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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 6.3xırJ cfu/g, white all chocolate cream and
fruit-cream pastry samples contained coagulase-positive staphylococci at the
means of 1.7xırf cfu/g and 1.3x/rf cfu/g respectively. In 5 % of the samples,
ıd 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, white 12 (22.6 %) and 9 (28.1 %) of them
belonged to chocolate-cream andfruit-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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Özet: Bu çalışmada, Ankara 'da bulunan 16farklı pastaneye ait 15 'i sa-
de kremalı, 53 'ü kakaolu kremalI ve 32 'si meyveli kremalı olmak üzere toplam
IO()kremalı pasta örneğinden izole edilen koagulaz (+) stafilokoklar, enzyme-
linked jluorescent immzmoassay'a (ELFA) dayalı V/DAS Staph Enterotoksin
kiti ile enterotoksin oluşturma iizelliği yönünden test edilmiştir.

Analiz bulgulanna göre, koagulaz (j-) stafilokoklar sade kremalı pasta
örneklerinin o/c 73.3'ünde ortalama 6.3xlrY koblg, kakaolu ve meyveli kremalI
pasta örneklerinin tamamında sırasıyla ortalama I.7x](l koblg ve I.3xI01

koblg düzeyinde saptanmıştır. Ayrıca incelenen örneklerin % 5 'inde koagulaz
(+) stafilokoklann sayısı enterotoksin riski oluşturabilecek ](r koblg düzeyinde
bulunmuştur. Sade kremalı örneklerin 4'ünde (% 36.4), kakaolu kremalı ör-
neklerin lFsinde (% 22.6) ve meyveli kremalı örneklerin 9 'unda (% 28.1)
olmak üzere toplam 25 (% 26.0) pastadan izole edilen koagulaz (+)
stafılokoklann enterotoksin oluşturma yeteneğinde olduğu saptanmıştır. Çalış-
mada gruplar arası fark istatiksel yönden önemli bulunmamıştır.

Sonuç olarak, Ankara 'da tüketime sunulan kremalI pastaların
enterotoksijenik stafilokoklar yönünden potansiyel sağlık riski taşıdığı, kontrol
önlemleri çerçevesinde ham materyal, işletme ve özellikle personel hijyenine
önem verilmesi ve yasal düzenleme/erin yapılmasının gerekli olduğu görüşüne
vanImıştır.

Anahtar Kelimeler: KremalI pasta, koagulaz pozitif stajitokok,
enterotoksin, VlDAS.

Giriş

Enterotoksijenik stafilokoklardan kay-
naklanan intoksikasyonlar bütün dünyada en
sıklıkla rastlanılan bakteriyel kaynaklı gıda
zehirlenmeleri olup; enterotoksijenik S. aureus
suşlarının çoğalarak > i06-1 07 kob/g (koloni
oluşturan birimlg) düzeyine ulaşması sonucu
gıdalarda oluşturduğu sindirim kanalına etkili
enterotoksinlerin alınmasıyla şekillenir.
Stafilokokal intoksikasyonlar, insanda entero-
toksin içeren gıdaların alınmasından 1-6 saat
sonra şiddetli kusma ve çoğunlukla ishal ile
kendini gösterir ve sağlığa yeniden kavuşulma-
sı 24-48 saat sürer. Ancak stafılokokal
intoksikasyonlar ölüm oranının oldukça düşük
olması nedeniyle yeterince dikkate alınma-
maktadır. Deneysel çalışmalarda gönüllülerde
0.14 /.lg SE/kg doz ile orta şiddetli
intoksikasyon oluşturulmuş ise de, doğal
stafilokokal intoksikasyonlardan elde edilen
bulgular, toksin dozunun i/.lg/kişi veya bunun
altında olduğunu göstermektedir (8, 3 i)

Kremalı pastalar, intrinsik ve ekstrinsik
faktörleri gereği başta S. aureus olmak üzere
koagulaz (+) stafılokokların gelişmesi ve

enterotoksin oluştunnası ıçın mükemmel
özelliğe sahiptirler (14, 19, 27). Özellikle
kontamine materyal kulanımı ile uygun olma-
yan yapım ve muhafaza koşulları, kremalı pasta
tüketimine bağlı oluşan stafılokokal
intoksikasyonların en önemli nedenini oluştur-
maktadır (9, 25). Kremalı pasta tüketimi sonu-
cu oluşan stafılokokal intoksikasyonlara ilişkin
kayıtlar gelişmiş ülkelerde dokumente edilmiş
olmasına karşın Türkiye'de bu konuyla ilgili
herhangi bir veriye rastlanmamıştır.

Enterotoksijenik stafılokokların ve/veya
enterotoksinlerin gıdalarda saptanması, gıda
güvenliğinin sağlanması ve epidemiyolojik
çalışmalara ışık tutulması yönünden büyük
önem taşımaktadır. Bu amaçla; tek ve çift jel
difüzyon tüp yöntemi, pasif veya reversed pasif
lateks aglutinasyon testi, mikroslide yöntemi
ile RIA ve ELISA gibi teknikler kullanılmakta-
dır. Bununla birlikte klinik immunodiagnostik
alanında geliştirilen ELISA ve ELISA 'ya da-
yalı hızlı teknikler günümüzde gıda analizleri
sahasında da etkin uygulama alanı bulmuştur
(7, 18, 21). Stafılokokal gıda zehirlenmelerin-
den sorumlu tutulan gıdaların çoğunun <i
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ı.ı.g/lOO g düzeyinde ET içermesi nedeniyle
kullanılan tekniklerin uygulanmasının kolay ve
duyarlılığının yüksek olmasına gereksinim
vardır. Becker et ai. (I 994) SET -EIA,
Ridascreen ve TECRA SET testleri ile
enterotoksin tayininde yanlış pozitif sonuç al-
dıklarını, bu nedenle zayıf pozitiflik veren test
sonuçlarının kabul edilmemesi gerektiğini bil-
dirmişlerdir. Araştırıcılar deneyselolarak SE
ile kontamine ettikleri sığır etlerinde SE'in en
iyi VIDAS tekniği ile saptandığını; zira VIDAS
ile toplam 16 örneğin 14'ünde, SET-EIA ile
i3'ünde ve Ridascreen testi ile de iO'unda
pozitiflik saptadıklarını bildirmişlerdir. VIDAS
Staph Enterotoksin Test (VIDAS SET),
enzyme-linked fluorescent immunuassay' a
(ELFA) dayalı bir teknik olup, bu kit ile 7 tok-
sinden herhangi birinin varlığı i ng/ml duyarlı-
lıkla saptanabilmektedir. Ancak VIDAS ile
aranılan toksin tipinin belirlenernemesi bir
dezavantaj olmaktadır.

Bu çalışmada kremalı pasta örneklerinde
gıda intoksikasyonları yönünden büyük önem
taşıyan koagulaz (+) stafilokokların varlığı ile
enterotoksin oluşturma yeteneklerinin belir-
lenmesi ile kremalı pastaların tüketici sağlığı
yönünden güvenilirliğinin saptanması amaç-
lanmıştır.

Materyal ve Metot

Ankara' daki 16 farklı pastaneden sağla-
nan 15'i sade kremalı, 53'ü kakaolu kremalı ve
32' si meyveli kremalı olmak üzere toplam 100
pasta örneği bu çalışmanın materyalini oluş-
turmuştur.

Aseptik koşullarda alınarak soğuk zincir
altında laboratuvara getirilen pasta örneklerin-
den steril plastik torbalara IO'ar g tartılarak

üzerlerine 90' ar ml steril peptonlu su (% O.i)
ilave edilip, stomacher'da 2 dakika süreyle
homojenize edilmiştir. Bu şekilde hazırlanan
homojenattan yine steril peptonlu su ilc ıo.g'e
kadar desimal dilüsyonları yapılarak damla
plak tekniği ile BAIRD-PARKER agara ekim-
leri yapılmış ve plaklar 37°C de 48 saat inkübe
edilmiştir (I). İnkübasyon sonucu üreme sapta-
nan plaklarda toplam mikrokok ve stafilokok
sayıları belirlendikten sonra, her bir örneğe ait
tipik ve/veya atipik 5 stafilokok kolonisinden
koagulaz test yapılmıştır (3). Test yapılan her
bir pasta örneğine ait koagulaz (+)
izolatlarlardan 2'si enzyme-linked f1uorescent
immunuassay'a (ELFA) dayalı VIDAS Staph
Enterotoksin Kiti (VIDAS SET, BioMerieux,
Fransa) ile enterotoksin oluşturma özelliği yö-
nünden test edilmiştir (2, i5, 18).

Bu çalışmada elde edilen verilerin de-
ğerlendirilmesinde varyans analiz testi uygu-
lanmıştır (26).

Bulgular

Tablo rde sunulduğu üzere, örneklerin
tamamında mikrokok ve stafılokoklar 102_107

kob/g; ortalama 105 kob/g düzeyinde saptanır-
ken, koagulaz (+) stafılokoklar sade kremalı
örneklerin % 73.3'ünde ortalama 6.3x 102

kob/g, kakaolu ve meyveli kremalı örneklerin
ise tamamında sırasıyla ortalama ı.7x ı03 kob/g
ve 1.3x i03 kob/g düzeyinde saptanmıştır.

Sade kremalı örneklerin % 6.7'sinde, ka-
kaolu kremalı örneklerin % 5.7'sinde ve mey-
veli kremalı pasta örneklerinin de % 3. ı'inde
koagulaz (+) stafilokok sayısı enterotoksin riski
oluşturabiIecek 105 kob/g düzeyinde saptan-
mıştır.

Tablo I:Kremalı pastalardan izole edilen MikrokoklStafılokoklar ile Koagulaz (+) Stafılokoklar (%)
Table i: The level of micrococci/staphylococci and coagulasc-positivc staphylococci in crcam pastrics (%)

Pasta Orneği ve Mikroorganizmalar <2.0 xı02 102 iw 104 ıOs 106 107
Sayısı n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Sade Krema/ı Pasta Mikrokok ve Stafılokok - 2 (13.3) 3 (20.0) 2 (13.3) 7 (46.7) ı (6.7) -
(1l=15) Koagulaz (+) Srafılokok 4 (26.7) 5 (33.3) 4 (26.7) i (6.7) ı (6.7) - -
Kakaolu, Krema/ı Mikrokok ve Sıafılokok - - 9 (17.0) 13 (24.5) ı9 (35.8) ii (20.8) ı (1.9)
Pasta
(Il- 53) Koagıılaz (+) Srafılokok - 20 (37.7) 25 (47.2) 5 (9.4) 3 (5.7) - -
Meyve/i.Krema/ı Mikrokok ve Stafılokok - - 3 (9.4) 3 (9.4) ıı (34.4) 14 (43.8) i (3.1)
Pasta
(Il= 32) Koagulaz (+) Stafılokok - 12 (37.5) 9 (28.1) 10 (31.3) 1 (3. ı) - -
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(+) stafilokokların
yeteneğinde olduğu

Toplam 96 pasta örneğinden izole edilen
koagulaz (+) stafilokokların VIDAS test kiti ile
enterotoksin oluşturma özellikleri incelendi-
ğinde; sade kremalı örneklerin 4 'ünde (%
36.4), kakaolu kremalı örneklerin 12'sinde (%
22.6) ve meyveli kremalı örneklerin 9'unda (%
28.1) olmak üzere toplam 25 pastadan (% 26.0)

izole edilen koagulaz
enterotoksin oluşturma
saptanmıştır (tablo II).

Çalışmada gruplar arası fark, istatiksel
olarak önemli bulunmamıştır (p>O.OOl).

Tablo ii:Kremalı pastalardan Izole edilen koagulaz pozitif stafilokoklardan (n: 96) enterotoksin oluşturma özelliğinde olanların
dağılımı

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

Pasta Örneği ve Sayısı Koagulaz pozitif Enterotoksin oluşturan Enterotoksin
örnek sayısı örnek sayısı oluşturma %

Sade Krema/ı Pasta (II:15) 11 4 36.4
Kakaolu Krema/ı Pasta (11:53) 53 12 22.6
Meyveli Krema/ı Pasta (11:32) 32 9 28.1

Toplam (n: 100) 96 25 26.0

Tartışma

Süt ve süt bazlı ürünler, stafilokokların
gelişmesi ve toksin oluşturmaları için son dere-
ce uygun bir yapı ve bileşime sahiptir. Sütün
stafilokoklar ile primer kontaminasyonunda
özellikle subklinik mastitisli' hayvanlar büyük
roloynamaktadır (23). Ayrıca sütlerin sağım-
dan sonra oda sıcaklığında uzun süre tutulmala-
rı, pastörizasyon eksikliği veya pastörizasyon
sonrası kontaminasyon, personel hijyeni ve
işletme sanitasyonuna ilişkin hatalar süt ve süt
ürünlerinde stafilokokal enterotoksin oluşum
riskini arttırmaktadır (5, ll, 18).

Değişik araştırıcılar süt ve süt ürünleri-
nin enterotoksijenik stafilokoklar ile önemli
düzeylerde kontamine olduğunu bildirmişlerdir.
Bu çerçevede; Santos (1981 ) Brezilya' da ince-
lediği pastörize sütlerin % 50'sinden fazlasının
stafilokoklar ile kontamine olduğunu saptamış-
tır. Enterotoksijenik stafilokokların saptanma-
sına yönelik çalışmalarda, Untermann ve Sinell
(1970) sütten izole ettikleri 51 S. aureus
suşundan 2'sinin (% 4); Wieneke (1974) yine
sütten izole ettiği 50 S. aureus suşundan 3' ünün
(% 6) enterotoksin oluşturma yeteneğinde ol-
duğunu saptamışlardır. Müller (1996) ise deği-
şik kaynaklara at fen yaptığı derlernede sütten
izole edilen S. aureus suşlarından toksin oluştu-
ranların % 0-74, genelde % 20-40 arasında
değiştiğini, kendi yaptığı çalışmasında da
çiğ süt ve yumuşak peynirierden izole ettiği

S. aureus suşlarından % 34.9'unun toksin o-
luşturma yeteneğinde olduğunu bildirmiştir.
Castro et aL. (1986) ile Jermini et aL. (1990)
peynirlerden izole ettikleri S. aureus suşlarının
toksin oluşturma düzeylerinin % 0-66 arasında
değiştiğini bildirmişlerdir.

Sütün başta S. aureus olmak üzere
koagulaz (+) stafilokoklar ile yüksek düzeyde
kontamine olması, kremalı pastaların en önemli
bileşenlerinden biri olan kremanın da
kontamine olmasına temel oluşturmaktadır
(13). Bu çalışmada analiz edilen kremalı pasta
örneklerinin % 73.3-100'ünün ortalama 102_103

kob/g düzeyinde koagulaz (+) stafilokoklar ile
kontamine olduğu ve toplam 96 örneğin
25'inden (% 26.04) izole edilen koagulaz (+)
stafilokokların ise VIDAS testi ile enterotoksin
oluşturma yeteneğinde olduğu saptanmıştır. Bu
çalışmada olduğu üzere çoğu araştırıcılar ince-
ledikleri kremalı pasta örneklerinin koagulaz
(+) stafilokoklar ile değişik düzeylerde
kontamine olduğunu ve izolatlar içerisinde
enterotoksin oluşturma özelliğine sahip olanla-
rın yer aldığını bildirmişlerdir. Bu çerçevede,
Özer ve ark. ( 1968) Ankara' daki krcmalı pas-
taların yaklaşık % 51' inin koagulaz (+)
stafilokok içerdiğini saptamışlardır. Sumner et
al.(1993) tarafından pastaların S. aureus ile
kon tam inasyon düzeyinin ve toksin oluşturma
yeteneğinin belirlenmesi amacıyla yapılan ça-
lışmada, 214 pastacılık ürününün 21' inden (%
9.8) S. aureus izole edilmiş olup, izolatların
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Tsinin (% 23) bu çalışmadan elde edilen bul-
gulara (%26.04) benzer şekilde enterotoksin
oluşturma yeteneğinde olduğu saptanmıştır. Bu
ürünler içerisinde özellikle 40 kremalı çörek
örneğinin 12'sinden (% 30) S. Qureus izole
edildiği ve bunların 5'inin (% 41.7)
enterotoksin oluşturma özelliğinde olduğu
saptanmıştır.

Khalafalla et aL.(i 99 i) kremalı pasta ör-
neklerinin % 30-50' sinin koagulaz (+)
stafilokok içerdiğini ve bunların da yaklaşık %
12'sinin A tipi enterotoksin oluşturduğunu
saptamışlardır. Saptanan koagulaz (+)
stafilokokların kaynağının da krema olduğu
bildirilmiştir. Sankaran ve Leela (i 983) analiz
ettikleri pastacılık ürünleri içerisinde kremalı
pastalardan izole ettikleri stafilokokların başta
B tipi olmak üzere enterotoksin oluşturma ye-
teneğinde olduğunu saptamışlardır.

Brezilya 'nın Araraquara şehrindeki 13
farklı işletmeden sağlalanan toplam 39 tatlı-
pastacılık ürünü örneğinin % i8' inde S. Qureus
saptanmış olup, sayıları örneklerin % 5'inde bu
çalışma bulgularına benzer şekilde i04 - ıo5

kob/g düzeyinde bulunmuştur (i 7). Dantas ve
Silva (i988) i i 3 pasta örneğinin % 46' sında
> 102 düzeyinde S. Qureus saptamışlardır. Yde
(1982) ise Belçika' da toplam 156 kremalı pasta
örneğinin % 24.4 'ünün S. Qureus ile kontamine
olduğunu, % l.3'ünde kontaminasyon derece-
sinin yine bu çalışma bulgularına benzer olarak
kritik kabul edilen >1.0xıo5 kob/g düzeyinde
bulunduğunu saptamıştır. Teufel et aL. (1992)
Pakistan' da krema içeren mahalli pastacılık
işletmelerinden sağlanan ürünlerde genelde
104_108 kob/g düzeyinde S. Qureus ve 10 örne-
ğin 8' inden de A tipi enterotoksin saptamışlar-
dır. Bu sonuçlara göre "khoa" (manda sütünün
yarı katıdan, katıya kadar kıvama ulaşıncaya
kadar kaynatılarak elde edilen bir ürün çeşidi)
içeren kremalı pastacılık ürünlerinin
stafilokokal gıda zehirlenmeleri yönünden yük-
sek risk taşıdığı ortaya çıkmıştır. Bildirilen
çalışma bulgularından farklı olarak lin et aL.
(i984) analiz ettikleri toplam 732 batı tipi
kremalı pastacılık ürünü örneğinin yalnızca %
1.2'sinden S. Qureus'u izole ettiklerini bildir-
mişlerdir.

Krema ve krema bazlı ürünlerin
enterotoksin oluşumunu stimule ettikleri ve bu
haliyle stafilokokal intoksikasyonlar yönünden
halk sağlığı riski oluşturdukları (I 6), buna bağlı
olarak da krcmalı pasta tüketimi sonucu oluşan
birçok stafilokokal gıda zehirlenmesi vak' ası
meydana geldiği bildirilmiştir (3,5,27,30). Bu
çerçevede; Catsaras et aL. (i 970) Fransa 'nın
Lille şehrinde i969 yılında kremalı kek tüketi-
mine bağlı olarak meydana gelen ve i00 kişinin
etkilendiği bir gıda zehirlenmesi olayında so-
rumlu etken olarak koagulaz (+) stafilokokları
izole etmişlerdir. Belçika' da kremalı pasta tü-
ketimine ilişkin meydana gelen bir S. Qureus
gıda zehirlenmesi olgusunda, intoksikasyona
neden olan örneğin 1.0xl08 kob/g'dan fazla A
tipi enterotoksin oluşturan S. aureus içerdiği
saptanmıştır (30).

Günümüzde Ortadoğu ülkeleri ile Hin-
distan ve Pakistan' i içeren ülkelerde süt bazlı
pastacılık ürünlerinin stafilokokal
enterotoksinlerin aracı durumunda olduğu bil-
dirilmektedir. Pakistan Milli Sağlık Enstitüsü,
Gıda Mikrobiyolojisi Laboratuvarına gönderi-
len ve bir kişinin zehirlenmesinden sorumlu
tutulan kremalı pasta örneğinden 107 kob/g
düzeyinde A tipi enterotoksin oluşturan S.
Qureus saptanmıştır (27).

Kremalı pastaların enterotoksijenik
stafilokoklar ile kontaminasyonunda pastörize
edilmemiş, hijyenik kalitesi düşük krema kul-
lanılmasının yanısıra, kremalı pastaların uygun
olmayan sıcaklıklarda uzun süre muhafaza
edilmeleri stafilokokların üreme ve toksin o-
luşturmasına neden olmaktadır. Hirooka et aL.
(i 987) özellikle soğukta muhafaza edilmeyen
pastalarda düşük miktarlarda da olsa mevcut
stafilokokların çoğalarak toksin oluşturmaları
ve buna bağlı olarak intoksikasyon oluşum
riskinin gözardı edilmemesi gerektiğine dikkat
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gıdaların enterotoksijenik stafılokoklar ile
kontaminasyonunda özellikle personel hijyeni
eksikliği ile işletmelerde kullanılan alet ve e-
kipmanın temizlik ve dezenfeksiyonuna ilişkin
hatalar büyük roloynamaktadır (24),

Sonuç

Bu çalışma sonuçları ile Ankara'da tü-
ketime sunulan kremalı pastaların
enterotoksijenik stafilokoklar yönünden potan-
siyel sağlık riski taşıdığı belirlenmiştir. Kre-
malı pasta tüketimine bağlı oluşabilecek
stafilokokal intoksikasyon riskinin önlenebil-
mesi için, başta hijyenik kalitesi yüksek krema
kullanılması, kremanın pastörizasyonunun
mutlaka yapılması ve pastörizasyon sonrası
kontaminasyonun önlenmesi, soğutma işlemi-
nin yeterli ve sürekli olmasının sağlanması, her
türlü katkı maddelerinden kaynaklanabilecek
kontaminasyonun önlenmesi ve epidemiyolojik
çalışmalardan elde edilen bulgular doğrultu-
sunda, özellikle personel hijyenine özen göste-
rilmesi ile işletmelerin düzenli hijyen kontrolle-
rinin yapılmasının gerekli olduğu görüşüne
varılmıştır.
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