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OZET

Siit ve Baz Siitlii Tathlarda Toksijenik Bacillus cereus Varh@imin

Arastirilmasi

Bacillus cereus gida kaynakli 6nemli bir patojendir. Bu tez ¢aligmasinda siit ve bazi
siutli tatlilarda Bacillus cereus varligi arastirildi ve toksin genleri multipleks PCR
yontemiyle tespit edildi. Ocak-Mart 2024 tarihleri arasinda Ankara ilindeki farkli satig
noktalarindan 23 ¢ig siit, 20 pastorize siit, 20 UHT siit, 20 siitlag, 20 puding ve 20 kazandibi
ornegi analiz edilmistir. Toplam 123 adet siit ve siitlii tath 6rnegi klasik kiiltiir teknigi ile
incelendi. B. cereus siipheli koloniler hemolizin geni hedef alinarak molekiiler teknikler ile
dogruland:r ve takiben multipleks PCR yontemiyle toksin genlerinin (hbl, nhe, cytK, ces)
varlig tespit edildi.

1471 ¢ig siit (%60,87), 8’1 pastorize siit (%40), 2’si UHT siit (%10), 9’u siitlag (%45),
3’1 puding (%15) ve 8’1 kazandibi (%40) olmak iizere, toplamda 44 6rnekte B. cereus izole
edildi. Arastirmada toplam 28 izolatta (%63,63) enterotoksin geni saptanarak, izolatlarin en
fazla nhe genine sahip oldugu belirlendi. Ayn1 zamanda hb/ ve cytK genleri saptanirken;
emetik formdan sorumlu ces geni higbir izolatta saptanmamustir.

Uygun kosullar altinda iiretilemeyen ve muhafaza edilemeyen siit ve siitlii tatlilarda
B. cereus varliginin halk saglig1 yoniinden tehlike olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Tiim bu
tehlikeler g6z oniinde bulunduruldugunda, B. cereus prevalansinin kontrol altina alinmasi
i¢in ¢iftlikten sofraya, tiiketiciye ulagsana kadar gecen tiim siireclerde hijyenik prosediirlere
dikkat edilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus cereus, siit, siitlii tatl, toksijenik genler, halk saglig



ABSTRACT

Investigation of the Presence of Toxigenic Bacillus cereus in Milk and

Some Milk Desserts

Bacillus cereus is an important foodborne pathogen. In this thesis, the presence of
B. cereus in milk and some dairy desserts was investigated and toxin genes were detected by
multiplex PCR method. Between January and March 2024, 23 raw milk, 20 pasteurized milk,
20 UHT milk, 20 rice pudding, 20 pudding and 20 kazandibi samples were analyzed from
different sales points in Ankara. A total of 123 milk and milk dessert samples were examined
with classical culture technique. Following the confirmation of suspicious B. cereus colonies
by molecular techniques targeting the hemolysin gene, the presence of toxin genes (hb/, nhe,
cytK, ces) was detected by multiplex PCR method.

B. cereus was isolated in a total of 44 samples, 14 of which were raw milk (60.87%),
8 of which were pasteurized milk (40%), 2 of which were UHT milk (10%), 9 of which were
rice pudding (45%), 3 of which were pudding (15%) and 8 of which were kazandibi (40%).
In the study, it was determined that a total of 28 isolates (63.63%) had the enterotoxin gene
and the isolates had the most nhe gene, while 4bl and cytK genes were detected at the same
time. The ces gene responsible for the emetic form was not detected in any isolate.

It is thought that the presence of B. cereus in milk and milk desserts that cannot be
produced and preserved under appropriate conditions may pose a danger to public health.
Considering all these dangers, in order to control the prevalence of B. cereus, attention
should be paid to hygienic procedures from farm to table until it reaches to the consumer.

Keywords: Bacillus cereus, milk, dairy dessert, toxigenic genes, public health
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1. GIRIS

Gida kaynakli hastaliklar, halk saglig1 agisindan diinya niifusunun biiyiik bir kismin1
olumsuz yonde etkilemektedir. Bacillus cereus diinya genelinde gida kaynakli salginlarin
%1,4-12'sini olusturmaktadir, ancak epidemiyolojik c¢aligmalarin sonucundaki yapilan
istatiksel degerlendirmeler bu oranin daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Grutsch ve ark.

2018).

Stit ve siit trlinlerinde Bacillus cereus’un varligit 1916 yilindan itibaren rapor
edilmistir. Ozellikle siit isletmeleri ve ciftliklerde iiretilen ¢ig siitlerin &nemli bir
kontaminant1 oldugu bilinmektedir (Ahmed ve ark. 1983). Bacillus cereus hava, su ve
topraktan izole edilen, Gram pozitif, aerob veya fakiiltatif anaerob ortamlarda iireyebilen,
sporlu bir mikroorganizmadir (Griffiths, 2009). Bacillus cereus et ve et iirlinleri, siit ve siit
tirlinleri, piring, sebze ve baharatlar da dahil olmak iizere cok ¢esitli gida iriinlerinden izole
edilebilmektedir (Grutsch ve ark. 2018). Etkenin sporlu bir mikroorganizma olmas, her tiirlii
olumsuz kosullara (radyasyon, pastorizasyon ve stres) karsi direngli olmasina, patojenin
oldukca yaygin dagilim gostermesine ve halk sagligi acisindan oldukga biiyiik tehlike
olusturmasina neden olmaktadir (Griffiths, 2009; Grutsch ve ark. 2018).

Diinya niifusunun hizli artig1 beraberinde siit ve siit iiriinleri tiiketiminin kiiresel artis1
dogal olarak siit ve siitlii tatlilar basta olmak iizere siit liriinlerine olan talebi de artirmaktadir.
Bu sebeple, gida giivenligi ve kalitesinin korunmasi i¢in siit isletmelerini etkileyen her bir
sorunun ¢oOziimiine yonelik degerlendirmelerin yapilmas: gerekmektedir. Siit ve st
tiriinlerinin kalitesi ve raf omrii Oncelikle ¢ig siitiin baglangi¢ mikroorganizma yiikiine
baglidir. Cig siit kaynakli herhangi bir kusur, mikroorganizma diizeyinin artmasina yol
acarak siit Uriinlerinin de iiretim siireci acisindan biiyiik bir tehlike olusturabilmektedir

(Gopal ve ark. 2015).

Bacillus ve spor olusturan diger mikroorganizmalarin kontrolii bu acidan oldukga
Onem teskil etmektedir. Siit ve siit lirlinlerinde ise B. cereus oldukea sik karsilasilan ve gida

matriksinde 6nemli degisikliklere neden olabilen mikroorganizmadir.

Bacillus cereus’un enterotoksin tretebilmesi, sporlu bir patojen olmasi, siit

isletmelerinde B. cereus sporlarinin paslanmaz celik yiizeylere yapisabilmesi ve biyofilm



olusturabilmeleri sonucunda hijyen sorunlarina ve siit ve siit {irlinlerinin bozulmalarina
neden olur. Tiim bu durumlar ayn1 zamanda ciddi ekonomik kayiplara yol agabilmektedir

(Kumari ve Sarkar, 2016).



2. GENEL BILGILER

2.1. Bacillus cereus’un Genel Ozellikleri

2.1.1. Bacillus cereus’un Tarihcesi

Bacillus cinsi bakteriler halk saglig1 agisindan biiylik 6neme sahip mikroorganizma
grubu olarak bilinmektedir. Bacillus cinsi 1872 yilinda Ferdinand Cohn tarafindan Gram
pozitif, aerob ve endospor olusturabilen ¢ubuk seklinde bakteriler olarak tanimlandi

(Harwood, 1989).

Bacillus cereus’un izolasyonu, ilk kez Percy Faraday Frankland ve Grace Coleridge
Faraday tarafindan rapor edilmistir (Frankland ve Frankland, 1887). Gida zehirlenmesini
Bacillus spp. ile iligkilendiren ilk rapor ise 1906 yilinda Lubenau tarafindan yayinlanmaistir;
bu rapora gore 300 kiside ishal, kusma ve mide kramplar1 gibi semptomlar goriilmiistiir.
Lubenau organizmay1 Bacillus peptonificans olarak tanimlasa da bu semptomlar Bacillus
cereus’un semptomlari ile benzerlik gostermektedir. 1950 yilina kadar B. cereus’un bir gida

zehirlenme vakalarina karistig1 kesin olarak belirlenememistir (Adams ve Moss, 2008).

1955 yilinda Hauge Norveg’te 600 kisinin bir giin nceden hazirlanan vanilya sosunu
tilkettigini ve ishal ile seyreden gastrointestinal zehirlenmeye yol actigni bildirmistir.
Hauge’nin bu bulgulari Avrupa’daki diger bilim otoriteleri tarafindan da dogrulanmigtir

(Hauge, 1955; Tewari ve Abdullah, 2015).

Giliniimiizde ise B. cereus’un birden fazla viriilans faktdre sahip oldugu ve bu
faktorlerin hem lokalize hem de sistemik infeksiyonlara yol acarak diyarel ve emetik

formlardan sorumlu oldugu bilinmektedir.

2.1.2. Bacillus cereus’un Morfoloji ve Gelisim Ozellikleri

Bacillaceae familyasi en az 56 cins ve 545 tiirden olusmaktadir (Bhunia, 2018).
Bacillus cinsi ise yaklasik 136 tiir icermektedir. Bacillus’un bilinen baslica patojen tiirleri
yedi farkli tiirden olusan “Bacillus cereus grubuna” aittir. Bu tiirler; B. cereus, B. anthracis,
B. mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. thuringiensis ve

B. cytotoxicus’dur. Siralanan bu tiirler enterotoksin iiretebilmekte ve gastroenterite yol



acabilmektedir (Bhunia, 2018). Bacillus cereus, Bacilli sinifinin Bacillales takiminda ve

Bacillaceae tamilyasinda yer alan bir mikroorganizmadir (Vos ve ark. 2011).

Bacillus cereus, gidalarda ve ¢evrede oldukca yaygin olarak bulunan, Bacillaceae
familyasinda yer alan, Gram pozitif, gubuk seklinde, hareketli, aerob veya fakiiltatif anaerob
ortamlarda treyebilen, 0.8- 1.3 pum genisliginde ve 2-6 pum uzunlugunda, endospor
olusturabilen, karbonhidratlar1 fermente edebilen kemoheterotrof ve rekabetci 6zelligi diisiik
bir mikroorganizmadir (Alina ve ark. 2015; Griffiths ve Schraft, 2017; Erol, 2022). Bacillus
spp. tiirlerinin gidalarda ve ¢evrede yaygin olmasinin 6nemli nedenlerinden biri direngli
endosporlar olusturma yetenekleridir (Griffiths ve Schraft, 2017). Spor hiicreleri ¢evrede
yaygin olarak bulunmakla beraber; toprak, su ve bitkilerden kolaylikla izole edilmektedir.
(Adams ve Moss, 2008). Bacillus cereus’un sporlart elipsoidal; yiiksek sicaklik, donma,
kurutma, gama ve UV ismlart gibi c¢esitli cevresel faktorlere karst Bacillus cereus’un
vejetatif hiicrelerine nazaran ¢ok daha dayanikli oldugu bilinmektedir (Adams ve Moss,
2008; Tirloni ve ark. 2022). Gida zehirlenmeleri ile iliskilendirilen sporlarin D95°C (203°F)
degeri yaklasik 24 dakika olup; Z-degeri ise yaklasik 6°C (10,8°F) ile 9°C (16,2°F) arasinda
degismektedir (Grifthits ve Schraft, 2017).

Bacillus cereus aside karst direngli bir mikroorganizma degildir, iireyebildigi
optimum pH araligr 4.9-9.3’tlir. Ayn1 zamanda %7,5 oraninda tuz konsantrasyonunda

yasamsal aktivasyonuna devam edebilmektedir (Walderhaug, 2012).

Gida kaynakli cesitli hastaliklara neden olan Bacillus cereus’un birden fazla susu
bulunmaktadir. Suslarin ayirt edilmesinde diger 6nemli 6zelliklerinden biri de B. cereus’un
bliylime ve gelismesi i¢in gereken sicaklik degerleridir. Bacillus cereus suslar1 iireme

kosullarina bakildiklarinda psikrotrof veya mezofil karakter gostermektedir.

Psikrotrof suslar buzdolabi sicakliginda iireyebilir ve sogutulmus-dondurulmus
gidalardan izole edilirken; 37°C ve tizerindeki sicakliklarda iireyip gelisebilmeleri oldukga
zordur. Mezofil suslar ise 10°C'nin altindaki sicakliklarda tiremesi oldukg¢a simirli iken;
tiremeleri i¢in en uygun sicaklik degeri 30-35°C arasinda oldugu bilinmektedir (Wijnands
ve ark. 2006). Bacillus cereus’un iireme kosullar1 Cizelge 2.1° de detayli sekilde

incelenmistir.



Cizelge 2. 1. Bacillus cereus’un iireme kosullar1 (Erol, 2022).

Faktor En Diisiik- En Yiiksek Optimum Kosullar:
Sicaklik (°C) 10-50 °C 28-25°C
pH 4.9-93 6-7
aw 0.91-0.93 0.92
NaCl Konsantrasyonu %7

2.2. Bacillus cereus’un Epidemiyolojisi

Bacillus cereus dogada oldukc¢a yaygin; hava, su ve topragin yani sira bitki ve hayvan
materyallerinden de izole edilebilen 6nemli bir mikroorganizmadir (Stenfors Arnesen ve ark.
2008; Griffiths ve Schraft, 2017). Patojen ayni zamanda bdcek ve memelilerin
gastrointestinal sisteminde de gelisebilmekte ve gegici kolonizasyonlara sebep

olabilmektedir (Stenfors Arnesen ve ark. 2008).

Bacillus cereus lizerine yapilan epidemiyolojik arastirmalar sonucunda piring ve
makarna hastaligin emetik formu ile iligkilendirilirken; siit ve siit iirlinleri, et ve et lirtinleri,
sebzeler hastaligin diyarel formu ile iliskilendirilmistir. Ulkelere gore dagilimi
incelendiginde; diyarel form Norveg, Finlandiya, Macaristan ve Bulgaristan’da daha sik
bildirilirken; emetik form Ingiltere ve Japonya’da daha sik bildirildigi arastirmalar

sonucunda saptanmistir (Kramer ve Gilbert, 1989).

Bacillus cereus'un epidemiyolojik veri yiizdeleri {ilkeden iilkeye farklilik
gosterebilmektedir. Birgok iilkede B. cereus'un neden oldugu gida zehirlenmelerinin kesin
sayisi tespit edilmedigi bildirilmistir. Bunun nedeni ise B. cereus’un klinik semptomlari
diger hastalik semptomlar1 ile karigsmakta ve yeterince teshis edilemedigi bildirilmektedir.
Bundan dolayidir ki, farkli tilkelerde rapor edilen infeksiyonlarin goriilme sikligini1 dogrudan
karsilastirmak oldukc¢a zordur (Kotiranta ve ark. 2000). Bacillus cereus’un emetik formunda
karsilasilan klinik semptomlar1 S. aureus’un yol actigr klinik semptomlar ile benzerlik
gosterirken; diyarel formunda karsilasilan klinik semptomlar ise C. perfringens tip A gida
zehirlenmelerinin yol agtigi klinik semptomlar ile benzerlik goéstermektedir (Stenfors

Arnesen ve ark. 2008).



Bacillus cereus ile seyreden hastalik semptomlari nispeten gecici ve hafif seyirlidir
(genellikle <24 saat). Ayn1 zamanda karsilasilan bu semptomlar i¢in tibbi herhangi bir
yardim istenmemesi, dahasi olusan semptomlar saglik yetkililerine bildirilirse dahi,
hastaligin tanisi igin spesifik bir tan1 yontemi olmamasi B. cereus kaynakli infeksiyon
diizeylerinin oldukga diisiik tahmin edilmesine sebep olmaktadir. (Griffiths ve Schraft, 2017,
Jovanovic ve ark. 2021). Bacillus cereus gida zehirlenmelerinin diger patojenlere nispeten
daha distik siklikta goriinmesinin bir diger sebebi ise hastaligin meydana gelmesinde rol
oynayan hiicre sayilaridir. Hastaligin yliksek hiicre sayilarina ulasabilmeleri ve
kontaminasyon riski olusturabilmesi i¢in gidalarin uzun siire depolanma kosullarina tabi

tutulmasi gerekmektedir (Griffiths ve Schraft, 2017).

Bacillus cereus lizerine Diinya’nin degisik tilkelerinde 1973-1985 yillar1 arasinda
yapilan epidemiyolojik degerlendirmeler de bakteriyel gida zehirlenmelerine yol acan
Oonemli bir mikroorganizma olarak yer almaktadir (Kramer ve Gilbert, 1989). Yine Bacillus
cereus’un epidemiyolojik verileri incelendiginde, gida kaynakli vakalarin daha ¢ok
sanayilesmis iilkelerde (gelismis {iilkeler) gozlemlendigi bildirilmistir (Kotiranta ve ark.
2000). Bacillus cereus Fransa'da gida kaynakli patojenlerinden sorumlu en sik goriilen ikinci,

Avrupa'da ise li¢iincii bakteriyel ajan olarak bilinmektedir (Glasset ve ark. 2018).

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri'nin (CDC) Amerika Birlesik Devletleri'nde
yurt icinden kaynaklanan gida kaynakli hastaliklara iligkin bir raporunda, yillik tahmini B.
cereus hastalig1 vakasi sayist 63.400 olarak verilmistir (Walderhaug, 2012).

Genel olarak gelismis {ilkelerde hastalik izleme ve kontrol sistemleri gelismemis
iilkelere gore daha giincel ve sik izlenmektedir. Bu durum, gelismis iilkelerde daha fazla

hastalik semptomu ile karsilasacagini gostermektedir.

Bacillus cereus izolatlariin epidemiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi bu patojenin
dagilim siklig1 ve bulasma yollar1 hakkinda daha genis bilgi saglayacaktir. Boylelikle
gelecekte olas1 B. cereus olgularini ve ayn1 zamanda infeksiyonun ekonomik ve saglik riskini

de en aza indirecektir (Tuipulotu ve ark. 2021).



2.3. Bacillus cereus Toksinleri ve Ozellikleri

Bacillus cereus, en az 5 farkli enterotoksin ve bir tane de emetik toksin tiretebilen
onemli bir patojen mikroorganizmadir. Bu toksinler; hemolizin BL (HBL), hemolitik
olmayan enterotoksin (NHE), sitotoksin K (CytK), enterotoksin T (BceT), enterotoksin FM
(EntFM) ve cereulide olarak da bilinen emetik toksindir. Bu toksinlerden hemolizin BL
(HBL), hemolitik olmayan enterotoksin (NHE) ve sitotoksin K (CytK) hastaligin diyarel
formuna sebep olan ana toksinler olarak bilinirken; enterotoksin T (BceT) ve enterotoksin
FM (EntFM) toksinleri diger ii¢ ana toksine gore etki degeri daha diisiik oldugundan
genellikle hastalik yapici toksinler sinifina dahil edilmemektedir. Cereulide toksini ise
hastaligin bir diger formu olan emetik form ile iliskilendirilmistir (Lund ve Granum, 1996;
Stenfors Arnesen ve ark. 2008; Pexera ve Govaris, 2010; Griffiths ve Schraft, 2017).
Toksinlerin yapisina baktigimizda da farkliliklar gozlenmektedir. Hastaliga sebep olan

toksinlerin siniflandirilmasi Cizelge 2.2’ de detayl sekilde incelenmistir.

Diyarel forma yol acan toksinler (NHE, HBL ve CytK) ve cereulide toksini polipeptit
yapisina sahiptir. Enterotoksinlerden HBL ve NHE ¢ok bilesenli ve birbirleriyle kimyasal
olarak iligkili proteinlerken, enterotoksin CytK tek bir protein olarak bilinmektedir (Stenfors

Arnesen ve ark. 2008; Pexera ve Govaris, 2010; Erol, 2022).

Cizelge 2. 2. Toksinlerin siniflandirilmasi (Ryan ve ark. 1997; Granum ve ark. 1999; Griffiths, 2009; Griffiths
ve Schraft, 2017)

Sorumlu Toksin Sorumlu Gen ve
Molekiiler Agirhg:
» Hemolizin BL (HBL) hbID, hbIC, hblA

(38.2,43.5,37.5 kDa)

Diyarel Form » Hemolitik olmayan enterotoksin (NHE) nheA, nheB, nheC

(41.0, 39.8, 36.5 kDa)
» Sitotoksin K (CytK)
CytK (34 kDa)
Emetik Form » Cereulide ces (1.2 kDa)

Bacillus cereus toksinlerinin sentezlenme kosullar1 sebep olduklar1 hastaliklara gore
degisiklik gosterebilmektedir. Hastaligin diyarel formuna yol acan suslarin, gelisebildigi
optimum sicaklik derecesi 32°C iken, 10-43°C sicakhik aralifinda da iireyip

gelisebilmektedirler. Bu suslar ayn1 zamanda oksijen diizeyinin diisiik oldugu ortamlarda



daha yiiksek diizeyde toksin tiretebilmektedir. Diyarel formda etkenin kendisinden ziyade
toksini etkilidir ve bu toksin pH 3’te ve mide-bagirsak sisteminin enzimleri ile

yikimlanmaktadir (Griffiths ve Schraft, 2017).

Hastaligin emetik formuna yol agan toksinin sentezlenebildigi optimum sicaklik 12-
15°C araliginda iken, 12-37°C sicaklik araliginda da iiretilmektedir. (Griffiths ve Schraft,
2017). Toksin logaritmik biiylime (eksponensiyel) evresinde iiretilir. Istya (121°C’ de 15
dakika) oldukga direngli ve tripsin, pepsin (mide enzimleri) gibi proteolitik enzimlere karsi
da oldukga direngli olmalar1 hastaligin olusmasina sebep olmaktadir (Shinagawa ve ark.

1996; Griffiths ve Schraft, 2017).

Diyarel forma yol agabilen baslica toksinler hemolizin BL (HBL), hemolitik olmayan
enterotoksin (NHE) ve sitotoksin K (CytK) dir.

2.3.1. Hemolizin BL (HBL)

Hemolizin BL (HBL), postoperatif bir yaradan izole edilen Bacillus cereus susu
F837/76°dan izole edilmis ve saflastirilmistir (Turnbull ve ark. 1979). Ilk izole edildiginde
sadece baglayici bilesik olan “B” ve litik bilesen “L” den olusan ikili bir toksin oldugu
bildirilmistir, yapilan arastirmalar sonucu L1, L2 ve B olmak tizere ii¢ bilesenli enterotoksin
kompleksi oldugu saptanmistir (Beecher ve MacMillan, 1991; Grifthts ve Schrafts, 2017).
Belirtilen bu bilesenler kromozol olarak operonda sirasiyla 4b/D, hblC ve hbl A genleri
tarafindan kodlanmaktadir (Grifthts and Schrafts, 2017). L1, L2, B proteinlerinin molekiil
agirliklan sirasiyla 38,2 kDa, 43,5 kDa ve 37,5 kDa olarak belirlenmistir (Ryan ve ark.
1997).

Hemolizin BL, hemolitik yetenege sahip bir toksindir. Toksin ii¢ bileseninin de
birbirinden bagimsiz olarak baglanmasini takiben bir membran da por olusturur ve bu sayede
ozmotik lizise sebep olmaktadir (Grifthts and Schrafts, 2017), ancak ozmotik lizise neden
olabilmesi i¢in bu ii¢ proteinin de mutlaka salinmasi gerekmektedir (Ryan ve ark. 1997).
HBL, dermonekrotik aktivite ve vaskiiler gegirgenlige, retina dokusuna kars1 sitotoksik
aktivite gosterme yetenegine sahip bir onemli bir toksindir (Beecher ve Wong, 1994;

Beecher ve ark. 1995a; Beecher ve ark. 1995b; Grifthts ve Schrafts, 2017). Hemolizin BL,



yapilan arastirmalar sonucu B. cereus’un diyarel formunun birincil viriilans faktorii oldugu

belirtilmistir (Beecher ve ark. 1995b).

2.3.2. Hemolitik Olmayan Enterotoksin (NHE)

Hemolitik olmayan enterotoksin (NHE), ilk olarak 1995 yilinda Norveg¢’te NVH
0075/95 susunun neden oldugu bir gida zehirlenmesinden sonra izole edilmis bir toksindir
(Lund ve Granum, 1996). Hemolitik olmayan enterotoksin, NheA, NheB, NheC
proteinlerinden olusan ve sirasiyla NheA, NheB, NheC genlerini igeren kromozomal olarak
bir operonda kodlanabilen {i¢ proteinli bir kompleks toksindir (Grifthts ve Schrafts, 2017).
Bu proteinlerin molekiil agirliklar1 sirasiyla 41.0, 39.8 ve 36.5 kDa olarak belirlenmistir
(Granum ve ark. 1999).

Etki mekanizmasina baktigimizda; toksinin hastalifa yol a¢masi i¢in ilk adimin
NheC ve NheB proteinlerinin hiicre yiizeyine baglanmasi ve takiben Nhed proteininin de
hiicre yilizeyine baglanmasina izin vererek hiicre lizisine yol agmasiyla ger¢eklesmektedir
(Lindbidck ve ark. 2010). NHE proteinlerinin, oldukga sitotoksik 6zellige sahip oldugu ve
membran da porlara yol agtig1 bilinmektedir. Maksimum biyolojik aktivite gostermesi i¢in
HBL toksininde oldugu gibi ii¢ bilesenin de salinmasi gerekmektedir (Grifthts ve Schrafts,
2017). Yapilan arastirmalar sonucu, Bacillus cereus suglarinin yaklasik olarak %99’u bu
toksini igermekte ve diyarel forma yol agan en baskin toksin oldugu diisiiniilmektedir

(Moravek ve ark. 2006).

2.3.3. Sitotoksin K (CytK)

Sitotoksin K (CytK) ilk olarak 1998 yilinda Fransa’da bakimevinde gida
zehirlenmesinde Bacillus cereus susu NVH391/98°den izole edilen, nekrotik ve hemolitik
etkilere yol acan onemli bir toksin grubudur. Etkenin NVH391/98 susu bakimevinde
tiikketilen sebze piiresinde 10° kob/g diizeyinde saptanmus, etken kaynakli zehirlenmeden 44

kisi etkilenmis, 3 kisi hayatin1 kaybetmistir (Lund ve ark. 2000).

Toksin ayn1 zamanda EntK olarak da bilinir, kromozomal olarak sadece CytK geni

tarafindan kodlanan tek bir proteindir, proteinin molekiil agirligi ise 34 kDa olarak



belirlenmistir (Lund ve ark. 2000; Grifthits and Schraft, 2017). Toksinin Vero hiicrelerine

karsi sitotoksik oldugu yapilan aragtirmalar sonucu saptanmistir (Hardy ve ark. 2001).

Sitotoksin K (CytK), CytK 1 ve CytK 2 olmak iizere iki farkli formda
detaylandirilabilir. NVH391/98 susundan izole edilen CytK 1 formu, insan bagirsak CaCo2
hiicreleri ve Vero hiicrelerine karsi CytK 2'den bes kat daha fazla sitotoksik etkili oldugu
yapilan ¢alismalar sonucu belirlenmistir (Fagerlund ve ark. 2004). CytK, yap1 olarak
Clostridium perfringens'in P-toksinine benzerlik gostermektedir (Lund ve ark. 2000).
Sorumlu olan NVH391/98 B. cereus susu, diger suglardan farklilik gostererek daha yiiksek
sicakliklarda (termotolerant) gelisebilmektedir (Guinebretiere ve ark. 2013).

2.3.4. Emetik Toksin (Cereulide)

Emetik toksin (cereulide), ilk kez tiiketiminden dort giin 6nce hazirlanmis pesto soslu
spagetti makarnay: tliketimi sonucu gastroenterit belirtileri gdsteren bireylerden izole
edilmistir. Tiiketim sonrasi iki giin igerisinde bireylerden birisinde karaciger yetmezligi
gelismis ve takiben 6liim gergeklesmistir (Griffiths ve Schraft, 2017). Toksin ayn1 zamanda
hepatik mitokondriyal yag asit oksidasyonunu inhibe etmekten sorumludur (Mahler ve ark.

1997).

Yapilan arastirmalar sonucu emetik toksinin, dort aminoasit ve {i¢ tekrar serisinden
olusan halka yapisinda bir peptit oldugu belirlenmistir. Sereulid olarak da bilinen
dodekadepsipeptid yapisinda ve 1,2 kDa molekiil agirliginda bir toksindir. (Griffiths, 2009).
Sereulid toksininin sentezinde sereulid sentetaz geni (ces) tarafindan kodlanabilen
nonribozomal peptid sentetaz enzimi gorev almaktadir. (Ehling-Schulz ve ark. 2005b).
Toksin bakteri tarafindan aerob ve mikroaerob ortamlarda {iretilebilir ancak anaerob

ortamlarda iiretilememektedir (Finlay ve ark. 2002).

2.4. Bacillus cereus’un Neden Oldugu Hastaliklar

Bacillus cereus’un neden oldugu hastaliklar, non-gastrointestinal ve

gastrointestinal hastaliklar olmak tizere, iki grupta incelenmektedir.
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2.4.1. Non-Gastrointestinal Hastalhklar

Bu hastaliklar, daha ¢ok B. cereus gida zehirlenmesi disindaki hastaliklarla
iligkilendirilmistir, fakat bu hastalik tablolar1 gastrointestinal hastalik semptomlar1 kadar
yaygin degildir. Hastalik tablolar1 arasinda bakteriyemi, menenjit, septisemi, endokardit,
akciger ve beyin apseleri, idrar yolu ve deri infeksiyonlar1 vardir (Gaur ve ark. 2001; Logan
ve Rodrigez-Diaz, 2006; Gopinathan ve ark. 2018). Bu infeksiyonlar agir ve baz1 durumlarda
olumciil olabilmektedir (Schoeni ve Wong, 2005; Shimoyama ve ark. 2017).

Bacillus cereus’un pndmoni vakalari ile iliskilendirilmesi oldukca diisiik bir ihtimal
olarak bilinir, ancak vakalar 16semi gibi diger risk faktorleri ile iliskilendirilebilmektedir
(Schoeni ve Wong, 2005). Bacillus cereus goz infeksiyonlar ile iligkilendirilebilen en
onemli patojenlerden birisidir. GOz infeksiyonu olusan kisilerde 24 saat igerisinde geri
doniisii olmayan doku hasarlarina sebep olabilmektedir (Schoeni ve Wong, 2005; Logan ve

Rodrigez-Diaz, 2006; Jeremiah ve ark. 2023).

2.4.2. Gastrointestinal Hastaliklar

Bacillus cereus’un sebep oldugu gida zehirlenmeleri iki farkli hastalik tablosu
seklinde karsimiza c¢ikmaktadir. Bunlarin birincisi diyarel form, ikincisi ise emetik form
seklindedir. Bacillus cereus’un sebep oldugu diyarel ve emetik sendromlarinin 6zellikleri

Cizelge 2.3’te detayli sekilde belirtilmistir.

2.4.2.1. Diyarel Sendrom

Diyarel sendrom, etkenin vejetatif veya spor formu igerebilen gidalar ile alinmasinm
takiben, konagin ince bagirsaginda vejetatif hiicreler bir veya birden fazla 1siya duyarh
enterotoksin tireterek ileum epitel hiicrelerinde dejenerasyonlara ve por olusumuna sebep
olur. Bu durumda hastaligin en 6nemli semptomu olan sulu ishale yol actig1 bilinmektedir.
Hastalik, kontamine gidanin alimindan yaklagik 8-16 saatlik bir inkiibasyon donemini
takiben karinda kramp, ishal ve bazi hastalarda kusma ile kendini gdstermektedir (Schoeni
ve Wong, 2005; Cliver ve Riemann, 2011; Logan, 2012). Hastalikta, infektif doz yaklasik
10*-10° kob diizeyinde belirlenmistir. Hastalik genellikle herhangi bir tedavi
gerektirmeksizin 24-48 saat icerisinde iyilesebilmektedir (Griffiths, 2009; Logan, 2012).
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Et ve et lriinleri, siit ve siit iiriinleri, corba, sebze, puding ve soslar etkenin diyarel
sendromunda siklikla karsilagilan gidalardir (Cliver ve Riemann, 2011; El Tawab ve ark.

2020; Elgushi ve ark. 2023).

Diyarel sendromun yol agmis oldugu semptomlar Clostridium perfringens'in sebep
oldugu gida zehirlenmeleri ile oldukga benzerlik gostermektedir (Drobniewski,1993;
Schoeni ve Wong, 2005). Hastalifa ait vakalar yilin her donemi ¢ikabilmekle beraber,
iilkeler arasinda belirgin bir dagilim siklig1 gozlenmemektedir (Logan ve Rodrigez-Diaz,

2006).

2.4.2.2. Emetik Sendrom

Emetik sendrom, 1971 yilinda Ingiltere’de kizarmis piring tiiketen on ii¢ kiside
yaklagik 1-6 saat icerisinde mide bulantisi, kusma karin kramplari ve bazi hastalarda ishal
ile seyreden B. cereus’un Onemli hastalik formlarindan birisidir (Mortimer ve McCann,
1974; Cliver ve Riemann, 2011). Hastalik, genellikle herhangi bir tedaviye ihtiyag duymadan
6-24 saat i¢inde iyilesebilmektedir (Schoeni ve Wong, 2005; Griffiths, 2009). Hastalikta,
enfektif doz yaklasik 10°-10% kob/g seviyelerinde gozlemlenmistir (Logan ve Rodrigez-
Diaz, 2006; Griftiths, 2009).

Piring, makarna, pasta ve bebek mamalar1 etkenin emetik sendromunda siklikla
karsilagilan gidalardir (Cliver ve Riemann, 2011; Logan, 2012). Cevre kosullarina (yliksek
151, asit ve alkali ortam, proteoliz) oldukc¢a direngli olan toksin, gidada dnceden olusmakta
ve bu gidalar tiikketen insanlarda zehirlenmeye neden olmaktadir (Logan, 2012). Emetik
sendromun yol agmis oldugu semptomlar Staphylococcus aureus 'un sebep oldugu gida
zehirlenmeleri ile oldukg¢a benzerlik gostermektedir (Schoeni ve Wong, 2005; Tewari ve
Abdullah, 2015). Bacillus cereus, C. perfringens ve S. aureus’un neden oldugu gida
zehirlenmelerinde goriilen semptomlarin karsilastiriimasi Cizelge 2.4’ de detayl sekilde

belirtilmistir.
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Cizelge 2. 3. Bacillus cereus’un sebep oldugu diyarel ve emetik sendromlarinin dzellikleri (Griffiths, 2009;
Cliver ve Riemann, 2011; Logan, 2012).

Sendrom | Inkiibasyon | Hastalik | Infektif Semptomlar Sorumlu Tutulan
siiresi Siiresi Doz Gidalar
Diyarel 8-16 saat | 24-48 saat | 10*-10° | Karin agrisi, sulu | Et ve et iiriinleri, siit
Form kob ishal, bazen mide ve st Urinleri,
bulantisi corba, sebze, puding
ve Sos
Emetik 1-6 saat 6-24 saat | 10°- 108 Mide bulantisi, Piring, makarna,
Form kob/g kusma, bazen ishal pasta ve bebek
mamast

Cizelge 2. 4. Bacillus cereus, C. perfringens, S. aureus’un neden oldugu gida zehirlenmelerinde goriilen
semptomlarin Karsilastirilmasi (Schoeni ve Wong, 2005; Cliver ve Riemann, 2011).

Patojen nkiibasyon Siiresi En Belirgin Semptom Hastahik Tiirii
Clostridium 8-16 saat Sulu ishal Toksi-infeksiyon
perfringens

B. cereus, diyarel 8-16 saat Sulu ishal Toksi-infeksiyon
sendrom
B. cereus, emetik 1-6 saat Kusma Intoksikasyon
sendrom
Staphylococcus aureus 1-5 saat Kusma Intoksikasyon

2.5. Gidalarda Bacillus cereus Varhgi

Bacillus cereus, et ve et Uriinleri, siit ve siit iirlinleri, piring ve baharatlar da dahil
olmak lizere, ¢ok ¢esitli gidalardan izole edilebilen bir mikroorganizmadir (Ahmed ve ark.
2019; Chen ve ark. 2022; Cufaoglu ve Ayaz, 2022; Elgushi ve ark. 2023). Bacillus cereus’un
ayni zamanda vakumlanmis ve paketlenmis soya ve tahil bazli bitkisel gidalardan da izole
edildigi arastirmalar sonucunda belirlenmistir (Fang ve ark. 1999). Spor olusturabilen bir
mikroorganizma olmasi, etkenin prevalansini artirmaktadir (Griffiths, 2009). Hastaligin
ortaya cikmasinda onemli etkenlerden birisi de gidalarin uygun olmayan muhafaza
kosullarinda bekletilmesidir. Yetersiz sogutma islemleri veya gidalarin 60°C altinda

1sitilmasi gida zehirlenmesine yol agabilmektedir (Grifthits ve Schraft, 2017).
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2.5.1.Et ve Et Uriinleri

Et ve et irilinleri; amino asitler, peptitler ve aminoasitler gibi azotlu bilesikler
acisindan oldukca zengin ve ayni1 zamanda et ve et tirlinlerin yliksek rutubet igerigine sahip
olmas1 birgok mikroorganizmanin gelisimine imkan tanimaktadir (Ahmed ve ark. 2019).
Gegmisten giinlimiize kadar et ve et iirlinleri hayvansal gidalar arasinda diyetin en onemli
kismini olusturmaktadir. Bundan dolayi, et ve et iirlinlerinde B. cereus kontaminasyonu ve
cogalmasi halk sagligini olumsuz yonde etkilemektedir (Tewari ve ark. 2015; Shawish ve

Tarabees, 2017).

Et ve et iiriinlerinden degisik diizey ve oranlarda B. cereus un izole edildigi ile ilgili

yurt i¢i ve yurt disinda yapilan arastirmalar bulunmaktadir.

Gliven ve ark. (2006) 100 adet et ve et {iriinii 0rneginden (25 adet s18ir eti, 25 adet
kugbasi, 25 adet sucuk, 25 adet pastirma) %?22,4 oraninda B. cereus izole ettiklerini
bildirilmektedir. Kursun ve ark. (2011), 50 adet tavsan eti 6rneginin %36’sinda yaklasik 103

kob/g diizeyinde B. cereus izole ettiklerini belirtmektedir.

Shawish ve Tarabees (2017), Misir’da Menofia ve Kahire vilayetlerindeki farkl
siipermarketlerden rastgele toplanan toplam 200 adet sigir eti iirlinii 6rneginde (40 adet
kiyma, 40 adet burger koftesi, 40 adet sosis, 40 adet kofte ve 40 adet salam) B. cereus varligi
incelenmistir. Arastirma sonucuna gore, sirastyla %22.5, %30, %25, %37,5 ve %15 oraninda

B. cereus’u izole ettiklerini bildirmektedir.

El-Wahaab ve ark. (2018), Kalyobia vilayetindeki farkli marketlerden rastgele
toplanan toplam 100 farkli et iiriinii 6rneginde (25 adet piring koftesi, 25 adet kobeba
(geleneksel icli kofte), 25 adet sosis ve 25 adet dana burger), B. cereus ve viriilans genleri
acisindan incelenmistir. Bacillus cereus insidansi piring koftesi, kobeba, sosis ve dana burger

i¢in sirastyla %60, %52, %40 ve %36 olarak saptadiklarini bildirmektedirler.

Ahmed ve ark. (2019), farkl siipermarket ve diikkanlardan toplanan 120 adet et ve
et iirlinii 6rneginde (30 adet sigir burger, 30 adet sosis, 30 adet salam ve 30 adet piring
koftesi) B. cereus suslarmin prevalansini degerlendirmistir. Elde ettigi sonuglara gore, en
yiiksek B. cereus yiizdesini piring koftesi drneklerinde (%56,7) saptayarak, bunu sirasiyla
sosis (%46,7), dana burger (%43,3) ve salam (%26,7) izlemistir.
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El Tawab ve ark. (2020), farkl: siipermarketlerden toplanan 100 adet et ve et {iriinii
orneginde (25 adet piring koftesi, 25 adet kobeba (geleneksel igli kofte), 25 adet tavuk pane
ve 25 adet tavuk nugget) B. cereus varlig1 acisindan incelenmistir. Bacillus cereus, kobeba,
piring koftesi, tavuk pane ve tavuk nuggetlarda sirasiyla %24, %12, %20 ve %10'unda
saptadiklarini bildirmektedirler.

Yapilan tiim bu arastirmalar sonucuna gore, B. cereus' un gidalardaki yayginligini ve
kontaminasyon diizeyini azaltmak icin gida zincirinin tiim asamalarinda iyi hijyen
uygulamalar1 (GHP- Good Hygiene Practices), tehlike analizi ve kritik kontrol noktalari
(HACCP- Hazard Analysis and Critical Control Points) prosediirlerinin uygun bir sekilde

uygulanmasinmi gerektirmektedir (Milojevic ve ark. 2019).
Etkenin olasi tehlikelerini azaltabilecek onemli hususlar su sekilde siralanabilir:
1. Hayvanlar hijyenik kosullarda kesilmelidir.

2. Mezbaha ve soguk hava depolar dezenfektanlarla diizenli bir sekilde temizligi

yapilmali ve sicaklik degerleri kontrol edilmelidir.
3. Kullanilacak alet ve ekipmanlarin temizligine dikkat edilmelidir.

4. Et tirtinlerinin tiretimi ve islenmesinde gdrev alan tiim personele hizmet ici egitim

programlari diizenlenmeli ve kisisel hijyen kurallar1 uygulanmalidir.

5. Et ve et Uirtinleri pisirildikten hemen sonra hizli bir sekilde 7 °C altina sogutulmali
ve tekrar 1sitilma durumunda merkezi sicaklik en az 70 °C olmalidir. Bir diger 6nemli husus
da ¢apraz kontaminasyonu dnlemek i¢in, pismis gidalar ¢ig olanlardan mutlaka ayrilmalidir

(Shawish ve Tarabees, 2017; El-Wahaab ve ark. 2018).

2.5.2. Siit ve Siit Uriinleri

Bacillus cereus siit ve siit Uriinleri i¢in son derece dnemli bozulmaya neden olan
mikroorganizmalardan biridir. Patojenin ayn1 zamanda enterotoksin ve spor olusturabilme
yetenegi nedeniyle gida zehirlenme vakalariyla iligkilendirilir ve siit endiistrisi i¢in biiyiik
bir tehlike yaratabilmektedir (Kumari ve Sarkar, 2016; Tirloni ve ark. 2022). Her ortamda
bulunabilen B. cereus, siit iiriinleri iiretim zincirinin tiim asamalarindan izole edilebilir,

0zellikle spor hiicrelerinin siit igletme tesislerinde paslanmaz celik yiizeylerine yapigsabilme

15



ve biyofilm olusturma &zelligi nedeniyle ciddi hijyen sorunlarina, siit ve siit iirlinlerinin
bozulmasina ve siit isletmelerinde ekonomik kayiplara yol agabilmektedir (Kumari ve
Sarkar, 2016; Tirloni ve ark. 2022). Yem ve altliklardaki B. cereus varlig1 toprak ile temas
halinde olan inek memelerinin kontaminasyonu acgisindan oldukg¢a biiyiik bir tehlike
yaratabilir (Tirloni ve ark. 2022). Sagim sirasinda, B. cereus’un spor hiicreleri siitii
kontamine edebilir ve pastorizasyon islemi (63 °C’ de 30 dakika veya 72 °C’de 15 saniye)
ile de spor hiicreleri yikimlanamamakta ve bu durum tiiketiciler i¢in de oldukga tehlike teskil

etmektedir (Radmehr ve ark. 2020; Tirloni ve ark. 2022).

Siit ve siit Urlinlerindeki baslangic mikroorganizma yiiki, ¢iftlikten ciftlige ve
bolgeler arasinda da farklilik gdsterebilmektedir (Tewari ve Abdullah, 2015). Siit ve siit
tiriinlerinden degisik diizey ve oranlarda B. cereus izole edildigi ile ilgili yurt i¢i ve yurt

disinda yapilan ¢ok sayida aragtirma bulunmaktadir.

Misir’da yapilan bir arastirmada toplam 160 adet siit ve siit liriinii 6rneginde (20 adet
¢ig inek siitii, 20 adet pastorize siit, 40 adet dondurma, 20 adet bebek mamasi, 20 adet siit
tozu, 20 adet siitlag ve 20 adet yogurt) B. cereus varligi agisindan incelenmistir. Uriinlerin
toplam 44 adedinde (%27,5) Bacillus benzeri iiremeler goriilmiis, sonrasinda yapilan
biyokimyasal testler ve PCR sonucuna gore ise {iriinlerin 34 adedinden (%21,25) B. cereus

izole edilmistir (Mohamed ve ark. 2016).

Yibar ve ark. (2017) Temmuz-Aralik 2013 tarihleri arasinda Bursa’daki farkli
stipermarketlerden alinan 153 siit 6rnegi (53 adet ¢ig siit, 50 adet pastorize siit ve 50 adet
UHT siit) ve 106 adet peynir 6rnegini analiz etmislerdir. Toplam 259 siit ve peynir 6rneginin
26 adedinden (%10,04) B. cereus izole edilmistir. Cig ve pastorize siitte B. cereus diizeyi 10!

-10° kob/mL araliginda, peynirde ise 10" -10° kob/g araliginda saptadigini bildirmektedirler.

Hefny ve ark. (2020) yapmis olduklar1 calismada 100 adet siit ve siit tiriinii (30 adet
¢ig siit, 40 adet karish peyniri ve 30 adet dondurma) incelenmistir. 30 adet c¢ig siit
orneklerinin 12 adedinde (%40), 40 adet karish peynirinin 16 adedinde (%40) ve 30 adet
dondurmanin 6 adedinde (%20) B. cereus izole edilmistir. Chang ve ark. (2021) yapmis
olduklar1 ¢alismada, Cin'in giineybatisindaki 3 bdlgeden toplamda 150 ¢ig manda siitii
ornegi ve 300 pastdrize manda siitli 6rnegi toplanmistir. Toplanan 450 adet 6rnegin 96

adedinde B. cereus susu izole edilmistir. Ayni sekilde 150 ¢ig manda siitliniin 50 adedinde
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(%33,33) ve 300 pastdrize manda siitiiniin 46 adedinde (%15,3) B. cereus saptadiklarini
bildirmektedirler.

Can ve Sar1 (2023), Malatya ilinden toplamis olduklar1 75 adet peynir 6rneginin 55
adedinde (%73,3) B. cereus’u izole ettiklerini bildirmektedirler. Elgushi ve ark. (2023)
Misir'in El-Gharbia bolgesinde yapmis olduklari ¢aligmada, toplanan 180 siit ve siit lirlinii
orneginde (60 adet ¢ig siit, 60 adet siit tozu ve 60 adet Ras peyniri) enterotoksijenik B. cereus
prevalansi degerlendirilmistir. Cig siitlerden sadece 1 adedinde (%1,66), siit tozunun 15
adedinde (%24,99) ve son olarak Ras peynirinin 3 adedinde (%4,99) B. cereus izole

ettiklerini bildirmektedirler.

2.5.3. Diger Gidalar

Bacillus cereus et ve et lirlinleri, siit ve siit tiriinleri disinda tiiketime hazir gidalarda,

bebek mamalarinda ve baharat 6rneklerinde de saptandigi bilinmektedir.

Ankara ilinde yapilan bir ¢alismada, tiilketime sunulan 50 adet ¢ig kofte 6rneginin 22
adedinden B. cereus izole edilmis ve bu pozitif 6rneklerin ise 14’niin (%63,63) enterotoksin

olusturdugu bildirilmistir (Pehlivanlar, 2003).

Ulkemizde yapilan bir diger arastirmada ise, farkli firmalardan toplanan 55 adet
bebek mamasi 6rnedi ile 25 adet bebek beslemede kullanilan tahil bazli {iriiniin, 50 adedinde

(%62,5) B. cereus izole edilmistir (Urhan, 2022).

Cufaoglu ve Ayaz (2022), arastirmada farkli siipermarketlerden toplanan toplamda
203 paketlenmis ve paketlenmemis baharat 6rneginde B. cereus varligi iizerine yapilan
arastirmada, 99 adet paketlenmis baharat orneklerinin 29 adedinde (%29,29), 104 adet
paketlenmemis baharat orneklerinin ise 35 adedinde (%33,65) B. cereus izole edilmistir.
Ciirek ve ark. (2023), 70 adet baharat 6rnegi (50 ambalajsiz ve 20 ambalajli baharat) B.
cereus bakimimdan degerlendirilmis. 50 adet ambalajsiz baharat 6rneklerinin 22 adedinde

(%44), 20 adet ambalajli baharat 6rneklerinin ise 5 adedinde (%25) B. cereus izole edilmistir.

[ran’in Isfahan kentinde yapilmis olan bir ¢alismada, toplamda 200 farkli bebek
mamast ornegi Bacillus cereus ve enterotoksin genlerinin varligi bakimindan arastirilmigtir.

200 adet bebek mamasi 6rneginin 84 adedinden (%42) B. cereus izole edilmis ve ortalama
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mikroorganizma diizeyi ise ortalama 10' kob/g diizeyinde saptandigi bildirilmektedir

(Rahimi ve ark. 2013).

Chen ve ark. (2022), Cin'de tiikketime hazir 1071 adet piring 6rneginin 91 adedinde
(%8,5) B. cereus izole edildigini bildirmektedirler.

Sulaimani sehrinde 60 adet ¢ig piring, 40 adet pismis piring 6rnegi incelenmistir. Cig
piring Orneklerinin 24 adedinde (%60), pismis piring 6rneklerinin ise 5 adedinde (%8,3);
toplamda 29 adet piring 6rneginde B. cereus izole edilmistir. Cig piring orneklerinde B.
cereus yogunlugu 10* kob/g diizeyinde iken, pismis pirincte 10° kob/g diizeyinde tespit
edilmistir (Sidiq ve Arif, 2023).

2.6. Ulkemizdeki Mevcut Yasal Mevzuat

Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligine gore, farkli gidalardaki

B. cereus ile ilgili yasal diizenleme Cizelge 2.5’de verilmistir.

Cizelge 2. 5. Bacillus cereus ile ilgili yasal diizenleme (TGK, 2011)

Gida N C M M

Baharat, bitki ve/veya bunlarin karigimlari (toz, macun 5 2 103 10*

formlari, karisimlar1 vb.)

Tiiketime hazir (pisirilmis) her tiirlii et ve sebze yemegi 5 2 102 103
vb.
Tiiketime hazir (pisirilmis) her tiirlii unlu mamul 5 2 10? 10°

(makarna, her tiirlii borek, lahmacun, pide, pizza, manti

vb.)
Tiiketime hazir olmayan gidalar 5 2 10° 10
Bebek formiilleri ve devam formiilleri (6zel tibbi amagl 5 2 5x10! 5x10?
diyet gidalar dahil)
Bebek ve kiiglik cocuk ek gidalari (6zel tibbi amagh diyet 5 2 102 10°
gidalar dahil)
Kurutulmus bebek formiilleri (6zel tibbi amagh diyet 5 1 5x10! 5x10?
gidalar dahil)

n: Numune sayist c¢: m ile M limiti arasinda degere sahip olmasina izin verilen numune sayisi, kob: Koloni
olusturan birim (kat1 besiyerinde)
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2.7. Kontrol ve Onlem

Uygun olmayan muhafaza ve sanitasyon kosullar1 ve kontamine alet-ekipman
Bacillus cereus’un gida ile iligkili hastaliklara yol agan baslica faktorler arasindadir (Bhunia,
2018). Bacillus cereus’un spor hiicreleri 1s1ya oldukg¢a dayanikli olup, yeterli derecelerde
1sitma islemleri ile B. cereus'un vejetatif hiicreleri de dahil olmak iizere, gida kaynakli
patojenlerin bircogu yikimlanmakta, ancak spor hiicrelerini yikimlayamamaktadir
(Schneider ve ark. 2005). Bacillus cereus ile iligkilendirilen gida zehirlenmesi risklerini
azaltmak veya Onlemek ic¢in uluslararasi standartlarda belirtilen isletim prosediirleri

uygulanmalidir.

Uluslararasi bu isletim prosediir onerileri Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH), Ulusal
Alerji ve Bulasic1 Hastaliklar Enstitiisii (NIAID) ve Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA)
olas1 riskleri azaltmak i¢in, birtakim onerilerde bulunmustur (Schneider ve ark. 2017,

Mohammadi ve ark. 2022). Bu onerilere gore;

e (idalarin basing altinda >60°C buharda pisirilmesi, kizartma, kavurma ve 1zgara
yontemleri ile pisirilmesi sonucu B. cereus’un vejetatif hiicreleri ve sporlari
yikimlanabilir.

e Emetik toksininin varligmmi engellemek i¢in gidalar en az 121°C’de 80 dakika
1sitilmalidir.

e (idalann sitildiktan hemen sonra hizli bir sekilde sogutulmasi, spor hiicrelerinin
germine olmasini 6nleyebilmektedir.

e Genel olarak, spor hiicrelerinin germine olmasini engellemek icin 1s1l islem gérmiis
gidalar 57°C’de, soguk gidalar 5°C'nin altinda tutulmalidir.

e Uretim sonrasi tiiketilmeyen gidalar ise <5°C sogutulmali veya buzdolabi

sicakliginda saklanmalidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gereg

Arastirmada, giinlik hayatta her yas grubu birey tarafindan tiiketilen farkli
firmalardan temin edilmis 63 adet siit (20 adet inek, 2 adet koyun ve 1 adet manda ¢ig siitii,
20 adet pastorize siit, 20 adet UHT siit) ve 60 adet siitlii tatl1 (20 adet siitlag, 20 adet kazandibi

ve 20 adet puding) olmak iizere, toplam 123 adet 6rnek materyal olarak kullanildi.

Ornekler, Ocak-Subat-Mart 2024 tarihlerinde Ankara ilindeki farkli siipermarket,
pastane ve lokantalardan aseptik kosullarda temin edilerek Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali laboratuvarlarinda analiz edildi. Siit ve
siitlii tath oOrneklerinin ambalaj kontrolleri yapilarak, {iriiniin cinsi, iiretim tarihi, son

kullanma tarihi, parti numarasi ile markas: kaydedildi.

3.1.1. Analizlerde Kullanilan Besiyerleri ve Diger Kimyasal Maddeler

Arastirmada, B. cereus’un izolasyonunda 6n zenginlestirme asamasinda Tryptone
Soy Broth (Oxoid, CM0129B), suplement olarak 10 mg/ml konsantrasyonda Polimiksin B
(Sigma, P-1004, USA) kullanildi. Kat1 besiyeri olarak ise Brilliance Bacillus cereus Agar
Base (Oxoid, CM1036) ve selektivite icin, Brilliance Bacillus cereus selektif suplement
(Polimiksin B 53,000 [U+ Trimetoprim 5 mg, Oxoid, SR0230E) ile Compass Bacillus cereus
Agar Base (Biokar, BK189HA) kullanildi.

Elde edilen B. cereus siipheli izolatlarin ileri ki molekiiler analizlerde
kullanabilmeleri amaciyla, Brain Hearth Infusion Broth (Oxoid, CM1135) ve dogrulanan
izolatlarin -20 °C’de stoklanmasi i¢in %]15°lik konsantrasyonda Gliserinli-Brain Hearth
Infusion Broth hazirlanarak kullanildi. Ticari firmanin 6nerdigi dogrultuda kullanilan tiim
kat1 ve sivi besiyerleri hazirland1 ve otoklavda 121 °C’de 15 dakika 1 atmosfer basingta
sterilize edilerek kullanildi. Sterilizasyon islemini takiben 50 °C’ye sogutulan besiyerleri

igerisine selektif suplement ilave edildi.
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3.1.2. Molekiiler Analizlerde Kullanilan Malzemeler

Primerler

Siit ve siitlii tathilarda B. cereus varligini saptamak amaciyla yapilan arastirmada, kati
besiyerinde iireyen B. cereus sipheli izolatlar Wang ve ark. (1997) tarafindan Onerilen
hemolizin gen primer dizilimi (F1; CTGTAGCGAATCGTACGTATC ve RI;
TACTGCTCCAGCCACATTAC-185 bp) kullanilarak hemolizin geni bakimindan
dogrulandi. Takiben B. cereus olarak dogrulanan izolatlarda 4 geni hedef alan (hbl, nhe, cytK,
ces) multipleks PCR teknigi uygulandi. Bu amagla, Ehling-Schulz ve ark. (2005a) tarafindan
Onerilen emetik forma yol acan toksin gen (ces) (F2; GGTGACACATTATCATATAAGGTG
ve R2; GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA - 1271 bp) ile Ehling-Schulz ve ark.
(2006) tarafindan Onerilen diyarel forma yol agan toksin genlerin (hbl, nhe, cytK) hbl (F3;
GTAAATTAIGATGAICAATTTC ve R3; AGAATAGGCATTCATAGATT- 1091 bp); nhe
(F4; AAGCIGCTCTTCGIATTC ve R4; ITIGTTGAAATAAGCTGTGG- 766 bp); cytK (F5;
ACAGATATCGGICAAAATGC ve R5; CAAGTIACTTGACCIGTTGC- 421 bp) primer
ciftleri kullanildi. Bu siralanan primer ¢iftlerinin son konsantrasyonu, 10 pmol/ul olarak

PCR miksinde kullanilda.

Taq DNA Polymerase 2X Master Miks (1.5 mM MgCl: final concentration-
Amphqon, A140399)

Molekiiler analizlerde kullanilan ticari hazir master miks toplam 50 pl’lik hacimde

amplifikasyon siirecinde kullanildi.

6X Jel Yiikleme Soliisyonu (Thermo Scientific, R0611)

Amplikonlarin boyanmasi1 amaciyla agaroz jel elektroforezde, 6X Jel yiikleme
cozeltisi kullanildi. 6X konsantrasyondaki stok jel yiikleme ¢ozeltisinden steril bir ependorf
tiipti icerisine 10 ul konuldu ve iizerine 50 pl steril distile su eklendi. Bu sekilde 1X

konsantrasyonda jel yiikleme ¢ozeltisi elde edildi.
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Thermo Scientific 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, SM0321)

500 pl’lik hacimde olan DNA Ladder jele yiiklemeye uygun olarak kullanildi.

10X TAE Elektroforez Tampon Soliisyonu (ThermoScientific, 00204780)

Tampon sollisyonu, agaroz jel hazirlama ve agaroz jel elektroforezi yapilma
stirecinde kullanildi. 10X konsantrasyonda temin edilen stok TAE soliisyonundan 100 ml
aliarak, distile su ile 1 litreye tamamlandi ve bu sekilde 1X TAE calisma ¢ozeltisi elde

edildi.

Agarose (Bioshop, AGA001.100)

Hassas terazi kullanilarak 1,5 gram agaroz erlenmeyen icerisinde tartildi ve iizerine
100 ml 1X TAE ilave edilerek, mikrodalga firinda ¢o6zdiiriilmesiyle %1,5’lik
konsantrasyonda agaroz jel hazirlandi. C6zlinen agaroz 50-60 °C’ye sogutularak, igerisine 5

ul niikleik asit boyas1 (Safeview Classic, Abm, G108) eklendi.

Proteinaz K (Vivantis, GF-BA-050)

Proteinaz K son konsantrasyonu 20 mg/ml olacak sekilde, DNA ekstraksiyonunda

kullanildi.

Lizozim (Sigma-Aldrich, L2879-5G, USA)

Liyofilize lizozim konsantrasyonu 50 mg/ml olacak sekilde, DNA ekstraksiyonunda

kullanildi.

Niikleik Asit Ekstraksiyon Kiti (Vivantis, GF-BA-050)

DNA ekstraksiyonunda hazir ticari kit kullanildi.

22



Pozitif Kontrol

Halk Sagligi Genel Midiirligli, Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu Laboratuvarindan

temin edilen Bacillus cereus susu pozitif kontrol olarak kullanildi.

3.2. Yontem

Farkli siipermarket, pastane ve lokantalardan temin edilen siit ve siitli tatli 6rnekleri
(¢ig siit, pastorize siit, UHT siit, siitlag, puding, kazandibi) soguk zincir altinda laboratuvara
ulastirildi. Laboratuvara gelen 6rneklerde ilk olarak klasik kiiltiir teknigi ile B. cereus

izolasyonu gerceklestirildi (Tallent ve ark. 2012).

Elde edilen B. cereus siipheli izolatlar hemolizin geni hedef alinarak B. cereus
yoniinden PCR yontemi ile dogrulandi (Wang ve ark. 1997). PCR yontemi ile dogrulanan

B. cereus izolatlarinin diyarel ve emetik toksin genleri (cytK, nhe, hbl, ces) arastirildi.

3.2.1. Bacillus cereus’un izolasyon ve Identifikasyon Asamalari

3.2.1.1. On Zenginlestirme Asamasi

Analiz edilecek orneklerden aseptik kosullarda steril polietilen posetlere 10’ar gram
veya 10’ar mililitre tartildi. Steril polietilen posetlerin icerisindeki drneklerin iizerine steril
polimiksin B iceren Tryptic Soy Broth’dan 90 ml eklenerek, 6rnekler stomacher’de
(Interscience, France) 2 dk siire ile homojenize edildi ve 30 °C’de aerob kosulda 24 saat

inkiibasyona birakild.

3.2.1.2. Kati Besiyerine Ekim Asamasi

On zenginlestirme islemi sonucunda, steril polietilen poset icerisindeki &rneklerden
aseptik kosullarda bir 6ze dolusu alinarak, Brilliance Bacillus cereus agar ve Compass
Bacillus cereus agara ¢izme plak yontemi ile ekim yapildi. Ekim yapilan petriler 24-48 saat,
30 °C’de aerob kosullarda inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun sonunda, plaklarda turkuaz
yesili pigmentasyon olusturan koloniler B. cereus siipheli olarak degerlendirildi. Siipheli

Bacillus cereus kolonilerinin kat1 agardaki goriinimii sekil 3.1° de verilmistir.
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Sekil 3. 1. Siipheli B. cereus kolonilerinin kat1 agardaki goriiniimi.

3.2.2. Molekiiler Analizler

3.2.2.1. DNA Ekstraksiyon Asamasi

Kati agardan alinan silipheli B. cereus kolonileri, icerisinde 3-4 ml Brain Hearth
Infusion Broth bulunan tiiplerde siispanse edilerek, broth kiiltiirii 18-24 saat, 37 °C’de aerob
kosullarda inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda, her bir kiiltiirden aseptik kosullarda 1’er
ml alind1 ve steril ependorf tiiplerine aktarildi. Ekstraksiyon protokolii kit i¢erisinde yer alan

prosediire gore uygulandi.

3.2.2.2. lizolatlarmm PCR Yontemi ile Dogrulanmasi

Bacillus cereus yonilinden siipheli kolonilerin dogrulanmasi amaciyla PCR teknigi
uygulandi. Bu amagla Wang ve ark. (1997) tarafindan onerilen hemolizin geni primer ¢iftleri
ve amplifikasyon kosullar1 kullanildi. Ticari hazir master miksin 6nerdigi protokole gore
PCR karigim igerigi hazirlandi. Calismada kullanilan PCR karisiminin igerigi Cizelge
3.1.”de detayl bir sekilde belirtilmistir.
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Cizelge 3. 1. Calismada kullanilan PCR karisiminin igerigi

PCR Karisimi Miktar

Hazir Master Miks (Ampliqon, A140399) 25 ul
Hemolizin geni BC-1 1 pl
Hemolizin geni BC-2 1 pl

PCR Water 20 ul
DNA 3ul

Toplam 50 pl

PCR karigimi hazirlama isleminden sonra, hazirlanan 6rnekler Thermal Cycler’da
(Techne Prime, UK) amplifikasyon islemine tabi tutuldu. Wang ve ark. (1997) tarafindan
Onerilen DNA amplifikasyon kosullari uygulandi ancak primer baglanma sicakligi modifiye
edilerek 51,5 °C olarak ¢aligmada kullanildi. Kullanilan gen primer ¢ifti ve amplifikasyon

kosullar1 Cizelge 3.2” de detayli sekilde belirtilmistir.

Cizelge 3. 2. Hedeflenen gen ve amplifikasyon kosullari (Wang ve ark. 1997)

Hedeflenen Gen Amplikon Amplifikasyon Kosullar
Biiyiikliigii (bp)

94 °C’de 15 sn™
94 °C’de 3 sn™
Hemolizin 185 bp 51,5°C’de 10 sn™*
74 °C’de 35 sn™*
74 °C’de 2 dk™

*: Siklus

3.2.2.3. Elektroforez Asamasi

1X TAE igeren tanktaki jel {izerine her bir 6rnege ait amplikondan yaklagik 5-6 pl
kadar alinarak, agaroz jeldeki kuyucuklara yerlestirildi. DNA ornekleri ile jele pozitif
kontrol, negatif kontrol ve DNA ladder (5 pl) yiiklenerek 120 voltta 50 dakika siireyle
elektroforez (Biometra, Power Pack P25) islemi uygulandi. Siire bitiminde DNA ladder,
pozitif, negatif kontrol ve DNA bantlar1 UV transilluminatérde (UVP, USA) incelenerek,

185 bp’de bant veren amplikonlar B. cereus olarak dogrulandi.
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3.2.2.4. Bacillus cereus Izolatlarinda Toksin Genlerinin Varhginin Arastiriimasi

Arastirmada B. cereus olarak dogrulanan izolatlarda emetik toksin geni (ces) ve
diyarel toksin genlerinin (nhe, hbl, cytK) varligi multipleks PCR teknigi ile saptandi. Ticari
hazir master miksin Onerdigi protokole goére PCR karisim igerigi hazirlandi. Calismada

kullanilan PCR karigiminin igerigi Cizelge 3.3.” de detayli bir sekilde belirtilmistir.

Cizelge 3. 3.Calismada kullanilan PCR karisiminin icerigi

PCR Karisim Miktar

Hazir Master Miks (Ampliqon, A140399) 25 ul
10 pmol/ul konsantrasyonda ces-F 1 ul
10 pmol/ul konsantrasyonda ces-R 1 pul
10 pmol/pul konsantrasyonda hbl-F S5ul
10 pmol/ul konsantrasyonda #bl-R Sul
10 pmol/pul konsantrasyonda cytK-F 2 ul
10 pmol/pl konsantrasyonda cytK-R 2 ul

10 pmol/pul konsantrasyonda nhe-F 1.5 ul

10 pmol/pl konsantrasyonda nhe-R 1.5 pul
PCR Water 3ul

DNA 3ul

Toplam 50 pl

Ehling-Schulz ve ark. (2005a) ve Ehling-Schulz ve ark. (2006) tarafindan onerilen
DNA amplifikasyon kosullar1 Cizelge 3.4.’de detayli sekilde belirtilmistir.
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Cizelge 3. 4. Hedeflenen genler ve amplifikasyon kosullari (EAling-Schulz ve ark. 2005a, Ehling-Schulz ve

ark. 2006)
Hedeflenen | Amplikon Biiyiikliigii Amplifikasyon Kosullar:
Gen (bp)
94°C’de 15 dk™!
95°C’de 30 sn™
hvl 1091 bp 49°C*de 30 sn™
72 °C’de 1 dk™°
72 °C’de 2 dk™°
nhe 766 bp
cytK 421 bp
ces 1271 bp
*: Siklus

Amplifikasyon islemini takiben, elde edilen amplikonlar, hazirlanan agaroz jele

yiiklendi ve 120 voltta 1 saat elektroforez (Biometra, Power Pack P25) islemi uygulandi.

Siire bitiminde, her bir toksin geni i¢in spesifik olan bantlar, UV transilluminatorde incelenip

degerlendirildi.

3.2.3. Istatistiksel Degerlendirme

Arastirma sonucu elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde

yiizdelik hesaplamalar yapildi.
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4. BULGULAR

Analiz edilen 123 adet siit ve siitli tath 6rneginin 44 adedinde (% 35,77) B. cereus
izole edilmistir. Analiz bulgular {iriine 6zgii detaylandirildiginda, analize alinan toplam 63
adet siit 0rneginin 24 adedinde (%38,10) ve 60 adet siitlii tatli 6rneginin ise 20 adedinde B.
cereus (%33,33) izole edildi. Siit ve siitlii tatli 6rneklerinde B. cereus varligi cizelge 4.1., 4.2
ve 4.3’te detayll sekilde belirtilmistir. Calismada elde edilen Bacillus cereus suslarinin

agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.1. de gosterilmistir.

Cizelge 4. 1. Siit 6rneklerinde B. cereus varligi

Ornek Numune Sayisi Pozitif Ornek Yiizde (%)
Sayisi
Cig Siit 23 14 60,87
Pastorize Siit 20 8 40
UHT Siit 20 2 10
Toplam 63 24 38,10
Cizelge 4. 2. Siitlii tath 6rneklerinde B. cereus varligi
Ornek Numune Sayisi Pozitif Ornek Sayist Yiizde (%)
Siitlac 20 9 45
Kazandibi 20 8 40
Puding 20 3 15
Toplam 60 20 33,33
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Cizelge 4. 3. Siit ve siitlii tatlilarda B. cereus yiizdeleri

Siit ve Siitlii Tathlarda B. cereus Yiizdeleri
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Sekil 4. 1. Elde edilen Bacillus cereus suslarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii [L; DNA ladder (100 bp),
NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, A-I: Bacillus cereus olarak dogrulanan izolatlar (185 bp)].

Elde edilen B. cereus suslarinin toksin genlerinin dagilimi ¢izelge 4.4.” de detayl

sekilde belirtilmistir. Izolatlarin en fazla nhe genine sahip oldugu bulundu. Bunu sirasiyla

cytK ve hbl genleri izlemistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4. 4. Elde edilen B. cereus suslarinin toksin genlerinin dagilinm

Ornek Diyarel Form Emetik Form
Toksin Genleri Toksin Geni
nhe hbl cytK ces
Siit 17 10 14 TE
Siitlii Tathlar 10 4 7 TE
Toplam 27 14 21 TE

TE: Tespit edilmedi

Bacillus cereus olarak dogrulanan 44 izolatin 16 tanesinde (%36,36) diyarel ve
emetik toksin genleri (cytK, nhe, hbl, ces) saptanamadi. Calismada 44 izolatin 28 tanesinde
(%63,63) bir veya daha fazla enterotoksin geni tespit edildi ancak izolatlarin higbirinde ces
geni saptanamadi. izolat bazinda toksin genlerinin dagilimi incelendiginde elde edilen 28
izolatin 9’unda (%32,14) enterotoksin kodlayan genlerin (cytK, nhe, hbl) timii bulundu.
Izolatlarin 3’niin (%10,71) sadece nhe geni, 1 tanesinin (%3,57) cytK ve hbl genleri, 11
tanesinin (%39,28) cytK ve nhe genleri, 4 tanesinin (%14,28) nhe ve hbl genlerine sahip
oldugu belirlendi (Cizelge 4.5) Elde edilen bazi izolatlarda toksin genlerinin varligr Sekil
4.2 ve Sekil 4.3 de detayl bir sekilde gdsterilmistir.

Cizelge 4. 5. Izolat bazinda toksin genlerinin dagilimi

Izolat numarasi (6rnek) Toksin genleri

cytK nhe hbl ces

1 (Koyun ¢ig siit) - + + -

2 (Koyun ¢ig siit) + + + -

6 (Cig siit) + + + -

10 (Cig siit) - - - -

12 (UHT siit) - - - -

19 (Pastorize siit) + + - -

20 (Pastorize siit) + + + -

26 (Pastdrize siit) + + - -

29 (Puding) + + - -

30 (Kazandibi) + + - -

37 (Siitlag) + + + -
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Cizelge 4.5. izolat bazinda toksin genlerinin dagilimi (devam).

izolat numarasi (6rnek)

Toksin genleri

nhe

hbl

ces

41 (UHT siit)

42 (Cig siit)

44 (Pastdrize siit)

47 (Siitlag)

48 (Siitlag)

49 (Puding)

50 (Stitlag)

52 (Puding)

53 (Cig siit)

54 (Cig siit)

55 (Cig siit)

56 (Cig siit)

58 (Cig siit)

59 (Cig siit)

60 (Cig siit)

62 (Cig siit)

63 (Cig siit)

68 (Kazandibi)

69 (Siitlag)

70 (Sttlag)

91 (Pastorize siit)

97 (Pastorize siit)

98 (Pastorize siit)

110 (Stitlag)

111 (Siitlag)

112 (Kazandibi)

113 (Kazandibi)

114 (Pastdrize siit)

115 (Siitlag)

116 (Kazandibi)

117 (Kazandibi)

119 (Kazandibi)

121 (Kazandibi)
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1000 bp

L NK A B A C A C A D A

500 bp

Sekil 4. 2. Elde edilen bazi izolatlarda toksin genlerinin varlig1 [L; DNA ladder (100 bp), NK: Negatif
Kontrol, A: hicbir gen tespit edilemeyen izolatlar, B: nonspesifik bant, C: cytK ve nhe pozitif izolatlar (421
bp, 766 bp), D: cytK ve hbl pozitif izolatlar (421 bp, 1091 bp)].

1000 bp

500 bp

K

Sekil 4. 3. Elde edilen baz1 izolatlarda toksin genlerinin varlig: [L; DNA ladder (100 bp), A: cytK ve nhe
pozitif izolatlar (421 bp, 766 bp), B: nonspesifik bant, C: cytK, nhe ve hbl pozitif izolatlar (421 bp, 766 bp,
1091 bp), D: higbir gen tespit edilemeyen izolatlar, E: hbl ve nhe pozitif izolatlar (766 bp, 1091 bp)].
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5. TARTISMA

Calisma kapsaminda incelenen toplam 123 adet siit ve siitlii tath 6rneginin (¢ig siit,
pastorize siit, UHT siit, siitlag, kazandibi ve puding) 44 adedinde (% 35,77) B. cereus izole
edilmistir. Siit 6rnekleri i¢in analiz bulgulari {iriine 6zgii detaylandirildiginda, 23 adet ¢ig siit
orneginin 14 adedinde (%60,87), 20 adet pastorize siit orneginin 8 adedinde (%40), 20 adet
UHT siit 6rneginin 2 adedinde (%10) B. cereus saptanmistir. Siitlii tath 6rnekleri i¢in analiz
bulgulart iiriine 6zgii detaylandirildiginda, 20 adet siitlag 6rneginin 9 adedinde (%45), 20
adet kazandibi 6rneginin 8 adedinde (%40) ve 20 adet puding 6rneginin 3 adedinde (%15)
B. cereus saptanmistir. Calismada toksin genlerin saptanmasi i¢in yapilan multipleks PCR
sonucunda toplam 28 izolatta enterotoksin geni tespit edildi ve izolatlarda diyarel forma yol

acan genler (nhe, hbl, cytK) saptanirken, emetik forma yol agan ces geni saptanamamistir.

Ahmed ve ark. (1983), tarafindan yapilan ¢alismada, toplamda 200 adet siit (100 adet
¢ig siit, 100 adet pastorize siit) B. cereus yoniinden incelenmistir. 100 adet ¢ig siit 6rneginin
9 adedinde (%9), 100 adet pastorize siit 6rneginin 35 adedinde (%35) B. cereus izole
edilmistir. Hassan ve ark. (2010), tarafindan yapilan ¢alismada, 50 adet ¢ig siit 6rnegi B.
cereus yoniinden incelenmis ve 15 adedinde (%30) B. cereus izole edilmistir. Gao ve ark.
(2018) tarafindan yapilan ¢alismada 258 adet pastorize siit 6rne8i B. cereus yOniinden
incelenmis ve 70 adedinde (%27) B. cereus izole edilmistir. Can ve ark. (2022) tarafindan
yapilan ¢alismada, 35 adet ¢ig siit 6rnegi B. cereus yoniinden incelenmis ve 12 adedinde

(%34,2) B. cereus izole edilmistir.

Arastirmacilarin (Ahmed ve ark. 1983, Hassan ve ark. 2010, Gao ve ark. 2018, Can
ve ark. 2022) ¢aligma bulgulari, yapilan bu ¢alisma ile karsilastirildiginda ¢ig ve pastorize
stit orneklerinde Bacillus cereus ylizdesi daha diisiik oranlarda saptanmaistir. Siit 6rneklerinde
Bacillus cereus diizeyinin daha diisiik oranlarda saptanmasi isletmelerde i1yi hijyen
uygulamalarinin (GHP) daha diizenli bir sekilde yiiriitiilmesi, uygun pastorizasyon ve

muhafaza kosullarinin saglanmasina baglanabilir.
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Chitov ve ark. (2008), tarafindan yapilan calismada, 18 adet pastorize siit 6rnegi B.
cereus yoniinden incelenmis ve pastdrize siit orneklerinin tiimiinden B. cereus izole
edilmistir. Gundogan ve Avci (2014), tarafindan yapilan ¢alismada Ankara ilindeki ti¢ farkli
siit isletmesinden alinan 50 adet ¢ig siit 0rneginin 45 adedinde (%90) Bacillus cereus izole
edilmistir. Kumari ve Sarkar (2014), tarafindan yapilan ¢alismada 55 adet pastorize siit
O0rnegi B. cereus yoniinden incelenmis ve pastorize siit drneklerinin tiimiinde (%100) B.

cereus izole edilmistir.

Arastirmacilarin (Chitov ve ark. 2008, Giindogan ve Avci 2014, Kumari ve Sarkar
2014), yapmis olduklar1 bu ¢alisma bulgulari, yapilan bu calismanin bulgulart ile
karsilastirildiginda daha yiiksek oranda B. cereus izole edildigi saptanmistir. Bu durum,
mikroorganizmanin ¢ig siite toprak, hava, su, inek digkisi veya sagim ekipmanlarindan
bulasabilmesi, siit tesislerindeki hijyenik kosullarinin yetersiz olmasi, baslangig
mikroorganizma yiikiiniin yiiksek olmasi, pastorizasyon islemi siirecinde (1s1-zaman
parametresinde) yasanan teknolojik sorunlar veya pastorizasyon iglemi sonrasi
yasanabilecek kontaminasyon ve uygun olmayan muhafaza kosullarina baglanabilir. Ayrica
arastirmacilarin (Glindogan ve Avci 2014, Kumari ve Sarkar 2014) analiz ettigi 6rnek sayisi
yapilan bu calismada analiz edilen 6rnek sayisindan fazla olmasi, siit 6rneklerinde B.

cereus’un saptanma yiizdesinin daha yiiksek oranda tespit edilmesi ile iliskilendirilebilir.

Radmehr ve ark. (2020) tarafindan Agustos 2016-Subat 2018 yillar1 arasinda
Avustralya’da yapilan ¢caligmada toplam 97 6rnegin (60 adet ¢ig siit ve 37 adet pastdrize siit)
41 adedinden (%42,3) B. cereus izole edilmistir. 60 adet ¢ig siit 6rneginin 20 adedinde
(%33,3), 37 adet pastorize siit 6rneginin 21 adedinde (%56,8) B. cereus saptanmistir.
Aragtirmacilarin ¢aligmasindaki ¢ig siit 6rneklerinde izole edilen B. cereus yiizdesinin,
yapilan bu ¢alisma ile karsilastirildiginda daha diisiik oranlarda ¢ikmasi sagim kosullarinin
hijyenik olmasi ile iliskilendirilebilir. Pastdrize siit orneklerinde izole edilen B. cereus
yiizdesi yapilan bu calisma ile karsilagtirildiginda daha yiliksek oranda saptanmis ve bu
durum siit orneklerinin pastdrizasyon sonrasi depolama kosullarinin uygun olmamasi ve
bunun sonucu olusabilecek kontaminasyon, uygulanan 1s1 zaman parametresinin yetersiz

olmasi ve baslangi¢c mikroorganizma diizeyinin yiiksek olmasi ile iligkilendirilebilir.
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Salem ve ark. (2015), tarafindan yapilan ¢aligmada 20 adet pastorize siit ve 10 adet
UHT siit B. cereus yoniinden incelenmistir. Pastorize siit 6rneklerinin 8 adedinde (%40),
UHT siit 6rneklerinin 2 adedinde (%20) B. cereus izole edilmistir. Aragtirmacinin yapmis
oldugu calismada pastorize siitlerdeki B. cereus yiizdesi yapilan calisma ile benzerlik
gostermekte iken; UHT siitlerde saptanan B. cereus orant yapilan bu ¢alismayla nazaran daha
yiikksek oranda saptanmistir, bu durum calisma ile karsilastirildiginda UHT 1si1-zaman
parametresinin yetersiz olmasi ve siitiin baslangi¢ mikroorganizma yiikiiniin yliksek olmasi

ile aciklanabilir.

Vidal ve ark. (2015), tarafindan yapilan ¢alismada, 60 adet ¢ig siit 6rneginin 31
adedinde (%51,6), 60 adet pastorize siit drneginin 49 adedinde (%81,6) ve 180 adet UHT siit
orneginin 25 adedinde (%13,8) B. cereus izole edilmistir. Arastirmalarin ¢alismasinda
pastorize ve UHT siitlerde B. cereus ile kontamine olma yiizdeleri, yapilan bu ¢alisma ile
kiyaslandiginda daha yiiksek oranlarda saptanmisti. Bu durum g¢alisma ile
karsilagtirildiginda toplanilan numune sayisinin yapilan bu ¢aligmada toplanilan numune
sayisindan fazla olmasi, 1s1 islemi sonrast siit orneklerinin uygun olmayan kosullarda
paketlenmesi ve drneklerin rekontaminasyonu ile iligskilendirilebilir. Bacillus cereus’un ¢ig
siitler ile kontamine olma yiizdesi yapilan bu calismaya kiyasla daha diisiik saptanmasi ise
sagim hijyeninin iyi ve baglangic mikroorganizma yiikiinlin daha diisiikk olmas: ile
iliskilendirilebilir.

Yibar ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada 53 adet ¢ig siit, 50 adet pastorize
siit ve 50 adet UHT siit B. cereus yoniinden incelenmistir. Cig siit 6rneklerinden 2 adedinde
(%3,8), pastorize siit drneklerinden 13 adedinde (%26) B. cereus izole edilmistir. UHT
siitlerde B. cereus varligl saptanamamistir. Arastirmacilarinin yapmis oldugu bu ¢aligmada
siit orneklerinin B. cereus ile kontamine olma yiizdeleri, yapilan ¢alismadan daha diisiik
oranlarda tespit edilmistir. Cig ve pastdrize siitlerin liretiminde iyi hijyenik uygulamalar1
(GHP) ile uygun sanitasyon kosullarinin uygulanmasi siit drneklerinin B. cereus ile
kontamine olma diizeyini azalttigi disiiniilmektedir. UHT siit Ornekleri agisindan
incelendiginde, UHT siit 6rneklerinin hi¢birinde B. cereus saptanmamasi UHT islemi i¢in
uygun 1s1-zaman parametrelerinin kullanimi ve siitiin baslangic mikroorganizma yiikiiniin

diisiik olmasi ile iligkilendirilebilir.
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Osama ve ark. (2020) tarafindan yapilan calismada 25 adet market siitii ve 15 adet
UHT siit B. cereus yonilinden incelenmistir. Calisma sonucuna gore market siitlerinin
tamaminda, UHT siitlerinin sadece ise iki adedinde (%13,33) B. cereus izole edilmistir.
Aragtirmacilarinin yapmis oldugu bu ¢alismada siit 6rneklerinin B. cereus ile kontamine
olma yiizdeleri, yapilan ¢aligmadan daha yiiksek oranda saptanmistir. Bu durum, siit
isletmelerinde hijyenik kosullarin yetersiz olmasi, pastorizasyon ve UHT islemi sirasinda
yasanabilecek teknolojik sorunlar, siitiin baglangi¢ mikroorganizma ylikiiniin yiiksek olmasi

ve 1s1l islem sonrasi yaganabilecek kontaminasyonlara baglanabilir.

Bahout (2000), tarafindan yapilan ¢alismada 24 adet UHT siit B. cereus yOniinden
incelenmis ve 7 adedinde (%29,2) B. cereus izole edilmistir. Ali ve ark. (2013), tarafindan
yapilan ¢alismada 75 adet UHT siit 6rneginin 46 adedinde (%61,33) B. cereus saptanmustir.
Lesley ve ark. (2017), tarafindan yapilan ¢aligmada 20 adet UHT siit B. cereus yoniinden

incelenmis ve 6 adedinde (%30) B. cereus izole edilmistir.

UHT siitlerde B. cereus varlig1 {izerine c¢alisma yapan arastirmacilarin bulgular
yapilan bu calismanin bulgulan ile uyumluluk gdstermektedir. Arastirmacilarin (Bahout,
2000, Ali ve ark. 2013, Lesley ve ark. 2017) yapmis olduklar1 bu ¢alismada siit 6rneklerinin
B. cereus ile kontamine olma ylizdeleri, yapilan g¢alisjmadan daha yiiksek oranlarda
saptanmistir. Bu durum baslangi¢ kontaminasyon diizeyinin yliksek olmasi, yetersiz 1si-
zaman parametresi, siitlerin uygun olmayan depolama kosullarinda muhafaza edilmesi ve
iiretim tesislerinde uygulanan sanitasyon programlarinin yetersiz ve giincel olmamasi ile
iliskilendirilebilir.

Zhao ve ark. (2020), tarafindan yapilan ¢alismada 50 ¢ig siit, 100 pastorize siit, 150
UHT siit 6rnegi B. cereus yoniinden incelenmistir. Cig siit 6rneklerinin 13 adedinde (%26),
pastorize siit orneklerinin 12 adedinde (%12) ve UHT siit 6rneklerinin 12 adedinde (%8) B.
cereus izole edilmistir. Arastirmacilarin bulgulari, yapilan bu ¢aligma bulgularindan daha
diisiik oranlarda saptanmistir. Bu durum baslangi¢ mikroorganizma yiikiiniin diisiik olmas1

ve sanitasyon kosullarinin uygun olmasina baglanabilir.
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Agaoglu ve ark. (1999), Van’da tiikketime sunulan toplamda 20 adet siitla¢ ve puding
orneginin 5 adedinde B. cereus saptamustir. Uriin bazli degerlendirildiginde, 10 puding
orneginin 3 adedinde (%30), 10 siitlag 6rneginin 2 adedinde (%20), B. cereus izole edilmistir.
Aragtirmacinin bulgulari, yapilan ¢alisma ile kiyaslandiginda bulunma yiizdeleri agisindan
farklilik gostermektedir. Bu durum tirliniin muhafaza kosullar1 ve tatli yapiminda kullanilan

ham maddelerin hijyenik kalitesi ile iligkilendirilebilir.

Cadirct ve ark. (2013), tarafindan yapilan calismada, 12 tane kazandibi, 30 tane
puding ve 17 tane siitlag 6rnegi B. cereus yoniinden incelenmistir. 30 tane puding 6rneginin
2 tanesinde (%6,66), 17 tane siitla¢ 6rneginin 1 tanesinde (%5,88) B. cereus izole edilirken;
kazandibi 6rneklerinin hicbirinde B. cereus izole edilememistir. Arastirmacilarin bulgulari,
yapilan calisma ile karsilastirildiginda daha diisiik oranlarda saptanmistir. Bu durum,
isletmelerdeki GMP ve sanitasyon kosullarinin uygun olmasi, 1sil islem sonrasit uygun
muhafaza kosullarinda depolanip satisa sunulmasi ve iriinlerin taze tiiketimi ile
iliskilendirilebilir.

El-Zamkan ve Mubarak (2017) tarafindan yapilan ¢alismada Misir’da tiikketime
sunulan toplamda 30 adet siitlag 6rnegi B. cereus yoniinden incelenmistir. 30 adet siitlag

orneginin 23 adedinde (%76,7) B. cereus izole edilmistir.

Ahmed ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada toplamda 50 adet siitla¢ 6rnegi
B. cereus yoniinden incelenmistir. 50 adet siitlag 6rneginin 37 tanesinde (%74) B. cereus
izole edilmistir. Amin ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada toplamda 50 adet siitlac,
50 adet puding 6rnegi B. cereus yoniinden incelenmistir. Siitla¢ drneklerinin 31 adedinde
(%62), puding orneklerinin 22 adedinde (%44) B. cereus izole edilmistir. Morsy ve ark.
(2022) tarafindan yapilan c¢alismada 50 adet siitla¢ 6rnegi incelenmis ve Orneklerin 42

adedinde (%84) Bacillus cereus izole edilmistir.

Birden fazla arastirmaci (El-Zamkan ve Mubarak 2017; Ahmed ve ark. 2018; Amin
ve ark. 2018; Morsy ve ark. 2022) tarafindan yapilan calismalarda siitla¢ ve puding
orneklerinde B. cereus ile kontamine olma yiizdeleri, yapilan bu calismadaki 6rneklerin
ylizdesinden daha yiiksek oranda saptandigi belirtilmistir. Bu durum iiretim sirasinda
yetersiz 1s1 islemi, sanitasyon kosullari, uygun olmayan depolama ve sogutma kosullari
altinda muhafaza edilmesi ve satis yerlerindeki iirtinlerin raf dmrii kurallarina uyulmamasina

baglanabilir.

37



Homouda ve ark. (2024) tarafindan yapilan calismada 25 adet siitlag Ornegi

incelenmis ve orneklerin 8 adedinde (%32) Bacillus cereus izole edilmistir.

Agaoglu ve ark. (1999) ve Homouda ve ark. (2024) tarafindan yapilan ¢alismalarda,
stitlag orneklerinin B. cereus ile kontamine olma yiizdeleri, yapilan bu ¢aligmadaki siitlag
orneklerinin yiizdesinden daha diisiik oranda saptanmasi siitla¢ Orneklerinin muhafaza
kosullarinin daha uygun bi¢imde saglanmasi ve iiretiminden sonra kisa siire igerisinde

tikketilmesi ile iliskilendirilebilir.

Kazandibi iilkemize 6zgii geleneksel bir siitlii tatlidir. Yurtdisinda konu ile ilgili
herhangi bir g¢alismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle kazandibi tatlisina ait veriler

tilkemizdeki yapilan sinirli sayidaki ¢aligma ile karsilagtirilmigtir.

Arastirmacilarin (Gao ve ark. 2018; Zhao ve ark. 2020), toksin genlerinin
saptanilmasi i¢in yapmis olduklari multipleks PCR ¢alismalarina gore, diyarel forma yol
acan nhe, hbl, cytK genleri saptanirken, yapilan ¢aligmadan farkli olarak emetik forma yol

agan ces geni saptanmistir.

Arastirmacilarin (Chitov ve ark. 2008; El-Zamkan ve Mubarak 2017; Radmehr ve
ark. 2020), toksin genlerini saptamak i¢in yapmis olduklart multipleks PCR sonucuna gore,
diyarel forma yol acan nhe, hbl ve cytK genleri saptanirken; emetik forma yol agan ces
genine izolatlarda rastlanilmamistir. Yapilan bu caligma ile karsilagtirilldiginda diyarel ve

emetik forma yol acan toksin genlerinin varligi ile benzerlik géstermektedir.

Arastirmacilarin (Osama ve ark. 2020; Yibar ve ark. 2017), toksin genlerin
saptanmasi i¢in yapmis olduklar1 multipleks PCR sonucuna gore, bu ¢aligmaya benzer
sekilde nhe ve hbl genleri saptanirken; ¢aligmadan farkli olarak cytK geni saptanmamuistir.
Aragtirmacilarin (Cadirc1 ve ark. 2013), toksin genlerin saptanmasi i¢in yapilan multipleks
PCR sonucuna gore ise siitlag ve puding orneklerinden izole edilen suslarda nhe geni
saptanirken, calismadan farkli olarak cytK ve hbl genleri saptanamamustir. Can ve ark. (2022)
toksin genlerin varlig1 {lizerine yaptiklar1 arastirmada, ¢ig siit orneklerinden izole edilen
suglarin hi¢birinde diyarel ve emetik forma yol agan toksin genlerini (nhe, hbl, cytK, ces)

saptamadiklarini belirtmektedirler.
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Benzer sekilde, bir¢ok arastirmacinin (Chitov ve ark. 2008; Gao ve ark. 2018;
Radmehr ve ark. 2020) yapmis oldugu arastirma sonuglarmma gore siit ve siitlii tatl
orneklerinde B. cereus’ un diyarel formuna yol agan diger toksin genlerine nazaran nhe

geninin daha siklikla saptandigi belirlenmistir.
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6. SONUC

Calisma siit ve siitlii tatlilarda toksijenik Bacillus cereus varligina iliskin bir
degerlendirme sunmaktadir. Caligma sonucunda Ankara ilinde satiga sunulan 123 adet siit ve
stitlii tatli orneklerinde Bacillus cereus varligi sirasiyla %38,10 ve %33,33 saptanmustir.
Incelenen siit ve siitlii tath drneklerinde Bacillus cereus varhigmm yiiksek oldugu tespit
edilmis ve bu durum, isletmelerde iiretilen ¢ig siitiin hijyenik olmayan kosullarda iretim

stireci ve depolama kosullart ile iligkilendirilmektedir.

Bununla beraber, Bacillus cereus ile kontamine olan siit ve siit lrlinlerinin
tilketiminden kaynaklanan gida kaynakli hastaliklarin énlenmesi veya azaltilmasi igin 6n
kosul olarak ciftliklerde sagim hijyeni esasl uygulamalarin devamliligy, etkili pastorizasyon
islemi (1s1-zaman), iriinlerin uygun muhafaza kosullarinin saglanmasi ile isletmelerde
hizmet i¢i egitim programlarinin siirekliligi, olas1 kontaminasyonun risklerinin engellenmesi

acisindan oldukg¢a 6nem teskil etmektedir.

Bacillus cereus varhiginin goz ardi edilmemesi gerektigini ve mikroorganizmanin
varligini azaltici tedbirlerin alinmasi son derece dnemlidir. Tiim bu sebepler dogrultusunda
Bacillus cereus’u kontrol altina almak i¢in gida liretim zincirinin baglangicindan tiiketiciye
ulasana kadar gecen siirede gereken hijyen ve kontrol prosediirleri diizenli ve planli bir
sekilde uygulanmalidir. Bu amagla, siit iiretim isletmelerinde iyi iretim uygulamalar1 (GMP)
ve tehlike analizi ve kritik kontrol noktalar1 (HACCP) sisteminin kurulmasi ve siirekliligi
¢ig siitte baslangi¢ bakteri ylikiiniin diisiik olmasina olanak saglamaktadir. Benzer sekilde
ciftliklerde ve siit lretim isletmelerinde mikroorganizmanin biyofilm olusturabilme
yetenegini ortadan kaldirmaya yonelik CIP (Cleaning In Place-Yerinde Temizleme)
uygulamalar siit endiistisi i¢in oldukca biiylik 6nem arz etmektedir. Bu sekilde siit ve siit
tiriinlerinin kontrolii diizenli sekilde yapildiginda gelecekte Bacillus cereus kaynakl gida

zehirlenme olgularini azaltilmasi ve dnlenmesine de yardimci olabilecegi sonucuna varildi.
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