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CESITLIi HAYVANSAL GIDA URUNLERINDE
STAFILOKOKAL ENTEROTOKSIN VARLIGININ BELIRLENMESI

Ugur GUNSEN* Tolga YAROGLU** Cemal YILMAZ***
OZET

Toplam 230 hayvansal gida uruninde (50 sise ambalajli pastérize sut, 40 beyaz peynir, 40 taze kasar
peyniri, 35 fermente sucuk, 40 sosis, 25 salam) stafilokokal enterotoksin varhigi ve tipi ELISA teknigi kullanilarak
arastirildi. Temmuz ve Agustos aylarina ait 2 adet pastorize sutve Eylul ayina ait 1 adet beyaz peynir ve 1 adet
kasar peyniri 6rne@i olmak tzere toplam 4 adet Urinde stafilokokal enterotoksin tip A saptandi. Sonuc olarak,
50 adet sise ambalajli pastdrize sit 6rnegdinin 2 (% 4)'sinin, 40 adet beyaz peynir 6rneginin 1 (% 2.5)’inin ve yine
40 adet kasar peynir 6rneginin 1 (% 2.5)’inin stafilokokal enterotoksin bakimindan Tirk Gida Kodeksi'ne uygun
olmadig! ve tuketici saghgi bakimindan risk olusturabilecekleri kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Enterotoksin, ELISA, hayvansal gida urdnleri
SUMMARY

Determination of the Presence of Staphylococcal Enterotoxin in Some Animal Food
Products

Totally 230 animal food products (50 pasteurized milk in bottles, 40 Turkish vvhite cheese, 40 kashar
cheese, 35 fermented sausage, 40 sausage and 25 salami) were analysed for the presence of staphylococcal
enterotoxin and type of toxin using ELISA. Staphylococcal enterotoxin type A vvere determined in 4 samples (2
pasteurized milk on July and August, 1 Turkish vvhite cheese and 1 kashar cheese on September). As a result,
2 (4 %) out of 50 pasteurized milk in bottles, 1 (2.5 %) of 40 Turkish vvhite cheese and 1 (2.5 %) of kashar cheese
did not fit to Turkish Food Codex and vvould pose a risk to consumer health for the staphylococcal enterotoxin.

Key Words: enterotoxin, ELISA, animal food products
1. GIRIS

Staphylococcus aureus, dogal olarak insan ve hayvanlarin deri, el ve burun floralarinda bulunur.
S. aureus'un 6nemi insan ve hayvanlardaki enfeksiyonlarin yanisira gida zehirlenmelerine neden
olmasindan da kaynaklanmaktadir (Banvvart, 1989).

Stafilokokal gida zehirlenmeleri, enterotoksijenik stafilokok turlerinin gidalarda Uremeleri
sirasinda sentezledikleri, sindirim sistemi lzerine etkili enterotoksinlerin meydana getirdigi gida
kaynakli intoksikasyonlardir. Cesitli Ulkelerdeki rastlanma sikligi cografik kosullara ve beslenme
aliskanliklarina bagl olarak degismektedir. Gorllen vakalardaki 6lum orani dusik ve klinik belirtileri
de hafif olmakla birlikte en sik gorilen gida intoksikasyonlarindan biri olup, biyik ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Klplilu ve ark., 2002; Alisarli ve ark., 2002).

S. aureus'un tim varyeteleri enterotoksijenik degildir. Payne ve Wood (1974), et, sit ve diger
gidalarda belirlenen S. aureus varyetelerinin % 6.25'inin enterotoksin olusturabildigini belirlemislerdir.
Stafilokokal intoksikasyon tehlikesi, enterotoksijenik stafilokoklarin gidalarda en az 103kob/g diizeyine
ulasmasindan sonra olusmaktadir. intoksikasyonun siddeti alman toksin diizeyine bagh olarak
degismektedir (Bergdoll, 1991). Evenson ve ark.(1988), 100 - 200 ng. diizeyindeki enterotoksin A
(SEA)'nin gida intoksikasyonunu baslattigini bildirmektedir. Belirtiler genellikle toksin iceren gidanin
vicuda alinmasindan 2 - 4 saat sonra ortaya ¢ikar. Hastalik kusma, ishal, bas agrisi, terleme, vicut
sicakliginda disme seklinde seyreder. Diger intoksikasyonlardan inkiibasyon siresinin kisa olmasiyla
ayrilir (Turantas ve Unlitirk, 1986; Gomez-lucia ve ark., 1987; Frazier ve VVesthoff, 1988).

Stafilokoklarin gida maddelerinde toksin olusturabilmesi, sadece bulunan suslarin patojenitesine
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bagl olmayip, blyik dlciide o gida maddesinin kimyasal bilesimine, pH, su aktivitesi ve redoks
potansiyeli degerlerine, Uretim sirasindaki sicaklik ve depolama kosullarina da baglidir. Protein ve
nisastaca zengin, tuz ve seker orani yiksek gidalar Gzerinde iyi gelisme gdsterirler. Bu nedenle et
ve et Urunleri, st ve sut Urunleri, kremalar, pudingler, firincilik Grinleri riskli gida gruplaridir. Toksin
15,6 °C ile 46,1 °C ler arasinda, 0.86 su aktivitesinin ve 5.15 pH’nin Gzerindeki ortam kosullarinda
olusabilmektedir (Lee ve ark., 1975; Gravani, 1984; Frazier ve Westhoff, 1988).

Basit protein yapisindaki enterotoksinin serolojik olarak belirlenen 7 tipi (A, B, C, C2, C3, D.
E) oldugu belirtiimisse de, toksin sok sendromu yapan ve TST-1 olarak adlandirilan F tipi ve son
zamanlarda belirlenen G ve H toksin tipleri ile birlikte toplam 10 ¢esit enterotoksin oldugu belirtiimektedir.
Gida intoksikasyonlarinda en ¢ok goriilen toksin tipinin, toksisitesi en yiuksek olan SEA oldugu, bunu
SEB ve SED tiplerinin takip ettigi arastiricilar tarafindan bildiriimektedir (Gilmour ve Harvey, 1990;
Isigidi ve ark., 1992; Su ve Wong, 1997).

Hayvansal gida drtnleri ile ilgili olarak yapilan literatiir taramalarinda, gerek Tirkiye ve gerekse
diger Ulkelerde fermente et Urlnlerinin, ¢ig veya isil islem uygulanmis sitler ile bunlardan yapilan
peynirlerin enterotoksin igerdikleri arastiricilar tarafindan bildiriimektedir (Barber ve Deibel, 1972;
Niskanen ve Nurmi, 1976; Ozalp ve ark., 1978; Yavuz, 1979; Bryan, 1980; Bacus ve Brown, 1981;
Metaxopoulus, 1981a; Kayihura ve ark., 1987; Bone ve ark., 1989; Umoh ve ark., 1990; Mutluer ve
ark., 1993; Vernozy-Rozand ve ark., 1998; Kupluli ve ark., 2002).

Bu calismada Bursa ili askeri birlikleri icin piyasadan temin edilen cesitli hayvansal gida
urunlerinde stafilokokal enterotoksin varligi ve tipi arastirilarak tiketici saghgi agisindan olusturabilecegi
risk duzeyi ortaya cikarilacaktir.

2. MATERYAL ve METOD
2.1. Materyal

Calismada, Bursa - Gemlik Askeri Veteriner Okulu ve Egitim Merkez Komutanligi Gida Kontrol
ve Arastirma Laboratuvari’nda, 2002 yili boyunca aylik olarak analiz edilen 50 sise ambalajli pastdrize
sit, 40 beyaz peynir ve 40 taze kasar peyniri 35 fermente sucuk, 40 sosis, 25 salam olmak Ulzere
toplam 230 adet hayvansal gida Uriinl arastirma materyalini olusturdu.

2.2. Metod
2.2.1. Enterotoksin Varhgi ve Tipinin Belirlenmesi:

Orneklerindeki stafilokokal enterotoksin varhigi ve tipi, duyarhlik limiti analiz edilen gida
ornegine gore 0.2 - 0.7 ng/ml. arasinda degisen Ridascreen® Set A, B, C, D, E ticari test kiti (Art.No.
R4101) kullanilarak ELISA teknigi ile (El x 800 Universal Microplate ELISA Reader) 450 nm. dalga
boyunda belirlendi (Anonymous, 2000).

2.2.1.1. Orneklerin hazirlanmasi:

St érnekleri serin ortamda 10°C’de 3500 g’de 10 dakika stire ile santriftj edilerek ylzeydeki
krema tabakasi tamamen uzaklastirildi. Yagi alinmis sit, distile su ile 1:20 oraninda sulandirildi ve
oda sicakhina getirilerek gézenek ¢apr 0.2 pm. olan steril filtreden (Sartorius, 11107-142-G) suzilerek
analize hazir hale getirildi.

Yag orani % 40'dan fazla olan 6rneklerde (beyaz ve taze kasar peyniri); 10 g. 6rnek iyice
ezilerek 15 mi. fosfat tampon cézeltisi (PBS, pH 7.4) ile homojenize edildi. 15 dak. calkalandiktan
sonra 15°C’de 3500 g’de 10 dak. siire ile santrifilj edildi. 5 mi. supernatant baska bir santrifiij tibiine
alinarak tizerine 5 mi. n-heptan (Merck-104379) ilave edildi ve 5 dak. iyice karistirildi. Takiben 15
°C’de 3500 g'de 5 dak. santriflj edilerek Ustteki yag tabakasi uzaklastirildi. Geriye kalan kisim steril
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filtreden gecirilerek analize hazir hale getirildi.

Yag orani % 40'dan az olan érneklerde ise (fermente sucuk, sosis ve salam); 10 g. 6rnek
iyice kiyillarak 15 mi. PBS, pH 7.4 ile homojenize edildi. 15 dak. calkalandiktan sonra 10°C’de 3500
g'de 15 dak. sire ile santrifij edilerek yluzeydeki yag tabakasi tamamen uzaklastirildi. Elde edilen
slipernatant gozenek c¢api 0.2 pm. olan steril filtreden siziilerek analize hazir hale getirildi.

2.2.1.2. Enterotoksin Tayini:

Ornek sayisi kadar spesifik antikor ile kaplanmis stripler mikro kuyucuk kasetine yerlestirildi.
Bir stripin A’dan E'ye kadar olan kuyucuklarina 100’er pl. drnek, F ve G kuyucuklarina 100’er pl.
negatif kontrol ve H kuyucuguna ise 100 pl. pozitif kontrol konarak oda sicakliginda 1 saat bekletildi.
Distile su ile 1'e 9 oraninda sulandirilarak hazirlanan yikama solisyonu ile 4 defa yikanan kuyucuklara
100%er pl. enzim konjugat ilave edilerek oda sicakliginda 1 sa. bekletildi. Yikama soliisyonu ile 4 defa
yikandiktan sonra her kuyucuga 50 pl. enzim substrat ve 50 pl. kromojen ilave edilerek karistirildi
ve karanlikta oda sicakhginda 30 dak. bekletildi. Stre sonunda her kuyucuga 100’er pl. stop soliisyonu
katilarak 450 nm.'de hava blankine karsi optik dansiteleri (OD) okundu.

2.2.2. Sonuclarin degerlendirilmesi:

Sonuglar, cut-off degeri kullanilarak degerlendirildi. Burada, F ve G kuyucuklarindaki negatif
kontrollerin OD’si 0.3’e esit veya disuk, pozitif kontrolin OD’si 0.5’e esit veya yiuksek olmalidir. Bu
kriterlerin saglanmadi§i durumlarda test tekrarlanmalidir. Cut-off degderinin hesaplanmasinda F ve
G kuyucuklarindaki negatif kontrollerin OD’si her 6rnek i¢in ayri ayri belirlendi ve absorbanslarinin
ortalamas| alinarak 0.15 eklendi. Ornegin OD’si cut-off degerine esit veya yiiksekse drnek pozitif,
cut-off degerinden disukse drnek negatif olarak kabul edildi.

3. SONUC ve TARTISMA

Tablo 1.de, Bursa ili askeri birlikleri igin piyasadan temin edilen gesitli hayvansal gida
Urtnlerinde stafilokokal enterotoksin belirlenen gidalar ve OD’leri gériilmektedir. Temmuz ve Agustos
aylarina ait 2 adet pastorize siit ile Eylil ayina ait 1 er adet beyaz ve kasar peyniri 6rnekleri olmak
Uizere toplam 4 adet Urtnde stafilokokal enterotoksin tip A saptandi. Stafilokokal enterotoksin belirlenen
pastdrize sut drneklerinin OD’leri 0.90 ve 0.92, peynir drneklerinin OD’leri ise beyaz peynirde 0.83,
kasar peynirinin 0.87 olarak belirlendi. Pastdrize sut ve peynir 6rneklerine ait pozitif kontrollerin OD’leri
ise sirastyla 0.52, 0.54 ve 0.52, 0.56 olarak saptandi. Orneklerde belirlenen OD’ler, pozitif kontrollere
ait OD’lerden bluyuk olmasiyla saptanan enterotoksin miktarinin, analizde kullanilan test kitinde st
ve sit Urtnleri igin verilen duyarhlik siniri olan 0.2 ng/ml. ve g.'dan daha fazla oldugunu gostermektedir.

Tablo 1 Stafilokokal Enterotoksin Belirlenen Gida Ornekleri.

Optik Enterotoksin Enterotoksin

ORNEK Dansite Miktar Tipi
Pastorize st 0,90 > 0.2 ng/ml. A
Pastorize sit 0,92 > 0.2 ng/ml. A
Beyaz peynir 0,83 > 0.2 ng/g. A
Kasar peynir 0.87 > 0.2 ng/g. A
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Turk Gida Kodeksi (Saglam, 1999)'ne gore, gidalarda stafilokokal enterotoksinlerin ELISA
testi ile tespit edilememesi gerekmektedir. Buna goére calismada incelenen 50 adet sise ambalajh
pastorize sit dérneginin 2 (% 4)’si, 40 adet beyaz peynir 6rneginin 1 (% 2.5)'i ve yine 40 adet kasar
peynir drneginin 1 (% 2.5)'i Tirk Gida Kodeksi (Saglam, 1999)'ne uygun degildir.

Kaplala ve ark.(2002), Ankara'da tiiketime sunulan pastérize sitlerde enterotoksin varligi ve
toksin tipinin belirlenmesi ile ilgili calismalarinda, analiz ettikleri 250 pastorize sut 6rneginden yaz ve
sonbahar aylarina ait, sise ambalajli 2 sut 6rneginde >0.1 ng/ml. dizeyinde SEA bulundugunu
bildirmiglerdir. Kayihura ve ark.(1987), inceledikleri 99 pastdrize situn 3’inde SEA olusturan S.aureus
izole etmislerdir.

Koagulaz (+) stafilokoklar, ineklerin meme enfeksiyonlarinda 6nemli derecede rol oynayan
mikroorganizmalar olarak bilinmektedir. Mastitisli memeden sagilan bir sutte, 1.5 x 107kob/ml.’den
fazla S. aureus bulunabilecegi belirtiimistir. Dolayisiyla ¢ig sutlerin stafilokoklar ile kontaminasyonu
oldukca kolaydir (Bartlett ve ark., 1991; Kinik ve ark., 1998). Omurtag ve ark. (1977), Denizli'de ¢ig
olarak satilan siitlerde, 40 6rneg@in % 62.5'undan, Kasimoglu (1978) ise Elazi§ yoresindeki ¢ig sitlerde
ve bunlardan yapilan peynirlerde % 31.9 oraninda koagulaz (+) stafilokok izole etmislerdir. Umoh ve
ark.(1990), 42 cig inek sutiintn 13'inden (% 31) enterotoksijenik stafilokok izole etmisler ve izolatlarin
5’inin SEA, 3'Unlin ise SED drettigini saptamislardir. Bone ve ark.(1989), inceledikleri 26 koyun siti
orneginin 15’inden enterotoksijenik S. aureus izole etmisler ve bu izolatlarinin 2’sinin SEA, 1’inin ise
SEC urettigini bildirmislerdir.

Stafilokok enterotoksinlerinin yiksek sicaklik derecelerine dayanmalari nedeniyle, sitlerin
1sil islemden gecirilmis olmasinin dnleyici bir etkisi bulunmamaktadir. Gramda veya ml.'"de 106
diizeyinde S. aureus pastdrizasyon kosullarinda tahrip edilebilirken, toksinleri ortam kosullarina bagli
olarak yuksek sicaklik derecelerinde stabilitelerini koruyabilmektedir (Lee ve ark., 1975; Yildirim,
1987; Frazier ve VVesthoff, 1988:; inal, 1990). Boylelikle S. aureus ile kontamine ¢ig sutlerden elde
edilen pastorize sitlerinde halk saghgi acisindan tehlikeli olabilecegdi anlasiimaktadir.

Turkiye'de en cok tuketilen sit drinlerinin basinda yer alan peynir ve gesitlerinde, koagtlaz
(+) S. aureus ve enterotoksinlerinin varligi yéninden yapilan calismalarda, Ozalp ve ark.(1978)
enterotoksijenik stafilokoklar ve salmonellalar yoniinden analize aldiklari 26 Erzincan tulum peyniri
orneginde S. aureus izole edilemedigini, bununla birlikte érneklerden birinde enterotoksin saptadiklarini
bildirmislerdir. Tekinsen ve Celik (1979), inceledikleri taze Savak peynirlerinin % 20.5’nin 5x105
kob/g.'dan fazla koagullaz (+) stafilokok, Patir ve ark.(1998) ise yine Savak salamura beyaz peynir
orneklerin % 55.6’sinin 10x10' kob/g. ile 5.0x105kob/g. arasinda koagilaz (+) S. aureus icerdigini
belirlemislerdir. Patir (1987), enterotoksijenik koagulaz (+) stafilokoklarin Savak salamura beyaz
peynirlerin olgunlasma siiresince zamana bagl olarak azaldiklarini, fakat olgunlasma siresinin
sonunda (120 giin) tamamen yok olmadiklarini bildirmektedir.

Tekinsen (1978), kasar peynirlerinin % 11.5’inin 680-27.000 kob/g. dizeyinde koagulaz (+)
stafilokok icerdigini saptamistir. Kivang (1989) S. aureus sayisini kasar peynirinde 9.5x102kob/g.,
Ozdemir (1997) ise 1.2x10' kob/g. diizeyinde oldugunu bildirmislerdir. Soyutemiz ve ark.(2000), kasar
peynirinin Uretim asamalarindaki mikrobiyolojik ve kimyasal degisiklikleri inceledikleri ¢calismalarinda,
tuketime hazir hale gelen kasar peynirlerinde toplam mikrokok-stafilokok sayisinin ortalama 1.4x106
kob/g. diizeyinde oldugunu ve Uretim asamalarinda koagiilaz (+) stafilokoklarin % 50’sinin ortadan
kaldiriimadigini belirlemislerdir.

Sit drdinlerinde stafilokoklarin bulunusu mastitisli sitiin karismasi, sutin inek memesi, st
sagimi, personel ve ¢evresel kaynaklardan kontamine olmasi veya pastérizasyondan sonra yeterince
temizlenmemis ve dezenfekte edilmemis alet ve ekipmanlarla temasi ile ilgilidir (Mutluer ve ark.,
1993).

Mutluer ve ark.(1993), enterotoksijenik S. aureus suslarinin Turk salamura beyaz peynirinin
yapim ve olgunlasma suresindeki Greme ve toksin olusturma yeteneklerini inceledikleri ¢calismalarinda,
deneysel olarak A,B,C ve D tipi toksin olusturan S. aureus suslari ile 105kob/ml. diizeyinde kontamine
ettikleri ¢ig ve pastorize sitten beyaz peynir yaparak, 4° C’'de 60 giin olgunlastirmalardir. Bitin
peynir dérneklerinde S. aureus sayisinin 30. ginun sonunda azaldigini, ¢ig sitten yapilan peynirlerde
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1. giinde sadece SEA varliginin gozlendigini ve 6zellikle SEA ireten S. aureus ile kontamine ¢ig
siitten uretilecek peynirlerin stafilokokal gida zehirlenmelerine neden olabilecegini bildirmislerdir.

Vernozy-Rozand ve ark.(1998), 10", 105 106kob/ml. diizeyinde SEA {reten S. aureus inokiile
edilen kegi sitlerinden yaptiklari peynirlerde olgunlasmanin sonunda 0.5 - 2.5 ng/g. SEA bulunabilecegini
saptamiglardir.

Calismada incelenen fermente sucuk, sosis ve salam Orneklerinde stafilokokal enterotoksin
varhginin tespit edilememesi, bu drneklerin Tirk Gida Kodeksi (Saglam, 1999)'ne uygun oldugunu
gbstermektedir. Fermente et Urinlerinin S. aureus ile kontaminasyonunda hammadde, katkilar, alet
ve ekipmanlar ile personelin hijyenik durumu 6nem tasimaktadir. Fermente et Urlnlerinin Gretimleri
sirasinda S. aureus 'un inhibisyonu ile ilgili olarak gosterilen parametreler ise baslangi¢ et formulasyonu,
pH, su aktivitesi, redoks potansiyeli, Uriine uygulanan sicaklik, rutubet, dumanlama, katki maddeleri
ile bunlarin miktarlari, baslangigtaki S. aureus diizeyi ve starter kultir kullanimi olarak siralanmaktadir
(Genigeorgis, 1976; Bacus ve Brown, 1981; Smith ve Palumbo, 1981; Metaxopoulus ve ark., 1981a).
Metaxopo*lus ve ark. (1981b), fermente et Urlinlerinde, hizh starter kultir Uremesi ve hizlh pH
dusisinun S. aureus riskini oldukca azalttigini, sucugun formillasyonunda yer alan bilesenlerin
S. aureus icermemesinin bu riski minimuma indirebilecegini bildirmislerdir.

Niskanen ve Nurmi (1976), Avrupa tipi kurutulmus fermente sucuklarda SEA, SEB ve SEC
Uretebilen S. aureus'un gelisimi ve enterotoksin olusturma yetenegdi Gizerine starter kultir kullaniminin
etkisini inceledikleri calismalarinda, starter kiltlrsiiz érneklerde SEA’'nin 3. giinde iredigini ve bu
asamada S. aureus diizeyinin 106cfu/g. oldugunu, S. aureus diizeyinin 108cfu/g.’a ulastigi zamanda
bile SEB’nin belirlenemedigini, SEC’nin ise 8x107cfu/g. diizeyinde S. aureus bulundugunda
saptanabildigini belirlemislerdir. Starter kilturlii (Micrococcus spp.ve Lactobacillus spp.) sucuk érneklerinde
SEB saptanamadigini, Uretimin baslangi¢ safhalarinda SEC belirlenirken, son Uriinde tespit edilemedigini,
son Urtn pH’sinin ise 5.0 - 5.1 olarak saptandigini bildirmiglerdir.

Sonug olarak; calismada sadece dort dérnekte stafilokokal enterotoksin varhgi belirlenmekle
birlikte tiketimi oldukca fazla olan sit ve sut dGrtnlerinin tuketici saghgi acisindan risk olusturabilecegi
gorulmektedir. Stafilokokal enterotoksin olusumunun 6nlenebilmesinde; basta meme hijyeni olmak
Uzere sagim kosullarinin iyilestiriimesi, stlin pastdrizasyon islemini takiben tiketiciye ulasincaya
kadar gecen sire icerisinde hijyen kurallarina ve soguk zincire 6nem verilmesi, isletme personelinin,
alet ve ekipmanin 6zellikle de sut siselerinin temizligine 6zen gdsterilmesi, ayrica isletmelerin kritik
kontrol noktalan belirlenerek analizler ile siirekli gézlem altinda tutulmasinin yararli olacagi kanisina
variimistir.
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