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OZET
Yiiksek Lisans

PASTORIZE VE CiG SUTLERDE Bacillus cereus’un
MOLEKULER TESPITI
Elif Bozkurt
Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Ozlem ATES SONMEZOGLU
Subat, 2020, 54 sayfa

Siit insan beslenmesinde en onemli temel gida kaynaklarindan biridir. Ancak hijyenik
kosullar saglanmadan iiretilmesi, saklanmasi, islenmesi ve gerekli kontrollerin
yapilmamasi durumunda insan saglhigina zararli maddeler icermektedir. Bacillus cereus
dogada yaygin olarak bulunan ve gida zehirlenmesine neden olan patojen bir bakteridir.
Son yillarda 6zellikle B. cereus ile kontamine olan siit ve siit {irinlerinin insan saglig
izerine olumsuz etkileri oldugu, kontamine siit ve siit iiriinlerinin muhafazasi sirasinda
toksin madde olusturduklari bildirilmistir.

Bu ¢alismanin amact; ¢ig siit ile pastorize siit 6rneklerinde gida zehirlenmesi ve kalite
kaybr gibi olumsuz etkilere neden olan B. cereus bakterisinin molekiiler diizeyde tiir
tespitinin yapilmasidir. Siit 6rneklerinde B. cereus’ un molekiiler tespiti amaciyla I1AC,
16S rRNA, nheA, nheB/nheC, hblC ve hbID gen bolgelerine spesifik yedi adet primer
kullanilmistir. Calisma sonucunda incelenen 13 adet siit 6rneginden sekizinde Bacillus
cereus bakterisi molekiiler olarak tespit edilmistir. Bu calismada spesifik primerler
kullanilarak yapilan molekiiler tiir teshisi ile siit ve siit iiriinlerinde B. cereus un hizli ve

giivenilir bir sekilde tespit edilebilecegi ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Bacillus cereus, Molekiiler Tir Tespiti, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu, Siit.



ABSTRACT
Ms Thesis
MOLECULAR DETECTION of Bacilus cereus in
PASTEURIZED and RAW MILK

Elif Bozkurt
Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Bioengineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem ATES SONMEZOGLU
Feb, 2020, 54 pages

Milk is one of the most important basic food sources in human nutrition. However, it
contains substances harmful to human health if it is produced, stored, handled without
the hygienic conditions and the necessary controls are not performed. Bacillus cereus is
a pathogenic bacterium that is common in nature and causes food poisoning. In recent
years, it has been reported that especially milk and milk products contaminated with B.
cereus have negative effects on human health and toxin substances are formed during
the storage of contaminated milk and milk products.

The aim of this study is to molecularly determine the species of B. cereus bacterium
which causes negative effects such as food poisoning and quality loss in raw milk and
pasteurized milk samples. Seven primers specific to 1AC, 16S rRNA, nheA, nheB/nheC,
hbIC and hbID gene regions were used for the molecular determination of B. cereus in
milk samples. At the end of the study, Bacillus cereus bacteria were detected as
molecular in eight of the 13 milk samples. In this study, it has been revealed that
B. cereus can be detected quickly and reliably in milk and dairy products by molecular

species identification using specific primers.

Keywords: Bacillus cereus, Molecular Species Detection, Polymerase Chain Reaction,
Milk.
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1. GIRIS

Gida kaynakli patojen mikroorganizmalar hastaliklara ve 6lim gibi ciddi kayiplara
neden olmaktadir. Gida maddelerinin iiretiminden tiiketimine kadar uygulanan
islemlerin herhangi bir asamasinda gidalar1 kontamine etmek suretiyle epidemilere
varabilen ciddi halk sagligi sorunlar1 meydana getirebilmektedir. Gida kaynakli
enfeksiyonlar ¢ogunlukla; hayvansal (et ve siit iiriinleri vb.) ve bitkisel kaynakli gida
kokenli olup, s6z konusu hastaliklara bebekler, ¢ocuklar, yaslilar ve bagisiklik sistemi

zayif kisiler daha yatkin olmaktadir (Tutar ve ark., 2015).

Diinyada hizla artan niifus ile birlikte besin kaynaklarinin sinirli olmasi nedeniyle
gidalarin verimli kullanilmasi 6n goriilmektedir. Ayn1 zamanda insanlarin doymasi
degil, dogru ve dengeli beslenmesi onerilmektedir. Dogru ve dengeli bir beslenmenin
proteince zengin hayvansal iriinlerin tiiketilmesi ile olacagr ve gidalarin tiiketiminin

arttirtlmasi gerektigi bilinmektedir (Kiigiikoner ve Tarakgi, 1998).

Insanlar hayati fonksiyonlarindan olan beslenmelerini siirdiirmeye devam etmek
zorundadirlar. Bu nedenle ihtiyag duyulan besin kaynaklari bitkisel ve hayvansal
kaynaklardan elde edilmektedir. Bunun yaninda siit, yumurta ve et gibi hayvansal
kokenli gida maddeleri igerdikleri biyolojik degerler nedeniyle 6nem arz etmektedir

(Coskun, 1995).

Tiirk Gida Kodeksinin yapmis oldugu tanima gore “siit bir veya daha fazla inek, kegi,
koyun veya mandanin sagilmasiyla elde edilen, 40 °C’ nin iizerine 1sitilmamis veya
esdeger etkiye sahip herhangi bir islem gormemis kolostrum disindaki meme bezi
salgisidir’’. Tayar ve Sen (2007) ise siitii, “memeli hayvanlarda dogum sonrasinda
yavrularin gida gereksinimini karsilamak i¢in meme bezlerinde olusan besin degerleri

acisindan zengin olan biyolojik siv1 olarak tanimlamistir”.

Siit icerisinde bulundurdugu bilesenler ile yararli ve iyi besin kaynaklarindan biridir
(Coskun ve ark., 1990). Ayrica siit igerisinde bulundurdugu besin maddelerinden dolay1
mikroorganizmalar i¢in miikemmel bir ortam olusturmaktadir. Ancak bozulmasi kolay

oldugu icin degerini kaybedebilen nitelikte bir {riindiir. Hijyenik sagimlarin
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gerceklestirilemedigi, soguk zincirlerin kurulamadigi, iklimin sicak ya da iliman oldugu
bolgelerde siit kisa siirede bozulabilecegi i¢in daha dayanikli siit tirtinleri halinde islenip

degerlendirilmelidir (Giiven, 1993).

Siit ve siit tirlinlerine bagl hastaliklarin % 90’dan fazlas1 bakteriyel kokenlidir. Tifo,
kizil ve benzeri birgok hastaligin nedeni Streptococcus pyogenes ve Salmonella typhi
isimli patojenlerdir. Bu bakteriler ¢ig siite bulastigindan, 1940 yilindan 6nce, tifo, kizil
gibi hastaliklarin siit kaynakli oldugu ve en sik goriilen hastaliklar grubuna girdigi
bilinmektedir. ikinci Diinya Savas: siiresince Brucella, Staphylococ ve Salmonellanin
neden oldugu gida zehirlenmeleri insan saglhigimi kot sekilde tehdit etmistir. Listeriozis,
¢ig siit icerisinde bulunan ve dlimciil olabilecegi diisiiniilen bir hastaliktir (McSweeney

ve Fox, 2008).

Enfeksiyoz bir¢ok hastaligin teshisinde c¢ogunlukla dogrudan ve dolayli yontemler
kullanilmaktadir. Hastalik etkeni olarak go6zlemlenen bakterilerin izolasyon ve
identifikasyonlarinda  konvansiyonel, klasik veya direkt teshis yontemleri
kullanilmaktadir. Mikroorganizmanin sahip oldugu genetik materyallerin (DNA veya
RNA) ya da proteinlerin saptandigi, hassasiyeti ve 6zgiilligii oldukga yiiksek olan daha
hizli, giivenilir ve kesin sonuglar elde edilen biyoteknolojik ve molekiiler teshis
yontemlerinin kullanim alanlar1 giderek artmaktadir (Saiki ve ark., 1988; Bilgehan,
2005).

DNA dizi analizi, DNA hibridizasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) gibi
yontemler ile gen klonlamasi, genetik karakterizasyon, tiir tespiti ve genetik
aragtirmalarda genomik DNA kullanilmaktadir (Ozdil ve Bagpmar, 2004). Siit
orneklerinin toplanmasi, birgok materyale gore kolay ve masrafsiz oldugundan genomik

DNA’nin dogrudan siitten izole edilmesi icin gelistirilen yontemler kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda ¢ig siit ve pastorize siitlerde bulunan mikroorganizmalardan olan
Bacillus cereus’'un DNA’ s1 izole edilmis, Bacillus cereus’a ait gen bolgelerine spesifik
primerler kullanilarak PCR yontemi ile molekiiler diizeyde genetik tiir tespiti

yapilmistir. Bu c¢alismada Bacillus cereus’ un molekiiler tiir teshisinde kullanilan



primerlerinden elde edilen verilerin, siit ve siit iiriinlerinde B. cereus tespitine yonelik

calismalarda kullanilmasina katkida bulunacag: diistiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Insan beslenmesinde &nemli bir yere sahip olan siit, saglikli kosullarda iiretilmedigi,
islenmedigi, saklanmadigi ve gereken kontroller yapilmadig: takdirde insan sagligini
tehlikeye sokmaktadir. Cig siit, bir veya birden ¢ok sagimi yapilacak hayvanin (kegi,
inek, koyun ve mandanin) sagilmast ile elde edilmis, 40 °C iizerinde 1s1l islem gérmemis
veya ayni degerde herhangi bir isleme tabi tutulmamis meme bezinden salgilanan
kolostrum disindaki sividir. Cig siit ¢ok sayida {irtintin hammaddesini olusturmaktadir.
Bu nedenle, islem gérmemis ¢ig siitler icerdigi baslangi¢ bakteri yiikii bilyilk 6neme
sahiptir. Cig siit mikroflorasinda ¢ok fazla bakteri bulunmakta ve bundan dolay1 siit
kalitesi olumsuz etkilenmektedir. Teknolojik yonden, yiikksek oranda bakteriye sahip
stitlerin iglem gormesi gili¢ olmakla birlikte tiriin kalitesi diismektedir (Alisarl ve ark.,

2003).

Siit ve siit iiriinleri mikroorganizmalarin gelismesini saglayacak ortam olusturmaktadir.
Hayvanlarin saglik problemlerinden, elde edilen iirline déniisiinceye kadar gegen her
asamada cok farkli faktorler siitiin hijyen Kalitesine etki etmektedir (Kalkan ve
Halkman, 2006). Cig siitte az sayida bakteri olsa da sagildiktan sonra cevresel
faktorlerle bulasan mikroorganizmalarin etkisinden dolayr oldukca kisa bir siirede
bozulma olur. Siit insanlarda da hastaliklara sebep olan birden ¢ok patojenin kaynagini
olusturmaktadir. Bu nedenle ¢ig siit, insan gidasinda dogrudan tiikketime uygun

olmamaktadir (Kalkan ve Halkman, 2006).

Pastorize siit iriinlerinin raf Omriiniin kisalmasinin en O6nemli sebebi, ¢ig siitlere
uygulanan depolanma sicakliklaridir. Cig siitteki psikrofilik mikrofloranin miktar1 ve
¢ig siitlin soguma hiz1 6nemli faktorler arasinda goriilmektedir. Proteolitik, lipolitik,
psikrofilik aktivite ile bakterilerin enzim {iretmeleri, siitte gézlemlenen degisiklikler,
pastdrizasyon Oncesinde siitlin uzun siire depolanmasi ile baglantilidir. Bu nedenle siitiin
islendigi sirada ve siit {rlinlerinin kalitesinin korunmasina bagli olarak problemler

yagsanmasi beklenmektedir (Burdova ve ark., 2002).



Bir¢ok hastalik mikroorganizma kaynaklidir. Bireysel oldugu gibi veba, kolera ve ¢esitli
tipten grip vakalar1 toplumu ¢ok yakindan ilgilendiren epidemik olaylar bir zamanlar
yerlesim yerlerindeki insan ve hayvanlarin 6lmesine sebep olmustur (Kilig, 2010). Gida
giivenligi agisindan olduk¢a 6nemli olan B. cereus basta gida zehirlenmeleri olmak
tizere ¢ok farkli saglik problemlerine de neden olmaktadir. Son yillarda B. cereus
kaynakli gida zehirlenme sayilarinda artis goriilmektedir. Dogada yaygin olarak
bulunan Bacillus cereus gram pozitif, ¢ubuk seklinde, aerob-fakiiltatif anaerob, spor
olusturan bir bakteridir (Granum, 1994). Polimiksine direngli olan Bacillus cereus;
jelatinaz, lesitinaz, amilaz ve proteaz aktivitesine sahip olmakla birlikte nitrat
rediiksiyonu pozitiftir. Tahil anlamindaki cereal'dan Cereus adini almaktadir (Sekin ve

Karagozli, 1997).

Bacillaceae familyasinda bulunan B. cereus, genellikle siit ve siit triinlerinde, ette,
baharatlarda, kurutulmus gidalarda, soslarda ve basta piring olmak iizere cesitli
tahillarda ve yumurtada bulunmaktadir. Psikrotrof suslarinin varligi ve spor olusturmasi
nedeniyle siit ve siit iirlinlerinde olduk¢a 6nemli bir kontaminasyon kaynagidir. B.
cereus gida hijyeni acisindan onemlidir (Beecher ve Wong, 2000). B. cereus sporlari
nem, pH ve sicaklik gibi farkli ¢evre kosullarina karsi1 yliksek direng gostermektedir.
Sporlar1 hidrofobik 6zellige sahip oldugu i¢in ylizeylere (alet-ekipman) ¢ok cabuk
yapisma Ozelligindedir (Faille ve ark., 2007). B. cereus gidalarda diisiik seviyelerde
bulmasindan dolay1r dnemli bir tehlike olusturmamaktadir. Fakat B. cereus sporlari
gidalarin pisirme sicakliklarima karsi dayaniklidir. Isitilan gidalarda bakteri vejetatif
hale gecerek saklanmasi esnasinda tiremektedir. Genel olarak 10-50 °C sicaklik arasinda
korumasi saglanan pisirilmis gidalarda, kisa bir siire icerisinde toksik madde liretebilir
ve ayn1 zamanda kisa bir zaman igerisinde yiiksek seviyelere ulagabilecegi goriilmiistiir
(Granum, 1994). Bundan dolay1 B. cereus, gida giivenligini tehlikeye attig1 i¢in 6nemle
tizerinde durulan bir bakteridir. B. cereus iki ¢esit gida zehirlenmesine (diyareal ve
emetik formda) neden olmaktadir. Son yillarda B. cereus kaynakli gida zehirlenme

sayilarinda artis gozlemlenmistir.

B. cereus ile kontaminasyona ugramis gida maddeleri pisirilme isleminden sonra

yeterince hizli bir sekilde sogutulmazsa veya gidalarin hazirlanmasi ile birlikte tiiketimi
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arasinda gecen siire uzarsa, canli ve 1stya direng gosteren sporlarin vejetatif hale
doniismesi neticesinde mikroorganizmalarin ¢ogalmasi ve gida zehirlenmesine sonug
olabilecek diizeyde toksin maddenin olugsmasi miimkiin olmaktadir (Okahisa ve ark.,
2008; WHO, 2008).

B. cereus sporlari, diger Bacillus cinsi bakteri sporlarina oranla daha hidrofobik yapida
oldugundan gida isleme siire¢lerinde alet-donanim ve yiizeylere yapisma egilimindedir.
B. cereus sporlari, siit ve siit iirtinlerinin 63 °C’ de 30 dakikalik pastorizasyonu sirasinda
canli kalabilmektedir. B. cereus’un psikrotrof serotipleri ile kontaminasyona ugrayan
stit ve siit Urlinlerinin sogukta muhafaza sicakliginda toksin olusturmasi halk sagligi
acisindan risk olusturmakta, proteinleri parcalayarak gida maddelerinin bozulmasina
neden olmakta ve onemli dlgiide maddi kayiplara sebebiyet vermektedir (Ozdemir,

2003).

B. cereus siit endiistrisinde siklikla goriilen olduk¢a 6nemli bakterilerden biridir. B.
cereus bakterisinin sporlarinin, hidrofobik yapilarindan dolay: ylizeylere yapisabilme,
germinasyon, cogalma ve tekrar sporlanma Ozelligine sahiptir. Bunlarin yani sira
sporlarinin pastorizasyon sicaklifinda canliliginm koruyabilmesi ve psikotrofik ve 4-6 °C
gibi diisiik sicakliklarda gelisebilme 6zelliginden dolayi siit ve siit tirlinlerinde siklikla

rastlanilmaktadir (Andersson ve ark., 2004; Col, 2014).

Psikrofilik bakteri olan B. cereus'un salgilamis oldugu proteaz enzimleri ¢ig siitiin
islenmesi esnasinda stabilitelerini koruyabilmekte, enzimin miktarina ve aktifligine
bakilarak kisa bir zaman islem gdérmiis siit lirlinlerinde pihtilasma meydana gelmektedir.
Bunun sonucunda iiriinlerde kalite kaybi olmakta ve raf omrii kisalmaktadir. B.
cereus'un farkli ¢esitlerdeki gida 6rnekleri tizerindeki sayiminin gergeklestirilmesinde
agar besiyeri olan Mannitol Egg Yolk Polymyxin onerilmekte olup, bu besiyeri
tizerinde sanayiden gelen veriler Bacillus cereus segiciliginin yeterli olmadigim
gostermektedir. Bu nedenlerden dolay: iglenmis siit iiriinlerindeki kalite kayiplarinin

Oniline gegilebilmesi igin ¢ig siitlerde bulunan ger¢ek Bacillus cereus varliginin ve



sayisinin dogru ve tam sekilde tespit edilmesi gerekmektedir (Kalkan ve Halkman,
2006).

Hollanda’da yapilan bir ¢alismada evdeki buzdolaplarinda muhafaza edilen pastorize
yagsiz siitlerde B. cereus’un bulunma sikliginin % 33 oraninda oldugu saptanmistir
(Van Netten ve ark., 1990). Ayrica muhafaza siiresi ve sicakligindaki artigla birlikte B.

cereus sayisinda da artis oldugu belirtilmistir.

Farkl1 bir aragtirmada ise B. cereus diizeyinin ¢ig siitlerde % 48, pastorize siitlerde % 9,
¢edar peynirinde % 35, dondurmada ise % 14 oldugu tespit edilmistir (Ahmed ve ark.,
1983). Bolgesel olarak yapilan baska bir ¢alismada da fermente siitte % 17, dondurmada
% 52, yumusak peynirde % 35, pastorize siitte % 2, siit tozunda % 29 oraninda B.
cereus saptanmisgtir (Wong ve ark., 1988). Siit tozu ve bebek mamalarinin siklikla B.
cereus ile kontamine olabilecegi de ifade edilmektedir. Toplam 17 {ilkeye dagitilan 26
adet bebek mamasinda yapilan kontrollerde B. cereus sayisinin limit degerler iizerinde
olmasindan dolayr mamalar geri toplatilmistir. Yapilan analizlerde B. cereus sayisinin

600 kob/g’ ye ulastig1 tespit edilmistir (Becker ve ark., 1994).

Elazig ilinde cesitli marketlerde satisa sunulan 16 farkli firmaya ait UHT siitlerdeki;
toplam mezofilik bakteri sayis1 ve Bacillus cereus varlig: tespit edilmistir (Tektemur,
2010). Bacillus cereus segici agar besiyeri iizerinde yapilan Bacillus cereus taramasi
sonunda; 16 siit orneginden elde edilen toplam 52 adet koloni Bacillus cereus olma
thtimali sebebiyle biyokimyasal testlere tabi tutulmustur. Yapilan biyokimyasal testler

sonucunda 52 adet koloninin 38 tanesi (% 40) Bacillus cereus olarak tanimlanmustir.

Murindamombe ve ark. 2005 yilinda yapmis olduklar1i c¢alismada Gaborone ve
Botsvana'da satilan sokak gidalarinin mikrobiyolojik giivenligini ve kalitesini
degerlendirmislerdir. Toplam 148 satis noktasindan kompozit sokak gida 6rnegi alinmis
ve analiz edilmistir. Cesitli sokak gidalarmin Bacillus cereus ile kontaminasyon
seviyesine odaklanmilmistir. Tim Orneklerde B. cereus (vejetatif ve sporlar)’un, toplam

spor ve toplam yasayabilir sayimlar belirlenmistir. Gida Orneklerindeki B. cereus



izolatlari, biyokimyasal profilleri ve enterotoksijenik O6zelliklerine goére karakterize
edilmistir. Satis noktasindaki yiyecekler i¢in B. cereus kontaminasyon oranmin % 65
oldugu tespit edilmistir. B. cereus sayilar1 saptanamayan durumdan 9.1 kob/g’ye kadar
yiiksek seviyelere kadar degismistir. Bazi numunelerin yiliksek kontaminasyona ragmen
cogu numunede Bacillus varligi saptanmistir. Calismanin sonuglari, B. cereus

izolatlarinin % 59.6' sinin enterotoksijenik oldugunu ortaya ¢ikarmistir

Gida mikrobiyolojisinde tiir identifikasyonundan ziyade siipheli izolatin patojenite
agisindan karakterize edilmesinin 6nem kazanmasi ve molekiiler tekniklerle izole edilen
suslarin patojenite ve toksijenite 6zelliklerinin genetik diizeyde tanimlanabilmesi, s6z
konusu yontemlerin dnemini giderek arttirmaktadir. Buna baglh olarak, son yillarda
bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan genotipik yontemler, fenotipik yontemlere gore
tiplendirilebilirlik, tekrarlanabilirlik ve differensiyasyon bakimindan daha {istiin
yontemlerdir. Ayrica, geleneksel analiz metotlarinda molekiiler yontemlere gore
istatistiksel ve metodolojik hata olasiliginin daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Diger
taraftan geleneksel analiz yontemleri ile izolasyon ve adlandirma i¢in gerekli siire uzun
olup, laboratuar yiikiiniin daha fazla oldugu ifade edilmektedir (Moter ve Gobel, 2000).
Buna ek olarak bazi kurumlarda ve kuruluslarda molekiiler mikrobiyoloji teknikleri ile
ilgili egitimler yapilmakta olup bunun sonucunda molekiiler tanimlama yontemleri

kullanilan ¢aligmalarin 6niinii acacagi diisiiniilmektedir (Yetilmezler, 2010).

Gliniimiizde gidalardaki B. cereus toksinlerinin teshisi ve adlandirilmasi i¢in PCR,
ELISA, ticari kitler ve farkli hiicre kiiltiirlerine dayali testlerden faydalanilmaktadir
(Wehrle ve ark., 2009; Col, 2014).

Tiurkiye’ de gerceklestirilmekte olan aragtirmalarda en fazla kullanilan molekiiler
tanimlama yontemlerinin basinda Darbeli Alan Jel Elektroforezi gelmektedir (Us ve
ark., 2011). Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Koluman 2010; Oktay ve Hepekran, 2010;
Kiran ve Osmanagaoglu, 2011) ve 16S rDNA dizisinin analizi (Osmanagaoglu ve ark.,
2010; Adigiizel ve ark., 2011) gelerek bunlara her yeni giiniin ardindan molekiiler

teknik iceren caligmalarin eklendigi goriilmektedir.



Son yillarda acil tan1 ve tedavi gerektiren ya da bakteri kiltiiriinde zor iiretilen ve geg
tireme gosteren mikroorganizmalarin tanimlanmast icin, klinik o&rneklerden yeterli
miktarda mikroorganizma DNA’sinin izolasyonu gerceklestirildikten sonra Polimeraz
Zincir Reaksiyonu temeli iceren testler kullanilmaya baslanmistir. PCR uygulamasi
lizerine ¢aligma yapilacak olan genetik materyal az miktarda ve birbirinden bagimsiz
DNA molekiilleri gézlemlense bile cogalma gosterebilir. Kullanilan DNA materyalinin
homojen bir hale gelmesi saglanir bunun sonucunda kolayca tanimlanmasi yapilabilir

(Kahya ve ark, 2013).

Polimeraz zincir reaksiyonu viriis, fungus, bakteri, protozoo, parazit ve benzeri hastalik
etkenlerine ait hedefteki niikleik asit zincirlerinin, primerler (6zgiil tamamlayici
oligoniikleotitler) ile 1siya dayanikli enzimler kullanarak laboratuar ortaminda
¢ogaltilmasini saglayan 6zgiin ve giivenilir bir yontemdir. Yavas lireyen ve teshisi uzun
siire alan dogal konaklarin ve mikroorganizmalarin disinda iiretimi zor olan bundan
dolayi tespiti yapilamayan mikroorganizmalarin teshisinde PCR’nin kullaniminin énemi
giderek artmaktadir. PCR ile birbirine alt tipler arasinda veya yakin cesitler arasinda
ayirma islemi yapilabilir ve klinik 6rneklerde 6n zenginlestirme yapilmaksizin hizl

sekilde sonuca varilabilir (Sachse, 2004).

Yapilan bir arastirmada, sigir siitlerinde Listeria monocytogenes ve Brucella abortus
suslarinin molekiiler tanimlamalarinin gergeklestirilmesi icin PCR kosullar1 optimize
edilmistir. Bakteriyel DNA ekstraksiyonunun gergeklestirilmesi amaciyla kullanilacak
olan optimizasyon kosullar1 i¢in, belirli miktarda bakteriyle inokule edilmis olan yagli
ve yagsiz siit Ornekleri ilizerinde kaynatma ve spin-kolon teknigi yontemleri
kullanilmistir. Ekstraksiyon DNA kaynatilarak gerceklestirildiginde, yagli ve yagsiz siit
orneklerinde polimeraz zincir reaksiyonunun B. abortus bakterisinde minimum seviyede
saptama degerleri sirasiyla 370 ve 340 kob/ml oldugu tespit edilmistir.
L. monocytogenes bakterisine bakilacak olursa minimal saptama degeri yaglh siitte 40
kob/ml olarak hesaplanmistir. Bu sonuca bagli olarak farkli bakterilerdeki siit parcalar
ile etkilesimlerinin farkli olmasindan kaynakli, PCR yapilabilmesi i¢in siit 6rneklerinin

kaynatma yontemi ile DNA izolasyonu ve Kalsiyum (Ca)’a bakilarak yiiksek oranda



Magnezyum (Mg) yogunlugunun, siitteki bakterin tanimlanmasinda PCR sonuglarini

olumlu olarak etkiledigi bildirilmistir (Yetilmezler, 2010).

Bacillus cereus onemli bir besin patojenidir. B. cereus, B. anthracis, B. thuringiensis ve
B. mycoides grubu hiicreleri birgok fenotipik 6zelligi ve yiiksek bir kromozomal dizi
benzerligi paylastigindan gidalardan izole edilmis B. cereus suslar1 ve gida zehirlenmesi
salginlariyla iligkili 6rnekler dahil olmak iizere grup hiicrelerinde B. cereus ig¢in gen
profilleri arastirilmistir. Bu arastirma i¢in hemolizin BL, B. cereus enterotoksin T ve
enterotoksin FM gibi enterotoksin genlerinin varligi polimeraz zincir reaksiyonu
metotlar1 ile test edilmistir. Sonuglar, toplanan 98 B. cereus grubu suslari i¢in 12
enterotoksijenik profil oldugunu goéstermistir. B. cereus grup hiicrelerinde {i¢ tip
enterotoksin varsa bu hiicrelerin CHO hiicrelerine sitotoksik oldugu gosterilmistir. B.
cereus, B. mycoides ve B. thuringiensis suslar1 arasinda benzer enterotoksijenik profiller
bulunabilir. Bu nedenle, tiim B. cereus grubu suslar1 potansiyel olarak toksijenik olabilir
ve bu hiicrelerin yiyeceklerde tespiti onemlidir. B. cereus hiicrelerinin sfingomyelinaz
geninden Ph1 / Ph2 olarak adlandirilan PCR primerler tasarlanmis, tiim B. cereus grubu
suslart i¢in spesifik ve gida numunelerinde kontamine olmus B. cereus hiicrelerinin

tespiti i¢in kullanilabilir olduklar: bildirilmistir (Hsieh ve ark., 1999).

Corona ve ark. (2003), Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis ve Bacillus anthracis’in
hastaligin siklig1 veya ciddiyeti agisindan gida giivenligi i¢in temel endiseler igermekte
oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 grubun {iiyesi olan ve DNA homolojisini daha biiyiik
Olclide paylasan, farkli gida ve cevresel kaynaklardan spesifik tespit ve tanimlama
teknikleri arastirmiglardir. Bu organizmalar1 toksin genlerini hedefleyerek dahili
amplifikasyon kontrolii (IAC) olmadan tespit etmek i¢in ¢ok sayida bireysel polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ve birka¢ multipleks PCR (mPCR) yontemi kullanmislardir. Bu
nedenle, enterotoksik B. cereus grubu suslarmin saptanmast igin IAC ile bir mPCR'yi
denemis ve buradaki hblA, nheA ve cytK genlerini segmislerdir. Bu nedenle isale
neden olan A ve pag genlerini gosteren primerlerin kullanimi ile dogal olarak
kontamine piring bazli bulasik ve siit numunelerinde mPCR ile de tespit edilebilir

oldugunu belirtmislerdir. Gelistirilen yiiksek verim ve uygun maliyetli mPCR yontemi
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ile enterotoksik B. cereus grubu organizmalarin eszamanli, hizli ve giivenilir tespiti

icin giiclii bir arag¢ sagladiklarini ortaya koymuslardir (Corona ve ark., 2003).

Batchoun ve ark. (2011) Urdiin’de farkli gida satan restoranlar ve market
isletmelerinden toplamis olduklar1 202 adet farkli gida orneklerinden 47 adedinde
(% 23.3) B. cereus bakterisine rastlamislardir. PCR taramalari sonucunda pozitif ¢ikan
47 adet numuneden 19’unun (% 36.5) Hbl komponentini kodlayan her ii¢ geni
(hbIADC), 27’sinin (% 51.9) ise Nhe komponentini kodlayan ii¢ genide (hbIADC)
icerdigini saptamislardir. cytK genini % 53.8 oraninda bulundugu ve ces geninin ise
sadece 4 numunede (% 8.51) bulundugu saptanmistir. Ayni durumda ces geni
bulunduran izole edilmis numunenin hepsinde nhe geni icerdigini, hbl genini ise

icermedigini tespit etmislerdir.

Farkli bir calisgmada (Chavez ve ark., 2011) tiiketime hazir yemek, bebek mamasi,
baharat vb. kaynakli zehirlenme sonuglarindan elde edilen bilgilere gore; 97 tane B.
cereus susundan 82 adedinin (% 84.5) Nhe genini kodlayan her ii¢ geni de icerdigi
(nheABC), 61 adedinin (% 62.9) Hbl genini kodlayan yine ii¢ geni de (hblADC) iginde
bulundurdugu ve 44 tanesinin cytK genini (% 45.4) icerdigi tespit edilmistir. Ancak
emetik toksinden sorumlu ces geni saptanmamustir. Brezilya’da incelenen 6rneklerde
cytk geninin {ilkemizle kiyaslandiginda daha yiiksek oranda bulunmasi bu genin
dagiliminin belirli bolgelerde sinirli olmasi ve analiz yapilan gida numune iceriklerinin

farklilik gostermesinden kaynaklanabilecegi ifade edilmistir.

Bir diger arastirmada Cadirct ve ark (2013), Bacillus cereus varligimi arastirmak ve
miiltipleks PCR teknigini kullanarak siitlii tatli 6rneklerinde enterotoksijenik genleri
tespit etmislerdir. Toplam 100 adet siitlii tathh 6rneginden 3 adet tavuk gdgsiinde
(% 25), 2 adet supanglede (% 6.6), 1 adet keskiilde (% 4) ve 1 adet siitlagta (% 5.8)
olmak iizere 7'sinde B. cereus kontaminasyonu bulunmustur. Calismada 7 pozitif
ornekten toplam 20 izolat toplanmistir. PCR sonuglari, B. cereus izolatlarinin
% 30'unun (6/20) hblA, hblC ve hblD kodlayan ii¢ enterotoksik HBL kompleksi genini
icerdigini, % 70'inde (14/20) hbl geni olmadigimi gostermistir.CtyK1 geni higbir
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numunede tespit edilememistir. Siitli tatlilarda B. cereus ve enterotoksijenik genlerinin
varlig1 halk saglig1 i¢in potansiyel bir risk olabilecegini ve B. cereus varliginin PCR

taramalart ile tespit edilebilecegini belirtmislerdir.

Aragon-Alegro ve ark. (2008) Brezilya’da yapmis olduklari ¢alismada Bacillus cereus
patojeninin ishal ve emetik sendromlar olarak bilinen iki farkli toksin aracili gida
kaynakli hastaliga neden oldugunu belirtmislerdir. Ishal sendromu ii¢ farkli enterotoksin
gen bolgesi ile iligkilendirilmistir. Caligmada 155 adet B. cereus susunda yapilan PCR
calismalarinin sonucunda hbl genin % 67.7 oraninda, nhe genin ise % 99.4 oraninda
tespit ettiklerini  bildirmislerdir. cytK ve ces genlerine ise rastlamadiklarin

belirtmislerdir.

Birgok Bacillus cereus susu gastrointestinal hastaliklara neden olur ve yakindan iligkili
bocek patojeni B. thuringiensis de ishal salginlarinda rol almistir. Ishalli hastalik tiirleri
enterotoksinlere baglanir. Iki farkli enterotoksik protein kompleksi, hemolisin BL
(HBL) ve hemolitik olmayan enterotoksin (NHE) ve bir enterotoksik protein,
enterotoksin T karakterize edilmistir ve genler dizilmistir. Bu genlerin tespiti icin PCR
primerleri gelistirilmistir ve 22 B. cereus ve 41 B. thuringiensis suslarinda genleri tespit
etmek icin kullanmilmistir. Her iki protein kompleksi HBL ve NHE'nin her birinin en az
bir geni, B. thuringiensis suslarinin hepsinde saptanirken, alti B. cereus susu, ii¢c NHL
geninden en az ikisinden olmadigi gézlemlenmis olup i¢ HBL geninin de hepsinden
yoksun oldugu tespit edilmistir. Bes farkli primer seti kullanilmis olup enterotoksin T
kodlayan genin saptanmasi igin yapilan PCR analizi sonuglari, Southern analiziyle de
teyit edilerek bceT genini agikga tespit etmislerdir. B. cereus ve B. thuringiensis'de
enterotoksin kodlama genlerinin tespiti i¢in yapilan 16S-23S rRNA geninin PCR
analizi, ¢alisilan tiim suslar i¢in aynmi desenleri ortaya ¢ikarmistir (Hansen ve ark.,
2001).

Hemolizin BL (HBL), Bacillus cereus grubu suslart igin Onemli bir viriilans
faktoriidiir. Ayn1 zamanda en sik kullanilan B. cereus saptama kiti i¢in bir hedef

enterotoksindir, yani B. cereus enterotoksin (ishal tipi) i¢in test kitidir. Bununla birlikte,
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B. cereus grubu suslart i¢cin HBL aktiviteleri sitotoksisite arastirmasit sonucunda B.
cereus grubu suslarinin sadece bir kisminda HBL’nin aktif olmasina ragmen, tiim
suslarin sitotoksisite gosterdigini belirlenmistir. Bu nedenle, sadece HBL'nin degil, B.
cereus grubu suslarinin da saptanmasina izin veren yontemlerin kullanimimin daha
dogru oldugu belirlenmistir. Bu amagla yapilan bir arastirmada (Hsieh ve ark., 2000). B.
cereus grubu ve diger bakteri suslart igin 16S rRNA'nin gen sekanslarinin
karsilastirilmasiyla, tiim B. cereus grubu suslarima spesifik B16S1 ve B16S2
primerlerini tasarlamislardir. EK olarak, HBL major bir enterotoksin oldugu igin, HBL
genine 0zgli polimeraz zincir reaksiyonu primerleri olan Hml ve Hm2'yi de
tasarlamiglardir. B16S1/B16S2 ve Hm1/Hm2 primerlerini, B. cereus grubu hiicrelerinin
eszamanli olarak saptanmasi ve HBL enterotoksinlerinin olas1 varligi i¢in bir multipleks
PCR sisteminde birlestirmislerdir. Gelistirilen primerler ile yapilan PCR taramalari ile
PCR' den oOnce 8 saatlik bir zenginlestirme asamasi gergeklestirilmisse, gida 6rnegi
basina 10 kob/g B. cereus hiicrelerinin saptanmasini saglanmistir (Hsieh ve ark., 2000).
Bir diger arastirmada hemolizin HbIA kompleksinin PCR yontemiyle taranmasinin,
enterotoksin iretiminin RPLA enterotoksin kiti ile yapilan testlerden daha

hizl1 tespit edilmesine izin verdigi sonucuna varilmistir (Mantynen ve Lindstrom, 1998).

Bacillus cereus, gram pozitif, endospor olusturan patojen bir bakteridir ve ¢evrede her
yerde bulunur ve siklikla emetik ve ishal gibi gida kaynakli hastaliklarla
iligkilidir. Ankolekar ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada marketlerden elde edilen 178
¢ig piring drneginin B. cereus sporlarinin varligi agisindan analiz etmislerdir. Bacillus
tirtiniin sporlari, ortalama 32.6 kob/g ile B. cereus igin 3.6-460 kob/g ve Bacillus
thuringiensis i¢in 3.6-23 kob/g konsantrasyonlu piring orneklerinin 94'tinde (% 52.8)
bulunmustur. Toplam 94 izolatin 83 adedi B. cereus ve 11'i B. thuringiensis olarak
tanimlanmistir. PCR kullanilarak izolatlar, hemolizin BL (HBL) kompleksinin cereulid
sentetaz geni (ces), hblA ve hblD genlerinin ve hemolitik olmayan (NHE) enterotoksin
kompleksinin nheA ve nheB genlerinin varlig1 agisindan kontrol edilmistir. Orneklerin
hicbirinde ces geni tespit edilmedigini belirtmislerdir. Aksine 47 6rnegin (% 56.6) B.
cereus izolatinda hblA ve hblD genleri ve 74 adedinin (% 89.1) izolatinda ise nheA ve
nheB genlerinin mevcut oldugunu bildirmislerdir. Ticari tahlil kitler1 tarafindan

belirlendigi tizere, 83 adet B. cereus izolatinin 44 adedinde (% 53.0) hem NHE hem de
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HBL enterotoksinleri iirettigine rastlamislardir, 78'nin ise (% 93.9) biri ya da digeri i¢in
pozitif sonu¢ vermistir. Calismanin sonucunda ise Bacillus bakterisinden kaynakli
ABD'de gida kaynakli oldugunu hastaliklarin ve bakterinin PCR teknigi ile tespit
edilebilecegi bildirilmistir (Ankolekar ve ark., 2009).

Bacillus cereus' un biiyiik 6l¢ekli analizi i¢in bir RAPD-PCR prosediirii gelistirilmistir.
Veri toplama ve isleme icin bilgisayarli bir sistem kullanilarak, biyiik o6lgekli
arastirmalar i¢in RAPD modellerini ele alan yeterli bir sistem elde edilmistir. Prosediir,
Bacillus cereus suslarin tespiti i¢in olduk¢a ayirt edici olmustur. Ayrica bu
prosediiriin  bes referans sus icin RAPD parmak izlerinin tekrarlanabilir

siniflandirmasina imkan tanidig: bildirilmistir (Nilsson ve ark., 1998).

Choo ve ark. (2007) yapmis olduklar1 ¢alismada, Kore'den satin alinan 140 kurutulmus
kirmizi biber numunesini, standart kiiltiir yontemine gore B. cereus varligi a¢isindan test
etmiglerdir.  Geleneksel biyokimyasal dogrulama testlerine alternatif olarak
B. cereus’ unhizli dogrulanmasi icin bir PCR testi gelistirilmistir. B. cereus
izolatlarinin genetik ¢esitliligi DNA RAPD tayini kullanilarak arastirilmistir. Yapilan
PCR taramalar1 sonucunda kurutulmus kirmizi biber numunelerinin % 84.3' {inde

ortalama 1.9 x 10 (4) kob/g konsantrasyonu ile B. cereus’ u tespit etmislerdir.

Bacillus cereus'un hizli ve giivenilir amaciyla SYBR Green I'e dayanan bir multipleks
gercek zamanli PCR analizi gelistirilmistir (Wehrle ve ark., 2010). ishalden (nheA,
hblD ve cytKl) ve kusmadan sorumlu toksin genlerine 6zgli primerler tasarlanip
secilmigtir. Testin uyarlanmig bir versiyonu, toplam 113 sus kullanilarak Light Cycler
480 tlizerinde basariyla gerceklestirilmistir. PCR sonuglarinin geleneksel PCR, immiino-
tahliller ve sitotoksisite testleri ile dogrulanmasi, genel olarak miikemmel bir korelasyon
vermistir. Farkli erime tepeleri sadece B. cereus ve B. cereus grubu suslarinda
gozlenirken diger Bacillus ve Gram-pozitif veya Gram-negatif bakterilerde
goriilmemistir.  Calisma sonucunda, yeni multipleks ger¢ek zamanli PCR,
enteropatojenik potansiyele sahip B. cereus’ un tanimlanmasi igin giivenilir bir yontem
oldugu belirtilmistir (Wehrle ve ark., 2010).
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Smith ve ark. (2004) parekende magazalardan elde edilen bes tavuk eti iiriiniinden
alman numuneler iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, toplam 60 numunenin 27'sinde B.
cereus tespit etmislerdir. Dondurulmus ve buzdolabinda saklanan iirtinler, uygun oldugu
sekilde gece boyunca kendi ortamlarinda tutulmustur. Tavuklardan elde edilen
izolatlardan PCR ile bceT, nheABC, hblACD ve cytK toksin kodlayict genlerin varligi
acisindan test edilmistir. Sonuglar, bu c¢alismada test edilen bes perakende kiimes
hayvani {iriiniiniin dordiinde B. cereus organizmalarinin bulundugunu, tam olarak
pisirilmis ii¢ Uriin, Ozellikle de iki iirlin i¢in bildirilen en yiiksek oranlara sahip
oldugunu gostermistir. Izole edilen tiim suslar, toksinlerden en az biri igin gen
igermesine ragmen, suslarin higbirinin cytK genini igermedigi test saptanmistir (Smith

ve ark., 2004).

Siit endiistrisi i¢in 6nemli bir endise kaynagi olan bir gida patojeni olan Bacillus cereus
suslar1 Cezayir'deki bir siit fabrikasinda pastorize siit isleme hattindan izole edilmistir.
B. cereus suslar1 arasindaki ayrimin yapilmasinin amaci gida zehirlenmesi
potansiyellerini dngoriilebilecek olmasidir. Suslar icin M13-PCR ile DNA parmak izi
yontemi uygulanmistir. Cogaltilan panC gen dizisi analizi ile filogenetik grup
seviyesinde tanimlama yapilmustir. Ug ayr1 M13-PCR grubu elde edilmistir. Hem islem
ekipmanindan hem de siit tozundan elde edilen suslarin, baglangigtaki kontaminasyonun
ana kaynagi olan siit tozundan ortaya ¢iktig1 belirtilmistir. Bu ¢aligmada, siit tozunda ve
ikincisi siit isleme sistemleri tarafindan tanimlanan B. cereus suslar1 arasinda ¢ok diistik
bir genetik gesitlilik gosterdigi belirtilmistir. Ayrica B. cereus bakterisinin 4 yi1l boyunca
stit tirtintinde bulundugu da belirlenmistir (Malek ve ark., 2013).

Bir bagka calismada (C6l, 2014) ise toplam 673 gida 6rneginde B. cereus varligi ve
toksinleri acisindan inceleme yapilmistir. Istanbul ve g¢evresinde bulunan illerdeki
siipermarket, otel ve restoranlardan toplanmis 210 adet bakliyat, 150 adet tiiketime hazir
halde meze ve yemek, 75 adet pastaneden alinmis iiriin, 78 adet baharat ve 160 adet
bebek mamasi 6rnekleri incelenmistir. B. cereus varliginin tespiti i¢in toplanan 6rnekler
uygun kosullar icerecek sekilde laboratuvara getirilerek ISO 7932 (2004)’e gore analiz
edilmistir. Calismada farkli olarak ELISA yontemide kullanilmis olup hiicre

kiiltiirlerine dayali sitotoksisite testleri ve konvansiyonel PCR yontemlerinden
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yararlanilarak, sitotoksik etkileri ve toksin tiplerini belirlenmeye ¢aligilmistir.
Calismada incelenen 673 gida 6rneginden 91 (% 13.52)’ inde B. cereus varlig1 tespit
edilmistir. Segilen pozitif 91 izolatta B. cereus toksinlerinin olusumundan sorumlu
genlerden 88 (% 96.7)’inde nhe geni, 57 (% 62.63)’sinde hbl geni, 2 (% 2.19)’sinde ces
geni ve 3 (% 3.29) izolatta cytK geni oldugu saptanmistir. PCR sonuglarinin ELISA ve
sitotoksisite test sonuglart ile uyumlu oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda B.
cereus varliginin tek bagina gida kaynakli hastalik olusturma riskini ortaya koymada
yetersiz kaldig1, patojenik B. cereus tespitinde toksin varligi ve toksin olusturan genlerin

arastirilmasinin 6nemli oldugu ifade edilmistir (CAl, 2014).

Yapilan arastirmalar, Bacillus cereus grubu iiyelerinin basta gastrointestinal olmak
lizere somatik hastaliklara neden olma potansiyeline sahip genleri tasidigini
gostermistir. B. cereus grubu bakterilerinin neden oldugu hastaliklarin ¢ogunun nispeten
cok ciddi olmas1 nedeniyle B. cereus grubu iiyelerinin gida ve ¢evre giivenligi agisindan
tespit edilmesi gerekmektedir. Hansen ve ark. (2001) tarafindan yapilmis bir calismaya
gore hedef olarak 16S rDNA kullanilarak B. cereus grubunun saptanmasi i¢in bir PCR
analizi gelistirilmistir. B. cereus grubu bakterilerin 16S rDNA's1 i¢in spesifik primerler
secilmis ve PCR prosediir kontrolii olarak 16S rDNA i¢in konsensiis primerleri ile
kombinasyon halinde kullanilmistir. B. cereus grubu bakterisinden DNA varliginda,
PCR’de B. cereus spesifik fragmentler gozlemlenirken, B. cereus olmayan prokaryotik
DNA varliginda, ortak 16S rDNA’ya ait fragmentler gézlemlenmistir, boylece PCR

analizinin 6zgilligi dogrulanmistir (Hansen ve ark., 2001).

B. cereus’ un direk tespitine yonelik bir ¢ift primerin (BCFW1 ve Bcrevnew)
kullanildig1 ¢aligma sonucunda, gida matrikslerinden etkili bir DNA ekstraksiyonu ile
hizli ve tiire 6zgii PCR metodunun kullanilmasinin kullanighi ve hizli protokoller

sundugu bildirilmistir (Manzano ve ark., 2003).

Bacillus cereus bakterileri onemli derecede genetik benzerlik gostermektedir. Bu
nedenle Bacillus cereus grubu etkili bir sekilde ayirmak ve tanimlamak i¢in gryB ve

groEL genlerini teshisi igin farkli markorlerin kullanildigi bir multipleks PCR yontemi
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es zamanli tespit i¢in gelistirilmistir. Yapilan taramalar sonucunda tiim Bacillus cereus
grubu bakterilerinin groEL geni i¢in 400 bg¢’lik bir amplikon, Bacillus cereus’ta 475 bg
amplikon, B. thurigiensis’ de 299 bg amplikon ve gryB geni i¢in B. mycoide’de 604 bg
amplikon verdigi tespit edilmistir. Multipleks PCR testi kullanilarak B. cereus gibi
tanimlanmasinin ~ 6zgilliigh ve duyarliligi, farkli tirde gida Ornekleri ile
degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak Onerilen multipleks PCR’nin, tek bir tlipteki gida
ornekleri B. cereus grup bakterilerinin es zamanli olarak tanimlanmasi i¢in gilivenilir,

basit, hizl1 ve etkili bir yontem oldugu ifade edilmistir (Park ve ark., 2007).

Banyké ve ark. (2009), ham ve pastorize siitlerde Bacillus cereus ve Bacillus
licheniformis’in susa spesifik tespitini yapmislardir. Rasgele se¢ilmis Bacillus spp
izolatlar1 tiirlerin tekrarlayan dizi elemanlarina yonelik tek primerin kullanildigi PCR
analizine tabi tutulmustur. Izolatlar alt: farkli parmak izi modeline ayrilmistir. izolatlar
sirasiyla % 82 ve % 83 benzerlikle iki ana gruba ayrilmis ve yaklasik % 57 benzerlik
seviyesinde kiimelenerek gruplandirilmistir. Ham ve pastorize siitlerde B. cereus ve B.
licheniformis'in her ikisinin de ayn1 suslarla kontaminasyonunun yani sira farkli suglarla
(cig siit ve yogurt / pastorize siit ve yogurtlarda) kontaminasyona sebep oldugu tespit
edilmistir. Sonug olarak PCR analizinin mandira ortaminda Bacillus popiilasyonlarinin
karakterizasyonu i¢in kullanigh bir yontem oldugu bildirilmistir. Analiz edilen sinirh
sayidaki susa ragmen, iki Bacillus tiirii i¢in yeterli diizeyde tespit edilebilir bantlama

profilleri elde edilmistir.

17



3. MATERYAL VE METOD

Farkli isletmelerden antibiyotik kullanmadigi bilinen saglikli sigirlardan alinan 11 adet
taze siit ornegi ile iki adet pastdrize siit orneginde Bacillus cereus mikroorganizmasi
molekiiler diizeyde tespit edilmistir. Calismada numaralandirilan siitlerden 1-11
numaralt ornekler ¢ig siit numunelerine ait olup, 12 ve 13 numarali Ornekler ise

pastorize siitlerden alinan 6rneklerdir.

3.1. Bakterinin Uretilmesi

Kullanilan Besiyerleri: Cig siit drneklerinden 107 olacak sekilde seyreltilerek alman
1 ml’lik seyreltilmis siit 6rnekleri Bacillus cereus bakterisinin gogaltilmasi amaciyla
MYP (Mannitol Egg Yolk Polymyxin) agar segici besiyerine yayma plak yontemi ile
ekim yapilmistir (Sekil 3-1). Etiive konularak 37 °C’ de 48 saatlik inkiibasyon sonunda
elde edilen kolonilerin morfolojik olarak test edilmesi sonucunda, koloniler LB
besiyerine alinmigtir. LB’de 37°C 150 devir/dk’ olacak sekilde bir gece inkiibasyona
brrakilmistir (Sekil 3-2). Beklenen siire sonunda olusan kolonilerden DNA izolasyonu

islemi gerceklestirilmistir.

Sekil 3-1 Bacillus cereus” un kati besiyerde tireme goriintiisii
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Sekil 3-2 B. cereus’un kati besiyerden sivi besiyere aktarimi ve lireme goriintiisii

MY P Kati1 Besiyerin Hazirlamisi

MYP (Mannitol Egg Yolk Polymyxin) Dehidre besiyeri 10.75 g/L olmak iizere
wsitilarak 225 ml’lik distile edilmis su igerisinde eritilmistir. Otoklavda 121 °C' de 15
dakika sterilizasyon islemi yapilmistir. Otoklav ¢ikisinda 45-50 °C' ye sogutulmus, steril
plastik petri kutularina 12.5'er ml dokiilmiistiir.

LB Sivi Besiyerinin Hazirlanisi

LB (Luria Bertani) Dehidre besiyeri 12.5 g/L olacak sekilde 1sitilarak 500 ml’lik distile
edilmis su igerisinde eritilmistir. Otoklavda 121 °C' de 15 dakika sterilizasyon islemi
yapilmistir. Otoklav ¢ikisinda 45-50 °C' ye sogutulmus, steril 15 ml’lik falkon tiiplerine

alinmastir.

19



Seyreltme icin Serum Fizyolojik Suyun Hazirlamisi

Seyreltme icin 4.25 g NaCl (Sodyum Klériir)’e 500 ml distile edilmis su iginde
eritilerek pH dengesi 6.8-7.4 olarak ayarlanmistir. Otoklavda 121 °C'de 15 dakika
sterilizasyon islemi yapilmistir. Her siit ekimi sirasinda 10” olacak sekilde 15 ml’lik

falkon tiiplerinden kullanilmistir.

3.2. Molekiiler Tiir Tespiti
3.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Spin Kolon (Qiagen DNA Kiti) DNA ekstraksiyonu asagida verilen protokole gore
yapilmistir.

o LB besiyerinde hazirlanan bakteri kiiltiirii 1.000 ul olacak seklinde ependorf
tillere alinarak 10.000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilmis, slire sonunda {ist faz atilip
pelet alinmstir.

o Uzerine 200 ul PBS ve 20 pl Proteinaz K eklenmistir.

o 200 ul AL buffer eklenerek vortekslenmis ve 56 °C’de 10 dakika inkiibasyona
birakilmustir.

o 200 pl etanol (% 96-100) eklenerek vortekslenmistir.

. Karisim 2 ml spin kolonlu koleksiyon tiipiine alinmaistir.

o 8.000 rpm de 1 dakika santrifiij edilmistir.

o Spin kolon yeni koleksiyon tiipiine alinip  tizerine 500 pul AW1 buffer
eklenmistir.

o 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip, s1v1 koleksiyon tiipiine gegirilmistir.

o Spin kolon yeni koleksiyon tiipiine alinmig ve 500 ul AW2 buffer eklenmistir.

o 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilip, Sivi koleksiyon tlipiine gecirilmistir.
o Spin Kolon yeni mikrosantrifiij tiipiine alinarak iizerine 200 ul AE buffer
eklenmistir.

o Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilmistir.
o 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip ve spin atilmistur.
o DNA o6rnekleri PCR islemleri yapilana kadar -20 °C’ de template DNA olarak

saklanmustir.
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3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) islemi BIO-RAD C1000 Touch Thermal Cycler
kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3-3). DNA 6rneklerinin yiiriitilmesinde Thermo
Scientific EC 1000 XL Power Supply Elektroforez sistemi, DNA ve PCR iirlinlerinin
yiriitiildigl jellerin goriintiilenmesinde ise BIO-RAD ChemiDOC MP Gériintiileme
sistemi (UV transilluminatér) kullanilmistir (Sekil 3-4).

Sekil 3-3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in kullanilan cihazlar
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Sekil 3-4 Elektroforez jel goriintiileme cihazi

PCR fragmanlari, etidyum bromiir ilave edilmis % 2’ lik agarose jel elektroforezi ile
0.5 x TBE buffer tampon ¢ozeltide 100 volt' da 30 dk boyunca yiiriitilmiis ve UV 15181
altinda goriintiilenmistir (Manzano ve ark., 2003). Agarose jeller (120 ml % 2’ lik); 24
ml 5 x TBE, 96 ml ddH,0, 2.4 g Agaroz ve 5 pl Etidyum Bromiir (10 mg/ml) igerecek

sekilde hazirlanmstir.

Bu tezde kullanilan ve spesifik gen bolgelerini hedefleyen primer setlerine (IAC-F 1AC-
R, P-F P-R, 16S-F 16S-R, 45c1 45c2, nheBC1 nheBC2, L1a-F L1a-R, L2a-F L2a-R) ait
dizi bilgileri, B. cereus i¢in beklenen bant biiytikliikleri (bg) ve hedef gen bolgeleri

Cizelge 3-1’de verilmistir.
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Cizelge 3-1 Calismada kullanilan primerlere ait dizi bilgileri ve beklenen bant biiyiikliikleri

. . B. cereus’da
Primer Dizisi Hedef
Primer Ad1 Beklenen Bant | ;ZT(ZT:
(5--3) Biiyiikliigii (bg)| BOIge
IACE  |GCAGCCACTGGTAACAGGAT Fricker ve
IAC-R  [GCAGAGCGCAGATACCAAAT 118 IAC | ark., 2007
P-F CCTACGGGAGGCAGCATGC Chiang ve
P-R CGTTTACGGCGTGGACTAC 475 IAC 1 k. 2006
165-F GCGGCGTGCCTAATACTGC - 165 | De Clerck ve
165-R CTCAGGTCGGCTACGCATCG [RNA | ark., 2004
4501 GAGGGGCAAACAGAAGTGAA
P 186 AheA Moravek ve
TGCGAACTTTTGATGATTCG ark., 2004
nheBC1  |ACATTGCGAAAGATAGCTGGA A heB/ | Dietrich ve
heBC2 [T GTTCTGCTGCAAAAGGATG nheC ark., 2005
L1aF  |AGGTCAACAGGCAACGATTC . Lo | Moravekve
LIa-R I CGAGAGTCCACCAACAACAG ark., 2004
L2aF  |CGAAAATTAGGTGCGCAATC " Lo | Moravekve
L2a-R TAATATGCCTTGCGCAGTTG ark., 2004

PCR reaksiyonlar1 her bir primer i¢in kaynak makalelerinde belirtilen sartlar optimize
edilerek yapilmistir (Cizelge 3-2). PCR’ lerde pozitif kontrol (PK) olarak B. cereus

oldugu kesin olarak bilinen 6rnek kullanilmustir.
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Cizelge 3-2 Calismada kullanilan primerlere ait PCR kosullar

Primer Ad1 PCR Dongiisii PCR Mix (1x)
5 uL 10X Taq Buffer with KCL
94°C 10 dk 4 uL MgCl,
95°C 1 dk 4 uL ANTP
IAC-F 54,9°C 1 dk 1 pL Primer F
72°C1dk 1 pL Primer R
IACR 72°C 10 dk 0.5 pL Taq
30 dongii 12.5 uL ddH,0
4 uL DNA
5 uL 10X Taq Buffer with KCL
94°C 10 dk 4 uL MgCl,
95°C 1 dk 4 uL ANTP
P-F 51°C 1 dk 1 pL Primer F
PR 72°C 1 dk 1 pL Primer R
72°C 10 dk 0.5 uL Taq
30 déngii 1.,5 uL ddH,0
4 uL DNA
5 pL 10X Taq Buffer with KCL
94°C 10 dk 4 uL MgCl,
95°C 1 dk 4 uL dNTP
16S-F 60,4°C 1 dk 1 pL Primer F
16S-R 72°C 1 dk 1 pL Primer R
72°C 10 dk 0.5 uL Taq
30 déngii 12.5 pL ddH,0
4 uL DNA
2.5 puL 10X Taq Buffer with KCL
94°C 5 dk 2 uL MgCl,
94°C 1 dk 1 puL ANTP
45cl 50°C 1 dk 1.5 pL Primer F
45¢2 72°C 1 dk 1.5 pL Primer R
72°C 10 dk 0.2 uL Taq
30 dongii 14.3 uL ddH,0
2 uL DNA
2.5 pL 10X Taq Buffer with KCL
94°C 5 dk 2 uL MgCl,
nheBC1 94°C 1 dk | uL dNTP
52°C 1 dk 1.5 pL Primer F
nheBC2 72°C 1 dk 1.5 pL Primer R
72°C 10 dk 0.2 uL Taq
30 dongii 14.3 pL ddH,0
2 uL DNA
2.5 pL 10X Taq Buffer with KCL
Lla-F Lla-R 94°C 5 dk 2 pL MgCl,
94°C 1 dk 1 puL dNTP
50°C 1 dk 1.5 pL Primer F
72°C 1 dk 1.5 pL Primer R
L2a-F L2a-R | 720¢ 10 dk 0.2 uL Taq
30 dongii 14.3 pL ddH,0
2 uL DNA
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Jel imaj sisteminde goriintiilenen jellere ait fotograflar Biorad ChemiDoc MP
programinda agildiktan sonra kuyucuklar (lane) isaretlenmistir (Sekil 3-5). Ladder’in
baz cifti (bg¢) bakimindan bant biiyiikliikleri ve bulundugu kuyucuk numarasi girilmistir.
Calismada 50 b¢ Ladder (Thermo Scientific, SM0321) kullanilmistir.

Sekil 3-5 Bant biiyiikliikleri ve kuyucuklari isaretlenmis jel fotografi
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu ¢alismada siit 6rneklerinden alinan DNA o6rneklerinde Bacillus cereus’ a 6zgl tiir
teshisi yapilmasi amaciyla IAC, 16S rRNA, nheA, nheB/nheC, hblC ve hblD gen
bolgelerine spesifik primerlerle molekiiler taramalar yapilmistir. Bu amagla farkli toksin
genlerine 6zgii 7 adet (IAC-F IAC-R, P-F P-R, 16S-F 16S-R, 45cl 45c2, nheBC1l
nheBC2, Lla-F Lla-R, L2a-F L2a-R) primer kullanilarak toplanan 13 adet siit
orneginde Bacillus cereus taramasi yapilmistir. Tiim primerler i¢in jele 50 bg ladder (L),
pozitif kontrol (PK) ve sirasiyla 1-13 numarali 6rnekler yiiklenmistir. Bu tez
calismasinda incelenen siit drneklerinden ¢ig siit numuneleri, 1-11 pastorize siitlerden
alman Ornekler ise 12 ve 13 olarak numaralandirilmistir. Calismada kullanilan

primerlerle yapilan molekiiler taramalara ait jel gortintiileri Sekil 4-1- 4-7°de verilmistir.

IAC-F IAC-R primeri ile yapilan molekiiler taramalar sonucunda 13 adet 6rnekten 01,
03, 05, 06, 09, 10, 11 ve 13 numarali 6rneklerin Bacillus cereus oldugu saptanmistir
(Sekil 4-1). Bu primere gore toplam 13 adet 6rnekten 8 tanesinin B. cereus oldugu tespit
edilmistir. Fricker ve ark. (2007)’ nda belirttigi gibi IAC-F IAC-R primer seti B. cereus
icin yaklasik 118 bg¢’de bant vermistir.

{mn
h.u

| O——
-——
-
| ——

Sekil 4-1 IAC-F IAC-R primeri ile yapilan molekiiler karakterizasyon (L: 50 bg, PK: Pozitif
Kontrol)

26



Fricker ve ark. (2007) ¢ig siitlerde B. cereus bakterisinin tiir tespiti amaciyla (IAC) gen
bolgesine spesifik IAC-F IAC-R primer setini kullanarak basarili bir sekilde tiir teshisi
yaptiklarini belirtmislerdir. Primerlerle molekiiler karakterizasyon yapilirken B. cereus
bakterisinde bulunan IAC gen bélgesine 6zgii 118 bg¢ biiyiikliigiinde bantlar elde
ettiklerini ifade etmislerdir. Bu ¢alismada da B. cereus igeren siit 6rneklerinde 118 bg

boyutunda bantlar gézlenmistir (Sekil 4-1).

P-F P-R primeri ile yapilan molekiiler taramalar sonucunda 13 adet 6rnekten 01, 03, 05,
06, 09, 10, 11 ve 13 numaral: 6rneklerin Bacillus cereus oldugu saptanmistir ~ (Sekil
4-2). Bu primere gore toplam 13 adet drnekten 8 tanesinin B. cereus oldugu tespit
edilmistir. Chiang ve ark. (2006)’nda belirttigi gibi P-F P-R primer seti ile yapilan
tarmalarda B. cereus i¢in beklenen biiyiikliikte yaklasik 475 b¢’de bant elde edilmistir.

Sekil 4-2 P-F P-R primeri ile yapilan molekiiler karakterizasyon (L: 50 bg, PK: Pozitif Kontrol)

Chiang ve ark. (2006) ¢ig stitlerde B. cereus bakterisinin tiir tespiti amaciyla (IAC) gen
bolgesine spesifik P-F P-R primer setini kullanarak tiir teshisini basarili bir sekilde
sonuglandirdiklarin1  belirtmiglerdir. Molekiiler taramalarda P-F P-R primeri ile
B. cereus bakterisinde bulunan IAC gen bolgesine 6zgii 475 bg biiyiikligiinde bantlar
elde ettiklerini ifade etmislerdir. Bu tez ¢aligmasinda incelenen 13 adet siit 6rneginde B.

cereus bakterisine ait molekiiler taramalar giivenli sekilde teyit edilmistir (Sekil 4-2).
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16S-F 16S-R primeri ile yapilan molekiiler taramalar sonucunda 13 adet 6rnekten 01,

03, 05, 06, 09, 10, 11 ve 13 numarali 6rneklerin Bacillus cereus oldugu saptanmigtir

(Sekil 4-3). Bu primere gore toplam 13 adet 6rnekten 8 tanesinin B. cereus oldugu tespit
edilmistir. De Clerck ve ark. (2004)’ nda belirttigi gibi 16S-F 16S-R primer seti ile
B. cereus i¢in yaklasik 267 b¢’de bant elde edilmistir.

Sekil 4-3 16S-F 16S-R primeri ile yapilan molekiiler karakterizasyon (L: 50 bg, PK: Pozitif
Kontrol)

De clerck ve ark. (2004), jelatin ve pastorize siitten izole ettikleri B. cereus’ un 16S
rRNA gen bolgesine 6zgili gelistirdikleri primerin molekiiler yontemlerle bu tiire 6zgii
267 bg boyutunda bant verdigini ispatlamislardir. Bu tez ¢aligmasinda da 16S-F 16S-R
primerleri kullanilarak 13 adet siit 6rnegi ile yapilan molekiiler ¢alisma ile B. cereus

icin 267 b¢ boyutunda bant elde edildigi tespit edilmistir (Sekil 4-3).

45c1 45c2 primeri ile yapilan molekiiler taramalar sonucunda 13 adet 6rnekten 01, 03,
05, 06, 09, 10, 11 ve 13 numarali orneklerin Bacillus cereus oldugu saptanmistir
(Sekil 4-4). Bu primere gore toplam 13 adet 6rnekten 8 tanesinin B. cereus oldugu tespit
edilmistir. Moravek ve ark. (2004)’nda belirttigi gibi 45c1 45c2 primer seti ile yapilan
PCR taramalarinda yaklasik 186 bg¢’de bant elde edilmistir.
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Sekil 4-4 45cl 45c2 primeri ile yapilan molekiiler karakterizasyon (L: 50 bg, PK: Pozitif
Kontrol)

Yapilan farkli bir ¢alismada Moravek ve ark. (2004) B. cereus’ un isal tipi gida
zehirlenmelerinden yola c¢ikarak bebek mamasindan izole edilen orneklerin PCR
amplifikasyonlar1 ile B. cereus’ un 45cl 45c2 primerlerinin (nheA) gen bolgesine
spesifik caligmalarinda 186 bg¢ boyutunda bant verdigini goézlemlemislerdir. Bu
calismada incelenen 13 siit 6rneginde 45¢c1 45¢2 primerlerinin kullanildig1 taramalarda,
B. cereus igeren 6rneklerin beklenen bant biiyiikliigii 186 b¢ boyutunda bant vermesiyle
teyit edilmistir (Sekil 4-4).

nheBC1 nheBC2 primeri ile yapilan molekiiler taramalar sonucunda 13 adet &rnekten
01, 03, 05, 06, 09, 10, 11 ve 13 numaral 6rneklerin Bacillus cereus oldugu saptanmistir
(Sekil 4-5). Bu primere gore toplam 13 adet 6rnekten 8 tanesinin B. cereus oldugu tespit
edilmistir. Ornekler kaynak makalelerde de belirtildigi gibi nheBC1 nheBC2 primer
seti i¢in yaklasik 300 bg’de bant vermistir (Dietrich ve ark., 2005).
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Sekil 4-5 nheBC1 nheBC2 primeri ile yapilan molekiiler karakterizasyon (L: 50 bg, PK: Pozitif
Kontrol)

Bir diger ¢alismada Dierick ve ark. (2005) B. cereus’ un tespit edilmesi amaciyla
toplam 50 farkli susu nheBC1 nheBC12 primerleri ile nheB/nheC gen bolgelerine
spesifik PCR yontemi ile taramiglardir. Calisma sonucunda 300 bg¢ boyutunda bant
gozlemlenmistir. Bu tez ¢alismasinda da aym sekilde (nheB/nheC) gen bolgesine 6zgii
primerin kullanildigi molekiiler taramalarda beklenen biiyiikliikte fragman elde

edilmistir.

L2a-F L2a-R primeri ile yapilan molekiiler taramalar sonucunda 13 adet 6rnekten 01,
03, 05, 06, 09, 10, 11 ve 13 numarali 6rneklerin Bacillus cereus oldugu saptanmistir
(Sekil 4-6). Tiire 6zgii primer ile yapilan PCR taramalar1 sonucunda toplam 13 6rnekten
8 tanesinin B. cereus oldugu tespit edilmistir. Ornekler kaynak makalelerde de
belirtildigi gibi L2a-F L2a-R primer seti icin yaklasik ii¢ farkli biiyiikliikkte bant
vermistir (Zhang ve ark., 2016).
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Sekil 4-6 L2a-F L2a-R primeri ile yapilan molekiiler karakterizasyon (L: 50 bg, PK: Pozitif
Kontrol)

Lla-F L1a-R primeri ile yapilan molekiiler taramalar sonucunda 13 adet 6rnekten 01,
03, 05, 06, 09, 10, 11 ve 13 numarali 6rneklerin Bacillus cereus oldugu saptanmistir
(Sekil 4-7). Bu primere ile yapilan molekiiler taramalarda incelenen siit 6rneklerinin 8
tanesinin B. cereus oldugu tespit edilmistir. Ornekler kaynak makalelerde de belirtildigi
gibi Lla-f L1a-R primer seti igin yaklasik ti¢ farkli biiyiikliikte bant vermistir (Zhang
ve ark., 2016).

——

——

-
-

Sekil 4-7 Lla-F L1a-R primeri ile yapilan molekiiler karakterizasyon (L: 50 bg, PK: Pozitif
Kontrol)

Moravek ve ark. (2004), B. cereus’ un ishal tipi gida zehirlenmelerinden yola ¢ikarak
bebek mamasinda hb1D gen bdlgesine spesifik Lla-F L1a-R primerlerini kullanarak
yaptiklart molekiiler calismada, bu primerin B. cereus’un molekiiler tespitinde
kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda da L1a-F L1a-R primerleri ile 13
stit 6rneginde B. cereus varligi tespit edilmistir (Sekil 4-7).
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Zhang ve ark. (2016) gida kaynakli hastaliklarin gesitli toksin salginlarindan sorumlu
olan Bacillus cereus 'un, siit tozu, eriste ve piringte enterotoksin iireten canli hiicrelerini
secici olarak tespit etmek ve 62 susta enterotoksinlerin dagiliminmi arastirmak igin
multipleks PCR' yi kullanmuslardir. B. cereus' a ait enterotoksin (cytK, nheA ve hbID)
genlerine spesifik primerlerin o6zgiilligii tek bir PCR kullanilarak dogrulanmuistir.
Multipleks PCR kosullarinin optimizasyonu iizerine, canli hiicrelerin tespit sinirinin saf
kiiltiirde 102 kob/g B. cereus oldugu bulunmustur. Ayrica tespit i¢in multipleks PCR' ye
dayanan protokol B. cereus' un toksin geninin tespiti i¢in uygulanmis ve sonuglar toksin
genine dayali primerlerden B. cereus’ un tiir teshisinde faydali sonuglar alindiginm

belirtmislerdir.

Yang ve ark. 2006 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada bes farkli enterotoksin ve bir
emetik Bacillus cereus toksini karakterize etmislerdir. B. cereus grubundaki tiirlerin tim
enterotoksini ve emetik spesifik dizilerini ¢ogaltmak igin 12 primer ¢iftli ile PCR
taramalar1 gerceklestirilmistir. Gelistirilen primerlerle yapilan tarama testleri, 162 gida
zehirlenmesi ve gida ile ilgili suslarin toksijenik potansiyelini analiz etmek icin
basariyla uygulanmistir. Sonuglar, tim test suslari i¢in 10 toksijenik patern oldugunu
gostermigstir. B. cereus suslarinin tiimli en az bir toksin geni tasimistir. Ayrica iki tiir
yakindan iligkili olmasina ragmen, B. mycoides suslarinin toksin profilleri ve toksin
genleri B. cereus’ tan onemli 6l¢iide farkli ¢ikmustir (P <0.05). Calisma sonucunda, B.
cereus grubundaki tiirlerin molekiiler tespiti ile birlikte toksin genlerinin saptanmasinin

onemi de belirtilmistir.

Bir diger ¢alismada ise Ngamwongsatit ve ark. (2008) 8 toksin genine (hbIC, hbID,
hblA, nheA, nheB, nheC, cytK ve entFM) spesifik 8 yeni PCR primeri ¢ifti tasarlamis ve
bu primerleri kullanarak 411 adet B. cereus suslarinda (121 gida ve 290 toprak izolati)
ve 205 adet B. thuringiensis suslarinda (43 serovar, 10 gida ve 152 toprak izolat)
molekiiler taramalar yapmislardir. Bu sekiz toksin geninin varligina gore, toplam 616
izolat dort gruba ayrilmistir. Grup I'de sekiz genin hepsi ayni anda 403 (% 65.42)
izolatta meydana gelirken, Grup 1l (134 izolat veya % 21.75) ve Grup |11 (46 izolat veya
% 7.47)tin sirasiyla hbICDA ve cytK icermedigi tespit edilmistir. Grup IV'te hem
hbICDA hem de cytK genini icermeyen 33 izolat saptanmistir. B. thuringiensis
suslarinda (% 86.80) hbICDA varligi, B. cereus suslarina (% 66.18) gore anlamli olarak
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daha yiiksek (Pb0.05) iken, her iki bakteri grubu arasinda nheABC, cytK ve entFM
olusumu agisindan anlamli bir fark gériillmemistir. Hem nheABC hem de entFM genleri
tim B. cereus ve B. thuringiensis suslarinda (toplam 616 sus) bulunurken, cytK geni B.
cereus'un 365" inde (% 88.80) ve B. thuringiensis suslarinin ise 172" sinde (% 83.90)
saptanmigtir. Test edilen 616 susun higbiri hbl geninin varligini gostermemistir.
Gelistirilen sekiz primer ¢ifti, yiiksek duyarliliga sahip hiicrelerden sekiz toksin geninin
hizl1 bir sekilde saptanmasinda kullanilmis, % 100 tekrarlanabilirlik saglamis ve diger

32 bakteri susuna c¢apraz reaksiyon vermedigi test edilmistir.

Bir bagka ¢alismada Ogawa ve ark. (2015) sarbon hastaligina neden olan. B. anthracis'i
tespit etmek i¢in hizli ve hassas bir yontemin gelistirilmesinin, hayvan vakalarinda halk
sagligr sorunlarma yonelik sarbon risk yonetimi ve kontrolii i¢cin olduk¢a Snemli
oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte, son zamanlarda siddetli ekstra bagirsak
enfeksiyonuna ve ayrica insan patojenigi B. thuringiensis'e neden olan B. cereus' un
ortaya ¢ikmasi nedeniyle B. anthracis'i daha once bildirilmis molekiiler tabanli
yontemler kullanarak tanimlamak zorlagmistir. Kromozomal arka planlarin yakin
genetik iliskisi, molekiiler tabanli taninin karmasikligina yol agmistir. Ogawa ve ark.
(2015) yapmis olduklar1 ¢aligmada, B. anthracis viriilans plazmitlerinin varligini
tarayabilen ve B. anthracis ve genetik olarak ilgili suslar1 diger B. cereus grubu
tiirlerinden ayirt edebilen multipleks PCR' yi gelistirmiglerdir. B. anthracis ve benzeri
suslarin bir kromozomunu hedefleyen alt1 primer setini, iki viriilans plazmidi (pXO1 ve
pX0O2), bir bakteri geni (16S rRNA geni) ve bir memeli genini (aktin-beta geni)
tarayacak sekilde tasarlamiglardir. Gelistirilen primerlerin ve tasarlanan multipleks
PCR’nin B. anthracis'e duyarli oldugunu, ayrica kontrol primerlerinin incelenen tim
bakteriyel ve memeli DNA'larin1 saptadigini bildirmislerdir. Calisma sonucunda
gelistirilen primerlerin molekiiler taramalarda kullanilmasi ile yapilan amplifikasyon
testinin pratik ve hizli bir sekilde uygulanabilirligini gostermislerdir. Bu primerler
ayrica Japonya'daki hastane enfeksiyonlar1 salginlarindan izole edilen B. cereus suslar
ve B. anthracis ile genetik olarak ilgili klinik suslarin tespiti i¢in uygulanmis, B. cereus
grubu suslarin  oldugunu belirlemislerdir. Calisma sonucunda, yeni gelistirilen
multipleks PCR' nin ve primerlerin B. cereus ve B. anthracis saptamak i¢in hassas ve

pratik bir yontem oldugunu tespit etmislerdir.

33



Ehling-Schulz ve ark. (2005) yapmis olduklari ¢calismada, elde ettikleri PCR fragmanin
B. cereus' un emetik toksini ilireten suslarina 6zgii oldugunu gdstermislerdir. Bu
amplikonun dizisi belirlenmis ve bu temelde bir PCR analizi gelistirilmistir. Farkli gida
zehirlenmesi salginlarindan elde edilen 100 adet B. cereus izolati ile farkli cografi
bolgelerden cesitli gida kaynaklart ve B. cereus grubuna ait diger tiirlerden 29 susun
testi yapilmistir. Testin emetik toksin iireten B. cereus suslarma 6zgii oldugunu
gostermek icin testin gida patojenlerine 6zel vurgu yapan 49 B. cereus susu
kullanilmistir. Yapilan PCR taramalar ile emetik toksin iireten B. cereus suslarinin hizlh

tespiti icin molekiiler test gelistirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda da Bacillus cereus bakterisine farkli toksin gen bolgelerine (1AC,
16S rRNA, nheA, nheB/nheC, hbIC ve hbID) 6zgii spesifik primerler (IAC-F IAC-R, P-F
P-R, 16S-F 16S-R, 45cl 45c2, nheBC1l nheBC2, Lla-F Lla-R, L2a-F L2a-R)
kullanilarak molekiiler taramalar yapilmistir. Kullanilan primerlerin B. cereus’ un

molekiiler tiir teshisi i¢in basarili bir sekilde kullanilabilecegi ortaya konulmustur.
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5. SONUC

Insan beslenmesinde en énemli temel gida maddelerinden olan siitiin hijyenik kosullar
saglanmadan tiretilmesi, saklanmasi, islenmesi ve gerekli kontrollerin yapilmamasi
durumunda insan saghgina zararli maddeler olusmaktadir. Bacillus cereus dogada
yaygin olarak bulunan ve gida zehirlenmesine neden olan patojen bir bakteridir. Son
yillarda 6zellikle B. cereus ile kontamine olan siit ve siit iiriinlerinin insan sagligina
olumsuz etkileri oldugu, siit ve siit tiriinlerinin muhafazasi sirasinda toksin maddeler

olusturduklari bildirilmistir.

Bu tez calismasinda ¢ig siit ve pastorize siit 6rneklerinde gida zehirlenmesi ve kalite
kayb1 gibi olumsuz etkilere neden olan Bacillus cereus bakterisine ait gen bolgelerine
spesifik primerler kullanilarak PCR yontemi ile molekiiler diizeyde tiir tespiti
yapilmistir. Bacillus cereus bakterisine ait 6 adet toksin gen bolgesine (IAC, 16S rRNA,
nheA, nheB/nheC, hbIC ve hblID) 6zgii 7 adet spesifik primer (IAC-F IAC-R, P-F P-R,
16S-F 16S-R, 45cl 45c2, nheBC1 nheBC2, Lla-F Lla-R, L2a-F L2a-R) kullanilarak
molekiiler taramalar yapilmistir. Calismada 13 adet siit 6rneginden 8 adedinde yapilan
molekiiler taramalara gore B. cereus’ a spesifik biiyiikliikte bant profilleri saptanmus,
7’sinde ise bu gen bolgelerine rastlanmamistir. Calisma sonucunda incelenen 13 adet
stit 6rneginden 8 tanesinde Bacillus cereus bakterisi molekiiler olarak tespit edilmistir.
Bu tez calismasinda molekiiler tiir tespitinde kullanilan primerlerin, siit ve siit
tirtinlerinde B. cereus tespitine yonelik ¢alismalarda kullanilmasina katkida bulunacagi

diistiniilmektedir.

Tiirkiye’de siitte mikroorganizma tayini ¢ogunlukla mikrobiyolojik oOzelliklere gore
yapilmaktadir, ancak morfolojik olarak yapilan tiir tespitleri her zaman dogru sonug
vermemektedir. Siitte gida zehirlenmesi ve kalite kayb1 gibi olumsuz etkilere neden olan
B. cereus bakterisinin molekiiler tiir teshisinin yapilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir.
Bu baglamda bu tez ¢alismasinda da B. cereus bakterisi molekiiler olarak tespit

edilmistir.
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Bu tez ¢alismasinda B. cereus bakterisinin belirli gen bolgelerine spesifik primerlerin
kullanildigi PCR yontemi ile hizli, giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilmistir.
Stit gibi temel gida maddelerinde bu tiir molekiiler caligmalarin arttirilmasinin gida
giivenligi agisindan daha iyi sonuglara ulasilmasi bakimindan oldukg¢a 6nemli oldugu
ifade edilebilir. Bir¢ok bakteri tabanli tespit c¢alismalarinda izolasyon ve
identifikasyonun klasik mikrobiyoloji ve biyokimyasal yontemlerle yapilmasi yogun is
giicii, deneyimli personel, 6zel arag ve geregler gerektirmektedir. Bu sebeplerden dolay1
mikrobiyolojik olarak gidalardan bakteri izolasyonu ve identifikasyonu gibi
calismalarda daha spesifik, duyarli, giivenilir ve hizli yapilabilen molekiiler testlerin

gelistirilmesi ve yayginlastirilmas1 gerekmektedir.

Son yillarda en sik kullanilan molekiiler yontemlerin basinda hizli ve giivenilir sonug
veren PCR ile molekiiler tiir teshisi gelmektedir. Bu yoOntemin kullanilmasinin
yayginlagtirilmas: ile gidalarda mikrobiyolojik olarak oliimciil ve insan sagligina
olumsuz etkide bulunan bakterilerin hizli ve zamaninda teshisi olduk¢a Onemlidir.
Temel gida maddelerinde bu tiir calismalarin desteklenmesi ve gelistirilmesi gelecekte
yasanmast muhtemel saglik problemlerinin 6nlenmesinde ve kisa zamanda teshis
yontemiyle tedaviyi hizlandirmada fayda saglayacaktir. Bu baglamda bu tez ¢alismasi
ile elde edilen sonu¢ ve kullanilan yontemlerin de siit ve siit tiriinlerinde B. cereus
bakterisinin tespitine yonelik ileride yapilacak ¢alismalarda yararli olacag:

Oongoriilmektedir.
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