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Damsman: Dog. Dr. Kiymet GUVEN
2001

Bacillus cereus gida zehirlenmelerine neden olur. Siit ve siit
iiriinlerinde kesilme ve eksimsi krema olusumu ile bozulmalara yol acar,
ayrica diareye ve kusmaya neden olan iki farkh tipte toksin iiretir.

Bu cahsmada, Eskisehir’ de cesitli yerlerden dondurma, cig siit,
pastorize siit ve peynir ornekleri toplanmistir. Bu 6rneklerdeki toplam
bakteri, toplam bakteri sporu, Bacillus cereus vejetatif hiicre ve Bacillus
cereus sporlarmm sayum MYP agar kullamilarak yapilmistir. Bacillus cereus
toplam proteinlerinin analizi icin SDS-PAGE yoéntemi gelistirilmistir.

Test edilen orneklerin hicbirinin gida zehirlenmesine neden olacak

seviyede Bacillus cereus icermedigi gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Gida zehirlenmesi, Bacillus cereus, SDS-PAGE
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

Investigation of Bacillus cereus

Contamination in Some Foods
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Anadolu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology: Major Biology

Supervisor: Do¢. Dr. Kiymet Giiven
2001

Bacillus cereus is causal agent of food poisonings. It spoils the dairy
products causing sweet curdling and bitty cream. It also produces diarrheal
and emetic toxins.

In this study raw milk, ice-cream, pasteurized milk and Turkish chese
samples were collected from different source in Eskisehir. Enumeration of
total bacterial cells, total bacterial spores, Bacillus cereus cells and Bacillus
cereus spores were carried out in these samples by using MYP medium. A
method for SDS-PAGE analysis of total proteins of Bacillus cereus was
developed.

None of the samples tested contained significant levels of Bacillus

cereus to cause food poisonings.

Keywords: Bacillus cereus, Food Poisonings, SDS-PAGE
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1. GIRIS

Mikroorganizmalarin gidalardaki varliginin ve roliiniin ilk kez insanoglu
tarafindan nezaman farkedildigini kesin olarak saptamak miimkiin olmamakla
beraber bu konudaki bilgi birikiminin mikrobiyoloji biliminin bir bilim dal olarak
gelismesine 6nemli bir katkida bulundugu bir gergektir. Gidalarin gerek dogal
floralarinda bulunan ve gerekse sonradan bulagan mikroorganizmalarin uretmis
oldugu ¢esitli enzimlerin faaliyetleri sonucu bozulmasi, insanoglunun gidalarin bir

bolimini ileride tiketmek iizere nasil saklayabilecegini arastirmasi

zorunlulugunu dogurmustur [1].

1658 yilinda A. Kircher adinda bir din adamu tarihte belki de ilk kez
mikroorganizmalarin gidalarin bozulmasindaki roliinden sozetmigtir. 1683 yilinda
A. Leeuwenhoek mikroskobu kesfederek mikroskobik canlilarin varligim
gostermigtir. 1765 tarihinde L. Spallanzani 1 saat siire ile kaynatilan ve dig ortama
kapali olarak bekletilen et suyunun bozulmadigim kamtlamigtir. 1837 yilinda
Schwan kaynatilan ot infiizyonunun igerisinden steril hava gecirerek ortama
oksijen vermis ve bu kosullar altinda ot inflizyonunun bozulmadigini gostermigtir.
1800’ lu yillarda F. Appert kaynar suda bekletilen kavanoz igerisindeki etlerin
bozulmadan saklanabilecegini gostermistir. Bu bulug ginimiizde de
uygulanmakta olan konserveciligin temelini olusturmugtur. L. Pasteur 1837° de
siitiin eksimesine ve bozulmasina mikroorganizmalarin neden oldugunu ve 1860
yilinda bira ve sarapta bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin 1sisal islemle
yokedilebilecegini gostererek giniimizde de gida sanayisinde yaygin olarak
kullamlan pastorizasyon uygulamalarinin temelini atrmgtir. L. Pasteur’ den
ginimiize degin gidalarin  bozulmasi ve muhafazasi, fermentasyon
mikrobiyolojisi, gidalarla insanlara gegen enfeksiyon hastahklari ve
mikrobiyolojik gida zehirlenmeleri konularinda onemli gelismeler olmug ve gida

mikrobiyolojisi giiniimiizde ayr1 bir bilim dali olarak ortaya ¢ikarak bu konuda

daha ayrintili galigmalar yapilmaya baglamstir [1,2].

Gidalarnmizin  birgogu patojenler de dahil olmak tzere gesitli
mikroorganizma gruplarimin tiremeleri ve geligmeleri igin uygun ortamlardir.

Patojen mikroorganizmalar ile bulagmig gidalarin tiketimi sonucu gida



enfeksiyonu ve zehirlenmesi gibi insan sagligini bozan hatta tehdit eden
hastaliklarin ortaya ¢ikmasi kaginilmazdir. Bu durumda mikrobiyolojik kalite
kontroliiniin amaci iki alt baglikta toplanabilir.
1. Gida kaynakli hastaliklarin (gida enfeksiyonlari ve gida zehirlenmeleri)
Onlenmesi suretiyle halk sagliginin korunmast,
2. Gidalarda mikrobiyal tiremenin ve bunun sonucu olugan bozulmanin énlenmesi

veya geciktirilmesi suretiyle gida kalitesinin iyilestirilmesi olarak belirlenmigtir

3]

1.1. Gidalardan Kaynaklanan Mikrobiyal Kokenli Hastahiklar

Klasik olarak, gidalarin yenilmesinden belirli bir siire sonra bulanti,
kusma, karin agrisi, ishal, bag donmesi, ates gibi belirtilerle ortaya ¢ikan saglik
bozukluklar1 veya hastaliklara gida zehirlenmeleri (gida enfeksiyonlar1 ve gida
intoksikasyonlar1) adi verilmektedir [4]. Gidalardan kaynaklanan hastaliklarin en
yaygin olanlar1 bakteriyel kokenliler olup, daha hizli seyreder ve nispeten g¢abuk
ortaya ¢ikarlar [5]. Gida kokenli bakteriyel hastaliklarin etkenlerine ve bazi
Ozelliklerine iligkin bilgiler farkli kaynaklardan yararlamlarak Cizelge 1.1° de
verilmistir [1,3,4,5].

Kontamine gidalarin yenilmesinden itibaren sik veya seyrek gergeklesen
bireysel olaylar ve kitlesel patlamalar yani salginlar ortaya ¢ikabilir. Hastalik
olusturabilme bakterinin hastaliga sebep olabilecek konsantrasyon veya sayiya
ulagmasi, mikroorganizmanin viriilansi, kigilerin yagi ve genel saglik durumu ile
de ilgili olmaktadir [5].

Gida enfeksiyon ve intoksikasyonlarinda, etkenlerin 6nemini belirlemede
istatistiklere bakilirsa; Staphylococcus aureus intoksikasyonlar: ile Salmonella

enfeksiyonlarinin ~ 6ncelikli  olduklari  gozlenmistit. Bunlann  Clostridium

perfringens intoksikasyonu takip etmistir [4,5,6].



Cizelge 1.1. Gidalarla bulagan bakteriyel kokenli hastaliklar, etmenleri ve 6zellikleri [1,3,4,5]

Hastahk Etken Bakteri Tehlike Derecesi Riskli Olabilecek Gidalar

Salmonellosis | Salmonella Yitksek Et-tavuk tiriinleri, ynmurta, uzun siire 1ik

(Tifo) typhimurium kosullarda bekletilen yemekler, siit, su
iiriinleri.

Staphylococcus | Staphylococcus Diisiik-Orta Et, kremali iriinler, tavuk, dondurma,

zehirlenmeleri | aureus peynirler, salatalar, mayonez, pasta
cesitleri.

Clostridium Clostridium Yiiksek Iyi muhafaza edilememis et, tavuk ve

zehirlenmeleri | perfringens deniz iiriinleri, konserveler.

Botulizm Clostridium Yiiksek Konserveler, et ve deniz iiriinleri.

botulinum

Basil Bacillus cereus Orta-Diisiik Piringli, nisastali yiyecekler, siit ve siit

zehirlenmesi iiriinleri, sebze iriinleri.

Koliform Esherichia coli Orta Et, tavuk drinleri, siit ve siit {iriinleri,

zehirlenmeleri | (EEC) ozellikle peynir.

Vibrio Vibrio Orta Su iriinleri (kabuklular, bahik, midye,

zehirlenmeleri | parahemolyticus istiridye)

Kolera Vibrio cholorea Yiiksek Su, fekal artik bulagmms hammadde, iyi
pismemis-¢ig gidalar, salatalar,
kontamine suyla yikanmng sebze-meyve
(hasta-portérle temas)

Campylosis Campylobacter spp | Orta-Dissitk Cig siit ve urinleri, tavuk-hindi eti,

C. jejuni domuz eti, nadiren sifir eti. (Giibre ve
C. coli hayvan yemi bulagmalari)

Yersiniosis Yersinia Diisiik Cig yumurta, domuz eti, ¢ig sebze, ¢ig et,

enterocolitica ¢ig siit ve peynir, kanath etleri.

Streptococcus | S. faecalis Orta Cig siit, peynir, et yemekleri, sosis,

zehirlenmeleri | S. faeceum kanath etleri. (diski bulasig)

S. zooepidemicus
Basilli dizanteri | Shigella spp. Orta Icme suyu, siit, gesitli salatalar, karides,
Shigellosis S. sonnei koti sanitasyon kosullarinda iglenmig
S. flexnuri gidalar, (Fekal-oral yolla bulagma)
Tifoid-paratifoid | Salmonella spp Orta Cig siit, kontamine su, yetersiz hijyen
atesli hastaliklar | S. mbandaka kosullarinda iglenmis gidalar, ¢ig gidalar.
S. senflenberg (Hasta-portdrle temas)
S. agana
Listeriosis Listeria Yiiksek Siit ve iiriinleri, ¢ig siit, yetersiz 1su iglem
monocytogenes uygulanmig hayvansal iriinler, sebzeler,
salatalar, deniz iirtinleri, kanath tiriinleri.
Brusellosis Brucella abortus | Orta-Yiiksek Cig siit, ¢ig siitten yapilan peynirler, hasta
Malta Hummasi | B. melitensis hayvanlarla gida hammaddesine ve insana
B. suis tagmabilir.

Q-Hummasi Coxiella burnetii | Orta Cig siit ve trinleri, ¢ig et ve iiriinleri,

Ricketsial hayvansal kokenli hammadde ve yetersiz

hastalik 1stl islem g6rmiis hayvansal iiriinler.




Yurdumuzda gida zehirlenmelerinin en cok rastlaml.anlanm toplu olarak
beliren ve buyik ihtimalle Staphylococcus, Streptococcus ve Bacillus cereus en
onemli etkenler olmak tizere, 1-2 giin siiren, sonra iyilesmeyle sonuglanan olaylar
teskil etmektedir. Salmonella yayginlig: tzerine agiklayict bilgi verme imkant
bulunamamugtir. Ancak, diinyada Salmonellosis olaylarinin insanlarda ciddi bir
sekilde artis gosterdigi bilinmektedir. Yurdumuzda ishalli ve atesli hastaliklarin ne

kadarinin  Salmonella’ dan kaynaklandigi konusunda herhangi bir bilgi

bulunmamaktadir [4].

1.2. Bacillus cereus; Gida Zehirlenmesi

Bacillus cereus gida zehirlenmelerine neden olan patojen bir
mikroorganizmadir. Bir yandan fermentatif etkisiyle gida maddelerinde
kokusmaya varan bozulmalara neden olurken diger taraftan 1siya direngli
sporlariyla gida hijyent yoninden ayri bir onem tasimaktadir. Bacillus cereus
ayrica olusturdugu toksin nedeniyle de gida zehirlenmelerine neden olmaktadir.
Bacillus cereus’ un toksin olusturmasinin ortamda bazi besin dgelerinin varligina
baglt oldugu belirtilmigtir. Organizma, toksinini logaritmik faz sirasinda
sentezleyip salgilamaktadir ve sporulasyonla birlikte toksin dretiminin durmaya
bagladig1 belirtilmigtir [1,7,8].

Bacillus cereus iki farkli tip enterotoksin (emetik enterotoksin ve
diyarejenik enterotoksin) sentezleyebilmekte ve dolayisiyla iki farkll tip
zehirlenme olusturabilmektedir. Bu toksinlerden diyarejenik toksin enzimlere ve
1s1ya kars1 duyarlt bir toksin olup hiicre sayist yaklagik 107 cfu/ml oldugunda etki
gostermektedir. Emetik toksin ise 1siya, pH degisikliklerine ve enzimlere
direnglidir. Bacillus cereus’un diyare tipi (ishal tipi) gida zehirlenmesinde
inkiibasyon siiresi 8-16 saat arasinda degismektedir. Belirtileri kramp seklinde
karin agrisi ve sulu ishaldir. Bu tip Bacillus cereus zehirlenmesi Clostridium
perfringens gida zehirlenmesine benzerlik gostermektedir. Bacillus cereus’un
emetik tip (kusma tipi) gida zehirlenmesinde ise inkiibasyon siiresi 1-6 saat

arasinda degigsmektedir. Belirtileri karin agnisi ve 6zellikle bulanti kusmadir. Bu



tip Bacillus cereus zehirlenmesi ise Staphylococcus aureus gida zehirlenmesine
benzerlik gostermektedir [1,9,10,11].

1950-1970 yillari arasinda Bacillus cereus’ un etken oldugu gida
zehirlenmelerine yiiksek oranda rastlanmasina ragmen son 10 yilda bu tip gida
zehirlenmeleri onemli 6lgiide azalmigtir [11].

Bacillus cereus™un gesitli gidalarda varligi iizerine ilkemizde yapilmig
aragtirma sayist oldukga azdir. Cesitli diinya iilkelerinde artan énemine ve neden
oldugu gida zehirlenmelerinin yayginligina paralel olarak pek¢ok gida maddesi
Bacillus cereus’un varligr yoniinden incelenmektedir. Yapilan caligmalar
neticesinde bazi gida gruplarimin Bacillus cereus ile daha fazla kontamine oldugu
goriilmiistiir. Ozellikle piring ve piringli iiriinler, tahillar, baklagiller, baharatlar,
kurutulmus gidalar, et ve siit ile bunlarin Griinleri en ¢ok arastirilan gida maddeleri
olmustur [7,12].

Bacillus cereus’un gida zehirlenmelerinde 6nemli bir ajan oldugunun
farkina ilk olarak 1955 yilinda Hauge [13] tarafindan varilmigtir ve Norveg’te 600
kisiyi etkileyen 4 aynn gida zehirlenmesi olayinda etiyolojik etmen olarak
bildirilmigtir. 4 vakada da zehirlenmeye neden olan gida, hazirlanmis ve bir giin
bekletilmis vanilya sosudur. Bu olay1 takiben pekgok Avrupa tlkesinde Bacillus
cereus vakalar1 tespit edilmigtir. Bacillus cereus’un olusturdugu gida

zehirlenmeleri bir intoksikasyon olup, bakteri sayist belli bir diizeye ulastiktan
sonra ekstraseliiler toksin sentezlenmektedir [14,15]. 1972-1986 yillart arasinda
salgin seklinde ortaya ¢ikan gida zehirlenmelerinden 52 tanesine Bacillus
cereus’un neden oldugu ve bu oraninda toplamla karsilastirldiginda % 2

civarinda oldugu belirtilmistir [15].

Konuma ve ark. [7] tarafindan Japonya’ da yapilan bir g¢aliymada et
uriinlerinden % 18.3 oraminda, ¢ig etten ise % 6.6 oraninda Bacillus cereus izole
edilmis ve bu irinlerin kontaminasyon dizeyleri gramda 10 den disik
bulunmugtur. Et katki maddelerinden ise % 39.1 oraninda Bacillus cereus izole
edilmigtir. Kontaminasyon diizeyleri ise gramda 10" i agmustir. Bu nedenle de et
riinlerindeki Bacillus cereus kontaminasyonun et katki maddelerinden

kaynaklandig1 digtintilmisgtir.



Misir’ da, et tiriinlerinin analize alindig: bir galigmada 150 6rnegin 34° i
(% 22.6) Bacillus cereus igermistir. El-Sharbaany ve ark. tarafindan bildirildigine
gore 172 piring ve piring Grininiin incelendigi ¢aliymada % 40 oraminda Bacillus

cereus kontaminasyonu goézlenmis ve 10° cfu/gr’ dan fazla sayida oldugu
bildirilmigtir [7].

Harmon ve ark. [7] tarafindan yapilan galigmada incelenen 98 tahil ve
baklagil Orneginin 56 tanesinde yani % 57’ sinde Bacillus cereus varhg
g6zlenmistir.

Delazari ve ark. toplam 805 kuru gida 6rneginin analizleri sonucunda soya

ununda % 29.2, misir ununda % 90.3, fasiilye unu 6rneginde % 25.95, kurutulmus

gida orneginde ise % 41 oraninda Bacillus cereus bulundugunu bildirmiglerdir

[7].

Hazir ¢orba konsantreleri tizerine yapilmis bir aragtirmada 86 hazir ¢orba
orneginin 16 tanesi (% 18.6) Bacillus cereus ile kontamine bulunmugtur. Kim ve
ark. tarafindan 170 kurutulmug gida driiniiniin % 25.3° tnde, Bacillus cereus’ un
mevcut oldugu gosterilmigtir. Tatlandirict maddelerin % 55’ 1, baharatlarin % 40°
1, kurutulmus patateslerin % 40’ 1, sit tozunun % 37.5’ i, spagetti soslarinin %
37.5 i Bacillus cereus ile kontamine bulunmugtur [7].

Orijinal ambalajinda ¢esitli marketlerden alinan baharat orneklerinin
incelendigi diger bir ¢aliymada 60 baharat ormeginin % 41’ 1 Bacillus cereus
varligi yoniinden pozitif bulunmus ve kontaminasyon diizeyinin yiiksek oldugu
bildirilmistir [7].

Worburton ve ark. Kanada’ da imal edilmis pasta doldurma
malzemelerinin % 30’ unun graminda 25-250 Bacillus cereus bulundugunu
belirtmiglerdir. Smykal ve ark. tarafindan yapilan calismada et ve et Urlniin
orneklerinin % 13.3’ i, ¢orba ve et kokenli sos orneklerinin % 27.2° si, siit ve st

iiriniin 6rneklerinin % 23° 1, kek orneklerinin % 12.03° U Bacillus cereus ile
kontamine olarak bulunmustur [7}].
Akimov ve ark. inceledikleri konserve gidalarda % 13.6, sucuklarda % 7.7,

pasta-gekerleme urinlerinde % 6.7 oraninda Bacillus cereus bulmuslardir. Aksu

yaptigi c¢aligmada konserve gidalarda Bacillus cereus kontaminasyonuna



rastlamazken, dondurulmug gidalarda % 2.7, pastane iriinlerinde % 7, hazir
yemeklerde % 10 oraminda Bacillus cereus gozlendigini bildirmigtir [7]. Maxey
inceledigi fermente sut Omeklerinde % 16.6 oraninda Bacillus cereus

bulundugunu galigmasinda bildirmistir [7].

Schiemann [16] tarafindan yapilan galismada o6zellikle piringli gidalarda

Bacillus cereus’a sik rastlandigi bildirilmistir. 24 Cin lokantasindan alinan 165
cesit gida oOmegi Bacillus cereus varligt yoninden arastirilmis ve 28 gida
orneginin graminda 1x10*” den daha yiksek sayida Bacillus cereus bulunmustur.
Bu 28 gida 6rneginin 20’ si piringli yiyeceklerdir. 232 Bacillus cereus izolatinin
elde edildigi caliymada, izolatlarn % 96’ sinin katalaz pozitif oldugu, nitrats
indirgedigi, hemoliz yaptig1, Voges Proskauer reaksiyonlarimin pozitif oldugu ve

glukozdan asit olusturdugu tespit edilmistir.
Blakey ve ark. [17] tarafindan yapilan bir galismada 39 gida ornegi

incelenmistir. Bu gida Orneklerinin 22 tanesinde (% 56) Bacillus cereus
kontaminasyonu gozlenmistir. Gida 6rneklerindeki Bacillus cereus sayisi, 1x10°-
6x10* cfu/gr-ml arasinda bulunmustur.

91 siit ve siit Grininiin incelendigi bir ¢alismada Bacillus cereus sayist gr-

ml’de 5x10” yi agmamustir. Sadece siittozu 6rneginde 960 cfu/gr Bacillus cereus
saptanmugtir [18].
Wong ve ark. [19] toplam 293 siit iirtinii toplayarak bu triinlerde Bacillus

cereus’'un varligi ve karakteristik Ozelliklerini incelemiglerdir.  Yapilan
caligmalarda fermente sitte % 17, dondurmada % 52, yumusak dondurmada %
35, pastorize sutte % 2 ve sit tozunda % 29 oraminda Bacillus cereus
kontaminasyonuna rastlanmistir. Siit Urinii 6rneklerindeki ortalama Bacillus
cereus sayist 15-280 cfu/g-ml olarak belirtilmistir. Incelenen gida 6rneklerinin
biiyiik bir yizdesinde Bacillus cereus varligy gozlenmesine kargin bakteri
populasyonu dusik sayida bulunmustur. Ancak Bacillus cereus’un gida patojeni
oldugunu ihmal etmemek gerekmektedir. Yapilan caligmalar siit Grinlerindeki
Bacillus cereus kontaminasyonunun yaz aylarinda dier aylara gore daha fazla

oldugunu gostermistir.



Ahmed ve ark. [20] yaptiklari bir ¢alismada ¢ig siit érneklerinin % 9’
unda, pastorize siit orneklerinin % 35’ inde peynir o6rneklerinin % 14° inde,
dondurma orneklerinin % 48’ inde Bacillus cereus kontaminasyonu tespit
etmiglerdir. Orneklerdeki Bacillus cereus sayisi ise 1x10%-3,8x10° cfu/gr-ml
olarak belirtmiglerdir.

Sut urtinleri tireten 2 tesisin tanklarindan alinan ¢ig siit, pastrize siit ve
siittozu Ornekleri Bacillus cereus varhg yoninden incelenmis ve toplam 443

Bacillus cereus izolat1 elde edilmistir. Cig siitlerin % 35’ inde Bacillus cereus
varlig1 gosterilmesine ragmen kontaminasyon diizeyi digiik bulunmugtur [21].
Pekcok et ve et urininde Bacillus cereus varhgma yiiksek oranda

rastlanmasina kargin say1 olarak 10 cfi/gr’dan daha az sayida bulunduklan
belirtilmistir. Bu nedenle de kontaminasyon kaynaginin tuz, nisasta ve baharat
gibi katki maddelerinden kaynaklandig diigiiniilmektedir [22].

Giffel ve ark. su, toprak ¢im, hayvan yatakligi, hayvan yemi, igme suyu,
siit, hayvan memesi ve diskisindan Bacillus cereus izole etmislerdir. Izolatlar
Voges Proskauer reaksiyonu, glukoz fermentasyonu ve nitrat rediksiyonu gibi
biyokimyasal testlere tabi tutulmustur. Orneklerdeki Bacillus cereus vejetatif

hiicre sayis1 10°-107 cfu/gr-ml arasinda iken spor sayis1 10°-10° cfu/gr-ml arasinda
belirlenmistir [23].

Dufrenne ve ark. [24] 10°C’nin altinda geligebilen psikotrof Bacillus
cereus strainlerinin varligim gida 6rnekleri ve gida tiretim yerlerinden aldiklars

orneklerle belirlemiglerdir. Netten ve ark. [25] 1986-1989 yillar: arasinda goriilen

3 Bacillus cereus gida zehirlenmesinden elde edilen izolatlarm 7°C’de
gelisebildigini bildirmiglerdir. Ayrica inceledikleri pastérize siit orneklerinin %
8.4’ uni, peynir Orneklerinin % 2’ sini, Bacillus cereus ile kontamine
bulmuslardir. Pastorize siit orneklerinin ¢ok biiyiik bir kisminda 10° cfu/ml
diizeyinde Bacillus cereus bulunmugtur. 7 oérnekte ise 10° cfu/ml’ yi asan
diizeylerde Bacillus cereus’ a rastlanmigtir. Bunun yaminda incelenen yumurtali-
siitlis kremanin % 19’ u, krem pastanin % 11’ i, piring yemeklerinin % 6’ s1, rosto

tavugun % 5’ i, pane baligin % 4’ @, bezelye ¢orbast ve lazanyamn % 3’ i, sebze .



salatas1 orneklerinin % 2’ si, ve paketlenmis yemek 6rneklerinin % 1° i Bacillus
cereus ile kontamine bulunmugtur [25].

1960-1970 yillart arasinda Bacillus cereus gida zehirlenmesine yaygin

olarak neden olan bir mikroorganizma olarak bildirilmigtir. 12 _gesit piring
orneginin incelendigi Chung ve ark. [26] tarafindan yapilan ¢alismada 66 Bacillus
cereus izolat1 elde edilmis ve piring 6rneklerindeki Bacillus cereus sayis1 2x10°
cfu/gr’dan daha az olarak bulunmustur.

Uraz ve ark. [27] gesitli siit igletmelerinden aldiklar ¢ig siit, pastorize siit
ve beyaz peynir ormneklerinden 3 Bacillus cereus izolat1 elde etmiglerdir. 560
Bacillus cereus izolatinin elde edildigi Ueda ve ark. [28] tarafindan yapilan
calismada Bacillus cereus izolatlarinin bazi1 karakteristik ozellikler bakimindan
farklilik gosterebilecegi belirtilmigtir.

Larsen ve ark. [29] tarafindan yapilan bir ¢aligmada incelenen pastérize

siit orneklerinin % 56’sy, ¢ig siit orneklerinin % 25’1 Bacillus cereus ile kontamine
olarak bulunmusgtur. Pastorize siit 6rneklerindeki Bacillus cereus sayist 10*-3x10°
cfu/ml arasinda belirlenmisgtir.

Bacillus cereus’un gida zehirlenmesine neden olabilmesi i¢in canli bakteri
sayismin 10° cfu/gr-mb’nin iizerimde olmasi gerektigi belirtilmistir [30,31]. Bebek

mamalarmin da Bacillus cereus ile kontamine olabilecegi Becker ve ark. [32]

tarafindan bildirilmistir.

Kiimes hayvam et iiriinlerinin incelendigi bir ¢aligmay1 Sooltan ve ark.
[33] gergeklestirmigler ve bu iiriinlerin sadece % 6.9° unu Bacillus cereus ile

kontamine olarak bildirmislerdir. Ancak bu iirinlerdeki Bacillus cereus sayisim

diisiik olarak belirlemiglerdir.
1.3. Bacillus cereus’ un Genel Ozellikleri

Bacillus cereus ilk olarak 1887 yilinda Frankland ve Frankland tarafindan
izole edilmis ve tammlanmustir [10]. Bacillus cereus, Bacillaceae familyasmin

Bacillus cinsine ait bir bakteri olup toprak, bitki ortiisii, siit ve talullarda varligina
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genis Olglide rastlamak miimkiindir. Hicre boyutlan 1-1,2 pm X 3-5 um
arasindadir. Hiicreleri gubuk seklinde ve endosporludur, sporlar: elverigsiz sartlara
cok dayanikli olup elipsoidal ve santral veya subterminaldir. Bacillus cereus Gram
(+) bir bakteridir; gram boyasiyla mor-mavi boyanir. Hareketli, aerobik ya da

fakiiltatif anaerobik bir mikroorganizmadir. Flagellalar1 peritrik veya dejeneratif
peritriktir [1,34]. Optimum iireme sicakligi suslara gore 28-35°C arasinda

degismekle birlikte genelde 30°C’ dir. Maksimum iireme sicaklig1 ise suglara gore
37-48°C, minimum iireme sicakli1 da susa bagimh olarak 10-18°C’ arasmndadir.
Bacillus cereus’un psikotrof suslari ise 4-5°C sicaklikta da gelisebilmektedir.
Bacillus cereus i¢in optimum treme pH’ s1 6.0-7.0 civarindayken, minimum pH
5.0 maksimum pH 8.8 de iireyebilmektedirler [1,10].

Bacillus cereus’un izolasyonu ve gelistirilmesi igin gesitli segici
ortamlar geligtirilmigtir. Bu besiyerleri Gram (-) bakterilerin ortamda tremesini
engelleyen polymyxin antibiyotigini igerirler ve muhtemel identifikasyon egg-
yolk (yumurta sarisi) reaksiyonuna bakilarak yapilmaktadir. Egg-yolk reaksiyonu
Bacillus cereus’un rettigi lesitinaz enziminin, yumurta sarisindaki lesitini

parcalamast ve koloni etrafinda opak (1s1tk gecirmeyen) bir presipitasyon
halkasinin olugsmasi esasina dayanmaktadir [35,36]. Bacillus cereus’un
izolasyonunda yaygin olarak kullanilan besiyerleri Mossel ve ark. tarafindan 1967
yilinda gelistirilen MYP (Mannitol — Egg yolk — Polymyxin) agar ve Hollbrook ve
Anderson [37] tarafindan 1980 yilinda gelistirilen PEMBA (Polymyxin Pyruvate—

Egg yolk—Mannitol-Bromothymol blue)’dir [10]. MYP agar iizerinde Bacillus

cereus kolonileri krem renkli, etraflarim ve besiyerini pembe-menekse renkli
boyayarak ve etraflannda da bir presipitasyon halkasi  olusturarak
gorinmektedirler. PEMBA iizerinde ise turkuaz mavisi renkli Bacillus cereus
kolonileri etraflarinda presipitasyon hatkasi olugtururfar. Kanli agar kullamlarak
da Bacillus cereus izolasyonu yapilabilirse de gok setektif bir izolasyon metodu
olarak degerlendirilmemektedir. Ancak Bacillus cereus’ un urettigi hemolizin ile

olusan tipik kuvvetli hemoliz kanli agar petrilerinde gozlenebilmekte bu da

identifikasyon basamaginda kullanilmaktadir [10].
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Bacillus cereus’ un izolasyonu i¢in siklikla kullanilan MYP ve PEMBA
diginda, PEMBA’min modifiye edilmis sekli olan PEMPA Szabo ve ark. [38]
tarafindan gelistirilmigtir. Bu besiyerini gelisﬁrmenin amact da inkiibasyon
suresini kisaltmak olarak belirlenmigti. MYP agar, PEMBA ve PEMPA’ nin
Bacillus cereus izolasyonu yoniinden birbirine benzer sonuglar verdigi
gozlenmistir.

Bacillus cereus’ un izolasyonu i¢in kullamlan MYP ve PEMBA besiyerleri
uzerinde Bacillus anthracis, Bacillus mycoides ve Bacillus thuringiensis’ in de
benzer treme gosterdigi bildirilmigtir. Bu 4 bakteri tiiriinin ayrnimi ise bagka
ozellikler yoniinden farkliliklar gozoniine alinarak yapilmigstir. Tryptic soy sheep
blood agar iizerine inokiile edilen bu 4 tip bakteri 30°C ‘de 24 saat inkiibasyondan
sonra incelendiginde Bacillus anthracis’ in non-hemolitik, Bacillus cereus’ un
kuvvetli hemolitik, Bacillus mycoides ve Bacillus thuringiensis’ in zayif hemolitik
oldugu gozlenmigtir. Nutrient agar petrilerine yapilan ekimlerde ise rhizoidal
tiremenin, Bacillus mycoides’ ¢ o6zgii oldugu gosterilmistir [15,39]. Bu 4
bakteriden yalniz Bacillus thuringiensis’ in endotoksin kristalleri irettigi ve bu
endotoksin kristallerinin faz-kontrast mikroskobu ile incelemeyle ya da % 0,5
aqueoz bazik fuksin ve TB karbol fuksin boyamalariyla gozlenebildigi
belirtilmistir [39,40].

Bacillus cereus’ un izolasyonunu takiben yapilan identifikasyon testleri ise
glukozdan asit olugturma, hemoliz, katalaz testi, nitrat1 nitrite indirgeme, Voges-
Proskauer reaksiyonu gibi biyokimyasal testler olarak belirlenmistir [21,23,41}.

Bu biyokimyasal testler haricinde iireyi parcalama, hareketlilik testi, nisasta

hidrolizi, sitrat1 kullanma gibi testler de uygulanmustir [42,43].

1.4. Mikrobiyolojik Standartlar

Gidalarin mikrobiyolojik kalite kontroliinde kullamilan mikrobiyolojik
kriterler kisaca gidanin mikrobiyolojik karakteristiklerini belirleyen limitler olarak
tammlanabilir. Bu anlamda mikrobiyolojik kriterler daha onceden belirlenmis

ornekleme planina gore standart yontemlerle analize alinan gida orneginde
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bulunabilecek mikroorganizma ya da mikroorganizma gruplan ile, séz konusu

gidada bu mikroorganizmalarin bulunmasina izin verilen diizeyleri belirlemektedir

[1].

Gidalarda bulunabilen mikroorganizmalarin;
1. Gada kokenli hastalik meydana getirebilme giiciine sahip patojenler,
2. Gidalarda bozulmalara sebep olabilecek mikroorganizmalar,

3. (udalarda geligmeleri sonucu istenmeyen degisiklikler meydana getirebilen
tiirler agisindan 3 kategoride kontrol edilmeleri gerekmektedir [4].

Bat1 tilkelerinin bir cogunda igme sitii iiretiminde kullanilacak ¢ig siitlerin
mikrobiyal yiiklerine iliskin standartlarda en fazla 2x10° cfu/ml’ ye izin
verilmektedir. Ancak bu sinir diger sit driinlerinin tretiminde kullanilacak ¢ig
siitler igin 5x10° hatta 1x10° cfu/ml’ ye kadar ¢ikabilmektedir. Ulkemizde ise ¢ig
sit standardinda toplam bakteri sayist ile ilgili limit bulunmamaktadir. Ancak
rezasurin testine gore ¢ig siitler 3 simifa ayrilmaktadir. 10 ml ¢ig siit ornegine %
0.05 konsantrasyondaki rezasurin ¢ozeltisinden 0.1 ml ilave edilerek 37°C’ de 1
saat inkiibasyon sonrasinda olusan renk degigimi ¢ig siitiin kalitesini belirlemede
esas alinmaktadir. Buna gore 1 saatte renk degisimi gozlenmeyen sitler ekstra,
aym stire iginde eflatun-koyu pembeye dontigenler 1. simif, agik pembe-beyaz
olanlar ise 2. simf ¢ig siit olarak nitelendirilmektedir. Ote yandan yalnizca ekstra
ve 1. smif ¢ig sitlerin igme sitii tiretiminde kullanilabilecegi hikme baglanmigtir
[1,4]

Tirkiye’ de pastérize sit standardinda ve gida maddeleri tiziiginde
maksimum 4x10* cfu/ml olarak saptanan toplam bakteri sayisi, pekgok tilkede
maksimum 1x10*-2x10* cfu/ml olarak belirlenmistir [1,4].

Ulkemizde dondurma orneklerinde bulunabilecek maksimum toplam
bakteri sayist ise 10° cfu/gr-ml olarak belirlenmistir. Peynir ornekleri igin
Tiirkiye’ de ve diger diinya iilkelerinde toplam bakteri sayimu ile ilgili standartlar
bulunmamaktadir. Peynir 6rnekleri toplam koliform bakteri sayilar, kif ve maya
sayilart incelenerek kontrol edilmektedir. [1,4].

Ulkemizde  Bacillus  cereus’a  ait  mikrobiyolojik  standartlar

bulunmamaktadir. Ancak iilkemiz diginda yapilmig calismalarda Bacillus
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cereus’un gida zehirlenmesine neden olabilmesi igin 10°-10° cfu/gr-ml iizerinde

sayida olmasi gerektigi bildirilmigtir [30,31].
1.5. Protein Profil Analizi

Mikroorganizmalarin ilk identifikasyon ve simiflandirma yontemleri tek
tek  organizmanmn  fenotipik  Ozelliklerine  dayanmaktaydi.  Boylece
mikroorganizmalar boyanma 6zelligi, morfoloji, hareketlilik, besinsel istekler, asit
uretimi, pigmentasyon ve spor olugturma gibi kolaylikla incelenebilen karakterlere
gore siiflandiriimaktaydi.

Geleneksel taksonomik yontemlerin sinirhi oldugunun farkina varilmas,
mikrobiyal identifikasyon ve simiflandirma islemlerinin tekrar degerlendirilmesi
fikrini ortaya ¢ikarmigtir. Molekiiler identifikasyon ve tiplendirme yéntemlerinin
gittikge artan miktarda kullanimi, yerlegsmis siniflandirma sistemlerinin gozden
gecirilmesine ve mikroorganizmalar arasinda yeni iligkilerin bulunmasina yol
acmistir. Son yillarda mikrobiyal taksonomistler, tiirleri tanimlamak ve farkli
organizmalar arasindaki iligkileri ortaya ¢ikarmak igin niikleik asit hibridizasyonu,
sekans analizleri ve protein profillerinin elde edilmesi gibi yontemleri siklikla
kullanmaya baglamiglardur.

Proteinler tiim canlilarda bir dizi yapisal ve metabolik fonksiyonu
sergilemektedir. Bakteriler tarafindan iiretilen proteinlerin sayist ve gesitliligi,
protein ve polipeptid profillerinin kargilagtirmali analizine dayanan identifikasyon
ve tiplendirme sistemlerinin gelistirilmesi konusunda bir goriig getirmigtir. Bu
yaklagim tiir seviyesine kadar olan bakteriyel identifikasyon ve bakteriyel tir
icinde subtiplendirme caligmalarinda basariyla kullanilmigtir. Genellikle aym tiir
tarafindan tretilen protein profilleri birbirine ¢ok benzerdir fakat diger
tirlerinkinden onemli 6lgiide farklidir. Bir tir iginde, strainler arasindaki en kiigtik
farkhiliklar subtiplendirme sisteminin temelini olugturmaktadir.

Protein profillerinin elde edilmesi oncelikle mikrobiyal proteinin eldesini
icermektedir. Bir seri iglem softinda elde edilen protein otriekleri poliakrilamid
veya nigasta gibi jel matriksinde elektroforeze tabi tutuliaktadir. Kullantlan
elektroforez sistemine bagh olarak proteinler buyiklik, elektrik yiki veya



14

isoelektrik noktalar1 gibi fizikokimyasal ozelliklerine g6re aynlabilirler.
Kullamlan teknikler iginde en yaygin olamt SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi) teknigidir. Bu teknikle proteinler 1s1, deterjan ve
indirgeme ajanlar1 ile polipeptid uniteleri olusturmak tizere denature edilip
elektroforezde molekiil agirliklarina gore ayrilmaktadirlar.

Toplam hticre proteinlerinin elektroforezi son yillarda
mikroorganizmalarin  identifikasyonu  ve  subtiplendirmesinde  siklikla
kullanilmaktadir. Bu teknik ile hem farkli mikroorganizmalar arasinda

karsilastirmali  galigmalar  yapilabilmekte hem de akrabalik iligkileri
gozlenebilmektedir [44]. Cok sik kullanilan bir yontem olmasina ragmen Bacillus

cereus’ un protein profil analizi ile ilgili fazla ¢alisma bulunmamaktadir.

Matar ve ark. [45] tarafindan yapilan bir ¢aligmada gevresel ve klinik

kaynaklardan elde edilen 58 Bacillus cereus izolati hem biyokimyasal karakterleri
yoniinden, hem antibiyotik duyarliliklari yoniinden, hem de SDS-PAGE’ de
olugturduklart protein profilleri yoniinden incelenmistir. Incelenen tiim izolatlar
lesitinaz Uretmis, jelatini hidrolize etmis, nitrat1 indirgemis ve hareketli olarak
gozlenmistir. Bu nedenle de tiim izolatlar tek biyotip altinda toplanmustir.
Antibiyotik duyarliliklar ile ilgili caligmada 3 grubun ortaya ¢iktig1 gbézlenmistir.
58 Bacillus cereus izolatinin 55 tanesi ayn1 grupta yer alirken, 2 izolat farkli bir
grupta ve 1 izolat da daha farkli bir grupta yeralmistir. Total hiicre proteinlerinin
elektroforezi galigmalan sonucunda da 58 Bacillus cereus izolat1 22 degisik
protein profili olugturarak 22 farkli grup olarak gézlenmislerdir. Bu sekilde de en
kucik farkhiliklar degerlendirilerek subtiplendirme g¢aligmalar1 yapilmustir.
Yapilan bu c¢alismada Bacillus cereus izolatlarinin SDS-PAGE’ deki protein
profillerinin yiksek oranda heterojenisite gosterdigi bildirilmigtir.

Gidalarin mikrobiyolojik kalite kontrollerinin, gida zehirlenmelerinin
riskini azaltacagi bilinmektedir. Bu ¢aligmada da tiikketime sunulmus olan ¢ig siit,
pastorize sit, peynir ve dondurma gibi gida Orneklerinin hem total
mikroorganizma yiikii hem de total spor yikil incelenmistir. Ayrica potansiyel bir
gida patojeni olan Bacillus cereus’ un vejetatif hiicre ve sporlarmin varligi
aragtirtlmug, identifikasyon igin temel yontemlerin yanisira modern molekiler

tekniklerin de kullamilmas: amaglanmugtir.



15

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. MATERYAL

2.1.1. Orneklerin Alinmasi

Eskisehir piyasasinda titketime sunulan 25 dondurma, 27 ¢ig siit, 22
pastorize sit ve 24 adet peynir 6rnekleri (Agustos 1998—Aralik 1998) steril kaplar
icerisine alinmug, etiketlenmis ve aymi giin buz cantasi iginde laboratuvara
getirilerek incelenmesi yapilmistir. Calismamizda kullanilan standart Bacillus
cereus NRRL B 3711 ve Bacillus sphaericus NRRL B 4297 United States
Department of Agriculture, Agricultural Research Service’ den temin edilmistir.

-

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler

2.1.2.1. Polymyxin Pyruvate Egg Yolk Mannitol Bromothymol Blue Agar
(PEMBA)

Pepton lg
Mannitol 10g
MgSO, TH,0 01g
NaCl 2g
Na,;HPO, 25¢g
KH,PO4 025¢g

Bromothymol blue 0.12 g
Sodyum pyruvate 10 g
Agar 18g
Distile su 900 ml

pH 7.0’ ye ayarlanmus ve 121°C” de 15 dakika steril edilmistir. 45-50°C’
ye kadar sogutulmus besiyeri lizeride 100 ml egg-yolk emulsiyonu ve 100 IU/ml

polymyxin B antibiyotigi ilave edilerek steril petrilere dokiilmiistiir [37].



2.1.2.2. Triptose Blood Agar Base

Triptose
Lab-Lemco powder
NaCl

Agar

Distile su

16

10g
Sg

3g

12 ¢
1000 ml

Malzemeler distile suda eritilip otoklavda steril edildikten sonra 45-

50°C’ye kadar sogutulmus ve %5 steril kan ilave edilerek petrilere dokilmugtir

[39].

2.1.2.3. Mannitol Egg Yolk Polymyxin B Agar (MYP)

Pepton
Meat extract
D-mannitol
NaCl

Fenol red
Agar

Distile su

10¢g
lg
10g
10g
0.025 g
12 g
900 ml

pH 7.1° e tamponlanmg, 121°C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Sterilizasyondan sonra 45-50°C’ ye sogutulan besiyerine 100 ml egg-yolk

emulsiyonu ve 0,1 gr Polymyxin B siilfat antibiyotigi ilave edilerek steril petrilere

dokiilmiigtiir [46)].

2.1.2.4. Egg Yolk Emulsiyonu

Aseptik kosullarda yumurtanin saris1 beyazindan ayrilarak 1:1 oraminda %

0.85 NaCl ile karistirilmig ve yiksek devirli blanderde homojen hale getirilerek

kullanilmigtir [46].
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2.1.2.5. Plate Count Agar

Tripton 5g
Glukoz lg
Yeast extract 25¢g
Agar 15¢

Bu maddeler 11t distile suda eritilerek pH’ s1 7.2° ye tamponlanmg ve 15

dakika otoklavda steril edilmigtir [47].

2.1.2.6. % 0,85 NaCl

NaCl 085¢g
Distile su 100 ml

121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [47].

2.1.2.7. MR-VP Broth

Proteose pepton 7g

Glukoz 5g
NaCl 5g
Distile su 1000 ml

pH 7.0’ ye ayarlanarak tiiplere 5° er ml dagitilmis ve otoklavda 15 dakika
steril edilmigtir [47].

2.1.2.8. Glukez Broth
Beef extract 03¢g

Pepton 05g
Glukoz 05g
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100 ml distile su ve 0.0025 gr fenol red ilave edilerek tiiplere 10’ ar ml
dagitilmis, Durham tiipleri de eklenerek 121°C’ de 15 dakika otoklavda steril

edilmigtir [47].

2.1.2.9. Nitrat Broth
Beef extract 03g
Pepton 05¢g
KNO3 05¢g
Distile su 100 ml

Malzemeler distile su iginde ¢6ziindirilmis, 5’er ml olarak tiiplere

aktarilarak 121°C” de 15 dakika otoklavda steril edilmistir [47].

2.1.2.10. Niitrient Agar

Beef extract 3g
Pepton 58
Agar 15¢g

1 litre distile su iginde eritilerek pH’ 1 7.0 olacak sekilde ayarlanmustir.

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak kullamlmugtir [47].

2.1.2.11. Niitrient Broth

Beef extract 03g
Pepton 05g

100 ml distile suda g¢ozilerek 121°C’de 15 dakika steril edilerek
kullanlmstir [47].
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2.1.2.12. Pepton Salin Soliisyonu

Pepton 10g
NaCl 5¢g

1 litre distile suda ¢ozilerek pH’ s1 7.2° ye tamponlanmis ve 121°C’ de 15
dakika otoklavlanarak kullanilmigtir [47].

2.1.2.13. Kristal Viyole Soliisyonu

Kristal viyole 2g
Etil alkol 20 ml
Amonyum oxalat 08¢

Tum maddeler 80 ml distile su i¢inde ¢oziindirilerek kullanilmigtir [47].

2.1.2.14. Tyot Soliisyonu

Iyot lg
Potasyum Iyodir 2g

Malzemeler 300 ml distile su ile ¢oziilerek kullamlmistir [47].

2.1.2.15. Safranin Soliisyonu

Safranin 025¢
Etanol 10 ml
Distile su 90 ml

Safranin etanolde ¢oziilmiig, distile su ile kangtirilarak filtre kagidindan

siiziilmiistiir [47].
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2.1.2.16. a-Naftol Soliisyonu

o-Naftol 5g
% 95’ lik etil alkol 100 ml

a-Naftol alkolde ¢oziindiiriilerek kullanlmgtir [47].

2.1.2.17. a-Naftilamin Soliisyonu

o-Naftilamin 05¢g
5N Asetik Asit 100 ml

a-Naftilamin asetik asitte ¢oziindiriilerek hazirlanmigtir [47].

2.1.2.18. Siilfanilik Asit Cozeltisi

Silfanilik asit lg
5N Asetik asit 125 ml

Sulfanilik asit asetik asit iginde homojen olarak ¢o6zindurilerek

hazirlanmugtir [47].

2.1.2.19. % 40’ hk KOH (Potasyum Hidroksit) Cozeltisi

KOH 40 g
Kreatin 03g
Distile su 100 ml

KOH distile suda iyice ¢oziindiiriilmiis, daha sonra kreatin ilave edilmigtir

[47].
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2.1.2.20. BSA Stok Soliisyonu

1 mg Bovin Serum Albumin (Sigma A 7906) 1 ml distile suda ¢oziilerek

hazirlanmigtir Hazirlanan Bovin Serum Albumin stok solisyonu +4°C’ de

muhafaza edilmistir [48].

2.1.2.21. Tampon A
SDS (Sigma L 4509) % 10
Gliserol (Sigma G 8773) % 10
B-merkaptoetanol (Sigma M 7154) % 5
Tris-HCl (Sigma T 8529) 0.05M

100 ml’ ye distile su ile tamamlanarak pH’ s1 6,8’ e ayarlanmms ve 121°C’

de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmisgtir [45].

2.1.2.22. Tampon B
jB-merkaptoetanol % 5
Gliserol % 10
Tris (Sigma T 8404) 0.062M

EDTA (Sigma E 5513) 0.05 M

100 ml’ye distile su ile tamamlanarak pH’ s1 6,8’ e ayarlanmis ve 121°C’

de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmigtir [49].

2.1.2.23. Lizozim Soliisyonu

Lizozim (Sigma L 7651) 1 mg
Tris (Sigma T 8404) 0.05M
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Lizozim 0,1 ml Tris ¢ozeltisinde ¢oziindirilmiis, pH’s1 7.0° ye ayarlanarak

kullamlmistir [49].

2.1.2.24. Tris Citrate

Tris (Sigma T 8404) 121¢g
Sitrik asit 66¢g
Distile su 1000 ml

pH’ s1 7.0’ ye ayarlanarak otoklavda steril edilmis ve +4°C’ de muhafaza

edilmigtir [44].

2.1.2.25, % 30 Acrylamide Karisimi

Acrylamide (Sigma A 3553) % 29
N,N'-metilenbisacrylamide (Sigma M 7279) % 1

100 ml’ ye deiyonize sicak su ile tamamlanarak kullanilmisgtir [50].

2.1.2.26. 1,5 M Tris
Tris (Sigma T 8404) 18.15¢g
Distile su 100 ml

pH’ s1 8.8 e ayarlanarak otoklavlanmistir [50].

2.1.2.27. 1M Tris

Tris (Sigma T 8404) 121g
Distile su 100 ml
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pH’ s16.8’ e ayarlanarak otoklavlanmigtir [50].

2.1.2.28. % 10 SDS

SDS (Sigma L 4509) 10g

100 ml’ ye distile su ile tamamlanarak 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak

steril edilmigtir [50].

2.1.2.29. % 10 AMPS Soliisyonu

Amonyumpersilfat (Sigma A 3678) lg

10 ml deiyonize suda Amonyumpersiilfat ¢6ziilmiis ve +4°C’ de muhafaza

edilmigtir [50].

2.1.2.30. % 10’ luk Ayrrma Jeli (10 ml)

Distile su 4 ml

% 30 acrylamide karigimi (2.1.2.25) 3.3 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) (2.1.2.26) 2.5 ml
% 10 SDS (Sigma L 4509) 0.1 ml
% 10 AMPS (Sigma A 3678) 0.1 ml
TEMED (Sigma T 9281) 0.004 ml

Tim malzemeler sirayla steril mavi ve sari uglar aracilifiyla temiz bir

siseye aktarilarak jel donmadan elektoroferez aygitina bosaltilmistir [50].

2.1.2.31. % S’ lik Yiikleme Jeli (3 ml)

Distile su 2.1 ml



% 30 acrylamide karigimi (2.1.2.25)
1,0 M Tris (pH 6,8) (2.1.2.27)

% 10 SDS (Sigma L 4509)

% 10 AMPS (Sigma A 3678)
TEMED (Sigma T 9281)

24

0.5ml
0.38 ml
0.03 ml
0.03 ml
0.003 ml

Tim malzemeler sirayla steril mavi ve sart uglar kullanilarak temiz bir

siseye aktarilip yavagca kangtinlmig, jel donmadan elektroforez aygitina

bosaltilmigtir [50].

2.1.2.32. 2X SDS Jel Yiikleme Tamponu

Tris HCL (Sigma T 8529)
Dithiothreitol (Sigma D 9163)

SDS

Bromophenol blue (Sigma B 8026)

Gliserol

100 mM
200 mM
% 4
%2
% 20

Yukaridaki maddeler kanistirlarak hazirflanmig ve +4°C’° de muhafaza

edilmigtir [50].

2.1.2.33. 5SX Yiiritme Tamponu

Tris (Sigma T 8404)
Glisin (Sigma G 8898)
Deiyonize su

% 10 SDS (2.1.2.28)

151g
% g
900 ml
50 ml

Tris ve Glisin deiyonize suda ¢oziildiikten sonra SDS ilave edilerek 1000

ml’ye deiyonize su ile tamamlanmgtir [50].
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2.1.2.34. Coomasie Brillant Blue ( Jel Boyas )

Coomasie Brillant blue R (Sigma B 8647) 0.25¢g

Metanol 45 ml
Distile su 45 ml
Glacial asetik asit 10 ml

Hazirlanan soliisyon Whatman No.1 filtre kagidindan siizislmigtiir [50].

2.1.2.35. Yikama Tamponu

Metanol 30 ml
Asetik asit 10 ml
Distile su 60 ml

Yukaridaki maddeler kanistirilarak elde edilmigtir [50].

2.1.2.36. Jel Koruma Soliisyonu

Glacial asetik asit 140 ml
Distile su 860 ml

Maddeler karistirilarak elde edilmistir [51].
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2.2. YONTEM
2.2.1. Bacillus cereus Izolasyonu I¢in Uygun Besi Ortammn Belirlenmesi

MYP, PEMBA ve Tryptose Blood Agar Bacillus cereus’ un izolasyonunda
en ¢ok kullamlan bestyerleridir. Bu ¢aliymada, gida maddelerinin analizinde hangi
besiyerinin kullanilacagini belirlemek tizere ilk 4 gida 6rnegi her 3 besiyerine de
ekilmis ve en 1yi sonug alinan besiyeri bundan sonraki gida 6rneklerinde Bacillus

cereus’ un izolasyonu igin kullanilmagtir.
2.2.2. Dondurma Orneklerinin Incelenmesi

Steril beherler icerisinde alman dondurma Orneklerinden sivi hale
geldikten sonra steril distile su igerisinde 10”° e kadar diliisyonlar hazirlanmis ve
bu diliisyonlarin timiinden toplam bakteri sayimi i¢in PCA’ ya 20ul seklinde
damla ekimler, Bacillus cereus vejetatif hiicre sayimi ve izolasyonu i¢in de MYP
agara 100pl yayma ekim yapilmigtir [19,21].

Toplam spor sayimi ve Bacillus cereus sporlarn sayimi ve izolasyonu
icinse, dondurma ornekleri 80°C’ ye ayarlanmis su banyosunda 10 dakika

tutularak PCA’ ya 20ul damla ekimler ve MYP agara da 100ul yayma ekim

yapilmistir. Tim ekimler duplike olarak gergeklestirilmistir [19,21].
PCA ve MYP petrileri 30°C’ ye ayarlanmus etiivde 24 saat inkiibasyona

birakilmg, inkiibasyon siiresi sonunda petriler incelenerek sayim ve izolasyonlar

yapilmugtir [19,21].
2.2.3. Cig Siit Orneklerinin Incelenmesi

Steril kavanozlar igerisinde ortalama 100 ml hacimlerde alinan siit
ornekleri ayni giin laboratuvara getirilerek ekimleri yapilmigtir.
Siit 6rneklerinin pepton salin soliisyonu (PSS) igerisinde 10 e kadar

diliisyonlar: hazirlanmg, tiim diliisyonlardan PCA’ ya 20ul damlatilarak toplam
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bakteri sayimi yapilmustir. Toplam spor sayimu iginse, siit ornekleri 80°C’ ye
ayarlanmig su banyosunda 10 dakika bekletilmis ve ayni gekilde diliisyonlar
hazirlanarak PCA’ ya 20 pl damla ekimleri yapilmigtir.

Bacillus cereus vejetatif hiicre sayimi igin siit 6rnekleri duplike gekilde 10
ml steril santrifty tiiplerine alinarak 2000g’ de 30 dakika santrifiij edilmis, pelet 1
ml pepton salin solisyonunda ¢ozillerek MYP agara 500ul yayma ekimleri
yapilmustir. Bacillus cereus sporlarimin sayumi iginse yine siit 6regi 80°C’ de 10
dakika bekletilerek 1 ml ve 0,1 ml 6rnekler MYP agara direk yayma ekimle
ekilmigtir [21,23].

PCA ve MYP petrileri 30°C” de 24 saat inkiibasyondan sonra incelenmis

ve hem toplam bakteri ve toplam spor sayimlart hem de Bacillus cereus ve sporu

sayimlart yapilmgtir [21,23].

2.2.4. Pastorize Siit Orneklerinin incelenmesi

Sut ornekleri kendi kaplan iginde laboratuvara getirilerek ayni gin iginde
incelemeye alinmigtir.

Siit 6rnekleri diliisyonlar: yapilmadan direk olarak 500 pl alinarak PCA’
ya yayilmug ve toplam bakteri sayimi bulunmustur.

Bacillus cereus sayimi i¢inse 10 ml (duplike) siit 6rnekleri 2000 g’de 30
dakika santrifiij edilmis ve pelet 1 ml pepton salin soliilsyonunda ¢oziilerek 0.5 ml
ve 0.2 ml alinip MYP agara yayma ekim yapiimigtir [21,23].

Ekim yapilmis PCA ve MYP petrileri 30°C” de 24 saat inkiibasyondan

sonra incelenerek toplam bakteri, toplam spor, Bacillus cereus ve sporlarinin

saytm yapilmigtir [21,23].

2.2.5. Peynir Orneklerinin Incelenmesi

Steril petri kabina alinan peynir Ornekleri aym gin laboratuvarda

incelenmigtir.



28

20 gr peynir 6rnegi 180 ml % 0.1° lik peptonlu suda 30 saniye yiiksek
devirde blanderda homojen hale getirilmistir. Buradan 10 e kadar diliisyonlar
hazirlanarak timiinden PCA’ ya damla ekimler yapilmistir. Homojenat 80°C’ de
10 dakika su banyosunda tutularak spor sayimi i¢in 10% ye kadar diliisyonlar
hazirlanmig ve PCA’ ya 20 ul damla ekimler yapilmagtir.

Bacillus cereus vejetatif hiicre sayimu icin homojen hale getirilmis
ornekten 1 ml alinarak MYP’ ye yayma ekim yapilmustir. Ornek 80°C° de 10
dakika bekletilip yine MYP’ ye 1 ml yayma ekim yapilarak Bacillus cereus sporu
sayimina ulagtmistir. Ekim yapilmis petriler 30°C” de 24 saat inkiibasyondan
sonra incelenerek toplam bakteri, toplam spor, Bacillus cereus vejetatif ve
Bacillus cereus sporlarinin sayimi yapilmigstir [26,38].

Tim gida Orneklerinin incelenmesi sonucunda MYP agardaki tipik
Bacillus cereus kolonileri, izolasyon testlerine alinmak iizere yatik niitrient agarda
ve % 15 lik gliserolde stoklanmistir. Niitrient agar tiipleri +4°C’ de, gliserol

stoklari ise —85°C° de muhafaza edilmistir.
2.2.6. Elde Edilen Izolatlara Uygulanan Identifikasyon Testleri

MYP agar uzerinde tipik Bacillus cereus gorinimii veren izolatlarin

saflig1 kontrol edildikten sonra agagidaki identifikasyon testlerine alinmiglardir.
2.2.6.1. Gram Boyama
Lam izerinde tespit edilmig preparat lizerine kristal viyole ve lugol

uygulandiktan sonra % 95’ lik alkol ile renksizlestirme iglemi yapilmigtir. Daha

sonra safranin uygulanmig, boya yikandiktan sonra preparat kurutulmusg ve

immersiyon yag1 damlatilarak 100 liik objektifte incelenmigtir [47].

2.2.6.2. Glukozdan Asit ve Gaz Olusturma

Taze bakteri kiiltiirleri, igerisinde Durham tupleri bulunan glukoz broth
besiyerlerine ekilerek 24 saat 30°C” de inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda tiipler
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asit ve gaz olusumu yoniinden incelenmigtir. Besiyerinin renginin sartya déonmesi

asit uretimi pozitif, durham tiplerinde hava kabarciklarimin varligi da gaz

olusumu pozitif olarak kaydedilmistir [47].

2.2.6.3. Nitrat Rediiksiyonu

Nitrat broth igeren tiiplere taze bakteri kolonileri inokiile edilerek kultiirler
30°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kiiltirler iizerine 250 pl
siilfanilik asit ¢ozeltisi ve 250 ul a-naftilamin soliisyonu damlatilarak 10 dakika

igerisinde besiyerinde kirmizi-kahverengi renk olusumu pozitif sonug¢ olarak

kaydedilmigtir [47].

2.2.6.4. Voges Proskauer Reaksiyonu

MR-VP broth (Glukozlu Fosfatli Buyyon) i¢eren tuplere bakteri kolonileri
inokiile edilerek kiltirler 30°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda temiz bir tipe aktanilmig 3 ml kultiir Gizerine 1.8 ml a-naphtol

solisyonu ve 0.6 ml % 40’ ik KOH damlatilarak pembe renk olusumu pozitif
sonug olarak kaydedilmigtir [47].

2.2.6.5. Hemoliz Testi

% 5 steril kan igeren tryptose blood agar besiyerine izolatlardan ekim

yapilmig, inkiibasyon siiresi sonunda koloniler etrafinda seffaf bir zon olusup

olugmadigina bakilmustir [39].

2.2.6.6. Katalaz Testi

Niitrient agarda gelistirilen kolonilerin tizerine % 3’ lik HyO, ¢ozeltisi

damlatilarak gaz ¢ikis1 pozitif olarak degerlendirilmistir [47].
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2.2.6.7. Niitrient Agarda Ureme

Bakteri kultirii niitrient agara ekilerek 24 saat inkiibasyon sonrasinda

ureme sekli ve koloni morfolojisi incelenmigtir [39].

2.2.7. Total Hiicre Proteinlerinin Elde Edilmesi

Total hicre proteinlerinin elde edilebilmesi i¢in oncelikle 3 farkli yontem
denenerek en uygun yontem secgilmeye caligilmugtir.

1. yontemde [45] bakteri kiiltiirii niitrient agar iizerinde gelistirilerek 1
temsilci koloni alinmg ve igerisinde 25 pl Tampon A (0.5 M Tris HCI, %10 SDS,
%10 Gliserol, %5 B-merkaptoetanol, pH 6.8) bulunan Ependorfa eklenmistir.
Ependorf 10 dakika kaynatilarak igerisine 25 pl distile su ilave edilmigtir. 1
dakika 12.000 rpm (+4°C) santrifugasyon isleminden sonra siipernatant bagka bir
Ependorf tiipiine aktarilarak —20°C’ de muhafaza edilmistir.

2. yontemde [49] bakteri kiltiirti niitrient agarda gelistirilerek kiirdan
yardimiyla Ependorf tiiplerine yaklagtk 50 mg olacak gekilde tartilmigtir.
Ependorf tiiplerine 900 pl Tampon B (%5 B-merkaptoetanol, %10 Gliserol, 0.062
M Tris, 0.05 M EDTA, pH 6.8) eklenerek siispansiyon haline getirildikten sonra
tizerine 10 ul lizozim soliisyonu eklenmis ve 37°C’ de 40-45 dakika inkiibe
edilmigtir. Inkiibasyon igleminden sonra Ependorf iizerine 100 pl % 20’ lik SDS
eklenerek 10 dakika kaynatilmigtir. Daha sonra tiipler 10.000 g’de 10 dakika
+4°C* de santrifiij edilerek siipernatant ayn bir Ependorfa alinmis ve —20°C° de
muhafaza edilmistir.

3. yontemde [44] bakteri hiicreleri oncelikle kats besi ortaminda aktif hale
getirilmis sonra da 100 ml nitrient broth i¢ine yogun agilama yapilarak
calkalamali etiivde (30°C) 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra steril
santrifiij tiiplerinde  10.000 rpm’ de 10 dakika +4°C’ de santrifiigasyon
yapilmugtir. Stipernatant uzaklagtirilarak pelet tizerine 8 mg lizozim ve 4 m! Tris-
citrate tamponundan ilave edilerek oda sicakliginda 10 dakika bekletilmigtir. Daha

sonra tiipler vortex ve elde hafifce kangtirilarak homojen sispansiyon haline
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getirilmistir. Sonikator siselerine aktarilan sispansiyonlar 3sn — 3sn periyotlarda
buz izerinde 5-6 dakika sonike edildikten sonra kirilma 40X objektifle
gozlenmistir. Elde edilen siispansiyon 20.000 g’ de 20 dakika +4°C’ de santrifijj
edilmis, pelete dokunulmadan sadece siipernatant kismm kiigiik hacimler halinde
Ependorflara paylastiriimis, etiketlenmis ve —20°C” de muhafaza edilmistir.

Yukarida verilen 3 yontem ile elde edilen protein orneklerinde protein
miktarlarinin tayini icin Bradford yontemi [48] kullanilmugtir. Standart olarak 1

mg/ml Bovin Serum Albumin (BSA) stok soliisyonu segilmigtir. Belirli protein
miktarlarina karsilik gelen absorbans degerleri 595 nm’ de okunarak standart egri
cikartilmis ve protein miktan bilinmeyen 6rmek i¢in elde edilen absorbans

degerleri bu egriyle kargilagtirilarak protein miktar: tayin edilmistir.
2.2.8. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Elektroforez igin gerekli olan malzemeler hazirlandiktan sonra tiimii uygun
ortamlarda muhafaza edilmistir. Elektroforez tanki uygun bicimde kurulduktan
sonra jelin hazirlanmasi [50] islemine gegilmistir.

% 10’ luk 10 ml ayirma jelinin hazirlanmasi icin gerekli olan H20, % 30
akrilamid karigum, 1.5 M Tris (pH 8.8), % 10 SDS, % 10 AMPS ve TEMED
materyal bolimiinde belirtildigi miktarlarda steril mavi ve sar1 uglar araciligiyla
temiz bir tip icinde hazirlanmig ve sonra da jel aygitina karigim bosaltilmagtir.
Diiz bir yiizey elde etmek i¢in dokiilen jel Gzerine su ile doyurulmus biitanolden
4-5 damla ilave edilmistir. Jel donduktan sonra biitanol distile su ile temizlenmig
ve kurutma kagidi araciligiyla da su alinmigtir.

3 ml yiikleme jelinin hazirlanmasi i¢in gerekli olan H;O, % 30 akrilamid
karigimi, 1 M Tris (pH 6.8), % 10 SDS, % 10 AMPS ve TEMED gerekli
miktarlarda steril mavi ve sar1 uglar araciligiyla hazirlanmig ve donmug olan
yiikleme jelinin tizerine dokiilmiigtiir. Bu iglemi takiben 12 c¢ukurlu tarak jele
yerlestirilmisgtir. Yikleme jeli kuruduktan sonra 1X vyiiritme tamponu ile
elektroforez tanki doldurulmug, tarak jeli bozmayacak sekilde dikkatlice

¢ikarilmig ve taragin olusturdugu gukurlara numara verilmigtir.
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Jel dokme iglemi bittikten sonra yuoritilecek protein Ornekleri ve
isaretleyici protein temiz Ependorf tiipleri i¢inde hazirlanmigtir. Jel ¢ukurlarina
yiklenen protein miktarninin 25 pg/30 ul — 30 pg/30 ul arasinda olmasina 6zen
gosterilmigtir.

30 ul protein Orneginin Gzerine 10 pl 2X jel yiikkleme tamponu ilave
edilerek toplam 40 pl hacim elde edilmistir. Benzer gekilde 5 pl genis aralikli
isaretleyici protein (Sigma M 4038) uizerine 10 pl 2X jel yiikleme tamponu ve 25
ul distile su ilave edilmigtir.

Bu sekilde hazirlanan protein ornekleri 2-3 dakika kaynayan su iginde
bekletilmis ve Ependorflarda toplanan su buharini toplamak igin 12.000 rpm’ de 1
dakika santrifiyj edilmigtir.

Hazirlanan protein ornekleri Hamilton siringa yardimi ile donmusg jelde
olusmug cukurlara aktarilmis ve 80 V’ luk elektrik akimi uygulanarak
elektroforeze tabi tutulmustur. Boya ayirma jelinin baglangi¢ cizgisine geldiginde
giic kaynagi 140 V’ a ayarlanmugtir. Boya jelin sonuna ulastiginda elektroforeze
son verilmis ve jel elektroforez tankindan gikariimugtir. Temiz bir kaba alinan jel,
jel boyast (Coomasie Brillant Blue) ile 2 saat boyanmistir. Boyama isleminden
sonra yikama tamponu i¢ine konulan jel bir gece boyunca hafifge galkalanarak
fazla boyanin uzaklagmasi saglanmigtir. Daha sonra jel, koruma soliisyonu igine

alinarak fotograflar1 ¢ekilmigtir.
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3. BULGULAR

3.1. Bacillus cereus izolasyonu icin Uygun Besi Ortammin Belirlenmesi

Calisgmanin baglangicinda Bacillus cereus’ un izolasyonu i¢in 3 ayri
besiyeri kullanilarak en uygun besiyerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu nedenle
Bacillus cereus’ un izolasyonunda siklikla kullanilan MYP, PEMBA, Tryptose
Blood Agar besiyerleri kargilagtinlmigtir. (Cizelge 3.1.)

Cizelge 3.1. MYP, PEMBA ve Tryptose Blood Agar besiyerlerinin dondurma 6rmeklerinden
Bacillus cereus izolasyonu yoniinden karsilastiriimasi.

Ornek No PEMBA MYP Tryptose Blood Agar
1A - - 1 cfi/ml
1B - - 2 cf/ml
1C 2x10° cfu/ml 5x10° cfu/ml 1x10° cfu/ml
1D 1x10° cfu/ml 1.5x10° cfu/ml 1x107 cfi/ml

Dondurma omekleri 1A ve 1B, PEMBA ve MYP besi ortaminda hic
koloni olusturmaz iken, Tryptose Blood Agar’ da sirasiyla 1 ve 2 koloni
olusturmuglardir. Buna karsin 6rnek 1C ve 1D ornekleri her tig besiyerinde de

koloni olusturmus ve Tryptose Blood Agar’ dan sonra MYP agar tizerinde daha

fazla koloni gozlenmistir (Cizelge 3.1). Ancak yapilan caligmalar [10,16]
Tryptose Blood Agar’in Bacillus cereus’ un izolasyonu i¢in ¢ok segici bir besiyeri
olmadigini gostermektedir. MYP ve PEMBA izolasyon yoninden ¢ok biyuk
farkliliklar gostermemektedir. Bu nedenle bundan sonraki islemlerde Bacillus
cereus izolasyonu i¢in MYP agar besiyeri kullamilmistir.

Gida orneklerinden besiyerine ekimler yapilarak 30°C’ de 24 saat
inkiibasyon sonrasinda MYP agar iizerinde krem renkli, etraflarini ve besiyerini
pembeye boyamg ve cevrelerinde presipitasyon halkasi olusturmus koloniler
Bacillus cereus olarak tammlanmstir. Bu koloniler saflastinlarak niitrient agar
iceren yatik tiiplere stoklanmigtir. Ayrica % 157 lik gliserol i¢inde stoklar
hazirlanarak -85°C” de saktanmustir.



34

3.2. Incelenen Orneklerdeki Mikroorganizma Sayilar
3.2.1. Dondurma Orneklerindeki Mikroorganizma Sayilar:

Bu c¢aligmada 11 farkli pastaneden alinan 25 adet dondurma o6rnegi
incelenmig, dondurma o6rneklerindeki vejetatif hiicrelerden ve sporlardan elde
edilen izolatlar 1 ile simgelenip; spor sayimindan saflastirilan izolatlar ise S ile de
belirtilmigtir. Incelenen dondurma orneklerindeki toplam bakteri, toplam spor,
Bacillus cereus vejetatif hiicre ve Bacillus cereus sporlarinin sayilar1 Cizelge 3.2
de verilmigtir. Incelenen orneklerdeki en diisiik toplam bakteri sayist 1N
orneginde gozlenmis ve 5x10% cfu/ml olarak belirlenmistir. En yiiksek sayim ise
8.5x10° cfi/ml olarak 1K émeginde bulunmustur. Ortalama olarak toplam bakteri
saytlar1 10°, 10°, 107 cfu/mi olarak kaydedilmistir. Toplam spor sayimlarinda ise 4
ornekte (1B,1P,1R,1V) spor saptanamamig, en diigilk spor sayis1 1x10 cfu/ml ile
10 6meginde gozlenmis, en yiiksek spor sayist ise 8.3x10° cfu/ml olarak 1D
érneginde bulunmustur. Ancak ortalama spor sayilarni genellikle 10% 10°, 10*
cfu/ml diizeylerinde elde edilmistir.

Incelenen 25 dondurma o6rneginin 7 tanesinde (Ormnek no
1A,1B,1C,1D,1G,18,1Y) yani % 28’ inde Bacillus cereus olarak degerlendirilen
kolonilere rastianmigtir. 5 dondurma 6rneginde de (1A,1C,1F,1G,1Y) (% 20)
Bacillus cereus sporlar1 belirlenmistir. Bacillus cereus vejetatif hiicre ve
sporlariin sayisi ise 1x10 (Ornek no 18) ile 3x10° (Omnek no 1C) cfu/ml arasinda
belirlenmigtir.

25 dondurma 6rneginin incelenmesi sonucunda elde edilen veriler, toplam
bakteri yiikii agisindan tikketime sunulmug olan dondurmalarin 11 adedinin (% 44’
iiniin) gida tizigiine uygun olmadigim gostermektedir. Bacillus cereus’ un gerek
vejetatif hiicre ve gerekse spor sayimlari ise bakteri dizeyinin gida zehirlenmesi
olusturabilecek durumda olmadigin1 gostermektedir. Ciinkii Bacillus cereus’ un
gida zehirlenmesi olusturabilmesi igin 10°-10° cfi/ml diizeylerinde bulunmast

gerekmektedir.
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Cizelge 3.2. Dondurma 6rneklerindeki toplam bakteri, toplam spor, Bacillus cereus vejetatif hiicre
ve Bacillus cereys sporlarmn sayist

Ornek Toplam Bakteri Toplam Spor Sayis1 Bacillus cereus Bacillus cereus
Sayisi cfu/ml cfu/ml Vejetatif hiicre Sayis1 | Spor Sayis1 cfu/ml
cfu/ml

1A 2.1x10° 5x10 2x10 2x10
1B 4.3x10° - 2x10 -
1C 2.2x10° 3.5x10° 1x10° 3x10°
1D 2.9x10° 8.3x10° 3x10” -

1E 2.1x10° 4.5x10" - -

IF 1.2x10° 5.5x10% - 1x10
1G 1x10° 7.5x10° 1.5x10° 3x10%
1H 1.4x10° 4.5x10° - -

11 2.25x10° 2.5x10° - -

1J 1.2x10 2x10° - -
1K 8.5x10° 1.5x10° - -

1L 1.65x10° 1.7x10° - -
M 3x10° 2.5x10° - -
IN 5x107 1x107 - -
10 3.5x10° 1x10 - -
10 1.35x10° 2.5x10° - -

1P 1.5x10° - - -
IR 1.5x10° - - -

1S 1.6x10° 2x10° - -

1S 2.5x107 8.5x107 1x10 -

1T 3x107 8.5x10" - -
1U 8.5x10° 2.5x10° - -
v 1.5x10° ) - -
1Y 1.55x10° 2.5x10° 3x10 5
1Z 4.5x10° 5x10° - -
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3.2.2. Cig Siit Orneklerindeki Mikroorganizma Sayilar

27 adet ¢ig siit orneginin incelendigi caligmada ¢ig sut ornekleri 2 ile
simgelenmistir S ise sporlari belirtmektedir. Cig siit orneklerindeki toplam
bakteri, toplam spor, Bacillus cereus vejetatif hiicre ve Bacillus cereus sporlarinin
sayllar1 Cizelge 3.3.” de verilmigstir. Cig sut orneklerindeki en disik toplam
bakteri sayis1 2L orneginde gozlenmis ve 7x10° cfu/ml olarak belirlenmistir. En
yitksek toplam bakteri sayimi ise 4x10° cfu/ml ile 2B orneginde bulunmustur.
Incelenen diger 6rneklerdeki toplam bakteri sayilani ise, ortalama 10°, 107 cfu/ml
arasinda degismigtir. Toplam spor sayimlart incelendiginde ise 2.5x10 cfu/ml en
dasiik spor sayimu olarak 2m orneginde bulunmugtur. En yiitksek spor sayimi ise
1.4x10* cfu/ml ile 20 6mneginde kaydedilmistir. Ortalama spor sayisi ise 10°-10°
cfu/ml arasinda elde edilmistir. 1 6rnekte ise (21) spor sayimi elde edilememistir.

Incelenen 27 adet ¢ig siit 6rneginin 3 tanesinde (2X,2Y,2Z) yani % 11.1°
inde Bacillus cereus olarak tanimlanan kolonilere rastlanmigtir ve Bacillus cereus
sayilart 25 cfu/10 ml, 3 cfi/10 mi, 12 cfu/10 ml olarak belirlenmistir. Bacillus
cereus sporlarina ise 15 ¢ig siit orneginde (% 55.5) rastlanmustir. Ancak Bacillus
cereus sporlar1 sayisi oldukga diigik bulunmustur (1-30 cfu/ml).

Incelenen ¢ig siit orneklerinin Bacillus cereus sayisinin gida zehirlenmesi
olusturabilecek diizeyde olmadig: belirlenmistir. Ancak genel olarak 6rneklerdeki

toplam bakteri ve spor sayilarinin yiiksek diizeylerde oldugu gorilmektedir.
3.2.3. Pastorize Siit Orneklerindeki Mikroorganizma Sayilan

22 adet pastorize siit orneginin incelendigi bu caligmada pastOrize siit
ornekleri 3 ile simgelenmistir. Incelenen pastorize siit érneklerindeki toplam
bakteri ve toplam Bacillus cereus sayilart Cizelge 3.4.° te verilmigtir. Pastorize
sitin tilketime sunulmadan Once bir isisal igleme tabi tutuldugu bilindigi igin
tekrar bir 80°C’ de 10 dakikalik 1s1 muamelesi yapilmamistir. Pastorize siit
orneklerindeki en disilk toplam bakteri sayist 1.8x10 cfu/ml olarak 3N
orneginden elde edilmistir. En yitksek sayim ise 2.34x10° cfu/ml ile 3M orneginde
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bulunmustur. Ancak ortalama 5x10-1.5x10% cfu/ml arasinda sayimlar elde
edilmistir.

Incelenen 22 adet pastorize siit orneginin 19 tanesinde (% 86.36) Bacillus
cereus olarak tammlanan kolonilere rastlanmigtir. Oran yiiksek olmasina ragmen
pastorize siit oOrneklerindeki toplam bakteri sayilarimin ve Bacillus cereus

sayilarinin oldukga disik oldugu gozlenmigtir.
3.2.4. Peynir Orneklerindeki Mikroorganizma Sayilar:

24 adet peynir orneginin incelendigi caligmada peynir ornekleri 4 ile
simgelenmis, sporlardan elde edilen izolatlar S ile de belirtilmistir. Incelenen
peynir o6rneklerindeki toplam bakteri, toplam spor, Bacillus cereus vejetatif hiicre
ve Bacillus cereus sporlarimin sayimlart Cizelge 3.5. te verilmistir. Incelenen
peynir orneklerindeki en digiik toplam bakteri sayist 2.5x10° cfu/ml ile 4H
oreginden elde edilmistir. En yiiksek sayim ise 2.5x10° cfu/ml ile 4C 6rneginde
gozlenmistir. Ortalama olarak ise 10°-107 cfu/ml arasinda toplam bakteri sayimlari
elde edilmistir. Toplam spor sayumi ise ortalama 2x10-2x10° cfi/ml arasinda
belirlenmisgtir.

Incelenen 24 peynir 6rneginin 9 tanesinde (% 12.5) Bacillus cereus olarak
tanimlanan kolonilere rastlanmigtir. 3 peynir Orneginde ise (% 12.5) Bacillus
cereus sporu sayilmigtir. Ancak 6rneklerde belirlenen Bacillus cereus vejetatif
hiicre ve Bacillus cereus sporlarmin sayist olduk¢a digik bulunmustur (1-19

cfu/mi).
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Cizelge 3.3. Cig sit 6rneklerindeki toplam bakteri, toplam spor, Bacillus cereus vejetatif hiicre ve

Bacillus cereus sporlarmin sayisi

Ornek | Toplam Bakteri | Toplam Spor Sayis1|  Bacillus cereus Bacillus cereus
Sayis1 cfu/ml cfu/ml Vejetatif hiicre Sayis1 | Spor Sayis1 cfu/ml
cfu/10ml
2A 8.5x10’ 2x10° - -
2B 4x10° 1x10° - 1
2C 1.7x10° 2.5x10° - -
2D 1.6x10° 4.5x10° - -
2E 9x10’ 3.5x10° - 5
2F 1.65x10° 6.5x10° - 19
2G 1.1x10’ 1x10° - -
2H 2.5x107 6x10° - -
21 2.1x10’ 5x10* - 20
21 2.05x10 - - B
2J 1.95x10° 1x10° - 24
2K 1.65x10° 6x10° - 1
2L 7x10° 1x10° - 2
2M 7x10° 8.5x10° - -
2N 1.35x10° 3x10° - 4
20 5x10° 1.4x10° - 13
2P 7.5x107 1x10° - 30
2R 1.65x10° 5x107 - -
28 4x10° 1.5x107 - -
2T 3.5x107 2x10° - 5
2U 1.2x10 5x10 - -
2V 1.2x10° 2.5x10 25 1
2Y 9.5x10° 2.5x10 3 -
2Z 7x10° 2.5x10 12 2
2W 1.05x10’ 1x10° - 1.5
2X 1.2x10° 5x10 - 1
2 9x10° 2.5x10 - -
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Cizelge 3.4. Pastérize siit 6rneklerindeki toplam bakteri ve toplam Bacillus cereus sayilar

Ornek Toplam Bakteri Sayis1 cfu/ml Bacillus cereus sayisi cfu/ml
3A 1.4x107 -
3B 6.4x10 1.6
3C 1.1x10° 2
3D 5.8x10 1
3E 7x10 8
3F 6.2x10 -
3G 8.6x10 0.5
3H 9.4x10 8.5
31 9.8x10 14
31 3.6x10 0.3
3K 3x10 0.4
3L 8.8x10 0.4
3M 2.34x10° 0.2
3N 1.8x10 1
30 8.8x10 0.7
3P 9.2x10 0.3
3R 1.9x10 0.4
38 3.2x10 0.4
3T 2x10° -
3U 5x10 1.5
3V 7.8x10 3
3Y 4x10” 0.8
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Cizelge 3.5. Peynir 6reklerindeki toplam bakteri, toplam spor, Bacillus cereus vejetatif hiicre ve
Bacillus cereus sporu sayilan

Ornek Toplam Bakteri Toplam Spor Sayis1 Bacillus cereus Bacillus cereus
Sayis1 cfu/ml cfu/ml Vejetatif hiicreSayis1 | Spor Sayis1 cfu/ml
cfu/ml
4A 1.95x10° 2.5x10 - -
4B 2.05x10° 2.5x10 5 5
4C 2.5x10% 1x10° - -
4D 3.5x10° 2x10° 1 1
4E 2.25x10" 5x10 2 2
4F 8x10° 5x10 -
4G 2x107 1.5x10 1.5 -
44 2.5x10° - - -
41 1.4x10’ 7.5x10 9 -
4K 2.3x10° 5x10 - -
4L 1.15x10° 1x10° - -
4M 7.5x10° 5x10 14 -
4N 5.5x10° - - -
40 1x10° 2.5x10 - -
4P 3x10° 2.5x10 - -
4R 1.4x10 1x10° - -
4S 2.25x10° 1x10° 19 -
4T 1.65x10 8.4x10 - -
4U 1.65x10" 2x10 - -
40 4x10° 8x10 - -
4V 3.5x10° 2x10% 18 -
4Y 5x10° 6.4x10 - -
47 1.2x107 3.2x10 - -
4w 1.15x10° 1.28x10° - -
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3.3. Elde Edilen izolatlara Uygulanan Identifikasyon Testleri

Dondurma, ¢ig sit, pastorize siit ve peynir Orneklerinin incelenmesi
sonucunda toplam 82 izolat saf kiltir halinde elde edilmistir. Bu izolatlarin 11
tanesi dondurma oOrneklerinden, 28 tanesi ¢ig sut Orneklerinden, 28 tanesi
pastorize siit orneklerinden ve 15 tanesi de peynir orneklerinden elde edilmistir.
Tum izolatlarin hem nutrient agar igeren yatik agarlara hem de % 15’ lik gliserole
stok kiiltiirler1 hazirlanarak identifikasyon testlerinde kullamiimak iizere
muhafazasi saglanmagtir.

Gram reaksiyonu, hiicre morfolojisi, hemoliz, glukozdan asit ve gaz
olusturma, nitrati-nitrite indirgeme, Voges-Proskauer reaksiyonu, niitrient agarda
ureme tipi ve katalaz gibi testler tiim izolatlara uygulanmugtir. Standart Bacillus

cereus’ un (NRRL B-3711) MYP agardaki gorintisi Sekil 3.1.” de verilmisgtir.

3.3.1. Gram Boyama ve Hiicre Morfolojisi

Izolatlar Gram boyas1 ile boyamp mikroskopta incelendiginde mor renkte
cubuklar olarak goézlenmigtir. Tim izolatlar Gram (+) basil olarak

degerlendirilmistir.

3.3.2. Glukozdan Asit ve Gaz Olusturma

82 izolatin tiimii Durham tipleri igeren glukoz broth besiyerini kirmizi
renkten sar1 renge doniistirerek glukozdan asit tiretmiglerdir. Durham tiiplerinde
ise hava kabarcig1 gézlenmemigtir. Tiim izolatlar glukozdan asit olugturmus ancak

gaz olugturmamigtir. Pozitif ve negatif test sonuglar Sekil 3.2.” de verilmigtir.

3.3.3. Katalaz Testi

Niitrient agarda geligtirilen izolatlarin kolonileri tizerine %3’ lik H,O;
¢ozeltisi damlatilarak gaz gikisi pozitif olarak degerlendirilmistir. 82 izolatin fiimi

katalaz pozitif olarak kaydedilmigtir.
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3.3.4. Hemoliz Testi

%S5 steril kan iceren tryptose blood agar besiyerine izolatlardan ekim
yapilmig, 30°C’ de 24 saat inkiibasyona birakidlmigtir. Inkiibasyon sonunda
kolonilerin etrafinda seffaf bir zon olusup olugsmadig: incelenmistir. Calismamizda
elde edilen 82 izolatin 69 tanesinin hemoliz yaptigi, 13 tanesinin ise hemoliz

yapmadig belirlenmigtir.
3.3.5. Nitrat Rediiksiyonu

Elde edilen izolatlar nitrat broth igeren tiiplere inokiile edilmis ve 30°C de
24 saat inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirler iizerine
250 pl silfanilik asit ¢ozeltisi ve 250 pl o-naftilamin soliisyonu damlatilarak
besiyerinde kirmizi-kahverengi rengin olugumu pozitif sonu¢ olarak
kaydedilmigtir. 82 izolatin 8 tanesinin nitrati-nitrite indirgeyemedigi, 74 tanesinin
ise pozitif sonug verdigi gozlenmistir. Pozitif ve negatif test sonuglart Sekil 3.2.°

de verilmisgtir.
3.3.6. Voges Proskauer Reaksiyonu

Izolatlar MR-VP broth (glukozlu fosfatli buyyon) igeren tiiplere ekilmis ve
30°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda kiltiirler iizerine
o-naftol soliisyonu ve %40’ lik KOH ¢ozeltisi damlatilarak besiyerinde pembe
renk olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir. 4 izolatin Voges Proskauer
reaksiyonu test sonuglar1 negatif, 78 tanesinin ise pozitif olarak belirlenmistir.

Pozitif ve negatif test sonuglart Sekil 3.2.” de verilmistir.
3.3.7. Niitrient Agarda Ureme
Niitrient agarda koloni tipi Bacillus cereus ile Bacillus mycoides

arasindaki en 6nemli farktir. Pekgok karakter yoniinden benzerlik gosteren bu iki

bakteri tiirinden Bacillus cereus niitrient agarda dallanmamis koloniler
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olustururken, Bacillus mycoides ise dallanmig (rhizoidal) koloniler
olusturmaktadir [21,23,39]. 82 izolatin 12 tanesi niitrient agarda dallanmus tipli
koloni olustururken 70 tanesi normal tireme gdstermistir.

Sonugta Gram (+) basil, glukozdan asit olusturan fakat gaz olusturmayan,
lesitinaz pozitif olan, 3-hemoliz yapan, nitrati-nitrite indirgeyen, Voges-Proskauer
reaksiyonu pozitif olan, katalaz pozitif olan izolatlar Bacillus cereus olarak
identifiye edilmigtir. Yapilan identifikasyon testleri sonucunda; gida
orneklerinden elde edilmig 82 izolatin 69 tanesi Bacillus cereus olarak

tammlanirken 13 tanesi tanimlanamamigtir. Uygulanan tim identifikasyon

testlerinin sonuglari Cizelge 3.6.” da verilmistir.

Sekil 3.1. Standart Bacillus cereus’ un (NRRL B-3711) MYP agarda goriiniimii

adaly

Jaldgiy (8 F

ierkez Kiiiphar
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Sekil 3.2. Glukozdan asit ve gaz olusumu, Voges Proskauer reaksiyonu, Nitrat Rediiksiyonu test
sonuglan

K — Kontrol

A — Glukozdan asit (+), gaz (-)

B - Glukozdan asit (-), gaz (-)

C — Voges Proskauer Reaksiyonu (+)
D — Voges Proskauer Reaksiyonu (-)
E — Nitrat Rediiksiyonu (+)

F — Nitrat Rediiksiyonu (-)

A.C.E — Basillus cereus (NRRL B 3711)
B.D.F — Bacillus sphaericus (NRRL B 4897)



Cizelge 3.6. Identifikasyon test sonuglari

Izolat Gr Reaksiyonu | Glukozdan | Glukozdan B Nitrat Voges Niitrient A’ da | Katalaz Muhtemel
ve Morfoloji Asit Gaz Hemoliz | Rediiksiyonu | Proskauer Ureme identifikasyon
B. cereus Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus

NRRL B 3711

. 1GSd -Gram (+) basil F - -t + o+ Dallanmig | + Bacillus cereus
1FS Gram (+) basil + - + + - Dallanmus + Bacillus cereus
1G Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
1YS Gram (+) basil + - + + + Normal . + Bacillus cereus
1Sa Gram (+) basil + - + + + Dallanmig + Bacillus cereus
1Y Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
1GSc Gram (+) basil + - + + + Dallanmig + Bacillus cereus
1Sb Gram (+) basil + - + + + Dallanmig + Bacillus cereus
1GSa Gram (+) basil + - + + + Dallanmuig + Bacillus cereus
- 1C Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
1GSb Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
2Ve Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
2BS Gram (+) basil + - + + - Normal + Bacillus cereus
208a Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
2FSa Gram (+) basil + - + + Normal + Bacillus cereus

1 2



Cizelge 3.6. (Devam) Identifikasyon test sonuglarn

Izolat Gr Reksiyonu | Glukozdan | Glukozdan B Nitrat Voges Niitrient A’ da | Katalaz Muhtemel
ve Morfoloji Asit Gaz Hemoliz | Rediiksiyonu | Proskauer Ureme identifikasyon
2Va Gram (+) basil + - + - + Normal + Bacillus cereus
21Sa Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
.2PSa . ...} Gram (+)basil | + - o+ ot +. _ Normal + | Bacillus cereus
2PSb Gram (+) basil + - - + + Dallanmisg + 6]
2JSb Gram (+) basil + - - + + Normal + -
2TSa Gram (+) basil + - - + + Normal + )
2NSa Gram (+) basil + - - + + Normal + e
21.Sb Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
2]Sa Gram (+) basil + - - + + Normal + Q)]
2Y Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
2WS Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
2Zb Gram (+) basil + - - + + Normal + )
2XS Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
2NSb Gram (+) basil + - - + + Normal + )
2KSa Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
2TSb Gram (+) basil + - - + + Normal + ©)
2FSb Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus

9%



Cizelge 3.6. (Devam) Identifikasyon test sonuglan

Izolat Gr Reaksiyonu | Glukozdan | Glukozdan B Nitrat Voges | Niitrient A’ da | Katalaz Muhtemel
ve Morfoloji Asit Gaz Hemoliz | Rediiksiyonu | Proskauer Ureme identifikasyon
2Za Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
208b Gram (+) basil + - + + + Normat + Bacillus cereus
~2ISb.___} _Gram (+) basil + - + + Lt Normal |+ | Bacillus cereus
2LSa Gram (+) basil + - + - + Normal + Bacillus cereus
2ZS Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus ceréus
2ES Gram (+) basil + - + + + Normal - + Bacillus cereus
2Vb Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
3N Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
3Eb Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
3U Gram (+) basil + - + + + Dallanmis + Bacillus cereus
3Va Gram (+) basil + - + + + Dallanmusg + Bacillus cereus
3Y Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
3Vb Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
3Ha Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
38 Gram (+) basil + - + - + Normal + Bacillus cereus
3Ba Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
3P Gram (+) basil + - + + + Dallanmig + Bacillus cereus

Ly



Cizelge 3.6. (Devam) Identifikasyon test sonuglart

izolat Gr Reksiyonu | Glukozdan | Glukozdan B Nitrat Voges Niitrient A’ da | Katalaz Muhtemel
ve Morfoloji Asit Gaz Hemoliz | Rediiksiyonu | Proskauer Ureme Identifikasyon
3Ib Gram(+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
3Da Gram(+) basil + - + + + Datlanmig + Bacillus cereus
3Db | Gram(Hbasil |+ - R * + ‘Normal * Bacillus cereus
3Cc Gram(+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
3Cb Gram(+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereu&
3Ca Gram(+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
30 Gram(+) basil + - - + + Normal + O]
3L Gram(+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
3R Gram(+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
3Ea Gram(+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
iBb Gram(+) basil + - + s + Normal + Bacillus cereus
3Ec Gram(+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
3K Gram(+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
3M Gram(+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
3Hb Gram(+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
3G Gram(+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
31 Gram(+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus

8Y



Cizelge 3.6. (Devam) Identifikasyon test sonuglart

Izolat Gr Reaksiyonu | Glukozdan | Glukozdan B Nitrat Voges Niitrient A’ da | Katalaz Muhtemel
ve Morfoloji Asit Gaz Hemoliz | Rediiksiyonu | Proskauer Ureme Identifikasyon
31a Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
4Ba Gram (+) basil + - - + + Normal + )

D) ~Gram () basil |+ - - - o Normal |+ Lo
B0 Gram (+) basil ¥ . - T . Normal T o1
4Sa Gram (+) basil + - + - + Normal + Bacillus cereus
4Vb Gram (+) basil + - + + + Datlanmis + Bacillus cereus
4Va Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
4E Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
45b Gram (+) basil + - + - + Normal + Bacillus cereus
4Ve Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus

4F Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
4Ma Gram (+) basil + - + + - Normal + Bacillus cereus
4Mb Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
4G Gram (+) basil + - + - + Normal + Bacillus cereus
41a Gram (+) basil + - - - + Dallanmis + )
4D Gram (+) basil + - + + + Normal + Bacillus cereus
+ pozitif sonug — negatif sonucu (-) ise identifiye edilememis izolatlart gostermektedir

6v
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3.4. Total Hiicre Proteinlerinin Elde Edilmesi ve SDS Poliakrilamid Jel

Elektroforezi

Bacillus cereus olarak degerlendirilen izolatlardan 1G (dondurma) ve 3N
(pastorize siit) ile standart Bacillus cereus (NRRL B-3711) total hiicre
proteinlerinin eldési i¢in en uygun yontemi belirlemek tizere 3 ayr yonteme tabi
tutulmuslardir. En yiiksek protein konsantrasyonu (en yiiksek absorbans - 595 nm)
sonikatorle muamele edilen 6rneklerde saptanmigtir. Her 3 yontemle hazirlanan
Bacillus cereus protein ekstreleri SDS poliakrilamid jel elektroforezine tabi
tutularak protein bantlarinin ayrilmasi saglanmstir. Total hiicre proteinlerinin elde
edilmesinde kullamilan 3 yOnteme ait absorbans sonuglari Cizelge 3.7 de

verilmigtir.

Cizelge 3.7. Total hiicre proteini elde etmek i¢in kullamlan 3 yonteme ait absorbans sonuglari

Bakteri 1. yontem 2. yontem 3. yontem
Bacillus cereus (NRRL B 3711) 0.235 0.255 1.017
1G 0.241 0.250 0.899
3N 0.382 0.276 0.750

Matar ve ark. [45] ve Klement ve ark. [49]” min yontemine gore hazirlanan
protein orneklerinde protein konsantrasyonlant ¢ok diisiik bulunmustur (Cizelge
3.7;1. ve 2. Yonteme ait absorbans sonuglari). Ayrica hazirlanan protein
ekstrelerinin bant ayrimlar1 gozlenememistir (Sekil 3.3; 1,2,3,4,5 ve7 no’ lu
gukurlar).

Viola ve ark. [44] nin yontemiyle Tris citrate tamponu iginde 3sn-3sn
periyotlarda buz iizerinde 5-6 dakika sonikasyona tabi tutularak hazirlanan protein
orneklerinde hem protein konsantrasyonu daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 3.7,
3. yonteme ait absorbans sonuglar) hem de diger yontemlere gore daha iyi bir
bant ayrimi gozlenmistir (Sekil 3.3; 8,9 ve 10 no’lu cukurlar). Bu nedenle
caligmamizda izole edilen diger Bacillus cereus izolatlaririn protein :ekstrelerinin

hazirlanmasinda bu yontem (sonikasyonla muamele) tercih edilmistir. |
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Sekil 3.3. Total hiicre proteinlerinin elde edilmesinde kullanilan 3 yonteme ait protein bantlary
1-2-3 no’ lu gukurlar 1. yontem

4-5-7 no’ lu gukurlar 2. yéntem

8-9-10 no’ 1u gukuriar 3. yontemle elde edilmis protein ekstrelerini igermektedir.

1-4-8-n0’ lu gukurlar Bacillus cereus NRRL B-3711

2-3-9 no’ lu qukurlar 1G izolats

3-7-10 no’ lu gukurlar 3N izolatina ait protein ekstrelerini igermektedir.

3. yontem (sonikasyon) kullamlarak standart Bacillus cereus (NRRL B
3711) ve bizim ¢aligmamizdan elde edilen 10 izolatin (1G, 1Y, 2KSa, 2Y, 2FSb,
3N, 3Y, 3Cb, 4F,: 4E) protein Ornekleri hazirlanarak SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforezinde protein profilleri elde edilmek tizere elektroforeze tabi
tutulmustur. 2’ si dcj)ndurma orneklerinden, 3 tanesi ¢ig sit orneklerinden, 3 tanesi
pastorize siit orneklerinden ve 2’ si de peynir orneklerinden elde edilmis 10
izolatin timiinin SDS—PAGE’ de band ayrimi olugturduklar: gozlenmistir (Sekil
3.4; 1-5 ve7-12 no’ lu gukurlar). 6 no’ lu gukurda yer alan genis aralikli protein
isaretleyicisi (Sigma M 4038) uretici firmanin taahhit ettigi 13 farkli molekiil
agirligindaki (sirastyla 205.000, 116.000, 97.000, 84.000, 66.000, 55.000, 45.000,
36.000, 29.000, 24.000, 20.000, 14.200 ve 6.500 Da) bandlar1 olusturmamistir.

Bizim tespitlerimize gore jel uizerinde tahminen 9 band belirmistir (Sekil 3.4; 6
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no’ lu ¢ukur). Bu bandlarin hangisinin hangi molekiil agirhigina karsihk geldigi
tespit edilememistfir. Bu nedenle de orneklere ait protein bandlarinin molekiil
agirliginin tesbiti yapllamamlstlr. Birinci gukurda bulunan Bacillus cereus NRRL
B 3711, 2. gukurda bulunan 1G, 4. gukurda bulunan 2KSa, 5. gukurda bulunan 2Y
izolat1 ile, 10, 11 ve 12. gukurlarda bulunan 3Cb, 4F ve 4E izolatlarina oranla; 3.
gukurda yuriitillen 1Y, 7. cukurda yiritilen 2FSb, 8. cukurda yiritilen 3N ve 9.
cukurda yuritalen 3Y izolatlann daha koyu protein bantlari olusturmuslardir.
Standart Bacillus éereus NRRL B 3711 (1 no’ lu gukur) ile bizim ¢aligmamizda
identifiye ettigimiz 10 Bacillus cereus susu genel olarak birbirine benzer protein

band profilleri olugturmuglardir ($ekil 3.4.)

Sekil 3.4. Bacillus cereus izolatlanmin total hiicre proteinlerinin SDS-PAGE yontemi ile
incelenmesi ‘ '

1. cukur Bacillus cereus NRRL B 3711, 2. gukur 1G (dondurma), 3. gukur 1Y (dondurma), 4.
cukur 2K Sa (¢ig siit), 5. qukur 2Y (gig siit), 6. cukur isaretleyici protein (Sigma M 4038), 7. gukur
2FSb (¢ig siit), 8. cukur 3N (pastorize sit), 9. gukur 3Y (pastorize siit), 10. cukur 3Cb (pastorize
siit), 11. qukur 4F (peynir), 12. cukur 4E (peynir)
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4. TARTISMA VE SONUC

Bacillus cereus gida zehirlenmelerine neden olan patojen bir
mikroorganizmadir. Siit ve siit Griinleri, piring, nigasta, baharat, kuru gidalar ve et
uriinlerinden siklikla izole edilebilecegi bildirilmistir. Bacillus cereus siit ve siit
mamiillerinde ¢ok yaygin olup ¢ig sutlerde herzaman bulunmaktadir.
Pastorizasyon sonrésmda ise sporlarmin canli kalabilecegi belirtilmektedir. Bu
nedenle de siit kalitesini etkileyen en 6nemli mikroorganizmalardan birisinin de
Bacillus cereus oidugu bildirilmistir. Bir yandan fermentatif etkisiyle gida
maddelerinde kokugmaya varan bozulmalara neden olurken diger yandan isiya
direngli sporlartyla gida hijyeni yoninden ayri bir onem tagimaktadir. Bacillus
cereus olusturdugu 2 farkli toksin nedeniyle de diyarejenik ve emetik tip olmak
iizere 2 farkli tip gida zehirlenmesi olugturmaktadir [1,7].

Gida enfeksiyon ve intoksikasyonlarinda, etkenlerin 6nemini belirlemede
istatistiklere bakilirsa; Staphylococcus aureus intoksikasyonlar1 ve Salmonella

enfeksiyonlari 6n siralarda yeralmaktadir. Yurdumuzda ise gida zehirlenmelerinin

en sik patojenleri olarak Staphylococcus, Streptococcus ve Bacillus cereus
bildirilmistir [4,5]. Cesitli diinya iilkelerinde artan 6nemine paralel olarak pekgok
gida maddesi Bacillus cereus varlig1 yoniinden incelenmektedir. Ancak tilkemizde

Bacillus cereus ile ilgili yapilmig ¢aligma sayisi oldukg¢a azdiwr [7]. Bizim
¢aligmamiz bu boslugu kismen doldurmayi hedeflemis ve Eskisehir’ de tiiketilen
stit ve sat trtnlerinde Bacillus cereus varlig: aragtirtlmustir.

Son vyillarda Bacillus cereus’ un izolasyonunda en sik kullamlan
besiyerleri MYP (Mannitol Egg Yolk Polymyxin B Agar), PEMBA (Polymyxin
Pyruvate Egg Yolk Mannitol Bromothymol Blue Agar) ve Tryptose Blood Agar
olarak belirlenmigti. MYP ve PEMBA’ nin Bacillus cereus izolasyonunda
kullamlmas: aym temele dayanmaktadir. Besiyerine eklenen polymyxin
antibiyotigi ile Gram (-) mikroorganizmalarn iiremesi inhibe edilmekte, mannitol
negatif, lesitinaz pozitif bakteri kolonileri ise Bacillus cereus olarak
degerlendirilmektedir. Tryptose Blood Agar iizerinde hemoliz olusturan koloniler
Bacillus cereus olarak degerlendirilerek identifikasyon testterine alinmaktadir.

Yapilan ¢aligmalar Bacillus cereus izolasyonu igin MYP ve PEMBA’ min benzer
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sonuglar verdigini, Tryptose Blood Agar’ n ise bu 2 besiyerine oranla daha az
selektif oldugunu géstermistir [10,52].

MYP ve PEMBA Bacillus cereus sayiminda benzer sonuglar vermesine
ragmen, PEMBA besiyerinde mannitol negatif bakteri kolonileri ¢ok rahat

belirlenemedigi icin identifikasyon testi olarak mannitol kullaniminin yeniden test
edilmesi gerekliligi bir dezavantaj olarak bildirilmistir [52]. Ayrica MYP

besiyerinin hazirlamiginda kullamlan malzeme sayisi PEMBA’ ya oranla daha
azdir. Dolayisiyla MYP agar PEMBA’ ya oranla hem daha ekonomiktir hem de
hazirlamig1 daha kolaydir. Bu nedenle bizim calismamizda Bacillus cereus
izolasyonu i¢cin MYP agar kullanilmigtir.

Eskisehir piyasasinda tiiketime sunulan dondurma, ¢ig siit, pastorize siit ve
peynir orneklerinin toplam bakteri, toplam spor, Bacillus cereus vejetatif hiicre ve
Bacillus cereus spér sayimlarimun yapildig1 ¢aligmamizda 25 adet dondurma, 27
adet ¢ig sut, 22 adet pastorize siit ve 24 adet peynir dormegi incelemeye tabi
tutulmustur.

Dondurma 6rneklerinin incelenmesi sonucunda érneklerin ¢ok biyiik bir
kisminin toplam bakteri sayilart yoniinden gida tiiziigiine uymadigi belirlenmistir.
25 dondurma orneginin 20 tanesinde gida tiziiginde verilen maksimum 10
cfu/ml tizerinde toplam bakteri sayimu elde edilmistir. Dondurma 6rneklerinin 7
tanesinde (% 28) Bacillus cereus vejetatif hiicre sayimi yapilirken, 5 6érnekte de
(% 20) Bacillus cereus sporlar1 belirlenmistir. 25 dondurma 6rneginin 8 tanesinde
(% 32) Bacillus cereus varligi belirlenmistir. Ancak elde edilen Bacillus cereus
sayimlart oldukg¢a digik bulunmustur. Dondurma o6rneklerindeki en yiiksek
Bacillus cereus sayimi 3x10° cfu/ml ile 1C 6rneginden elde edilirken, en diigik
sayim 5 cfu/ml ile 1Y 6reginden elde edilmistir (Cizelge 3.2.)

Incelenen ¢ig sit Orneklerinin timiinde gok yilksek sayilarda toplam
bakteri sayimi elde edilmistir. Toplam bakteri sayis1 2x10° cfi/ml ’ye kadar
cikabilmektedir. Cig siit 6rneklerinde toplam bakteri yiikiiniin bu kadar yiiksek
olmasinin nedeni siitiin mikroorganizmalarin gelismesi icin ideal bir besi ortami
olmasindan kaynaklanmaktadir. Cig siitte temel florayr Micrococcus tirleri ve
Streptococcus tiirleri olugturmaktadir. Ancak mikrobiyal kontaminasyonlar ile

Bacillus, Clostridium, Pseudomonas ve Staphylococcus tirleri de ¢ig siitte
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bulunabilir [4]. 27 adet ¢ig siit 6rneginin 3 tanesinde (% 11.1) Bacillus cereus

vejetatif hiicre sayimi, 15 tanesinde (% 55.5) Bacillus cereus sporlarinin sayimi
yapilmigtir. Ortalama olarak 27 ¢ig siit 6rneginin 16 tanesinden (% 59) Bacillus
cereus sayimi elde edilmigtir. Gida 6rneklerinin biyik bir yiizdesinde Bacillus
cereus varligl gozlemesine ragmen mikroorganizma sayisi ¢ok digik olarak
belirlenmistir. En yiiksek Bacillus cereus sayimi 3x10' cfu/ml ile 2P 6rneginden
elde edilmis, en diigik sayumn ise 15 cfu/10ml ile 2Y Orneginde gozlenmistir
(Cizelge 3.3.).

22 pastorize siit drneginin incelendigi ¢aligmamizda pastorize siitiin daha
once bir 1s1sal islemden gecirildigi bilindigi icin siit ornekleri tekrar 80°C” de 15
dakikalik 1s1 muamelesine tabi tutulmamistir. Bu nedenle sadece toplam bakteri ve
Bacillus cereus saymmi yapilmigtir. Incelenen pastorize siit orneklerinde
maksimum toplam bakteri sayimi 2.34x10° cfu/ml ile 3M orneginden elde
edilmigtir. Ancak hicbir pastorize sit oOrneginde gida tiziiginin belirledigi
maksimum 4x10* cfi/ml olan toplam bakteri sayimmin iizerinde degerler
belirlenmemistir. Bacillus cereus sayimi ise 22 pastorize sit Orneginin 19
tanesinde (% 86.4) yapilmig olmasina ragmen maksimum sayim 3H 6rmeginde 8.5
cfu/ml olarak belirl‘énmistir (Cizelge 3.4.).

Incelenen 24 peynir 6rneginin 9 tanesinde (% 37.5) Bacillus cereus, 3
tanesinde (% 12.5) Bacillus cereus spor sayimi yapilmigtir. Ortalama olarak 24
peynir orneginin % 37.5° i Bacillus cereus ile kontamine olarak kaydedilmistir.
Oran yiiksek olmasina ragmen maksimum Bacillus cereus sayis1 19 cfu/ml gibi
oldukga diisiik sayilarda 4S rneginden elde edilmistir (Cizelge 3.5.).

Wong ve ark. [7] yaptiklar: ¢aligmada inceledikleri dondurma 6rneklerinin
% 52’ sini, pastorize siitlerin % 35’ ini Bacillus cereus ile kontamine olarak
bildirmiglerdir. Netten ve ark. [7] ise inceledikleri pastorize siit orneklerinin %
8.4’ Uinil, peynir 6rneklerininse % 2’ sini Bacillus cereus ile kontamine olarak
kaydetmislerdir. Yaptigimz ¢alisma sonuglari incelendiginde ise Eskigehir
piyasasinda tiiketime sunulmus olan dondurma orneklerinin % 32 si, pastorize sit
orneklerinin % 86.4° 1, peynir émeklérihin ise % 37.5° 1 Bacillus cereus ile

kontamine olarak bulunmustur.
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Rangasamy ve ark. [18] tarafindan yapilan galismada ¢ig siit drneklerinin
ortalama % 21’ i, pastorize siit 6rneklerinin % 25’ i, peynir ¢rneklerinin % 30’ u,
dondurma orneklerinin ise % 40’ 1 Bacillus cereus ile kontamine olarak
bulunmustur. Gida orneklerindeki Bacillus cereus sayisimn ise 5x10* cfu/gr-ml’
yi asmadigi bildirflmistir. Bizim c¢aligmamizda ise ¢ig siit orneklerinde % 59
oraninda, dondurma 6rneklerinde % 32, pastérize siit 6rneklerinde % 86.4, peynir
orneklerinde ise % 37.5 oramnda Bacillus cereus varhig saptanmgtir. Incelenen
tim gida ornekleri degerlendirildiginde ¢alisgmamizda en yitksek Bacillus cereus
sayimi 3x10° cfiu/ml ile 1C (dondurma) 6rneginden elde edilmistir. Genel olarak

gida orneklerinde yiiksek oranda Bacillus cereus varligi gozlenmesine karsin
sayilar1 digiik olarak belirlenmigtir. Wong ve ark. [19]” nin yaptigi ¢alismada ise
fermente siitte % 17 oraninda, dondurmada % 52 oraninda Bacillus cereus varligi

belirlenmistir. Incelenen siit Giriinii drneklerindeki ortalama Bacillus cereus sayist
15-280 cfu/ml-gr olarak belirlenmistir.

Ahmed ve ark. [20] tarafindan yapilan calismada incelenen ¢ig siit
orneklerinin % 9’ u, pastérize siit 6rneklerinin % 35’ i, peynir orneklerinin % 14’
i, dondurma orneklerinin % 48’ i Bacillus cereus ile kontamine olarak
bildirilmistir. Incelénen dondurma 6rneklerinde Bacillus cereus sayisinn 3.8x10°
cfu/gr’ 1, ¢ig siit orneklerinde 1x10% cfi/ml’ yi, pastorize siit drneklerinde 1x10°
cfisml’ yii peynir 6meklerinde ise 2x10* cfi/gr’ 1 agmadigi belirlenmistir.
Yaptigimiz caligmada ise dondurma orneklerindeki maksimum Bacillus cereus
sayis1 3x10° cfu/ml, ¢ig siit orneklerinde 3x10" cfu/ml, pastorize siit drneklerinde

8.5 cfu/ml, peynir drneklerinde ise maksimum 2x10" cfu/ml olarak kaydedilmistir.
Giffel ve ark. [21] yaptiklan ¢aligmada inceledikleri ¢ig siit orneklerinin % 35’ ini

Bacillus cereus ile kontamine olarak bildirmislerdir. Larsen ve ark. [29] ise
inceledikleri pastorize siit 6rneklerinin % 56’ s, ¢ig siit 6rneklerinin ise % 25°
ini Bacillus cereus ile kontamine olarak belirtmislerdir. Incelenen orneklerdeki
Bacillus cereus sayist ise 10°-3x10° cfu/ml olarak belirtilmigtir. Bizim
calismamizda ise ¢ig sut orneklerindeki Bacillus cereus sayisi maksimum 3x10°
cfu/ml olarak bulunmus, pastorize siit 6rneklerinde bu say1 iyice azalmis ve

maksimum 8.5 cfu/ml olarak belirlenmistir.
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Bizim c¢aligmamizda incelenen tiim siit ve siit irinlerindeki Bacillus
cereus sayllan degerlendirildiginde elde edilmis olan Bacillus cereus sayim
verilerinin gida zehirlenmesi olusturacak diizeyde olmadig: belirlenmigtir. Ancak
diger cahigmalarla karsilastiriidiginda Bacillus cereus sayilan diisik olsa bile
Bacillus cereus varliginin yiksek oranlarda oldugu gozlenmektedir. Bacillus
cereus’ un gida zehirlenmesine yolagabilmesi i¢in gida oreklerinde 10°-10°
cfu/ml yada daha uzerinde konsantrasyonlarda bulunmasi gerektigi bildirilmigtir.
Gida orneklerindeki Bacillus cereus sayilart digiik bulunmus olsa da Bacillus
cereus’ un bir gida patojeni oldugunun unutulmamas: gerekmektedir.

Bacillus cereus izolatlarinin identifikasyonu igin ¢esitli identifikasyon
testleri uygulanabilmektedir. Shinagawa [11] yaptig1 calismada Bacillus cereus’
un identifikasyonu icin siklikla kullanilan identifikasyon testlerini gram boyama,
hareketlilik testi, Voges-Proskauer reaksiyonu, hemoliz, sitrati kullanma, nitrat
reditksiyonu ve glukozdan asit-gaz olusturma olarak belirlemigtir. Giffel ve ark.
[21,23] ise Bacillus cereus’ un identifikasyonu igin gesitli kaynaklardan elde
ettikleri izolatlara hemoliz, nitrat rediiksiyonu ve voges-proskauer gibi temel
identifikasyon testlerini uygulayarak her 3 testin de pozitif sonug verdigi izolatlar1
Bacillus cereus olarak identifiye etmiglerdir. Temel identifikasyon testleri diginda
serotiplendirme, faj tiplendirmesi ve toksin Uretiminin incelenmesi testlerinde
uygulanabilecegi belirtilmektedir [11].

Bu ¢aligmada dondurma, ¢ig siit, pastorize siit ve peynir orneklerinden
MYP segici besi ortamina yapilan ekimler sonunda gelisen krem renkli,
presipitasyon halkasi olugturmus ve etrafini pembeye boyams goriinimdeki
koloniler Bacillus éereus olarak tamimlanmig ve saf kiltiir halinde elde edilen 82
izolat temel identifikasyon testlerine tabi tutulmustur. Bu testler sonunda kanli
agarda hemoliz olusturmayan 13 izolat digindaki 69 izolat Bacillus cereus olarak
tammlanmugtir. Calismamizda izole edilen Bacillus cereus strainlerinin toksin
iretme yeteneklerij aragtirilmamgtir. Ancak ozellikle pastorize sutten izole edilen

Bacillus cereus strainlerinin onemli miktarda diareye neden olan enterotoksin

iiretme yeteneginde oldugu da [29] unutulmamalidir.
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ISO prosediiriine gore Bacillus cereus’ un glukoz fermentasyonu, Voges-
Proskauer reaksiyonu ve nitrat rediiksiyonu testlerinin tiimiinde pozitif sonug
vermesi gerekir. Ancak API 50 testlerinde % 5.4 oraminda Voges Proskauer

negatif ve % 3.5 oraninda nitrat: nitrite indirgemeyen Bacillus cereus strainlerinin
varli1 saptanmugstir ve bu degerler hata simirlar iginde kabul edilmektedir [23].

Logan ve ark. ise [40] bu testlere cevap yoniinden daha yiiksek degerlerde (% 42
Voges Proskauer ‘ negatif ve % 13 nitratt nitrite indirgemeyen strainler)
heterojenisite gozlemistir. Bizim g¢aligmamizda nitrati nitrite indirgemeyen 6
izolatin (% 8.7), Voges—Proskauer reaksiyonu negatif olan 3 izolatin (% 4.3)
varligr yukaridaki bulgularia paraleldir ve bu da izolatlarin Bacillus cereus olarak
identifikasyonunu etkﬂememektedir.

Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus anthracis ve Bacillus
thuringiensis’ in Gram reaksiyonu ve hiicre morfolojisi, nitrat rediksiyonu,
Voges-Proskauer reaksiyonu ve katalaz gibi temel testlere benzer cevap verdigi;
MYP ve PEMBA agar besiyerinde de aym tip koloniler olusturdugu
belirlenmigtir. Bu nedenle de 4 bakteri tiiriniin ayrimi igin farkli testlerin
uygulanmasi yoluna gidilmigtir. Kanli agarda hemoliz olusturma ve bunun kuvveti
ayirdedici bir yéﬁtem olarak belirlenmistir. Bacillus anthracis kanli agarda
hemoliz yapmaz iken, Bacillus cereus kuvvetli hemolitik, Bacillus mycoides ve
Bacillus thuringiensis ise zayif hemolitik olarak belirlenmigtir. Nitrient agar
uzerinde rhizoidal (dallanmus) koloniler olusturma ise Bacillus mycoides’ e has bir
Ozellik olarak verilmigtir. Faz kontrast mikroskobu yardimiyla endotoksin

kristalleri varliginin saptanmasinin ise Bacillus thuringiensis’ in ayirtedilmesinde
kullamldig1 bildirilmigtir [15,39]. DNA-DNA hibridizasyon ¢aligmalar1 da bu 4
bakteri tiiriiniin yitksek genetik homolojiye sahip oldugunu gostermistir. Bu
caligmalar bu baktéri tiirlerinin birbirinin alt tiirii olabilecegi fikrini ortaya atmugtir
[34]. Caligmamizda saptadigimiz, kanli agarda hemoliz olusturmayan 13 izolatin

bu testlere gore Bacillus anthracis olma olasili1 yiksektir. Insan ve hayvanlarda

anthrax hastali1 etmeni olan bu bakteri ve ¢zellikle direngli sporlar1 ciddi bir
enfeksiyon yaratmaktadir [15]. Bunun diginda kalan 69 izolat ise temel

identifikasyon testleri ile Bacillus cereus olarak tanimlanmis ve alt grup
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identifikasyonlar1 yapilmamustir. Ancak, niitrient agarda dallanmig (rhizoidal)
koloni olusturan izolatlarin Bacillus mycoides [40] olma ihtimalleri vardir. Tleriki
caligmalarda endotoksin kristallerinin varligi da aragtinlarak daha aydinlatica
bilgiler elde edilebilir.

Teknolojinin geligmesiyle birlikte geleneksel taksonomik yontemlerin
simirh oldugu farkedilmis ve molekiiler identifikasyon-tiplendirme yontemleri
onem kazanmustir. Molekiiler identifikasyon ve tiplendirme yontemlerinin en sik
kullanilanlarim1 ise niikleik asit hibridizasyonu, sekans analizleri ve protein
profillerinin elde edilmesi olusturmaktadir. Bacillus cereus strainlerinin total
hiicre proteinlerinin cesitliligi Matar ve ark. [45]° min ¢aligmasi diginda
aragtirlmamustir. Calismamizda temel identifikasyon testlerini takiben Bacillus
cereus olarak belirlenen izolatlar modern tiplendirme yontemlerinden biri olan
protein profillerinin analizi ile de incelenmistir.

Protein profillerinin incelenmesi oncelikle mikrobiyal proteinin eldesini
icermektedir. Bacillus cereus’ un total hiicre proteinlerinin incelenmesi
konusundaki tek caligmada [45] uygulanan protein ekstresi hazirlama yontemi,
bizim ¢aligmamizda iyi bir band profili olugturmamigtir. Buna karsin sonikasyonla
elde edilen protein ekstrelerinden daha iyi band profilleri elde edilmistir.

Caligmamizda genig aralikli protein agirlik igaretleyicisi olarak kullanilan
Sigma M 4038, SDS-PAGE’ de beklenen 13 band: olusturmamistir. Bunun
nereden kaynaklandig:i bilinmemektedir. Bizim g¢aligmamizda belirli molekiil
agurlikta spesifik bir protein aranmadig: i¢in, bu olumsuzluk ¢aligmanin amacim
etkilememigtir. Ancak, temel bandlarin hangi molekiiler agirliklar (kDa) arasinda
yer aldiginin belirlenmesi agisindan gereklidir.

Matar ve ark. [45] piring, klinik 6rnekler, siit tozu, toprak ve tozdan izole
ettikleri 58 Bacillus cereus izolatimn total hiicre proteinlerinin SDS-PAGE ile
analizi sonunda 22 farkli protein profiline yerlestiklerini saptamiglardir. 22 farkl
protein profilinde, elde edilen protein bantlarinin molekul agirliklar: 29-205 kDa
arasinda bulunmugtur. Ancak izolatlarin kaynag: ile protein profilleri arasinda

onemli bir iligki gozleyememiglerdir. Bizim calisgmamizda da protein agirhk
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isaretleyicisinin molekiil agirliklar1 arasinda (6.5-205 kDa) protein bantlari
belirlenmigtir.

Bizim ¢aligmamizda SDS-PAGE teknigi ile Bacillus cereus strainlerinin
total hiicre proteiﬁ profillerinin analizi yontem gelistirme agamasinda kalmugtir.
Bundan sonraki géhsmalarda ozellikle jele yiiklenen protein konsantrasyonlarinin

esitlenmesine ve farkli bir protein isaretleyicisi kullanilmasina dikkat edilmelidir.

Ayrica, SDS-PAGE jel analizi densitometre ile yapildiginda [49] daha iyi
sonuglar alinabilir..

Sonug olarak Eskigehir ¢evresinde tiiketime sunulmug 98 adet siit ve siit
tiriinii 6rneginin incelendigi bu ¢alismanin devaminda, diger gida 6rneklerinin
(piring, kuru bakliyat, tahil, baharat, et Griinleri) Bacillus cereus kontaminasyonu
arastirilabilir ve izole edilen Bacillus cereus strainleri klinik izolatlar da dahil
edilerek bu tezde geli§tirilen SDS-PAGE ile total hiicre proteinleri analiziné tabi

tutulabilir,
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