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OZET

Bu aragtirmanin amaci, Ankara’da bir siit isletmesinden, semt pazarlarindan ve ¢esitli
pastanelerden satin alinan toplam 100 adet ¢ig siit, peynir ve dondurma 6rneginden izole edilen 67
Bacillus spp. izolatimin slime, biyofilm, proteaz, lipaz, lesitinaz, jelatinaz, DNaz, hemoliz ve
siderofor aktivitesi, amino asit dekarboksilaz aktivitesi ve antibiyotik direngliligini incelemektir.
Calisgmada ayrica aymt gida Orneklerinden izole edilen 20 Escherichia coli izolatinin slime,
biyofilm, hemoliz, siderofor ve amino asit dekarboksilaz aktivitesi, antibiyotik direngliligi ve genis
spektrumlu beta laktamaz (GSBL) iiretimi incelenmistir. 67 Bacillus izolatinin 36’s1 (%53,7)
Bacillus subtilis, 12’si (%17,9) Bacillus cereus, 10’u (%14,9) Bacillus megaterium, 6’s1 (%9)
Bacillus licheniformis, 2’si (%3) Bacillus circulans, 1’i (%1,5) Bacillus brevis olarak
tamimlanmustir. Bacillus izolatlarinin %94,1’inde slime, %91’inde biyofilm olusumu, %79,1’inde
hemolitik aktivite, %79,1’inde DNaz aktivitesi, %79,1’inde lipaz iiretimi, %76,7’sinde jelatinaz
iiretimi, %62,7’sinde siderofor iiretimi, %61,2’sinde proteaz iiretimi, %41,8’inde lesitinaz iiretimi
saptanmustir. E. coli izolatlariin %100’{nin slime, %90’ min siderofor, %90’mnin biyofilm
olusumu ve %70’inin hemolitik aktivitesi pozitif olarak bulunmustur. Bacillus izolatlarinin amino
asit dekarboksilaz aktivitesine gore izolatlarin %100’ arjinin ve histidin pozitif, %98,5°1 tirozin,
%92,5°1 lizin, %92,5’1 ornitin pozitiftir. E. coli izolatlarinin dekarboksilaz aktivitesine gore %100’
lizin, ornitin ve tirozin, %65’i arjinin, %60°1 histidin pozitiftir. Bacillus ve E. coli izolatlarinin
antibiyotik direngliliklerinin saptanmasinda disk difiizyon yontemi kullanilmustir. E. coli’lerin
GSBL iiretimini belirlemek icin ¢ift disk sinerji testi uygulanmistir. Bacillus izolatlar1 (%79,2)
novobiyosin, (%71,6) ampisilin, (%70,1) basitrasin, (%67,2) penisilin, (%52,2) eritromisin,
(%16,4) tetrasiklin, (%11,9) vankomisin, (%7,5) kloramfenikol ve (%7,5) amikasin
antibiyotiklerine diren¢li bulunmustur. E.coli izolatlarinin 16’s1 (%80) GSBL pozitif bulunmustur.
E. coli izolatlart (%100) ampisilin, (%55) gentamisin, (%50) kloramfenikol, (%45) seftazidim,
(%40) aztreonam, (%40) tetrasiklin, (%30) amoksisilin-klavulanik asit, (%30) siprofloksasin,
(%30) amikasin, (%25) sefotaksim, (%15) seftriakson, (%15) ertapenem antibiyotiklerine direngli
bulunurken (%100) imipeneme duyarli olarak bulunmustur.
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ABSTRACT

The aim of the present study is to investigate the slime, biofilm, lipase, lechitinase, gelatinase,
DNase, hemolysin and siderophore production, amino acid decarboxylase activity and antibiotic
resistance of 67 Bacillus spp. isolates from 100 raw milk, cheese and ice cream samples purchased
from open bazaars, pastry shops and dairy plants in Ankara. The present study is also carried out to
identify slime, biofilm, hemolysin, siderophore and aminoacid decarboxylase properties, antibiotic
resistance and extended spectrum B-lactamase (ESBL) production of 20 Esherichia coli isolates
isolated from these samples. Of the 67 Bacillus isolates, 36 (53.7%) were identified as Bacillus
subtilis, 12 (17.9%) as Bacillus cereus,10 (14.9%) as Bacillus megaterium, 6 (9%) as Bacillus
licheniformis, 2 (3%) as Bacillus circulans, 1 (1.5%) as Bacillus brevis. A high proportion of
Bacillus isolates had slime formation (94.1%), biofilm formation (88.1%), hemolytic activity
(79.1%), DNase activity (79.1%), lipase production (79.1%), gelatinase production (76.7%),
siderophore production (62.7%), protease production (61.2%), lechitinase production (41.8%).
The frequency of positive slime formation, biofilm formation, siderophore production and
hemolysis for E. coli isolates were 100%, 90%, 70% respectively. Decarboxylase activity was quite
common for Bacillus isolates and 100% of the isolates could decarboxylate arginine and histidine.
The isolates also could decarboxylate tyrosine (98.5%), lysine (92.5%), ornithine (92.5%). The
ability to decarboxlate lysine, ornithine and tyrosine was present in all isolates of E. coli 100% and
65%, and 60% of the isolates also decarboxylate arginine and histidine respectively. Resistance to
antimicrobials was tested in all Bacillus and E. coli isolates by the disk diffusion method. The
double-disk synergy test was used to determine ESBL production in E. coli. Bacillus isolates were
found to be resistant to (79.2%) novobiosin, (71.6%) ampicillin, (70.1%) bacitracin, (67.2%)
penicillin, (52.2%) erythromycin, (16.4%) tetracycline, (11.9%) vancomycin, (7.5%)
chloramphenicol and (7.5%) amikacin. ESBL production was detected in 16 (80%) E. coli isolate.
The study also showed that E. coli isolates exhibit to (100%) ampicillin, (55%) gentamicin, (50%)
chloramphenicol, (45%) ceftazidime, (40%) aztreonam, (40%) tetracycline, (30%) amoxicillin-
clavulanic acid, (30%) ciprofloxacin, (30%) amikacin, (25%) cefotaxime, (15%) ceftriaxone,
(15%) ertapenem but sensitive to (100%) imipenem.
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde ¢ok &nemli yere sahip olan siit, hijyenik kosullarda iiretilmedigi,
saklanmadigi, islenmedigi, gerekli kontrollerinin yapilmadigi durumlarda insan sagligi
acisindan zararli olabilmektedir. Cig siit az sayida bakteri igerse bile sagimdan sonra
cevreden c¢esitli yollarla bulasan mikroorganizmalarin etkisiyle oldukc¢a kisa siirede
bozulur ve insanlarda hastaliklara yol agan bir¢ok patojenin potansiyel kaynagini olusturur.

Bu nedenle ¢ig siit insan gidasi olarak dogrudan tiiketime uygun degildir [1].

Cig siitlin kalitesini, sagimi yapilan hayvanin saglik durumundan son iiriine déniisiinceye
kadar gecen siirede etkileyen bir¢ok faktdr bulunmaktadir. Memeden bulagan mastitisin
disinda sagim aletleri, sagim yapan kisi, hava, sinek, su ve yem yoluyla siite
mikroorganizma kontaminasyonu olabilir. Bunun disinda siitiin nakli sirasinda ve {iretim
asamasinda bulagsmalar da meydana gelebilmektedir. Tiirkiye’de yiiksek kaliteye sahip ¢ig
stitler daha ¢ok i¢me siitlerine islenirken, peynir yapimi i¢in kullanilan ¢ig siit genellikle
diisiik kalitelidir. Diigtik kaliteli olarak nitelendirilen ¢ig siitlerin toplam bakteri sayisi
oldukca yiiksektir. Buna bagli olarak da uygulanan 1sil islem sonrasi siitte kalan
mikroorganizma sayisi ve tiirli de yiiksektir. Bu mikroorganizmalardan endospor olusturan

Bacillus’larin bazi tiirleri siitte canli kalabilmektedir [1].

Peynir hem igerdigi besin maddelerinin insan beslenmesindeki tartisilmaz énemi, hem de
ekonomik getirisi bakimindan siit endiistrisinin en ayricalikli Uriinlerinden biridir. Peynir
kalitesinde en Onemli faktorlerden bir tanesi, iiretimde kullanilan ¢ig siitiin mikrobiyal

yiikii dolayistyla mikroflorasidir [2].

Peynirin ham maddesi olan siit, insanlarin saglikli beslenebilmesi i¢in yararli bir kaynak
olmasinin yaninda pek ¢ok mikroorganizmanin gelismesine de olanak saglayan ¢ok iyi bir
besin ortamidir. Cesitli kaynaklardan siite bulasan mikroorganizmalar, siit i¢erisinde hizli
bir sekilde ¢ogalir ve bu mikroorganizmalar ¢ig siit veya yetersiz 1s1l islem uygulanmis
stitler kullanilarak iiretilen peynirlere de biiyiik ol¢iide gegmektedir. Bunun yaninda peynir
stitliniin mikroflorasini peynir yapimi asamalarindaki kontaminasyon da etkilemektedir [3-
5].
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Ozellikle geleneksel ve yoresel tip peynir {iretimi yapan isletmelerde temizlik ve hijyen
gerektigi sekilde yapilmadigindan, mikroorganizma bulagsma kaynagi oldukca fazladir.
Sagim, tasima ve depolama sirasinda hijyenik kosullara yeterince uyulmamasi sonucunda
siite birgok mikroorganizma bulasabilmektedir. Bu siitler kullanilarak iiretilen peynirlerin
olgunlastirilmadan satisa sunulmasi ise patojen mikroorganizmalarin canli kalma olasilig1

nedeniyle tiiketici saglig1 agisindan risk tagimaktadir [6].

Dondurma besin degerinin yiiksek olmasina, beslenme fizyolojisindeki 6nemine ve her
yasta tliketiciye hitap eden ve bu nedenle sevilerek tiiketilen bir iiriin olmasina karsin, ¢ogu
patojen mikroorganizmalarin gelisimi i¢in de son derece uygun bir ortamdir. Mikrobiyal
kalitesi diisiik ham maddelerin kullanilmasi, ilkel {iretim teknolojileri vb. nedenlerle
patojen mikroorganizmalari veya bunlarin toksinlerini igeren dondurmalar gida
zehirlenmelerine neden olarak, halk saglig1 acisindan 6nemli sorunlar olusturabilmektedir.
Dondurma, iretim sirasinda 1sil islem uygulanan ve mikroorganizma gelisimine olanak
vermeyecek sekilde diislik sicakliklarda muhafaza edilen bir {iriin oldugundan, ilk bakista
mikrobiyolojik ag¢idan giivenilir kabul edilebilir. Ancak {retimin ¢esitli asamalarinda
hijyen kosullarinin saglanamamasi gibi nedenlerle ¢ok sayida mikroorganizma
dondurmaya kontamine olabilir. Bu mikroorganizmalarin bazilar1 hastalik yapici nitelikte

olmakla beraber insan saglig1 agisindan da tehlike arz edebilir [7,8].

Peynir ve dondurma tiiketime hazir gidalar olduklar igin iiretim sonrasinda herhangi bir
isleme tabi tutulmaksizin satiga sunulurlar. Bu nedenle peynir ve dondurmanin
mikrobiyolojik yonden miikemmel olmasi gerekir. Bu siit iiriinlerine kontamine olmus
mikroorganizmalarin  biiyikk bir kismu1 ham madde ve katki maddelerinden
kaynaklanmaktadir. Patojen mikroorganizmalarin bulagmas: ise alet ve ekipmanlardan,
sudan c¢evreden, ¢alisanlardan, ambalaj materyallerinden ve dagitim sirasinda meydana

gelmektedir [3].

Tiim ekosistemlerdeki mikroorganizmalar biyofilm olarak adlandirilan yapisal topluluklar
icinde ¢ogalirlar [9]. Biyofilm, cansiz veya canli bir yiizeye tutunmus bakteriler tarafindan
tiretilen polimerik bir matriks i¢inde bulunan yapisal bakteriyel topluluklaridir [10]. Gida
isletmelerinde bulunan ekipmanlarin yilizeyinde bakteriyel biyofilm olusumu, iiriiniin

capraz kontaminasyon tehlikesini arttirir. Biyofilm iginde lireyen ve g¢ogalan patojenik



veya bozulma etkeni olan mikroorganizmalarin artmasi, gidalarda son iirlintin kalitesi ve

glivenligi izerinde olumsuz bir etkiye sahip olabilir [11].

Cogu bakteri, siit igletmelerindeki pastorizatorler, dolum makineleri, depolama tanklari,
sogutma borular1 gibi gidayla temas eden tiim yiizeylerde ve hatta plastik eldivenler ve yer
paspaslar1 gibi temizleme ve tasima aletlerinde biyofilmler olusturabilir ve bdylece gida
kontaminasyonunun ana kaynagi olabilirler. Bacillus tiirlerinin ve Escherichia coli gibi
baz1 serotipleri patojenik olan bakterilerin siit isletmelerinde kaliciliginin olast bir nedeni
biyofilm olusturmalaridir. Biyofilm iiretimi, bakterilerin abiyotik veya biyotik ylizeylere
baglanma, ¢ogalma ve slime olarak da bilinen hiicre dis1 bir matris liretme yetenegine
baglhdir. Bacillus sporlar1 ¢ok hidrofiliktir ve kolayca ¢elik, cam ve lastik yiizeylere
yapisir. Alet ve ekipmanlarin yiizeylerdeki kisa temizleme programlart biitiin sporlari
elemine etmeyebilir. Yiizeylere tutunan sporlarin, dezenfektan ile elemine edilmesi daha da
zordur. Bir¢ok Bacillus sporu siitte 1s1l aktivasyonda hizlica ¢imlenir ve uygun kosullar
bulup ¢ogaldiklarinda, olusturduklari biyofilm sayesinde yok edilmeleri oldukga zordur
[11, 12].

Buna ragmen genellikle ¢ig siitteki patojenler, siitiin 1s1l iglemi sonrasinda 6nemli 6lgiide
elemine olurlar. Ancak bazi bakterilerin 1siya direngli enzimleri ¢ig siitte varliklarimi
stirdiirtirler. Siit Uriinlerinin kalitesi, 1s11 islem Oncesi ¢ig siitteki psikrotrofik flora
tarafindan {retilen 1siya direngli enzimlerden ve siit iirlinlerinin sogukta depolanmasi

boyunca gelisen psikrotroflar tarafindan iiretilen diger metabolitlerden etkilenir [5].

Siit tirtinlerinin psikrotrof florasi, siit 6gelerini ayristirabilecek mikrobiyal kokenli proteaz
ve lipaz gibi ekstraselliler enzimler iretirler. Genel olarak Gram-pozitif
mikroorganizmalar proteolitik ve lipolitik akitivite sergilemektedirler. Bacillus tiirleri,
proteaz, lipaz, lesitinaz ve fosfolipaz gibi ¢esitli hiicre dis1 sindirim enzimleri iiretirler.
Istya dayanikli proteolitik ve liplitik enzimler, 1s1l islem sonrasi gidalarin depolanma
sirasindaki kalitesini olumsuz yonde etkiler. Ornegin B. cereus, lesitinaz (fosfolipaz-C)
iireterek siitlerde “’bitty cream’’ yani ‘’parcali krema’” adli bozulmaya ve benzer etkilere
yol agmaktadir. Mikrobiyal kaynakli lipaz, peynirde ransit hatalara, proteaz ise UHT siitte
jellesme ve aci tat olusumuna yol agabilir. Bunlar ekonomik olarak énemli kayiplara yol

acan psikrotrofik bakteriyel enzimlerdir [5].



Bircok patojenik bakteri hiicre dis1 DNaz iiretme yetenegine sahiptir. DNaz zedelenmis
dokularda bulunan hiicrelerin DNA’sin1 eriterek tahrip eder. Boylece patojenler daha kolay
yayllma olanag bulurlar. Yaralarda bulunan ve yapisinin biiyiilk bir boliimiinii 6lmiis
fagositik hiicreler olusturan irindeki DNA’lar1  eridiginden iglerinde bulunan

mikroorganizmalar daha kolayca ve serbest hareket edebilmektedirler.

Hemolizinler, bazi Gram-pozitif ve negatif mikroorganizma tarafindan sentezlenen, toksik
karakterde, alyuvarlar1 pargalama 6zelligi bulunan maddelerdir. Hemolizinler alyuvarlarin
membraninda zedelenmeler yaparak hemoglobinin disar1 ¢ikmasina yol acarlar.
Mikroorganizmalarin bir kismi kanli agarda alfa hemoliz (koloni etrafinda tam agilmanin

olmadig1 yesilimsi goriinlim), bir kismi ise tam hemoliz (beta hemoliz) olusturabilir [13].

Sideroforlar (mikrobiyal demir selatorleri), Deoksiribonukleaz (DNaz) ve hemolizinler,
ekstraselliiler nitelikte viriilans faktorleridir. Bunlar mikroorganizmalarin yayilma

kabiliyetlerine (invazif 6zellik) ve hastalik olusturmalarina yardimei olurlar.

Demir birgok ve aerotolerant mikroorganizmanin yasamasi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli bir
elementtir. Ayrica, demir igeren bazi enzimlerin (sitokrom, katalaz) sentezleri iginde
demire gereksinim vardir. Gram-pozitif bakterilerde demir kompleksleri, hiicre dist
ortamdan spesifik membrana bagh reseptorler ve ABC tip tasiyicilara ait tasima proteinleri
tarafindan aliir. E. coli’de demir baglayan protein (enterochelin) bulunmaktadir. Bu
protein polimerize ferrik demiri solubulize ederek hiicre i¢ine girmesine yardimci olur.
Demir baglayan proteinlere bakterilerde siderofor adi verilmektedir. Konak¢1 serumunda
bulunan transferrin, siit, sivi ve mukozalarda bulunan laktoferrin demir igeren birer protein
olarak bilinmektedir. Ayrica kanda da hemin bulunmaktadir. Ortamlarda demirin
bulunmas1 bakterilerin iiremesi ve toksin sentezleri iizerine olumlu etkide bulunur.
Elementer demir, bakteriyel metabolizma i¢in gerekli bir kofaktér oldugundan in vivo

olarak demir alim1; bakterilerin virulans 6zelligi i¢in 6nemli bir adimdir [14].

Aminoasitlerin dekarboksilasyonu sonucunda olusan biyojen aminler (BA), gidalarin
bozulmas1 ve gida giivenligi ile yakindan iligkilidir. Bu aminler, hammaddeye o6zgi
dekarboksilaz  aktivitesi sonucunda Tretilebildikleri gibi, dekarboksilaz pozitif

mikroorganizmalarin uygun kosullar altinda gerceklestirdikleri enzim akitivtesi ile de



olusturulmaktadir. Peynir, BA iiretimi i¢in ideal bir ortam olusturmaktadir. Bunlarin miktar
ve tipini belirleyen ana faktorlerden biri ve en dnemlisi, peynirin proteolizine bagli olarak
BA iiretimine uygun aminoasitlerin ve aminoasitleri dekarboksile edebilen bakterilerin
varligidir. Pek ¢ok bakteriyel tiir, peynirlerde BA olusumu {izerinde etkili olabilmektedir
[15].

Son yillarda antibiyotiklere kars1 giderek artan diren¢ sorunu tiim diinyay: tehdit eder hale
gelmistir. Buna bagli olarak direng kazanmis mikroorganizmalarin neden oldugu
infeksiyonlar yayginlasmistir. Ciftlik hayvanlarimin  bagirsak floralarinda bulunan
antibiyotik direncli mikroorganizmalarin, hayvan beslenmesinde biiyiime destekleyici
olarak kullanilan antibiyotiklerden ileri geldigi diisiiniilmektedir. Gastrointestinal sistemde
bulunan mikroorganizmalar ve patojenler arasinda gen transferinin oldugu bildirilmektedir.
Bu sebeple kisa bir siire sonra patojen mikroorganizmalarin ¢ogunun, birgok antibiyotige
karsi direngli olabilme ihtimali yiiziinden hastaliklarin sagaltimmin giiclesmesi s6z

konusudur [16].

Beta-laktam antibiyotiklerini hidrolize ederek inaktif hale getiren beta-laktamaz enzim
tiretimi, basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak iizere bir¢ok bakteri tiiriiniin en 6nemli
diren¢ mekanizmalarindan birisidir. Bugiine kadar 350’ye yakin beta-laktamaz enzimi
tanimlanmistir. Bunlarin yaklasik 150°si genis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL,
extended-spectrum beta-lactamases, ESBL) olup plazmidik 6zellikleri nedeniyle bakteriler
arasinda transfer edilebilir. GSBL’ler Gram-negatif basillerde bulunan, genis spektrumlu

sefalosporinler ve aztreonama kars1 direngten sorumlu olan enzimlerdir.

Ozellikle Klebsiella tiirleri ve E. coli basta olmak iizere, GSBL iiretimi patojen bakteriler

arasinda hizla yayilmasi son yillarda ciddi sorunlar olugturmaktadir [17,18].

Yapilan literatiir arastirmasinda Bacillus tiirlerinin gesitli gida 6rneklerinden izolasyonuna
dair caligmalara siklikla rastlanmis ancak ¢ig siit, peynir ve dondurmadan izole edilen
Bacillus tiirlerinin slime, biyofilm ve siderofor iiretimi, aminoasit dekarboksilaz ve DNaz
aktivitelerine ait toplu bir calismaya rastlanamamistir. Ayrica ¢ig siit, peynir ve
dondurmadan izole edilen E. coli izolatlarinin slime, biyofilm ve siderofor iiretimi ve

aminoasit dekarboksilaz aktivitelerine dair iilkemizde yapilan ¢ok az ¢alisma mevcuttur.



Bu ¢alisma kapsaminda Ankara’da tiikketime sunulan ¢ig siit, peynir ve dondurma, Bacillus
tiirleri ve E. coli’nin bulunma siklig1 agisindan incelenmistir. izole edilen B. subtilis, B.
cereus, B. megaterium, B. licheniformis, B. circulans ve B. brevis izolatlarinin slime,
biyofilm, lipaz, proteaz, lesitinaz, jelatinaz, DNaz enzim aktiviteleri, siderofor olusumu,
hemolitik aktivite, aminoasit dekarboksilaz aktivitesi ve antibiyotik direncliligi
incelenmistir. Ayn1 gida 6rneklerinden E. coli izolatlarinin da slime, biyofilm, siderofor
olusumu, hemolitik aktivite, aminoasit dekarboksilaz aktivitesi, antibiyotik direncliligi ve

genis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) aktivitesi incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Siit ve Siit Uriinlerinin Mikrofloras:

Cig siit, bir veya daha fazla inek, keci, koyun veya mandanin sagilmasiyla elde edilen, 40
°C’nin iizerinde 1sitilmamis veya esdeger etkiye sahip herhangi bir islem gormemis

kolostrum disindaki meme bezi salgisidir [19].

Siit beslenmede biiyiikk dneme sahip olan temel besin maddesi olmasina karsin bir ¢ok
mikroorganizmanin iiremesi i¢in de milkemmel bir ortam olusturmaktadir. Siit memede
bulundugu doénemde sterildir, ancak sagim sonrasinda ve sagimdan sonra c¢esitli
asamalarda silite mikroorganizmalar bulasabilir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda siitiin
memede bulundugu donemde bile az sayida ancak insanda hastalik etmeni olmayan

mikroorganizma igerdigi gosterilmistir [20].

Siit sagildiginda, mikrobiyolojik florasi ne olursa olsun ii¢ asamada mikroorganizmalar ile
karsilagabilmekte ve 6nlem alinmadigi takdirde kontamine olabilmektedir. Bu asamalar
sirasiyla; meme kanali, meme baglart ve meme lobunun dis ylizeyi yani hayvanin
kendisinden gelen etmenler, sagim aletleri ve siitii tliketiciye ulastirana kadar bekletme
kosullaridir. Bu asamalarin iizerinde titizlikle durulmasi gerektigi aksi takdirde tiiketicinin

cok ciddi sorunlarla karsilasacagi agiktir [20].

Cig siitten izole edilen psikrotrof gram pozitif bakterilerden Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium,  Microbacterium,  Micrococcus,  Arthobacter,  Streptecoccus,
Staphylococcus ve Lactobacillus disinda diger gruplar 1siya dayanikli psikrotrof bakteri
icerirler. Mikrobiyal tiirler arasinda siite uygulanan 1s1l islemler sonrasinda canli kalabilen
bakteriler Bacillus tiirleridir ve bunlar siitten izole edilen en yaygin Gram pozitif
bakterilerdir. Fizyolojik 6zelliklerine gore bu bakteriler mezofilik, termofilik ve psikrotrof
suslar igermektedirler [20]. Bacillus spp. grubu oldukea heterojen bir bakteri grubudur ve
farkli besinsel ihtiyaclari ile karakterize edilmektedirler. Bu bakteri grubu genis sicaklik ve
pH degerleri araliginda gelisebilmekte ve osmotik basinca farkli direng gostermektedir.

Farkli fizyolojik 6zelliklerinden dolay1 siit ve iirlinlerinden izole edilen bu bakterilerin



prosediirlerinin standardizasyonu ve inaktivasyon kosullarinin tanimlanmasi oldukca

zordur [20].

Siitte hastaliga neden olan ya da olmayan mikroorganizmalar1 genel hatlariyla belirtmek

gerekirse;

Laktozu fermente eden bakteriler: Laktobasiller, Streptokoklar, E. coli.

Proteolitik bakteriler: B. cereus, Bacillus subtilis, Bacillus calidolaktis, Pseudomonas

fluorescens.

Lipolitik bakteriler: Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas lipolyticum.

Termofilik bakteriler: Corynebacterium, Mikrokoklar, Streptokoklar ve Bacillus cinsi.

Psikrotrofilik bakteriler: Pseudomonas cinsi, Serratia cinsi, Alcaligenes, Acinetobacter,

Flavobacterium.

Anormal renge neden olan bakteriler: Serrartia marcescens, Pseudomonas syncyanea,

Micrococcus roseus.

Patojen bakteriler: Brucella abortus, Streptococcus agalactica, Streptoccoccus pyogenes,
Mycobactertium tuberculosis, Salmonella spp., Listeria spp., Staphylococcus aureus olmak

tizere siniflandirmak olanaklidir [21].

Siit yukarida belirtildigi gibi hastalik etkeni olsun olmasin bir ¢ok mikroorganizma
gelisimi i¢in uygun bir ortamdir. Cig siit icerisinde hastalik olusturan mikroorganizmalarin
hicbir kosulda bulunmamasi gerekmektedir. Brucella abortus, Enterokoklar,
Mycobacterium tuberculosis, A grubu Streptokoklar, Staphylococcus aureus, Salmonella

ve Riketsiyalar infekte siitle bulagabilen mikroorganizmalardir.

Koliform, Salmonella ve Enterokoklarin, ¢ig siitlerin yapisinda bulunmasi o siitiin bagirsak
orijinli bir kaynakla temas ettiginin ve s6z konusu bu siit igerisinde her tiirlii hastaligin

nedeni olabilecek mikroorganizmalarin bulunabileceginin ifadesi olarak gosterilmektedir.



Baz1 arastirmacilar, siitiin koliform ya da enterokokal organizmalar ile bulasma nedenini,
sagim aletlerinin yetersiz temizligine ve uygun olmayan hijyenik kosullarda
gergeklestirilen sagma islemine baglamakta ve besin maddelerinin iretiminde ve
islenmesinde genellikle temizlik Olciisii ve indikatorii olarak gosterilmektedirler [21].
Toplam bakteri sayisinin yiiksek bulundugu siitlerin hijyenik kosullar altinda sagilmadig:
kabul edilmektedir. Toplam bakteri sayisinin az ya da ¢ok olmasina gore siitiin icerdigi

mikroorganizma tipleri de farklilik gostermektedir [22].

Siitte bulunan psikrotrofilik bakterilerin ana kaynaklar1 toprak, su, hayvan ve bitkilerdir.
Diger bakterilerin tersine bu mikroorganizmalarin iireme hizlar1 diisiik 1sida artmaktadir.
Bu nedenlerden dolay1 sagim aletleri, depolama tank ve kaplari ¢ig siitlerin psikrotrofilik
bakteriler ile kontaminasyonu i¢in dnemli bir kaynaktir. Sagim aletlerinin ve depolama
tanklarinin temizligine dikkat ederek psikrotrofilik bakterilerin iiremesi kontrol altina
alinabilir. Cig siitlerde Bacillus, Clostridium gibi spor olusturan termofilik bakterilerin
bulunmas1 yine c¢evresel kaynakli kontaminasyonu ve sanitasyon kosullarinin
uygulanmadigini gostermektedir. Ayrica bu bakterilerin ¢ig siitlerde bulunma orani

mevsime bagl olarak degisiklik gostermektedir [23].

Cig siitte Gram pozitif spor olusturan bakteriler, Gram negatif psikotorofik bakterilere gore
daha az bulunmaktadirlar. Cig siitte bu bakterilerin daha az bulunmasi olusum siirelerinden
(yaklasik 8,5 saat) ve 27°C araligindaki sicakliklarda lag fazinin uzun olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte bu bakteriler siit 10°C’de uzun siire depolandiginda

ya da geligsmis teknolojik kosullar saglandiginda baskin hale gelmektedir [5].

Gripffiths ve Phillips ¢alismalarinda siitten izole edilen Bacillus spp suslarinin yaklasik
%50’sinin 2°C’de dahi gelisme yetenekleri oldugunu saptamislardir. Bu nedenle, Bacillus
Spp. gliniimilizde siit ve lriinlerinde mikrobiyal bozulmalarda onemli bakteriler olarak
goriilmektedirler ve siit endiistrisinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadirlar [24,

25].

Protein ve kalsiyum bakimindan oldukga zengin bir besin maddesi olan peynirde, farkli
kaynaklardan bulasan bir¢ok mikroorganizma grubu ¢ok hizli bir cogalma gosterirler. Bu
mikroorganizmalardan bazilar1 saprofit olup peynirde bulunan protein, yag ve karbonhidrat

gibi besin kaynaklarmi kullanarak kot tat ve aromaya sebep olan metabolitleri iretirler.
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Bunun sonucu olarak peynirlerde acilasma, kokusma, eksime gibi bozulmalar olusur ve bu

durum ekonomik kayiplara yol acar [26].

Peynirlere ¢esitli kaynaklardan bulasan bu mikroorganizmalar igerisinde, en zararli grubu
koliform bakteriler olusturmaktadir. Bu bakteriler, siit sekerini asit ve gaza ¢evirmekte ve
olusan gaz peynirinin i¢ kisminda toplanarak gozeneklerin olusmasina neden olmaktadir.
Bununla birlikte, koliform grubu bakteriler peynirin tat ve aromasini da
degistirmektedirler. Peynirde sirke asidi olusturmalari, Citrobacter'in H>S meydana
getirmesi ve E. coli’nin proteinlerden pis kokulu indol olusturmasi peynirde arzu
edilmeyen durumlarin agiga ¢ikmasina sebep olmaktadir. Diger yandan, koliform grubu
bakterilerin mevcudiyeti besin kaynaginin insan ve sicakkanli hayvanlar tarafindan

kirletilmis oldugunu gostermektedir [26].

Bacillus tiirleri de peynire islenecek siitte uygulanan pastorizasyon sicakliklarinda canli
kalabilmektedir. Bu bakteriler de siitiin pihtilagma siiresini ve pihti kalitesini olumsuz
yonde etkileyen bakterilerdir. Bu bakteriler siitte yavag gelistiginden, peynirdeki olumsuz

etkileri 10° kob/m1’yi astiginda ortaya ¢ikmaktadir [27, 28].

Dondurma besin degeri yiiksek olan, kolay dindirilebilen, A ve C vitaminleri bakimindan
da zengin bir besindir. Dondurmalar besin zehirlenmesi veya intoksikasyonuna neden

olarak halk sagligi sorunlari arasinda dnemli bir yer tutar [29-31].

Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter spp., Yersinia spp., E. coli, gibi
mikroorganizmalar dondurmada kontaminasyona sebep olamakla beraber halk sagligi

acisindan tehdit olugturmaktadir [32, 33].

Wang ve arkadaglar1 (2001), dondurma oOrneklerinde %52, siit tozu Orneklerinde %29,
fermente siit orneklerinde %17 ve pastdrize siit drneklerinde %2 oraninda B.cereus varligi
saptamiglardir [28].

2.2. E. coli’nin Genel Ozellikleri

[k kez Theodor Escherich tarafindan 1885 yilinda ishalli siit cocuklarmin diskisindan izole
edilen E. coli, Enterobacteriaceae familyas: igerisinde yer almaktadir. Ilk olarak
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Bacterium coli commune ismi ile taninan bu mikroorganizmaya 1919 yilinda Castellani ve

Chalmer tarafindan Escherichia coli adi verilmistir [34].

Sicakkanli hayvanlarin ve insanlarin normal bagirsak florasini olusturan bakteriler arasinda
bulunan E. coli, Enterobactericeae familyasinin koliform bakteriler grubunun fekal
koliformlar alt grubunun {iyesidir. Biyolojik siniflandirma olarak ise; Eubacteria alemi,
Proteobacteria subesi, Gamma Proteobacteria smifi, Enterobacteriales takimi ve

Enterobacteriaceae ailesinde yer almaktadir [35, 36].

E. coli 2-6 um boyutunda, 1-1,5 um ¢apinda, Gram negatif, comak seklinde ve spor
olusturmayan bakteridir. Peritris flagellalar1 sayesinde hareket 6zelligi gostermekle birlikte
ender olarak hareketsiz 6zellik gosteren suslar1 da bulunmaktadir. E. coli suslarinda kapsiil

olusturma yetenegi nadir olarak gézlenmektedir [34].

Resim 2.1. E. coli elektron mikroskobu goriintiisii [37]

E. coli'nin biitiin tiplerinin dogal kaynagi sicakkanli hayvanlarin bagirsak sistemleridir.
Buna bagh olarak bu hayvanlarin digkilar1 ile toprak ve suya, dolayisiyla tiim g¢evreye
yayilirlar. Sagim ve kesim islemlerinde siite ve ete kolaylikla kontamine olabilirler.

Hijyenik kosullara yeterince uyulmamasi nedeni ile siklikla pek ¢ok gidada bulunabilirler.
2.3. E. coli Suslarimin Biyokimyasal Ozellikleri
E. coli suslar1 genel tiretim besiyerlerinde, 2-3 mm ¢apinda hafif kabarik, diizgiin kenarl

grimsi beyaz koloniler; Kanli Agarda 2-3 mm ¢apinda, gri koloniler; Mac Conkey Agarda

2-3 mm capinda, pembe-kirmiz1 laktoz pozitif koloniler; eosin metilen blue agarda ise
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metalik rofle veren laktoz pozitif koloniler olusturmaktadirlar [34]. Optimum gelisme

sicakligl 37 °C, optimum gelisme pH'lar1 7,2'dir.

Resim 2.2. Eozin Metilen Blue Agar’da E. coli goriintiisii

E. coli suslart karbonhidrat fermentasyonu ile asit ve gaz olusturmaktadirlar. Besiyerinde
bulunan laktozu kullanarak laktoz fermentasyonu yapabilmektedirler ve diger laktoz
fermentasyonu yapan bakterilerden indol olusumunun g6zlenmesi ile ayirt
edilebilmektedirler. Zenginlestirilmis besiyerlerinde fakiiltatif anaerob olarak iireme
gosteren E. coli suslarinin 6nemli biyokimyasal 6zellikleri nitrati nitrite indirgemesi,
katalaz, indol, metil kirmizis1 deneylerinin pozitif; oksidaz, Voges Proskauer, Hidrojen
siilfiir olusumu deneylerinin negatif olmasi, lireaz enzimi bulunmadigindan dolay: iireaz
olusturmamasi, KCN (Potasyum Siyanid)’ li ortamda iireme yeteneginin olmamasi, jelatini
hidroliz etmemesi ve nisastali besiyerinde gaz olusumunun gozlenmemesi olarak

aciklanabilmektedir [34].

Mikroskobik incelemede kapsiil goriilmesi nadir olmasina ragmen birgok koken
polisakkarit yapida ancak serolojik deneylerle ortaya konabilen M ve K antijeni igeren

mikrokapstile sahiptir.

H antijeni iceren E. coli kokenleri ¢ogunlukla fimbria olusturur ve bunlar protein

yapidadir. Fimbrialar hiicrelere ve yiizeye tutunma 6zellikleri ile virulansta rol oynarlar.
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Escherichia tiirleri oldukga direngli bakterilerdir. 60 °C 1sida 30 dk oda isisinda uygun
ortam kosullarinda uzun siire canli kalabilirler. E. coli kokenlerinin ¢ogu bakteriden
bakteriye kolayca gegebilen direng plazmidleri tasidiklarindan 6zellikle hastane ortaminda

cesitli antimikrobiklere karsi kolayca direng gelistirirler [38].

2.4. E. coli Smiflandirmasi

E. coli kokenleri sahip olduklar1 antijenik 6zelligine goére serolojik olarak serogrup ve
serotiplerine ayrilir. “O” somatik antijenine gore serogruplarina, “H” kirpik antijenine gore
serotiplerine ayrilir. O antijenleri 1siya dayanikli lipopolisakkarit yapida antijenlerdir.
Kaynatmaya ve alkole direngli, formole dayaniksizdir. E. coli’ lerde 170’ den fazla O

antijeni belirlenmistir.

Hareketli kokenlerdeki H kirpik antijenleri protein yapida ve termolabildir, alkole
dayaniksizdir. 60’ a yakin H antijeni belirlenmistir. Cogu koken iiciincii bir antijen olarak
kapsiiler “K” antijenini icerir. K antijeni de patogenezde ©Onemli olmasina karsin

serotiplendirmede nadiren kullanilir. Yaklasik olarak 80 ¢esidi saptanmustir.

Fimbria antijenleri ¢ok sayida fimbria olusturan bakterilerde O agliitinasyonunu
engelleyebilen, oda sicakliginda olusturulmayip 37 °C’ de olusturulan, protein yapida,

cesitli hiicrelere bakterinin aderensini saglayan antijenlerdir [38].

Siit ¢ocugu gastroenteritinin epidemiyolojisini aydinlatmak i¢in serolojik tiplendirme ilk
olarak Goldschmidt tarafindan 1933 yilinda kullanilmistir. Ancak bu konudaki asil
ilerleme Kauffman tarafindan 1944 yilinda E. coli’nin serotiplerinin ayrintili olarak
sematize edilmesi ile kaydedilmistir. Halen modifiye edilmis sekliyle bu sema
kullanilmaktadir. Buna gore E. coli’ ler O (somatik), H (flagella) ve K (kapsiil) yiizey
antijenlerine gore smiflandirilirlar. Baglangigta O antiserumu ile agliitinasyon vermeyen
1isitildiktan sonra agliitinasyon veren tiirlerin K antijenine sahip oldugu diisiiniiliir. O ve H
antijenlerinin 6zgiil kombinasyonu izole edilen bir E. coli’nin serotipini tanimlar.
Antijenler tek baslarina virulansi gostermezler. Ancak 06zgiil virulans klonlarla iligkili
kromozomal gostergelerdir. Birgok E. coli kdkeni patojen olmadigi ve degisik hastaliklarda
farkli kokenler etken oldugu icin salginlarda ve g¢esitli hastaliklarda iireyen E. coli

kokenlerinin siiflandirilmasi 6nemlidir. Kauffman’in yaptig1 bu ¢alismadan sonra 1945°te
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Bray ve 1948 yilinda Giles ve Sangster tarafindan ¢ocuklarda goriilen iki ishal salgininin

hangi E. coli kokeninden kaynaklandigi belirlenebilmistir [38].

Cizelge 2.1. Diyarojenik E.coli’nin 5 farkli sinifinin karakteristik 6zellikleri [39]

Adezyon ve Invazyon

Patotip Virulans Determinantlari . pen Hastalik ile iligkisi
ozellikleri
Enterotoksijenik E. coli Isi-labil (LT) ve Isi- stabil Adhezivve  non- invaziv Seyahat ishali, Bebek
(ETEC) (ST)enterotoksin ishali
Enteroinvaziv E. coli Plasmid k.Odlan.mls d 9 Kolon hiicrelerinde Shigella
membran invazinleri ve . o .
(EIEC) toksinleri invazyon benzeridizanteri

Enteroaggregatif E. coli

Enteroaggregatif 1siya
dayanikli enterotoksin(EAST);

Kiimeler halinde adhezyon

Mukoid ishal, sulu

(EAEC) agregatif adherens ishal
fimbria
- . Yalanct pili olusumu; Kiimeler halinde Az gelismis
Enteropéié%gély E. coli kromozomal patojenite ada adhezyon. A/E lezyon Ulkel_erde_
irtinleri (LEE) olusumuna yol agmaktadir bebek ishali
- - o _ o Viiksek derece Kanl isl}a.l, Hemorajik
Enterohemorajik E. coli [Shigasitotoksin; LEE patojenite adheziv kolitis (HC),
(EHEC,STEC) adatiriinleri. Non-invaiiv Hemolitik Uremik

Sendrom (HUS)

Bugiin i¢in ishale yol acan alt1 farkli E. coli tanimlanmistir. Shiga toksin tireten E. coli
(STEC) ya da Verotoksijenik E. coli (VTEC), Enteropatojenik E. coli (EPEC),
Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Enteroinvazif E. coli (EIEC), Enteroagregatif E. coli
(EAEC) ve Diffiiz Adherens E. coli (DAEC). Ancak bunlardan DAEC' in klinik 6nemi ¢ok

net bilinmemektedir.

10.00%

41.10%

2.20%

W EPEC
® EHEC

EAEC
W ETEC
= EIEC

Sekil 2.1. Diyarojenik E. coli izolatlarinin frekans dagilimi [39]
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2.4.1. Shiga toksin iireten E. coli (STEC)

Ishale neden olan E. coli’lerin STEC grubu, bu organizmalarin iirettigi toksinlere gore
adlandirildigi ve HUS veya hemorajik kolit olusumunu belirleyen asil genetik 6zellik tam
olarak bilinmedigi i¢in EHEC’ten ziyade STEC seklinde adlandirilir. EHEC kdkenlerinin
patojenitesinde Shiga toksinleri yanisira yapisma ve bozma mekanizmalart da rol oynar.
Shiga toksini (verotoksin) salgilayan E. coli’'nin (STEC), yapisma ve bozma
mekanizmasin1 saglayan LEE (locus of enterocyte effacement: enterosit bozma lokusu)
genleri de varsa bu kokenlere EHEC (6rn: O157:H7) denir. Dolayisiyla EHEC olmayan,
sadece Shiga toksini salgilayan STEC kokenleri de vardir. EHEC kdkenleri ayn1 zamanda
EHEC hemolizini de salgilar [38].

E. coli O157:H7 ve diger STEC serotipleri insanlara genellikle az pismis biftek gibi etlerle
bulasir, clinkii bu bakteri sigirlarin ve diger ot obur hayvanlarin sindirim kanali normal
florasinda bulunur. Diger bilinen bulasma yollar1 ise ¢ig siit, sosis, klorlanmamis ¢esme

suyu, elma sarabi, ¢ig sebzeler ve lahana gibi yaprakli sebzeler yoluyladir.

0157 STEC, kisiden kisiye kolayca yayilir, ¢iinkii infeksiyon dozu c¢ok diisiiktiir (<200
CFU); kisiden kisiye yayilma tarzinda gozlenen salginlar okullarda, uzun stireli bakim
veren merkezlerde, kalabalik ailelerde ve kreslerde gozlenir [35, 40, 41]. Hafif kansiz
ishal, agir, kanli ishal (hemorajik kolit) yaninda mikroanjiopatik hemolitik anemi,
trombositopeni ve akut bobrek yetmezligi ile 6zellikle HUS’e ve 6liime yol agabilir
[35,40]. Etkisi, hem Shiga toksinleri 1 ve 2, hem de yapisma ve bozma mekanizmasi ile
ortaya cikar. Bu toksinler patojenite adaciklar1 tarafindan kodlanir. Shiga toksini A-B
toksinleri grubundadir, yani bir A alt birimi ve pentamer yapisinda B alt birimi vardir.
Duyarli hiicre reseptoriine baglanarak endositozla hiicre igine alinir ve A alt birimi aktive
olarak hiicre ribozomunda protein sentezini durdurarak hiicre 6liimiine yol acar. Sindirim
kanal1 epitel hiicrelerinden gegerek bagirsak, bobrek ve diger organlarin kilcal endotellerini
tahrip eder ve bunun sonucunda intravaskiiler koagulasyon ve sonunda da trombositopeni,

mikroanjiyopatik hemolitik anemi ve bdbrek yetmezligine (HUS’e) yol acar [38].
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2.4.2. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

Gegmis yillarda EPEC kokenleri; epidemiyolojik olarak siitcocugu ishali ile birlikte olan,
enterotoksin veya Shiga toksini liretmeyen ve invazif olmayan bazi E. coli serotipleri
seklinde tanimlanmisti. Klasik EPEC serotipleri tipik olarak HeLa ve Hep-2 hiicrelerine

Ozgii bir lokalize aderens paterni gostermektedir.

Enteropatojenik E. coli infeksiyonunun histopatolojik olarak en énemli 6zelligi “yapigsma
ve bozma etkisi” (attaching and effacing effect)’ dir. Bu etki in vivo olarak floresan aktin
boya testinde aktin agregasyonu seklinde goriilebilmektedir. Bu etkinin olusmast;
bakterinin enterosite lokal aderensi, bakterinin enterosit sinyal sistemini uyarmasi ve
enterositle bakteri arasinda siki bir baglanmanin gerceklesmesi basamaklari ile olur. Tam
olarak bilinmemekle birlikte sonugta enterositler arast siki baglarin zayiflamasi,
mikrovilluslarin kaybolmasi ve dogrudan sivi kaybi ile ishal gelistigi diistiniilmektedir [40,

42, 43].

Enteropatojenik E. coli virulans faktorleri kromozom ve plazmidler iizerinde bulunan
genlerin kontroliindedir. EPEC’in patojenitesinin tiim o6zelliklerini gdstermesi i¢in iki
genetik elemanin olmasi gerekir: birincisi EPEC adherence factor (EAF) plazmidi denilen
ve tip IV fimbriya veya demet olusturan piluslar (bundle forming pilus: bfp) denilen
piluslar1 kodlayan plazmidler tasir, ikincisi de yapisma ve bozma etkisidir ki “enterosit
bozma lokusu” (locus of enterocyte effacement: LEE) denilen; bir T3SS (Type 3 secretion
system: tip 3 sekresyon sistemini, intimin denilen dis membran adezini, transloke intimin
reseptorii (Tir) ve diger proteinleri kodlayan bir patojenite adasi tarafindan yonetilir [35,
40, 42]. Tipik EPEC’ten kast edilen organizmanin hem EAF plasmidi hem de LEE
patojenite adasini birlikte tasimasidir. Bu kokenler enterositlere lokal aderens gostererek
baglanir. Atipik EPEC kokenleri ise EAF plazmidleri tagimazlar, dolayisiyla bfp’leri
yoktur ve bunlar daha az patojendir. bfp halat benzeri demet seklinde agrege olmakta ve

bakterinin reversibl otoagregasyonuna yol agmaktadir.

Bu o6zellikleriyle bfp’nin infeksiyonun baslangicindaki aderensi yonlendirdigine ve daha
sonra bakterinin bagirsak yilizeyine dagilmasina yol actigma inanilmaktadir. EPEC’in

baslica adezin faktorleri bfp, intimin ve T3SS’inde yer alan EspA proteinidir [40, 42].
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Cocuklarda ve kiiciik bebeklerde siklikla siddetli, uzun siiren, kansiz diyare, kusma ve ates

seklindeki bulgular EPEC hastaliginin belirgin 6zellikleri ile kendisini gosterir.

EPEC infeksiyonunun kronik diyare ile iliskili oldugu gosterilmistir; malabsorbsiyon,

malnutrisyon, kilo kayb1 ve biiylime geriligi gibi sorunlara neden olabilir [38].

2.4.3. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

ETEC gelismekte olan iilkelerde dehidratasyona yol agan bebek ishallerinin ve yolcu
ishalinin en 6nemli sebebidir. ETEC gelismekte olan lilkelerde ishal vakalarimin yaklagik
% 20-30’undan sorumludur. Gelismis iilkelerde daha az rastlamir. ABD ve Isvigre’de
yapilan c¢aligmalarda akut ishal ataklarindaki orani sirasiyla %21,4 ve %4,2 olarak

bulunmustur [44].

Gelismekte olan iilkelerde ¢ocuklarda yilda 2-3 ishal atagina yol agar ve bu ¢ocuklardaki

ishal ataklarimin yaklasik % 25’inden sorumludur.

Tahminlere gore ETEC tiim diinyada yilda 5 yas altinda 380,000 ¢gocugun 6liimiine sebep
olmaktadir. ETEC ishali kontamine su ve gidalarin alimi ile olugmaktadir ayrica klinik
hastalik olusabilmesi i¢in 108 bakteri almmas1 gereklidir. inkiibasyon periyodu 14-50
saattir [44].

Tipik semptom ve bulgular1 sulu, miikiissiiz, kansiz, patlayict vasifli ishal, karin agrisi,
bulant1 ve kusmadir. Ates az veya yoktur. ETEC suslar1 peynir, hamburger, sosis ve deniz
triinlerinde  belirlenmistir. Bu bulgu bircok gidanin ETEC suslarinin  iiremesini
destekleyebilecegini diisiindiirmektedir. ishal siklig1 giinde birka¢ kezden ondan fazlaya
kadar degisebilir [44].

Diskida 16kosit goriilmemekle birlikte hastalik genellikle 3-5 giin i¢inde kendiliginden
diizelir ancak nadiren bir haftadan uzun siirebilir. Klinik spektrumdaki farkliliklar yas ve

immiinite durumu yaninda infekte eden inokulum biiyiikliigiine de bagl olabilir.

Hastalik genellikle hafif ve kendini sinirlayan 6zellikte olmasina ragmen nadir de olsa

kolera benzeri ciddi dehidratasyon ile giden hastalik tablosu olusabilir [44].
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ETEC barsak mukozasinda hemen hic yapisal degisiklik olusturmaz. Ishal ince barsakta
kolonizasyon ve ardindan enterotoksin salgilanmasi sonrasinda olusur (sekretuvar ishal).
ETEC suslar1 1stya duyarli (heat labile, LT) veya 1siya dayanikli (heat stable, ST)
enterotoksin salgilar; bazi suslar hem LT hem de ST salgilayabilir. 180’den fazla E.coli
serogrubundan az bir kismu tipik olarak ETEC’dir. Bu serogruplar [06, 08, 015, 020, 025,
027, 063, 078, 080, 085, 0115, 0128ac (0128ab ve 0128ad dahil degil), 0139, 0148, 0153,
0159 ve 0167] genellikle diger ishal iliskili E.coli’lerden farklidir [44].

2.4.4. Enteroinvazif E. coli (EIEC)

EIEC’nin tanimlanmasina neden olan salgin bir ¢esit Fransiz peyniri yenmesi sonrasinda
1971°de olmustur. Ancak klasik tanimlamanin aksine cogu EIEC infeksiyonlar1 ne

dizanterik ne de kanli ishal ile degil hafif ates ile birlikte sulu ishal ile sonuglanir [44].

EIEC suslar1 ince ve kalin bagirsagin mukoz membranmna tutunmak igin, mukoz
membranin i¢ kesimlerinde kan yolu tizerinden enterositlere penetre olur. Lenfatik ve kan
sisteminde ¢ogalmalar1 ile olusan endotoksinler koliseptisemiye neden olur. Patojeniteleri,
fagositoz ve aktive edilmis komplement sisteminden kapsiilleri araciligiyla kurtulmalarina

dayanir [45].

Basilli dizanteriye benzer ¢ilinkii Shigella ile ayni viriilans genlerini tagir. EIEC siklikla

salginlarda goriiliir ancak gelismekte olan iilkelerde endemik olarak da goriilebilir [44].

Gelismekte olan diinyada, sporadik ishallerin % 5 kadar1 ve kanl ishallerin % 20’si EIEC
suslar1 ilemeydana gelmektedir [44].

Tayland’da yapilan bir ¢alismada sporadik ishal ataklarinin % 5’1, kanl ishal ataklariin %
10’unun EIEC’ye bagli oldugu tespit edilmistir. Bulasma icin yiiksek sayilara ulagmasi
gereklidir ¢iinkii eriskinde deneysel dizanteri olusturmak i¢in 108 bakteri gereklidir. Bu
anlamda fligellozdan epidemiyolojik olarak farklidir ¢ilinkii Shigella suslar1 ile hastalik
olusturmak icin 104’ten az bakteri gerekmektedir. Bu bulgu aym1 zamanda EIEC’nin
muhtemelen gida kaynakli oldugunu gosterir. Gidada EIEC ¢ogalarak yeterli inokuluma
ulagir [44].



19

2.4.5. Enteroagregatif E. coli (EAEC)

EAEC ilk kez 1987 yilinda tanimlanmistir. Genellikle ishal ile baglantilidir. EAEC
gelismekte olan iilkelerde 6zellikle 12 ayin tlizerindeki ¢ocuklarda akut ve persistan ishale
neden olmaktadir. EAEC, AIDS iliskili kronik ishal ve yolcu ishalinin etiyolojik ajanidir.
EAEC’in tipik hastalig1 hafif ates, kusma olmadan (veya nadir) sulu, miikiisli, sekretuvar

ishaldir. Hastalarin 1/3’tinde gros kanli ishal vardir. Sulu ishal haftalarca siirebilir [44].

A.B.D. Santiago’da, Nataro ve arkadaslari, E. coli’nin Hep-2 (human epitelyal tip 2)
hiicrelerine yapisma 06zelligi tlizerinde calismislardir. Yapilan aragtirmalar sirasinda,
arastirmacilar yapismayi iki kategoriye ayirmuslardir. Birincisi agregatif, ikincisi diffuz

(gercek) yapismadir.

Deneysel olarak yapilan c¢alismalarda, agregatif yapismada Hep-2 hiicre kiiltiirii
kullanilmadiginda, bakteri hiicrelerinin birbirlerine karsilikli yapismasi sonucu yigilmis
tuglalar seklinde dizildigi gozlenmis, Hep-2 hiicre kiiltiiriiniin kullanildig1 ¢alismada ise
bakteri hiicreleri, Hep-2 hiicrelerine yapisarak kii¢iik toplanmalar gostermis ve Hep-2
hiicrelerinin yoklugunda dagilmiglardir. Burada da diffuz yapisma gozlemlenmistir.
Agregatif 6zelligi bulunan E. coli’leri tanimlamak igin, arastirmacilar enteroadherence-
aggregative E. coli (EaggEC) adini dnermislerdir ve kisaltilmig olarak entroaggregatif E.
coli (EAEC) olarak isimlendirmislerdir [45].

EAEC diye siniflanan E.coli suslar1 degisik O ve H serotiplerinin kombinasyonuna
sahiptir. Bu patojenlerin tanimlanmasi halen degismektedir. Orijinal tanisal kriter (Hep2
hiicre adherens paterni) muhtemelen gercek patojen olmayan c¢ok sayida susun
belirlenmesine yol agmistir. Gergek patojenleri belirlemek icin genetik kriterler daha

uygun gibi gériinmektedir.

2.4.6. Diffiiz agregatif E. coli (DAEC)

Diffuz agregatif E. coli orijinal olarak; Hep-2 adeziv kullanarak mikrokolonileri

olusturmayan E. coli’lerden koken almaktadir.
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EAEC kesfiyle birlikte bir¢ok arastirmact DAEC’1 potansiyel bagimsiz bir kategori olarak

tanimlamaktadir.

Yamamoto ve arkadaslari, DAEC suslarinin Hep-2 hiicreleri ylizeyinden uzanan parmak

seklindeki uzantilara girebildigini gostermisleridir.

Ulkemizde ishale neden olan patojen E. coli’ lerin prevalansi ve &nemi konusunda
caligmalar smirlidir. Son yillarda bu konudaki tani yontemlerinde onemli degisiklikler
olmustur. Yeni tan1 yontemleri esliginde ishal yapan E. coli’ lerin tanimlanmasi tedaviye

onemli katkilar saglayacaktir [38].

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi (GUTF) Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda
yapilmis bir ¢alismada ¢ocuk ve eriskin degisik yas gruplarindaki hastalardan gonderilen
digkr kiiltiirleri ishale neden olan E. coli’ler agisindan lam agliitinasyon yontemi ile
taranmis, ayni calismada ishal yapan E. coli’ ler %44 oraninda bulunmustur. ishal
olgularinda, diger patojen E. coli serogruplarina gére Enteropatojenik E.coli (EPEC)
kokenlerine anlamli diizeyde daha ¢ok rastlanmistir. 6 adet O111, 4 adet O44, 4 adet O1, 2
adet 0126 ve 2 adet 026 serotipi tanimlanmigtir [38].

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi ve Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’ nin birlikte
yaptig1 bir caligmada ishalli hastalardan ve saglikli bireylerden alinan digki 6rnekleri
Verotoksijenik E. coli (VTEC) varligi bakimindan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
incelenmis, 9 disk1 6rnegi PZR yontemi ile VTEC bakimindan pozitif bulunmus, bunlardan

2 koken E. coli O157 olarak tanimlanmustir [43].

2.5. E. coli Suslarmin Epidemiyolojisi

E. coli serotipleri, farkli antijenik 6zellikleri ile ¢ok sayida serotipe ayrilmaktadir. Bunlarin
cogu sicakkanli hayvan bagirsaklarinin dogal florasi ve zararsiz iken bazi sus ve serotipler
insan ve hayvanlar igin patojenite gosterir. Ozellikle buzagi, kuzu, domuz yavrulari ve
civcivlerde dnemli ekonomik kayiplara yol acabilen kolibasillosis etmenidir. ineklerde
mastitis, kanatlilarda hava kesesi yangisi ve koligraniloma, kedi ve kdpeklerde idrar yollari
enfeksiyonlart sik rastlanan E. coli enfeksiyonlaridir. E. coli, insanlarda safra ve idrar

yollar1 enfeksiyonlari, menenjit, septisemi, artheriosklerosis, hemolitik tiremik sendrom
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(HUS) yara enfeksiyonlari, ¢esitli immiinolojik hastaliklar ve karaciger apsesi olusturur.
Insanlarda nadiren septisemi yapar. Siit gocuklarinda epidemik gastroenteritise neden olur.
Patojenik E. coli suslarinin yayilmasinda insandan insana bulasma olduk¢a onemlidir.

Seyahat diyaresi denilen kiigiik ¢capl salginlar bu sekilde bir yayilma sonucu olur.

Anaokulu ve kresler ile bakim evleri gibi yerlerde de kisiden kisiye yayilma siklikla

goriilmektedir.

ETEC, EIEC, EPEC serotiplerinin baslica kaynaginin insan oldugu yukarida belirtilmistir.
Patojenik gruplarin gidalarda bulunma siklig1 tizerinde yapilan arastirmalar farkli sonuglari

gostermektedir [44].

Eyliil 1983'te ABD Washington D.C.'de 45 kisinin Fransa'dan ithal edilen brie peynirinden
kaynaklanan benzer semptomlar tasiyan sulu diyare (%91) ve karin kramplarit (%80)
gostermesi lizerine yapilan ¢aligmalarda hastalik etkeninin 1siya dayanikli enterotoksin

tireten E. coli 027:H20 oldugu saptanmistir.

Benzer hastaliklar kisa bir siire sonra ve yine peynirden kaynaklanmak tizere ABD'nin 4
eyaletinde daha goriilmiistiir. ABD'de goriilen ve ETEC serotiplerinin neden oldugu en
biiyiik salginlar; Meksika restoraninda enfekte is¢i tarafindan hazirlanan yemegi yiyen 415
kisinin hastalanmasi, Miami'den kalkan bir yolcu gemisinde muhtemel yenge¢ salatasinin
neden oldugu ve gemidekilerin 1/3'iniin hastalanmasi, Texas'ta hastanedeki yemegi yiyen

3000 kisiden 282'inin hastalanmasi seklindedir [44].

Brezilya'da sigir eti, hamburger ve sosislerden yapilan analizlerde sirasiyla %S5, %7,5 ve
%10 ETEC suslarina rastlanmistir. Buna karsin ABD'de 78 peynir 6rneginde ETEC suslari

bulunamamastir.

EIEC serotipleri ise yine ABD'de ve yine Fransa'dan ithal edilen peynirler ile salgina neden
olmustur. Bir diger Onemli salgin ise bir yolcu gemisinde patates salatasindan
kaynaklanmistir. EIEC ve EPEC suslarima nadir olarak gidalarda rastlanilmistir. EHEC

suslarina ise sigir kiymasinda rastlanilmaktadir.
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ABD'de Philadelphia eyaletinde 1971 yilinda 5 eriskin hastada izlenen klinik seyir bilinen
bagirsak hastaliklart ile agiklanamamis ve hi¢ bir etiyolojik etken saptanamayan benzer
hastaliklarin ABD'nin diger eyaletleri ile Avrupa ve Japonya'ta ihbar edilmesi iizerine
ABD Hastalik Denetim ve Onleme Merkezi 1973-1982 arasinda geriye doniik olarak 300
E. coli susunu serotiplendirmis ve kanamali agir diyare gegiren California'li 50 yasinda bir

kadindan izole edilen susu E. coli O157:H7 olarak saptamuistir.

Bireysel vakalar diginda E. coli O157:H7 ilk olarak 1982 yilinda ABD'de Oregon'da 26 ve
Michigan'ta 21 olmak iizere 47 vaka ile ve her ikisi de yine daha Oncekilere benzemeyen
kanli diyare seklinde 2 salgin ile goriilmistiir. Her iki salginda da kofteli sandviglerin
yenilmesinin hastaliga neden oldugu belirlenirken salginlarin birinde ayni partiye ait
donmus koftelerde E. coli O157:H7'ye rastlanmigtir. Bundan hemen sonra benzer vakalar
ABD, Kanada ve Ingiltere'de goriilmiis, daha sonra Meksika, Cin, Arjantin, Belgika gibi
iilkelerde de ayni hastaliga rastlanmis, 1996 yaz aylarinda ise Japonya'ta 27 kisinin
Oliimiine ve yiiz binlerce hastaliga neden olan salginin etmeni E. coli O157:H7 olarak

gosterilmistir [44].

E. coli O157:H7 vakalarinin ¢ogunda yeterince pisirilmemis sigir kiymasi hastaliga neden
olmustur. ABD'de bir lisede 1988 Ekim ayinda goriilen ve toplam 1562 6grencinin 32'sinin
(%2) E. coli O157:H7'nin neden oldugu hemorajik kolite yakalandigi vakada hasta
cocuklarin biiyiik cogunlugunun ayni giin okul kantininde 6n pisirilmis ve dondurulmus
kofte yedikleri saptanmistir. Aymi giin tiim okuldaki 6grencilerin %8'inin ayni1 kéfteden
yedikleri tahmin edilmis, tiretici firmanin ayni tarihli iiriinlerinde E. coli bulunmus ancak

E. coli O157:H7 bulunamamustir.

Her ne kadar E. coli O157:H7 enfeksiyonlarinin baslica sorumlulari arasinda sigir kiymasi
gosteriliyor ise de oldukga seyrek olarak goriilen vakalarda risk faktorii hakkinda oldukga
az bilgi vardir. Ilging olarak ayakiistii (fast food) restoranlarda ¢alisanlarin yiiksek riske
sahip olmadiklar1 ve kiyma tiikketimine bagli olarak enfeksiyon riskinin artmadigi
gosterilmistir. Bununla beraber yeterli pisirilmemis et tiketimi ile E. coli O157:H7

enfeksiyonu arasinda bir iliski oldugu da agiktir.
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Ingiltere'de 1990 Eyliil ayinda iicii aym lokantadan yiyen olmak iizere 16 kiside kanl
diyare goriilmiis, bunlardan biri diyalize alinmis, timiiniin diskilarinda E. coli O157: H7

bulunmus, ancak lokantada ayn1 bakteriye rastlanilmamustir.

Japonya'da 1996 yaz aylarinda goriilen salginin ise "daikon sprouts" denilen (turp filizi) 8-
10 cm uzunlugunda salatalara ve yemeklere garnitiir olarak katilan hatta dogrudan kendisi
salata olarak tiiketilen bir gidadan basladigi sanilmaktadir. Bakteriye her ikisi de
Japonya'ya 6zgii olan ve elle hazirlanan lokum benzeri bir tath ile "O-benta” denilen ve
pilav, ¢ig balik, tursu, salata, pili¢ veya domuz eti ile yapilan bir yemekte de rastlanilmistir.
Diyareli hastalarin  digkilarindan izole edilen 2000'den fazla E. coli susunda
enterotoksijenite ve sitotoksisite testleri yapilmig, 78 sitotoksik E. coli izolatlarinin %70'i
E. coli 026:K60:H11 olarak tanimlanirken E. coli O157:H7 serotipi 6 izolat (sitotoksik
olanlarin %9') ile ikinci sirada yer almistir. 1985 yili Eyliil ayinda Ontorio'ta goriilen
siddetli hemorajik kolit salgininda bir yaslilar bakim evindeki 55 kisi ve 18 ¢alisanda ishal
goriilmiis, bunlardan yaslar1 78-99 arasinda degisen 17 kisi 6lmiistiir. 38 hasta, 37 is¢i ve
10 oliiden alman orneklerde biitiin enterik patojenler aranmigtir. 38 hastanin 19'unda
verotoksin tireten E. coli (VTEC)'ye rastlanirken 10 &liidden alinan 6rneklerde bu bakteri
gorilmemistir. Hi¢ bir 6rnekte baska bir enterik patojene rastlanilmamistir. 19 hastadan

izole edilen E. coli izolatlarinin 18'inin E. coli O157:H7 oldugu belirlenmistir.

E. coli O157:H7 salginlarinda kisiden kisiye bulasmalarin birinci derecede 6nemli oldugu,
salginin yayilmasinda bakim evi, saglik ocagi, kres gibi yerlerin sorumlu oldugu acik bir

sekilde gosterilmistir [44].

2.6. E. coli’nin Patojenite Kriterleri

E. coli’nin ¢esitli konaklarda degisik dokular1 infekte edebilmek i¢in hiicre yapist ile ilgili
veya hiicre digina salgilanan toksinler, enzimler gibi ¢cok sayida degisik patojenite kriteri

vardir.

Adezinler: Fimbrialar adezyondan sorumlu en Onemli bakteri ylizey adezinleri ya da
ligandlar1 olarak bilinmektedir. Her bakteri, ucunda adezin bulunan 100-200 fimbria
tasiyabilir [46, 47].
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Tip 1 fimbria eritrositleri agliitine etme yetenegine sahip olup bu olay ortamda mannoz
bulunmasi ile inhibe olur. Bu nedenle bu tip fimbriaya "mannoza duyarli" fimbria adi da
verilmektedir. Birgok dokuda 6zellikle de tiriner sistemde D-mannoz reseptorlerinin yaygin
olarak bulundugu gosterilmistir. Bir¢ok E. coli susu tip 1 fimbria bulundurmaktadir.
Poliklonal antikor ve immiin boyama yontemleri kullanilarak alt {riner sistem
infeksiyonlarindan izole edilen E. coli suslarmin in vivo olarak tip 1 fimbria yaptigi
gosterilmistir. Tip 1 fimbria, E. coli'nin insan iiretral mukoza epitel hiicrelerine ve idrarda
bulunan Tamm-Horsfall proteinlerine tutunmasini saglamaktadir. Tip 1 fimbria yapan E.
coli suslarin Tamm-Horsfall proteinine kuvvetle baglanmasinda bu maddenin
mannozdan zengin olusu rol oynamaktadir. Uriner katetere bakteriyel adezyonda da yine
tip 1 fimbria ekspresyonunun esas rolii oynadigi diisiiniilmektedir. Mannoza duyarl
adezinler, salgisal IgA'da bulunan mannoz ile de etkilesime girmektedirler. Tip 1
fimbria'nin mannoza duyarli olusu, D-mannoz igeren glikoproteinlerin oligosakkarid
kisimlarinin bu fimbria i¢in reseptdr olusturabilecegini diisiindiirmektedir. Tip 1 fimbria

gastrointestinal sistemdeki normal kolonizasyondan da sorumludur [47].

P fimbria insan eritrositlerini agliitine etme yetenegine sahip, "mannoza direngli" bir
fimbriadir. P fimbria olarak adlandirilmasinin nedeni, 6zgiil olarak eritrosit ve iiroepitelyal
hiicrelerdeki P kan grubu antijenlerine baglanmasidir. Bu tip fimbria ancak bazi E.coli
suslaritarafindan belirli ¢evresel lireme kosullarinda yapilir. P fimbrialar iiroepitelyal
hiicrelere yiiksek kapasite ile baglanirlar. P fimbrianin yapis1 olduk¢a kompleks olup,
birkag¢ farkli fimbria antijeni olarak eksprese edilmektedirler. Hem mannoza duyarli hem
mannoza direngli fimbrialar ayn1 bakteri susu lizerinde bulunabilmektedirler. Ayrica 6zel
bir grup glikosfingolipid, P fimbria i¢in reseptér rolii oynamaktadir. Bu
glikosfingolipidlerin Gal alfa 1-4 kism1 P fimbria i¢in 6zgiil baglanma bolgesidir. Gal alfa
1-4 reseptorleri toplama kanallari, renal pelvis, iireter, mesane ve vajina epitellerinde

mevcut olup, polimorf niiveli 16kositlerde bulunmaz [46].

Endotoksin: Tiim aerobik ve bazi anaerobik gram negatif bakterilerde bulunan bir virulans
faktorii olmakla birlikte bu toksinin aktivitesi lipopolisakkaridin lipid A komponenti ile
iligkilidir. Lipid A, hiicre duvarinin parcalanmasi sonucunda ortaya ¢ikar, makrofajlarin

sitokin olusturma ve salgilamasini arttirarak etki gosterir [47].
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Hemolizin: Bu toksinin alfa hemolizin ve beta hemolizin olmak tizere iki ¢esidi mevcuttur.
Alfa hemolizin 1stya duyarli hiicre dis1 bir proteindir. Daha ¢ok idrar yolu infeksiyonlar1 ve
bagirsak dis1 infeksiyonlarindan izole edilen susglarca iiretilmektedir. Bunlar por olusturan
sitolizinler olup, transmembran iyon gradientlerini sekteye ugratmak suretiyle eritositlerin
lizisine neden olur. Hiicrelerden c¢ikan demir de siderofor sistemleri araciligiyla
bakterilerce kullanilmaktadir. Beta hemolizin ise alfa hemolizin ile ayn1 hemolitik aktivite

oranina sahip hiicre ile iligkili hemolizinlerdir [35].

Siderofor: Demirle bilesik yapan kiiciik molekiillerdir. Bakterilerin konakta canli
kalabilmesi i¢in demir ¢ok onemlidir. E.coli, siderofor-siderofor reseptor sistemi ve HEM
alimi olmak iizere bircok demir ekstraksiyon mekanizmas: tagimaktadir. Siderofor
sistemleri; IreA, IroN ve Tha gibi reseptorler ile enterobaktin ve aerobaktin gibi siderofor
molekiillerinden olusur. Ayrica lha reseptorlerinin aderans ozellikleride bulunmaktadir

[47].

Kapsil:E.coli’lerin bazi kokenlerinde kapsiil veya mukoid madde sentezine
rastlanmamasina karsin, kapsiille ayn1 6zellikte ancak serolojik olarak ortaya konabilen,
bakteri yiizeyine yakin yerlesmis ve antijenik yetenegi olan yapilara rastlanilmaktadir ki
bunlarda kapsiil olarak adlandirilmaktadir. E.coli’nin kapsiil yapist polisakkarid
zincirlerinden olugsmaktadir. E.coli’nin antijenite ve virulansi ile yakindan ilgili olan kapsiil
antijeni (K antijeni), somatik antijeni (O antijeni) orter. Bu nedenle de, mikroorganizmalar
O antiserumlariyla aglutine olmazlar. E.coli'de K antijenleri, A, B ve L olmak iizere 3
antijenik tipe ayrilmaktadirlar. Ayrica, E.coli'ler K antijenlerine gore de bir siniflamaya
tabi tutulmuslardir (K1, K2, K3,....... K80 gibi). E.coli’nin kapsiil yapisi hiicre yiizeyi ile
fagosit hiicrelerinin temasini engelleyerek veya bakteri yiizey molekiillerini gizleyerek,
fagositozu engeller. E.coli K1 susunun siyalik asit kapsiilii ise konak dokusuna benzer

yapida oldugu i¢in immiinojenik yanit olusturmamaktadir [48].

ETEC, EPEC, EHEC, EIEC tiplerinin yaptig1 bagirsak hastaliklar1 disinda yaptigi

hastaliklar da vardir.

Memeli ve kuslarin bagirsaklarinda normal flora elemani olarak bulunan E.coli’ler,
herhangi bir sebeple bulunduklar1 yerden bagka dokulara gelme imkani1 bulduklar1 zaman

cesitli ve bazen onemli yangili enfeksiyonlara sebep olurlar [45]. Bakterilerin degisik



26

dokulara ge¢meleri bagirsaklarin mekanik veya diger biyolojik etkilerle (periton bosluguna
acilma) veya organizmanin savunma mekanizmasindaki bozukluklar dolayisiyla
ger¢eklesmekteyken ayrica sterilitesine dikkat edilmeyen idrar sondalari, intravendz
kataterler bu bakterilerin diger dokulara ve kana yayilmasina olanak saglar. Bu sekilde
bagirsak digi dokulara gegerler. En ¢ok lriner sistem, safta yollar1 ve safra kesesine
gegerler. Akciger ve peritona ulasan E.coli bakterileri bu organlarda siipiiratif
enfeksiyonlar olusturur [45]. Uriner sisteme bagli olarak piyelit, piyeloneftit, ve en fazla da
sistit’e yol agarlar [44, 50]. E.coli’lerin safra ve safra yollarina yerlesmeleri ile kolesistit ve
kolanjit enfeksiyonlart olusur. E.coli daha ¢ok yeni doganda menenjit olusturur.
Bagirsaklarin bigak veya mermi ile yaralanmasi ya da tifo, timor gibi hastaliklar esnasinda
delinmeleri ile peritona gegen E.coli bakterileri diger basillerle birlikte akut peritonit
olustururlar. Daha ¢ok idrar yolu ve safra yollar1 enfeksiyonlarindan veya baska bir
lokalizasyondan 17 kaynaklanabilen ve organizmanin savunmasinin zayif oldugu
durumlarda da daha kolay olusan E.coli’ye bagli septisemiler tipik sepsis tablosu verirler
ve olduk¢a agir seyrederler.45 E.coli bakterilerinin yaptigi enfeksiyonlar arasinda
prostatitler, cesitli perineal abseler, periton, akcigerler, kemikler, meninksler, tonsillit,
faranjit, siniizit, otit, yara enfeksiyonlar1 gibi lokalize iltihaplanmalara da rastlanmaktadir
[49].

2.7. Bacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Bacillaceae familyas: igerisinde Bacillus ve Clostridium olmak iizere iki ana alt grup
bulunmaktadir [51, 52]. Carl Woese tarafindan 1999°da 16 ve 18S rRNA dizilerinin
karsilastirilmasiyla olusturulmus siiflandirmaya gore Bacillus cinsi mikroorganizmalar
Eubakteri domanini igerisine dahil edilmistir. Bacillus cinsi 34 tiir ve bir¢ok alt tiir igeren
¢ok biiytik bir gruptur. Bacillus cinsinde ¢ok ¢esitli 6zellikler gosteren ve metabolizmalari

da oldukga farkl tiirler bulunur [51].

Bacillus adi, 1872 yilinda Ferdinand Cohn tarafindan ilk defa kullanilmistir [3,34].
Bacillus cinsi, Gram pozitif aerobik veya fakiiltatif anaerobik, spor olusturan, ¢ubuk
seklinde ya da diize yakin bakterilerdir. Bacillaceae familyas1 spor yapan bakterileri i¢inde

toplayan tek familyadir.
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Cizelge 2.2. Bacillus cinsinin taksonomik siniflandirilmasi [53]

Domain Bacteria (Eubacteria)
Alem Firmicutes (Gram (+) Bakteri)
Sinif Bacilli

Takim Bacillales

Familya Bacillaceae

Cins Bacillus

Bacillus cinsi bakterilerde spor olsumunu tetikleyen en Onemli faktér ise besin
yetersizligidir. Ortamda besin olarak karbon, azot veya bazi durumlarda fosfor kaynagi
olmadigr zaman Bacillus tiirlerinin biiyliyen hiicreleri sporlasmaktadir. Spor olusumu
ayrica asir1 yiiksek ya da diisiik sicakliklar ile mineral madde, tuz ve seker gibi hipertonik
ortam kosullarinda da gergeklesebilmektedir. Sporlar dormant (hareketsiz) halde olup 1s1,
radyasyon, kurutma, ekstrem pH kosullart ve toksik kimyasallara karsi dayaniklilik
gostermektedir [46].

Sporlar1 genellikle oval, yuvarlak ya da silindiriktir ve olumsuz kosullara karst ¢ok

direnglidir [54].

Elliye yakin tiirii bulunan Bacillus 'larda, endosporun hiicre i¢indeki yeri farklidir. Bacillus

cinsi, sporlarmin morfolojisine gore ii¢ gruba ayrilir;

Grup 1; Sporlar1 merkezi ya da terminal konumlanir. Elips ya da silindirik seklindedir. Bu
tip spora sahip Bacillus tiirleri; B.anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis ve B.

megaterium.

Grup 2; Elips ya da siskin sekilli spor tiretirler. Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus
circulans, B. coagulans, B. licheniformis, B. alvei, B. brevis ve B. macerans tiirleri bu tip

spor lretir.

Grup 3; Siskin sekilli, subterminal ya da terminal konumlanmis sporlar iiretirler. B.

sphaericus tiirii bu gruba 6rnek olabilir [54].

Bacillus'larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur. Cok yiiksek sicaklik
derecelerinde bile canli kalirlar. Karbon kaynag1 olarak organik asit, seker ve alkol igeren;

nitrojen kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok 1yi gelisirler.
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2.8. Bacillus Cinsinin Biyokimyasal Ozellikleri

Genellikle 35-37 °C’de ve pH 7 civarinda tirerler. Bazi suslar tuzlara tolerans gosterirken
bazilar1 tuzlara 6zel gereksinim gosterirler. Biitiin tlirleri Nutrient Agar, Tryptic Soy Agar,
Brain Heart Infusion ve Kanli Agar gibi besiyerlerinde oldukca iyi iirerler. Vejetatif
hiicreler 0,5-1,2 pm ile 2,5-10 um ¢apindadir. Bacillus cinsinin koloni morfolojisi ve
biiyiikligii cok degiskendir ve pigmentler belirli yerlerde olabilir. Geneli beyaz veya krem
renkli kolonilere sahiptir. Baz tiirlerinde sari, pembe, portakal rengi, kirmizi, kahverengi

ve siyah renklerde pigmentli kolonilere de rastlanir [11].

Resim 2.3. Bacillus’un mikroskobik goriintiisii [55]

Sekerleri fermente ederler ve sonugta gaz olusumu goriilmeksizin asit iiretirler. Proteinleri
ise, amonyak olusturarak pargalarlar ve boylece kokusmaya neden olurlar. Karbon kaynagi
olarak organik asit, seker ve alkol igeren; nitrojen kaynagi olarak da amonyum bulunduran
sentetik ortamlarda ¢ok iyi gelisirler. Birka¢ Bacillus tiirii polipeptit sinifi antibiyotik
iiretir. Bu bakterilerin yaglari ve proteinleri pargalama yetenekleri ¢ok yiiksektir. Bu
nedenle de basiller, siirekli ¢iiriime ve bozulma ortaminda bulunurlar. Tipik habitatlar
toprak olmasina ragmen dogada genis olarak, siit ve siit iiriinlerinden, hava, su ve yiyecek

gibi bir¢ok ortamdan elde edilirler [11].

B. anthracis ve B. mycoides hari¢ katalaz pozitiftir ve hemen hemen diger tiirleri kamgilari

nedeniyle hareketlidir [56].

Oksidaz pozitif ya da negatiftir. Cogu tiirlerin hiicre duvarinda peptidoglikan vardir. En sik

rastlanan fosfolipitler, fosfatidetanolamin ve fosfatidgliseroldiir [11].
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Bacillus’larin baz1 tiirleri gii¢lii proteolitik 6zellik gdsterir, buna karsin bazi tiirleri ya zayif
proteolitik Ozellik gosterir veya hi¢c gostermez. Aktif proteolitik tilirler genellikle
eksitilmeden pihtilastirilan siit tirtinlerinde kullanilir. B. cereus bu ozelligi gosteren bir

tirdiir. Bacillus tiirleri arasinda lipolitik olan bakterilerde bulunmaktadir [57].

Cig ve 1s1l islem gérmiis siit ve iirlinlerinden Bacillus genusuna ait bakteriler arasindan
izole edilebilen yaygin bakteriler B. stearothermophilus, B. licheniformis, B. coagulans,
B.cereus, B. subtilis ve B. circulans’tir. Bu psikrotrof aerobik ya da fakiiltatif anaerob
bakterilerin sicakliga dayanikli sporlart siite 1s1 uygulamasindan hemen sonra hizli bir
sekilde aktif olabilmektedir. Pseudomonas spp. ile iliskili olarak Bacillus spp. vejetatif
hiicreleri 1siya dayanikli ekstraselliller ve intraselliiler hidrolitik enzimleri genis

spektrumda olusturma kabiliyetindedirler [58].

Siitten izole edilen Bacillus spp. % 40-84 oraninda hem proteolitik hem lipolitik aktivite
gosterir ve yaklasik %80’i fosfolipolitik aktivite gosterir [59]. Ayrica Bacillus genusunun
bazi tiirleri es zamanl olarak birden fazla cesitte proteinaz iiretebilir. Bununla beraber,
hidrolitik 6zelliklerine gore bu enzimler Pseudomonas fluorescens tarafindan olusturulan

hidrolitik enzimlerle kiyaslanabilir [46].

Hidrolitik 1s1ya dayanikli enzimlere ek olarak B. cereus, B. licheniformis ve B. subtilis gibi
Bacillus tiirleri gida kaynakli hastaliklara neden olabilen farkli tip toksinler olusturabilirler.
Siit ve trlinlerinde siklikla karsilasilan bir kontaminant olan B. cereus enfeksiyon veya
intoksikasyonlara neden olabilen ¢esitli enterotoksinler iiretebilmektedir. Ornegin
hemolitik BL (HBL), non hemolitik enterotoksin (NHe) ve sitotoksin K (CytK)

gastrointestinal hastaliklar ve/veya sistematik enfeksiyonlarla baglantilidir [46].

2.9. Bacillus subtilis’in Genel Ozellikleri

1835’te Christian Gottfried Ehrenbergtarafindan Vibrio subtilis olarak tanimlanan B.
subtilis, 1872’de Ferdinand Cohn tarafindan bugiinkii adin1 almistir. Bakterinin diger adlari

Bacillus uniflagellatus, Bacillus globigii ve Bacillus natto’dur.

B. subtilis, oksijenli solunum yapan, 25-35 °C’de iireyen bir bakteri cinsidir. B. subtilis’in

hareketli sporlar1 oval ve subterminal olup, kapsiilsiizdiir ve 6n zenginlestirme yapilmayan
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besiyerinde rahatlikla iireyebilme ozelligine sahiptir. Toprak kokenli bir bakteri olup,
mezofiliktir. Vejetatif sekilleri dayaniksiz olup, sporlar1 bazen kaynama derecelerinde,
birka¢ saat dayanabilirler. Gram pozitiftirler. Bulasma kaynagi; toz, toprak, su gibi temel
alanlar oldugundan gidalara kolaylikla bulasabilirler. Ozellikle siitte ¢ogaldiklar1 zaman
kazeini pargalayarak zehirli maddeler agiga c¢ikarirlar. Diger besin maddelerinde tiredikleri
zaman toksin olustururlar. B. subtilis kolonileri diizensiz, biiyiik bir dalgalanma marjina

sahiptir. Beyaz ve donuk rengi ve kuru dokusu vardir. En uygun yetistigi sicaklik 25-
35°C’dir.

Dogada yaygin olarak bulunmanin yani sira, ayni zamanda mikrobik bagirsak florasinin bir
pargasidir. ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA), B. subtilis'i bir GRAS (generally recognized

of safe) organizmasi olarak siiflandirir [60, 61].

B. subtilis, insanlarda diisilk derecede patojeniteye sahip olup, “subtilisin” adi verilen
proteolitik enzim tlretmektedir. Subtilisin, diisiik toksijenik 6zellige sahip olmakla beraber
stirekli maruz kalindiginda, alerjik reaksiyonlara neden olabilmektedir. B. subtilis sporlari,
pismis gidalarda, yiiksek sicakliklarda canli kalabilmekte ve ekmek hamurunda “siinme”

hastaligin1 olusturmaktadir [62].

Ayrica iirettigi subtilisin enzimi uzun siireli temasta dermak alerjik veya asir1 duyarlilia

sebep oldugu bilinmektedir.
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Sekil 2.2. B. subtilis grubunda taksonomik gelisme [63]
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2.10. Bacillus cereus’un Genel Ozellikleri

Bacillaceae familyasina dahil olan B. cereus Gram pozitif, sporlu, enterotoksin lireten,
aerob ve fakiiltatif anaerob bir bakteridir [47]. Optimum iireme sicakligi, suslara gore 28—
35 °C arasinda degismekle birlikte genellikle 30 °C’dir. Maksimum {ireme sicakligl yine
suslara gore 37-48 °C arasinda degismektedir. Minimum iireme sicakligi da susa bagh
olarak 10-18 °C arasindadir. Baz1 kaynaklarda minimum sicaklik 4-5 °C, maksimum
sicaklik ise 50 olarak verilmektedir. Spor germinasyonu i¢in optimum sicaklik 30 °C,
minimum -1 °C ve maksimum 59 °C'dir. Gelisebildigi pH araligi 4,9-9,3 olup
optimum?7,0'dir. B. cereus; lesitinaz, jelatinaz, proteaz, amilaz aktivitesine sahip olup,
nitrat1 indirger ve polimiksine direnglidir. Bircok susu da %7,5 tuzda iireyebilir. Cereus

adimi tahil anlamindaki cereal 'dan almustir [19].

B. cereus, ilk defa Hauge (1950—1955) tarafindan Norveg'te 600 kisiyi etkileyen 4 ayr1 gida
zehirlenmesi vakasinda, etiyolojik etmen olarak bildirilmis ve 4 vakada da zehirlenmeye
neden olan gidanin, hazirlandiktan sonra bir giin bekletilmis vanilyali sos oldugu
saptanmistir. Bu olaydan sonra diger bir¢ok Avrupa lilkesinde de B. cereus vakasi tespit
edilmigstir. 1980 yilinda B. cereus kaynakli 9 gida zehirlenmesi, 1981 yilinda 8 gida
zehirlenmesi vakasi, Hastalik Kontrol Merkezine rapor edilmistir. Staphylococcus aureus
intoksikasyonu (B. cereus kusma tipi sendrom) ve C. perfringens gida zehirlenmesinin (B.
cereus diyare tipi sendrom), benzer semptomlari nedeniyle rapor edilmeyen gida

zehirlenmeleri vakalar1 da bulunmaktadir [19].

B. cereus’un gidalarda tehdit olusturmasina sebep olan {ii¢ faktdr; termoruik spor

olusturabilme, soguk ve sicakta hayatta kalma kapasitesi ve toksin tiretimidir [64].

B. cereus, topraktaki sporlar gibi her yerde bol miktarda bulunur. Silaj, disk1 ve ¢opte
biiyiik miktarlarda bulunurlar. B. cereus grubu zoonozdan sorumlu degildir, ancak
cevredeki yiiksek varligi nedeniyle inek dahil olmak iizere hayvanlar tarafindan
taginabilirler. Sagim esnasinda, hijyen kosullar1 tam olarak gozlenmediginde ¢ig siitleri
basit bir sekilde kontamine ederler ve c¢ok nadir durumlarda bu tiirlerin bazi suslar

mastitise neden olabilirler [65].
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Aerobik spor olusturan basiller arasinda, B. cereus ¢esitli konulardan dolay1 biiyiik bir
endise kaynagi olarak kalmaktadir. Bu bakteri, birkag 1s1l islem prosesine dayanabilir ve
buna ek olarak bazi suslar psikro toleransa sahiptir. Bu nedenle pastorize ve sogutulmus siit

iirlinlerinin muhafaza kalitesini sinirlayabilir [66].

B. cereus, yiyecek kaynakli iki hastalik olan emet zehirlenmesi ve diyare iltihabinin
nedenidir. Mevcut veriler, vejetatif hiicrelerin ve sporlarin, 10? -10° spor/l'ye kadar ¢ig
stitte B. cereus bulundugunu gosterir. Sporlar pastorize siitiin yani sira ultra yiiksek
sicaklikta (UHT) islenmis siit tozu (10? ila 10° spor / g) ve kasar gibi peynirlerde
bulunurlar [66].
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Sekil 2.3. B. cereus grubunda taksonomik gelisme [63]

2.11. Bacillus megaterium’un Genel Ozellikleri

1884 yilinda Heinrich Anton de Bary’a tarafindan B. megaterium denilen suslar
tanimlanmis, ancak bir etimoloji vermemistir. B. megaterium, optimum 30 °C civarinda, 3
°C’den 45 °C’ye kadar sicakliklarda biiyiiyebilir. Antartika jeotermal gol gibi yerlerde bazi
izolatlarin 63 °C’ye varan sicakliklarda biiylime gosterdigi bulunmustur. Genel itibar ile
toprakta, bal, toksik c¢evrelerde bulunabilmektedir. B. megaterium, adini vejetatif
hiicrelerinin biiyiikligiiniin 1 um’nin {izerinde olmasindan almistir. B. megaterium

gidalardan petrol atiklarina kadar ¢ok ¢esitli ekolojisi olan bakteridir.
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B. megaterium 4,2 um ‘lik bir hiicre uzunlugu ve 1,5- 2 um arasinda bir ¢api ile bilinen
biiyiikk bakteri arasinda yer almaktadir. 1960’larda, B. subtilis, B. megaterium biyokimya,
sporulasyon ve bakteriyofajlara tlizerinde yogun g¢alismalar i¢in Gram-pozitif bakterilerin
arasinda ana model organizma olmustur. B. megaterium hiicre dis1 enzim olarak penisilin
amidaz iretebilmektedir. Penisilin amidaz bircok sentetik penisilinlerin iiretmesinde

yardimc1 olmustur [67].

2.12. Bacillus licheniformis’in Genel Ozellikleri

Yeryiiziindeki ¢ogu toprak ve bitki materyallerinden izole edilebilen B. licheniformis gram
pozitif, fakiiltatif anaerob ve endospor formlu saprofitik organizmalardir. B. licheniformis
izolatlar1 denitrifikasyon yetene8i gostererek besin dongiisiinde Onemli bir yer
tutmaktadirlar. B. licheniformis genom sekanslari belirlenmis olan Bacillus cinslerinden B.

subtilis’in oldugu grupta yer almaktadir.

Zenginlestirme kiltiiri bulunan ortamda B. licheniformis daha iyi gelisir. Cogu susunun
arjinin dihidrolazt olumludur, penisilinaz indiikleyebilir, polipeptid antibiyotikler
iretebilirler. Glikoz veya nitrat igeren anaerobik ortamda biiyiirler. Basitrasin

antibiyotiginin tretilmesinde kullanilirlar [68].

Sukroz ve rafinozdan ekstraselliiler olarak levan iiretirler. Demir igeren karbonhidratl
besiyerlerinde kirmizi pigment meydana getirirler. Eskimis kiiltiirlerinde bu renk
kahverengine doniisiir. Kolonilerin yilizeyi piiriizlii, mat, opak olurlar ve kil benzeri
cikintilart vardir. Koloniler siimiiksii, tepecik veya lop seklindedir. Cubuklar genellikle
zincir olusturur. Uygun olmayan kosullarda spor olustururlar. Sporlar1 toprakta bulunur ve
1s1 igslemlerine dayaniklidirlar. Pek ¢ok gida maddesinde 30-50 °C’lerde vejetatif olarak
iireyebilirler Insanda gida zehirlenmelerine yol agarlar. Ayrica bdcek patojenidirler.
Bakteriyemi, septisemi, periton iltihabi, korneal {ilser ve goz iltihab1 enfeksiyonlarindan

sorumludur. Diyare, kusma ve bulant1 seklinde besin zehirlenmesine yol agabilir [11].

2.13. Bacillus circulans’in Genel Ozellikleri

B. circulans tipik bir kemoorganoheterotrofik bakteridir. Mono-, di-, polisakaritleri ve

polihidroksilik karbonu enerji ve elektron kaynagi olarak kullanirlar [69].
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Cogu susun terminal ve subterminal sporlart vardir. Nutrient agardaki kolonileri incedir.
Belirgin rizoid kolonileri vardir. Bazi tiirleri selillozu hidrolize etmektedir. Birgok
karbonhidrattan gaz olusturmadan asit olustururlar. Glikozlu besiyerinde anaerobik

kosullarda tiretilebilirler. Sporlarina toprakta rastlanir [70].

2.14. Bacillus brevis’in Genel Ozellikleri

Pek cok susunun gelismesi i¢in minimum besin ihtiyact aminoasitlerdir. En sik olarak
topraktan ve cesitli gidalardan izole edilirler. Sporlart eliptiktir, glikozdan yavas bir sekilde
asit olusturur veya asit olusumu hi¢ yoktur [71]. Besin zehirlenmesine sebep olabilirler.

Farkli sicakliklarda biiytime araliklari vardir [11, 72].

2.15. E. coli ve Bacillus Suslarinda Slime ve Biyofilm Olusumu

Ik kez 1982’de Christensen tarafindan Staphylococcus epidermidis igin tanimlanan slime
faktorii, protein, hekzoaminler, notral sekerler ve fosforlu bilesikler gibi bircok maddenin
olusturdugu karigik bir yapi olmakla birlikte [73,74] %40 karbonhidrat ve %27 protein
iceren glikokaliks yapisinda hiicre dis1 bir maddedir. Bu faktoriin, mikroorganizmanin
konak hiicreye ve yapay yiizeylere adezyonunu saglayarak etkili oldugu gosterilmistir. Bu
yiizeylerde fibrin, fibronektin ve slime faktorii ile bir biyofilm tabakasi olusmakta ve bu

biyofilmden olusan mikroorganizma ¢ogu kez sepsise yol agmaktadir [75-77].

Slime faktor mikroorganizmay1 kaplayarak viicudun savunma mekanizmasindan korur
[78]. Ayrica slime lireten mikroorganizmalara bagli infeksiyonlarin tedavisinin daha gii¢
oldugu gozlenmistir [75]. Slime {ireten suslar, antibakteriyal tedaviye, slime

olusturmayanlara gore daha direngli olabilirler [79].

Gidada bulunan mikroorganizmalarin slime faktér olusturmasi da bizim calismalarimizda
gosterilmistir. Cig siit, peynir ve dondurma 6rneklerinden izole edilen Bacillus tiirleri ve E.

coli izolatlarinda slime faktor olusumu tespit edilmistir.

Biyofilm, mikrobiyal hiicrelerin hiicre dis1 polimer matriksle birbirlerine ve ylizeye
tutunarak toplanmasidir. ilk olarak 17. yiizyilda Antony Van Leeuwenhoek basit

mikroskobu kullanarak biyofilm yapisin1 dis plaklarinda tespit etmistir. Daha sonra
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mikrobiyal biyofilmlerin kesfi ile de bu tespitin dogru oldugu kanitlanmistir. Heukelekian
ve Heller deniz mikroorganizmalarinda bakterilerin 6nce yiizeye tutunduklarin1 daha sonra
bakteriyel gelisim ve aktivitelerinin meydana geldigini saptamiglardir. Zoobel ise, su
altinda olusan biyofilm yapisina katilan bakterilerin sayisinin herhangi bir yilizeyde

olusanlara kiyasla daha az oldugunu gozlemlemistir.

Isik mikroskobundan daha yiiksek ¢oziinlirliigli olan ve daha biiyiik goriintiileri saglayan
elektron mikroskobunun kullanilmasiyla biyofilm yapis1 daha da aydinlatilmistir. Jones ve
arkadaglar1 taramali ve gecirimli elektron mikroskobu ile biyofilm yapilarini
incelemislerdir. Atik su aritim tesislerinde kirma tash filtrelerinden elektron mikroskobu
ile farkli morfolojideki mikroorganizma gruplarini gézlemlemislerdir. Spesifik polisakkarit
boyast olan Ruthenium kirmizisi ile boyayip, osmium tetroksitle fikse edip
incelediklerinde biyofilm yapisinda tutunmayi saglayan hiicre dis1 matriksin polisakkarit

oldugunu kanitlamislardir.

Characklis 1973’iin baslarinda endiistriyel su sistemlerinde biyofilm yapisini aragtirmigtir.
Bu calismada giiglii biyofilm yapisinin dezenfektan ve klorine direngli oldugu one
stiriilmiistiir. Marshall 1976 yilinda ¢ok ince ekstraselliiler polimer fibrillerin bakteri
ylizeyine sabitlendigini bildirmistir. Costerton ve arkadaslarimin 1978’de dis plaklar1 ve
nehirlerdeki sesil hiicre topluluklarinda yaptiklar1 c¢aligmalarda yiizeylere tutunan
mikroorganizmalarin, ekolojik ortamlardan faydalandiklari belirtilmistir. Yeterli besine
sahip ekosistemlerde bakterilerin biiylik kisminin biyofilm tabakasini olusturan matrikste
iredikleri ve bu sesil bakterilerin planktonik esdegerlerinden farklilik gosterdikleri
belirtilmistir. O tarihten itibaren ekolojik ortamda biyofilmler {izerine yapilan ¢aligmalar
halk saglig: ile iligkili bulundugundan paralel olarak ilerlemektedir [46]. Biyofilmlerin
varlig1r derin yer alti sular1 ve okyanusun derinleri digsinda tim dogal ekosistemlerde

saptanmustir [72].

Biyofilm, bakterilerin olusturdugu kompleks bir organizasyondur. Organize bir yap1
icerisinde birlikte yasayan bakteriler yiizeylere tutunur ve birbirleriyle uyum igindedirler.
Bakteriler, polisakkaritlerden, niikleik asitlerden, lipidlerden ve hiicre dis1 polimerik
maddelerden olusmus matriksin i¢ine gomiiliidiirler [80-82]. Fosil kayitlar1 {i¢ milyar

seneden beri prokaryotlarin biyofilmler halinde yasadiklarini gostermektedir.
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Biyofilm olusumu gesitli i¢ ve dis faktdrlere baghdir. Oregin; su aktivitesi, besin ihtiyact,
antimikrobiyal madde igerigi, potansiyel hidrojen (pH) degeri, asidite, oksijen degiskeni ve
elektriksel degiskenlik gibi i¢ faktorler, yiizey materyali, yilizey alani, ylizey diizgiinligu,

stvinin akis hizi, sinirli besin maddesi gibi dis faktorler etkendir [82].

Biyofilm olusum basamaklar1 soyledir:

Doniigiimlii tutunma: Bakteri hiicresinin ylizeye ilk tutunmasinda bakteri hiicresi ylizey ile
tam olarak temas etmemekte, ancak bakteri hiicresi ile ylizey arasinda uzun mesafeli
etkilesimler meydana gelmektedir. Bu asamada bakterinin yiizeye tutunmasi bakteriyel
hiicre ylizeyinin [83], tekstiir [47], yiizey ylkii [84], hidrofobiklik [85] pH, sicaklik ve [85]
besin maddelerinin varlig1 [47, 86] gibi fizikokimyasal Ozelliklerine baghdir. Yiizeye
tutunan hiicreler ¢ok az miktarda EPS’ye (ekstraselliiler polisakkarit) sahiptirler ve
bagimsiz hareket etme yetenegindedirler [87]. Yiizey oOzellikleri bakteriyel tutunmada
onemli rol oynar. Bakteriler tiiriine gore farkli yiizeylere farkli miktarlarda baglanabilirler.
Ornegin Sinde ve Carballo 2000°de Salmonella ve Listeria’nin hidrofobik yiizeylere
hidrofilik yiizeylerden ¢ok daha fazla miktarda tutunabildiklerini saptamislardir. Hiicreler
bu asamada, durulama gibi basit yilkama islemleri 1ile kolayca ylizeyden

uzaklastirilabilirler.

Doniigiimsiiz  tutunma: DOntisiimlii  tutunmadan  doniislimsiiz  tutunmaya gecis EPS
varliginda bakterinin yapmis oldugu =zayif baglarin kaliciya dontigmesidir [88].
Doniisiimsiiz tutunmayi yiizeyle kisa mesafeli etkilesimler saglamaktadir. Bakteri hiicreleri
flagella (kamg¢1) ve pili(ince kil) gibi organelleri ile ve EPS olusturarak yiizeylere
doniisiimsiiz olarak baglanirlar [89]. Donlislimsiiz tutunma agamasindan sonra biyofilm
hiicrelerini yiizeyden uzaklastirabilmek icin gliclii mekanik kuvvet, enzim, dezenfektan,
deterjan, sanitizerler ve/veya yiiksek 1s1l isleme ihtiyag vardir [88, 90, 91]. Gerke ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢calismada (1998) Staphylocossus epidermidis bakterisinin
hiicre i¢i polisakkarit iirettigini bu sekilde yiizeye tutunup mikrokoloni gelistirip olgun
biyofilm olusturdugunu saptamislardir [92].

Koloni gelisimi: Mikrokoloni gelisimi bakteri hiicrelerinin  yiizeyde birikmesi,
mikroorganizmalarin gelismesi ve EPS iiretimi sonucunda gerceklesir. EPS bakteri ve alt

katmani arasinda bag olusumuna katkida bulunur, koloniyi her tiirlii ¢evresel strese karsi
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stabil hale getirir [47, 93]. Bu sistemde bakterilerin yiizeyde toplanma islemi planktonik
hiicrelerin sinyal molekiilleriyle etkilesip bir araya gelmesiyle gerceklesir. Bu asamada bir
bakteri hiicresi yilizeyde koloni olusturduktan sonra (ilk koloni), aymi yiizeyde diger
bakteriler de koloni olusturur (ikincil koloni). Biyofilm biiyiidiik¢e, polimer matriksinde
kapsiil olusturmus mikroorganizmalarda da artis goriiliir [94], ¢alismalarinda Pseudomonas
aeruginosa PA14’susunun mikrokoloni olusturabilmesi igin pili 4 genine ihtiyaci oldugunu
saptamislardir [87]. Yiizme hareketinin, bakteriye yiizeydeki itici giiclerin iistesinden
gelebilmesini ve alt katmana ulasabilmesini sagladigi pili 4 yardimiyla uzama ve geri

cekilme hareketleriyle mikrokolonileri olusturdugu diisiiniilmektedir [50].

Olgun Biyofilm Olusumu: Bu asamada biyofilm hiicreleri besin maddelerinin etkisiyle

apartman yada mantar seklinde yapilara doniisiirler [93, 95].

Cesitli yiiksekliklerde kuleler olusturan mikrokolonilerin aralarinda besinlerin ulagtirilmasi
ve metabolik atik {rlinlerin uzaklastirilmasi i¢in dolagim sistemi olarak gorev yapan su
kanallar1 bulunmaktadir [94, 96]. Hiicrelerin bu yapiya ulasilabilmesi i¢in yaklasik 10 giin

yada daha uzun bir siire gerekmektedir [96].

Biyofilm fhiicrelerinin koparak ayrilmasi: Biyofilm olusumunda son asama biyofilm
hiicrelerinin koparak ayrilmasidir. Hiicreler bu asamada planktonik fazlarina geri donerler
[97]. Artan akis kuvveti [88], i¢ enzimatik bozulma, EPS ya da yiizey baglayan proteinlerin
aciga ¢ikmasi gibi hiicre i¢cinde goriilen islemler biyofilm hiicrelerinin ayrilmasinda énemli
rol tstlenir [78]. Ayrica ortamda besin maddelerinin tilkenmesi de hiicresel ayrilmalarin
onemli bir nedeni olabilmektedir [87, 98]. Bu ayrilma islemi dis kuvvetlerin etkisiyle
olabilecegi gibi, biyofilm olusum basamaginin bir parcasi olarak tek bir hiicrenin veya

coklu hiicrelerin kopmasinin bir sonucu da olabilir [94].

Sivi cevresel kosullarda hidrodinamik kuvvet, bakterinin yiizeye yaklasmasi i¢in
onemlidir. Bakteriler, Brownian ve yercekimi kuvveti gibi pasif hareketlerin yani sira,
ylizeyin itici elektrostatik ve hidrodinamik giliclerine karsilik aktif hareketler
yapabilmektedirler. Boylece ylizeyle etkilesim sanslari artmaktadir. Biyofilm olusum
asamasinda, bakterinin hareketi yiizeye tutunmasina yardimci olur. Hareket i¢in gerekli

yap1 flajeldir. Sivi/yar1 kati besiyerlerinde ylizeye tutunmada veya yiizeye yayilmada
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etkilidir [72]. Hareketsiz bakteriler de biyofilm olusturma yetenegine sahip olabilirler.
Konjugatif plazmid E.coli suslari igin gii¢lii bir adhezyon faktor olarak rol oynamaktadir.

Biyofilm olusumunda ilk adim olan geri doniistimlii tutunma; ¢evrenin sicakligindan,
pH’sindan, iyonik giiciinden ve tutunacag yiizeyin 6zelliginden etkilenmektedir. Teflon,
plastik gibi hidrofobik yilizeylerde cam ve metaller gibi hidrofilik yiizeylere nazaran daha

iyi kolonize olurlar.

Sonraki adim geri doniislimsiiz tutunmadir. Hiicreler bir araya gelip kiimelesirler.
Termodinamik yonlerinin yani sira bakterinin ylizeye yapismasinda yardimer olan
organelleri bulunmaktadir. Bunlar; tip 1 flajel, pilus ve konjugatif pilustur. Bu yapilar
sayesinde ylizeylere tutunma gerceklesir Piluslar ve konjugatif piluslar ile ayrica hiicreler
aras1 etkilesimler de gerceklesmektedir. Konjugatif piluslar ile yatay gen aktarimi
gerceklesir.  Konjugatif plazmid, suslarin olgun biyofilm yapist olusturmasini

tetiklemektedir. Ayrica plazmide bagli virulans faktorleri olugsmaktadir.

Daha sonraki adim ise, olgun biyofilm yapisinin olusmasidir. Bakteriler ylizeye
tutunduktan sonra ii¢ boyutlu gelisim gostererek olgun biyofilm yapisini olustururlar
Cogunlukla bakteriler arasi etkilesimlere, ¢evrenin heterojenik fizikokimyasal yapis1 neden
olmaktadir. Boylece biyofilmdeki bakteriler, planktonik eslerinden farkli fizyolojik
ozellikler sergilemektedirler. Ayrica biyofilm yapisinin olusumunda ve olgunlagsmasinda

ylizey adhezinleri 6nemli katkida bulunmaktadir. E.coli’nin yiizey adhezinleri sunlardir;

Ototransporter adhezinler: Gram negatif bakterilerde proteinlerin, hiicrenin disina dogru
translokasyonunun saglanmasi i¢in sitoplazmik membran, periplazma ve dis membrandan
gecmeleri gereklidir. Translokasyonun saglanmasi i¢in alti farkli salgi yolu vardir.

Aralarinda Tip 5 salg1 yolu proteinlerin yiizeye ulasmasini saglamaktadir.

Sinirlt sayida salg: faktorleri salgilanir ¢linkii translokasyon i¢in gerekli bilgilerin ¢ogunu,
salgilanacak proteinin kendisi icermektedir. Bu proteinlere, dis membrandan kendilerinin
tasinmasini saglayabildikleri i¢in ototransporter denilmektedir. Gram negatif bakterilerin
ototransporter proteinleri tanimlanmis ve ii¢ grupta toplanmustir. Bunlar; proteazlar,

esterazlar ve adhezinlerdir.
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Tip 5 salgi yolu: Ototransporter proteinler tip 5 salgt yolu ile hiicre i¢inden digina
salgilanir.  Antijen 43: Dis membran proteinidir. Hiicreler arasi tutunmayi saglar.
Okaryotik hiicrelere veya cansiz yiizeylere tutunan hiicrelerin, olgun biyofilm yapisi

olusturmalarinda rol oynar.

AidA ve TibA proteinleri: Okaryotik hiicrelere ve cansiz yiizeylere tutunmayi,
otoagregasyonu ve biyofilm olusumunu saglayan glikozillenmis ylizey proteinleridir.

Ayrica patojenik E.coli suslarinda virulans faktor olarak da rol oynarlar.

E.coli adhezin potansiyeli: Genetik analizler sonucu, ¢esitli E.coli adhezinlerinin
kolonizasyon veya olgun biyofilm yapisi olusumuna katki sagladigi bulunmustur.
Yapilan ¢alismalar sonucunda, yfal, yeeJ, ypjA veycgV genlerinin E.coli’nin tutunmasinda

rol oynadig1 kanitlanmstir.

Cesitli patojenik E.coli suslarinda bu adhezyon faktorlerine ek olarak flajel yapilari ve
plazmidler sayesinde bakteri hiicreleri diger hiicrelere veya cansiz yiizeylere

yapisabilmektedirler.

Son adim dagilma evresidir. Hiicre kiimeleri arasinda kanallar olusur ve ayrilma

gerceklesir [72].

Biyofilmlerin gida hijyen ve sanitasyonu acisindan onemi biiyliktiir. Biyofilmler o6zel
oneme sahiptirler. Ozel dneme sahip olmalarinin nedeni ise, uygun sartlar altinda
mikroorganizmalarin gida ve gida temas ylizeyleri ilizerinde tutunma ve gelisme
kabiliyetidir. Eger mikroorganizmalar temizleme siirecinde gida temas ylizeylerinden
tamamen uzaklastirilamazsa, biyofilm olusumuna yol agabilir. Bacillus’larda bu bakteriler
arasinda yer almaktadir. Bu nedenle; hijyenik fabrika diizeni, ekipman tasarimi, malzeme
secimi, fiziksel metotlarla birlesen dezenfektan ve deterjanlarin se¢imi ve dogru kullanimu,
gida temas yiizeyleri {izerinde kontrol altina alinabilen biyofilm olusumunu engelleyebilir

[99].

Gida igletim sistemlerinde biyofilm olugmasi sonucunda gidalar ve ekipmanlar1 kontamine

olurlar. Bu durum insan sagligi agisindan onemlidir. Gidayla temas halinde bulunan
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yiizeylerde bakteriyel yapigsma gidalarda bozulma ve bozulmaya bagli olarak da hijyen

problemlerine ve ekonomik kayiplara yol agmaktadir.

Biyofilmler 6zellikle gida endiistrisinde mayalanma, siit tirlinleri isleme, kanatli etleri
isleme ve kirmizi et islemede sorun olusturabilirler. Gida endiistrisi igerisinde, siit isleme
ekipmanlarinda biyofilm olusumu, &nemli bir sorundur. Ozellikle siit iiriinlerinde
kontaminasyon meydana geldiginde, sorunun kaynagi olarak biyofilmler 6ne siirtiliir. Siit
endiistrisi ekipmanlar1 {izerinde biyofilm olusumu, gida zehirlenmesi ve ekipman

bozulmasi yiiziinden ciddi hijyen sorunlarina ve ekonomik kayiplara yol agabilmektedir.

Bacillus’lar isleme ekipmanlarinda 1s1 degistiricilere tutunmus halde bulunabilmektedir.
Pastorizatorlerin giris ve ¢ikis kisimlarinda biyofilm olusumu goriilebilir. B. cereus
sporlarina siitte rastlanir ve bu sporlar igleme ekipmanlarindaki borularin yiizeylerinde
birikmesinden dolay1 sorunlara yol agmaktadir. Siitiin pastorizasyon islemi ¢ogu zaman
ortamdaki sporlar1 yok etmek i¢in yeterli degildir. Bu uygulamayla sadece vejetatif
hiicreler dldiiriiliir. Temizleme islemi B. cereus sporlari tizerine etkili degildir ve bu sporlar
paslanmaz ¢elik yiizeyler {izerine tutunmaya devam ederler. Bu durum; Bacillus
sporlariin siitte bulundugu ve siit veya siit tiriinlerinin oda sicakliginda muhafaza edilmesi

durumunda spor olusturabilecegini gostermektedir [72].

Siit endiistrisi agisindan biyofilm olusumunda siit proteini onemli rol oynamaktadir.
Paslanmaz celik yiizey lizerinde yapilan bir ¢calismada a-kazein, p-kazein, k-kazein ve o-
laktalbumin gibi siit protein fraksiyonlarinin bazi bakterilerin tutunmasini azalttigi, fakat

ortama glutaraldehit eklendiginde ise ayn1 bakterilerin tutunmasinin arttig1 tespit edilmistir
[72].

Ayrica mikroorganizma topluluklarinin olusturdugu biyofilm yapisi, mikroorganizmanin
kolonizasyonunu destekleyen, pH degisikligi, besin yetersizligi gibi olumsuz dis ortam
kosullarina, antibiyotik, dezenfektan madde gibi kimyasallara karst dayanikli olmasim
saglayan dnemli bir viriilans faktoriidiir. Ozellikle iiropatojenik E. coli’nin neden oldugu
iriner sistem enfeksiyonlar1 canli dokuda olusan biyofilm enfeksiyonlarina 6rnek

gosterilebilir ve bu durum halk sagligi a¢isindan tehdit olusturmaktadir [100].



41

2.16. Bacillus ve E. coli Suslarinda Hemolitik Aktivite

Bakteriyel hemolizinler bir grup ekstraseliiler sitotoksik polipeptid olup, eritrositleri
eritirler. Eritrosit iizerinde olusturduklar1 bu etkinin yani sira polimorf niiveli 16kosit,

monosit ve fibroblast gibi bir grup hiicreye daha in vitro toksik etki etki gosterirler.

Patojenik suslara sahip bakteriyel tiirler genel olarak hemolitik aktivite gostermektedir. Bu
ozellik, cogu kez patojenik ve patojenik olmayan suslari ayirt edici bir grup 6zellik

arasinda yer almaktadir.

Hemolizin iiretiminin genellikle demir fazlaliginda baskilandigi, demir miktarinin diisiik

oldugu durumlarda arttig1 belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalar hemolizin aktivitesinin E. coli ve Bacillus igin viriilans faktor oldugunu

gostermektedir [45, 101].

2.17. Bacillus Tiirleri ve E. coli’de Siderofor Uretimi

Bilindigi gibi, patojenik mikroorganizmalarin, hayatta kalabilmeleri ve enfeksiyon
olusturabilmeleri icin elementer demire ihtiyaclar1 vardir. Insan viicudunda serbest demir
olmadig1 i¢in, patojen mikroorganizmalar demir ihtiyacini genellikle demir igeren

bilesikleri (hemoglobin gibi) pargalayarak indirekt yolla saglamaktadir [102].

Bakterilerin demir elde etme yollarindan en iyi arastirllmis olami sideroforlardir.

Sideroforlar demir baglama yetenegi olan diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir [103, 104].

Bakterilerin ¢ogalmalar1 sirasinda gereksinim duyduklari demiri konak ile yarigarak
saglayabilmesi, enfeksiyonun devami agisindan dnemlidir. Laktoferrin ve transferrin gibi
demir baglayan bilesiklerde de bulunabilen demir, ortamda bol olmasina ragmen bakterinin
cogalmasi sirasinda hazirda mevcut degildir. Bu nedenle konakta varligini stirdiirmek igin
mikroorganizmalar, 6ncli demir molekiillerini kullanma yeteneklerini ortaya koyar ve bunu

da, yliksek afiniteli demir kazanim sistemlerini eksprese ederek saglar [105].
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Onemli cevresel bir sinyal olan demir konsantrasyonu, cesitli temel hiicresel fonksiyonlari
kodlayan genlerin ekspresyonunun diizenlenmesiyle iligkilidir. Bu amagla eksprese edilen
sideroforlar da, bakterinin demir kazaniminin yani sira, enfekte konakta hiicre hasarina

neden olarak ek bir viriilans faktorii 6zelligi gosterir [106].

E. coli’nin de i¢inde bulundugu bir¢ok enterik bakteri enterobaktin (fenolat) ve aerobaktin
(hidroksamat) olmak tizere iki tip siderofor iiretirken [107, 108]. Baz1 Bacillus gruplar
tarafindan {iretilen basillibaktin bir fenolat grubu sideroforudur [101]. Bunlar arasinda en
yaygin tip fenolat tip siderofor olmasina ragmen bu sideroforun bakteriyel virulanstaki rolii
heniiz kesin olarak tespit edilmis degildir [107,108]. Aerobaktin tiretimi bakteriyel virulans
acisindan oldukg¢a 6nemlidir [109]. E. coli’nin irettigi aerobaktinlerin &zellikle sistit ve

pyelonefrit nedeni oldugu belirlenmistir [47].

2.18. Bacillus Tiirlerinde Baz1 Enzim Aktiviteleri

Bacillus tiirlerinin drettigi bazi enzimler; proteaz, lipaz, jeletinaz, fosfolipazlardir. Siit
iiriinlerinin psikrotrof florasi, siit 6gelerini ayristirabilecek mikrobiyal kokenli proteaz ve
lipaz gibi ekstraseliiler enzimler iiretirler. Bu enzimler, liretim hatalarinda bagrol oynayan
siit yag globiillerini ayristirabilmektedir. Ornegin, B. cereus bulasmasi kaynakli fosfolipaz
C, pastorize siitlerde "bitty cream" yani "pargali krema" adli bozulmaya ve benzer etkilere

yol agmaktadir.

Mikrobiyal kaynakli lipaz, peynirde ransit hatalara, proteaz ise UHT siitte jellesme ve aci
tat olusumuna yol agabilir. Bunlar ekonomik olarak onemli psiktorotrofik bakteriyel
enzimlerdir ve etkileri hizlica ortaya c¢ikar. Bu enzimlerin belirlenmesi i¢in hassas
analizler, siitlerin rutin kontrolii sirasinda yapilmalar1 kolay ve yaygin degildir. Oysa boyle
Olciimler iiretim kalitesi ig¢in bakteriyel sayimdan daha uygundur. Psikrotroflarin farklh
tirleri ve suslart farkli miktarlara ulastiklar1 zaman saptanabilir proteaz ve lipaz iretirler.
Ornegin, bazi tiirlerde say1 1,5x106 kob/g’a ulastiklar1 zaman saptanabilir proteaz
tiretirken, bazilarinda bu deger 105 kob/g’dir. Psikrotrofik bakteriler tarafindan proteaz ve
lipaz iiretiminde gelisme sicakliginin etkisi tiirlere gore spesifik olmaktadir. Ekstraseliiler
enzim sentezinin maksimum gelismenin oldugu optimal sicaklikta oldugunu belirtilirken,
diger arastirmacilar daha yiiksek sicakliklarda daha yiiksek miktarlardaki enzim sentezinin

meydana geldigini 6ne siirmektedirler. Proteaz ve lipazin ikisinin birden sentezinin
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psikrotrofik bakteri gelisme sicakligt olan 2 °C'de bastirilmis oldugunu agikca
gosterilmistir. Bu bulgular, siitiin 2°C'ye kadar sogutulmasi ile iiriin kalitesinde ve raf

omriinde iyilesme olacagini gostermektedir [1].

2.19. Bacillus Tiirlerinde DNaz Aktivitesi

DNaz, DNA molekiiliinii inhibe eden ekstraselliiler bir maddedir. DNaz enzimi Ureten
mikroorganizmalar, Staphylococcus aureus, S. intermedius, S. hyicus, Streptococcus ve
Serratia mercescens’tir. Bakterilerin DNaz iiretebilme kapasiteleri halk sagligi agisindan
risk olusturabilir veya gidalarda bozulmalara yol agabilir. Ulkemizde DNaz testi ile ilgili
bildiriler smurlidir [110]. Bizim ¢alismamizda Bacillus tiirlerinde DNaz aktivitesi
arastirtlmis ve elde edilen Bacillus izolatlarinin %45°i DNaz aktivitesi agisindan pozitif

olarak saptanmistir. Bu sonuclar agisindan ¢calismamiz 6nem tasimaktadir.

2.20. Bacillus Tirleri ve E.coli’de Amino Asit Dekarboksilaz Aktivitesi

Biyojen aminler, c¢esitli fermente gidalarda bulunan diisiik molekiil agirlikli azotlu
bilesiklerdir ve genel olarak amino asitlerin mikrobiyal dekarboksilasyonu ile iiretilirler

[111, 112].

Gidalarda biyojen amin iiretimi hem dekarboksilaz enzimi iiretme kapasitesine sahip
mikroorganizmalarin varligina hem de dekarboksilaz sentezi ic¢in gerekli sartlarin

uygunluguna baghdir [113].

Gidalarda bulunan biyojen aminler, gidalarin bozulmasi ve gida giivenligi ile yakindan
iligkilidir. Histamin, tiramin, putresin, kadaverin gibi amino asit dekarboksilaz aktivitesi

sonucu olusan biyojen aminler, gidalarda bozulma indikatorii olarak kullanilir [114].

Bizim g¢alismamizda da E. coli ve Bacillus tiirlerinin histidin, arjinin, ornitin, tirozin ve
lizin amino asitlerinin dekarboksilasyonu aktivitesi ¢aligilmistir. Siit ve siit iiriinlerinde
amino asit dekarboksilaz aktivitesi ile tiretilen biyojen aminler, gida zehirlenmelerine yol

agcmaktadir [114].
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2.21. Bacillus Tiirleri ve E. coli’de Antimikrobiyal Direng

Antibiyotikler, bakteriler ve funguslar tarafindan iretilen dogal antimikrobiyel
metabolitlerdir. Bunlar, kendisini iireten mikroorganizma disindaki ve antibiyotik
iiretmeyen etkenlere kars1 inhibitor (statik) veya oldiiriicii (sidal) etkiye sahiptirler. Dogal
antibiyotiklerin, mikroorganizmalar tarafindan kolayca inhibe edilmesi nedeniyle semi
sentetik olarak hazirlanmakta ve daha fazla dayanikli olmaktadir. Antibiyotikler
mikroorganizmalar iizerinde ¢ok degisik tarzda etkili olmaktadir. Bunlar; hiicre duvari
sentezine mani olanlar, sitoplazmik membrani etkileyenler, protein sentezine mani olanlar,

niikleik asit fonksiyonunu ve sentezini bozanlar olarak ayrilmaktadir [1].

Halk saglig1 i¢cin ana problem, direng¢ genlerinin ¢evresel bakterilerden insan patojenlerine
aktarilma tehlikesidir. Bakteriyel populasyonlar arasinda direng¢ genlerinin horizontal
yayilabilme kabiliyetinden dolay1 ¢cevrede direncli bakteri sayisindaki artig halk sagligi i¢in
endise vericidir. Bu sorun nedeniyle ozellikle antibiyotik diren¢ genlerini kodlayan
belirleyici genler ilgi toplamaktadir. Dogal ¢evrede bakteriler arasindaki gen transferi
konjugasyon, transformasyon ve transdiiksiyon mekanizmalar1 ile gerceklesmektedir.
Direncli bakterilerin bu kabiliyeti ve direng genlerinin bir ekosistemden digerine

taginmalar1 rapor edilmistir.

Ulkemizde antibiyotik duyarliliklarin saptanmasinda yaygin olarak National Committee for

Clinical Laboratory Standarts (NCCLS) 6nerileri uygulanmaktadir [1].

Antibiyotiklerin kesfedilmesi ile birlikte enfeksiyonlarin tedavi edilmesinde ciddi basarilar
saglanmistir. Bunun yaninda bilingsiz ve yaygm antibiyotik kullanimi antibiyotik

direncliligini ortaya ¢ikarmustir.

Antimikrobiyal ajana karst diren¢ kazanan mikroorganizma, o antimikrobiyalden
etkilenmemektedir. Bu da tedavide basarisizliklara neden olmaktadir. Direng gelisiminin
oniine gecmek amaci ile hastalara antibiyogram testleri uygulanmali, dogru ve etkili olan
antibiyotik veya antibiyotik kombinasyonlar1 belirlenerek hastalarin tedavi siireci etkin bir

sekilde tamamlanmalidir [34].
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E. coli’nin de dahil oldugu Enterobactericeae familyasina etki eden antimikrobiyallerin
tedavide kullanimini belirlemek amaciyla CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) tarafindan dort gruptan olusan bir antimikrobiyal siiflandirma yapilmistir. Bu
siiflandirmaya gore tedavide ilk secenek olarak Grup A antimikrobiyalleri kullanilmalidir.
Eger mikroorganizmalarda Grup A antimikrobiyallerine karst direng¢ gelisimi gozleniyor
ise Grup B antimikrobiyalleri ikinci se¢enek olarak kullanilabilir. Mikroorganizmalarin
Grup B antimikrobiyallerine de direng gelisimi gbzleniyor ise iigiincii se¢cenek olan Grup C
antimikrobiyalleri kullanilmalidir. Uriner sistem enfeksiyonlarinda ise yalnmizca Grup U

antimikrobiyalleri kullanilmalidir [34].

Gilinlimiizde antibiyotik direnci 6énemli bir halk sagligi sorunudur. Antibakteriyel direng,
farkli mekanizmalar ile gelisebilir. Bazi mikroorganizmalar birka¢c mekanizmay1
barindirarak birden ¢ok ilaca direngli olma potansiyeli tasirlar. Birden ¢ok ilaca direngli
Gram negatif enterik bakterilerin olusmasi hem nozokomiyal, hem toplumdan kazanilan

infeksiyonlarin yonetiminde biiytik bir problem olusturmaktadir [103].

Enfeksiyon tedavisinde genis capta antibiyotik kullanimi, suyun da dahil oldugu ¢esitli
ortamlarda antibiyotige direngli bakterilerin yayilmasina neden olmaktadir. Hayvan
beslemede 6ncelikle antibiyotikli yemler kullanan gelismis iilkelerde sorun ciddi boyutlara
ulagmistir [115- 117].

Beta-laktam antibiyotiklerin ve bu antibiyotiklerin inhibitér kombinasyonlarinin sik
kullanomi  var olan direng¢ mekanizmalarimi arttirmakla birlikte yeni direng
mekanizmalariin ortaya ¢ikmasina da neden olmaktadir. Sonugta artan tedavi zorluklari

ile kars1 karsiya kalinmaktadir [103].
Bacillus’larin hem insan hem de hayvanlarda patojen olmalari, aktarilabilir plazmid veya

kromozomal kokenli diren¢ genlerini tasimalar1 nedeniyle antibiyotik direncinin ¢evreye

yayilmasinda ve direng genlerinin evriminde 6nem tasimaktadirlar [118].

2.22. E. coli’de Genis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL) Aktivitesi

Antibiyotiklere kars1 diren¢ mekanizmalari i¢inde GSBL (genis spektrumlu beta laktamaz)

tretimi en iyi bilinen direng mekanizmalarindan biridir. Bu enzimler, beta-laktam
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antibiyotiklerin, beta-laktam halkasindaki amid baglarin1 pargalayarak antibakteriyel
etkisini ortadan kaldiran enzimlerdir. Antibiyotiklere kars1 giderek artan ve yayginlasan
direng tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de biiyiik bir sorundur. Geriye fazla alternatif
antibiyotik secenegi kalmadigr i¢in GSBL firetimi, E. coli’nin de i¢inde bulundugu
Enterobacteriaceae iiyelerinin gelistirdigi en 6nemli diren¢ mekanizmalarindan biridir
[119].

Ciftlik hayvanlarinda antibakteriyel diren¢ genlerini tasiyan kommensal bakterilerin izole
edilmesi ve diren¢ mekanizmasinda rol oynayan bu tip enzimlerin varlig1 nedeniyle, farkli
cevrelerden izole edilen E. coli suslarinda GSBL aktivitesinin arastirildigi epidemiyolojik
calismalar 6nem kazanmaktadir. Ciinkii bu enzimler insanlarla temas halinde olan ev
hayvanlarindan, ¢iftlik hayvanlarindan ve yasadiklar1 ortamlardan izole edilen etkenlerde

artan oranlarda rapor edilmeye baglanmistir [120- 123].

Hayvanlarda bulunabilen bu tip mikroorganizmalar hayvan sahipleri, ¢iftlik ¢aliganlar1 ve

hayvansal gida tiiketenler i¢in tehdit olusturmaktadir [121, 124].

Bu sebeplerden dolayr ¢alismamizda ¢ig siit, peynir ve dondurmadan izole edilmis E. coli

suslarinda GSBL aktivitesi profilinin arastirilmasi amacglanmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

Arastirmamizda 06.07.2015-04.05.2017 tarihleri arasinda Ankara’daki bir siit
isletmesinden, semt pazarlarindan ve ¢esitli pastanelerden alinan 50 ¢ig siit, 50 peynir
(beyaz, lor, kasar, tulum, ¢okelek) ve 25 dondurma 6rneginde E. coli ve Bacillus tiirlerinin
varlig1r arastirilmigtir. Biyokimyasal testlerle tanimlanan izolatlarin dogrulanmasi BBL
Crystal Enteric/Nonfermenter (E/NF) ile yapilmistir. Bacillus izolatlarmin slime ve
biyofilm olusturma, proteaz, lipaz, lesitinaz, jelatinaz, gibi bazi ekstraselliller enzim
aktiviteleri, DNaz aktivitesi, hemolitik aktivite, siderofor olusum aktivitesi, amino asit
dekarboksilaz aktivitesi ve antibiyotik duyarlilik testleri yapilmistir. E. coli izolatlarinin ise
slime ve biyofilm olusturma, hemolitik aktivite, siderefor olusum aktivitesi, amino asit
dekarboksilaz aktivitesi, antibiyotik duyarhilik testi ve genis spektrumlu beta laktamaz

(GSBL) aktivitesi testleri yapilmuistir.

3.1. Bacillus Tiirlerinin izolasyonu

Aragtirmamizda Tiirk Standardi (TS) TS 3135°te (TS-3155, 1998) belirtilen esaslara gore
¢ig siit, peynir ve dondurma oOrnekleri ¢alisilmistir. Ankara’nin semt pazarlarindan, c¢esitli
pastanelerinden ve bir siit igletmesinden alinan ¢ig siit, peynir ve dondurma Ornekleri
mikrobiyal yiikleri etkilenmeyecek steril kaplara alinip laboratuvara getirilmis ve ayni giin
calistlmistir. Orneklerden 5’er ml/gr tartilarak 45 ml tamponlanmis peptonlu su besiyerine
aktarilarak mikroorganizmalarin vejetatif formlarmi yok etmek amaci ile 80 °C’de 15

dakika bekletilmistir.

On zenginlestirmesi yapilan peptonlu sudan 0,1 ml drnek alinarak Nutrient agara yayma
ekim yapilarak 37 °C de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu besiyerinde iireyen siipheli
Bacillus kolonilerinin tekrar nutrient agara tek koloni ekimi yapilmistir. Nutrient agarda
tireyen koloniler Gram boyama ile boyanarak mikroskopta sporlu basil olup olmadiklar
kontrol edilmistir. Bacillus siipheli kolonilerini cins diizeyinde tanmimlamak igin
biyokimyasal testler (indol, katalaz) yapilmis ve adlandirilmistir. Katalaz reaksiyonu
pozitif, indol testi negatif olan suslara, sitrat, triple sugar iron (TSI), lire, voges proskauer
(VP) testleri uygulanmistir. Bacillus suslarimin gesitli sekerleri kullanma yeteneklerini test

etmek amaciyla fermentasyon testleri yapilmistir. Kullanilan sekerler glikoz, laktoz, siikroz
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ve maltoz’dur. Ayrica ksiloz ve mannitol testleri de uygulanmistir. Bu amagla karbonhidrat

fermentasyon besiyeri olarak Purple Broth Base-Difco (BD Difco 211558) kullanilmistir.

Arastirmada manuel testler yaninda suslarin dogrulanmasi i¢in BBL Crystal Identification
System Gram-Positive ID Kit kullanilmistir. Kit yardimiyla tanimlanmasi yapilan
bakterilerin siit ve siit lirlinlerinde bozulma yapmas1 sebebi ile baz1 enzim (proteolitik,
lipolitik, lesitinaz, jelatinaz, DNaz) viriilans faktorleri (slime, biyofilm, hemoliz, siderefor)

aminoasit dekarboksilaz aktivitesi ve antibiyotik direncliligi incelenmistir.

3.2. E. coli izolasyonu

On zenginlestirme i¢in toplanan ¢ig siit, dondurma ve peynir 6rneklerinin her birinden 5’er
ml/g almip 45 ml peptonlu suya konulmustur. Her bir 6rnekten 1 ml alinarak 10 den 10%¢
kadar seri diliisyon yapilmistir. Her diliisyon tiiptinden 0,1 ml alinarak kanli agara yayma
ekim yapilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Kanli agarda siipheli goriilen
kolonilerden alinip eosine methylene blue agara (EMB) tek koloni ekim yapilmistir. 37
°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Yesil rofle veren siipheli koloniler i¢in Gram boyama
uygulanmistir. Cins diizeyinde tanimlama yapmak igin g¢esitli biyokimyasal testler
(oksidaz, IMVIC) yapilmistir. Ayrica Hidrojen siilfiir, laktoz, mannitol, sorbitol, lisin

dekarboksilaz testleri uygulanmistir.

3.3. Bacillus ve E. coli izolasyonu ve identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri ve Testler

3.3.1. Tamponlanms Peptonlu Su

Bilesimi g/l
Pepton 10¢g
Sodyum kloriir 50
Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO4.12H,0) 99/
Dipotasyum fosfat (KoHPO4) 1,59/
pH 7,0+0,2

Dehidre besiyeri 25,5 g/l olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerinden 45 ml

alarak erlenlere dagitilmistir ve otoklavda 121 °C'de steril edilmistir.
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3.3.2. Nutrient Agar (NA, Oxoid BO0195)

Bilesimi g/l
Tripton 59/l
Maya Ekstrakti 2,5 g/l
Glikoz 1/l
Agar 15 g/l
Distile su 1000 ml

pH 7,0 £ 0,2 ayarlanip 121°C’de 15 dakika steril edilip, petri kutularina dagitilmistir.

3.3.3. Eosine Methylene Blue Agar (EMB, Oxoid CM0069 )

Bilesimi g/l
Pepton 10 g/l
Dipotasyum fosfat (K:HPO.) 2 g/l
Laktoz 10 g/l
Eozin Y 0,4 g/l
Metilen mavisi 0,065 g/l
Agar 15 g/l

pH 6,8 = 0,2 ayarlanip 121 °C’de 15 dakika steril edilip, petri kutularina dagitilmistir.

3.3.4. Kanh Agar (Blood agar, Oxoid CM0271)

Bilesimi g/l
Proteaz pepton 15 g/l
Liver digest 2,50/l
Maya ekstrakti 54/
Sodyum klorid 549/l
Agar 12 g/l

pH 7.4 £ 0,2 ayarlanip 121 °C’de 15 dakika steril edilip besiyeri 45 °C’ye kadar

sogutulduktan sonra iizerine %7 steril koyun kani eklenip petri kaplarina dagitilmistir.
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3.3.5. Triple Sugar Iron Agar (TSI) (Merck 1.03915)

Triple sugar iron agarda (TSI) bulunan glikoz, laktoz ve siikroz karbonhidratlarinin
fermente edilmesiyle olusan asit, fenol kirmizisi indikatorii ile saptanir. Olusan renk
degisimleri asit iiretimi i¢in sari, alkalizasyon i¢in kirmizidir. Laktoz ve silikroz glikoza
gore daha yiiksek konsantrasyonda bulundugundan, ugta asit olusumu bu sekerlere
baghdir. Tiipiin yatik alaninda az miktarda asitin oksidasyonu ile baskilanarak yalnizca

glikoz fermente oldugundan nétral veya bazik pH reaksiyonuna yol agar.

Triple Sugar Iron Agar (TSI) (Merck 1.03915)

Bilesimi g/l
Pepton (kazeinden) 15 g/l
Pepton (etten) 59/l
Et ekstrakti 39/l
Maya ekstrakti 3g/1
Sodyum klortir 54/
Laktoz 10 g/l
Siikroz 10 g/l
D (+) Glikoz 1g/l
Amonyum demir 3 sitrat 0,5 g/l
Sodyum tiosiilfat 0,3
Fenol kirmizisi 0,024 g/l
Agar 12 g/l

pH 7,440,2 ayarlanarak besiyeri tiiplere dagitilmistir. 121 °C’de 15 dk steril edilmistir.
Steril edilen tiipler yatik bir sekilde katilasmaya birakilmistir. Incelenecek kiiltiirden igne
oze ile yogun miktarda alinan érnegin yatik agar yiizeyine siirme ekimi yapilmistir.Islem
sonunda 6ze besiyerinin dik kismina batirilip ¢ikarilmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyona

brrakilmistir.
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Resim 3.1. TSI agarda fermentasyon sonucu olusan renk degisimleri

3.3.6. Gram boyama yontemi

Klasik gram boyama yontemi kullanilarak Bacillus tiirleri i¢cin Gram pozitif, basil ve sporlu

basil, E. coli i¢in Gram negatif ve kokobasil tireme gosteren koloniler ¢aligilmistir.

3.3.7. Katalaz testi

Gram boyama ile teshis edilen siipheli koloniler, temiz bir lam {izerine serum fizyolojikle
siispanse edilmis, lizerine %3’liik hidrojen peroksit (H202) damlatilmistir. Kabarciklarin
goriilmesi pozitif sonug olarak kabul edilmistir. Katalaz pozitif olan basil ve kokobasiller

calisilacak izolatlar olarak se¢ilmistir.

3.3.8. Ureaz testi

Stipheli koloniler iireaz besiyerine inokiile edilip 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda besiyerinin pembeye dénmesi pozitif, sariya donmesi negatif sonug

kabul edismistir.

Ure Agar Base (Merck 1.08492)

Bilesimi o/l
Pepton 19/
Glikoz 19/l
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Sodyum klorid 59/
Disodyum fosfat 1,2 g/l
Potasyum dihidrojen fosfat 0,8 g/I
Fenol kirmizisi 0,012 g/l
Agar 159/l
pH: 6,8+0,2

Hazirlanan besiyerinden 2,4 g alinip 95 ml distile su eklenmis 115 °C de 20 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulan besiyeri i¢ine %40’lik iire
sollisyonu, siringa ucu filtreden gegirilip steril edildikten sonra eklenmistir.
Mikroorganizmanin taze kiltiirinden igne 6ze ile 1-2 koloni alinmig ve tiipteki ireli
besiyerine batirilarak ekim yapilmig ve 37 °C’de 1-5 giin inkiibasyona birakilmistir.
Tiplerin sart rengin pembe-kirmizi renge donilismesi pozitif sonug, renk degisimi

olmamasi negatif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Bacillus tiirleri ve E. coli {ireaz

negatiftir.

Resim 3.2. Ure testi; sar1 tiip: negatif; pembe tiip: pozitif

3.3.9. indol testi

Nutrient agardaki stok kiiltiirden 6ze ile alinip, peptonlu su bulunan tiiplere ekim yapilarak
35 °C’de 2 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiire 0,5 ml Kovak’s
Indol ayract (Merck 109293) damlatilmis ve tiipler calkalanmistir. Tiipiin iist kisminda
kiraz kirmizi renkte bir tabaka goriilmesi pozitif, sar1 renkte tabaka goriilmesi negatif

sonug olarak degerlendirilmistir. Bacillus tiirleri indol negatif, E. coli indol pozitiftir.
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Resim 3.3. Indol testi; koloni iizerinde pembe tabaka olusan tiip: pozitif; sar1 tabaka olusan
tiip: negatif

3.3.10. Metil Red (MR) — Voges Proskauer (VP) testi

Her izolat igin 2 ayr1 Metil Red- Voges Proskauer (MR-VP) besi yeri igeren tiipler
hazirlanmistir. izolatlar MR-VP besiyerine ekilip, 37 °C de 2-7 giin inkiibe edilmistir.
Metil Red testi i¢in, 5 ml kiiltiire 5 damla metil red indikatorii eklenmistir. Renk kirmizi-

pembeye donerse test pozitif, sar1 kalirsa negatif olarak degerlendirilmistir.

Voges proskauer testi i¢in 5 ml kiiltiire 5 damla alfa naftol-etil alkol soliisyonu, 5 damla
potasyum hidroksit ¢ozeltisi damlatilmistir. Tip igindeki kiiltiiriin {izerinde siyah bir
tabaka olugmasi voges proskauer pozitif, tabaka olugmamasi negatif olarak

degerlendirilmistir. E. coli Metil red pozitif, Voges proskauer negatiftir.

Metil Red-Voges Proskauer (MR-VP) Broth (Merck 1.05712.0500)

Pepton (etten) 7,09/l
D (+) Glikoz 5,09/l
Fosfat tamponu 500/
pH 6,9+0,14

Besiyerinden 17 g tartilip 1000 ml distile suda ¢ozdiiriilmiis ve 121 °C de 15 dakika steril

edilmistir.
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MR indikatori

Metil red 0,2 g/l
%95’1ik etil alkol 50 mi
Damitik su 50 ml

Metil red 50 ml etil alkol i¢inde homojen sekilde karistiktan sonra ¢ozeltiye 50 ml distile

su eklenmistir.

VP indikat6rii
Alfa-naftol 590
Etil alkol 100 ml

5 g alfa-naftol 100 ml etil alkolde homojen hale getirilerek indikator soliisyon

hazirlanmstir.

%40 KOH

Potasyum hidroksit 40 g
Distile su 100 ml

40 g potasyum hidroksit 100 ml distile suda ¢ddiiriilerek homojen hale getirilmis ve %40

lik KOH soliisyonu hazirlanmistir.

Resim 3.4. Metil red pozitif
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Resim 3.5. Koloni iizerinde siyah tabaka olan tiip: Voges proskauer pozitif, siyah tabaka
olmayan tiip voges proskauer negatif

3.3.11. Sitrat testi
Stok kiiltirden 6ze ile alinan koloni tiiplerdeki yatik simmon sitrat agar besiyerinin
yiizeyine siirlilerek ekilmistir. Yesil renkli besiyerinin mavi renk olmasi Sitrat (+) olarak

degerlendirilmistir. E. coli sitrat negatiftir.

Simmons Sitrat Agar (Oxoid CM 155)

Magnezyum siilfat 0,2 g/l
Amonyum dihidrojen fosfat 0,2 g/l
Sodyum amonyum fosfat 0,8 g/l
Sodyum sitrat 2,09/
Sodyum klorid 5,09/
Brom timol mavisi 0,08 g/l
Agar 15 g/l
pH 6,6+0,2

Besiyerinden 22,3 g tartilip 1000 ml distile suda ¢ozdiiriilmiistiir. Isitilarak kaynar su
banyosunda 10 dakika tutulmustur. Siirekli karigtirilarak eritilmistir. Besiyeri sivi iken
tiplere 7’ser ml olacak sekilde dagitilmistir. Hazirlanan tiipler 121 °C de 15 dakika steril
edilmistir. Otoklavdan cikinca besiyeri sivi iken tiipler bir cubuga yatirilmis (tiipiin dibinde
2-2,5 cm yiiksekliginde besiyeri kalinligi olacak sekilde) besiyerinin katilagmasi

saglanmistir.
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Resim 3.6. Sitrat testi: Yesil tiip: negatif; mavi tiip: pozitif

3.3.12. Karbonhidrat fermentasyon testi

Purple broth base (BD Difco 211558)

Proteaz pepton No:3 10 g/l
Beef extract (Lab-Lemco powder) 19/
Sodyum klorid 54/
Brom cresol purple 0,02 g/l
Distile su 1000 ml

pH 6,8+0,2 ayarlanip indikatér madde ilave edildikten sonra i¢inde durham tiipli bulunan

tiiplere 9 ml besiyeri ilave edilmistir. 121 °C de 15 dakika steril edilmistir.

E.coli ve Bacillus i¢in hazirlanan karbonhidrat soliisyonlar1 glikoz, ksiloz, laktoz, siikroz,
maltoz ve mannitoldiir. 10 ml distile suya 1 g karbonhidrat konulacak sekilde tiim
soliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyonlar 0,2-0,45 um’lik membran filtre ile steril
edilmistir. Otoklavdan c¢ikan besiyerine 1’er ml olacak sekilde ilav edilmistir. Her bir
besiyerine bir 6ze dolusu izolat alinip inokiile edilmistir. 1-3 giin 37 °C de inkiibasyona
birakilmistir. Sekeri kullanarak asit iireten izolatlar, besiyerinin rengini sariya

dontstiirmiistiir. Negatif tiipler ise besiyerinin rengi olan mor menekse renkte kalmistir.
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Resim 3.7. Karbonhidrat fermentasyon testi: sar1 tiip; negatif sonug, mor tiip; pozitif sonug

3.4. Slime Faktor Testi
E. coli ve Bacillus izolatlarinin stok kiiltiiriinden alinip Kongo red agara ekimi yapilmustir.
Siyah renkte olusan koloniler +++, kirmiz1 koloniler ++, pembe koloniler + pozitif sonug

kabul edilirken krem renkli koloniler negatif sonu¢ kabul edilmistir.

Congo Red Agar

Brain Heart Infusion Solid 1759
Triptoz 10¢g
Glikoz 29
Sodyum klorid 59
Disodyum hidrojen fosfat 2549
Stikroz S0g
Kongo kirmizisi 0,8 g
Agar 10 g
pH 7,3+0,2

Besiyerinden 97,8 g tartilip 1000 ml distile suda ¢ozdiiriilmiistiir. Otoklavda 121 °C’de 15
dakika stedil edilmistir.
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Resim 3.8. Slime testi: siyah koloni tiremesi: pozitif sonug

3.5. Bacillus Tiirlerinde Biyofilm Olusumunun Ol¢iilmesi

Bacillus izolatlarinda biyofilm olusumu mikroplate yOntemiyle arastirilmistir. Stok

kiiltirdeki izolatlar nutrient agarda 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Nutrient agarda iireyen taze kiiltiirlerden, % 1 Glukoz igeren tryptic soy broth bulunan
tiplere McFarland 0,5 bulaniklik olacak sekilde ekim yapilmistir. Tiplerdeki bu
siispansiyonlardan, mikroplate kuyucuklarina, her bir siispansiyondan 2’ser kuyucuga
olacak sekilde 200’er pl dagitilmistir. Ayni islem iki kere tekrarlanmistir. Mikroplatelerden
bir grubu 24 saat, digeri 48 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Kontrol i¢in ikiser
kuyucuga bakteri ekimi yapilmamis sadece 200 pl TSB besiyerinden eklenmistir.

Tryptic Soy Broth (Merck 1.05459)

Bilesimi g/l
Pepton (kazeinden) 17 g/l
Pepton (soy mealdan) 39/l

D (+) glikoz 2,59/
Sodyum kloriir 5¢/1
K2HPO4 2,59/l
pH 7,3+02

Dehidre besiyeri 30 g/l olacak sekilde distile su i¢inde eritilmis, tiiplere dagitilmis ve 121
°C’de 15 dk streil edilmistir.
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Resim 3.9. Tryptic Soy Broth besiyerine ekim yapilmis ve 48 saat inkiibasyona birakilmis
izolatlar

24 saatlik inkiibasyondan sonra plateler 3 kez distile su ile yitkanmistir. Yikama igleminin
ardindan kuyucuklara %0,1°lik kristal viyole soliisyonundan 200’er pl dagitilmis ve oda
sicakliginda 15 dakika bekletilmistir.

Bekleme siiresinin ardindan kuyucuklar tekrar 3 kez distile su ile yikanmis ve ters

cevrilerek kurumaya birakilmistir.

Kuruyan platelerin kuyucuklarmma %95’lik etanol ¢ozeltisinden 200 ul olacak sekilde
eklenmis ve 10 dakika bekletilmisltir.

Mikroplateler spektrofotometrede 540 nm’de okutulmustur. Sonuglar, kontrol icin
kullanilan mikroplate kuyucuklarinin spektrofotometre cihazinda okutulmasi ile elde edilen
degerlere gore 1 pozitif (+), 2 pozitif (++), 3 pozitif (+++) ve negatif (-) olarak

degerlendirilmistir.
3.6. E. coli’de Biyofilm Olusumunun Ol¢iilmesi
E. coli izolatlarinin biyofilm olusumu degerlendirilmesinde de mikroplate yontemi

kullanilmigtir. Stok kiiltiirden alinan izolatlar Tryptic Soy Agar’a aktiflestirilmek icin

ekilmistir. inkiibasyon sonunda segilen koloniler ile biyofilm ¢alismas1 yapilmistir.
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Inokulasyon

Tryptic Soy Agar’da iireyen kolonilerden segilen izolatlar 5 ml’lik Tryptic Soy Broth’a
(TSB) ekilmis calkalamadan 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra durgun faz
kiltirti vortekslenip, 1/100 oraninda dilie edilmis ve diliie edilen bakteri tekrar

vortekslenmistir.

Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck 1.05458)

Bilesimi g/l
Pepton (kazeinden) 15 g/l
Pepton (soy meal’dan) 5¢1
Sodyum kloriir 5¢g/1
Agar 15 g/l
pH 7,3+02

Dehidre besiyeri 40 g/l olacak sekilde distile su eklenip 121 °C’de 15 dk streil edilmistir.

Biyofilm kiiltiirii

Tryptic Soy Broth besiyerinde gelisen bakteriden hazirlanan kiiltiir siv1 besiyerine (TSB,
TSB + %1 glikoz) 1/100 oraninda diliie edilip, her bir mikroplate kuyucuguna 200 ul
dokiilmiistiir. Negatif kontrol kuyucugu yalniz sivi besiyeri ile doldurulmustur.

Biyofilm olusumundaki fenotipik ifadenin in vitro kosullarda degismeye oldukca uygun
olmasindan o6tiirii hatali sonuglar1 en aza indirmek i¢in ve bilgilerin giivenilirligini
saglamak i¢in testler her bir sus icin ii¢ kere ve her deney de li¢ kere tekrarlanmistir.

Inokiile edilen platelerin kapaklari kapatilip inkiibasyona birakilmistir.

Tryptic Soy Broth (Merck 1.05459)

Bilesimi g/l
Pepton (kazeinden) 17 g/l
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Pepton (soy meal’dan) 3g1
D (+) glikoz 2,59/
Sodyum kloriir 5¢g/l
K2HPO4 2,59/
pH 7,3+02

Dehidre besiyeri 30 g/l olacak sekilde distile su i¢inde eritilmis, tiiplere dagitilmis ve 121
°C’de 15 dk streil edilmistir.

Yikama

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklarin ici bosaltilmis ve her bir kuyucuk ii¢ kez 300 ul’ lik
steril tamponlanmis fosfat tuzu (PBS) ile yikanmigtir. Her yikama sonrasinda kuyucuklar

bosaltilmistir. Plateler ters ¢evrilerek kurumaya birakilmistir.

Fiksasyon

Yikama isleminden sonra yapisan bakterilerin kalintis1 150 pl metanol ile 20 dakikalik
fiksasyondan sonra mikroplateler bosaltilmis bir gece ters pozisyonda oda sicaklifinda

hava ile kurumaya birakilmistir.

Boyama

Her bir kuyucuktaki biyofilm tabakas1 150 pl kristal viyolet ile 15 dakika oda sicakliginda
boyanmistir. Boyamadan sonra boyanin fazlas1 mikropipetle ¢ekilmis geri kalan kisim ise

akan suda yikanmistir. Yikama islemine boya temizlenene kadar devam edilmistir.

Resim 3.10. Kristal viyole ile boyanmis mikroplateler
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Bovanin geri ¢ozdiiriilmesi

Mikroplateler oda sicakliginda kuruduktan sonra hiicrelere baglanan boya geri
cozdiiriilmek tizere %33’liikk glasiyel asetik asit ile yikanmigtir. Mikroplatelerin kapaklari

kapatilmig oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir.

Resim 3.11. Etil alkol ile boyasi ¢ozdiiriilen mikroplateler

Sonuclarin Olciilmesi

Boyanin geri ¢ozdiiriilmesi isleminden sonra her bir kuyucuktaki optik yogunluk (OD) 570
nm’de mikroplate okuyucuda Olgiilmiistiir. Sonuclar TSB’deki negatif kontrol
kuyucuklarmin ortalamasma gore degerlendirilmistir. Buna gore her bir aralik negatif

kontroliin bir, iki, dort kat1 olacak sekilde belirlenmistir.

3.7. Bacillus Tiirlerinde Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Proteaz aktivitesi: Bacillus tiirlerinin proteolitik enzim aktiviteleri Skim Milk Agar
(SMA)’da test edilmistir. Saflastirilan 6rneklerden igne uglu 6ze ile alinan bakteriler
SMA’ya saplama seklinde inokiile edilmistir. Bakteriler izole edildikleri sicaklik
derecelerinde inkiibasyon edilmistir. Inkiibasyon sonucu besiyerinde seffaf zon olusturan
kolonilerin proteolitik aktiviteleri pozitif ve zon olusturmayan kolonilerin ise negatif olarak

degerlendirilmistir [70].
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Skim Milk Agar

Soliisyon A

Nutrient Broth 139
Agar 1649
Distile su 90 ml

pH 6,3 £ 0,2 ayarlanip 121 °C’de 15 dk steril edilmistir.

Soliisyon B

% 10 luk skim milk besiyeri i¢in;

Skim milk 109
Distile su 10 mi

1,5 atmosfer basingta otoklavda 8 dk streil edilmistir. Daha sonra A ve B soliisyonlari

karistirilip plaklara dokiilmiistiir.

Resim 3.12. Koloni etrafinda zon olan suslar; proteaz pozitif sonug, koloni etrafinda zon
olmayan suslar; proteaz negatif sonug

Lipaz Aktivitesi: Bacillus tiirlerinin lipolitik enzim aktiviteleri Trybutryn Agar (TA)’da
degerlendirilmistir. Bacillus tiirlerinin lipaz enzim aktivitesi, olusan hidroliz zonunun
Ol¢iilmesi ile belirlenmistir. Bacillus kolonileri izole edildikleri sicaklikta (37 £1 “C’de 24

saat) inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda ekimi yapilan bolge etrafindaki
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seffaf alanlar belirlenerek lipolitik zon caplart Olglilmiistiir. Koloni etrafinda 1 mm’lik
hidroliz zonu zayif lipolitik aktivite (+), 2-3 mm’lik hidroliz zonu orta derecede lipolitik
aktivite (++), 3 mm’nin iizerindeki hidroliz zonu kuvvetli lipolitik aktivite (+++) olarak

degerlendirilmistir.

Tributyrin Agar Base (Merck 1.01957)

Bilesimi g/l
Pepton (etten) 2,59/l
Pepton (kazeinden) 2,59/l
Maya ekstrakti 3,0 g/l
Agar 12 g/l
Distile su 1000 ml

pH 7,3+£0,2 Hazirlanan besiyeri 121 “C’de 15 dk steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra

plaklara dagitilmigtir.

Resim 3.13. Koloni etrafindaki seffaf zon; lipaz pozitif sonug

Lesitinaz Aktivitesi: Bacillus tiirlerinin lesitinaz aktivitesi Tryptic Soy Agarda

degerlendirilmistir.

Tryptic Soy Agar

Bilesimi g/l
Pepton (kazeinden) 15 g/l
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Pepton (soy meal’dan) 549/l
Sodyum klorid 54/
Agar 15 g/l
pH 7,3+0,2

Dehidre besiyeri 40 g/l olacak sekilde damitik su iginde eritilip hazirlanmistir. 121 °C’de
15 dk steril edildikten sonra steril besiyeri plaklara dagitilmistir.

Resim 3.14. Koloni etrafinda siyah zonlarin olusumu: lesitinaz pozitif, koloni etrafinda
siyah zon olmayan suslar: lesitinaz negatif sonug

Jelatin Hidrolizi Aktivitesi: Bacillus izolatlarinin jelatin hidroliz testi i¢in jelatin i¢eren sivi
besiyeri kullanilmistir. Jelatinin hidrolize edildigi durumlarda, buzdolabindan ¢ikarilinca,
jelatinli ortamin sivi halinde ve katilagsmadigi goriilmiistiir ve bu durum jelatinaz pozitif
seklinde degerlendirilmistir. Jelatinaz negatif durumlarda tiipteki sivi jelatinli besi yeri

katilagtig1 i¢cin bu durum da jelatinaz negatif olarak degerlendirilmistir.

Jelatin iceren broth

Bilesim g/l
Pepton 59/
NaCl 59/
Jelatin 120 g/l
Distile su 1000 ml

Hazirlanan besiyeri tliplere 5 ml olacak sekilde dagitilmig 121 °C’de 15 dk steril edilmistir.

Sterilizasyondan sonra kiiltiire degdirilmis olan igne, dik olarak jelatinli besi yerlerine
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daldirilmistir. Tiipler 37°C de 15 giin kadar inkiibe edilmistir. Besiyeri oda sicakliginda
sivi halde olacagi i¢in sonuglarin degerlendirilmesi tiipler 1-2 saat buzdolabinda

bekletildikten sonra yapilmistir.

Resim 3.15. Sivi besiyeri olan tiip; jelatinaz pozitif sonug, kat1 besiyeri olan tiip jelatinaz
negatif sonug

3.8. Bacillus Tiirlerinde DNaz Aktivitesi Testi

Saflastirilan kolonilerden bir 6ze dolusu alinip DNase test agara ¢izgi ekim yapilmistir. 1
gece 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra besiyerinde iireyen
kolonilerin iizeri 1 N HCI ile kaplanmistir. DNaz pozitif olan kolonilerin etrafinda berrak

zonlar gorilmiistiir.

DNase Test Agar (Merck 1.00317)

Bilesim o/l
Triptoz 20 g/l
Sodyum kloriir 59/
Deoksiriboniikleik asit 2 g/l
Agar 15 g/l
pH 7,3+0,2

Dehidre besiyeri 42,0 g/l olacak sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak eritilmis ve otoklavda
121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra 45-50 °C’de sogutulmus ve

steril petri kutularina dokiilmiistiir.
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Resim 3.16. Koloni etrafinda olusan berrak zonlar: DNaz pozitif sonug, koloni etrafinda
zon olugsmamasi: DNaz negatif sonug

3.9. Bacillus Tiirleri ve E. coli’nin Hemolitik Aktivite Testi
Hemolitilk aktivitenin degerlendirilmesi i¢in kanli agar (Blood Agar Base) kullanilmistir.
Kanli agarda koloni etrafinda zon olusumunun gézlenmesi pozitif sonug, zon olusumunun

gbzlenmemesi negatif sonug olarak degerlendirilmistir.

Blood agar base (Oxoid CM 331)

Bilesimi o/l
Pepton 23 g/l
Nisasta 19/l
Sodyum klorid 59/l
Agar 10 g/l
Distile su 1000 ml

pH 7,3+0,2’ye ayarlanip besiyerindeki maddeler tartilarak distile suda ¢6zdiiriilmiis
otoklavda 121 °C de 15 dakika steril edilmistir. Otoklavdan sonra besiyeri 50 °C’ye kadar
sogutulup icine %5’°lik koyun kani ilave edilmis ve steril plaklara 10’ar ml dagitilmistir.
Stok kiiltiirden bir 6ze dolusu alinip ¢izgi seklinde besiyerine ekilmistir. 37 °C’de 2 giin

inkiibasyona birakilmastir.



Resim 3.17. Koloni etrafinda siyah zon olusumu; hemoliz pozitif sonug, koloni etrafinda
zon olugmamast; hemoliz negatif sonug

3.10. Bacillus Tirleri ve E. coli’nin Siderofor Aktivitesi Testi

Siderofor testi igin Chrome Azurol Sulphate (CAS) Agar kullanilmigtir. Tryptic soy agar
besiyerine ekilip 24 saat inkiibasyona birakilan izolatlardan 2-3 koloni alinip CAS agara
ekim yapilmistir. 35 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. CAS agar, Fe*? ile Chrome
Azurol Sulfonate (CAS) boyasinin kompleks olusturmasindan dolayr mavi renktedir.
Inkiibasyondan sonra mavi renkteki CAS agar sar1 renge donmiistiir. Sar1 renge dénen

plaklar siderofor varlig1 yoniinden pozitif kabul edilmistir.

Chrome Azurol Sulphate (CAS) Agar

CAS indikator soliisyonunun hazirlanmast;

Chrome Azurol S (CAS) 60,5 mg
Demir-Ill klorid hekzahidrat (Iron(Ill) chloride hexahydrate) 27 mg
Hidroklorik asit (HCI) 83,3 ul
Hexadecyltrimethylammonium bromid (HDTMA) 72,9 mg

Soliisyonu hazirlamak i¢in ilk olarak 60,5 mg CAS 50 ml distile suda ¢ozdiiriilmiistiir.
Uzerine 10 ml Iron Il soliisyonu eklenmistir. (Iron III soliisyonu 100 ml distile suya
eklenmis 83,3 ul konsantre HCI tizerine 27 mg FeCl3.6H20 ilave edilerek hazirlanmistir).
Hazirlanan soliisyona 40 ml distile suda ¢ozdiiriilmiis 72,9 mg HDTMA yavasca

eklenmistir. Hazirlanan soliisyon 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.



Basal agarin hazirlanmast;

3-(N-morpholino)propan sulfonik asit (MOPS)
Agar

Sodyum kloriir

Potasyum fosfat

Amonyum kloriir

L-asparjin

Distile su

% 50 Potasyum hidroksit

39/l
1,59/
0,05 g/l
0,03 g/l
0,01 g/l
0,59/l
83 g/l
59/l
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100 ml basal agar i¢in verilen maddeler agar hari¢ 83 ml distile suda ¢ozdiirilmiistiir. pH

NaOH ile 6,8’e ayarlanmistir. Daha sonra {izerine 1,5 g agar eklenmistir. Soliisyon 121

°C’de 15 dakika steril edilmistir.

Sterilizasyondan sonra basal agar ve CAS 50 °C sicakliktaki bir su kiivetinde

sogutulmustur. Bu islemden sonra basal agarin iizerine 2 ml %50 lik glukoz ¢ozeltisi

eklenmistir. CAS indikatorii de bu soliisyonun {izerine yavasca eklenmis ve karigtirilmistir.

Soliisyon steril plaklara 30 ml olacak sekilde dagitilmistir. Izolatlar CAS agara inokiile

edildikten sonra 30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda

kolonilerin etrafinda sar1 renk olusmasi siderofor pozitif olarak degerlendirilmistir.

Resim 3.18. Kolonilerin etrafinda sar1 zon olusumu: siderofor pozitif sonug
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3.11. E. coli ve Bacillus Tiirlerinde Amino Asit Dekarboksilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Izolatlarin amino asit dekarboksilaz enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in modifiye edilmis
stvi besiyeri hazirlanmistir. 5 g tripton, 4 g maya ekstrakti, 8 g et ekstrakti, 0,06 g
bromocresol purple, 0,5 g tween 80, 0,2 g MgSOs, 0,04 g FeSOs4, 0,1 g CaCOgs, 0,05 g
MnSO4 1000 ml suda ¢ozdiiriiliip hazirlanan besiyerine %0,5 oraninda histidin, arjinin,
tirozin, lizin ve ornitin amino asitlerinden birisi eklenmistir. Hazirlanan besiyeri tiiplere
7’ser ml dagitilmistir. 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir. Otoklavdan sonra pH asetik
asit (%5) ya da sodyum hidroksit (1 N) kullanilarak 5,3’e ayarlanmistir.

Tryptic soy agar besiyerinde ¢izgi ekimle iiretilen Bacillus tiirleri ve E. coli izolatlarindan
0ze ile 1-2 koloni alinarak hazirlanan besiyerine ekilmistir. 37 °C de 2-3 giin inkibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda aminoasitleri dekarboksile eden izolatlarin bulundugu

tiiplerin rengi degismistir. inkiibasyondan &nce sari-yesil olan besiyerleri inkiibasyondan

sonra mor renge donmiistiir.

Resim 3.19. Tirozin testi: sar1 tiip; negatif, mor tiip; pozitif sonug

Resim 3.20. Arjinin testi: sar1 tiip; negatif, mor tiip; pozitif sonug
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3.12. Bacillus Tiirlerinin Antibiyotik Direnclilik Aktivitesinin Belirlenmesi

Bacillus izolatlart Mueller Hinton besiyerine ekilip 30-35 °C’de 24 saat inkiibe edildikten
sonra, kiiltiirlerden 2-3 koloni alinarak, 0,5 Mcfarland bulaniklik standardina esdeger
sekilde serum fizyolojik i¢inde siispanse edilmistir. Siispansiyondan, steril ekiivyon ¢ubuk
ile alinarak Mueller Hinton besiyeri yiizeyine stirme yontemi ile ekilmistir. Besiyeri ylizeyi
kuruduktan sonra antibiyotik diskleri yerlestirilerek 37 °C’de 18-24 saatlik inkiibasyon
sonucunda olusan antibiyotik inhibisyon zon ¢aplar1t milimetrik olarak Ol¢iilmiistiir. Elde
edilen zon ¢aplart CLSI’da (Clinical and Laboratory Standarts Instute, 2009) [125]
belirtilen zon ¢aplariyla karsilastirilarak izolatlarin antibiyotiklere hassas ve direncli olarak

degerlendirilmesi yapilmistir.

Calismamizda Bacillus izolatlarinin penisilin (P, 10U; Oxoid), ampisilin (AMP, 10ug,
Oxoid), eritromisin (E, 15pg, Oxoid), amikasin (AK, 30ug; Oxoid), kloramfenikol (C,
30png; Oxoid), vankomisin (VA, 30ug; Oxoid), tetrasiklin (TE, 30ug; Oxoid), basitrasin
(B, 10U; Oxoid), novobiosin (NV, 30pg; Oxoid) antibiyotiklerine duyarliliklar:

arastirilmistir.

Cizelge 3.1. Bacillus tiirlerinin antibiyotik direngliliginin belirlenmesinde kullanilan
antibiyotikler

Antibiyotikler Antibiyotik konsantrasyonu Zon gap1
(1g) (mm)
Duyarli Direngli

P 10U >22 <11
AMP 30 ug >29 <20
E 15 nug >18 <13
AK 30 ug >17 <14
C 30 ug >18 <12
VA 30 ug >12 <9
TE 30 ug >19 <14
B 10U >13 <8
NV 30 ug >22 <17

P; penisilin, AMP; ampisilin, E; eritromisin, AK; amikasin, C; kloramfenikol, VA; vankomisin, TE;
tetrasiklin, B; basitrasin, NV; novobiyosin,
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3.13. E. coli’de Antibiyotik Direngliliginin ve Genis Spektrumlu Beta-Laktamaz
(GSBL) Aktivitesinin Belirlenmesi

Calismamizda E. coli izolatlarinin antimikrobiyal antibiyotik duyarliliklart CLSI’da
(Clinical and Laboratory Standarts Instute, 2009) [125] belirtilen kriterlere gore Kirby-

Bauer disk diflizyon, GSBL aktiviteleri ise ¢ift disk sinerji yontemi ile belirlenmistir.

Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi

E. coli izolatlar1 Mueller Hinton besiyerine akilip 30-35 °C’de 24 saat inkiibe edildikten
sonra, kiltiirlerden 2-3 koloni alinarak, 0,5 Mcfarland bulaniklik standardina esdeger
sekilde serum fizyolojik i¢inde siispanse edilmistir. Slispansiyondan, steril ekiivyon ¢ubuk
ile alinarak Mueller Hinton besiyeri ylizeyine siirme yontemi ile ekilmistir. Besiyeri yiizeyi
kuruduktan sonra antibiyotik diskleri yerlestirilerek 37 °C’de 18-24 saatlik inkiibasyon
sonucunda olusan antibiyotik inhibisyon zon ¢aplart milimetrik olarak Ol¢lilmiistiir. Elde
edilen zon ¢aplar1 CLSI da [125] belirtilen zon ¢aplariyla karsilagtirilarak izolatlarin

antibiyotiklere hassas ve direngli olarak degerlendirilmesi yapilmistir.

Calismamizda E.coli izolatlarinin Amikasin (AK, 30pug; Oxoid), Aztreonam (ATM, 30ug;
Oxoid), Kloramfenikol (C, 30 pg; Oxoid), Seftazidim (CAZ, 30ug; Oxoid), Seftriakson
(CRO, 30pg; Oxoid), Sefotaksim (CTX, 30ug; Oxoid), Tetrasiklin (TE, 30ung; Oxoid),
Amoksisilin-klavulanik asit, (AMC, 20/10pg; Oxoid), Ampisilin-sulbaktam (SAM,
10/10png; Oxoid), Ertapenem (ETP, 10pg; Oxoid), Gentamisin (CN, 10pg; Oxoid),
Imipenem (IPM, 10pg; Oxoid), Siprofloksasin (CIP, 5ug; Oxoid) antibiyotiklerine

duyarhliklar arastirilmistir.

Cizelge 3.2. Kirby-Bauer Disk Difiizyon yonteminde kullanilan antibiyotikler ve zon

caplari
Antibiyotikler Antibiyotik konsantrasyonu Zon gap1
(1g) (mm)
Duyarli Direngli
AMP 10 pg >17 <13
C 30 pg >18 <12
IPM 10 ug >16 <13
AK 30 ug >17 <14
CIP 5ug >21 <15
CN 10 pg >15 <12
TE 30 ug >15 <11
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Cizelge 3.2. (devam) Kirby-Bauer Disk Diflizyon yonteminde kullanilan antibiyotikler ve

zon ¢aplari

Antibiyotikler Antibiyotik konsantrasyonu Zon gap1
(1g) (mm)
Duyarh Direngli
ETP 10 ug >19 <15
ATM 30 ug >22 <15
CTX 30 ug >23 <14
CAZ 30 pg >18 <14
AMC 20/10 pg >18 <13
CRO 30 pg >21 <13

AMP; ampisilin, C; kloramfenikol, IPM; imipenem, AK; amikasin, CIP; siprofloksasin, CN; gentamisin, TE;
tetrasiklin, ETP; ertapenem, ATM; aztreonam, CTX; sefotaksim, CAZ; seftazidim, AMC; amoksisilin-

klavulanik asit, CRO; seftriakson

Mueller Hinton Agar (LabM 39)

Beef infusion solids
Asit Kazein Hidrolizat
Nisasta

Agar

Distile su

29
1759
159
179
1000 ml

pH: 7,3+£0,1°e ayarlanip besiyerindeki maddeler tartilarak distile suda eridikten sonra
otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

McFarland bulamkhlik Tiipii

0,5 Mc Farland standardina uygun bulaniklik tiipii hazirlamak icin; baryum kloriir ve

stilfiirik asit kullanilarak hazirlanan bu soliisyon deney tiiplerine 5’er ml ilave edilerek oda

sicakliginda, karanlikta saklanmstir.

0,048 M BaCly (%1,175 gr BaClzzH20 ) 0,5 ml

+0,18 M H2SO04/ H20 (%1 viv)
0,5 Mc Farland = 108 kob/ml

99,5 ml
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Resim 3.21. E. coli’nin Antibiyotik duyarlilik testi

Cift disk sinerji yontemi

E. coli izolatlar1 Mueller Hinton besiyerine ekilip 30-35 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra kiiltiirlerden 2-3 koloni almarak, 0,5 McFarland bulaniklik
standardina esdeger sekilde serum fizyolojik iginde siispanse edilmistir. Siispansiyondan,
steril ekiivyon ¢ubuk ile alinarak Mueller Hinton besiyeri ylizeyine siirme yontemi ile
ekilmistir. Plagin ortasina bir amoksisilin-klavulanik asit diski (AMC, 20/10 pg;Oxoid) ile
disk merkezleri arasindaki uzaklik 25 mm olacak sekilde seftazidim (CAZ, 30 pg;Oxoid),
seftriakson (CRO, 30 pg;Oxoid),sefotaksim (CTX, 30 pg;Oxoid), aztreonam (ATM, 30
ug;Oxoid) diskleri yerlestirilmistir.

Bir gece 35 °C’de inkiibasyondan sonra sefalosporin veya aztreonam etrafindaki
inhibisyon zonunun amoksisilin-klavulanik asit diskine dogru genislemesi veya arada

bakterinin iremedigi bir sinerji alaninin bulunmasi GSBL (+) olarak yorumlanmustir.

Cizelge 3.3. Cift disk sinerji yonteminde kullanilan antibiyotikler

Antibiyotikler Antibiyotik Zon ¢ap1 (mm)
konsantrasyonu (png) Duyarli Direngli
ATM 30 ug >22 <15
CTX 30 ug >23 <14
CAZ 30 pug >18 <14
CRO 30 ug >21 <13
AMC 20/10 ug >18 <13

ATM; aztreonam, CTX; sefotaksim, CAZ; seftazidim, CRO; seftriakson, AMC; amoksisilin-klavulanik asit



Resim 3.22. Cift disk sinerji testi: GSBL pozitif sonug

75
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4. BULGULAR

Arastirmamizda Ankara ilinde satigsa sunulan 40 ¢ig siit, 40 peynir ve 20 dondurma olmak
iizere 100 adet siit ve siit Uriiniinden, Bergey‘s of Manual Systematic Bacteriology ve
Manual of Clinical Microbiology’de belirtilen ¢esitli biyokimyasal testlerle tanimlanmis
olan 20 E. coli ve 67 Bacillus tiirii izole edilerek tanimlanmistir. Bu tiirlerin tanimlamalari
BBL Crystal E/NF ID kit ve BBL Crystal Gram-Positive ID kit ile dogrulanmustir.

Cizelge 4.1. Gida 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin dagilimi

Gida Ornekleri Caligtlan Ornek Sayisi Izolat Sayisi %
Cig siit 40 30 75
Peynir 40 31 77,5

Dondurma 20 6 30
Toplam 100 67 100

Cizelgedeki sonuglara gore 67 Bacillus tiirii izolatinin 30°u (%75) ¢ig siit 6rneklerinden,

31’1 (%77,5) peynir o6rneklerinden, 6’s1 (%30) dondurma orneklerinden izole edilmistir

(Cizelge 4.1).

3%

9%

m B. subtilis
17,90% ® B. megaterium
= B. brevis
53,70% ™ B. cereus
m B. licheniformis

1,50% .
m B. circulans

14,90%

Sekil 4.1. Gida 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin tiirlere gore dagilimi
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Gida orneklerinden izole edilen Bacillus cinsine ait 67 izolatin 36’s1 (%53,7) B. subtilis,
12’51 (%17,9) B. cereus, 10’u (%14,9) B. megaterium, 6’s1 (%9) B. licheniformis, 2’si (%3)
B. circulans, 1’1 (%1,5) B. brevis olarak tanimlanmistir (Cizelge 4.1., Sekil 4.1).

Cizelge 4.2. Gida orneklerinden izole edilen Bacillus tiirlerinin gida orneklerine goére

dagilimi
Bakteri tiirleri Peynir Cig siit Dondurma Toplam

n % n % n % n %
B. subtilis 16 51,6 18 60 2 33,3 36 53,7
B. cereus 4 12,9 6 20 2 33,3 12 17,9
B. megaterium 6 19,4 4 13,4 0 0 10 14,9
B. licheniformis 4 12,9 1 3,3 1 16,7 6 9
B. circulans 1 3,2 1 3,3 0 0 2 3
B. brevis 0 0 0 0 1 16,7 1 15
Toplam 31 100 30 100 6 100 67 100

n=lzolat say1s1

Peynir orneklerinden izole edilen Bacillus cinsi tiyesi 31 izolatin 16’s1 (%51,6) B. subtilis,
41 (%12,9) B. cereus, 6’st (%19,4) B. megaterium, 4’ (%12,9) B. licheniformis, 1’i
(%3,2) B. circulans olarak tanimlanmistir. Peynir 6rneklerinin higbirinden B. brevis izole

edilememistir (Cizelge 4.2).

Cig siit orneklerinden izole edilen Bacillus cinsi iiyesi 30 izolatin 18’1 (%60) B. subtilis,
6’s1 (%20) B. cereus, 4’1 (13,4) B. megaterium, 1’i (%3,3) B. licheniformis, 1’1 (%3,3) B.
circulans olarak tanimlanmistir. Cig siit Orneklerinin higbirinden B. brevis izole

edilememistir (Cizelge 4.2).

Dondurma orneklerinden izole edilen Bacillus cinsi iiyesi 6 izolatin 2’si (%33,3) B.
subtilis, 2’si (%33,3) B. cereus, 1’1 (%16,7) B. licheniformis, 1’i (%16,7) B. brevis olarak
tanimlanmistir. Dondurma 6rneklerinin hi¢birinden B. megaterium ve B. circulans izole

edilememistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.3. Gida orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin dagilimi

Gida Ornekleri Calisilan Ornek Sayist Izolat Sayist %
Cig siit 40 17 42,5
Peynir 40 3 7,5

Dondurma 20 - -
Toplam 100 20 100
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20 E. coli izolatinin 17’si (%42,5) ¢ig siit orneklerinden, 3’0 (%7,5) peynir drneklerinden
izole edilmistir. Dondurma orneklerinin hi¢birinden E. coli izole edilememistir (Cizelge
4.3).
4.1. Congo Red Agar (CRA) ile Slime Sonuclar

4.1.1. Bacillus tiirlerinin slime sonug¢lari

Cizelge 4.4. Cig siit 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin slime sonuglari

No Izolat no. Slime sonuglari
1 S33B-1 +
2 S36B-1 +
3 S27B-1 +
4 S39B-1 +
5 S32B-1 +
6 S528B-2 +
7 S38B-1 +
8 S39B-2 +
9 528B-3 +
10 S32B-2 -
11 S31B-1 +
12 S29B-1 +
13 S526B-1 +
14 S3B-6 +
15 S1B-2 +
16 S13B-5 +
17 S524B-4 +
18 S12B-2 +
19 S19B-3 +
20 S12B-3 +
21 S15B-7 +
22 S2B-5 +
23 S19B-4 +
24 S14B-6 +
25 S4B-9 +
26 S13B-4 +
27 S10B-2 +
28 S17B-2 -
29 S1B-1 +
30 S24B-2 +

(+): pozitif, (-): negatif sonug

Cig siit 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin slime sonuglarina gore 30 izolatin

28’1 (%93,3) slime pozitif, 2’si (%6,7) slime negatif sonug vermistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.5. Peynir 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin slime sonuglari

No Izolat no. Slime sonuglar1
1 P33B-1 +
2 P29B-1 +
3 P35B-1 +
4 P30B-2 +
5 P29B-2 -
6 P37B-1 +
7 P32B-1 +
8 P35B-2 +
9 P34B-1 +

10 P37B-2 +

11 P7B-6 +

12 P16B-12 +

13 P16B-9 +

14 P13B-3 +

15 P22B-5 +

16 P22B-4 +

17 P21B-3 +

18 P14B-6 +

19 P14B-7 +

20 P12B-2 +

21 P16B-10 +

22 P18B-2 +

23 P6B-4 +

24 P14B-8 +

25 P20B-5 +

26 P2B-2 +

27 P4B-1 +

28 P1B-1 -

29 P2B-3 +

30 P16B-11 +

31 P17B-14 +

(+): pozitif, (-): negatif sonug

Peynir 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin slime sonuglarina gore 31 izolatin

29°u (%93,5) slime pozitif, 2’si (%6,5) slime negatif sonug vermistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.6. Dondurma 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin slime sonuglari

=z
o

izolat no. Slime faktor olusum sonuglari
D16B-1 +
D15B-2
D14B-1
D9B-6
D10B-8
6 D10B-7
(+): pozitif, (-): negatif sonug

QP WINF

+ 4|+ + ]|+
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Dondurma orneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin slime sonuglarina gore 6

izolatin 6’s1 (%100) slime pozitif sonug vermistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.7. Gida 6rneklerinden izole edilen slime pozitif (+) ve slime negatif (-) Bacillus
izolatlarinin dagilimlari

Gida &rnegi Ornek sayisi Izolat sayisi
Slime (+) | Slime (-)
n (%) n (%)
Siit 20 30 28(933) | 2(6.7)
Peynir 20 31 29(935) | 2(6,5)
Dondurma 20 6 6 (100) -
Toplam 100 67 63 (94) 4 (6)

n= izolat say1si, (+): slime pozitif, (-): slime negatif sonug

Gida oOrneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin slime olusumuna bakilmistir.
Gidalardan izole edilen 67 Bacillus izolatinin 63’ (%94) slime pozitif, 4’4 (%6) slime

negatif bulunmustur (Cizelge 4.7).

Cig siit 6rneklerinden izole edilen 30 Bacillus izolatinin 28’1 (%93,3) slime pozitif, 2’si
(%6,7) slime negatif, peynir orneklerinden izole edilen 31 izolatin 29’u (%93,5) slime
pozitif, 2’si (%6,5) slime negatif, dondurma Orneklerinden izole edilen 6 izolatin 6’s1

(%100) slime pozitif bulunmustur (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.8. Gida 6rneklerinden izole edilen slime pozitif (+) ve slime negatif (-) Bacillus
tirlerinin dagilimlari

Slime sonuglari
Izolat adi/Izolat sayis 24 saat
n (%)
(+) ()
B. subtilis (n=36) 35 (97,2) 1(2,8)
B. cereus (n=12) 11 (91,7) 1(9,1)
B. megaterium (n=10) 9 (90) 1(10)
B. licheniformis (n=6) 6 (100) -
B. circulans (n=2) 1 (50) 1 (50)
B. brevis (n=1) 1 (100) -
Toplam (n=67) 63 (94,1) 4(5,9)

n= Izolat sayisi, (+): slime pozitif, (-): slime negatif sonug

Kongo kirmizili agar kullanilarak yapilan ¢alismada 67 adet Bacillus izolatinin 63’
(%94,1) pozitif, 4’1 (%5,9) negatif sonug vermistir. B. subtilis izolatlarinin; 35’1 (%97,2)

pozitif, 1’1 (%2,8) negatif sonu¢ vermistir. B. cereus izolatlarinin 11’1 (%91,7) pozitif, 1’1
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(%9.1) negatif sonug¢ vermistir. B. megaterium izolatlarinin 9’u (%90) pozitif, 1’i (%10)
negatif sonu¢ vermistir. B. licheniformis izolatlarinda biitiin izolatlar pozitif sonug
vermistir. B. circulans izolatlarinin; 1’1 (%50) pozitif, 1’1 (%50) negatif sonu¢ vermistir. 1

B. brevis izolat1 da pozitif sonu¢ vermistir (Cizelge 4.8).

4.1.2. E. coli izolatlarinda slime sonuglari

Cizelge 4.9. Cig siit siit 6rneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin slime sonuglari

No Izolat no. Slime sonuglari
1 S25E-1 +
2 S23E-1 +
3 S11E-2 +
4 S32E-1 +
5 S19E-1 +
6 S26E-1 +
7 S31E-1 +
8 S13E-1 +
9 S20E-2 +

10 S32E-2 +

11 S3E-1 +

12 S30E-2 +
13 S7E-1 +
14 S39E-1 +
15 S37E-1 +
16 S14E-1 +
17 S12E-1 +

(+): pozitif, (-): negatif sonug

Cig siit 6rneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin slime sonuglarina gore 17 izolatin

17’si de (%100) slime pozitif sonug vermistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.10. Peynir orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin slime sonuglari

No Izolat no. Slime sonuglari
1 P28E-2 +
2 P17E-1 +
3 P5E-1 +

(+): pozitif, (-): negatif sonug

Peynir 6rneklerinden izole edilen E.coli izolatlariin slime sonuglarina gore 3 izolatin 3’

de (%100) slime pozitif sonug vermistir (Cizelge 4.10).



Cizelge 4.11. Gidalardan izole edilen E. coli izolatlarinda slime olusumunun yiizdeleri
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Slime sonuglari

Izolat adi/izolat sayist

24 saat

n (%)

(+)

E. coli (n=20)

20 (100)

n=izolat sayisi, (+): pozitif, (-): negatif sonug

Kongo kirmizili agar kullanilarak yapilan ¢aligmada 20 adet E.coli izolatinin 20’si de

(%100) pozitif sonug vermistir (Cizelge 4.11).

4.2. Mikroplate ile Biyofilm Ol¢iim Sonuclar

4.2.1. Bacillus izolatlarmin biyofilm 6l¢iim sonuglari

Cizelge 4.12. Cig siit 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin TSB+%]1 Glikoz’da

24 saat ve 48 saat sonundaki tutunma sonuglari

No Izolat no. Izole edilen bakteri 24 saat 48 saat
TSB+%1 Glikoz TSB+%1 Glikoz

1 S33B-1 B. licheniformis ++ +
2 S36B-1 B. cereus ++ ++
3 S27B-1 B. subtilis +++ ++
4 S39B-1 B. cereus + ++
5 S32B-1 B. circulans ++ ++
6 S28B-2 B. subtilis ++ +++
7 S38B-1 B. subtilis +++ ++
8 S39B-2 B. subtilis + +
9 S28B-3 B. licheniformis + +
10 S32B-2 B. cereus +++ ++
11 S31B-1 B. licheniformis - -
12 S29B-1 B. subtilis ++ ++
13 S26B-1 B. subtilis ++ +
14 S3B-6 B. licheniformis +++ +++
15 S1B-2 B. cereus ++ +++
16 S13B-5 B. subtilis + +++
17 S24B-4 B. subtilis ++ +++
18 S12B-2 B. subtilis + +
19 S19B-3 B. subtilis ++ ++
20 S12B-3 B. subtilis +++ ++
21 S15B-7 B. megaterium - +
22 S2B-5 B. megaterium + ++
23 S19B-4 B. subtilis +++ +
24 S14B-6 B. megaterium + +
25 S4B-9 B. megaterium + ++
26 S13B-4 B. subtilis + +++
27 S10B-2 B. subtilis +++ +++
28 S17B-2 B. megaterium + +
29 S1B-1 B. cereus + +
30 S24B-2 B. subtilis + +++

(+++): kuvvetli, (++): orta, (+): zayif biyofilm, (-): negatif sonug
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Cig siit orneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin TSB+%1 glikozlu besiyerinde 24
saat inkiibasyonda biyofilm olusturma sonuglarina gore 30 izolatin 7’si (%23,3) kuvvetli,
9’u (%30) orta, 12’si (%40) zayif biyofilm olustururken 2’si (%6,7) biyofilm
olusturmamistir (Cizelge 4.12). Izolatlarn TSB+%1 glikozlu besiyerinde 48 saat
inkiibasyonda biyofilm olusturma sonuglarina gore ise 30 izolatin 8’1 (%26,7) kuvvetli,
11’1 (%36,7) orta, 10’u (%33,3) zayif biyofilm olustururken 1’1 (%3,3) biyofilm
olusturmamustir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.13. Peynir 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin TSB+%1 Glikoz’da

24 saat ve 48 saat sonundaki tutunma sonuglari

No Izolat no. [zole edilen bakteri 24 saat 48 saat
TSB+%1 Glikoz TSB+%1 Glikoz

1 P33B-1 B. subtilis +++ +
2 P29B-1 B. subtilis + ++
3 P35B-1 B. megaterium ++ -
4 P30B-2 B. subtilis +++ +++
5 P29B-2 B. circulans + ++
6 P37B-1 B. subtilis - -
7 P32B-1 B. subtilis +++ +++
8 P35B-2 B. cereus - -
9 P34B-1 B. cereus +++ ++
10 P37B-2 B. megaterium ++ ++
11 P7B-6 B. subtilis + +
12 P16B-12 B. cereus ++ +++
13 P16B-9 B. subtilis ++ -
14 P13B-3 B. cereus ++ ++
15 P22B-5 B. subtilis + +
16 pP22B-4 B. subtilis - -
17 P21B-3 B. subtilis + ++
18 P14B-6 B. subtilis +++ +++
19 P14B-7 B. subtilis +++ +++
20 P12B-2 B. subtilis + ++
21 P16B-10 B. subtilis - +
22 P18B-2 B. subtilis + ++
23 P6B-4 B. subtilis + ++
24 P14B-8 B. megaterium +++ ++
25 P20B-5 B. cereus +++ ++
26 p2B-2 B. cereus + +
27 P4B-1 B. subtilis +++ +++
28 P1B-1 B. subtilis ++ +
29 P2B-3 B. megaterium + ++
30 P16B-11 B. subtilis - +
31 P17B-14 B. licheniformis +++ +++

(+++): kuvvetli, (++): orta, (+): zayif biyofilm, (-): negatif sonug
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Peynir 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin TSB+%1 glikozlu besiyerinde 24
saat inkiibasyonda biyofilm olusturma sonuglarina gore 31 izolatin 10’u (%32,3) kuvvetli,
6’s1 (%19,3) orta, 10°u (%32,3) zayif biyofilm olustururken 5’1 (%16,1) biyofilm
olusturmamustir (Cizelge 4.13). Peynir 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin
TSB+%]1 glikozlu besiyerinde 48 saat inkiibasyonda biyofilm olusturma sonuglarina gore
31 izolatin 7’si (%22,6) kuvvetli, 12’si (%38,7) orta, 7’si (%22,6) zayif biyofilm
olustururken 5’1 (%16,1) biyofilm olusturmamistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.14. Dondurma Orneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin TSB+%]1
Glikoz’da 24 saat ve 48 saat sonundaki tutunma sonuglari

No Izolat no. Izole edilen bakteri 24 saat 48 saat
TSB+%1 Glikoz TSB+%1 Glikoz

1 D16B-1 B. brevis +++ +++

2 D15B-2 B. cereus - +

3 D14B-1 B. cereus + +

4 D9B-6 B. subtilis +++ +++

5 D10B-8 B. licheniformis ++ ++

6 D10B-7 B. subtilis + ++

(+++): kuvvetli, (++): orta, (+): zayif biyofilm, (-) negatif sonug

Dondurma 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin TSB+%1 glikozlu besiyerinde
24 saat inkiibasyonda biyofilm olusturma sonuglarina gore 6 izolatin 2’si (%33,3) kuvvetli,
't (%16,7) orta, 2’si (%33,3) zayif biyofilm olustururken 1’1 (%16,7) biyofilm
olusturmamustir (Cizelge 4.14).

Dondurma 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin TSB+%1 glikozlu besiyerinde
48 saat inkiibasyonda biyofilm olusturma sonuglarina goére 6 izolatin 2’si (%33,3) kuvvetli,

2’si (%33,3) orta, 2’si (%33,3) zayif biyofilm olusturmustur (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.15. Gida orneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin TSB+%]1 glikozlu
besiyerinde 24 ve 48 saat inkiibasyon sonucunda biyofilm olusumlari

Gida 6rnegi 24 saat 48 saat
TSB+%1 glikoz TSB+%1glikoz
n (%) n (%)
+++ ++ + +++ ++ +

Cigsit (n=30) | 7(233) | 9 (30) 12(40) | 2(67) | 8(26,7) | 11(36,7) | 10(33.3) | 1(3,3)
Peynir (n=31) | 10(323) | 6(19,3) | 10(32,3) | 5(16,1) | 7 (22,6) | 12(38,7) | 7(22,6) | 5(16,1)
Dondurma (n=6) | 2 (33,3) | 1(16,7) | 2(333) | 1(16,7) | 2(33.3) | 2(333) | 2(33,3) -
Toplam (n=67) | 19(284) | 16(23,9) | 24 (358) | 8 (11,9) | 17(254) | 25(37,3) | 19 (28,4) 6 (9)
n=izolat say1s1, (+++): Kuvvetli biyofim, (++): Orta biyofilm, (+): Zayif biyofilm, (-): Biyofilm negatif
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Gidalardan izole edilen 67 Bacillus izolatinin TSB+%]1 glikozlu besiyerinde 24 saat
sonundaki inkiibasyonda 19’u (%28,4) kuvvetli, 16’s1 (%23,9) orta, 24’1 (%35,8) zayif
biyofilm olustururken 8’1 (%11,9) biyofilm olusturmamustir (Cizelge 4.15).

Gidalardan izole edilen 67 Bacillus izolatinin TSB+%]1 glikozlu besiyerinde 48 saat
sonundaki inkiibasyonunda 17’si (%25,4) kuvvetli, 25’1 (%37,3) orta, 19u (%28,4) zayif
biyofilm olustururken 6’s1 (%9) biyofilm olusturamamustir (Cizelge 4.15).

Cig siit 6rneklerinden izole edilen 30 Bacillus izolatinin TSB+%]1 glikozlu besiyerinde 24
saat sonundaki inkiibasyonunda 7’si (%23,3) kuvvetli, 9’u (%30) orta, 12’si (%40) zayif
biyofilm olustururken 2’si (%6,7) biyofilm olusturmamistir (Cizelge 4.15).

Cig siit 6rneklerinden izole edilen 30 Bacillus izolatinin TSB+%]1 glikozlu besiyerinde 48
saat inkiibasyon sonunda 8’1 (%26,7) kuvvetli, 11’1 (%36,7) orta, 10’u (%33,3) zayif
biyofilm olustururken 1’1 (%3,3) biyofilm olusturmamustir (Cizelge 4.15).

Peynir 6rneklerinden izole edilen 31 Bacillus izolatinin TSB+%1 glikozlu besiyerinde 24
saat inkiibasyon sonunda 10’u (%32,3) kuvvetli, 6’s1 (%19,3) orta, 10’u (%32,3) zayif
biyofilm olustururken 5’1 (%16,1) biyofilm olusturmamustir (Cizelge 4.15).

Peynir 6rneklerinden izole edilen 31 Bacillus izolatinin TSB+%]1 glikozlu besiyerinde 48
saat inkiibasyon sonunda 7’si (%22,6) kuvvetli, 12’si (%38,7) orta, 7°si (%22,6) zayif
biyofilm olustururken 5’1 (%16,1) biyofilm olusturmamistir (Cizelge 4.15).

Dondurma 6rneklerinden izole edilen 6 Bacillus izolatinin TSB+%1 glikozlu besiyerinde
24 saat inkiibasyon sonunda 2’si (%33,3) kuvvetli, 1’1 (%16,7) orta, 2’si (%33,3) zayif
biyofilm olustururken 1’1 (%16,7) biyofilm olusturmamistir (Cizelge 4.15).

Dondurma 6rneklerinden izole edilen 6 Bacillus izolatinin TSB+%1 glikozlu besiyerinde
48 saat inkiibasyon sonunda 2’si (%33,3) kuvvetli, 2’si (%33,3) orta, 2’s1 (%33,3) zayif
biyofilm olusturmustur (Cizelge 4.15).



Cizelge 4.16. Gida oOrneklerinden izole edilen Bacillus tiirlerinin 37
glikozlu besiyerinde 24 saat sonundaki tutunma ytizdeleri
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°C’de TSB+%l1

Izolat adi/say1si 24 saat
TSB+%1 Glikoz
n (%)
+++ ++ +

B. subtilis (n=36) 12 (33,4) 7(19,4) 13 (36,1) 4 (11,1)
B. cereus (n=12) 3 (25) 3 (25) 4 (33,3) 2 (16,7)
B. megaterium (n=10) 1 (10) 3 (30) 5 (50) 1 (10)
B. licheniformis (n=6) 2 (33,3) 2 (33,3) 1(16,7) 1(16,7)
B. circulans (n=2) - 1 (50) 1 (50) -
B. brevis (n=1) 1 (100) - - -
Toplam (n=67) 19 (28,4) 16 (23,9) 24 (35,8) 8 (12)

n=lzolat say1s1, (+++): Kuvvetli biyofilm, (++): orta biyofilm, (+): zayif biyofilm, (-): Biyofilm negatif

Gidalardan izole edilen 36 adet B. subtilis izolatinin 12’si (%33,4) kuvvetli, 7’si (%19,4)
orta ve 13’1 (%36,1) zayif biyofilm pozitif olarak bulunmustur. izolatlarin 4’ii (%11,1)
negatif biyofilm olarak bulunmustur (Cizelge 4.16).

Gidalardan izole edilen 12 adet B. cereus izolatinin 3’1 (%25) kuvvetli, 3’1 (%25) orta ve
4’11 (%33,3) zayif biyofilm pozitif olarak bulunmustur. Izolatlarmn 2’si (%16,7) ise biyofilm
negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.16).

Gidalardan izole edilen 10 adet B. megaterium izolatinin 1’1 (%10) kuvvetli, 3’ (%30)
orta ve 5’1 (%50) zayif biyofilm pozitif olarak bulunmustur. Izolatlarin 1°i (%10) biyofilm
negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.16).

Gidalardan izole edilen 6 adet B. licheniformis izolatinin 2’si (%33,3) kuvvetli, 2’si
(%33.,3) orta ve 1’i (%16,7) zayif biyofilm pozitif olarak bulunmustur. Izolatlarin 1’i
(%16,7) biyofilm negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.16).

Gidalardan izole edilen 2 adet B. circulans izolatinin 1’1 (%50) orta ve 1’1 (%50) zayif

biyofilm pozitif olarak bulunmustur (Cizelge 4.16).

Gidalardan izole edilen 1 adet (%100) B. brevis izolatt kuvvetli biyofilm pozitif olarak
bulunmustur (Cizelge 4.16).
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Cizelge 4.17. Gida Orneklerinden izole edilen Bacillus tiirlerinin 37
glikozlu besiyerinde 48 saat sonundaki tutunma yiizdeleri

°C’de TSB+%l1

[zolat adi/say1s1 48 saat
TSB+%1 Glikoz
n (%)
+++ ++ + -
B. subtilis (n=36) 12 (33,3) 11 (30,6) 10 (27,8) 3(8,3)
B. cereus (n=12) 1(8,3) 6 (50) 4 (33,4) 1(8,3)
B. megaterium (n=10) 1(10) 5 (50) 3 (30) 1(10)
B. licheniformis (n=6) 2 (33,3) 1(16,7) 2 (33,3) 1(16,7)
B. circulans (n=2) - 2 (100) - -
B. brevis (n=1) 1 (100) - - -
Toplam (n=67) 17 (25,4) 25 (37,3) 19 (28,3) 6 (9)

n=lzolat say1s1, (+++): Kuvvetli biyofilm, (++): Orta biyofilm, (+): Zayif biyofilm, (-): Biyofilm negatif

Gidalardan izole edilen 36 adet B. subtilis izolatinin 12’si (%33,3) kuvvetli, 11’1 (%30,6)
orta ve 10’u (%27,8) zayif biyofilm pozitif olarak bulunmustur. Izolatlardan 3 tanesi

(%8,3) biyofilm negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.17).

Gidalardan izole edilen 12 adet B. cereus izolatinin 1’1 (%38,3) kuvvetli, 6’s1 (%50) orta ve
4’ (%33,4) zayif biyofilm pozitif olarak bulunmustur. Izolatlardan 1°i (%8,3) negatif
biyofilm olarak bulunmustur (Cizelge 4.17).

Gidalardan elde edilen 10 adet B. megaterium izolatinin 1’1 (%10) kuvvetli, 5’1 (%50) orta
ve 37l (%30) zayif biyofilm pozitif olarak bulunmustur. izolatlardan 1°i (%10) negatif
biyofilm olarak bulunmustur (Cizelge 4.17).

Gidalardan izole edilen 6 adet B. licheniformis izolatinin 2’si (%33,3) kuvvetli, 1’1 (%16,7)
orta ve 2’si (%33,3) zayif biyofilm pozitif olarak bulunmustur. izolatlardan 1’i (%16,7)
biyofilm negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.17).

Gidalardan izole edilen 2 adet (%100) B. circulans izolati orta biyofilm pozitif olarak
bulunmustur (Cizelge 4.17).

Gidalardan izole edilen 1 adet (%100) B. brevis izolati kuvvetli biyofilm pozitif olarak
bulunmustur (Cizelge 4.17).



4.2.2. E. coli izolatlarin biyofilm 6l¢iim sonuglar:
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Cizelge 4.18. Cig siit orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarmin TSB ve TSB+%]1
glikozlu besiyerinde 24 saat sonundaki tutunma sonuglari

No Izolat no. 24 saat 24 saat
TSB TSB+%1 glikoz

1 S25E-1 ++ ++

2 S23E-1 +++ +++
3 S11E-2 - -

4 S32E-1 + +

5 S19E-1 + ++

6 S26E-1 ++ -

7 S31E-1 ++ +

8 S13E-1 + ++

9 S20E-2 +++ +++
10 S32E-2 ++ ++
11 S3E-1 +++ ++
12 S30E-2 - -

13 S7E-1 ++ +
14 S39E-1 + ++
15 S37E-1 + ++
16 S14E-1 +++ ++
17 S12E-1 ++ ++

(+++): Kuvvetli biyofilm, (++): Orta biyofilm, (+): Zayif biyofilm, (-): Biyofilm negatif

Cig siit orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin TSB’de 24 saat inkiibasyonda
biyofilm olusturma sonuglarina gore 17 izolatin 4’1 kuvvetli, 6’s1 orta, 5’1 zayif biyofilm
olustururken 2’si biyofilm olusturmamistir (Cizelge 4.18). Cig siit 6rneklerinden izole
edilen E. coli izolatlariin TSB+%]1 glikozda 24 saat inkiibasyonda biyofilm olusturma
sonuclarina gore 17 izolatin 2’si (%11,7) kuvvetli, 9’u (%52,9) orta, 3’1 (%17,7) zayif
biyofilm olustururken 3’1 (%17,7) biyofilm olusturmamistir (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18.’de gosterilen ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen E. coli tiirlerinin tutunma

sonuglari agagida verilen formiile gére degerlendirilmistir.

OD<Odc Negatif
0dc<OD=<2x0dc Zayif
2x0dc<OD<4x0dc
4x0dc<OD Kuvvetli
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Mikroplate yonteminde 24 saat inkiibasyon sonucunda TSB+1 glikoz ve TSB’deki negatif
kontrollerin ortalamast ve negatif kontrollerin standart sapmasi hesaplanarak Odc

belirlenmistir.

Odc=Negatif kontrollerin OD ortalamasi + 3x negatif kontrollerin standart sapmasi

Cizelge 4.19. Peynir orneklerinden izole edilen E.coli izolatlarin TSB ve TSB+%l
Glikozda 24 saat sonundaki tutunma sonuglari

No [zolat no. 24 saat 24 saat
TSB TSB+%1 Glikoz
1 P28E-2 T+t ++
2 PI7E-1 T+ +
3 P5E-1 T+ ++

(+++): Kuvvetli biyofilm, (++): orta biyofilm, (+): zayif biyofilm, (-): biyofilm negatif

Peynir Orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarnin TSB’de 24 saat inkiibasyonunda
biyofilm olusturma sonuglarina goére 3 izolatin 1’1 (%33,3) kuvvetli, 2’si (%66,7) orta

biyofilm olusturmustur (Cizelge 4.19).

Peynir orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin TSB+%]1 glikozda 24 saat
inkiibasyonunda biyofilm olusturma sonuglarina gore 3 izolatin 2’si (66,7) orta, 1’i
(%33,3) zayif biyofilm gostermistir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19.da gosterilen peynir 6rneklerinden izole edilen E. coli tiirlerinin tutunma

sonuglar1 agagida verilen formiile gore degerlendirilmistir.

OD<Odc Negatif, Odc<OD<2xOdc Zayif
2x0dc<OD<4x0dc, 4xOdc<OD Kuvvetli

Mikroplate yonteminde 24 saat inkiibasyon sonucunda TSB+1 Glikoz ve TSB’deki negatif
kontrollerin ortalamast ve negatif kontrollerin standart sapmasi hesaplanarak Odc

belirlenmistir.

Odc=Negatif kontrollerin OD ortalamasi1 + 3x negatif kontrollerin standart sapmasi
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Cizelge 4.20. Gida 6rneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin 37 °C’de TSB’de 24 saat
sonundaki tutunma yiizdeleri

TSB
Izolat adi/Izolat say1st 24 saat
n (%)
E. coli (n=20) (+++) (++) (+) ()
5(25) 8(40) 5(25) (10)

(+++): kuvvetli biyofilm, (++): orta biyofilm, (+): zayif biyofilm, (-): biyofilm negatif

Gidalardan izole edilen E. coli izolatlarinin TSB’de 24 saat sonundaki tutunmalarina
bakildiginda; toplam 20 izolatin 5’1 (%25) kuvvetli, 8’1 (%40) orta, 5’1 (%20) zayif
derecede biyofilm pozitif olarak bulunmustur. izolatlardan 2 tanesi (%10) biyofilm negatif

olarak bulunmustur (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.21. Gida orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin 37 °C’de TSB+%1
Glikoz’da 24 saat sonundaki tutunma ytizdeleri

TSB+%1 glikoz
Izolat adi/izolat say1s1 24 saat
n (%)
4+ 4+ + -
E. coli (n=20) 2 (10) 11 (55) 4 20) 3 (15)

(+++): kuvvetli biyofilm, (++): orta biyofilm, (+): zayif biyofilm, (-) biyofilm negatif

Gidalardan elde edilen E. coli izolatlarimin TSB+%1 Glikoz’da 24 saat sonundaki
tutunmalarina bakildiginda; toplam 20 izolatin 2’si (%10) kuvvetli, 11’1 (%55) orta ve 4’
(%20) zayif derecede biyofilm pozitif bulunmustur. Izolatlardan 3 tanesi (%15) ise
biyofilm negatif bulunmustur (Cizelge 4.21).

4.3. Bacillus Tiirlerinde Enzim Aktivitesi Sonuclari

Calismamizda ¢ig siit, peynir ve dondurma o&rneklerinden elde ettigimiz Bacillus

izolatlarinin proteaz, lipaz, lesitinaz, jelatinaz enzim aktiviteleri incelenmistir.
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Cizelge 4.22. Cig siit orneklerinden elde edilen Bacillus izolatlarinin enzim aktivitesi

sonugclari
No Izolat Lipaz aktivitesi Jelatinaz Proteaz Lesitinaz aktivitesi
no. aktivitesi aktivitesi
1 S33B-1 + + - -
2 S36B-1 + - - -
3 S27B-1 + + - -
4 S39B-1 - + - -
5 S32B-1 + + + +
6 S28B-2 - + - -
7 S38B-1 + + + -
8 S39B-2 - - - -
9 S28B-3 - - - -
10 S32B-2 + + - +
11 S31B-1 - - - -
12 S29B-1 + - - -
13 S26B-1 - - - -
14 S3B-6 + + + +
15 S1B-2 + + - +
16 S13B-5 + + + +
17 S24B-4 + + + +
18 S12B-2 + + + -
19 S19B-3 + + + -
20 S12B-3 + + + +
21 S15B-7 + + + +
22 S2B-5 + + + -
23 S19B-4 + + + -
24 S14B-6 + + + -
25 S4B-9 + + + -
26 S13B-4 + + + +
27 S10B-2 + + + +
28 S17B-2 + + + -
29 S1B-1 + + - +
30 S24B-2 + + + +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Cig siit orneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin bazi enzim aktivitesi sonuglarina
gore 30 Bacillus izolatinin 24’1 (%80) lipaz pozitif, 6’s1 (%20) lipaz negatif, 24l (%80)
jelatinaz pozitif, 6’s1 (%20) jelatinaz negatif, 17’si (%56,7) proteaz pozitif, 13’1 (%43,3)
proteaz negatif, 12°si (%40) lesitinaz pozitif, 18’1 (%60) lesitinaz negatif sonu¢ vermistir

(Cizelge 4.22).
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Cizelge 4.23. Peynir orneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin enzim aktivitesi

sonugclari
No Izolat no. | Lipaz aktivitesi Jelatinaz Proteaz aktivitesi Lesitinaz
aktivitesi aktivitesi
1 P33B-1 + - + -
2 P29B-1 - - - -
3 P35B-1 + - - -
4 P30B-2 + - - +
5 P29B-2 - - - +
6 P37B-1 - + - -
7 P32B-1 + - - -
8 P35B-2 - + - -
9 P34B-1 - - - -
10 P37B-2 - - + -
11 P7B-6 + + + +
12 P16B-12 + + + -
13 P16B-9 + + + +
14 P13B-3 + + + +
15 P22B-5 + + + -
16 P22B-4 + + + -
17 P21B-3 + + + +
18 P14B-6 + + + +
19 P14B-7 + + + -
20 P12B-2 + + + -
21 P16B-10 + + - +
22 P18B-2 + + + +
23 P6B-4 + + + +
24 P14B-8 + + + +
25 P20B-5 + + + -
26 P2B-2 + + i .
27 P4B-1 + + - -
28 P1B-1 + + + -
29 P2B-3 + + + +
30 P16B-11 + + + +
31 P17B-14 + + - +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Peynir 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin bazi enzim aktivitesi sonuglarina

gore 31 Bacillus izolatinin 25’1 (%80,7) lipaz pozitif, 6’s1 (%19,3) lipaz negatif, 23’1

(%74,2) jelatinaz pozitif, 8’1 (%25,8) jelatinaz negatif, 20°si (%64,5) proteaz pozitif, 11’1

(%35,5) proteaz negatif, 14’1 (%45,2) lesitinaz pozitif, 17’si (%54,8) lesitinaz negatif
g

sonug vermistir (Cizelge 4.23).



94

Cizelge 4.24. Dondurma 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin enzim aktivitesi

sonuglar1
No Izolat Lipaz aktivitesi Jelatinaz Proteaz Lesitinaz aktivitesi
no. aktivitesi aktivitesi
1 D16B-1 + - - -
2 D15B-2 - + + -
3 D14B-1 - - - -
4 D9B-6 + + + +
5 D10B-8 + + + +
6 D10B-7 + + + -

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Dondurma o6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin bazi enzim aktivitesi
sonuglaria gore 6 Bacillus izolatinin 4’1 (%66,7) lipaz pozitif, 2’si (%33,3) lipaz negatif,
4’1 (%606,7) jeletinaz pozitif, 2’si (33,3) jelatinaz negatif, 4’1 (%66,7) proteaz pozitif, 2’si
(%33,3) proteaz negatif, 2’si (33,3) lesitinaz pozitif, 4’1 (%66,7) lesitinaz negatif sonug
vermistir (Cizelge 4.24)

Cizelge 4.25. Gidalardan izole edilen Bacillus izolatlarinin enzim aktiviteleri dagilimlar

Gida 6rnegi Lipaz Jelatinaz Proteaz Lesitinaz

+ (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%)
Cig siit (n=30) 24 (80) 6 (20) 24 (80) (20) 17 (56,7) 13 (43,3) 12 (40) 18 (60)
Peynir (n=31) 25 (80,6) 6 (19,4) 23 (74,2) 8 (25,8) 20 (64,5) 11(355) | 14 (452) | 17 (54,8)
Dondurma (n=6) 4 (66,7) 2(33,3) (66,7) 2(33,3) 4 (66,7) 2(333) 2(33,3) 4 (66,7)
Toplam (n=67) 53(79,1) 14 (20,9) 51 (76,1) 16 (23,9) 41 (61,2) 26(38,8) | 28(41,8) | 39(58,2)

n=lzolat say1s1, (+): pozitif sonug, (-): Negatif sonug

Gidalardan izole edilen Bacillus izolatlarinin enzim aktivitesi sonuglarina gére 67 Bacillus
izolatinin 53’1 (%79,1) lipaz pozitif, 14’1 (%20,9) lipaz negatif; 51’1 (%76,1) jelatinaz
pozitif, 16’s1 (%23,9) jelatinaz negatif, 41’1 (%61,2) proteaz pozitif, 26’s1 (%38,8) proteaz
negatif; 28’1 (%41,8) lesitinaz pozitif, 39’u (%58,2) lesitinaz negatif bulunmustur (Cizelge
4.25).

Cig siit 6rneklerinden izole edilen 30 Bacillus izolatinin 24’1 (%80) lipaz pozitif, 6’s1
(%20) lipaz negatif;, 24’1 (%80) jelatinaz pozitif, 6’s1 (%20) jelatinaz negatif; 17’si
(%56,7) proteaz pozitif, 13’1 (%43,3) proteaz negatif; 12’si (%40) lesitinaz pozitif, 18’1
(%60) lesitinaz negatif bulunmustur (Cizelge 4.25).

Peynir orneklerinden izole edilen 31 Bacillus izolatinin 25’i (%80,6) lipaz pozitif, 6’s1
(%19,4) lipaz negatif; 23’1 (%74,2) jelatinaz pozitif, 8’1 (%25,8) jelatinaz negatif; 20’si
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(%64,5) proteaz pozitif, 11’1 (%35,5) proteaz negatif; 14’1 (%45,2) lesitinaz pozitif, 17’si
(%54,8) lesitinaz negatif bulunmustur (Cizelge 4.25).

Dondurma 6rneklerinden izole edilen 6 Bacillus izolatinin 4t (%66,7) lipaz pozitif, 2’si
(%33,3) lipaz negatif; 4’4 (%66,7) jelatinaz pozitif, 2’si (%33,3) jelatinaz negatif; 4’
(%66,7) proteaz pozitif, 2’si (%33,3) proteaz negatif; 2’si (%33,3) lesitinaz pozitif, 4’1
(%66,7) lesitinaz negatif bulunmustur (Cizelge 4.25).

Cizelge 4.26. Gida orneklerinden izole edilen Bacillus tiirlerinin enzim aktivitesi sonuglari

Izolat ady/Sayist Lipaz Jelatinaz Proteaz Lesitinaz

+ (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%)
B. subtilis (n=36) 31(86,1) 5(13,9) 29 (80,6) 7(194) 24 (66,7) | 12(33,3) | 16(44,4) | 20(55,6)
B. cereus (n=12) 7 (58,3 5(41,7) 9 (75) 3(25) 6 (50) 6 (50) 3(25) 9 (75)
B. megaterium (n=10) 9 (90) 1(10) 8 (80) 2 (20) 8 (80) 2 (20) 4 (40) 6 (60)
B. licheniformis (n=6) 4 (66,7) 2(33,3) 4 (66,7) 2(33,3) 2(333) 4 (66,7) 3(50) 3(50)
B. circulans (n=2) 1 (50) 1 (50) 1 (50) 1 (50) 1 (50) 1 (50) 2 (100) -
B. brevis (n=1) 1 (100) - - 1 (100) - 1 (100) - 1 (100)
Toplam (n=67) 53(79,1) | 14(20,9) | 51(76,1) | 16(23,9) | 41(61,2) | 26(38,8) | 28(41,8) | 39(58,2)

n=izolat say1s1, (+): Pozitif sonuc, (-): Negatif sonug

Gidalardan elde edilen 67 adet Bacillus izolatinin, 53’1 (%79,1) lipaz pozitif, 51’1 (%76,1)
jelatinaz pozitif, 41°si (%61,2) proteaz pozitif, 28’1 (%41,8) lesitinaz pozitif olarak
bulunmustur (Cizelge 4.26).

Gidalardan elde edilen 36 adet B. subtilis izolatlarinin enzim aktivitelerine bakilinca; 31’1
(%86,1) lipaz pozitif, 29’u (%80,6) jelatinaz, 24’1 (%66,7) proteaz, 16’s1 (%44,4) lesitinaz
pozitif olarak bulunmustur (Cizelge 4.26).

Gidalardan elde edilen 12 adet B. cereus izolatinin enzim aktiviteleri; 7’si (58,3) lipaz
pozitif, 9’u (%75) jelatinaz, 6’s1 (%50) proteaz, 3’ (%25) lesitinaz pozitif olarak
bulunmustur (Cizelge 4.26).

Gidalardan elde edilen 10 adet B. megaetirum izolatinin enzim aktiviteleri; 9’u (%90) lipaz
pozitif, 8’1 (%80) jelatinaz pozitif, 8’1 (%80) proteaz pozitif, 4’ (%40) lesitinaz pozitif
olarak bulunmustur (Cizelge 4.26).

Gidalardan elde edilen 6 adet B. licheniformis izolatinin enzim aktiviteleri; 4’ (%66,7)
lipaz pozitif, 4’1 (%66,7) jelatinaz pozitif, 2’si (%33,3) proteaz pozitif, 3’1 (%50) lesitinaz
pozitif olarak bulunmustur (Cizelge 4.26).
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Gidalardan elde edilen 2 adet B. circulans izolatinin enzim aktiviteleri; 1’1 (%50) lipaz

pozitif, 1’1 (%50) jelatinaz pozitif, 1’1 (%50) proteaz pozitif, 2’si (%100) lesitinaz pozitif

bulunmustur (Cizelge 4.26).

Gidalardan elde edilen 1 adet B. brevis izolati lipaz pozitif olarak bulunmustur. Jelatinaz,

proteaz ve lesitinaz aktivitesi negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.26).

4.4. Bacillus Tiirlerinde DNaz Aktivitesi Sonuclar:

Cizelge 4.27. Cig siit orneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin DNaz aktivitesi

sonuclari
No Izolat no. DNaz aktivitesi
1 S33B-1 -
2 S36B-1 -
3 S27B-1 +
4 S39B-1 -
5 S32B-1 +
6 S528B-2 -
7 S38B-1 +
8 S39B-2
9 S28B-3 -
10 S32B-2 -
11 S31B-1 +
12 S29B-1 -
13 S26B-1 -
14 S3B-6 +
15 S1B-2 +
16 S13B-5 -
17 S24B-4 +
18 S12B-2 +
19 S19B-3 +
20 S12B-3 +
21 S15B-7 +
22 S2B-5 +
23 S19B-4 +
24 S14B-6 +
25 S4B-9 +
26 S13B-4 +
27 S10B-2 +
28 S17B-2 +
29 S1B-1 +
30 S24B-2 +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug
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Cig siit 6rneklerinden izole edilen 30 Bacillus izolatinin 20’si (%66,7) DNaz pozitif, 10’u
(%33,3) DNaz negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.27).

Cizelge 4.28. Peynir orneklerinden elde edilen Bacillus izolatlarinin DNaz aktivitesi

sonugclari
No Izolat no. DNaz aktivitesi
1 P33B-1 -
2 P29B-1 -
3 P35B-1 +
4 P30B-2 -
5 pP29B-2 -
6 P37B-1 -
7 P32B-1 -
8 P35B-2 +
9 P34B-1 -
10 pP37B-2 +
11 P7B-6 +
12 P16B-12 +
13 P16B-9 +
14 P13B-3 +
15 pP22B-5 +
16 pP22B-4 +
17 pP21B-3 -
18 P14B-6 -
19 P14B-7 +
20 P12B-2 +
21 P16B-10 +
22 pP18B-2 +
23 P6B-4 +
24 P14B-8 +
25 pP20B-5 +
26 P2B-2 +
27 P4B-1 +
28 P1B-1 +
29 P2B-3 +
30 P16B-11 +
31 P17B-14 +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Peynir orneklerinden elde edilen 31 Bacillus izolatinin 22’si (%71) DNaz pozitif, 9’u
(%29) DNaz negatif olarak saptanmistir (Cizelge 4.28).
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Cizelge 4.29. Dondurma 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin DNaz aktivitesi
sonuglari

Z

0

Izolat no.

DNaz aktivitesi

D16B-1

D15B-2

D14B-1

D9B-6

D10B-8

OO (WINF

D10B-7

+ 4|+

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Dondurma o6rneklerinden izole edilen 6 Bacillus izolatinin 3’1 (%50) DNaz pozitif, 3’i

(%50) DNaz negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.29).

Cizelge 4.30. Gidalardan izole edilen Bacillus izolatlarinin gida 6rneklerine gére DNaz

aktivitesi dagilimlar

Gida Ornegi Ornek Sayist Izolat Say1st DNaz Aktivitesi
+ (%) - (%)
Cig siit 20 30 20 (66,7) 10 (33,3)
Peynir 20 31 22 (71) 9 (29)
Dondurma 20 6 3 (50) 3 (50)
Toplam 100 67 45 (67,2) 22 (32.8)

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

80,00%

60,00% -
40,00% -

20,00% -

0,00% -

%66,70

Cig siit

Peynir

%50

%50

Dondurma

m Pozitif izolat

B Negatif izolat

Sekil 4.2. Gidalardan izole edilen Bacillus izolatlarinin DNaz aktivitesi yiizde dagilimlari

Gidalardan izole edilen Bacillus izolatlarinin 45’i (%67,2) DNaz pozitif, 22’si (%32,8)

DNaz negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.30, Sekil 4.2).

Cig siit 6rneklerinden izole edilen 30 Bacillus izolatinin 20’si (%66,7) DNaz pozitif, 10’u

(%33,3) DNaz negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.30, Sekil 4.2).
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Peynir orneklerinden izole edilen 31 Bacillus izolatinin 22’si (%71) DNaz pozitif, 9’u
(%29) DNaz negatif sonug vermistir (Cizelge 4.30, Sekil 4.2).

Dondurma 6rneklerinden izole edilen 6 Bacillus izolatinin 3’ii (%50) DNaz pozitif, 3’i

(%50) DNaz negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.30, Sekil 4.2).

Cizelge 4.31. Gida 6rneklerinden izole edilen Bacillus tiirlerinin DNaz aktivitesi sonuglari

n (%)
DNaz aktivitesi

Izolat adi/sayis1 + -
B. subtilis (n=36) 25 (69,4) 11 (30,6)
B. cereus (n=12) 5(41,7) 7 (58,3)
B. megaterium (n=10) 10 (100) -
B. licheniformis (n=6) 4 (66,7) 2 (33,3)
B. circulans (n=2) 1 (50) 1 (50)
B. brevis (n=1) - 1 (100)
Toplam (n=67) 45 (67,3) 22 (32,8)

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Gidalardan elde edilen 36 adet B. subtilis izolatinin 25’1 (%69,4) DNaz pozitif, 11’i
(%30,6) DNaz negatif bulunmustur (Cizelge 4.31).

Gidalardan izole edilen 12 adet B. cereus izolatinin 5’1 (%41,7) DNaz pozitif, 7°si (%58,3)
DNaz negatif bulunmustur (Cizelge 4.31).

Gidalardan izole edilen 10 adet B. megaterium izolatinin 10’u (%100) DNaz pozitif
bulunmustur (Cizelge 4.31).

Gidalardan izole edilen 6 B. licheniformis izolatinin 4’i (%66,7) DNaz pozitif, 2’si
(%33,3) DNaz negatif bulunmustur (Cizelge 4.31).

Gidalardan izole edilen 2 adet B. circulans izolatinin 1’1 (%50) DNaz pozitif, 1’1 (%50)
DNaz negatif bulunmustur (Cizelge 4.31).

Gidalardan izole edilen 1 (%100) B. brevis izolati DNaz negatif bulunmustur (Cizelge
4.31).
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4.5. Hemolitik Aktivite Testi Sonuclar:

4.5.1. Bacillus tiirlerinde hemolitik aktivite testi sonuclari

Cizelge 4.32. Gida orneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin hemolitik aktivite

yiizdeleri
Gida Ornegi Ornek sayisi Izolat say1s1 Hemolitik aktivite olusum yiizdesi
n (%
¥ -
Cig siit 40 30 24 (80) 6 (20)
Peynir 40 31 26 (83,9) 5(16,1)
Dondurma 20 6 3 (50) 3 (50)
Toplam 100 67 53 (79,1) 14 (20,9)

n=izolat sayisi, (+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Gida orneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin hemoliz olusturma sonuglarina goére
67 izolatin 53’1 (%79,1) hemoliz pozitif, 141 (%20,9) hemoliz negatif sonu¢ vermistir
(Cizelge 4.32).

Cizelge 4.33. Cig siit 6rneklerinden elde edilen Bacillus izolatlarinin hemolitik aktivite

sonuglari
No Izolat no. Hemolitik aktivite sonuglari
1 S33B-1 +
2 S36B-1 +
3 S27B-1 +
4 S39B-1 +
5 S32B-1 +
6 S28B-2 +
7 S38B-1 +
8 S39B-2 -
9 S28B-3 -
10 S32B-2 -
11 S31B-1 -
12 S29B-1 +
13 S26B-1 -
14 S3B-6 +
15 S1B-2 +
16 S13B-5 +
17 S24B-4 +
18 S12B-2 +
19 S19B-3 +
20 S12B-3 +
21 S15B-7 +
22 S2B-5 +
23 S19B-4 -
24 S14B-6 +
25 S4B-9 +
26 S13B-4 +
27 S10B-2 +
28 S17B-2 +
29 S1B-1 +
30 S24B-2 +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug
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Cig siit orneklerinden izole edilen 30 Bacillus izolatlarinin 24’# (%80) hemoliz pozitif, 6’s1

(%20) hemoliz negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.33).

Cizelge 4.34. Peynir 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin hemolitik aktivitesi

sonugclari
No Izolat no. Hemolitik aktivite sonuglari
1 P33B-1 +
2 P29B-1 +
3 P35B-1 +
4 P30B-2 +
5 P29B-2 +
6 P37B-1 -
7 P32B-1 +
8 P35B-2 +
9 P34B-1 -
10 P37B-2 -
11 P7B-6 +
12 P16B-12 +
13 P16B-9 +
14 P13B-3 +
15 P22B-5 +
16 P22B-4 +
17 P21B-3 +
18 P14B-6 +
19 P14B-7 -
20 P12B-2 -
21 P16B-10 +
22 P18B-2 +
23 P6B-4 +
24 P14B-8 +
25 P20B-5 +
26 P2B-2 +
27 P4B-1 +
28 P1B-1 +
29 P2B-3 +
30 P16B-11 +
31 P17B-14 +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Peynir 6rneklerinden izole edilen Bacillus tiirlerinin hemoliz aktivitesi sonuglarina gore 31
izolatin 26’st (%83,9) hemoliz pozitif, 5’1 (%16,1) hemoliz negatif sonu¢ vermistir
(Cizelge 4.34).



102

Cizelge 4.35. Dondurma orneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarmin hemolitik
aktivitesi sonuglari

No Izolat no. Hemolitik aktivite sonuglar
1 D16B-1 -

2 D15B-2 +

3 D14B-1 -

4 D9B-6 +

5 D10B-8 -

6 D10B-7 +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Dondurma 6rneklerinden izole edilen Bacillus tiirlerinin hemoliz yapma aktivitesine gore 6
izolatin 3’1 (%50) hemoliz pozitif, 3’i (%50) hemoliz negatif sonu¢ vermistir (Cizelge
4.35).

Cizelge 4.36. Gida oOrneklerinden izole edilen Bacillus tiirlerinin hemolitik aktivite

sonugclari
Izolat adi/izolat sayis1 n (%)

Hemolitik aktivite olusum yiizdesi

+ -
B. subtilis (n=36) 30 (83,3) 6 (16,7)
B. cereus (n=12) 8 (66,7) 4(33,3)
B. megaterium (n=10) 10 (100) -
B. licheniformis (n=6) 4 (66,7) 2 (33,3)
B. circulans (n=2) 1(50) 1 (50)
B. brevis (n=1) - 1 (100)
Toplam (n=67) 53 (79,1) 14 (20,9)

n= izolat sayisi, (+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Gida orneklerinden izole edilen 67 Bacillus izolatinin 53’t (%79,1) pozitif, 14’1 (%20,9)
negatif hemoliz olusumu gostermistir. B. subtilis izolatlarinda hemoliz olusumu; 30’u
(%83,3) pozitif, 6’s1 (%16,7) negatif sonu¢ vermistir. B. cereus izolatlarinda hemoliz
olusumu; 8’1 (%66,7) pozitif, 4’4 (%33,3) negatif sonu¢ vermistir. B. megaterium
izolatlarmin 10’u (%100) hemoliz pozitif sonu¢ vermistir. B. licheniformis izolatlarinda
hemoliz olusumu; 4’l (%66,7) pozitif, 2°si (%33,3) negatif sonu¢ vermistir. B. circulans
izolatlarinin 1’1 (%50) hemoliz pozitif, 1’1 (%50) hemoliz negatif sonu¢ vermistir. B.

brevis izolat1 negatif hemoliz olusumu vermistir (Cizelge 4.36).
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4.5.2. E. coli izolatlarimin hemolitik aktivite sonuglar:

Cizelge 4.37. Cig siit 6rneklerinden elde edilen E. coli izolatlarinin hemolitik aktivite

sonugclari
No Izolat no. Hemolitik aktivite sonuglari
1 S25E-1 +
2 S23E-1 +
3 S11E-2 -
4 S32E-1 -
5 S19E-1 +
6 S26E-1 +
7 S31E-1 +
8 S13E-1 -
9 S20E-2 +
10 S32E-2 +
11 S3E-1 +
12 S30E-2 +
13 STE-1 -
14 S39E-1 +
15 S37E-1 -
16 S14E-1 +
17 S12E-1 -

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Siit 6rneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin hemoliz olusturma sonuglarina gore; 17

izolatin 11’1 (%64,7) hemoliz pozitif, 6’s1 (%35,3) hemoliz negatif sonu¢ vermistir

(Cizelge 4.37).

Cizelge 4.38. Peynir orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin hemolitik aktivite

sonuglari
No Izolat no. Hemolitik aktivite sonuglar
1 P28E-2 +
2 P17E-1 +
3 P5E-1 +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Peynir 6rneklerinden izole edilen 3 E. coli izolatinin hemoliz olusturma sonuglarina gore

3’1 de (%100) hemoliz pozitif sonug vermistir (Cizelge 4.38).

Cizelge 4.39. Gida Orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinda hemolitik aktivite

yiizdeleri
Izolat adi/Izolat say1si Hemolitik aktivite olugum yiizdesi
+ (%) - (%)
E. coli (n=20) 14 (70) 6 (30)

n= izolat sayisi, (+): pozitif sonug, (-): negatif sonug
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Gidalardan izole edilen 20 adet E. coli izolatinin 14’1 (%70) hemoliz pozitif, 6’s1 (%30)

hemoliz negatif sonug vermistir (Cizelge 4.39).

4.6. Siderofor Testi Sonuclari

4.6.1. Bacillus izolatlarmin siderofor testi sonuclari

Cizelge 4.40. Cig siit 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin siderofor aktivitesi

sonugclari
No Izolat no. Siderofor aktivitesi sonuglari
1 S33B-1 +
2 S36B-1 -
3 S27B-1 -
4 S39B-1 -
5 S32B-1 -
6 S28B-2 +
7 S38B-1 +
8 S39B-2 +
9 S28B-3 -
10 S32B-2 -
11 S31B-1 -
12 S29B-1 -
13 S26B-1 -
14 S3B-6 -
15 S1B-2 +
16 S13B-5 +
17 S24B-4 +
18 S12B-2 +
19 S19B-3 +
20 S12B-3 +
21 S15B-7 +
22 S2B-5 +
23 S19B-4 +
24 S14B-6 -
25 S4B-9 +
26 S13B-4 +
27 S10B-2 +
28 S17B-2 +
29 S1B-1 +
30 S24B-2 +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Cig siit orneklerinden izole edilen 30 Bacillus izolatinin 19°u (%63,3) siderofor pozitif,

1171 (%36,7) siderofor negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.40).
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Cizelge 4.41. Peynir 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin siderofor aktivitesi

sonuglari
No Izolat no. Siderofor aktivitesi sonuglari
1 P33B-1 -
2 P29B-1 +
3 P35B-1 -
4 P30B-2 +
5 P29B-2 +
6 P37B-1 -
7 P32B-1 +
8 P35B-2 -
9 P34B-1 -
10 P37B-2 -
11 P7B-6 +
12 P16B-12 +
13 P16B-9 +
14 P13B-3 +
15 P22B-5 +
16 P22B-4 +
17 P21B-3 +
18 P14B-6 +
19 P14B-7 +
20 P12B-2 -
21 P16B-10 -
22 P18B-2 +
23 P6B-4 +
24 P14B-8 -
25 P20B-5 +
26 P2B-2 +
27 P4B-1 -
28 P1B-1 -
29 P2B-3 +
30 P16B-11 +
31 P17B-14 +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Peynir 6rneklerinden izole edilen 31 Bacillus izolatinin 20°si (%64,5) siderofor pozitif,

1171 (%35,5) siderofor negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.41).

Cizelge 4.42. Dondurma oOrneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin siderofor
aktivitesi sonuglari

Z
o

izolat no. Siderofor aktivitesi sonuglari
D16B-1 -
D15B-2 -
D14B-1
D9B-6
D10B-8
D10B-7

+ |4+

OO |WIN|F

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug
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Dondurma 6rneklerinden izole edilen 6 Bacillus izolatinin 3’1 (%50) siderofor pozitif, 3’

(%50) siderofor negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.42).

Cizelge 4.43. Gida orneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin siderofor aktivitesi

sonugclari
Gida 6rnegi Ornek sayisi Izolat say1s1 Siderofor olugum yiizdesi
n (%)
+ -
Cig siit 40 30 19 (63,3) 11 (36,7)
Peynir 40 31 20 (64,5) 11 (35,5)
Dondurma 20 6 3 (50) 3 (50)
Toplam 100 67 42 (62,7) 25 (37,3)

n=lzolat say1s1, (+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Gida orneklerinden izole edilen 67 Bacillus izolatinin 42’si (%62,7) siderofor pozitif, 25’1

(%37,3) siderofor negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.43).

Cizelge 4.44. Gida oOrneklerinden izole edilen Bacillus tiirlerinin siderofor aktivitesi

sonuglar1
Izolat adi/izolat say1st Siderofor aktivitesi sonuglari
n (%)
+ -
B. subtilis (n=36) 25 (69,4) 11 (30,6)
B. cereus (n=12) 4(33,3) 8 (66,7)
B. megaterium (n=10) 9 (90) 1 (10)
B. licheniformis (n=6) 3 (50) 3 (50)
B. circulans (n=2) 1 (50) 1 (50)
B. brevis (n=1) - 1 (100)
Toplam (n=67) 42 (62,7) 25 (37,3)

n= Izolat sayis1, (+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Gida orneklerinden izole edilen 36 B. subtilis izolatinin 25’1 (%69,4) siderofor pozitif, 11’i
(%30,6) siderofor negatif olarak bulunmustur. 12 B. cereus izolatinin 4’ (%33,3)
siderofor pozitif, 8’1 (%66,7) siderofor negatif bulunmustur. 10 B. megaterium izolatinin
9’u (%90) siderofor pozitif, 1’1 (%10) siderofor negatif olarak bulunmustur. 6 B.
licheniformis izolatinin 3’i (%50) siderofor pozitif, 3’ (%50) siderofor negatif olarak
bulunmustur. 2 B. circulans izolatinin 1’1 (%50) siderofor pozitif, 1’1 (%50) siderofor
negatif olarak bulunmustur. B. brevis izolat1 siderofor negatif olarak saptanmistir (Cizelge
4.44).
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4.6.2. E. coli izolatlarimin siderofor testi sonuclari

Cizelge 4.45. Gida orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinda siderofor olusumu

yiizdeleri
Izolat adi/sayis1 Siderofor aktivitesi sonuglari
+ (%) - (%)
E. coli (n=20) 18 (90) 2 (10)

n=izolat sayis1 (+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Gidalardan izole edilen 20 E. coli izolatmin 18’i (%90) siderofor pozitif, 2’si (%10)
siderofor negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.45).

Cizelge 4.46. Cig siit orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin siderofor aktivitesi

sonuglari
No Izolat no. Siderofor aktivitesi sonuglari
1 S25E-1 +
2 S23E-1 +
3 S11E-2 +
4 S32E-1 +
5 S19E-1 +
6 S26E-1 +
7 S31E-1 +
8 S13E-1 +
9 S20E-2 +
10 S32E-2 +
11 S3E-1 +
12 S30E-2 +
13 ST7E-1 +
14 S39E-1 +
15 S37E-1 +
16 S14E-1 +
17 S12E-1 +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Cig siit orneklerinden izole edilen 17 E. coli izolatinin 17’°si de (%100) siderofor pozitif

olarak bulunmustur (Cizelge 4.46).

Cizelge 4.47. Peynir orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarmin siderofor aktivitesi

sonugclari
No Izolat no. Siderofor aktivitesi sonuglart
1 P28E-2 +
2 P17E-1 -
3 P5E-1 -

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug
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Peynir 6rneklerinden izole edilen 3 E. coli izolatinin 1’1 (%33,3) siderofor pozitif, 2’si

(%66,7) siderofor negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.47).

4.7. Amino Asit Dekarboksilaz Testi Sonuclari

4.7.1. Bacillus izolatlarmin amino asit dekarboksilaz aktivitesi sonug¢lari

Izole edilen Bacillus cinsine ait 67 izolatinin lizin, ornitin, arjinin, tirozin ve histidin amino
asitlerini iceren modifiye besiyerlerinde dekarboksilaz enzim aktiviteleri test edilmistir.

Aminoasit dekarboksilaz testine gore; inkiibasyon sonunda kontrol tiiplinde besiyerinin
rengi sar1 iken aminoasit i¢eren besiyerlerinde mor renk olusumu pozitif, sar1 renk olusumu

ise negatif olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.48. Cig siit orneklerinden izole Bacillus cinsine ait izolatlarin aminoasit
dekarboksilaz testi sonuglari

No Izolat no. Lizin Ornitin Arjinin Tirozin Histidin
1 S33B-1 + + + + +
2 S36B-1 + + + + +
3 S27B-1 + + + + +
4 S39B-1 + + + + +
5 S32B-1 + + + + +
6 S28B-2 - - + + +
7 S38B-1 + + + + +
8 S39B-2 + + + + +
9 S28B-3 + + + + +
10 S32B-2 + + + - +
11 S31B-1 + + + + +
12 S29B-1 + + + + +
13 S26B-1 + + + + +
14 S3B-6 + + + + +
15 S1B-2 + + + + +
16 S13B-5 + + + + +
17 S24B-4 + + + + +
18 S12B-2 + + + + +
19 S19B-3 - - + + +

20 S12B-3 - - + + +

21 S15B-7 + + + + +

22 S2B-5 + + + + +
23 S19B-4 + + + + +
24 S14B-6 + + + + +
25 S4B-9 + + + + +
26 S13B-4 + + + + +
27 S10B-2 + + + + +
28 S17B-2 + + + + +
29 S1B-1 + + + + +
30 S24B-2 + + + + +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug
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Cig siit orneklerinden izole edilen Bacillus cinsine ait izolatlarin amino asit dekarboksilaz
testi sonuclarma gore 30 izolatin 27’si (%90) lizin pozitif, 3’1 (%10) lizin negatif, 27’si
(%90) ornitin pozitif, 3’i (%10) ornitin negatif, 30’u (%100) arjinin pozitif, 29°u (%96,7)
tirozin pozitif, 1’1 (%3,3) tirozin negatif, 30’u (%100) histidin pozitif bulunmustur (Cizelge
4.48).

Cizelge 4.49. Peynir 6rneklerinden izole edilen Bacillus cinsine ait izolatlarinin amino asit
dekarboksilaz testi sonuclari

No Izolat no. Lizin Ornitin Arjinin Tirozin Histidin
1 P33B-1 + + + + +
2 P29B-1 + + + + +
3 P35B-1 + + + + +
4 P30B-2 + + + + +
5 P29B-2 + + + + +
6 P37B-1 + + + + +
7 P32B-1 + + + + +
8 P35B-2 + + + + +
9 P34B-1 + + + + +
10 P37B-2 + + + + +
11 P7B-6 + + + + +
12 P16B-12 + + + + +
13 P16B-9 + + + + +
14 P13B-3 + + + + +
15 P22B-5 + + + + +
16 P22B-4 + + + + +
17 P21B-3 + + + + +
18 P14B-6 + + + + +
19 P14B-7 + + + + +
20 P12B-2 + + + + +
21 P16B-10 + + + + +
22 P18B-2 + + + + +
23 P6B-4 + + + + +
24 P14B-8 + + + + +
25 P20B-5 + + + + +
26 P2B-2 + + + + +
27 P4B-1 + + + + +
28 P1B-1 + + + + +
29 P2B-3 + + + + +
30 P16B-11 + + + + +
31 P17B-14 + + + + +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Peynir 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin amino asit dekarboksilaz aktivistesi
sonuclarina gore 31 izolatin 31’1 (%100) lizin pozitif, 31’1 (%100) ornitin pozitif, 31’1
(%100) arjinin pozitif, 31’1 (%100) tirozin pozitif, 31’1 (%100) histidin pozitif olarak
bulunmustur (Cizelge 4.49).
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Cizelge 4.50. Dondurma orneklerinden izole edilen Bacillus cinsine ait izolatlarin amino
asit dekarboksilaz testi sonuglari

No Izolat no. Lizin Ornitin Arjinin Tirozin Histidin
1 D16B-1 + + + + +
2 D15B-2 + + + + +
3 D14B-1 - - + + +
4 D9B-6 - - + + +
5 D10B-8 + + + + +
6 D10B-7 + + + + +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Dondurma orneklerinden izole edilen Bacillus cinsine ait izolatlarin amino asit
dekarboksilaz aktivitesi sonuglarina gore 6 izolatin 4’1 (%66,7) lizin pozitif, 2’si (%33,3)
lizin negatif, 4’1 (%66,7) ornitin pozitif, 2’si (%33,7) ornitin negatif, 6’s1 (%100) arjinin
pozitif, 6’s1 (%100) tirozin pozitif, 6’s1 (%100) histidin pozitif bulunmustur (Cizelge 4.50).

Cizelge 4.51. Gidalardan izole edilen Bacillus tiirlerinin aminoasit dekarboksilaz aktivite

sonuglari
Izolat adi/say1st Lizin Ornitin Arjinin Tirozin Histidin
+(%) | -(%) | +(%) - (%) +(%) | -() | +(%) - (%) +(%) | - (%)

B. subtilis (n=36) 32(889) | 4(11,1) | 32(88,9) | 4(11,1) | 36 (100) - 36 (100) - 36 (100) -
B. cereus (n=12) 11(917) | 1(83) [ 11(91,7) | 1(8,3) | 12 (100) - [12(91,7) [ 1(83) | 12(100)

B. megaterium (n=10) | 10 (100) - 10 (100) - 10 (100) - 10 (100) - 10 (100)

B. licheniformis (n=6) | 6 (100) - 6 (100) - 6 (100) - 6 (100) - 6 (100)

B. circulans (n=2) 2 (100) - 2 (100) - 2 (100) - 2 (100) - 2 (100)

B. brevis (n=1) 1 (100) - 1 (100) - 1 (100) - 1 (100) - 1 (100)

Toplam (n=67) 62(925) | 5(7,5) | 62(925) | 5(7,5 | 67 (100) - 66 (98,5 - 67(100)

n=lzolat say1s1, (+): pozitif sonug, (-): Negatif sonug

Gidalardan izole edilen 67 adet Bacillus izolatinin tiir bazinda aminoasit dekarboksilaz
aktivitesi sonuglarina gére 36 B. subtilis izolatinin 32’si (%88,9) lizin poziti, 4’ (%11,1)
lizin negatif; 32’si (%88,9) ornitin pozitif, 4’li (%11,1) ornitin negatif; 36’s1 (%100) arjinin
pozitif; 36’s1 (%100) tirozin pozitif; 36’s1 (%100) histidin pozitif bulunmustur (Cizelge
4.51).

Gidalardan izole edilen 12 B. cereus izolatinin 11°1 (%91,7) lizin pozitif, 1’1 (%8,3) lizin
negatif; 11’1 (%91,7) ornitin pozitif, 1’1 (%8,3) ornitin negatif; 12’si (%100) arjinin pozitif;
11’1 (%91,7) tirozin pozitif, 1’1 (%8,3) tirozin negatif, 12’si (%100) histidin pozitif
bulunmustur (Cizelge 4.51).
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Gidalardan izole edilen 10 B. megaterium izolatinin 10’u (%100) lizin pozitif, 10’u (%100)
ornitin pozitif, 10’u (%100) arjinin pozitif, 10’u (%100) tirozin pozitif, 10’u (%100)
histidin pozitif bulunmustur (Cizelge 4.51).

Gidalardan izole edilen 6 B. licheniformis izolatinin 6’s1 (%100) lizin pozitif, 6’s1 (%100)
ornitin pozitif, 6’s1 (%100) arjinin pozitif, 6’s1 (%100) tirozin pozitif, 6’s1 (%100) histidin
pozitif bulunmustur (Cizelge 4.51).

Gidalardan izole edilen 2 B. circulans izolatinin 2’si (%100 lizin pozitif, 2’si (%100 ornitin
pozitif, 2’si (%100) arjinin pozitif, 2’si (%100) tirozin pozitif, 2’si (%100) histidin pozitif

olarak bulunmustur (Cizelge 4.51).

Gidalardan izole edilen 1 B. brevis izolatinin hepsi (%100) lizin, ornitin, arjinin, tirozin ve

histidin testlerinde pozitif sonug vermistir (Cizelge 4.51).

4.7.2. E. coli’nin amino asit dekarboksilaz testi sonuglari

Izole edilen 20 E. coli izolatinin lizin, ornitin, arjinin, tirozin ve histidin aminoasitlerini

iceren modifiye besiyerinde dekarboksilaz enzim aktiviteleri test edilmistir.

Cizelge 4.52. Gidalardan izole edilen E. coli izolatlarinin aminoasit dekarboksilaz aktivite

sonuglari
Amino asitler + (%) - (%)
Lizin 20 (100) -
Ornitin 20 (100) -
Arjinin 13 (65) 7 (35)
Tirozin 20 (100) -
Histidin 12 (60) 8 (40)

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug
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¥ Pozitif

= Negatif

Ornitin Arjinin Tirozin Histidin

Sekil 4.3. E. coli izolatlarinin aminoasit dekarboksilaz aktivitesi dagilimi

Gidalardan izole edilen 20 E. coli izolatinin lizin dekarboksilaz aktivitesi; 20’si (%100)
pozitif, ornitin dekarboksilaz aktivitesi; 20’si (%100) pozitif, arjinin dekarboksilaz
aktivitesi; 13’1 (%65) pozitif, 7’si (%35) negatif, tirozin dekarboksilaz aktivitesi; 20°si
(%100) pozitif, histidin dekarboksilaz aktivitesi; 12’si (%60) pozitif, 8’1 (%40) negatif
olarak tanimlanmustir (Cizelge 4.52, Sekil 4.3).

Cizelge 4.53. Cig siit orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin amino asit
dekarboksilaz testi sonuglari

No Izolat no. Lizin Ornitin Arjinin Tirozin Histidin
1 S25E-1 + + + + +
2 S23E-1 + + + + -
3 S11E-2 + + + + -
4 S32E-1 + + - + +
5 S19E-1 + + - + +
6 S26E-1 + + - + +
7 S31E-1 + + + + +
8 S13E-1 + + + + -
9 S20E-2 + + + + -
10 S32E-2 + + + + +
11 S3E-1 + + + + -
12 S30E-2 + + - + +
13 S7E-1 + + - + +
14 S39E-1 + + + + +
15 S37E-1 + + - + +
16 S14E-1 + + + + +
17 S12E-1 + + - + +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug
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Cig siit orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin amino asit dekarboksilaz testi
sonuglarina gére 17 izolatin 17’si (%100) lizin pozitif, 17’si (%100) ornitin pozitif, 10’u
(%58,8) arjinin pozitif; 7°si (%41,2) arjinin negatif, 17°si (%100) tirozin pozitif, 11’1
(%64,7) histidin pozitif, 6’s1 (%37,5) histidin negatif sonu¢ vermistir (Cizelge 4.53).

izolatlarinin aminoasit

Cizelge 4.54. Peynir Orneklerinden izole edilen E. coli

dekarboksilaz testi sonuglari

No Izolat no. Lizin Ornitin Arjinin Tirozin Histidin
1 P28E-2 + + + + -
2 P17E-1 + + + + -
3 P5E-1 + + + + +

(+): pozitif sonug, (-): negatif sonug

Peynir orneklerinden izole edilen E. coli izolatlariin aminoasit dekarboksilaz testi
sonuclarina gore 3 izolatin 3’1 (%100) lizin pozitif, 3’1 (%100) ornitin pozitif, 3’1 (%100)
arjinin pozitif, 3’1 (%100) tirozin pozitif, 1’1 (%33,3) histidin pozitif; 2’si (%66,7) histidin
negatif sonug vermistir (Cizelge 4.54).

4.8. Antibiyotik Duyarhlik Testi Sonuclar:

4.8.1. Bacillus tiirlerinde antibiyotik duyarhlik testi sonuglari

Cizelge 4.55. Gidalardan elde edilen Bacillus izolatlarinin antibiyotik direnglilikleri

Toplam Bacillus spp.
n (%)
ANTIBIYOTIKLER S I R

n % n % n %
P 12 17,9 10 14,9 45 67,2
AMP 5 75 14 20,9 48 71,6
E 19 28,4 13 194 35 52,2
AK 52 77,6 10 14,9 5 7,5
C 53 79,1 9 134 5 75
VA 44 65,7 15 22,4 8 11,9
TE 43 64,2 13 194 11 16,4
B 5 7,5 15 22,4 47 70,1
NV 7 10,4 7 10,4 53 79,2

P; penisilin, AMP; ampisilin, E; eritromisin, AK; amikasin, C; kloramfenikol, VA; vankomisin, TE;
tetrasiklin, B; basitrasin, NV; novobiyosin, S: hassas, R: direncli, I: orta diizey direncli, n= izolat sayis1

Gidalardan elde edilen 67 Bacillus izolatinin 45’1 (%67,2) penisilin, 48’i (%71,6)
ampisilin, 35’1 (%52,2) eritromisin, 5’1 (%7,5) amikasin, 5’1 (%7,5) kloramfenikol, 8’1

(%11,9) vankomisin, 11’1 (%16,4) tetrasiklin, 47’si (%70,1) basitrasin, 53’ (%79,2)

novobiosin antibiyotigine karsi direngli bulunmustur (Cizelge 4.55).



Anibiyotikler n (%)

Bacillus tiirleri Penisilin (P) Ampisilin (AMP) Eritromisin (E) Amikasin (AK)
R | S R | S R | S R [ S
B. subtilis (n=15) (713?3) 4(26,7) - 12 (80) 3(20) ; (9;"‘3) - 1(6,7) - (2;7) (713?3)
B. cereus (n=4) 4 (100) - - 4 (100) - s 2 (50) 1(25) 1(25) 3 (75) - 1(25)
B. megaterium (n=6) 1(16,7) | 1(16,7) (68‘ 6 | 1U67) 3 (50) 2(333) 1(16,7) | 1(16,7) | 4(66,6) - - 6 (100)
B. licheniformis (n=4) 3 (75) - 1(25) | 4(100) - 5 5 1(25) 3(75) - s 4 (100)
B. circulans (n=1) - - 1(100) 1 (100) - - - - 1 (100) - - 1 (100)
Toplam (n=30) (513?3) 67 | 6¢0) (723?3) 6(20) 2(67) (5%77) 3(10) (3%%(,)3) 310 (1;3) (7%5?7)
n=lIzolat say1s1, R: Direngli, S: Hassas, I: Orta direncli
Anibiyotikler n (%)
Bacillus tiirleri Kloramfenikol (C) Vankomisin (VA) Tetrasiklin (TE) Basitrasin (B Novobiyosin (NV)
R | S R | S R | S R | S R | S
e 10 2 10 13 13
B. subtilis (n=15) | 1 (6,7) 167) | 13866) | 3(0) | 2(33) | 57y | (33 | 3@ | @67y | @) | 16D | 16D | e | 16D | 167
B. cereus (n=4) - 1(25) 3(75) | 2(50) - 2(50) | 1(25) - 3(75) | 4(100) - - 4 (100) - -
B. m?r?jg;”“m 2(333) - 4(66,7) - 4(66,7) | 2(333) | 3(50) - 3(50) | 1(16,7) | 4(666) (1é,7) 6 (100) - -
B "Cyﬁg"{;rm's - - 4 (100) - - 4(00) | - . 4100) | 3(75) | 1(25) - 3 (75) . 1(25)
B. C(inrfl’;a”s - ; 1(100) - - 1(00) ; ; 1(100) - 1(100) - - 1(100) ;
Toplam (n=30) 3(10) | 2(67) | 25(833) (12 | 8@ (6?3) 6(20) | 310) | 21(70) | 21(70) | 7(233) | 2(6.7) (8%66) 267 | 2(6.7)

n=lIzolat say1s1, R: Direngli, S: Hassas, I: Orta direncli
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Cig siit orneklerinden izole edilen 30 Bacillus izolatinin 19’u (%63,3) penisilin, 22’si
(%73,3) ampisilin, 17°si  (%56,7) eritromisin, 3’4 (%10) amikasin, 3’i (%10)
kloramfenikol, 5’1 (%16,7) vankomisin, 6’s1 (%20) tetrasiklin, 21’1 (%70) basitrasin, 26’s1
(%86,6) novobiyosin antibiyotigine kars1 direncli bulunmustur (Cizelge 4.56).

Cig siit orneklerinden izole edilen 15 B. subtilis izolatinin 11’1 (%73,3) penisilin, 12’si
(%80) ampisilin, 14’4 (%93,3) eritromisin, 1’1 (%6,7) kloramfenikol, 3’1 (%20)
vankomisin, 2’si (%13,3) tetrasiklin, 13’0 (%86,6) basitrasin, 13l (%86,6) novobiosin
antibiyotigine direngli bulunurken hicbiri amikasin antibiyotigine diren¢ gostermemistir

Cizelge 4.56).

Cig siit orneklerinden izole edilen 4 B. cereus izolatinin 4’1 (%100) penisilin, 4’ (%100)
ampisilin, 2’si (%50) eritromisin, 3’ (%75) amikasin, 2’si (%50) vankomisin, 1’1 (%25)
tetrasiklin, 4’1 (%100) basitrasin, 4’li (%100) novobiosin antibiyotigine karsi direngli
bulunmustur. izolatlarin higbiri kloramfenikol antibiyotigine direng gdstermemistir

(Cizelge 4.56).

Cig siit orneklerinden izole edilen 6 B. megaterium izolatinin 1°i (%16,7) penisilin, 1’i
(%16,7) ampisilin, 1’1 (%16,7) eritromisin, 2’si (%33,3) kloramfenikol, 3’ (%50)
tetrasiklin, 1’1 (%16,7) basitrasin, 6’s1 (%100) novobiosin antibiyotigine karsi direngli
bulunurken izolatlarin hi¢biri amikasin ve vankomisin antibiyotigine diren¢ gostermemistir

(Cizelge 4.56).

Cig siit orneklerinden izole edilen 4 B. licheniformis izolatinin 3’l (%75) penisilin, 4’
(%100) ampisilin, 3’1 (%75) basitrasin, 3’1 (%75) novobiosin antibiyotigine kars1 direngli
bulunurken izolatlarin higbiri eritromisin, amikasin, kloramfenikol, vankomisin ve

tetrasiklin antibiyotigine direng gosterememistir (Cizelge 4.56).

Cig siit orneklerinden izole edilen 1 (%100) B. circulans izolati sadece ampisilin

antibiyotigine direngli bulunumustur (Cizelge 4.56).



Anibiyotikler n (%)
Bacillus tiirleri Penisilin (P) Ampisilin (AMP) Ertapenem (E) Amikasin (AK)
_ R [ s R [ S R [ S R [ s
B'(sz;')'s 13(684) | 3(158) | 3(158) 11(57,9) 7(36,8) 1(53) 8 (42,1) 7(36,8) 4(21,1) 1(53) 4(21) 14 (73,7)
B'(ﬁi%e)us 5 (83,3) 1(16,7) 4 (66,6) 1(16,7) 1(16,7) 4 (66,6) 1(16,7) 1(16,7) 1(16,7) 5 (83,3)
B. m?r?ff)”“m 3(75) 1(25) 3(75) 1(25) 2(50) - 2 (50) 4 (100)
B. "C?rf;‘ilf)ormis 1(100) 1(100) . . . 1(100) 1(100)
B. c(inrzi;ans 1(100) 1 (100) - 1 (100) - 1 (100)
T(gg'g; 23(742) | 3(9,7) 5 (16,1) 20 (64,5) 8 (25,8) 3(9,7) 15 (48,4) 8(25,8) 8(25,8) 2 (6,5) 4(12,9) 25 (80,6)
n=Izolat sayisi, R: Direngli, S: Hassas, I: Orta direncli
Anibiyotikler n (%)
Bacillus tiirleri Kloramfenikol (C) Vankomisin (VA) Tetrasiklin (TE) Basitrasin (B) Novobiyosin (NV)
_ R [ s R [ s R [ s R | S R [
B'( rfigg;'s 6(31,6) | 13(68,4) 5(263) | 14(737) | 1(63) | 7(368) | 11(57.9) | 15789) | 4(21,1) 14(733) | 40 | 1(63)
B. (ff:rg;‘s 1(16,7) 5(833) | 1(167) | 2(333) | 3(0) | 1(167) | 1(167) | 4(66,6) | 5(83,3) - 116,7) | 4(66,6) | 1(167) | 1(167)
B. mfﬁj};”“m 1(25) 3(75) 1(25) 2(50) 1(25) 1(25) | 2(50) 1(25) 1(25) 2(50) 1(25) 3(75) 1(25)
B "szgilf)ormis 1(100) 1(100) ; 1(100) | 1(100) ; 1(100)
B. C(inrgg;ans 1(100) | 1(100) 1(100) ; 1(100) ; 1(100)
T(gg'g;‘ 132 | 726) | 23742) | 3097 | 9(9) | 19(613) | 4(129) | 10322) | 17(48) | 23(742) | 6(194) | 2(64) | 23(742) | 5(16,1) | 3(9,7)

n=Izolat say1s1, R:Direncli, S: Hassas, I: Orta direngli
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Peynir orneklerinden izole edilen 31 Bacillus izolatinin 23’ (%74,2) penisilin, 20’si
(%64,5) ampisilin, 15’1 (%48,8) eritromisin, 2’si (%6,5) amikasin, 1’1 (%3,2) kloramfenikol,
3’0 (%9,7) vankomisin, 4’ (%12,9) tetrasiklin, 23’ (%74,2) basitrasin, 23’i (%74.2)

novobiyosin antibiyotigine karsi direncli bulunmustur (Cizelge 4.57).

Peynir orneklerinden izole edilen 19 B. subtilis izolatinin 13’1 (%68,4) penisilin, 11°i
(57,9) ampisilin, 8’1 (%42,1) eritromisin, 1’1 (%5,3) amikasin, 1’1 (%5,3) tetrasiklin, 15’1
(%78,9) basitrasin, 141 (%73,7) novobiosin antibiyotigine karst direngli bulunurken
izolatlarin higbiri kloramfenikol ve vankomisin antibiyotigine kars1 direng gostermemistir

(Cizelge 4.57).

Peynir 6rneklerinden elde edilen 6 B. cereus izolatinin 5’1 (%83,3) penisilin, 4’1 (%66,6)
ampisilin, 4’1 (%66,6) eritromisin, 1’1 (%16,7) amikasin, 1’1 (%16,7) kloramfenikol, 1’i
(%16,7) vankomisin, 1’i (%16,7) tetrasiklin, 5’i (%83,3) basitrasin, 4’i (%66,6)

novobiosin antibiyotigine karsi direngli bulunmustur (Cizelge 4.57).

Peynir orneklerinden izole edilen 4 B. megaterium izolatinin 3’i (%75) penisilin, 3’0
(%75) ampisilin, 2’si (%50) eritromisin, 1’1 (%25) vankomisin, 1’1 (%25) tetrasiklin, 1’1
(%25) basitrasin, 3'i (%75) novobiosin antibiyotigine karsi direngli bulunurken izolatlarin

hi¢biri amikasin ve kloramfenikol antibiyotigine diren¢ gostermemistir (Cizelge 4.57).

Peynir orneklerinden izole edilen 1 B. licheniformis izolatinin 1’i (%100) penisilin, 1’i
(%100) ampisilin, 1’1 (%100) basitrasin, 1’1 (%100) novobiosin antibiyotigine kars1
direngli bulunurken izolatlarin higbiri eritromisin, amikasin, kloramfenikol, vankomisin ve

tetrasiklin antibiyotigine kars1 direng gostermemistir (Cizelge 4.57).

Peynir 6rneklerinden izole edilen 1 B. circulans izolatinin 1’1 (%100) penisilin, 1’1 (%100)
ampisilin, 1’1 (%100) eritromisin, 1’1 (%100) vankomisin, 1’1 (%100) tetrasiklin, 1’i
(%100) basitrasin, 1’1 (%100) novobiosin antibiyotigine karsi diren¢li bulunurken amikasin

ve kloramfenikol antibiyotigine kars1 direng gostermemistir (Cizelge 4.57).



Anibiyotikler n (%)
Bacillus tiirleri Penisilin (P) Mpisilin (AMP) Ertapenem (E) Amikasin (AK)
_ R | S R | S R | S | S
B. (Z‘fzt;"s 1(50) 1(50) - 2(100) | - - 2 (100) - - 1(50) 1(30)
B.(ﬁirze)us . 1 (50) 1 (50) 2 (100) - - - 1 (50) 1 (50) - 2 (100)
B. Iic?ﬁ;'l:il-f)ormis 1 (100) } - 1 (100) - - - 1 (100) - - 1 (100)
B. brevis
(n=1) 1 (100) - - 1 (100) - - 1 (100) - - 1 (100) -
T&‘;‘g‘;" 3(50) 2(33.3) 1(16,7) 6 (100) - - 3 (50) 2(33,3) 1(16,7) 2 (33,3) 4 (66,7)

n=Izolat sayisi, R: Direngli, S: Hassas, I: Orta drengli

Anibiyotikler n (%)

Bacillus tiirleri Kloramfenikol (C) Vankomisin (VA) Tetrasiklin (TE) Basitrasin (B) Novobiyosin (NV)

_ R [ S R I S R [ S R | S R | S

B-(Snu:bzt; lis ) - | 2000 | - - | 2(100) - - | 2(100) | 1(50) 1 (50) - 2(100) | - -
B.(ﬁirzta)us ] - | 2a00 | - | - | 2@00) ; - | 2@00) | 1(50) - 1(50) - - | 2(100)

B. Iic?ﬁgilf)ormis ) B} 1 (100) - - 1 (100) - - 1 (100) 1 (100) - - 1 (100) - -

B-( r?ii‘)”s 1(100) | - ; - | - | 1@00) | 1(100) | - - - 1 (100) - 1(100) | - -
T(?]F’:'g;“ 1(167) | - | 5133) | - - | 6(100) | 1(167) | - | 5(833) | 3(0) | 2(333) | 1(167) | 4(66,7) | - | 2(333)

n=Izolat sayisi, R: Direncli, S: Hassas, I: Orta direngli
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Dondurma 6rneklerinden izole edilen 6 Bacillus izolatinin 3’1 (%50) penisilin, 6’s1 (%100)
ampisilin, 3’t (%50) eritromisin, 1’1 (%16,7) kloramfenikol, 1’1 (%16,7) tetrasiklin, 3’0
(%50) basitrasin, 4’ii (%66,7) novobiyosin antibiyotigine direncli bulunmustur. izolatlarin
hi¢biri amikasin ve vankomisin antibiyotiklerine karsi direngli bulunmamistir (Cizelge
4.58).

Dondurma o6rneklerinden izole edilen 2 B. subtilis izolatinin 1’i (%50) penisilin, 2’si
(%100) ampisilin, 2’si (%100) eritromisin, 1’1 (%50) basitrasin, 2’si (%100) novobiosin
antibiyotigine karst direngli bulunurken izolatlarin higbiri amikasin, kloramfenikol,

vankomisin ve tetrasiklin antibiyotigine direng gostermemistir (Cizelge 4.58).

Dondurma orneklerinden izole edilen 2 B. cereus izolatinin 2’si (%100) ampisilin, 1’1
(%50) basitrasin antibiyotigine kars1 direngli bulunmustur. zolatlarin hicbiri penisilin,
eritromisin, amikasin, kloramfenikol, vankomisin, tetrasiklin ve novobiosin antibiyotigine

kars1 direng gostermemistir (Cizelge 4.58).

Dondurma &rneklerinden izole edilen 1 B. licheniformis izolatinin 1’1 (%100) penisilin, 1’i
(%100) ampisilin, 1’1 (%100) basitrasin, 1’1 (%100) novobiosin antibiyotiine karsi
direncli bulunurken eritromisin, amikasin, kloramfenikol, vankomisin ve tetrasiklin

antibiyotigine karsi direng gostermemistir (Cizelge 4.58).

Dondurma orneklerinden izole edilen 1 B. brevis izolatinin 1’i (%100) penisilin, 1’i
(%100) ampisilin, 1’1 (%100) eritromisin, 1’1 (%100) kloramfenikol, 1’1 (%100) tetrasiklin,
1’1 (%100) novobiosin antibiyotigine diren¢li bulunurken amikasin, vankomisin ve

basitrasin antibiyotigine karsi direng gostermemistir (Cizelge 4.58).
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4.8.2. E. coli izolatlarinda antibiyotik duyarhlik tesiti sonuclar:

Cizelge 4.56. Gida 6rneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin antibiyotik direnglilkleri

Antibiyotik E. coli (n=20)
Amoksisilin-klavulanik asit (AMC) 6 (%30)
Sefotaksim (CTX) 5 (%25)
Seftriakson (CRO) 3 (%15)
Aztreonam (ATM) 8 (%40)
Seftazidim (CAZ) 9 (%45)
Imipenem (IPM) -

Siprofloksasin (CIP) 6 (%30)
Kloramfenikol (C) 10 (%50)
Tetrasiklin (TE) 8 (%40)
Ertapenem (ETP) 3 (%15)
Amikasin (AK) 6 (%30)

Ampisilin (AMP) 20 (%100)
Gentamisin (CN) 11 (%55)

n=izolat say1s1

Gida oOrneklerinden izole edilen toplam 20 E. coli izolatinin 6’s1 (%30) amoksisilin-
klavulanik asit, 5’1 (%25) sefotaksim, 3’ii (%]15) seftriakson, 8’1 (%40) aztreonam, 9’u
(%45) seftazidim, 6’s1t (%30) siprofloksasin, 10’u (%50) kloramfenikol, 8’1 (%40)
tetrasiklin, 3’1 (%15) ertapenem, 6’s1 (%30) amikasin, 20’s1 (%100) ampisilin, 11°1 (%55)
gentamisine karsi direngli bulunmustur. E. coli izolatlarinda imipeneme kars1 direng tespit

edilmemistir (Cizelge 4.59).

Cizelge 4.57. Cig siit orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin antibiyotik

direnglilikleri
E. coli (n=17)
Antibiyotik R S

n % n %
Amoksisilin-klavulanik asit (AMC) 4 23,5 13 76,5
Sefotaksim (CTX) 2 11,8 15 88,2
Seftriakson (CRO) 3 17,6 14 82,4
Aztreonam (ATM) 8 47,1 9 52,9
Seftazidim (CAZ) 9 52,9 8 47,1
Imipenem (IPM) 0 0 17 100
Siprofloksasin (CIP) 4 23,5 13 76,5
Kloramfenikol (C) 9 52,9 8 47,1
Tetrasiklin (TE) 7 412 10 58,8
Ertapenem (ETP) 1 5,8 16 94,2
Amikasin (AK) 4 23,5 13 76,5

Ampisilin (AMP) 17 100 0 0
Gentamisin (CN) 9 52,9 8 47,1

n=izolat sayisi, S: hassas, R: direngli

Cig siit orneklerinden izole edilen 17 E. coli izolatinin 4’1 (%23,5) amoksisilin-klavulanik
asit, 2’s1 (%11,8) sefotaksim, 3’ii (%17,6) seftriakson, 8’1 (%47,1) aztreonam, 9’u (%52,9)
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seftazidim, 4’1 (%23,5) siprofloksasin, 9’u (%52,9) kloramfenikol, 7’si (%41,2) tetrasiklin,
1’1 (%5,8) ertapenem, 4’1 (23,5) amikasin, 17°si (%100) ampisilin ve 9’u (%52,9)
gentamisin antibiyotigine kars1 direncli bulunmustur. imipeneme kars1 direncli E. coli

izolat1 tespit edilememistir (Cizelge 4.60).

Cizelge 4.58. Peynir oOrneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinin antibiyotik

direnclilikleri
E. coli (n=13)
Antibiyotik R S
n % n %
Amoksisilin- klavulanik asit (AMC) 2 66,7 1 33,3
Sefotaksim (CTX) 3 100 0 0
Seftriakson (CRO) 0 0 3 100
Aztreonam (ATM) 0 0 3 100
Seftazidim (CAZ) 0 0 3 100
Imipenem (IPM) 0 0 3 100
Siprofloksasin (CIP) 2 66,7 1 33,3
Kloramfenikol (C) 1 33,3 2 66,7
Tetrasiklin (TE) 1 33,3 2 66,7
Ertapenem (ETP) 2 66,7 1 33,3
Amikasin (AK) 2 66,7 1 33,3
Ampsilin (AMP) 3 100 0 0
Gentamisin (CN) 2 66,7 1 33,3

n=lzolat say1s1, S: hassas, R: direncli

Peynir 6rneklerinden izole edilen 3 E. coli izolatinin 2’si (%66,7) amoksisilin-klavulanik
asit, 3’1 (%100) sefotaksim, 2’si (%66,7) siprofloksasin, 1’i (%33,3) kloramfenikol, 1’i
(%33,3) tetrasiklin, 2’si (%66,7) ertapenem, 2’si (%66,7) amikasin, 3’1 (%100) ampisilin,
2’s1 (%66,7) gentamisin antibiyotigine karsi diren¢li bulunmustur. Seftriakson, aztreonam,
seftazidim, imipenem antibiyotiklerine direncgli E. coli izolat1 tespit edilmemistir (Cizelge

4.61).
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4.9. E. coli Izolatlarimin Genis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL) Aktivitesi Testi Sonuclar

Cizelge 4.59. Gida o6rneklerinden izole edilen GSBL (+) ve GSBL (-) E. coli izolatlarinin

dagilimi
Gida Ornek Sayist Izolat Sayist GSBL (+) GSBL (-)
n % n %
Siit 40 17 14 82,4 3 17,6
Peynir 40 3 2 66,7 1 33,3
Dondurma 20 0 0 0 0 0
Toplam 100 20 16 80 4 20

n= izolat sayisi

Gida oOrneklerinden izole edilen E. coli izolatlarmin genis spektrumlu beta laktamaz
(GSBL) aktivitelerine bakilmistir. Gidalardan izole edilen 20 E. coli izolatinin 16’s1 (%80)
GSBL (+), 4’ (%20) GSBL (-)’dir (Cizelge 4.62).

Cig siit orneklerinden izole edilen 17 E. coli izolatinin 14’4 (%82,4) GSBL (+), 3’u
(%17,6) GSBL (-); peynir orneklerinden izole edilen 3 E. coli izolatinin 2’si (%66,7)
GSBL (+), 1’1 (%33,3) GSBL (-) olarak bulunmustur (Cizelge 4.62).
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5. TARTISMA

Siitiin  kalitesi, bilesimi ve hijyenik 0Ozellikleri ile degerlendirilir. Cig siit bir¢ok
mikroorganizmanin iiremesi ve ¢ogalmasi i¢in uygun bir ortamdir. Siitlerin {retildigi
ciftliklerde, tesislerde alet ve ekipmanlarda bulunabilen mikroorganizmalar ¢ig siite

bulasabilirler.

Bacillus cinsi bakteriler, dogada ¢ok yaygin olarak bulunan Gram (+), ¢ubuk seklinde ve
endospor olusturan Dbakterilerdir. Bacillus’lar 1siya direngli endosporlart sayesinde
pastorizasyona, radyasyona, kuruluga ve dezenfektanlara karsi direng gosterirken, soguga
toleranslar1 sayesinde buzdolabi sicakliginda iireyebilirler. Dogada ¢ok yaygin olan bu
bakteriler siitlere topraktan, sudan, havadan, yemlerden, siitii sagilan hayvanlarin

diskisindan ve siit sagim kaplarindan bulasabilirler.

Arastirmamizda toplam 100 adet siit, peynir ve dondurma 6rneklerinden 67 Bacillus izolati
elde edilmistir. 67 Bacillus izolatinin 36’s1 (%53,7) B. subtilis, 12’si (%17,9) B. cereus,
10°u (%14,9) B. megaterium, 6’s1 (%9) B. licheniformis, 2’si (%3) B. circulans, 1’1 (%]1,5)

B. brevis olarak tanimlanmustir.

Rangasamy ve arkadaslar1 (1993), yaptiklar1 bir ¢alismada 24 ¢ig siit 6rneginden 9
B.cereus izole etmislerdir. Bizim calismamizda ise 67 ¢ig siit 6rneginden 12 B.cereus tiirii

izole edilmistir [126].

Aragtirmamizda en fazla B. subtilis tiirii izole edilmistir. Ancak Maras (1997), 11 ¢ig siit

ornegi ile yaptig1 calismada 1 B. subtilis izole etmistir [127].

Warke ve arkadaslar1 (2000), toplam 30 adet ag¢ik ve paketlenmis dondurmanin
mikrobiyolojik kalitesini inceledikleri aragtirmalarinda, B. cereus, L. monocytogenes ve Y.
enterocolitica gibi patojen mikroorganizmalarin bulunma oraninin agik olarak

pazarlananlarda belirgin bir sekilde daha yiiksek oldugunu saptamislardir [128].

Onganer ve arkadaslar1 (2009), Diyarbakir’da ambalajsiz olarak satisa sunulan ¢okelek

peynirlerin mikrobiyolojik yonden kalitesini belirlemek amaciyla 30 adet ¢okelek peynir
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incelemislerdir. Orneklerin %80’inden Bacillus spp. ve %23,3’iinden E.coli izole
etmislerdir [129].

Ozgelik ve arkadaslar1 (2009), Ankara ilinde satisa sunulan cesitli pastanelerden toplanan

34 adet dondurma 6rneginden toplam 34 B. cereus izole etmislerdir [130].

Citak ve arkadaslar1 (2010), yaptiklar1 bir ¢alismada 100 adet beyaz peynir ve dondurma
ornegi calismislardir. 50 adet beyaz peynir 6rneginin %20’sinden ve 50 adet dondurma
orneginin %48’inden B. cereus izole etmislerdir. Bu ¢alisma sonuglari bizim ¢alismamizla

uygunluk gostermektedir [131].

Giindiiz (2012), 50 ¢ig siit 6rneginden 109 Bacillus izole etmistir. Bu 109 Bacillusun 22’si
(%20,2) B.subtilis, 20’si (%18,4) B.brevis, 14’1 (%12,8) B.macerans, 11’1 (%10,1)
B.licheniformis, 6’st  (%5,5) B.coagiilans, 5’1 (%4,6) B.polymyxa, 4’4 (%3.7)
B.stearothermophilus, 2’si (%1,8) B.cereus, 1’i, (%0,9) B.pumilus, 1’i (%0,9)
B.megaterium, 1’1 (%0,9) B.lentus’dur. Ayrica manuel olarak adlandiramadiklari 22
(%20,2) Bacillus spp. tespit edilmistir. B. subtilis’in daha fazla siklikla izole edilmesi

bizim ¢alismamizi da desteklemektedir [11].

Gilindogan ve arkadaslar1 (2014), 150 adet beyaz peynir, dondurma ve ¢ig siitle yaptiklar
bir ¢alismada, ¢ig siit 6rneklerinin %90’1inda B. cereus, %74’iinde E. coli izole etmislerdir.
Dondurma 6rneklerinin %56’sidan E. coli, %20’sinden B. cereus tespit etmislerdir. Beyaz

peynir 6rneklerinin ise %70’inden B. cereus, %60’ mdan E. coli izole etmislerdir [132].

Aragstiricilar ile bizim ¢aligma sonuglarimiz arasindaki farkliligin nedeninin ¢ig siit, peynir
ve dondurma 6rneklerinin alindig1 kaynaklarin farkliligindan, peynir ve dondurma {iretim
tekniklerinin farkli olusundan, bu siit {iriinlerinin yapiminda kullanilan siitlerin ¢ig veya
pastorize olup olmamasindan ve saklanma kosullarinin farkliligindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Arastirmamizda ¢ig siitlerden Bacillus tiirlerinin izolasyonu siitiin
sagiminda ve daha sonraki asamalarda uygun olmayan hijyenik kosullar1 gostermektedir.
Bacillus sporlar siit tesislerinde kullanilan her tiirlii alet ve ekipman yiizeyine kolaylikla
tutunabilmektedir. Spor olusturma ozelligi Bacillus tiirlerinin pastdrize siit ve siit

tirtinlerinde liremesini saglar.
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Aragtirmamizda ¢ig siit, peynir ve dondurmadan B. cereus’un izole edilmis olmasi ayrica
onem tagimaktadir. Ciinkii bu bakteri ile kontamine gidalarin tiiketimi sonucu gida
zehirlenmesi vakalar1 bildirilmistir [133]. Ayrica peynir ve dondurma tiiketime hazir
gidalar oldugu i¢in sonrasinda herhangi bir islem yapilmaz. Her ne kadar B. cereus’un
toksin olusturabilmesi igin bir gidada 1x10* adet/g-ml olmas1 gerektigi belirtilse de uygun
olmayan saklama kosullarinda B. cereus’un hizla iireyerek belirtilen sinirlar1 agabilecegi
gdz ardi edilmemelidir. Bu nedenle gida tiirline gore gidalarin oda sicaklifinda veya

buzdolabi sicakliginda saklanacaginin bilinmesi 6nem tasimaktadir.

E. coli’nin gidalarda bulunmasi sadece fekal kontaminasyonunun gostergesi degil ayni
zamanda o gidanin iretildigi ve islendigi isletmelerdeki kotii hijyen kosullarinin
gostergesidir. Arastirmamizda siit, peynir ve dondurma orneklerinden 20 E. coli izolati

elde edilmistir.

Kalkan ve arkadaglar1 (1991), marketlerde satilan 50 adet beyaz peynir numunesinin %
64’iinde 1.3x10° kob/g koliform bakteri ve % 22’sinde 2.5x10% kob/g E. coli bulundugunu
belirlemisledir [134].

Ergiin ve arkadaslar1 (1992), dondurmalarin agik olarak satildig1 yerlerde kepcelerin icine
konuldugu su oOrneklerini analiz etmisler, yliksek sayida toplam mikroorganizma ve

koliform igerdigini ve %30’unda E. coli bulundugunu saptamiglardir [135].

Vatan (1996), Bursa ilinde satilan kasar peynirlerindeki koliform bakteri sayisim 272
adet/g diizeyinde saptamistir [136].

Goniil (1997), 20 adet beyaz peynir ve teneke tulum Orneginin 14’linde koliform, fekal

koliform ve E. coli sayilarinin 2.4x10% kob/gr’in {izerinde saptamstir [137].

Wilson ve arkadaslar1 (1997) ise dondurmalarin tiiketim noktalarindaki kontaminasyon
durumunu incelemislerdir. Yeni iiretilmis ve heniiz kullanilmamis blok dondurmalarda
toplam bakteri sayisinin 103-104 kob/ml arasinda degistigini; kiilahlanarak tliketime
verilme sirasinda bu saymin artarak 106 kob/ml’ye kadar ulagtigin1 bildirmislerdir. Ayni
sekilde, agilmamis dondurmalardaki E. coli izolasyon oraninin (%10) kullanim sirasinda

%18’e kadar yiikseldigini saptamiglardir. Arastiricilar, bu kontaminasyonun dondurmanin
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kiilahlanmasinda kullanilan ve su icinde bekletilen kepgelerden ileri geldigi sonucuna

varmiglardir [138].

Diilger ve arkadaslar1 (1999), Bursa’da satisa sunulan 20 adet beyaz peynir 6rneginden
izole edilen ve teshisi yapilan 264 izolattan 72'sinin (% 27.28) E. coli Tip I, 34"iniin (%
12.88) E. coli Tip 1l oldugunu teshis etmislerdir [26].

Digrak ve arkadaslar1 (2000), Kahramanmarag’ta tiiketime sunulan 86 dondurma

orneginden 19 adet E. coli izole etmislerdir [139].

Citak ve arkadaslar1 (2000), Ankara’da degisik marketlerden toplanan 54 adet kutu ve
pastorize siit Orneklerini mikrobiyolojik kalite yoniinden incelemislerdir. Elde edilen
toplam canli bakterinin %37’sinde, koliform bakterilerin %?24’tinde, E.coli’lerin
%7,4’linde, psikrotrofik mikroorganizmalarin %31,4’iinde tespit edilen koloni sayim1 102-
103 adet/ml bulunmustur. Sonuglar iiretim sirasindaki hijyen kosullarmin kétii oldugunu

gostermektedir. Bu durum halk sagligini tehdit etmektedir [140].

Yiicel ve arkadaglar1 (2000), Ankara’da tiiketime sunulan dondurmalarin mikrobiyolojik
yonden kalitesini incelemislerdir. 30 adet dondurma 6rneginde E. coli 2.0x101-3.0x103
adet/ml olarak bulunmustur. Bu sonug tiikketime sunulan dondurmalarin tam olarak 6nerilen

mikrobiyolojik standartlara uymadigini gostermistir [141].

Dogan ve arkadaslar1 (2001), calistiklar1 toplam 1067 gida 6rneginde (siit, yogurt, peynir,

tereyag, dondurma, sarkiiteri) fekal koliform bakteri varligini tespit etmislerdir [142].

Altun ve arkadaslar1 (2002), Ankara’da satisa sunulan siitlerin mikrobiyolojik
arastirmasina yonelik yaptiklar1 calismada, toplanan 150 adet sokak siitli Orneginin

%76’sinda E. coli izole etmislerdir [23].

Saltan ve arkadaslar1 (2003), 13 adet tuzsuz peynirde 9.4 x 106 kob/g ve bir gece
salamurada bekletilmis 14 peynirde ise 1.7 x 107 kob/g koliform bakteri sayisi tespit
etmisglerdir [143].



127

Tekingsen (2004), Hakkari ve gevresinde satisa sunulan otlu peynirlerin mikrobiyolojik ve
kimyasal kalitesini belirlemek amaciyla yaptigi bir caligmada 40 adet peynirle yaptigi
calismada Orneklerin %27,5’inde E. coli varligi tespit etmis, bu durum Tirk Gida

Kodeksi’nin belirttigi degerin tizerinde oldugunu géstermistir [144].

Keskin ve arkadaslar1 (2006), Istanbul Uskiidar Belediyesi’ne bagli 20 semt pazarindaki 50
beyaz peynir saticisindan alinan orneklerin %86’sinda E. coli izole edilmistir. Bu durum

koliform bakterilerin varligt hususunda kurallara uyulmadiginin ciddi bir gostergesidir

[145].

Akkaya ve arkadaslar1 (2007), Afyonkarahisar’da il merkezinde bulunan gesitli bakkal ve
marketlerden alinan 100 adet ¢ig siit 6rneginin 3’linde ve semt pazarlarindan 100 adet
peynir drneginin 1’inde E. coli 0157:H7 tespit etmislerdir. Cig siit ile beyaz peynirlerin E.
coli O157:H7 ile bulasmada kaynak olabilecegi ve halk sagligi agisindan potansiyel bir

tehdit olusturabilecegi kanaatine varilmistir [146].

Keskin ve arkadaglari (2007), 55 farkli yerden 50 sade dondurma O6rnegi toplamistir.
Toplanan 6rneklerden 4 adet E. coli izole edilmistir. Mikrobiyolojik analizlerin yapildigi
dondurma numunelerinin genel degerlendirilmesine gore, 31 merkeze ait olan % 56,3'liniin
Tiirk Gida Kodeksi Dondurma Mikrobiyolojik Tebligi'ne uygun olmadig: tespit edilmistir
[29].

Ding¢ ve arkadaslar1 (2012), Ankara, Balikesir ve Corum’daki siit isletmelerinde satisa

sunulan siit 6rneklerinden 92 adet E. coli izole etmislerdir [147].

Melkamsew ve arkadaglar1 (2012), Etiyopya’da peynir Ornekleri {izerine yaptiklari bi
caligmada, 225 peynir 6rneginin 24’tinde (%10.7) E. coli tespit etmislerdir [148].

Calismamizda ¢ig siit ve peynirlerden E. coli izole edilmesinin nedeni olarak siit
isletmesinde ¢alisan is¢ilerin temiz olmayan elleri veya sagimdan sonra siitiin uygun
olmayan kosullarda saklanmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica E.
coli’nin pastorizasyon sicakligina dayaniksiz olmasi, calisigimiz peynir Orneklerinin
yapiminda ¢ig siitlerin kullanilmis olabilecegini veya siitlin yetersiz pastdrizasyon islemini

giindeme getirmektedir. Calisma sonuglarimiza gore ¢ig siit ve peynirlerden az sayida E.
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coli izole edilmis olmasi bu gidalarin giivenli oldugu anlamina gelmez. Ciinkii E. coli’lerin
gidalarda bulunabilen bazi suslarinin (6rnegin E. coli O157:H7) patojenik oldugu
bilinmektedir. Ayrica bir gidada E. coli’nin bulunmasi o gidada baska enterik patojenlerin

bulunabilecegini de gosterebilir.

Bakteriyel biyofilmler, gidalarin bozulmasina, raf Omriiniin azalmasimma neden olan
mikroorganizmalar ve patojen mikroorganizmalarin gidalara kontaminasyonu i¢in kaynak
olusturabilir. Bir¢ok bakteri gida isletmelerinin yiizeylerinde slime tabaka olusturarak
yapigabilmekte, daha sonra bu yiizeylerde biyofilm olusturabilmekte ve gidalar1 kontamine
edebilmektedir. Bakteriyel biyofilmler siit isletmelerindeki plastik veya paslanmaz gelik
yapisindaki, dagitim borularini, sogutma borularint ve membranlar1 tikayarak ekonomik
kayiplara da neden olmaktadir. Bu bakteriler arasinda Bacillus tiirleri ve E. coli de
bulunmaktadir. Arastirma sonuglarimiz siit ve siit iiriinlerinden izole edilen bir¢ok Bacillus
ve E. coli izolatinin slime ve biyofilm olusturma yeteneklerinin oldugunu gostermistir.
Bazi arastiricilar Bacillus’larin pastorizasyon sicakligina ve CIP (Cleaning in Place)
uygulamalarina dayanikli olmasini sicaga direngli endosporlarin yani sira bu bakterilerin

olusturduklar biyofilmlerden de kaynaklanabilecegini ileri siirmiislerdir [149].

Arastirmamizda 67 adet Bacillus izolatinin ise 63’ (%94,1) slime pozitif, 4’4 (%5,9)
slime negatif olarak tespit edilmistir. Bacillus tiirlerinin slime faktor olusturma sonuglarina
gore; B. subtilis izolatlarinda; 35’1 (%97,2) pozitif, 1’1 (%2,8) negatif sonug vermistir, B.
cereus izolatlarinda 11’1 (%91,7) pozitif, 1’1 (%9, 1) negatif sonu¢ vermistir, B.
megaterium izolatlarinda 9’u (%90) pozitif, 1’i (%10) negatif sonu¢ vermistir, B.
licheniformis izolatlarinda; biitiin izolatlar pozitif sonu¢ vermistir, B. circulans
izolatlarinda; 1’1 (%50) pozitif, 1’1 (%50) negatif sonug vermistir, Bacillus brevis izolati da
pozitif sonu¢ vermistir.

67 Bacillus izolatinin TSB+%1 glikozda 24 saat inkiibasyon sonunda 19°u (%28,4)
kuvvetli, 16’s1 (%23,9) orta, 24’i (%35,8) zayif biyofilm olustururken 8’1 (%11,9)

biyofilm olusturmamustir.

67 Bacillus izolatinin TSB+%]1 glikozda 48 saat inkiibasyonu sonunda olusan biyofilm
sonuclarina bakildiginda, 17’si (%25,4) kuvvetli, 25’1 (%37,3) orta, 19’u (%28,3) zayif
biyofilm gdstermistir. izolatlardan 6’s1 (%8,9) biyofilm negatif olarak tespit edilmistir.
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Giindiiz (2012), yaptig1 ¢alismasinda izole ettigi toplam 109 Bacillus’un biyofilm varligi
arastirmasinda 24 saat sonra yapilan degerlendirmesinde toplam 105 Bacillus 'un biyofilm
varhigini tespit etmistir. Biyofilm varligi pozitif olan 105 Bacillusun 61’1 (%58,1) zayif
pozitif iken 18’1 (%17,1) kuvvetli pozitif, 26’s1 (%24,8) ise ¢ok kuvvetli pozitiftir. Ayni
calismanin 48 saat sonra yapilan degerlendirmesinde de toplam 105 Bacillus’un biyofilm
varlig1 tespit edilmistir. Bunlarin 72’si (%68,6) zayif pozitif iken 18’1 (%17,1) kuvvetli
pozitif, 15’1 (%14,3) ise ¢ok kuvvetli pozitif olarak bulmustur. Tirlere gore biyofilm
varligi oranina bakildiginda; 24 saatlik degerlendirme sonucunda 22 Bacillus subtilis’in
19’u, 20 B. brevis’in 20’si, 11 B. licheniformis’in 10’u, 2 B. cereus’un 2’si, 1 B.

megaterium’un 1’1 biyofilm pozitif olarak tespit edilmistir [11].

Ayni galigmanin 48 saat sonra yapilan degerlendirmesinde B. subtilis’in 22’si, 20 B.
brevis’in 20’si, 11 B. licheniformis’in 11’1, 2 B. cereus’un 2’si, 1 B. megaterium un 1’1,

biyofilm pozitif olarak tespit edilmistir.

Arastirmamizda elde edilen E. coli izolatlarinin tiimii slime pozitif sonug vermistir.

Izolatlarmn TSB+%] glikozda biyofilm olusumlarina bakildiginda, 20 izolatin 2’si (%10)
kuvvetli, 11’1 (%55) orta, 4’ii (%20) zayif derecede biyofilm olusturmustur. izolatlardan 3
tanesi (%15) biyofilm negatif sonu¢ vermistir. TSB’de 24 saat inkiibasyonu sonundaki
tutunmalarina bakildiginda, 20 izolatin 5’1 (%25) kuvvetli, 8’1 (%40) orta, 5’1 (%20) zay1f

biyofilm olusumu gosterirken izolatlarin 2 tanesi (%20) biyofilm negatif bulunmustur.

Maya ve arkadaslar1 (2011), klinik 6rneklerden izole ettikleri E. coli izolatlari ile yaptiklari
bir ¢alismada E. coli suslarinda %76,6 oraninda slime olusumu saptamislardir [171]. Bizim

calismamizda bu oran daha yiiksek ¢ikmistir [150].

Meshram ve arkadaslar1 (2012), farkli yontemler kullanarak izole etikleri E. coli’ler
{izerinde biyofilm olusumunu incelemislerdir. idrar yolu enfeksiyonu &rneklerinden izole
ettikleri 14 adet patojenik E. coli izolatinin tamaminda kongo kirmizili agar yontemi ile
yaptiklar1 calismada biyofilm olusumu gozlenirken, mikroplate yontemi uygulanarak
yaptiklar1 ¢aligmada ise 14 izolatin 11’inde biyofilm olusumu gozlenmistir. Kanalizasyon
suyu drneklerinden izole ettikleri 6 adet patojenik E. coli izolatinin tamami1 kongo kirmizili

agar yonteminde biyofilm olusumu gosterirken, mikroplate yonteminde ise 6 izolatin
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5’inde biyofilm olusumuna rastlanmistir. Yine diski 6rneklerinden izole ettikleri 10 adet E.
coli izolatimin 7’si kongo kirmizili agar kullanilarak yapilan c¢alismada biyofilm

olustururken, mikroplate yoteminde ise 5’inde biyofilm olusumu gozlenmistir [151].

Samie ve arkadaslar1 (2012), yaptiklar1 bir ¢alismada test edilen toplam 139 adet E. coli
izolatinin 58’ini (%42) biyofilm pozitif olarak bulurken, 22 tanesi (%16) kuvvetli biyofilm

olusturmustur. Bizim ¢alismamizda bu oranlar daha diisiik bulunmustur [152].

Yavas (2015), ¢esitli gida oOrnekleriyle yaptigi bir calismada izole ettigi 54 E. coli
izolatinin 13’1 (%24) slime pozitif, 41’1 (%76) slime negatif sonu¢ vermistir. Bu oranlar

bizim ¢alismamiza gore daha diisiiktiir [111].

Termodurik ve psikrotropik Ozelliklerin ayni mikroorganizmada bulunmasi, gidalarin
bozulmasinda potansiyel bir tehlike yaratabilir. Baz1 psikrotroplar, 1stya direncli proteaz,
lipaz, jelatinaz ve lesitinaz enzimi liretirler ve bu enzimler siite uygulanan 1sil islemlerle
vejetatif mikroorganizmalarin elimine edilmesinden sonra dahi aktif kalabilir. Adi1 gegen
enzimler buzdolabr sicakliginda saklanan siit ve siit {riinlerinde aktivitelerini
stirdiirebilirler. Bacillus’lar bu 6zelliklere sahip olmalari nedeniyle gidalarda bozulmalara
yol agan en 6nemli bakteri cinslerinden biridir. Siit ve siit lirtinlerinde bulunan proteazlar
kazeini hidroliz ederek peptid ve aminoasitlere, lipaz ve lesitinazlar da siitte bulunan siit
yagii serbest yag asitlerine doniistiiriirler Bu aktiviteler gidada acilasma, eksime ve

pihtilasma gibi gidanin lezzet ve yapisin1 bozan degisikliklere neden olur.

Aragtirmamizda gidalardan izole ettigimiz 67 Bacillus izolatinin 53’ (%79,1) lipaz pozitif,
14’1 (%20,9) lipaz negatif; 51’1 (%76,1) jelatinaz pozitif, 16’s1 (%23,9) jelatinaz negatif
41°1 (%61,2) proteaz pozitif, 26’s1 (%38,8) proteaz negatif; 28’1 (%41,8) lesitinaz pozitif,
39’u (%58,2) lesitinaz negatif bulunmustur.

Ozdogan (2007), Ankara ilinde cesitli kasap ve marketlerde tiiketime sunulan 15’er adet
kusbasi, kiyma ve tavuk olmak {izere toplam 45 adet et 6rneginden izole ettigi Bacillus
tiirlerinin proteaz ve lipaz enzim aktivitesini arastirmistir. incelenen et cesitlerine gore
proteaz enzim aktivitesine bakildiginda; kusbasindan elde edilen 66 izolatin 28’inde
(%42,4), kiymadan elde edilen 176 izolatin 112’sinde (%63,6), tavuktan izole edilen 37

izolatin ise 28’inde (%75,6) proteaz enzim aktivitesi pozitif bulunmustur [70].
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Montanhini ve arkadaslar1 (2013), Brezilya’da yaptiklari bir ¢alismada 86 adet B. cereus
izolatinin proteolitik ve lipolitik enzim aktivitelerini incelemislerdir. Calismada; lipolitik
enzim aktivitesi 30 °C 48 saatte 1 adet (%1,2) B. cereus 10 °C ve 7 giinde 14 adet (%16,3)
B. cereus lipolitik aktivite gosterirken 7 °C ve 10 giinde higbir B. cereus izolat1 lipaz
aktivitesi gostermemistir. Proteolitik aktiviteye bakilirsa; 30 °C 48 saatte tiim B. cereus
izolatlar1 proteolitik aktivite gdstermistir. 10 °C ve 7 glinde 62 (%72,1) adet B. cereus, 7 °C
ve 10 giinde ise 4 (%4,60) adet B. cereus proteolitik aktivite gostermistir [153].

Insanlardan ve hayvanlardan izole edilen bazi patojenik bakteriler in vitro ve in vivo
iiretildiklerinde bulunduklar1 ortama, enzim karakterlerinde ekstraselliiler maddeler yani
metabolitler salgilarlar. Konaker {lizerine dnemli etkileri olan bu maddelerin patojenite ile
cok yakin ilgileri oldugu uzun zamandan beri bilinmektedir. Deoksiribonukleaz (DNaz) da
bu enzimlerden biridir. Niikleik asitleri oligoniikleotitlere hidrolize eden bu enzimin,
bakteri iiremesinde, biyofilm olgunlagmasinda ve bakterilerin bagisiklik sisteminden

kacabilmelerinde rol oynayabildigine dair caligmalar mevcuttur [154].

Yapilan literatiir aragtirmasinda ¢esitli gidalardan izole edilen Aeromonas spp., Serratia
spp., Shewanella spp., Rahnella spp., Staphylococcus aureus’larin DNaz aktiviteleri ile
ilgili ¢aligmalar olmasina ragmen [155, 156, 157] ¢ig siit, peynir ve dondurmalardan izole
edilen Bacillus ve E. coli izolatlarinin DNaz aktivitesine dair bilgi bulunmamaktadir.

Calisma sonuglarimiz bu bakimdan énem tasimaktadir.

Arastirmamizda 67 Bacillus izolatinin 45’1 (%67,2) DNaz pozitif, 22’si (%32,8) DNaz

negatif olarak bulunmustur.

Hemolizinler eritrositi par¢calama yeteneklerine gore siniflandirilan sitotoksik proteinlerdir.
Bakteriler konak demirini elde edebilmek i¢in alternatif bir yol olarak konak eritrositlerini
parcalayarak salinan hemoglobinden hem demirini elde etmek i¢in hemolizin ve proteazlar
tiretirler. Birgok Gram pozitif ve negatif bakteri tarafindan iiretilen hemolizinler énemli
viriilens faktorler arasinda yer almaktadir. Hemolizinlerin ¢esitli rahatsizliklara sebep

oldugu daha 6nce yapilan ¢alismalarla belirlenmitir.

Calismamizda izole edilen 67 Bacillus izolatinin 53’4 (%79,1) pozitif, 14’1 (%20,9)

negatif hemoliz olusumu gostermistir.
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Fernandes ve arkadaslarinin (2014), 126 adet ricotta peynirinden izole ettikleri B. cereus

tirleri ile yaptiklar1 ¢alismada izolatlarin %83,3’li hemoliz pozitif olarak bulunmustur

[158].

Stimengen ve arkadaglar1 (2016), toprak orneklerinden izole ettikleri 8 B. subtilis susunda
hemoliz aktivitesi gozlemlemislerdir [159].

Calismamizda E. coli izolatlarinin izolatinin 14’4 (%70) hemoliz pozitif, 6’s1 (%30)

hemoliz negatif olarak saptanmistir.

Inan ve arkadaslar1 (2004), idrar yolu enfeksiyonu olan poliklinik hastalarindan izole
edilen 100 sus E. coli, yatan hasta grubundan izole edilen 179 sus E. coli izolatlar ile
yaptiklari bir ¢calismada yatan hasta grubunda 36 (%46) sus hemoliz olusturuken, poliklinik
hasta grubunda 41 susta hemolizin saptamislardir [160].

Demir bakterilerin biiylimesi, ¢ogalmasi1 ve konakta kalic1 infeksiyon olusumunda temel
rol alir. Patojen bakteriler konaktaki proteinlere bagli demiri kullanabilmek i¢in ¢esitli
mekanizmalar gelistirmistir. Bunlarin i¢inde en bilineni sideroforlardir. Sideroforlar demir
baglama yetenegi olan diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir. Bakterilerde siderofor iiretimi
hakkinda yapilan caligmalarin ¢ogu Gram (-) bakterilerle yapilan g¢aligmalardan elde
edilmis olmasina ragmen Gram (+) bakterilerin siderofor iiretimi ile ilgili caligmalar

oldukg¢a azdir.

Aragtirmamizda Bacillus izolatlarinin 42°si (%62,7) siderefor pozitif, 25’1 (%37,3) negatif

siderefor aktivitesi vermistir.

Giiney (2014), yaptig1 bir calismasinda B. cereus DSM 4312 susunda Siderofor liretimini
tespit etmistir [161].
Calismamizdaki E. coli izolatlariin 18’1 (%90) siderefor pozitif, 2’si (%10) siderefor

negatif sonu¢ vermistir.

Vagrali (2009), Hindistan’da yaptig1 bir ¢aligmada klinik 6rneklerden izole ettigi 160
E.coli izolatinin 156’sinda (%97,5) siderofor olusumu tespit etmistir. Bizim ¢aligmamizda

bu oran daha diisiik bulunmustur [162].
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Mortazavi (2017), toplam 112 iirogenital akint1 ve idrar 6rnegiyle yaptig1 ¢alismada izole
ettigi 36 E. coli izolatinda siderofor varlig: tespit etmistir [163].

Gidalara kontamine olabilen bir¢cok bakterinin aminoasit dekarboksilaz etkinligi, gidalarda
yiiksek seviyede biyojenik amin liretimine neden olur. Histidin, tirozin, lisin, ornitin ve
arjinin dekarboksilasyonu, sirasiyla baslica gida aminleri olan histamin, tiramin, kadaverin,
putresin ve agmetine doniisiir. Gidalarda biyojenik amin olusumu insan saglig1 agisindan
Oonemli olmasinin yani sira gidalarda bozulma ile de iliskilidir. Aminoasit dekarboksilazlar,
gida kaynakli birgcok mikroorganizmada bulunur. Bu mikroorganizmalar: Citrobacter,
Klebsiella, Escherichia, Proteus, Salmonella, Shigella ve Micrococcaceae gibi
Enterobacteriaceae familyasinin cinsleri ayrica Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus,
Pseudomonas,  Photobacterium,  Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium,
Pediococcus, Lactococcus ve Leuconostoc cinslerine ait tiirlerdir [15,111]. Bu
mikroorganizmalar arasinda siit ve siit {rlinlerinden izole edilen Bacillus tiirleri ve

E.coli’lerin aminoasit dekarboksilaz aktivitesine ait az sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Arastirmamizda Bacillus cinsine ait 67 adet izolatin lizin dekarboksilaz aktivitesi; 62’si
(%92,5) pozitif, 5’1 (%7,5) negatif, ornitin aktivitesi; 62’si (%92,5) pozitif, 5’1 (%7,5)
negatif, arjinin aktivitesi; 67’si (%100) pozitif, tirozin aktivitesi; 66’s1 (%98,5) pozitif, 1’1

(%1,5) negatif, histidin aktivitesi; 67’si pozitif olarak tanimlanmistir.

Aragtirmamizda elde ettigimiz E. coli izolatlarinin izolatinin 20’si (%100) lizin pozitif,
20’s1 (%100) ornitin pozitif, 20’si (%100) tirozin pozitif, 13’ (%65) arjinin pozitif, 12’si

(%60) histidin pozitif olarak bulunmustur.

Santos (1997), Ispanyol fermente et iiriinlerinden izole etigi mikroorganizmalarin amino
asit dekarboksilaz aktivitesi {izerine bir c¢alisma yapmistir. Bu c¢alismada,
Enterobacteriaceae iiyeleri lizerinde ¢alisilmistir. Calisma sonunda E. coli izolatlari,
yiiksek oranda histidin dekarboksilaz pozitif, lizin dekarboksilaz pozitif bulunurken,
yiiksek oranda ornitin dekarboksilaz pozitif ¢ikmistir. Bu ¢alismanin ulasilan sonuca gore
Enterobacteriaceae iiyesi izolatlarin, diger gruplara gore daha yiiksek amino asit

dekarboksilaz aktivitesine sahip oldugu goriilmistiir [164].
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Shelef ve arkadaslar1 (1998), Salmonella spp. ve Enterobacteriaceae’ler ile yaptiklart bir
calismada; izole ettikleri E. coli’lerde, arjinin dekarboksilaz miktar1 diisiikk iken ornitin

dekarboksilaz miktarinin yiiksek oldugu goériilmiistiir [165].

Yavas (2015), yaptigi calismasinda gida oOrneklerinden izole ettigi 54 adet E. coli
izolatinda, histidin dekarboksilaz aktivitesi; 7’si (%12,9) pozitif, 47°si (%87,1) negatif,
lizin dekarboksilaz aktivitesi; 50’si (%92,5) pozitif, 4’0 (%7,5) negatif, ornitin
dekarboksilaz aktivitesi; 9’u (%16,6) pozitif, 45’1 (%83,4) negatif ve arjinin dekarboksilaz
aktivitesi; 17’si (%31,4) pozitif, 37’si (%68,5) negatif olarak bulmustur [111].

Mikroorganizmalarda antibiyotiklere direncin ortaya ¢ikmasinda ve giderek artmasindaki
en 6nemli neden bilingsiz antibiyotik kullanimidir. Bu nedenle hastanelerde ve 6zellikle
hastane enfeksiyonlarinin stk goriildiigli yogun bakim iinitelerinde kullanilacak
antibiyotiklerin se¢iminde ilgili hastanede sik izole edilen bakterilerin antibiyotik

duyarhiliklarinin bilinmesi énemlidir.

Arastirmamizda izole ettigimiz 67 Bacillus izolatinin 45’1 (%67,2) penisilin, 48’1 (%71,6)
ampisilin, 35’1 (%52,2) eritromisin, 5’1 (%7,5) amikasin, 5’i (%7,5) kloramfenikol, 8’i
(%11,9) vankomisin, 11’1 (%16,4) tetrasiklin, 47’si (%70,1) basitrasin, 53’1 (79,2)

novobiosin antibiyotigine kars1 direngli bulunmustur.

Sevim ve arkadaslar1 (2006), Rize ili ve ilgelerinde ¢esitli su drneklerinden izole ettikleri
41 adet Bacillus tiiriiniin antibiyotik direngliliklerini aragtirmislardir. Suslarda amikasin ve
vankomisin direnci gozlenmezken basitrasine %100, ampisiline %76, penisiline %71
oraninda diren¢ tespit edilmistir. Ampisiline en fazla (%100) direng gosteren tiirler B.
cereus olmustur. Tetrasikline diren¢ yalnizca bir B. cereus (%2,4) susunda rastlanmistir.
Bizim ¢alismamizda amikasin ve vankomisine Bacillus tiirleri direng gostermis iken

basitrasin, ampisilin ve penisiline direng daha diisiik bulunmustur [166].

Yibar ve arkadaglar1 (2017), Bursa ilinde farkl: satis yerlerinden toplam 259 adet tam yagl
stit (¢ig, pastorize ve UHT) ve peynir 6rnegi analiz edilmistir. B.cereus izolasyonu FDA
tarafindan Onerilen metoda gore calismistir. Analize alinan ¢ig ve pastorize siit
orneklerinde 1x101 ile 1.1x103 kob/mL ve peynirde 4x101 ile 3.8x105 kob/g arasinda

degisen sayilarda olmak iizere, toplamda 259 ornegin 26 adetinin (%10.04) koloni
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morfolojileri ve mikroskobik goriiniislerine de dayali olarak B. cereus ile kontamine
oldugu tespit edilmistir. Orneklerden elde edilen 13 adet B. cereus izolat1 API sistemi ile
identifiye edilmistir [167].

Bununla birlikte, MALDI-TOF-MS kullanilarak yapilan analizde, 19 adet izolat B. cereus
olarak identifiye edilmistir. Bu 19 izolatin 13’{iniin (%68,4) sadece NHE toksini
bakimindan, alt1 izolatin da (%31,6) NHE ve HBL toksinleri bakimindan pozitif oldugu
gozlenmistir. Tlim izolatlar oleondamisin, eritromisin ve streptomisine duyarli olmalarina
ragmen penisilin G’ye direngli bulunmustur. Bu calismada, ¢oklu antibiyotik direnci
gosteren yedi farkli model bulunmustur. Calismada, B. cereus izolatlarinin 16’s1 (%84,2)

coklu antibiyotik direnci gostermistir [140].

Yilmaz (2014), Ege Denizi’nden alinan sediment 6rneklerinde ¢esitli Bacillus tiirlerinin
antibiyotik direncliliklerini incelemistir. Bakteriler en fazla direnci amikasin antibiyotigine

gostermistir [168].

Arastirmamizdaki E. coli izolatlarinin 6’s1 (%30) amoksisilin-klavulanik asit, 5’1 (%25)
sefotaksim, 3’1 (%15) seftriakson, 8’1 (%40) aztreonam, 9’u (%45) seftazidim, 6’s1 (%30)
siprofloksasin, 10’u (%50) kloramfenikol, 8’1 (%40) tetrasiklin, 3’1 (%15) ertapenem, 6’s1
(%30) amikasin, 20’si (%100) ampisilin, 11’1 (%55) gentamisin’e kars1 direngli

bulunmustur. E. coli izolatlarinda imipeneme kars1 direng tespit edilmemistir.

Ozgiimiis ve arkadaslar1 (2007), Tiirkiye’de kiy1 bdlgelerdeki cesme ve kaynak sulardan
izole ettikleri 107 adet E. coli izolatindan %17,9’unun amikasine, %19,6’sinin
trimetoprim-  siilfametaksazole, %13,6’sinin  gentamisine, %12,8’inin tetrasikline,
%2,5’inin kloramfenikole kars1 direngli oldugunu bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda
amikasin, gentamisin, tetrasiklin ve kloramfenikole kars1 direng daha yiiksek bulunmustur
[169].

Tao ve arkadaslar1 (2010), Giiney Cin’deki Pearl nehrinden izole ettikleri
Enterobacteriaceae’lerde antibiyotik direngliligi iizerine yaptiklar1 ¢alismada, izole edilen
bakterilerin %551 ampisiline kars1 direncli bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise bu oran

%100 bulunmustur [170].
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Yavas (2015), cesitli gida ornekleriyle yaptigi bir ¢caligmasinda 54 E. coli izolatinin 30’u
(%55,5) amoksisilin-klavulanik asit, 2’si (%3,7) sefotaksim, 5’i (%9,2) seftriakson, 5’1
(%9,2) aztreonam, 10’u (%18,5) seftazidim, 13’1 (%24) siprofloksasin, 11’1 (%20,3)
kloramfenikol, 18’1 (%33,3) piperasilin-tazobaktam, 22’si (%40,7) tetrasiklin, 2’si (%3,7)
ertapenem, 17°si (%31,4) amikasin, 22’si (%40,7) ampisilin-sulbaktam ve 12’si (%22,2)
gentamisin’e kars1 direngli bulmustur. E. coli izolatlarinda imipenem’e kars1 direng tespit
edilmemistir. Imipeneme karst diren¢ tespit edilmemesi bizim ¢alismamizi

desteklemektedir [111].

Genis spektrumlu beta laktamaz (ESBL) enzimleri beta laktam antibiyotiklere kars1 direnci
saglar. Antibiyotigin beta laktam halkasinin amid bagimi inaktive eder. Gram negatif
bakterilerin biiylik ¢ogunlugunda o6zellikle Enterobacteriaceae familyasinda genis
spektrumlu beta laktamazlar (GSBL) bulunmaktadir [170,171]. Bu enzimler
mikroorganizmalarda ¢oklu antibiyotik direncine neden olur. GSBL’ler genis spektrumlu
penisilinler, monobaktamlar ve dar spektrumlu sefalosporinleri hidroliz edebilmektedir.
Son yillarda bu enzimler iiclincli kusak sefalosporinlere ve aztreonama da direngli olarak
saptanmaktadirlar. GSBL’ler klavulanik aside duyarhidirlar ve bu sekilde rutin

antibiyogramda tanimlanabilirler.

Arastirmamizda izole edilen 20 E. coli izolatinin 16’s1 (%80) GSBL (+), 4’1 (%20) GSBL

(-) olarak bulunmustur.

Bhavnani ve arkadaslar1 (2006), klinik 6rneklerle yaptiklari ¢alismalarda 175 adet E. coli
izolatinda %77 oranin GSBL (+) bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda GSBL (+) E. coli

izolatlarinin oran1 %40 olarak bulunmustur [170].

Costa ve arkadaslar1 (2010), tavuklarla yaptiklar1 bir arastirmada, izole ettikleri 29 adet E.
coli 6rneginden 27’sini (%93,1) GSBL (+) bulmuslardir. Bizim ¢aligmamizda bu oran %75

olarak bulunmustur [171].
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6. SONUC VE ONERILER

Arastirmamizda elde ettigimiz bulgulara gore insanlarin en Onemli besin kaynagini
olusturan siit ve stt triinleri florasinda E. coli ve Bacillus tiirlerine rastlanmustir. Siit ve siit
iiriinlerinde bu tiir bakterilerin bulunmas: siitiin elde edilmesinden diger siit iirlinlerine
dontistiiriilme siirecinde sterilizasyon kalitesi hakkinda degerlendirme yapabilmekte ve siit,
dondurma ve peynir gibi 6nemli gida kaynaklarinin bakteriyel florasinin sagim, depolama,
tasima, pastorize islemi sirasinda ya da paketleme sirasinda kullanilan aletlerin ve kisilerin
hijyen kurallarina uyup uymadigmi yansitmaktadir. Ozellikle Bacillus cinsi bakterilerin
sporlart ¢ok hidrofiliktirler ve kolayca celik, cam ve lastik ylizeylere yapisirlar ve

yiizeylerdeki kisa temizleme programlari biitiin sporlar1 elemine etmeyebilir.

Yiizeylere tutunan sporlarin, eriyik igindeki sporlara kiyasla dezenfektan ile elemine
edilmesi daha zordur. Sporlar siitte 1s1l aktivasyonda hizlica ¢imlenir ve uygun kosullar
bulup ¢ogaldiklarinda, olusturduklari biyofilm formunda elemine edilmeleri son derece
zordur. Genel olarak, ¢ig siitteki patojenler siitiin 1s1l islemi sonrasinda énemli bir tehlike
yaratmazlar. Buna Kkarsin enzimler, ¢ig siitte psikrotrofik flora ile birlikte 6nemli bir
bozulmaya yol agabilirler. Gida iizerinde gelisen bazi mikroorganizmalar proteinleri,
lipitleri hidrolize ederek besinin tadinda ve kokusunda olumsuz bir etkiye sebep olabilirler.
E. coli’nin ise siitte ve siit triinlerinde bulunmasi fekal kaynakli bir kontaminasyonun

gostergesidir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar ve elde ettigimiz bulgulara gore beslenmede 6nemli bir
yere sahip olan siit florasindaki bakterilerin antibiyotik direncinin yiiksek oranda ¢ikmasi
asir1 ve yanlis antibiyotik kullaniminin sonucu olarak gosterilebilir. Antibiyotiklere direng
gosteren bakteriler siit ve siit irilinlerinin tiiketilmesiyle insanlara gegebilmektedir. Bu

durum 6nemli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmaktadir.

Aragtirmamizda E. coli ve Bacillus tiirlerinde patojeniteyi belirleyen gesitli kriterlerin
belirlenmesi, bu bakteriler ile olusabilecek enfeksiyonlarin siddeti, miicadelesi ve konak-

patojen iliskisi hakkinda bilgi verilmektedir.

Siit sagimi sirasinda hijyenik bakim, devamli olarak 4 °C veya daha diisiik sicakliklarda

sogutma, ¢ig siitiin depolanma siiresinin en aza indirgenmesi, devam eden etkili HACCP
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sistemleri gibi tiim baslica ilgili islemler, siit endiistrisinde kalite giivencesidir. Bu genel
teknolojiler mikrofloray: biiyiik veya kiigiik oranlarda elemine etmektedir. Termizasyon,
pastorizasyon, UHT, mikrofiltrasyon ve baktofiigasyon, uygulanan bu teknolojik

islemlerdendir.

Toplanan siit, peynir ve dondurma 6rneklerinde E. coli ve Bacillus iiyelerinin baskin olarak
bulunmasi galisilan 6rneklerin kirli sekilde sagildigi, tiretildigi ya da yeteri kadar hijyen
kurallarina uyulmadigimi diistindiirmiis ve halk sagligi agisindan riskli oldugu kanisini

ortaya ¢ikarmigtir.
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