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ENTEROTOKSIN OLUŞTURMA YETENEKLERININ. . . .
SET-RPLA TESTI ILE BELIRLENMESI
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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
careass 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 atypieally strains grown on Baird-
Parker agar. The enterotoxigenicity of eoagulase-positive strains was detecıed
bya 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 I.3x i 03 efulg. Seven
(21.2 %) of the 33 eoagulase-positive ehieken samples were found
enterotoxigenie. The enterotoxin types of these strains were as follows: 3
produeed only type A, 2 produeed only type D, i produeed both A and B types,
i produeed A, B and C types.

/n eonc!usion, the analysed frozen chieken samples, whieh eontaminated
with enterotoxigenie staphyloecoci, were found as potential public health risk
and to control of the hazards HACCP (Hazard Analysis Critica i Control Point)
system should be applied.

Key Words: Chieken careass, coagulase-positive staphylococci,
enterotoxins

Özet: Bu çalışma, Ankara 'da tüketime sunulan toplam 50 adet donmuş
piliç karkas örneğinde koagulaz pozitif stafilokokların varlığı ve
kontaminasyon derecesi ile enterotoksin oluşturma yeteneklerinin belirlenmesi
amacıyla yaptlnllştır. Koagulaz pozitif stafilokokların belirlenmesinde, Baird-
Parker agarda üreyen tipik ve atipik kolonilerden tüpte koagulaz testi yapılır-
ken, enterotoksin tayini koagulaz reaksiyonu pozitif suşlardan Reversed
Passive Latex Agglutination ticari test kiti (SET RPLA, TD 900 Oxoid) ile ya-
ptlmıştır .
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Analiz bulguları çerçevesinde, toplam 50 piliç karkas örneğinin
33 'ünden (% 66) ortalama 1.3xJ(Y kob/g düzeyinde koagulaz pozitifstafilokok
saptanmıştır. Toplam 33 donmuş piliç karkas örneğine ait koagulaz pozitif
stafilokok izolatlarından 7 'sinin (% 21.2) enterotoksin (ET) oluşturma yetene-
ğinde olduğu ve bu izolatlardan 3 'ünün yalnızca A tipi ET, 2 'sinin yalnızca D
tipi ET, i 'inin A ve B tipi ET'leri birlikte, i 'inin de A, B ve C tipi ET'leri bir-
likte oluşturduğu saptanmıştır.

Sonuç olarak, bu çalışmada incelenen donmuş tavuk karkaslarından i-
zole edilen koagulaz pozitif stafilokokların farklı tip enterotoksinleri oluştur-
maları nedeniyle stafilokokal intoksikasyonlar yönünden potansiyel sağlık riski
taşıdığı saptanmış olup, kontrol önlemleri çerçevesinde HA CCP (Hazard
Analysis Critica i Control Point) sisteminin uygulanması önerilir.

Anahtar Kelimeler: Piliç karkas, koagulaz pozitif stafilokok,
enterotoksinler

Giriş

Son yıllarda dünyada tavukçuluk endüst-
risinde görülen hızlı gelişme ve insanların tü-
ketim alışkanlıklarındaki değişmeye paralel
olarak, tavuk etinden kaynaklanan gıda
infeksiyon ve intoksikasyon sayılarında da
artışlar kaydedilmiştir. Tavuk etinin sağlıklı ve
ekonomik olmasına karşın, üretim teknolojisi
ve özellikle kesim prosesindeki çapraz
kontaminasyonlar ile pişirme ve muhafaza
hataları nedeniyle çoğu patojen mikroorganiz-
maların da önemli bir kaynağı durumundadır.
Bu patojen mikroorganizmaların başında
Salmonella, Campylobacter, Staphylococcus ve
Clostridium'lar gelmektedir. Bu etkenlerden ilk
3'ü insanlarda etiyolojisi bilinen gıda
infeksiyon ve intoksikasyonlarının yaklaşık %
95'ini oluşturmaktadır (14).

Stafilokokal intoksikasyonlar; çeşitli
intrinsik ve ekstrinsik faktörlere bağlı olarak
özellikle proteince zengin hayvansal gıdalarda
çoğalarak 106_i07 kob/g'a ulaşan
enterotoksijenik stafilokokların gıdalarda o-
luşturduğu toksinierin alınması sonucu şekille-
nir. Enterotoksin içeren gıdaların alınmasından
yaklaşık i-6 saat sonra şiddetli kusma ve ço-
ğunlukla ishal ile ortaya çıkan klinik tablo,
olayların çoğunda 24-48 saat sonra iyileşme ile
sonlanır (I I).

Ülkelerin çoğunda yapılan çalışmalarda
(i 2, i8), tavuk etlerinden izole edilen
stafilokokların enterotoksin oluşturma özellik-
lerinin incelenmesine karşın, Türkiye'de bu

konuyla ilgili herhangi bir veriye rastlanma-
mıştır. Belirtilen nedenle bu çalışma, gıda kay-
naklı intoksikasyon olgularında büyük önem
taşıyan donmuş piliç karkaslarından izole edi-
len koagulaz pozitif stafilokokların
enterotoksijenik olup olmadıklarının ve tüketici
sağlığı yönünden risk taşıyıp taşımadıklarının
belirlenmesi amacıyla yapılmıştır.

Materyal ve Metot

Materyal

Bu çalışmanın materyalini paketlenmiş
formda, - i8°C' de muhafaza edilen toplam 50
adet donmuş piliç karkası oluşturmuştur.

Metot

Örneklerin Alınması ve Mikrobiyolo-
jik Analizler: Aseptik koşullarda alınan ve
soğuk zincir altında laboratuvara getirilen
donmuş piliç karkas örnekleri, buzdolabı sı-
caklığında (4°C) 24 saat çözündürüldükten
sonra, herbir piliç karkas örneğinden bütünü
temsil edecek şekilde; sol ve sağ butun
lateralinden, gövdenin sağ ve sol lateralinden
ve göğüs bölges~nden alınan iO' ar g örnek ste-
ril torbalara konulup, üzerine 90'ar ml steril
peptonlu su (% O. i 'lik) ilave edildikten sonra
stomacher'da yaklaşık 3 dakika homojenize
edilmiştir. Bu şekilde hazırlanan ana
homojenattan yine steril peptonlu su ile i0-6'ya
kadar desimal dilüsyonlar hazırlanarak, herbir
dilüsyondan yayma plak tekniği ile Baİrd-
Parker agara (Oxoid, CM 275, egg-yolk emül-
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siyon) çift paralelli ekimler yapılmış ve plaklar
37"C' de 24-48 saat süreyle aerob koşullarda
inkübe edilmiştir (3). İnkübasyon periyodu
sonunda üreme saptanan plaklarda toplam mik-
rokok ve stafilok sayısı belirlendikten sonra
herbir plakta üreyen tipik ve/veya atipik
stafilokok kolonilerinden örnekleme yoluyla 5
taneye kadar seçilerek, tüpde koagulaz testi
yapılmıştır (4, 17). Test sonunda koagulaz
reaksiyonu veren izolatlar koagulaz pozitif
stafilokok olarak değerlendirilmiştir.

Enterotoksin Tayini: Herbir örneğe ait
koagulaz reaksiyonu 2 pozitif veya üzerinde
olan 2 izolat Reversed Passive Latex
Agglutination ticari test kiti (SET RPLA, TO
900, Oxoid) ile enterotoksin oluşturma yete-
nekleri yönünden incelenmiştir. Bu amaçla
koagulaz pozitif izolatların Brain Heart
Infusion (BHI, CM 225, Oxoid) brothda
37°C'de 24 saatlik inkübasyonu sonucu üreyen
küıtür süspansiyonlarından 10'ar ml alınarak
4°C'de 9000 g'de 30 dakika süreyle santriftije
edilip, 0.20 ~m por çapındaki membran filtre-
den (Minisart N, Sartorius) süzülmüştür. Elde
edilen filtratdan, izolatların A, B, C veya D tipi
enterotoksin oluşturma yetenekleri, yapımcı
yönergesi doğrultusunda Reversed Passive
Latex Agglutination ticari test kiti (SET-
RPLA) ile saptanmıştır (6,21).

pH Değerlerinin Belirlenmesi: Piliç
karkas örneklerinin pH değerleri but ve göğüs
bölgesinden, elektronik pH metre (pH 900, Ncı,
Ingold 406.mg.dxk-57/27) ilc belirlenmiştir.

Bulgular

Bu çalışmada incelenen toplam 50 adet
donmuş piliç karkas örneğinin 49'undan (% 98)
ortalama 5.8x 104 kob/g düzeyinde mikrokok
ve stafilokok saptanmış olup, bu bakterilere
ilişkin minimal ve maksimal sayılar 2.0x 102 ve
L.2xl06 kob/g olarak bulunmuştur. Donmuş
piliç karkas örneklerinin 1Tsinde (% 34)
koagulaz pozitif stafilokok sayısı, bu çalışmada
kullanılan yayma plak tekniği ile saptama sınırı
olan L.Ox102 kob/g' ın altında kalırken; örnekle-
rin kalan 33 'ünden (% 66) koagulaz pozitif
stafilokoklar izole edilmiş olup, sayıları da
ortalama L.3x103 kob/g, minimal 2.0xl02 ve

maksimal 8.0x i03 kob/g düzeyinde saptanmış-
tır.

Bu çalışmada 33 donmuş piliç karkasına
ait koagulaz pozitif stafilokok izolatlarından
Tsinin (% 21.2) enterotoksin (ET) oluşturma
yeteneğinde olduğu ve bu izolatlardan 3 'ünün
yalnızca A tipi ET, 2'sinin yalnızca D tipi ET,
1'inin A ve B tipi ET'leri birlikte, 1'inin de A,
B ve C tipi ET'leri birlikte oluşturduğu sap-
tanmıştır. Bu durumda toplam 50 piliç karkas
örneğinde enterotoksijenik koagulaz pozitif
stafilokoklara rastlanma oranı % 14 (50/7) ola-
rak belirlenmiştir.

Piliç karkas örneklerinin göğüs ve but
bölgelerinde pH değerleri sırasıyla ortalama
6.31 ve 6.75 bulunurken, örnekler arasında pH
değerleri yönünden önemli fark saptanmamış-
tır.

Tartışma ve Sonuç

Bu çalışmada incelenen toplam 50 adet
donmuş piliç karkası örneğinin 49'undan (%
98) ortalama 5.8xl04 kob/g düzeyinde mikro-
kok ve stafilokok, 33 'ünden (% 66) ise
koagulaz pozitif stafilokoklar izole edilmiş
olup, sayıları da ortalama L.3xi03 kob/g olarak
belirlenmiştir. Bu çalışma bulgularına benzer
şekilde Anar ve ark. (2) Bursa'da tüketime
sunulan 40 adet piliç but örneğinde mikrokok
ve stafilokok sayısını ortalama 4.5x 104 kob/g,
koagulaz pozitif stafilokok sayısını ise ortalama
1.1x 103 kob/g olarak bildirmişlerdir.

Değişik ülkelerde yapılan çalışmalarda
tavuk karkas veya iç organ örneklerinin % 20-
84.Tsinin genelde 101-103 kob/g arasında deği-
şen düzeylerde stafilokoklar ile kontamine
olduğu bildirilmiştir (18). Bu çerçevede; Götze
ve Schröder (8) donmuş olarak tüketime sunu-
lan bütün piliç karkas örneklerinin
% 42.Tsinde (75/32) ortalama 102 kob/g değe-
rinde koagulaz pozitif stafilokok saptamışlar-
dır. Bu çalışmada, Hollanda orijinli piliç ör-
neklerinde kontaminasyon düzeyinin % 20
olmasına karşın, Danimarka orijinli piliç ör-
neklerinde % 76 olduğu belirlenmiştir. Yine,
Patterson (22) 430 piliç karkas örneğinin %
84.2'sinin <102 kob/16 cm2

, yalnızca %
0.5'inin >103 kob/16 cm2 düzeyinde, Roberts
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(25) İngiltere'deki 4 farklı işletmeden sağladığı
172 donmuş piliç karkas örneğinin %
36.6 'sının, Lahellee et aL. (16) analiz ettikleri
örneklerin % 41 'inin ortalama 3-7.0xlOI

kob/cm2 düzeyinde S. aureus ile kontamine
olduğunu saptamışlardır. Yine Adams ve Mead
(1) 3 farklı hindi kesimhanesinden aldıkları
karkas örneklerinde S. Qureus sayısının nadiren
103 kob/g düzeyini aştığını bildirmiştir. Buna
karşın Notermans et aL. (20) Hollanda'da bak-
kal ve marketlerden sağlanan pişirilmeye hazır
piliç karkaslarında S. Qureus sayısını >103

kob/g ile diğer araştırma bulgularından daha
yüksek olarak saptamışlardır. Notermans et aL.
(20)'ın bulgularına benzer şekilde Vorster et aL.
(29) Pretoria'da (G. Afrika) inceledikleri piliç
eti örneklerinin % 39.5'inin (43/17) ortalama
103 kob/g S. aureus ile kontamine olduklarını
saptamışlardır.

Kanatlı hayvanların kesim prosesinin ö-
zellikle tüy yolma, içorgan çıkartma ve su ile
soğutma işlemleri, başta salmonellalar ve
stafilokoklar olmak üzere birçok bakteri türü-
nün bir karkasdan diğer karkasa bulaşmasını
(çapraz kontaminasyon) kolaylaştırmaktadır
(19,23).

Özellikle tüy yolma makinalarının plas-
tik parmakçıkları (rubbel') ile ıslak ve sıcak
ortamı, stafilokokların burada kolonize olmala-
rı ve çoğalmaları için uygun yapıya sahiptirler
(5, 19). Bu şekilde stafilokoklar kanatlı kesim
prosesi sırasında tüy yolma makinalarında 105

kob/4 em2'ye kadar ulaşabilmektedir (10). Yine
tavuk etlerinin statilokoklar ile
kontaminasyonunda, kesimhane ve işleme bi-
rimlerinde çalışan personelin el ve eldivenieri
de en önemli kaynaklar arasında yer almaktadır
(I 1, 26, 28). Zira Kuseh (I 5) ile Harvey et aL.
(12) kanatlılardan izole ettiği suşların çoğunun
insan biyotip A 'ya ait olduğunu, bunun kayna-
ğının ise gıda ile uğraşan insanlar olduğunu
bildirmiştir.

Bu çalışmada 33 donmuş piliç karkasına
ait koagulaz pozitif statilokok izolatlarından
Tsinin (% 21.2) enterotoksin (ET) oluşturma
yeteneğinde olduğu ve bu izolatlardan 3 'ünün
yalnızca A tipi ET, 2'sinin yalnızca D tipi ET,
i 'inin A ve B tipi ET'leri birlikte, i 'inin de A,
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B ve C tipi ET'leri birlikte oluşturduğu sap-
tanmıştır. Bu durumda toplam 50 piliç karkas
örneğinde enterotoksijenik koagulaz pozitif
statilokoklara rastlanma oranı % 14 (5017) ola-
rak belirlenmiştir.

Ülkelerin çoğunda kanatlı hayvanlardan
veya etlerinden izole edilen S. aureus suşlarının
% 2.7-65.5 arasında değişen oranlarda farklı
tipierde enterotoksin oluşturma yeteneğinde
oldukları bildirilmiştir (7, 9, 12, 24, 27). Bu
çalışmalardan birinde Japonya 'nın değişik böl-
gelerindeki hasta ve sağlıklı tavuklardan izole
edilen toplam 586 S. aureus suşundan 16'sının
(% 2.7) enterotoksijenik olduğu; bu suşlardan
8'inin dermatitli tavuklardan izole edildiği ve
bunların 6'sının D, i 'inin A, i 'inin B+C tipi
enterotoksin ürettiği, diğer 8 suşun sağlıklı
görülen tavuklardan izole edildiği ve bunların
Tsinin C, 1'inin de A+C tipi enterotoksin o-
luşturduğu belirlenmiştir (27). Yine, Evans et
aL. (7) hasta ve sağlıklı tavuklardan izole ettik-
leri bazı atipik S. Qureus suşlarının da
enterotoksin oluşturma yeteneğinde olduğunu
saptamışlardır. Araştırıcılar çalışmalarında test
ettikleri 20 izolatdan 2' sinin D tipi, I' inin de
C+F tipi olmak üzere toplam 3 suşun (% IS)
enterotoksin oluşturma yeteneğinde olduğunu
saptamışlardır. Evans et aL. (7)'ın bulgularıyla
benzer şekilde bu çalışmada da atipik
stafilokokların enterotoksin oluşturma yeten e-
ğinde olduğu saptanmıştır. Harvey et aL.(12) K.
İrlanda'da canlı tavuk ile tavuk etinden izole
ettikleri i39 S. aureus suşunun % 25 'inin D tipi
enterotoksin oluşturma yeteneğinde olduğunu
saptamışlardır. Gibbs et aL.(9) tavuk faj grupla-
rına ait 52 S. aureus suşundan 24 'ünün (% 46)
enterotoksin oluşturma yeteneğinde olduğunu,
bu enterotoksinlerden i8'inin yalnızca A tipi,
2'sinin yalnızca D tipi, 3'ünün C ve D tipleri,
i 'inin ise A, C ve D tipleri olduğunu belirle-
mişlerdir. Raska et aL. (24) hasta tavuklardan
izole ettiği 372 S. aureus suşundan % 49.5'inin
D tipi, % 12.3'ünün A tipi, % 3.8'nin A+D tipi
olmak üzere toplam % 65.6'sının
enterotoksijenik olduğunu saptamışlardır. Bu
çalışmada donmuş piliç karkaslarından izole
edilen koagulaz pozitif stafilokoklardan %
21.2 'inin enterotoksijenik olduğu ve bu sonuç-
ların Evans et aL. (7) ile Harvey et ai. (l2)'un
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bulguları ile benzerlik gösterdiği, diğer bazı
araştırmacıların (l, 9, 24) bulgularından düşük,
bazı araştırıcıların (27) sonuçlarından da yük-
sek bulunmuştur. Bu durum değişik ülkelerde,
kanatlı hayvanlardan izole edilen
stafılokokların enterotoksin oluşturma düzey ve
tiplerinin farklılığı yanısıra, aynı ülkedeki
farklı işletmelerden izole edilen stafılokokların
enterotoksin oluşturma düzey ve tiplerinin de
önemli farklılıklar göstermesiyle açıklanabilir.
Nitekim, Adams ve Mead (1) 3 farklı hindi
kesimhanesinin değişik birimlerinden olmak
üzere; 1. işletmeye ait 55 izolatdan % 66'sının
yalnızca C tipi enterotoksin oluşturduğunu,
buna karşın 2. işletmeye ait toplam 41 izolatdan
2'sinin D ve 1'inin F tipi olmak üzere %
7.3 'ünün enterotoksin oluşturduğunu ve 3. iş-
letmeye ait toplam 50 izolatın ise
enterotoksijenik olmadığını saptamışlar ve
böylece işletmeler arası farklılığın önemini
ortaya koymuşlardır.

Bu çalışmada en çok saptanan A ve/veya
D tipi enterotoksinler, benzer şekilde araştırı-
cıların çoğu (7, 9, 12, 24) tarafından da sapta-
nan toksin tipleri olmuştur. Yine bu çalışma
bulgularıyla uyumlu olarak, Evans et aL. (7);
Gibbs et aL. (9); Raska et aL. (24) ile Shiozowa
et aL. (27) birden fazla toksin tipinin birarada
bulunduğunu saptamışlardır.

Bu çalışmada enterotoksijenik
stafılokokların sayısı ortalama 103 kob/g düze-
yinde saptanmış olup bu değer soğuk zincirin
kırılması ve özellikle !>ıcak yaz aylarındaki
yüksek ortam sıcaklığında enterotoksin oluşu-
mu yönünden risk taşımaktadır. Zira Herten et
aL. (13) deneysel çalışmalarında stafılokokların
enterotoksin üretmelerinde ortam sıcaklığının
temel faktör olduğunu ve bunun rekabetçi flo-
radan daha önemli olduğunu bildirmişlerdir.
Araştırıcılar çalışmalarında, 102_104 kob/g dü-
zeyinde enterotoksijenik S. aureus ve rekabetçi
mikroflora ile kontamine ettikleri piliç etlerin-
de 37°C inkübasyon sıcaklığında 106_107 kob/g
düzeyine ulaşan etkenin 48 saat içinde toksin
oluşturmasına karşın, 30°C de inkübe edilen
etlerde etkenin ancak 10Rkob/g düzeyine ulaş-
ması halinde ve 72 saatte toksin oluşturabildi-
ğini ve 15°C inkübasyon sıcaklığında 72 saat
içerisinde etkenin en çok 105 kob/g düzeyine

ulaştığı ve enterotoksin oluşturamadığını sap-
tamışlardır.

Bu çalışmadan elde edilen pH değerleri-
ne ilişkin bulgularla (6.31-6.75) uyumlu olarak
Götze ve Schröder (8) Almanya, Hollanda ve
Danimarka orijinli piliç karkaslarının pH de-
ğerlerini ortalama 6.32-6.41 olarak belirlemiş-
lerdir.

Sonuç olarak, bu çalışmada incelenen
donmuş tavuk karkaslarından izole edilen
koagulaz pozitif stafılokokların % 21.2 'sinin
farklı tip enterotoksinleri üretme yeteneğinde
olmaları nedeniyle stafilokokal
intoksikasyonların oluşumu bakımından potan-
siyel sağlık riski taşıdığı ortaya çıkmaktadır.
Karkas kontaminasyonunun en az düzeyde
tutulabilmesi için tavuk işleme ve üretim bi-
rimlerinde mikrobiyolojik tehlikenin identifiye
edilmesi ve kontrolüne yönelik HACCP
(Hazard Analysis Critical Control Point) siste-
minin uygulanması ve bu sistem içerisinde
stafılokokal kontaminasyonda büyük önem
taşıyan tüy yolma makinalarının çalışmasının,
tüylerin akümülasyonuna imkan vermeyecek
şekilde sağlanması, personel ve işletme hijye-
nine önem verilmesi ile soğuk zincirin sürekli-
liğinin sağlanması önerilir.
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