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Bu galismada, daha 6nceki bir calismamizda siinme (rope) hastaligi olusmus ekmek iglerinden izole edilen Bacillus
tiirleri, hemolitik (Hbl) ve hemolitik olmayan (Nhe) enterotoksin (retimleri agisindan incelenmistir. incelenen toplam 39
izolattan sadece birinin hem Hbl hem de Nhe enterotoksinlerini, 22 izolatin sadece Hbl, 2 izolatin ise sadece Nhe
enterotoksinini Uretme kapasitesinin oldugu, kalan 14 izolatin ise her iki enterotoksini de Uretmedikleri tespit edilmistir.
Enterotoksin analizleri igin pozitif kontrol susu olarak, her iki enterotoksini de Urettigi bilinen Bacillus cereus 2248
kullaniimistir. Toksin analizleri, standart suslar olan Bacillus subtilis PY22, B. subtilis RSK 244 ve B. subtilis RSK 246
icin de yapilmis, aralarindan sadece B. subtilis RSK 246’'nin Nhe enterotoksinini Gretme potansiyelinin oldugu
belirlenmigtir. Ayrica emetik toksin Urettigi bilinen Bacillus cereus 2455/2 susu da Nhe enterotoksini agisindan pozitif
sonug vermistir. Sonuglar, ekmeklerde siinme (rope) hastaligindan sorumlu olan Bacillus turlerinin enterotoksin
Uretebilecegini gosterir niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Stinmis ekmek, Bacillus, Enterotoksin

Enterotoxin Production Potential of Bacillus Species Isolated from Ropy Bread
ABSTRACT

In this study, Bacillus species isolated from ropy bread crumb in our previous study were investigated for the
production of hemolytic (Hbl) and non-hemolytic (Nhe) enterotoxins. Of the 39 isolates, only one produced both Hbl
and Nhe enterotoxins, 22 produced only Hbl, 2 produced only Nhe and the remaining 14 isolates were found to
produce none of the two enterotoxins. Bacillus cereus 2248, which is known to produce both Hbl and Nhe, was used
as the positive control strain for the enterotoxin assays. Toxin assays were also performed for the standard strains
Bacillus subtilis PY22, B. subtilis RSK 244 and B. subtilis RSK 246. It was determined that amongst these strains only
B. subtilis RSK 246 has the potential of producing the Nhe enterotoxin. Furthermore, the test results of Bacillus cereus
2455/2, which is known as an emetic strain, have shown that the strain was potentially positive in terms of Nhe
enterotoxin. The results showed that Bacillus strains that are responsible for rope disease in bread could produce
enterotoxins.
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GiRiS

Bacillus cinsi blnyesinde, gogunlukla glvenilir oldugu
kabul edilen (GRAS) tlrler olmasina ragmen aralarinda
patojen olan turler de bulunmaktadir ve bunlar genetik
olarak da benzerlik arz etmektedir. Bacillus anthracis
memelilerde antraksa, insektisidal 6zelligi sebebiyle
yaygin olarak kullanilan Bacillus thuringiensis ise gida
kaynakli hastaliklara neden olmaktadir. Urettigi toksinler
araciligi ile gida zehirlenmesine neden olan Bacillus
cereus, ayrica endoftalmit (gézin i¢c dokularinin
itihaplanmasi), endokardit (kalp ic zarinin
iitihaplanmasi), menenijit (beyin zarinin iltihaplanmasi),
periodontit (dis dokularinin iltihaplanmasi), osteomiyelit
(kemik iliginin iltihaplanmasi), yara enfeksiyonlarl ve
septisemi (kan zehirlenmesi) gibi lokal ve sistemik
enfeksiyonlara da neden olmaktadir [1]. Bunlarin yani
sira, daha az bilinmekle birlikte, bircok endistriyel
uygulamada yaygin olarak kullanilan B. licheniformis,

Bacillus cereus
|

B. subtilis, B. mojavensis, B. pumilus ve B. fusiformis
gibi  tdrlerin de toksin Uretebildigi ve gida
zehirlenmelerine neden olabildigi belirlenmistir [2-4].
Bacillus cereus tarafindan uretilen toksinler, diyarel
(ishale sebep olan) ve emetik (kusmaya sebep olan)
sendrom olarak ifade edilen iki farkli tipte gida
zehirlenmesine neden olmaktadir. Bacillus cereus
toksinlerinin siniflandiriimasi Sekil 1°de verilmistir.

Diyarel sendrom, bakterinin ince bagirsakta urettidi,
Istlya kargl dayanikli olmayan enterotoksin araciligi ile
olusmakta, epitel hiicrelere etki ederek bagirsakta asin
miktarda sivi salgilanmasina ve bunun sonucu olarak da
diyareye neden olmaktadir [5]. Bakterinin kendi gelisim
evresi acisindan bakildiginda ise enterotoksin, vejetatif
buylime esnasinda, temel olarak da logaritmik fazin
sonlarinda Uretilmektedir [6].

Emetik Toksin

Enterotoksin

I : I .
. Hemolisin BL Hemolitik olmayan Sitotoksin K
Cereulide
(HbI) (Nhe) (CytK)
— HbIA (B) — NheA
— HbID (L1) — NheB
— HbIC (L2) — NheC

Sekil 1. Bacillus cereus toksinlerinin siniflandirimasi

Hicre membraninda delikler acilmasina neden olarak
diyarel hastaliklara sebep olan en o6nemli (g
enterotoksinin  hemolisin BL [hemolitik (Hbl)], Nhe
(hemolitik olmayan) ve CytK (sitotoksin K) oldugu
belirtiimektedir [7]. Hbl, 3 farkh alt bilesenden (B, L1, L)
olusmaktadir. Bunlardan HbIB baglayici (binding), HbIL,
ve HbIL, pargalayici (lytic) bilesen olarak bilinmektedir.
Protein yapisindaki bu UGg¢ farkh bilesen, birbirinden
bagimsiz olarak salgilanmaktadir ve toksinin maksimum
biyolojik aktivite gosterebilmesi igin UG¢ bilesen de
gerekmektedir. Nhe de Hbl gibi birbirlerinden bagimsiz
olarak salgilanan G¢ alt bilesenden (A, B, C)
olusmaktadir ve neredeyse bitin B. cereus suslari
tarafindan Uretilmektedir. NheB, enterotoksin
kompleksinin baglayici bilesenidir. Maksimum toksik
aktivitenin olusabilmesi icin NheA, NheB ve NheC’nin
molar oranlarinin 10:10:1 olmasi gerekmekte, NheC’nin
oraninin artmasi Nhe'nin toksik aktivitesinde azalmaya
yol agmaktadir [7, 8]. Nhe, diyarel toksin olarak
bilinmesine ragmen yakin zamanda Cai ve ark. [9]
tarafindan vyapilan bir ¢alismada Nhe’'nin diyarel

sendroma herhangi bir katkisinin olmadigi belirtiimistir.
CytK ise tek bilesenli, hicre zarinda B-figisi (B-barrel)
yapisinda por olusturan, hemolitik bir toksindir [7, 8] ve
bazen hemolisin IV olarak isimlendiriimektedir [9].

Enterotoksin T (bceT) ve Enterotoksin FM isimli, tek
bilesenli iki enterotoksinin daha varligi 6ne surtlmustar.
Bunlardan bceT geni ilk olarak Agata ve ark. [10]
tarafindan tanimlanmis ve gida kaynakli diyareye neden
olabilecegi bildirilmistir. Ancak daha sonra bu gen ile
¢alisan diger arastirmacilardan Choma ve Granum [11],
bceT geninin ya bilinenden farkl bir enterotoksik
aktivitesi oldugunu ya da hi¢ olmadigini savunmus;
Hansen ve ark. [12] ise Agata ve ark.’nin [10] belirledigi
gen diziliminin yalnizca bir kisminin kendi belirledikleri
ile  homoloji gosterdigini, bceT icin tespit edilen
enteroksik aktivitenin ya flizyon genden ya da ligasyon
sirasinda gergeklesen hatadan dolayr B. anthracis’in
acik okuma alani ile homoloji gosteren fragmandan
kaynaklanabilecegini bildirmiglerdir. Enterotoksin FM1
geni ise Asano ve ark. [13] tarafindan B. cereus FM1 ve
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B. thuringiensis’den klonlanmistir. Ancak bu gene ait
dizilimin B. subtilis'in hlcre duvarindaki hidrolazin
dizilimi  ile  homoloji  gdsterdigi  belirlendiginden
muhtemelen enterotoksin olmadigi vurgulanmistir [5].

B. cereus’un neden oldugu gida zehirlenmesi turlerinden
olan emetik sendrom ise “sereulid” adi verilen, kiiguk, 1sI
ve aside karsl dayanikli, sulu ¢ozeltilerde ¢ézinmeyen,
halkali yapidaki dodekadepsipeptid araciigr ile
olusmaktadir [14, 15]. Vejetatif blyime esnasinda
gidada Uretilen toksin, kararli yapisi nedeniyle gidanin
tiketiimesinden sonra mide asidi ve intestinal proteolitik
enzimlerden de etkilenmemekte ve on iki parmak
bagirsaginda 5-HT; reseptoriine baglanarak bulanti ve
kusmaya neden olmaktadir [16]. Sereulid’in vakuol
olusumuna neden oldugu ve vakuoliin de mitokondrial
sismeye yol actigl, ayrica solunumun kontrolini
yavaslattigi bildirilmistir [1, 17].

Ekmeklerde stinme, 6zellikle nemli ve sicak iklime sahip
bolgelerde gorilen, Bacillus kaynakl bir hastaliktir.
Pisirme sicakliginda spor olusturarak canli kalan
Bacillus turlerinin daha sonra vejetatif hale gegmesi ve

ekmekte istenmeyen degisikliklere neden olmasi
sonucunda olusmaktadir [18-22]. Bu g¢alismada,
endustriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilan

Bacillus turlerinin de toksin Uretebilecegi gergeginden
hareketle, daha 6nceki bir galismamizda [23] siinmus
ekmeklerin icinden izole edilmis olan Bacillus tirlerinin
enterotoksin  Uretip  Uretmediginin  tespit edilmesi
amaglanmigtir. SGnme etmeni Bacillus turlerine ait spor
sayisinin 1 g ekmekte yaklagik 10%-10° seviyesine
ulasmasi durumunda (her ne kadar goriinis ve kokusu
itibari ile sunmus ekmegin tuketiimesi s6z konusu
olmasa da) bulanti, kusma, ishal, bas agrisi gibi
belirtilerle, gida zehirlenme vakalari gorulebilecegdi
bilinmektedir [24]. izole edilmis olan bu tiirlerden, gida
endustrisi basta olmak Uzere c¢esitli endustriyel
uygulamalarda kullanilabilecek peptidaz ve amilaz gibi
enzimler basta olmak Uzere cesitli metabolit madde
Uretiminde yararlaniimasi planlandigindan, bu Bacillus
tirlerinin  enterotoksin  Uretimi  acgisindan  test
edilmelerinin faydali olacadi disunilmustir. Bu sayede
ayrica sunme etmeni Bacillus turlerinin toksik etkisine
Hbl ve Nhe enterotoksinlerinin katkisi olup olmadigi da
tespit edilmis olacaktir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Arastirma kapsaminda kullanilan Bacillus suglari, Erem
ve ark. [23] tarafindan stinme (rope) hastaligi olusmus
ekmeklerden izole edilip klasik testler ve API test kitleri
ile tanimlanmigtir. S6z konusu c¢alismada vyapilan
tanimlama sonuglari Tablo 1’de gdésterilmistir. Kontrol
suslari olarak kullanilan Bacillus cereus 2248
(enterotoksijenik sus) ve Bacillus cereus 2455/2 (emetik
sus) Helsinki Universitesi HAMBI Kaltdr
Koleksiyonu’ndan (http://mww. helsinki.filhambi/),
Bacillus subtilis RSK 244 ve Bacillus subtilis RSK 246
suslari Refik Saydam Hifzisihha Merkezi
Bagkanligr’'ndan temin edilmis; Bacillus subtilis PY22

susu ise daha 6nce bir tez ¢calismasinda [25] kullaniimig
olup arastirmacilar tarafindan saglanmistir.

Yontem
Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Mevcut bakteriler 50 mL nutrient broth (NB) igeren
engelli erlenlerde 37°C’de 200 devir/dakika calkalama
ile 18 saat inkibe edilmis, inkibasyon sonunda
bakterilerin optik yodunlugu 600 nm dalga boyunda
Olgllmus ve igerisinde 50 mL brain heart infusion broth
(BHIB) bulunan engelli erlenlere, her bir bakterinin
baslangi¢ optik yodunlugu (OD) 0.1 olacak sekilde,
hesaplanan  hacimlerde inokilasyon  yapilmistir.
Calkalamali inkubatérde (New Brunswick Scientific,
Excella E24, ABD) 37°C’de 200 devir/dakika galkalama
ile 18 saat inklibasyonun ardindan bakteri hicrelerini
ayirmak igin hiicre kdlttrd santrifijlenmis (10000 x g, 10
dakika, 4°C) ve supernatant ayrilarak analizlerde
kullanilimistir.  Bacillus diyarel enterotoksini cama
yapigabildiginden yapilan analizlerde polipropilen (PP) veya
polikarbonat (PC) malzemeler kullaniimistir.

BCET-RPLA ile Enterotoksin Tespiti

BCET-RPLA (Bacillus cereus enterotoxin-reversed
phase latex agglutination) kiti (Oxoid, Ingiltere) ile
gergeklestirilen, Bacillus cereus diyarel enterotoksin
(hemolitik toksin) testi icin V tabanli 96 kuyucuklu
mikroplaka, her bir sus icin ise mikroplakada 2 sutun
kullanilmisgtir. Mikroplakanin sematik gosterimi  Sekil
2’'de verilmisgtir.

Oncelikle A satir hari¢ olmak (zere, kullanilacak olan
tim  kuyucuklara kitle birlikte gelen seyreltme
gOzeltisinden (sigir serum albimini igceren tuzlu fosfat
tamponu) 25 pL koyulmustur. Ardindan A ve B
satirlarindaki tim kuyucuklara 25 pL test oOrnegi
(supernatant) ilave edilmis, plaka hafif sallanarak
seyreltme c¢Ozeltisi ile test Orneginin karismasi
saglanmistir. Daha sonra B satirindan baglanarak her
bir kuyucuktan 25 pL 6rnek alinmis ve ayni sutun
boyunca kendinden sonraki satirdaki kuyucuga
aktarilarak test o©rneginin seyreltimesi saglanmistir.
Seyreltme islemine H satirna kadar devam edilmistir.
Bu durumda; A satirindaki tim kuyucuklarda sadece
test 6rnegi, H satirindaki tim kuyucuklarda sadece
seyreltme c¢odzeltisi, ara satirlarda ise farkli oranlarda
seyreltiimis test Orneginin olmasi saglanmistir. Daha
sonra her bir sus icgin ilk sttundaki kuyucuklara duyarli
lateks (sensitized latex), ikinci situndaki kuyucuklara ise
kontrol lateks (latex control) ¢ozeltisinden ilave
edilmistir. Plakanin kapagi kapatilarak siyah zemin
Uzerinde, oda sicakliginda, 20-24 saat bekletilmis ve
stire sonunda kuyucuklarda ¢6kme olup olmadig
incelenmistir [26]. COkme durumuna gbre sonug
degerlendiriimesi Sekil 3'e gore yapilmistir. Analizlerde
Bacillus cereus 2248 (Agata ve ark. [10] bu susu B-4ac
olarak kodlamislardir) enterotoksin agisindan referans
sus olarak kullanilmig, ayrica kitle birlikte gelen pozitif
kontrolden de (liyofilize edilmis Bacillus cereus
enterotoksini) bu amagla yararlaniimistir.
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Tablo 1. Sinmus ekmekten elde edilen izolatlara ait tanilama sonuglari [23]

izolatlar Biyokimyasal testler APICH API tanimlama dizeyi
N1 B. licheniformis B. licheniformis lyi tanimlama
N2 B. subtilis B. subtilis/amyloliquefaciens Cok iyi tanimlama
N3 B. subtilis B. pumilus iyi tanimlama
N4 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N5 B. megaterium Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N6 B. subtilis B. pumilus iyi tanimlama
N7 B. megaterium B. megaterium Kabul edilemez profil / B. megaterium olasilig
N8 B. megaterium B. licheniformis iyi tanimlama
N9 B. coagulans Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N10 B. licheniformis B. licheniformis Muikemmel tanimlama
N11 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N12 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N13 B. coagulans B. licheniformis iyi tanimlama
N14 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N15 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N16 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N17 B. megaterium Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N18 B. megaterium Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N19 B. licheniformis B. licheniformis Cok iyi tanimlama
N20 B. pumilus B. pumilus Mukemmel tanimlama
N21 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N22 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
K1 B. subtilis Bacillus sp. Cins bazinda iyi tanimlama
K2 Tanimlanamadi B. licheniformis Cok iyi tanimlama
K3 Tanimlanamadi Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
K4 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
K5 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
K6 B. subtilis B. subtilis/amyloliquefaciens Cok iyi tanimlama
K7 B. licheniformis Bacillus sp. Cins bazinda iyi tanimlama
K8 B. megaterium B. megaterium Kabul edilemez profil / B. megaterium olasihgi
K9 B. licheniformis B. licheniformis iyi tanimlama
K10 B. licheniformis B. licheniformis Cok iyi tanimlama
K11 B. megaterium B. megaterium Kabul edilemez profil / B. megaterium olasiligi
K12 B. megaterium B. megaterium Kabul edilemez profil / B. megaterium olasiligi
K13 B. megaterium Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
K14 B. megaterium Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
K15 B. subtilis B. subtilis/famyloliquefaciens Cok iyi tanimlama
K16 B. subtilis B. thuringiensis Kabul edilemez profil / B. thuringiensis olasihgi
K17 B. licheniformis B. licheniformis fyi tanimlama
K18 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
K19 B. megaterium Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
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Sekil 3. BCET-RPLA kiti sonug degerlendirme semasi
(Cokeltiler pembe renkli gézlenmektedir)

BDEVIA ile Enterotoksin Tespiti

BDEVIA (Bacillus diarrhoeal enterotoxin  visual
immunoassay) kiti (3M Tecra, ABD) ile gergeklestirilen,
Bacillus cereus diyarel enterotoksin (hemolitik olmayan
toksin) testi igin kitle birlikte gelen antikor kaph
kuyucuklar kullaniimigtir.

Tablaya vyerlestirilen kuyucuklara o6ncelikle yikama
cOzeltisinden  doldurularak  20-25°C'de 10 dak
beklenmistir. Stire sonunda yikama ¢ozeltisi bosaltiimis
ve kuyucuklara 200 uL ornek ¢ozeltisi ile pozitif kontrol
(PC) ve negatif kontrol (NC) koyularak 37°C’de 2 saat
inklbe edilmigtir. inkiibasyon bitiminde mikroplaka
yikayici (BioTek ELx800, ABD) kullanilarak yikama
cOzeltisi ile kuyucuklar 4 kez yikanmistir. Ardindan
kuyucuklara eslenik ¢ozelti (conjugate) eklenip 20-
25°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Sire sonunda
kuyucuklar mikroplaka yikayici ile 5 kez yikanmig, 200
ML substrat c¢ozeltisi eklenerek 20-25°C’de 30dak
slireyle inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda rengin
dagilmasi icin plaka yavasca sallanmis ve Sekil 4.’deki
renk karti kullanilarak degerlendirme yapilmigtir. Testin
gegerli olmasi igin PC’nin rengi en az #4 kadar koyu,
NC’nin rengi ise en fazla #2 kadar koyu olmalidir.
PCnin rengi en az #4 kadar koyu ise tepkimeyi
sonlandirmak igin kuyucuklara 20 pyL durdurma (stop)
gOzeltisi eklenmis ve mikroplaka okuyucu (BioTek
pQuant Monochromatic Spectrophotometer, ABD) ile
PC’nin maksimum absorbans verdigdi belirlenen 420 nm
dalga boyunda 30 dak. icinde okuma yapilmistir [27].
Absorbansi 0.2’den daha buyik olan Ornekler test
acisindan pozitif olarak degerlendirilmistir.

© @
# #2 #3 #4 #5

Sekil 4. BDEVIA kitinin sonug degerlendirme renk karti
(Renk gegcisi saydamdan koyu yesile dogrudur.)

BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada, daha 6nceki bir gcalismada izole edilmis
olan Bacillus izolatlarinin toksin Uretip Gretmediklerinin
belirlenmesinin nedeni, bu izolatlarin gida enddstrisi
basta olmak Uzere gesitli endustriyel uygulamalarda
kullanilabilirliginin arastirilmasina olanak
saglayabilmektir. Bu izolatlar aracih@ ile Uretilecek
maddelerin (enzim vs.) endustriyel uygulamalarda
kullanilabilirligi ancak GRAS statliide izolatlardan
yararlaniimasi ile mimkin olmaktadir. Bu amagla toksin
uretme kapasitesinde olan izolatlarin, endustriyel

uygulamalarda kullanilabilecek maddelerin Uretiminden
Once elenmesi saglanmistir.

BCET-RPLA kiti Hbl alt birimlerinden L,'yi, BDEVIA kiti
ise Nhe alt birimlerinden NheA’y! tespit edebilmektedir.
Her iki enterotoksin de (g alt birimden olusmakta ve
maksimum biyolojik aktivite igin her ¢ alt birimin birden
bulunmasi gerekmektedir [5, 7]. Testlerle L, ve NheA'nin
tespit edilmemesi durumunda toksinlerin Uretilmedigi
sonucuna varilabilmektedir. Ancak s6z konusu alt
birimlerin varliklarinin belirlenmesi, kesin olarak aktif
toksinin Uretilebilecegi anlamina gelmemektedir [5].
Dolayisiyla bu calismada kesin olarak bu toksinleri
Uretmeyecek olan izolatlarin segilmesi hedeflenmis ve
alt birimlerin  tespit edilmedigi izolatlarla, farkl
calismalara devam edilebilece@i 6ngorulmustur.

BCET-RPLA kiti sonuglari, mikro plakada ¢dkme olup
olmadigi gdzlenerek degerlendirilmektedir. izolatin Hbl
enterotoksini acisindan pozitif olarak
degerlendirilebilmesi igin, normal kosullarda, duyarl
lateks iceren 1. sttundaki kuyucuklarda ¢ékme olmasi,
ancak kontrol lateksi iceren 2. sttundaki kuyucuklarda
¢bkme olmamasi gerekmektedir. Nitekim pozitif kontrol
sus olarak kullanilan enterotoksik sus B. cereus 2248 ve
saf toksin igin ¢Okme durumu aynen bu sekilde
sonuglanmistir. izolatin negatif olarak
degerlendirilebilmesi igin ise her ki sutundaki
kuyucuklarda da ¢okme olmamasi gerekmektedir. Bu
calismada negatif izolatlarin degerlendiriimesinde sorun
yasanmamis, her iki sutunda ¢Okme gdzlenmeyen
izolatlar Hbl enterotoksinini Gretmesi bakimindan negatif
olarak kabul edilmisti. Ancak bunlarin disindaki
izolatlarda hem 1. hem de 2. sUtundaki kuyucuklarda
¢okme oldugundan, bu izolatlarin degerlendirimesinde
sikintilar ~ yasanmistir.  Toksin  kitinin ~ kullanma
kilavuzunda bazen kontrol lateksde spesifik olmayan
¢okmeler gozlenebilecegi, bu durumda; duyarl
lateksdeki ¢Okmenin, kontrol latekse gore daha ileri
seyreltme dizeylerinde olmasi sartiyla sonucun pozitif
olarak kabul edilebilecegi bildirilmistir [20]. Fakat bunun
tam tersi olarak, genellikle, kontrol lateksdeki ¢okmenin
duyarh lateksdekine gbre daha ileri seyreltme
dizeylerinde oldugu goézlenmistir. Dolayisiyla bu
izolatlar icin elde edilen sonuglar ne pozitifik ne de
negatiflik kurallariyla tam olarak uyum saglamistir. Bu
izolatlarin higbirindeki ¢oékme, enterotoksin agisindan
pozitif kontrol susu olan B. cereus 2248 veya saf
toksinin ¢ékme durumu ile benzerlik arz etmemesine
ragmen, sonuglar negatif olarak da degerlendirilemedigi
icin, risk almamak adina bu izolatlarin tamaminin Hbl
enterotoksini agisindan “muhtemel pozitif” olarak kabul
edilmesine karar verilmistir. Cokme durumunun farkh
sekilde gerceklesmesinin B. cereus digindaki izolatlarin
toksin  yapisinin  farklihgindan kaynaklanabilecegi
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distntlmektedir. Cékme durumunun nasil oldugunun
anlasilmasi igin bazi izolatlara ait BCET-RPLA sonuglari
Sekil 5’de gosterilmigtir.

Nhe enterotoksininin  tespiti (BDEVIA) Hbl
enterotoksinine gore daha rahat yapilmis, renk karti ile
yapilan degerlendirmenin, absorbans o6lcimu ile de
desteklenmesi sonuglarin yorumlanmasini
kolaylastirmistir. Bazi izolatlara ait test sonuglar Sekil
6'da gosterilmistir. Emetik sus olan B. cereus 2455/2'nin

NS N7 N8

Nhe enterotoksini agisindan da pozitif oldugu Sekil 6’da
gorilmektedir. Bu sonug, emetik toksin Ureten B. cereus
suglarinin nhe genini de tasidiklarini ve genellikle Nhe
enterotoksinini de Urettiklerini belirleyen diger arastirma
sonuglart  [15, 28, 29] ile uyum saglamaktadir.
Dolayisiyla emetik toksin Ureten suglar da diyareye
neden olabilmektedir. Ayrica standart sus olarak
kullanilan Bacillus subtilis RSK 246'nin da Nhe
enterotoksinini Uretebildigi belirlenmisgtir.

B. cereus 2248

Sekil 5. Baz

Bacillus izolatlar
(Cokeltiler pembe renklidir)

icin BCET-RPLA sonuglari

B. cereus 2248

RSK 246

Pozitif 4
kontrol

Negatif
kontrol

RSK 244<]

N 2 i
B. cereus 2455/2

Sekil 6. Bazi Bacillus izolatlari igin BDEVIA sonuglar (Pozitif suslar
icin renk degisimleri yesilin tonlari seklindedir)

Yukarida yapilan agiklamalar dogrultusunda, sinmis
ekmeklerden izole edilen izolatlar ile kontrol suslari igin
BCET-RPLA ve BDEVIA kitleri kullanilarak yapilan
enterotoksin analizi sonuglari Tablo 2'de verilmistir.
Sunmus ekmeklerden izole edilmis olan izolatlardan
sadece bir tanesinin (N6) hem Hbl hem de Nhe
enterotoksinlerini, 22 tanesinin sadece Hbl, 2 tanesinin
de (N10, N13) sadece Nhe enterotoksinini Uretebilme
kapasitesinde olduklari tespit edilmigtir.

Daha 6nce yapmis oldugumuz galismada [23] sinmus
ekmeklerden elde edilen izolatlarin tanimlama

sonuglarinin  gosterildigi Tablo 1 ile karsilastirma
yapildiginda sadece Hbl enterotoksini Urettigi tespit
edilen izolatlarin gogunlukla B. subtilis ve B. megaterium
olarak tanimlandidi, sadece Nhe enterotoksinini treten
izolatlardan N13 kodlu izolatin biyokimyasal testlerle B.
coagulans, API test kitleri ile B. licheniformis olarak;
N10’un ise her iki yontemle B. licheniformis olarak
tanimlandigi goérilmektedir. Her iki enterotoksini birden
ureten N6 kodlu izolat ise klasik testlerle B. subtilis, API
test kiti ile B. pumilus olarak tanimlanmistir.
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Tablo 2. Bacillus izolatlarinin enterotoksin analizi sonuglari

izolat BCET-RPLA (Hbl)*>  BDEVIA (Nhe) izolat BCET-RPLA (Hbl)? B('?\l'i\é;A
N1 - - K3 - -
N2 1:2 - K4 14 -
N3 - - K5 14 -
N4 1:4 - K6 - -
N5 1:4 - K7 - -
N6 1:1 + K8 14 -
N7 1:4 - K9 - -
N8 - - K10 - -
N9 - - K11 1:2 -
N10 - + K12 1:4 -
N11 1:2 - K13 1:4 -
N12 1:4 - K14 1:2 -
N13 - + K16 1:4 -
N14 1:4 - K17 - -
N15 1:2 - K18 1:4 -
N16 - - K19 1:8 -
N17 1:2 - BKO7 - -
N19 - - Bacillus subtilis PY 22 - -
N21 1:2 - Bacillus subtilis RSK 244 - -
N22 1:4 - Bacillus subtilis RSK 246 - +
K1 - - Bacillus cereus 2248 1.64 +
K2 1:4 - Bacillus cereus 2455/2 - +

8 Cokme gobzlenen en son kuyucuktaki seyreltme orani verilmistir. *: Muhtemel pozitif, : Negatif

Beattie ve Willliams [30] yaptiklari bir calismada bakteri
supernatantlarini BDEVIA ve BCET-RPLA Kkitleri ile test
etmis; B. thuringiensis, B. circulans, B. licheniformis, B.
lentus ve B. laterosporus/cereus’un Nhe; B. circulans, B.
laterosporus/cereus, B. lentus, B. licheniformis, B.
mycoides ve B. thuringiensis’in Hbl enterotoksinini
urettiklerini belirlemis, Uretilen toksinlerin B. cereus
toksinlerine benzer yapida oldugunu savunmuslardir.
Phelps ve McKillip [31] B. amyloliquefaciens, B.
circulans, B. lentimorbis, B. pasteurii ve B. thuringiensis
subsp. kurstaki gibi turlerin, Rowan ve ark. [32] ise B.
cereus, B. licheniformis, B. circulans ve B.
megaterium’un toksin Uretme kapasitelerinin oldugunu
belirlemiglerdir.

B. cereus ile ayni sinifta yer alan B. thuringiensis ile
yapilan calismalarda organik sebzelerden izole edilen
turlerin Hbl ve Nhe enterotoksinlerini Uretebildigi [33],
biyopestisit, gida ve gida kaynakl salginlardan elde
edilen izolatlarin orta diizey enterotoksin ureticisi oldugu
[34] tespit edilmistir. iki adet B. cereus susu ile ticari
mikrobiyal pestisitten izole edilen alti adet B.
thuringiensis susunun NheA Uretme ve ikiye katlanma
surelerinin karsilastirildigi bagka bir ¢alismada, 2 adet
B. thuringiensis var. kurstaki izolatinin diger iki B.
thuringiensis ve B. cereus izolatlarindan daha fazla
toksin Uretebildigi ve ikiye katlanma surelerinin B.
cereus’a ¢ok yakin oldugu, ancak diger iki B.
thuringiensis susunun ikiye katlanma suresinin ise B.
cereus’a gore daha uzun oldugu belirlenmisgtir [35].

B. cereus digindaki tirlerin enteroksin Uretmelerine
yonelik negatif bulgularin oldugu c¢alismalar da
bulunmaktadir. Mbozo ve ark. [36] bir tir fermente gida
olan Ntoba Mbodi Uretimi igin tapyoka yapraklarinin
fermentasyonunda rol oynayan Bacillus tdrlerinin
cesitliligini ve glvenilirligini arastirdiklar bir ¢alismada

baskin tirtin (%72.2) B. pumilus grubu (B. safensis, B.
pumilus, B. pumilus sensu lato) oldugunu, diger turlerin
ise B. cereus sensu lato, B. megaterium, B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. siamensis, ve B. licheniformis
oldugunu tespit etmis, B. cereus disindaki hicbir turin
toksin geni tagsimadigini belirlemislerdir. Benzer sekilde,
B. amyloliquefaciens [37], B. subtilis P223 [38], B.
subtilis P229'un [39] enterotoksin Uretmedikleri ve B.
toyonensis BCT-7112’in [40] ise enteroksin uretmedigi
veya B. cereus’a oranla ¢ok az JUrettigi yapilan
calismalarla belirlenmistir.

SONUG

Ozellikle B. subtilis ve B. licheniformis gibi Bacillus
tirleri GRAS olarak bilindiklerinden birgok endistriyel
uygulamada yaygin olarak kullaniimaktadir. Toksin
Uretimi acisindan Bacillus cereus Uzerinde 6nemle
durulurken, diger turlerin de toksin Uretebilecedi Gzerine
calismalar yaklasik son 15-20 yildir yapiimaktadir. Gida
endustrisi  basta olmak (Gzere tUm endustriyel
uygulamalarda kullanilacak olan, 6zellikle de yeni izole
edilmis olan, Bacillus tirlerinin toksin Uretimi agisindan
kontrol edilmesi gerekmektedir. Yapilacak olan
calismalarda toksin Uretmeyen suslar kullaniimal ya da
susun toksini Uretmedigi kaltir kosullarinin  tespit
edilmesi  gerekmektedir.  Toksini elimine etmek
acisindan diger bir yontem ise molekuiler biyoloji ve
genetik teknikleri ile toksini Uretmeyen rekombinant
susun elde edilmesidir.

Literatirdeki  calismalarda, sinmis  ekmeklerin
tiketilmesi durumunda gida zehirlenmesi vakalarinin
gorulebileceginden bahsedilmektedir. Ancak
g¢alismalarda, zehirlenmenin vicuda fazla miktarda
bakteri sporu alindigi zaman ortaya ¢ikabileceginden
s6z edilmis olmasina ragmen, bu zehirlenmenin, stz
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etmeni bakterilerin  toksin

uretiminden kaynaklandigini belirten literatur bilgisine
rastlanmamistir. Bu calisma ile ekmeklerde stnme
hastaligindan sorumlu Bacillus tirlerinin Hbl ve Nhe
enterotoksinlerini Uretme potansiyelinin oldugu tespit

edilmistir.

Ancak enterotoksin  Uretimi agisindan

“muhtemel pozitif” olarak tespit edilen turlerle ilgili daha
ileri analizlerin yapilarak, bu tirlerin enterotoksin geni
tasiyip tasimadiklarinin ya da enterotoksin Uretip
uretmediklerinin net olarak belirlenmesi gerekmektedir.
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