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DONMUS PILIC KARKASLARINDAN IZOLE EDILEN
KOAGULAZ POZITIF STAFILOKOKLARIN
ENTEROTOKSIN OLUSTURMA YETENEKLERININ
SET-RPLA TESTI ILE BELIRLENMESI

Irfan Erol’ Ahmet Usca™

Detecting the Enterotoxigenicity of Coagulase-Positive Staphylococci
Strains Isolated from Frozen Chicken Carcasses by SET-RPLA

Summary: This study was undertaken to determine the number of
coagulase- positive staphylococci and detecting of the enterotoxigenicity of
coagulase-positive staphylococci strains isolated from 50 frozen chicken
carcass samples sold in Ankara. For the enumeration of coagulase-positive
staphylococci Baird-Parker agar was used and in addition to this, tube
coagulase test was made from typically and atypically strains grown on Baird-
Parker agar. The enterotoxigenicity of coagulase-positive strains was detected
by a commercial Reversed Passive Latex Agglutination (SET-RPLA) test.

According to the analysis findings, coagulase-positive staphylococci
were isolated in 66 % of the samples at avarage level of 1.3x10° cfu/g. Seven
(21.2 %) of the 33 coagulase-positive chicken samples were found
enterotoxigenic. The enterotoxin types of these strains were as follows: 3
produced only type A, 2 produced only type D, I produced both A and B types,
1 produced A4, B and C types.

In conclusion, the analysed frozen chicken samples, which contaminated
with enterotoxigenic staphyloccoci, were found as potential public health risk
and to control of the hazards HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point)
system should be applied.

Key Words: Chicken carcass, coagulase-positive staphylococci,
enterotoxins

Ozet: Bu calisma, Ankara’da tiiketime sunulan toplam 50 adet donmus
pilic  karkas orneginde koagulaz pozitif stafilokoklarin  varhigi ve
kontaminasyon derecesi ile enterotoksin olusturma yeteneklerinin belirlenmesi
amaciyla yapinustir. Koagulaz pozitif stafilokoklarin belirlenmesinde, Baird-
Parker agarda iireyen tipik ve atipik kolonilerden tiipte koagulaz testi yapilir-
ken, enterotoksin tayini koagulaz reaksiyonu pozitif suglardan Reversed
Passive Latex Agglutination ticari test kiti (SET RPLA, TD 900 Oxoid) ile ya-
primistir.

‘ Dog. Dr., AU Vet. Fak. Besin Hij. ve Tek. Anabilim Dah, Diskapi-Ankara.
** Vet. Hek. Kd. Yzb. Gida Kontrol Miifreze Kom., Girne-KKTC.




444

iRFAN EROL - AHMET USCA

Analiz bulgular gergevesinde, toplam 50 pilic karkas orneginin
33'iinden (% 66) ortalama 1.3x10° kob/g diizeyinde koagulaz pozitif stafilokok
saptanmuigtir. Toplam 33 donmus pili¢ karkas Ornegine ait koagulaz pozitif
stafilokok izolatlarindan 7 'sinin (% 21.2) enterotoksin (ET) olusturma yetene-
ginde oldugu ve bu izolatlardan 3’iiniin yalmzca A tipi ET, 2 'sinin yalmzca D
tipi ET, 1'inin A ve B tipi ET leri birlikte, 1'inin de A, B ve C tipi ET’leri bir-

likte olusturdugu saptanmistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada incelenen donmus tavuk karkaslarindan i-
zole edilen koagulaz pozitif stafilokoklarin farkli tip enterotoksinleri olugtur-
malari nedeniyle stafilokokal intoksikasyonlar yoniinden potansiyel saglik riski
tasidigi saptanmig olup, kontrol onlemleri ¢ergevesinde HACCP (Hazard
Analysis Critical Control Point) sisteminin uygulanmasi onerilir.

Anahtar Kelimeler: Pilic karkas,

enterotoksinler
Giris

Son yillarda diinyada tavukguluk endiist-
risinde goriilen hizh gelisme ve insanlann ti-
ketim ahlskanliklarindaki degigmeye paralel
olarak, tavuk etinden kaynaklanan gida
infeksiyon ve intoksikasyon sayilarinda da
artiglar kaydedilmistir. Tavuk etinin saglikli ve
ekonomik olmasina kargin, iiretim teknolojisi
ve Ozellikle kesim prosesindeki ¢apraz
kontaminasyonlar ile pisirme ve muhafaza
hatalar1 nedeniyle ¢ogu patojen mikroorganiz-
malarin da 6nemli bir kaynagi durumundadir.
Bu patojen mikroorganizmalarin  basinda
Salmonella, Campylobacter, Staphylococcus ve
Clostridium’lar gelmektedir. Bu etkenlerden ilk
3’ insanlarda etiyolojisi  bilinen gida
infeksiyon ve intoksikasyonlarimin yaklasik %
95’ini olugturmaktadir (14).

Stafilokokal intoksikasyonlar; ¢esitli
intrinsik ve ekstrinsik faktorlere baghi olarak
ozellikle proteince zengin hayvansal gidalarda
cogalarak 10%-107 kob/g’a ulasan
enterotoksijenik stafilokoklarin gidalarda o-
lusturdugu toksinlerin alinmasi sonucu sekille-
nir. Enterotoksin igeren gtdalarin alinmasindan
yaklasik 1-6 saat sonra siddetli kusma ve ¢o-
gunlukla ishal ile ortaya ¢ikan klinik tablo,
olaylarin ¢ogunda 24-48 saat sonra iyilesme ile
sonlanir (11).

Ulkelerin gogunda yapilan galigmalarda
(12, 18), tavuk etlerinden izole edilen
stafilokoklann entcrotoksin olusturma ozellik-
lerinin incelenmesine karsin, Tirkiye'de bu

koagulaz pozitif  stafilokok,

konuyla ilgili herhangi bir veriye rastlanma-
mustir. Belirtilen nedenle bu ¢alisma, gida kay-
nakli intoksikasyon olgularinda biiylik 6nem
tasiyan donmus pili¢ karkaslarindan izole edi-
len koagulaz pozitif stafilokoklarin
enterotoksijenik olup olmadiklarnnin ve tiiketici
saghg1 yoniinden risk tasiyip tasimadiklarinin
belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Metot
Materyal

Bu ¢alismanin materyalini paketlenmis
formda, -18°C’de muhafaza edilen toplam 50
adet donmug pili¢ karkasi olusturmustur.

Metot

Orneklerin Alinmasi ve Mikrobiyolo-
jik Analizler: Aseptik kosullarda alinan ve
soguk zincir altinda laboratuvara getirilen
donmus pili¢ karkas ornekleri, buzdolabi si-
cakliginda (4°C) 24 saat ¢oziindirildikten
sonra, herbir pili¢ karkas Orneginden biitlini
temsil edecek sekilde; sol ve sag butun
lateralinden, gévdenin sag ve sol lateralinden
ve gbgis bolgesinden alinan 10’ar g drnek ste-
ril torbalara konulup, iizerine 90’ar ml! steril
peptonlu su (% 0.1°1lik) ilave edildikten sonra
stomacher’da yaklasik 3 dakika homojenize
edilmigtir.  Bu  sekilde hazirlanan ana
homojenattan yine steril peptonlu su ile 10®ya
kadar desimal dilisyonlar hazirianarak, herbir
diliisyondan yayma plak teknigi ile Baird-
Parker agara (Oxoid, CM 275, egg-yolk emiil-
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siyon) ¢ift paralelli ekimler yapilmis ve plaklar
37°C’de 24-48 saat slireyle aerob kosullarda
inkiibe edilmistir (3). Inkiibasyon periyodu
sonunda ilireme saptanan plaklarda toplam mik-
rokok ve stafilok sayis1 belirlendikten sonra
herbir plakta ireyen tipik ve/veya atipik
stafilokok kolonilerinden 6érmekleme yoluyla 5
taneye kadar secilerck, tipdc koagulaz testi
yapilmistir (4, 17). Test sonunda koagulaz
reaksiyonu veren izolatlar koagulaz pozitif
stafilokok olarak degerlendirilmistir.

Enterotoksin Tayini: Herbir 6rmege ait
koagulaz reaksiyonu 2 pozitif veya iizerinde
olan 2 izolat Reversed Passive Latex
Agglutination ticari test kiti (SET RPLA, TD
900, Oxoid) ile enterotoksin olusturma ycte-
nckleri yoniinden incelenmistir. Bu amagla
koagulaz pozitif izolatlarin Brain Heart
Infusion (BHI, CM 225, Oxoid) brothda
37°C’de 24 saatlik inkiibasyonu sonucu iireyen
kiiltiir siispansiyonlarindan 10’ar ml alinarak
4°C’de 9000 g’de 30 dakika siireyle santrifiije
edilip, 0.20 pm por c¢apindaki membran filtre-
den (Minisart N, Sartorius) siiziilmiistiir. Elde
edilen filtratdan, izolatlarin A, B, C veya D tipi
enterotoksin olusturma yetenekleri, yapimei
yonergesi dogrultusunda Reversed Passive
Latex Agglutination ticari test kiti (SET-
RPLA) ile saptanmistir (6, 21).

pH Degerlerinin Belirlenmesi: Pilig
karkas orncklerinin pH degerleri but ve gégiis
boélgesinden, elektronik pH metre (pH 900, Nel,
Ingold 406.mg.dxk-57/27) ile belirlenmistir.

Bulgular

Bu ¢alismada incelenen toplam 50 adet
donmus pili¢ karkas 6rneginin 49’undan (% 98)
ortalama 5.8x10* kob/g diizeyinde mikrokok
ve stafilokok saptanmis olup, bu bakterilere
iliskin minimal ve maksimal sayilar 2.0x10? ve
1.2x10° kob/g olarak bulunmustur. Donmus
pili¢ karkas O&rneklerinin 17’sinde (% 34)
koagulaz pozitif stafilokok sayisi, bu caligmada
kullanilan yayma plak teknigi ile saptama sinri
olan 1.0x10? kob/g’1n altinda kalirken; 6rnekle-
rin kalan 33’iinden (% 66) koagulaz pozitif
stafilokoklar izole edilmis olup, sayilan da
ortalama 1.3x10’ kob/g, minimal 2.0x10* ve

maksimal 8.0x10° kob/g diizeyinde saptanmis-
tir.

Bu calismada 33 donmus pili¢ karkasina
ait koagulaz pozitif stafilokok izolatlarindan
7’sinin (% 21.2) enterotoksin (ET) olusturma
yeteneginde oldugu ve bu izolatlardan 3’iintn
yalmizca A tipi ET, 2’sinin yalmzca D tipi ET,
1'inin A ve B tipi ET lcri birlikte, 1’inin de A,
B ve C tipi ET’leri birlikte olusturdugu sap-
tanmistir. Bu durumda toplam 50 pili¢ karkas
orneginde enterotoksijenik koagulaz pozitif
stafilokoklara rastlanma oran1 % 14 (50/7) ola-
rak belirlenmigtir.

Pili¢ karkas orncklerinin géglis ve but
bolgelerinde pH degerleri sirastyla ortalama
6.31 ve 6.75 bulunurken, 6émekler arasinda pH
degerleri yoniinden 6ncmli fark saptanmamisg-
tir.

Tartisma ve Sonug

Bu ¢alismada incelenen toplam 50 adet
donmus pili¢ karkasi 6rneginin 49’undan (%
98) ortalama 5.8x10* kob/g diizeyinde mikro-
kok ve stafilokok, 33’inden (% 66) ise
koagulaz pozitif stafilokoklar izole edilmis
olup, sayilari da ortalama 1.3x10° kob/g olarak
belirlenmistir. Bu ¢alisma bulgularina benzer
sekilde Anar ve ark. (2) Bursa’da tiketime
sunulan 40 adet pili¢ but érneginde mikrokok
ve stafilokok sayisini ortalama 4.5x10* kob/g,
koagulaz pozitif stafilokok sayisini ise ortalama
1.1x10* kob/g olarak bildirmislerdir.

Degisik lilkelerde yapilan ¢aligmalarda
tavuk karkas veya i¢ organ 6rncklerinin % 20-
84.7’sinin genelde 10'-10° kob/g arasinda degi-
sen diizeylerde stafilokoklar ile kontamine
oldugu bildirilmistir (18). Bu gergcevede; Gotze
ve Schroder (8) donmus olarak tliiketime sunu-
lan  biitiin ~ pilic  karkas  &rneklerinin
% 42.7’sinde (75/32) ortalama 10* kob/g dege-
rinde koagulaz pozitif stafilokok saptamislar-
dir. Bu ¢alismada, Hollanda orijinli pili¢ 6r-
neklerinde kontaminasyon diizeyinin % 20
olmasma karsin, Danimarka orijinli pili¢ Or-
neklerinde % 76 oldugu belirlenmistir. Yine,
Patterson (22) 430 pilic karkas 6rneginin %
84.2’sinin <10* kob/16 cm?, yalmzca %
0.5’inin >10°> kob/16 c¢m’ diizeyinde, Roberts
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(25) Ingiltcre’deki 4 farkli isletmeden sagladig
172 donmus pili¢ karkas Omeginin %
36.6’smin, Lahellec et al. (16) analiz ettikleri
orneklerin % 41’inin ortalama 3-7.0x10'
kob/ecm? diizeyinde S. aureus ile kontamine
oldugunu saptamislardir. Yine Adams ve Mead
(1) 3 farkhi hindi kesimhanesinden aldiklarn
karkas 6rneklerinde S. aureus sayismin nadiren
10° kob/g diizeyini astigini bildirmistir. Buna
karsin Notermans et al. (20) Hollanda’da bak-
kal ve marketlerden saglanan pisirilmeye hazir
pili¢ karkaslarinda S. aureus sayismi >10°
kob/g ile diger arastirma bulgularindan daha
yiiksek olarak saptamislardir. Notermans et al.
(20)"1n bulgularina benzer sekilde Vorster et al.
(29) Pretoria’da (G. Afrika) inceledikleri pili¢
eti 6rneklerinin % 39.5’inin (43/17) ortalama
10° kob/g S. aureus ile kontamine olduklarini
saptamiglardir.

Kanath hayvanlarin kesim prosesinin 6-
zellikle tiiy yolma, igorgan ¢ikartma ve su ile
sogutma islemleri, basta salmonellalar ve
stafilokoklar olmak iizere birgok bakteri tiiri-
niin bir karkasdan diger karkasa bulasmasini
(¢apraz kontaminasyon) kolaylastirmaktadir
(19, 23).

Ozcllikle tiiy yolma makinalarinin plas-
tik parmakgiklari (rubber) ile islak ve sicak
ortami, stafilokoklarin burada kolonize olmala-
r1 ve ¢ogalmalar igin uygun yapiya sahiptirler
(5, 19). Bu sekildc stafilokoklar kanatli kesim
prosesi sirasinda tiily yolma makinalarinda 10°
kob/4 cm”’ye kadar ulagabilmektedir (10). Yine
tavuk etlerinin stafilokoklar ile
kontaminasyonunda, kesimhane ve isleme bi-
rimlerinde ¢alisan personelin el ve eldivenleri
de en 6nemli kaynaklar arasinda yer almaktadir
(11, 26, 28). Zira Kusch (15) ile Harvey et al.
(12) kanathlardan izole ettigi suslarn ¢ogunun
insan biyotip A’ya ait oldugunu, bunun kayna-
ginm ise gida ile ugrasan insanlar oldugunu
bildirmistir.

Bu galismada 33 donmus pili¢ karkasina
ait koagulaz pozitif stafilokok izolatlarindan
7’sinin (% 21.2) cnterotoksin (ET) olusturma
yetencginde oldugu ve bu izolatlardan 3’Uniin
yalmzca A tipi ET, 2’sinin yalmzca D tipi ET,
I’inin A ve B tipi ET leri birlikte, 1’inin de A,
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B ve C tipi ET’leri birlikte olugturdugu sap-
tanmistir. Bu durumda toplam 50 pili¢ karkas
orneginde enterotoksijenik koagulaz pozitif
stafilokoklara rastlanma oran: % 14 (50/7) ola-
rak belirlenmistir.

Ulkelerin gogunda kanathi hayvanlardan
veya etlerinden izole edilen S. aureus suslarimin
% 2.7-65.5 arasinda degisen oranlarda farkl
tiplerde entcrotoksin olusturma yeteneginde
olduklant bildirilmistir (7, 9, 12, 24, 27). Bu
caligmalardan birinde Japonya’'nin degisik bol-
gelerindeki hasta ve saghkli tavuklardan izole
edilen toplam 586 S. aureus susundan 16’sinin
(% 2.7) enterotoksijenik oldugu; bu suslardan
8’inin dermatitli tavuklardan izole edildigi ve
bunlarin 6’simin D, 1’inin A, 1’inin B+C tipi
enterotoksin drettigi, diger 8 susun saglikh
gortilen tavuklardan izole edildigi ve bunlarin
7’sinin C, 1’inin de A+C tipi enterotoksin o-
lusturdugu belirlenmistir (27). Yine, Evans ct
al. (7) hasta ve saglikl: tavuklardan izole ettik-
leri bazi atipik S awreus suslarinin da
enterotoksin olusturma yecteneginde oldugunu
saptamuglardir. Arastiricilar ¢alismalarinda test
cttikleri 20 izolatdan 2’sinin D tipi, 1’inin de
C+F tipt olmak iizere toplam 3 susun (% 15)
enterotoksin olusturma yetencginde oldugunu
saptamislardir. Evans et al. (7)’1n bulgulanyla
benzer sekilde bu ¢alismada da atipik
stafilokoklarin enterotoksin olusturma yetcne-
ginde oldugu saptanmistir. Harvey et al. (12) K.
[rlanda’da canli tavuk ile tavuk etinden izole
ettikleri 139 S. aureus susunun % 25’inin D tipi
enterotoksin olusturma yctencginde oldugunu
saptamislardir. Gibbs et al. (9) tavuk faj grupla-
rina ait 52 §. aureus susundan 24’Gniin (% 46)
cnterotoksin olusturma yetencginde oldugunu,
bu enterotoksinlerden 18’inin yalmzca A tipi,
2’sinin yalnizca D tipi, 3’linln C ve D tipleri,
I’inin ise A, C ve D tipleri oldugunu belirle-
miglerdir. Raska ct al. (24) hasta tavuklardan
izole ettigi 372 S. aureus susundan % 49.5’inin
D tipi, % 12.3’{intin A tipi, % 3.8’nin A+D tipi
olmak  lizere toplam %  65.6’smn

enterotoksijenik oldugunu saptamislardir. Bu
calismada donmus pili¢ karkaslarindan izole
cdilen koagulaz pozitif stafilokoklardan %
21.2’inin enterotoksijenik oldugu ve bu sonug-
larin Evans et al. (7) ile Harvey et al. (12)’un
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bulgulan ile benzerlik gosterdigi, diger bazi
aragtirmacilarin (1, 9, 24) bulgularindan disiik,
bazi arastiricilarin (27) sonuglarnindan da yiik-
sek bulunmustur. Bu durum degisik iilkelerde,
kanatl: hayvanlardan izole edilen
stafilokoklarin enterotoksin olusturma diizey ve
tiplerinin farkliligi yanisira, aym lilkedeki
farkli isletmelerden izole edilen stafilokoklarin
enterotoksin olusturma diizey ve tiplerinin de
6nemli farkliliklar gostermesiyle agiklanabilir.
Nitekim, Adams ve Mcad (1) 3 farkh hindi
kesimhanesinin degisik birimlerinden olmak
lizere; 1. isletmeye ait 55 izolatdan % 66’sinin
yalmzca C tipi enterotoksin olusturdugunu,
buna karsin 2. igletmeyec ait toplam 41 i1zolatdan
2’sinin D ve I’'inin F tipi olmak iizere %
7.3’lintin enterotoksin olusturdugunu ve 3. is-
letmeye ait toplam 50 izolatin  ise
enterotoksijenik olmadigin1  saptamislar  ve
bdylece isletmeler arasi farkhihgin Onemini
ortaya koymuslardir.

Bu ¢alismada en gok saptanan A ve/vcya
D tipi entcrotoksinler, benzer sekilde arastiri-
cilarin ¢ogu (7, 9, 12, 24) tarafindan da sapta-
nan toksin tipleri olmustur. Yine bu ¢aligma
bulgulariyla uyumlu olarak, Evans et al. (7);
Gibbs et al. (9); Raska ct al. (24) ile Shiozowa
et al. (27) birden fazla toksin tipinin birarada
bulundugunu saptamiglardir.

Bu ¢alismada cnterotoksijenik
stafilokoklarin sayisi ortalama 10° kob/g diize-
yinde saptanmis olup bu deger soguk zincirin
kirilmas:1 ve &zellikle sicak yaz aylarindaki
ylksek ortam sicaklifinda enterotoksin olusu-
mu ydniinden risk tagimaktadir. Zira Herten et
al. (13) dencysel ¢alismalarinda stafilokoklarin
enterotoksin dretmelerinde ortam sicakliinin
temel faktor oldugunu ve bunun rekabetgi flo-
radan daha Onemli oldugunu bildirmislerdir.
Aragtiricilar ¢aligmalarinda, 10°-10* kob/g dii-
zeyinde enterotoksijenik S. aureus ve rekabetgi
mikroflora ile kontamine ettikleri pili¢ etlerin-
de 37°C inkiibasyon sicakliginda 10°-107 kob/g
diizeyine ulasan etkenin 48 saat iginde toksin
olusturmasina karsin, 30°C de inkibe edilen
etlerde etkenin ancak 10° kob/g diizeyine ulas-
masi halinde ve 72 saatte toksin olusturabildi-
gini ve 15°C inkiibasyon sicakliginda 72 saat
icerisinde etkenin en ¢ok 10° kob/g diizeyine

ulastig1 ve enterotoksin olusturamadigini sap-
tamiglardir.

Bu ¢alismadan elde edilen pH degerleri-
ne iligkin bulgularla (6.31-6.75) uyumlu olarak
Gotze ve Schroder (8) Almanya, Hollanda ve
Danimarka orijinli pili¢ karkaslarinin pH de-
gerlerini ortalama 6.32-6.41 olarak belirlemis-
lerdir.

Sonug olarak, bu galismada incelenen
donmus tavuk karkaslarindan izole edilen
koagulaz pozitif stafilokoklarin % 21.2’sinin
farkh tip enterotoksinleri iretme yetenegindc
olmalar1 nedeniyle stafilokokal
intoksikasyonlarin olusumu bakimindan potan-
siyel saghk riski tasidigi ortaya ¢ikmaktadir.
Karkas kontaminasyonunun en az diizeyde
tutulabilmesi igin tavuk isleme ve tiretim bi-
rimlerinde mikrobiyolojik tehlikenin identifiye
edilmesi ve kontroliine yoénelik HACCP
(Hazard Analysis Critical Control Point) siste-
minin uygulanmasi ve bu sistem igerisindec
stafilokokal kontaminasyonda biyitk 6nem
tasiyan tily yolma makinalarinin ¢alismasinin,
tiylerin akiimiilasyonuna imkan vermcyecek
sekildc saglanmasi, personel ve isletme hijye-
ninc 6nem verilmesi ile soguk zincirin siirekli-
liginin saglanmas: onerilir.
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