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Yiiksek Lisans Tezi

ESKIiSEHIR ILI’NDE TUKETILEN ET VE ET URUNLERINDE
BACILLUS CEREUS KONTAMINASYONUNUN ARASTIRILMASI

OZGUR AVCI

Anadolu Universitesi
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Biyoloji Anabilim Dah

Danmisman: Dog. Dr. Kiymet GOVEN
2003, 64 sayfa

Bu ¢ahsmada, Eskisehir’ de satisa sunulan et, kiyma, tavuk pirzola, sucuk ve
pastirma 6rnekleri toplanmistir. Orneklerde ki toplam bakteri saymm PCA
kullamilarak, Bacillus cereus sayimm ise MYP agar kullamlarak yapilmistir. Bacillus
cereus toplam hiicre proteinlerinin analizi icin SDS-PAGE yiéntemi kullanilmigtir.
Orneklerden plazmid izolasyonu yapilmis, plazmide sahip olup-olmadiklan ve plazmid
bityiikliikleri aragtirilmgtir.

Test edilen tiim drnekler icinden 2 adet sucuk drneginin gida zehirlenmesine
neden olabilecek diizeyde Bacillus cereus icerdigi giizlehmistir. Genel anlamda bi'itiih |
Bacillus cereus izolatlarma ait protein profilleri SDS-PAGE ile birbirine benzer

bulunmugstur. Bir et izolat: harig, tiim izolatlarin plazmid icerdigi gozlenmistir.

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



ABSTRACT

Master of Science Thesis

INVESTIGATION OF BACILLUS CEREUS CONTAMINATION
CONSUMPTION OF MEAT AND MEAT PRODUCT IN ESKIiSEHIR

OZGUR AVCI

Anadolu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Programme

Supervisor: Do¢. Dr. Kiymet GUVEN
2003, 64 page

In this study, meat, minced meat, chicken cutlet, sausage and pressed meat
samples were collected from meat sellers in Eskisehir. Enumeration of total bacteria
were carried out in these samples by using PCA, whereas Bacillus cereus enumeration
has been done by using MYP medium. In addition analysis of total proteins of Bacillus
cereus was carried out by means of SDS-PAGE metod. Plasmid was isolated in samples,
then whether they have plasmid or was researched and their sizes were determined.

It was found that two samples of sausage contained significant levels of Bacillus
cereus to cause food poisoning in all the samples tested. Protein profiles which belong to
the samples, were found to be similer to each other. All, the samples contain plasmid,

excluding one meat isolate.

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

Insanlarin gida maddelerinde bulunan mikroorganizmalan ne zaman fark
ettikleri hakkinda kesin bir tarih vermek miimkiin degildir. Bununla birlikte, bu
olayin mikrobiyolojinin bir bilim dalh olarak ortaya ¢ikmasinda ¢ok 6nemli oldugu
kabul edilen bir gergektir. insanin gelisim evresi “gidalarin toplandigi” ve
“gidalann tiretildigi” donemler olarak ikiye ayrilabilir. Gidalarin iiretilmesi ise 8-
10 bin y1l 6nce baglamistir. Insanlarin gidalarin bozulmasi ve gida zehirlenmeleri
gibi sorunlarla bu dénemin baginda karsilagsmaya bagladiklari samilmaktadir.
Hazirlanmis gidalarin  bozulmasina ait ilk bulgular, M.O. 6000 civarina
rastlamaktadir. 1658 yilinda A. Kircher adinda bir kesis mikroorganizmalarin
gidalarin bozulmasinda rol oynadigim belki de ilk ileri siiren kisidir. Daha
sonralar1 1765 te L. Spallanzani kaynatildiktan sonra siki bir sekilde kapatilmis
bir kapta saklanan et suyunun bozulmadifim goéstermistir. Spallanzani bunu
spontan generasyon doktirinini ¢iiriitmek amaciyla yapmis ancak, bu islemde
spontan generasyonunun hayati 6gesi olan oksijenle iligkiyi kestigi i¢in kabul
ettirememigtir. 1873 te Schwann bu teoriyi havayi kizgin bir bobin iizerinden
gecirip ortama vererek, hava bulunmasi halinde de gelisme olmadigim gostererek
ispatlamigtir. Bu aragtiricilar 1s1l iglemle gida muhafazasini teorik olarak
gelistirdikleri halde, bunu uygulamaya aktaramamiglardir. 1809 yilinda bir
sekerleme ustasi olan F. Appert eti cam kavanoz iginde kaynatarak muhafaza
etmeyi bagarmigtir. Gidalarda bulunan mikrooréanizmalarm o6nemi ve oynadiklari
rolii ilk anlayan ve gosteren kisi ise L. Pasteur’diir. 1860’ da sarap ve birada
istenmeyen mikroorganizmalan yok etmek i¢in ilk defa 1s1 uygulamistir. Boylece
giiniimiizde de gida muhafaizis_mda yaygin olarak kullanilan pastorizasyon
uygulamalarinin temeli atilmigtir. [1] |

Gidalar ¢esitli faktorlere bagli olarak degisen sayr ve cinslerde
mikroorganizma igermekte; hasat asamasindan itibaren her liretim basamaginda
mikrobiyal kontaminasyona maruz kalmaktadirlar. Kontaminasyon etkeni
mikroorganizmalar gida bozulmalarina gida zehirlenmelerine (intoksikasyon) ve
gida kaynakh hastaliklara (infeksiyon) neden olmakta, sonugta énemli ekonomik

kayiplara ve saglik sorunlari ortaya ¢ikmaktadir [2].

Anadolu Univarsiasi
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Gidalara cesitli sekillerde bulasan mikroorganizmalar onlart ¢ogu kez
kendi gelismeleri i¢in besin kaynag olarak kullamirlar. Bu durum ise gidalarin
bozulmasina neden olmaktadir. Gidalara bulagan mikroorganizmalar patojen

nitelikte olduklan taktirde gidalar ayrica saglik agisindan riskli duruma girerler.

1.1. Gidalardan Kaynaklanan Mikrobiyal Kiokenli Hastahklar

Klasik olarak, gidalarin yenilmesinden belirli bir siire sonra, bulanti,
kusma, karin agnsi, ishal, bas donmesi, bazen ates veya gdrme, isitme, hareket
gibi sinir sistemi bozukluklarindan bir kisminm belirmesiyle taninan saglik
bozukluklar: veya hastaliklara topluca gida zehirlenmeleri (gida enfeksiyonlan ve
intoksikasyonlar1) adi verilir [3]. Gida kokenli bakteriyel hastaliklarin nedenleri
ve bazi 6zellikleri Cizelge 1.1° de verilmistir [1,4].

Hastalilk ve zehirlenmelerin ortaya c¢ikisinda viicuda giren
mikroorganizma veya toksin miktar1 birinci derecede 6nemli olmakla beraber,
kiginin gehel direnci ve beraber alman diger gidalarda hastalanma veya
zehirlenmelerde etkili olmaktadir. Hastalik etmenini tagiyan gida ile birlikte alinan
diger gidalann etkisine en tipik 6rnekler ise 6zellikle et lirtinlerinin mide pH’ sim
yiikseltmesi ve etmenin kolaylikla gegmesine izin verilmesi, mayonez gibi yagh
gidalarda yag globiilleri arasinda mikroorganizmanin gizlenmesi ve aym sekilde
midenin diisiik pH’ sindan etkilenmemesidir [3].

Gida zehirlenmelerinde istatistiki bilgilerin saglikli olmamasina karsin
gida enfeksiyonlarinda ve intoksikasyonlarinda istatistikler Staphylococcus
aureus’ un sebep oldugu intoksikasyonlarin Salmorella’ dan daha fazla oldugunu
belirtmektedir. Yurdﬁmuzda génellikle gida zehirlenmesine heden olan

organizmalar olarak Staphylococcus, Streptococcus ve Bacillus cereus

bilinmektedir [3].



Cizelge 1.1 Gidalarla bulagan bakteriyel kokenli hastaliklar, etmenleri ve zellikleri [1,4]

Hastahk Etken Bakteri Hastahk Siiresi Riskli Olabilecek Gidalar
Sarbon Bacillus anthracis Haftalar Kontamine olmus ve yetersiz
pigirilmis et
Basil Bacillus cereus 24-48 saat Et, et suyu, pismis piring ve
zehirlenmesi uygun kosullarda saklanmayan
pisirilmis gidalar
Brusellosis Brucella abortus Haftalar Cig siit, pastorize siitten
Malta Hummasi B .melitensis yapilmig siitten yapilmis kegi
B. suis peyniri, kontamine olmus etler
Campylosis Campylobacter jejuni 2-10 giin Cig ve az pismis kiimes
C. coli hayvanlari, pastérize edilmemis
siit, kontamine olmus su
Botulizm Clostridium botulinum Degisken Diigitk  asit  igerikli  yada
uygunsuz sekilde evde veya
ticari amagh kavanozlanmig
gidalar, evde kavaozlanmis veya
fermente  edilmis  baliklar,
aliminyum  folyoda  pismis
patates, peynir sosu, siselenmis
sarimsak
Clostridium Clostridium perfringens 24-48 saat Etlerde, kanath etlerinde, et
zehirlenmesi suyunda, kurutulmus ve yetersiz
151l islem uygulanmis gidalar
Koliform E. coli (EHEC) 5-10 giin Pastorize edilmemis siit ve
zehirlenmesi E.coli (STEC) meyve suyu, az pismis biftek,
¢ig sebze-meyve, salam, soslu
salata, kontamine olmus sular
Literiosis Listeria monocytogenes Degisken Isil islem wygulanmis et, taze
yumusak  peynir,  pastdrize
edilmemis yada  uygunsuz
pastorize edilmis siit
Staphylococcus | Staphylococcus aureus 24-48 saat Dondurulmamis  yada uygun
zehirlenmesi kosullar altinda dondurulmamig
et, yumurtali ve patatesli
salatalar, kremal pastalar
Vibrio Vibrio parahaemolyticus 2-5 giin Bahk ve midye gibi ¢ig veya az
zehirlenmesi pismis deniz iiriinlerinde
Kolera Vibrio cholerae 3-7 giin Kontamine olmus su, balik,
midye, titketime hazir gidalar
Yersiniosis Yersinia enterocolytica 1-3 hafta Az pismis domuz eti, pastbrize
Y. pseudotuberculosis edilmemis siit, kontamine olmus
: su . :
Salmonellosis Salmonella typhi 4-7 giin Kontamine olmus et, meyve-
(Tifo) sebze ve yumurta, kanath etleri,
pastorize edilmemis siit ve
meyve sulari
Shigellosis Shigella sonnei 4-7 giin Fecal kaynakl: kontamine olmus
(Dizenteri) S. dysenteria su ve gidalar, siit, ¢ig sebzeler,

S. boydii
S.flexneri

yumurtali salatalar, tiiketime

hazir gidalar




1.2. Gida Maddelerinde Bacillus cereus’ un Varhg

Bacillus cereus dogada yaygin olarak bulunan ve gida zehirlenmelerine
neden olan patojen bir mikroorganizmadir. Bir yandan fermentatif etkisiyle gida
maddelerinde kokugmaya varan bozulmalara neden olurken diger yandan da 1siya
diren¢li sporlanyla gida hijyeni y6niinden ayrl bir 6nem tasir [5]. Ozellikle
Bacillus cereus ile kontamine olmus gidalar pisirildikten sonra yeterince ve hizli
sogutulmadiklarinda veya gidalarin hazirlanmasi ile tiiketimi arasindaki stire
uzadiginda canli ve 1stya direngli olan sporlarin ¢imlenmesi sonucu organizma
cogalip, gida zehirlenmesine neden olabilecek diizeyde toksin olusturabilir [4].

Gastroenteritis’ in iki farkli tipi Bacillus cereus gida zehirlenmesi ile
iliskilidir. Bunlardan biri “akut baglayan kusma tipi sendrom” olup ¢ok pigmis

piring ve piringli gidalarda olusan toksinle iligkilidir. Emetik (kusturucu) toksin
| olarak isimlendirilen bu toksin 1s1 ile pH’ nin yani sira tripsin vé pepsin
enzimlerine de direnglidir. Digeri “uzun siirede gelisen diyare tipi sendrom”
olarak bilinmektedir. Diyarel toksin ise protein yapisinda olup, tripsin ve pronaz
enzimleri ile 1siya duyarhidir. Toksinin iginde bulundugu gida grubu olarak misir
ve musir nigastasi basta olmak iizere hububat iceren gidalar, patates piiresi,
sebzeler, kiyma, baz1 et iiriinleri, puding ve ¢orbalan sayilabilir [3,6,7]. Diyarel
sendrom gidanin alimindan 8-16 saat sonra beliren karin agris1 ve diyare ile
sonuglanirken, bu tip Bacillus cereus zehirlenmesi, Clostridium perfringens gida
zehirlenmesi ile benzerlik gosterir. Emetik toksin gida alimindan 1-5 saat sonra
etkisini gosterir ve zehirlenme Staphylococcus aureus gida zehirlenmesine
benzerlik gosterir [3,8]. Bacillus cereus’ un gida zehirlenmesine neden olabilecek
seviyelerde toksin tiretebilmesi i¢in >10° cfu/g gibi yiiksek seviyelerde bulunmas:
gerekmektédir [9]. ' |
Konuma ve ark. [10] tarafindan Japonya’ da yapilan bir aragtirmada ¢ig et,
et iiriinleri ve et katki maddelerini igeren 1963 Ornek Japonya’ nin ¢esitli
vilayetlerindeki et marketlerinden, et isleme fabrikalarindan ve mezbahalardan
toplanarak Bacillus cereus’ un mevcudiyeti ve sayis1 yoniinden incelenmistir. Et
tirtinlerinden % 18.3 oraninda, ¢ig etten ise % 6.6 oraninda Bacillus cereus izole

edilmis ve bu iiriinlerin kontaminasyon diizeyleri genelde gramda 10% cfu/g’ dan



daha diigiik bulunmustur. Diger taraftan et katki maddelerinde % 39.1 oraminda
Bacillus cereus izole edilmistir. Kontaminasyon diizeyleri genellikle gramda 10* —
10* cfu/g arasinda bulunurken ozellikle hayvansal proteinlerde ve baharatta
gramda 10* cfu/g asmstir. Bu sonuglardan hareketle et iirlinlerinde Bacillus
cereus kontaminasyonunun kaynaZmin kontamine et katki maddeleri oldugu
bildirilmigtir.

Ternstom ve Molin [11] tavuk, sifir ve domuz etlerinde yaptiklart bir
aragtirmada toplam 135 ¢ig et omeginde Bacillus cereus aramigslardir. 45° er
omekli gruplardan domuz etinde %7, sigir etinde % 11 oraninda Bacillus cereus
izole edilirken tavuk etinde Bacillus cereus izole edilememistir.

Misir’ da, et tirlinlerinde yapilan bir aragtirmada analize alinan 150 6rnegin
34’ i (% 22.6) Bacillus cereus igermistir. Bu ¢alisgma kapsaminda yer alan 100
kiyma &rmeginden 18’ i (% 18), 25 sucuk 6meginden 7° si (% 28) ve 25 pastirma
orneginden 9’ u (% 36) Bacillus cereus ile kontamine bulunmustur [12].

Kavurma ve kanatli eti tikketime bagh olarak Bacillus cereus’ un gida
zehirlenmelerine sebep oldugu da bildirilmistir. Sooltan ve ark. taze veya
dondurulmus, ¢ig yada pisirilmig toplam 102 kanath et iiriinii 6rneginden % 6.9
oraninda Bacillus cereus izole etmiglerdir. Sharma ve ark. 1992 yilinda Hindistan’
da yaptiklar bir aragtirmada tavuk sosis, tavuk salam, kokteyl sosis, sis kebap ve
domuz salam 6reklerinde gramda 2.1 x 10° — 4.7 x 10° cfw/g arasinda Bacillus
cereus bulmusglardir [12].

Vazgecger ve ark. [13] Ankara’ da bulunan 72 ayn restorandan alinan 72
adet pisirilmis tavuk doner iizerinde yapmis olduklan ¢alismada Ormekler
kimyasal ve mikrobiyolojik agidan incelenmistir. Bu omeklerin % 48’ inde
srnekler icindeki éayllan 10* cfu/g dan az olmak tizere Bacillus cereus
kontaminasyonu oldugu gozlenmistir. Ayrica pisirilmis tavuk doner Smeklerinin
%17’ sinde Bacillus cereus sayilan 10*- 10° cfu/g arasinda bulunurken, % 35’
inde 10°- 10* cfu/g olarak bildirilmistir.

Fang ve ark. [14] 1999- 2000 yillan arasinda Tayvan’ nin merkezinde
bulunan siiper marketlerde 18 °C’ de saklanan RTE (titketime hazir halde
bulunan) gida iiriinleri tizerinde yapmis olduklan ¢alismada, toplam 164 6rnegi

mikrobiyal kalitelerini belirlemek iizere incelemeye almislardir. Daha ¢ok et ve




jambon igerikli olan RTE gida orneklerinin % 62.5° i Bacillus cereeus ile
kontamine halde bulunmustur. Ayrica deniz yosunu igine sarilmig piring toplarinin
(susi) % 56’ sinin, soguk sehriye orneklerinin %66.7° sinde Bacillus cereus varhgi
belirlenmigtir. _ ,

Nel ve ark. [15] Giiney Afrika’ da bulunan mezbahalarda kesimi yapilmig
kirmiz1 etler iizerinde yapmis olduklar1 c¢aligmada cesitli patojen bakterilerin
varlig: analiz edilmigtir. Bu ¢alismada incelenen et &rneklerinde Bacillus cereus
sayis1 ortalama olarak 8.32 x 10° cfu/g olarak belirlenmistir.

Nortje ve ark. [16] Giiney Afrika’ da satiga sunulan et gesitleriyle yapmus
olduklar ¢calismada ezilmis sigir eti, 1zgara tavuk, islenmis et ¢esitleri olan sucuk,
salam, jambon Ornekleri test edilmis ve Bacillus cereus kontaminasyonu
aragtinlmigtir. Teste alinan toplam 51 et 6rneginin 1 1zgara tavuk 6rnegi, 3 salam
omegi (% 5.9), 5 sucuk 6rnegi (% 9.8) Bacillus cereus ile kontamine bulunurken;
ezilmis sigir eti ve jambonda Bacillus cereus kontaminasyonu saptanmamigtir.
Islenmis et tiriinii drneklerinde ki Bacillus cereus sayilan ise sucuk 6rneklerinde
1x 10* 5 x 10® cfu/g arasinda bulunurken, salam dmeklerindeki seviyesi 6.3 x
10%- 1 x 10® cfu/g olarak tespit edilmistir.

Schlegelova ve ark. [17] tarafindan yapilan bir caligmada toplam 161 gida
ham madde ©meginde Bacillus cereus kontaminasyonu aragtinnlmigtir. Analiz
edilen et tirtinii 6rneklerinin 31° i (% 28) ve kuru gida drneklerinin 66° st (% 31),
kaymakl1 siit iriinlerinden ise yalmz 1 tanesi Bacillus cereus ile kontamine olarak
bulunmugtur. Teknolojik yOntemlerle 1s1l islemden gegirilen ¢ok yagh siit
Orneklerinden %63’ iiniin, yine 1s1l islem uygulanan et Uriinlerinden %48’ inin
onemli ol¢lide Bacillus cereus ile kontamine oldugu gozlenmigtir.

Sarrias ve ark [18] Ispanya’ da yapmis olduklan ¢alismada dayaniklilig
analiz edilen 61 ¢ig piring 6rneklerinin 61° inin de Bacillus cereus ile kontamine
oldugu goézlenmistir. Dayamikh olarak analiz edilen beyaz piringlerin iginde
bulunan Bacillus cereus sayis1 10° cfu/g dan daha az bulunurken, dayaniksiz
olarak analiz edilen piring 6rneklerinde Bacillus cereus sayisinin yogunlugu 10°
cfu/g’ n iizerinde bulunmustur.

Blakey ve ark. [19] 12 farkli gesitte bakliyat ve tahil i¢eren kuru gidalarla

yapmis olduklan ¢aligmada inceledikleri 39 gida oreginin %56’ sim Bacillus



cereys ile kontamine oldugunu bulmuglardir. Bu gidalardaki Bacillus cereus
sayilari 1 x 10°- 6 x 10* olarak belirlenmigtir.

Bacillus cereus’ un gida zehirlenmesine neden olabilmesi igin stipheli
gidanin her graminda >10° kadar mikroorganizma bulunmasi gerektigi

bildirilmistir [20,21].

1.3. Bacillus cereus’ un Genel Ozellikleri

Bacillaceae familyasinin Bacillus cinsine ait bir bakteri olan Bacillus
cereus toprak ve bitki ortiisii lizerinde yaygin bir sekilde bulunmaktadir. 1- 1,2 um
ile 3.0- 5.0 pm arasinda hiicre boyutuna sahiptir. Gram (+), biiyiik gubuklar
seklindeki bu bakteri aerobik ve fakiiltatif anaerobik kosullar altinda
gelisebilmektedir. Bu bakterinin genel olarak gelistigi sicakhk araligi 10- 48 °C
iken optimum olarak gelisme gosterdikleri sicaklik araligi 28- 35 °C arasindadir.
Sentral yada subterminal yapida, elipsoidal sporlara sahip olan bakteri, tipik
peritrik flagellalan1 sayesinde hareketlidir. Hemolisin salgilayan Bacillus cereus,
lesitinaz, proteaz, amilaz aktivitesine sahip olup nitrati nitrite indirger ve
polimiksin antibiyotigine karsi direnglidir, ayrica % 0.001 lizozim varliginda
gelisebilir. Genis bir pH araliginda (pH 4.9- 9.3) gelisim g6steren Bacillus cereus’
un birgok susu da yaklasik % 7.5 konsantrasyondaki tuzda iireyebilir [3,9,20,21].

Bacillus cereus’ un izolasyonu igin en gegerli besiyeri MYP (Mannitol-
EggYolk- Polymyxin) (Mossel ve ark. 1967) agardir. MYP agara yakin tanimlama
degerine sahip diger bir segici besiyeri de PEMPA (Polymyxin- Egg Yolk-
Mannitol Bromothymol Blue Agar) (Holbrook ve Anderson, 1980)° dir. Bu iki
besiyerinde organizmanin  segici  ozelligi olarak, polimiksine direnci
gézlenmektedir. Ayrica identiﬁkasyovn icin, lesitinaz iiretimi sohucunda gelisen-
koloniler etrafinda bir presipitasyon halkasi olugmasi ve mannitoliin karbon
kaynag1 olarak kullamlamamasi gibi karakteristik 6zellikleri agisindan her iki
besiyeri de esas alinmaktadir [9,22]. Bacillus cereus MYP agar iizerinde yuvarlak,
pembe, yan seffaf, etrafim opak egg-yolk presipitasyon halkast sarmis olan
koloniler olusturur. Goepfert ve ark. 1972’ de, Harmon ve ark. 1992 yilinda MYP
agarin en biiyilk dezavantaji olarak, ayr1 koloniler etrafinda olusan zonlarin

birlesmesinin  koloni sayiminda zorluga neden oldugunu bildirmislerdir [23].



Bacillus cereus PEMPA besiyerinde turkuaz mavisi renginde, iri, diizensiz
kenarli koloniler olusturur. PEMPA besiyerinde sodyum piirivat ilavesi rhizoid
koloni olusumunu azaltir ve egg-yolk reaksiyonunu gelistirmesine karsin
“besiyerinde Bacillus cereus digindaki mikroorganizmalarda bazen yogun sekilde
tirediginden siipheli kolonilerih saflagtirilmalar1 biyokimyasal testlerden daima
daha 6nce gelmektedir [24,25]. |

MYP ve PEMPA gibi kullamilan segici besiyerlerinin dezavantaji diger
mikroorganizmalarin geligiminin tanimlanmak istenen Bacillus cereus’ un higbir
besiyeri modeli tarafindan tamamen inhibe edilememesidir. Bu segici besiyerleri
tizerinde gelisen Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis, Bacillus mycoides
benzer sekilde egg-yolk reaksiyonuna pozitif sonug veren diger Bacillus spp.’ dir
[21,23].

Kat1 besiyerinden izole edilen Bacillus cereus kolonilerinin identifiye
edilebilmesi i¢in hemoliz reaksiyonu, glikozdan asit olusturma, Voges-Proskauer
reaksiyonu, nitrat1 nitrite indirgeme, katalaz testleri gibi cesitli biyokimyasal
testler uygulanmasi Onerilmektedir [26]. Bu testlere ilave olarak jelatinaz,
rhizoidal biiyiime, toksin kristallerinin tanimlanmasi, tirozin bozulmasi, anaerobik
olarak glikoz fermentasyonu ve lizozime direng testleri de Bacillus cereus
identifikasyonu i¢in uygulanabilmektedir [7].

Bacillus cereus’un sayimi ve identifikasyonu ig¢in uygulanan standart
analiz yontemlerinden biri olan ISO metodu (Borge ve ark., 2001), sayim i¢in
MYP agar besiyerine ekim yapilmasini, identifikasyonu igin Voges- Proskauer,
nitrat reaksiyonu, glukoz fermentrasyonu testlerinin uygulanmasini énermektedir.
USDA/ FSIS Mikrobiyoloji Laboratuvarn (Lattuada ve McClain, 1998),
omeklerde Bacillys cereus sayimi igin MYP agar kullammina, identifikasyonu
icin hefnolitik aktivite, hareketlilik, gelisme karakteristikleri (rhizoidal gelisme)
ve protein toksin kristallerinin iretimi testlerini onermektedir [22]. Bacillus
cereus’ un identifikasyonu i¢in hizh test sistemleri de gelistirilmistir. API 50 CH,
API 20E (Logan ve ark. 1985, Weber ve ark., 1988, Guinebretiere ve ark., 2001)
gelistirilen sistemlerdendir [26,30]. Lagan ve ark. 1979 yilinda emetik Bacillus

cereus strainlerinin API sistem kullamlarak diyarel ve toksijenik olmayan Bacillus



cereus strainleriden ayut edilebilecegini, fakat farkli karakterlerinin

tamimlanamayacagini belirtmistir [19].

1.4. Protein Profil Analizi

Mikroorganizmalarin ilk identifikasyon ve tiplendirme ¢alismalan 18 yy’
da Miiller tarafindan 11k mikroskobuna dayali morfolojik kriterlere gore
yapilmaya baglandi. Mikroorganizmalarin izolasyonu ve saf kiiltiir halinde tiretimi
tekniklerinin geligsimi ile bakteri metabolizmasimin daha iyi anlagilmas
siniflandirmaya hareketlilik, besinsel istekler, boyanma ozelligi, asit tretimi,
pigmentasyon ve spor olusturma gibi fizyolojik ve biyokimyasal bilgileri ekledi.

Geleneksel taksonomik  yontemlerin  simirli  oldugunun  farkina
vanlmasindan sonra, mikrobiyal identifikasyon ve siniflandirmada molekiiler
identifikasyon ve tiplendirme yo6ntemlerinin, &zellikle molekiiler genetik ve
serolojik esasli testlerin giderek rutin analizlere girmesi sonucu daha dogru
bilgiler elde edilmeye baglanmusgtir.

Proteinler, mikroorganizmalarda gesitli yapisal ve metabolik fonksiyonlan
gerceklestirirler. Bu fonksiyonel farklilik, proteinlerin fiziksel yapilarinda da
gozlenir. Mikrobiyal proteinlere dayali, protein elektroforezi bakteri
simflandirmasinda ve identifikasyonunda gergek anlamda bir 6neme sahiptir.
Farkli elektroforetik tekniklerin her biri kendine ait ayirma seviyelerine ve
uygulama alanlarina sahiptir. Hiicre proteinlerinin molekiil agirliklarina gore
elektroforetik ayriminin yapilmas: tiir seviyesinin de asagisinda benzer strainler
tizerindeki bilginin elde edilmesinde duyarh bir yontem olarak kabul edilmektedir.
Elektroforez edilen protein orneklerinin sagladigi karsilastirma aymi zamanda
bakteri genomuyla baglantili giivenilir Slgiiler olarak kabul édilmektedir. Sonugta
uygun elektroforetik metodlarla protein analizi yapmak bir bakterinin taksonomik
seviyede karakterizasyonunda ve identifikasyonunda uygulanabilen bir yontemdir
[27].

SDS-PAGE ile toplam hiicre proteinlerinin analizi son zamanlarda kurulan
bakteri identifikasyonu i¢in oldukg¢a kullamgh bir yontemdir. SDS-PAGE toplam
hiicre proteinlerini ve ekstraseliiler protein ekstraktlarini kolayca tek tipe

indirebilecek nispeten hizli ve basit bir yontemdir [27].
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Toplam hiicre proteinlerinin elektroforezi ile tiir strainleri, 6zellikle biiyiik
proteinlerde benzer profiller olugturmaktadir. Béylece 6nemli genom pargalarinin
kodlamig oldugu proteinlerle bu teknik kullanilarak hem farkli mikroorganizmalar
arasinda karsilasmali ¢alismalar yapilabilmekte hem de strain seviyesinde
akrabalik iligkileri gézlenebilmektedir [28]. Cok sik kullamilan bir ydntem
olmasina karsin Bacillus cereus’ un protein profil analizi ile ilgili fazla ¢alisma
bulunmamaktadir.

Matar ve ark. [29] yapmus olduklari ¢alismada g¢evresel ve klinik
kaynaklardan elde edilen 58 Bacillus cereus izolati biyokimyasal Ozellikleri,
antibiyotik duyarlilifn ve toplam hiicre proteinlerinin SDS-PAGE’ de
olusturduklan profiller dikkate alinarak incelenmigtir. Tiim izolatlarin lesitinaz
tiretimi, jelatin hidrolizi, hareketlilik ve nitrat iiretimi testlerinde pozitif, buna
karsin parasporal kristal {iretimi ve mannitol fermentasyonu testlerinde negatif
sonug verdigi gézlenmistir. Antibiyotik duyarliliklan ile ilgili 9 farkli antibiyotik
kullanilarak yapilan ¢alismada 58 Bacillus cereus izolatindan 55° 1 aymi grup
altinda toplamrken 2 izolatin ve ayrica 1 izolatinda farkli gruplarda oldugu
gozlenmistir. Toplam hiicre proteinlerinin SDS-PAGE’ de vermis oldugu
profillerde 58 Bacillus cereus izolatimn 22 degisik protein profili olugturarak 22
farkl: grup olarak gozlenmistir. Yapilan bu ¢alismada Bacillus cereus izolatlarinin
SDS-PAGE’ deki protein profillerinin yiikksek oranda heterojenisite gosterdigi
bildirilmistir.

1.5. Plazmid Profil Analizi

Cesitli  mikroorganizmalarin - tiplendirilmesinde  proteinlerin  ve
lipoproteinlerin incelenmesi bagarili olmakla birlikte bu yontemler bir
mikroorganizmanin fenotipini analiz ettikleri i¢in simirlt kullanima sahiptirler.
Ciinkii bu tip analiz, proteinleri ve lipopolisakkaritleri kodlayan, belli genlerin
ekspirasyonuna dayanmaktadir. Dolayisiyla pek ¢ok arastirmaci bir organizmayi
fenotipik ¢esitlilie maruz kalmadan genotipini analiz etmeyi tercih etmektedir.

Bu nedenle mikrobiyal taksonomistler, tiirleri tammlamak ve farkli organizmalar
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arasindaki iligkileri ortaya ¢ikarmak i¢in niikleik asit hibridizasyonu ve sekans
analizleri gibi yontemleri siklikla kullanmaya baslamiglardir.

Mikroorganizmalarin genetik materyalinin analizinde incelenmesi en kolay
niikleik asit molekiiller, plazmidlerdir. Birgok bakteri ana kromozomlarina ek
olarak ¢ok sayida ince dairesel DNA molekiiliine sahiptir. Plazmid olarak
adlandinlan bu minikromozomlar, bastan ana kromozoma baglanamayan ve
kanamisin yada tetrasiklin olarak bilinen antibiyotiklere direnci saglayan genleri
tasiyan genetik materyaller olarak not edilmistir [20]. Onceleri, bakterilerin baz:
ozelliklerini yoneten ve kromozom yapisina girebilen bu genetik elementlere,
kromozomdan ayirabilmek igin Jacob ve Wolman tarafindan episome adi
verilmistir. Daha sonra Lederberg, hi¢bir zaman konake1 bakteri kromozomunun
yapisina giremeyen benzer elementlere plazmid adi verilmesini onerdi. Yapilan
incelemeler, plazmid kabul edilen bir¢ok elementin konak¢1 kromozomuna integre
olabildiklerini ortaya c¢ikardi. Plazmidler bakteriyel kromozomlara integre
olabilen ve kopyas: bir bakteri kromozomundan diger bir bakteri hiicresine
transfer edilebilen elementlerdir {8,30]. _

Plazmid DNA’ y1 kromozomal DNA’ dan ayiran en 6nemli 6zelligi yapisal
karmagasi ve diisiik molekiil agirligina sahip olmasidir ve bu 6zellikleri plazmid
DNA izolasyonu ve analizi i¢in kullanilabilmektedir. Hiicre ekstrelerinin pH 12
tizerine ¢iktiginda DNA molekiillerinin paralel olmayan iplikleri arasindaki
hidrojen baglar1 bozulur ve DNA tek iplikli hale déniigiir. Soliisyon hizh bir
sekilde notralize edilirse , kromozomal DNA’ nin aksine plazmid molekiilleri
tekrar eski sarmal halini alabilir. Bozulan kromozomal DNA arasindan plazmid
DNA molekiilleri izole edilebilir. Izole edilen plazmid DNA analiz edilmeden
once agaroz jel tizerinde elektroforezle gk’i_zle goriiliir hale getirilir. Bu yéntemde
horizantal (yatay) diizenekte, agarozun konsantarsyonu goriilmek istenen
plazmidin tahmin edilen biiyiikliigiine gére % 0.7- % 1 arasinda tercih edilmek
suretiyle, elektroforez yapilmaktadir. Elektroforez sonunda plazmidler ethidiyum
bromid ile boyanmak suretiyle U.V. 1sikta (310 nm) gozle goriiliir hale getirilir.
Jel tizerinde izole edilen plazmid DNA’ s1 boyutu bilinen standart DNA

molekiilleri ile karsilagtinilarak analizleri yapilabilir.



12

Ombui ve ark. [31] tarafindan Kenya’da yapilan bir arastirmada siitten
izole ettikleri 60 Bacillus cereus straini iizerinde plazmid profil analizleri ve genel
olarak kullanilan 8 antimikrobiyal ajana hassasiyetleri 6l¢iilmiistiir. Izolatlarin %
72’ sinin plazmid igerdigi gozlenmistir. Plazmid boyutlar1 0.1-60 megadalton
(mDa) arasinda 5 ayn biiyiiklilkkte plazmid izole edilmistir. Tiim izolatlar
amfisiline direngli, cotrimoxazole ve sulphamethoxazole direngleri bir dereceye
kadar yiiksek seviyede bulunmustur. Diger antimikrobiyal ajanlara direnglerinin
oldukga diisiik oldugu gézlenen izolatlarin streptomisine karsi hassasiyetleri de
belirlenmistir. Izolatlarin % 90.7° sinin oldukga direngli oldugu gézlenmis, buna

karsin ilaca direnglilik ile plazmid tasiyicilig: arasinda bir iligki gézlenmemistir.

1.6. Amag

Bu calismada satisa sunulmus olan ¢ig et ve et tiriinti 6rneklerinin toplam
mikroorganizma yiikii ve bir gida patojeni olan Bacillus cereus vejetatif hiicre
varlig1 aragtinnlmis, elde edilen izolatlarin fenotipik ve genotipik ozelliklerine gore

epidemiolojik araglar kullanilarak identifikasyonu amaglanmaigtir.

i e b il o s e &
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2 . MATERYAL VE YONTEM

2.1 . MATERYAL

2.1.1 .Orneklerin alinmasi

Bu calismada Eskigehir piyasasinda tiiketime sunulan toplam 125
adet et lrlinii 6regi Bacillus cereus varligi yoniinden incelenmigtir. Analize
alinan 6rneklerin her biri ¢ig halde olup et, kiyma, tavuk pirzola, sucuk, pastirma
gruplarindan 25’er adet 6rnek ¢esitli semtlerden toplanmus, etiketlenmis ve soguk
kutularda ayn: giin igerisinde laboratuvara getirilerek incelemeye alnmugtir.
Calismamizda kullanilan standart Bacillus cereus NRRL B 3711 United States

Department of Agriculture, Agricultural Reseach Service’ den temin edilmistir.
2.1.2. Kullanilan Malzemeler ve Ekipman

Bu caligmada kullanilan besiyerlerinin bazilar1 hazir olarak satin
alinmis, bazi besiyerleri ile kimyasal ¢ozelti ve aywraglar ise kaynaklarda
belirtildigi sekilde laboratuvarimzda hazirlanarak kullamlmistir.

2.1.3. Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler

2.1.3.1. Mannitol Egg Yolk Poymyxin B Agar (MYP)

Sigir eti ekstrakti . 1.0 g
Pepton 100 ¢g
D-Mannitol 10.0 g
Sodyum klortir(NaCl) 100¢g
Fenol kirmizisi 0.025 g
Agar 12-18 ¢

Distile su 900 ml
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pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmig ve 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize
edilmigtir. Sterilizasyondan sonra 50 °C’ e ayarlanmis su banyosunda sogutulan
besiyerine 100 ml yumurta sanis1 emiilsiyonu ve Polymyxin B siilfat antibiyotigi
(5-10 pg/ml [8-20] )ilave edilerek steril petrilere dokiilmistiir [26].

2.1.3.2. Yumurta Sarisi1 Emiilsiyonu

Yumurtalar, sivi deterjan iginde firgalanarak yikanmis ve akan su
altinda arindinlarak, 30 sn %95’lik etanole batirilip ve sonra kurutulmustur.
Aseptik islemlerle yumurta saris1 beyazindan ayrilarak steril 6lgekli bir silindire
alinmig ve hacimce dort kisim steril su eklenerek, kuvvetlice kangtirlmigtir.
Karisim 45 °C’ e ayarlanmis su banyosunda 2 saat 1sitilmig. 0 °C-5 °C’ de 18-24
saat arasinda ¢okelek olusumu igin birakilmigtir. Emiilsiyonun iist tabakas: aseptik

olarak toplanmigtir [26].

2.1.3.3. Plate Count Agar

Tripton 50¢g
Glukoz 1.0g
Yeast extract 25¢g
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml

Kangim pH’ s1 7.2’ ye tamponlanmis ve 121 °C” de 15 dakika otoklavda
steril edilmistir [32].

2.1.3.4. %1’ lik Peptonlu Su

Pepton 10g
Distile su 1000 ml

121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir [33].
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2.1.3.5. Nutrient Agar
Et ekstrakt 30¢g
Pepton 50g
Agar 150g
Distile su 1000 ml

Karigim 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir [32].

2.1.3.6. Nutrient Broth

Et ekstrakti 50g
Pepton 30g
Distile su 1000 ml

Karigim 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir [32].

2.1.3.7. Voges- Proskauer (VP) Besiyeri

Pepton 70g
Glikoz 50g
Sodyum kloriir (NaCl) 50¢g
Dipotasyum hidrojen fosfat
(K.HPOy,) 50¢g
Distile su ‘ 1000 ml

Otoklavda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir [26].

2.1.3.8. Glukoz Broth

Et ekstrakti 03g
Pepton 05¢g
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Glukoz 05¢g
Fenol red 0.0025 ¢
Distile su 100 ml

Glukoz haricinde karigim 10’ ar ml tiiplere dagitilmis ve durham tiipleri
de ilave edilerek 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmigtir [32]. Steril'edilen
her bir tlipteki besiyerlerine glukoz ¢ozeltisi filtrasyon ile sterilize edilerek ilave
edilmelidir [34]

2.1.3.9. Nitrat Broth
Pepton 05¢g
Et ekstrakti 03¢
Potasyum nitrat (KNO3) 0.1g
Distile su 100 ml

Karisim 5°er ml tiiplere dagitilmus, 121 °C° de 15 dakika otoklavda steril
edilmistir [26].

2.1.3.10. Kristal Viyole Soliisyonu

Kristal viyole 20¢g
% 95’ lik etil alkol 20 ml
Amonyum oxalat 08¢g

Tiim maddelér 80 ml distile su igerisinde ¢dzdiirtilmiistiir [32].
2.1.3.11. iyot Soliisyonu
Iyot 1.0¢g

Potasyum iyodiir 20¢g
Malzemeler 300 ml distile su i¢inde ¢oziilerek kullamlmustir [32].
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2.1.3.12 Safranin Soliisyonu

Safranin 025¢
% 95’ lik etanol 10 ml
Distile su _ 90 ml

Safranin etanolde ¢6ziiliip, distile su ilave dilerek iyice karigtinldi, ve

sonra filte kagidindan siiziildii [32].

2.1.3.13. a -Naftol Soliisyonu

a —Naftol 50g
%95’ lik etanol 100 ml

a —naftol etanolde ¢oziildii. 0 °C -5 °C aras: bir sicaklikta, hava gegirmez

olarak kapatilmig kahverengi kiiltiir erleninde saklandi [26].
2.1.2.14. %40’ hk Potasyum Hidroksit (KOH) Cozeltisi
Potasyum hidroksit (KOH) 40.0 g
Kreatin 03¢g

Distile su 100ml

Potasyum hidroksit suda iyice ¢dzdiiriilmiis, daha sonra kreatin ilave
edilmistir [32].

2.1.3.15. a — Naftilamin Soliisyonu

a —Naftilamin 05¢g
SN Asetik asit 100 ml

a —Naftilamin, asetik asitte ¢6ziindiiriilerek hazirlanmistir [32].
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2.1.3.16. Siilfanilik Asit Cozeltisi

Siilfanilik asit 1.0g
5N Asetik asit 125 ml

Siilfanilik asit, asetik asit iginde homojen olarak ¢6zdiiriilerek

hazirlanmistir [32].

2.1.3.17. Tris Citrat
Tris 12.1¢g
Sitrik asit 66¢g
Distile su 1000 ml

PH’s1 7.0’a ayarlanarak otoklavda steril edilmis ve +4 °C’ de muhafaza
edilmigtir [35]

2.1.3.18. %30 Acrylamide Karisim

Acrylamide %29
N,Nmetilenbisacrylamide %]

100 ml’ ye deiyonize sicak su ile tamamlanarak kullanilmigtir [36].

2.1.3.19.1.5M Tris
Tris 18.15¢
Distile su 100 ml

pH’ s1 8.8’e ayarlanarak otoklavlanmistir [36].



2.1.3.20.1 M Tris
Tris 12.1¢
Distile su 100 ml

pH’ s1 6.8’ e ayarlanarak otoklavlanmistir [36].
2.1.3.21. % 10 SDS

SDS 10g

100 mI’ ye distile su ile tamamlanarak hazirlanmigtir [36].

2.1.3.22. %10 AMPS Soliisyonu

Amonyumpersiilfat lg

Deiyonize su 10 ml

19

. Deiyonize su i¢inde amonyumpersiilfat ¢ozdiirlilmiis ve +4 °C’ de

saklanmigtir [36].
2.1.3.23. % 10’ luk Ayirma Jeli (10 ml)

Distile su

% 30 acrylamide kangimi (2.1.3.18)
1.5 M Tris (pH 8.8) (2.1.3.19)

% 10 SDS

%10 AMPS

TEMED (Sigma T9281)

4 ml

3.3ml

2.5ml
0.1 ml
0.1 ml
0.004 ml

Malzemeler sirasiyla temiz bir siseye aktarilarak jel donmadan

elektroforez aletine bosaltilmistir [36].
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2.1.3.24. % 5’ lik Yiikleme Jeli (3 ml)

Distile su 2.1 ml
% 30 Acrylamde karigimi (2.1.3.18) 0.5 ml
1.0 M Tris (pH 6.8) (2.1.3.20) . 0.38ml
% 10 SDS 0.03 ml
% 10 AMPS 0.03 ml
TEMED (Sigma T9281) 0.003 ml

Tiim malzeme sirasiyla temiz bir sisede karistirilarak jel donmadan

elektroforez aygitina bogaltilmigtir [36].

2.1.3.25. 2X SDS Jel Yiikleme Tamponu

Tris HCI 100 mM
Dithiothreitol 200 mM
SDS %4
Bromophenol blue %2
Gliserol %20

Tim malzeme Kkanstinlarak hazirlanmis ve +4 °C’ de muhafaza

edilmistir [36].

2.1.3.26. SX Yiiriitme Tamponu

Tris ) 15.1g
Glisin 94¢g
Deiyonize su 900 ml
% 10 SDS 50 ml

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

ml’ ye deiyonize su ile tamamlanmigtir [36].
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2.1.3.27. Coomasie Brillant Blue (Jel Boyast)

Coomasie brillant blue R 025¢g
Metanol 45 ml
Distile su 45 ml
Glacial asetik asit 10 ml

Malzemeler kanigtinlarak whatman No. 1 filtre kagidindan siiziilmiigtiir

[36].

2.1.3.28. Yikama Tamponu
Metanol 30 ml
Asetik asit 10 ml
Distile su 60 ml

Malzemeler karistirilarak hazirlanmistir [36].
2.1.3.29. Tris-EDTA

Tris (Sigma T-6066) 10 mM
EDTA (Fluka 03680) 1 mM

pH’s1 8.0° a ayarlanmis ve otoklavda steril edilerek hazirlanmigtir [37].

2.1.3.30. Soliisyon I
Glukoz 50 mM
Tris-HCI 25 mM
EDTA (Fluka 03680) 10 mM

pH 8.0’a ayarlanmig, otoklavda steril edildikten sonra 4 °C’ da

saklanmistir [37].




2.1.3.31. % 1 SDS
SDS lg
Distile su 100 ml

Karisim halinde hazirlanmgtir [37].

2.1.3.32. Soliisyon I1
NaOH 02N
SDS %1

5 N NaOH stoktan deney srasinda taze olarak hazirlanmistir [37].

2.1.3.33. Soliisyon III
5 M Potasyum asetat 60 ml
Glasiyel asetik asit 11.5 ml
Distile su 28.5ml

Tiim malzeme karigim halinde hazirlanmaistir [37].

2.1.3.34, Tris- asetat (TAE) Tamponu pH 8.0 (50x / litre)

Trizma- base 242 g
Glasiyel asetik asit 57.1ml
0.5 M EDTA (pH 8.0) 100 ml

Malzemeler karigim halinde hazirlanmigtir [37]

2.1.3.35. Jel Yiikleme Tamponu (“bromophenol blue”, BB)

EDTA 60 mM

22



Gliserol

Bromophenol blue

%6
0.09 ml
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2.2 YONTEM

2.2.1 Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Analiz. edilecek orneklerin her birinden 10’ ar gram tiiketime
sunuldugu sekli ile alinmig ve aym giin laboratuvara getirilerek ekim i¢in
hazirlanmistir [38]. 10 gram ¢ig haldeki et veya et iiriinii 6rnekleri % 0.1° lik
peptonlu sudan 90 ml almnarak yiiksek devirde blanderda homojen hale
getirilmistir. Hazirlanan bu homojenattan 1 ml alinarak 9 ml % 0.1° lik steril
peptonlu suda [39] 10® a kadar diliisyonlar hazirlanmis tiim diliisyonlardan ve
homojen hale getirilmis 6rnekten PCA’ ya [10,14] 20 pl’ lik damla ekimler
yapilmistir [10,14,38,39].

Bacillus cereus hiicre sayimi i¢in homojen hale getirilmis 6rnekten
1 ml, diger diliisyonlardan ise 100 pl alinarak MYP’ ye yayma plak yontemi ile
ekim yapilmigtir [10]. Ekim yapilmis petriler 30 °C’ de 24-48 saat inkiibe
edildikten sonra toplam bakteri ve Bacillus cereus koloni sayimi yapilmistir
[5,10,26].

Tim et ve et iriinti Orneklerinin incelenmesi sonucunda MYP
agarda gozlenen tipik Bacillus cereus kolonileri, MYP agarda saf kiiltiir olduklar
kontrol edildikten sonra izolasyon test iglemleri ile muamele edilmek iizere yatik
nutrient agarda ve % 15’ lik gliserolde stoklanmugtir. Nutrient agar stoklar1 +4 °C

de, gliserol stoklar1 ise —85 °C’ de muhafaza edilmistir.
2.2.2. Elde Edilen izolatlara Uygulanan Identifikasyon Testleri

MYP agar iizerinde tespit edilen tipik Bacillus cereus goriiniimii |
veren izolatlarin saflig1 kontrol edildikten sonra asagidaki identifikasyon testlerine

alinmislardir.
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2.2.2.1Gram Boyama

Gram boyama yapmak i¢in lam tizerine tespit edilmis preparatin
tizerine kristal viyole boyasi damlatildi, iyot- lugol ¢ozeltisi uygulandiktan sonra
%96’ lik etil alkol ile renksizlestirme iglemleri yapilmistir. Daha sonra kargit boya
olan safranin damlatilan preparat, su ile yikanmis kurumaya birakilmigtir.
Preparata immersiyon yag damlatilmig preparat ve 100° lik objektifle

incelenmistir. [34]
2.2.2.2. Glukozdan Asit ve Gaz Olusturma

Tanimlanacak taze bakteri kiiltiiriinden bir 6ze alinarak, igerisinde
Durham tiipleri bulunan glukoz broth besiyerlerine ekilmis ve 30 °C’ lik etiivde
24-48 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra tiipler asit ve
gaz olusumu yoniinden incelenmistir. Asit olusumu besiyerindeki indikatériin
rengini kirmizidan sartya doniismesi ile, gaz olu§umu ise ters ¢evrili durumdaki

Durham tiiplerindeki gaz birikimi ile gézlenmistir [32].
2.2.2.3. Voges Proskauer Reaksiyonu

Secilmis koloniler VP besiyeri i¢eren tiiplere inokiile edilmis ve 30
°C’ e ayarlanmus bir inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
her tiipten temiz tiiplere aktarilan 3 ml kiiltiir {izerine 1.8 ml a- naftol soliisyonu
ve 0.6 ml %40’ ik KOH damlatilarak pembe renk olusumu pozitif sonug olarak
kaydedilmistir [32]. ’

2.2.2.4. Nitrat Rediiksiyonu
Tanimlanacak Kkiiltiirler nitrat broth iceren tiiplere inokiile

edildikten sonra 30 °C’ de 24- 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda

kiiltiirler {izerine 250 pl siilfanilik asit ¢6zeltisi ve 250 pl a- naftilamin soliisyonu
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ilave edilmis, ortamda nitrit varhigiyla bu iki ¢6zelti karisimi pembemsi kirmiz

renkli bir bilesik olusturmasiyla pozitif sonug vermistir [32].
2.2.2.5. Katalaz Testi

Nutrient agara inoliile edilen taze kiiltiiriin 24- 48 saat 30> °C de
inkiibe edilerek gelisimi saglamis, siire sonunda kiiltiirler iizerine H,O, (hidrojen
peroksit) damlatilarak gaz ¢ikisi olup olmadig gézlenmigtir. H,O, damlatildiktan

sonra gaz ¢ikiginin olmasi pozitif sonug olarak degerlendirilir [32].
2.2.2.6. Hemoliz Testi

Niitrient agara final konsantrasyon %35 olacak sekilde sigir veya
insan kani ilave edilerek hazirlanmig olan kanli agarda gelistirilen kolonilerin
inkiibasyon siirersi sonunda etrafinda seffaf bir zon olusturup olusturmadiklar

gozlenmistir. Koloniler etrafinda seffaf zon olusmasi pozitif olarak degerlendirilir
[32].

2.2.3. Toplam Hiicre Proteinlerinin Elde Edilmesi

Toplam hiicre proteinlerinin elde edilebilmesi i¢in kullandigimiz
yontemde 6ncelikle — 80 °C’ de muhafaza ettigimiz stok kiiltiirden aldigimiz
bakteri hiicreleri niitrient agarda aktif hale getirilmig ve daha sonra 100 ml
nutrient broth i¢ine yogun bir sekilde asilama yapilarak galkalamal etiivde 30 °C’
de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra steril edilmis santrifiij
tiiplerinde 10.000 rpm’ de 10 dakika +4 °C’ de santrifiij edilmistir. Stipernatant
uzaklagtirildiginda kalan pelet iizerine 8 mg lizozim (Applichem A 3711, 0010) ve
4 ml Tris-citrate tamponundan ilave edilerek oda sicakhigindaa 10 dak.
bekletilmistir. Siire sonunda tiipler homojen siispansiyon haline getirilmek iizere
hafifce vortexlenmistir. Sonikat6ér siselerine aktarilan siispansiyonlar 3sn-3 sn
periyotlarda buz iizerinde 6-7 dakika sonike edildikten sonra kirlma 40X

objektifle g6zlenmistir. Elde edilen siispansiyon 15.000 rpm’ de 20 dakika +4 0c
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de santrifiij edildikten sonra pelete dokunulmadan sadece siipernatant kismi
ependorf tiiplerine paylastirilmis ve etiketlenerek —20 °C” de muhafaza edilmistir.
Elde edilen protein 6rneklerinde protein miktarlarinin tayini i¢in Bradford

yontemi kullanilmigtir [40].
2.2.4. SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi

SDS- Poliakrilamid jel elektroforezi i¢in gerekli olan tiim malzeme
hazirlandiktan sonra uygun ortamlarinda saklanmigtir. Elektroforez tanki
kurulduktan sonra jelin hazirlanmasi islemine gecilmistir.

% 10’ luk ayirma jelinin hazirlanmasi igin gerekli olan H,O, %30
akrilamid karigimi, 1.5 M Tris (pH 8.8), % 10 SDS, %10 AMPS ve TEMED
materyaller kisminda belirtildigi miktarlarda steril uglar ile temiz bir tiip igine
hazirlanmis ve jel aygitina karigim bosaltilmigtir. Dékiilen jel tizerine, diiz bir
yiizey elde etmek \}e dis ortamla temasi keserek oksitlenmesini 6nlemek igin, 4-5
damla biitanol ilave edilmigtir. Biitanol jelin donmasindan sonra distile su ile
temizlenmis ve kurutma kagidiyla su alinmagtir.

3 ml yiikleme jelinin hazirlanmas: i¢in gerekli olan H,O, %30 akrilamid
kartsimi, 1 M Tris (pH 6.8), % 10 SDS, %10 AMPS ve TEMED materyal
kisminda belirtildigi gerekli miktarlarda hazirlanmig ve donmus olan ayirma
jelinin tizerine dokiilmiistiir. Yiikleme jeli heniiz donmadan g¢ukurlu tarak jele
yerlestirilmigtir. Yiikleme jeli donduktan sonra 1X yiiriitme tamponu ile
elektroforez tanki doldurulduktan sonra, tarak jeli bozmayacak sekilde dikkatlice
cikarilmigtir.

Jel ¢ukurlarina yiiklenmek ﬁzeré,' protein‘miktah 30 pl ﬁzeriné eklenen
2X jel yiikleme tarhponu miktar1 10ul olacak sekilde toplamda 40 pl hacim elde
edilerek hazirlanmistir. Genis aralikli isaretleyici protein (Sigma M 4038) miktar
5 pl olarak alinmis tizerine 10 pl 2X jel yiikleme tamponu ve 25 pl distile su ilave
edilerek hazirlanmistir.

Protein ornekleri 2-3 dakika kaynayan su iginde bekletilmistir.
Kaynatilan 6rnekler ependorf tiiplerinin dibinde toplamak tizere 10.000 rpm’ de 1

dakika santrifiij edilmistir.
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Hazirlanan protein ornekleri Hamilton siringa vasitasiyla donmus
yiikleme jelinde tarak yardimiya olusturulan gukurlara aktarilmig ve 80 V’ luk
elektrik akiminda elektroforeze tabi tutulmustur. Boya ayirma jelinin baglangig
cizgisine geldiginde giic kaynag 120 V’ a ayarlanmugtir. Jelde yiiriiyen boya jelin
son hizasmna ulastiginda elektroforeze son verilmis ve jel elektroforez tankindan
cikarilmistir. Temiz bir kaba alinan jel, Coomasie Brillant Blue jel boyas: ile 2
saat boyanmigtir. Daha sonra yikama tamponu i¢ine konulan jel bir gece boyunca

hafifce calkalanarak fazla boyanin uzaklagtiriimasi saglanmigtir.

2.2.5. Plazmid Izolasyonu

Plazmid izolasyonu ic¢in bakteri hiicrelerine Alkali- Lizis yontemi
uygulanmigtir. Oncelikle nutrient agarda aktif hale getirilmis olan bakteri
hiicreleri, daha sonra 100 ml niitrient broth i¢ine tek koloniden ekim yapilarak
calkalamal etiivde 150 devir/ dakika hzda 30 °C’ de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda steril santrifuj tiiplerinde 10.000 rpm’ de +4 °C’ de 5
dakika santrifiij yapilmistir. Siipernatant kismu atilarak pelet kism steril bir spatiil
yardimu ile ependorf tiiplerine paylastinlmistir. Ependorf tiiplerinde bulunan pelet
tizerine 1 ml TE konulduktan sonra vorteks yardimiyla siispansiyon haline
getirilmis ve 10.000 rpm’ de +4 °C’ de 5 dakika santrﬁijlenefek stipernatant kismi
uzaklagtirlmistir. Pelet tizerine 100 pl Soliisyon I eklendikten sonra vortekste
kangtirilarak siispansiyon haline getirilmis ve 5 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Siire sonunda iizerine 200 pl Soliisyon II eklenmis, alt {ist edilerek
kanstinlmis ve 10 dakika buzda bekletilmistir. Uzerine 150 ul soguk Soliisyon I
ilave edilmig, alt (st edilerek karistinlmigs ve 10 dakika buzda beklemeye
‘allnmlstlr. Siire sonunda 15;000 rpm hizda +4 9C* de 5 dakika santrifiijlenmistir.
Supernatant temiz ependorf tiiplerine alinmigs ve miktarn belirlenmigtir.
Stipernatant hacmine 2 hacim etanol eklendikten sonra 5 dakika oda sicaklifinda
bekletilmistir. Daha sonra 15.000 rpm’ de 20 dakika santrifiijlenmis ve
slipernatant uzaklastinlmigtir. Ependorf tiiplerinde bulunan ¢okelti oda
sicakhiginda tamamen kuruyuncaya kadar bekletilmistir. Kuruyan ¢okelti izerine
50 pl TE eklenerek ependorf tiipiine parmak ucuyla hafifce vurularak siispansiyon

haline getirilmistir ve +4 °C’ de muhafaza edilmistir [37].
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2.2.6. Agaroz jel Elektroforezi

150 ml, % 1’ lik agaroz jelin hazirlanmasinda kullanilacak jelin biyiikligii
dikkate almarak 1.5 g tartilan agaroz TAE tampon igerisinde mikro dalga firnda
kaynatilarak eritilmistir. Elle tutulacak kadar sicakliga geldiginde jel icerisine 0.5
pg/ ml etidyum bromiir ilave edilmigtir. Jel kenarlan sizdirmayacak sekilde
diizenege dokiilmiis ve plazmid 6rneklerini ylikleyecegimiz cepleri olugturmak
tizere tarak yerlestirilereck bu durumda donmak {izere beklenmistir. Jelin
donmasiyla diizenek elektroforez tankina gecirilmis ve tarak dikkatlice jelden
uzaklastinlmigtir. Taraklarin jelde olusturdugu ¢ukurlara 10 pl plazmid 6rnegi ile
2 ml 6mek yiikleme tamponu (6X Mass Loading Dye Solution- FERMENTAS)
karigtirilarak mikropipet yardimiyla yiklenmistir. Jel 80 V akima yaklagik 45
dakika i¢in tabi tutulmustur. Siirenin sonunda jel bir transiliiminator tizerinde, UV

15181 altinda incelenmistir ve fotograflar ¢ekilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Incelenen Orneklerdeki Mikroorganizma Sayilar

3.1.1. Par¢a Et Orneklerindeki Mikroorganizma sayilar

Bu ¢alismada 25 farkli gida marketlerinden alinan 25 adet parga et
Omegi incelenmigtir. Par¢a et ornekleri E ile etiketlenmis olup dolayisiyla elde
edilen izolatlarda E ile simgelenmistir. Incelenen parga et drneklerindeki toplam
bakteri sayist ve Bacillus cereus hiicre sayilar1 Cizelge 3.1.°de verilmigtir.
Incelenen dmeklerindeki en diisiik toplam bakteri sayis1 E15 6rneginde gozlenmis
ve 1.05 x 10° cfu/g olarak belirlenmistir. En yiiksek sayim ise E23 6rneginde 9.25
x 107 cfu/g olarak bulunmustur. Ortalama olarak toplam bakteri sayilar1 10%, 10°,
108, cfu/g olarak kaydedilmistir.
Incelenen 25 parga et 6rneginin 13 tanesinde ( Omek no E3, E4, ES, E6,
 E7, E8, E10, E11, E13, E16, E17, E18, E20, E25 ), %52’ sinde Bacillus cereus
olarak degerlendirilen kolonilere rastlanilmustir. Bacillus cereus hiicre sayilan 5

(Ornek no E7 ) ile 5 x 10* (Ornek no E11 ) cfu/g arasinda belirlenmistir.
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Cizelge 3.1. Parga et 6rneklerindeki toplam bakteri sayisi ve toplam Bacillus cereus vejetatif hiicre

sayisi
Ornek Toplam bakteri sayis: Toplam Bacillus cereus vejetatif
cfu/g hiicre sayis1 cfu/g

El 1.58 x 10* -

E2 243x10° -

E3 55x10° 1x 10?

E4 2.63x10° 50

E5 1.08x 10* 2x10°

E6 1.03 x 10* 1x10°

E7 3.5x10° 5

E8 3.25x10° 2 x 10*

E9 22x10° -

E10 1.75 x 10° 5x10°

Ell 4x10° 5x10°

El12 128 x 10° -

E13 1.3x10° 8.5x 107
El4 2x10° -

El5 1.05x 10° -

El6 1.83x10° 1.5x 10*
E17 5x10° 15

E18 4.75x 10° 8.5x10°
E19 245x%10° -

E20 3x10° 15

E21 2.93x 10* -

E22 5x10* -

E23 9.25x 10’ -

E24 7x10° -

E25 19x10° 5x10°
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3.1.2. Kiyma Orneklerindeki Mikroorganizma Sayilar

25 ayn gida marketinden toplanan 25 adet kiyma 6megi K ile
simgelenmigstir. Kiyma orneklerindeki toplam bakteri ve Bacillus cereus hiicre
sayilan Cizelge 3.2.”de verilmistir. Kiyma Orneklerindeki en diisiik toplam bakteri
sayis1 K25 omeginde gozlenmis ve 3.78 x 10* cfu/g olarak belirlenmistir. En
yitksek toplam bakteri sayim ise 4.25 x 10° cfu/g ile K22 6rmeginde bulunmustur.
Incelenen diger drneklerdeki toplam bakteri sayilan ise, ortalama 10, 10’ cfu/g
arasinda degismistir.

Incelenen 25 adet kiyma 6rneginin 10 adedinde (K5, K7, K13, K15, K17,
K18, K22, K23, K24, K25 ) yani %40’ inda Bacillus cereus olarak tamimlanan
kolonilere rastlamilmustir. Bacillus cereus vejetatif hiicre sayilar1 65 cfu/g (Ornek

no K7 )ile 4.41 x 10* cfu/g ( Ornek no K17 ) arasinda belirlenmistir.

3.1.3. Tavuk Pirzola ﬁmeklerindeki Mikroorganizma Sayilan

25 adet tavuk pirzola ornekleri 16 farkli gida marketinden toplanarak Tp
ile etiketlenmistir. 1ncelenen tavuk pirzola 6rneklerindeki toplam bakteri ve
Bacillus cereus sayillan Cizelge 3.3.’te verilmistir. Tavuk pirzola ¢rneklerindeki
en digiik toplam bakteri sayisi Tp6 omeginde 825 x 10° cfu/g olarak
gozlenmistir, en yiikksek sayim ise 1.15 x 10° cfw/g ile Tpl7 orneginde
bulunmustur. Ancak ortalama olarak 10°, 108, 107 cfu/g arasinda sayimlar elde
edilmistir.

Incelenen 25 adet tavuk pirzola &meginin yalmzca 2 adedinde yani -
%8’inde Bacillus ceréus olarak tanimlanan kolonilere rastlamlmustir. Bacillus
cereus hiicre sayilarinin diisitk olmasina karsilik toplam bakteri sayisinin olduk¢a

yiiksek miktarlarda oldugu gézlenmistir.
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Cizelge 3.2. Cig kiyma dmeklerindeki toplam bakteri sayis1 ve toplam Bacillus cereus vejetatif

hiicre sayisi

Ornek Toplam bakteri sayis1 Toplam Bacillus cereus vejetatif
cfu/g hiicre sayisi cfu/g

K1 1.55x 10° -

K2 9x10° -

K3 6.25x 10° -

K4 1.58 x 10’ -

K5 575x10° 2x 107
K6 2.63x10° -

K7 475x 10° 65

K8 7.25x10 -

K9 1x10° -
K10 1x 10 -
K11 8.5x 10° -
K12 7.5x 10° -
K13 2.75x 10 1.5x10°
K14 3.75 10° -
K15 2.85x10° 1x10°
K16 4.75%10 -
K17 1.93x 10° 4.41x 10°
K18 45x10° 2.6x10°
K19 5x10° -
K20 8.5x10 -
K21 1.33x 10’ -
K22 425x 10° 1.35x 10*
K23 6.25x 10° 2.5x10°
K24 1.85x 10 3.5x10°
K25 3.78 x 10° 5x10°
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Cizelge 3.3. Cig tavuk pirzola 6rneklerindeki toplam bakteri sayisi ve toplam Bacillus cereus

vejetatif hiicre sayisi

Ornek Toplam bakteri sayis1 Toplam Bacillus cereus vejetatif
cfu/g hiicre sayisi cfu/g
Tpl 9.25 x 10 -
Tp2 . 1.03x10° -
Tp3 3.75x 10* -
Tp4 1.25x 10 -
Tp5 1.38x 10° , -
Tp6 8.25x 10° -
Tp7 7.25x10° -
Tp8 1.44 x 10° -
Tp9 1.58 x 10° -
Tp10 223x10° -
Tpll 85x10° -
| Tp12 3.75x 10" -
Tp13 8.25x 10 -
Tpl4 9x10° -
Tpl5 1.6 x 10° -
Tpl6 24x10 -
Tpl7 1.15x 10° -
Tpl8 775x 107 . -
Tp19 4.75x 10° -
Tp20 1.03 x 10 -
Tp21 8.25x10° -
Tp22 6,75 x 10° -
Tp23 825x10° 2.5x10°
Tp24 425x 10 6.5x10°
Tp25 ' 3x107 | -
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3.2.4. Et Sucuk Orneklerindeki Mikroorganizma Sayilan

25 adet et sucuk 6rneginin incelendigi caligmada et sucuk 6rnekleri Es ile
simgelenmigtir. Incelenen et sucuk 6rneklerindeki toplam bakteri sayisi, Bacillus
cereus hiicre sayis1 Cizelge 3.4.’te verilmistir. Incelenen et sucuk 6rneklerindeki
en diisiik toplam bakteri sayis1 1.25 x 10° cfu/g ile Es4 6meginden elde edilmistir.
En yitksek sayim ise 3.55 x 10® cfu/g ile Es21 6meginde gdzlenmistir. Ortalama
olarak 10*, 10°, 107 cfu/g arasinda toplam bakteri sayimlar elde edilmisgtir.

Incelenen 25 et sucuk drneklerinde Es16 ve Es17 drnekleri olmak iizere 2

adedinde (%16’ sinda) Bacillus cereus olarak tamimlanan kolonilere rastlaniimigtir
3.1.5. Et Pastirma Orneklerinde Mikroorganizma Sayilar

25 adet et pastirma Omeginin incelendigi bu c¢alismada, et pastirma
ornekleri Ep ile belirtilmigtir. Et pastirma 6meklerindeki toplam bakteri sayist ve
Bacillus cereus hiicre sayilan Cizelge 3.5.’te verilmistir. Buna gore et pastirma
orneklerindeki en disiik toplam bakteri sayis1 Ep4 6rneginde 2.63 x 10° cfu/g
olarak bulunmusken en yiiksek degeri Ep22 6megi 7.75 x 107 cfu/g olarak
vermigtir. Ortalama. olarak toplam bakteri sayisi ise 10%, 107 cfu/g arasinda
belirlenmistir.

Incelenen bu 25 adet et pastirma 6rneginde Bacillus cereus olarak

tamimlanan kolonilere sahip et pastirma 6rnegi Ep6 olarak gézlenmistir.
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Cizelge 3.4. Et sucuk &rneklerindeki toplam bakteri sayisi ve toplam Bacillus cereus vejetatif

hiicre sayisi

Ornek Toplam bakteri sayis1 Toplam Bacillus cereus vejetatif
cfu/g hiicre sayis1 cfu/g

Esl 4.5x10° -
Es2 3x10* -
Es3 2.75x 10° -
Es4 1.25x 10° -
Es5 6.75x 10" -
Es6 7x10° -
Es7 2.33x10° -
Es8 1.13x 10’ -
Es9 2.25x10° -
Es10 2.1x 107 -
Esll 6.5x10° -
Esl2 1.1x10° -
Esl3 1.55x 10° -
Esl4 5.75x10° -
Esl5 4.4x10° -
Esl6 1.45x10* 3x10°
Esl7 7.5x 10° 12x10°
Es18 1.88 x 10° -
Esl9 1.03 x 107 -
Es20 425x 10’ -
Es21 3.55x 10° -
Es22 3.5x 10 -
Es23 3.75x10° 20
Es24 1.75x 10* -
Es25 2.63x10° -
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Cizelge 3.5. Et pastirma Srneklerindeki toplam bakteri sayisi ve toplam Bacillus cereus vejetatif

hiicre sayisi

Ornek Toplam bakteri sayis1 Toplam Bacillus cereus vejetatif
cfu/g hiicre sayis1 cfu/g
Epl 2.1x 10 -
Ep2 6.5 x 10 - -
Ep3 2.75 x 10° -
Ep4 2.63x10° -
Ep5 22x10° -
Ep6 2.75x 10 5x10*
Ep7 6x 10 -
Ep8 2.45x10° -
Ep9 1x10° -
Epl0 525x 10° -
Epll 6.5x10° -
Epl2 5.88x 10’ -
Epl3 1x10° -
Epl4 1.45x 107 -
Epl5 1.75x 107 -
Epl6 2x10° -
Epl7 7.5x 10° -
Epl8 1.73x 10° -
Epl9 2.7x10 -
Ep20 ‘ 6.5x10° -
Ep21 525x10° -
Ep22 7.75x 107 -
Ep23 1.68 x 10 -
Ep24 2.25x 10° -
Ep25 45x10°0 ' | -
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3.2. Elde Edilen izolatlara Uygulanan Identifikasyon Testleri

Parca et, kiyma, tavuk pirzola, sucuk ve pastrma O6rneklerinin
incelenmesi sonucunda toplam 34 izolat saf kiiltiir halinde elde edilmigtir. Bu
izolatlarin 14 adedi parga et 6rneklerinden, 12 adedi kiyma 6meklerinden, 3 adedi
tavuk pirzola 6meklerinden, 4 adedi et sucuk Orneklerinden ve 1 adedi de et
pastirma 6rneginden izole edilmistir. Tiim izolatlar hem nutrient agar igerisinde
hem de %15’ lik gliserolde stok kiilttirleri hazirlanarak identifikasyon testlerinde
kullanilmak tizere muhafaza edilmiglerdir.

Tim izolatlara Gram boyama, hiicre morfolojisi, glukozdan asit ve gaz
tiretimi, Voges-Proskauer reaksiyonu, nitrat rediiksiyonu, hemoliz ve katalaz
testleri uygulanmigtir. Standart kiiltiir Bacillus cereus NRRL B 3711 in Sekil 3.1°
de MYP agarda goriintiisii verilmistir.

Sekil 3.1 Standart Bacillus cereus NRRL B 3711’ in MYP agarda goriiniimii
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3.2.1. Gram Boyama ve Hiicre Morfolojisi

Izolatlar Gram boyama isleminden sonra mikroskopta incelendiginde tiim
izolatlar mor renkte g6zlenmis fakat hiicre morfolojisi agisindan 33 adet izolatin
basil, 1 adet izolatin ise kok seklinde oldugu tespit edilmistir. Buna gore tiim
izolatlar Gram (+) olarak degerlendirilirken, hiicre morfolojisi agisindan 33 izolat
basil, 1 izolat ise kok olarak degerlendirilmistir. Test sonuglar1 Cizelge 3.6’ da

verilmistir.
3.2.2. Glukozdan Asit ve Gaz Olusturma

Tim izolatlarin glukoz broth besiyerinin kirnmzi rengini sariya
doniistiirdiig goriilmiistiir. Glukoz broth besiyeri i¢indeki durham tiiplerinde ise
gaz olugmamugtir. Tiim izolatlar glukozdan asit olusturma (+), gaz olusturma (-)
olarak degerlendirilmistir. Pozitif ve negatif test sonuglari Cizelge 3.6’ da

verilmistir.
3.2.3. Hemoliz Testi

%S5 steril kan igeren nutrient agar besiyerine tiim izolatlardan ekim
yapilmus. 30 °C’ de 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda koloniler etrafinda seffaf
bir zon olugup olusmadig1 degerlendirilmeye alinmistir. Tiim izolattan 22 adedinin
hemoliz yapmis oldugu gozlenirken, 12 adet izolatin etrafinda seffaf bir zon

olusmadi@: belirlenmistir. Test sonuglar: Cizelge 3.6’ da verilmistir.
3.2.4. Nitrat Rediiksiyonu

10 ml nitrat broth igeren tiipler igerisine inokiile edilen izolatlar 30 °C” de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 3 ml’ lik kiiltiirler
lizerine 250 pl siilfanilik asit ¢ozeltisi ve 250 pl a- naftilamin soliisyonu
damlatilmis ve besiyerinde kirmizi kahverengi rengin olusumu pozitif sonug

olarak degerlendirilmistir. 34 izolatin 5 adedinin nitrati-nitrite indirgeyemedigi, 29
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adedinin ise pozitif sonug verdigi gdzlenmistir. Pozitif veya negatif test sonuglar

Cizelge 3.6’ da verilmisgtir.
~ 3.2.5. Voges- Proskauer Reaksiyonu

Tiim izolatlar 10 ml’ lik MR-VP broth igeren tiiplere inokiile edilmis ve
30 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin her
birinden 3 ml ahlnarak steril tiiplere aktanlmis tizerlerine 1.8 ml a-naftol
soliisyonu ve 0.6 ml %40’ lik KOH ¢6zeltisi damlatilarak besiyerinde pembe renk
olusumu pozitif sonug¢ olarak gozlenmistir. Test sonuglarina gére (Cizelge 3.6)
izolatlarm 4 adedi  Voges-Proskauer reaksiyonunda negatif olarak

degerlendirilirken, geriye kalan 30 adet izolat pozitif olarak belirlenmistir.
3.2.6. Katalaz Testi

Nutrient agarda gelistirilmis olan tiim izolatlarin kolonileri tizerine %3’
liik H,O, ¢ozeltisi damlatilarak gaz ¢ikisi olup olmadifi gozlenmistir. Test
sonuglarina gére katalaz testi igin 34 izolatin timiinde gaz ¢ikisi gozlenmis ve

Cizelge 3.6’ da katalaz pozitif olarak kaydedilmistir.

Sonugta, Gram (+) basil, glukozdan asit olustururken gaz olusturmayan,
B-hemolizi ger¢eklestiren, nitrati- nitrite  indirgeyen, Voges-Proskauer
reaksiyonunda pozitif sonug veren, katalaz pozitif olan izolatlar Bacillus cereus
olarak tammlanmis’ur. Yapilan identifikasyon testleri sonucunda; ¢ig halde

‘bulunan et ve et tiriinti 5reklerinden elde edilmis 34 izolatin 19 adedi Bacillus
cereus olarak tamimlanirken 15 adedi tammlanamafms’ur. Uygulanan tim

identifikasyon test sonuglar1 Cizelge 3.6.’da verilmistir.
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Sekil 3.2 Glukozdan asit ve gaz olusumu, Voges proskauer reaksiyonu, Nitrat

Rediiksiyonu test sonuglari

A — Kontrol Glikozdan Asit ve Gaz Olusumu
B — Glukozdan Asit (+), Gaz (-)

C — Kontrol Nitrat Rediiksiyonu

D — Nitrat Rediiksiyonu (+)

E — Kontrol Voges Proskauer Reaksiyonu

F — Voges Proskauer Reaksiyonu (+)

A,B,C.D.EF - Bacillus cereus (NRRL B 3711)



Cizelge 3.6. Identifikasyon test sonuglari

Izolat Gram Reaksiyonu ve | Glukozdan Glukozdan B Nitrat Voges Katalaz Muhtemel
morfoloji Asit Gaz Hemoliz Rediiksiyonu Proskauer identifikasyon
B. cereus Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
NRRL B3711
E3 Gram (+) basil + - - + + + O]
E4 Gram (+) basil + - - + + + )
ES Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
E6 Gram (+) basil , + - + + + + Bacillus cereus
E7 Gram (+) basil + - - | + + + )
E8 Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
E10 Gram (+) basil + - + + - + )
Ell Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
El13 Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
El6 Gram (+) basil + - + - + + )
E17 Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
E18 Gram (+) basil + - - + + + -)
E20 Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
E25 Gram (+) basil + - - + + + “)
K5 Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
K7 Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus

[4%



Cizelge 3.6. (Devam) Identifikasyon test sonuglari

izolat Gram Reaksiyonu ve | Glukozdan Glukozdan B Nitrat Voges Katalaz Muhtemel
morfoloji Asit Gaz Hemoliz Rediiksiyonu Proskauer identifikasyon
K13 Gram (+) basil + - - - + + )
K15 Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
K17 Gram(+) basil + - - + + + )
K18 Gram (+) basil + - - - + + ©
K18, Gram (+) basil + - - - + + ()
K22 Gram () basil + - + + + + Bacillus cereus
K23 Gram (+) basil + - - + + + )
K24 Gram (+) basil + - + + - + )
K25 Gram (+) basil + - - - - + -
Tp23 Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
Tp24 Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
Tp24, Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
Esl6 Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
Esl6, Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
Est7 Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
Esl7, Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus
Es23 Gram (+) kok - + - + - + -
Ep6 Gram (+) basil + - + + + + Bacillus cereus

194
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3.3 Toplam Hiicre Proteinlerinin Eldesi ve SDS Poliakrilamid Jel
Elektroforezi

Bacillus cereus izolatlarmin protein ekstreleri Viola ve ark. [35]
caligmalarinda uyguladiklar yénteme gore kullamlip Tris- citrat tamponu iginde 3
sn kirma- 3sn sogutma periyotlarda buz iizerinde 6-7 dakika sonikésyona tabi
tutularak hazirlanmigtir.

Bizim ¢aligmamizdan 9 tanesi parga et 6rnegi (e5, €6, €8, €10, ell, el3,
el6, e170, €20), 5 tanesi kiyma 6megi (k5, k'7, k15', k22, k24), 4 tanesi et sucuk
ornegi (esl6, esl6', esl7, es17’), 3 tanesi tavuk pirzola 6megi (tp23, tp24, tp24))
ve 1 tanesi de et pastirma 6rnegi (ep6) olmak iizere, toplamda 22 izolattan elde
edilen strainlere ait protein drnekleri SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezine tabi
tutulmustur. Bacillus cereus olarak tamimladigimiz 11 adet izolatin protein
omeklerine ait (e5, €6, €8, el0, ell, el3, el6, el7o, e0, k5, kI7) bantlar Sekil

3.3’ de verilmistir.

T7es - e6 - e8  eld0 __ell el3  el6 elTo . €20 k5 krOM

— 205000Da
+——116000Da
—— 97000Da

+———— 84 000Da
e 56 000D

4—— "55000Da

me—ie 4500002
—— 35000Da

— 29000Da

«—— 24000Da

«—— 20000Da

@nene 14 200D

@owemms 6 500Da

Sekil 3.3. Bacilus cereus izolatlarinin 1oplam hiicre proteinlerine ait SDS-PAGE

profillert
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11 izolatin protein Grneklerine ait (k15], k22, k24, esl6, esl6', esl7,
es17, tp23, tp24, tp24", ep6) bantlar ise Sekil 3.4’ de verilmistir.

20000Da
14 20002

6 500Da

Sekil 3.4. Bacilus cereus izolatlarindan elde edilen protein 6rneklerinin SDS-PAGE

profilleri

Her iki jel fotografinda da M olarak adlandirilan en son ¢ukurda gézlenen
protein igaretleyicisi (Sigma M 4038) molekil agirliklarn belirlenmis olan 13
farkli molekiil agirliginda ki (en istten baslayarak sirasiyla 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) bantlan olusturdugu gozlenmistir.
| Sekil 3.3’ de omekleri koyu renkli bantlar ve molekiil agirliklar
agisindan kargilagtirdigimizda 6rneklerden e5 ¢ukurunda bulunan ve e6 ¢ukurda
bulunan &rnekleri kendi arasinda; €8 ¢ukurda bulunan bantlar ile el0, ell, el3,
el6 ve €20 cukurlarinda elde edilen proteinlerin de kendi aralarinda benzer
profiller olusturdugu gozlenmistir. Et 6rneklerinin benzer molekiil agirliklarinda
olusturdugu koyu bantlar agisindan farkli profil ¢izen 6rnek sadece €170 gukurda

yer alan 6rnektir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.3’ de k5 ve k7' cukurlarinda, Sekil 3.4.> de ise k15", k22, k24
cukurlarinda kiyma 6rneklerinden elde ettigimiz izolatlarinin toplam hiicre protein
profilleri olusturulmustur. Omeklerden Sekil 3.4’ de k22 gukurunda bulunan
protein profili ile k24 ¢ukurunda bulunan protein profillindeki benzerligin diger
kiyma 6rneklerinden elde edilen profillere gore daha fazla oldugu gézlenmistir.

Sekil 3.4." de esl16 ¢ukurunda yer alan protein profili ile es16' cukurda
yer alan protein profili ayn1 sucuk 6rnegine ait izolatlardan olusmus toplam hiicre
protein profilleridir Aym sekilde es17 g¢ukurunda bulunan ile esl7 cukurda
bulunan proteinler ayn1 6rnege ait profillerden olusmustur. Bu 6rneklerden elde
edilen ve Bacillus cereus olarak tamimlanan izolatlardan elde edilen proteinlerin
olusturdugu tiim bantlar olduk¢a benzer molekiil agirhiklarinda profiller
olusturmustur.

Aym tavuk pirzola 6meginden izole edilmis olan tp24 ve tp24'
orneklerine ait olan toplam hiicre proteinlerinin olusturdugu bantlar ile ep6’ dan
elde edilen toplam hiicre protein profili aym molekiil agirliklarinda bantlagma
gOstermistir.

Her iki sekilde de M olarak adlandirilan en son ¢ukurda gézlenen protein
isaretleyicisinin olusturdugu 14.200 Da agirhifindaki bandi yalmz k5 ¢ukuruna
yiiklenen izolat harig tiim et ve et lirlinlerinden elde edilen izolatlarin olusturdugu

g6zlenmistir.
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3.4. Plazmid Eldesi ve Agaroz Jel Elektroforezi

Et ve et iirtinlerinden elde edilen ve Bacillus cereus olarak tanimlanan
izolatlardan .plazmid eldesi igin Alkali- Lisis yontemi kullanilarak plazmid
izolasyonu yapilmistir [37]. Omeklerden elde edilen plazmid izolatlan % 0.1° lik
Agaroz Jel Elektroforezine tabi tutulmustur. Ilk jelde plazmid érneklerinin negatif
sonug¢ vermesi nedeniyle drnekler yeniden hazirlanmig ve 2. kez yiirtitiilmiistiir. 2.

Jelde Fermentas Gene Ruler (1 kb DNA Ladder) marker kullanilmigtir.

v Rsahec B Beol ol B ]l 5!
o - L

Sekil 3.5. Bacillus cereus izolatlarindan elde edilmis plazmidlerin Agaroz Jel

Elektroforezi ile incelenmesi

Sekil 3.5.” te ilk olarak yiiriitiilen jelde standart Bacillus cereus NRRL B 3711
basta Std ¢ukurunda olmak iizere ve €6, ell, 16, el7, €20, k7' drneklerinden
elde edilen plazmidlerin yogun olarak jelde bulundugu gézlenmistir. Ancak bu
jelde e8 ve e13 drneklerinden plazmid elde edilemedigi tespit edilmistir.

Sekil 3.6’ da sirastyla k5, k'7, k22, k24, tp23, tp24, €6, €8, eell, ell,
el3, el6, €20, esl16, esl6, es17 izolatlarindan ve standart Bacillus cereus NRRL
B 3711’ den elde edilen plazmidlerin bant olusturduklar1 gézlenmistir. e5 ve el7
izolatlarin da bant gézlenmemistir

Her iki jelde de plazmid gozlemedigimiz tek Ornek e5 izolatidir.Bu

durumda dmeklerin %95°1 plazmide sahiptir.
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Sekil 3.6. Bacillus cereus izolatlarindan elde edilmis plazmidlerin Agaroz Jel

Elektroforezi ile incelenmesi

Orneklerden izole edilerek Agaroz Jel Elektroforezi’ nde olusturulan
plazmid bantlan ile isaretleyici bantlan karsilagtinldiginda e8 izolatinin plazmid
bandi hari¢ diger biitiin izolatlarn 2,5- 3 kb arasinda plazmid bandina sahip
olduklar tespit edilmistir. e8 izolatinin plazmid biiyiikliigli diger izolatlardan

farkl olarak 3 kb diizeyinde band olusturdugu gézlenmistir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Bacillus cereus genellikle saprofit olarak toprak, su, hava ve bitkilerde
bulunur. Ayrica ¢ig haldeki ve islenme siirecindeki gidalara kolaylikla bulagabilen
ve gida zehirlenmelerine neden olan patojen bir mikroorganizmadir. Bacillus
cereus gida zehirlenmesinde araci gidalar olarak; genellikle kuru gida maddeleri,
baharatlar, baklagiller, et, kiimes hayvanlar, siit ve siit {iriinleri, pigmis ve uygun
olmayan kosullarda saklanan gidalarda bulunur [41]. Bacillus cereus’ un hastalik
olusturabilmesi igin siipheli gida i¢inde 10° cfu/g degerinde olmasi gerekliligi
bildirilmigtir (Lattuada & McClain, 1998) [15,21].

Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus ve
Salmonella spp. gibi bakterilerin gidalar da bulunmasmin hastaliklara neden
oldugu bilinmektedir. Gida zehirlenmelerinde istatistiki bilgilerin saglikli
olmamasina karsin gida enfeksiyonlarinda ve intoksikasyonlarinda istatistikler
Staphylococcus aureus’ un sebep oldugu intoksikasyonlarin Salmonella’ dan daha
fazla oldugu belirtilmektedir. Yurdumuzda da gida zehirlenmesine neden olan
organizmalar genellikle Staphylococcus, Streptococcus ve Bacillus cereus olarak
bilinmektedir [3]. Cesitli diinya ililkelerinde artan énemine ve neden oldugu gida
zehirlenmelerinin yayginlifina paralel olarak pek c¢ok gida maddesi Bacillus
cereus’ un mevcudiyeti yoniinden arastirilmaktadir. Bacillus cereus’ un cesitli
gidalarda varlig: lizerine iilkemizde yapilmig arastirma sayis: oldukea azdir [12].
Bizim ¢aligmamizda Eskisehir’ de satisa sunulan ¢ig haldeki et ve et tirlinlerinde
Bacillus cereus varlign arastinlomg ve bu boslugun kismen doldurulmasi
hedeflenmigtir. ‘ -

Bacillus cereus’ un izolasyonu ve sayimi i¢in iki besiyeri nerilmektedir.
Bunlar, MYP (Mannitol-EggYolk- Polymyxin) (Mossel ve ark. 1967) agar ve
PEMPA (Polymyxin- Egg Yolk-Mannitol Bromothymol Blue Agar) (Holbrook ve
Anderson, 1980) besiyerleridir. Bu iki besiyerinde organizmanin segici 6zelligi
olarak, polimiksine direnci gozlenmektedir. Bacillus cereus fosfolipaz C
(=lesitinaz) olusturmaktadir. Bu &zelliginden yararlanilarak izolasyon besiyerine

yumurta sarist katilmak suretiyle lesitinaz firetimi sonucunda gelisen koloniler
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etrafinda bir presipitasyon halkasi olusmas1 ve mannitoliin karbon kaynag: olarak
kullamlamamas:1 gibi karakteristik oOzellikleri agisindan her iki besiyeride
diagnostik besiyerleri olarak gelistirilmistir [1,9,22]. MYP ve PEMPA gibi
kullanilan segici besiyerlerinin dezavantaji diger mikroorganizmalarin gelisiminin
tanimlanmak istenen Bacillus cereus’ un hicbir besiyeri modeli tarafindan
tamamen inhibe edilememesidir. Bu segici besiyerleri lizerinde gelisen Bacillus
thuringiensis, Bacillus anthracis, Bacillus mycoides benzer sekilde egg-yolk
reaksiyonuna pozitif sonu¢ veren diger Bacillus spp.’ dir [21,23]. Diger taraftan
Bacillus cereus’ un lesitinaz olusturmayan suglarida bulunmaktadir [1].Goepfert
ve ark. 1972’ de, Harmon ve ark. 1992 yilinda MYP agarin en biiyiik dezavantaji
olarak, ayn koloniler etrafinda olusan zonlarin birlesmesinin koloni sayiminda
zorluga neden oldugunu bildirmiglerdir [23]. PEMPA besiyerinde sodyum piirivat
ilavesi rhizoid koloni olusumunu azaltir, fakat egg-yolk reaksiyonunu
gelistirmesine karsin besiyerinde Bacillus cereus digindaki mikroorganizmalarda
bazen yogun sekilde iirediginden siipheli kolonilerin saflastirilmalarini zorlagtirir
[24,25]. Dolayisiyla &rnekler iginde aranilan organizmanin saflagtirilmas: oncelik
gerektiginden bizim calismamizda Bacillus cereus izolasyonu igin MYP agar
kullanilmigtir,

Bu calismada Eskisehir’ in cesitli semtlerindeki marketlerde ve gida
pazarlarinda tiiketime sunulan par¢a et, kiyma, tavuk pirzola, et sucuk ve et
pastirma Orneklerinin her birinden 25’ er adet toplanarak toplam bakteri ve
Bacillus cereus vejetatif hiicre varlif1 yoniinden incelenmistir. Toplam 125 et ve
et triinlerinden olusan orneklerin 22 tanesi Bacillus cereus ile kontamine olarak
bulunmugtur. Gidalar i¢inde bulunan Bacillus cereus sayisi, drneklerin % 27.2°
sinde grémmda >10? cfu/g degerinden daha az, %22.7’ sinde 'Qi'talama 10% cfw/g
degerinde, %50° sinde ortalama 10° ve ortalama 10* cfu/g diizeylerinde, % 9’
unda 10° cfu/g diizeyini asan degerlerde Bacillus cereus igerdigi tespit edilmistir.
Test edilen tim Omekler iginden Esl6- Esl7 sucuk ormeklerinin gida
zehirlenmesine neden olabilecek diizeyde Bacillus cereus igerdigi gézlenmistir.

Incelenen parga et drneklerinin toplam bakteri sayilan ortalama 104, 10°,
10%, cfw/ml olarak kaydedilmistir. Tiim para et dmeklerinde %24’ i gramda
ortalama 10* diizeyinde, %44 ii gramda ortalama 10° cf/g diizeyinde, %28’ i ise
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>10° cfu/g iizerindeki degerlerde toplam bakteri sayisi igerdigi gozlenmistir. Parga
et orneklerinin Bacillus cereus vejetatif hiicre sayis1 bakimindan incelenmesi
sonucunda 25 adet Grnegin %56’ sinda (14 tanesinde) Bacillus cereus izole
edilmistir. Bacillus cereus izole edilen 14 adet 6regin %28.5” inde (4 tanesinde)
Bacillus cereus varhigi belirlenmis, ancak elde edilen Bacillus cereus sayisi
oldukga diisiik bulunmustur. Tiim parca et Srneklerinin %16’ s1 gramda >10* cfu/g
degerinin altinda, %20’ i gramda ortalama 10> 10° cfu/g arasindaki diizeylerde,
%16’ s1 ortalama 10* cfu/g diizeyinde Bacillus cereus igerdifi gdzlenmistir
(Cizelge 3.1.). Bu degerler Bacillus cereus hiicre sayisimn gida zehirlenmesi
olusturabilecek durumda olmadigimi gostermektedir. Ciinkii Bacillus cereus’un
gida zehirlenmesi olusturabilmesi icin >10° cfwml diizeyinde bulunmas:
gerekmektedir.

Cig kiyma Orneklerinin tiimiinde yiiksek sayilarda toplam bakteri sayisi
elde edilmistir. Orneklerde bulunan en yiiksek toplam bakteri sayis1 4.25 x 10®
cfu/g diizeyinde bulunmustur. Cig kiyma Oreklerinde toplam bakteri sayisinin
parca et Orneklerine oranla yiiksek 'dﬁzeyde bulunmas: ylizeyi arttirilan etin
islenmesi sirasinda kontaminasyonun da artmasina neden oldugu diistiniilmiistiir.
25 tane ¢ig kiyma 6rneginin 10 tanesinden (%40’ indan) Bacillus cereus izole
edilmistir. Orneklerden elde edilen izolatlarin %20’ sinde (5 tanesinde) gramda
ortalama 10° cfu/g degerinde, %16’ sinda (4 tanesinde) ortalama 10° cfu/g
diizeyinde, sadece 1 Ornekte (%4) ise olduk¢a dusik sayida Bacillus cereus
icerdigi gozlenmistir Ayrica, incelenen kiyma Omeklerinin Bacillus cereus
sayisimin gida zehirlenmesi olusturabilecek diizeyde olmadigy da belirlenmigtir
(Cizelge 3.2.).

© Tavuk pirzola smeklerinin incelenmesi sonucu Omeklerden ortalama
olarak 10%, 10%, 107 cfu/g arasinda toplam bakteri sayimlar1 elde edilmi§fir.
Toplam hiicre sayilarinda en yiiksek deger 1.15 x 10° cfu/g olarak bulunmustur ve
bu deger aym zamanda tiim incelenen Orneklerde bulunan en yiiksek sayisal
degerdir. 1nceleneh ¢ig tavuk pirzola 6meklerinde yalniz 2 tanesinde (%8)
Bacillus cereus kontaminasyonunun oldugu g6zlenmistir. Kontamine olmus 6rnek
sayis1 az olmasina karsin izole edilen Bacillus cereus vejetatif hiicre sayis1 gramda

>10° cfu/g degerlerinde bulunmustur (Cizelge 3.3). Elde edilen bu degerler tavuk
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pirzola Omneklerinde bulunan Bacillus cereus sayisimn gida zehirlenmesi
olusturabilecek diizeyde olmadig saptanmgtir.

Incelemeye aldigimiz 25 tane et sucuk 6rneklerinde toplam bakteri sayist
10*- 10° cfu/g arasida degerler almistir. Orneklerin %48’ inde toplam bakteri
sayis1 >10° cfu/g degerinin altinda bulunmustur. Et sucuk drneklerinin % 12’ si
Bacillus cereus ile kontamine olarak kaydedilmistir. izole edilen 6meklerden
Es23 yalnizca 20 cfu/g degerinde Bacillus cereus sayisi igerdigi saptanmustir.
Izole edilen Bacillus cereus hiicre sayisimn 2 6mekte gramda ortalama >10°
degerini agsmis oldugu gézlenmistir. Dolayisiyla gida zehirlenmesi olusturabilecek
diizeyde Bacillus cereus sayisi igerdigi tespit edilmistir (Cizelge 3.4.).

Incelenen 25 tane et pastrma Smeginden izole edilen toplam bakteri
say1st oldukea yiiksek bulunmustur. Ortalama olarak toplam bakteri sayisinin 106,
107 cfu/g arasinda belirlenmigtir. Buna karsin sadece 1 ornek (%4 oramnda)
Bacillus cereus ile kontamine halde bulunmustur. Bacillus cereus vejetatif hiicre
sayis1 5 x 10* cfu/g degerinin aldify saptanmistir (Cizelge 3.5.). Bu durumda
gosteriyor ki 6rneklerde Bacillus cereus bulunma orani oldukga diisiiktiir. Ancak
belirlenen 6rneklerde Bacillus cereus hiicre sayisi gida zehirlenmesi olusturacak
derecedeki >10° cfu/g degerine yakindur.

Konuma ve ark. [10] incelemeye aldiklari ¢ig et, et tiriinleri ve et katki
maddelerini igeren 1963 ornekte, et {iriinlerinden % 18.3 oraninda, ¢ig etten ise %
6.6 oraminda Bacillus cereus izole edilmis ve bu firlinlerin kontaminasyon
diizeyleri genelde gramda 10% cfu/g’ dan daha diisiik bulunmugtur. Diger taraftan
et katki maddelerinde % 39.1 oraminda Bacillus cereus izole edilmistir.
Kontaminasyon diizeyleri genellikle gramda 10> —10* cfu/g arasinda bulunurken
Ozellikle hayvansal proteinlerde ve bah’afatta gramda 10* cfu/g degerini asan
diizeylerde Bacillus cereus kontaminasyonuna rastladiklarim bildirmislerdir. Bu
sonuglardan hareketle et friinlerinde Bacillus cereus kontaminasyonunun
kaynaginin kontamine et katki maddeleri oldugunu ortaya koymuslardir.

Nel ve ark. [15] mezbahalarda kesimi yapilmis kirmizi etlerle yapmis
olduklan ¢alismada, izole edilen Bacillus cereus sayisim ortalama 8.32 x 10°
cfu/g degerinde kaydetmislerdir. Giiney Afrika Saglik Departmani’ nin ¢ig etler

icinde Bacillus cereus’ un maksimum bulunma limitinin gramda 10° cfu/g
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degerinde olmasi gerekliligi bildirilmistir. Ayrica aragtirmalarinda elde ettikleri
sonuglar karsilastinldiginda  Bacillus cereus’ un muhtemel kontaminasyon
kaynaklarinin hayvan derisi ve toprak oldugu belirtilmisgtir.

Ternstom ve Molin [11] ¢ig halde tavuk sigir ve domuz etlerinde 45° er
omekli gruplardan domuz etinde %7, sigir etinde % 11 oraninda Bacillus cereus
izole edildigini, ancak tavuk etinden Bacillus cereus izole edilmedigi
bildirilmigtir.

Misir’ da, et tirtinleriyle yapilan bir aragtirmada analize alinan 150 6regin
34’ tintin (% 22.6) Bacillus cereus igerdigi gozlenmistir. Bu c¢alismada 100 kiyma
orneginin 18’ i (% 18), 25 sucuk 6rmeginin 7° si (% 28) ve 25 pastirma 6rnedinin
de 9’ u (% 36) Bacillus cereus ile kontamine halde bulunmustur [12].

Kavurma ve kanath eti tikketime bagli olarak Bacillus cereus’ un gida
zehirlenmelerine sebep oldugu da bildirilmistir. Sooltan ve ark. taze veya
dondurulmus, ¢ig yada pisirilmis toplam 102 kanath et {iriinii 6rneginden % 6.9
oraminda Bacillus cereus izole etmislerdir. Sharma ve ark. Hindistan’da yaptiklan
bir aragtirmada tavuk sosis, tavuk salam, kokteyl sosis, sis kebap ve domuz salami
6rmeklerinde gramda 2.1 x 10° — 4.7 x 10° arasinda Bacillus cereus bulmuslardir
[12].

Vazgeger ve ark. [13] 72 adet pisirilmis tavuk doner drneklerin % 48’ inde
Omekler igindeki sayilan 10* cfu/g dan az olmak iizere Bacillus cereus
kontaminasyonu oldugu gozlenmistir. Aynica pisirilmis tavuk déner 6rneklerinin
%17" sinde Bacillus cereus sayilar1 10°- 10’ cfu/g arasinda bulunurken, % 35
inde 10°- 10* cfu/g olarak bildirilmigtir. Caligmalarinda tavuk doner igine tavuk
derisinin de ilave edilmesinin patojen mikroorganizmalar agisindan biiyiik risk
olusturdugunu ve gidanin uygun kosullarda {iretimi  gergeklestirilirse
mikrobiyblojik agldan Onemli risk teskil etmeyecegini bildirmiglerdir.

Fang ve ark. [14] 18 °C’ de saklanan RTE (tiiketime hazir halde bulunan)
164 tane gida iriinleri iizerinde yapmug olduklann ¢alismada, daha c¢ok et ve
jambon igerikli olan RTE gida Orneklerinin % 62.5° 1 Bacillus cereeus ile
kontamine halde bulunmustur. Ayrica deniz yosunu igine sarilmig piring
toplarinda % 56’ sinin, soguk sehriye orneklerinin %66.7° sinde Bacillus cereus

varhigi belirlenmistir. Caligmalarinda 18 °C’ de saklanan RTE gidalarin
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mikrobiyolojik kalitelerinin saglanmasi amamyla,v imalatinda kullanilan saklama
kutulanin ¢ok dikkat gerektirdii ve bu tip gidalann iiretiminde 1s1 kontroliiniin
¢ok 6nemli oldugu sonucuna varmislardir.

Nortje ve ark. [16] ezilmis sigir eti, 1zgara tavuk, islenmis et gesitleri olan
sucuk, salam, jambon omekleri Bacillus cereus kontaminasyonu agisindan
aragtinnlmigtir. Teste alinan toplam 51 et 6rneginin 1 1zgara tavuk 6regi, 3 salam
omegi (% 5.9), 5 sucuk 6rnegi (% 9.8) Bacillus cereus ile kontamine bulunurken;
ezilmis siir eti ve jambonda Bacillus cereus kontaminasyonu saptanmamugtir.
Islenmis et iiriinii 6rneklerinde ki Bacillus cereus sayilan ise sucuk 6rneklerinde
1x 10* 5 x 10® cfu/g arasinda bulunurken, salam Srneklerindeki seviyesi 6.3 x
10%- 1 x 10® cfw/g olarak tespit edilmigtir. Calismalarinda jambonun 1s1l islem
Oncesinde tuzlanmasimin bakteriyel aktivitenin gecikmesine neden oldugunu
ortaya koymuslardir. Calismalar1 sonucunda Bacillus cereus’ un taze gidalardan
daha ¢ok islenmis gidalarda varligimin arttigint belirtmislerdir. Bunun nedenini,
sporlu bir bakteri olan Bacillus cereus’ un islem gormesiyle olusan sporlarinin
islem sonrasinda vejetatf hiicre haline gelmesine baglamslardur.

Schlegelova ve ark. [17] toplam 161 gida ham madde 6meginde Bacillus
cereus kontaminasyonu aragtirilmigtir. Analiz edilen et {irlinii 6rneklerinin 317 i
(% 28) ve kuru gida 6rneklerinin 66° s1 (% 31), kaymakls siit {iriinlerinden ise
yalmz 1 tanesi Bacillus cereus ile kontamine olarak bulunmustur. Teknolojik
yontemlerle 1s1 islemden gegirilen ¢ok yaglh siit 6rneklerinden %63’ iiniin, yine
181l islem uygulanan et tiriinlerinden %48’ inin 6nemli 6l¢tide Bacillus cereus ile
kontamine halde bulunmustur. Ozellikle 1s1l iglem gérmiis et Srneklerinin 1s1l
islem gormemis fermente edilmis iirlinlerden daha fazla Bacillus cereus ile
kontamine halde bﬁlundugunu bildirmislerdir. Gida maddelerinde Bacillus cereus’
un ¢ok sik rastlanmasinin ﬂederﬁni gidalarda yag molekiillerinin bulunmasina ki
bu mikroorganizmanin yag molekiilleri arasinda saklanmasina ve mide pH’ sindan
etkilenmemesine neden olur, ve /veya bu firlinlerin risk grubu olmasina neden
olacak 1si1l islemlerin uygulamasina baglamislardir.

Bizim c¢alismamizda incelenen 125 adet et ve et iirlinlerinden olusan
orneklerden elde ettigimiz Bacillus cereus vejetatif hiicre sayilarinda gida

zehirlenmesine risk olusturabilecek diizeyde >10° cfu/g degerini asan 2 adet et
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sucuk Ornegi gozlenmistir. Fermente gidalarda biri olan taze sucuk hamurunun
mikroflorast igerisinde Bacillus cereus normal kosullarda bulunmamaktadir [3].
Fakat dogada ¢ok genis alana yayilmus olan Bacillus cereus sucuk 6rneklerinde
hammadde, {retim, olgunlasma ve saklama kosullarimin uygun olmadig
durumlarda kontamine olarak bulunabilir. Bacillus cereus varhg agisindan
incelemeye aldigimiz 6rneklerin %7.2” sinde >10° cfu/g degerinin altinda Bacillus
cereus vejetatif hiicre sayisina rastlanirken, %92’ sinde ise saymn gramda
ortalama 10* cfu/g degerinde oldugu gozlenmistir. Bu degerlerle incelemeye
aldigimz gida omeklerinde Bacillus cereus vejetatif hiicre sayisinin gida
zehirlenmesi olusturacak sinir degerlere ¢ok yakin oldugu ortaya konmaktadir.

Bacillus cereus izolatlaninin c¢esitli biyokimyasal testler uygulanarak
identifikasyonu yapilabilmektedir. Kat1 besiyerinden izole edilen Bacillus cereus
kolonilerinin identifiye edilebilmesi i¢in hemoliz reaksiyonu, glikozdan asit
olusturma, Voges-Proskauer reaksiyonu, nitrat1 nitrite indirgeme, katalaz testleri
gibi cesitli biyokimyasal testler uygulanmasi énerilmektedir [26]. Bu testlere ilave
 olarak jelatin hidrolizsyonu , rhizoidal biiylime, toksin kristallerinin tanimlanmast,
tirozin bozulmasi, anaerobik olarak glikoz fermentasyonu ve lizozime direng
testleri de Bacillus cereus identifikasyonu igin uygulanabilmektedir [7].
Shinagawa [20] izolatlarin morfolojik agidan identifikasyonu igin gram ve spor
boyama, biyokimyasal testler olan VP reaksiyonu, jelatin hidrolizi, hemoliz
kuvveti, glikoz fermentasyonuna tabi tutulmasiyla pozitif sonu¢ veren
mikroorganizmalar1 Bacillus cereus olarak degerlendirmistir. Bacillus cereus
strailerinin ayirt edilebilmesi i¢in serotiplendirme, faj tiplendirmesi ve toksin
tiretimi agisindan epidemiyolojik araglar ile incelenebilecegini belirtmistir.

* Bacillus cereus’un sayimi ve identiﬁkasyomi 'igin uygulanah standart
analiz yéntémlerinden biri olan ISO metodu (Borge ve ark., 2001), sayim ig¢in
MYP agar besiyerine ekim yapilmasini, identifikasyonu i¢in Voges- Proskauer,
nitrat reaksiyonu, glukoz fermentrasyonu testlerinin uygulanmasini dnermektedir.
USDA/ FSIS Mikrobiyoloji Laboratuvann (Lattuada ve McClain, 1998),
Orneklerde Bacillus cereus saymm igin MYP agar kullanimina, identifikasyonu
icin hemolitik aktivite, hareketlilik, gelisme karakteristikleri (rhizoidal gelisme)

ve protein toksin kristallerinin tiretimi testlerini Snermektedir [22].
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Calismamizda parga et, kiyma, tavuk pirzola, et sucuk ve et pastirma
orneklerinden MYP agar besiyerine yapilan ekimler sonucunda' gelisen yuvarlak,
pembe renkli, yan seffaf, etrafim opak egg-yolk presipitasyon halkast sarmis olan
koloniler Bacillus cereus olarak tamimlanmis ve saf kiiltlir halinde elde edilen 34
izolat biyokimyasal identifikasyon testlerine tabi tutulmustur. Bu testler
sonucunda kuvvetli hemolitik olarak gézlenen 22 izolat Bacillus cereus olarak
tanimlanmagtir.

Bacillus cereus’ un identifikasyonu i¢in ayni zamanda hizl test sistemleri
de gelistirilmigtir. API 50 CH, API 20E (Logan ve ark. 1985, Weber ve ark.,
1988, Guinebretiere ve ark., 2001) gelistirilen sistemlerdendir [18,22]. Sarrias ve
ark. [18] caligmalarinda gidalardan izole edilen tiirleri API 50CH ve API 20E
tarafindan tamimlamis ve 3 API profili ile tahmini Bacillus cereus izolatlarni
bulmuslardir. Ancak bu izolatlarin daha kesin bir bicimde Bacillus cereus olarak
tanimlanabilmesi i¢in hareketlilik, oksidaz aktivitesi ve enterotoksin iiretimi
testlerinin de uygulanmasi gereklilidini ortaya koymuslardir [18]. Lagan ve ark.
1979 yilinda emetik Bacillus cereus strainlerinin API sistem kullamlarak diyarel
ve toksijenik olmayan Bacillus cereus strainleriden ayirt edilebilecegini, fakat
farkli karakterlerinin tamimlanamayacagim belirtmigtir [19]. Bizim yapmig
oldugumuz ¢alismada ise izole edilen Bacilus cereus strainlerinin toksin iiretme
yetenekleri aragtirilmamugtir.

MYP ve PEMPA segici besiyerlerlerinde benzer koloniler olusturan
Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis, Bacillus mycoides [21,23], fenotipik
Ozelliklere dayanan temel biyokimyasal testlerde de benzer sonuglar
vermektedirler. Fakat bazi testlere cevap verme dereceleri faklidir. Bacillus cereus
c¢ok kuvvetli hemolitik iken, Bacillus anthracis, Bacillus mycoidés zayif
hemolitik, Bacillus anthracis ise kanh agarda hemoliz yapmaktadir. Bacillus
thuringiensis faz kontrast mikroskobu ile ayir edilebilen entorotoksin kristalleri
tiretir. Bacillus mycoides’ in ise nutrient agar iizerinde kendine has rhizoidal
koloniler olusturarak tireme O6zelligi bulunmaktadir [7,9,21]. Buna dayanarak
calismamizda kanh agar iizerinde hemoliz olusturmayan 12 izolatin Bacillus
anthracis olma olasihigi yiiksektir. Temel identifikasyon testlerine dayanarak

geriye kalan 22 izolat1 Bacillus cereus olarak tanimlayabilmekteyiz.
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Geleneksel taksonomik  yontemlerin  siirli  oldugunun  farkina
vanlmasindan sonra, mikrobiyal identifikasyon ve simflandirmada molekiiler
identifikasyon ve tiplendirme ydntemlerinin, ozellikle molekiiler genetik ve
serolojik esasli testlerin giderek rutin analizlere girmesi sonucu daha dogru
bilgiler elde edilmeye baslanmistir. Molekiiler diizeyde identifikasyon ve
tiplendirme y6ntemleri ile nukleik asit hibridizasyonu, sekans analizleri ve protein
profilleri elde edilmektedir. Bacillus cereus strainlerinin saptanmasinda toplam
hiicre protein profilerinden yararlanan Matar ve ark. [29]" nin yapmis olduklar
calismadir. Ceki¢ [42] (2000) Eskisehir ve cevresinde tiiketilen siit ve siit
iirlinlerinden izole ettigi 10 adet Bacillus cereus straininde toplam hiicre protein
profillerini analiz etmis ve birbirine benzer band profilleri gozlemistir. Kotiranta
ve ark. [43] (1999) yapmis olduklari ¢alismada 2’ si referans, 2° si kilinik Bacillus
cereus’ un 4 farkli straininden elde edilen toplam hiicre proteinleri SDS-PAGE
yontemiyle biiylik protein bantlarinin birbirinden aynldigi gézlenmis ve 85 kDa
molekiil agirliginda bant olusturdugu tespit edilmistir. Bu 4 farkli Bacillus cereus
strainine immunostarining ile anti S-layer antibody eklenmis ve gamma-iginlan
altinda siv1 ile kat1 besiyerlerinde gelisime birakilmigtir. Daha 6nce SDS-PAGE’
de 85 kDa bantlasma gosteren Bacillus cereus Kilinik strainlerinin 2’ sininde
gelisim sonunda bu band1 kaybettigi yerine S-layer proteinine ait 97 kDa bandim
olusturdugu; diger iki referans strainin ise bu 97 kDa bandm olusturmadiklar
gozlenmistir. Caligma klinik strainlarin hiicre yiizeyinde S-layer tasimalarinin
radyoaktif 1ginlara direnci arttirdif: sonucuna ulagtirmstir.

Calismamizda Bacillus cereus toplam hiicre protein ekstreleri Viola ve ark.
[35]'nin yontemine gére sonikasyona tabi tutularak hazirlanmistir. Elde edilen
prdtein ekstrelerinin SDS-PAGE yontemiyle hazirlanan jelde olusturduklar belirli |
molekiil agirligindaki bantlar, genis aralikh protein isareﬂetyicisi (Sigma M 4038)
olusturdugu bantlar ile karsilastinlmistir. Genel anlamda biitiin &rneklere ait
protein profilleri birbirine benzer bigimde tespit edilmigtir. Tim et ve et
tirlinlerinden elde edilen izolatlann protein profillerinde, protein isaretleyicisinin
temel bantlarindan olan 14.2 kDa agirhigindaki bandi olusturdugu, yalmz k5

gukuruna yiiklenen izolatin olusturmadif1 gézlenmistir.
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Calismamizda SDS-PAGE teknigi ile toplam hiicre protein ekstrelerinde
tam olarak ayrim goriilmedigi i¢in 6mekler birbirine yakin bant profilleri
olusturmustur. Berber ve ark’” mmn.[27] 2003 yilinda yapmis olduklar
¢alismalarinda oldugu gibi toplam hiicre proteinlerinin yerine ekstraseliiler
proteinlerin yiiriitiilmesiyle tiplendirmede daha ayir edici profiller verilebilir.

Cesitli  mikroorganizmalarin  tiplendirilmesinde  proteinlerin = ve
lipoproteinlerin incelenmesi bagarili olmakla birlikte bu yontemler bir
mikroorganizmanin fenotipik 6zelliklerine dayanmaktadir. Dolayisiyla pek ¢ok
aragtirmaci bir organizmay1 fenotipik cesitlilie maruz kalmadan genotipini analiz
etmeyi niikleik asit hibridizasyonu ve sekans analizleri gibi yontemlerle ¢alismayi
tercih etmektedirler

Ombui ve ark [31] c¢alismalarinda siit 6rneklerinden 5 farkli biiyiikliikte
plazmid saptamiglardir. Plazmidler ile antibiyotiklere direnglilik arasinda bir iligki
olup- olmadigini aragtirmiglar, ancak béyle bir iligki bulamamiglardir.

Milner ve ark. [44] (1996) yaptiklan c¢alismada Zwitermisin A
antibiyotigini lireten Bacillus cereus strainlerinin antibiyotik tiretimiyle dkaryotik
hiicrelere karsi kehdi direncini kazandig1 (self-resistance), Bacillus cereus’ un
tirettigi Zwitermisin A antibiyotigi gibi biyokimyasal aktivite gosteren molekiilleri
kodlayan biyosentetik genlerin aslinda molekiiler diizeyde identifikasyonda
kullanilabilecegi belirtilmistir.

Nishikawa ve ark.’nin [45] (1996) yapmis olduklar ¢alismada 5 ayn gida
zehirlenmesi salginindan elde edilen, emetik sendroma neden olan 43 adet
Bacillus cereus izolati epidemiyolojik markerlar olan serolojik tiplendirme,
biyotiplendirme, vakuolasyon faktér ve plazmid band omekleri teknikleriyle
degefléndirilmi§ ve | sonuglar karsilagtirilmigtir. Eger - salginlarin - gidalardan
kaynaklandigr gésterilmek isteniyorsa; plazmid bant dneklerinin analizinin aym
serotipe sahip izolatlar arasindaki ince farklan ayirt etmede oldukga kullanigl
oldugu belirtilmigtir.

Calismamizda et ve et liriinlerinden elde ettigimiz 22 adet izolatta plazmid
varhiginin, varsa  plazmidlerin biiyiikliigliniin tespiti i¢in Bacillus cereus
hiicrelerine Alkali- Lisis yontemi uygulanmig ve €5 6rnegi harig biitiin izolatlarin

hemen hemen aym agirhkta plazmite sahip oldugu tespit edilmistir. Bundan
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sonraki g:ah§malarda bizim 6rneklerimizdeki plazmidlerin fonksiyonu (6rnegin;
antibiyotik direngliligi, PHB iiretimi) arastirilabilir. Kullamlan SDS-PAGE ve
plazmid analizi teknikleri strainler aras1 farklihlg) ortaya koymada yetersiz kaldig:

icin, bundan sonraki ¢alismalarda RAPD-PCR (Ghelardi ve ark. 2002 [46])

yontemi ile tiplendirme yapilmalidir.
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