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Baz› Sütlü G›dalarda Staphylococcus aureus’un ‹zolasyonu,
Termonükleaz Aktivitesi ve Enterotoksijenik Özelliklerinin
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Özet: Sütlü tatl›larda Staphylococcus aureus’un izolasyonu, termonükleaz aktivitesi ve enterotoksijenik özelliklerinin araflt›r›ld›¤› bu
çal›flmada, Van’da bulunan 5 farkl› pastahaneye ait 100 adedi puding türü (25 sütlaç, 30 keflkül, 25 supangile ve 20 kazandibi) ve
75 adedi kremal› pasta (25 sade kremal›, 25 kakaolu kremal› ve 25 meyveli kremal›) olan toplam 175 adet örnek analiz edilmifltir.

Analiz bulgular›na göre S. aureus; 1 sütlaç (% 4), 3 keflkül (% 10), 4 supangile (% 16) ve 2 kazandibinde (% 8) olmak üzere puding
türü tatl›lar›n % 10’unda ve 6 sade kremal› (% 24), 10 kakaolu kremal› (% 40) ve 4 meyveli kremal› (% 16) olmak üzere kremal›
pasta örneklerinin ise % 27’sinde, toplam 30 (% 17) örnekte bulunmufltur. Bu örneklerin 27 (% 90)’sinde izole edilen S.
aureus’larda termonükleaz aktivitesi pozitif sonuçlanm›fl ve 11 (% 37)’inin ise enterotoksin oluflturma yetene¤inde oldu¤u
saptanm›flt›r. A tipi enterotoksin; keflkül, supangile, sade kremal›, meyveli kremal› pastada 1 ve kakaolu kremal› pastada 3 olmak
üzere toplam 7 örnekte tespit edilmifltir. C tipi enterotoksin supangile ve kakaolu kremal› pastada bulunurken, A/B miks
enterotoksini sütlaç ve sade kremal› pastada saptanm›flt›r. Enterotoksin oluflturan S. aureus’lar›n tamam› termonükleaz aktivitesi de
göstermifltir.

Sonuç olarak, stafilokokkal g›da intoksikasyonun oluflumu için, ›s›tma ifllemi ile mikrofloras› elimine edilmifl ve sonra S. aureus ile
kontamine olmufl g›dalar›n önemli rol oynad›¤› görüflü dikkate al›n›rsa, sütlü tatl›lar›n enterotoksijenik stafilokoklar yönünden tüketici
aç›s›ndan potansiyel sa¤l›k riski tafl›d›¤›, ciddi bir kontrol sisteminin gereklili¤i ve özellikle de personel ve iflletme hijyenine önem
verilmesinin zorunlu oldu¤u görüflüne var›lm›flt›r.

Anahtar Sözcükler: Sütlü tatl›lar, termonükleaz, enterotoksin, Staphylococcus aureus

Investigation of Staphylococcus aureus Isolation and Thermonuclease Activity and Enterotoxin
Formation in Some Dairy Desserts

Abstract: In this study, the isolation of Staphylococcus aureus from dairy desserts, and its thermonuclease activity and
enterotoxigenic properties were investigated. A total of 175 samples were analyzed consisting of 100 pudding samples (sütlaç [rice
pudding] 25, keflkül [milk pudding containing coconut] 30, supangile [chocolate pudding] 25, kazandibi [milk pudding slightly
burned on the bottom] 20) and 75 cream pastries (butter-cream 25, chocolate-cream 25, fruit-cream 25). 

According to the analysis, S. aureus was found in a total of 30 (17%) samples in one sütlaç (4%), three keflkül (10%), four supangile
(16%), and two kazandibi (8%) samples (10% of pudding samples; and six butter-cream (24%), ten chocolate-cream (40%), and
four fruit-cream (16%) pastry samples of cream pastry samples). The thermonuclease activity of S. aureus (27%) strains isolated
from 27 (90%) cream pastry samples was positive and an enterotoxin-producing capacity was determined in 11 samples (37%).
Type A enterotoxin was found in seven samples: one keflkül, one supangile, one butter-cream pastry, three chocolate-cream pastry,
and one fruit-cream pastry. Type C enterotoxin was seen in two samples; one supangile, and one chocolate-cream pastry. Type A/B
mixed enterotoxins were seen in sütlaç and butter-cream pastries. All enterotoxin producing strains also have thermonuclease
activities. 

In conclusion, if it is considered that foods contaminated with S. aureus after other microflora have been eliminated by heating play
an important role in the occurrence of staphylococcal food intoxication, it is suggested that  dairy desserts pose a potential health
risk in terms of  enterotoxigenic staphylococci, necessitating a serious control program concentrating especially on the hygiene of
personnel and equipment.

Key Words: Dairy dessert, thermonuclease activity, enterotoxin, Staphylococcus aureus

Bilimsel Makale

* Bu çal›flma TÜB‹TAK Veteriner ve Hayvanc›l›k Araflt›rma Grubu taraf›ndan VHAG-1462 nolu proje olarak desteklenmifltir.



Girifl

Is› ifllemi uygulamas› ile mikrofloras› elimine edilmifl ve
sonra da Staphylococcus aureus ile rekontamine olmufl
besinler, stafilokokkal intoksikasyonun oluflumunda
oldukça önemli rol oynamaktad›r (1). Kremal› pasta ve
puding türü sütlü tatl›lar; bileflimleri, su aktiviteleri (aw)
ve pH de¤erleri nedeniyle S. aureus için ideal bir besi
ortam› olarak kabul edilmektedir (2-5). Bu nedenle S.
aureus, bu ürünlerde uygun koflullarda çok h›zl›
geliflebilmekte ve halk sa¤l›¤› aç›s›ndan tehlike
oluflturabilmektedir (5,6). 

Tüm S. aureus sufllar›n›n enterotoksin oluflturma
özelli¤inde olmad›¤› ve flimdiye kadar da saptanan 10
çeflit enterotoksin oldu¤u bildirilmifltir (7). Besin
zehirlenmelerine birinci derecede sebep olan toksinin A
tipi toksin oldu¤u, bunu s›ras›yla B ve D tipi toksinlerin
izledi¤i birçok araflt›rmac› (8-11) taraf›ndan ileri
sürülmüfltür. Bu toksinlerin, çok say›da besin
intoksikasyonuna neden olan kremal› pasta veya benzer
ürünlerde saptand›¤› rapor edilmifltir (2,10,12,13).
Aliflarl› (4) ile Neumayr ve Krämer (14)’e göre, bu tür
ürünler oldukça yüksek say›da S. aureus içerseler bile,
sahip olduklar› bask›n vanilya aromalar› nedeniyle ürünün
tat ve kokusunda fark edilebilir bir de¤iflikli¤in
oluflmad›¤›n› bildirmifllerdir.

Bu çal›flmada, kremal› pasta ve puding türü sütlü
tatl›lar›n mevcut floras›nda bulunan stafilokoklar
içerisinde potansiyel patojenik S. aureus‘lar›n varl›¤›
araflt›r›lm›fl ve izole edilen S. aureus’lar›n, termonükleaz
aktiviteleri ve oluflturduklar› enterotoksin tipleri
belirlenmifltir. Bununla, tüketici sa¤l›¤› aç›s›ndan bu
g›dalar›n güvenirlili¤ini saptamak ve tüketici sa¤l›¤›
aç›s›ndan önemini vurgulamak amaçlanm›flt›r.

Materyal ve Metot

Bu çal›flmada materyal olarak, Van il merkezindeki 5
farkl› pastahaneden temin edilen; her biri 25’er örnek
olmak üzere sade, meyveli ve kakaolu 75 adet kremal›
pasta örne¤i; 25’i sütlaç, 25’i supangile, 30’u keflkül ve
20’si kazandibi olan 100 adet puding türü sütlü tatl›
örne¤i olmak üzere toplam 175 örnek analiz edilmifltir.
Aseptik koflullar alt›nda pastanelerden temin edilen
yaklafl›k 125’er g analiz örnekleri so¤uk zincir alt›nda
(ICE BOX, 32 l, ICE PACK Frizet Mod.T350) laboratuvara
getirilmifltir.

Örneklerin al›n›fl›, dilusyonun haz›rlanmas› ve
ekim: Analizi yap›lacak her bir örnek, steril stomacher
torbalar›na 10’ar g tart›larak üzerine 90’ar ml steril
peptonlu fizyolojik tuzlu su (% 0,85 NaCl + % 0,1
pepton) ilave edilip stomacherde (‹UL Instrument,
CLASSIC 0400) 2 dakika süreyle homojenize edilmifltir.
Bu flekilde 1:10 suland›r›lmas› sa¤lanan örne¤in
homojenat›ndan dilüsyon serisi desimal olarak 10-7’ye
kadar haz›rlanm›flt›r. Haz›rlanan dilüsyonlardan 0,1 ml
Baird Parker Agar’a aktar›lm›fl ve 37 °C’de 48 saat
süreyle aerob koflullarda inkübe edilmifltir.

Baird Parker Agar’da üreyen 1-3 mm çap›nda parlak,
siyah (tellurit reaksiyonu) etraf› halesiz koloniler ile etraf›
bir hale ile çevrili koloniler (yumurta sar›s› veya lesitinaz
reaksiyonu) mikrokok-stafilokok olarak say›lm›flt›r. Bu
koloniler içerisinden S. aureus’un izolasyonu için katalaz
pozitif olan 5 tipik ve/veya atipik koloni seçilerek
Staphytect Plus (OXOID DR850M) testi uygulanm›flt›r
(15).

Termonükleaz aktivitesi: Termonükleaz oluflturan S.
aureus’lar›n belirlenmesinde Lachia ve ark. (16)
taraf›ndan önerilen termonükleaz aktivitesi testi
yap›lm›flt›r. Bu amaçla izole edilen S. aureus’lar BHI (Brain
Heart Infusion) buyyona (OXOID, CM225) pasajlanm›fl ve
37 ºC’de 16-24 saat inkübe edilmifltir. ‹nkubasyon
sonras› buyyon kültürleri kaynar suda 15 dakika ›s›t›lm›fl
ve sonra so¤umaya b›rak›lm›flt›r. Üzerine 2 mm çap›nda
delik aç›lm›fl Toulidine Blau-DNA Agar’a buyyon
kültürlerinden 15 µl konulmufl ve bu plaklar 37 ºC’de
inkübe edilmifltir. ‹nkübasyondan 4 saat veya reaksiyon
oluflmam›flsa 24 saat sonra plaklar üzerine aç›lm›fl delikler
etraf›nda 1 mm’den büyük menekfle renginde hale
oluflturanlar termonükleaz aktivitesi pozitif olarak
de¤erlendirilmifltir. 

Enterotoksin Analizi: Enterotoksin oluflturan S.
aureus’lar›n belirlenmesi Reversed Passive Latex
Agglutination ticari test kiti (OXOID, SET RPLA, TD900)
ile gerçeklefltirilmifltir (17). Bu test kiti ile, analiz
örneklerden izole edilmifl S. aureus’lar sadece A, B, C ve
D tipi toksin oluflturma yetenekleri yönünden üretici
firman›n yönergesi do¤rultusunda test edilmifltir. Bu
amaçla; S. aureus’lar tek koloni halinde 10 ml BHI
buyyona inoküle edilmifl ve 37 ºC’de 24 saat inkübe
edilmifltir. ‹nkubasyon sonras› buyyon kültürleri 4 ºC’de
900 g’de 30 dakika süreyle santrifüje edilmifltir. Santrifüj
sonras› elde edilen süpernatantta toksin tespiti
yap›lm›flt›r.
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Staphytect Plus, termonukleaz aktivitesi ve RPLA
testlerinin pozitif kontrollerinde Dr. B. Holmes, NCTC
(National Collection of Type Cultures, Public Health
Laboratory Service, Londra)’den temin edilen SEA 10652
FDA 196E, SEB 10654 FDA 243, SEC 10655 137 ve
SED 10656 494 S. aureus sufllar› ve negatif kontrollerde
ise Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji
Ana Bilim Dal›’ndan temin edilen S. epidermidis-33 suflu
kullan›lm›flt›r.

Bulgular

Sütlü tatl›larda S. aureus‘lar›n kontaminasyon
düzeylerine göre say›sal da¤›l›mlar› ve bulunma oranlar›
Tablo 1’de gösterilmektedir.

Analiz bulgular›na göre S. aureus; 1 sütlaç (% 4), 3
keflkül (% 10), 4 supangile (% 16) ve 2 kazandibinde (%
10) olmak üzere puding türü tatl›lar›n % 10’unda ve 6

sade kremal› (% 24), 10 kakaolu kremal› (% 40) ve 4
meyveli kremal›da (% 16) olmak üzere kremal› pasta
örneklerinin ise % 27’sinde, toplam 30 (% 17) örnekte
bulunmufltur (Tablo 1).

‹zole edilen S. aureus’lar›n 27 (% 90)’sinin
termonükleaz aktivitesi pozitif sonuçlanm›fl ve 11 (%
37)’inin enterotoksin oluflturma yetene¤inde oldu¤u
saptanm›flt›r (Tablo 2). Enterotoksin oluflturan S.
aureus’lar›n tamam› termonükleaz aktivitesi de
göstermifltir. Ancak termonükleaz aktivitesi gösteren S.
aureus’lar›n % 65’i enterotoksin oluflturmufltur. A tipi
enterotoksin; keflkül, supangile, sade kremal›, meyveli
kremal› pastada 1 ve kakaolu kremal› pastada 3 olmak
üzere toplam 7 örnekte, C tipi enterotoksin supangile ve
kakaolu kremal› pastada bulunurken, A/B miks
enterotoksini sütlaç ve sade kremal› pastada saptanm›flt›r
(Tablo 2). 
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Tablo 1. Sütlü tatl›larda S. aureus’lar›n kontaminasyon düzeylerine göre say›sal da¤›l›mlar› ve bulunma oranlar›. 

Örnekler n* <102 102 103 104 105 106

Sütlaç 25 24 (% 96) 1 (% 4) - - - -

Keflkül 30 27 (% 90) - 3 (% 10) - - -

Supangile 25 21 (% 84) 3 (% 12) 1 (% 4) - - -

Kazandibi 20 18 (% 90) 1 (% 5) - 1 (% 5) - -

Sade kremal› 25 19 (% 76) 2 (% 8) 3 (% 12) - 1 (% 4) -

Kakaolu kremal› 25 15 (% 60) 5 (% 20) 1 (% 4) 2 (% 8) - 2 (% 8)

Meyveli kremal› 25 21 (% 84) 1 (% 4) 3 (% 12) - - -

n*: Örnek say›s› 

Tablo 2. Termonükleaz ve toksin oluflturma özelli¤inde bulunan S. aureus’lar›n analiz örneklerine göre da¤›l›mlar›.

S. aureus TNase Saptanan toksin tipleri
Örnekler n* Pozitif Pozitif

Örnek say›s› S. aureus A B C D A/B

Sütlaç 25 1 1 - - - - 1

Keflkül 30 3 2 1 - - - -

Supangile 25 4 4 1 - 1 - -

Kazandibi 20 2 2 - - - - -

Sade kremal› 25 6 5 1 - - - 1

Kakaolu kremal› 25 10 9 3 - 1 - -

Meyveli kremal› 25 4 4 1 - - - -

n*: Örnek say›s› 



Tart›flma

Bu çal›flma, puding türü sütlü tatl›lar ve kremal›
pastalarda mevcut florada izole edilen S. aureus’lar›n
termonükleaz aktivitelerini ve enterotoksin oluflturma
yeteneklerini belirlemek ve tüketici sa¤l›¤› aç›s›ndan bu
g›dalar›n güvenirlili¤ini tesbit etmek amac›yla yap›lm›flt›r.
G›da intoksikasyonlar› yönünden önem tafl›yan S.
aureus’lar, puding türü sütlü tatl›lar içerisinde 10 (% 10)
örnekte 102-104 kob/g düzeyinde bulunmufl ve kremal›
pasta örneklerinde ise 20 (% 27) örnekte 102-106 kob/g
seviyesinde belirlenmifltir (Tablo 1). Bu sonuçlar, birçok
araflt›rmac›n›n (18-21) sonuçlar› ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda
oldukça düflük ç›km›flt›r. Sumner ve ark. (22)’lar›n›n
kremal› pastalarda buldu¤u de¤er, bu çal›flman›n bulgular›
ile benzerlik göstermektedir. Schulze (23) ile DGHM (24)
krema içerikli pastane ürünlerinde S. aureus say›s›n›n 102

kob/g’› aflmamas› gerekti¤ini ifade etmifllerdir. Bu
çal›flmada, analiz edilen puding türü sütlü tatl›
örneklerinin 5’inde, kremal› pastala örneklerinin ise
12’sinde bu de¤erin afl›ld›¤› gözlemlenmifltir (Tablo 1).

Potansiyel enterotoksin oluflturan S. aureus’lar›n
belirlenmesinde termonükleaz aktivitesinin tesbiti önemli
rol oynamaktad›r (25). Bir k›s›m araflt›rma (26,27)
göstermifltir ki, analiz edilen S. aureus sufllar›n % 99’u bu
enzimi üretmifltir. Yürütülen bu araflt›rmada, S. aureus
30 örnekte izole edilmifl, 27 (% 90)’si termonükleaz
aktivitesi ve 11 (% 37)’i enterotoksin oluflturma
yetene¤inde bulunmufltur (Tablo 2). ‹zole edilen S.
aureus’lar termonükleaz aktivitesi yönünden dikkate
al›nd›¤›nda çal›flman›n bulgular›, yukar›da bildirilen
araflt›rmac›lar›n buldu¤u de¤erlerden düflük, baz›
araflt›rmac›lar›n (28,29) sonuçlar›na yak›n ç›km›flt›r.
Enterotoksin oluflturma yetene¤i yönünden dikkate
al›nd›¤›nda ise çal›flman›n bulgular›, K›sa ve ark.
(30)’lar›n›n bulgular›ndan yüksek, ancak baz›
araflt›rmac›lar›n (22,31) sonuçlar›ndan düflük ç›km›flt›r. 

Termonükleaz aktivitesi gösteren S. aureus’lar›n %
41’i enterotoksin oluflturmufltur. Bu sonuç, baz›
araflt›rmac›lar›n (27,32) buldu¤u de¤erlerle benzerlik
göstermifltir. Çal›flmada, enterotoksin oluflturan S.
aureus’lar›n tamam›n›n termonükleaz aktivitesi pozitif
bulunmufltur. Birçok araflt›rmac› da (14,33,34),
enterotoksin oluflmufl g›dalarda ayn› zamanda
termonüklez aktivitesini belirlemifltir.

Yürütülen araflt›rmada, 30 örnekte izole edilen S.
aureus’lar›n 11 (% 37)’i enterotoksin oluflturma
yetene¤inde bulunmufl ve bunlar›n 7 (% 23)’si A

enterotoksini, 2 (% 6)’si A/B enterotoksini ve 1 (% 3)’er
adedi B ve C toksini oluflturmufltur (Tablo 2). Çal›flmada
görüldü¤ü gibi izole edilen S. aureus’lar en çok A tipi
enterotoksin oluflturmufllard›r. Konuyla ilgili olarak
yap›lan çal›flmalar›n (10,20,35-37) sonuçlar›
incelendi¤inde, puding türü sütlü tatl›larda, kremal›
pastalarda ve benzer içerikli ürünlerde en s›k bulunan A
tipi enterotoksin oldu¤u görülmektedir. Bu durum,
enterotoksin A oluflturan S. aureus sufllar›n di¤er toksin
oluflturan S. auerus sufllar›na göre uygun olmayan
koflullar alt›nda da yaflamlar›n› devam ettirebilmeleri (4,9)
veya kontaminasyon kaynaklar› yönünden dikkate
al›nd›¤›nda buradan izole edilen S. aureus’lar›n büyük
ço¤unlukla A tipi enterotoksin oluflturan sufllar olmas› ile
aç›klanabilir (8,38,39).

Bu çal›flmada, kakaolu ürünlerde (supangile ve
kakaolu kremal› pasta) S. aureus’un daha yüksek oranda
bulunmas› dikkat çekicidir (Tablo 1). Bu durum, Castellani
ve ark. (40)’n›n bildirdi¤i gibi, kakaonun serin amino
asidinin S. aureus üzerine olan inhibitör etkisini nötralize
etmesiyle aç›klanabilir. Di¤er bir dikkat çekici nokta,
kremal› pastalarda S. aureus’un bulunma s›kl›¤›n›n,
puding türü sütlü tatl›lara göre daha yüksek olmas›d›r. Bu
fark; puding türü tatl›lar›n kremal› pastalara göre daha
yüksek ›s› ifllemi görmeleri (4), kremal› pastalar›n
kremalar›n›n haz›rlanmas›nda çi¤ kremalar›n kullan›lmas›
ve personel ve iflletme hijyeninin eksikli¤i (21,22,30) ve
kremal› pasta haz›rlanmas› s›ras›ndaki ifllemlerin çoklu¤u
ile aç›klanabilir. Ecker ve Lenz (35)’e göre, iflletmelerde
yeterli temizli¤in ve dezenfeksiyonun yap›lmad›¤›
durumlarda S. aureus’lar uzun süre alet ve ekipmanlar
üzerinde canl› kalabilmektedir.

Araflt›rma sonuçlar›na göre, Van’da tüketime sunulan
puding türü sütlü tatl› ve kremal› pastalar›n halk sa¤l›¤›
aç›s›ndan risk oluflturabilece¤i kanaatine var›lm›flt›r. E¤er
ürünler hijyenik koflullar dikkate al›narak haz›rlan›r,
yeterli ›s› ifllemi ile muamele edilir, so¤ukta yeterli ve
sürekli muhafaza edilir ve rekontaminasyonlardan
korunursa enterotoksijenik S. aureus’lar tüketici sa¤l›¤›
aç›s›ndan sa¤l›k riski oluflturmayabilir. Tüketiciler
aç›s›ndan riskleri mümkün oldu¤u kadar minimuma
indirgemek için, üretim esnas›nda muhakkak uygun
teknolojik üretim tekniklerine (good manufacturing
practices, GMP) uyulmas› veya geleneksel üretimden uzak
endüstriyel bir üretim söz konusu ise daha detayl› bir
kalite güvenli¤i sistemi olan tehlike analizleri ve kritik
kontrol noktalar› (hazard analysis and critical control
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points, HACCP) sisteminin prensiplerinin uygulamaya
konulmas› önemlidir.

Sonuç olarak, stafilokokkal g›da intoksikasyonun
oluflumu için, ›s› ifllemi uygulamas› ile mikrofloras› elimine
edilmifl ve sonra S. aureus ile kontamine olmufl g›dalar›n

önemli rol oynad›¤› görüflü dikkate al›n›rsa, sütlü tatl›lar›n
enterotoksijenik stafilokoklar yönünden tüketici aç›s›ndan
potansiyel sa¤l›k riski tafl›d›¤›, ciddi bir kontrol sisteminin
gereklili¤i ve özellikle de personel ve iflletme hijyenine
önem verilmesinin zorunlu oldu¤u görüflüne var›lm›flt›r.
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