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Dogada yaygin olarak bulunan Bacillus cereus, bir yandan gida
bozulmalari, diger yandan kusma ve ishal gibi sikayetler ile insanlarda gida
zehirlenmelerine sebep olan ve intoksikasyon yapan bir bakteridir.

Bu ¢alismada Bacillus cereus varligini arastirmak tizere piring unu ve
piring unu bazli toplam 192 adet gida 6rnegi kullanilmistir ve Srnekler Adana
piyasasindan tedarik edilmistir.

Klasik yontem ile izole edilen toplam 32 izolattan 10’u Bacillus cereus
olarak tamimlanirken, 14’4 Bacillus subtilis, 4’ Escherichia coli, 2’si
Pseudomonas aeruginosa, 2’si Proteus mirabilis olarak belirlenmistir. izolatlarin
74 bebek mamas1 6rneginin 18’sinden (oransal olarak %24.3), 50 ambalajli piring
unu Orneginin 11°sinden (oransal olarak %?22), 10 doékme satilan piring unu
Orneginin 3’linden (oransal olarak %30) oldugu tespit edilmistir. Klasik yontemle
Bacillus cereus olarak tanimlanan suslar PCR yo6ntemi ile molekiiler olarak da
tanimlanmugtir. Bacillus cereus’larin genotipik yakinliklariin tespiti amaci ile
RAPD- PCR yontemi kullanilmistir ve c¢alismaya biitiin suslar dahil edilmistir.
Bacillus cereus suslarinin arasindaki genetik yakinlik incelendiginde %70’lerde
kaldig1 goriilmiistiir. Sonug olarak; genetik olarak birbirlerinden farkli olduklari ve
tek kaynaktan koken almadiklar

Anahtar Kelimeler: Bacillus cereus, piring unu, PCR, RAPD-PCR,
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ISOLATION OF Bacillus cereus FROM RICE FLOUR AND RICE FLOUR
BASED FOOD SAMPLES AND IDENTIFICATION USING CLASSICAL
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Bacillus cereus, which is widely found in nature, is a pathogenic bacteria
that causes food poisoning in humans with complaints such as food spoilage on the
one hand and vomiting and diarrhea on the other. In this study, a total of 192 food
samples including rice flour and rice flour-based food samples supplied from
Adana market were examined for the presence of Bacillus cereus.

Only 10 of the 32 isolates isolated from the examined samples by classical
method were defined as Bacillus cereus. 14 of the isolates were determined as
Bacillus subtilis, 4 as Escherichia coli, 2 as Pseudomonas aeruginosa and 2 as
Proteus mirabilis. The isolation was performed from 18 of 74 infant formula
samples (24.3% proportionally) and 11 of 50 packed rice flour samples (22%
proportionally) 3 of 10 unpackaged rice flour samples (30% proportionally). Also,
the strains defined as Bacillus cereus by the classical method were also defined
molecularly using the PCR technique. The RAPD-PCR method was used to
determine the genotypic affinity of Bacillus cereus and all strains were included in
the study. When the genetic affinity between Bacillus cereus strains was examined,
it was seen that it remained at 70%. As a result; have been shown that strains to be
genetically different from each other and not originated from a single source.

Key words: Bacillus cereus, Rice Flour, PCR, RAPD-PCR
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GENISLETILMIS OZET

Islem gdérmemis pirincin %15’ini olusturan kirik beyaz piring taneleri
kullanilarak elde edilen piring unu, TS 2639 Piring Unu Standardi’nda “ince
ogitiilmiis, kaba kisimlart elenerek ayrilmig bir piring mamuli” olarak
tanimlanmustir (Anonymous, 1977).

Piring unu bir¢ok gidanin iiretiminde hammadde veya teknik yardimci
madde olarak kullanilmaktadir. Bebek mamalari, hazir toz formdaki pudingler,
hazir toz formda corbalar, bazi tatlilar, biskiivi, waffle, kek gibi birgok gida bu
grupta yer almaktadir. Piring unu {iretimi; hammadde (piring) temini, piring
tanelerinin kabugunun ayrigtirilmasi, fumigasyon ve havalandirma, kurutma,
oglitme, eleme, paketleme, depolama ve pazarlama asamalarmi igermektedir
(Sahin, 2010 ).

Bacillus cereus, gram pozitif, cubuk seklinde, peritrik flagellari ile hareketli
sentral, subterminal yapida elipsodial sporlari olan, aerob patojen bir bakteridir
(Ayhan, 2000). Bacillus cereus’un yasl kiiltiirleri ile yapilan Gram boyama sonucu
degiskenlik gOstererek bazen Gram negatif olarak da goézlemlendigi
bildirilmektedir (Kalkan ve Halkman, 2006).

Bacillus cereus enerji metobolizmasi igin gerekli olan karbonu
fermantasyon yolu ile saglar, nitrojen kaynagi olarak ise iire ve amonyag kullanir,
azotlu proteinleri hidrolize ederek kokusmaya neden olur (Kaynar ve Beyath
2006).

Toprak kokenli olan Bacillus cereus’a ¢iiriiyen organik materyallerde,
tozda, suda, tarla ve bahge iiriinlerinde rastlanilmaktadir (Ayhan, 2000). Basta
tahillar olmak iizere ozellikle piringte, siit ve siit {riinlerinde, ette, sebzede,
yumurta ve baharatlarda, kurutulmus gidalarda Bacillus cereus’a rastlanilmaktadir
(Beecher ve Wong, 2000).

Sporlu olan bu bakterinin sporlar1 metabolik aktivite gdstermeksizin

yillarca canliligini siirdiirebilmektedir ve sporlar farkli nem, pH, sicaklik vb.
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kosullara karst olduk¢a fazla direng gostermektedir. Sporlar hidrofobik o6zellige
sahiptir ve bu nedenle ylizeylere (alet-ekipman) yapisma egilimindedir (Ayhan,
2000; Henriques ve Moran 2007).

Psikrotrof suslara sahip olan B.cereus bu 6zelligi sayesinde genis sicaklik
araliginda tireme yetenegindedir. Bacillus cereus, lipoproteinleri pargalayan lipaz
enzimini tiireterek lipid oksidasyonuna sebep olmaktadir ve lipid oksidasyonu
sonucu meydana gelen kisa zincirli yag asitleri gidalarin sahip oldugu kendine has
kokusunu kaybetmesine neden olmaktadir. Bacillus cereus proteolitik 6zelligi
sayesinde de proteinleri hidrolize ederek koku ve tat bilesenleri iizerinde olumsuz
etkiye neden olmaktadir. Ayni zamanda B.cereus’un biyofilm formunda da
bulunmasi temizlik ve dezenfeksiyon islemlerine karsi direng gdostermesine sebep
olmaktadir. Sahip oldugu bu o6zelliklerinden dolay1 gidalarda koku ve tat
bozulmalarina sebep olan Bacillus cereus gida hijyeni agisindan da iizerinde
durulmasi gereken 6nemli bir mikroorganizmadir (Serdaroglu ve Tomek, 1995).

B.cereus gidalarda yiiksek seviyede bulunmadiginda 6nemli bir tehlike
olusturmamaktadir. Pisirilme sicakligina dayanikli olan sporlar, 1sitilan gidalarda
vejetatif hale gecerek cogalmakta ve muhafaza sicakligi 10-50°C araliginda olan
pismis gidalarda, toksin ireterek kisa siirede ve hizla gogalabilmektedir (Faille,
2002).

B. cereus diyare (ishal) tipte ve emetik (kusma) tipte iki ¢esit gida
zehirlenmesine neden olmaktadir.

Ishal tipi gida zehirlenmesine tekli protein yapisinda olan Cytotoxin K,
Enterotoxin T, Enterotoxin FM ve protein komplekslerinden olusan Non-hemolitik
enterotoksin (Nhe) ve Hemolisin BL (Hbl) toksinleri sebep olmaktadir (Fagerlund
ve ark. 2004). Bu zehirlenmede gidalarin alinmasindan 8 ile 16 saat igerisinde sulu
diyare ve karin agris1 seklindeki belirtiler olusur ve bu belirtiler 12-24 saat sonra
ge¢mektedir. Clostridium perfringens gida zehirlenmesine benzerlik gosteren bu
zehirlenmede C. perfringens enterotoksininin aksine, B. cereus toksini vejetatif bir

biiylime metabolitidir ve fosfolipaz ve cereolysinden ayrilabilir (Jay, 1970) ve ishal
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tip zehirlenmeyi meydana getirir. Bu nedenle Bacillus cereus vejetatif hiicre veya
sporlarinin gidalarda bulunmasi biiyiikk 6nem tagimaktadir (Sekin ve Karagozlii,
1997).

Kusma tipi gida zehirlenmesinde mide bulantisi ve kusma belirtileri ishal
tipi zehirlenmeye gore daha kisa zamanda (1 ile 5 saat arasinda) goriilmektedir.
Genellikle 24 saat siirmeden belirtiler spontan olarak ortadan kalkar. Bu tip
zehirlenme Staphylococcus aureus gida zehirlenmesi ile benzerlik gostermektedir
(Haggblom ve ark. 2002). Stafilokokal enterotoksinin aksine, emetik toksinin
molekiiler agirligi 10 kda'dan azdir ve perfringens enterotoksinine benzer sekilde
sporla iligkili olabilir. Isiya dayaniklidir ve neredeyse sadece serotip 1 suslar
tarafindan tretilir (Jay, 1992). Kusma tipi gida zehirlenmesi yiiksek 1siya, aside,
alkaliye ve hatta otoklavlanmaya karsi oldukca direngli olan Cereulide toksin
tarafindan gerceklestirilir. Sahip oldugu bu 6zelliklerinden dolay1 Cereulide uzun
stire yiiksek 1sida stabil kalabilmekte (Jay, 1970) ve bu durum gidanin iglenmesi
sirasinda tehlike olusturmaktadir (Col, 2014).

Bu ¢alismada bebek ve yetiskin beslenmesinde 6nemli yere sahip olan ve
Bacillus cereus varlig1 agisindan risk tasiyan piring unu ve piring unu bazli gidalar
Adana piyasasindan temin edilmistir ve Bacillus cereus varligi yoniinden analize
almmustir.

Piring unu ve piring unu bazli gida orneklerinden Bacillus cereus
aranmasinda klasik izolasyon yontemi kullanilmistir. Analize alinan toplam 192
ornekten, 74 bebek mamasi 6rneginde 18, 60 piring unu drneginin 14’linde olmak
lizere toplam 32 izolat elde edilmistir. izolatlara uygulanan gram boyama, katalaz,
indol, hareketlilik, jelatin hidrolize, metil red, sitrat, Voges Proskauer testleri ile
10’unun Bacillus cereus, 14’tuniin Bacillus subtilis, 4’tuniin Escherichia coli,
2’sinin Proteus mirabilis, 2’sinin Pseudomonas aeruginosa oldugu goriilmiistiir.
Klasik kiiltiirel yontem ile Bacillus cereus olarak tanimlanan suslar klasik PCR
yontemi kullanilarak da dogrulanmistir. Bunun yanmi sira, RAPD-PCR teknigi

kullanilarak Bacillus cereus suglarinin birbirlerine olan genetik yakinliklarina
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bakilmig ve yakinliklarin diisik (%70) oldugu ve tek bir kaynaktan koken

almadiklart goriilmiistiir.
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1. GIRIS Aysenur UN

1. GIRIS

Bacillaceae familyasindan olan Bacillus genusu igerisinde yer alan
Bacillus cereus’a, toprak kokenli olmasindan dolay1 bahge ve tarla mahsiillerinde,
clirliyen organik materyallerde, tozda, suda siklikla rastlanilmaktadir. Patojen bir
bakteri olan Bacillus cereus gida zehirlenmelerine de sebep olmaktadir. (Ayhan,
2000).

Bacillus cereus, 0.5-2.5 um genisliginde, 1.2-10 pm uzunlugunda ve
comak sekilli olup mikroskop altinda ¢ift ya da kisa flamentéz sekillerde
goriinmektedir. Peritrik flagellalar1 sayesinde hareket eden Bacillus cereus, acorob
ve sporlu, gram pozitif bir bakteridir (Kalayli ve Beyath 2003). Ancak Bacillus
cereus’un yash kiiltiirlerine yapilan gram boyama sonucu hiicreler degiskenlik
gostererek bazen gram negatif sonu¢ da verebilmektedir (Kalkan ve Halkman,
2006).

Bacillus cereus’ un ortalama tireme sicakligi 30-40°C’tir. 4-55°C gibi ¢ok
genis sicaklik araliginda da iireyebilirler. Gelisebildigi minimum su aktivitesi (aw)
degeri 0.93aw olup, lireyebildigi optimal pH araligi 4.9-9.3’tiir. Ortalama %7.5-10
oraninda NaCl igeren ortamlarda ise Bacillus cereus’un bir¢cok susu
tireyebilmektedir (Forsythe, 2000). Aeorob bir mikroorganizma olan Bacillus
cereus’un gelisebilecegi ortamin oksido-rediiksiyon potansiyeline (O/R) bakildig
zaman pozitif Eh degerlerinde tireme gosterdigi goriillmektedir (Ayhan,2000).
Bacillus cereus'un gastrointestinal sistemden geg¢isi sirasinda farkli Ph ve redoks
stresleri ile karsilagmakta oldugu ve B. cereus sporlart ile vejetatif hiicrelerin
asidik-oksidatif mideye ve ndtr-indirgeyici ince bagirsaga (Eh7 ¥4 150 mV) ulastig1
hatta bu kosullarda canliligin1 koruyabildigi bildirilmektedir (Lay ve ark., 2014).

Karbonhidratlardan aldig1 karbonu ve fermentasyon yaparak agiga ¢ikan
organik asit ile alkolii enerji metabolizmasi i¢in kullanan Bacillus cereus
fermentasyon sonunda asit olusturur ve gaz cikisi gozlemlenmez (Kalkan ve

Halkman 2006). Nitrat1 rediikte etme yetenegi olan Bacillus cereus amonyak ve
1



1. GIRIS Aysenur UN

iireyi nitrojen ihtiyaci i¢in kullanir. Aynm1 zamanda azot igeren proteinleri su
yardimiyla pargalar ve kokusmaya neden olur. Bu 6zelliklerinin yaninda Bacillus
cereus suslart lesitin enzimi bulundurmaktadir ve ampisiline karsi direng
gosterirken hemolitik aktivite de gosterirler(Kaynar ve Beyatli 2006).

Bacillus cereus yasamsal tehdit eden ¢evre kosullari ile karsilastiginda spor
olusturarak yagamini siirdiiriir. Sporlar hiicrenin ortasinda ya da ucunda olsa bile,
vejatatif hiicrenin ¢apina gore kiigiiktiir ve basilin seklini bozmaz (Kalkan ve
Halkman 2006,Wijnands 2006). Yaklasik 6 saatte olusan Sporlar ortamda gida
olmamasina ragmen metabolik aktivite gostermeksizin ¢ok uzun siire canliliklarini
koruyabilmektedirler (Forsythe 2000). Farkli nem, pH, sicaklik vb.sartlara karsi
B.cereus sporlart oldukga yiiksek direng gostermektedir Ayn1 zamanda Bacillus
cereus sporlar vejetatif formlara kiyasla 1siya, toksik kimyasallara, kurumaya,
Ultra viyole ve gama isinlarina karst oldukca fazla direng gostermektedir. Bu
baglamda ortamdaki 1.25-4 kGy 1sin miktar1 Bacillus cereus sporlarint = %90
oraninda azaltmak i¢in ancak yeterli iken, vejetatif form 0.17-0.65 kGy 1smn
miktarinda azalmaktadir. Bacillus cereus sporlarinin, sahip oldugu hidrofobik
ozellik diger Bacillus cinsi bakteri sporlarina oranla daha fazladir ve bu durumdan
dolay1 gidanin iglenmesi ve flretimi siirecinde prosesde kullanilan yiizeylere
ekipman ve aletlere yapisma egilimindedirler. Bacillus cereus sporlar
pastorizasyon sicakliginda canliliklarini koruyabildiklerinden siit ve siit {irlinlerine
uygulanan pastdrizasyon isleminden etkilenmezler. (Ozdemir,2003).

Bacillus cinsleri sporangium ve sporlarinin  morfolojilerine  gore
gruplanmiglardir. 3 gruba ayrilan Bacillus cinslerinden birinci grupta bulunanlar
iclerinde 1A-1B olarak ayrilirken diger gruplar 2 ve 3 gruplar1 olarak
ayrilmaktadir. Birinci grup igerisinde yer alan Bacilluslar gram pozitiflerdir ve
sporangia sismemistir Sporlar hiicrenin ortasinda veya ucunda olabilirken,
silindirik ya da elips yapidadirlar. ikinci grupta bulunan Bacilluslarin sporangialar
sismistir ve sporun konumu terminal ve subterminaldir. B. macerans, B.circulans,

B. stearothermophilus, B. polymyxa, B. alvei ikinci grupta yer almaktadir. Ugiincii
2
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grupta yer alan Bacillus tiirlerinde sporun sekli kiiresel ve konumu. terminal ve
subterminaldir. Sporangia sismistir. B. sphaericus bu gruba Ornek verilebilir
(Kalayl1 ve Beyatl1 2003).

1A grubu igerisinde yer alan ve “Cereus Grubu” nu olusturan B.cereus, B.
anthracis, B. thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensi
G+C mol oranlar1 %32-62 olup 16s rRNA sekanslar1 %99 oraninda benzerlik
gostermektedir (Kalkan ve Halkman,2006). Fenotipik 6zellikleri ile birbirlerinden
ayrilan fakat genetik yapilari olduk¢a benzer olan bu tiirler Cizelge 1.1°de

gosterilmistir (Granum ve Lindbéck 2013).

Cizelge 1.1. Genetik olarak yiiksek benzerlige sahip Bacillus tiirleri ve 6zellikleri

Tiirler Koloni Hemoliz  Hareketlilik  Penisilin Parasporal
morfoloji duyarh@  Kristal
icermesi
B. cereus Kirmizi + A - -
B. anthracis Beyaz - - + -
B. Beyaz/gri - A - +

thuringiensis

B. mycoides  Yesil (+) - - -

Bacillus cereus’ un biyokimyasal 6zellikleri Cizelge 1.2°de gosterilmistir
(Kalkan ve Halkman, 2006)
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Cizelge 1.2. Bacillus cereus ’un biyokimyasal 6zellikleri
Gram reaksiyonu + Biyokimyasal
Ozellikler
Geligsme sartlar Karbonhidrat kullanma
%7.5 NaCl G ozellikleri
Anaerobik G Glikoz +
Spor ozellikleri Arabinoz -
Merkezi + Mannitol -
Toparlak - Ksiloz -
Elipsoidal + Jelatin sivilagtirma -
Terminal veya - indol -
subterminal Katalaz +
Nitrat rediiksiyonu +
Ureaz \%
Voges Proskauer’ +
Kapsiil - Lesitinaz +
B- hemolizis %SBA
V"
OF glikoz
F
Hareketlilik A Simmons Nitrat +

V: Degisken; V*: genellikle pozitif ,degisken,; G:gelisme gdsteren; SBA: Sheep Blood
Agar; n : %5 Sheep Blood Agarda B-hemolizis pozitif B. cereus; Voges Proskauer’: 37°C

de 24 saat inkiibasyon

B.cereus ile kontaminasyona ugramis gidalara yeteri kadar 1sil islem

uygulanmazsa, gida hazirlandiktan sonra tiiketilme siiresi uzar ve tiiketilmesi igin

uygun olan sicakliklara hemen sogutulmazsa, 1siya direngli ve canliligim1 koruyan

sporlar vejatatif form alir ve bu durum gidanin igindeki canli mikroorganizma

sayisinin gida zehirlenmesine

olur(Giiler, 2006).

sebep olabilecek diizeye ulagmasina sebep
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Uzun yillardan beri gida zehirlenmelerine sebep olan Bacillus cereus’ un
etiyolojik bir ajan oldugunu Norveg’te 1944-1949 yillar1 arasinda meydana gelen 4
ayr1 gida zehirlenmesi olaymndan sonra Steinar Hauge bildirmistir. Vakalar
incelendiginde igerisinde vanilya bulunan bir sosun hazirlandiktan sonra oda
sicakliginda bir giin bekletilmesinin sonucu zehirlenmeye sebep oldugu
anlasilmistir. Steinar Hauge tarafindan yapilan deneyde tamamen steril durumda
olan vanilya tozlarin1 10> kob/g Bacillus cereus kiiltiirii ile kontamine etmis ve 24
saat oda sicakliginda bekletmistir. Bacillus cereus ile kontamine vanilya tozu ile
hazirlanan gidalarin tliketilmesinden ortalama 13 saat sonra deneklerde siddetli
karin agrisi, ishal ve mide bulantis1 gibi semptomlarin ortaya ¢iktigini ancak 8 saat
gibi bir siire sonra spontan olarak ortadan kayboldugunu bildirmistir. Hauge
tarafindan yapilan bu deney sonucu Bacillus cereus ’un gida zehirlenmesine sebep
olabilecegini gosterilmistir (C61,2014).

Daha sonra 1969 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’ nde ilk Bacillus
cereus kaynakli gida zehirlenmeleri rapor edilmistir. 1970 yilina kadar meydana
gelen gida zehirlenmeleri sadece sulu diyare ile karakterize edilmis ve
semptomlarin gidanin alinmasini takip eden 8-16 saat icerisinde ortaya ¢iktig1 rapor
edilmistir. Ingiltere’de 1971 yilinda meydana gelen bir zehirlenme vakasinda ise
kusma ve mide bulantis1 semptomlar ile karakterize edilen yeni bir tiir tespit
edilmistir. Cin restoranlar1 ve take away restoranlarda satilan piringten kaynaklanan
Bacillus cereus’un etiyolojiden sorumlu tutuldugu emetik tip gida zehirlenmesi
vakalar1 daha sonra, birgcok Avrupa iilkesinden de bildirilmistir. Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezine (CDC) B. cereus kaynakli 1980 yilinda 9, 1981 yilinda da 8
gida zehirlenme vakasi bildirilmistir (CDC,1981). Belgika'nin Briiksel kentinde
meydana gelen Olim ile sonuglanan bir zehirlenme vakasinda 20 yasindaki bir
bireyin bulanti- kusma belirtileri ile hastaneye basvurmasi sonucu, yedigi
yemeklerde yiiksek seviyede B. cereus suslar1 ve emetik toksin olan Cereulide(14.8
ug / g) oldugu tespit edilmistir (Naranjo ve ark.2011).

Tiim diinyada gida zehirlenmelerine sebep olan bakteriler arasinda
Salmonella spp. ’den sonra en fazla Bacillus cereus gosterilmektedir. CDC

(Cominicable Diseases Center: Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi) 1998-2015
5
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tarihleri arasinda kesin olarak dogrulanmig 7385 olgunun yer aldgi 619 Bacillus
cereus gida zehirlenmesi salgini goriildiigiinii, bu salginlarda {i¢ hastanin hayatim
kaybettigini bildiren bu raporda CDC kesin dogrulanmayan salgin sayisinin 19.119
oldugunu bu salginlardan 373.531 kisinin etkilendigini ve hastalardan 337’sinin
hayatin1 kaybettigini bildirmistir. Kanada’ da 2006 yilinda 36.000 kiside Bacillus
cereus kokenli gida zehirlenme vakasi goriilmiistiir (May ve ark. 2016).

Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi (Teblig No:
2010/8)’nde tahil unlar1, pigirildikten sonra tiikketime sunulan ¢6ziinen toz
karisimlari, bebek ve kiiclik ¢ocuk ek gidalar1 (6zel tibbi amagh diyet gidalar
dahil) igin belirlenen Bacillus cereus kriterleri Cizelge 1.3. de gosterilmistir
(Anonymous, 2010).

Cizelge 1.3. Turk Gida Kodeksi Bacillus cereus Mikrobiyolojik Kriterler
Y 6netmeligi,

Ozel beslenme amagli gidalar
A 5x10
Bebek formiilleri ve devam 5x10'kob/ | %
formiilleri B. Cereus 2 5 g kgb/
» . . C.sakazakii 10 0 0/25 g-ml
(Ozel Tibbi aanaah%:; diyet gidalar Salmonella 10 0 0/25 g-m
L. Monocytogenes 10 0 0/25 g-ml
Bebek ve kiigiik gocuk ek 2 10°k
gidalars B.cereus 5 2 | 10%kob/g oblg
" . . Enterobacteriaceae 5 0 <10 kob/g
(Ozel Tibbi a(rjnaah%l; diyet gidalar Salmonella 3 0 0/25 g-mi
L. Monocytogenes 5 0 0/25 g-ml
4. Et suyu tabletleri, tozlari, Numun Limitler
kuru formdaki ¢orbalar, e alma
cesniler, krem santi, soslar Mikroorganizmalar plani
gibi toz ve tablet formdaki
diger gida karigimlari
4.1. Dogrudan tiiketime sunulan | Enterobacteriacea 5 2 10° 10°
¢bzunen toz karigimlar Maya ve kiif 5 2 10* 10°
S. aureus (%) 5 2 10° 10°
B. cereus 5 2 10° 10°
C. perfringens 5 2 10° 10°
(sadece et
icerenlerde)
Salmonella spp. 5 0 0/25 g-mL

6
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Gida yolu ile bulasan patojen mikroorganizmalarin gastrointestinal
sistemde patoloji olusturabilmeleri igin, mikroorganizmalarin sahip olduklar
viriilans faktorlerinin yani sira hastaya ait bilgilerin, hangi miktarlarda hangi
gidalar ile alindiklar1 da 6nemlidir. Gidada 10° kob/g ve iistiindeki miktarlarda
Bacillus cereus’ un bulunmasi ve bu gidalarin tiiketilmesi gida zehirlenmesine
sebep olabilmektedir (Saglik Bakanligi, 2010).

Bacillus cereus kaynakli gida zehirlenmesi insidanslar1 ve, klinik formlari
iilkeden iilkeye ve susdan susa degiskenlik gostermektedir. Gidalarin hazirlanma ve
pisirilme tekniklerinin farkli olmasinin bu degiskenlikleri meydana getirebilecegi
ongoriilmektedir (Col, 2014). Bu sebeple gida zehirlenme vakalar iilkeden iilkeye
farkli oranlarda goriilmektedir. 2010 yil1 Avrupa Birligi verilerine gore her iilkede
100.000 kiside %0.02 oraninda goriildiigli rapor edilen B.cereus kaynakli gida
zehirlenme orani, 2011 yilindaki raporlara gore %0.04 oranina yiikselmistir (EFSA
2012; EFSA 2013).

Bacillus cereus suslart gida zehirlenmesine sebep olan iki farkli tip
enterotoksin sentezleyebilirler. Bu toksinler emetik (kusma) enterotoksin ve
diyarejenik (ishal)enterotoksindir. Dolayisi ile klinik olarak iki tip zehirlenme
tablosu ortaya ¢ikar. Bunlar; diyare yani ishal tipi ve emetik yani kusma tipi klinik

tablolardir (Unliitiirk ve Turantas, 2003).
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Cizelge 1.4. B. cereus kaynakli zehirlenmelerin tipik ozellikleri (Granum ve

Lindback 2013)
Ozellikler Ishal Tipi (Diyare) Sendrom Kusma Tipi (Emetik)
Sendrom
Enfektif doz 10°-10" hiicre (toplam) 10°-10° hiicre (gidalarin
graminda)

Toksinin Uretildigi
yer

Konakginin ince bagirsagi

Gidada Uremektedir.

pudingler, soslar, sut ve sut

Toksin tipi Protein; enteretoksin(ler) Siklik peptid; emetic toksin
inkiibasyon 8-16 saat (nadiren <24 saat) | Oile 5 saat
periyodu
Hastalidin siresi | 12-24 saat (nadiren birkag | 6 ile 24 saat
gun)
Semptomlar Karin agrisi, sulu diyare, | Mide bulantisi, kusma,
arasira mide bulantisi halsizlik (enteroksin
olusumuna bagh bazen
ishal )
Siklikla  sorunlu | Proteinden zengin gidalar; et | Pastacilik arunleri
gidalar Urdnleri, corbalar, sebzeler, | kizartiimis ve pismis piring,

Makarna ve noodle

urunleri

B.cereus’a toprak kokenli bir bakteri olmasindan dolay1 bahge ve tarla
triinlerinde, sporlu bir bakteri olmasindan dolay1 ise 1s1l islem gérmiis et ve siit
tiriinlerinde siklikla rastlanilmaktadir. Bacillus cereus kaynakli gida zehirlenmeleri
siklikla pismis piring, et, sebze yemekleri, kiimes hayvanlari, ¢esitli ¢orbalar,
baharat, soslar, puding ve makarna gibi gidalarin tiiketilmesiyle goriilmektedir
(Kalkan ve Halkman, 2006).

Bacillus cereus’un ¢ig siitlere ahir ortamindan ve sagim esnasinda bulasma
ihtimali yiiksektir (Unliitirk ve Turantas, 2003). Pastorizasyona direngli olan
Bacillus cereus sporlarinin pastorizasyon sonrasi da siitteki varliklar1 devam
edebilir (Altun, 2002). Bacillus cereus’un psikrotrof suslarinin kontamine ettikleri
stit ve siit iiriinlerinde sogukta saklanma siirecinde dahi toksin olusturabilmesi, halk

saglig1 agisindan tehlike olusturmaktadir (Ozdemir,2003).
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Bacillus cereus’un sebep oldugu gida zehirlenmelerinde piring ve piring
icerikli gidalarin  yeri Dbiyiiktlir. Piring iiretiminde kullanilan yodntemler
mikroorganizma yiikiinii etkilemektedir. Sulu arazide yapilan {iiretim bakteri
sayisinda artisga neden olmaktadir. Ayrica tarlalara atik su ve sel sularinin
bulagsmas1 bu sayiy1 arttirmaktadir. Yetistirilme tekniklerine gore kuru hasat
yapilan piringlerden alinan 6rneklerde Bacillus cereus sayisinin 102 kob/g gibi
diisiik degerlerde oldugu goriilmiistiir. (Giil, 2003).

Piring unu; tahil unlar1 grubu igerisinde yer alan ve islem gormemis
pirincin igerisindeki kirik piring tanelerinden elde edilen 6nemli bir {riindiir.
Birgok gidada hammadde olarak kullanilan piring unu aym1 zamanda yardimci
madde olarak da kullanilmaktadir. TS 2639 Piring Unu Standardi taniminda piring
unu “’ince 6giitiilmiis, kaba kisimlar1 elenerek ayrilmis bir piring mamulii” olarak
geemektedir. Pirincin kirik piring kisminda ve endosperminde bakterilere
rastlanildig1 yapilan caligmalar ile gosterilmistir. Piring unu kirik piringten elde
edildigi i¢in bu durum olduk¢a Snemlidir. Bu sebepten dolay1 piring isleyicileri
kirik piringte bulunan canli koliformu ve bakteri sayilarin1 diisiirmeye
caligmaktadirlar (Sahin, 2010).

Piring unu iretimi; hammadde (piring) temini, piring tanelerinin
kabugunun ayristirilmasi, fumigasyon ve havalandirma, kurutma (igerisinde
bulunan nem oraninit mikroorganizma kontrolii a¢isindan azaltma) 6giitme, eleme,
paketleme, depolama ve pazarlama asamalarini igermektedir ( Anonymous, 2008).

Mikroorganizmalar tahil unlarina, hammaddenin hasat edilmesinden 6nce
tarlada, hasat sonrasinda prosesin her asamasinda bulasabilir. Yetistirilme
esnasinda ¢evreden ve calisanlardan bulasabilecek olan mikroorganizmalar hasat
veya hasadi takip eden diger liretim asamalarinda ve ¢evreden bulagabilmektedir.
Hububat tanelerine 6giitme islemi uygulanmadan 6nce sirasi ile tavlama, eleme ve
havalandirma islemleri uygulanmaktadir. Bu basamaklardan gecen hububat
tanelerinin  mikrobiyal yiikiinlin azaltilmasina yonelik baz1 islemler

uygulanmaktadir. Hububat taneleri igerisindeki saglam olmayan taneleri ayirma
9
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islemi ve tavlama islemi Oncesinde hububatlart klorlu su ile yikamak, nemi
azaltmak i¢in kurutma asamasinda uygulanan 1s1l islem mikrobiyal yiikii azaltmaya
yonelik iglemlere drnek olarak verilebilir. Bunlarin yaninda hijyen kosullarini her
asamada kontrol altinda tutmak mikroorganizma kontaminasyonu agisindan
oldukga 6nemli bir yere sahiptir (Karapimar ve Goniil, 2003).

Bacillus cereus’un gidaya bulagsmasini tamamen engellemek zordur. Fakat
alinacak tedbirler ile patojen mikroorganizmanin daha fazla artmasi ve yayilmasi
kontrol altina alinabilmektedir. Tedbirler arasinda sterilizasyon yontemi Bacillus
cereus sporlarini kontrol etmekte en etkili yontemdir. Isiya karsi oldukga fazla
direng gosteren B.cereus sayisinin 3 dakika 105 °C 1s1 uygulamasi ile 5 log
diizeyinde azaltildig1 gosterilmistir (Karapinar ve Goniil, 2003). Bunun yaninda
pastorizasyon, tekrar 1sitma ve normal pisirme islemleri bakteri sporlarini ortadan
kaldirmak i¢in yeterli degildir. Ancak pisirme islemlerin ardindan iirlinlerin hizh
sogutulmast ve ardindan buzdolabi sicakliginda saklama vejatatif hiicrelerin
¢ogalmasini o6nleyebilmektedir (Col, 2014).

Piring unu bir¢cok gidanin iiretiminde hammadde olarak kullanilmasinin
yaninda teknik yardime1 madde olarak da kullanilmaktadir. Bebek mamalari, hazir
toz formdaki pudingler, hazir toz formda ¢orbalar, biskiivi, baz tatlilar, waffle, kek
gibi bir¢ok gida bu grupta yer almaktadir (Sahin, 2010).

Hazir ¢orba kurutulmus formdadir ve hububat, bakliyat unlari, kurutulmus
et g¢esitleri, kurutulmus siit iirlinleri baharat, tuz ve bitkisel yag gibi maddelerin
karigimindan elde edilmektedir(Coksaygili ve Basoglu, 2010).

Toz puding, Gida Katki Maddeleri Yonetmeliginde kabul edilen katki
maddeleri, yenilebilir nisasta ile lezzet ve ¢esni verici maddelerin beyaz seker ilave
edilerek veya edilmeksizin karistirtlmasi ile hazirlanan bir mamuldiir.
Hazirlanmasinda siit kullanilan hafif bir tatlidir (TS 7998 1990).

Tahil unlant i¢in mikroorganizmalar biyolojik tehlike ve tehdit olarak
goriildiglinden risk analizlerinin ve degerlendirilmelerinin yapilmasi zorunlu hale

getirilmistir (Karapimmar ve Goniil, 2003). ISO 22000 Gida Giivenligi Yonetim
10
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Sistemi Belgesi igerisinde yer alan “HACCP Gida Giivenlik Sistemi”
gergevesindeki talimatlar, sinirlamalar ve planlara gore piring unu iiretim agamalari
uygulanmaktadir (Anonymous, 2008). Bir¢cok gidada hammadde veya teknik
yardimc1 madde olarak kullanilan piring ununun giivenli bir sekilde iiretilip
tiketiciye sunulmasi halk saglig1 agisindan 6nemli bir yere sahiptir.

Bu caligmada bebek, geng, yasgh bircok kesimin beslenmesinde énemli bir
yeri olan piring unu ve piring unu bazli gidalarda siklikla karsilasilan ve insan
saglig1 acgisindan tehlike olusturan B.cereus bakterisinin varligmin saptanmasi

amaglanmustir.

11
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2. ONCEKI CALISMALAR

Chung ve Sun (1978), ¢alismalarinda 12 ¢ig piring 6rnegini Bacillus cereus
varligi ve miktar1 yoniinden analize almistir ve sonug¢ olarak 11’inde Bacillus
cereus’a rastlamugtir. Bacillus cereus miktarmin 2x10* kob/g’ dan daha az
oldugunu bildirmislerdir.

Blakey ve Priestin (1980), fistik, hububat ve fasulyeden olusan gida
numunelerini Bacillus cereus varligi yoniinden analize almislar ve toplam B.
cereus sayisini 1x10% -8x10” kob/g arasinda bulmuslardir.

Blakey ve Priest (1980), calismalarinda 108 piring 6rneginin 98’inde
Bacillus cereus izole etmislerdir.

Tuncer ve ark.(1987), yerli ve yabanci piring unlarin1 Bacillus cereus
varlig1 yoniinden analize almiglardir. Orneklerin %18’in den Bacillus cereus izole
ettiklerini bildirmislerdir.

El-Sharbaany ve ark. (1989), yaptiklar1 c¢alismada pisirilmis piring ve
piringli yemeklerden olusan toplam 172 Ornegi analize almislar ve %40’mnda
Bacillus cereus varligini saptamislardir. Tiim 6rneklerin %31°nin 10° kob/g’dan
fazla Bacillus cereus igerdigini bildirmislerdir.

Mosso ve ark. (1989), hazir gorba, misir unu, makarna, tatli sos, salata
sosu, sit ve siit uriinleri ve piring yemeklerini igeren toplam 102 adet gida
orneginde Bacillus cereus varligini arastirmiglardir. Sonu¢ olarak orneklerin
hepsinden Bacillus spp. izole edilmis ve Bacillus cereus’a 15 6rnekte rastlandigi
bildirilmistir. Bacillus cereus izolatlarinin 3°t salata sosundan, 5’i toz ¢orba
orneklerinden, 2’si siit ve siit liriinlerinden, 5°1 ise tath soslardan izole edilmistir.

Van Netten ve ark. (1990), Hollanda’ da farkli gida gruplarindan olusan
1700 adet numuneyi Bacillus cereus varligi yoniinden inceledigi ¢alismalarinda en
yliksek kontaminasyon oraninin %42 ile baharatta oldugunu tespit etmislerdir.

Aksu, 1994 yilinda yapmis oldugu calismasinda pastane {iriinii,

dondurulmus gida, konserve gida, toz ¢orba karisimi, yemek 6rneklerinden olusan
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450 adet ornegi Bacillus cereus varligi yoniinden analize almistir. Calismasinin
sonucunda Bacillus cereus’a konserve gida 6rneklerinin higbirinde rastlamamustir.
Ayrica dondurulmus gida orneklerinin 2 tanesinde 10* kob/g diizeyinde, hazir
corba karisimi 6rneklerinin 15’inde 10° kob/g ve 1 tanesinde ise 10° kob/g
diizeyinde Bacillus cereus tespit etmistir. Pastane iiriinlerinin 1 tanesinde 10’ kob/g
diizeyinde, 4 tanesinde ise 10” kob/g ve Bacillus cereus tespit etmistir. 11 tane
hazir yemek 6rneginde 10 kob/g ve 5’in de 10° kob/g miktarlarda Bacillus cereus
tespit izole edilmistir.

Becker ve ark. (1994), B. cereus varhigini arastirdiklari ¢alismalarinda
bebek ve gocuk mamasi drneklerinden en yiiksek 10 kob/g B. cereus varligi tespit
etmislerdir.

Te Giffel ve ark. (1996), Hollanda’da ¢esitli satis noktalarindan satin
aldiklar siit, maya, un, makarna iiriinleri, Cin yemekleri, kakao, ¢ikolata, firincilik
driinleri, et {irlinleri ve baharatlardan olusan toplam 229 o6rnegi B.cereus ve
B.subtilis varligi agisindan incelemiglerdir. Analiz edilen bu 6rneklerin 109’unda
B.cereus, 18’inde B.subtilis, 12’sinde ise B.cereus ve B.subtilis’in birlikte
bulundugu bildirilmistir.

Harmon ve ark. (1997), c¢alismalarinda baklagil ve tahil tohumlarini
Bacillus cereus ag¢isindan analize almiglardir ve ¢alismalarinin sonucunda Bacillus
cereus’u drneklerin %57 sinde tespit etmiglerdir.

Schiemann (1998), 65 ambalajli gida 6rneginin Cin restoranlarindan temin
ederek Bacillus cereus varligi yoniinden analize almig ve orneklerin 28’inden
Bacillus cereus izole ettigini bildirmistir ve 6rneklerden 20’sinin kizartilmig piring
orneklerinden olustugunu ve analize alinan kizartilmis piring Orneklerinin
%33 tinde Bacillus cereus bulundugunu bildirmistir.

Wong ve ark. (1988) pastorize siitte %2, yumusak peynirde %35, fermente
sitte %17, dondurmada %52, siit tozunda %29 oraninda B. cereus tespit

etmislerdir.
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Var ve ark. (2003), Adana ilinde faaliyet gosteren pastane ve unlu
mamullerden temin ettikleri 150 yas pasta Orneginde, pasta orneklerinin ylizde
35.3’tinde 4- >1100 EMS g arasinda farklilik gosteren miktarlarda Bacillus sporu
tespit etmiglerdir.

Tung, 2004 yilinda yaptig1 ¢alismada Tuzla, Pendik ve Gebze yoresinde
bulunan gesitli restoranlardan 40 adet piring pilavi numunesini Bacillus cereus
varlig1 yoniinden incelemis ve drneklerin % 7.5' inde Bacillus cereus saptamustir.

Murindamombe ve ark (2005), Botswana’da 2001 ile 2002 yillar1 arasinda
sokak saticilarindan satin alinan gida Orneklerini B. cereus yoniinden analiz
etmisler ve gidalarin %65’inde en fazla 1.3x10° kob/g miktarinda Bacillus cereus
bulundugunu, gidalarin ¢ogunda ise Bacillus cereus miktarinin tehlike olusturacak
miktarda olmadigini rapor etmislerdir.

Meldrum ve ark.(2005), calismalarinda 15.228 tiiketime hazir giday:
mikrobiyolojik yonden analize almislar ve sonug olarak Srneklerin %0.5’inde B.
cereus, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes
izole etmislerdir.

Rosenquist ve ark. (2005), analize aldiklari tiiketime hazir 48.901 gidada
%98.7°sinde Bacillus cereus oraninin 10° kob/g’dan diisiik, sadece %0.5
oranindaki 6rnekte 10* kob/g seviyesinden yiiksek bulmuslardir. %0.5 oraninda
Bacillus cereus bulunan orneklerin ise nisastali ve pismis gida oOrneklerinden
olustugunu bildirmiglerdir. Ayn1 zamanda B. cereus’un ¢ig gida 6rneklerinde de
fazla miktarda bulunabilecegini bildirmislerdir.

Jang ve ark. (2006), ¢aligmalarinda B. cereus grubundan olan bakterileri
izole etmeyi amaclamigladir ve 106 adet piring bazli gida 6rnegini analize
almislardir. Sonug olarak 6rneklerin 42’sinden B. cereus, B. thuringiensis ve B.
mycoides izole etmislerdir. Izolatlarin  %82’sinin B. cereus oldugunu
gostermiglerdir.

Kamga ve ark. (2007), c¢alismalarinda Berlin’de bir anaokulunun

gezisinden sonra geziye katilan yetigkin ve ¢cocuklarda meydana gelen zehirlenme
15



2. ONCEKI CALISMALAR Aysenur UN

olayin1 arastirmiglar ve bu kisilerin tiikettikleri siitlacta Bacillus cereus tespit
etmislerdir.

Ankolekar ve ark. (2009), calismalarinda c¢esitli marketlerden temin
ettikleri 178 piring 6rneginin 94’iinde B.cereus sporlari varligini bildirmislerdir.

Park ve ark.(2009), test ettikleri 293 tahil 6rneginden 73'tinde (% 25), 63
piring 6rneginde ise 23 6rnekte (%37) Bacillus cereus izole etmislerdir.

Akbulut (2010), calismasinda 109 tiiketime hazir gilinliik yemek Ornegi
kullanmustir ve 6 6rnekte 107 - 10° kob/g araliginda, 3 farkli kirmizi et yemeginden
10" -10* kob/g araliginda, B. cereus izole etmistir. B. cereus pilav 6rneklerinin
23'tinde tespit edilemezken, 1 6rnekte 10 -10° kob/g, diger 1 drnekte ise 10° kob/g
tespit edilmistir.

Fangio ve ark. (2010), calismalarinda iclerinde piring, patates, bal kabagi,
bugday unu 6rneklerinden olusan 45 adet gidayir Bacillus spp. varligi yoniinden
analize almislardir. Balkabag1 ve patates 6rneklerine ait izolatlarin %47.8’si, piring
orneklerine ait izolatlarin %16.7°s1 ve bugday unu 6rneklerine ait izolatlarin %15’
Bacillus cereus olarak tanimlanmustir.

Batchoun ve ark. (2011) Urdiin’de farkli restoranlardan ve marketlerden
temin ettikleri 202 adet farkli gida 6rneginden 47 adedinde (% 23.3) B. cereus
bakterisine rastlamiglardir.

Ozarslan ve ark.(2015), Nevsehir, Aksaray, Nigde’de bulunan bazi okullara
yemek hazirlayan bir firmanin yaptigi yemekten yiyen 406 Ogrencinin kusma,
titreme, bas donmesi, gibi semptomlar ile saglik kurulusuna basvurmalari ile
hastaliga sebep olan kaynaklar arastirilmistirmiglardir. Sonu¢ olarak tiiketilen
kiymali bezelye ve makarna numunelerinde 7x10° kob/g B. cereus varligi ile
Stafilokokal enterotoksin tespit edildigini bildirmislerdir.

Senses ve ark. (2015), tiiketime hazir ¢esitli hazir yemek {iriinlerinin
mikrobiyolojik kalitesini arastirdiklart ¢alismalarinda, belirlenen limitlerin

iizerinde oldugu tespit edilen B. cereus’un 14 adedi et ve sebze yemeklerinden, 2
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adedi makarnadan, 1 adedi pilav numunelerinden izole edilmistir. B. cereus
sayistnin 1 x 10° — 5.7 x 10* kob/g arasinda degistigini bildirmislerdir.

Soltan Dallal ve Heydari (2016), Iran piyasasindan toparladiklar: 100 adet
puding 6rnegini Bacillus cereus ve Salmonella varligi bakimindan incelemislerdir.
Orneklerden 7’sinde Bacillus cereus varligi tespit edildigini raporlamislardir.

Acun, 2018 yilinda Istanbul’da yemek iiretimi yapan isletmelerden aldig
100 adet gida ornegini Bacillus cereus varligi yoniinden incelemis ve 12 6rnekte
(15.2%) Bacillus cereus tespit etmistir. Corba Orneklerinin analizlerinde ladet
sebze corbasinda 10" kob/ml, 1 adet sehriye corbasinda 6.3x10' kob/ml, 1 adet
havug ¢orbasinda 7x10 kob/ml, 1adet mercimek ¢orbasinda, 1.3x10% kob/ml, 1 adet
mercimek ¢orbasinda 2.6x10° kob/ml ve 1 adet arapasi ¢orbasinda 4.5x10° kob/ml
Bacillus cereus tespit edilmistir. Etli yemek Orneklerinden 1 adet etli patates
orneginde 10' kob/g ve 1 adet islim kofte Orneginde 4x10° kob/g, etsiz
yemeklerden 1 adet etsiz taze fasulyede de 1.1x10” kob/g izole edilmistir. Pilav
orneklerinde ise; 1 adet bulgur pilav 6rneginde 3x10' kob/g, 48 piring pilavi
orneginde 10" kob/g tespit edilirken, 1 adet makarna 6rneginde ise 5.2x10* kob/g
saptanmuigtir.

Ay ve ark.(2018), Colombia’da yaptiklart calismada farkli okullarin
yemekhanelerinden temin ettikleri toplam 497 piring ve nisastali gida Grneginin
mikrobiyolojik kalitesini incelemiglerdir. Bacillus cereus’a gidalarin %9’un da
rastlamiglardir.

Kim ve ark.(2018), Kore piyasasindan temin edilen geleneksel bulanik
piring sarabi Orneklerinin mikrobiyal kalitesini belirlemek i¢in yaptiklar
caligmada, Bacillus cereus ‘u 6rneklerin % 58.1’inde tespit etmislerdir ve miktarin
diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Teramura ve ark.(2019), kizarmis piring, sade piring, kizarmis eriste ve
patates salatasindan olusan gida Ornekleri ile yaptiklar1 calismada orneklerden

ortalama 10'- 10° kob/g araliginda Bacillus cereus izole edildigini bildirmislerdir.
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Abdeen ve ark.(2020), ¢alismalarinda siit tozu ve peynirden olusan gida
orneklerinden sirasiyla %9 ve %6.9 oranlarinda Bacillus cereus izole ettiklerini ve

multipleks PCR teknigi ile de toksin yapan genleri belirlediklerini bildirmiglerdir.

2.1. B. cereus Toksinleri ve Toksin Genlerinin Varhgi

Ishal tipi zehirlenmeyi meydana getiren toksinler 1stya ve tripsine karsi
duyarli ekzoprotein ve onun kompleks bilesiklerinden olusmaktadir. Bu tip
zehirlenmeye sebep olan toksinler Hbl, Nhe CytK, Bacillus cereus eT ve
Enterotoksin FM’dir (Choma ve Granum 2002). Diyare (ishal) tipi gida
zehirlenmesine sebep olan gidalar arasinda et ve et iirlinleri, siit ve siit {riinleri,
corbalar, sebzeler, pudingler bulunmaktadir. Diyare tipi (ishal) zehirlenmenin
meydana gelmesinde Nhe, Hbl ve CtyK toksinlerinin daha fazla etkili oldugu
diisiiniilmektedir. ishal tipi gida zehirlenmelerinin olusumunda kontamine gida
tilketildikten 6 ile 16 saat sonra karinda agri, kramplar ve sulu ishal gibi
semptomlar olugsmaktadir. Semptomlar ise 12 ile 24 saat icerisinde kendiliginden
gecmektedir. Genellikle ishal tipi zehirlenmeler Clostridium perfringens’e bagh
enterotoksemiler ile karistirilir. Ancak ince bagirsakta sporulasyon esnasinda
enterotoksin tireten Clostridium perfringens’ten farkli olarak B.cereus ince
bagirsakta vejetasyon siiresince enterotoksin iiretir. Ishal tipi zehirlenmede Bacillus
cereus ile kontamine olmus gidanin tiiketilmesiyle beraber mideye gegen vejetatif
hiicre ya da sporlar buradan ince bagirsaga ulagmaktadir. Enterotoksinler,
incebagirsaklarda absorbsiyon-sekresyon (sivi emilim) mekanizmasini bozarlar ve
dolayisiyla limende siv1 birikir ve sulu ishale neden olurlar. Diyare tipi (ishal tipi)
hastaligin olusumunda gerekli olan bakteri sayisini tespit i¢in yapilan hayvan
deneyli ¢alismalarda kesin bir rakam belirlenememistir (Pehlivanlar ve Sireli,
2003).

Cereulide toksini kusma tipi zehirlenmeyi meydana getiren Bacillus cereus
toksinidir ve otoklavlamaya, yiiksek 1siya, alkaliye karsi olduk¢a fazla direng

gostermektedir. Bu durum ise gida islenmesi sirasinda emetik toksinin etkisinin
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kaybolmamasima neden olmaktadir. Dolayisi ile Cereulide toksininin gidalarda
bulunmasi tiiketiciler i¢in 6nemli dlglide risk olusturmaktadir. Emetik toksin olan
Cereulide ve diyajenerik toksin olan CytK Bacillus cereus tarafindan olusturulan
toksinler arasinda en gii¢lii olan toksinlerdir (Carlin ve ark., 2006). Gida igerisinde
Bacillus cereus’un ¢ogalmasina imkan veren sartlar ile Cereulide’nin ¢ogalma
sartlar1 kiyaslandiginda basilin iiremesi i¢in optimal olan sartlarin altinda dahi
Cereulide toksinin iiretilmeye devam ettigi gosterilmistir. Optimum {ireme sicakligi
olan 37°C’nin iizerindeki sicakliklarda ve 10°C’ nin altindaki sicakliklarda
Cereulide iiretiminin siirdligli bildirilmistir. Ayrica anaerobik sartlarda Cereulide
iretiminin silirdiigii yapilan calismalar ile rapor edilmistir. Kusma tipi gida
zehirlenmesinin klinik bulgular ishalli tip zehirlenmenin prognozundan farklidir.
Gida tiiketilmeden, hazirlanma veya bekleme siiresinde gida igerisinde olusan
toksin kontamine gida tiiketildikten sonraki 0.5 ile 6 saat gibi kisa siirede etkisini
mide bulantis1 ve kusma gibi septomlarla gostermektedir. Cok sik olmamakla
beraber karin agrisi ve diyare de goriilebilmektedir. Tipik bir gida zehirlenmesi
olan emetik formun belirtileri ortalama 24 saat igerisinde kendiliginden
kaybolmaktadir.(Finlay ve ark. 2000) (Pehlivanlar ve Sireli, 2003).

Jang ve ark. (2006), piring icerikli olan 106 adet gida 6rneginde ishal tipi
zehirlenmeye yol acan Hbl, Nhe, BceT, ent FM ve CytK toksinlerin genlerini ( hbl,
nhe, becT, ent FM ve cytK ) saptamisglardir.

Shaheen ve ark. (2006), Bacillus cereus toksinlerinden olan Cereulide’nin
varligimi arastirmak iizere bebek mamasi 6rnekleri ile ¢aligmiglardir. Mamalarda
baslangigta B. cereus™u gramda 10°° ten fazla tespit ederken oda sicakhiginda 24
saat beklettikten sonra ortalama 100 ml mamanin 2 ile 200ug arasinda degiskenlik
gosteren miktarda Cereulide toksini olusturabilecegini gostermislerdir.

Moravek ve ark. (2006), bebek mamasinin da oldugu c¢esitli gidalardan elde
edilen B. cereus izolatlarinda toksin kodlayan gen varligi ve toksin miktarinin
tespitine yonelik bir calisma yapmiglar ve elde edilen izolatlarin 7 tanesinin
tamaminin ishal tipi gida zehirlenmesine yol agan Nhe ve Hbl (sadece 1 tanesinin)

genlerini bulundurdugunu tespit etmiglerdir.
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Wijnands ve ark. (2006), pastane uriinleri, tatlandiricilar, tiiketime hazir
gidalar, sebze ve siit iirlinlerinden olusan ¢esitli gidalardan B. cereus izolasyonu
yapmislar ve Nhe, Cereulide(Ces), CytK, HbI, toksin genlerinin varligini
arastirmislardir. Caligmalarinin sonucunda; bu genlerden Nhe %97°den fazla, Hbl
yaklasik %66, Ces %8.2, CytK % 50 miktarda izolatta tespit edilmistir.

Imke (2007), calismasinda 203 adet gida &rnedi kulanmistir ve bu
gidalarda B. cereus diizeyini ve toksin meydana getirebilecek gen varligini
aragtirmistir. Ayn1 zamanda emetik toksin iiretme potansiyelindeki izolatlarin
sitotoksisik etkisini incelemistir. PCR caligmalarinda 6rneklerin %52’sinin Nhe
geni, %2’ sinin ise Ces geni, %46’ smin ise Hbl ve Nhe genlerini bir arada
icerdigini saptamistir. 82 adet piring 0rneginin %50’sinde Nhe, %48’inde Hbl +
Nhe, %]1’inde ise Ces geni tespit etmistir. Incelenen drneklerden 64 adedi bebek
mamalarina aittir ve bunlardan 28’inin B. cereus’ varligi yoniinden pozitif 26’simin
ise negatif oldugu tespit edilmistir. Pozitif saptanan 6rneklerin %72’sinde Nhe,
%22’sininde Hbl+ Nhe, %3’linde Ces geni tespit ederken, %3 oraninda ise
saptanabilir toksin tespit edememistir. 18 adet tiikketime hazir ticari gidada pozitif
tespit edilen 10 6rnegin, %45’ inin Nhe, %55 inin ise Hbl + Nhe genlerini bir arada
igerdigini saptamistir.

Nduhiu ve ark (2009), ¢aligmalarinda 31 adet haglanmig piring 6rnegini
Bacillus cereus varligt ve toksin olusturan gen varligi yoniinden analize
almislardir. Orneklerden izole edilen 51 adet B. cereus izolatina uygulanan PCR
yontemi ile toksin olusturan gen varligini tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak piring
orneklerinde Nhe ve Hbl genleri, emetik toksin geni ve CytK geni varligini
bildirmiglerdir.

Bozkurt (2020), ¢ig siit ile pastorize siit drneklerinden izole edilen B.
cereus’ un molekiiler diizeyde tiir tespitinin yapilmasi amaciyla IAC, 16S rRNA,
NheA, NheB/NheC, HblIC ve HbID gen bdlgelerine spesifik yedi adet primer
kullanilmigtir. Calisma sonucunda incelenen 13 adet siit 6rneginden sekizinde

Bacillus cereus bakterisi molekiiler olarak tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Pirin¢ unu

Bu ¢alismada Bacillus cereus izolasyonu igin Adana ilinde ambalajlanmig
sekilde satisa sunulan 8 farkli firmanin ¢esitli marketlerden satin alinan toplam 50
adet piring unu Orne8i ve pazar, aktar ve degirmenlerde dokme olarak satisa
sunulan toplam 10 piring unu drnegi ile ¢alisilmustir. iki tekerriirlii olarak yiiriitiilen

bu ¢alismada toplam 60 adet piring unu 6rnegi analize alinmistir.

3.1.2. Toz puding
Bu caligmada Bacillus cereus izolasyonu i¢in kullanilan farkli firmalara ait
toz puding 6rnekleri Adana ilinde bulunan c¢esitli marketlerden satin alinmistir. Bu

calismada toplam 34 adet toz puding kullanilmistir.

3.1.3. Toz Corba
Bu c¢alismada B.cereus izolasyonu i¢in kullanilan farkli firmalara ait toz
corba ornekleri Adana ilinde faaliyet gosteren g¢esitli marketlerden satin alinmigtir.

4 markanin 3’er ¢esidi olmak lizere toplam 24 toz ¢orba 6rnegi ile ¢aligilmugtir.

3.1.4. Bebek Mamasi
Bu ¢alismada B.cereus izolasyonu i¢in kullanilan bebek mamasi érnekleri
farkli markalardan ve gesitleri ile satin alinmigtir. Toplam 74 adet bebek mamasi

ornegi ile ¢alisilmustir.
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Cizelge 3.1. Calisilan gida 6rneklerinin (ambalajli piring unu, bebek mamasi, toz
puding, toz corba) ait oldugu firmalar, icerikleri ve alinan 6rnek

sayilari
Uriin Uriin Kodu Marka icerik
Dékme Satilan DSP1 Degirmen Piring | Piring Unu
Piring Unu Unu
Bebek Mamasi AK1 T Bal, tahil
Piring Unu MDP1 H Piring Unu
Piring Unu DP6 A Piring Unu
Bebek Mamasi HB2 R Sit, piring
Piring Unu MDP3 H Piring Unu
Piring Unu K2 B Piring Unu
Dokme Satilan DSP1 Degirmen Piring | Piring Unu
Pirin¢g Unu Unu
Piring Unu KP4 C Piring Unu
Bebek Mamasi HB6 R Sut, rezene, tahil
Bebek Mamasi HB11 R Bal, irmik, sut
Piring Unu MDP3 H Piring Unu
Bebek Mamasi AK1 T Bal, tahil
Bebek Mamasi HB15 R Sit, meyve, tahil
Bebek Mamasi HP4 U Piring, tahil
Bebek Mamasi HB16 R Sat, meyve, tahil
Piring Unu DP6 A Piring Unu
Pirin¢g Unu DP5 A Pirin¢g Unu
Bebek Mamasi HB6 R Sit, rezene, tahil
Bebek Mamasi HP4 U Piring, tahil
Piring Unu MDP1 H Piring Unu
Bebek Mamasi HP4 U Piring, tahil
Bebek Mamasi HP4 U Piring, tahil
Bebek Mamasi HB1 R Sit, piring
Dokme Satilan DSP2 Aktar Piring Unu | Piring Unu
Piring Unu
Bebek Mamasi HB12 R Sat, bal, irmik
Piring Unu DP5 A Piring Unu
Bebek Mamasi HB4 R Sut, piring
Bebek Mamasi HP4 U Piring, tahil
Bebek Mamasi HB16 R Sit, meyve
Piring Unu DP6 A Piring Unu
Bebek Mamasi HB12 R Sat, bal, irmik

22



3. MATERYAL VE METOT Aysenur UN

Ornekler dogal ambalajlarinda laboratuvara getirilerek ayni giin analize
almmistir ve calismamiz iki tekerriirlii yiiriitiilmiistiir. Caligsmalarin izolasyon ve
klasik tanimlama kism1 Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda, molekiiler tanimlama kismi ise Cukurova

Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarinda yapilmustir.

3.1.5. Besiyerleri ve Kimyasallar
Besiyeri ve kimyasal maddeler piyasadaki firmalardan temin edilmistir.
Kullanilan tiim kat1 ve sivi besiyerleri uygulamadan hemen 6nce hazirlanmis ve

taze olarak kullanilmistir.

3.1.5.1. Egg Yolk Emulsiyon Sterille (Merck 103784)

Bacillus cereus analizinde kullanilan MYP (Mannitol Egg Yolk
Polymyxin) Agar (base) besiyeri i¢in katki olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada;
121°C de 15 dakika steril hale getirilen MYP Agar (base) igerisine 50 ml Egg Yolk
Emulsiyon ilave edilmistir (Merck, 2000).

3.1.5.2. Bacillus cereus Selective Supplement (Merck 109875)
Bacillus cereus analizinde kullanilan bu katki refakat¢i flora tizerinde
inhibisyon etki saglar. Her bir vial 1 ml steril saf su ile ¢oziindiiriilerek

kullanilmigtir (Merck, 2000).

3.1.5.3. MYP (Mannitol Egg Yolk Polymyxin) Agar (base) (Merck 105267)
Bacillus cereus aranmasi ve sayimi igin selektif kati besiyeri olarak
kullanilir. Besiyerinin igeriginde bulunan polimiksin refakat¢i floray1 baskilar.
Hazirlanma agsamasinda MYP (Mannitol Egg Yolk Polymyxin) Agar (base) 500 ml
hazirlandiktan sonra petrilere dokiiliir hale getirilir ve streril etmek i¢in (121 °C de
15 dakika) otoklavlanir. Besiyeri dokme sicakligina ulastiginda igerisine 50 ml

Egg Yolk Emulsiyon Sterille (Merck 1.03784.0001) ve 1 vial Bacillus cereus
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Selective Supplement (Merck 1.09875) ilave edilerek petri kutulara dokiilmiistiir
(Merck, 2000).

3.1.5.4. Peptone Water (Peptonlu Su) (Merck 107214)

Peptone Water ISO 6887 tarafindan genel amacgli bir seyreltme ¢ozeltisi
olarak oOnerilmektedir. Peptone Water istenilen miktarda distile su igerisinde
¢oziindiiriilmiistiir. Otoklavlanarak (121 °C de 15 dakika) steril hale getirilen

seyreltme ¢Ozeltisi oda sicakligina ulastiginda kullanilmistir.

3.1.5.5. Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck 1.05458)

Tryptic Soy Agar bu calismada izole edilen ve yatik agarda muhafaza
edilen suslarin canlandirilip biyokimyasal testlerinin yapilmasi amaci ile
kullanilmistir. Tryptic Soy Agar 20 g tartilarak 500 ml saf su igerisinde
¢oziindiriilmistiir. Otoklavlanarak (121 °C de 15 dakika) steril hale getirilen
besiyeri dokme sicakligina ulagtiginda steril petri kaplarma dokiilmiistiir (Merck,
2000).

3.1.5.6. Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck 1.05459)

Tryptic Soy Broth bu c¢aligmada izole edilen ve yatik agarda muhafaza
edilen suslarin canlandirilip biyokimyasal testlerinin yapilmasi amaci ile
kullanilmigtir.  Tryptic Soy Broth 15 g tartilarak 500 ml saf su igerisinde
¢oziindiiriilmistiir. Tiipler igerisine 5 ml dagitildiktan sonra otoklavlanarak (121 °C

de 15 dakika) steril hale getirilmistir (Merck, 2000).

3.1.5.7. SIM Medium (Merck 1.05470)

Bu c¢alismada hareketlilik testi i¢in kullanilan dehidre besiyeri, 30 g/L
olacak sekilde distile su ile hazirlanmigtir ve siirekli karistirilarak kaynar su
banyosunda 5-10 dakika tutularak erimesi saglanmistir. Daha sonra standart tiiplere

S'er ml dagitilarak otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklav
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¢ikisginda tiipler dik konumda sogumaya birakilmis ve besiyerinin katilagmasi

beklenmistir. Hazirlanmig besiyeri berrak renkli olup 25°C'da pH'st 7.24+0.2 olarak

ayarlanmistir (Merck, 2000).

3.1.6. Gram Boyama i¢cin Kullanilan Kimyasallar

a.

Kristal Violet: Gram boyamada kullanilan ilk boya olan Kristal Violet i¢in;
0.5 g boya tartilarak 100 ml damitik su iginde ¢oziindiirlip kullanilmigtir
(Temiz, 2000).

Lugol Cdozeltisi: Gram boyamada kullanilan lugol ¢6zeltisi igerisindeki iyot
Gram pozitif bakterinin olduk¢a dayanikli hiicre duvarinda bulunan g¢ift
kath peptidoglukan yap1 tarafindan hapsedilir. Yikama ile bu kompleksin
akip gitmesine izin verilmez (Anon, 2014-g). Lugol ¢ozeltisi hazirlamak
icin 2 g potasyum iyodiir (KI) kullanilmig ve 300 ml damitik suda
cozlindiiriilmistiir. Bu ¢ozeltiye daha sonra 1g iyice ezilmis iyot kristali
eklenmis ve oda sicakliinda tam ¢Oziinme saglanincaya kadar
karigtirllmistir (Temiz, 2000).

%96’Iik Etil Alkol: Gram boyamada kullanilan etil alkol (Tekkim)
piyasada ticari olarak satilan % 96°lik saflikta temin edilmistir.

Bazik Fuksin Cozeltisi: Bazik fuksin, 1 g fuksin (%90 boya igerikli)
tartilarak 1000 ml distile suda ¢oziindiiriilmesiyle elde edilmistir. Ardindan
bu boya ¢ozeltisinden 10 ml alinip 100 ml damitik suya karistirilmasiyla

sulu fuksin ¢ozeltisi hazirlanmistir (Temiz, 2000).

Nutrient Broth Besiyeri (Merck 1.05443)

Mikrobiyolojik analizlerde genel sivi besiyeri olarak kullanilir. Bu

caligmada Jelatin Hidrolize testi i¢in kullanilan dehidre besiyeri, 8.0 g/L olacak

sekilde damitik su iginde eritilip amaca uygun tiiplere dagitilmig ve 121 °C'da 15

25



3. MATERYAL VE METOT Aysenur UN

dakika sterilize edilmistir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarimsi kahve renkli

olup, 25°C'da pH's1 7.040.2'dir (Merck, 2000).

MR-VP Broth Besiyeri ( Merck 1.05712)

Bu ¢alismada metil red ve Voges Proskauer testleri i¢in kullanilan dehidre
besiyeri, 7.0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde eritilip, standart deney tiiplerine
S'er mL olarak dagitilmis ve otoklavda 121°C 'da 15 dakika sterilize edilmistir.
Hazirlanmis besiyeri berrak, sarimsi kahve renkte olup, 25°C'da pH's1 6,9+0,2'dir
(Merk, 2000).

Simmons Citrate Agar Besiyeri (Merck 1.02501)

Bu caligmada sitrat testi i¢in kullanilan dehidre besiyeri, 22,3 g/L olacak
sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak (kaynar su banyosunda 5-10 dakika tutularak ve
stirekli karistirilarak ya da mikrodalga firin kullanilarak) tam olarak eritilmistir.
Besiyeri heniiz sivi halde iken, standart 16 X 160 mm tiiplere 7'ser mL olarak
dagitilip, tiipler 121 °C'da 15 dakika sterilize edimistir. Otoklav ¢ikisinda besiyeri
heniiz s1v1 iken tiipler 1-1,5 cm yiiksekliginde bir gubuga yatirilarak (tiipiin dibinde
2-2.5 cm yiiksekliginde bir besiyeri kalinlig1 olacak sekilde) besiyerinin katilagmasi
beklenmistir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve yesil renkte olup, 25 °C 'da pH'si
6.6+0.2'dir (Merck, 2000).

3.1.7. Cozelti ve Solusyonlar
3.1.7.1. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Buffer
Molekiiler tanimlamada DNA elektroforezi i¢in kullanilan tampon

TBE’nin hazirlanisi ve bilesenleri asagida verilmistir.
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TBE Stok Solusyonu 10X
Tris Base 121.1¢g
Borik Asit 61.83¢g
EDTA 584 ¢

10X'lik TBE buffer stok solusyonu hazirlanmasinda yukarida verilen igerik
distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanip 121 °C’de 15 dk otoklavda steril

edilmistir. Ph 8.0 olarak ayarlanarak buzdolabinda saklanmustir.

TBE Kullanim Solusyonu 1X
10X TBE 100ml
dH,0O 900ml

1X TBE kullanim solusyonu hazirlanmasinda stok solusyondan (10X) 100

ml alinip 900 ml saf su ile karistirilarak solusyon hazirlanmistir.

3.1.7.2. 1 xTE Buffer
Molekiiler tanimlamada ¢6ziicli kimyasal olarak kullanilan TE Buffer’in

bilesenleri ve hazirlanisi asagida verilmistir.

1 X TE Buffer Bilesenleri Miktar

Tris — HCI (10Mm) 1.576g/1t
EDTA (ImM) 0.372¢g/1t
Tris — HCI (10Mm) 1.576g/1t

Hazirlanan 1xTE Buffer c¢ozeltisinin pH 8.0’ e ayarlandiktan sonra
otoklavda 121°C’ de 15 dk sterilize edilmistir. Daha sonra 2ml’lik steril

ependorflara 500 pul olacak bicimde dagitilmis ve -20° C’de saklanmustir.
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3.1.7.3. PCR Buffer
Molekiiler tanimlamada kullanilan PCR Buffer’in bilesenleri ve hazirlanisi

asagida anlatilmistir.

10xPCR Buffer bilesenleri ve hazirlanisi:
* KCI1 (500mM) 0.3728g/10ml
* TrisHCI1 (100mM) 0.1576g/10ml
* MgCI2 (15mM) 0.01429g/10ml
* Tween 20 (%0.5) 50ul

Yukarida verilmis olan oranlardaki bilesenler hassas terazide tartilarak
10ml ultra-saf suda ¢oziindiriilmiistiir. Daha sonra ¢ozelti pH 8.3’ e ayarlanmugtir.
Hazirlanan 10xPCR Buffer 100ml ultra-saf su eklenerek 1x yogunluguna getirilmis
ve 2ml” lik steril ependorflara her bir ependorfta 500ul olacak bicimde
dagitilmistir. Kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

3.1.7.4. Tris (1IM)

121g Tris Base 800 ml distile suda eritildikten sonra igerisine yaklasik 60
ml HCIl asit ilave edilmistir. pH:7.6 ayarlanarak karigtm 1000 ml’ye
tamamlanmistir. Otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilmistrir.

3.1.7.5. %2 ‘lik Agaroz jel
%2’lik Agaroz jel hazirlanmasinda 2 g agaroz jel tartilmis ve tlizerine 100
ml TBE tampon eklenip eritme islemi mikrodalgada ¢6ziilme gerceklesene kadar

ara ara karnistirilarak yapilmistir.
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3.1.8. PCR Uygulamasi
PCR islemi Applied Biosystems Veriti™ 96-Well Thermal Cycler

cihazinda yapilmustir.

3.1.8.1. Primerler

Biyokimyasal identifikasyon sonucu Bacillus cereus genusuna ait oldugu
dogrulanan 2 susun PCR ile tanimlanmasinda kullanilan primerler Cizelge 3.5.’de
elde edilen 32 izolatin aralarindaki klonal iliskiyi belirlemek i¢in uygulanan

RAPD-PCR yonteminde kullanilan primerler ise Cizelge 3.6.” da verilmistir.

Cizelge 3.2. PCR isleminde kullanilan primerler
BCFomp1l BCRompl

5-ATCGCCTCGTTGGATGACGA-3’ | 5’-CTGCATATCCTACCGCAGCTA-3’

Cizelge 3.3. RAPD-PCR isleminde kullanilan primerler
Bacillus cereus forward Bacillus cereus reverse

5CCGAGTCCA 3’ 5'CCGGCGGCG 3

3.1.8.2. Elektroforez
Elektroforez islemi Thermo marka, elektroforez tankinda, goriintiilleme
islemi ise Cleaver (nano PAC-300P) marka goriintileme cihazinda

gercgeklestirilmistir.
3.1.8.3. Marker

Bacillus cereus tanimlamasi i¢in marker olarak 50 bp’lik DNA ladder

(Thermo) kullanilmstir.
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3.1.8.4. Ethidium Bromid
Yapilan elektroforez isleminden sonra goriintiileme yapmak icin jelin
boyanmasinda kullanilmig olan %1°lik Ethidium Bromid (Sigma) 500 ml 1X TBE

ile hazirlanmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Gida Orneklerinden Bacillus cereus izolasyonu

Bacillus cereus’ un gida 6rneklerinden izolasyonu ve koloni sayimi igin en
sik kullanilan besiyeri selektif Mannitol Egg Yolk Polymixine(MYP) Agar’dir. Bu
besiyerine ilave edilen polimiksin, diger refakatci bakterileri baskilar. Mannitol’ii
fermente edemeyen B. cereus bu besiyerinin rengini bozmaz ve pembe renkli
koloni olusturur ve flora igerisindeki mannitolii kullanabilen mikroorganizmalar
olusan asit sebebi ile besiyerinin pH’sim1 diisiiriir ve buna baglh olarak sari/agik
pembe renkte koloniler olusturur. Bu sebeple besiyeri selektif bir besiyeri olma
Ozelligi tasir. Besiyeri bilesiminde bulunan yumurta saris1 ise Bacillus cereus 'un
lesitinaz aktivitesi ile belirlenmesini saglar. Bacillus cereus lesitinaz pozitif
Ozellige sahip oldugundan kolonileri etrafinda beyaz bir presipitasyon olusturur.
Genellikle bu reaksiyon Bacillus cereus izolatlarinin ¢ogunda 18 saat gibi kisa bir
siire i¢inde gdzlemlenir (Kaleli ve Ozkaya,2000)

Caligilan gida orneklerinden Bacillus cereus izolasyonu FDA (Food and
Drug Administration) resmi internet sitesinde Ocak 2012 yil1 verilerine gére BAM
(Bacteriological Analytical Manual) b6liim 14’ de yayimlanan “Gidadan Bacillus
cereus izolasyonu” boliimiinden yararlanilarak yapilmistir. Analize alman &rnekler
10 g tartildiktan sonra 6n zenginlestirme amagli 90 ml peptonlu su (Merck) iceren
erlenler icerisinde homojen hale getirilmistir. Bu sekilde hazirlanmis 6rneklerden 1
ml alinarak 90 mm c¢apinda i¢erisinde MYPA igeren petrilere yayma ekim yapilmis

ve daha sonra 30 °C de 16 saat siire inkiibasyona birakilmistir (FDA, 2012).
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3.2.2. izole Edilen Siipheli Kolonilerin Tanimlanmasi
3.2.2.1. Morfolojik Tanimlama
3.2.2.1.(1). Bakteri Koloni Morfolojisinin incelenmesi

Inkiibasyon sonunda petri kaplarindaki siipheli Bacillus cereus ’larin
koloni goriiniimleri incelenmistir ve petri kaplarinda olusan tipik (kirmizi renkli,
zonlu) koloniler Bacillus cereus siipheli olarak degerlendirilmistir ve diger farkli
koloniler de izole edilerek ileri tanimlama testlerine tabi tutulmustur. Koloni
goriiniimleri istenilen oOzelliklere sahip olan ve olmayan kolonilerin hiicre

morfolojilerini incelemek i¢in gram boyama yapilmigtir (Merk, 2000)

3.2.2.1.(2). Bakteri Hiicre Morfolojisinin Incelenmesi

Gram Boyama: Siipeli koloni 6ze yardimiyla alinip temiz bir lam iizerine
yayilmis, kuruduktan sonra bek alevi {izerinde 3 kez gegirilerek fiksasyon islemine
tabi tutulmustur. Ik asamada lam iizerine birka¢ damla kristal violet damlatilip 1
dakika boyunca bekletilmistir ve sonra saf su ile yikanmustir. ikinci asamada lam
tizerine birka¢ damla lugol ¢ozeltisi damlatilip 1 dakika beklenip saf su ile
yikanmistir. Ugiincii asamada ise lam 15 saniye boyunca etil alkolde bekletilip saf
su ile yikanmigtir. Son agama olarak lam iizerine bazik fuksin ¢ozeltisi damlatilip
15 saniye boyunca bekletilmis ve saf su ile yikanmistir. Kuruyan lamlar lizerine
immersiyon yag1 damlatilip 100’ liik objektif altinda incelenmistir. Gram pozitif ve

cubuk sekilli bakteriler Bacillus cereus stipheli olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.1. Siipheli Bacillus cereus ’larin mikroskop goriintiisii

Hareket Testi: Yumusak olarak hazirlanmig SIM medium igeren tiiplere
igne uglu o6ze ile siipheli Bacillus cereus kolonilerinden 5 ml alinip ekim
yapilmigtir. 18-24 saat silire ile 37 °C’de inkiibasyona birakilmis Ornekler
inkiibasyonun sonunda degerlendirmeye alinmistir. Indkiilasyon hattinin yanlarina
dogru yayilmis, semsiye goriiniimlii bulaniklik bakterinin hareketliliginin pozitif

oldugunu gostermistir (Merck, 2000 ).

3.2.2.2. Biyokimyasal Tamimlama
Morfolojik olarak stipheli Bacillus cereus kolonilerine ve diger kolonilere

biyokimyasal testler uygulanmistir.

3.2.2.2.(1). indol Testi

Bu test, mikroorganizmalarin bir aminoasit olan triptofan1 ayrigtirarak
indol meydana getirebilme yetenegini belirlemek igin kullanilmaktadir. Siipheli
koloniler 5 ml Tryptic Soy Broth bulunan tiiplere ekildikten sonra 24 saat 30 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir tiipe 2-3 damla
Kovacks ayract damlatilmig ve besiyeri iizerinde kirmizi halka olusan tiipler indol

pozitif olarak kabul edilmistir (Merk, 2000 ).
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3.2.2.2.(2). Katalaz Testi
MYP Agar’da gelisen siipheli koloniler 6ze yardimi ile alinarak bir lam
lizerine yayilmis tizerine 1-2 damla % 3°likk hidrojen peroksit damlatilmistir. Gaz

kabarciklariin olusumunun gézlenmesi halinde test sonucu pozitif kabul edilmistir

(Merck, 2000 ).

3.2.2.2.(3). Oksidaz Testi

Bu test hem oksidaz kiti (Bactident Oxidase, Merck) hem de oksidaz ayract
birlikte kullanilarak uygulanmustir. Oksidaz ayract asagida verilmis olan
miktarlarda tetrametil-1,4-fenilendiamin (Merck) ve distile suyun karistirilmasiyla
hazirlanmigtir. Manual olarak hazirlanmis oksidaz ayraci i1siktan korunacak
bigimde +4°C’ de buzdolabinda saklanmustir.

Oksidaz ayracinin hazirlanisi:

* Distile su 10 mL

* Tetrametil-1,4-fenilendiamin 0.1 g

Izole edilen kolonilerin oksidaz reaksiyonlarini test ermek amaci ile filtre
kagitlar1 dikdortgen seritler halinde kesilip sterilize edilmistir. Her oksidaz testi
icin steril olan yeni bir serit kullanilmistir. Onceden bantlar halinde kesilip,
sterilize edilmis filtre kagitlari temiz lamin {izerine konulmustur. Filtre kagidinin
tizerine 2-3 damla oksidaz ayiract damlatilmig ve besiyerinden plastik 6ze yardimi
ile alinan siipheli koloni, filtre kagidi iizerindeki ayiracin damlatildigi bolgeye
stiriilmustiir. Filtre kdgidindaki siirlintii bolgesinde 5 -15 saniye iginde mor renk
olusumunun goézlenmesi halinde oksidaz testi pozitif olarak kabul edilmistir.
Oksidaz testi negatif veren koloniler, renk degisimi gézlenmeyen koloniler Bacillus

cereus olarak siiphelenilmistir (Anonim, 2005b).
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3.2.2.2.(4). Jelatin Hidrolize Testi

Bu test i¢in; %10 -15 jelatin icerecek sekilde tiipte hazirlanan Nutrient
Broth besiyeri kullanilmistir (pH 7.2). Hazirlig1 tamamlanan tiipler otoklavda 115 °
C’ da 20 dakika steril edildikten sonra dik vaziyette sogumaya (katilagmaya)
birakilmistir. Incelenecek kiiltiirden, tiipteki besiyerine saplama ekim yapilmustir.
Kontrol olarak ekim yapilmamis bir besiyeri de incelemeye dahil edilmistir. Tiipler
20 -25° C’de 10 giin inkiibasyona birakilmistir ve kontrol tiiplindeki besiyeri ile
kiyaslama yapilmig ve sivilasma olan besiyerleri pozitif olarak kabul edilmistir

(Merck, 2000 ).

3.2.2.2.(5). Voges Proskauer(VP) testi

Bu test, bazi mikroorganizmalarin glukozu fermente ederek, notral bir {iriin
olan acetylmethylcarbinol'u (acetoin) olusturup olusturmadigini belirlemede
kullanilir.

Aktif kiiltiirler 5’er mL steril MR-VP Broth (Merck 1.05712) besiyerine
aktarilmus ve tiipler 48 saat 30°C sicaklikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
her bir kiiltiirden VP testinin yapilmasi amaci ile ayn tiiplere 1’er mL alinmustir.
Bu tiiplerin iizerine 6nce 0.6 mL o—naftol, sonra da 0,2 mL %40’lik KOH ¢ozeltisi
ilave edilmis hafif calkalanip 4 saat beklendikten sonra kiraz kirmizisi renk
olusumu go6zlenen tiiplerdeki suslar pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz,

2000).

3.2.2.2.(6). Metil Red (MR) Testi

Bu test bazi mikroorganizmalarin glukozu fermente ederek besiyerinde
organik asitlerin meydana geldigini ve pH'min diistiigiinii ortaya koymak ig¢in
yapilir.

MR-VP Broth (Merck 1.05712) besiyerine aktarilmis aktif kiiltiirler 30°C

sicaklikta 48 saat inkiibasyona birakilmis ve bu siirenin sonunda tiiplere pastor
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pipeti ile 4 damla kadar metil red indikatorii damlatilmistir. Saridan kirmiziya

donen tiiplerdeki izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000).

3.2.2.2.(7). Sitrat Testi

Bu test, mikroorganizmalarin, besi yerlerine katilan sitrat1 karbon kaynagi
ve amonyum tuzlarim1 da nitrojen kaynagi olarak kullanabilme yetenegini
saptamada, bakteri cins ve tiirlerini identifikasyonda kullanilir (Temiz, 2000).

Bu amagla izolatlarin Simmon’s Sitrat agar'a (Merck 102501) ekimleri
yapilmis, 2-7 giin siire inkiibe edilmistir. Ureme ve mavi renk degerlendirilmistir.

(Temiz 2000).

3.2.2.3. Molekiiler Tammlama
3.2.2.3.(1). Dondur Cé6z Yéntemi ile Kolonilerden DNA izolasyonu
Koloni orneklerinden DNA izolasyon islemi, dondur ¢6z yontemi ile

yapilmistir. Bu yontem asagidaki islem basamaklarina gore yapilmustir.

1. Derin dondurucuda -20°C’de saklanan oOrnekler vakit kaybetmeden 1s1
bloguna alinmig ve 95 °C’de 5 dk siire ile kaynatilmistir.

2. Kaynatma igleminin ardindan drnekler -20°C’de 1 — 2 saat siire tutularak
yeniden dondurulmustur.

3. Yukaridaki iglemler 2 kez daha tekrarlanmustir.

4. En son kaynatma igleminin ardindan 6rnekler 13.000rpm’de 3 dk santrifiij
edilmistir.

5. Santrifiij sonunda olusan supernatant yeni ependorf tiipiine aktarilmistir.

6. Spektrofotometrede DNA sayimi yapilmis ve ornekler kalip DNA olarak

PCR ile amplifikasyon isleminde kullanilmak tizere -20°C’de saklanmuistir.
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3.2.2.3.(2). motB gen bolgesinin PCR amplifikasyonu

Calismamizda Bacillus cereus suslarimin  molekiiler temelli PCR
amplifikasyon yontemi ile gosterilmesi amaciyla, bir dis zar proteini (OmpA)
olarak smiflandirilan flagellar motor protein MotB'yi kodlayan motB gen bdlgesi,
hedef gen bélgesi olarak kullanilmustir. Izole edilen DNA &rneklerinden 575 bp’lik
motB gen bolgesinin PCR ile tespiti, dizisi asagida belirtilen spesifik BCFomp1
/BCRompl primer ¢ifti ve PCR sartlar1 kullanilarak Applied Biosystems Veriti™
96-Well Thermal Cycler da gergeklestirilmistir.

BCFomp1l BCRomp1l

5-ATCGCCTCGTTGGATGACGA-3’ | 5-CTGCATATCCTACCGCAGCTA-3’

94 ° C (5 dak.)

94 ° C (30 saniye);

54.5 ° C (1 dak); 30 dongii
72 ° C (1 dak);

72 ° C (7 dak);

Amplifikasyon igin toplam hacmi 25ul olan PCR hazirlanmistir ve
hazirlanis1 asagidaki gibidir.

-Taq DNA Polymerase 2X Master Mix 12.5 ul

- dH,O 6 ul

- Her Primerden (25pmol) 0,25 pul
-DMSO (Dimetil siilfoksit) Tl

- Kalip DNA 50ng/5ul
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575 bp’lik amplikon varligini arastirmada kullanilan jel elektroforez
yonteminde (Cleaver; nano PAC300P) molekiiler agirlik markdrii olarak 50 bp'lik
DNA ladder'den 5 pl ve amplikonlardan 10 pl olacak sekilde kuyucuklara
yliklenmistir ve %2'lik agarose jel icin elektroforez cihazinda TBE tamponu
kullanilarak 110 Voltaj'da 1 saat yiiriitiilmiistiir. Islem tamamlandiktan sonra
%1’lik Ethidium Bromid (Sigma) iceren 500 ml 1X TBE ile 15 dakika boyunca
boyanmistir ve fragmanlar UV 15181 kullanilarak gorsellestirilmistir (Oliveira ve
ark. 2002 )

3.2.2.3.(3). RAPD-PCR amplifikasyonu
Amplifikasyon i¢in toplam hacmi 25ul olan PCR hazirlanmistir ve
hazirlanis1 asagidaki gibidir.

-Taq DNA Polymerase 2X Master Mix  12.5 pl

- dH,O 6 ul

- Her Primerden (25pmol) 0,25 pl
-DMSO (Dimetil siilfoksit) Tl

- Kalip DNA 50ng/5ul

Numunelerin islenmesi i¢cin amplifikasyon kosullar1 asagidaki gibidir:

94 ° C (3 dak.)
94 © C (45 saniye);
30 ° C (2 dak); 4 dongii
72 ° C (1 dakika);
94 © C (45 saniye);
36 ° C (1 dakika); 26 dongii
72 ° C (2 dakika)
75 © C (10 dakika)
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+4°C'de numunelerin sogumaya hazir hale gelene kadar sogutulmasi
saglanmistir. Reaksiyonlar, termal bir cycler modeli olan Applied Biosystems
Veriti™ 96-Well Thermal Cycler da gergeklestirilmigtir.

Amplifikasyon iriinlerinin elektroforezlerinde (Cleaver; nano PAC300P)
molekiiler agirlik markdrii olarak 50 bp'lik DNA ladder'den 5 pl ve amplikonlardan
10 pl olacak sekilde kuyucuklara yiiklenmistir ve %2'lik agarose jel igin
elektroforez cihazinda TBE tamponu kullanilarak 110 Voltaj'da 1 saat
yiiriitiilmiistiir. Islem tamamlandiktan sonra %1°’lik Ethidium Bromid (Sigma)
igeren 500 ml 1X TBE ile 15 dakika boyunca boyanmistir ve fragmanlar UV 15181
kullanilarak gorsellestirilmistir (Oliveira ve ark. 2002 ).

Elektroforezi yapilan amplikonlar KODAK Goriintilleme Sisteminde
goriintiilenerek tiff formatinda kaydedilmis, elde edilen bant goriintiileri Gel

Compare programi kullanilarak UPGMA analizi ile degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Gida Orneklerinden Bacillus cereus izolasyonu ve Tanimlanmasi
Aragtirma kapsaminda 2 tekerriirlii olarak calisilan toplam 192 adet gida
(piring unu, hazir ¢orba, puding, bebek mamasi) 6rnegi Bacillus cereus varligi

acgisindan incelenmistir.

4.1.1. Siipheli Bacillus cereus 'larin Koloni Morfolojileri

Calismada secici kati besiyeri olarak MYPA (Mannitol Egg Yolk
Polymyxin) kullanilmistir. Besiyerinde 5 mm ¢apinda pembe renkli, ¢okelti
olusturan koloniler siipheli Bacillus cereus olarak degerlendirmeye alinmistir. Sekil
4.1.de MYP Agar’da goriilen siipheli Bacillus cereus kolonileri gosterilmistir.

Sekil 4.1. Bacillus cereus Siipheli Kolonilerinin MYP Agar’da Goriintiisii

4.1.2. Tipik Bacillus cereus Kolonilerinden Farkhi Olan Kolonilerin
Morfolojisi

Calismada tipik Bacillus cereus kolonilerinin disinda da kolonilere
rastlanmigtir. Koloni morfolojilerine gore Bacillus cereus olarak tanimlanamayan
bu kolonilerin gram reaksiyonlarina bakilmig ve daha sonra biyokimyasal testlere

tabi tutulmustur. Sekil 4.2.” de gelisen farkli koloniler verilmistir.
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Sekil 4.2. MYP Agar’ da Gelisen Farkli Kolonilerin Goriintiisii

Bu aragtirmada incelenen 192 gida 6rneginden (hazir toz ¢orba piring unu, ,

puding ve bebek mamasi) izole edilen siipheli Bacillus cereus izolatlari ile diger

izolatlarin 6rnek dagilimi Cizelge 4.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Cahsilan Gida Orneklerinden Izole edilen siipheli Bacillus cereus
izolatlar1 ile diger izolatlarin kaynak ve sayist

Ornekler izolat elde | Siipheli Bacillus | Farkli Ornek Sayisi
edilen 6rnek | °€'€YS izole izolatlarin
edilen 6rnek
Sayisi sayisl elde edildigi
ornek sayisi
Ambalajli pirin¢g unu 12 6rnek 3 9 50
Agcik piring unu 2 6rnek 1 1 10
Toz Puding - - - 34
Toz gorba - - - 24
Bebek mamasi 18 6rnek 6 12 74
Toplam 32 érnek 10 22 192

+: Pozitif, -: Negatif
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Cizelge 4.2. Bacillus cereus'dan Farkli Koloni Ozelligi gdsteren izolatlar

Bebek Mamasi AK1 P.aeruginosa
Piring Unu MDP1 B.subtilis
Piring Unu DP6 B.subtilis
Bebek Mamasi HB2 Proteus miribalis
Piring Unu MDP3 Bacillus cereus
Piring Unu K2 B.subtilis
Doékme Satilan Piring Unu DSP1 B.subtilis
Piring Unu KP4 B.subtilis
Bebek Mamasi HB6 B.subtilis
Bebek Mamasi HB11 B.subtilis
Piring Unu MDP3 B.subtilis
Bebek Mamasi AK1 P aeruginosa
Bebek Mamasi HB15 E.coli

Bebek Mamasi HB16 E.coli

Piring Unu DP5 B.subtilis
Bebek Mamasi HP4 B.subtilis
Piring Unu MDP1 B.subtilis
Bebek Mamasi HP4 B.subtilis
Doékme Satilan Piring Unu DSP2 B.subtilis
Bebek Mamasi HB12 Proteus miribalis
Piring Unu DP5 E.coli

Bebek Mamasi HB4 E.coli

Bebek Mamasi HB12 B. subtilis
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Cizelge 4.3. Siipheli Bacillus cereus izole Edilen Ornekler ve Kodlari

Uriin Uriin Kodu Mikroorganizma
Dékme Satilan Piring Unu DSP1 Bacillus cereus
Bebek Mamasi HP4 Bacillus cereus
Piring Unu DP6 Bacillus cereus
Bebek Mamasi HB6 Bacillus cereus
Bebek Mamasi HP4 Bacillus cereus
Bebek Mamasi HB1 Bacillus cereus
Bebek Mamasi HP4 Bacillus cereus
Bebek Mamasi HB16 Bacillus cereus
Piring Unu MDP3 Bacillus cereus
Piring Unu DP6 Bacillus cereus

Caligilan toplam 192 adet 6rnegin 18’in de iireme goriilmiistiir. Bu 18
ornegin 2’sini DSP1 ve DSP2 kodlu dokme satilan piring unu orneklerinden,
4’iinlin bebek mamasi1 ve 12’sinin ambalajli piring unu Orneklerinden oldugu
goriilmiigtiir. Toplam 18 6rnegin MYPA’da verdigi 32 koloni segilerek tek koloni
diistiriilmiistiir ve koloniler incelenmistir.

Bu koloniler degerlendirildiginde siipheli 10 koloniye (pembe ve ¢okeltili)
rastlanmistir (DSP1, MDP3, HP4, DP6, HB6, HP4, HB1, HP4, HB16, DP6).
Bacillus cereus olmayan farkli 22 koloniye rastlanmistir ve bu kolonilerin pembe
¢okeltisiz,pembe/sar1,sar(BM4,MDP1,AK1,DP6,HB2,K2,DSP1,KP4,HB6,HB11,
MDP3, HB4, DP5). Pembe ¢okeltili koloniler siipheli Bacillus cereus olarak
degerlendirilmistir. Diger kolonilerinde tanimlamalarini yapmak igin tiim izolatlara
gram boyama ve biyokimyasal testler uygulanmistir.

Caligmamizda Bacillus cereus siipheli kolonilere ve farkli kolonilere piring
unu ve bebek mamasi Orneklerinde rastlanirken, toz g¢orba ve toz puding
orneklerinde hi¢cbir mikroorganizma liremesi goriilmemistir. Juan ve ark. (2006) ise
caligmalarinda iglerinde puding ornekleri de yer alan 381 kurutulmus siit {iriini
kullanmiglardir. Bu calismada analize aldiklar1 381 gida Orneginin 175 'inde

Bacillus cereus varhigim tespit etmislerdir. Izolatlarin  8’inin  puding
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numunelerinden oldugunu bildirmislerdir. Her ne kadar bizm ¢alismamizda puding
orneklerinde Bacillus cereus varligi tespit edilememisse de Juan ve ark. larinin
caligmalari ile bu tirlinlerin de bu bakteri ile kirli olabilecegi goriilmektedir.

Bir baska calismada ise; Aksu (1994) iilkemizde satisa sunulan farkli
gruptan hazir gida 6rneklerinde Bacillus cereus ’un varligini aragtirmistir. Aksu,
calisgmasinda yer alan 86 hazir toz ¢orba 6rneginin 16’sinda Bacillus cereus izole
ederken 10 toz pudingin higbirinde Bacillus cereus izole edemedigini bildirmistir.
Bizim ¢alismamizda da toz puding 6rnekleri ve bunun yanisira toz ¢orba drnekleri
temiz ¢ikarken, Aksu ve ark. larmin calismasinda aksine toz c¢orba Ornekleri
Bacillus cereus a¢isindan kirli bulunmustur.

Hardog ve arkadaglar1 1978 yilinda Hollanda’da yapmis olduklar
calismada 455 adet giinliik tiiketilen tatli 6rneklerinin mikrobiyolojik analizini
yapmiglardir. 455 adet gida 6rneginin 61°1 krema, 311’1 puding, 21’i mauses, 34’ i
karamel ve 28’1 farkli tatlilardan olusmaktadir. Sonug olarak fabrikada iiretilen
sttlii tatlilarda mikrobiyolojik kontaminasyonun digerlerine gore daha diisiik
oldugunu tespit etmiglerdir.

[zmir piyasasinda yer alan market ve pazarlardan temin edilen, paketlenmis
ve paketlenmemis sekilde satilan gesitli kuru gidalar1 Bacillus cereus agisindan
kalitelerini ortaya koymak amaciyla 100 farkli 6rnegi analize almiglardir. Analize
alinan 6rneklerden hazir toz g¢orbalara orneklerinin birkagindan Bacillus cereus
izole edilmigtir (Filiz, 2001) Bizim g¢aligmamizda ise toz c¢orba &rnekleri temiz
cikarken Filiz’in ¢alismasinda aksine toz ¢orba 6rnekleri Bacillus cereus agisindan

kirli bulunmustur.

4.1.3. Gida Orneklerinden Elde Edilen izolatlarin Hiicre Morfolojileri
Ormneklerden elde edilen izolatlarin tamamina hiicre morfolojilerinin

belirlenmesi amaci ile gram boyama yapilmstir. Siipheli 10 Bacillus cereus

izolatinin gram boyanmasi sonucunda tamaminin gram pozitif ve basil oldugu

goriilmiistiir. Izolatlar ileri tanimlama testlerine tabi tutulmustur.
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4.1.4. Gida Orneklerinden izole Edilen Diger izolatlarin Hiicre Morfolojileri

Siipheli Bacillus cereus kolonileri haricinde elde edilen diger 22 izolatin

8’inin gram (-) basil, 14’iiniin gram (+) basil oldugu goriilmiistiir ve izolatlar ileri

tanimlama testlerine tabi tutulmustur.

4.2. Siipheli izolatlarin Biyokimyasal Tanimlamasi

Gida orneklerinden klasik kiiltiirel yontem ile elde edilen izolatlara

biyokimyasal tanimlama uygulanmis ve test sonuglar1 Cizelge 4.3.”de verilmistir.

Cizelge 4.4. Calisilan Orneklerden Elde Edilen Izolatlarin Biyokimyasal Test

Sonuglari
Katalaz | Indol | Oksidaz | Jelatin Metil | Voges Sitrat
Hidrolize | Red Proskauer
DSP1 | + - - - P ¥ ¥
AK1 + - + + - 2 +
MDP1 + - + + - + +
DP6 + - - + + + +
HB2 + - = + - + +
MDP3 | + - - - - + +
K2 + - + + - + +
DSP1 | + - belirsiz + - + +
KP4 + - belirsiz + - + +
HB6 + - + + - + +
HB11 + - + + - + +
MDP3 | + - + + - + +
AKA1 + - + + - - +
HB15 | + + - - ¥ ; .
HP4 + - - - - + +
HB16 | + - - - +/- ¥ +
DP6 + - - - - + +
DP5 + - - + - + +
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Cizelge 4.4. devami

HB6 + - - + +
HP4 + + - + +
MDP1 | + + - + +
HP4 |+ - - n +
HP4 + + - + +
HB1 + - - + +
DSP2 |+ + - + +
HB12 | + + + - +
DP5 + - + 2 +
HB4 + - r " "
HP4 + - p + +
HB16 | + - - + +
DP6 + p - ¥ ¥
HB12 | + + - + +

Koloni morfolojisine gore siipheli

Bacillus cereus olarak degerlendirilen

DSP1, MDP3, HP4, DP6, HB6, HP4, HB1,HP4, HB16, DP6 kodlu gida

orneklerinden elde edilen 10 izolatin gram (+) olduklar1 goriilmiistiir. Biyokimyasal

test

sonugclari

Cizelge.4.3.°te

verilmistir.  Sonuglar Cizelge 4.4. ile

karsilastirildiginda bu izolatlarin Bacillus cereus oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.5. Bacillus cereus ’un hiicre morfolojisi ve biyokimyasal 6zellikleri (Mac
Faddin 1999)

Pigment | Gram Katalaz | Indol | Oksidaz | Jelatin Metil Voges Sitrat | Hareket
Reaksiyonu Hidrolize | Red Proskouer
Pembe + - - N , , ¥ T "

Koloni morfolojisine goére Bacillus cereus olarak degerlendirilemeyen
HB4, DP5 kodlu gida oOrneklerinden elde edilen izolatlar ile HB15, HBI16
orneklerinden elde edilen izolatlar gram reaksiyonu biyokimyasal test sonuglari
yoniinden incelenmistir. Hiicre morfolojisi gram (-) ve basil olan bu izolatlarin,
indol pozitif, katalaz pozitif, oksidaz negatif, jelatin hidrolize negatif, metil red
pozitif, Voges Proskouer negatif, sitrat negatif olduklar1 goriilmiistiir. Yapilan
literatiir c¢alismasi sonucu (Cizelge 4.5.) bu izolatlarin MYPA’da gelisebilen
refakatg1 floraya ait Escherichia coli oldugu goriilmistiir (Anonymous, 2019-a).

Koloni morfolojisinde Bacillus cereus olarak tanimlanamayan pembe
coOkeltisiz kolonilerin gram reaksiyonlar1 ve biyokimyasal test sonuglari
incelenmistir. Hiicre morfolojisi gram (-) ve ¢ubuk goriiniimlii olan AK1 kodlu
bebek mamasi drneklerine ait izolatlarin, katalaz pozitif, indol ve oksidaz negatif,
jelatin hidrolize, metil red, sitrat pozitif, voges proskouer negatif olduklar
gorilmiistiir. Yapilan literatiir ¢alismasi sonucu (Cizelge 4.5.) bu izolatlar
MYPA’da gelisebilen refakat¢i floraya ait Pseudomonas aeruginosa oldugu
goriilmiistiir (Anonymous, 2019-a).

Koloni morfolojisinde Bacillus cereus olarak tanimlanamayan pembe
¢Okeltsiz kolonilerden HB2, HB12 kodlu bebek mamasi1 orneklerine ait izolatlarin
hiicre morfolojisinin gram (-) ve kisa ¢ubuk seklinde oldugu goriilmiistiir.
Bsyokimyasal tanimlama testlerinde ise katalaz pozitif, indol ve oksidaz negatif,
jelatin hidrolize, metil red, sitrat pozitif, voges prouskouer negatif olduklari
goriilmiigtiir. Yapilan literatiir ¢aligmasi sonucu (Cizelge 4.5.) bu izolatlarin
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MYPA’da gelisebilen refakat¢i floraya ait Proteus mirabilis oldugu goériilmistiir
(Anonymous, 2019-a).

Son olarak siipheli kolonilerden Bacillus cereus olarak tanimlanamayan
MDP1,DP6,K2,DSP1,KP4,HB6,HB11,MDP3,DP5,HP4,MDP1,DSP2,HB12,HP4
orneklerine ait pembe ¢okeltisiz koloniden elde edilen hiicre morfolojisi gram (+)
ve zincir seklinde ¢ubuk goriiniimlii izolatlarin  katalaz pozitif, indol negatif,
oksidaz degigken, jelatin hidrolize pozitif, metil red negatif, voges proskouer ve
sitrat pozitif olduklar1 goriilmiistiir. Yapilan literatiir ¢alismasi sonucu (Cizelge
4.5.) bu izolatlarin MYPA’da gelisebilen Bacillus subtilis oldugu goriilmiistiir
(Anonymous, 2019-a)

Cizelge 4.6. MYP (Mannitol Egg Yolk Polymyxin) Agar’da gelisebilen refakatci
floranin koloni morfolojileri (Anonymous, 2019-a) ve biyokimyasal
ozellikleri (Anonymous, 2019-b)

Koloni Gra Katala | indo | Oksidaz | Jelatin M |V | Sitra
m z I Hidroliz | R P |t
e
Bacillus Pembe + + - - - - + +
cereus cokeltili Basil
E. coli Renksiz -Basil |+ + - - + - -
cokeltisiz
Pseudomo |Renksiz - Basil |+ - + + - - +
nos cOkeltisiz
aeruginosa
Proteus Pembe - Basil |+ - - + + - +
mirabilis cokeltisiz
Bacillus Pembe/Sar [+Basil |+ - Degisken |+ - + +
subtilis cOkeltisiz
Staphyloco [Sari + kok |+ - - + + + |+
ccus cokeltili
aureus

Caligmamizda; klasik kiiltiirel yontemler ile izole edilen 32 izolata
uygulanan ileri tanimlama testleri sonucunda bunlar 10 “u Bacillus cereus olarak
tammmlanmigtir  ve  Bacillus cereus izole edilen kaynaklarin  4’{iniin
DSP1,MDP3,DP6 kodlu piring unu 6rneklerinden 6’sinin HP4,HB6, HB1, HB16,

DP6 kodlu bebek mamasi orneklerinden oldugu tespit edilmistir. E.coli olarak
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tanimlanan 4 izolatin 3’iniin HB4, HB15, HB16 koldlu bebek mamasi
orneklerinden 1’inin DP5 kodlu piring unu 6rneginden oldugu tespit edilmistir.
Proteus mirabilis olarak tanimlanan 2 izolatin HB2 ve HB12 kodlu bebek mamasi
orneklerinden, Pseudomonos aeruginosa olarak tanimlanan 2 izolatin AK1 kodlu
bebek mamasi Orneginden oldugu tespit edilmistir. Bacillus subtilis olarak
tanimlanan 14 izolattan 4’ DP6,HB6, HB11, HP4, HB12 kodlu bebek mamasi
orneklerinden 10°u DP6, K2, DSP1, KP4, MDP3, DP5, MDP1, DSP2 kodlu piring
unu Orneklerinden izole edilmistir. Calismamizda aranan mikroorganizmalardan
olan Staphylococcus aureus 6rneklerimizin hi¢birinden izole edilememistir.

Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligine gore bebek
mamas1 formiilleri (6zel diyet amagli tibbi gidalar dahil ), tahil unlart ve
pisirildikten sonra tiiketime sunulan ¢dziinen toz karigimlar i¢in Bacillus cereus
tizerinde durulan 6nemli bir mikroorganizmadir. Calismamizda yer alan bebek
mamas1 ve piring unu Orneklerini Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler
Yonetmeligine gore Bacillus cereus varligi agisindan degerlendirildiginde 74 bebek
mamas1 0rneginin 6’ smin, 50 ambalajli piring unu 6rneginin 3’iiniin, 10 dokme
olarak satisa sunulan piring unu 6rneginin 1’inin kodekse uygun olmadig1 tespit
edilmistir.

Tuncer ve arkadaslar1 (1987), yerli ve ithal bebek mamalarindan olusan
toplam 200 adet mama Ornegini (172 yerli iiretim mama, 28 Avrupa’dan ithal
mama )analize almislardir ve 200 adet gida numunesinin 36’sinda Bacillus cereus
izole ettiklerini bildirmislerdir.

Giffel ve ark. (1996), Bacillus cereus ve B.subtilis varlig1 tespitine yonelik
analizlerinde pasta, siit, un, maya, kakao, ¢in yemekleri, ¢ikolata, unlu mamuller, et
iirlinleri, baharat, antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri olan bitkilerden olusan
toplam 229 gida 6rnegini kullanmuslardir. Orneklerin 18’inde B.subtilis izole
ederken 109’unda B.cereus 12’sinde ise hem B.cereus hem B.subtilis izole

etmislerdir.
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Seyrekbasan Kaan, 2000 yilinda 40 ithal bebek mamasi numunesini
patojen bakteriler yo6niinden incelemistir. Salmonella spp, S.aureus, E.coli,
P.aeruginosa ve C.perfringens'e rastlamazken 1 numunede (%2,5) Bacillus cereus
saptamuistir.

Ergiin ve ark. (2002) c¢alismalarinda Tiirkiye’de satisa sunulan toplam 60
adet bebek ve ¢ocuk mamasi Ornegini analize almiglardir ve orneklerden 2
tanesinden Bacillus cereus izole ettiklerini bildirmislerdir.

Gol (2014)’de bebek mamalarinda Bacillus cereus toksinlerinin varligina
yonelik yaptigi calismasinda 160 adet gida ornegi kullanmigtir ve Orneklerin
2’sinden (%1,25) Bacillus cereus izole edebildigini ve drneklerdeki Bacillus cereus
miktarmin ise 2x10' kob/g ile 4x10' kob/g oldugunu bildirmistir.

Calisma sonuclarimizin firma bazinda degerlendirmesi Cizelge.4.6. ‘da
verilmistir.

Caligmamizda bebek mamasi ve piring unu 6rneklerinden Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Proteus mirabilis, E.coli, Pseudomonos aeruginosa izole edilmis
olmas1 bu gidalarin tiiketilmesinin tehlike arz ettigini gostermektedir. Ayrica gida
orneklerinin ¢ogunun ambalajli sekilde satiga sunulanlardan olmasi {iretim
ortamlarinin ve paketleme kosullarinin hijyen agisindan yeterli olmadigim

diisiindiirmektedir.

4.3. Klasik Kiiltiirel Yontemle izole Edilen Siipheli Bacillus cereus’larin
Molekiiler Yontemle Dogrulanmasi

Bebek mamasi ve piring unu 6rneklerinden izole edilen siipheli Bacillus
cereus izolatlarmin biyokimyasal tanimlamasin1 dogrulamak amaciyla molekiiler
tanimlama yapilmistir. Biyokimyasal testler sonucu Bacillus cereus siipheli olarak
tanimlanan 10 izolat molekiiler olarak da dogrulanmistir.

Sekil 4.3.’de silipheli kolonilerden ekstrakte edilen DNA &rneklerine
uygulanan PCR amplifikasyonu sonucu dis zar proteini (OmpA) olarak

smiflandirilan flageller motor protein MotB’ yi kodlayan motB gen bolgesi spesifik
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bolgelerin bant goriintiileri ve elektroforez tankinda jel goriintlisii verilmistir. Sekil
4.3’de markerm 575bp’de olusturdugu banta yakin yerde bant olusturmus olan 10

ornegin Bacillus cereus oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.3. Orneklerden izole edilen Bacillus cereus izolatlarindan ekstrakte edilmis
DNA o6rneklerine uygulanan PCR sonucu elektorforezdeki DNA bant
goriintiileri

Moravek ve ark. (2004), bebek mamasi 6rneklerinden klasik yontemle
izole ettikleri Bacillus cereus izolatlariin molekiiler yontemle tanimlanmalari igin
hblD gen bolgesine ait kendi tanimladiklarn spesifik Lla-F Lla-R primerlerini
kullanmiglar ve Bacillus cereus’u molekiiler olarak tiir bazinda tanimlamiglardir ve

bu primerlerin B. cereus’un molekiiler tespitinde kullanilabilecegini bildirmislerdir.

4.4. Gida Orneklerinden Elde Edilen izolatlarin RAPD -PCR ile genetik
yakinhklarinin tespiti

RAPD-PCR metodu, DNA yapisindaki polimorfizmi saptamak amaciyla
diisiik baglanma sicakliginda 9 veya 10 baz uzunlugunda bir veya daha fazla kisa
primer kullanarak DNA’daki birden fazla bolgeyi amplifiye etmeye yonelik bir
tekniktir (Williams ve ark., 1990). PCR f{iriinleri agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra
etidyum bromid ile boyanir. Karsilastirilan ornekler arasinda goriinen farkh
(polimorfik) ve aynmi (monomorfik) DNA bantlar1 sayildiktan sonra sonuglar
degerlendirilmektedir. ~ Genetik  ¢esitliligin = arastirlmasinda ve  genom

haritalamalarinda RAPD-PCR teknigi siklikla kullanilmaktadir (Cenis, 1993).
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Denatiire ve tek iplik¢ikli DNA’ya rastgele ve diisiik duyarlilikta ayni
zamanda yliksek tuz yogunlugu ve diisiik baglanma sicakliklarinda baglanan kisa
rastgele primerler ile DNA fragmentlerinin ¢ogaltilmasi mantigina dayanan RAPD-
PCR teknigi identifikasyon i¢in bir alternatif olmamakta genellikle izlem yontemi
olarak bilinen siirveyans yontemi olarak adlandirilmaktadir. Teknigin ayirim giicli
esit reaksiyon sartlarinda primerlerin diisiik duyarlilikda da olsa tek sarmalli DNA
iizerinde ayni hedef dizilere baglanmalaridir. Cogaltilmis band fragmentlerinin
polimorfizmine dayanarak suslar arasindaki genetik iliski gosterilmektedir.
Calismamizda kullandigimiz random kisa primerler; F-5°CCGAGTCCA3" ve R-
5'CCGGCGGCG3'  olup 30 siklus sonunda cogalttiklart DNA bant profilleri

karsilastirilmis ve birbirleri ile olan iliskileri incelenmistir (Sekil 4.2)

Sekil 4.4. Siipheli Kolonilerden Ekstrakte Edilen DNA Orneklerine Uygulanan
RAPD-PCR elektroforez Jel Goriintiisii

Calismamizda 32 adet sus igerisinde Bacillus cereus olarak tanimlanan 10
susun tiir/tlir i¢i ayriminda RAPD tekniginin taksonomik siniflandirma 6zelliginden
yararlanilmistir. Bu amagla mikroorganizmalardan genomik DNA izolasyonu
yapilmistir. Genomik DNA iizerinde farkli bolgelere baglanabilen 9 niikleotit
uzunlugunda kisa oligoniikleotit primerler kullanilarak RAPD (rastgele ¢cogaltilmis
polimorfik DNA) caligmalar1 yapilmistir. Sonug olarak farklt uzunluklara sahip
PCR firlinlerinin olusturdugu bant modelleri % 2’ lik agaroz jel {izerinde
gozlemlenmistir. Bu bant goriintiileri GelCompar II, Version 4.1 (AppliedMath)

yazilim programina aktarilmistir. RAPD bantlar arasindaki benzerlik “Pearson
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product moment correlation coefficient” degeri (r) ile ifade edilip % degerine
doniistiiriildiikten sonra UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic
averages) analizi ile kiimeleme islemi yapilmis ve sonugcta tiirler/suslar arasindaki
genetik iliski dendogram olarak gosterilmistir. Kiimeleri birbirinden ayirt etmek
icin korelasyon katsayisi tarafimizdan % 95 olarak belirlenmistir. Elde edilen
dendogram incelendiginde B. cereus izolatlarimizin kendi aralarindaki iliski
oraninin %70 lerde oldugu yani genetik yakinliklarmin diisik oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.3)

Choo ve ark. (2007) galismalarinda, Kore'den satin alinan 140 kurutulmus
kirmizibiber numunesini, standart kiiltiir yontemine goére B. cereus varligi
acisindan test etmislerdir. Biyokimyasal dogrulama testlerine B. cereus
izolatlarmin genetik ¢esitliligi DNA RAPD tayini kullanilarak arastirilmistir.
Yapilan PCR taramalar1 sonucunda kurutulmus kirmizibiber numunelerinin % 84.3'
inde B. cereus’ u tespit etmislerdir ve 1.9 x 10 ‘kob/g miktarinda oldugunu

bildirmislerdir.
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Sekil 4.5. 1zole edilen suslarin dendogram ile iliskilerinin gdsterilmesi

Sonug olarak bu caligmada molekiiler yontem ile klasik kiiltiirel yontem
birlikte ¢alisilmistir. Biyokimyasal tanimlamasi yapilan DSP1,DP6 kodlu piring
unu Ornekleri ve HP4, HB6, HB1, HB16 kodlu bebek mamasi 6rneklerinden izole
edilen 10 Bacillus cereus susu klasik PCR yontemi ile de tanimlanmustir. Bu da iki
yontemin birbirini destekledigini gostermistir. Ayni zamanda tiim Bacillus cereus

suslarmin RAPD-PCR teknigi ile aralarindaki genetik yakinlik incelenmistir.
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Sonug olarak iliskinin %70 oldugu goriilmiistiir ve ¢alismaya kontrol amacli dahil
ettigimiz diger izolatlar ile de iliskilerinin diisiik oldugu dolayisiyla iliskisiz
olduklar1 goriilmiistiir. Bu veriler dogrultusunda izole ettigimiz B. cereus suslarinin
tek kaynaktan koken almadigini gidanin saklanmasi veya iiretimi sirasinda saklama

asamasinda fakat kontamine kaynaklarinin farkli oldugunu gostermistir.
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5.SONUC VE ONERILER

Bacillus cereus dogada yaygin olarak bulunan ve gida zehirlenmesine
neden olan patojen bir bakteridir. Lipolitik, proteolitik ve spor olusturma
ozelliginden dolay1 gida hijyeni acgisindan da oldukg¢a onemli bir etkendir.
Sporlarinin farkli ¢evre kosullarina (nem, pH, sicaklik vb.), kurutma, 1sitma ve
vakumlama islemlerine karsi yiiksek direng gostermesi bu Onemi daha da
arttirmaktadir. B. cereus ile meydana gelen gida zehirlenmelerinde piring basta
olmak iizere bakliyatlarin 6nemi bilyiiktiir.

Caligmamizda, bebek beslenmesinde da kullanilan piring unu ve bebek
mamast Orneklerinde tespit ettigimiz Bacillus cereus’un yaninda enfeksiyon
yapabilecek firsat¢1  patojenlerden Bacillus subtilis, Proteus miribalis,
Pseudomonos aeruginosa, ve fekal bulasma indikatorii E.coli de izole edilmistir.
Bu durum bu gidalar ile beslenen bebek, ¢ocuk, yetiskin her insan igin risk
olusturmaktadir. Bu sebeple bu gidalarin rutin kontrollerinin siirdiiriilmesi, iiretici
ve ithalat¢i firmalarin bilgilendirilmesi 6nem tagimaktadir.

Calismamizda Bacillus cereus’a dokme olarak satisa sunulan piring unu
orneklerinin yani sira ambalajli piring unu ve ambalajli bebek mamasi 6rneklerinde
de rastlanmistir. Aeorob bir bakteri olan Bacillus cereus’un ambalajli gidada
bulunabilmesi piring unu ve bebek mamalarinin ham maddelerinden gelen Bacillus
cereus’un sporlarinin 1sitma, vakumlama ve kurutma gibi gida isleme proseslerine
direng gostermelerindendir. Bu sporlar daha sonra uygun kosullar olustugunda
cimlenerek patojen etkilerini gosterecek diizeye gelebileceklerdir.

Bacillus cereus, sadece ham maddeden degil aymi zamanda isletmede
iriinlin  hazirlanmas1  sirasinda  kullanilan  girdilerden, imalat sirasindaki
islemlerden, paketlemede kullanilan ambalajdan, iiretimde c¢alisan personelden,
depo kosullarindan veya cevre sartlarindan da bulasabilmektedir. Bu sebeple
yiiksek mikrobiyolojik kalite saglamak i¢in 6zellikle bagisiklik sistemi gelismemis
bebeklerin beslenmesinde kullanilan bebek mamasi liretiminde gegerli olan iyi
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iiretim uygulamalar1 (Good Manufacturing Practice;GMP) kurallaria uyulmalidir.
Uretimde kullanilan ham maddenin mikrobiyolojik kontrolleri titizlikle yapilmal,
iretimde ¢evresel faktorlere ve GMP kurallarina dikkat edilmelidir. Yiiksek
otokontrol sisteminin olmasi, resmi denetimlerin sayisinin artirilmasi da sagliga
uygun iiretimlerin yapilmasinda 6nem arz etmektedir.

FAO tarafindan 2004 yilinda toz bebek mamalar1 ile ilgili yapilan
toplantida, bebek mamalarinda bulunabilecek ve enfeksiyona neden olabilecek
mikroorganizmalar A, B, C olmak {izere 3 gruba ayrilmistir. Buna gore,
Cronobacter spp. ve Salmonella enterica A grubu; Enterobacteriaceae tiyeleri B
grubu; B. cereus, L. monocytogenes gibi bakterilerin yer aldigi diger
mikroorganizmalar ise C grubu risk olusturan tehlike olarak tanimlanmislardir
(FAO, 2004).

Piring unu, bebek mamasi ve piring unu bazli gidalarin Bacillus cereus ile
kontaminasyonunu onlemek ve azaltmak i¢in alinacak tedbirler arasinda oncelikli
olarak kullanilacak ham maddeler iiretime girmeden 6nce kontrol edilmelidir ve
sonrasinda sporlarin germinasyonu ve vejatatif hale gegmelerini Onleyecek
tedbirler alinmasi 6nemlidir. Bu amagla, pisirme islemlerin ardindan {iriinlerin hizh
sogutulmas1 ve sonrasinda buzdolabi sicakliginda muhafaza edilmesi ve boylelikle
vejetatif hiicrelerin ¢ogalarak risk olusturacak sayiya ulagmasi engellenebilir.
Isletmelerde kontaminasyonlarin engellenebilmesi igin ortam havasi basta olmak
tizere depolama, paketleme ve tagima siireglerinde gerekli hijyen tedbirlerinin
alimmas1 riskleri en aza indirebilecektir. Uretimde calisan personel hijyen
konusunda belirli periyodlarda bilgilendirilmelidir. Ve rutin olarak iirlinlerin kalite
kontrolleri yapilmalidir.

Sonug olarak; bebek beslenmesinde kullanilmakta olan mamalari ve bunun
yani sira her kesimden insanin beslenmesinde kullanilmakta olan piring unlar1 gida
bozulmalarina ve zehirlenmelere sebep olan Bacillus cereus agisindan kirli
bulunmugtur. unlarin yam sira firsatgr floraya ait Bacillus subtilis, Proteus

mirabilis, Pseudomonos aeruginosa,ve fekal bulasma indikatorii E.coli agisindan
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kirli oldugu gorilmistiir. Bu {irlinleri iireten isletmelerin oto kontroleriyle dis
denetimlerinin daha siklikla yapilmasi olasi zehirlenme ve bebek Oliimlerini
engelleyebilecektir. Bu durum gida giivenilirligi ve halk saglig1 acisindan da 6nem

arz etmektedir.
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