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KREMALI PASTALARDAN IZOLE EDILEN KOAGULAZ
(+) STAFILOKOKLARIN ENTEROTOKSIN OLUSTURMA
OZELLIKLERININ VIDAS YONTEMIYLE
BELIRLENMESI

Ozgiil KISA' Ali ALBAY? Irfan EROL’ Belgin SIRIKEN*
Nazif ESIN® Hiiseyin GUN?® Ahmet YURTYERI

Detecting the Enterotoxigenicity of Coagulase- Positive Staphylococci
Isolated from Cream Pastries by VIDAS Technique

Summary: The study was carried out to determine the enterotoxigenicity
of coagulase-positive staphylococci isolated from cream pastries by VIDAS
technique. A total of 100 cream pastry samples from 16 different suppliers in
Ankara, including 15 butter-cream, 53 chocolate-cream and 32 fruit-cream
pastry samples were collected and examined.

Coagulase-positive staphylococci were isolated from 73.3 % of butter-
cream samples at the mean of 6.3x10° cfu/g, while all chocolate cream and
Sfruit-cream pastry samples contained coagulase-positive staphylococci at the
means of 1.7x10° cfw/g and 1.3x10° cfu/g respectively. In 5 % of the samples,
10° cfu/g coagulase-positive staphylococci were found, which may be a
potential risk to produce of enterotoxin.

Among 96 coagulase-positive samples, a total of 25 (26.0 %) pastry
contained enterotoxigenic coagulase-positive staphylococci. Four (36.4 %) of
them belonged to butter-cream, while 12 (22.6 %) and 9 (28.1 %) of them
belonged to chocolate-cream and fruit-cream pastry samples respectively.

In conclusion, cream pastries have a potential public health hazard in
Ankara because their consumption may result in staphylococcal food
poisoning. To prevent or control the hazard, quality of raw material,
processing and personel hygiene in the cream pastry manufacturing must be
improved.

Key words: Cream pastry, coagulase positive staphylococci,
enterotoxin, VIDAS.
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Ozet: Bu ¢alismada, Ankara’da bulunan 16 farkli pastaneye ait 15°i sa-
de kremali, 53 i kakaolu kremali ve 32’si meyveli kremali olmak iizere toplam
100 kremal: pasta érneginden izole edilen koagulaz (+) stafilokoklar, enzyme-
linked fluorescent immunoassay'a (ELFA) dayalt VIDAS Staph Enterotoksin
kiti ile enterotoksin olusturma ézelligi yoniinden test edilmigtir.

Analiz bulgularina gore, koagulaz (+) stafilokoklar sade kremali pasta
drneklerinin % 73.3"tlinde ortalama 6.3x10° kob/g, kakaolu ve meyveli kremal
pasta rneklerinin tamaminda swrasiyla ortalama 1.7x10° kob/g ve 1.3x10°
kob/g diizeyinde saptanmustir. Ayrica incelenen orneklerin % 5 'inde koagulaz
(+) stafilokoklarin sayisi enterotoksin riski olusturabilecek 1’ kob/g diizeyinde
bulunmustur. Sade kremali Grneklerin 4iinde (% 36.4), kakaolu kremal: or-
neklerin 12'sinde (% 22.6) ve meyveli kremali érneklerin 9 unda (% 28.1)
olmak iizere toplam 25 (% 26.0) pastadan izole edilen koagulaz (+)
stafilokoklarin enterotoksin olusturma yeteneginde oldugu saptanmigtir. Calig-
mada gruplar arast fark istatiksel yonden énemli bulunmamugtir.

enterotoksijenik stafilokoklar yoniinden potansiyel saghk riski tasidigi, kontrol
onlemleri ¢cergevesinde ham materyal, isletme ve ozellikle personel hijyenine
onem verilmesi ve yasal diizenlemelerin yapilmasinn gerekli oldugu goriisiine
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kremali pasta, koagulaz pozitif stafilokok,
enterotoksin, VIDAS.

Giris enterotoksin  olusturmasi  igin mikemmel
Ozellige sahiptirler (14, 19, 27). Ozellikle
kontamine materyal kulanimi ile uygun olma-
yan yapim ve muhafaza kosullari, kremal1 pasta
tiiketimine bagli olusan stafilokokal
intoksikasyonlarin en 6nemli nedenini olustur-
maktadir (9, 25). Kremali pasta titkketimi sonu-
cu olugan stafilokokal intoksikasyonlara iligskin
kayitlar gelismis tlkelerde dokumente edilmis
olmasina karsin Turkiye'de bu konuyla ilgili
herhangi bir veriye rastlanmamustir.

Enterotoksijenik stafilokoklardan kay-
naklanan intoksikasyonlar biitlin diinyada en
stklikla rastlanilan bakteriyel kaynakh gida
zchirlenmelert olup; enterotoksijenik S. aureus
suslarinin ~ gogalarak >10°%107 kob/g (koloni
olusturan birim/g) diizeyine ulagmasi sonucu
gidalarda olusturdugu sindirim kanalina ctkili
enterotoksinlerin alinmastyla sekillenir.
Stafilokokal intoksikasyonlar, insanda entero-

Sonug olarak, Ankara'da tiiketime sunulan kremali pastalarin
toksin igeren gidalarin alinmasindan 1-6 saat 4

sonra siddectli kusma ve ¢ogunlukla ishal ilc Enterotoksijenik stafilokoklarin ve/veya
kendini gosterir ve saghga yeniden kavusulma- enterotoksinlerin gidalarda saptanmas), gida
s1 24-48 saat siirer. Ancak stafilokokal givenliginin saglanmasi ve cpidemiyolojik
intoksikasyonlar 6liim oraninin oldukg¢a diisiik ¢aligmalara 151k tutulmas: ydniinden  biyiik
olmas: nedeniyle yeterince dikkate alinma- onem tagimaktadir. Bu amagla; tek ve ¢ift jel
maktadir. Deneyscl ¢alismalarda goniilliilerde difiizyon tiip yontemi, pasif veya reversed pasif
0.14 png SE/kg doz ile orta siddetli lateks aglutinasyon testi, mikroslide yontemi
intoksikasyon olusturulmus ise de, dogal ile RIA ve ELISA gibi teknikler kullaniimakta-
stafilokokal intoksikasyonlardan eclde edilen dir. Bununla birlikte klinik immunodiagnostik
bulgular, toksin dozunun lpg/kisi veya bunun alaninda gelistirilen ELISA ve ELISA’ya da-
altinda oldugunu gdstermektedir (8, 31) yalit hizli teknikler gilinlimiizde gida analizleri
o o sahasinda da etkin uygulama alani bulmustur

Kremali pastalar, intrinsik ve ekstrinsik (7, 18, 21). Stafilokokal gida zehirlenmelerin-

faktorleri geregi basta S. aureus olmak iizere

i ; den sorumlu tutulan gidalarin ¢ogunun <l
koagulaz (+) stafilokoklarin gelismesi wve
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ug/t00 g dizeyinde ET igermesi nedeniyle
kullanilan tekniklerin uygulanmasinin kolay ve
duyarliliginin  yiliksek olmasina gercksinim
vardir. Becker ct al. (1994) SET-EIA,
Ridascreen ve TECRA SET testleri ile
enterotoksin tayininde yanlis pozitif sonug al-
diklarini, bu nedenle zayif pozitiflik veren test
sonuglarinin kabul edilmemesi gercktigini bil-
dirmislerdir. Arastiricilar dencysel olarak SE
ile kontamine cttikleri sigir ctlerinde SE'in en
iyl VIDAS teknigi ile saptandigini; zira VIDAS
ile toplam 16 6megin 14'lnde, SET-EIA ile
13’tinde ve Ridascreen testi ile de 107unda
pozitiflik saptadiklarini bildirmislerdir. VIDAS
Staph Enterotoksin Test (VIDAS SET),
enzyme-linked fluorescent immunuassay a
(ELFA) dayal1 bir teknik olup, bu kit ile 7 tok-
sinden herhangi birinin varligi 1 ng/ml duyarli-
likla saptanabilmektedir. Ancak VIDAS ile
aranilan toksin tipinin belirlenememecsi bir
dezavantaj olmaktadir.

Bu ¢alismada kremah pasta 6rneklerinde
gida intoksikasyonlari yoniinden biiyikk 6nem
tasiyan koagulaz (+) stafilokoklarm varlig: ile
enterotoksin olusturma yeteneklerinin belir-
lenmest ile kremali pastalarin tiiketici saglif
yoniinden gilivenilirliginin saptanmasi amag-
lanmustir.

Materyal ve Metot

Ankara'daki 16 farkl pastancden sagla-
nan 15°1 sade kremali, 53" kakaolu kremal1 ve
32’si meyveli kremali olmak iizere toplam 100
pasta 6rnegi bu g¢aligmanin materyalini olusg-
turmustur.

Aseptik kosullarda alinarak soguk zincir

altinda laboratuvara getirilen pasta orncklerin-
den steril plastik torbalara 10’ar g tartilarak
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tizerlerine 90 ar ml steril peptonlu su (% 0.1)
illave edilip, stomacher'da 2 dakika siireyle
homojenize cdilmistir. Bu sekilde hazirlanan
homojenattan yine steril peptonlu su ile 10%¢
kadar desimal dilisyonlan yapilarak damla
plak teknigi ile BAIRD-PARKER agara ekim-
leri yapilmis ve plaklar 37°C de 48 saat inkiibe
edilmistir (1). Inkiibasyon sonucu lireme sapta-
nan plaklarda toplam mikrokok ve stafilokok
sayilar1 belirlendikten sonra, her bir 6rmege ait
tipik ve/veya atipik 5 stafilokok kolonisinden
koagulaz test yapilmistir (3). Test yapilan her
bir pasta Omegine ait koagulaz (+)
izolatlarlardan 2°si enzyme-linked fluorescent
immunuassay'a (ELFA) dayali VIDAS Staph
Enterotoksin Kiti (VIDAS SET, BioMerieux,
Fransa) ile enterotoksin olugturma 6zelligi yo-
niinden test edilmistir (2, 15, 18).

Bu ¢aligmada elde edilen verilerin de-
gerlendirilmesinde varyans analiz testi uygu-
lanmugtir (26).

Bulgular

Tablo I'de sunuldugu tlizere, 6rneklerin
tamaminda mikrokok ve stafilokoklar 10%-10’
kob/g; ortalama 10° kob/g diizeyinde saptanir-
ken, koagulaz (+) stafilokoklar sade kremali
orneklerin % 73.3’iinde ortalama 6.3x10?
kob/g, kakaolu ve meyveli kremali 6rneklerin
isc tamaminda sirasiyla ortalama 1.7x10* kob/g
ve 1.3x10° kob/g diizeyinde saptanmgtir.

Sade kremali 6rneklerin % 6.7 sinde, ka-
kaolu kremali 6rncklerin % 5.7’sinde ve mey-
veli kremali pasta 6meklerinin de % 3.1’inde
koagulaz (+) stafilokok sayis1 enterotoksin riski
olusturabilecek 10° kob/g diizeyinde saptan-
mistir.

Tablo I:Kremah pastalardan izole edilen Mikrokok/Stafilokoklar ile Koagulaz (+) Stafilokoklar (%)
Table I: The level of micrococci/staphylococci and coagulase-positive staphylococci in cream pastries (%)

Pasta Ornegi ve Mikroorganizmalar <2.0x10* | 10° 10° 10° 10° 10° 10’
Sayisi n (%) n (%) |n (%) |n (%) |n (%) n (%) n (%)
Sude Kremali Pasta | Mikrokok ve Stafilokok - 2(13.3) [3(20.0) [2(13.3) |7@46.7) 1(6.7) -
(n=15) Koagulaz (+) Stafilokok |4 (26.7) 15(33.3) [426.7) |1(6.7) 1(6.7) - -
Kakaolu,Kremal: Mikrokok ve Stafilokok - - 9 (17.0) 13(24.5) | 19(35.8) |11 (20.8) | 1(1.9)
Pasta

(n=353) Koagulaz (+) Srafilokok | - 20(37.7) |125(47.2) {5(9.4) 3.7 - -
Meyveli,Kremali Mikrokok ve Stafilokok - - 3(9.4) 3(9.4) 11(344) |14 (43.8) | 1(3.1)
Pasia

(n= 32) Koagulaz (+) Stafilokok | - 12 (37.5) 19(28.1) 1031.3) |1 (3.1) - -
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Toplam 96 pasta orneginden izolc edilen
koagulaz (+) stafilokoklarin VIDAS test kiti ile
enterotoksin olusturma 6zellikleri incclendi-
ginde; sade kremali 6rneklerin 4’iinde (%
36.4), kakaolu kremali Orneklerin 12’sinde (%
22.6) ve meyveli kremali 6rneklerin 9’unda (%
28.1) olmak iizere toplam 25 pastadan (% 26.0)

izole edilen koagulaz (+) stafilokoklarin
entcrotoksin olusturma yetencginde oldugu
saptanmustir (tablo 1I).

Calismada gruplar aras: fark, istatiksel
olarak énemli bulunmamistir (p>0.001).

Tablo II: Kremal pastalardan izole edilen koagulaz pozitif stafilokoklardan (n: 96) enterotoksin olusturma ozelliginde olanlarin

dagihim

Table II;: The numbers of enterotoxin-producing coagulase positive staphylococci (n: 96)

Pasta Ornegi ve Sayisi Koagulaz pozitif | Enterotoksin olusturan | Enterotoksin
drnek sayisi ornek sayisi olusturma %
Sade Kremali Pasta (n:15) 11 4 36.4
Kakaolu Kremali Pasta (n:53) 53 12 22.6
Meyveli Kremali Pasta (n:32) 32 9 28.1
Toplam (n: 100) 96 25 26.0
Tartisma S. aureus suslarindan % 34.9°unun toksin o-

Siit ve siit bazli {rilinler, stafilokoklarin
gelismesi ve toksin olusturmalari i¢in son dere-
cc uygun bir yapt ve bilesime sahiptir. Siitiin
stafilokoklar ile primer kontaminasyonunda
ozellikle subklinik mastitisli- hayvanlar biiylik
rol oynamaktadir (23). Ayrica siitlerin sagim-
dan sonra oda sicakliginda uzun siire tutulmala-
r, pastorizasyon cksikligi veya pastdrizasyon
sonrasi kontaminasyon, personecl hijyeni ve
isletme sanitasyonuna iliskin hatalar siit ve siit
iiriinlerinde stafilokokal enterotoksin olusum
riskini arttirmaktadir (5, 11, 18).

Degisik arastiricilar siit ve siit lirlinleri-
nin enterotoksijenik stafilokoklar ile 6nemli
diizeylerde kontamine oldugunu bildirmislerdir.
Bu cergevede; Santos (1981) Brezilya'da ince-
ledigi pastorize siitlerin % 50°sinden fazlasinin
stafilokoklar ile kontamine oldugunu saptamis-
tir. Enterotoksijenik stafilokoklarin saptanma-
sina yonelik ¢aligmalarda, Untermann ve Sinell
(1970) siitten izole ettikleri S1 S. aureus
susundan 2'sinin (% 4); Wieneke (1974) yine
slitten izole cttigi SO S. aureus susundan 3 iiniin
(% 6) entcrotoksin olusturma yetencginde ol-
dugunu saptamglardir. Miiller (1996) isc degi-
sik kaynaklara atfen yapti1 derlemede siitten
izole edilen S. aureus suslarindan toksin olustu-
ranlarin % 0-74, genelde % 20-40 arasinda
degistigini, kendi yaptifi ¢alismasinda da
¢ig st ve yumusak pcynirlerden izole cttigi

lusturma yeteneginde oldugunu bildirmigtir.
Castro et al. (1986) ile Jermini et al. (1990)
peynirlerden izole ettikleri S. aureus suglarinin
toksin olusturma diizeylerinin % 0-66 arasinda
degistigini bildirmislerdir.

Sitiin  basta S. aureus olmak iizerc
koagulaz (+) stafilokoklar ile yiiksek diizeyde
kontamine olmasi, kremali pastalarin en dnemli
bilesenlerinden  biri  olan  kremamin da
kontamine olmasina temecl olusturmaktadir
(13). Bu ¢aligmada analiz cdilen kremal pasta
orneklerinin % 73.3-100"{iniin ortalama 10>-10°
kob/g diizeyinde koagulaz (+) stafilokoklar ile
kontamine oldugu ve toplam 96 o&rncgin
25%inden (% 26.04) izole edilen koagulaz (+)
stafilokoklarin ise VIDAS testi ile entcrotoksin
olusturma yeteneginde oldugu saptanmistir. Bu
calismada oldugu lzere gogu arastiricilar ince-
ledikleri kremah pasta &rncklerinin koagulaz
(+) stafilokoklar ile degisik diizcylerde
kontamine oldugunu ve izolatlar igerisinde
entcrotoksin olusturma 6zclligine sahip olanla-
rin yer aldigim bildirmiglerdir. Bu gergevede,
Ozer ve ark. (1968) Ankara daki kremali pas-
talarin yaklasik % S1'inin  koagulaz (+)
stafilokok igerdigini saptamislardir. Sumner et
al.(1993) tarafindan pastalarin S. aureus ile
kontaminasyon diizcyinin ve toksin olusturma
yeteneginin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢a-
ligmada, 214 pastacilik irtintniin 21 inden (%
9.8) S. aureus i1zole cdilmis olup, izolatlarin
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7'sinin (% 23) bu ¢alismadan elde edilen bul-
gulara (%26.04) benzer sekilde enterotoksin
olusturma yeteneginde oldugu saptanmustir. Bu
triinler igerisinde 6zellikle 40 kremali ¢6rek
orneginin 12'sinden (% 30) S. aureus izole
edildigi ve bunlarin  5’inin (% 41.7)
enterotoksin olusturma Gzelliginde oldugu
saptanmistir.

Khalafalla et al. (1991) kremali pasta or-
neklerinin % 30-507sinin  koagulaz (+)
stafilokok igerdigini ve bunlann da yaklasik %
12'sinin A tipi enterotoksin olusturdugunu
saptamiglardir.  Saptanan  koagulaz  (+)
stafilokoklarin kaynaginin da krema oldugu
bildirilmistir. Sankaran ve Leela (1983) analiz
ettikleri pastacilik driinleri igerisinde kremah
pastalardan izole ettikleri stafilokoklarin basta
B tipi olmak iizere enterotoksin olusturma ye-
teneginde oldugunu saptamislardir.

Brezilya'nin Araraquara sehrindeki 13
farkli isletmeden saglalanan toplam 39 tath-
pastacilik tirtinii 6rneginin % 18’indc S. aureus
saptanmis olup, sayilar1 drneklerin % 5"inde bu
calisjma bulgularina benzer sekilde10*-10°
kob/g diizeyinde bulunmustur (17). Dantas ve
Silva (1988) 113 pasta 6rneginin % 46 sinda
>10? diizeyinde S. aureus saptamislardir. Yde
(1982) ise Belgika'da toplam 156 kremal1 pasta
ormeginin % 24.4"iniln S. aureus ile kontamine
oldugunu, % 1.3 inde kontaminasyon dcrcce-
sinin yine bu ¢alisma bulgularina benzer olarak
kritik kabul edilen >1.0x10° kob/g diizeyinde
bulundugunu saptamistir. Teufel et al. (1992)
Pakistan'da krema igeren mahalli pastacilik
isletmelerinden saglanan {Uriinlerde genclde
10°-10® kob/g diizeyinde S. aureus ve 10 6rne-
gin 8'inden de A tipi enterotoksin saptamiglar-
dir. Bu sonuglara gére “khoa” (manda siitiiniin
yar1 katidan, kattya kadar kivama ulagincaya
kadar kaynatilarak clde edilen bir iiriin ¢esidi)
igeren kremali pastacilik liriinlerinin
stafilokokal gida zchirlenmeleri y6niinden yiik-
sek risk tasidigi ortaya ¢ikmustir. Bildirilen
¢alisma bulgularindan farkli olarak Jin et al.
(1984) analiz cttikleri toplam 732 bati tipi
kremali pastacilik liriini érneginin yalmzca %
1.2’sinden S. aureus'u izole ettiklerini bildir-
mislerdir.

Krema ve krema bazli {rinlerin
enterotoksin olusumunu stimule cttikleri ve bu
haliyle stafilokokal intoksikasyonlar yoniinden
halk saghg riski olusturduklan (16), buna bagli
olarak da kremali pasta tiikketimi sonucu olusan
birgok stafilokokal gida zchirlenmesi vak'as:
meydana geldigi bildirilmistir (3, 5, 27, 30). Bu
gergevede; Catsaras et al. (1970) Fransa'nin
Lille sehrinde 1969 yilinda kremali kek tiiketi-
mine bagl olarak meydana gelen ve 100 kisinin
etkilendigi bir gida zehirlenmesi olayinda so-
rumlu etken olarak koagulaz (+) stafilokoklar
izole etmislerdir. Belgika'da kremal: pasta tii-
ketimine iliskin meydana gelen bir S. aureus
gida zchirlenmesi olgusunda, intoksikasyona
neden olan érnegin 1.0x10® kob/g dan fazia A
tipi enterotoksin olusturan S. aureus icerdigi
saptanmistir (30).

Gilinlimiizde Ortadogu iilkeleri ile Hin-
distan ve Pakistan’1 igeren iilkelerde st bazh
pastacilik Uriinlerinin stafilokokal
enterotoksinlerin araci durumunda oldugu bil-
dirilmektedir. Pakistan Milli Saghk Enstitiist,
Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvarina goénderi-
len ve bir kiginin zehirlenmesinden sorumlu
tutulan kremali pasta orneginden 107 kob/g
diizeyinde A tipi enterotoksin olusturan .
aureus saptanmigtir (27).

Kremali  pastalarin  enterotoksijenik
stafilokoklar ile kontaminasyonunda pastorize
edilmemis, hijyenik kalitesi diisiik krema kul-
lanilmasinin yamsira, kremali pastalarin uygun
olmayan sicakliklarda uzun siire muhafaza
edilmeleri stafilokoklarin iireme ve toksin o-
lusturmasina neden olmaktadir. Hirooka et al.
(1987) ozellikle sogukta muhafaza edilmeyen
pastalarda diisiik miktarlarda da olsa mevcut
stafilokoklarin gogalarak toksin olusturmalar:
ve buna bagh olarak intoksikasyon olusum
riskinin gbzardi edilmemesi gerektigine dikkat
¢cekmektedir. Zira arastiricilar deneysel olarak
1.0x10' kob/g diizeyinde S. aureus ile
kontamine ettikleri krema 6rneklerinde 25°C de
35 saat, 30°C de 18 saat ve 37°C de 14 saat
sonra entcrotoksin olustugunu saptamislardir.
Aym g¢alismada 1.0x10* kob/g diizeyinde S.
aureus ile kontamine edilen ve 20°C"de mubha-
faza edilen krema orneklerinde 35 saat sonra
enterotoksin olusumu gdzlenmigtir. Ayrica
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gidalarin  enterotoksijenik  stafilokoklar ile
kontaminasyonunda Ozellikle personel hijyeni
eksikligi ile isletmelerde kullanilan alet ve e-
kipmanin temizlik ve dezenfeksiyonuna iliskin
hatalar bilyiik rol oynamaktadir (24).

Sonug

Bu ¢alisma sonuglarn ile Ankara’da ti-
ketime sunulan kremal pastalarin
enterotoksijenik stafilokoklar yoniinden potan-
siyel saglk riski tagidig1 belirlenmistir. Kre-
mali pasta tiketimine bagli olusabilecck
stafilokokal intoksikasyon riskinin &nlenebil-
mesi igin, basta hijyenik kalitesi yitksek krema
kullanilmasi, kremanin  pastdrizasyonunun
mutlaka yapilmasi ve pastdrizasyon sonrasl
kontaminasyonun &nlenmesi, sogutma iglemi-
nin yeterli ve stirekli olmasinin saglanmasi, her
tirli katki maddelerinden kaynaklanabilecck
kontaminasyonun 6nlenmesi ve epidemiyolojik
¢alismalardan elde cdilen bulgular dogrultu-
sunda, 6zellikle personel hijyenine 6zen goste-
rilmesi ile isletmelerin diizenli hijyen kontrolle-
rinin yapilmasimin gerckli oldugu gorisiine
varilmistir.
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