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Determination of Ability of Enterotoxin Production by Enterotoxigenic Bacillus cereus in Cig Kift
g Kofte

Summary
This study was undertaken to determine the existence, grow ; . . .
cereus at different temperatures and time ranges in ¢ig kgtifte,l: fr]:lc(iiifigrélotr(:;nfc?égdurcc:gﬁc?b;luyh ey
Bacillus cereus was found in 22 of 50 samples marketed in Ankara, with the mean co}r"ltam' '1' , ll s
logyo cfu/g In positive samples. Thc'14 of Bacillus cereus detected in positive samples “::felggleerel ori >
: enterotoxin. In the second part of this study, survival ability of Bacillus cereus and its enterotoxin . %‘ro uce
were determined in experimentally prepared raw meatballs inoculated with the enterotoxigenic B ‘ITO ey
NCTC-11145 at the levels of 10% (A group), 10* (B group), and 10° (C group) cfu/g, and enﬁmerat fim 1(35 zcefells
8, 12, and 24 h of storage at 4 and 25°C. While no toxin production was dcterrninezi in any of thec?; ar[o i .'4'264
h storage at 4°C, toxins were detected in group C samples stored at 25 °C at 8, 12, and 24 h interva]gs buP;(lanT
RPLA test. In summary, it was suggested that the traditional product of raw mealb:,ll] could be a olenlia); isk f :
public health due to ability of Bacillus cereus to grow and produce enterotoxin in raw meatbali[ in apprr(l,;ria?;

conditions.
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Ozet

Bu ¢alisma, geleneksel bir iiriin olan ¢ig koftelerde Bacillus cereus'un varhg ve farkh sicakhik derecelerinde ve
siirelerde geligimi ile enterotoksin olusturma yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla yapildi. Calismanin birinci
asama?qmda, Ankara’ da tiikketime sunulan toplam 50 ¢ig kdfte 6meginin 22'sinde ortalama 2.55 log o kob/
diizeyinde Bacillus cereus .saptand:. Pozitif 6meklerin 14’linde (%63.63) Bacillus cereus’un emelr‘znoksiﬁ
olusturabildii tespit edildi. ikinci agamada ise, deneysel olarak hazirlanan ve enterotoksijenik Bacillus cereus
NCTC-11145 referans susu ile 10? (A grubu), 10* (B grubu) ve 10°(C grubu) kob/g diizeylerinde kontamine
Cdl]e.l] ¢ig kofte ornekleri 4 ve 25°C’lerde muhafaza edilerek muhafazanin 0., 2., 4., 6., 8., 12. ve 24. saatlerinde
Bacillus cereus diizeyleri ve bunlarin enterotoksin iiretme yetenegi aragtirildi. BCET-RPLA test kitiyle yapilan
;ntuer(,)tokgm tayininde her ii¢ grupta 4°C’deki muhafazada 24 saat boyunca toksin olusumu saptanmazken,
kgft(élgfﬁ Euh_z;lfazada sad’ccc C igrub.unda'_&, 12. ve 24. sgatlerde toksin olusumu belirlendi. Sonug olarak ¢ig
taslyabilecegcj[za ::; uﬁ;rs:;lgli gelisebilecegi ve enterotoksin olusturarak halk saghg agisindan potansiyel risk

Anahtar Kelimeler: Bacillus cereus, ¢ig kofte, enterotoksin

Girig

GokGeéEnqksel bir iiriin olan ¢ig kofte, iilkemizin bir
bilesg;n Eesxlr):.c.ile sevilerek tiiketilmektedir. Yapimi ve
birlike Olgfzsel bazi farklilklar gostermekle
ve bul’gfrenﬁ I1k1? 1:1 oraminda yagsiz sigir kiymasi
degisik bahle yoresel damak tadina bagh olarak
domtes aratin, tuz, sogan, maydanoz, biber ve

salgas1  katilarak elle  yogrulmasiyla

.G

Ayn;
Y adh doktora tezinden odzetlenmistir.

hazirlanan ve kisa siirede tiketilen bir et Grinidir.
Herhangi bir sekilde kontamine olmus ¢ig koftelerin
¢ig olarak tiketilmesinin, halk saghg agisindan ciddi
problemler olusturabilecegi bilinmektedir (13).
Baharatla muamele edilmig et ve et {irinleri
onemli bir yere sahiptir. Teknik ve hijyenik sartlara
sahip kesimhanelerden elde edilen ¢ig etlerde

45

Scanned by CamScanner

|



PEHLIVANLAR S ve SIRELI UT, Enterotoksijenik Bacillus cereus'un...

i 'a disik oranlarda

llus cereus (B. cereus)'a dilgil lard
faifllar:lllsa da, baharatlarda hijyenik kalncm_n
yetersizligi nedeniyle ctken yiiksek oranlarda tespit
edilmektedir (14,15,31).

Gida zchirlenmesine emetik cnlcrololfsin. d'i'yarc!
cntcrotoksin - ve  bunlann cntcrotok_sm tiinleri
(extracelluler) olarak adlandinlan lesitinaz, proteaz,
p-laktamaz ve cerolizin neden olmaktadm. Bu
toksinler, diyarel tip gida zchirlenmesi ve emetik tip
gida zchirlenmesi olmak iizere iki ayn gida
zehirlenmesine yol agabilmektedir (20).

B. cereus’un diyarel toksini ile kontamine gida
maddecsi alinmasindan yaklagik 6-15 saat sonra karin
agnsi, ishal ve bulanti ile karakterize semptomlar
goriilmektedir. Genelde olgularda kusma goériilmez;
bu formdaki toksin zchirlenmesi semptomlan
Clostridium perfringens tarafindan olugturulan gida
zehirlenmesine  benzemektedir.  Diyarel tipteki
zehirlenmeler, emetik tipten daha yumusak seyreder
ve daha az goriilmektedir (5,16). Bakteri 10° ve 107
kob/g seviyelerinde oldugu zaman toksin tespit
edilebilir (10,25). Emetik tip zehirlenmelerde risk
grubu gidalar, dzellikle tahil ve piringli gidalardir
(10,16). Bu tip toksin zehirlenmelerinde inkubasyon
periyodu 1-6 saattir. Bu olgularda semptomlar
bulanti, kusma, ishal ve kramplarla karakterizedir. Bu
nedenle Staphylococcus aureus’dan meydana gelen
zehirlenmelerle kanigabilmektedir (12,1 6,33).

Bu ¢alismada, geleneksel bir iiriin olan ve halk
tarafindan  sevilerek tiiketilen ¢ig  koftelerde
bulunabilecek B. cereus varligr ile kontaminasyon
dizeyinin, muhafaza siiresinin  ve 18S18IN1IN
enterotoksin olusturma yetenekleri iizerine etkilerinin
saptanmasi ve halk sagligi agisindan potansiyel risk
tag1yip tagimadiginin belirlenmes;j amaglanmugtir.

Materyal ve Metot

Bu caliyma, iki asamali olarak gergeklestirildi.
Birinci asamada, Haziran 2001 - Haziran 2002
donemleri arasinda Ankara’da tiiketime sunulan
toplam 50 ¢ig kéfte 6megi kullanild;, Omekler, en az
250°ser gramlik partiler halinde ve aseptik kosullar
altinda alind;, Calismanin ikincj asamasinda ise,
deleeysil olagak aseptik kogullar altinda hazirlanan ve
10%, 10%, 10 kob/g diizeylerinde enterotoksijenik B,
cereus NCTC - 11145 susu ile kontamine edilen ve 4

ve 25°C’lerde muhafaza edilen ¢ig kofte & i
materyal olarak kullan;]d;. SEEES Sl
Deneysel ¢ig kéftenin yapiiyg,: ig
Deneysel gig pilisi: Yaklagik 1 kg ci
!.coftc iiretimi J¢in, laboratuar kosullan altinda %:hg
onceden analizlerj Yapilarak B. cereys i
saptaqan 350g bulgura, 25 g kimiz
karabiber, 150 g sogan, 100 g sal¢a
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steril distile su ilaye cdilerek

350 g yagsiz kiyma ¢ig kofte h:r:?ruul(:’lu' Dap,
; ¥

macun kivami ol < e
g kofe kivamuny o927 Yogry)gt SNt
¢1& kolle kivamina gelep hamyy - Gelep,,
aynildi. * Partile ha’;'('f

ing,

B. cereus inokiilasyoy
susu BHI broth’da zeng
diizeyi  belirlenen susun - sterj|
diliisyonlar; hazirland, (102
Hazirlanan dilﬂsyonlar, O'U'-Sturulz;n kf:b/,“

omcklere 1/1 oraninda hopy: Bruplargy,
edildi. N olarak "y

I'M_- B, Cereus p, .
lnlcstirildi_

Mikrobiyolojik Analizler:  p;

i
yaklagik 200 gk partiler g™
ornekleri aseptik kosullarda steril plastjj to:;%[ ki

ara |

g tartilarak iizerine 90 m] o4 | 'lik sterj
ilave edilip, 60 sn homojenize (L4, Bllzep(ljtonluk
edildi. Elde edilen 1071k gijgen . "der 40,
. . . usyondan h
sayidaki desimal diliisyonlar hazirlanarag . gerek
damla plak yéntemi ile ekimleri yapildi (4 %)yf;‘a w
mezofil genel canli Plate Count Agar’(ia 3'055{%
aerob ortamda 48-72 saat (35); enterobaklen'l&
Violet Red Bile Glucose Agar’da 37°C’ge anaen:
ortamda 24-48 saat (23,40): koliformlar Violet Reg
Bile Lactose Agar’da 37°C’de anaerob ortamda 24
48 saat (23); Pseudomonas’lar Pseudomonas Agar
Base’de 30°C’de aerob ortamda 24-48 saat (3§
stafilokok ve mikrokoklar Baird-Parker Agar Base'¢:
37°C’de aerob ortamda 24-48 saat (19, 29); maya v
kif Rose-Bengal Chloramphenicol Agar’da 25°C'¢:
aerob ortamda 5 giin (25); enterokoklar Slanetz and
Bartley Medium’da 37°C’de aerob ortamda 244§
saat (4); laktobasiller LA-Agar'da, aside direngl
laktobasiller ise LS-Agar'da ckim yapilarak 30°C
anaerob ortamda 48 saat inkube edildi (10).

B. cereus varhigimin saptanmasi: Cig koft
omeklerinde B. cereus varhg TSE’ye (3) gire
identifikasyon amagli biyokimyasal testler Bergeyd;
Manuel of Systematic Bacteriolgy (32) esas alinar:
belirlendi. Enterotoksin olusturma yetenegl B
RPLA test kiti ile yapildi (8).

Cig kofte omeklerinden steril sartla
alinarak 90 ml peptonlu su (%0.1 lI:]?P
homojenize edildi. Daha sonra gere il']e
dilisyonlari hazirlanarak (1/10_ 'dusynnilol Fog
yayma ve damla plak ydntemleri xle‘ ;ied yapldh
yolk Polymixin (MYP) Agar'a ek"cr]]a 18-40 s34
MYP-Agar’da 30°C’de aerob kosullar mm ¢3!
inkubasyon sonucunda sekillenen 5 evrilmi ¥ :
pembe mor renkli etrafi opak zon 'l[lercsﬂ)" r TI";ﬂ
ve yiizeyi piriizlii siipheli koloniler S T gor®
kolonilerden 5 adet almarak'N“ il amJCﬁ
gelistirldikten  sonra  identifikaV o gy
biyokimyasal testleri yapild1. Test

rda 10 ¢

ton)
desi
ka .’!f’
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Gram pozitif, katalaz, oksjdaz, .voges-pros!(auer,
hMekc”ink,jelmin, nigasta, mtrlat, sitrat, lmf:lnollz, pH
6.8-5.7'de iireme, glikoz ve ksﬂoz'd:in ?sn olusumu,
s\'xkrOZ ve maltoz’dan gaz olusumu 'yonimden pozitif}
indol, mannitol ve arabinoz’ dz_:ln _§s1t olu$umt.1, laktoz
ve glikoz’dan gaz olusumu ydniinden ncl:g_at!f sonug
veren koloniler B. cereus olarak degerlendirildi (3, 32).

Dencysel olarak aseptik  kosullar altinda
hazirlanan ¢ig koftelerde B. cereus’dan ari kontrol
(K) grubu, enterotoksijenik B. cereus NCTC-11145
referans susu ile 107 kob/g (A grubu), 10* koblg (B
grubu) ve 10° kob/g (C grubu) dizeylerinde
kontamine edilen toplam dért grup olusturuldu. Bu

plarin her biri buzdolab1 sicaklifi (4°C) ve oda
sicakhgi (25°C) derecelerinde 24 saat boyunca B.
cereus'un gelisme seyri ve enterotoksin olugturma
yetenegini belirlemek iizere her noktadan birer 6rnek
alinarak 0., 2., 4., 6., 8., 12. ve 24. saatlerde analiz
edildi. Deneysel galigmalar {i¢ kez tekrar edildi.

Diyarel Enterotoksin Olusumunun Saptanmasi:
Piyasadan toplanan ¢ig kofte 6rneklerinde saptanan
B. cereus suslant Brain Heart Infusion Broth’a
(OXOID, CM 225) bir 6ze dolusu inokule edildi.
Daha sonra 32-37°C’de ¢alkalamali inkubatérde 250
devir/dakika hizla 18 saat inkube edildi. ‘Deneysel
olarak hazirlanan 6meklerde ise 10 g émek 10 ml
%0,85’'lik NaCl ¢ozeltisi ile homojenize edildi. Elde
edilen kangim, 4°C’de 20 dakika 900 devirde
santrifiij edilerek istteki berrak kisim 0,2-0,45 pm
gozenckli ve protein baglama ozelligi diisiik filtreden
. (millipore SLVG) gecirildi ve daha sonra BCET-
- RPLA (Oxoid, TD 950) test kiti ile teste tabii tutuldu,
Test kitinde olusan diigme goriinimii negatif, ag-
kafes goriiniimii pozitif kabul edildi (9,21).

Istatistiksel analizler: Inokiile edilen dozlar
arasinda, sicakhk dereceleri ve aym grup iginde
donemler arasindaki farklilklar incelendi ve
galymada clde edilen sonuglar, daha sonra
~ independent T-testi ile degerlendirildi (34).

Bulgular

Ankara’da tiiketime sunulan toplam 50 gig kofte
Omeginin  %d4iinde (22/50) B. cereus pozitif
bulundu.  Pozitif orneklerdeki B,  cereus

F.U. Saglik Bil. Dergisi 2004, 18(1)

kontaminasyonu, ortalama 255 logyy kobl/g
(minimum 2.0 logio kob/g, maksimum 4.3 logo
kob/g) diizeyinde belirlendi. Cig kofte drneklerindeki
B. cereus'un dagilimi Tablo 1'de verilmistir.
Calismada, BCET-RPLA test kiti ile yapilan
enterotoksin tayininde B. cereus pozitif dmeklerden
elde edilen 22 susun %64 tintin (14/22) enterotoksin
sentezledigi belirlendi. Ankara’ da tiiketime sunulan
toplam 50 iz  kofte oémeginde  saptanan
mikroorganizmalarin dagilimi Tablo 2’de verilmistir.

Deneysel ¢ig kofte dmeklerinin ortalama aerob
mezofil genel canl sayisi 4.62 log,p kob/g, laktobasil
say1s1 3.25 log, kob/g, aside direngli laktobasil sayist
2.45 logy, kob/g, enterobakter sayist 1.15 log;q kob/g,
koliform sayis1 <2.00 log;p kob/g, stafilokok-
mikrokok sayis1 3.56 log,o kob/g, enterokok sayisi
2.80 logyp kob/g, Pseudomonas sayist 3.37 logo
kob/g, maya sayis1 2.95 log, kob/g ve kiif sayis1 4.22
logp kob/g olarak saptandi. Kontrol grubu ile diger
deney gruplan arasinda mikroflora yoniinden 6nemli
fark tespit edilmedi (p>0.05). A, B ve C grubundaki
deneysel ¢ig kofte omeklerindeki B.

cereus’un
ortalama dagilimi Tablo 3’de verilmistir.

Her ii¢ deneysel ¢ig kofte iretiminde 102, 10%, 10°
kob/g diizeylerinde inokule edilen gruplar arasinda B.
cereus yoniinden gorillen fark istatistiksel olarak
Gnemli bulundu (p<0.01). B. cereus’un gelisimi
yoniinden sicaklik dereceleri (4°C ve 25°C) ve aym
grup iginde donemler (24 saat boyunca) arasindaki

farklihiklar ise istatistiksel acidan dnemsiz bulundu
(p>0.05) (Tablo 3).

Deneysel olarak kontamine edilen ¢ig kofte
omeklerinin  mikrobiyolojik  analizlerine paralel
olarak BCET-RPLA test kiti ile yapilan enterotoksin
testinde kontrol, A grubu (10? kob/g) ve B grubunda
(10° kob/g) 4 ve 25°C’lerde 24 saat siireyle muhafaza
edilen 6meklerde toksin olugumu tespit edilemedi.
25°C’de muhafaza edilen ve B. cereus ile 10 kob/g
diizeyinde kontamine edilen C grubunda ise 8., 12. ve
24. saatlerde enterotoksin pozitif sonug alinirken,
4°C’deki muhafazada toksin olusumu saptanmadi.

. Tablo 1. Ankara’da satisa sunulan ¢if kéfte rneklerinde B. cereus’un dagilimi

b _‘\ - 1
Pozitif 6rek sayisi ve Pozitif 6rneklerin dagilimi ve yiizdesi
Numune o 3 10" kob/
a yiizdesi 10* kob/g 10’ kob/g ob/g
Y181 (n) : %
. m % n % n % L 2
X 0n 44 19 38 2 4 1 2
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Tablo 2. Ankana'da sati@d canulan ¢ig kifte dmelden

CTENS un__

[VANLAR § ve SIRELI UT, Enterctoksie ik

roorpanizma dafihm (log;, kobve )

. Ortalam Minimum M
Mikroorgsp =22 112 20 Lsimuy
Bacillus cereus 634 178 :_fq
Acrob mezofil genel canh — o : >
—r 11 20 3.30
Enterobakter : '_ﬁ 0 5_.'1*
Kohform ;'M <0 6.15
Stafilokok/mikrokok _‘ E P 6.30
Enterokok ‘Ei} 5k 3 5
Pseudomonas :_ . - _:m
:;1‘1 233 <1.00 e
Tablo 3. Dencysel olarak banrlanan i kdfteye inokile adilen 3. cerausmm 4°C ve 25°C°de yasamy ve CRLTOOk S e
(logso kob'g) T

A Grubu™ B Grubu™ C Grong™

Sam 3C 25°C °C 25°C +£C e

0 220035 220035 413021 1132021 6.00=0.17 60001

v 247000 2.410.10 397033 +22-0.13 6.00=0.17 5.8%0m

4 241=0.10 2.30=0.00 3.69=036 3.82:0.07 3.67=0.62 5.60<0.0 ‘f)

6 268018 2.16=0.27 3.920.42 3.92:0.14 5.76=027 38340 B

8 2.10:0.17 226024 3.790.69 3.86=0.07 3.8420.27 566202700

12 230=0.00 2.41+0.10 3.60=0.30 387023 572022 3.41=0.16%

24 220-0.17 2.00=0.00 3.60=0.30 3.62+028 53530.06 54520120
A: 10° kob/g B. cerews: B: 107 kobvg B. cereus; C: |07 kolvg B. cereus -

*. Farkh harflerle gosterilen gruplar arasi farkhiliKlar istztsukse] zqidan Snemli (p<0.01); sicakbik eracelas v x

icinde ddnemler arasindala farkhhiklar ise dnemsiz (p=0.03)

**: Enterotoksin poznitif

Tartiyma

Yapilan ¢ahigmada, Anksma piyasasindan remin
edilen toplam 50 adet ¢ig kofie Srmedinde Sid
(22/50) oramndz B. cereus izole ve idendfiye
edilmigtir. Bu sonug, Kiplila ve ark.’'mm (28) ¢i2
koftelerde tespit emigi (%046) oranla benzerlik
gOsterirken, Aksu ve Ergin'in (2) bulgulanndan
(%29.1) ise yiksek bulunmustur. Omeklerdeli B.
cereus duzeylennin dedigiklik gdstermesi farkl
hammadde, hazrlama ve hijven kosullanndan
kaynaklanabilir.

Cig kofte Gmeklerinde B. cereus varli@inin
yuksek oranda cikmas, ¢ kofte yapiminda
kullamlan temel kath maddelerinin, zellikle de
bahamllann bu mikroorganizma ile yiksek oranda
k?nlta:m;: olmasiun  biyik  erkisi oldugu
Soylenebilir. Konuma ve ark. (27) bah n
%39.7"sinin, Kamart ve ark (26).( %)30'un3nr:.1ﬂ:gf1
Netten ve ark. (39) %42’sinin, Deambrosis ve Silva
(11) %41'inin B. cereus ile kontamine oldugunu

48

- IvVm ;_-:

bildirmislerdir. Yoresel baz farkhihklam ragmen, o
Xorede karmuzibiber ve karabiber tareih adilen rame
bzharatlardir ve bunlann B. cereus ile kontzminasyer
oranlan viksekur. B. cereus diizeyi ile gl ol
Pafumi (30). Erol ve ark. (14) ve Agzodhu ve =i |
Xarabiberlerde sirasiyla dmeklerin 281.4 onde 10~
10° kob/g. %80"inde 10° kob'g ve %2100 oranmés 17
kob/g dizeylerinde B. cerews izole emilen=
bildirmislerdir. Diger taraftan Bhat ve ark (7
karmuzibiber Smeklerinde 1.2x10%-1.0x10° keds
Erol (13), karmuznbiber dmeklerinin %o+4 inde
kob/g: Afaoglu ve ark (1) is, "'1":::51‘:
omeklerinde 6.0x10° kob/g, pul larmunbe=
6.3x10° kob/g diizeylerde B. cereus i20le mARTE
bildirmislerdir. s
Cig koftenin hammaddelerinden biri 0l2a 955
B. cereus ile kontaminasyonu baharata gore &=
fakat yine de risk fakwridir. Hefnavy V¢ J}; -
kiyma dmeklerinin %18’inde, Konuma M¢ =~
%6.6'sinda, Temnstdm ve Molin (37 __i;““
omeklerinin %11%inde B. cereus sapamisires
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s satign sunulan ¢i KoNe dmeklerinde
et "'\' '., .:_:‘ logo kob/p dilzeyinde B, cerens
ormhll,,_.nl;ulf('.lll:_;"\[nl.sin olugturnn oram %63.63
[mlulll“"";:l\ vitksek bir dilzeyde tespit edilmigtir, 1y
(14722) ?"' i olusumuiginoyeterli olmamasing
dilzey “"‘;'r wamun (17, bir ok illkede  dilgiik
nu‘:nlt'”-_ : ' ole edilen B cerens suglaemm en gz
st-yiyc't‘“"_ }I\nxlﬂk-"i" pozitit oldugunu bildirmes;
Jnrmulnnm:l'fl"lklslt_kk.n,ckmlil'. Tan ve k. (36)
ari

Anka

sonuy Laddelerinde enterotoksin ‘nluwnm icin 1,
gl n'd“,pvinin daima  >107 kob/g  olmas
l-wr‘r';"-‘_‘.m aneak B cercus Kontaminasyonunun
spek gty G

I .

isiik seviyelerde olmasimn da, - enterotoksin
i ‘-h?\ acat anlamma gelmediging bildirmiglerdir,
nlu:‘"”:“':-l“'v'"sm",qh"; Tan ve ark'nin - (36)
:3,'|'|;:‘lﬁ;\l;t.,.;,,(- paralellik pdstermektedir,
NI

el ¢ipy kofte tretiminde toksin olusumunun
l)cné),:ll|\n'1}r‘ulf\::”(1?t‘5”C. 10° kob/g) tespit cdilmesi,
‘\'i.]:l"_‘.‘c,,-u;l:um ctkenin toksin olugturabilecek diizeye
(il‘LL;’i(mlvlu) ulaganmamasidan ileri gelmekiedir, By
i festekler  sekilde, gdalarda 10% kob/g
_m;.mcll_r ;; L(-.-n-u.v bulunmasmin, gida zehirlenmesi
vejetatt -.,-',, yeterli oldugu  bildirilmektedir (18),
olgusu "‘\,c ark. (6) ise, et ckstratlar iizerinde
ch"_)l‘u -ahgmalarinda 5.85 log, kob/g’dan diisiik
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