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Arastirma Makalesi

(074
Makale Tarihgesi: Bu ¢aligmada, Malatya ilinde iiretilen ve halk tarafindan yaygin olarak
gggaltft‘:rmligélzzzgzzé tikketilen yoresel koy tipi peynir orneklerinde, i) Bacillus cereus’un
Online Yayl.nlalnm.a:05.07.2023 varliginin belirlenmesi, ii) izolatlarda enterotoksin genlerinin polimeraz

zincir reaksiyonu (PZR) ile saptanmasi ve iii) antibiyotik direncinin
belirlenmesi amaglandi. Analize alinan toplam 75 adet peynir 6rneginin

Anahtar Kelimeler: 55’inde (%73,3) B. cereus saptandi. Yapilan molekiiler analizler
Bacillus cereus . R .. .
Peynir sonucunda, toplam 55 adet izolat B. cereus yoniinden hemolizin geni
Antibiyotik hedef alinarak dogrulandi. Bu izolatlardan 3’iinlin sadece nhe genini,
Enterotoksin 1’inin ise hem nhe hem de cytK genlerini tasidig tespit edildi. Ancak
Gen

izolatlarin higbirisinde hbl genine rastlanilmadi. Antibiyotik duyarlilik
testi sonucunda, izolatlarin tamami (%100) sefoksitine karsi direncli
olarak bulundu. Ayrica, %94,5 ile rifampin, %87,2 ile penisilin, %58,1
ile eritromisin, %56,3 ile gentamisin ve %12,7 ile kloramfenikol
direngliligi tespit edildi. izolatlarin %94,5’inin ¢oklu antibiyotik direnci
gosterdigi belirlendi. Gida gilivenligi ve halk sagligi kapsaminda
degerlendirildiginde, calismadan elde edilen bulgular, saglikli peynir
iiretimi i¢in gerekli teknolojik ve hijyenik 6nlemlerin alinmasi yoniinde
hem siit endiistrisine hem de halka 6nemli bilgiler sunmaktadir. Ayrica,
izolatlarin yiiksek diizeyde coklu antibiyotik direnci gdstermesi, bu
konuda alinacak onlemlere bagli olarak halk sagliginin korunmasina
katk1 saglayacaktir.

Investigation of Enterotoxin-Encoding Genes and Antibiotic Resistance in Bacillus cereus
Strains Isolated from Cheese Produced in Malatya Province

Research Article ABSTRACT

Article History: In this study, it was aimed, i) to determine the presence of Bacillus cereus
iecﬁee"{eeg; ggggg in local village type cheese samples produced in Malatya and consumed
pubnzhed' online: 05.07.2023 widely by the people of Malatya, ii) detection of enterotoxin genes in the

isolates by polymerase chain reaction (PCR), and iii) determination of
antibiotic resistance. B. cereus was detected in 55 (73.3%) of 75 cheese

Ki ds: . R .

Baimﬁsr cserGUS samples in total. After molecular analysis, a total of 55 isolates were
Cheese confirmed as B. cereus by targeting the hemolysin gene. It was determined
Antibiotic that 3 of these isolates carried only the nhe gene, and 1 of them carried

Enterotoxin

Gene both nhe and cytK genes. However, no hbl gene was found in any of the

isolates. As a result of the antibiotic susceptibility test, all of the isolates
(100%) were resistant to cefoxitin. Also, resistance to rifampin with
94.5%, penicillin with 87.2%, erythromycin with 58.1%, gentamicin with
56.3%, and chloramphenicol with 12.7% were found. It was determined
that 94.5% of the isolates showed multiple antibiotic resistance. Within the
scope of food safety and public health, these findings can give important
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information to the both dairy industry and public in order to take the
necessary technological and hygienic measures for healthy cheese
production. In addition, determination of very high level of multiple
antibiotic resistance among the isolates will contribute to the protection of
public health depending on the measures to be taken in this regard.
To Cite: Can HY., Sar1 KB. Malatya ilinde Uretilen Peynirlerden Izole Edilen Bacillus cereus Suslarinda Enterotoksin
Kodlayan Genler ile Antibiyotik Direncinin Arastirilmasi. Osmaniye Korkut Ata Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi
2023; 6(2): 1500-1512.

1. Giris

Bacillus cereus, Gram pozitif, acrob ya da fakiiltatif anaerob, endospor olusturma yetenegine sahip bir
bakteri olup, insanlarda emetik ve diyarel sendrom olmak {izere, iki tip gida kaynakli infeksiyona
neden olmaktadir (Liu ve ark., 2020). Etken patojenitesini farkli tipte {irettigi toksinler araciligiyla
gostermektedir. Bu amagla, hemolizin BL (Hbl), non-hemolitik enterotoksin (nhe), sitotoksin K (cytK)
ve enterotoksin FM (entFM) gibi diyareden sorumlu enterotoksinleri ve emetik toksini (cereulide)
sentezler (Logan, 2012; Tewari ve Abdullah, 2015; Walker-York-Moore ve ark., 2017; Pei ve ark.,
2018; Gdoura-Ben Amor ve ark., 2018). Enterotoksinlerden farkli olarak, emetik toksini 1s1ya ve aside
direncli bir peptit olup, kontamine gidada sentezler. Emetik form, tipik bir gida intoksikasyonu olup,
kontamine gida tiiketiminden 1-5 saat sonra mide bulantis1 ve kusma ile seyreder. Diyarel form, bir
toksi-infeksiyon olup, etken toksinlerini intestinal kanalda gelisirken sentezlemektedir. Kontamine
gida tiikketiminden 8-16 saat sonra ortaya ¢ikan diyare ve abdominal agri gibi semptomlarla
karakterizedir (McKillip, 2000; Wijnands ve ark., 2006; Gao ve ark., 2018; Adame-Gomez ve ark.,
2020; Hammad ve ark., 2021). Her iki sendromda da semptomlar genellikle 24 saatten daha az
stirmektedir. Bu nedenle, B. cereus kaynakli gida infeksiyonlan diisiik diizeylerde rapor edilmektedir
(Tewari ve Abdullah, 2015; Abraha ve ark. 2017; Gdoura-Ben Amor ve ark., 2018). Bununla birlikte,
B. cereus, immun sistemi baskilanmis kisilerde firsatg1 bir patojen olarak, endoftalmit, endokardit,
pndmoni, septisemi, gastrit, osteomyelit ve hepatit gibi ciddi seyirli ekstraintestinal infeksiyon ve
yangisal reaksiyonlara yol agabilir (McKillip, 2000; Gao ve ark., 2018; Pei ve ark., 2018; Hammad ve
ark., 2021).

B. cereus aslinda bir toprak saprofiti olup, dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Sporlu bir bakteri
olmasi ve sporlarinin 1siya direng gostermesi, buzdolabi sicaklifinda gelisebilmesi ve toksin
iiretebilmesi nedeniyle gida giivenligi ve halk sagligi agisindan potansiyel bir tehlike olusturur
(McKillip, 2000; Ozdemir, 2003; Wijnands ve ark., 2006; Giindogan ve Avci, 2014; Abraha ve ark.,
2017; Gdoura-Ben Amor ve ark., 2018; Pretorius ve Buys, 2021). Ureme sicakligi aralig1 oldukca
genis olup (4-50 °C), 45 °C’nin ilizerinde ve 7 °C’nin altinda iireyebilen termofilik ve psikrotrof
suslarmin oldugu bilinmektedir (Tewari ve Abdullah, 2015).

Spor formu bakterinin olumsuz kosullara kars1 daha direngli olmasini saglayarak, gevreye ve gidalara
bulagmasinda 6nem tagir (Kotiranta ve ark., 2000; Logan, 2012). B. cereus un ¢ig siitiin dogal bir
kontaminanti oldugu, diisiik diizeylerde de olsa spor formunda ¢ig siitte siklikla bulunabilecegi ve yaz

mevsimi boyunca siitteki diizeyinin arttig1 belirtilmistir (Becker ve ark., 1994; Larsen ve Jorgensen,
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1997; Tewari ve Abdullah, 2015; Liu ve ark., 2020). Dolayistyla, siit ve iirtinlerini siklikla kontamine
ederek, kalite kusurlarina yol agabilir (Ahmed ve ark., 1983; Wong ve ark., 1988; McKillip, 2000; Pei
ve ark., 2018). Ayrica, B. cereus un siit hayvanlarinda ciddi seyirli mastitise yol a¢tig1 bilinmektedir
(Schiefer ve ark., 1976; Becker ve ark., 1994). B. cereus siite toprak, hava, su, giibre, yem, hayvanin
meme basindan ve sagim yapanlardan gegebildigi gibi, ayrica siit sagim ekipmanlarinda da etkenin
sporlarina rastlanilmaktadir. Siit sagim ekipmanlarmda bulunabilen sporlarin yukarida belirtilen diger
kaynaklardaki sporlara gore daha yavas germine olabildigi ve yavas germine olan sporlarin hizli
germinasyona sahip sporlara gére daha direngli olduklari belirtilmistir. Sporlar1 hidrofobik 6zellikte
olup, temizlik ve dezenfeksiyon islemi yetersiz uygulandiginda alet ve ekipman ylizeylerine tutunarak
biyofilm tabakasi olusturmaktadir. Bunun sonucunda kontaminasyon riski artmaktadir (Becker ve
ark., 1994; Larsen ve Jorgensen, 1997; Kotiranta ve ark. 2000; Ozdemir, 2003; Magnusson ve ark.,
2007; Logan, 2012; Gdoura-Ben Amor ve ark., 2018; Pretorius ve Buys, 2021). Etkenin sporlarinin
pastorizasyondan sonra da canliligini siirdiirebilecegi belirtilmistir. Hizli germine olabilen sporlari
72 °C’de 10 sn siire ile pastorizasyon isleminden sonra, siitte 20 °C’de 24 saat igerisinde germine
olabilirler (Becker ve ark., 1994; Stenfors Arnesen ve ark., 2008; Logan, 2012; Pei ve ark., 2018; Liu
ve ark., 2020). Bu durum, pastorize siit tiretiminde teknolojik kusurlara, raf 6mriiniin kisalmasina,
ekonomik kayiplara ve gida giivenligi problemlerine yol agabilir (Ahmed ve ark., 1983; Kotiranta ve
ark., 2000; Magnusson ve ark., 2007; Logan, 2012; Gao ve ark., 2018). Ote yandan, baz1 B. cereus
suslar1 insanlarda probiyotik amag¢li da kullanilabilmekte olup, spor formunda probiyotik iiriinlerde
uzun siire canliligin1 korumakta ve mide asit bariyerini de kolaylikla agabilmektedir. Bu tiir probiyotik
tiriinler, bagta Vietnam olmak iizere Giineydogu Asya’da yaygin olarak pazarlanmakta, yine son
donemde batida da bu konuya ilgi hizla artmaktadir (Logan, 2012; Liu ve ark., 2020).

B. cereus rekabetci yetenegi zayif bir bakteri olmasina ragmen, gidalara uygulanan 1s1 iglemi yarigmaci
floranin baskilanmasina, B. cereus’un florada baskin hale gelmesine ve oda sicakliginda muhafaza
sirasinda sporlarin germinasyonuna neden olabilmektedir (Mc Killip, 2000; Gdoura-Ben Amor ve ark.,
2018).

B. cereus pastdrize siit ve iriinlerinin raf dmriinii belirlemede etkin rol oynamaktadir (Becker ve ark.,
1994; Magnusson ve ark., 2007). Ozellikle psikrotrofik suslar1 sogukta muhafaza sirasinda (7 °C’nin
altinda) geliserek, birtakim ekstraselliiler enzimler (proteaz gibi) salgilayarak siit ve tirlinlerinde
bozulmaya yol agabilir (Te Giffel ve ark. 1997, McKillip, 2000, Tewari ve Abdullah, 2015, Abraha ve
ark. 2017, Pretorius ve Buys, 2021). Sporlart UHT (utrahigh heat treatment) siit iretiminde
yikimlanabilmekte, ancak lipolitik ve proteolitik enzimleri tamamen inhibe edilememektedir.
Dolayisiyla, oda sicakliginda aktive olan bu enzimler uzun 6miirlii siitlerde arzu edilmeyen tat, aroma
ve yap1 olusumuna neden olabilir (Becker ve ark., 1994; Larsen ve Jorgensen, 1997; Ozdemir, 2003;
Logan, 2012).

Antibiyotik direnci patojen bakterilerde ortaya ¢ikan dnemli bir halk sagligi ve gida giivenligi sorunu

olup halen giincelligini korumaktadir. Antibiyotiklerin tedavi amagli hayvansal {iretimde ve beseri
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hekimlikte asir1 ve bilingsizce kullanimi sonucunda ortaya ciktigr bildirilmektedir. Genellikle
hayvansal gidalarin tiiketimiyle direngli suslarin insanlara gectigi bilinmektedir. Plazmid kdkenli aktif
antibiyotik diren¢ mekanizmasina sahip olan patojen bir bakteri, bunu floradaki diger patojen
bakterilere de aktarabilir. Bununla birlikte, gida kaynakli patojen bakterilerde ¢oklu antibiyotik
direncinin tespit edilmesi ise endige vericidir. Bu durumda, direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina
neden olan antibiyotigin klinik etkinligi azalarak, glinlimiizde tedavisi zorlagan antibiyotiklere direncli
infeksiyonlar ortaya ¢ikmaktadir (WHO, 2020; WHO, 2021). B. cereus’un ii¢ farkli tipte beta-
laktamaz enzimini sentezleyebilmesi viriilensi agisindan énemli olup, buna bagl olarak ii¢lincii kusak
sefalosporinler de dahil olmak iizere, genellikle beta-laktam grubu antibiyotiklere direng
gostermektedir (Kotiranta ve ark., 2000).

B. cereus’un ¢ig siitiin dogal bir kontaminanti oldugunu dikkate aldigimizda, kontamine siitiin peynir
iiretiminde kullanilmas1 sonucunda etken son {iriine gecebilir. Ayrica, peyniri tiiketime hazir bir gida
olarak degerlendirdigimizde, enterotoksijenik ve antibiyotiklere direnc¢li B. cereus suslar1 halk saglig
acisindan potansiyel bir tehlike olusturabilir. Bu amagla, bu calismada Malatya ilinde {iretilen ve halk
tarafindan da yaygin olarak tiiketilen yoresel koy peyniri 6rneklerinde B. cereus varligi tespit edilerek,
elde edilen izolatlarda enterotoksin genlerinin varli§i ile izolatlarin bazi antibiyotiklere karsi

direncliligi arastirildi.

2. Materyal ve Metot

Caligma kapsaminda, Malatya ilinde peynir pazar ile sarkiiterilerde yaygin olarak satilan ve evlerde
de geleneksel yontemlerle iiretilen ve halk tarafindan ‘Malatya peyniri’ olarak adlandirilan yoresel kdy
peyniri 6rnekleri toplanarak, materyal olarak kullanildi. Bu amagla, her biri yaklasik 150-200 g olan
toplam 75 adet peynir 6rnegi, aseptik kosullarda toplanarak, soguk zincirde laboratuvara ulagtirildi ve

ayni giin analize alind1.

2.1. B. cereus 'un Izolasyon ve Identifikasyonu

Bu amagla, oncelikle peynir orneklerinde klasik kiiltiir teknigi ile B. cereus izolasyonu (Tallent ve
ark., 2012) gerceklestirildi. Elde edilen izolatlar hemolizin geni hedef alinarak PCR yontemi ile
dogrulandi (Wang ve ark., 1997). On zenginlestirme igin, her bir peynir 6rneginden aseptik kosullarda
homojen olarak steril polietilen posetlere 10’ar g tartildi. Orneklerin iizerine polimiksin B igeren
Tryptic Soy Broth’dan 90 ml eklendi. Hazirlanan 6rnekler stomacher’de (Interscience, France) 2 dk
siire ile homojenize edildi ve daha sonra, 30 °C’de aerob kosullarda 24 saat siire ile inkiibasyona
birakildi. inkiibasyonun sonunda Brilliance Bacillus cereus agara cizme plak yontemi ile ekimler
yapildi. Plaklar 30 °C’de aerob kosullarda 24-48 saat siire ile inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun

sonunda, agarda iireyen turkuaz yesili renkteki koloniler B. cereus siipheli olarak degerlendirildi.
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2.2. Pozitif kontrol
Caligmada pozitif kontrol olarak, Halk Sagligi Genel Miidiirligi, Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu

Laboratuvarindan temin edilen B. cereus susu kullanildi.

2.3. Molekiiler Analizler

Siipheli kolonilerden kaynatma yontemi kullanilarak DNA ektsraksiyonu yapildi (Adame-Gomez ve
ark., 2020). Steril ependorf tiiplerine 100’er mikrolitre Dnaz/Rnaz igermeyen saf su konuldu. Oze
yardimiyla alinan siipheli koloniler, ependorf tiiplerine aktarildi ve tiipler vortekslendi. Sicak su
banyosunda 95 °C’de 10 dakika kadar bekletildi. Sicak su banyosundan ¢ikarilan tiipler, kuru buz
tizerine almarak, 4 °C’ye kadar sogutuldu. Daha sonra 10.000x g’de 10 dk santrifiij edildi. Tiipiin
dibindeki tortu kismina degmeden, siipernatant kismindan 60-80 pl kadar pipetle alinarak, steril
ependorf tliplerine aktarildi. Elde edilen DNA’lar, ileri analizler i¢in -20 °C’de stoklandi.

Elde edilen DNA’lar, Wang ve ark. (1997) tarafindan oOnerilen amplifikasyon kosullari ve primer
ciftleri kullanilarak hemolizin geni hedef alinarak B. cereus yoniinden PCR ile dogrulandi (Tablo 1).
PCR miksi, DreamTaq Green PCR master miks (2X)’den 12,5 pl, 10 pmol/pl konsantrasyonda
hazirlanan her bir primerden 0,625 pl, saf sudan 9,25 pl ve hedef DNA’dan 2 pl ilave edilerek, total
hacim 25 pl olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra, hazirlanan 6rnekler Thermal Cycler’da (Boeco TC
Pro, Germany) amplifikasyon islemine tabi tutuldu. Amplifikasyon kosullari, 94 °C’de 15 sn 6n
denatiirasyon, 35 siklus seklinde tekrarlayan 94 °C’de 3 sn denatiirasyon, 50 °C’de 10 sn primer
baglanmasi, 74 °C’de 35 sn primer uzamasi ile son olarak, 74 °C’de 2 dk ilave uzama asamalarini

icerecek sekilde uygulandi.

Tablo 1. Calismada kullanilan primer ¢iftleri ve amplikon biiyiikliikleri

Hedef gen  Primer sekansi (5°- 3°) Amplikon Referans
biiyiikliigii
(bp)
Hemolizin BC-1, CTGTAGCGAATCGTACGTATC 185 Wang ve ark.
geni BC-2, TACTGCTCCAGCCACATTAC (1997)
hbl HD2 F, GTA AAT TAI GAT GAI CAATTTC 1091
HA4 R, AGA ATAGGC ATT CAT AGATT
nhe NA2F, AAGCIGCTCTTCGIATTC 766 Ehling-Schulz
NB1R, ITI GTT GAA ATA AGC TGT GG ve ark.(2006)
cytK CK F2, ACA GAT ATC GGI CAA AAT GC 421

CKR5, CAAGTIACT TGA CCIGTT GC

Dogrulanan izolatlarda diyarel toksin genlerinin (nhe, hbl, cytK) varligi multipleks PCR yontemi ile
belirlendi. Bu amagla, Ehling-Schulz ve ark. (2006) tarafindan 6nerilen amplifikasyon kosullart ve
primer giftleri kullanildi. PCR miksi, 5 pl 10xPCR buffer, 1 pl 10 mM dNTP karisimi, 1 U Taq DNA
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Polimeraz, 10 pmol/ul konsantrasyondaki her bir primerden hbl, cytK ve nhe genleri i¢in sirastyla 5 pl,
2 ul, 1,5 pl ve 6 pul 25 mM MgCl; ilave edilerek hazirlandi. Karigimin {izerine 6rnek DNA’larindan
I’er pl eklenerek, toplam 50 pl’lik karisim amplifikasyon islemine tabi tutuldu.

Amplifikasyon kosullari, 94 °C’de 15 dk 6n denatiirasyon, 30 siklus seklinde tekrarlayan 95 °C’de
30 sn denatiirasyon, 49 °C’de 30 sn primer baglanmasi, 72 °C’de 1 dk primer uzamasi ile son olarak,
72 °C’de 2 dk ilave uzama asamalarini icerecek sekilde uygulandi. Elde edilen amplikonlar, %1,5°1ik
konsantrasyonda hazirlanan agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklenerek, 120 voltta 1 saat siireyle
elektroforez (CS-300V, England) islemine tabi tutuldu. Bu islemin sonunda, her bir toksin geni i¢in
spesifik olan amplikonlar, =~ DNA ladder yardimiyla UV transilluminatorlii bilgisayarli jel
dokiimantasyon sisteminde (UVP, USA) incelendi.

2.4. Antibiyotik Direncinin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin antimikrobiyel duyarliliklar1 disk difiizyon yontemi ile belirlendi. Bu islem,
Mueller-Hinton agarda, penisilin (10 1U/disk), gentamisin (10 pg/disk), rifampin (5 pg/disk),
kloramfenikol (30 pg/disk), eritromisin (15 pg/disk) ve sefoksitin (30 pg/disk) antibiyotik diskleri
kullanilarak yapildi. B. cereus yoniinden dogrulanan ve -20 °C’de stoklanan izolatlar, Brain-Hearth
Infusion Broth’a pasajlandi. Broth’lardaki bakteri yogunlugu %0,85°lik steril fizyolojik tuzlu su ile 0,5
McFarland olarak ayarlandi. Daha sonra, kiiltiir siispansiyonlarindan steril pamuk svap ile alinarak,
Mueller-Hinton Agara svap yontemi ile inokulum yayildi. Antibiyotik diskleri steril bir pens
yardimiyla agar yiizeyi ile tamamen temas edecek sekilde esit olarak yerlestirildi. Aerob kosullarda 37
°C’de 24 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda, antibiyotik iceren disklerin
cevresindeki inhibisyon zonlarinin ¢aplart dlgiilerek kaydedildi. CLSI (2015)’in Staphylococcus spp.
icin belirledigi kriterler dikkate alinarak, izolatlar belirtilen antibiyotiklere kars1 direngli, orta diizeyde

direncli ya da duyarl olarak siniflandirildi.

3. Bulgular

Analize alinan toplam 75 adet peynir drneginin 55’inde (%73,3) B. cereus saptandi. Yapilan molekiiler
analizler sonucunda, toplam 55 adet B. cereus izolati elde edildi (Sekil 1). Elde edilen 55 izolatin
4’iiniin (%7,2) enterotoksin olusumundan sorumlu en az bir geni tasidig1 saptandi. Bu izolatlardan
3’tiniin (%5,4) sadece nhe genini, 1’inin (%1,8) ise nhe ve cytK genlerini birlikte tasidigi tespit

edilirken, izolatlarin higbirisinde hbl genine rastlanilmadi.
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185 bp

Sekil 1. Elde edilen B. cereus suslarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii [M; DNA marker (100 bp), 1: Pozitif
kontrol, 2-7: B. cereus olarak dogrulanan izolatlar (185 bp)]

B. cereus olarak dogrulanan 55 izolatin 6 farkli antibiyotige karsi direnglilikleri arastirildi. Antibiyotik
direnglilik sonuglar incelendiginde, 1 izolat en az bir antibiyotige, 2 izolat en az iki antibiyotige, 11
izolat en az ii¢ antibiyotige, 23 izolat en az dort antibiyotige, 13 izolat en az bes antibiyotige ve 5
izolat ise test edilen antibiyotiklerin tamamina kars1 direngli olarak saptandi. izolatlarn %94,5’inin
¢oklu antibiyotik direnci (aym1 anda iic ya da daha fazla antibiyotige karsi direnclilik durumu)
gosterdigi bulundu.

Calismada izolatlarin tamami (%100) sefoksitine karsi direngli olarak belirlendi. Bunu sirasiyla,
%94,5 ile rifampin, %87,2 ile penisilin, %58,1 ile eritromisin, %56,3 ile gentamisin ve %12,7 ile
kloramfenikol izledi (Tablo 2).

Tablo 2. izolatlarm ¢aligmada kullanilan antibiyotiklere direnglilik diizeyleri (n=55)

Antibiyotikler Direncli Orta diizeyde direncli Duyarh
n (%) n (%) n (%)

B-laktam grubu

Penisilin 48 (87,27) 0 7 (12,72)

Sefoksitin 55 (100) 0 0

Aminoglikozidler

Gentamisin 28 (50,90) 3 (5,45) 24 (43,63)

Fenikoller

Kloramfenikol 7(12,72) 0 48 (87,27)

Makrolid grubu

Eritromisin 18 (32,72) 14 (25,45) 23 (41,81)

Digerleri

Rifampin 50 (90,90) 2 (3,63) 3 (5,45)

n: pozitif izolat sayisi
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4. Tartisma ve Sonug¢

Bu c¢alismada, analize aliman peynir orneklerinin B. cereus ile kontaminasyonun yiiksek diizeyde
bulunmasi (%73,3), tiretimde kullanilan siitiin yiiksek diizeyde B. cereus sporu igermesi ile liretimde
¢ig siitiin kullanilmas1 ya da yetersiz pastorizasyon ve pastdrizasyon sonrasi kontaminasyonlar ile
aciklanabilir. Antibiyotik duyarlilik testi sonucunda, izolatlarin beta-laktam grubu antibiyotiklere
(penisilin, sefoksitin) oldukc¢a yiiksek diizeylerde direngli olmasi, B. cereus’un beta-laktamaz enzimi
sentezleyen bir bakteri olmasindan kaynaklanabilir.

Bu kapsamda, iilkemizde yiiriitiilen ¢aligmalari inceledigimizde, Van’da tiiketime sunulan ¢ig siit ve
otlu peynir 6rneklerinde B. cereus sirasiyla %10 ve %1,3 diizeylerinde saptanmistir (Agaoglu ve ark.,
1999). Farkli olarak, Hakkari’de iiretilen otlu peynir 6rneklerinde B. cereus’a rastlanilmamistir
(Tekinsen, 2004). Ankara’da yaz aylarinda satisa sunulan 120 adet pastorize siit 6rneginin 56’sinda
(%46,6) B. cereus tespit edilmistir (Ozdemir, 2003). Ankara’da yiiriitiilen baska bir arastirmaya gore,
¢ig siit orneklerinin %90 diizeyinde, beyaz peynir 6rneklerinin ise %70 diizeyinde B. cereus ile
kontamine oldugu bulunmustur. Benzer sekilde, izolatlar beta-laktam grubu antibiyotiklere (ampisilin,
penisilin) karst direngli olarak belirlenirken, ancak sefotaksim, kloramfenikol, siprofloksasin,
eritromisin, gentamisin ve tetrasikline karsi duyarli olarak saptanmistir (Gundogan ve Avci, 2014).
Yine, siit, pastorize siit ve beyaz peynir orneklerinden izole edilen toplam 72 adet Bacillus’larin
%41,6’s1 beta-laktamaz pozitif olarak tespit edilerek, beta-laktamaz pozitif suslar sirasiyla en ¢ok
peynirden (%60), daha sonra ise pastdrize siit (%26,6) ile ¢ig siitten (%13,3) izole edilmistir (Uraz ve
ark., 1996).

Bursa ilinde Yibar ve ark. (2017) analize aldiklar1 ¢ig siit, pastorize siit ve peynir orneklerinde
B. cereus’u sirasiyla %3,8, %26, %10,4 diizeylerinde belirleyerek, peynir érneklerinden izole ettikleri
suslarda benzer sekilde ¢oklu antibiyotik direncini (2 ve ilizerinde antibiyotige direnglilik) %90,9
olarak ¢ok yiiksek diizeylerde bulunmustur. Calismamizla uyumlu olarak, en yiiksek direnglilik beta-
laktam grubu antibiyotiklere karsi saptanirken, kloramfenikole karsi da %10,5 diizeyinde bir
direnglilik tespit edilmistir. Farkli olarak, izolatlarin tiimii eritromisine karst duyarli olarak
saptanmustir. Ayrica, izolatlarin enterotoksin tiretiminden sorumlu nhe ve hbl genlerini tasidigi
bulunmustur.

Hatay’da ydresel peynirlerde (Siirk ve Cara peynirleri) ve ¢ig siitte B. cereus sirasiyla %16,6, %34,2
olarak saptanmistir. Cig siitten elde edilen izolatlarin toksin geni tasimadigi, ancak peynirden izole
edilen suslarin bu ¢alismadan daha yiiksek diizeylerde olmak iizere, yalmz nhe genini (%60) tasidig
belirlenmistir (Can ve ark., 2022).

Yurt disinda yapilan caligmalar inceledigimizde, Danimarka’daki 257 adet pastorize siit iirtinliniin
%56’sinda B. cereus tespit edilerek, kontaminasyon diizeyinin yaz mevsiminde daha yiliksek oldugu
bulunmustur (Larsen ve Jorgensen, 1997).

Cin’de Wong ve ark. (1988), B. cereus’u pastorize siitten %2 diizeyinde izole ederken, izolatlar benzer

sekilde penisilinlere yiiksek diizeyde direncli olarak saptanmustir, ancak izolatlarin kloramfenikol,

1507



eritromisin, gentamisin, kanamisin, nalidiksik asit, streptomisin ve siilfametoksazol-trimetoprime karsi
duyarli olduklart bulunmustur. Yaklagik 30 yil sonra, Cin’de yapilan bagka bir arastirmaya gore,
pastdrize siit drneklerinin %27 diizeyinde B. cereus ile kontamine oldugu bulunmustur. Izolatlarda
hbl, cytK ve nhe genleri sirasiyla %45, %73 ve %93 diizeyinde tespit edilmistir. Antibiyotik duyarlilik
testi sonucunda, c¢alismamiza benzer sekilde, izolatlarin biiyiik ¢ogunlugu beta-laktam grubu
antibiyotikler (penisiline %99, sefoksitine %95 diizeyinde direncli) ile rifampine (%97) direngli olarak
saptannugtir.  Izolatlarm tamaminm gentamisin ve kloramfenikole karsi duyarli oldugu, ancak
eritromisin (%19), trimetoprim-siilfametaksazol, (%19) ve kanamisine (%]15) karsi belli oranlarda
direng gelistigi ve izolatlarin %34 diizeyinde ¢oklu antibiyotik direnci gdsterdigi bulunmustur (Gao
ve ark., 2018).

Bat1 Afrika’da iiretilen yoresel peynirlerin %39’unda, ¢ig siit 6rneklerinin %47’sinde ve yogurt
orneklerinin %35’inde B. cereus tespit edilerek, izolatlarin enterotoksin olusumundan sorumlu
genlerden en fazla cytK (%75), sonra ise sirasiyla entFM (%67), nheABC (%60), hblACD (%13)
genlerini tagidigi bulunmustur. Benzer sekilde, izolatlar beta-laktam grubu antibiyotiklere kars1 yiiksek
diizeyde direngli olarak belirlenmistir. Farkli olarak, izolatlarin tamami rifampine karsi duyarl olarak
saptanirken, kloramfenikol direnci ise %0,01 olarak belirlenmistir (Owusu-Kwarteng ve ark., 2017).
Polonya’da marketlerde satisa sunulan taze, kiiflii ve olgunlastirilmis peynirlerde B. cereus prevalansi
sirastyla %38,6, %52,5, %43,4 diizeylerinde, totalde ise kontaminasyon diizeyi %41,7 olarak
bulunmustur. Pastorize siit 6rneklerinde ise %30 diizeyinde etkene rastlanilmistir. Peynir ve pastorize
stit orneklerinden elde edilen B. cereus suslarinin enterotoksin iiretiminden sorumlu genleri (nhe, hbl)
yiiksek diizeylerde (%75,9-89,1) tasidigi tespit edilmistir (Berthold-Pluta ve ark., 2019).

Misir’da farkli marketlerden toplanan ¢ig siit, pastdrize siit ve peynir 6rneklerinde etken sirasiyla %85,
%8,8 ve %10 diizeylerinde belirlenmistir. Caligmamizdan daha yiiksek diizeylerde olmak iizere,
nheABC gen kompleksi peynir izolatlarinda sirasiyla %71, hbIACD %50 ve cytK ise %54
diizeylerinde saptanmistir. Misir’da iretilen siitiin %85’nin sokak siitii seklinde satildigi ve siit
triinlerinin halen geleneksel yontemlerle iretildigi belirtilerek, siit ve lriinlerindeki toksijenik B.
cereus suslarinin  halk sagligi agisindan tehlike olusturabilecegi bildirilmistir (Hammad ve ark.,
2021).

Ahmed ve ark. (1983) tarafindan incelenen 400 adet siit ve iiriinlerinde, B. cereus sirasiyla ¢ig siit,
pastorize siit ve Cedar peynir Orneklerinde %9, %35 ve %14 diizeylerinde saptanirken, yogurtta
belirlenememistir. Hollanda’da analize alman pastdrize siit Orneklerinde B. cereus %40 oraninda
saptanirken (Te Giffel ve ark., 1997), siit ve iiriinlerinde %10 diizeyinde (Wijnands ve ark., 2006)
bulunmustur.

Dogu Etiyopya’daki marketlerde satilan ¢ig siit 6rneklerinin %38,8 diizeyinde B. cereus ile kontamine
oldugu ve pozitif 6rneklerden izole edilen suslarin yiiksek diizeyde beta-laktam grubu antibiyotiklere
(penisilin ve ampisiline %100, amoksilin ve sefoksitine %80 diizeyinde direncli) karsi direngli

olduklar1 bulunmustur (Abraha ve ark., 2017).
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Farkli olarak, Wijnands ve ark. (2006) siit ve iiriinlerinden elde ettikleri izolatlarin %30 diizeyinde
sadece nhe, %1,3 diizeyinde sadece hbl genini tagidigin1 bulmuslar, ancak cytK genine izolatlarda
diger toksin genleri ile birlikte rastlanilmistir. Izolatlarda nhe ve cytK genlerinin birlikte bulunma
diizeyi %7,5 olarak saptanirken, izolatlarin hbl-nhe-cytK genlerini ayn1 anda %20 diizeyinde tasidig1
belirlenmistir.

Calismadan daha disiik diizeylerde olmak tizere, Meksika’ya 6zgii ve ¢ig siitten yapilan peynirlerin
%29,4 diizeyinde B. cereus ile kontamine oldugu belirlenerek, ancak elde edilen izolatlarin yiiksek
oranda (%91,3) toksijenik 6zellige sahip oldugu bulunmustur (Adame-Gomez ve ark., 2020).
Tunus’ta 2014-2015 yillar arasinda toplanan toplam 84 adet siit iiriiniinde (¢ig siit, tereyag1 ve peynir)
B. cereus oldukca diisiik diizeylerde (%4,8) tespit edilerek, filogenetik simiflandirmada siit
iirlinlerinden elde edilen izolatlarin tamamu yetersiz sanitasyonu temsil eden oldukea riskli grupta yer
almustir (Gdoura-Ben Amor ve ark., 2018).

Sonug olarak, gida kaynakli infeksiyon ve intoksikasyonlarin sekillenmesinde siit ve iiriinleri 6zellikle
de ¢ig siitten iiretilen peynirler bu kapsamda 6nemli bir risk olusturulabilir. Cig siit B. cereus ile
siklikla kontamine olabilmekte ve boyle siitlerin peynir iiretiminde kullanilmasi ile etken son iiriine
gecebilmektedir. Sporlu bir bakteri olmasi, toksin iiretebilmesi ve bazi suslarmin buzdolabi
sicakliginda da gelisebilmesi dolayisiyla, siit ve iiriinlerinde etken infektif doza ulasabilir. Etkeni gida
zincirinden tamamen elimine etmek zor olmakla birlikte, bu amagla, birtakim koruyucu onlemler
almabilir. Peynir {iretiminde kullanilacak siitiin saglikli hayvanlardan hijyenik sartlarda elde edilmesi,
pastorize edilerek kullanilmasi ve pastorizasyon sonrasinda rekontaminasyonlarin engellenmesi, ayrica
peynir {iretiminde yiiksek asitligin saglanmasi, tuzun kullanilmasi, nakliye ve satis esnasinda soguk
muhafazanin saglanmasi gibi koruyucu onlemler ile etkenin gelisimi smirlandirilabilir. Bununla
birlikte, calismada antibiyotiklere direngli suslarin izole edilmesi sonucunda bu suslar araciligiyla
antibiyotik direncinden sorumlu genler floradaki diger patojen bakterilere aktarilabilir. Bu kapsamda,

hayvan yetistiriciligi ve hayvansal iiretimde antibiyotiklerin daha bilingli kullanilmas1 gerekmektedir.

Cikar Catismasi Beyani

Makale yazarlari herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan eder.

Arastirmacilarin Katki Oram Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye benzer oranda katki saglamis oldugunu beyan eder.
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