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Amacg: Micrococcaceae familyasimin  iiyesi  olan
Staphylococcus aureus insanlarda gida zehirlenmelerinde
en dnemli bakterilerden biridir. Gidalarda bulunmast gida
isletmeleri ile biiyiik mutfaklarda hijyen eksikliginin goster-
gesi olarak kabul edilir. Bu ¢alisma Antalya’da, turizm
sektoriinde hizmet veren otel igletmelerinde S. aureus ente-
rotoksin varligi ve tipinin belirlenmesi amaciyla yapilmus-
fr.

Gereg ve Yontem: Bu calisma alti otelden alinan sicak
yemek Orneklerini (her otelden onar ornek) icermektedir.
Alinan gida drnekleri onceden hazirlanan egg-yolk telluri-
te emusion iceren Braid Parker Agar’a ekilerek identifiye
edilmistir. Izole edilen S. aureus’lar enterotoksin analizi
“Reversed Passive Latex Agglutinasyon” (Oxoid, Birlesik
Krallik) ticari kiti ile yapimugstir.

Bulgular: Altmis adet yemek drneginin 21’inde (%35)
S. aureus ile kontamine oldugu, bunlarin sayilarinin
1.0x10°-4.7x10* kobl/g oldugu bulunmugtur. S. aureus
saytsimin 1.0x10°’ten fazla olan 12 gida drneginin alti-
sinda enterotoksin pozitif bulunmustur. Birinci otelde bir
adet stafilokokkal enterotoksin B pozitif, ikinci otelde bir
adet stafilokokkal enterotoksin C pozitif, iiciincii otelde
bir adet stafilokokkal enterotoksin C pozitif saptanirken,
dordiincii  otelde pozitif enterotoksin bulunamamis,
besinci otelde bir adet stafilokokkal enterotoksin B pozi-
tif, altinci otelde bir adet stafilokokkal enterotoksin A ve
bir adet stafilokokkal enterotoksin D pozitif olarak
bulunmusgtur. Incelenen 21 S. aureus bakterisinden stafi-
lokokkal enterotoksin A, bir gida orneginde (%4.8),
enterotoksin B iki gida dorneginde (%9.4), enterotoksin C
iki gida orneginde (%9.4) ve enterotoksin D bir gida
orneginde (%4.8) pozitif bulunmugtur.

Sonuc: Genelde her sey dahil seklinde hizmet veren oteller-
de sicak yemekler en fazla hassasiyet gerektiren boliimiinii
olusturmaktadir. Isil islem gormeleri toksin barmdirmama
agisindan etkili olmamaktadir. Genel sanitasyon kurallar
ve HACCP gibi gida giivenligine, personel hijyenine doniik
uygulamalara daha fazla onem verilerek tiiketici saglhig
daha iyi korunabilir.

Anahtar kelimeler: Gida intoksikasyonu, hazir yemek,
Staphylococcus aureus enterotoksin

ABSTRACT

Investigation of Staphylococcus aureus Enterotoxins in
the Hotel Food in Antalya, Turkey

Objective: Staphylococcus aureus, a member of the
Micrococcaceae family, is one of the most important
bacteria causing food poisoning in humans. The presence
of this bacteria in food points to the lack of hygiene in,
hotel kitchens, and food enterprises. This research was
carried out in order to search for the presence, and type of
Staphylococcus aureus enterotoxin in in hotels serving in
the tourism sector.

Materials and Methods: This study was performed with
hot meal samples obtained from six hotels (10 samples for
each). Food samples were inoculated on Braid Parker
Agar containing pre-prepared egg-yolk tellurite emulsion.
Isolated S. aureus bacteria were analyzed for enterotoxin
using the commercial kit of “Reversed Passive Latex
Agglutination” (Oxoid, United Kingdom).

Results: Out of 60 meal samples 21(35%) were found to be
contaminated with S. aureus in quantities of 1.0xI0° -
4.7x10* cfulg. Enterotoxin was found to be positive in six
meal samples out of 12 in which the quantity of S. aureus was
more than 1.0x10 cfu/g 3. Among food samples obtained
from hotels one staphylococcal enterotoxin B positivity in
the first, one staphylococcal enterotoxin C in the second, one
SEC positivity in the third, one staphylococcal enterotoxin A,
and one staphylococcal enterotoxin D positivities in the sixth
hotel were detected. In the fourth otel any endotoxin
positivity was not found. Among 21 S. aureus isolates
investigated, enterotoxin A positivitywas found in one (4.8 %),
enterotoxin B positivity in two (9.4%),enterotoxin C positivity
in two (94%), and enterotoxin D positivity in one (4.8%)
food sample.

Conclusion: In hotels serving on the basis of all- inclusive
system, hot meals require extra attention for food safety.
Heat-processing is not effective in terms of food
intoxication. To protect consumer health in a better way,
it is vital to pay extra attention to general sanitation
rules, staff hygiene, and handling food safety in compliance
with HACCP.

Keywords: Food intoxication, fast food, Staphylococcus
aureus enterotoxin
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GIRIS

Gida kaynakli hastaliklar patojen mikroorganiz-
ma veya toksinleri ile kontamine olan gidalar ile
olugmaktadir. Bunun sonucunda gastrointestinal
semptomlar ortaya c¢ikmaktadir. Bunlardan
intoksikasyon tip gida zehirlenmesinde patojen
bakterinin salgiladig1  toksin
Enterotoksinler aslinda bir ekzotoksindir.
Sindirim sistemini etkilediklerinden bu ismi

onemlidir.

alirlar. Staphylococcus aureus enterotoksini
insan beynindeki kusma merkezini uyararak
kusmaya neden olmaktadir.

Staphylococcus aureus toksininin gida zehirlen-
melerindeki pay: iilkelere gore degismekle bir-
likte, %15-45 arasinda oldugu tahmin edilmek-
tedir. Diinyada yaklasik olarak 1.9 milyon insan
gida zehirlenmesinden yagamini kaybetmekte-
dir. Tiirkiye’de Saglik Bakanligr Temel Saglik
Hizmetleri Genel Miidiirliigii verilerine gore,
2005 yih Tiirkiye’de rapor edilen gida zehirlen-
me sayist 26.298 olarak bildirilmistir. Amerika
Birlesik Devletleri, Ingitere ve Hollanda’daki
istatistiklere gore gida kaynakli hastaliklarin
%'70’ten fazlasi, toplu yemek servisi veren islet-
melerde gergeklesmistir!-.

Staphylococcus aureus uygun kosullar altinda
cogalmakta ve susa baglh olarak toksin olugtura-
rak intoksikasyon tipi hastaliklara yol agmakta-
dir. Stafilokokal intoksikasyon enterotoksijenik
stafilokoklarin gidalarda en az 10° kob/g bakteri
sayisina yiikseldikten sonra olustugu bilinmek-
tedir. S. aureus’un irettigi toksinler, A, B, Cl1,
C2,C3, D, E, G, H’den olusmaktadir. S. aureus
enterotoksin A (SEA) ve S. aureus enterotoksin
B (SEB) toksinlerinin 120°C’de 30 dakikalik 1s1l
islemle, S. aureus enterotoksin C (SEC) toksini-
nin 120°C’de 60 dakikada tamamen inaktif oldu-
gu bildirilmigtir®.

Gida orneklerindeki S. aureus sayisi, gida islet-
melerindeki yetersiz sanitasyon kosullarini gos-

tergesi olarak diisiiniilebilir. Saptanan S. aureus
sayist ile enterotoksin bulunma olasilig1 ile
dogru orantili olmakla beraber, bazi durumlarda
diisiik sayilarda bulunmasi, toksin bulunma ora-
nii diisirmemektedir. Semptomlar, 1-6 saat
sonra bulanti-kusma, karin agrisi ile ortaya ¢ik-
maktadir. Bir-iki giin igerisinde herhangi bir
tedaviye gerek kalmadan iyilesir®. S. aureus
tiirlerine insanlarin burun, agiz, el ve derilerinde
normal flora iiyeleri olarak sik¢a rastlanir. En
onemli kaynagi hijyen ve sanitasyon kosullarina
uymayan gida iscileridir. Bunun yaninda, ¢ig
hayvansal iiriinler de sorun yaratmaktadir®.

Toplu beslenme hizmeti veren igletmelerde yapi-
lacak en kiiciik bir hata bile ¢ok fazla sayida
insant etkileyerek, olumsuzluklara hatta iilke-
mizdeki turizm sektoriine darbeler vurabilmek-
tedir. Burada asil amac, gidalara S. aureus’un
bulagsmasinin 6nlenmesidir. Sonu¢ olarak, nor-
mal pisirme ve pastdrizasyon normlari, toksin
inaktivasyonunu onlemede yeterli gelmemekte-
dir.

Bu calismada, otel sektoriinde sicak yemek
orneklerinde biiyiik 6nem arz eden S. aureus’lar
enterotoksini varlig1 ve tipini belirleyerek, tiike-
tici saghig1 yoniinden giivenilirligini belirlemek
amactyla yapilmstir.

GEREC ve YONTEM

Orneklerin Alnmasi ve Analize
Hazirlanmasi

Aragtirma 01.06.2015 - 01.10.2015 tarihleri ara-
sinda, Antalya ¢evresindeki turistik belgeli otel-
lerde yapilmustir. Hersey dahil konseptiyle ¢ali-
san alt1 otel secilmisg, her birinden farkl: tarihler-
de onar 6rnek, toplamda 60 sicak yemek 6rnegi
mutfakta sunuya hazirlanirken alinmugtir.

Ornekler, 25 g’lik steril kaplarda alimarak, soguk
zincirde laboratuvara getirilmis ve hemen analize
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almmustir.

Gida ornekleri, peptonlu su ile 1/10 oraninda
seyreltilerek homojenize edildikten sonra
yumurta sarili Baird-Parker Agar (Oxoid CM
275, Birlesik Krallik) petrilerine 0.1-0.5 ml.
alinarak ylizeye yayma yontemiyle ekim yapil-
mustir. Ekimi yapilan petriler 35-37°C’de 24-48
saat inkiibasyona birakilmistir. S. aureus, 48
saat inkiibasyon sonrasinda yuvarlak, diizgiin
kenarh konveks, gri/siyah renkli opak bir halka
icinde ve etrafinda seffaf bir zon bulunan kolo-
niler olusturmustur. Bu koloniler Gram boya ile
boyanarak gram pozitif tiziim salkimi seklinde
koklar goriilmiis ve yine katalaz testi
uygulanmigtir®?.

“Dry Spot Staphtech Plus” kullanilarak (Oxoid
DR 100M, Birlesik Krallik) koagiilaz testi
yapilmis, S. aureus kokenleri dogrulanmisgtir.
Daha sonra DNaz testi icin, DNaz besiyerine
spot ekimler yapilmig ve 37°C’de 24 saat
gelistirilmistir. Daha sonra tlireyen koloninin
tizerine 1IN HCL asit damlatilmig ve petriler
koyu zemin {izerinde incelenmistir. Koloni
etrafindaki acilmalar pozitif olarak degerlen-
dirilmistir. Siipheli koloniler, API Staph
(bioMérieux’s ref. 20500, ABD) ile test edil-
mistir. Tiim bu tanimlama iglemlerinden sonra
izole edilen mikroorganizma S. aureus olarak
tanimlanmistir”?.

Enterotoksin Analizi

Alman sicak yemek orneklerinde S. aureus
enterotoksin analizi i¢in  kullaniimistir.
Enterotoksin analizi Reversed Passive Latex
Agglutination ticari test kiti (Oxoid, SET
RPLA, TD0900, Birlesik Krallik) kullanilarak
gerceklestirilmistir. On gram Ornek alinmig, 10
ml. %0.85’lik sodyum kloriir eklenerek homo-
jenize edilmistir. Hazirlanan homojenizat
+4°C’de 30 dakika 9000 g’de santrifiij edilmis-
tir. Santrifiij edilen homojenizatin supernatan
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kismi alinmig ve mikro filtreler ile siiztilmiig-
tiir. Her bir ornek i¢in ELISA mikroplaklarina
25 pl seyreltme sivist (TD 910) eklenmistir.
Daha sonra birinci siitundaki her bir kuyucuga
bu siiziintliden 25 pl eklenmis, yedinci kuyucu-
ga kadar 25 pl alinarak diliie edilmigtir. Son
kuyucuk yalnizca seyreltme sivisi icermekte-
dir. Dilusyon islemi tamamlandiktan sonra her
bir siraya sirasiyla 25 pl enterotoksin A, B, C,
D ve kontrol lateks reaktifleri eklenmis ve
yavasca karistirilip iizeri kapatildiktan sonra ve
oda sicakliginda 24 saat bekletilmigtir. Bu siire-
nin sonunda mikrotitre plaklar siyah zemin
tizerine konularak “Reversed Passive Latex
Agglutination” test kiti kullanma kilavuzunda
belirtilen sekillere gore degerlendirme
yapilmigtir®10,

BULGULAR

Altmis adet yemek Orneginin 21’inde (%35)
S. aureus agisindan bulasik oldugu, bunlarin
sayilarinin sayisi 1.0x10% - 4.7x10* kob/g oldugu
bulunmustur. S. aureus sayisinin 1.0x10°’den
fazla olan 12 gida 6rneginin altisinda enterotok-
sin pozitif bulunmustur (Tablo 1). Birinci otelde
bir adet SEB pozitif, ikinci otelde bir adet SEC
pozitif, ticlincii otelde bir adet SEC pozitif sap-
tanirken, dordiincii otelde pozitif enterotoksin
bulunamamis, besinci otelde bir adet SEB pozi-
tif, altinc1 otelde ise bir adet SEA, bir adet SED
pozitif olarak bulunmustur. incelenen 21 S. aureus
bakterisinden SEA bir gida orneginde (%4.8),
SEB iki gida 6rneginde (%9.4), SEC iki gida
orneginde (%9.4) ve SED bir gida Orneginde
(%4 .8) pozitif bulunmustur.

Tablo 1. Enterotoksin saptanan yemek orneklerinde toplam
Staphylococcus aureus sayisl.

Gida Ornegi Toplam Bakteri Sayis1
Gl 3.4x10°
G2 3.3x10°
G3 4.7 x10*
G4 1.0 x10°
G5 4.5x10°
G6 2.0 x10*
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Tablo 2. Gida 6rneklerinde yapilan Staphylococcus aureus enterotoksin analizi sonuclari.

Enterotoksin Tipi Otel 1 Otel 2 Otel 3 Otel 4 Otel 5 Otel 6
(N=10) (N=10) (N=10) (N=10) (N=10) (N=10)
SEA - - - +
SEB + - - + -
SEC - + + - -
SED - - - +

+ pozitif; - negatif

Pozitif S. aureus enterotoksin analizleri Tablo
2’de gosterilmisgtir.

TARTISMA

Son yillarda S. aureus’un toksin olusturmasi
kosullarinin “Quorum Sensing” (QS) denilen
bakterilerin yeterli hiicre yogunluguna ulagmast
ile ilgili oldugu belirlenmistir. S. aureus’larin
gidada toksin olusumuna firsat verecek sayiya
(>10° kob/g) ulasmasindan sonrasi gidaya uygu-
lanan 1s1l iglem, inhibitér madde ilavesi ya da su
aktivitesini diistirmeye yonelik vb. islemler etki-
si ile sayimin azalabilecegi, buna ragmen bu tiir
uygulamalarin mevcut toksinlerin varligi tizerin-
de etkinin olmayacagi bilinmektedir®'".

Enterotoksijenik stafilokoklar siklikla toplu
tilketim yapilan yerlerde tiiketilen gidalarda sap-
tanmaktadir. Bunun nedeni ise pigsmis gidalara,
S. aureus’un sonradan bulagma olasiligidir.
Ortamdaki rekabetci flora, 151l iglem ile ortadan
kalktig1 i¢in S. aureus’un ¢ogalip, toksin tret-
mesi i¢in uygun ortam olugmaktadir®!V,

Yapilan bircok ¢alismada, pisirilmis yemeklerde
stafilokokal enterotoksin varligi tespit edilmistir.
Bu sonug, ortamda gida iiretimin herhangi bir
sathasinda S. aureus’un iireyerek toksin iiretebi-
lecek ortami buldugunun bir gostergesi olarak
kabul edilebilir'?. Diger iilkelerde ve Tiirkiye’de
enterotoksin varligina yonelik calismalarda,
Ferrer ve ark."® kafe ve restoranlardan temin
edilen et, sebze, salata ve omlet Orneklerinin
%]1.1’inde enterotoksijenik stafilokok saptamis-
lardir.

Kisa ve ark."¥’nin 96 adet yas pastay1 inceledik-
leri bir calismada, 25’inden (%?26) izole edilen
koagiilaz pozitif stafilokoklarin enterotoksin
olusturma yeteneginde oldugunu saptamislardir.

Italya’da yapilan bir arastirmada, marketlerde
satisa sunulan cesitli gidalardan izole edilen
koagiilaz pozitif S. aureus susglar1 identifiye edil-
mistir. Aynt zamanda A, B, C ve D enterotoksin-
lerini belirlemislerdir. Yapilan bu arastirmaya
gore, 298 S. aureus susunun %55.5’1 bir ya da
birden cok enterotoksin irettigi, %33.9’u SEC,
%26.5’1 SEA, %20.5’i SEA+SED, %13.4’ii
SED, %2.7’si SEB, %1.7°si SEA+SEB, %0.07’si
SEC+SED, %0.3’ti SEA+SEC ve SEB+SEC
enterotoksinlerini iirettikleri rapor edilmistir'>.

Ankara’da tilketime sunulan 50 adet donmusg
pilic karkas1 6rneginin 33’iinden (%66) ortala-
ma 1.3x10° kob/g diizeyinde koagiilaz pozitif
stafilokok saptanmigtir. Bunlarin yedisinin
(%21.2) enterotoksin olusturma yeteneginde
oldugu ve bu izolatlarin {igiiniin yalnizca A tipi
enterotoksin, ikisinin yalnizca D tipi enterotok-
sin, birinin A ve B tipi enterotoksinleri birlikte,
birinin de A, B ve C tipi enterotoksinleri birlikte
olusturdugu saptanmigtir®®.

Izmir’de acikta satilan bazi peynir, kremali
pasta, kiyma ve tavuk etlerinde S. aureus
Staphylococcus spp. ve aerobik mezofilik mik-
roorganizma sayilari incelenmigtir. Aerobik
mezofilik sayis1  1.3x10%-3.0x10” kob/g,
Staphylococcus spp. sayist <1.0x102-3.0x10°
kob/g ve S. aureus sayist <1.0x10*-3.0x10°
kob/g arasinda degismistir. Gida 6rneklerinde
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S. aureus’un A, B, C ve D enterotoksinleri de
aranmig, fakat orneklerin higbirisinde enterotok-
sinlere rastlanilmamigtir®.

Marmara bolgesinde incelenen hosmerim ve
peynir helvasi Orneklerinde ortalama aerobik
toplam bakteri 5.7x10* kob/g, S. aureus, 8.0x10?
kob/g, kiif 1.8x10° kob/g, maya 2.8x10° kob/g,
ozmofilik maya 1.6x10° kob/g olarak bulunmus
ve orneklerin hi¢ birinde stafilokokal enterotok-
sin bulunmamigtir®.

Tiirk gida kodeksi, “Gida maddelerindeki bula-
sanlarin maksimum limitleri hakkinda teblige
stafilokoklarin enterotoksinleri biitiin gida mad-
delerinde bulunmamalidir.” yo6niinde hiikiim
belirtilmigtir'”.

Bizim degerlerimiz ise, 60 yemek 6rneginden
21’inde S. aureus bulunmusg, bunlardan SEA bir
gida orneginde (%4.8), SEB iki gida drneginde
(%9 .4), SEC iki gida 6rneginde (%9.4), SED bir
gida orneginde (%4.8) pozitif bulunmustur. En
cok enterotoksin B ve enterotoksin C’ye rastla-
nilmustir.

Diger caligsmalarla arastirma sonuclarimiz karsi-
lastirlldiginda bazilarindan yiiksek, bazilarindan
ise diisiik diizeyde kalmaktadir. Bunun nedeni
arastirilan gidalarin farkli olusu, yontem farklili-
81 ve sanitasyon diizeylerindeki farkliliklar ola-
bilir.

Tarladan catala kadar uzanan kontaminasyon
zincirinde stafilokoklar, tagiyicilar vasitasiyla
bagkalar1 i¢in tehlike kaynagi olup, enterotoksin-
leri vasitasiyla gida intoksikasyonlarina neden
olmalar1 nedeniyle bu bakterinin halk sagligi
acisindan cok onemli yeri oldugu goriilmekte-
dir.

Staphylococcus aureus agisindan olusabilecek
riski diigiirmek icin, gidalarin hazirlama, pisirme
ve servisinde kisisel hijyen ve sanitasyon kural-
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larina uyulmasi, capraz bulagsmanin onlenmesi,
personelin yeterli hijyen egitimine sahip olmasi,
gidalarin 5-65°C sicaklik araliginda uzun siire
birakilmamasinin saglanmasi yararh olacaktir.
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