureus suslart ve
negatif kontrollerde ise Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Ana
Bilimdali'ndan temin edilen S epidermidis-33 susu
kullamImustir.

Tablo 1. Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan besiyerleri ve inkubasyon kosullar

Mikroorganizma Besiyerleri Inkiibasyon kosullari
Aerob Genel Canli Plate Count Agar (Oxoid, CM325) 30°C, 48-72 saat, Aerob
Enterobakteri Violet Red Bile Glucose Agar (Oxoid, CM485) 30°C, 48-72 saat, Aerob
Laktobasillus MI7 Agar (Oxoid, CM785) (pH 5.7) 35°C, 48saat, Aerob
Maya/Kiif Potato Dextrose Agar (Oxoid, CM139) (pH3.5)  25°C, 5.7 giin, Aerob
Mikrokok/Stafilokok Baird Parker Agar (Oxoid, CM275) 37°C, 48 saat, Aerob

Fiziko-kimyasal analizler: Orneklerin pH
degerleri 6l¢iimii pH metre ile (NEL
ELEKTRONIK, pH890) mikrobiyolojik analizler
tamamlandiktan sonra gerceklestirilmistir. Su
aktivitesi (a,) degeri tespitinde Rédel ve ark. (36)
tarafindan gelistirilen A _-Wert-Messer (LUFT)
cihazi kullanilmustr.

Peynir orneklerinde  tuz miktar1 ve
olgunlasma degerinin belirlenmesi Kurt ve ark.
(37)'nmn 6nerdigi sekilde yapilmistir.

BULGULAR
Incelenen otlu peynir 6rneklerinin kimyasal
analiz sonuglar1 Tablo 2'de, mikrobiyolojik analiz

sonuglari ise Tablo 3'de toplu olarak sunulmustur.
Incelenen 6rneklerde aerobik genel canli,
enterobakteri, laktobasillus ve maya/kiif sayilar
ortalama olarak sirasiyla 6.767, 3.523, 6.844 ve
5.783 log/g seviyesinde bulunmustur. Orneklerde
mikrokok/stafilokok sayisi ortalama 4.927 log/g
olarak saptanmustir (Tablo 3). S, aureus, érneklerin

sadece 7 (%14)'sinde belirlenmistir. Bu érneklerde
8.4x10"ile 5.2x10*kob/ garasinda tespit edilmistir.
Otlu peynir orneklerinin tamaminda S aqureus
sayist 2 log/g ile 4.71 log/g arasinda ve ortalama
0.505 log/g olarak saptanmistir (Tablo 3).

[zole edilen 7 (%14) S. aureus susundan 3 (%
42.8)'iniin enterotoksin C sentezledigi tespit
edilmistir. Ayrica ¢alisgmada, otlu peynir
Orneklerinde enterotoksin varligr incelenmis ve
drneklerin hig¢birinde enterotoksin tespit
edilememistir.
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Tablo 2. Otlu Peynirlerin Kimyasal Analiz Bulgular:

Incelenen Parametre n X Sx Minimuam Maximum
pH 50 4.445 0.054 4.336 4.554
Ay 50 0.903 0.004 0.896 0.911
Tuz (%) 50 6.211 0.225 5.760 6.663
Tablo 3. Otlu Peynirlerin Mikrobiyolojik Analiz Bulgular (log/g)

Mikroorganizma n X Sx Minimum Maximum
Aerobik Canli Sayisi 50 6.767 0.153 6.460 7.074
Enterobakteri 50 3.523 0.339 2.844 4.204
Laktobasillus 50 6.844 0.177 6.450 7.200
Maya/Kiif 50 5.783 0.120 5.541 6.025
Mikrokok/Stafilokok 50 4.927 0.209 4.507 5.348
S. aureus 50 0.505 0.186 <2 4.710

TARTISMAVE SONUC bildirilirken, Notermans ve ark. (44)lari toksin

Bu c¢alismada, 50 adet otlu peynir
orneginde, enterotoksijenik S. aureus suslarinin
varlig1 ve peynirlerde enterotoksin olup olmadig
arastirildi.

Gidalarda S. aureus'un gelismesi ve toksin
olusturmas bir ¢ok faktsre baghdur. Bunlar; pH,
tuz miktari, a, degeri, rekabetgi mikroflora ve gida
maddesinin kimyasal igerigidir (7, 22, 38, 39).
Bununla birlikte gidada bulunan rekabetci floranin
engelleyici veya destekleyici etkisinin de
bulundugu bildirilmistir (38, 39, 48).

Peynir sahip oldugu pH, tuz, a, ve besin
igerigi yoniinden S. aureus'un geligimi igin uygun
bir ortamdir. Tatini (40), S. aureus'un gelistigi pH
degerinin minimum 4.0 ve optimum 6.0-7.0
oldugunu bildirmistir. Suslar arasinda farkliiklar
olmasmna ragmen genellikle pH 5.0 ve altinda
enterotoksinlerin ¢ok az olustugu veya olusmadig
bildirilmistir (41). Bu ¢alismada inceledigimiz
peynir Orneklerindeki pH degerleri belirtilen
minimum pH degerinden yiiksek olup 4.336-4.554
arasinda bulunmustur. S. aureus'un gelismesi i¢in
minimum a, degeri 0.83 (40) ve 0.86 (43) olarak

olusumu igin S. auwreus'un gelisiminden daha
yiksek su aktivitesine ihtiyac oldugunu
bildirmislerdir. Toksin olusturan suslar arasinda da
su aktivitesi ihtiyaglar1 yoniinden farkliliklar
vardir. Notermans ve Heuvelman (45) yiiksek
stafilokok sayisina ragmen 0,93 su aktivitesinde B
ve C tipi enterotoksin tespit edememislerdir. Lotter
ve Leistner (46) yaptiklar arastirmada enterotoksin
A olusturan suslarm, Ewald ve Notermans (47 ise
enterotoksin D olugturan suglarin 0,86 su
aktivitesinde toksin olusturabileceklerini
saptamuslardir. Bu calismada inceledigimiz peynir
orneklerindeki su aktivitesi bu smnirlar icerisinde
olup 0,896 ile 0,911 arasindadir. Tuz, ortamin a,
degerini diistirerek rekabetgi floray1 baskilamasi
(42) ve ayrica pH degerini yiikseltmesi ile (3 8) S.
aureus gelisimini ve enterotoksin olusturmasim
olumlu etkilemektedir. Tatini (40) S aureus'un
gidalarda % 0-20 arasindaki tuz
konsantrasyonlarinda gelisebildigini ve % 0-10
arasindaki tuz konsantrasyonlarinda ise toksin
olusturdugunu bildirilmigtir. Bu ¢alismada peynir
ornekierindeki ortalama tuz miktar1 % 6.211 olarak
tespit edilmis olup aragtiritinin bildirdigi degerler
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arasindadir.

Cesitli peynirler {izerinde yapilan
calismalarda siite katilan starter kiiltiiriin ve cig
stitiin dogal mikroflorasinin S, aureus'un geligimini
ve enterotoksin olusumunu inhibe ettigi
bildirilmigtir (48, 49). Gidanin icerdigi rekabetci
mikroflora sayisinin S. aureus sayisindan daha
diisiik oldugu durumlarda enterotoksin sentezi
engelenememektedir (38). Tatini ve ark. (50), ¢ig
stiitte S. aureus'un rekabetci mikrofloradan
etkilendigini, 1s1 islemi gérmiis siitlerde ise daha

kolay iiredigini ve toksin olusturabildigini-

bildirmislerdir.

Bu ¢aligmada, incelenen érneklerde toplam
aerobik canli, enterobakteri, laktobasillus ve
maya/kiif sayilari sirasiyla ortalama 6.767, 3.523,
6.844 ve 5783 log/g seviyesinde bulunmustur.
Orneklerde mikrokok/stafilokok sayist ortalama
4.927 log/g olarak saptanmistir (Tablo 3). 8. aureus
analizi yapilan &rneklerin sadece 7 (%14)'sinde
belirlenmis ve sayis1 8.4x10" ile 5.2x10" kob/g
arasinda tespit edilmigtir (Tablo 3). S qureus
tespit edilen peynir 6rneklerinin orani, bazi
aragtiricilarin (27, 51-54) buldugu degerlerden
yiksek ve bazilarinin (4, 58, 56) saptadig:
degerlerden diigiiktiir. Bu farkhihklar, kullanilan
hammaddenin hijyenik kalitesinden, farkli
olgunlastirma sartlarindan ve iiretimden tiiketime
sunuluncaya kadar uygulanan hijyenik kosullardan
kaynaklanabilir.

Carter ve ark. (57), izole edilen S. qureus
suslarimin yaklasik % 50'sinin 1 veya daha fazla
tipte enterotoksin olusturabilecegini
bildirmiglerdir. Bu ¢alismada izole edilen 7 (%14)
S. aureus susundan 3 (% 42.8)'iiniin enterotoksin C
sentezledigi tespit edilmistir Bu- deger bazi
aragtiricilarin (4, 5, 17, 27, 58, 59) buldugu
oranlardan yiiksek, Carter ve arkadaslarmin (57
bildirdigi degere yakin bulunmustur.

Ayrica bu ¢alismada, otlu peynir 6rnekleri
S. aureus enterotoksinlerinin (Enterotoksin A,B,C
ve D) varligi yoniinden de incelenmis ve 6reklerin
hi¢birinde enterotoksin tespit edilememigtir.
Enterotoksin olusumu igin, ortamda bulunan
enterotoksijenik S. aureus'larin belirli bir sayisal
yogunluga ulagmasi gerekmektedir. Genel olarak
enterotoksijenik S. aureus sayisi ortamda 10° kob/g
(60) ve daha fazla diizeyde olursa toksin
olugabilecegi bildirilmektedir (39, 61). Baz
arastiricilar pH'nin S aureus'un gelisimi iizerine
inhibe edici etkisi oldugunu (42, 62) ve rekabet¢i

mikrofloranin enterotoksin olusumunu
baskiladigini (48, 49, 63) bildirmislerdir. Incelenen
otlu peynir 6rneklerinin hi¢birinde enterotoksin
saptanamamast; 6rneklerdeki pH'min diisiik (Tablo
2) ve rekabet¢i mikrofloranin dominant (Tablo 3)
olmasindan kaynaklanabilir. Diisiik pH ve
dominant mikroflora da, S auwreus'un toksin
olusturabilecek . diizeye ulasamamasina ve
enterotoksin olusturma yetenegini baskilamasina
neden olmaktadir.

Sonu¢ olarak, incelenen otlu peynir
orneklerinde enterotoksin tesbit edilmemis
olmakla birlikte, érneklerin %14%inde S aureus
bulunmasi ve bunlarin %42.8'inin enterotoksijenik
olmasi, bu peynirlerin gida zehirlenmesi agisindan
potansiyel birrisk olugturabilecegini gostermistir.
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