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ONSOZ

Geleneksel bir iiriin olan ¢if kofie, yapimu ve bilegimi yoniinden baz farkhiliklar
gosterse de; genel olarak 1:1 oraminda yagsiz sifir kiymas: ve bulgur ile lezzet
vermek amaciyla tuz, sogan, biber ve domates salgasi ile baharat kangimimn elle
yogrulmasiyla hazirlanan ve ¢if olarak titketilen bir gida maddesidir. Genelde
yapimndan hemen sonra tiiketilse de oOzellikle ticari olarak dretildili restoran,
market ve acgikta satildifs tiiketim yerlerinde uygun ve hijyenik olmayan sartlarda
hazirlandif: ve satig siiresince bekletildigi bilinmektedir.

Dogada yaygin olarak bulunan Bacillus cereus toprak kokenli  bir
mikroorganizma olup, basta defigik baharat olmak iizere bububatta, bitkisel
tiriinlerde, kuru gidalarda, zeminle temas eden ette, et iriinlerinde, siit ve siit
oriinlerinde bulunmaktadir; Gram pozitif, aerob, sporlu ve toksin iiretme
yetenegindeki B. cereus Ozellikle ¢if koftenin hazrlanmasmda baghca katk
maddelerinden biri olan baharatta siklikla rastlamlmasina bagli énemli risk faktori
mikroorganizmalardan biridir.

Cig kofte gerek yapim agamasindaki hijyenik gartlarin yetersizhifi gerekse de
ham maddelerinin hijyenik kalitesine bagh olarak farkli patojen veya bozulmaya
neden olabilen mikroorganizmalar ile kontamine olabilir. Bu gergevede Tiirkiye’ de
¢if koftelere yonelik yapilan c¢ahigmalann yetersizlifi goriilmiiy ve g¢aligma
kapsaminda incelenen ¢if koftelerde B. cereus’ un gelisimi ve diyarel enterotoksin
olusturma yeteneginin belirlenmesine yonelik bir ¢alismaya rastlamlamamgtir.

Tez c¢ahgmamun yiiritillmesinde ve doktora egitimim stresince, ilgi ve
desteklerini esirgemeyen basta damsmanmm Dog.Dr. U. Tansel SIRELI ve Anabilim
Dah Bagkam ProfDr. Serif KAYMAZ olmak iizere tim ogretim tyelerine,
caligmamdaki yardimlanndan dolayr VetHekDr. Ozgir CADIRCI ve Aray.Gor.
Muammer GONCUOGLU’ na, aragtrma gorevlisi, doktora ve yiiksek lisans
ofrencisi arkadaglanma, laborant Sema BAL ve Anabilim Dah Personeline, tim
sabir ve sevgileriyle yammda .olan dostlanma, maddi ve manevi destekleriyle
bugiiniimii borglu oldugum aileme sonsuz tegekkiirlerimi sunanm.
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1.GiRIS

Geleneksel bir Griin olan ¢if kofte, Tirkiye’nin bir ¢ok yoresinde sevilerek
tiketilmektedir. Yapum ve bilegimi bolgesel baz farkliliklar gostermekle birlikte,
genellikle 1: 1 oramnda yagsiz sifar kiymas: ve bulgur ile yoresel damak tadina bagh
olarak degigik baharatin, tuz, sofan, maydanoz, biber ve domates sal¢as: katiarak
elle yofrulmastyla hazirlanan ve kisa sirede titketilen bir et Grinfidir. Cif kofie
gerek ham madde ve katki maddelerinin hijyenik kalitesi gerekse de Uretimi
esnasmdaki personel ve mutfak hijyenine bagh olarak degigik patojen veya bozulma
yapan mikroorganizmalar ile kontamine olabilir. Ozellikle Salmonelle spp.,
Staphylococcus aureus, Campylobacter spp., Listeria monocytogenes, Escherichia
coli, Yersinia enterocolitica, Clostridium perfringens ve Bacillus cereus gibi
mikroorganizmalar veya bunlarin toksik metabolitleri ile kontamine olabilir. Bununla
birlikte, defiigik sekillerde kontamine olmug ¢ig kofelerin ¢if olarak tiiketilmesine
‘bagh olarak halk sahf yoninden ciddi problemler olusturacak bir gida maddesine
doniigebilecegi bilinmektedir (Bennett, 1995; Erol, 1999).

Bacillus cereus, gxda zehirlenmelerine neden olan ve dogiada yaygin olarak
bulunan aerob, sportu, patojen bir mikroorganizmadir. Bir yandan proteolitik
etkisiyle gida maddelerinde kokugmaya varan bozulmalara neden olurken, diger
yandan da istya direngli sporlan ve toksin olugturma yetenefiyle gida hijyeni
agisindan Snemli bir patojendir (Swanson ve ark, 1992). Pek ¢ok gida maddesinin
dogal mikroflorasinda bulundugu gibi ¢if koftenin hazrlanmasinda bulunan katks
maddelerinde de bulunmasi bu mikroorganizmamn ¢if kofteler yoninden de
6nemini arttirmaktadir, Cegitli tatullar, et-siit ve bunlardan elde edilen wiriinler, hazir
yemekler, tathlar, salatalar B. cereus’ un siklikla izole edildifi gida maddeleridir
(Baumgart, 1993; Becher ve ark., 1994).

B. cereus tarafindan olugturulan toksinler gidalarda uygun sicaklik ve siirede
vejetatif hilcrelerin iiremesine bagh olarak, gidalarda bulunsbililer. Ozellikle
hazirlanmmg gidalanm uygun olmayan kogullarda uzun siire bekletilmesi ve servis



oncesi 1sitma isleminin batah yapimas: B. cereus’ a bagh gida zehirlenmelerinin
onemini arttrmaktadir (Erol, 1999).

Baharatla muamele edilmis et ve et ininleri Snemli bir yere sahiptir. Her ne
kadar teknik ve hijyenik sartlara sahip kesimhanelerden elde edilen ¢ig etlerde B.
cereus’ a dugik oranlarda rastlamisa da, baharatta hijyenik kalitenin yetersizliZi
nedeniyle etken yiiksek oranlarda tespit edilmektedir (Rosenberger ve Weber, 1993;
Erol ve ark., 1999; Garcia ve ark., 2001). Bu iki firiiniin kangim olan ¢ig kofteler bu
baglamda B. cereus yoninden risk olusturabihnektédir. Aynca yapilan gahigmalarda
B. cereus' a siklikla baharatta rastlanmas: dikkate ahnarak planlanan ¢ahsmadaki ¢iff
kofte rneklerinin temel katki maddelerini baharatin olusturmas:, ¢if kofte dretim
standardt olmamas, bu Grdnin 1s: islemi uygulanmadan tiketilmesi, satig
reyonlarinda yasal bir bekletme sirelerinin olmamast ve Tirkiye’ nin bir gok
yoresinde sevilerek titketilen gelencksel bir Griin olmasi  konunun onemini
arttrmaktadir.

Bu calismada gelencksel bir irin olan ve uygun olmayan muhafaza
kogullannda ve hijyenik sartlara sahip olmayan yerlerde hazirlanan, ¢if koftelerde
B. cereus varh ve enterotoksin iiretme yeteneginin belirlenmesi amagclanmgtar.

1.1. Bacillus cereus’ un Genel Ozellikleri

Bacillus cinsi itk defa 1872 yihnda Cobn tarafindan tammianmug olup, bu cins
igerisinde yer alan B. cereus ise ilk olarak Frankland ve Frankland tarafindan 1887

yihnda identifiye edilmigtir (Buchanan ve Gibbans, 1984).

Bacillaceae familyasma bagh Bacillus genusunda baghca 34  tir
bulunmaktadir (Sneath, 1988). Bu tiirler icerisinde B. cereus gda kaynakh
intoksikasyonlardan en ok izole edilen tiirdiir. Yapilan aragirmalarda bu tir diginda
birgok Bacillus turinin de gida zehirlenme ve bozulmalarma neden oldugu



bildirilmektedir. B. subtilis, B. mesentericus, B. licheniformis ekmekte iplifimsi
bozulmalar yaparken, konserve gidalarda B. subtilis ve B. stearothermophilus gaz
olusturmadan eksimeye, B. polymyxa, B. macerans, B. coagulans ve B. megaterium
gaz olusturarak bozulmaya; B. stearothermophilus, B. coagulans ve B. macerans’ m
et ve et triinlerinde bozulmalara neden olduklan da bildirilmektedir. B. brevis, B.
licheniformis, B. subtilis, B. sphaericus, B. megaterium, B. thuringiensis gida
zehirlenmeleri ile iligkilendirilmigtir. Bacillus tirleri gida zehirlenme ve bozuimalan
yamsira insan ve hayvanlarda farkh enfeksiyonlara da neden olmaktadir. Ornegiin B.
anthracis’ in Sarbon etkeni, B. thuringiensis’ in gbz enfeksiyonlari ve sifiir mastitis
etkeni ve B. licheniformis’ in septisemi etkeni oldugu bildirilmektedir (Becker ve
ark., 1984; Shinagawa, 1990; Jay, 1992; Jackson ve ark., 1995).

B. cereus, aerob veya fakiiltatif anaerob Ozellikte, comak formunda, 3-5
pm uzunlufunda ve 1,0-1,2 um geniglifinde bir mikroorganizmadir. Genellikle
hareketli olmasina raSmen bazen bareketsiz suglanna da rastlambir, Gram pozitif
olmakla beraber eski kiiltiirlerde Gram negatif 6zellik gdstermektedir (Sneath, 1988;
Jay, 1992; Baumgart, 1993).

B. cereus’larn optimum iireme 1s1s1 28-35°C olup, 5-50 °C’ ler arasinda
urerler. Laboratuvar ortaminda elde edilen minimum ve maksimum pH degeri 4.9
9.3 arasinda ve minumum a, (su aktivitesi) degeri ise 0.95" dir. Sodyum kloriir’in
% Tlhk ¢bzeltisinde fireme gosteritken % 10'luk sodyum Kkloriir ¢ozeltisinde
ureyemez (Raevuori ve Genigeorgis, 1975; Johnson ve ark., 1983; Sneath, 1988; Van
Netten ve ark., 1990; Baumgart, 1993; Erol, 1999).

B. cereus spor olugturma oOzellifinde olup, bu 6zellik, gida giivenligi ve
tiketici safhf agisindan 6nem tapmaktadir. Endosporlan sentral veya subterminal
olarak yerlesmis durumda bulunur. Bir ginlik kolonilerden yapilan spor boyamada,
4-5 pm uzunlufunda ve 1-5 pm genisliinde, sitoplazma kirmuz, sporlar agik veya
koyu yejil ve lipid graniilleri ise siyah renkte goriilir (Baumgart, 1993).

Tl VOMSENGRRCTI HURDLA
DELUBALTASYOH KERKES)



B. cereus sporlan optimal 30°C' de vejetatif hale gectifii, sicakhfin diigmesine
paralel olarak ge¢is mzinm yavagladift ve 4 °C' nin altmda tamamen durdugu
bildirilmigtir (Mol, 1957, Jay, 1992). Baz arastincilar 4 °C' de Gremenin meydana
geldigini minimum dreme sicakhfm 1°C olarak bildirmiglerdir. Laboratuvar
sartlannda -1 ile 59 °C' ler arasinda spor olujumu gozlenmistir (Lund, 1991;
Jaqutette ve Beuchat, 1998).

B. cereus sporlan cevresel kogullara direnglidir. Ayrica kurutma, vakum,
dondurma, 1s1 iglemleri ve geyitli kimyasal maddelere ve dezenfeksiyonlara karsida
oldukga dayamkhdirlar (Buchanan ve Gibbons, 1984; Collins ve Lyne, 1985;
Shigehisa, ve Lopez, 1988). Pendukar ve Kulkarni (1989), B. cereus sporianmn
pirincin pigirilmesi ve ardindan kizartimas: iglemlerinde inaktive edilemedigini
belirtmiglerdir. Wyatt ve Guy (1980), kabak tathst Gizerinde yaptiklary bir aragtirmada
sporlann finnlama iglemi sonucunda canh kaldi@Zm bildirmiglerdir. Yapilan
cahgmada sporlanin yikimlanma siiresi 100 °C’ de 40 dakika, 108 °C’ de 10,5
dakika, 124 °C’ de ise 7 dakika olarak saptanmigtir (Harmon ve ark., 1987). Yine
Sharma ve ark. (1989) B. cereus ile kontamine gesitli baharatin radyoaktif igmlarla
sterilizasyonu sonucu B. cereus’ a rastlanmadiim bildirmiglerdir. Kamat ve ark.
(1989), mdalardan izole ettikleri B. cereus suglanyla yaptiklan ¢ahgmada vejetatif
hiicrelerin % 90' 1 inaktive edebilmek icin gerekli gamma radyasyon dozunun 0.3-
0.9 kGy (0.33-0.5 dakika) ve sporlan i¢in gerekli dozun 2.5-4 kGy (8-15 dakika)
olarak saptadiklarim bildirmiglerdir.

B. cereus’ un farkh iki tip toksini bulunmakta olup, toksinler iki ayn gida
zehirlenmesine yol agabilmektedir.

1-Diyarel tip gida zehirlenmesi
2-Emetik tip gida zehirlenmesi

Diyarel tip toksin yaklagk 50 000 molekiil afirhffa sahip, protein yapisinda,
1s1ya dayantksiz, 56 °C' de 30 dakikada pargalanmaktadir (Turnbul ve ark., 1979). Bu



toksinin Gretimi igin optimal sicakitk 32-37 °C' ler arasmdadir. Diyarel tipte toksin
hem gida maddesi hem de bajwsaklarda iretilebilir. Gidadaki toksin logaritmik
tireme fazinda gidaya salimr ( Lund, 1991). Deneysel olarak 8 °C' de de B. cereus’ un
diyarel toksin firetimi gosterilmigtir (Beuchat ve ark., 1997).

B. cereus’ un diyarel toksini ile kontamine gida maddesi almmasindan
yaklagk 6-15 saat sonra kann agnsi, ishal ve bulants ile karakterize semptomlar
gorilir. Genelde olgularda kusma gorilmez, bu formdaki toksin zehirlenmesi
semptomlan CI perfringens tarafindan olusturulan gida zehirlenmesine benzer.
Diyarel tipteki zehirlenmeler, emetik tipten daha yumugak seyreder ve daha az
goriliir (Gilbert, 1988; Lund, 1991).

Diyarel tipteki zehirlenmelerden sorumlu gidalar gok gesitli olup, ¢if veya
pigmis et ve sebzeler, gorbalar, pudingler, st ve sit iitinleri, soslar, konserve gidalar
ve cesithi tip tathlar gibi proteince zengin gidalardir (Goepfert ve ark., 1972; Jay,
1992).

Diyarel tip zehirlenmelerde B. cereus’ un digkidan izolasyonunun digik
seviyelerde mimkiin olabilecefi bildirilmigtir (Bilgehan, 1992; Steinhard ve ark,
1996). Tan ve ark. (1997), gida zehirlenmesi olgularindan alman 15 digks 6refinin
ELISA yontemiyle yapilan incelemelerinde 10 omefin B. cereus diyarel
enterotoksini ydniinden pozitif bulundugunu bildirmiglerdir.

Emetik tip toksin 5 000' den kiigiik molekiiler agwh@a sahip, antijenik
olmayan peptid yapisinda, 1siya dayamkls olup, 121°C'de 1,5 saat dayamklhmm
koruyabilmektedir. Ancak 126 °C' de aym sirede ytkimlanabilmektedir. Emetik
toksin pH 2-11 ve tripsin ve pepsin gibi proteolitik enzimlere dayamkhidir. Toksinin
firetimi igin optimal sicaklik 25-30 °C’' ler arasinda olup, 10°-10" kob/g seviyelerinde
toksin olugturabilmektedir (Raevuori ve Genigeorgis 1975; Cook ve ark 1991, Szabo
ve ark, 1991; Notermans ve Batt, 1998).



Emetik tip zehirlenmelerde, risk grubu gidalar Ozellikle tall ve piringli
gidalardir (Collins ve Lyne, 1985; Gilbert, 1988).

Emetik tip toksin zehirlenmelerinde inkubasyon periyodu 1-6 saattir. Bu
olgularda semptomlar bulanti, kusma, kramplar ve ishalle karekterizedir. Bu nedenle
olugturdugu semptomlara gore Staphylococcus aureus” dan meydana gelen
zehirlenmelerle kangabilir (Doyle, 1988; Gilbert, 1988; Jay, 1992; Steinhard ve ark,,
1996). Olgularda toksin kimi durumlarda diskida ve daba gok da kusmaya bagh mide
igeriginden izole edilebilir (Bilgehan, 1992; Steinhard ve ark., 1996).

B. cereus’ dan kaynaklanan gida zehirlenmelerinde; semptomlar genellikle
12-24 saatte sona erer. Mortalite ¢ok disgiiktiir. Japonya' da 1975' de diyarel tip
zehirlenme olaymnda 3 6liim, 1977' de piring kaynakh emetik tip zehirdlenme olayinda
ise bir 6ltim bildirilmigtir (Shinagawa ve ark., 1985).

1.2. B. cerens' un Enterotoksin Uretimi ve Ozelligi

Guda zehirlepmesine, emetik enterotoksin, diyarel enterotoksin ve bunlann
enterotoksin Uriinleri (extracelluler) olarak adlandinlan; lesitinaz, proteaz, -
laktamaz, cerolizin (fare dldiriicii toksin, Hemolizin I) neden olur. Gida zehirlenmesi
gastroenteritis sendromunda 55 kDa molekiil agirhfindaki, siklikdodopepsinpeptit
yapidaki cerolizin rol oynar; daba sonra emetik ve diyarel enterotoksinler tarafindan

olusturulur (Griffiths, 1990).

B. cereus tarafindan olugturulan toksik metabolitler vejetatif hiicrelerin
uremesi swasmnda olugurlar. Bu toksik metabolitler uygun sicakhk ve siirede
gidalarda >10° kob/g diizeylerdeki B. cereus varhfi, bu toksik metobolitlerin
olugabilmesi igin potansiyel bir tehlike olarak degerlendirilebilir. Enterotoksin
onceden ¢ig gidada olugabilecegi gibi diyarel formda toksin hem gida maddelerinde
hem de bagirsaklarda tretilebilir. Aksi durumda toksin dretilmig ve tahrip edilmeden



almmgsa zchirlenme belirtileri daha kisa sirede ortaya cikar. Toksinin canh
viicudunda tretilmesi uzun bir zaman alacafindan dolayr semptomlarin gérilecegi
inkubasyon siiresi de uzayacaktir (Toreci, 1983 )

Psikrotrofik B. cereus 'un iiremesi ve enterotoksin iiretiminin 4°C'nin
altindaki 1sida ve < pH 5 degerlerde inhibe edildifi bildirilmigtir (Van Netten ve
ark., 1990). Bu toksin 1s:, tripsin ve pronoza duyarhdir, pH 6 ve 8.5' de
tretilebilirken, pH 5 ve ay 0.94' te toksin iiretilememektedir. Baz: suglannda pH 7'
de, 4°C' de 24 ginde, 7 °C’' de 12 giinde, 17 °C' de 48 saatte toksin iirettii
saptanabilmistir (Jay, 1992; Dufrenne ve ark, 1995; Steinhart ve ark., 1996).

Diyarel toksin logaritmik {ireme fazinda Gretilir; fakat toksin durgun fazda
maksimuma ulagir. Toksin 10° ve 107 kob/g seviyelerinde tespit edilebilir (Collins ve
Lyne, 1985; Jay, 1992). Baz aragtincilar enterotoksin olusumu icin B. cereus
ditzeyinin >10° kob/g olarak saptadiklanm bildirmektedirler (Tan ve ark., 1997). B.
cereus enterotoksini C. perfringens enterotoksinine benzer, vejetatif biyiime
metobolitidir. Fosfolipaz ve cerolizine aynlabilir. Bu purifiye toksin fare Sliimlerine
neden olur, bunun aktivasyon tarzi ¢ok iyi bilinmemesine ragmen cAMP sistemini
stimule ederek diyareye sebep olduiu diistiniilmektedir (Jay, 1992).

Diyarel toksin besi yerlerinde laboratuvar ortamuinda ve diger kiltiirlerde B.
cereus' un Uremesiyle, hizh spesifik floresan immunoassay ve doku kiltiirlerinde,
cesitli deney hayvanlaninda deri reaksiyonlan ve intraventz injeksiyon sonunda 6liim
olaylan ile tayin edilebilirken; emetik toksin sadece igerisinde piring olan
besiyerlerinde izole edilebilir, diger kiiltiirlerde iiretilemez (Johnson ve ark., 1982).

B. cereus 'un emetik toksin diginda Gg farkl: enteroksik metabolit Grettigi ve
bu toksinleri treten bakterinin serotipleri arasmda farkhliklann bulundugy
bilinmektedir. Fakat bu B. cerews’ un serotiplendirilmesinde aymc: bir 6zellik
degildir (Steinhard ve ark., 1996).



Emetik toksin, 4 amino ve/veya oxyasidin (D-O-Leu-D-Ala -L-O-Val-L-
Val) i¢ tekranndan olugan halka seklinde bir yapida ve 1,2 kDa molekiler
afuh@nda olup, kimyasal olarak potasyum iyonofor valinomisin ile yakmdan iligkili
oldugu bilinmektedir (Granum ve Lund, 1997).

Emetik toksin molekiil aguhfii yoniinden diyarel toksinden farkhdir, MA
5000 Dalton olup, st ve pH' ya dayamkhdw, tripsin ve pepsine duyarh degildir.
Emetik toksin olugturan suglar optimal 35-40 °C' lerde, 15-50 °C' lerde de
geligebilirler. Emetik sendrom sikhkla piring kaynakhdr, bununla birlikte pastorize
krema, spagetti, patates lapasi, bitki filizleri olup, Ingiltere, Kanada, Hollanda,
Finlandiya, Japonya ve ABD' de bu toksinden kaynaklanan bir ¢ok gida infeksiyon
ve intoksikasyon olgulan bildirilmigtir (Jay, 1992; Baumgart, 1993).

B. cereus’ un 3 farkh diyarel enterotoksini bulunmaktadir. Bu diyarel
toksinlerdeki farklik &zellifi protein komponentlerinden kaynaklanmaktadir,
Bunlardan ikisinin = gida zehirlenmelerine neden oldugu fakat tek protein
komponentinden olugan figiincii enterctoksinin bugiine kadar analiz edilen gida
zehirlenmelerinde varh saptanamadigh bildirilmigtir (Granum ve Lund., 1997).

B. cereus suglanndan izole edilen ii¢ farkh diyarel enteretoksinden biri
hemolizin BL (HBL) toksinidir. Bu toksin hemolitik, sitotoksik, dermonekrotik ve
enterotoksijenik aktivitelere sahip B, L; ve L, protein komponentlerinden
olugmaktadir (Beecher ve Wong, 1994; Beecher ve ark., 1995; Pruss ve ark., 1999).
Diger ikisi non-hemolitik 6zelliktedir (Hansen ve Hendriksen, 2001). Non-hemolitik
enterotoksin  41.0, 398 ve 36.5 kDa molekil afrhfindaki A, B ve C
komponentlerinden olusmaktadir, non-hemolitik enterotoksin T ve hemolitik
enterotoksin proteinleri arasinda benzerlik oldugu bildirilmektedir (Lund ve Granum,
1996; Lund ve Granum 1997; Granum ve ark., 1999).



1.3. B. cerens’ un Patogenez ve Virulens Ozellikleri

Bir ok alkede izole edilen B. cerens suglanmn gopunun enterotoksin iretebilme
yetenégindeki suglar oldugu; fakat bunlarn toksin olugturabilecek seviyelere kadar
gdada firemedigi bildirilmigtir (Becker ve ark., 1984). Granum (1994) etkenin digiik
seviyelerde bulunmast ve hedef organ ve dokulara ulagmadan once inaktive
olmasindan dolay1, bu suglarin siddetli bir hastalik olugturmadifi sonucuna vardigim
bildirmigtir.

B. cereus’ un vejetatif formlart ve sporlanmn agiz yoluyla alinmasi ve
etkenin ince bagsaklarda kolonize olmasi ile gida zehirlenmesine neden olur. Siit
triinleri ve bitkisel orijinli gidalar bu mikroorganizma igin en biyiik risk kaynafidr.
Etken hemolizin, fosfolipaz-C, enterotoksin ve emetik toksine sahiptir (Sinev ve ark.,
1993).

Hemolizin II' nin varh ile ilgili bilgilere gére hemolitik faktoriin hemolizin
I den bagimsiz oldugu, buna kargin bagka bir goriiste ise hemolitik aktivitenin
lesitinaz ve sfingomyelinazin birlikte etkilesiminden kaynaklandifidir. Hemolizin I
ve cerolizin benzeri bemolizin, her ikisi de "Arrhenius etkisi® sergier ve bunlarm
molekiller agariklan benzerdir (Jay, 1992).

B. cereus’ un gida zehirlenmesine sebep olmas: diginda goizde destructiv
(yikicr) etkiside vardir (Drobniewski, 1993). Becker ve ark. (1984) B. cerens’ un
okuler etkisinin oldugunu ve burun hemolizin ' den kaynaklandigim bildirmislerdir.

B. cereus' dan siklik dodokadepsipeptit yapida, Hep-2 hiicrelerinde (doku
kiltiir)  vakuol meydana getirebilen ve potasyum iyonofor valinomisine benzerlik
gosteren cereludin izole edilmigtir (Agatha ve ark. 1984). Bu aragincilar aym
zamanda enterotoksin geni olan 41 kDa molekiil afbgindaki bee-T geni ile
yaptiklan calismalarda; bu genin vero-hiicrelerinde sitotoksik etki olugturdugu,
vakuoler permeabiliteyi etkiledigi, fare ileal lobunda sv1 birikimine sebep oldugu ve
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infeksiyondan sonrada farede olim gorildigon bildirmiglerdir. Bu gen gidalardan,
topraktan ve 10 klinik olgudan izole edilmigtir (Agatha ve ark. 1994). Yine topraktan
izole edilen baz suslann diyarel gida zehirlenmesine neden olabilecegi
bilinmektedir.

Etki tarza ve mekanizmasi ¢ok iyi bilinmemekle birlikte diyarel
enterotoksinin, CcAMP sistemini stimule ederek diyareye npeden oldufu
digintilmektedir (Jay, 1992; Granum, 1994).

Diyarel enterotoksin iireten 3 B. cereus susu ile yapilan ¢ahsmada sucuktan
izole edilen toksinin tavsanlarda iluemda hemoraji ve deride vaskiiler permeabiliteye
neden oldufu saptannugtir. Yine bu g¢abgmada histopatolojik incelemelerde
bafirsakiarda villoz atrofi, lamina propria ve submukozada mononiiklear hiicre
infiltrasyonu ve submukozada hemorsji ve konjesyon gorilmigtir. Aynca bu
caligmada sucuktan elde edilen enterotoksin tavsanlara intradermal olarak
verildiginde; enjeksiyon bolgesinde siddetli nekrotik reaksiyona ve 4 saat iginde de
Slimlere neden oldugu belirlenmigtir. Nekropsideki histopatolojik incelemelerde
karaciferde portal vena ve sinuzoidlerde konjesyon, hepatositlerde vakouler
dejencrasyon ve safra kanallannda hiperplazi  dikkati cekmigtir. Bu sonuglar
dogrultusunda; B. cereus enterotoksininin lokal olarak kapillar kan damarlarm
etkiledifii ve sistematik olarak da protenioz eksudat salnmasiyla sonmuclandi
bildirilmistir (Singh ve ark., 1992).

1.4. B. cereus’ un Gidalarda Bulunugu

B. cereus dogada toprakta, tozda, suda dofal olarak bulunmaktadir. Bu
yizden de gida maddelerinin bu mikroorganizma ile kontaminasyomu kolaydir
(Sneath, 1988).
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Goepfert ve ark. (1972), degisik tipteki gida maddeleri igerisinde B. cereus’
dan kaynaklanan olgulan dikkate alarak sucuk, sosis, tavuk, ¢if ve pigirilmig
sebzeler, etli sebze yemekleri, soslu tatlilar, balik, pasta, siit ve dondurmalarda B.
cereus ile kontaminasyon diizeyinin yaklagk 5.0x10°-9.5x10® kob/g gibi oldukga
yiitksek diizeylerde oldufunu belirlemiglerdir.

Wong ve ark.” nm (1988) siit ve siit Griinlerinde yaptiklan ¢ahgmada fermente
sitte % 17, dondurmada % 52, farkh tip yumugak dondurmada % 35, aromah ve
aromasiz pastorize siitte % 35 ve siit tozu omeklerinde % 29 oranlannda B. cereus
izole ettiklerini bildirmiglerdir.

Van Netten ve ark. (1990), 483 pastorize sit orneginin 41’ inde (% 8.4), 53
peynir omefinin 1' inde (% 2) 1.0x10%-6.0x10* kob/g diizeyinde B. cereus
saptadiklanim bildirmiglerdir.

Cizelge 1.1. Bazi gadalarda diyarel sendroma neden olan B. cereus dagihm (Van Netten ve ark.,1990)

Gudalar Ornek B.cereus B. cereus sayis1 logyo kob/g
sayist pozitif (%) <20 20-3,0 3,040 4050 >50

Baharat 33 42 19 6 6 1 1
Yumuaria sanst ,toz 34 29 24 10 0 0 0
Yumurta sarist, sivi 29 24 2 7 0 0 0
Krema 43 19 39 0 4 3 2
Kremah pasta 83 11 74 4 3 0 2
PastBrize siit 483 8 42 6 17 11 7
Rosto kazarmug 48 8 4 3 1 0 0
Piringli yemek 551 6 518 17 10 4 2
Tavuk rosto kizarmug 38 5 36 1 1 0 0
Balik, kremah 25 4 24 1 0 0 0
Bezelye corbast 69 3 67 1 1 0 0
Lazanya 35 3 34 0 0 1 0
Cig stit 53 2 52 1 0 0 0
Sebze salatasi 54 2 53 1 0 0 0
Hazir gida 72 1 1 1 0 0 0
Mantar 45 0 45 0 0 0 0
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Blakey ve Priest (1980) 108 ¢if piring Ornefinde yaptiklan ¢alymada
omeklerin  98' inde B. cereus’ u saptarken; aym araghnicilar 1986 yilinda 12 farkh
tahil ve bakliyat: iceren toplam 39 omegin 22' sinde (% 56) B. cereus’ u bulduklanm
bildirmiglerdir. Chung ve Sun, {1986) Taiwan' da 12 ¢i§ piring Orneginin 11’ inde
2.0x10? kob/g diizeylerinde B. cereus izole etmiglerdir.

B. cereus’ un gidalarda bulumugunda Snemli bir grup da baharat ve baharat
ilave edilmig et ve et driinleri olusturmaktadir. Pafumi, (1986) baharatin mikrobiyel
kalitesi iizerinde yaptifi bir ¢ahgmada kimyon omeklerinin % 26.6’sinda, karabiber
omeklerinin % 814’ fGnde 10%-10° kob/g dizeyinde B. cereus bulundugunu
bildirmistir. Yine Van Netten ve ark. (1990), yaptiklani bir ¢aligmada baharatin % 42'
sinin B. cereus ile kontamine oldugunu bildirmiglerdir.

Nijerya’da, marketlerde satiga sunulan ve herhangi bir isleme tabi tutulmanug
5 gegit, toplam 230 adet baharat (yoresel biber, kirnuzi biber, kara biber, kekik, kéri }
omeginin mikrobiyolojik yonden yapilan analizinde, B. cereus, B. subtilis, B.
polymyxa ve B. coagulans’ a yitksek miktarlarda rastlandifs belirtilmistir (Antai,
1988).

Uruguay’ da toplam 60 6rekten olugan 3 farkh baharat (kirmiz biber, targin
ve fil kulaf) iceren bir caliymada Srneklerin % 70.6° sinda Bacillus spp. izole
edilirken, bunlann % 41’ ini B. cereus pozitif olarak belirlemiglerdir. B. cereus
pozitif drneklerin % 33° iinde kontaminasyon diizeyinin 1.0x10° kob/g’ dan yiiksek
oldugu bildirilmigtir (Deambrosis ve Da Silva, 1992).

Rosenberger ve Weber (1993), calismalarinda B. cereus’ u karmzi toz biber
ve karabiber dmeklerinde 10°-10° kob/g diizeyinde belirlemelerine ragmen, kimyon
omeklerinden izole edemediklerini; buna kargm Bhat ve ark. (1987), baharatta
yaptiklan calismada 6 toz karmuz biber omeginin 4' inde 1.2x10%-1.0x10° kob/g
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diizeylerinde, 6 kimyon dmefinin birinde 3.0x10" kob/g diizeyinde B. cereus pozitif
olarak saptarmglardur.

Garcia ve ark. (2001), Meksika’da tiiketime sunulan 304 paketlenmig ve
paketlenmemis baharat mumunesinin mikrobiyolojik kaliteleri tzerine yaptiklan
cahsmalarinda 32 Srnegin B. cereus ile kontamine oldugunu bildirmiglerdir.

Japonya’ da mezbahalardan, et igletmelerinden ve marketlerden ahnan toplam
1963 et ve et Griini ile igletmelerde kullanilan katki maddeleri 6rneklerinin  yapilan
analizinde 820 et Griiniinim (jambon, sosis, hamburger vb) % 18.3’ iinde, 534 ¢if et
drneginin (sifar, domuz ve tavuk eti) % 6.6’ sinda B. cereus izole ve identifiye
edilirken, kontaminasyon diizeyleri 10? kob/g’m altinda saptanmigtir. 300 baharat
drneginin bulundugu toplam 609 gida katk maddesi omegi (baharat cesitleri, geker,
tuz, nisasta, hayvansal ve bitkisel protein) iizerinde yapilan galigmada baharatm
119° u (% 39.7) pozitif tespit edilmig, B. cereus diizeylerinin 10%-10%kob/g oldugiu
bildirilmigtir (Konuma ve ark., 1988).

Bachhil ve Jaiswal (1988), yaptiklan bir ¢ahsmada bufalo etinde % 35,
kebapta % 100 ve kori ile hazirlannms yemeklerin % 35° inde B. cereus izole
etmiglerdir. Bu ¢ahgmada B. cereus izole edilen bufalo omeklerinin % 30’ u ile
kebap ve korili yemeklerin ise % 60’ mm enterotoksijenik B. cereus ile kontamine

oldugunu saptamuglardir.

Temnstrém ve Molin (1987), ¢if sifir, domuz ve tavuk etinden olugan toplam
135 6mek Gzerinde yaptiklan galismalannda sifir etinde % 11, domuz etinde % 7
oramnda B. cereus izole ederken, tavuk etlerinde etkeni saptayamadiklarim
bildirmislerdir.

Hefnavy ve ark. (1984) Misi’ da toplam 150 et driinii 6rneginden olugan bir
calismada B. cereus’ un genel kontaminasyonunu % 22.6 (34/150) olarak bulurken,
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bu cahsmada kiyma orneklerinin % 18 (18/100), sucuk Smeklerinin % 28 (7/25),
pastirma drneklerinin % 36 (9/25) oramnda B. cereus igerdifini bildirmiglerdir.

Roberts ve ark. (1989) ugaklarda verilen toplam 1013 farkh yemek 6rnekleri
iizerinde yaptiklani bir ¢gahsmada ortalama 10? kob/g diizeylerinde, B. cereus’ u izole
etmiglerdir. B. cereus pozitif olan 14 6rmegin 7' sinin deniz firini, 4' niin sifir eti, 2'
sinin kuzu eti ve birinin de kanath eti olduBunu bildinlmigtir. Ayrica bu ¢aligmada
servis edilen toplam 240 adet gesitli tath Grnefinin 12' sinde (% 5.0) 4.0x10%-
5.2x10° kob/g diizeyde ve toplam 85 sandvig 6rnefiinden 3' tinde (% 3.5) B. cereus
izole ettiklerini bildirmiglerdir.

Kamat ve ark. (1989), analiz ettikleri toplam 124 gida 6meginde, piring ve
piring iceren yemeklerin % 28’ inin (haglanmuy piringte % 100), bahiklarn % 40’
mm, tavuk ve et yemeklerinin % 80’ ininin, baharatn % 30’ unun ve dondurma
gesitlerinin % 87° sinin, 2.0x10%-5.0x10° kob/g diizeyinde B. cereus ile kontamine
oldugunu bildirmiglerdir.

Tirkiye' de B. cerews’ dan kaynakianan infeksiyon ve intoksikasyonlar
lzerine simrh sayida ¢ahigmaya rastlamlsa da, farkh tirlerde ve tiplerdeki gida
omeklerinde (yaklagik 10%-10° kob/g dizeylerinde) B. cereus’ a rastlamidifs
bildirilmigtir, Torkiye’ de 1992-96 yillari arasinda konserve ve dondurulmus gidalar,
hazir gorbalar, beyaz peynir, hazir yemekler, pasta ve siithi tathlar’ da B. cereus’ un
varhfim saptamaya yonelik caligmalar bulunmaktadir (Aksu ve Ergtin, 1994a; Aksu
ve Ergiin, 1994b; Bostan ve Aksu, 1995; Aksu ve Ergiin, 1995; Aksu ve Ergiin,
1996).

Bu ¢ahgmalardan birinde 59 konserve ve 74 dondurulmug gida 6regiinde ki
galismada konserve gida O6meklerinin higbirinde B. cereus izole edilememisken,
dondurulmug gida 6reklerinden biri hamburger digeri de talag boredi olmak iizere
iki ornekte B. cereus % 2.7 inde ortalama 10> kob/g diizeylerinde kontamine
oldugunu saptamiglardir ( Aksu ve Ergiin 1994a).
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istanbul bolgesinde 39 farkh dretim ve satiy noktasindan alinan toplam 160
hazir yemek Srefinin 16" sinda (% 10) ortalama 10°-10° kob/g diizeyinde B. cereus
izole edilmigtir. Piring ve hamur agirhkh 87 yemek Orneffinden 5' inin (% 5.7); etli
driinlerden ise % 25' inin B. cereus ile kontamine oldugu ve bu drinler igerisinde yer
alan ¢ig kofte, kadinbudu kofte ve icli kofte drneklerinde bu oranmn % 29.1' e giktifis
belirtilmistir. Bu nedenle koftelerin hazirlanmas: sirasndaki iglemlerin uzun siirmesi,
yapim teknidi, personel hilyeni ve kontamine baharat ve katki maddeleri

olabilecegini bildirilmistir (Aksu ve Ergiin, 1995).

Aksu ve Ergiin (1996); pastanelerde satisa sunulan gesitli tip iriinlerden
aldiklan toplam 71 6rnegin % 7' sinde (5/71) 10°-10° kob/g diizeylerinde B. cereus
izole ettiklerini bildirmiglerdir. Yine aym araghnicilarm 1994 yilinda hazir gorbalarda
yaptiklan c¢ahgmada (1994b) toplam 86 omegin 16' sinda (% 18.6) B. cereus
saptamuglardir. Bu 16 pozitif drnegin 15' inde (% 93.75) 10°-10° kob/g , 1' inde (%
6.25) 10°-10* kob/g diizeyinde B. cereus saptadiklanm bildirmiglerdir. Aragtncilar
B. cereus’ un kurutma iglemine dayamkh olmasi, toprak ve gevrede yaygm olarak
bulunmas: nedemiyle bu tiir gida maddelerinde bulunmas: ihtimalinin arttifs

sonucuna varnuglardar.

Bostan ve Aksu (1995); beyaz peynirlerde B. cereus' un varhf ve yagam
siiresi lizerine yaptiklan cahgmalarinda piyasadan temin edilen 40 beyaz peynir
omeginin 2' sinde (% 5) 1.0x10%-2.0x10? seviyelerinde B. cereus izole etmiglerdir.
Deneysel olarak yapilan bu cahismada ¢ig sttten ve starter kiiltlir ilave edilerek
pastdrize siiiten yapilan beyaz peynirlerde B. cereus’ un yasam sfiresinin
olgunlasmamn erken déneminde en yilkksek seviyede iken, ¢if sit peynirlerinde
olgunlagmamn 28. guinfi, pastorize siitten yapilan peynirde ise 14. giiniinde etkene
rastlanmadifom bildirmiglerdir.

Van piyasasmda satiga sunulan baz baharat gesitlerinde B. cereus’ un varhi
ve Onemi tlizerine yapilan bir ¢aliymada, Van piyasasinda ambalajh ve agik olarak
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satiga sunulan bazi baharattan (karabiber, kimyon, targm, toz kirmuz biber ve pul
karmiz1 biber), 20' ser adet olmak iizere toplam 100 adet baharat 6megi
mikrobiyolojik analize alinnmg, ambalaji ve apk baharat Smeklerinde ortalama
B. cereus sayisi karabiberde 1.0x10° kob/g; kimyonda 3.9x10% kob/g; targmda
2.9x10% kob/g; toz karmzi biberde 6.0x10% kob/g ve pul kimuz biberde 6.3x107
kob/g olarak bildirilmigtir. Analize alhnan baharatm % 55'nin B. cereus ile
kontamine oldufu ve kontaminasyon orammmn karabiberde % 100, diger baharat
cesitlerinde ise % 30-60 arasinda defistigi bildiritmigtir (Agaogiu ve ark., 1999a).

Agaoglu ve ark. (1999b) Van piyasasinda tiiketime sunulan bazi gida
maddelerinde B. cereus’ un saptanmasmna yonelik yaptiklan caligmada toplam 270
omegin % B8.5' inden etkeni izole ettiklerini bildirmiglerdir. B. cereus’ un tath
cesitlerinde % 14, paket gorbalarda % 1.1 ve tahul ve baklagillerde % 18.7 oraninda
kontamine oldufunu tespit etmigler aynca bulgurun % 50 oran ile B. cereus
yontinden en kontamine gida maddesi oldugunu belirtmislerdir.

Benzer sekilde bagka bir ¢cahigmada, 40 adet ¢if siit, 75 adet otlu peynir ve 25
adet tereyafh olmak iizere toplam 140 6mek analiz edilmis olup, ¢ig st 6rneklerinin
% 10' unda orialama 1.0x10%-2.8x10* kob/g, otlu peynirlerin % 1.3' tinde ortalama
9.0x10” kob/g diizeyinde B. cereus izole edilirken, tereyags 6rneklerinin highirinde B.
cereus 'a rastiamadifa bildirilmistir (AZaoglu ve ark 1999¢).

Kaymaz (1987), Ankara’ da tiketime sunulan ¢if ve pigmis 22' ser
hamburger 6mefinde yaptin gahsmada 6.0x10° kob/g, 2.0x10° kob/g diizeyinde B.
cereus saptadifim bildirmigtir.

Erol ve ark. (1999), Ankara’ da tikketime sunulan baharatin mikrobiyolojik
kaliteleri {izerine yaptiklan galigmalaninda karabiber drneklerinin % 80’ inde, kirmz
toz biber dmeklerinin % 44’ Gnde, pul biber 6rmeklerinin % 36’ sinda, kimyon
orneklerinin % 28’ inde ve hindistan cevizi rneklerinin % 40’ inda ortalama 107
kob/g diizeyinde B. cereus izole ettiklerini bildirmislerdir.
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Kiipliils ve ark. (2000), Ankara’ da tiketime sumulan ¢if koftelerin
mikrobiyolojik kaliteleri Gizerine yaptiklan ¢ahgmada, 50 ¢i kofie numunesinin %
46’ sinda ortalama 10°-10°kob/g diizeyinde B. cereus saptadiklanim bildirmiglerdir.

Ekemen (2002), sitli tathlann mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesi
amactyla yaptyf galigmada, Ankara garnizonundaki birliklerden ahnan 150 tath
omeginden (siitlag, kegkiil kazandibi, tavuk gogsii, supangile ve muhallebi) sitlag
omeklerinin % 20’ sinde ortalama 8.1x10° kob/g, muhallebi 6rmeklerinin % 12’ sinde
ortalama 5.7x10° kob/g B. céreiiis saptadigim bildirmigtir.

1.5. B. cereus' dan Kaynaklanan Gida Zehirlenmeleri

B. cerens’ un gida zehirlenmeleri ile ligkili oldufu Avrupa'da ik kez Plaziwolski
tarafindan 1906 wihnda rapor edilmigtir. Bu etken taksonominin geligtirildigi
1950'lerin baglarma kadar gida zehirlenmesi etkeni olarak bilimnemékteydi. Avrupa'
daki araghnciann 1950 yiindaki bulgulanyla Plaziwolski® nin  bulgulan

Norveg' te olusan gida zehirlenmesi olgularinda bildirilmigtir; fakat 1970'ere kadar
onemi tam olarak anlaplamanustir (Jay, 1992; Steinhard ve ark., 1996).

Gida zehirlenmelerinde B. cereus dan kaynaklandif ileri siiriilen Avrupa’ da
1906 yihinda 300 kiginin zehirlenmesi ile sonuglanan hastane olgusu bilinen en eski
olgudur. Yine Amerika Biresik Devietleri’ nde ilk kez 1969 yihnda patates
lapasindan kaynakianan olgu bildirilmistir (Bennett, 1995).

Gianella ve Brasile (1979) karm ajnsi, sulu diyare semptomlan gozlenen
fakat kusma ve atey goriilmeyen 28 hastamn 14' Gnde sorumin etken olarak B.
cereus’ u saptamglardir. Aynca, Jackson ve ark. (1995), bir gastroenterit olayinda
enterotoksin olugturan B. cereus’ u izole ettiklerini bildirmiglerdir.
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Bryan (1988), 1977-1984 willan arasmda ABD' de goriilen B. cereus’ a bagh
gida zehirlenmeleri ve sorumlu tutulan gidalann sikhkla piring afrhkli olan Cin
yemeklerinden ve et ve baharat agirlikhi olduBu bilinen, Meksika yemekleri gibi etnik
meniilerden kaynakli 35 olgu bildirmigtir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2, Amerika'da 1977-1984 yiflan arasinda B. cereus zchirlenme olgulan ( Bryau,

1988)
Gida Olgn sayist Yitzdesi (%)
Kizarmg piring 17 48,6
Meksika yemekleri 5 14,2
Cin yemekleri 2 57
Hindi 2 57
Diger gudalar 9 25,7
TOPLAM 35 99,9

Ispanya' da 4 kisinin tiikettikleri Morina baliindan 5 saat sonra diyare
sikayetleri ile hastaneye gelen kigilerde B. cereus enterotoksin olugturan psikrotrofik
susunun sorumiu oldufu ve 24 saat sonra toksikasyonun sonlandifs, iyilesmenin
goriildigh ve 7. ginde diskida etkene rastlamimadify bildirilmis olup, bu olguda
izole edilen etkenin 4 °C’ de 7 giin, 7 °C’ de 4 giinde toksin Greten HA 1 serotipi
oldufu ve bu serotipin BCET-RPLA test kiti ile belirlendigi bildirilmistir (Kramer ve
Gibbert, 1989).

Benzer gekilde Hollanda' da ev yapum sebzeli bdrek tiiketimi somucu 3
kiginin diyare ve kann agnsi semptomlanyla seyreden intoksikasyon olgusunda
2,0x10° kob/g duzeyinde B. cereus saptandii ve aym BCET-RPLA test kiti ile
enterotoksin pozitif sonug verdigi bildirilmigtir (Kramer ve Gibbert 1989).
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Turkiye' de Inal (1969); fzmir' de bir askeri birlikte fasulye piyazt ve etli tirli
yenilmesinden kaynaklanan zehirlenmede yaklapk 1000 kiginin etkilendigi
bildirmistir

Doganay ve Bakici (1985), 27 Mart 1985' de Sivas' ta aym yerde calisan 25
hastada goriilen ve bulanti, kann agns: ve sulu diyare ile karakterize semptomlarla
seyreden gida intoksikasyonu olgusunda 4 hastamn digkisindan sadece B. cereus
izole ettiklerini bildirmiglerdir.

1.6.Gadalarda B.cerens’ dan Kaynakianan Bozulmalar

B. cereus proteolitik ozelligi ile proteinleri pargalayarak gida maddelerinde kokusma
ve bozulmalara neden olur. Kontamine gidada bozulma belirtileri zehirlenme
olusturabilecek diizeye ulagtiktan sonra ortaya cikar; bu yiizdende risk daha fazladir
(Collins ve Lyne, 1985; Rodriquez ve Barrett, 1986; Christiansson ve ark., 1989;
Griffiths, 1990;).

B. cereus yalmzca proteolitik bir mikroorganizma olmayip, aym zamanda yag
globulinlerini etkileyen lesitinaz' 1 da olugturur. Bu enzim kremalarda “bitty cream"
denilen bozulmaya neden oldufu gibi pastorize sitlerde lesitinaz enzimi ile yag
globulin zanm pargalayarak asit olugturmadan pihtilasmaya sebep olur (Baumgart,
1993; Ozalp ve Kaymaz, 1995)

Yogurita, fermentasyon baglangicinda (pH 6.0) B. cerews hzla fireyerek
kivam hatalarnna neden.olur. Aynica tereyafinda B. cereus' un agim diremesi sonucu
fosfolipaz-C aktivitesine bafih olarak metalimsi ve yakici bir lezzet olugumu goriiliir
(Inal, 1990).
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2.GEREC VE YONTEM

2.1.Gereg

Geleneksel ¢if koftelerde B. cereus’ un varh ve enterotoksin iretme yeteneginin
belirlenmesi amaciyla yapilan bu caligma iki agamalt olarak gerceklegtirildi. Birinci
agamada, 2001-2002 Haziran donemleri arasinda Ankara’ da tiketime sunulan
(market, restoran ve agikta satilan) en az 250’ ser gramhk partiler halinde ve aseptik
kogullar altinda alman toplam 50 ¢iF kofte 6me@i kullamdi. Cahgmamn ikinci
asamasinda ise, deneysel olarak aseptik kogullar altinda hazrlanan ve 10% 10%, 10°
ditzeylerinde B. cereus’ un enterotoksin olugturan sugu ile kontamine edilen ve 4 ve
25 ° C' lerde mubafaza edilen ¢if kofte drnekleri materyal olarak kullamid.

B. cereus’ un Izolasyon ve Identifikasyonunda Kullanitan Besiyerleri ve
Aywaclar

Mannitol Egg Yolk Polymyxin (MYP) Agar (Oxoid, CM 929)

Bilegimi

Sigar eti ekstrakt 1,0g

Pepton 10,0 g

D-Mannitol 100 g

Sodyum kloriir (NaCl) 100g

Fenol kirmuzs: 0,025g

Agar 1208

Su 900 ml
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Hazirlamigs

Formiilasyonu hazir halde bulunan MYP Agar (Oxoid - CM 929) 21,5 g tartilarak
450 ml distile su icerisinde goziindiirildikten sonra pH 7,2 + 0,2 olarak ayarland.
Daha sonra su banyosunda agar ¢oziinene kadar tutulmasim takiben, 121 °C' de ve 1
atm basingta 15 dakika otoklav edilerek strelizasyonu saglandi. MYP agar 45-50
°C've kadar sofutulduktan sonra, 2 ml steril distile su icerisinde gbziindiirilen
50.000 IU Polymyxin B (Oxoid - SR 99E) igeren supplement ve 50 m! yumurta
sansi emiilsiyonu (Oxoid - SR 47) besiyeri igerisine steril kogullarda ilave edildi.
Steril sartlarda yaklagik 12-15 ml olacak gekilde petrilere dokiildi.

Nutrient Agar (Merck 1.05440)

Bilesimi

Sifir eti ekstrakt 3g
Pepton S5g
Agar 15g
Distile su 1000 ml
Hazirlanig:

Formiilasyonu hazir halde bulunan Nutrient agar' dan 20 g alinarak 1000 ml distile su
icerisinde ¢oziindurildia, pH® st 7.0 & 0,2 olacak gekilde ayarland: 121 °C' de ve 1
atm basingta 15 dakika otoklav edildi. Steril petrilere 12-15 ml olacak sekilde
dokulda.



Nutrient Broth No:2 (Oxoid CM 67)

Bilesimi
Lab-Lemco powder
Pepton

Sodyum kloriir
Distile su

Hazrlamsi

22

10,0g

10,0g
50g

1000 ml

Formiilasyonu hazir halde bulunan Nutrient Broth' tan 25 g tartilarak 1000 ml distile

su igerisinde ¢dziindiirildi, pH' s1 7.5 £ 0.2 olarak ayarlandiktan sonra 16 x 150 mm
tiiplere 5’er ml paylaghinidi. 121 °C 1 atm basingta 15 dakika otoklav edildi.

Glikoz Agar

Bilegimi

Tripton

Maya ekstrakti
Glikoz

Sodyum klorir
Brom kreosol purple
Agar

Distile su

Hazirlansi

10,0g
15¢g
10,0g
50g
0015g
12-18 g
1600 mt

Hazirlanan kanisgim su banyosunda gozindirildi, pH’ st 7,0 + 02 olarak
ayarlandiktan sonra 16 x 150 mm’lik tiiplere 15’er ml kondu. 121 °C' de ve 1 atm
basingta 15 dakika otoklav edildi. Kullanmadan once besiyerleri kaynayan su
banyosunda 10 dakika stireyle tutuldu, erimesi saflamp tipler dikey bir pozisyonda

tutularak yaklagik 30° C’ ye kadar sogutuldu.



MR-VP Broth (Oxoid, CM 43)

Bilegimi

Pepton 508
Glikoz 50g
Fosfat buffer 50g

Distile su 1000 ml
Hazwlams:

Formiilasyonu hazir halde bulunan MR-VP broth’tan 15 g tartilarak 1000 ml distile
su igerisinde ¢dzindiirildiikten sonra pH’ s1 7,0 + 0,2 olarak ayarland1, 5 ml tiiplere
paylasgtinldi. 121 °C' de 1 atm basingta 15 dakika otoklav edildi.

a~ Naftol ¢ozeltisi

Bilepimi

a- naftol 50 g
% 95 (v/v) Etanol 100 mi
Hazirlamy

a- naftol’ den 5 g tartild: ve etanolde ¢oziildii.

Potasyam Hidroksit - Kreatin Cozeltisi

Bilegimi

Kristal kreatin 03¢g
Potasyum hidroksit (KOH) 400¢g
Distile su 100 ml
Hazrlams:

Potasyum hidroksit” ten 40 g ahnarak distile suda ¢dzindiirilerek hazrlandi. Buna
0,3 g kreatin kristal formundan ilave edildi.
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Nitrat Besiyeri

Bilegimi

Pepton 50g
S1fir eti ekstrakty 308
Potasyum nitrat 1L0g
Distile su 1000 ml
Hazrlams:

Kangim su banyosunda eritildikten sonra pH® s1 7,0 + 0,2 olarak ayarlands, 16 x 150
mm’lik tiiplere 5’er m! konuldu. 121 °C sicakhkta ve 1 atm basingta 15 dakika
otoklav edildi.

Gries Hosvay Solusyonu (A)

Bilegimi

Sulfanilik asit 08g
Asetic asit 5M 100 ml
Hanrianms

Sulfanilik asit 0.8 g tartild: ve asetik asitte ¢oziildiikten sonra filtreden siiziildi.
Gries Tlosvay Solusyonu (B)

Bilegimi

a-Naftilamin 05g
Asetik asit SM 100 mi
Hazyrlamsi

a-Naftilamin 0,5g tartihp, asetik asit iginde ¢oziildiikten sonra filtreden siiziildi.



Tripticase Soy Koyun Kanh Agan

Bilegimi
Tripticase
Fiton pepton
Sodyum kloriir

Agar
Distile su

Hazirlams

150g
50g
50g
15,0g

1000 ml

Kangim su banyosunda eritildikten sonra pH’ s1 7,0 & 0,2 olarak ayarlandi. 121 °C'
de 1 atm basmcgta 15 dakika otoklav edildi. Besiyeri 45-50° C' ye kadar
sogutulduktan sonra %35 defibrine koyun kam eklendi ve steril petrilere yaklagik 12-

15 ml olacak sekilde dokildi.
Gelatin Medium

Bilegimi

Gelatin 4g
Distile su 1000 ml
Hazirlams

Kangm su banyosunda eritildikten sonra pH’st 7.0 & 0.2°ye ayarlandi. Daha sonra 16
x 150 mm’lik tiiplere 10°ar ml konuldu. 121 °C’de 15 dakika otoklav edildi.

Katalaz Test

Hidrojen peroksit’ in (H20z) (Merck 8597) % 3’liik soliisyonu kullamld:.
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Oksidaz Testi

Hazir test kitleri (Oxoid BE 64 A) kullamildi.

Oksidatif - Fermentatif (OF) Medium (Oxoid, CM 883)

Bilesimi

Sodyum kloriir 5g

Agar 2g

Kazein 2g

KHPO, 03g

Bromothymol blue 008g

Karbonhidrat soliisyomu 100 mi
Distile su 900 mi
Hazirlamg

Karbonhidrat solisyonu digindaki kanum 900 m] distile suda g¢ozindiirilerek pH’ st
6.8 + 0.1°e ayarland1. 121 °C’de 1 atm basingta 15 dakika otoklav edildikten sonra 50
°C’ye kadar sogutuldu. Uzerine 100 ml steril karbonhidrat soliisyonu ilave edilerek
kangtirld: ve tisplere paylastinldi.

Karbonhidrat cbzeltisi: 1 g karbonhidrat 100 ml distile suda eritildi. Cozelti
filtreden gegirilerek steril gigede saklandi. Her bir karbonhidrat i¢in ayn olarak
hazirland1.

Arabinoz (Merck 101492): 1 g 100 ml distile su iginde gbzindiriilerek 0.22
mikrolitrelik filtreden siiziitiip steril edildi.
Maltoz (Merck 105911). 1 g 100 mi distile su iginde g¢bzindirilerek 0.22
mikrolitrelik filtreden siiziliip steril edildi.
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Glukoz (Merck 113732): 1 g 100 ml distile su iginde ¢dziindurilerek 0.22
mikrolitrelik filtreden stiziiliip steril edildi.
Laktoz (Merck 107657). 1 g 100 mi distile su iginde ¢dzindirilerek 0.22
mikrolitrelik filtreden siiziiliip steril edildi.
Sukroz (Merck 107651): 1 g 100 ml distile su iginde ¢ozindirilerek 0.22
mikrofitrelik filtreden siiziiliip steril edildi.
Ksiloz {(Merck 108692): 1 g 100 ml distile su iginde cozindirilerek 0.22
mikrolitrelik filtreden siiziilip steril edildi.
Mannitol (Merck 105982): 1 g 100 ml distile su iginde ¢oziindirilerek 0.22
mikrolitrelik filtreden siiziiliip steril edildi.

Simon’s Citrate Agar (Difco 0091-17-1)

Bilegimi

Magnezyum silfat 02g
Amonyum dihidrojen fosfat lg
Dipotasyum fosfat lg
Sodyum sitrat 2g
Sodyum kloriir 5g
Bacto agar 13g
Bacto bromthymol blue 0,08g
Hazirlams1

Formiilasyonu hazir besiyerinden 24.2 g alimp, 1000 mi distile suda ¢dziindirildi.
pH's1 6.8 + 0.2’ye ayarlandiktan sonra sicak su banyosunda eritildi. Daha sonra 16
x 150 mm tiiplere 10’ar ml paylastnlarak, 121 °C’ de 15 dakika otoklav edilerek
yatik olarak sogutuldu.
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SIM Medium (Oxoid, CM435)

Bilegimi

Tripton 200g
Pepton 6,1g
Ferrous ammonium sulphate 02g
Sodyum tiosulfat : 02g
Agar 358
Distile su 1000 mil
Hazirlams

Formitilasyonu hazir besiyerinden 30 g ahmp, 1000 ml distile su igerisinde
¢dzindiiriildiikten sonra, pH’ st 7,3 + 0,2 olarak ayarlanarak 16 x 150 mm’lik tiiplere
2’ ser ml paylagtinldi ve 121 °C' de 1 atm basmgta 15 dakika otoklav edilerek

sterilizasyonu saglandi.

Tripton Broth
Bilegimi

Tripton 10g
Distile su 1000 mi

Hazilams

Kangim su banyosunda ¢bziindirildii, pH’st 7.1 + 0.2’ye ayarlandiktan sonra 16 x
150 mm’lik tiiplere 5°er ml konuldu ve 121 °C’de 1 atm basigta 15 dakika otoklav
edildi.



Indol Ayraca

Bilesimi

Paradimetil amino benzaldehit
Izoamilalkol

Hidroklorik asit

Brain Heart Infiizyonu (Difco, 0037-17-8)

Biletimi

Dana beyni

Sgiar kalbi

Bacto proteose pepton
Bacto dekstroz
Sodyum klorid
Disodyum fosfat
Distile su

Haznwriang:

75 ml
25 mi

200 g
250 g
i0g

5g
25g
1000 ml
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Formiilasyondan 37 g alinarak, 1000 ml distile su igerisinde ¢ozindirildii, pH’ s
7,4 = 0,2 olarak ayarland: ve 16 x 150 mm’ lik tiiplere 7’ ser ml konuldu. 121 °C' de
1 atm basingta 15 dakika otoklav edilerek, sterilizasyonu saglands.

BCET-RPLA Enterotoksin Test Kiti (Oxoid, TD 950)

BCET-RPLA hazir test kitleri kullamid:.

Test Susu

Caligmada referans sug olarak enterotoksijenik B. cereus (OXOID-NCTC 11145)

susu kullamlds,

V.6, vliseuoeneTin womnLa
BOHHEANTASYON

MERKEZ!
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2.2.Yontem

Cig kofte orneklerinde, B. cereus varhifimm saptanmas: ISO 7932 no’ lu B. cereus
saymmt igin genel kurallar-koloni sayim teknigi (30 °C’ de) standarda (Anon, 2000)
gore yapiluken, identifikasyon amagh biyokimyasal testler Bergey’s Manuel of
Systematic Bacteriolgy (Sneath, 1988) esas almarak belirlendi (Sekil 2.1).
Enterotoksin olugturma yetenegi BCET-RPLA test kiti ile yapildi (Brett, 1998).

Bu ¢ahgma iki agamah olarak gergeklegtirildi Cahgmanin 1. asamasinda;
Ankara' da market, restoran ve agikta satilan, aseptik kosullarda 6zel termosiu
kaplara 250" ser g alnan ¢ig kofte drnekleri, sofuk zincir altinda Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal Mikrobiyoloji
laboratuanina getirilerek 6rneklerde B. cereus varlih ve toksin olugturma yetenegi ile
genel mikrobiyolojik kalitesi belirlendi. Deneysel ¢aligma ti¢ kez tekrar edildi.

Caligmamn ikinci agamasinda; deneysel olarak aseptik kosullar altinda
hazirlanan ¢if kofielerde enterotoksin olugturma yetenegi bilinen B. cereus sugu ile
10%, 10* ve 10° diizeylerinde kontamine edilerek 4 ve 25 °C’ lerdeki 0., 2., 4., 6., 8.,
12. ve 24, saatlik muhafaza siiresince B. cereus’ un gelisme seyri ve enterotoksin
olusturma yetenegi ile genel mikrobiyolojik kalitesi belirlendi.
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10 g gada Greefi + 90 ml peptonln su

MYP agara damia veya yayma plak yontemiyle ekim

l

30 °C’ de 2448 saat inknbasyon

l

5 mm ¢apinda pembe-mor renkli cevresi opak zon ile cevrilmis
kuru ve yiizeyi piirizlii koloniler

Tipik koloniler Nutrient agarda. 30 °C’ de 24-48 saat inkubasyon

identifikasyon amagh biyokimyasal testler

Sekil 2.1, Gudalardan B. cereus’ un izolasyon yontemi (Anon, 2000),



B. cereus’un identifikasyonu amaciyla ;

Anaerob Glukoz Fermentasyonu
Nitrat Testi

Voges-Proskauer Testi

Gram Boyama

Hareket Testi

Oksidaz Testi

Katalaz Testi

Jelatin Testi

Fermentasyon Testleri

Sitrat Testi

Hemoliz Olugturma Yetenegi
indol Testi

pH 5,7-6,8° de Ureme Yetenegi

testleri uyguland: (Sneath, 1988).

Deneysel Cig Koftenin Yapihgi:

Sigr Eti

Bulgur

Sogan
Salca

Kirmuz pul biber

Tuz

Karabiber

350g
350 ¢
150 g
100 g
25g
10g

1 kilogram ¢ig kofte igin uygulanan formiilasyondur.

32
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Laboratuar kosullan altinda daha 6nceden analizleri yapilarak, B. cereus
icermedigi saptanan bulgur, igmlanmig kirmizs pul biber ve karabiber, sogan, salga ve
tuz ile steril distile su ilave edilerek yogruldu. Daha sonra yagsiz kiyma ¢ig kofte
hamuru ile kangtmlarak macun kivamma kadar yogruldu. Geleneksel ¢ig kofte
kivamina gelen hamur partiler halinde aynld:.

Geleneksel yontem uygulanarak hazirlanan ¢ig kofte ommekleri agagida
belirtildigi gibi gruplandinlds.

K Grubu: Iceriginde B. cereus igermeyen ¢ig kofte “kontrol grubu”,

A Grubu: Cig kofte hazirlandiktan sonra enterotoksin olugturma ozelligi bilinen
B. cereus NCTC-11145 susu ile 10° kob/g diizeyinde kontamine
edilen grup.

B Grubu: Cig kofte hazirlandiktan sonra enterotoksin olugturma dzellii bilinen
B. cereus NCTC-11145 susu ile 10* kob/g diizeyinde kontamine
edilen grup.

C Grubu: Cig kofte hazirlandiktan sonra enterotoksin olugturma o6zelligi bilinen
B. cereus NCTC-11145 susu ile 10° kob/g diizeyinde kontamine
edilen grup.

Formiilasyona gore hazirlanan ve macun kivamma getirilen ¢ig kofte
dmeklerine, daha dnce BHI broth’ ta birinci tekrar igin 8,0x10” kob/ml diizeylerine
kadar, ikinci tekrar igin 7,2x10® kob/m! diizeylerine kadar ve igiincii tekrar igin
6,8x10° kob/ml diizeylerinde olan B. cereus susu 10%, 10* ve 10° diizeyleri olacak
sekilde inokule edildi. 4-25 °C’ lerde 0., 2., 4., 6., 8., 12. ve 24. saatlerde muhafaza
edilerek analizleri yapildi. Aym iglem belirtilen gekilde deneysel ¢ahigsma olarak 3
kez tekrar edildi.
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Aynica, B. cereus’un toksin olusturma yetenefinin saptanmasi igin, her bir
gruptan aym periyodlarda ¢if kofte omekleri BCET -RPLA test kiti ile analiz

2.2.1. B. cereus’un izolasyon ve Identifikasyonu

Cig kofte orneklerinden steril sartlarda 10 g alinarak 90 ml peptoniu su (% 0.1
pepton) ile homojenize edildi. Daha sonra gerekli desimal diliisyonlan hazirlanarak
(10° diizeyine kadar) yayma ve damla plak yontemleri ile MYP agara ekimleri
yapidi. MYP agarda 30 °C de aerob kogullarda 18-40 saat inkiibasyon sonucunda
sekillenen 5 mm gapinda pembe mor renkli etrafi opak zon ile gevrilmig, kuru ve
yiizeyi piiriizlii giipheli koloniler sayildi. Tipik kolonilerden 5 adet alnarak nutrient
agarda geligtirildikten sonra identifikasyon amach biyokimyasal testleri yapilds, Test
sonuglarma gbre Gram pozitif, katalaz, oksidaz, voges-proskuaver, hareketlilik,
jelatin, nisasta, nitrat, sitrat, hemoliz, pH 6,8-5,7’de tireme, glukoz ve ksiloz’dan asit
olusumu, sukroz ve maltoz’dan gaz olusumu pozitif, indol, mannitol ve arabinoz’dan
asit olusumu, laktoz ve glukoz’dan gaz olugumu negatif olan koloniler B. cereus
olarak degerlendirildi (Anon, 2000; Sneath, 1988).

2.2.1.1. Anaerob Glikoz Fermeatasyonu

Stpheli koloniler ifne uglu 6ze ile yeni 1sitilmis glikoz agar iceren tiplere inokule
edildi. 30 °C’ de 24 saat anaerob olarak inkubasyona birakildi. Tiip igerisinde olugan
san renk pozitif olarak degerlendirildi (Anon, 2000).

2.2.1.2. Nitrat Testi

Siipheli kolonilerden 6ze ile nitrat broth’lara gegildi. 37 °C’de 24 saat aerob
kogullarda inkube edildi. Aym besiyerine nitrat ayiracinin (0,2 ml Griess A + 0,2 ml
Griess B) damlatimasindan 15 dakika sonra kirmuzi veya menekse rengin olusumu
nitrat pozitif olarak degerlendirildi. Renk olugmamasi durumunda bir miktar ginko
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tozu ilave edilerek kirmizi renk olugumm ile nitratin indirgenmedigi belirlendi (Anon,
2000).

2.2.1.3. Voges-Proskauer Testi

Segilmig koloniler VP besiyeri igeren tiiplere inokule edildi. 30 °C’de 24 saat
aerob kogullarda inkube edildi. Her tipten 1 m! kiltiir, asetilmetilkarbinol
deneyi igin temiz bir tipe aktarddi 0,2 ml potasyum hidroksit-kreatin
¢6zeltisi, 0,6 ml a-naftol ¢ozeltisi eklendi. Kuvvetlice galkaland1 ve 1 saat
dinlenmeye birakildi. Eozin pembesi rengi olusumu pozitif olarak
degerlendirildi (Anon, 2000).

2.2.1.4. Gram boyama

Siipheli kolonilerden Gram boyama yapildi. Mikroskobun immersiyon objektifinde
B. cereus Gram pozitif, gomak formda gozlendi.

2.2.1.5. Hareket Testi
Siipheli koloniler igne uglu 6ze ile SIM agara inokule edildi. 30 °C’ de 5-7 giin

inkubasyona birakildi. Inokulasyon hattinda goézlenen ireme pozitif olarak
degerlendirildi.

2.2.1.6. Oksidaz Testi

Haazir test kitleri (Oxoid BR 64A) kullanildi. Siipheli koloniler i§ne ughi 6ze ile
almp oksidaz stiklere siirildi, 10-20 saniyede olusan menekge mor renk pozitif
olarak kabul edild;.
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2.2.1.7. Katalaz Testi

Bu amagla, % 3’lik hidrojen peroksit (H>0;) (Merck 8597) ¢ozeltisinden bir 6ze
dolusu lam tzerine alinarak, iizerine 6ze ile giipheli koloniden konulup kangtinidi,
birkag saniye icerisinde kopiirme seklindeki gaz olusumunun gézlenmesi katalaz (+)
olarak degerlendirildi.

2.2.1.8. Jelatin Testi

Igerisinde jelatin medium bulunan tiiplere giipheli koloniler inokule edilerek 25
°C’de 24-48 saat aerob kogulda inkube edildi. Tiipler 5 °C’de 1 saat bekletildiginde
jelatin stvr hale gegmesi pozitif olarak degerlendirildi.

2.2.1.9. Fermentasyon Testleri

OF medium da siikroz, glukoz, laktoz, mannitol, ksiloz, arabinoz ve maltoz
sekerlerinin % 1’lik gbzeltileri hazirland:i. Her bir geker i¢in ayn olarak iginde geker
gozeltisi bulunan tiplere siipheli koloniler inokule edilerek 25 °C’de 5-7 giin aerob
kosulda inkube edildi. Renk degisimi ve gaz olugumunun goriilmesi pozitif olarak
degerlendirildi.

2.2.1.10. Sitrat Testi

Igerisinde Simon Citrate Agar bulunan yatik agarh tiiplere giipheli koloniler 6ze ile
gizilerek 25 °C’de 24-48 saat aerob kogullarda inkiibe edildi. Olusan mavi renk
pozitif olarak degerlendirildi.
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2.2.1.11. Hemoliz Olusturma Yetenegi

Koyun kam (% 5) ilave edilen TSSB Agar’ a giipheli koloniler 6ze ile ¢izildi.
30-35 °C’de 24 saat aerob kosullarda inkube edildi. Genis ve bayiik hemoliz
alanlannin olusumu pozitif olarak kabul edildi.

2.2.1.12. indol Testi

Siipheli koloniden tripton broht igeren tiiplere inokule edildi. 30-35 °C’de 24
saat aerob kogullarda inkube edildi. Kovaks ayiracindan 1-2 ml ilave edildi.
Pembe halka olugumu gdzlenmemesi negatif olarak degerlendirildi.

2.2.1.13. pH 5.7-6.8’ de Ureme Yeteneginin Belirlenmesi

Siipheli koloniden pH’ st 5.7 ve 6.8 olan nutrient brothlara bir 6ze dolusu
inokule edildi. 30 °C’ de 24-48 saat inkubasyon sonrasmnda iireme
gozlenmesi pozitif olarak degerlendirildi.

2.2.2. Diger Mikrobiyolojik Analizler

Yaklagtk 200 g’ hk partiler halindeki ¢i§ kofte ornekleri aseptik kosullarda steril
plastik torbalara 10 g tartilarak iizerine 90 ml % 0.1°lik steril peptonlu su ilave edilip,
60 saniye homojenize (Lab. Blender 400) edildi. Elde edilen 10™lik diliisyondan
gerekli sayidaki desimal diliisyonlart hazirlanarak yayma ve damla plak yontemi ile
ekimleri yapildi (Baumgard, 1993; Swanson ve ark., 1992).

Aerob mezofil genel canh tespiti igin, Plate Count Agar’a ekimler yapildi
Plaklar 30°C’de aerob ortamda 48-72 saat inkiibasyona birakidi Inkiibasyon
sonucunda olugan tiim koloniler deferlendirmeye alindi (Swanson ve ark., 1992).
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Enterobakterilerin izolasyonu igin, Violet Red Bile Glucose Agar’a ekimler yapildi.
Plaklar 37°C’de anaerob ortamda 24-48 saat inkube edidi ve inkiibasyon sonucunda
safray1 presipite eden mor kusakla gevrili kurmuzi-pembe koloniler degerlendirildi
(Villagarcia, 1985; Hitchins ve ark., 1992). Koliformlann izolasyonu icin, Violet Red
Bile Lactose Agar’a ekimler yapildi. Plaklar 37°C’de anaerob ortamda 24-48 saat
inkube edidi ve inkiibasyon sonucunda presipitasyon olusturan koyu kirmuz 1-2 mm
capinda koloniler degerlendirildi (Hitchins ve ark., 1992). Pseudomonas’ lann
izolasyonu igin, Pseudomonas Agar Base’e ekimler yapildi. Plaklar 30°C’de aerob
ortamda 24-48 saat inkube edildi ve inkiibasyon sonucunda oksidaz pozitif olan
koloniler degerlendirildi (Tryfinopoulou ve ark., 2001). Stafilokok ve mikrokoklarin
izolasyonu igin Baird-Parker Agar Base’e ekimler yapildi. Plaklar 37 °C’de aerob
ortamda 24-48 saat inkube edildi. Siyah parlak zon olugturan koloniler stafilokok
olarak degerlendirildi (Greenwood ve ark., 1984; Lancette ve Tatini, 1992). Rose-
Bengal Chloramphenicol Agar’a ekimler yapild:. Plaklar 25 °C’de aerob ortamda 5
giin inkube edildi. Yesilimsi beyaz ipliksi iiremeler kif, beyaz inci tanesi seklindeki
iiremeler maya olarak degerlendirildi (Mislivec ve ark., 1992). Enterokoklann tespiti
icin Slanetz and Bartley Medium’a ekimler yapildi. Plaklar 37 °C’de aerob ortamda
24-48 saat inkube edildi. Visne ¢iiriifii rengindeki koloniler enterokok olarak
degerlendirildi (Baumgard, 1993). Laktobasillerin aranmasi igin LA Agara ekim
yapildr. 30 °C’ de 48 saat anaerob inkubasyon sonunda inci tanesi geklindeki
koloniler laktobasil olarak degerlendirildi. LS agara ekim yapildi, 30 °C'de 48 saat
anaerop inkubasyon sonunda inci tanesi seklindeki koloniler laktobasil olarak
degerlendirildi ve sayildi.

2.2.3. Diyarel Enterotoksin Olugsumunun Saptanmasi

Bacillus cereus suglan Brain Heart Infusion Broth’ a (OXOID CM 225) bir 6ze
dolusu inokule edilerek 32-37 °C'de galkalamali inkibatorde 250 devir/dakika hzla
6-18 saat inkiibe edilmelerini takiben kangim, 4 °C’ de 20 dakika 900 devirde
santrifij edilerek veya 0,2-0,45 mikrometre gozenekli ve protein bajlama 6zelligi
diisiik filtreden (millipore SLVG) gegirilerek BCET-RPLA test kiti ile teste tabii
tutuldu.
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Deneysel asamada ¢ig kofteden toksin izole edilmesinde, 10 g 6rnek, 10 ml
% 0,85k NaCl cozeltisi ile homojenize edildi, 30 dakika 900 g ile sogutmah
santrifiij yardim ile fraksiyonlanna aynlarak ustteki berrak ve ya§ icermeyen sivi
kissm 0,2-0,45 mikrometre gozenekli ve protein baglama kapasitesi diigiik
filtrelerden siziilip, BCET -RPLA test kiti ile analiz edildi. Digme gorinimii
negatif, ag-kafes goriiniimil pozitif kabul edildi (Bridson, 1988; Harrigon, 1998).

2.2.4. Cig Kifte Orneklerinin pH Degerlerinin Olciilmesi
Mikrobiyolojik analiz icin ornek almmum takiben, ¢ig kofte Orneklerinin pH

degerleri elektronik pH metre (pH 900, NEL Elektronik, Ingold LOT 406-MG-DXK-
57/25) ile olgitldi,

2.2.5. Istatistiksel Analizler

Bu caligmada elde edilen verilerin istatistiksel yonden degerlendirilmesinde
independent T-testi uyguland: (Siimbiiloglu ve Siimbiloglu, 1994).



3.BULGULAR

Bu caligma iki agamali olarak gergeklestirilmig olup 1. asamada geleneksel bir {iriin
olan ¢ig koftenin B. cereus varlig ve enterotoksin iretimi, ikinci agamada ise B.
cereus enterotoksin iireten susunun deneysel olarak 4-25 °C' lerdeki 0., 2., 4, 6., 8.,
12. ve 24. saatlerde gelisimi ve toksin iretme yeteneklerinin belirlenmesi amactyla

yapumgtir.

Caligmamn ilk agamasim olugturan, Ankara' daki cesitli restoran, market ve
agikta satilan toplam 50 ¢ig kofte 6rnefinin % 44 (22/50)' Gnde B. cereus pozitif
olarak bulundu. Pozitif orneklerde B. cereus kontaminasyonu ortalama 2.55 logjo
kob/g, minimum 2.0 log;e kob/g, maksimum 4.3 logo kob/g diizeylerde belirlendi
(Cizelge 3.1; Sekil 3.1).

Toplam SO o6mekte ortalama aerob mezofil genel canh sayist 6.34 logp
kob/g, laktobasil sayis1 ortalama 5.33 logyo kob/g, enterobakter sayisi ortalama 4.12
logio kob/g, koliform sayis: ortalama 3.76 logio kob/g, stafilokok-mikrokok sayist
ortalama 4.00 log;p kob/g, enterokok sayis1 ortalama 3.47 logio kob/g, pseudomonas
sayis1 ortalama 2.81 logye kob/g, maya sayis1 ortalama 3.30 logie kob/g, kiif sayis1
ortalama 2.38 log)o kob/g ve B. cereus sayis1 ortalama 1.12 logjo kob/g olarak
saptand1 (Cizelge 3.2; Sekil 3.2). Toplam 50 &megin ortalama pH's1 4.58 olarak
belirlendi,

Cahsmada, B.cereus pozitif 6rneklerden elde edilen 22 sugun BCET-RPLA
test kit ile yapilan enterotoksin  tayininde % 63.63 (14/22)’ uniin enterotoksin
iirettigi belirlendi.
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Cizelge 3.1. Ankara’ da satisa sunulan ¢ig kofte Srneklerinde B. cereus’ un dafihmm.

Pozitif drneklerin oran ve dagilinm
[ Numune says1 (n) | Pozitif 6rnek sayis1 (%) | 10° kob/g (%) | 10° kob/g (%) | 10 kob/g (%)
' 50 i 22 (% 44) 19 (% 38) 1% 4 | 1(%2)

56%

Sekil 3.1. Ankara’ da satiga sunulan ¢ig kofte drneklerinde B. cereus’ un dagtlim (kob/g) (n:50).

Cizelge 3.2. Ankara’ da satiga sunulan ¢i kofte drneklerinde mikroorganizma dagilim.

Logio
| kob/g |
Ort. [LI2 [634 [533 412 [37 |[400 |347 281 330 2,38
Min. | 200 1478 415 | <200 | <2,00 | <2,00 [ <2,00 <2,00 | 1,07 <1,00
Mak. '4,30 872 830 647 (615 630 (215 [460 515 478

) B.cer.: -B. cereus, AMG:' Aerob mezofil genel canli; Lak.: Laktobasil; Ent.b.: Enterobakter; Koli.:
Koliform; S/M: Stafilokok-mikrokok; Entk.: Enterokok; Pseu.: Pseudomonas, Maya: Maya, Kiif:
Kif,

B.cer. | AMG { Lak. | Entb. | Koli. | S/M. | Entk. | Psen. | Maya | Kiif




42

7-
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Sekil 3.2. Cig kofte orneklerinin mikroorganizma dadilim (n:50).

Caligmanin deneysel agamasinda; ¢ig kofte yapiminda kullamlan kiyma ve
isinlanmmg babarat numunelerinin her g tretimde de B. cereus varhf yoninden
yapilan analizlerinde, ham maddelerin B. cereus igermedigi belirlendi. Ayrica
kontrol grubu ile diger deney gruplan arasinda mikroflora yoniinden énemli fark
gorilmemisgtir.

Cig kofte hamuru, B. cereus' dan ari kontrol (K) grubu, B. cereus ile 10>
kob/g (A grubu), 10* kob/g (B grubu) ve 10° kob/g (C grubu) dizeylerinde
kontamine edilen toplam dért grup olusturuldu. Bu gruplann herbiri buzdolab
sicaklifin (+4 °C) ve oda sicaklifi (+25 °C) derecelerinde 24 saat boyunca 0., 2., 4., 6.,
8., 12. ve 24. saatlerde analiz edildi. Deneysel agama t¢ kez tekrar edildi. Her Gig
tretimde 4 ve 25 °C’ lerdeki 0., 2., 4., 6., 8., 12. ve 24. saatlerdeki B. cereus gelisim
seyri Cizelge 3.3, 3.4.,3.5.,3.6,, 3.7., 3.8. ve Sekil 3.3,, 3.4, 3.5, 3.6.,3.7.,3.8. de
gosterilmigtir.
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Cizelge 3.3. Birinci deneysel ¢i kofie dretiminde +4 °C’ de yer alan gruplarda B. cereus'wn seyri
(log;o kob/g)

Gruplar
Saat
A B C
) 2,00 4,20 6,20
2 2,47 4,00 6,20
4 247 3,78 6,34
6 2,78 4,00 6,07
3 2,00 4,07 6,14
12 2,30 3,60 5,78
24 2,30 3,90 5,50

A: 10” kob/g B. cereus;  B: 10° kob/g B. cereus; C: 10° kob/g B. cereus

—o—A —8—B —&—C
§7
386 A e -~ ——
gs
%4 b:-..._,_g:':_ - —l—\-—_—_'___.
R metaasmymane. J
52
§1
50 v T v
0 2 4 6 8 12 24
saat

Sekil 3.3. Birinci deneysel ¢ig kofie iretiminde +4 °C’ de yer alan gruplarda B. cereus’un seyri (log;o
kob/g)
A: 10°kob/g B. cereus;  B: 10* kob/g B. cereus; C: 10° kob/g B. cereus
Deneysel birinci i kofte tretiminde 10%, 10* ve 10° kob/g diizeylerinde
inokule edilen ve +4 °C’ de muhafaza edilen 6meklerdeki B. cereus diizeyi
baglangicta sirasiyla 2.00, 4.20 ve 6.20 log;o kob/g diizeylerinde iken 24. saatte 2.30,

3.90 ve 5.50 logio kob/g diizeylerinde saptandi. Istatistiksel acidan Snemsiz bulundu
(p>0.05) (Cizelge 3.3).




Cizelge 3.4. Birinci deneysel ¢ig kofte sretiminde +25 °C’ de yer alan gruplarda B. cereus’un seyri
(logyo kob/g)

Saat Groplar
A B C
0 7,00 3,20 6,20
3 247 430 5,90
3 2,30 3,90 5,60
6 2,00 4,07 6,07
8 2,00 3,78 5,90
12 247 4,00 5,60
2% 3,00 378 555

A: 10° kob/g B. cereus;  B: 10° kob/g B. cereus; C: 10° kob/g B. cereus
g

|+A ——B +c]

B 7-

ES-W W—K_‘_______‘

gs

@ 3

g,2

§1

20 ¥ T L3 T T T 1
0 2 4 & 8 12 24

saat

Sekil 3.4. Birinci deneysel ¢ig kofte iiretiminde +25 °C’ de yer alan gruplarda B. cereus’un seyri

(log:o kob/g)
A: 10* kob/g B. cereus;  B: 10° kob/g B. cereus; C: 10° kob/g B. cereus

Deneysel birinci ¢ig kofte dretiminde 10%, 10* ve 10° kob/g diizeylerinde
inokule edilen ve +25 °C’ de muhafaza edilen 6rneklerdeki B. cereus diizeyi
baclangigta sirasiyla 2.00, 4.20 ve 6.20 logo kob/g dizeylerinde iken 24. saatte 2.00,
3.78 ve 5.55 logio kob/g diizeylerinde saptandh. Istatistiksel agidan 6nemsiz bulundu
(p>0.05) (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.5. Ikinci deneysel ¢ig kbfte Giretiminde +4 °C’ de yer alan gmplarda B. cereus’un seyri
(log:o kob/g)

Saat Graplar
A B C
0 2,00 4,30 5,90
2 247 4,30 5,90
4 247 4,00 5,07
6 2,78 4,30 5,60
3 2,00 4,30 5,60
12 2,30 3,90 5,90
24 330 3,60 5,60

A: 107 kob/g B. cereus,  B: 10° kob/g B. cereus; C: 10° koblg B. cereus

|-—0—-—A ~—B +c]

o

-
o
-q

Mikroorganizma yik (log,o kob/g)
N W A O~

Sekil 3.5. Tkinci deneysel ¢ig kofte Giretiminde +4 °C’ de yer alan gruplarda B. cereus’un seyri (logio
k"ng 0> kob/g B. cereus;  B: 10* kob/g B. cereus; C: 10° kob/g B. cereus

Deneysel ikinci ¢ig kofte dretiminde 10% 10* ve 10° kob/g diizeylerinde
inokule edilen ve +4 °C’ de muhafaza edilen &meklerdeki B. cereus dizeyi
baclangicta sirastyla 2.00, 4.30 ve 5.90 log;o kob/g dizeylerinde iken 24. saatte 2.30,
3.60 ve 5.60 logio kob/g diizeylerinde saptand. Istatistiksel agidan onemsiz bulundu

(p>0.05) (Cizelge 3.5).



Cizelge 3.6. Ikinci deneysel ¢ig kofie tretiminde +25 °C’ de yer alan groplarda B. cereus’un seyri
(Tog)o kob/g)

Gruplar
Saat
A B c
0 2,00 4,30 5,90
2 2,47 4,30 5,87
3 2,30 3,87 5,60
6 2,00 3,80 5,78
8 2.30 3,90 547
12 247 3,60 5,34
24 2,00 3,30 5,20

A: 10° kob/g B. cereus;  B: 10° kob/g B. cereus; C: 10°kob/g B. cereus

|—0—A ——B +cJ

-
2

-

=]
oy
-
J

Mikroorganizma yaki (log,, kob/g)
N W A OO

$ekil 3.6, Ikinci deneysel i kofte tirctiminde +25 °C” de yer alan gruplarda B. cereus’un seyri (log;o
ko}zgl)oz kob/g B. cereus;  B: 10* kob/g B. cereus; C: 10° kob/g B. cereus

Deneysel ikinci ¢ig kofte tretiminde 102, 10 ve 10° kob/g diizeylerinde
inokule edilen ve +25 °C’" de muhafaza edilen omeklerdeki B. cereus diizeyi
baglangicta swrastyla 2.00, 4.30 ve 5.90 logyo kob/g diizeylerinde iken 24. saatte 2.00,
3.30 ve 5.20 logso kob/g diizeylerinde saptand:. Istatistiksel agidan Gnemsiz bulundu

(p>0.05) (Cizege 3.6).
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- Cizelge 3.7. Uglincii deneysel ¢ig kofte firetiminde +4 °C” de yer alan gruplarda B. cereus’un seyti
(logio kob/g)

Saat Gruplar
A B c
0 2,60 3.90 5,90
2 34T 3,60 5,90
3 7,30 330 5,60
3 347 347 5,60
g 2,30 3,00 5,78
12 2,30 3.30 547
2% 2,00 3.30 3,50

A: 10° kob/g B. cereus,  B: 10% kob/g B. cereus; C: 10° kob/g B. cereus

|—¢—A—8—8B —4—C |

cRE
g
e 8 = —— e —— A
s
o
x
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Sekil 3.7. Ugiincii deneysel ¢ij kofie firetiminde +4 °C’ de yer alan gruplarda B. cereusun seyri (log;o
k%ggoz kob/g B. cereus;  B: 10° kob/g B. cereus; C: 10° kob/g B. cereus

Deneysel iigiincii ¢if kofte dretiminde 10°, 10* ve 10° kob/g diizeylerinde
inokule edilen ve +4 °C’ de muhafaza edilen 6meklerdeki B. cereus diizeyi sirastyla
baglangicta 2.60, 3.90 ve 5.90 logo kob/g diizeylerinde iken 24. saatte 2.00, 3.30 ve
5.50 logio kob/g diizeylerinde saptand:. Istatistiksel agidan 6nemsiz bulundu (p>0.05)

(Cizelge 3.7).



Cizelge 3.8. Ugtinci deneysel ¢ig kofie firetiminde +25 °C’ de yer alan gruplarda B. cereus un seyri
(log:0 kob/g)

Saat Gruplar
A B c
0 2,60 3.90 5,9
3 2,30 207 5,90
3 2,30 2,00 5,60
6 247 3,90 578
g 347 3,90 560
12 230 3,00 5,30
% 2,00 3,78 5,60

A: 10°kob/g B. cereus;  B: 10" kob/g B. cereus; C: 10° kob/g B. cereus

l—+—A —8—B +c]
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Sekil 3.8, Uciincii deneysel ¢if kofte firetiminde +25 °C’ de yer alan gruplarda B. cereus’un seyti
(log °1152°1'§3/g B. cereus,  B: 10* kob/g B. cereus; C: 10° kob/g B. cereus

Deneysel ugiinci ¢if kofte dretiminde 10°, 10* ve 10° kob/g diizeylerinde
inokule edilen ve +25 °C’ de mubafaza edilen orneklerdeki B. cereus diizeyi
baglangicta sirasiyla 2.60, 3.90 ve 5.90 log;o kob/g diizeylerinde iken 24. saatte 2.00,
3.78 ve 5.60 log)o kob/g diizeylerinde saptand:. istatistiksel agidan dnemsiz bulundu
(p>0.05). Yapilan her ii¢ deneysel ¢ig kofte iretiminde de +4 ve +25 °C’ lerde B.

cereus’ un seyri istatistiksel agidan 6nemsiz bulundu (p>0,05) (Cizelge 3.8).
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Cizelge 3.9. 4 °C'de mubafaza edilen kontrol grubu ¢ig kofie 6meklerinin ortalama mikroorganizma

daglinn (log;, kob/g).
Mikroorganizinalar

Saat |AMG [Aljak |Lak |Eoth. [Koi |S'M |Entk |Psen. |Maya | Kif
0 | 440] 245] 325 | Li5 [<500 | 3,56 | 280 | 337| 2,95 2,30
7 | 410] 145 3,07 |<%,00 [<200 | 3,60 | 3,04 | 268 3,15 2,60
4 | 425 150 404 | 153 | LIS | 3,69 | 345 | 10| 3,19 389
¢ | 404 280 3,60 145 [<%00 | 369 | 335 | 1,57| 330 48
8 | 457] 195 440 150 | L5 | 3.64 | 284 | 165] 3,32 337
5 | 415 280 453 ] 130 [<200 | 3.5 | 3,05 | 18| 3.5 4,20
24 | 38| 180 280 2.65 |<200 | 287 | <200 | 157] 3,30 315

AMG: Acrob mezofil genel canh; A.lak.: Aside direngli laktobasil, Lak.: Laktobasil; Ent.b.:
Enterobakter; Koli.: Koliform; S/M: Stafilokok-mikrokok; Entk.: Enterokok; Psew.: Pseudomonas,

Maya: Maya; Kiif: Kiif,

Cizelge 3.10. 4 °C'de muhafaza edilen A grubu (10? kob/g B. cereus iceren) i kofte Srncklerinin
ortalama mikroorganizma dagmm (log;, kob/g).

Mikroorganizmalar
Saat |B.cer |AMG |[AlJak {Lak |[Entb. |Koli |S/M (Entk |Psen. |Maya |Kiif
0 2,20 1484 1165 3,18 |L,15 |L15 |[4,07 |3,03 (3,04 [268 4,45
2 247 1469 {165 129 1,30 (1,15 |3,75 }3,10 1,89 {3,100 4,89
4 2,41 445 {280 3,08 {139 [<200 |425 296 |1,50 {343 4,90
6 2,67 469 165 [38 [120 [115 [4,10 [340 |1,62 |3,53 4,75
8 2,10 (447 (280 1345 (130 |[1,15 [4,19 (3,10 |1,89 13,30 4,75
12 230 (460 [3,10 [3,52 |1,76 {130 (3,95 1292 1,95 {3,30 4,75
24 220 - 1435 4,10 (3,19 1,57 |<2,00 (3,05 |2,68 |[1,80 ;342 4,42

B.cer.: B. cereus; AMG: Acrob mezofil genel canli, Alak.: Aside direncli laktobasil, Lak.:
Laktobasil; Ent.b.: Entcrobakter; Koli.; Koliform; S/M: Stafilokok-mikrokok; Entk.: Enterokok;
Psen.: Pseudomonas, Maya: Maya; Kiif: Kif.




Cizelge 3.11. 4 °C'de muhafaza edilen B grubu (10* kob/g B. cereus iceren) ¢i kifte drneklerinin
ortalama mikroorganizma dagihm (log;, kob/g).

v T

Saat |B.cer |AMG |Alak [Lak |Entb. {Koli {S/M |Entk. |Psen. |Maya |Kif

4,13 510 {145 [3,75 |L30 |[<200 {390 {3,15 {389 (3,10 4,84

396 1475 1,57 [345 130 |180 (392 (345 295 [2,80 4,34

392 |554 |3,19 (420 |297 (1,39 (4,04 {398 |280 |3,39 4,15

0
2
4 369 (480 (3,02 |38 (160 (<200 {356 [348 [340 (3,37 4,55
6
8

379 1484 (325 1410 189 |L15 (3,69 (3,76 |280 3,69 4,45

12 330 (445 280 403 [230 {130 284 (325 |L50 |3,30 4,18

24 320 (442 (334 |480 |165 (139 (1,57 |160 |157 |4.04 4,30

B.cer.: B. cereus; AMG: Acrob mezofil genel canh; Allak.: Aside direncli laktobasil, Lak.:
Laktobasil; Ent.b,: Enterobakter; Koli.: Koliform; S/M: Stafilokok-mikrokok; Entk.: Enterokok;
Psew.: Pseudomonas, Maya: Maya; Kiif: Kiif

Cizelge 3.12. 4 °C'de muhafaza edilen C grubu (10° kob/g B. cereus iceren) ¢if kéfte Smeklerinin
ortalama mikroorganizma daghimm(log;o kob/g).

Mikroorganizmalar

Saat |B.cer |AMG {Aldak |Lak |Entb. |{Koli |S/M |[Entk. |Psco. |Maya |Kif

6,00 16,18 (275 {385 1,15 |L15 |[3,65 {299 |[3,18 |[3,45 3,30

6,00 |6,15 ]254 |39 1,57 |L15 |3,60 |3,03 [339 |295 4,54

575 |640 [332 [495 [2.68 |L15 1369 |28 (297 |3,10 4,30

0
2
4 567 1634 (2,65 [469 (165 (1,15 (3,54 265 1299 3,19 4,60
6
8

584 1640 [345 (469 (180 [L15 3,62 {330 [3,19 [3,07 4,54

12 571 16,53 |415 [545 |1,95 [1,15 |3,10 {340 3,10 |3,87 4,95

24 552 (689 |500 1607 (145 |18 287 (<200 /2,03 [3,68 4,04

B.cer.: B. cereus, AMG: Acrob mezofil genel canhi; Alak.: Aside direngli lakiobasil Kak.:
Laktobasil; Ent.b.: Enterobakter; Koli.; Koliform; $/M: Stafilokok-mikrokok; Entk.: Enterokok;
Psew.: Pseudomonas;, Maya: Maya; Kiif: Kiif.
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Cizelge 3.13. 25 °C'de muhafaza edilen kontrol grubu ¢if kGfic Ormeklerinin ortalama
mikroorganizma dagihm (log;o kob/g).

Saat |AMG |Alak |Lak |[Entb. |[Koii |S/M |Entk [Psen. |Maya |Kif
0 484 (245 (325 |1,15 |<2,00 |3,56 (2,80 (337 |[295 4,15
2 469 {139 {330 |148 |<2,00 {342 |2,77 {322 3,03 4,30
4 469 167 (406 |18 (130 {395 |3,10 {165 3,30 4,60
- :
8

475 |165 |445 |L65 |1,15 |3,89 2,75 |1,80 |[3,37 4,60
489 [230 |445 |153 |[145 |3,60 |2,84 |1,89 |3,22  |4,53

12 503 3,69 465 (230 (1,30 {349 |L15 |L73 |4,34 4,38

24 648 362 [583 |3,87 {(L15 (3,15 (1,15 |LS0 }4,05 4,60

AMG: Acrob mezofil genel canh; A.lak.: Aside direngli lakiobasil, Lak.: Laktobasil, Entb.:
Enterobakter; Koli.: Koliform; S/M: Stafilokok-mikrokok; Entk,; Enterokok; Psew.: Pseudomonas,
Maya: Maya; Kiif: Kiif.

Cizelge 3.14. 25 °C'de muhafaza edilen A grubu (10? kob/g B. cereus igeren) ¢if kofte Srneklerinin
ortalama mikroorganizma dagihm (log;, kob/g).

Mikroorganizinalar

Saat |B.cer |AMG [AJak [Lak |[Entb. [Koli [S/M |Entk. |Psen. [Maya |Kif

220 484 {165 (3,18 |L15s {115 [407 (3,03 ]3,04 3,18 4,45

241 1464 {153 (3,60 {130 {115 ]420 |3,65 |[3,04 {362 4,60

2,16 (475 (2,00 [410 150 |1,15 454 |3,22 [1,65 |3,95 4,54

0
2
4 230 (4,54 239 (330 |150 |1,50 |[3,78 1345 |[3,60 3,69 4,75
6
8

225 14,70 (3,33 14,27 {280 {230 |380 280 |1,65 |3,77 4,60

12 241 535 (3,92 (445 |28 |[L,15 404 |3,18 |1,80 {372 4,33

24 200 734 (615 680 (3,80 |LI5 1527 |[3,75 |1,80 |[3,95 4,75

B.cer.: B. cereus; AMG: Acrob mezofil genel cank; Alak.: Aside direngli laktobasil, Lak.:
Laktobasil; Ent.b.: Enterobakter; Koli.: Koliform; S/M: Stafilokok-mikrokok; Enatk.: Enterokok;
Pseun.: Pseudomonas, Maya: Maya, Kiif; Kof,
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Cizelge 3.15. 25 °C'de muhafaza edilen B grubu (10° kob/g B. cereus iceren) i kifie 6reklerinin
ortalama mikroorganizma dagilim (log,, kob/g).

Mikroorganizmalar

Saat {B.cer |AMG [Alak |Lak [Entb. |Koli |S/M |Entk. |Pseu. [Maya |Kif

413 (510 {145 {3,75 |1,30 |[<2,00 {390 (3,15 (3,89 (3,10 4,84

422 1489 1230 {410 139 139 {368 {330 [230 [3,60 4,80

392 |518 |360 404 |160 |L15 |3,78 (260 [1,92 |3,62 4,84

0
2
4 3,92 |518 |[3,15 365 |145 |L15 3,69 (295 |1,65 [3,10 434
6
8

38 |518 3,69 410 {295 {130 (354 |245 |1,69 [3,80 4,55

12 3,86 (530 (4,77 530 |[337 1,15 |[345 (269 |165 4,32 4,80

24 362 |7,07 |669 (697 (345 {145 |415 [L15 [1,45 |554 4,19

B.cer.: B. cereus;, AMG: Acrob mezofil genel canli;; Adak.: Aside direngli laktobasil Lak.:
Laktobasil; Ent.b.: Enterobakter; Koli.: Koliform; S/M: Stafilokok-mikrokok; Entk.: Enterokok;
Psew.: Pseudomonas, Maya: Maya; Kiif: Kif.

Cizelge 3.16, 25 °C'de muhafaza edilen C grubu (10° kob/g B. cereus igeren) ¢ig kofte Srneklerinin
ortalama mikroorganizma dagilim (log;o kob/g).

i cm—

Saat |B.cer. |AMG [Alak [Lak |Entb. {Koli |(S/M |Entk |Psen |[Maya |Kiif

600 |618 [2,75 [385 |115 |15 [3,65 [299 [3,18 {330 |445

589 578 (2,80 {428 |3,04 <200 {342 |295 (3,19 [345 4,45

587 592 |345 |4,53 [2,77 |2,60 |3,95 |297 |28 |345 |445

0
2
4 560 [604 (280 (453 |265 {130 {357 [297 |3,04 3,30 4,45
6
8

565 |587 |345 |495 (165 |1,15 3,67 |284 |180 |3,54 |430

12 541 |640 4,15 |517 (3,10 |L15 (3385 12,78 |L65 (3,37 4,69

24 545 1744 |58 |587 |215 |<2,00 {410 |L15 {2,115 |3,95 4,60

B.cer.: B. cereus, AMG: Aerob mezofil genel canh; Alak: Aside direncli laktobasil, Lak.:
Lakiobasil; Ent.h.: Enterobakter; Koli.: Koliform; S/M: Stafilokok-mikrokok; Entk.: Enterokok;
Psew.: Pseudomonas, Maya: Maya; Kiif: Kiif.

Olusturulan; +4 °C ve +25 °C ‘lerde 10?, 10*, 10° kob/g diizeylerinde inokule
edilen gruplar arasindaki istatistiksel degerlendirmede B. cereus yoniinden gruplar
arast fark istatistiksel olarak énemli bulundu (p< 0.01).
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B. cereus 'un gelisimi yominden siireler arasi farkhhk istatistiksel agidan
Snemsiz bulundu (p>0.05).

Kontrol, A ve B gruplannda +4 °C' de, incelenen mikroorganizma tiplerinde
siireler aras fark istatistiksel agidan 6nemsiz bulundu (p> 0.05) (Cizelge 3.9, 3.10,
3.11).

Kontrol grubu, +25 °C' de aerob mezofil genel canh (AMG) 0. saatte 4,84
logio kob/g' ken 24. saatte 6,48 log)o kab/g, 24. saatte, mayalarin 0. saatte 2,95 logso
kob/g iken, 12. ve 24. saatlerde swrasiyla 4.05, 4,34 logiec kob/g olarak,
farkistatistiksel agidan 6nemli gorildii (p < 0.01 ) (Cizelge 3.13).

A grubunda + 25 °C ' de 0. saatte AMG 4.89, laktobasiller 3.18, aside
direngli laktobasiller 1.65 loge kob/g diizeylerinde iken, 24. saatte sirasiyla 7.34,
6.80, 6.15 logio kob/g olarak belirlendi, istatistiksel agidan fark 6nemli bulundu
(p<0.05) (Cizege 3.14).

B grubunda, +25 °C 'de 0. saatte AMG, laktobasil ve aside direncli
laktobasiller sirasiyla 5.15, 3.75, 1.45 logjo kob/g iken 12. saatte laktobasil ve aside
direngli laktobasiller 5.30, 4.47 logso kob/g ve 24. saatte ise srasiyla 7.07, 6.97, 6.69
logio kob/g diizeylerine vyiikseldigi belirlendi, istatistiksel agidan fark Onemli
bulundu (p<0.05) (Cizelge 3.15).

C grubunda, +4 °C' de 0. saatte enterokoklar ve aside direngli laktobasiller
2.99, 2.75 logio kob/g iken, 24. saatte swrasiyla O ve 5.00 logyy kob/g olarak
belirlendi, istatistiksel agidan 6nemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 3.12).

C grubunda, + 25 °C' de 0. saatte AMG ve aside direngli laktobasiller
sirastyla 6.18 ve 2.75 logio kob/g iken, 24. saatte 7.44 ve 5.84 log;o kob/g diizeyinde
belirlendi ve istatistiksel agidan fark 6nemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 3.16).
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Ayrica, A, B ve C gruplanmn etkisi anndinidiktan sonra +4 ve +25 °C' ler

arasinda;

A grubunda, 12. ve 24. saatlerde AMG, 8. ve 24. saatlerde laktobasillerin
gelisimi yoniinden, B grubunda, 6. saatte kiif, 8. saatte enterokoklar, 12. saatte maya
ve laktobasiller , 24. saatte AMG ve laktobasillerin gelisimi yoniinden, C grubunda,
12. saatte enterokoklar, 24. saatte aside direngli laktobasillerin gelisimi yoniinden
istatistiksel agidan Onemli bulundu (p< 0.05).

Deneysel qahsmada yapilan ¢ig kofte omeklerinin +4 ve +25 °C’ lerde 0., 2.,
4, 6., 8., 12. ve 24. saatlerde incelenen mikroorganizmalanin ortalama degerleri
Cizelge 3.9,,3.10.,3.11,,3.12., 3.13,3.14, 3.15. ve 3.16." da gosterilmigtir.

Deneysel iiretilen ¢ig kofte hamurlanmn pH takibinde sirasiyla baglangigtai
ortalama; pH 5.4, 24. saat sonunda ise ortalama 4 °C'de 5.6, 25 °C'de 5.8 olarak
tespit edildi.

Deneysel olarak enterotoksijenik B.cereus NCTC-11145 referans susu ile
kontamine edilen ¢ig kofte Srneklerinin mikrobiyolojik analizlere paralel olarak,
BCET-RPLA test kit ile yapilan enterotoksin testinde, kontrol, A grubu (10* kob/g)
ve B grubunda (10 kob/g) +4 ve +25 °C' lerde muhafaza edilen dreklerde toksin
olusumu tespit edilemedi. + 25 °C'de muhafaza edilen ve 10° kob/g seviyelerinde
enterotoksin olusturma yetenegi bilinen B. cereus sugu ile kontamine edilen (C
grubu) gruplarda 8., 12. ve 24. saatlerde enterotoksin (+) sonug almrken; (Cizelge
3.17) + 4 °C'de muhafazada toksinin olugumu saptanmad;. -



Cizelge 3.17. 25 °C’ de BCET-RPLA test kitiyle yapilan enterotoksinin belitlenmesi.

ﬁgaahneﬁ

A: 107 kob/g; B: 10* kob/g; C: 10°kob/g  1,2,3 :Dencysel iiretim sayist
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4 TARTISMA

Baharat ve baharat katkih gida maddelerinde B. cereus’ dan kaynaklanan
kontaminasyonlar her zaman miimkiin olabilmektedir (Konuma ve ark.,1988; Kamat
ve ark.,1989;Van Netten ve ark., 1990;Deambrosis ve Silva,1992). Cig kofte de hem
baharat katkih bir gida olmasi hem de hazrlanmasi, muhafazasi ve tiiketim gekli
olarak B. cereus’ un risk olusturabilecegi ve halk safhf sorunlan olugturabilecek

bir iiriindiir.

Bu ¢ahgmada ISO 7932 (Anon, 2000) tarafindan geligtirifen yOnteme bagh
kahnarak, B. cereus izolasyomu yapilmug ve identifikasyon amach biyokimyasal
testler Bergey’s Manuel (Sneath, 1988) esas alinarak segilmesi ve uygulanmasi;
geleneksel bir iriin olan ¢i kéfteye ait bir standart olmamas: nedeniyle, riine 6zgi
olusturacak standartlara temel tegkil etmesi amaclanan ¢ahgmaya uygun bir tercihtir.
Bu yontemin segilmesindeki amag; ISO standartlanmin uluslar arasi diizeyde hem
giivenilir hem de her iilkede pratik olarak kullamlan bir klasik kiiltir teknigi
olmasmdandir. Yapilan ¢aligmalarda B. cereus izolasyonu i¢in ¢ok farkh besi yerleri
olmasina ragmen, kullandan MYP mediumun B. cereus tirlerinin izolasyonunda
selektivitesinin yiiksek olmasidur.

Enterotoksin olugturma yeteneginin belirlenmesinde kullamlan BCET-RPLA
test kiti, polistiren lateks partikiilleri ile saflagtinilmig B. cereus diyarel enterotoksini
ile immunize edilmis tavsanlardan elde edilen antiserumla duyarh hale getirilmigtir.
Bu latcks test partikiillei benzer enterotoksinlerin varhfinda agliitiinasyonu
olugturur, Kontrol reaktifi ise immunize edilmeyen tavsan globulinleri ile duyarh
hale getirilmig lateks partikiilleri igerir. Testin duyarliiginin 2 ng/ml oldugu, 1/1
oraninda seyreltilerek hazirlanan gida 6rneginde duyarhligin 4 ng/g (Brett, 1998)
olmasi ve yine yapilan literatiir taramalarmda duyarhibfinm yiiksek olmasi ve
kullammmn pratik olmass yaninda, testlerde olusabilecek hatah pozitif ve negatif
reaksiyonlarin test hassasiyeti tizerinde ¢ok diigiik diizeylerde saptanmug olmasi ve
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daba ileri teknikler olan PCR, ELISA ve difier testlere gore maliyetinin testin
hassasiyeti yaninda ucuz olmas: nedeniyle tercih edilmigtir.

Pratikte kullamian test kitlerinde enterotoksijenik B. cereus suglan ile yapilan
caligmalarda BCET-RPLA’ nin intoksijenite agisindan 6nem tasiyan hemolizin BL’
nin L, komponentini saptadif, Tecra (Bacillus Diarrhoeal Enterotoxin Visual
Immunoassay) test kitinin ise iki enterotoksin iretmeyen susu saptadift bildirilmigtir
(Beecher ve Wong, 1994).

Enterotoksijenik B. cereus kaynakh zehirlenme olgularmmn bildirildigi bir gok
calismada B. cereus’ un MYP agarda 30 °C” de iiretildigi (Harmon ve Kautter, 1991)
ve BCET-RPLA test kitiyle enterotoksin pozitif bulundugu belirtilmektedir (Kramer
ve Gibbert, 1989).

Yapilan ¢aliymada % 44 (22/50) oramnda B. cereus izole ve identifiye
edilmigtir. Bu oran oldukga yiiksektir. Sonuclar, Kiipliilii ve ark.'mn (2000) % 46k
bulgulanyla benzerlik gostermektedir. Aksu ve Ergin (1995) % 29.1' lik
bulgularindan ise yiksektir. Sonuglann farkhlik gostermesi hammadde, hazirlama
kosullan ve hijyen sartlannin farkhligindan kaynaklanabilir.

Cig kofte yapimmda kullamlan temel katki maddelerinin ozellikle de
baharatin B. cereus ile kontaminasyonunun yiiksek olmasiyaptiklan gahigmalarda,
Konuma ve ark.(1988) baharatn % 39.7° sinin, Kamat ve ark.(1989) % 30°
unun, Van Netten ve ark., (1990) % 42’ sinin, Deambrosis ve Silva (1992) % 41’ inin
B. cereus ile kontamine oldugunu bildirmiglerdir. Ozelliklede yoresel baz
farkiliklara ragmen ¢i§ koftede kirmuzbiber ve karabiber tercih edilen temel
baharatlardir ve B. cereus ile kontaminasyon oranlan yitksek baharat tirleridirler;
karabiber’ in Pafumi (1986) % 81.4° tinde 10°-10° kob/g, Erol ve ark.(1999) % 80’
inde 10° kob/g, Afaogi ve ark. (1999a) % 100 oramnda ortalama 10° kob/g
diizeylerde B. cereus izole ettiklerini bildirmigler; kimizibiberde Bhat ve ark.(1987)
1.2x10%1.0x10” kob/g diizeylerde, Erol (1999) % 44’ tinde 10 kob/g, Agaoglu ve
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ark (1999a) 6.0x10% kob/g pul kirmzbiberde 6.3x10% kob/g diizeylerde B. cereus
izole ettiklerini bildirmiglerdir.

Cig koftenin ham maddelerinden biri olan ¢i§ etin B. cereus ile
kontaminasyonu baharata gére daha azdir fakat yine de risk faktoriidiir; Hefnavy ve
ark., (1984) kiyma oOrneklerinin % 18’ inin, Konuma ve ark.(1988) % 6.6’ simmn,
Ternstom ve Molin (1987) sifir etinde % 11’ inde B. cereus saptammslardir.

Baharat ve et ile hazirlanrmg yemekler B. cereus yoniinden riskli tiriinlerdir.
Bachhil ve Jaiswal (1988) kori ile hazirlanmug yemeklerde % 35 oramnda B. cereus
izole ettiklerini ve bu suglarn % 60’ mn enterotoksijenik B. cereus oldugunn
bildirmiglerdir. Bryan (1988) ABD’ de 1977-1984 yillan arasinda gériilen B. cereus
kaynakh gida zehirlenmeleri olgulanmn % 14.2 oraminda babarat afirhkh oldugu
bilinen Meksika yemeklerinin olugturdugunu bildirmistir. Bu oranlann galigmada
saptanan % 44’ lik orana gore daha digik gorilmesi 131 igleminin uygulanmamsg
olmasmdan kaynaklandifim diigiindiirmektedir.

Ankara’ da satiga sunulan ¢ig kofte drneklerinde B. cereus izole edilen suslar
ortama 10%-10* kob/g seviyelerinde bulunurken, enterotoksin olugturma oramn %
63.63 (14/22) gibi yiksek bir somug vermesi, Tan ve ark. (1997) mn gida
maddelerinde enterotoksin olugumu igin B. cereus diizeyinin daima >10° kob/g
olmas1 gerektiini ve B. cereus kontaminasyonunun daba diigik seviyelerde
olmasimin  enterotoksin  olusturmayacags anlamuna gelmedifini  bildirmeleri
sonuglanimzi destekler sekildedir.

Cig kofte dreklerinde B. cereus kontaminasyonu ortalama 2.55 logo kob/g
olarak saptanmustir, bu diizey toksin olugumu igin yeterli olmamasina ragmen;
Granum’ un (1994), bir ¢ok iilkede digiik seviyelerde izole edilen B. cereus
suglarmin en az yansmmn enterotoksin pozitif oldugunu bildirdigi gibi bu caliyma
sonuglarim desteklemektedir.
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Deneysel ¢ig kofte dretiminde toksin olusumumun sadece C grubunda (10°
kob/g) tespit edilmesi, diger gruplarda etkenin toksin olusturabilecek diizeylere (>10°
kob/g seviyelere) ulagamamalarmdan ileri gelmektedir. Bu sonuca destekler sekilde,
gidada 10° kob/ g vejetatif B. cereus bulunmasmin gida zehirlenmesi olgusu icin
yeterli oldugu bildirilmektedir (Granum ve Lund,1997). Beuchat ve ark.(1997) et
ekstratlarinda yaptiklani cahigmalaninda 5.85 logl0 kob/g B. cereus ' dan az
tiremelerde enterotoksin olusumurnu saptayamadiklanim bildirmiglerdir.

Deneysel ¢ig kofte iiretiminde 4 °C’de 24 saatlik mubafaza boyunca gruplann
hi¢ birinde toksin olusumu saptanamazken, C grubunda 25 °C’de toksin olusumu
gozlenmigtir. Bu cahgmaya parallel olarak, Mahakarnchanakul ve Beuchat, (1999)
yaptiklan ¢ahgmada B. cerews’ un psikotrofik ve mezofilik suslarmim patates ezmesi
ve tavuk suyuna % 0,2- 4 NaCl ilave edilerek, psikotroflar 30, 37 ve 10 °C' lerde,
mezofilik suglan 30, 40 ve 10 °C' lerde incelemiglerdir Her itki sugda NaCl
icermeyen ve % 2 NaCl igeren ortamlarda 30, 37 ve 40 °C' lerde 2 giin inkubasyonda
tirerken, maksimum enterotoksin (1024 ng/g) mezofilik sus tarafindan 30 ve 40 °C'
lerde meydana gelmigtir. Psikotrofik sus gidada 10’ kob/g seviyelerde, NaCl
eklenmemis ve % 2 NaCl iceren ortamda 10 °C'de drerken, bu sugun en yiiksek
enterotoksin (1024 ng/g) olugumunun 30 °C' de % 0,7- 2 NaCl igeren tavuk suyunda,
diisiik toksin olusumunun da (4-16 ng/g) 10 °C' de tavuk suyunda gdzlendigi
bildirilmigtir. Mezofilik susda en yiiksek toksin iiretimi (1024 ng/g) 30 °C' de % 4
NaCl, 40 °C' de % 0,7 NaCl iceren tavuk suyunda saptandifi, patates ezmesinde
toksin tretiminin higbir ortamda saptanmadig1 bildirilmigtir.

Deneysel ¢ig kofte iiretiminde C grubunun (10° kob/g) +25 °C' de muhafa
edilen grubunda toksin olugumu gozlenirken; +4 °C' de muhafazada toksin
olugjumunun saptanamamas: Van Netten ve ark.'mn (1990) psikrotrofik B. cereus
suslanmn enterotoksin tretimi iizerine yaptiklan caligmada iireme ve toksin
tretiminin engellenmesi igin sicakhmn +4 °C, pH' nn pH 5' e disiirilmesi
gerektifini, benzer sekilde (Jaquette ve Beuchat (1998), 8 °C'de 72 saat urettikleri -
etkende enterotoksin olusumunun saptanamadifs Dufrenne ve ark.(1995), farkh gida
maddeleri ve gida zehirlenme olgulanndan izole ettikleri 12 B. cereus sugunun <7 °C'



de ureyebildiklerini ve gelisim zamaninm 9.4 saaiten 75 saate kadar bir stirede
oldugunu saptadiklanm  bildirmeleri, bu cahgma sonuglanyla benzerlik
gostermektedir.

Uretiminden hemen sonra tiiketilmesi gereken ¢if koftenin, ticari olarak
tiretildigi yerlerde hijyenik olmayan sartlarda hazirlandify ve uzun siire uygun
olmayan ortamlarda genelliklede agikta, ortam isilarinda bekletildigi bilinmektedir.
Bu amagla, deneysel caligmada 24 saatlik siire secilmigtir.

Deneysel ¢ig kofte iiretiminde 4 °C’de C grubunda toksin olusumunun
saptanamamasi muhafaza siresinin kisahfindan (24 saat) kaynaklabilecegi
diisiniilmektedir. Yapilan baz ¢ahgmalarda 4 °C’de 7 giinde toksin olugumunun
gozlendigi bildirilmigtir (Granum ve Lund (1997). 24 saat boyunca B. cereus' un
geligimi takip edilmiy ve dikkate de@er bir gelisim veya degisiklik tespit
edilememigtir.24 saat sonunda aercb genel canh sayisina parelel sekilde laktobasil
sayisinda bir artig gozlemis; fakat B. cereus 'un Gremesini engelleyebilecek (pH < 5)
seviyelere (Van Netten ve ark. 1990) kadar pH diigiigine neden olacak siire
olmadifr igin baskilayici etki olugturamadifim diigiindiirmektedir. Bostan ve Aksu
(1995), beyaz peynirlerin olgunlagma sartlanmn B. cereus' un yagammm siirdiirmesine
izin vermedigini, ozellikle laktik asit bakterilerinin B. cereus’ un geligimini inhibe
ettigini bildirmiglerdir.

Cig kofielerin mikrobiyolojik analizleri sonucunda pek gok mikroorganizma
ile yogun sekilde kontamine olduklan belirlenmigtir. Cif kéftelerin yapimnda
kontamine ham madde kullammuhijyenik olmayan sartlarda hazrlanmasi ve uygun
olmayan sicaklklarda muhafaza edilmelerine bagli olarak saptanan bu sonuglar,
Arslan ve ark. (1992) Elazg' da tiketime sunulan 45 adet ¢if koftenin
mikrobiyolojik  kalitesinin belirlenmesine yonelik yaptiklan bir cahsmada aerop
genel canli sayisiin 25 °C 'de ortalama 1.4x10° kob/g, 37 °C' de 4.6x10° kob/g,
koliform sayismmn 8.7x10° kob/g, fekal streptokok sayismm 1.7x10* kob/g, maya
sayismm 2.4x10* kob/g, kif sayismin 1.9x10° kob/g, koagulaz (+) stafilokok
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sayismm  1.0x10° kob/g oldugunu bildirmiglerdir. Koliform ve fekal streptokok
omeklerin  sirasiyla % 55,5' inde ve % 15,5' inde 10°-10° arasinda saptamglardir.
Cig koftelerin 6nemli sayilabilecek derecede bakteri yilkiine sahip oldugu ve taze
gidalar icin Onerilen standartlara uymadifi sonucuna varmuglardir. Bu gahigmalanin
sonuglan; ¢alismamn birinci agamasinda Ankara’ da tiiketime sunulan ¢ig kofte
omeklerinin genel mikroorganizma dafihminda elde edilen somuglar ile benzerlik
gostermektedir. Gorilen kiigiik farkhhklar, ¢ig kofte drneklerinin ham maddelerinin
ve hazirlama kosullanimin farklihfindan kaynaklanabilir.

Deneysel ¢ahigmada ¢ig koftenin materyal olarak segilmesinde gelencksel bir
trin olmast, ¢if olarak tiketilmesi, standardimn olmamasi yamnda hazirlama
seklinin uygunlufu da o6nemli rol oynamgtir. Cif koftelerde deneysel olarak
Stafilokok ve Salmonella gibi 6nemli patojenler iizerinde yapilan bazi caligmalar
sonucunda; Erol ve ark. (1993) A tipi enterotoksin olusturan Staphylococcus aureus '
un ¢ig koftede tireme ve toksin olusturma yeteneginin belirlenmesi amach deneysel
galismalannda, ¢ig kofte numunelerinde baglangigta 6.0x10° kob /g olan aerob genel
canh sayismmn 24 saatlik mmhafaza siiresi sonunda 1.8x10” kob/g 'a ulasirken aerob
spor olugturan mikroorganizmalann 10° kob/g seviyesinde defismeden kaldgn,
aside direngli laktobasiller' in aerob genel canh sayisma paralel bir artigla 5.5x10°
kob/g' dan 1.2x107 kob/g ‘a ulasarak dominant florayi olugturdugunu, hijyen
indikatorii olarak kabul edilen enterobakteriler ve koliformlann sayis1 da sirasiyla
1.0x10* kob/g ve 3.4x10° kob/g ' dan ortalama 8.0x10° kob/g ' a ulasti,
enterokoklar 2.0x10” kob/g ' dan 1.2x10° kob/g 'a yiikselirken, pseudomonaslann
sayiinda  aw ' deki diiglise bagh simrh bir azalma gozlendifi; S. aureuws ‘un
baglangicta 3.0x10°, 3.0x10%, 3.0x10° kob/g seviyelerinde kontamine edilen I, II, ve
HI. grup ¢ig kéfte numunelerinin 0. saatte gergeklestirilen ekimlerinde sirastyla
1.0x10°, 8.0x10° ve 8.0x10* kob/g S. aureus bulunurken, 24. saat sonunda tiim
gruplarda smirh bir azalma sirastyla 2.0x10%, 2.2x10° ve 2.0x10% kob/g seviyelerine
dustdgi, numunelerin higbirinde toksin olusturmadifimn saptandsgam bildirmiglerdir.
Goktan ve Tuncel (1988) ¢ig kofiede katk maddelerinin salmonellanin {iremesi
tizerine etkilerini inceledikleri ¢ahgmalaninda aerob genel canli sayisimn 30. dakika
ile 24. saatler arasinda 5.6x10° kob/g 'dan 1.9x10° kob/g degerine diigtiging, ¢ig
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kofte hamuruna inokule edilen Salmonella typhimurium sayisimn da 48 saatlik
muhafaza siresi igerisinde hemen hemen baglangic diizeylerinde kaldifim
saptadiklanm bildirmiglerdir

Sonug olarak, gelencksel bir iiriin olan, hijyenik olmayan sartlarda hazirlanan,
uygun olmayan ortam ve siirelerde muhafaza edilen ve ¢ig olarak tiiketilen ¢ig kofte,
ozellikle temel katli maddeleri olan baharatin yogun sekilde kontamine oldugu B.
cereus ve toksini agisindan balk sagh icin risk olugturmaktadar.
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3.SONUC

Elde edilen veriler gergevesinde, iilkemiz sartlannda hazirlamp tiiketime sunulan ve
hicbir standarda sahip olmayan; iistelik bilegiminde kullamlan ¢if et ve baharat gibi
ozellikle galiyma konumuzun temelini olugturan B. cereus olmak iizere pek ¢ok
patojen yoniinden kontaminasyon riski olan ¢if kofte halk sagh@ agisindan
potansiyel risk icermektedir.

Ozellikle ¢ig olarak tiiketilmesi, ham madde ve katki maddelerinin hijyenik
kalitesi, bazirlama sartlani, mubafaza kogullanmn ve diretimden tiiketime kadar
uyulmas: gerekli temel hijyen kurallan, bekletme siireleri bityiik 6nem tagimaktadir.

Herseyden once, ¢if kofte standardi olmamasi; aynen B. cereus gibi hem
spor hemde toksin olugturabilme yetenegi olan Snemli bir patojene yonelik hazir
¢orbalar diginda  hicbir standartda limit defer olmamas:; her ne kadar Tirk Gida
Maddeleri Tiiziiffinde sadece patojen mikroorganizma bulunmayacafina dair bir
hitkiim bulundufu igin B. cereus’ un iilkemizde de gida maddelerinde bulunmamasi
gereklilifi olsada; en 6nemli sorundur ve buna yonelik galismalar yapilmast
gereklilifii ortaya gikmaktadir.

Cig koftede B. cereus’ un gelisimi ve toksin olugturma sartlanmn; diriiniin
kontaminasyon diizeyi, muhafaza kogullan ve siiresine bafhi olarak degistigi
saptanmugtir. Ozellikle yiksek kontaminasyon diizeyleri (10° ve wisti) ayrica uygun
olmayan kosullannda (25 °C’ de) ve uzun siireli (24 saat) muhafazada enterotoksin
olusumu igin uygun bir ortam olugturmaktadr.

Bu baglamda ¢ig kofte B.cereus ve enterotoksini agisindan halk saghg icin
potansiyel risk olugturmaktadir.



OZET

Enterotoksijenik Basillus cereus’un Cig Kiftede Enterotoksin Oluyturma Yeteneginin
Belirlenmesi

Gelencksel bir firim olan ¢if koficlerde; B. cereus varhfa ve 4-25 °C° lerdeki
muhafaza kogullaninda gelisme ve enterotoksin olugturma yeteneklerinin farkht sicaklik
dereceleri ve siirelerde belirlenmesi amaciyla yapilan bu ¢alisma iki agamada gergeklestirildi.

Caligmanm ilk agamasmda Ankara’ da market, restoran ve agikta satian toplam 50
Omefin B. cereus varhfmn saptanmast ISO 7912 nolu standarda gére yapilhirken,
emterotoksin olugturma yetenegi BCET-RPLA test kiti ile yapildi. Buna gore toplam 50
omekte % 44 (22/50) oramnda B. cereus izole edildi. Pozitif Grneklerin ortalama 2.55 log10
kob/g diizeyinde B. cereus ile kontamine oldugu saptandi. BCET-RPLA test kiti ile yapilan
enterotoksin tayininde % 60.36 (14/22) oramnda B. cereus pozitif suglann enterotoksin

olusturdugu belirlendi.

i]mmasamadalsedeneyselolmak;geleneksely&nenﬂehamrlananqxgkéﬁe
B. cereus igermeyen kontrol grubu, enterotoksijenik B. cereus NCTC 11145 referans sugn ile
107 kob/g (A grubu), 10* kob/g (B grubu) ve 10° kob/g (C grubu) diizeylerinde kontamine
edilenlerek 4 ve 25 °C’ lerde mubafazada 0., 2., 4, 6., 8., 12. ve 24. saatlerde analizleri
yapild: ve bu kosullar altinda enterotoksin ﬁretme yetenegi belirlendi. Buna gore ¢cahgmada
A, B ve C gruplarinda sirastyla, 0. saatte 2.20, 4.13, 6.00 loglO kob/g diizeyleri 4 °C’ de 24.
Saatte 2.20, 3.20 ve 5.52 logl0 kob/g; 25 °C’ de 24. Saatte 2.00, 3.62 ve 5.45 olarak
belirlendi. Bu analizler sonucunda B. cereus’ un gelisimi yoniinden siireler ve muhafaza
sicakliklari arasindaki fark istatistiksel agidan émemsiz bulundu. BCET-RPLA test kitiyle
yapilan enterotoksin tayininde her ii¢ grupta 4 °C mmhafazada 24 saat boyunca toksin
olusumu saptanmazken; 25 °C muhafazada sadece C grubunda 8., 12. ve 24. saatlerde toksin
olusumu belirlendi.

Somug olarak geleneksel bir iriin olan ¢if koflenin gerek ham maddelerinin yeterli
hijyenik kaliteye sahip olmamasi, gereksede yapm kogullarmda yeterli hijyenik 6nlemlerin
ahnmmnasgggkﬁﬁmnuygmmuhaﬁzakosmhnndabekleulmemmveglgolamk
tiketilmesi nedeniyle B. cereus’ un gelisebilecedi ve enterotoksin olugturarak halk saghs:
agisindan potansiyel saghk riski olugturabilecei diigimiilmektedir.

Bu caligma gelencksel bir iriin olan ¢if kofelerin B. cereus varhi ile farkh
muhafaza dereceleri ve siirelerde enterotoksin olugturma yeteneklerinin belirlenmesi ve
ileride ¢ig kofle standartlarina temel olugturmas: amaciyla yapilmugtir,

Anahtar Kelimeler: Bacillus cereus, Cig kofte, Enterotoxin firetimi
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SUMMARY

The Detection Of The Ability To Growth And Enterotoxin Production of Bacillus
cereus in Raw Meatball

This study was undertaken to determine the B. cereus existence, growth at 4-25°C storage
conditions and enterotoxin forming ability at different temperatures and time range in raw
meat ball, as a traditional product achived in two stages.

In the first stage of the study, B. cereus existence was done according to ISO 7912
standart while enterotoxin forming ability was examined with BCET-RPLA test in total of
50 samples, sold at markets, restaurants and openly in Ankara. B. cereus was isolated at the
rate of 44 % (22/50) in a total of 50 samples. It was determined the positive samples were
contaminated with B. cereus positive strains were forming enterotoxin at the rate of 60.36 %
(14/22) with BCET-RPLA test.

In the second stage as an experimental study, B. cereus free control group of raw
meat-ball, prepared according to traditional method, was contaminated with enterotoxigenic
B. cereus NCTC 11145 referans strain at the level of 10 cfu/g (Group A), 10* cfu/g (Group
B) and 10° cfu/g (Group C) and analysed at 0.,2.4.,6.,8.,12. and 24. hours of storage at 4
25°C, and also determined the enterotoxin forming ability under same conditions. The levels
were observed as follows;2.20, 4.13, 6.00 log, cfu/g in 0. hr; 2.20, 3.20 and 5.52 log, cfu/g
at +4°C in 24. hr ; 2.00, 3.62, 545 log;, cfu/g at 25°C 24. hr in A, B and C groups
respectively. As a result of that analysis the difference between the time and storage
temperatures was shown no importance statistically as regards the growth of B. cereus.
While it couldn’t be determined the toxin production through 24 br at +4°C storage each
three group with BCET-RPLA testonly on grup C enterotoxin production ability was
determined at 25°C at 8., 12. And 24. hr.

As a conclusion it was suggested that, traditional product of raw meat-ball will be
arised as a potential public health risk due to the inadequate hygienic conditions and the in
appropriate hygienic precautions in producing stages, the storage conditions that are in
appropriate, and the raw consuming of the product causes development of B. cereus and
enterotoxin production.

This study was undertaken to determine the existence of B. cereus and the ability of
enterotoxin producement and created basis to raw meat-ball standarts in future of raw meat-
ball as an tradional meat product.

Key words: B. cereus, Raw meat-ball, Enterotoxin production.
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