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OZET

Bu calismada, Ankara ilinde cesitli kasap ve marketlerde tiiketime sunulan
15’er adet kusbasi, kiyma ve tavuk olmak iizere toplam 45 adet et 6rneginde
mezofilik Bacillus cinsi bakterilerin varhgi ile koliform grup mikroorganizma /
E. coli sayis1 arastirilmistir. Tammmlanan bu Bacillus tiirlerinin proteolitik ve
lipolitik enzim aktiviteleri calisilnistir. Bu calismada aym zamanda Satujera
wiedemanniana (Lalem.) Velen. bitkisinden elde edilen ucucu yagin Bacillus
tiirleri iizerine antimikrobiyal etkisi de arastirilmistir. Incelenen 6rneklerden
kusbas1 ve kiyma et 6rneklerinin hepsinde (% 100), tavuk 6rneklerinin 12’sinde
(%80) Bacillus cinsi bakterilerin varligi tespit edilmistir. Bu o6rneklerden
toplam 279 Bacillus izolati elde edilmistir. Bu izolatlarm 121’i (%36,2) B.
circulans, 52’si (%18,6) B. firmus, 40’1 (%14,3) B. lentus, 39’u (%13,9) B.
megaterium, 34’1 (%12,1) B. licheniformis, 9’u (%3,2) B. mycoides, 3’ii (%1) B.
sphaericus, 1’i de (%0,3) B. cereus olarak tammlanmstir. Kusbasi ve kiyma et
orneklerinden B. circulans sirasiyla 42 (%63,6), 52 (%29,5), tavuk etinden 9

(%24,3) B. megaterium en fazla izole edilen Bacillus tiirleridir.

Incelenen orneklerde koliform grup mikroorganizma / E. coli sayis1 EMS

yontemine gore <0,30 adet/gr ile >110,0 adet/gr arasinda degisen degerlerde



hesaplanmistir. 45 ornegin 24’iinde koliform mikroorganizma sayis1 >110,0

adet/ gr, E. coli sayis1 5 ornekte >110,0 adet/ gr degerlerinde bulunmustur.

Tammlanan Bacillus izolatlarimin proteolitik ve lipolitik enzim aktivite
sonuclar1 degerlendirildiginde 279 Bacillus izolatimm 168 (%60,2)’inin
proteolitik enzim aktivitesi, 132 (%47,3)’sinin lipolitik enzim aktivitesi pozitif

olarak bulunmustur.

Satujera wiedemanniana (Lalem.) Velen. bitkisinden elde edilen ucucu yagin
Bacillus tiirleri iizerine antimikrobiyal etkisi agar kuyu difiizyon metoduna
gore arastirlmistir. Ucucu yaglarda antimikrobiyal aktivite en fazla B.

megaterium’da (17,0+£3,0 mm), en zayif B. cereus’da (3,0+£0,5 mm) bulunmustur.

Bilim Kodu :203.1.010

Anahtar Kelimeler : Bacillus, proteolitik ve lipolitik aktivite
Sayfa Adedi : 139

Tez Yoneticisi : Doc. Dr. Nihal YOCEL
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ABSTRACT

In this study, the prevalence of Bacillus species and the number of coliform
group microorganism / E. coli was investigated a total of 45 samples of meat
products consisting of 15 meat balls, 15 minced meat, 15 chicken meat collected
from different butcheries and retail markets in Ankara. The proteolytic and the
lipolytic activities of identified this Bacillus species was studied. At the same
time in this study the antimicrobial activity of essential oil that obtained from
Satujera wiedemanniana (Lalem.) Velen. against Bacillus species was
investigated. Bacillus species were detected on all of analyzed 15 meat balls
(%100) and 15 minced meat samples (%100) and 12 of 15 chicken meat (%80).
From this samples 279 isolates were obtained. This isolates were identified as
121 (%36,2) B. circulans, 52 (%18,6) B. firmus, 40 (%14,3) B. lentus, 39 (%13,9)
B. megaterium, 34 (%12,1) B. licheniformis, 9 (%3,2) B. mycoides, 3 (%1) B.
sphaericus and 1 (%0,3) B. cereus. B. circulans were the most isolated Bacillus
spp. from meat balls and minced meat samples 42 (%63,6), 52 (%29,5)
respectively, and 9 (%24,3) B. megaterium were the most isolated Bacillus

species from chicken meat.

In the examined samples, the number of coliform group microorganism / E. coli

was calculated by using Most Probable Number technique. It was found



vii

between <0,30 unit/gr and >110,0 unit/gr. The number of coliform group
microorganism samples were counted in 24 samples >110,0 unit/gr. The number

of E. coli were found in 5 samples >110,0 unit/gr.

The proteolytic and the lipolytic enzyme activities of identified Bacillus isolates
were evaluated. The proteoliytic enzyme activity of 168 of 279 (%60,2) Bacillus
isolates and the lipolytic enzyme activity of 132 of 279 (%47,3) Bacillus isolates

found as positive.

The antimicrobial activity of essential oil obtained from Satujera wiedemanniana
(Lalem.) Velen against Bacillus species was investigated by the agar-well
diffusion method. Essential oil showed the strongest antimicrobial activity
against B. megaterium (17,0£3,0 mm), while showed the weakest antimicrobial

activity against B. cereus (3,0+0,5 mm).

Science Code :203.1.010

Key Words : Bacillus, proteolytic and lipolytic activity
Page Number : 139

Adyviser : Assoc. Prof. Dr. Nihal YUCEL
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1. GIRIS

Et eksojen aminoasitlerce zengin gidalar arasinda iiretimi kolay, hosa giden lezzette,
istah agici, aglik duyumunu ¢abuk gideren, hayati 6neme sahip besin 6gelerini yeteri
miktarda iceren hayvansal bir besindir. Et ve et tirlinleri mikroorganizmalarin gelisip
cogalabilmeleri i¢in de uygun bir ortamdir. Icerdigi yiiksek nem, azotlu besin 6geleri,
mineral ve diger gelisme faktorlerince zengin olmalari, fermente olabilen
karbonhidrat (glikojen) icermeleri ve pH degerlerinin bir cok mikroorganizmanin
gelismesine elverigli olmas1 nedeniyle mikrobiyal gelisme sonucu kolayca bozulma

ozelligindedir [1].

Genel olarak saglikli bir hayvanin kas dokusu sterildir. Canli hayvanda
mikroorganizmalar lenf nodiillerinde toplanmislardir. Bu nedenle de kontamine
olmus lenf nodiilleri kesimden sonra derin dokularda meydana gelen mikrobiyolojik
bozulmalarda 6nemli rol oynar. Kesimden sonra hayvanda mikroorganizmalara kars1
korunma mekanizmasi zayiflar ve durur. Bu durum mikroorganizmalarin biitiin
dokulara yayilmasina neden olur. Bunun yaninda kesim, derinin yiiziilmesi, i¢
organlarin ¢ikartilmasit ve karkaslarimin parcalanmasi sirasinda hayvanin derisi,
bagirsaklari, kesim aletleri, hava, calisanlarin elleri ve elbiseleri, alet ve
ekipmanlardan bir¢cok mikroorganizma ete bulasir. Etin yapisinda bulunan enzimler
ve mikrobiyal aktivite sonucu etin bilesiminde kesimden hemen sonra degisiklikler
meydana gelir. Mikroorganizma aktivitesi sonucu et ve et liriinlerinde kalite kriterleri
hizla degismekte, pastorizasyon ve sterilizasyon gibi 1s1l islemlerde siire uzamakta,
ekonomik kayiplar artmakta, boyle gidalarin tiiketimiyle insanda enfeksiyon ve gida

zehirlenmelerine neden olan 6nemli saglik sorunlar1 ortaya ¢ikmaktadir.

Bacillus cinsi genel olarak toprak, hava ve su dahil olmak iizere genis bir yayilim
gosterir. Bunun yam swra Bacillus’lar gidalara kontamine olduklarinda sahip
olduklar1 proteolitik, lipolitik, fosfolipaz ve beta laktamaz enzim aktiviteleri ile
gidalarin kalitesini olumsuz olarak etkiler ve bozulmalarina sebep olurlar. Ayrica

sporlu bakteri olduklarindan pastorizasyon 1sisina da dayaniklidirlar.



Gidalarda bulunan Bacillus’larin hepsi patojen deyildir. Yalniz birkag tiirii insan ve
hayvanlar i¢in hastalik yaparlar. Bu tiirlerden B. anthracis insan ve hayvanlarda
sarbon hastalifina, B. cereus ise yine insan ve hayvanlarda enfeksiyona neden olur.
B. cereus’un neden oldugu gida zehirlenmeleri mikrobiyal gida zehirlenmeleri iginde
onemli bir yer tutmaktadir. Yapilan arastirmalar bir toprak basili olan B. cereus’un
gidalarda bulundugu zaman hijyenik olmayan kosullarda ve uygun cevre
kosullarinda bol miktarda iireyerek gida zehirlenmelerine yol acabildigi

bilinmektedir [2].

Diger Bacillus tiirlerinin neden oldugu gida zehirlenmeleri de bildirilmektedir (B.
subtilis, B. licheniformis, B. pumilus). Bu mikroorganizmalar, B. cereus tarafindan
tiretilen ve kusmaya neden olan toksine benzer ve 1siya dayamikli toksin
tiretmektedirler. B. subtilis subtilin adli bir bakteriyosin iiretmektedir. Gozde
panaftolmi, iridoksilit, g6z yanginlarina neden olurken ekmek ve gida maddelerinin
bozulmalarina yol acar. B. thuringiensis, B. popillae, B. sphaericus, B. larvae ve B.

lentimorbus bocek patojenidir.

Tiim bu nedenlerden dolay1 yapilan bu c¢alismada cesitli et orneklerinden Bacillus
bakterilerinin izolasyon ve identifikasyonunun yapilmasi, bu orneklerdeki koliform
grup mikroorganizma ve E. coli sayisimin arastirillmasi, tanimlanan Bacillus
bakterilerinin proteolitik ve lipolitik enzim aktivitelerinin belirlenmesi planlanmistir.
Tanimlanan Bacillus izolatlarina bir kekik tiiriinden (Satujera wiedomannia) elde
edilen ucucu yagin antimikrobiyal aktivitesinin aragtirilmast bu ¢alismanin amaglari

icerisindedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bacillus Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Bacillus cinsi, Bacillaceae familyasina dahil olup, Gram pozitif (baz1 tiirleri
degisken), aerobik veya fakiiltatif anaerobik, spor olusturan, c¢ubuk seklinde
bakterilerdir. Cogunlukla mezofilik olmakla birlikte psikrotrof ve termofilik tiirleri
de vardir. Endospor olustururlar. Vejetatif hiicreler 0,5x1,2 pum ile 2,5x10 pm
capindadir. Bacillus cinsinin koloni morfolojisi ¢esitlik gosterir. Geneli beyaz veya
krem renkli kolonilere sahiptir. Bazi tiirlerinde sar1, pembe, portakal rengi ve siyah

renklerde pigmentli kolonilere de rastlanir [3].

Bacillus’larin, besi yerlerindeki koloni morfolojisi bakteri tiirtine gore farklilik
gosterir. B. cereus grubunda yer alan bakterilerin; B. anthracis, B. myocoides ve B.
thuringiensis, koloni Ozellikleri olduk¢a degisken olmasina ragmen yine de
taninabilir. Genellikle biiyiik koloniler (2-7 mm ¢apinda) olustururlar, koloni sirkiiler
veya diizensiz olabilir, bazen de sa¢ seklinde “meduza basini” andiran bir goriiniimde
olabilir. Koloniler mat veya graniiler yapidadir. B. anthracis ile B. cereus kolonileri
birbirine benzer. B. cereus, kanli besi yerinde, krem veya beyaz renkte etrafinda

hemoliz yapan koloniler olusturur. B. anthracis kolonileri hemoliz olusturmaz [4,5].

Elliye yakin tiirii ihtiva eden Bacillus’larda, endosporun hiicre i¢indeki yeri farkli
olabilir. Spor hiicre merkezinde veya ucta olabilir. Vejetatif hiicreden daha dar
olabildigi gibi, daha genis de olabilir. Sekeri fermente ederler ve sonucgta gaz
olusumu goriilmeksizin asit {iiretirler. Proteinleri ise, amonyak olusumu altinda
parcalarlar ve bdylece kokusmaya neden olurlar. DNA'larindaki G+C mol orani

%32-62’dir.

Biitiin tiirleri Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve Kanl
Agar gibi besiyerlerinde oldukca iyi iirer. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker
ve alkol igeren; nitrojen kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda

cok iyi gelisirler [6].



Bacillus’larin bazi tiirleri gii¢lii proteolitik 6zellik gosterir, buna karsin bazi tiirleri ya
zayif proteolitik oOzellik gosterir veya hic gostermez. Aktif proteolitik tiirler
genellikle eksitilmeden pihtilagtirilan siit iirtinlerinde kullanilir. B. cereus bu 6zelligi

gosteren bir tiirdiir. Bacillus tiirleri arasinda lipolitik olan bakteriler de bulunmaktadir

[7].

Bacillus’larin Yiizey Yapisi

Cogu Gr (+) bakteri gibi Bacillus’larin ylizeyi komplextir. Yiizey yapisi bu
bakterilerin tutunma ve diren¢ 6zelliklerini saglamaktadir. Vejetatif hiicre ylizeyi;
kapsiil, S-tabakasi, birkag¢ tabakali peptidoglikan ortii ve plazma membraninin en dig

yiizeyindeki proteinlerin olusturdugu yapidir [8].

Resim 2.1. Bacillus ylizeyi (c: kapsiil; s: s-tabakasi;
p: peptidoglycan) (8)

Kapsiil

Baz1 bakterilerde hiicrenin en dis kisminmi olusturan boéliimdiir. B. anthracis, B.
subtilis, B. megaterium ve B. licheniformis’i kapsayan ¢cogu basil kapsiilii poly - D -
veya L - glutamik asit icerir. Diger Bacillus tiirleri, 6rnegin B. circulans, B.

megaterium, B. mycoides ve B. pumilis karbohidrat kapsiil olusturur. Dextran ve



levan yaygindir, fakat daha komplex polisakkaritler de tiretilir. Fazlaca kapsiillii

tiirler agarda mukoid veya yapiskanimsi koloni olustururlar [8,9].

B. megaterium polipeptit ve polisakkaritten olusan bir kapsiil sentezler. Polipeptit
hiicrenin ekseni boyunca yerlesmistir ve polisakkarit hiicrenin kutuplar ile

ekvatorunda yerlesmistir [8].

B. anthracis kapsiilii poly - D - glutamik asit’ten olusur. Kapsiil anthrax’ta viriilansin

baslica belirleyici etkenidir [8].

Kapsiil B. cereus ve B thuringiensis gibi B. anthracis’e en yakin tiirler tarafindan

sentezlenmez ve bu kriter tiir ayriminda kullanilir [8].

Resim 2.2. Negatif boyamada Bacillus
anthracis kapsiilii [8]

S- Tabaka

Protein veya glikoprotein alt birimlerinin kristalimsi yiizey tabakasi S - tabakasi
olarak adlandirilir. Bacillus cinsi iiyelerinde bulunmaktadir. Diger bakterilerin S -

tabakasi gibi Bacillus’taki fonksiyonlar1 bilinmemektedir [8].



Hiicre Duvari

Cogu Gr (+) bakteride yaygin olan hiicre duvar yapisimin degiskenligi Bacillus
cinsinde yoktur. Bacillus’larin hiicre duvarini, hiicre yiizeyini tamamiyle orten yiizey
katmant olan parakristalin olusturur. Hemen hemen tiim Bacillus tiirlerinin vejetatif
hiicre duvart meso-diaminopimelic asit (DAP) iceren peptidoglikandan olusur. B.
sphaericus ve bu tiire yakin, B. pasteurii ve B. globisporus tiirleri istisnadir ve bunun
yerine lisin igerir. Tiim Bacillus tiirleri hiicre duvarindaki peptidoglikana ek olarak

muramik asit kalintilart ile baglanmig ¢cok miktarda teikoik asit icerir [8].

Flagella

Bacillus’larin bir ¢ok tiirii cevresinde peritrik flagellalar bulunmasi nedeni ile
hareketlidir. Cogu Bacillus tiirii peritrik flagella ile hareketini saglar. Kemotaksi B.
subtilis’ta cok calisilmistir. B. firmus’un flagellar filamenti, 11’e kadar olan cevresel
pH degerinde onu daha dayanikh kildigi diisiiniilen oldukca diisiik miktarda temel

aminoasit icerir [8].
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Resim 2.3. Cesitli Bacillus tiirlerinde flagellar boyama [8]
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Resim 2.4. Nutrient agarda fotograflanan hareketli Bacillus hiicreleri a) B. subtilis;
b) B. polymyxa; c) B. laterosporis; d) B. alveli [8]

Endosporlar

Sporlar, baz1 bakterilerin sitoplazmasinin icerisinde ve 6zel kosullara bagli olarak
olusan, o bakterilerin cesitli fiziksel ve kimyasal ¢evre etkilerine karsi dayanikli ve
nesillerini siirdiirme islevi yapan olusumlardir. Bakteri sporlar iireme elementi

degildir [9].

Bu cinsi tanimlayan 6zelliklerden biri de aerop kosullarda her bakteride bir endospor
olusturmalaridir. Endosporlar ilk olarak Cohn tarafindan B. subtilis’de
tanimlanmistir. Cohn B. subtilis endosporlarinin 1siya olan direncini kanitlamistir.
Elliye yakin tiiri ihtiva eden Bacillus 'larda, endosporun hiicre i¢indeki yeri farkli
olabilir. Spor hiicre merkezinde veya ucta olabilir. Vejetatif hiicreden daha dar

olabildigi gibi, daha genis de olabilir [4,5,8].

Endosporlar normal olarak aktif biiylime ve hiicre boliinmesi boyunca olusmaz. Tipik
olarak endospor her vejetatif hiicrede olusturulur. Olgun spor olustugu ana hiicre
(sporangium)’nin lizisi ile serbest kalir. Olgun sporlarin saptanabilir metabolizmasi
yoktur. Bu durum kriptobiyotik olarak tanimlanir. Endosporlar yiiksek sicaklik,
irradyasyon, kuvvetli asitler, dezenfektanlar vb. gibi cevresel strese oldukca

direnclidir [8].



Birka¢ Bacillus tiirii polipeptit sinif1 antibiyotik iiretir. Antibiyotikler, kiiltiirlerde

spor olusturma asamasi basladiginda gozlenmistir [3].

Resim 2.5. Bacillus endosporu a)Bacillus thuringiensis; b)Bacillus anthracis [8]

Bacillus tiirlerinin tanimlanmasi ve tiirler arasindaki farkliliklarin belirlenmesi igin
spor ve sporangium morfolojileri temel alinmistir. Buna gore Bacillus tiirleri 3 grupta
toplanmustir. Birinci grup Bacillus tiirleri kendi iclerinde A ve B olmak iizere ikiye
ayrilir. Her iki grupta sporangia sismemistir. Sporlar elips veya silindirik sekilli,
santral veya terminal konumludur. Gram pozitiflerdir. A grubu ve B grubu arasindaki
fark ise A alt grubunda hiicre genisligi 1 pm'den kiiciik, B alt grubunda ise 1 pm'den
biiyiiktiir. A alt grubuna Ornek olarak B. megaterium ve B. cereus; B alt grubuna
ornek olarak B. licheniformis, B. subtilis, B. pumilus, B. firmus ve B. coagulans
verilebilir. ikinci grupta yer alan Bacillus tiirlerinde sporangia sismistir. Sporlar
elips, santral veya terminaldir. Bu grupta yer alan tiirlere 6rnek olarak B. polymyxa,
B. macerans, B. circulans, B. stearothermophilus, B. alvei, B. laterosporus ve B.
brevis verilebilir. Ugiincii grupta yer alan Bacillus tiirlerinde de sporangia sismistir.
Sporlar kiiresel, subterminal ve terminal konumludur. B. sphaericus bu gruba

ornektir [3].

Bazi Bacillus Tiirleri

Bircok tiirii bulunan Bacillus’lar toprak, su ve cesitli gidalarda bulunurlar. Bacillus
anthracis insan ve hayvanlarda sarbon hastaligina neden olur. B. thuringiensis, B.
larvae, B. lentimaorbus, B. popilliae ve B. sphaericus’un bazi tiirleri bocek

patojenidir ve B. thuringiensis biyoinsektisit olarak kullanilmaktadir. B. cereus’un



bazi suslann insanlarda gida zehirlenmesine neden olur. B. coagulans ve B.
stearothermophilus 4,2 gibi oldukga diisiik pH degerlerinde gelisebilirler ve 6zellikle
konserve gidalarda bozulmalara neden olurlar. B. stearothermophilus sporlari,
bakteri sporlart arasinda 1siya en direngli sporlardir. B. coagulans (B.
thermoacidurans) sicakliga daha az, ancak asitlige daha fazla dayaniklidir. B.
subtilis, suptilin adli bir bakteriyosin tiretmektedir. B. licheniformis basitrasin, B.
polymxa ise polimiksin antibiyotiklerinin {iretiminde kullamilir. B. subtilis, B.
amiloliquefaciens ve B. stearothermophilus bakteriyel o-amilaz enzim iiretiminde

kullanilmakta olup, amilaz ve amilodekstrini dekstrinlere parcalar [10].

B. subtilis, B. mesentericus ve B. stearothermophilus ise bakteriyel proteinaz enzimi
tiretiminde kullamlmaktadir. Bu enzim ise et ve balik etlerinin tenderize edilmesinde
(yumusatilmasi), sarap ve bira endiistrisinde protein bulunakliginin alinmasinda
stabilize edici olarak kullanilmakta olup, miso ve soysos iiretiminde starter kiiltiir

olarak da yararlanilmakta oldugu bildirilmektedir [10].

Bacillaceae familyasinin Bacillus cinsine ait bir bakteri olan B. cereus, toprak ve
bitki ortiisti tizerinde yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Baharatlar, siit tozu, tahil
tiriinleri (piring, patates, irmik, un gibi) kuru gidalar, sebzeler, et, soslar, tatlilar bu
bakteri sporlari ile kontamine olabilirler. B. cereus sporlart gidalarin pisirilme 1s1s1na
dayaniklidir. Isitilan gidalarda bakteri vejetatif hale gecer ve saklanma esnasinda
cogalir. Bu gidalarin tiiketilmesi sonucu besin zehirlenmelerine yol agar. B. cereus

besin zehirlenmesi, en sik piring ile hazirlanan gidalarla goriilmektedir.

Santral veya subterminal yapida, elipsoidal sporlara sahip olan B. cereus, peritrik
flagellar1 sayesinde hareketli ve aerobiktir. Optimum iireme sicakligi, suslara gore
28-35 °C arasinda degismekle birlikte genellikle 30 °C ’dir. Maksimum iireme
sicaklig1 yine suslara gore 37 ile 48 °C arasinda degisir. Minimum iireme sicakligi da
susa bagl olarak 10 ile 18 °C arasindadir. Baz1 kaynaklarda minimum sicaklik 4-5
°C, maksimum sicaklik ise 50 °C olarak verilmektedir. Spor germinasyonu igin
optimum sicaklik 30 °C, minimum -1 °C ve maksimum 59 °C'dir. Gelisebildigi pH

araligt 4,9-9,3 olup optimum 7,0’ dir. B. cereus; lesitinaz, fosfolipaz, jelatinaz,
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proteaz, amilaz aktivitesine sahip olup, nitrati1 indirger ve polimiksine direnglidir.
Emetik, diyarejenik enterotoksini, serolizin ve nekrotik toksinlerini olusturur. Bir¢cok

susu da %7,5 tuzda tireyebilir. Cereus adimi tahil anlamindaki cereal’dan alir [11].

Resim 2.6. Bacillus cereus spor Resim 2.7. Kanl agarda Bacillus cereus
boyama [§] kolonileri [8]

B. anthracis: gram pozitif, aerop veya fakiiltatif anaerop, endospor olusturan, 1,2-
10 pm uzunlugunda ve 0,5-2,5 pum kalinhi§inda, hareketsiz bir basildir. Kan, doku
veya lezyon sivisindan yapilan preparatlarda ikili veya daha fazla zincirler olusturur.
B. anthracis’in vejetatif sekillerinin uclar1 koseli sonlanir ve uzun basiller seklinde
goriiliir. Serumlu, kanli ve bikarbonath besiyerlerinde etrafinda kapsiil olusur. Basit
besiyerlerinde bu kapsiil kaybolur. Genel besiyerinde aerob kosullarda kuru, beyaz,
mat, diizensiz kenarli, R tipi koloniler olustururlar. Kolonilerin goriiniimii B. cereus
kolonilerine benzer, fakat daha kiiciiktiir. Bu koloniler merkezden kenara ve tekrar
ice dogru kivrimlar olusruran dalgali sa¢ goriiniimiindedir ve bikarbonath CO,’li
ortamlarda M tipinde koloniler olusturur ve kapsiillidiir. Serbest oksijen varliginda,
spor olusturur, spor genellikle bakterinin ortasinda, bazen de subterminal yerlesir.
Bakterinin spor formlar, vejetatif formun aksine, 1s1, soguk, ultraviyole, kuruluk,
yikksek ve diisiik pH, kimyasal dezenfektanlar ve diger bakterilerin metabolik
tiriinlerine son derece dayaniklidirlar. B. anthracis sporlar1 140 °C’de 30 dakikada,
180 °C’de 2 dakikada inaktive olur. Pratikte kullanilan dezenfektanlara direnglidir.
Ancak yiiksek konsantrasyonlarda formaldehid (%5-10), gluteraldehit (2-4), hidrojen



11

peroksid ve perasetik asit etkilidir. Hemoliz yapmazlar veya zayif hemoliz

olustururlar. B. anthracis hareketsizdir, penisilin ve gamma faja duyarhdir [4,5].

F

Resim 2.9. Kanli agarda Bacillus anthracis Kolonileri

B. anthracis, rutin laboratuvarlarda kullanilan besi yerlerinde (kanhi agar, nutrient
agar) 37 °C’de kolayca iirer. Izolasyon icin, uygun klinik rneklerin kanli besi yerine
ekilmesi ve bir gece inkiibasyonu yeterlidir. Klinik 6érnek disinda kalan materyeller;

toprak, toz, kil gibi, B. anthracis izolasyonu amaci ile selektif blesi yerlerine
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ekilmelidir. Bu amacla “polymyxin-lizozyme-ETDA-thallous acetate (PLET)” besi
yeri kullanilir [5].

Bakteri anaerop kosullarda ve ortamda bikarbonat (HCO ;) varliginda bir polipeptid

(poly-g-D-glutamic acid) kapsiil olusturur. Pratikte virulan B. anthracis suslarinin
kapsiil olusturmalar1, bakterinin % 0,7 sodyum bikarbonat igeren nutrient agara
ekimi ve % 5-7 CO, ortamda bir gece inkiibasyonu ile gosterilebilir. Kapsiillii B.
anthracis kolonileri mukoid goriiniir. Bu kolonilerden yapilan preparatlarda kapsiil,
M’Fadyean polikrom metilen mavisi veya c¢ini miirekkebi ile boyanarak

gosterilebilir. In vivo kosullarda da bu bakteri kapsiil olusturur [4,5].

B. anthracis’in ii¢ ayr antijenik yapis1 vardir; polipeptid (poly-D glutamic acid)
yapisinda kapsiilii, polisakkarid yapisinda somatik antijeni ve kompleks protein
yapisindaki toksinidir. Bakteri bu virulans faktorlerini kodlayan iki plazmide sahiptir.
Toksin pXO1 ve kapsiil ise pXO2 plazmidde kodlanmistir. Son yillarda yapilan
calismalarla, bu plazmidlerin genetik haritas1 ¢ikarilmis, kapsiil ve toksin genlerinin
lokalizasyonu gosterilmistir [3,4]. Virulan B. anthracis suslar, toksin ve kapsiil
olusturan suslardir. Ozellikle cevre kaynakli bazi izolatlar virulan olmayabilirler. Bu
amagla bakterinin virulans faktorleri (kapsiil ve toksin) genlerini gostermede PCR
teknolojisi referans laboratuvarlarinda yaygin olarak kullamilmaktadir. Virulan B.
anthracis, deney hayvanim 24-48 saat icinde oldiiriir. Kandan yapilan yaymanin
M’Fadyean yontemi ile boyanmasi ile fazla sayida kapsiillii basiller goriiliir ve kiiltiir

ile de bakteriyolojik dogrulama yapilir [4,5].

B. anthracis sporlar1 insan viicuduna kasima, ¢izik, kesik gibi kiiciik travmalarla
deriden, sporlarin inhalasyonu ile akcigerlere veya infekte etlerin yenilmesi ile
gastrointestinal kanaldan girer. Sporlar makrofajlar tarafindan fagosite edilir ve
bolgesel lenf bezlerine tasinir. Endospor makrofaj icinde vejetatif hale gecer ve
cogalir. Vejetatif bakteri kapsiil olusturur. Kapsiil, fagositoz olayin1 onler. Boylece
infeksiyonun baslamasinda erken safthada ©Onemli rol oynar. Bu bakteriler,

makrofajlardan digan cikar, lenfatik sistemde cogalir ve dolasim sistemine yayilir.



13

Dolasimda bakteri sayis1 107 -10°/ml ulasinca agir sepsis klinik tablosu olusturur.
Yalnz virulan suslarda kapsiil vardir. Kapsiil zayif antijeniktir. Buna kars1 olusan

antikorlarin koruyucu 6zelligi yoktur [5,12,13].

B. anthracis’in patojenitesinde en Onemli rolii, toksinleri oynar. Toksin protein
yapisinda olup, iic kompenenti vardir; 6dem faktorii (EF), protektif antijen (PA) ve
letal faktér (LF). Bunlarin her biri 80-90 kilodalton arasindadir. Serolojik ve
biyolojik aktiviteleri Cizelge 2.1°de goriilmektedir. Saf toksin kompenentlerinin her
birinin toksik etkisi gosterilmemistir. Bu kompenentler pXO1 plazmidde kodlanmis
olup sinerjistik etki ile sarbonun sistemik etkisini gosterirler. PA ve LF

kombinasyonu fare, sican ve kobaylarda oldiiriictidiir [12,14].

Cizelge 2.1. Bacillus anthracis’in virulans faktorleri ve immiinolojik etkileri [12,14]

Faktor Toksik etkisi Immiinolojik etki

Kapsiil (poli-Dglutamat) Antifagositik Zayif antijenik,immiinojen degil
Odem faktorii (EF) Inaktif Antijenik, immiinojen degil
Protektif antijen (PA) Inaktif Antijenik, kuvvetli immiinojen
Letal faktor (LF) Inaktif Antijenik, zayif immiinojen

EF + PA Lokal 6dem Kuvvetli immiinojen

PA +LF Oldiiriicii Immiinojen

EF + PF+ LF Odem, dldiiriicii 1mmiinojen

B. anthracis in vitro bir cok antimikrobiyallere duyarlidir. Penisilinler hala ilk tercih
edilecek antibiyotiktir. Penisilin allerjisi olanlarda, eritromisin, tetrasiklinler,
kloramfenikol ve birinci kusak sefalosporinler alternatif olarak seg¢ilebilecek

antibiyotiklerdir [15,16].

B. subtilis: toz, toprak, giibre, bitki ve hayvanlar ile siit ve sularda bulunan bir
bakteridir [9]. 1,5-3,0 pm boyunda, 0,5-0,8 pm eninde, tek tek, bazen zincirler yapan,
comakcik seklinde bir bakteridir. Peritrik kirpikleri ile hareketli, sporlar1 oval ve
subterminaldir. Kapsiilii yoktur. Nadiren kapsiillii, hareketsiz ve uzun zincir yapan
suglar1 bulunabilir. Ek biiyiime faktorleri olmadan minimal ortamlarda iirerler.

Endosporlart yaygindir. Vejetatif organizmalart bitki ve hayvan kaynakl
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materyallerin erken bozulmalarinin cesitli asamalarina katilirlar. Aerobik sartlar
altinda asitsiz gidalarda c¢ogalirlar. Genel besiyerlerinde, oda sicakliginda kolay
tireyebilir. Buyyonda bulaniklik, yiizeyde kalin ve burusuk bir zar yaparak iiremesi
karakteristiktir. Kolonileri kirli beyaz, gri renkte, mat olup kenarlar piirtiiklii ve R
tipindedir. Besiyerinin iizerini burusuk bir zar gibi kaplar. Bitki dokularidaki pektini
ve polisakkaritlerini degrede eder. B. subtilis siitte kesilmeye (koagiilasyon), patates
yumrularinda ¢iiriimeye neden olur. Et ve balik sularinda bulaniklik meydana
getirerek ince bir zar tabakasi olusturur [17,18]. Siitlii iceceklerin, ekmegin, sebze ve
meyvalarin bozulmasinda etkendir. B. subtilis’in kiiltiir siiziintiilerinden elde edilen
subtilin adi verilen maddenin bazi bakterilere karsi inhibitor etki gosterdigi
belirlenmistir. Bakteri aslinda saprofit olmakla birlikte dogrudan dogruya doku ve
ozellikle goz igerisine girmesi sonucunda panoftalmi, iridoksilit gibi gdz yangilar
meydana getirebilir. B. subtilis’in  besin  zehirlenmesi yaptigindan da
siiphelenilmektedir [9]. Genellikle gram pozitif bakteri hiicrelerinin biyolojisi,
biyokimyas1 ve genetigi hakkindaki bilgilerin ¢ogu B. subtilis ¢calismalarindan elde
edilmektedir [8,17,18].

B. megaterium: Besiyerindeki kolonileri oval veya silindirik, 1,5 pum c¢apindadir. Kisa
ikili zincirler olustururlar. Ek biiylime faktorleri olmaksizin minimal ortamlarda
tirerler. Karbonhidratl besiyerlerinde kolonileri 3,0 um veya daha biiyiiktiir. Cogu
suglar1 hareketlidir. Sporlar1 kiiciik ve ovaldir. Glikoz agarda mukoid koloniler
olustururlar. Arabinoz, ksiloz ve mannitolden asit olusturur, jelatini 22 °C’de

sivilastirirlar [8,17,18].

B. licheniformis: Besiyerinde opak, sa¢ benzeri koloniler olustururlar. Glikozu
aerobik kosullarda fermente ederek olusturdugu 2,3- butandiol ve gliserol en 6nemli
karakteristik ozellikleridir. Sukroz ve rafinozdan ekstraselliiler olarak levan iiretirler.
B. anthracis gibi aym tip poly-D-glutamat kapsiil iiretir. Demir i¢eren karbonhidrath
besiyerlerinde kirmizi pigment olustururlar. Eskimis kiiltiirlerinde bu renk
kahverengine doniigiir. Uygun olmayan kosullarda spor olustururlar. Sporlar

toprakta bulunur ve 1s1 islemlerine dayaniklidirlar. Pek ¢ok gida maddesinde 30-50
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°C’lerde vejetatif olarak iireyebilirler. Tipta kullamghi bir antibiyotik olan

Basitrasin’in endiistriyel kaynagidir [8,17,18].

B. coagulans: Smith et. al., (1952) tarafindan iki gruba ayrilmistir. Birinci grupta
oval veya silindir seklinde sporlart olan siskin sporangiumlari1 fark edilmeyen B.
coagulans, ikinci grupta sporangiumlar belirgin oval sporlu B. coagulans tiirleri yer
alir. Laktoz pozitif ve glikozu fermente ederek laktik asit, az miktarlarda da 2,3-
butandiol, asetoin, asetik asit ve etanol iiretir. Asidofilik suslar1 icermektedir.
Sporlart toprakta diger Bacillus tiirlerine gore nadirdir. Konserve domates salcasi,
domates suyu gibi asitli gidalarda hizli iirerler. Siitte bulundugunda siit proteinlerini

koagiile ederler. pH 4,5-5,5’de 45-55 °C’lerde aerobik ve anaerobik olarak iirerler [8,

-
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Resim 2.10. B. coagulans gram boyama [8]
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B. badius: Cogunlukla zincir olusturan comak seklinde bakterilerdir. Uglan kiit ve
diizdiir. Besiyerinde sac gibi ve rizoid goriinimde ve sacakli iirerler. Deniz

tiriinlerinden, ¢esitli gidalardan, toz, toprak, ¢oplerden izole edilmistir [8,17,18].

B. brevis: Pek cok susunun minimum besin ihtiyact aminoasitlerdir. En sik olarak
topraktan ve cesitli gidalardan izole edilirler. Sporlar eliptiktir, glikozdan yavas bir
sekilde asit olusturur veya asit olusumu hic yoktur [8,17,18].
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B. stearothermophilus: En énemli ayirt edici 6zelligi 65 °C’de dahi iireyebilmesidir.
Aside toleranshdir. Pek ¢ok susu glikozlu besiyerinde, oksijensiz ortamda ve pH 5,3-
4,8’de iireyebilir. Anaerobik fermantasyonla laktozdan laktik asit, formik asit, asetik
asit ve etanol iiretir. Sporlari 1s1 islemine olduk¢a dayaniklidir. Buna karsilik vejetatif
hiicreleri uygunsuz kosullara duyarlidir. Sogukta canliliklarin1 kaybederler. Sporlari
toprakta, termal bolgelerde, derin okyanus sedimentlerinde bulunabilir. Vejetatif
hiicreleri pek cok gida maddesinde yiiksek sicaklikta ve pH 5,0’de hizla iirerler.
Gidalara bulastiginda lezzet bozukluklarina neden olurlar. Toprak, kaplica, ¢l kumu,
arktik sular, okyanus sedimentleri, gida ve c¢iiriimiis organik maddeli giibrelerde

bulunur [8,17,18].

B. pumilis: Sporlarina her yerde rastlanir. Toprakta B. subtilis’ten daha siklikla
bulunur. Kolonileri degisik besiyerlerinde farkli morfolojilerde iirer. Biotinli ve

aminoasitli ortamlarda daha kolay iireme gosterir [8, 17,18].

B. circulans: Cogu susun terminal ve subterminal sporlar1 vardir. Nutrient agardaki
kolonileri incedir. Belirgin rizoid kolonileri vardir. Bazi tiirleri seliilozu hidrolize
etmektedir. Bircok karbonhidrattan gaz olusturmadan asit olustururlar. Glikozlu
besiyerinde anaerobik kosullarda iiretilebilirler. Sporlarina toprakta rastlanir

[8,17,18].

B. sphaericus: Nutrient agarda agar ylizeyinde yayillma gosterirler. Bazi suslar
pembe koloniler olusturur. Nutrient, jelatin ve litmus milkde proteolitik aktivite
gosterirler. Sporlar1 toprakta bulunur. Toprak, deniz, tath su sedimentleri, siit ve

yiyeceklerden izole edilir [8,17,18].

B. firmus: Morfolojisi B. subtilis’e benzer. Glikozdan asit oustururlar. Toprakta

bulunurlar. Pigmentli suslar tuzlu batakliklarda olusur [8,17,18].

B. alcalophilus: Alkalifil’dir. Alkali sartlara toleranshdir ve pH 7’de iireyemez.
pH>10da iireyebilmektedir. 0,7-0,9 um capinda ince, ¢ubuk seklinde bir bakteridir.
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Sporlar1 oval ve subterminaldir. Glikoz iizerine etkisi azdir veya hi¢ etki etmez. Zayif

proteolitik aktivite gosterir [8,17,18].

B. laterosporus: En onemli 6zelligi mekige benzer yapida ve bir ugta sporunun
olmasidir. Nutrient agarda opak ve nemli koloniler olusturur. Nadiren izole edilir,

fakat olui bal aris1 larvalarinda, toprak, su ve antiasitlerde bulunmaktadir [8,17,18].

B. alvei: Tipik suslar1 agar yiizeyine dagilarak “hareketli koloniler” goriintiisiinii
verir. Glikozlu kompleks besiyerlerinde anaerobik olarak iireyebilir. Topraktan, bal
arist larvalarindan ve petek balindan izole edilmektedir. Bir bocek patojeni olarak

siiflandirilmamaktadir [8,17,18].

B. lentus: B. firmus’a benzer, fakat beslenme sekli daha versatildir. B. firmus’dan iire,
jelatin ve kazein testleri ile ayrilir. Topraktan, gidadan ve baharatlardan izole

edilmistir [8,17,18].

B. pantothenticus: Sporlan terminal ve ovaldir. Biiyiime faktorii olarak pantotenik

asit gereksinimi vardir. Glikozlu besiyerinde iyi tirer. Toprakta bulunur [8,17,18].

B. insolitus: Ureme ve sporulasyon 0 °C’de meydana gelir. Sporlar1 yuvarlak veya
silindirik 0,7-1,4 pm capindadir. Vejetatif hiicreleri kisa ve tombuldur. Arktik
topraklarda bulunur [8,17,18].

B. mycoides: B. cereus’a benzer, fakat hareketsizdir. Besiyerinde rizoid koloniler

olusturur. B. anthracis, B. cereus ve B. thuringiensis tiirlerine ¢ok yakindir [8,17,18].

B. azotoformans: Gram negatiftir. Son elektron alicisi olarak NO3;, NO,, SO, veya
fumarat’1 kullanarak anaerobik solunum yapar. Toprakta denitrifikasyonu saglayan

bakteridir. NOj3-1, NO, ve N,O’e cevirir [8].

B. fastidiosis: Enerji kaynagi olarak sadece lirik asit, allantoik asit veya allantoin’i

kullanir. Topraktan ve kiimes hayvanlarinin bulundugu ortamdan izole edilir [8].
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B. globisporus: Yuvarlak spor olusturur ve B. sphaericus tiiriine yakindir. Toprak ve

nehir suyunda bulunur [8].

B. larvae: Bocek patojenidir. Bal arilarinda hastalia neden olur. Bal peteklerinden
izole edilir. Ayrica enfekte arilarin kovani civarindaki topraklardan da izole dilebilir,
fakat diger kaynaklardan izole edilmez. B. lentimorbis ve B. popilliae gibi tipik
olarak katalaz negatiftir. Biiylime faktorii olarak tiamine ihtiya¢ duyar. Bu nedenle

nutrient brothda iireyemez [8].

B. lentimorbus: Beslenme sekli olarak daha segicidir. B. popilliae’den daha yaygin
bulunmaktadir. Japon kinkanatli bocegi ve mayisboceklerini enfekte eder. Olii

larvalardan veya enfekte olan bal peteklerinden izole edilir [8].

B. popilliae: Japon kinkanatli bocekleri icin patojendir. B. lentimorbis ile birlikte
Japon kinkanathi bocegi ve Avrupa mayisboceklerinde hastalik etkenidir. Bocek
hemolinfinde fazlaca spor iiretiminden dolay1 larva siite benzer. Belirgin parasporal
kristali bu bakteriyi B. lentimorbis’den ayirir. Japon kinkanath boceklerinin

hemolinfinden izole edilir [8].

B. macerans: Nutrient agardaki kolonileri ince, yuvarlak, glikoz agardaki kolonileri
olduk¢a opaktir, ancak mukoid deyildir. Cogu susu anaerobik sartlar altinda N,’ yi
fikse eder. Karbonhidratlar1 fermente ederek etanol, aseton, formik asit, asetik asit,
CO, ve H, olustururlar. Bitki dokularindaki pektin ve polisakkaritleri ayristirirlar.
Seliilloza az etki ederler. Sporlart B. polymxa’ya benzer. Topraktan seyrek olarak
izole edilir. Bitki materyallerinde hizli ¢cogalirlar. Baz1 tiirleri kismen termofiliktir.

pH 3.8°de konserve meyvelerde de bulunmaktadir [8,19].

B. macquariensis: 0°C’de iirer ve spor tretir. Diger 6zellikleri B. circulans’a benzer

[8].
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B. marinus: 5-30 °C’de iirer, fakat 37 °C’de iiremez. Uremesi icin Na® zorunlu bir

gereksinimidir. Rutin olarak deniz sedimentlerinden izole edilir [8].

B. pasteurii: Ureyi amonyum karbonata bilinen herhangi bir bakteriden daha aktif bir
sekilde doniistiiriir. Biiyiimeleri i¢in alkali ortam (pH 9) gereklidir. Toprak, su, lagim

suyunda ve pisuarlarda bulunur [8].

B. polymxa: Nutrient agardaki kolonileri ince, ameboid, glikoz agardaki kolonileri
mukoid ve mat ylizeylidir. Kolonileri mukoit, siimiiksii ve yayilma egilimindedir.
Siikrozdan ¢ok fazla levan kapsiil sentezler. Glikozu fermente ederek 2,3- butandiol,

etanol, CO, ve H, olustururlar. Bitki dokularindaki pektin ve polisakkaritleri

ayrnistirirlar. Seliiloz tizerindeki etkisi azdir. Anaerobik kosullarda nitrojeni fikse
ederler. Sporlar1 birbirine paralel ve yildiz sekline benzer. Sporlara ¢ok genis bir
alanda rastlamak miimkiindiir. Cogalmalar1 baslica ciiriiyen vejetasyonlarda

gerceklesir [8,19].

B. schlegelii: Termofildir. Yiiksek G+C icerikleri B. acidocaldarius ve B.
sphaericus’a benzer. Bakteri CO, veya CO’nun birinden karbon alirken H, veya
CO’nun oksidasyonundan enerji elde eder. Gol sedimentlerinden ve seker fabrikasi

atiklarindan izole edilir [8].

B. thuringiensis: Lepidopter bocekler icin patojenligi ve spor formasyonuyla ilgili
parasporal kristal tretimiyle B. cereus’dan ayrilir. Larva bagirsaginda protein
(kristal) toksiktir. Spor ve kristalleri bahge ve kiiltiir bitkilerine zarar veren
lepidopterlerin biyolojik kontroliinde BT adiyla satisa sunulmaktadir. Bt, toksik
kristal iiretme yetenegiyle birlikte B. cereus’a spontane olarak transfer edilen bir
plazmitte kodlanmistir. Bazi taksonomistler bu durumu bu iki bakteri arasinda yakin

genetik bagin bir kanit1 oldugunu iddia etmektedirler [8].
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Bacillus enfeksiyonlari

Bacillus tiirleri tabiatta saprofit olarak bulunmaktadirlar. B. anthracis ve B. cereus
diginda kalan tiirler primer insan patojeni degildirler. Ancak travma, yanik ve degisik
sekilde immiinitesi baskilanmis hastalarda potansiyel patojendirler. Bir c¢ok
Bacillus’un hastalik patogenezinde rol oynayan antimikrobiyal ozellikte madde,
enzim, pigment ve bir kisminda toksin gibi hiicre dis1 madde salgiladiklar

gosterilmistir [20].

Sarbon

B. anthracis insan ve hayvanlarda anthrax, sarbon, coban ¢ibani denilen hastaligin
etkenidir. Giris kapisina gore deri sarbonu, akcier sarbonu, bagirsak sarbonu ve
septisemiye sebep olur. Evcil ve yabani hayvan hastaligi olan anthrax (6zellikle inek,
koyun, at, katir ve keci gibi herbivor hayvanlarin), insanlar hastalikli hayvanlarin et,
kemik, deri, kil ve diskisi ile temas ettiginde enfekte olur. Hastalik B. anthracis
sporlarinin zedelenmis deri, mukozalar ve seyrek olarak solunum yolu ile
akcigerlerden organizmaya girmeleri sonucunda olusur. B. anthracis’ler bulunduklarn

yerden lenfa yolu ile kana yayilma ve orada ¢ogalma egilimindedirler [8,9].

Sarbon diinyada gittikce azalan infeksiyon hastaliklarindan biridir. Heniiz tamamen
silinememistir. Diinyada halen her yil 20000-100000 arasinda insan sarbonu
goriildiigli tahmin edilmektedir [5,21]. Bati diinyasinda son 20 yil i¢inde insan
sarbonu oldukca azalmistir [22]. Sarbon iilkemizde endemik bir hastaliktir. Goriillme
siklig1 gittikce azalmaktadir [23]. Infeksiyon insanlara infekte hayvanlardan direk
yolla veya indirek yolla bulasir. Bulagsma kaynaklarina gore infeksiyon endiistriyel,
tarimsal ve laboratuvar kaynakl olabilir. Endiistriyel kokenli sarbon, B. antracis
sporlar ile kontamine hayvansal iirtinlerin; keci kili, yiin deri, post ve kemik gibi,
sanayide islenmesi esnasinda olusur. Sporlarin deriye bulagmasi ile deri sarbonu veya
solunmasi ile akciger sarbonu olusur. Gelismis iilkelerden bildirilen sarbon olgulari,

genellikle infeksiyonun endemik bulundugu iilkelerden ithal edilen hayvansal
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triinlerden kaynaklanmaktadir. Hayvansal iirlinlere uygulanan dekontaminasyon

islemleri ile infeksiyon riski oldukg¢a azaltilmistir [5,21].

Tarimsal kokenli sarbon, infekte hayvanlarla direk temas sonucu gelisir. Olen
hastalikli hayvanlarin kesilmesi, derisinin yiiziilmesi, etinin kiyilmasi sonucu direk
temasla deri sarbonu veya infekte etlerin yenilmesi ile gastrointestinal sistem sarbonu
gelisir [21]. Ulkemizde goriilen sarbon olgulari genellikle tarimsal kokenlidir.
Hayvancilikla ugrasanlar, kasap ve veteriner hekimler sarbon yoniinden risk

gruplarini olusturmaktadirlar [24].

Infeksiyon sineklerle de mekanik olarak bulasabilir. Zimbabwe’de 1979-1980
yillarinda ¢ikan biiyiikk epidemide ahir ve at sineklerinin de biiylik rol oynadigi
belirtilmektedir. Insandan insana bulas cok nadirdir. infekte yara ve akint1 ile direk

ve indirek temas sonucu infeksiyonun bulagma riski vardir [5,21].

Laboratuvarlarda bulas nadirdir. Dikkatsizlik sonucu infeksiyon gelisebilir. Oldukca
tehlikelidir. Nisan 1979’da, Sverdlovsk (Rusya) sehrinde ¢ikan 64 kisinin 6liimii ile
sonuclanan, 96 kisiyi kapsayan sarbon salgiminin, biyolojik silah etkeni olarak
calisilan bir laboratuvarda kaza sonucu ortaya ¢iktig1 tahmin edilmektedir. Bu tahmin

Ruslar tarafindan dogrulanmamustir [5].

Sarbon sporlarmin organizmaya giris kapisina gore ii¢ klinik formda hastalik
olusturur;1-deri sarbonu, 2-akciger sarbonu, 3-gastrointestinal sarbon. Bu yerlesim
yerlerinden herhangi birinden lenfohematojen yolla yayilim ile sepsis ve menenjit

gibi agir, oldiriicii klinik tablolar geligebilir [5,12,21].

Deri Sarbonu

Insanlarda hastaligin en yaygin formu, genellikle yarali deri veya mukoza membrani
yoluyla edinilen deri sarbonudur [8]. Sarbon sporlarinin kesik, kasima veya sinek
1sirmasi gibi kiiciik travmalarla ile deriye inokiilasyonu, deride kii¢iik papiil seklinde

lezyon cikincaya kadar gecen siire genellikle iki veya ii¢ giindiir. Inkiibasyon siiresi
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bir-yedi giin arasinda degisir. Hastalik inokiilasyon yerinde kasinma ve yanma ile
baslar. Kirmiz1 ufak bir makiil, kabarir ve papiil goriiniimiinii alir. Bir-iki giin i¢inde
lezyon genisler, tizerinde vezikiil olusur. Vezikiiliin ortas1 ¢okiik, i¢i s1vi ile doludur.
Bu lezyonun etrafi 6demli ve eritemli bir alan ile ¢evrili olup agrisizdir. Birkag giin
icinde vezikiil i¢indeki siv1 bulanir, koyu bir renk alir. Mavi-siyah renge doniisiir.
Vezikiil patlar, ortada keskin kenarli, ortas1 ¢okiik siyah bir iilser olusur. Bazen bu
nekrozu c¢evreleyen 6demli doku {iizerinde kiiciik vezikiiller gelisir. Bunlar da
nekroze olur, siyahlasir ve primer lezyonla birlesir. Bu lezyona sarbon piistiilii adi
verilir (eski adi pustula malign). Cap1 alti-dokuz cm kadar ulasabilir. Lenf diigiimii
sis ve agrilidir. Belirtiler hastaligin siddetine gore degisir. Lezyon genellikle bir-ii¢
cm capindadir. Nekroz tamamlandiktan sonra siyah bir kabuk tesekkiil eder.
Etrafindaki 6demin azalmasi ile kabuk ayrilmaya baslar, iki-ii¢ hafta icinde de diiser

[5,12].

Sarbon lezyonlar1 deride genellikle yiiz, boyun, eller ve kollar gibi viicudun agik
yerlerinde yerlesir. Ayn1 hastada bazen birden fazla lezyon olabilir. Ayrica viicudun
diger anotomik yerlerinde de lezyonlar seyrek de olsa yerlesebilir. Biitiin diinyada

goriilen insan sarbonunun %95’ini deri sarbonu olusturmaktadir [25].

Akciger sarbonu

Hastaligin diger formu olan akciger sarbonu, genellikle hayvanin temas edilen kil
veya derilerindeki spor igeren tozun teneffiisiinden kaynaklanir. Semptomlar, iki-bes
giin icinde hafif ates, kirginlik ve yorgunluk sikayetleri ile baglar. Baslangic
belirtileri hafiftir, iki-ii¢ giin siirer. Bunu akut hastalik belirtileri takip eder. Hastanin
atesi ylikselir, nabzi siiratlenir ve Oksiiriikk geligir. Hastada suur bulanikligr ve koma

geliserek Oliimle sonuglanir [8].

Gastrointestinal Sarbon

Bagirsak sarbonu deri sarbonuna benzer, fakat intestinal mukozada meydana gelir.

Deri sarbonundaki gibi bakteri lezyondan girerek mukozayi istila eder. Bakteri
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mukozal lezyondan lenfatik sisteme dogru yayilir. Bagirsak sarbonu enfekte
hayvanin az pismis etinin yenmesinden kaynaklanir. Bagirsak sarbonunun
enfeksiyon kaynag B. anthracis pozitif sporlar ile bulasmis besin maddeleridir.
Ozellikle cig tiiketilen ve sonradan sporlar1 bulasmis et, siit ve diger besin maddeleri
olduk¢a tehlikelidir. Klinik gastrointestinal anthrax nadirdir, fakat enfekte olmus

hayvanin etinin yenmesiyle ilgili olarak salgin seklinde meydana gelebilir [8,17,18].

Sarbon lezyonlari, gastrointestinal kanalin her yerinde goriilebilir. Semptomlar
genellikle kontamine gidalarin yenilmesinden iki-bes giin sonra ortaya c¢ikar.
Gastrointestinal sarbonda iki klinik form tanimlanmaktadir; orofaringeal sarbon ve

barsak sarbonu.

Orofaringeal sarbon: Lezyon, agiz mukozasi, dil, tonsil, farinks arka duvarinda
yerlesebilir. Klinik tablo, yutma gii¢liigii, bogaz agrisi, boyunda agrili lenfadenit,
yiikksek ates ve toksemi ile karekterizedir. Sepsis ve toksemi sonucu hastalar

kaybedilir. Tedaviye ragmen 6liim oran1 % 50 dir [26].

Barsak sarbonu: Lezyon, barsakta en sik terminal ileum veya ¢ekum bolgesinde
yerlesir. Mide, duodenum ve proksimal ileumda daha az oranda yerlesir. Hastalarda
bulanti, kusma, karin agrisi, kanl ishal vardir. Semptomlar basladiktan iki-dort giin
sonra siiratle asit gelisir. Klinik tablo gittik¢e kotiilesir. Agir toksemi, sepsis ve septik

sok geliserek hastalar kaybedilir [5,12].

Sarbonun her ii¢ klinik formu da oldiiriicidiir. Deri sarbonu kendiliginden
diizelebilir. Deri sarbonu nadiren sepsise yol acar. Tedavi edilmeyen olgularin %10-
20’sinde sepsis gelisir ve Oliimle sonuclanir. Tedavi ile bu oran %0-3’e inmistir.
Akciger sarbonu hemen hemen daima oldiiriictidiir. Gastrointestinal sarbonda ise

6lim oram tedaviye ragmen %?25-75 arasindadir [5,12,21,27,28].

Sarbon i¢in risk altinda olan kisilerin, kontamine materyallerin infektif oldugunun
farkinda olmalar1 korunma icin esastir. Infeksiyon kontrol programi, sarbon

yoniinden risk grubunun egitimi, kontamine materyellerin dekontaminasyonu,
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endiistriyel alanda hayvansal iiriinleri isleyen, B. anthracis sporlari ile bulag olasilig
olan ekipmanlarin diizenli temizliginin saglanmasi, iscilerin is elbisesi kullanmalar1

ve el yikama aligkanliginin yerlestirilmesini kapsamalidir [21].

B. anthracis sporlar1 toprakta uzun siire canlilifin1 ve infektivitesini korur. Bu
nedenle tarimsal alanda, sarbonun endemik bulundugu bélgelerde korunmada en
etkili yontem hayvanlarin ve risk altinda olan insanlarin asilanmasidir. Ayrica
hastaliktan 6len hayvanlarin etinin yenilmemesi ve ¢evreyi yeniden infekte etmemesi

icin de karkasin derin gomiilmesinin saglanmasi gerekir [14].
Besin Zehirlenmesi

Basillus’lar arasinda en sik besin zehirlenmesi yapan tiir B. cereus’ tur. B. cereus iki
klinik formda besin zehirlenmesi olusturur. Ishal ile seyreden klinik form;
inkiibasyon siiresi uzundur. Semptomlar kontamine gidalarin yenilmesinden 8-16
saat sonra ortaya cikar. Hastalarda, kramp seklinde karin agrisi, sulu ishal vardir.
Semptomlar 24 saat icinde diizelir. B. cereus’ a baghh kusma ile seyreden besin
zehirlenmesinde inkiibasyon siiresi 1-6 saat arasinda degisir. Hastalik bulanti, kusma,
kirginlik ile karakterizedir. Bazen de ishal olabilir. Semptomlar genellikle 24 saat
icinde diizelir. Diger Bacillus tiirlerinden B. subtilis, B. licheniformis ve B.
pumilus’un da sik olmamakla birlikte besin zehirlenmelerine neden oldugu

bildirilmistir [4,20,29].

B. cereus’un cok sayida alinmasi ile bireylerde gida zehirlenmesi goriilebilir. Gida
zehirlenmeleri, gidadaki bakteri sayisi 10° /g oldugunda ortaya ¢ikmaktadir [11]. B.
cereus zehirlenmesinde araci gidalar olarak, pismis piring, makarna, et, kiimes
hayvanlari, sebze yemekleri, cesitli corbalar, pudingler, baharat ve soslar sayilabilir.
Ayrica, toprak kokenli olmasi nedeniyle tarla ve bahge iiriinlerine rahatlikla
bulasabilen B. cereus, sporlu bir bakteri oldugu icin et ve siit iirtinlerinde de
bulunabilir. Bu zehirlenmeler ozellikle B. cereus ile kontamine olmus gidalar
pisirildikten sonra yeterince ve hizli sogutulmadiklarinda veya gidalarin hazirlanmasi

ile tiikketimi arasindaki siire uzadiginda, canli ve 1siya direngli olan sporlarin
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cimlenmesi sonucu mikroorganizma ¢ogalip, gida zehirlenmesine neden olabilecek

diizeyde toksin olusturabilir [30].

Bacillus tiirleri ile olusan besin zehirlenmeleri bir ¢ok iilkede degisen oranlarda
goriilmektedir. Her mevsimde goriilebilen B. cereus besin zehirlenmesi, gida
zehirlenmeleri arasinda Japonya ve Iskogya’ da %1, Hollanda’da %22 olarak

bildirilmektedir [14,20].

Ulkemizde de B. cereus’a bagli besin zehirlenmesi bildirilmistir [31].

B. cereus, ilk defa Hauge (1950-1955) tarafindan Norveg'te 600 kisiyi etkileyen 4
ayrt gida zehirlenmesi vakasinda, etiyolojik etmen olarak bildirilmis, zehirlenmeye
neden olan gidanin, hazirlandiktan sonra bir giin bekletilmis vanilyali sos oldugu
saptanmistir. Bu olaydan sonra diger bircok Avrupa iilkesinde de B. cereus vakasi
tespit edilmistir. 1980 yilinda B. cereus kaynakli 9 gida zehirlenmesi, 1981 yilinda 8

gida zehirlenmesi vakasi, Hastalik Kontrol Merkezine rapor edilmistir [32].

B. cereus iki farkli toksin olusturur. Bunlardan birisi 40 kDa agirliginda 1siya
dayanikli (Stabil Toksin; ST) bir protein olan enterotoksindir. Gida zehirlenmesine
neden olan bu toksin 126 °C’de 90 dakikada inaktif hale gelir. Diger toksin ise 5-7
kDa agirlikta, 1stya duyarli (Labil Toksin; LT) olan bir peptittir. 60 °C’de birkag
dakikada tahrip olur. B. cereus tiirlindeki biitiin suslarinin toksin yapmadigi, belli
serotiplerin toksin olusturdugu bilinmektedir. B. cereus gida zehirlenmesine neden
olan ekstraselliiler toksin, ortamdaki bakteri sayist belirli bir diizeye ulastiktan sonra
saptanabilir. Bakteri, toksini logaritmik faz sirasinda sentezler ve salgilar. Yapilan
calismalarda bu bakterinin 1844 °C arasinda toksin sentezledigini ve 45 °C 'de

tiremesinin durdugu tespit edilmistir [11].

B. cereus’un toksini pronaz enzimlerine duyarli olup, 37 °C’de 60 dakikada bu
enzimlerin %0,01'lik dozu ile inaktif hale gelmektedir. Toksin, 45 °C’de 30 dakikada
aktivitesini kaybetmez ancak 56 °C’de inaktif hale gecer [11].
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B. cereus’da bulunan stabil (emetik) ve labil (diyarejenik) toksinler iki farkli tip
zehirlenmeye neden olur. Bunlardan biri “akut baslayan kusma tipi sendrom” olup
daha ¢ok pismis piring ve piringli gidalarda olusan toksinle iligkilidir. Kusturucu
toksin olarak isimlendirilen bu toksin 1s1 ile, pH'nin yani sira tripsin, pepsin
enzimlerine ve proteolize dayaniklidir ve antijenik 6zelligi yoktur. Kontamine gida
yenildikten 1-5 saat sonra bulanti ve kusma ile seyreden besin zehirlenmesi ortaya

cikar. Emetik toksinin akut karaciger yetmezIligi yaptig1 da bildirilmistir [13,33,34].

Diger hastalik tipi ise “uzun siirede gelisen diyare tipi sendrom” olarak bilinmektedir
ve daha genis bir gida grubu ile iligkilidir. Bu gidalar arasinda; misir ve muisir
nisastas1 basta olmak iizere tahil iceren gidalar, patates piiresi, sebzeler, kiyma, bazi
et Uriinleri, puding ve corbalar sayilabilir. Diyare yapici toksin olarak bilinen bu
toksin, protein yapisinda olup, tripsin ve pronaz enzimleri ile 1s1ya kars1 duyarhdir.

[4,12,13].

B. cereus grubu icinde yer alan B. myocoides ve B. thuringiensis’ de ishal olusturan

toksin iiretirler ve gastroenteritten sorumlu olabilirler [4,13].

Nispeten daha hafif seyreden diyare tipi B. cereus gida zehirlenmesinde inkiibasyon
siiresi 8-16 saat arasinda degismekte olup, genelde 12—13 saattir. Hastalik, 6—12 saat
siirer ve belirtileri bulant1 (kusma ¢ok seyrektir), kramp seklinde karin agris1 ve sulu
ishaldir. Genellikle ates goriilmez. Bu tip B. cereus zehirlenmesi C. perfringens gida
zehirlenmesine benzerlik gosterir. Daha agir seyreden emetik tip (kusma tipi) B.
cereus gida zehirlenmesinde ise inkiibasyon siiresi 1-6 saat arasinda degismekte
olup, genel olarak 2-5 saattir. Bu zehirlenme sekli S. aureus gida zehirlenmesine

benzerlik gosterir [32].
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Goz Infeksiyonu

En sik goz infeksiyonu B. cereus ve B. subtilis’de bildirilmistir. B. cereus, genellikle
gozle ilgili lokal enfeksiyonlara zaman zaman neden olur. B. cereus gozii enfekte
eden en zararli organizmalardan birisi olup konjonktivit, keratitis, iridoksilit,
dakriyosistit, apse, panoftalmi’ye yol acar [8]. Bu bakterilerle olusan goz
infeksiyonlar: siiratle ilerler, inokiilasyondan 12-48 saat i¢inde, endoftalmit veya
panoftalmit gelisir. Geriye doniisii olmayan gorme kaybina yol acar. Goziin toz ve
toprak ile kontaminasyonu, goziin penetran travmalart (Ozellikle sanayi
calisanlarinda demir pargalart ile goz travmalar1) veya kontak lens, goz ici lens
uygulamalar1 sonucu goziin direkt Bacillus spp. ile bulasi infeksiyona yol agar

[13,35].

B. thuringiensis, biyolojik insektisit olarak kullanilmaktadir. Kazara gbze sicramasi

sonucu saglikli kisilerde goz infeksiyonuna yol agmaktadir [36].

Endokardit ve Sepsis

Bacillus tiirleri nadiren endokardit etkenidirler. Damari¢i ilag bagimlilarinda
endokardit iyi bilinen bir komplikasyondur. Eroin ve injeksiyon ekipmanlari bu
bakterilerin bulas kaynagidir. Bacillus tiirleri arasinda en sik endokardit etkeni B.
cereus’dur. Bacillus tiirlerine ait bakteriyemi; damar i¢i ila¢ bagimlilarinda, kanserli

hastalarda, damarici kateteri olan hastalarda goriilmektedir [13,37,38].

Diger Infeksiyonlar

Bacillus tiirlerine bagh biitiin sistemlerde infeksiyon bildirilmistir. Bunlar; pnémoni,
ampiyem, beyin apsesi, menenjit, sant infeksiyonu, protez eklem infeksiyonu, yara

infeksiyonu, yanik infeksiyonu gibi [13,39,40].

Onemli Bacillus tiirleri ve olusturdugu infeksiyonlar Cizelge 2.2’de zetlenmistir.
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Cizelge 2.2. Baz1 Bacillus tiirleri ve olusturduklari infeksiyonlar

Izolat

Klinik tablo

B. anthracis

Sarbon, sepsis, menenjit

B.(paenibacillus)alvei

Sepsis, menenjit, pndmoni, ampiyem, protez kalca
infeksiyonu, yara infeksiyonu

B. brevis Bakteriyemi, kornea infeksiyonu, besin zehirlenmesi
Besin zehirlenmesi,yara infeksiyonu, bakteriyemi,sepsis,
pnomoni, ampiyem, endokardit, osteomiyelit, oftalmit,

B. cereus

menenjiit, beyin apsesi, akciger apsesi,emetik toksine bagl
karaciger yetmezligi

B. circulans

Menenjit, sepsis, endokardit

B. coagulans

Kornea infeksiyonu, bakteriyemi

B. licheniformis

Besin zehirlenmesi, sepsis, oftalmit, peritonit

B. pumilus

Rektal fistiil infeksiyonu

B. sphaericus

Menenjit, bakteriyemi, endokardit

B. subtilis

Bakteriyemi, sepsis, pndmoni, endokardit, ventrikiiloatrial
sant. infeksiyonu, iiriner sistem infeksiyonu, otit, besin
zehirlenmesi

B. thuringiensis

Yara infeksiyonu, kornea infeksiyon




29

Bacillus’larin sicaklik sinirlarn

Bacillus’larin termofilik, mezofilik, psikrotrofik tiirleri vardir. Termofilik, mezofilik
ve pikrotrofik Bacillus tiirleri dogada ¢ok yaygin olarak toprakta, bitkilerde, su
kaynaklarinda ve gidalarda kontaminant bakteriler olarak bulunur. Termofil
mikroorganizmalarin optimum gelisme sicakligi 45-60 C° arasindadir. Termofil
mikroorganizmalar ¢ogunlukla Bacillus tiirleridir ve gidalara c¢esitli kaynaklardan
kontamine olurlar. Termofilik Bacillus tiirleri, B. stearothermophilus, B. coagiilans,
B. sphaericus, B. brevis, B. licheniformis, B. termodenitrifikans, B. simithii’dir.
Mezofil bakteriler 20-44 C° ler arasinda gelisirler. Pek¢ok mikroorganizmanin en iyi
gelisebildigi 1s1 derecesidir. Mezofilik Bacillus tirleri B. pumilis, B. subtilis, B.
circulans, B. megaterium, B. mycoides’dir. Psikrotoflar optimum sicakliklari 7 C° nin
tizerinde olmasina karsin 7 C° nin altinda da c¢ogalabilen mikroorganizmalardir.
Psikrotrofik Bacillus tiirleri de B. badius, B. circulans, B. polymyxa, B.
sphaericus’dur [17,41].

Bacillus tiirlerinin 6nemli endiistriyel enzimleri

Canl1 hiicreler tarafindan meydana getirilen enzimler endiistriyel olarak, bitkilerden
(malt diastazi), hayvanlardan (pankreas enzimi, rennet vb.), mikroorganizmalardan
(amilaz, proteaz, seliiloz) iiretilirler. Bu enzimler ekmekgilik, nisasta, siitciiliik, et,
sekercilik, bira, sarap, ispirto, tekstil, dericilik vb. pek ¢ok sektdrde kullanilmaktadir
[42].

Endiistride kullanilan enzimlerin ¢ogu hiicre tarafindan bulunduklar1 ortama
salgilanir. Bunlara ekzoenzimler denir. Bu enzimler ¢oktiirme, siizdiirme ve santrifiij
yoluyla ortamdan ayrilirlar. Hiicre i¢i endoenzimlerin alinmasi otoliz ile ya da

hiicrenin parcalanmasi ile olur.

Uretilen endiistriyel enzimlerin biiyiik bir boliimiinii hiicre dis1 ve hidrolitik enzimler
olusturmaktadir. Bu enzimler nisasta, protein, pektin ve selilloz gibi dogal

polimerleri par¢alamaktadir [42].
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Endiistriyel amagclara yonelik enzim c¢alismalarinda da ekonomik ve teknik
nedenlerle genellikle bakteriyel kaynakli enzimler kullanilmistir. Bakteriyel kaynakli
enzimlerin {iiretkenlik kapasiteleri tiim gereksinimleri karsilayacak sekilde

genigletilebilmektedir.

Mikroorganizmalardan elde edilen ve endiistriyel olarak kullanilan enzimler: Amilaz,

proteaz, pektinaz, lipaz, glikoz oksidaz, seliilaz, aminoglukosidaz’lardir.

Bacillus sp. tarafindan iiretilen enzimler : Pirofosfataz, seliilaz, ferrokhelataz, serin

proteaz, alkalin proteaz, ndotral proteaz, amilaz, lipaz, esteraz, ksilanaz, pitaz,

keratinaz, elastaz, beta-glukanaz, pullulanaz.

Proteazlar

Proteaz bakteri, maya, kiif gibi genis araliktaki mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
en Onemli endiistriyel enzimlerden birisidir. Aym1 zamanda bitki ile ¢esitli hayvan
dokularinda da bulunur. Proteolitik aktiviteye sahip olan enzimler, ozellikle
bakterilerde saptanmistir. Bakteriyal proteaz cogunlukla ekstraseliiler, daha fazla
miktarlarda kolaylikla iiretilen, termostabil ve genis pH araliklarinda aktiftir.
Bakteriyal orijinli alkalin proteaz, diinya toplam enzim pazarinin yaklasik %60’1inda
payr olan en o©nemli endiistriyel enzimdir [43]. Proteazlarin, deterjan, gida,
farmasotik, deri, ipek, tani ile ilgili ve X-ray filmlerinde kullanilan giimiisiin geri
kazanimi gibi endiistrilerin genis alanlarinda farkli uygulamalar1 vardir [44,45].
Proteazlarin baglica uygulamalar1 deterjan endiistrisindedir. Ciinkii ¢amasir
deterjanlarinin  pH’1  genellikle 9,0-12,0 araligindadir. Alkalin proteazlar
deterjanlarda proteinlerin ¢oziilmesini kolaylastirmak amaciyla temizleme katki

maddesi olarak kullanilmaktadir [46,47].

Calismamizin konusunu tegkil eden proteolitik enzimler, protein ve peptidlerdeki
peptid baglan iizerinde etkili olan proteinaz ve peptidaz enzimleridir. Proteinaz

enzimleri, proteinlerin i¢ peptid baglar {izerinden etki goOsterirken, peptidaz
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enzimleri, peptidin serbest amino veya serbest karboksil grubu ile sonuglanan amino
asitlerini  parcalar. Ekzopeptidazlar, yalmz peptid uglarindan baglayarak
parcalanmalari, yani ugtaki aminoasitleri ¢ézmeleri ile karakterize edilirler. Ayrica
peptit zincirine karboksil ucundan etkileyen ekzopeptidazlara “karboksipeptidazlar”,
amino ucundan etkileyenlere de ‘“aminopeptidazlar” adi verilir. Bir¢ok
ekzopeptidazlar kiiciik parcalara, yani oligo ve polipeptitleri secimli olarak etkiler ki
bu nedenle kisaca peptidaz olarak da adlandirilirlar. Endopeptidazlar ise proteinleri
zincirin ortasindaki belirli noktalardan parcalarlar ve zincir u¢larina atak yapmazlar.
Daha ¢ok proteinlere ve biiyiik polipeptitlere etki ederler ve proteinaz veya proteaz
olarak da adlandirilirlar. Buna gore proteolitik enzimler endo ve ekzopeptidazlar
olmak tiizere iki grup altinda toplanirlar. Bunlardan endopeptidazlar proteinaz

enzimlerini, ekzopeptidazlar ise peptidaz enzimlerini ifade ederler.

Proteinaz enzimleri, endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin en énemli grubu olup,
bu alanda kullanilan enzimlerin %25’ini teskil etmektedir. Proteinaz enzimleri 2/3
oraninda mikrobiyal kaynakli olup daha ¢ok Bacillus tiirleri tarafindan iiretilmektedir

[48,49].

Gidalar iizerinde gelisen bazi mikroorganizmalar proteolitik enzimleri ile proteinleri

hidrolize ederek tat ve koku bilesenleri iizerinde olumsuz etkiye neden olurlar [49].

Proteolitik bakteriler hiicre disina salgilanan ekstraselliiler proteaz enzimi tiretirler.
Bakteri proteazlar1 genellikle hiicre icgindedir. Fakat smirli sayida bakteri
ekstraselliiler proteaz enzimine sahiptirler. Proteolitik bakteriler aerob veya
fakiiltatif anaerob olmalarina ve spor olusturup olusturmamalarina gore iki gruba
ayrilabilirler. B. cereus aerobik, spor olusturan proteolitik bakteridir. P. fluorescens
sporsuz, aerob veya fakiiltatif anaerob, C. sporogenes spor formlu ve anaerobik bir
bakteridir. Clostridium, Bacillus, Pseudomonas ve Proteus cinsinin pek cok tiirii

proteolitik aktiviteye sahiptir [50].

Keay ve arkadaslar1 1972 yilinda, mikrobiyal proteinazlarin izolasyon ve iiretimleri

tizerine yapmis olduklar1 bir calismada, mikrobiyal proteinazlarin degisik pH
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degerlerinde proteinaz aktivitelerindeki kuvvetlilige gore asit, notral ve alkalin

proteinazlar diye 3 gruba ayrildigini belirtmislerdir. Bunlar sirasiyla;

Asit proteinazlar: esas olarak fungal orjinli olup ve pH degerleri 2-5 arasinda
maksimum aktivite gosterirler. Asidik proteinazlar, 35.000 civarinda molekiiler
agirliga sahiptirler. Asit proteinazlar, pepsin ve renin gibi hayvansal enzimlerle

benzerlik gostermektedirler. Asit proteinazlar iki alt gruba ayrilmaktadirlar;

a) Renin benzeri asit proteinazlar

b) Pepsin benzeri asit proteinazlar

Asit proteinazlarin esas kullanim alanlar1 peynir yapimi ve gida endiistrisidir. Renin

benzeri enzimler daha cok siitii pihtilastirma 6zellikleri ile belirgindirler [51].

Notral proteinazlar: bakterilerin ve funguslarin her ikisinde de yaygin olarak
bulunmaktadirlar. 40-45.000 arasinda degisen molekiiler agirhilar vardir. pH: 7-8’de

maksimum aktivite gosterirler ve en fazla besin endiistrisinde kullanilirlar [51].

Alkalin proteinazlar: bakteri ve funguslarda olduk¢a yaygin olup, hayvansal
enzimler olan tripsin ve kimotripsin ile benzerlik gostermektedirler. pH 5-9 arasinda
maksimum aktivite gosterirler. Deterjan yapiminda, gida ve deri endiistrilerinde

kullamilmaktadirlar [51].

Bacillus tiirlerinden elde edilen alkalin proteazi, toplam mikrobiyal enzim satiglarinin
%35’ini olusturan deterjan endiistrisine sunulmasiyla kesfedildi [55,56]. B. brevis,
Bacillus sp. SSR1, ve B. stearothermophilus gibi ¢esitli Bacilllus tiirlerinden elde
edilen alkalin proteazin camasir deterjan1 formiilasyonunda kullanmildigi ifade

edilmektedir [54,55,56,].

En cok caligilan alkalin proteinazlar, cesitli Bacillus tiirleri tarafindan iiretilen
Subtilisin Carlsberg ve Subtilisin Novo’dur. B. licheniformis tarafindan {iretilen

Subtilisin Carlsberg ve B. amyloliquefaciens tarafindan iiretilen Subtilisin Novo
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deterjan formiilasyonlarinda secilen enzimlerdir. Her iki subtilisinin molekiiler
agirlig 27,5 kDa’dur, fakat 58 aminoasit birbirinden farklidir. Bu enzimler 8.0-10.0

pH degerlerinde maksimum aktivite gostermektedir [51].

Inal ve arkadaslar1 1990 yilinda yapmus olduklari ¢alismada proteinaz enzimlerini,
asit proteinazlar, serin proteinazlar, siilfidril proteinazlar ve metal iceren proteinazlar

olarak 4 grupta toplamislardir.

Asit proteinazlar, optimum pH degerleri diisiik olan enzimler grubudur. Pepsin,
renin, mikrobiyal ve fungal proteinazlarin biiyiik bir kism1 bu gruptadir. Bakteri ve
funguslarmn irettigi asit proteazlarin en dnemlileri pepsin ve renindir. Her ikisi de
buzagilarin midesinden elde edilen enzimler olup peynirlerin yapim ve olgunlagsma
islemlerinde 6nemli rol oynarlar. Renin, dana midesinin bir ekstraktidir ve peynir
yapiminda koagiile edici ajan yerine renin ve pepsin karistmi veya mikrobiyal
proteinazlar kullanilmaktadir. Renin’in optimum pH’s1 3,5 olmakla beraber pH 5’te
en kararli yapidadir. Buzagilar biraz daha biiyiidiiklerinde ve siitiin yaninda diger
besinleri de yemeye basladiklarinda mideleri renin yerine pepsin iiretmeye baslar.
Pepsin’in optimum pH’s1 2’dir ve enzim pH 2-5 aralifinda sabittir. Bakteriler ve
funguslarin {irettigi asit proteinazlar, peynir yapiminda reninin kullanilmalarinin

yanisira, mavi peynirlerin olgunlagma iglemlerinde de 6nemli rol oynarlar [57].

Serin proteinazlar kimotripsin, tripsin, elastaz, trombin ve subtilisin’i kapsar. Ham
endopeptidazlar ve ince bagirsakta etki gosteren pankreatik enzimlerdir. Zimogen

formda iiretilir ve proteoliz ile aktif forma doniisiirler [57].

S-H Proteinazlarin ¢ogu bitkisel kaynaklidir ve gida sanayiinde yaygin olarak

kullanilirlar. Papain, fisin ve bromelin gibi cogu 6nemli enzimler bu gruptadir [57].

Metal iceren proteinazlar aktiviteleri icin bir metale gereksinim duyarlar ve metal

kompleksleri tarafindan inhibe edilirler [57].
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Protein molekiilleri, cok sayida aminoasitin peptit baglariyla birlesmesi sonucu
meydana gelen polimerlerdir. Bu birlesmede bir aminoasitin karboksil grubu ile diger
aminoasitin amino grubu birleserek peptid bagi olusturur. 20 aminoasit bu sekilde
baglanarak birbirinden farkli bilesimde ve molekiil agirlikta uzun zincirli protein
molekiiliinii meydana getirir. Bu nedenle ¢esitli kaynaklardan saflastirilan proteaz
enzimlerinin  farkli sicakhk ve pH’daki konsantrasyonlart  degiskenlik
gostermektedir. Bu konuda yapilan bir calismaya gore; B. subtilis proteazindaki
toplam aminoasit sayis1 274 ve molekiil agirligi 27 600 dalton olarak bulunurken; B.
amyloliquefaciens proteazindaki toplam aminoasit sayis1t 416, molekiil agirhg 44

000 dalton olarak tespit edilmistir [58].

Mikrobiyal kaynakli enzimlerin iiretiminde iiretim ortaminin yapist ve {retim

kosullar1 enzim sentezini etkilemektedir.

Bacillus tirleri tarafindan iretilen proteaz enzimi bakterinin cesitli hayat
donemlerine gore degisik konsantrasyonlarda ortama sentezlenir. Bunun yaninda
pH’1n, sicakligin, cesitli organik ve inorganik maddelerin proteaz iiretimi iizerine

artiric1 veya azaltici etkileri vardir.

Godfery and Reichelt (1983) yaptiklar1 arastirmada B. subtilis’den elde edilen
proteaz enziminin 55 °C’de en yiiksek aktiviteyi gosterdigi, bu degerin iistiindeki
sicakliklarda aktivitenin hizla diistiigiini belirlemislerdir. B. licheniformis’den elde

edilen enzimin ise en yiiksek aktiviteyi 65 °C’de gosterdigini tespit etmislerdir [59].

Bacillus’larin bazi tiirleri gii¢lii proteolitik 6zellik gosterir, buna karsin bazi tiirleri ya
zayif proteolitik oOzellik gosterir veya hic gostermez. Aktif proteolitik tiirler
genellikle eksitilmeden pihtilagtirilan siit iirtinlerinde kullanilir. B. cereus bu 6zelligi

gosteren bir tiirdiir [60].

B. subtilis, B. mesentericus ve B. stearothermophilus ise bakteriyel proteinaz enzimi
tiretiminde kullamilmaktadir. Bu enzim et ve balik etlerinin tenderize edilmesinde

(yumusatilmasi), sarap ve bira endiistrisinde protein bulanmiklifinin alinmasinda
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stabilize edici olarak kullanilmakta olup, miso ve soysos iiretiminde starter kiiltiir

olarak da yaralanilmakta oldugu bildirilmektedir [61].

Bacillus tiirlerinin 6nemli bir enzimi olan proteinaz enziminin bakterinin cesitli hayat
donemlerine gore degisik konsantrasyonlarda ortamda sentezlendigi belirlenmistir
[58,62,63,64,65]. Proteinaz enziminin olusumu ve sentezlenmesi 6zellikle {ic onemli

donemde artis gdstermektedir.

1) Germinasyonun basladig1 donem
2) Sporlanmanin basladigi donem

3) Sporlanan hiicrede lizisin bagladigi donem

Proteinaz enziminin sporlanma sirasinda gostermis oldugu artig, hiicre proteinlerinin
yikilarak spor proteinlerinin yapiminda kullanmilmasiyla ilgilidir. Proteinaz enzimi,
sporlanmis hiicrenin litik aktivite ile parcalanarak sporlarin serbest hale gecmesini ve
spor hiicresinin germinasyonu sirasinda spor korteksinin yikilmasini saglamaktadir

[66,67].

Arastirmacilar, sporlanmaya baslamis bir hiicreden proteinaz enziminin sentez edilip
ortama salinacagimi kabul etmislerdir. Rappaport ve arkadaslar1 1965 yilindaki
calismalarinda hiicre ve spor enzimi ile proteinini karsilastirarak, sporlanma sirasinda
bazi proteinlerin parcalanmaya ugrayabilecegi diisiincesinden hareket ederek bu

donemde proteinaz enzim yogunlugunun arttigini saptamislardir.

Bacillus tiirlerinin proteinaz enzim iiretimi genellikle {iremenin sabit ge¢ logaritmik

fazinda meydana gelmektedir.

Keay ve arkadaglar1 1972 yilinda, B. megaterium MA 11, B. licheniformis 12, B.
cereus 13 ve B. thermoproteoliticus 14’un proteinaz enzim {iretiminin sporulasyonla
birlikte logaritmik iireme fazinin son doneminde meydana geldigini bulmuslardir. B.

megaterium MA nin notral proteinazi (megateriopeptidaz) saflastirilarak karakterize
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edilmis ve cinko iceren nétral proteaz varligi belirlenmistir. Enzim iiretimindeki
artisin nutrient konsantrasyonundaki artisla dogru orantili oldugu bulunmustur (en az
B. subtilis’te goriildii). Glukozun proteinaz enzim iiretimi iizerine etkisine bakildigi
zaman siklikla fakat yavas bir diisiis gosterdigi ve enzim iiretimini baskiladigi

gozlenmisgtir [S51].

B. megaterium ATTC 14581, B. cereus NCTT 945, B. polymxa ATTC 842,
Pseudomonas aeruginosa IFO 3080, Aeromonas proteolytica ATTC 15338 ve B.
subtilis SP 491 suslarinin nétral proteinaz iirettikleri bulunmustur. Notral
proteinazlara ilave olarak B. subtilis SP 491 susunun alkalin proteinaz enzimini de

tirettikleri bulunmustur [51].

Proteolitik enzimler, Bacillus tiirleri tarafindan iiretilen ¢ok 6nemli ve yaygin bir
enzim grubudur. Alkalin yapilarindan dolayr tiim mikrobiyal enzimlerin %35
kadarim kapsamakta olup, gida ve diger endiistrilerinde yaygin kullanim alanlarina
sahiptirler. Proteolitik enzimler gida sanayiinde biiyiik 6nem tasirlar ve besin isleme

asamalarinda ¢ok fazla kullanim alanmi bulurlar [57, 68].

Proteinaz enzimi iiretiminde kullanilan uygun besiyerleri pH’simin 7,0 oldugu
gozlemlenmistir. Cilinkii  Bacillus tiirleri en iyl iremeyi ndétral pH’da
gerceklestirmektedir. Buna bagli olarak proteinaz enzim sentezinin de bu pH

araliginda en yiiksek degerine ulastigi gdzlenmistir [64].

Farkli kaynaklardan saflastirillan proteinaz enzimlerinin sicaklik dayanikliklar
degiskenlik gostermektedir. B. subtilis’den elde edilen proteinaz enziminin 55 “C’de
en yiiksek aktiviteyi gosterdigi, bu degerin iistiindeki sicaklilarda aktivitenin hizla
diistiigt, B. licheniformis’den elde edilen enzimin ise en yiiksek aktiviteyi 65 “C’de

gosterdigi cesitli aragtirmacilar tarafindan belirtilmistir [59,68].
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Lipazlar

Lipaz enzimleri esteraz enzimlerinin bir sinifidir. Lipoliz, yagin lipaz enzimleri ile
gliserin ve serbest yag asitlerine parcalanma olayidir. Bu olay sonucunda diisiik
molekiillii yag asitlerinin serbest hale gecmesiyle acilagsma diye nitelendirilen aroma

bozukluklar1 ortaya ¢ikmaktadir. Lipolitik aroma, eriyen ugucu yag asitleri olusturur.

Lipolitik enzimler son zamanlarda biyoteknolojik potansiyellerinden dolay1 dikkat
cekmektedirler. Biyoteknolojik uygulamalarda biyokatalistlerin en onemli grubunu

olusturur.

Biyoteknolojik uygulamalar biyopolimer, biyodizel, farmasotik, kimyasallar ve
tatlandirict  bilesiklerin sentezlenmesinde lipazlar basariyla kullanilmaktadir.
Kimyasal islemlerle yaglardan {iiretilen endiistriyel onemi olan baz1 kimyasallar,

lipazlar ile 1liml sartlar altinda daha hizli ve daha kararh bir sekilde iiretilebilir [69].

Lipazlar, bakteriyal, fungal, bitki ve hayvanlardan elde edilir. Cok sayida bakteri,
maya ve kiif tirii lipaz {iretir. Bakteri lipazlann genellikle bitki ve hayvan
lipazlarindan daha kararlidir. Organik ¢oziiciilerde aktif kalir. Cesitli kaynaklardan
elde edilen lipazlarin, elde edildigi kaynaga gore yag asidi belirliligi, termostabilitesi,
optimum pH vb. cok sayida ozellikleri vardir. Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen
lipazlar, uygulama ozelliklerinin ¢ok yonlii olmasi, toplu iiretiminin kolay olmasi,
diisiik maliyetle tretildikleri ve yiiksek kararlilik gosterdikleri icin biyoteknolojik
uygulamalarda oldukga avantajlidir. Mikrobiyal lipazlarin cogu optimal olarak pH 4-
9 araliginda ve 45 °C dolayinda etki gosterirler [70].

Ekstraseliiler mikrobiyal lipazlar spesifitelerine gore 3 gruba ayrilirlar:
1. Nonspesifik: Spesifik olmayan lipazlardir. Bu grup lipazlar trigliseritlerin

parcalanarak serbest yag asitleri ve gliserol, ayrica ara iiriin olarak digliserit ve

monogliserit olusturulmasinda kullamilir. Bu tip enzimlere 6rnek olarak Candida
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cxlindracae, Corynebacterium acres ve Staphylococcus aureus’dan elde edilen

lipazlar1 6rnek verebiliriz.

2. 1,3 Spesifik Lipazlar: Lipazlarin bu grubu gliseritlerin 1 ve 3 pozisyonlarindan
serbest yag asitlerinin ayrilmasi reaksiyonunu katalize ederler. Hidrolize olan
trigliserit molekiilii serbest yag asitleri, 1,2 digliseritler ve 2 monogliserit verir. Bu
tiir lipazlar Aspergillus niger, Mucor javanicus ve Rhizopus tiirlerinden izole

edilebilirler.

3. Gliserit molekiilinden yalniz bir tek cesit yag asitinin spesifik ayrilma
reaksiyonunu katalizleyen lipazlar: Bu tiir lipazlar Geotrichum candidum’dan

dretilirler.

Bacillus subtilis, B. thermoleovorans, B. thermocatenulatus, B. coagulans lipaz

ireten baz1 Bacillus tiirleridir.

Lipaz enzimi genellikle siit iiriinlerinde ve gida endiistrisinde siit yaglarinin hidrolizi
icin kullamilir. Lipazin etkinligi siit yaglarin1 parcalayip yag asitlerini serbest hale

gecirerek pek cok siit iiriiniine tipik lezzet ve kokuyu kazandirmaktadir.

Baz1 peynirlerin olgunlastirilmalar1 sirasinda istenilen lezzetin meydana gelmesi
lipoliz ve proteoliz olaylarinin bir sonucudur. Enzimin orjini, pihtilagsmay1 saglayan
maya, starter veya starter olmayan bakteriler olabilir. Siit kaynaginin yapisinda
bulunan lipaz, peynirin lezzeti iizerinde etkili olan yag asitlerinin serbest hale

gecmesini saglar.

Lipaz iireten mikroorganizmalar, lipaz enzimleri icin alternatif kaynaklardir. Bugiin
yaygin olarak peynir iiretiminde lezzet gelisimini ve peynirin hizli olgunlagsmasini

saglamak amaci ile eksojen lipazlar kullanilmaktadir.

Gidalarin ¢ogu hidrolize olmaya uygun ve onemli miktarda yag icerir. Yaglarin

hidrolizi sonucunda yag asitleri serbest hale gecerek istenmeyen tat ve aroma
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degisiklikleri meydana getirirler. Lipolitik degisiklikler gidalarda bazen istenmeyen
durumlar meydana getirir. Bakteri, maya ve kiifler gidalara kontamine olduklarinda

tirettikleri lipolitik enzimler ile bozulmalara neden olurlar [71].

Bakterilerin lipolitik ve proteolitik aktiviteleri gidalarin bozulmasinda en biiyiik
sebeplerden biridir. Gidalarin bozulmalarinda endojen lipazlarin etkileri cesitli
aragtirmacilarin  konularmi teskil etmistir. Lipaz enzimleri yaglar ¢ok diisiik
sicakliklarda hidroliz edebildikleri gibi pastorizasyon 1sisinda da aktivitelerini
siirdiirebilmektedirler. Bu durum yag orami yiiksek ve 1s1 islemi gormiis yaglarin

bozulmalarindaki temel problemi olusturur [52,72,73,74].

Singh et al., (1976) yaptiklar1 bir arastirmada Serratia marcescens, Staphylococcus
aureus ve B. subtilis lipazlarinin -1 ve -180 °C’ler arasinda aktivite gosterdigini

belirlemislerdir [75].

Kalogridou (1984) arastirmasinda Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter ve
Flavobacterium tarafindan tiretilen lipaz enzimine ¢esitli zaman araliklarinda degisik
1s1 uygulamistir. Buna gore 63 °C’de 30 dakikada %14,8-56,2, 72 °C’de 17 dakikada

9%1,5-41,3 oraninda enzim aktivitesinde azalma oldugunu belirlemislerdir [76].

Yapilan arastirmalar sicakligin yaninda bazi metal iyonlar1 ile kimyasal maddelerin

lipaz enzimi iizerine etkili oldugunu gostermistir.

Needs et al., (1985) yaptiklar1 arastirmada Zn ", Hg**, Cu™, Ni**, Cd**, Fe ™, Fe ™,

Co™ gibi agir metal iyonlariin lipaz aktivitesini inhibe edici; Ca™, Mg ™ nin ise

lipaz aktivitesini artiric rol oynadigini belirtmislerdir [77].

+2

Aym arastiricilar EDTA ve Ca
belirlemislerdir [77].

nin birlikte lipaz aktivitesini inaktive ettigini
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Dring and Fox (1983) spesifik SH grubu inhibitorlerin iodoasetat, p-
hxdroxymercuribenzoate’in lipaz aktivitesini ¢ok yavas inhibe ettigini saptamislardir

[78].

2.2. E. coli ve Koliform Mikroorganizmalarin Genel Ozellikleri

E. coli ilk kez 1881 yilinda Alman bilim adami1 Theodore Esherich tarafindan bir
cocugun diskisindan izole edilmis ve Bacterium coli commune olarak
adlandirilmistir. Daha sonralar1 bu bakteriye Esherichia coli ad1 verilmistir. 1950’1
yillardan beri sicak kanli hayvanlarin normal bagirsak florasinda yer alan bir bakteri
olarak kabul edilmesinden dolay1r fekal kontaminasyonun gostergesi olarak

degerlendirilmektedir [79,80].

E. coli’nin optimum gelisme sicakligi 37 C°, optimum tireme pH’s1 7,2°dir. 44,5 C°
de laktozdan gaz olusturur. Glikozu asit olusturarak katabolize eder. Laktoz, indol,
metil red ve mannitol pozitif olup hareketlidir. Voges Proskauer (VP), sitrat,
malonat, adenitol iire, inositol, jelatin, hidrojen siilfiir, KCN testi negatiftir. Nitrati
nitrite indirger, sakkaroz, salisin ve dulsidol testleri degiskendir. Ortho Nitrofenol P-
D Galactopronosid (ONPG) pozitif sonug verir. Bazi suglar1 hemolitiktir, suslarin
cogu lizin dekarboksilaz enzimi iiretir. Laktozu ge¢ kullanan ya da kullanmayan,
hareketsiz veya indol negatif suslar1 vardir. Laktozu 24 saatten ge¢ fermente eden

suslarina parakoli-koliform denir [81].

Enterobacteriaceace familyasinin koliform grubu i¢inde yer alan E. coli en yaygin
olarak kullanilan indikator bakteridir. Ciinkii; koliform grubu i¢indeki bakterilerden
sadece E. coli zorunlu bir intestinal parazittir, dogada serbest yasayamaz, grubun
diger iiyeleri dogal olarak toprakta bulunabilir. Insanlarin taze gaytalarinda 10° adet
gibi yiiksek bir oranda bulunmasi nedeniyle lagim sularinin ¢ok seyreltik olarak
bulastifi ortamlarda dahi belirlenebilmektedir. Bu sayede gidalarda, i¢gme ve
kullanma sularinda, deniz ve gollerde E. coli bulunmasi orada dogrudan ya da dolayl

olarak digki bulundugunun anlasilmasini saglamaktadir.
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Resim 2.11. E. coli’nin morfolojisi [83] Resim 2.12. E. coli’nin mikroskoptaki
goriiniimii [83]

E. coli’nin patojenitesi

E. coli normal bagirsak florasinin bir pargast olmasina ragmen; yeni dogan
bebeklerde menenjitin, kadinlarda sistit ve nefritin, diareal hastaliklarin ciddi belirgin
formlart ile dizanteriden sorumlu, tiim diinyadaki insanlari etkileyen en yaygin gram
negatif patojendir. Bu gibi hastaliklara sebep olan E. coli suslar1 bir ya da birden
fazla viriilans faktorlerine sahiptir. Viriilans faktorleri asagidaki gibi karakterize

edilebilir:

- Spesifik memeli hiicrelerine yapisma kapasitesi.
- Bagirsak epitel hiicrelerinin icinde intraseliiler biiyiime ve yayilma.

- Sivi kaybina yol agan diareyle sonuclanan, bir ya da birden ¢ok enterotoksin
salgilama.

- E. coli’nin sebep oldugu menenjit ve septisemiden sorumlu antifagositik kapsiile
sahip olma [82].

Diinyada su kaybi yiiziinden yilda yaklagik 5 milyon ishal 6liimlerinin meydana
geldigi hesaplanmistir. Biiyiik kism1 yenidogan ve kiiciik cocuklarda olmakla beraber
biiyiik bir kism1 enteropatojenik E. coli kaynaklidir. Yetiskinlerdeki hastalik turist
ishali olarak bilinmektedir. Giinde bir¢ok kez diskilama ile hafif hastaliktan ciddi ve

oliimciil kolera benzeri hastalik gibi cesitli olabilir. Hayati tehdit edici E. coli
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infeksiyonlan tim diinyada meydana gelmekte, en yaygin olarak gelismekte olan

ilkelerde goriilmektedir [82].

Ishalden sorumlu olan viriilans faktorleri genellikle plazmidde kodlanir.
Transdiiksiyonla bir zincirden digerine uzayarak ya da rekombinasyonla kodlanabilir.
Sonugta viriilans faktorlerinin ¢esitli kombinasyonlarinin meydana geldigini goriiriiz.
Boylece diareye sebep olan E. coli suslari hastalik iiretme mekanizmasina gore
siniflandirilabilir. Bunlar dort grupta incelenmektedir. Son yillarda bu ayirima
Enteroaggregatif (EAggEC) ve fakiiltatif enteropatojenik E. coli’de eklenmistir
[82,83,84].

Enterotoksijenik E. coli (ETEC): Enterotoksin iireten E. coli enterotoksijenik E. coli
olarak tanimlanmaktadir ve LT denilen heat-labil toksin ile ST denilen heat-stable
toksinin birini ya da her ikisini dretir. Hem LT, hem de ST iiretebilme genetik
kabiliyeti DNA’daki degistirilebilir plazmitler sayesinde gerceklesir (ent plazmitleri).
Heat-labil toksin; Kolera toksini olarak da tanimlanir. 65 °C’de 30 dakikada
parcalanir, bilyiik oranda temizlenir. Kolera toksini gibi membrana bagli adenilat
siklazi stiimile ederek diareye sebep olur. Heat-stable toksin; 100 °C’de 30 dakikada

parcalanmaz, LT gibi antiabsorbatif etki yaratir.

ETEC seyahat diaresinin en onemli nedeni olarak goriilmekte ve bu tiir vakalardan
%60-70 ETEC sorumlu tutulmaktadir. Etkenin en ¢ok fekal kontaminasyonlu su ve
bu sularla temas eden c¢ig sebzelerden bulastigr bildirilmistir. Gelismekte olan
iilkelerde cocuk ve bebeklerdeki diarenin 6nemli bir nedenidir. Insanlarda sebep
oldugu enfeksiyon koleraya benzemektedir. Belirtiler arasinda sulu diare,

dehidrasyon, bazen kusma goriiliir [80,82,85].

Enterohemorajik E. coli (EHEC): EHEC ilk kez 1982 yilinda siddetli karin agrisi ve
cok kanli diareyle karakterize edilen hemolitik kolitin etiyolojik ajani olarak
tammlanmistir. Bu organizmalarin ayn1 zamanda Hemolitik Uremik Sendroma

(HUS)’da yol actig1 bilinmektedir. Bu sendromun hemolitik anemi, trombositopeni
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ve akut renal hasar oldugu bilinmektedir. HUS en c¢ok cocuklarda meydana

gelmektedir.

EHEC E. coli gruplann arasinda en patojen olanidir. En yaygin EHEC serotip
O1157:H7’ e ait olarak belirlense de baska EHEC serotipleri belirlenmistir. Invasiv
deyildir, fakat fimbrial antijenle bagirsak epiteline yapisir. EHEC bir ya da iki adet
antijenik olarak belli toksinler iiretir. Toksinlerin biyolojik kimligi ve antijenik yapisi
Shigella dysenteria’nin toksinine benzerliginden olayr “Shigella benzeri toksin”
denir. Vero hiicrelerini 6ldiirme yeteneklerinden dolay1r Verotoksin olarak da
adlandirilirlar. Hemorajik kolit salginlar1 kontamine gidalardan kaynaklandig: kadar
bakim evlerinde ve giinlilk bakim merkezlerinde kisiden kisiye gecebilmektedir.
Kontamine hamburger eti bu tip gida kaynakli hastaliklarin bir kaynagidir. Sigirlar
EHEC’in temel reservuari olabilecegi belirtilmistir. E. coli O1157:H7’nin -20 °C’de
biftek yiizeyinde 9 aydan fazla yasayabildigi belirtilmistir [82].

Enteroinvaziv E. coli (EIEC): EIEC’in en biiyiik viriilans faktorii epitel hiicreleri
istila etmesidir. Hiicreler icinde ¢ogalmakta ve yanindaki hiicrelere yayilmakta, bu
sekilde kolon iilserasyonuna ve kanli diareye neden olmaktadir. EIEC’in kolon i¢ine
girme yeteneginin plazmite bagli oldugu ve bu plazmitlerin bircok membran

proteinlerini kodladig1 bildirilmistir [80,85,86].

Enteropatojenik E. coli (EPEC): EPEC diare olusma mekanizmasi zayif anlasilmis
organizmalarin karisimindan olusur. Klasik EPEC bir diizine ya da daha fazla
serotipi igerir. Bu serotiplerin hepsi EPEC adezin faktor (EAF) denilen bir adezini
kodlayan 55-56 Mdalton’luk plazmidi tasimasiyla karakterize edilmektedir. EAF
ince bagirsak enterositlerine bakterinin sikica yapigsmasim saglar. Bu olay normal
mikrovilliis yapisinin yikilmasiyla sonuclanir. Dolayisiyla epitel hiicre membraninda
modifikasyona, ardindan da hastalifin patogenezinin anahtar1 gibi goriilen sindirim

ve adsorbsiyonun fizyolojisini etkileyen inflamasyona yol acgar [82].

Bu bakteri grubu 1940 ve 1950’1i yillarda Amerika’da ciddi sorunlara yol agmus,

bebeklerde neden oldugu hastaliklarla 6liim orant %50’lere ulagmistir. Giiniimiizde
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ise iyi hijyenik standartlara sahip olan iilkelerde seyrek olmakla birlikte, gelismekte
olan iilkelerde ¢ocuklarda goriilen diarenin en énemli nedenlerinden biridir. Hastane
personeli ve yeni doganlarda goriilme olasilig: yiiksektir. Yetigkinleri etkileyen su ve
gida kaynakli salginlar s6z konusudur. Bu salginlarda klorlanmamis kuyu suyu,
onceden pisirilmis soguk domuz eti ve etli borek gibi gidalarin kaynak teskil ettigi
belirtilmektedir [80,85,87].

Enteroaggregatif E.coli (EAggEC): Hep-2 hiicrelerine belirgin bir sekilde
yapigmalar1 ile karakterize edilirler. Cocuklardaki inatgi ishalin sebebi olarak

belirlenmistir [87].

Giiltekin ve ark. Sivas yoresinde 231 ishalli vakada tespit ettikleri ishal etkeni
mikroorganizmalar arasinda %4,3 EPEC, % 3 ETEC, %1,3 EIEC bakterilerini
tirettiklerini bildirmislerdir [88].

Istanbul’da yapilan bir ¢alismada, 1890 ishalli vakanin %30,8’inden patojen bakteri
izole edilmis, izole edilen patojenlerin 62’sinin (%5,35) EPEC oldugu bildirilmistir

[89].

Amerika’da ishal etkenleri arasinda E. coli O1157:H7 %1-3, ETEC %1-3 oranlarinda
gozlenmektedir [90].

Arjantin’de yapilan bir arastirmada, enteropatojenik E. coli (EPEC) %?26,1,
enterotoksijenik E. coli (ETEC)’yi %9,7 oraninda izole ettikleri bildirilmistir [91].

E. coli disindaki koliform erup mikroorganizmalar

Koliform grubu i¢ine dahil edilen mikroorganizmalarin ortak fizyolojik 6zellikleri
vardir. Bu organizmalar; aerop ve fakiiltatif aerop, gram negatif, spor olusturmayan,
35 °C’de 48 saat icinde laktozdan gaz olusturan, genelikle peritrik flagella sayesinde
hareketlidirler. Glikozu gaz olusturarak aerobik ya da anerobik olarak parcalarlar.

Oksidaz negatif, katalaz pozitiftirler. Karakteristik olarak Eozin Metilen Blue
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Agar’da ve Endo Agar’da 35-37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonunda, sari- yesil
metalik pariltili, koyu koloniler olusturarak gelisirler [92,93].

Koliform grup bakterilere dogada ve gidalarda siklikla rastlanir. Bir ¢ok taze sebzede
dogal olarak 10°-107 kob/g diizeyinde koliform grup bakteriye rastlanirken, diski
araciligi ile 6zellikle basta siit ve siit iirtinleri olmak iizere hayvansal gidalarda, lagim

suyu ile sulanmis sebzelerde yaygin bir sekilde bulunurlar.

Dogaya digski yoluyla dahil olan koliformlar uygun olmayan kosullar nedeniyle
genellikle oliirler. Suda birkag saatten birka¢ giine kadar canli kalabilirken kuruluga
dayaniksizdirlar. Giines, ¢evredeki diger mikroorganizmalar, protozoa, endiistriyel

atiklar gibi etkenler koliformlarin hayatta kalmalarin1 engellemektedir [79].

Fekal ya da fekal olmayan kaynaklardan gidalara bulasabilen, gida mikrobiyolojsi
bakimindan onemli, E. coli dahil 5 koliform tiirii bulunmaktadir. Bu tiirler; E. coli
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloaca, Klebsiella pneumoniae ve Citrobacter
freundii’dir. Bu tiirlere ek olarak koliformlara dahil edilen diger tiirler ise;
Citrobacter diversus, Enterobacter agglomerans, Klebsiella oxytoc, Serratia
liquefadens, S. fanticola, S. rubidaea, S. odorifera, Hafnia alvei ve Rahnella
aquatilis’tir [92,94].

Klebsiella pneumoniae: Bu tiir, canlilarin bosaltim ve solunum borusundan %S5
oraninda izole edilebilir. Organizma hareketsizdir ve kapsiiliiniin antijenik yapisina
gore en az 77 alt gruba ayrilabilir. Klebsiella pneumoniae (tip 1 ve2) ciddi ve yikici
bakteriyal pnemoniye sebep olabilir. Ancak Klebsiella genellikle, daha siklikla
hastane kaynakli iiriner yol infeksiyonlari, yanik yarasi enfeksiyonlari, ya da diger
solunum yollar1 enfeksiyonlarinda firsat¢idir. Nozokominal infeksiyonlarina en sik
yol acan Gram negatif patojen ve Gram negatif organizmalar icinde bakteriyemiye

sebep olan E. coli’den sonra ikinci en sik patojen olarak sayilir.

Klebsiella’nin bazi suglarinin ishal epidemileri rapor edilmistir. Bu oldukga

normaldir, ¢iinkii E. coli’nin Heat Labil ve Heat Stabil enterotoksinlerini kodlayan
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plazmitleri edinmistir. Nisastay1 dort giinde pargalayarak gaz olusturmasi bu

bakteriyi diger bagirsak bakterilerinden ayiran en 6nemli 6zelliktir [95,96].

Enterobacter: Enterobacter cinsi, Klebsiella’dan hareketli olmasiyla ayrilabilir.
Bosaltum kanallarinin normal florasini olustururlar. Su, lagim suyu, toprak, giinliik
riinlerde rastlanir. Enterobacter’in hastane kaynakli iiriner yol enfeksiyonlarinda

ender olarak primer patojen olmast beklenir [82].

Serratia: Serratia cinsinden ge¢miste tamamen zararsiz olarak soz edilirdi, ancak
simdilerde bu organizmanin yeni doganlarda, zayiflamis ya da immiin sisemi

baskilayici ilag kullanan hastalarda firsatci patojen oldugu bilinmektedir [82].

Citrobacter: Genellikle insan digskisinda bulunurlar. Diger koliformlarin yaptigi
infeksiyonlarla Salmonella’ninkine benzer bagirsak infeksiyonlarina sebep olurlar.

Citrobacter’ler et ve et tiriinlerinden siklikla izole edilirler [95,97].

Hafnia: Baz1 taksonomistler Hafnia cinsinin Enterobacter’in tiirlerini icerdigine
inanirlar. Bunun sebebi Ozellikle 197 serotipinin hastalik potansiyeli ve

korunmasinin Enterobacter cinsindekilerle karakterize olmasidir [82].

Koliform grup mikroorganizmalar insan ve sicakkanli hayvanlarin bagirsak
sisteminde dogal olarak bulunduklan icin fekal kontaminasyonun en iyi indikatorii
olarak degerlendirilmektedir. Gidalarda rastlanan koliform mikroorganizmalar, insan
ve hayvan kaynakli fekal bulasma diizeyini, yetersiz veya yanlig pastdrizasyon
teknigini, pisirme veya sonrasi kontaminasyonu ve kotii depolama kosullarini

gostermektedir [98].

Fekal koliformlarin var olduklar1 yerlerde aynmi zamanda enterik patojenlerin de
bulunmasi, fekal koliformlar ile kontamine su ve gidalarin; tifo, dizanteri, hepatit ve
gastroenterit gibi etmenleri de cok yiiksek bir olasilikla bulundurdugunu akla
getirmektedir. Ancak bazi koliform bakterilerin sadece fekal orijinli olmadig gozardi

edilmemelidir. E. coli tipik diski orijinli bir bakteri iken, Enterobacter aerogenes,
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Citrobacter freundii ve Klebsiella pneumoniae dogada hem bitkilerde, hem de

hayvanlarin bagirsak sistemlerinde bulunabilir [99].

Eijkman, 1904 yilinda bagirsak kokenli koliformlarin 46 °C’de Glikoz broth iginde
gaz olusturabildiklerini, bagirsak kokenli olmayan koliformlarin ise gaz
olusturmadiklart sonucunu bildirmistir. Daha sonraki yillarda 44,5 °C’de laktozdan
gaz ve asit olusturabilen koliformlara fekal koliform adi verilmistir. Baz1 Citrobacter
ve Klebsiella gibi bakteri suglar1 da fekal koliform tanimina uymaktadir, ancak fekal
koliform denildiginde akla hemen E. coli gelmektedir. Giiniimiizde koliform grup
tiyelerinin Eijkman testi ile diski veya toprak/bitki kokenli oldugu anlagilabildigi
gerekcesiyle su ve gidalarda belli sayida koliform bakteri bulunmasina izin
verilmekte, ancak fekal koliform ve E. coli izin verilmemektedir. Ciinkii E. coli
bulunmasi orada benzeri bagirsak kokenli Salmonella ve Shigella gibi primer patojen

baktrilerin olabilecegini gostermektedir [93].

Gidalardan koliform grup mikroorganizmalarin ve E. coli’nin izolasyonunda
kullanilan klasik yontemler, en muhtemel say1 yontemleri (EMS), kati1 besiyeri
yontemi ve membran filtrasyon yontemidir. Geleneksel kiiltiir yontemlerinde,
Uluslararas1 Standartlar Enstitiisii (ISO) ile FDA gibi standart analiz kuruluslarinda
kullanilan EMS yontemi iilkemizde de kamu ve 6zel sektor laboratuvarlarinda

kullanmilmaktadir [100,101].

En muhtemel say1 yontemleri (EMS)

Materyaldeki canli hiicre sayisinin koloni olusumu ile sayilamayacak kadar az
oldugu orneklerde sayim sivi besiyeri ile yapilir. Bu amagla en cok kullamilan
yontem En Muhtemel Say1 (EMS; Most Probably Number; MPN) olup gida

sanayiinde pek ¢cok mikroorganizmanin sayimi bu yontemle yapilir.

EMS teknigi; tiip diliisyon say1 yonteminin gelistirilmis seklidir. Kati besiyerinde bir
canli hiicrenin bir koloni olusturmasi esasindan yola cikilarak sayim yapilirken EMS

yonteminde inokiilasyon yapilan tiipe en az bir hiicrenin ge¢mesi esas alinir. EMS
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tekniginde sayim sonuclarn istatistik olarak hesaplanmis standart cizelgelerden
okunur. Kati besiyerinde yapilan sayimlar daha iyi sonu¢ vermesine kargin kullanilan
EMS yonteminin bircok avantaji sozkonusudur. Ornegin bazi mikroorganizmalar kati
besiyerinde iiretilemeyebilir ya da ¢ok zayif tireyebilir, bu durumda sivi besiyeri
kullanilan bir sayim teknigi, dolayisiyla EMS kullanilir. Bununla birlikte hasar
gormiis hiicrelerin sivi besiyerinde daha rahat geligebilmeleri teknolojik islem
gormiis gidalardaki sayim sonuglariin EMS yonteminde alman sonuglarin kati
besiyerinde alinan sonuglardan farkli olmasina sebep olur. EMS yoOnteminde elde
edilen sonuglar kat1 besiyerinde elde edilen sonuglara gére daha yogun olmaktadir.
Bunun sebebi kati besiyerinde sadece aktif hiicreler sayilabilirken, sivi besiyerinde
hasar goren hiicreler de sayilabilmektedir. Ciinkii hasar goren hiicreler de bazi
enzimatik faaliyetlerine devam etmekte ve uygun kosullarda kendilerini onararak
aktif hiicre haline gelebilmektedir. Bu yoniiyle diisiiniildiigiinde EMS teknigi daha
dogru sonu¢ vermektedir. Sayim yapilacak materyalde 1 ml’de 1’den daha az, 1
gramda 10’dan daha az sayida mikroorganizma varsa kati besiyeri kullanilmasi
sozkonusu olamaz. Bu gibi 6rneklerin analizinde ya membran filtrasyon yontemi ya
da EMS yontemi kullamlir. Materyal filtreden gecirilemiyorsa tek pratik yontem
EMS yontemidir. EMS yontemi agarli yonteme gore daha pratiktir; tiiplerin otomatik
dolduruldugu sistemler sayesinde giiniimiizde daha da kolay bir yontem olmustur.
Ayrica s1vi besiyerlerinin hazirlandiktan sonra kati besiyerlerine nazaran daha uzun

siire tazeligini korumasi da EMS yOnteminin avantajlarindan birisidir [92].

EMS yontemi tiip diliisyon tekniginin bir modifikasyonudur. Ancak uygulanisi
konusunda farkli goriisler vardir. Uzerinde en ¢ok konusulan konu her diliisyondan
kag tiipe ekim yapilacagidir. Ekim yapilan tiiplerin sayisi arttikga sayim sonucu daha
dogru ciksa da maliyeti de o oranda artacaktir [89]. Her diliisyondan 3, 5, 10 tiipe
ekim yapilan sistemler ve bunlarin uygulandiginda elde edilebilecek sonuglari igeren
standart cizelgeler gelistirilmistir. Bunlarin yaninda ardigtk iki diliisyonun

birincisinden 2, ikincisinden 5 tiipe ekim yapilan modeller de bulunmaktadir [102].

EMS yonteminde materyalin standart 1: 9 oraninda diliisyonu yapilir. Diliisyonlardan

uygun s1vi besiyerlerine ekim yapildiktan sonra iireme sonuglar1 kontrol edilerek say1
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hesaplanir. Bir diger deyis ile tiip dilisyon yonteminde her diliisyon icin 1 tiip
kullanilirken, EMS yonteminde her diliisyondan 1’den fazla sayida ekim yapilir.
Aymi diliisyondan yapilan paralel ekim sayis1 arttikga, istatistiki olasilik kurallarina
gore daha dogru sonuglar almir. Aym diliisyondan yapilan paralel ekim sayisi

sonsuza ulastifinda ise sayim sonucu kesinlesir [92].

Amerikan Mikrobiyloji Dernegi EMS yonteminde her diliisyondan 10’ar tiipe ekim

yapilmasini dnermektedir [103].

Koliform / E. coli arama teknigi olarak EMS yontemini kullanan Amerikan Resmi
Kimyacilar Birligi (AOAC) ise her diliisyondan 3’er tiipe ekim yapmaktadir.
AOAC’ye gore materyal hazirlanip dillisyonlar1 yapildiktan sonra ardisik ii¢
diliisyondan 3’er adet Lauril Siilfat Triptoz Broth (LSTB) besiyerine 1’er ml ekim
yapilmakta, 35 °C’de 48 saat i¢inde gaz olusturarak iireme gozlenen tiipler muhtemel
koliform olarak degerlendirilmekte, bu tiiplerden Brillant Gren Bile Broth (BGBB)
besiyerine ve E. coli Broth besiyerine ekim yapilmakta, 35 “C’de 48 saat inkiibe
edilen BGBB tiiplerinde gaz olusturarak iireyen bakteriler koliform grup olarak
dogrulanmakta, 44,5 °C’de 48 saat inkiibe edilen ECB besiyerindeki pozitif sonuglar
ise E. coli olarak sayilmakta, bu kiiltiirlerden EMB agar besiyerine siirme yapilarak,
ayrica gram boyama ve IMVIC testleri uygulanarak E. coli dogrulanmaktadir

[81,100,102].

Aym Orgiit, ardisik ii¢ diliisyondan 3’er adet LSTB besiyerine inokiilasyon yapilip
tiiplerin kapali su banyosunda 44,5 °C’de 24 saat inkiibe edilmesinin sonunda pozitif
sonug veren tiiplerin E. coli olarak degerlendirilmesini ve bu kiiltiirlerden EMB agara
sirme yapilarak E. coli dogrulamasim1i hizli E. coli tayin yOntemi olarak
gostermektedir. Bu cercevede, E. coli'nin EMS yontemiyle sayillmasinda en sik
kullanilan siv1 besiyerleri LSTB, ECB, Laktoz Broth ve Mac Concey Broth’dur. Bu

yontemlerin tiimiinde E. coli analizi en az 48 saat siirmektedir [79].

1982 yilinda Feng ve Hertman E. coli’nin sahip oldugu B-D glukuronidaz (B-GUR)

enziminin aktivitesine dayanarak hazirlanan kiiltiir ortami iginde E. coli’nin varligin



50

hizli bir sekilde tespit edecek florojenik metodu gelistirdiler. Bu metoda gore; E.
coli’nin sahip oldugu bu enzim, 4-metil-umbelliferil B-D glukuronid’i (MUG)
hidrolize ederek florojen bir bilesik olan 4-metilumbelliferon’u meydana getirir.
Kiiltiir ortam1 MUG ile desteklenebilir ve inkiibasyondan sonra UV lambasi1 broth
icinde lireyen kolonilerin meydana getirdigi floresan 1s1ma tespit edilebilir. MUG
inkiibasyonu siipheli E. coli sonucu icgin gerekli olan zamanda kesilmelidir. MUG
pozitif kiiltiirler ve E. coli’nin diger metotlarla dogrulanmas1 arasinda yiiksek bir
korelasyon vardir. MUG reaksiyonu diisiik bir oranda yanlis sonu¢ vermektedir. Bu
yiizden MUG mevcut sayim ve dogrulama metotlar1 arasinda kullanisli bir aragtir.
Ayni arastirmacilar, hasar gormiis E. coli’'nin LSTB+MUG besiyerinde, Violet Red
Bile Agar + MUG besiyerine kiyasla daha iyi sonuc¢ verdigini, ortamda yiiksek
sayida rekabetci bakteri olmasina karsin az sayida bulunan E. coli’nin bile bu
yontemle belirlenebilecegini belirtmislerdir. Bu calismalarindan sonra EMS
tekniginde kullanilan besiyerlerine MUG ilave ederek kiyaslamali pek cok calisma
yapilmistir. MUG kullanilan besiyerleri ile E. coli analizinde yiiksek diizeyde tatmin
edici sonuclar alimmistir. Bu giin AOAC’de dahil olmak iizere pek ¢ok standart

analiz kurulusu tarafindan MUG yo6ntemi benimsenmistir [104].

Florojenik ve kromojenik B-D glukuronidaz indikatorleri, Enterobacteriaceae ile
Vibrionaceae arasinda GUR aktivitesiyle E. coli’yi tamamen ayirt edebilmektedir

[105].

1993 yilinda yapilan bir ¢calismada, 10 farkli gida 6rnegi AOAC tarafindan gosterilen
EMS teknigiyle E. coli sayim yontemi ile aym teknigi LSTB+MUG kullanarak
karsilastirilmis, LSTB besiyerinde %81, LSTB+MUG besiyerinde ise % 91 pozitif
sonu¢ alinmistir. MUG’un, yontemin analiz siiresini 3 giin kisalttig1, sahte pozitif ve
negatif sonuclara karsin MUG tekniginin ¢cok daha duyarli ve cabuk bir yontem
oldugu belirtilmistir [102].

Ulkemizde 2001 yilinda Cakir ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada MUG metodu
ISO prosediiriiyle 500 gida analiz edilerek kiyaslanmis arastirma sonunda MUG

kullanilan EMS yonteminin ISO yontemine gore daha hizli, daha ucuz oldugunu,
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gida analiz sonuglar arasinda iki yontemde istatistik olarak fark bulunmadigini, 500
gida Orneginin 467’sinden E. coli izole edildigini (%93,4), ¢rneklerdeki E. coli
sayisinin 0,18-5,04 log MPN /gr yada ml olarak bulundugunu bildirmislerdir [106].

2.3. Kekik (Satujera wiedemanniana) Bitkisi Ucucu Yagimin Antimikrobiyal
Aktivitesi

Yurdumuzda en fazla bilinen ve kullanilan tibbi ve aromatik bitkiler Labiateae
familyasina ait olup diinyanin pek ¢ok yerinde bulunmaktadir. Bunlardan birisi de
Thymus spp. (kekik)’dir. Labiateae familyas1 Tiirkiye'de en yaygin tiirlere sahip
familyalardan birisidir. Bu familyaya ait olan Satureja cinsi Tiirkiye'de 5'i endemik

toplam 15 tiirle temsil edilmektedir [107].

Bir¢ok Satureja tiirii yoresel olarak “kekik”, “sivri kekik”, “kili¢ kekik”, “keklik

LR T3

otu”, “cath” veya “firibu” isimleri ile bilinmektedir. Ayrica Tiirkiye'nin degisik
bolgelerinde baharat, cay ve sifal1 bitki olarak da kullanilmakta olan bir¢ok Satureja

tiiriiniin ugucu yaginin kimyasal bilesenleri calisilmistir [107,108].

Tibbi ve aromatik bitkiler baharat olarak kullaniminin yanisira tip, eczacilik,
kozmetik ve tarim alaninda da kullanim alani bulmaktadir. Sifali bitki olarak kekik
halk arasinda kramp c¢oziicii, dezenfekte edici ve balgam soktiiriicii olarak
kullanilmaktadir. Akciger, bronslar, mide ve bagirsaklar, kekigin baslica kullanim
alanlaridir. Bitkinin 6nemli etken maddesi olan eterli ugucu yaglar kana karisip,
brongiyal kaslar etkileyerek, kramplar1 coziicii 6zelliktedir. Ayni1 zamanda o

bolgelerde bakteri olusumunu da 6nler [109].

Son yillarda antibiyotiklere direngli suslarin ortaya c¢ikmasi ve dogal kaynakl
ilaglarda goriilmeyen veya az goriilen yan etkilerin sentetik ilaglarda dikkati ¢ekecek
kadar cok olmasi, bilim adamlarimi dogal kaynakli ilaclar1 aragtirmaya itmistir.
Tarimda, besinlerin korumasinda ve tipta mikroorganizmalara karsi etkili maddelere

biiyiik gereksinim duyulmaktadir. Cesitli bilim adamlar1 bir¢ok tibbi bitkiyi
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tanimlamis ve bu bitkisel droglarin bir cogunun etkisi bilimsel olarak kanitlanmigtir

[109,110].

Resim 2.13. Satureja cuneifolia Resim 2.14. Satureja hortensis bitkisi
bitkisi

Kan ve ark. (2005) tarafindan Konya boélgesinden toplanan S. cuneifolia bitkisinden
elde edilen essential yaglarin kimyasal analizi ve antimikrobiyal aktivitesi
arasgtiritlmistir. Arastirmada test mikroorganizmalari olarak Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Bacillus cereus ATCC 11778, Sarcina lutea ATCC 9341, Escherichia
coli ATCC 29998 ve Staphylococcus aureus ATCC 6538 kullanilmistir. %10’ luk
konsantrasyondaki S. cuneifolia ugucu yaginin P. aeruginosa’da olusturdugu
inhibisyon zon cap1 11 + 0,8 mm, B. cereus’da 12 + 1,7 mm, E. coli’de 6,3 + 2,7
mm, S. aureus’da 7,8 + 3,2 mm, S. lutea inhibisyon zon ¢ap1 7,3 + 2,8 mm olarak

bulunmustur [111].

Goren ve ark. tarafindan Gebze’de (2003) Satureja thymbra ugucu yaginin
antimikrobiyal aktivitesini  arastirmislardir. ~ Calismada  Escherichia  coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Shigella sonnei, Staphylococcus
aureus ve Candida albicans test mikroorganizmalari olarak kullamilmistir. Etanolde
diliisyonu yapilan S. thymbra ekstrakti test edilen organizmalarin iiremesini inhibe

etmezken, diliisyonu yapilmamis ucucu yagin test mikroorganizmalar {izerinde
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antimikrobiyal aktivite gostermistir. En yiiksek aktivite C. albicans (40mm

inhibisyon zon ¢ap1) ve S. typhimurium (25mm )’da gozlenmistir [112].

Azaz ve ark. tarafindan (2002) yapilan ¢alismada bazi Satureja ugucu yaglarinin
antimikrobiyal aktivitesini arastirmiglar. S. pilosa yag1 Candida albicans’a karsi
31,25 pg/ml minimum inhibitér konsantrasyon degeri gostermistir. S. icarica yagi en
cok Pseudomonas aeruginosa bakterisini inhibe etmistir. Test edilen diger yaglar da
bu bakteriye inhibitor aktivite gostermistir. S. pilosa ve S. icarica yaginin her ikisi de
62,5 pg/ml MIC degeri ile Enterobacter aerogenes’i inhibe etmistir. S. coerulea
disinda tiim yaglar standart antibiyotik gibi Salmonella typhimurium’u inhibe etmistir

[113].

Adigiizel ve arkadaslar tarafindan (2007) Artvin’den toplanan Satureja hortensis
ucucu yaglarinin gida zehirlenmesine yol acan bakteriler iizerindeki antimikrobiyal
aktivitesi arastirilmistir. Ucucu yag Bacillus subtilis, Enterococcus feacalis,
Escherichia coli, Morgonella morganii, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus ve
Streptococcus pyogenes gibi test edilen bakterilerin biiytimesini inhibe edememistir

[114].

Biavati ve arkadaslar tarafindan (2004) Antalya’dan toplanan Satureja cuneifolia ve
Thymbra sintenisii ugucu yagininin antimikrobiyal aktivitesi ¢alisilmistir. En duyarh
mikroorganizmalar mayalar ve Bacillus licheniformis, Clostridium tyrobutyricum ve
Bifidobacterium dentum olarak tespit edilmistir. Test edilen yaglar Bacillus,
Brevibacillus ve Lactobacillus cinslerinin ¢ogu tiirline karsi zayif aktivite

gostermistir [115].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Arastirmamizda 01.03.2006-28.06.2007 tarihleri arasinda toplam 45 adet olmak
tizere 15’er adetlik gruplar halinde Ankara ilinde tiitketime sunulan kusbasi, kiyma ve
tavuk eti 6rneklerinde mezofilik Bacillus cinsi bakterilerin varlig1 ile koliform grubu

mikroorganizma ve E. coli sayis1 aragtirllmistir.

Cesitli market ve kasaplardan temin edilen et drnekleri steril posetlere alinarak en

kisa siire igerisinde laboratuvara getirilerek analizi yapilmistir.

Koliform bakteriler ve E. coli varligi en muhtemel say1 yontemiyle (EMS) kontrol

edilmistir.

Ayrica Bacillus olarak tanimlanan izolatlarin proteaz ve lipaz enzim aktiviteleri

calisilmstir.

3.2. Bacillus izolatlarmin Tammlanmasi ve Tamimlanmada Kullanilan Testler

Mezofilik Bacillus tiirlerinin izolasyonu ve identifikasyonu i¢in Oncelikle alinan
orneklerinin homojenizasyon ve seyreltme islemi gerceklestirilmistir. Bu islem i¢in
peptonlu su kullamilmistir. Analize aldigimiz et drneginden 10 gr tartip igeriklere
gore hazirlanan 90 ml peptonlu su bulunan tiipe aktarilmistir. Bdylece drnegimizin
1:9 oraninda homojenizasyonunu, 10" seyreltmesi yapilmistir. Daha sonra yine

peptonlu su kullanilarak 10~ ve 10~ diliisyonlar hazirlanmistir.

Bacillus izolasyonu i¢in Plate Count Agar (PCA) ve Glikoz Agar (GA) besiyerleri
kullamlmstir. 10~", 10~ ve 10 seyreltilerdeki tiiplerden steril bir pipet ile her bir
tipten 0,1 ml alinarak PCA ve GA besiyerlerine aktarildi. Steril drigalski 6zesi ile

yayma yontemi kullanilarak 6rnegin biitiin plaga homojen bir sekilde dagilmasi
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saglanmistir. Ekim islemini tamamladiktan sonra plaklar 37 °C’de 1 giin inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda iireme olan plaklardan, kuru beyaz, mukoid ve
mat, sarimsi, krem renginde olan siipheli Bacillus kolonileri 6ze ile alinarak gram
boyama yapilmistir. Daha sonra gram pozitif, sporlu, Bacillus kolonileri yatik
nutrient agar besiyerine ekilerek stok yapilmustir. Identifikasyon icin gesitli

biyokimyasal testler yapilmistir [116].

Gram Boyama ve Mikroskobik inceleme

Saf kiiltiirden preparat hazirlayarak klasik gram boyama metoduna gore boyamasi
yapilmistir. Preparatlarin boyamasi yapildiktan sonra mikroskobun (A-216 Prior,
England) immersiyon objektifinde incelenmistir. Gram pozitif, ince, cubuk seklinde,

spor formunda goriinen mikroorganizmalar Bacillus olarak degerlendirilmistir.

Bacillus suslarinin tanimlanmasi

PCA ve GA besiyerlerinde iireyen Bacillus’larin tanimlanmasinda cesitli
biyokimyasal testlerden yararlanilmistir. Bacillus’lar iizerinde katalaz testi, hareket
(SIM), jelatin hidrolizi, oksidasyon-fermentasyon testi (OF), Triple Sugar iron (TSI),
sitrat,iire, indol, Voges Proskauer (VP), %6,5 NaCI’de iireme, nitrat, eskiilin testi,
nigasta testi, lesitin testleri uygulanmistir. Bacillus suslarinin seker kullanim testleri
yapilmistir. Bu amagla karbonhidrat fermentasyon besiyeri (Purple Broth Base-
Difco) kullanilmistir. Kullanilan sekerler glikoz, arabinoz, ksiloz, mannitol, laktoz,

sitkroz, maltoz ve glikozdan asit iiretimi incelenmistir [17,59,117].



Cizelge 3.1. Cesitli et 6rneklerinden izole edilen Bacillus tiirlerinin tanimlanmasinda
kullanilan biyokimyasal testler [116]

® ©
R EE IR E R
B. subtilis F |V|i+|+|+|+|+|+]|+]-]|+|NV |V |-]|+
B.alcalophilus F V|- |- |+|V|+]|-|+|-1]-]|"|-]-
B. alvei F |+ |- |- |4+]|+][+][+][+]-]-|Y |+ |+]|+
+
B. badius F |[VIV|-|V|V|+]|-]|-|V|-|/NV]|-|-]-
B. brevis OF |+ |- | VI+ | VI+l-1+xI-TVvI~V[IVI-Tv
B. cereus F |[+|V|V|-|+]|+]|-|+]|-|V|/NV|V]-]|+
B. circulans F |+|V|V|-|+|+|-|+]|-|V|/NV|- |-]|-
B. coagulans F |+ - |- |-|-1+|+|+]|-|V|-H~+ |- ]|-]-
B. firmus F [+ |+|V|+|V|+|-|+]|-|-|NVN|-|-|V
B. insolitus F (V|- |- |- |V|+]|-1]-|V|-|+V]|- |-]-
B. laterosporus F |[+|-|+|+|+]|+|-|-|-|-|"V]|- |V|+
B. lentus F |[+|V|V|V|+|+|-|+]|-]|-]|"M" |+ ]|-]|-
B. licheniformis F |V|i+|+|+|+|+|+]|+]|-|+|V |V |-|V
B. macerans F |[Vi-|+|+|+]|+]|-|+]|-|V|/V|IV]|-]-
B. megaterium F [ V|V|-|+|V|+|-|+]|-|+]|7 |V |-]+
B. mycoides F |- |V|+|+|V|+|+|+|V|V|/NVN|IV |-+
B. pantothenticus F VIi+|VI|+|V|+|-|+]|-]|-|/V|-|-]-
B. polymyxa F |+ |- |+|+|+|+]|+]|+]- N T
B. pumilis F |+ |+]|-|4+]|+]|+]+]-]-]+]/N -+
B. sphaericus OF [+ |VI]-T-1-T+1-1-T-1v]l+vIv]-]-
B.stearothermophilus |F |+ |- |+ |+ |+ | V|- [+ |V[V|/+ |- | -|-

F : Fermentatif, OF : Oksidatif/ Fermentatif, V : Degisken



Cizelge 3.2. Cesitli et 6rneklerinden izole edilen Bacillus tiirlerinin

tanimlanmasinda kullanilan karbonhidrat fermentasyon

testleri [116]
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3.3. Bacillus Tiirlerinin izolasyonunda Kullamlan Besiyerleri

Peptonlu su (Oxoid CM 9)

Pepton :10,0 gr
Sodyum klorid 25,0 gr
Disitle su : 1000 ml

Tartilan bu karisgtm 1000 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriiliip pH 7,2 + 0,2’ye
ayarlandiktan sonra tiiplere 9’ar ml pipetlenmistir. Daha sonra 121 °C’de 15 dakika

otoklavda steril edilmistir.

Standart Plate Count Agar (PCA) (Difco)

Trypton 25,0 gr
Yeast extract 125 gr
Glucose 21,0 gr
Agar 015, gr
Distile Su : 1000 ml

pH 7,0 £ 0,2’ye ayarlanip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilip,

petrikutularina ilave edilir.

Glukoz Agar (GA)

Peptone :10,0 gr
Lab- Lemco powder :50¢gr
NaCl 2 5,0gr

Glikoz : 10,0 gr
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Agar : 15,0 gr

Distile Su : 1000 ml

pH 6,9 + ayarlanip, 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilip, petri kutularina

ilave edilir.

3.4. Bacillus Suslarinin Tammlanmasinda Kullamlan Besiyerleri ve Uygulanan

Testler

Katalaz testi

Lam tizerine saf Bacillus kolonilerinden bir 6ze dolusu alinip, koloni iizerine 2-3
damla %3 hidrojen peroksit (H, O, ) damlatarak karigtirilmistir. Lam iizerinde gaz

kabarciklarinin olusumu reaksiyonu pozitif olarak degerlendirilmistir [117].

Hareket (SIM) besiveri (Oxoid CM 435)

Trypton : 20,0 gr
Peptone 16,0 gr
Ferric amonyum siilfat 10,2 gr
Sodium thiosiilfat 00,2 ¢gr
Agar :35¢gr
Distile Su : 1000 ml

pH 7.3 £ 0,2 ayarlanip tiiplere 4 ml ilave edilerek 121 °C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

Sivri uglu bir 6ze ile saf Bacillus kolonisinden bir 6ze dolusu alinarak tiip

icerisindeki agara agilanmistir. Tiipler 25 “C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
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Agar igerisinde ekim cizgisi boyunca etrafa dogru difiize olmus bir yayilma

goriilmiis ve test sonucu pozitif olarak kaydedilmistir [17].

Simons citrat agar ( Oxoid CM 155)

Magnesium sulphate 10,2 gr
Amonyum dihydrogen phoshate 10,2 gr
Sodium amonium phoshate 10,8 gr
Sodium citrate, tribasic 12,0 gr
Sodium chloride (NaCI) :50gr
Bromthymol blue 2150 gr
Distile Su : 1000 ml

pH 7,0 £ 0,2’ye ayarlanip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Bacillus’lar yatik agar olarak dokiilen bu besiyeri iizerine asilanarak, 37 ‘C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda besiyeri renginin yesilden

koyu mavi renge doniisiimii pozitif olarak olarak degerlendirilmistir.

Resim 3.1. Sitrat testi [118]
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Nutrient gelatin besiyeri (Oxoid CM 135 a)

Lab-Lemco powder :3,0 gr
Pepton :5,0 gr
Gelatin :120,0 gr
Distile Su : 1000 ml

pH 6,8 + 0,1’e ayarlanip tiiplere Sml’lik miktarlarda dagitildiktan sonra 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Tiiplere Bacillus kiiltiiriinden daldirma ekim
yaptlmustir.  Tiipler 22 °C’de 3-4 giin inkiibasyona birakilmis ve -4 °C’de
sogutulmugstur. Jelatin hidrolizi testinde pozitiflik besiyerinin sivilagsmasi ile

anlasilmustir [17].

Resim 3.2. Jelatin hidroliz testi [118]

Eskiilin Ayrismasi Testi

Bir glikozid olan eskulin, etkenlerin enzimleri vasitasiyla hidrolize edilerek
ayrigtirilir. Deney, eskulinli buyyon veya agarda uygulanabilir. Bu test i¢in gerekli

materyaller;

Eskiilin 11,0 gr

Ferrik Sitrat 10,5 gr
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Pepton : 10,0 gr
Sodium chloride (NaCI) 25,0 gr
Distile Su : 1000 ml

pH 6,8 £ 0,1 ayarlanip, tiiplere 5 m1’lik miktarlarda dagitildiktan sonra 121 *C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Tiiplere Bacillus kiiltiiriinden ekim yapilip
37 °C’de 1-7 giin kadar inkube edilir. Kiiltiirler her giin gozle kontrol edilirler.
Negatif durumlarda, hicbir degisiklik goriilmez. Pozitif olgularda eskulinli brothda

siyah-kahverengi renk meydana gelir.

Resim 3.3 Eskiilin testi [118]

Ure agar base (Oxoid CM 53)

Pepton : 1,0 gr
Glucose : 1,0 gr
Sodium chloride (NaCI) 25,0 gr

Disodium phosphate 21,2 gr
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Potassium dihydrogen phosphate : 0,8 gr
Phenol red 10,012 gr

Agar 1150 gr

2,4 gr alimip 95 ml distile suya ilave edilmistir.

Resim 3.4. Ure testi [118]

pH 6,8 + 0,2’e ayarlanip 121 “C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Daha

sonra 5 ml steril iire ilave edilerek steril tiiplere dagitilmistir.
Bacillus’lar besiyerine asilanarak 25 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonucunda besiyerinde pembe renk olusumu ile reaksiyon pozitif olarak

degerlendirilmistir [17].

Indol besiyeri (Oxoid CM 87)

Tryptone :10,0 gr

Sodium chloride (NaCI) :5,0gr
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Distile Su : 1000 ml
pH 7,4 £ 0,2’e ayarlanip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [64].
Besiyerine Bacillus tiirleri asilanmistir ve 37 “C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Besiyerine kovacs ayiract damlatilmistir. indol besiyerinin yiizeyinde kirmizi halka

olusumu ile reaksiyon pozitif olarak degerlendirilmistir [17].

Kovacs oxidase testi

Tetra-methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride : 1,0 gr

Disitle Su : 1000 ml

Distile su igine tetra-methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride ayiraci ilave

edilerek kovacs ayiract hazirlanmistir [17].

Triple sugar 1ron (TSI) agar (Oxoid CM 277)

Lab- Lemco powder :3,0 gr
Yeast extract :3,0 gr
Pepton 20,0 gr
Sodyum klorid (NaCI) 25,0 gr
Lactose 25,0 gr
Sucrose :10,0 gr
Glucose 21,0 gr
Ferrik sitrat 10,3 gr
Sodyum Thiosulfat 10,3 gr
Phenol red 10,1 gr

Agar :12,0 gr
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Distile Su : 1000 ml

pH 7,4 + 0,2’e ayarlanip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Bacillus’lar yatik kati agar yiizeyine asilanip, 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmuslardir. Inkiibasyon sonucunda Bacillus suslarinin TSI agar besiyerinde asit
iiretimi (sar1) veya alkali (kirmiz1) iiretimine gore test sonuclarn degerlendirilmistir

[9.62].

Resim 3.5. TSI testi [118]

Voges proskauer (VP) (Oxoid CM 43)

Pepton :5,0 gr
Glucose :5,0 gr
Fostat buffer :5,0 gr
Distile Su : 1000 ml

pH 7,5 £ 0,2’e ayarlanip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. VP

sivi besiyerine Bacillus bakterileri asilanmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
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birakilmislardir. Inkiibasyon sonucunda besiyerine 0,6 ml naphtol + ethylalchol

karisimi olan VP indikatorii ve 0,2 ml %40 KOH ilave edilmistir. Test sonucunda

pembe renk olusumu pozitif, sarn renk olusumu ise negatif olarak degerlendirilmistir

[17].

VP indikator

a- Naphtole

Ethyl alchol

% 40 KOH

Potasyum hydroksit

Distile Su

% 6,5 NaCI’de Ureme

Pepton

Lab- Lemco powder
Glucose

NaCl

Distile Su

25,0 gr

: 100 ml

: 40,0 gr

: 100 ml

:10,0 gr

:10,0 gr

:10,0 gr
:65,0 gr

: 1000 ml

pH 7,5 £ 0,2’e ayarlanip tiiplere 6 ml dagitilarak 121 “C’de 15 dakika otoklavlanarak

steril edilmistir. Besiyerine Bacillus tiirleri asilanmis ve 37 °C’de 24 saat etiivde

inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda bakteriyel iireme, bulanikligin olusumu ile

kontrol edilmistir [17].
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Resim 3.6. % 6,5 NaCI’de tireme testi [118]

Nitrat rediiksiyonu

Pepton :10,0 gr
Sodium chloride (NaCI) 25,0 gr
Potasyum nitrate :2,0 gr
Agar :3,0 gr
Distile Su : 1000 ml

pH 7,0’e ayarlanip tiplere 5 ml ilave edilerek, 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilmistir. Bacillus suslar1 besiyerine asilanip, 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Test sonucunu degerlendirmek amaci ile tiipteki besiyerinin icerisine 1
ml soliisyon A, 1 ml soliisyon B’den pipetlenmistir. Tiipte kirmiz1 rengin olusumu

pozitif nitrat rediiksiyonunu gostermistir [17].
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Soliisyon A

Siilfanilic asid 10,8 gr
Asetik asid (5N) : 100 cc
Soliisyon B

a- Naphthlamine 10,5 gr
Asetik asid (5N) : 100 cc

5N asetik asid’in hazirlanist

Asetic asid 60 ml

Distile Su : 140 ml

Karisim sonucunda 200 ml’lik 5N asetik asit elde edilmistir. Bu karisimin 100 ml’si

A soliisyonu i¢in, 100 ml’si de B soliisyonu i¢in kullanilmistir.

Karbonhidrat fermentasyon besiyeri

Purple broth base

Protease peptone No: 3 :10,0 gr
Beef extract (Lab-Lemco powder) :1,0 gr
Sodium chloride (NaCI) 25,0 gr
Brom Cresol Purple 10,02 gr

Distile Su : 1000 ml
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pH 6,8 £ 0,2’e ayarlanip indikator madde ilave edildikten sonra i¢inde durham tiipii
bulunan tiiplere 9 ml pipetlenerek, 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir.Bakterilerin karbonhidrat testlerinde kullanilan temel besiyeridir.
Besiyerlerinin rengi indikatér madde (Brom Cresol Purple) den dolay1 koyu menekse

rengindedir [17].

Karbonhidrat soliisyonu

Calismamizda kullanilan Bacillus’larin karbonhidrat soliisyonlan glikoz, ksiloz,

laktoz, maltoz, mannitol, siikkroz’dur.

Karbonhidrat 11,0 gr

Distile Su : 10,0 ml

Hazirlanan soliisyonlar 0,2-0,45 pm’lik membran filtre ile steril edilmistir. Bu
soliisyondan steril pipet ile 1 ml alinip 6nceden hazirlanmis 9 ml’lik temel besiyerine

(Purple Broth Base) ilave edilmistir.

Besiyerine 0,2 ml aktif Bacillus kiltiirlerinden alinip 1-3 giin 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Sekeri kullanarak asit iireten Bacillus tiirleri besiyerinin rengini sariya

doniistirmiistiir. Negatif reaksiyonda ise renk degisikligi gdzlenmemistir.

3.5. Bacillus Tirlerinin Proteaz Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Tamimlamalar1 yapilan Bacillus tiirlerinin proteolitik enzim aktiviteleri Skim Milk
Agar (SMA)’da test edilmistir. Saflastirllan 6rneklerden igne uglu 6ze ile alinan
bakteriler SMA’a saplama seklinde (spot on the lawn) inokiile edilmistir. Bakteriler
izole edildikleri sicaklik derecelerinde inkiibasyon sonucu besiyerinde seffaf zon
olusturan tiirlerin proteolitik aktiviteleri pozitif ve zon olusturmayan tiirler ise negatif

olarak degerlendirilmistir [119,120].
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Arastirmamizda mezofilik Bacillus tiirlerinin proteolitik enzim aktiviteleri SMA’da
olusan proteolitik zonlarin 6l¢iilmesi sonucu belirlenmistir. Spot on the lawn yontemi
ile inokiile edilen mezofilik Bacillus kolonileri yine izole edildikleri sicaklikda (37
+1 °C’de 24 saat) inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon sonucunda ekimi yapilan
bolge etrafindaki seffaf alanlar belirlenerek proteolitik zon caplart Olciilmiistiir.
Koloni etrafinda 1 mm’lik hidroliz zonu zayif proteolitik aktivite (+), 2-3 mm’lik
hidroliz zonu orta derecede proteolitik aktivite (++), 3 mm’nin iizerindeki hidroliz

zonu kuvvetli proteolitik aktivite (+++) olarak degerlendirilmistir [119,120].

3.6. Bacillus Tiurlerinin SMA’da Proteaz Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesinde
Kullanilan Besiyerleri

Skim Milk Agar

Soliisyon A

Nutrient Broth 11,3 gr
Agar 01,6 gr
Distile Su 2 90 ml

pH 6,3 £ 0,2 ayarlanip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir.

Soliisyon B

%10’1uk Skim Milk besiyeri icin;

Skim Milk 11,0 gr

Distile Su : 10 ml

1,5 atmosfer basingta 8 dakika otoklavlanarak steril edilir. Daha sonra her iki

besiyeri (Sollisyon A,B) karistirllarak plaklara dokiiliir.
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",ub'*

Resim 3.7. Bacillus lentus T10(14) izolatimin SMA’daki
kuvvetli proteolitik aktivitesi [118]

3.7. Bacillus Tiirlerinin Lipaz Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Arastirmamizda mezofilik Bacillus tiirlerinin lipolitik enzim aktiviteleri Tributyrin
Agar (TA) da degerlendirilmistir. Bacillus tiirlerinin lipaz enzim aktivitesi, olusan
hidroliz zonunun Olciilmesi ile belirlenmistir. Spot on the lawn yontemi ile inokiile
edilen mezofilik Bacillus kolonileri izole edildikleri sicaklikda (37 1 "C’de24 saat)
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda ekimi yapilan bolge etrafindaki
seffaf alanlar belirlenerek lipolitik zon caplar Olciilmiistiir. 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.

3.8. Bacillus Tiirlerinin TA’da Lipaz Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesinde
Kullanmilan Besiyeri

Tributyrin Agar

Pepton from meat 125 gr

Casein pepton 12,5 gr
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Yeast extract :3,0 gr
Agar :12,0 gr
Distile Su : 1000 ml

pH 6,3 £ 0,2’e ayarlanip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir.

Tributyrin : 10,0 ml. Hizla karistirilan besiyerinin iizerine ilave

edilir.

Resim 3.8. Bacillus izolatlarmin TA besiyerindeki lipolitik aktivitesi
(Sagda B. licheniformis K15(19) ve iistte B. megaterium
K9(1)’de kuvvetli lipolitik aktivite, sol altta B. circulans
K5(10)’da lipolitik aktivite negatif) [118]
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3.9. Koliform Grup Mikroorganizma ve E. coli Varhiginin Belirlenmesinde
Kullanmilan Besiyeri

Fluorocult (Lauryl sulfate broth) (Merck, 1.12588.0500)

Triptoz :20,0 gr
Laktoz 15,0 gr
Sodyum klorid 25,0 gr
Lauril sulfat sodyum tuzu 10,1 gr
di-Potasyum hidrojen fosfat 12,775 gr
Potasyum dihidrojen fosfat 12,75 gr
L-Tritofan 21,0 gr

L Metilumbelliferil-B-D-glukuronid 10,1 gr
Distile su : 1000 ml

Tartilan karisim 1000 ml steril distile suda ¢oziindiiriiliip, pH : 6,8 £ 0,2’e ayarlanda.
9’ar ml deney tiiplerine pipetle aktarildiktan sonra iglerine hava kabarcigi

kalmayacak bigimde yerlestirildi. 121 °C’de 15 d steril edildi.

3.10. Et Orneklerinden Koliform Grup Mikroorganizma ve E. coli Varhgimm
Belirlenmesi

Arastirmada inceledigimiz kusbasi, kiyma ve tavuk eti 6rneklerinda koliform ve E.
coli varligr ve En Muhtemel Say1 (EMS) yontemi ile kontrol edilmistir. Analiz i¢in
laboratuvara getirilen et ornekleri par¢alanmis ve 10’er gr alinarak 90 ml steril
peptonlu suda 10~", 10~ ve 107 liik diliisyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan bu
diliisyonlardan steril edilmis, icinde durham tiipii bulunan ve 9’ar ml’lik Flourocult
(Lauryl sulfate broth-L.SB) tiiplerine her diliisyondan 3’er tiipe 1’er ml ekim
yapilmis, 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra

bulaniklik ve gaz olusumu gozlenen tiipler koliform grubu bakteriler yoniinden
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pozitif degerlendirilmistir ve EMS tablosundan (Cizelge 3.3.) koliform sayisi
hesaplanmistir. Koliform grubu pozitif olarak degerlendirilen tiiplerde E. coli varligi
arastirilmistir. Bunun icin LSB MUG tiipleri karanlik ortamda 366 nm UV 1s1k
lambasi altinda incelenmistir. UV 1s1k altinda floresan 1stma veren tiipler pozitif
olarak degerlendirilmistir. E. coli bulunan tiiplerde besiyeri iceriginde bulunan MUG
indikatorii E. coli tarafindan hidroliz edilerek 366 nm UV 151k altinda mavi floresan
veren veren methyllumbelliferon maddesi olugsmaktadir. E. coli sayis1 da EMS

tablosundan (Cizelge 3.3.) hesaplanmastir.

Resim 3.9. Fluorocult LST Broth’ta
E. coli [121]



Cizelge 3.3. EMS tablosu [83]
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Pozitif Tiipler Say1 Kategori %95 Giivenlik %99 Giivenlik
smiri sIir1
Iml | 0,1m | 0,0lm EMS Kategori Alt Ust Alt Ust
1 1

0 0 0 <0,30 - 0,00 0,94 0,00 1,40
0 1 0 0,30 2 0,01 1,00 0,00 1,60
0 2 0 0,62 3 0,12 1,70 0,05 2,50
1 0 0 0,36 1 0,02 1,70 0,01 2,50
1 1 0 0,74 1 0,13 2,00 0,06 2,70
1 1 1 1,10 3 0,40 3,50 0,20 4,60
1 2 0 1,10 2 0,40 3,50 0,20 4,60
1 2 1 1,50 3 0,50 3,80 0,20 5,20
1 3 0 1,60 3 0,50 3,80 0,20 5,20
2 0 0 0,92 1 0,15 3,50 0,07 4,60
2 0 1 1,40 2 0,40 3,50 0,20 4,60
2 1 0 1,50 1 0,40 3,80 0,20 5,20
2 1 1 2,00 2 0,50 3,80 0,20 5,20
2 2 0 2,10 1 0,50 4,00 0,20 5,60
2 2 1 2,80 3 0,90 9,40 0,50 14,20
2 3 0 2,90 3 0,90 9,40 0,50 14,20
3 0 0 2,30 1 0,50 9,40 0,30 14,20
3 0 1 3,80 2 0,90 10,40 0,50 15,70
3 0 2 6,40 3 1,60 18,10 1,00 25,00
3 1 0 4,30 1 0,90 18,10 0,50 25,00
3 1 1 7,50 1 1,70 19,90 1,10 27,00
3 1 2 12,00 3 3,00 36,00 2,00 44,00
3 2 0 9,30 1 1,80 36,00 1,20 43,00
3 2 1 15,00 1 3,00 38,00 2,00 52,00
3 2 2 21,00 2 3,00 40,00 2,00 56,00
3 2 3 29,00 3 9,00 99,00 5,00 152,00
3 3 0 24,00 1 4,00 99,00 3,00 152,00
3 3 1 46,00 1 9,00 198,00 5,00 283,00
3 3 2 110,00 1 20,00 400,00 10,00 | 570,00
3 3 3 >110,00 - - - - -
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3.11. Kekik (Satujera wiedemanniana) Bitkisi U¢ucu Yagimin Antimikrobiyal
Aktivitesinin Belirlenmesi

Satureja wiedemanniana (Lalem.) Velen. bitkisinden elde edilen ucucu yag Gazi
Universitesi Biyoteknoloji laboratuvarundan elde edilmistir. Calismada kullanilan
ucucu yag 1/5 konsantrasyonda seyreltmek icin 800 ul etil alkol 200 ul ugucu yaga
konularak hazirlanmistir. Antimikrobiyal etki calismalari Agar kuyu difiizyon
metoduna gore yapilmistir [122]. Cesitli etlerden izole edilen Bacillus spp.’lerin aktif
kiiltiirleri Mc Farland 4’e gore ayarlanmistir. Test edilecek bakteriler 50 pl olarak
nutrient agar besi ortamina aktarilmis ve dragalski Ozesi ile besiyerine homojen
olarak dagitilmistir. Kuyulara 25’er ul kekik yagi, bir kuyuya da kontrol olarak 25 ul
etil alkol aktarilmigtir. Plaklar 37 °C’de 1 giin inkiibasyona birakildiktan sonra

kuyularin etrafinda olusan zonlarin ¢aplari dl¢iilmiistiir. Biitiin denemeler iki paralelli

olarak calisilmis, ortalama standart sapmalart hesaplanmustir.

Resim 3.10. S. wiedemanniana ugucu yaginin B. licheniformis
K11(16) izolat1 izerindeki antimikrobiyal etkisi ve
meydana gelen inhibisyon zon capi [118]
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4. BULGULAR

4.1. Mezofilik Bacillus Tiirlerinin izolasyonu ve Identifikasyonu

Ankara ilinde cesitli market ve kasaplardan tiiketime sunulan kusbasi et, kiyma ve
tavuk eti Ornekleri nden Bacillus cinsi bakterilerin izolasyonu, identifikasyonu

Boliim 3.2, 3.3, 3.4’de agiklandigi gibi yapilmustir.

Arastirmamizda materyal olarak toplam 45 adet (kusbasi, kiyma ve tavuk) cesitli et

ornekleri incelenmistir.

Cizelge 4.1. izole edilen Bacillus tiirlerinin et 6rnekleri ve 6rnek sayisina gore

dagilimlan
Ornek Cesidi Ornek Sayisi Poggiiéﬁseliag;il?sﬁ %)
Kusbas1 Et 15 15 (%100)
Kiyma 15 15 (%100)
Tavuk 15 12(%80)
Genel Toplam 45 42 (%93,3)

Incelenen 15’er adet kusbas1 ve kiyma orneklerinin hepsinden (%100), 15 tavuk eti
orneginden ise 12 (%80)’sinde mezofilik Bacillus cinsi bakteri izole edilmistir

(Cizelge 4.1, Sekil 4.1).
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164

144

124

10

8 m Ornek Sayist

W Pozitif 6rnek sayisi

Tiiketime sunulan  Tiiketime sunulan Tiiketime sunulan
kusbasi kiyma tavuk

Sekil 4.1. Bacillus’larin izole edildigi et 6rneklerine gore dagilimi

Arastirmamizda incelenen 15 adet kusbasi et Orneginden toplam 66 izolat elde
edilmis, elde edilen izolatlarin 42’si (%63,6) B. circulans, 9’u (%13,6) B. lentus, 6’s1
(%9,0) B. megaterium, 4’1 (%6,0) B. licheniformis, 3’ii (%4,5) B. firmus, 1’i (%1,5)

B. mycoides, 1’1 (%1,5) B. cereus olarak tanmimlanmistir.

Incelenen 15 kiyma 6rneginden ise toplam 176 izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin
52’si (%29,5) B. circulans, 46’1 (%26,1) B. firmus, 25’1 (%14,2) B. licheniformis,
24’1 (%13,6) B. megaterium, 23’1 (%13,0) B. lentus, 3’i (%1,7) B. mycoides, 3’

(%1,7) B. sphaericus olarak tanimlanmustir.

12 tavuk eti drneginden 37 Bacillus izolat1 elde edilmis, bu izolatlarin 9’u (%24,3) B.
megaterium, 8’1 (%21,6) B. lentus, 7’si (%18,9) B. circulans, 5’1 (%13,5) B.
licheniformis, 5’1 (%13,5) B. mycoides ve 3’1 (%8,1) B. firmus olarak tanimlanmistir

(Cizelge 4.2, Sekil 4.2).



Cizelge 4.2.

Incelenen et 6rneklerinden izole edilen Bacillus tiirleri ve izolat sayisi

Bacillus spp. izolat sayist (%)
Ornek Tpp lam
i izolat 3

cest say1st | B. licheniformis B. circulans B. firmus B. lentus B. megaterium B. mycoides sphae;’icus B. cereus
Kusbasi 66 4 42 3 9 6 1 i 1

Et (%6,06) (%63,63) | (%4,50) | (%13,63) | (%9,09) (%1,51) (%1,51)
Kivma 176 25 52 46 23 24 3 3 i

y (%14,20) (%29,54) | (%26,13) | (%13,006) (%13,63) (%1,70) (%1,70)
Tavuk 37 > 7 3 8 4 > - -
(%13,51) (%18,91) (%38,10) (%21,62) (%24,32) (%13,51)

Genel 279 34 101 52 40 39 9 3 1
Toplam (%12,18) (%36,20) | (%18,63) | (%14,33) (%13,97) (%3,22) (%1,07) (%0,35)

Yiizdeler izolat sayisina gore alinmustir.

6L



40 -
B B. licheniformis
35 - B B. circulans
30 O B. firmus
O B. lentus
25 - B B. megaterium
20 B B. mycoides
B B. sphaericus
15 1 O B. cereus
10 A
5 |
0 -

Sekil 4.2. incelenen 45 et drneginden izole edilen toplam 279 Bacillus izolatinin tiirlere gore dagilimi

08
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Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2’de goriildiigii gibi toplam 45 adet ¢esitli et orneginin analizi
sonucu toplam 279 Bacillus izolati elde edilmis ve bunlarin 101’1 (%36,2) B.
circulans, 52’si (%18,6) B. firmus, 40’1 (%14,3) B. lentus, 39’u (%13,9) B.
megaterium, 34’1 (%12,1) B. licheniformis, 9’u (%3,2) B. mycoides, 3’1 (%1,0) B.
sphaericus, 1’1 (%0,3) B. cereus olarak tanimlanmistir. Tiir dagilimi incelendiginde
en yogun tiirler B. circulans (%36,2), B. firmus (%18,6), B. lentus (%14,3), B.

megaterium (%13.,9) ve B. licheniformis (%12,1) olarak bulunmustur.

707

60 1

50

401

30

201

101

B. licheniformis B. circulans  B. firmus  B. lentus  B. megaterium B. mycoides B. sphaericus B. cereus

BKusbast EKiyma UTavuk

Sekil 4.3. Cesitli et 6rneklerinden izole edilen Bacillus tiirlerinin
kaynaklara gore dagilimi

Sekil 4.3’de goriildiigi gibi kusbasi etinden izole edilen B. circulans 9%63,6, B.
lentus %13,6, B. megaterium %9,0, B. licheniformis %6,0, B. firmus %4,5, B.
mycoides %1,5, kiymadan izole edilen Bacillus yiizdeleri; B. circulans %?29,5, B.
firmus %26,1, B. licheniformis %14,2, B. megaterium %13,6, B. lentus %13,0, B.
mycoides %1,7, B. sphaericus %1,7, B. cereus %1,5; tavuktan izole edilen Bacillus
tiirlerinin izolasyon oram ise; B. megaterium %?24,3, B. lentus % 21,6, B. circulans
% 18,9, B. licheniformis % 13,5, B. mycoides % 13,5 B. firmus % 8,1, olarak

dagilmistir. Tirlerin dagilimi incelenen et ¢esidine gore degerlendirildiginde; kusbasi
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ve kiyma Orneklerinde en fazla B. circulans (%63.,6, %29,5), en az B. mycoides ve B.
cereus (%1,5) tiirleri, tavuk 6rneklerinde ise en yogun B. megaterium (%24,3), en az

siklikla B. firmus (% 8,1) izole edilmistir.

4.2. Et Orneklerinden Koliform Grup Mikroorganizma ve E. coli Sayim

Arastirmada incelenen 45 adet et Orneginin EMS yontemiyle sayilari toplam

koliform mikroorganizma ve E. coli sayilar1 Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Incelenen tavuk 6rneklerindeki koliform grubu mikroorganizma ve
E. coli sayim sonuclarn (adet/gr)

Sus Pozitif Tiipler EMS LST+ MUG Pozitif EMS | LST+
Numarasi Koliform Tiipler MUG
E.coli
T1 3 3 3 >110,00 - 0] 0] 0] <030 -
T2 3 3 3 >110,00 - 2 0] 0 0,92 0.92x10>
T3 3 3 3 >110,00 - 0] 0] 0] <030 -
T4 3 3 2 110,00 0.11x10° 2 010 0,92 0.92x10>
T5 3 3 1 46,00 0.46x10* 3 2 0 9,30 0.93x10°
T6 0 0 0 <0,30 - 0] 0] 0] <030 -
T8 3 2 1 15,00 0,15x10* 2 0 1 1,40 0,14 x10°
T9 3 3 0 24,00 0.24x10* 2 010 0,92 0.92x10>
T10 3 3 3 >110,00 - 3 1 0 4,30 0.43 x10°
T11 3 3 3 >110,00 - 0] 0] 0] <030 -
T12 3 2 0 9,30 0.93x10° 0] 0] 0] <030 -
T13 1 3 0 1,60 0.16x10° 0] 0] 0] <030 -
T14 1 2 1 1,50 0,15x10° 0] 0] 0] <030 -
T15 2 0 0 0,92 092x10°> 0] 0] 0] <030 -
T16 1 0 0 0,36 0,36x10> 0] 0] 0] <030 -

T (Tavuk), Ksb (Kusbas1), K (Kiyma)



Cizelge 4.4. Incelenen kusbast ve kiyma orneklerindeki koliform grubu

mikroorganizma ve E. coli sayim sonuglar1 (adet/gr)
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Sus Pozitif EMS | LST+MUG Pozitif EMS LST+
Numarasi Tiipler Koliform Tiipler MUG
E.coli
Ksb.1 1700 036 036x10> | 0 [ 0 [0 | <030 -
Ksb.2 3010 430 0.43x10° 21110 L350 | 0,15x10°
Ksb.12 2 1] 0 1,50 0.05x10° | 2 [0 [0 ] 092 [(ox102
Ksb.13 20110 1,50 0,15x10° | 2 | 1| 0 L350 1 ¢qs5x10°
Ksb.14 33 | 3 | >110,00 - 33 |3 |>110,00 -
Ksb.20 00| 0| <030 - 0] 0] 0] <030 -
Ksb.22 33 | 3 | >110,00 - 33 |3 |>110,00 -
Ksb.24 303 [0 | 2400 024x10° | 3| 20| 930 [0o3x10°
Ksb.25 33 | 3 | >110,00 - 2100 092 [gox102
Ksb.26 3 3 | 3 [ >110,00 - 0T T07] 030 | g3x10
Ksb.27 3 3 | 3 [ >11000 - 0] 0] 0] <030 -
Ksb.28 33 | 3 | >110,00 - 0] 0] 0] <030 -
Ksb.29 3100 230 023x10° | 0 [0 [0 ] <030 -
Ksb.30 3032 1000 | gk | 1] O] 0] 036 36102
Ksb.31 313 2] 1000 | gqixi0° | 1] 30 160 | g1exi0’
K1 33 [ 3 | >110,00 - 33 |3 |>110,00 -
K2 33 | 3] >11000 - 313 2] 11000 | g11x10°
K3 3] 3 | 3 | >110,00 - 33 |3 |>11000 -
K4 33 [ 3 | >110,00 - 33 1| 4600 | g46x10°
K5 3] 3 | 3 | >110,00 - 313 1| 4600 | g46x10°
K6 3] 3 | 3 | >110,00 - 33 |3 |>11000 -
K7 313 2] 1000 | oqixio° | 3] 3|0 2200 | ga4x10°
KS 33 [ 2] 11000 | gqixio° | 3] 3| 1| 400 [ ga6x10°
K9 313 |3 ] >110,00 - 31210 930 | go3xi0’
K10 3] 3 | 3 | >11000 - 33 2] 11000 | g11x10°
K11 33 | 3 | >110,00 - 0] 0] 0] <030 -
K12 3 3 | 3 | >110,00 - 332 11000 | g 11x10°
K13 3] 3 | 3 | >110,00 - 1] 21 150 | 0.15x10°
K14 3 3 | 3 [ >11000 - 310 1] 380 | ga3gx10’
K15 33 | 3 | >110,00 - TT0 0] 036 | o36x10

T (Tavuk), Ksb (Kusbas1), K (Kiyma)
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Incelenen 15 adet tavuk orneginde toplam koliform mikroorganizma sayis1 5
tanesinde >110,00, 1 6rnekte 1,1x10*,1 Srnekte 4,6x10°,1 6rnekte 1,5x10°,1 6rnekte
2,4x10°, 1 ornekte 9,3x107, 1 ornekte 1,6x107, 1 6rnekte 1,5x10%, 1 6rnekte 9,2
x10' , 1 ornekte 3,6x101adetjgr bulunmustur. Ayn1 6rneklerde E. coli sayimlari, 1

ornekte 9,3x10%, 1 6rnekte 1,4 x10?, 1 ornekte 4,3x10%, 3 ornekte 9,2x10', 9

ornekte ise <0,30 adet/gr olarak hesaplanmistir.

Yapilan sayimda toplam koliform mikroorganizma sayist incelenen kusbasi
orneklerinin 6 tanesinde >110,00 adet/gr, 2 ornekte 1,1x10*, 1 ornekte 2,4x10°, 1
ornekte 4,3x10%, 1 6rnekte 2,3x10%, 2 ornekte 1,5x102, 1 ornekte 3,6x10', 1
ornekte <0,30, adet/gr bulunmustur. Ayn1 Orneklerdeki E. coli sayis1 2 oOrnekte
>110,00 adet/gr olarak bulunurken, 1 6rnekte 9,3x107%, 1 6rnekte 1,6x10%, 2 6rnekte

1,5x10%, 1 ornekte 3,6x10", 2 ornekte 9,2 x10', 1 6rnekte 0,3x10', 5 Srnekte ise

<0,30 adet/gr olarak bulunmustur.

Incelenen 15 adet kiyma &rnegin toplam koliform mikroorganizma sayis1 13’iinde
>110,00 adet/gr, 2 Ornekte ise toplam koliform mikroorganizma sayisi
1,1x10* adet/gr olarak hesaplanmustir. Aym orneklerde E. coli sayis1 3 ornekte
>110,00 adet/gr bulunurken, 3 6rnekte 1,1x10*, 3 6rnekte 4,6x10°, 1 6rnekte 2,4x10°
, 1 ornekte 9,3x107, 1 ornekte 3,8x102, 1 ornekte 1,5x10% , 1 6rnekte 3,6x 10, 1

ornekte <0,30 adet/gr olarak hesaplanmistir.

Arastirmamizda esit sayida olarak inceledigimiz et orneklerinde >110,00 adet/gr
koliform grubu mikroorganizma sayisi kiyma Orneklerinin 13’iinde, kusbasi et

orneklerinin 6’sinda, tavuk orneklerinin 5’inde bulunmustur.
4.3. Bacillus Tiirlerinin Proteaz ve Lipaz Enzim Aktiviteleri
Arastirmamizda et 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin proteaz ve lipaz

enzim aktiviteleri calisilmistir. Proteolitik enzim aktivitelerinin belirlenmesi igin

izolatlar Skim Milk Agar (SMA) besiyerine inokiile edilmistir. Plaklar mezofilik
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Bacillus’lar i¢in 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon

sonucunda asilanan bolge etrafinda zonlarin olusumu kontrol edilmis ve

degerlendirmeleri yapilmistir. Bacillus’larin  SMA besiyerinde proteaz enzim

aktivitesi zayif, orta, yiiksek pozitif ve negatif olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Cesitli et drneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin Skim Milk

Agar’daki proteaz enzim aktivite sonuglar

Bacillus tiirlerinin
izolasyon sayilari

Proteaz enzim aktivitesi
pozitif olan Bacillus
sayisi

Proteaz enzim  aktivitesi
negatif olan Bacillus sayisi

TOPLAM

279

168 (%60,2)

111(%39,7)

Cizelge 4.5 ve Sekil 4.4 incelendiginde proteaz enzim aktivitesi pozitif olan Bacillus

izolat sayisinin 168 (%60,2) , proteaz enzim aktivitesi negatif olan Bacillus izolat

sayisindan 111 (%39,7) fazla oldugu goriilmektedir.

1801
1601
1401
120
100
80
601
40
20

B Proteaz enzim aktivitesi
pozitif Bacillus sayis1

B Proteaz enzim aktivitesi
negatif Bacillus sayisi

Sekil 4.4. Proteaz enzim aktivitesi pozitif ve negatif olan Bacillus izolatlarinin

dagilim
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Cizelge 4.6. Bacillus izolatlarinin incelenen et ¢esitlerine gore proteaz enzim aktivite

sonuglart
) Proteaz enzim Proteaz enzim
Ornek cesidi Izolat Sayis1 aktivitesi (+) aktivitesi (-)
Bacillus ssp. sayist | Bacillus ssp. sayist
Kusbast 66 28 38
Kiyma 176 112 64
Tavuk 37 28 9
80;
70
60
50
40 O Pozitif proteaz aktivite
M Negatif proteaz aktivite
30
20
10
0,
Kusbast Kiyma Tavuk

Sekil 4.5. Incelenen et gesitlerine gore pozitif ve negatif proteaz enzim

ktivitelerinin yiizdesel dagilimi

Incelenen et cesitlerine gore proteaz enzim aktivitesini degerlendirdigimizde;
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 (Cizelge 4.6, Sekil 4.5).

Tamimlanan Bacillus izolatlarinda proteaz enzim aktivitesi kuvvetli, orta ve zayif

pozitif olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7-Cizelge 4.14 ve Sekil 4.6).




B. firmus  B. licheniformis B. megaterium  B. lentus B. circulans ~ B. mycoides B. sphaericus B. cereus

O Kuvvetli proteolitik aktivite B Orta proteolitik aktivite O Zayif proteolitik aktivite O Proteolitik aktivite gozlenmedi

Sekil 4.6. Proteolitik aktivitesi kuvvetli pozitif, orta pozitif , zayif pozitif ve negatif olan Bacillus izolat sayisinin tiirlere gére dagilimi

L8



Cizelge 4.7. B. licheniformis’in proteaz enzim aktivite degerleri
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[zole edilen Bacillus tiirii ve izolat numaralari

SMA besiyerinde
tespit edilen
proteolitik aktivite

B.licheniformis

K6(1), K6(18), K6(19),K6(20),K6(23),K6(24),K6(26),
K7(16), K11(3), K11(14), K11(15), K11(16), K12(1 ),

K12(2),K12(8), K12(12), K12(15), K14(1), K14(3), +++
K14(7), K14(10), K14(28), K15(1), K15(2), K15(19),

Ksb.2(5),Ksb.12(7), Ksb.13(1),T11(1),T1(3),T4(2),T5(3),

T2(2) ++
_ +
Ksb.14(3) -

Kuvvetli pozitif: 32 Orta: 1 Zayif: - Negatif: 1 Toplam: 34

(-) Negatif, (+) zayif, (++) orta, (+++) kuvvetli pozitif lipolitik aktivite, T (Tavuk), Ksb. (Kusbas1), (Kiyma)

357
301 i
251 i @ Kuvvetli Pozitif
20 — B Orta Pozitif
O Negatif

15] i 0O Zayif pozitif
101 B

5

0-

Sekil 4.7. B. licheniformis izolatlarinin proteolitik aktivitesi
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Cizelge 4.8. B. megaterium’un proteaz enzim aktivite degerleri

. SMA besiyerinde
Izole edilen Bacillus tiirii ve izolat numaralari tespit edilen
proteolitik aktivite

B.megaterium

K6(3), K6(7), K6(14), K9(1), K11(1), K11(2),
K11(4), K11(5), K11(7), K11(13), K12(3),K12(13),

K12(14), K14(4),K14(5),K14(9), K14(24),Ksb.25(14), et
Ksb.26(11), Ksb.31(10), T11(2), T2(1),T2(3),T2(4),

T5(1),T5(2),

K11(11), K7(21) +
K12(5), K14(18), T4(4), Ksb.1(7), Ksb.1(10) +

K12(4), K13(7), K14(2), Ksb28(7), T10(16), T11(9), -

Kuvvetli pozitif: 26 Orta: 2 Zayif: 5 Negatif: 6 Toplam: 39

O Kuvvetli Pozitif|
 Negatif

O Zayif Pozitif

O Orta Pozitif

Sekil 4.8. B. megaterium izolatlarinin proteolitik aktivitesi
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Cizelge 4.9. B. circulans’1in proteaz enzim aktivite degerleri

SMA besiyerinde
Izole edilen B. circulans’n izolat numaralari tespit edilen
proteolitik aktivite
K3(3), K5(22),K5(24),K7(4), K10(4), K14(14), K14(27), et
Ksb.31(13), Ksb.12(1), Ksb.12(2), Ksb.12(5), Ksb.12(9),
T1(4), T4(1), T6(2), T9(2),K7(18), Kgb.29(13)
K2(7), K15(16) , Ksb.31(8), K8(24) ++
K14(22), K15(13), Ksb.26(6) +

K1(1), K1(2), K1(5), K1(7), K1(8), K2(1), K2(6), K3(1), K3(2),
K3(5), K4(c), K4(6),K4(8),K5(1),K5(5),K5(10),K5(11),K5(12),
K5(14), K5(18), K5(25), K5(30), K6(5),K7(17),K8(23),K8(25),
K9(6),K9(8),K9(15),K10(1),K10(2),K10(14),K11(10),K11(12),
K12(6),K12(9), K14(8),K14(19), K15(20),Ksb.25(1),Ksb.25(4),
Ksb.25(9), Ksb25(16) Ksb.26(1),Ksb26(3),Ksb.26(5),Ksb26(8), _
Ksb.26(9), Ksb27(1),Ksb.27(4),Ksb27(5),Ksb27(7),Ksb.27(8),
Ksb28(1),Ksb28(3),Ksb.28(5),Ksb28(8),Ksb28(11),Ksb.28(12),
Ksb.28(13),Ksb.29(4),Ksb.29(8),Ksb.29(10)Ksb.30(1),Ksb.30(8),
Ksb.30(9),Ksb.30(16),Ksb.30(17), Ksb.31(3), Ksb.31(12),
Ksb.31(15),T3(1),T8(1), T11(10), Ksb.22(1),Ksb.24(2),

Kuvvetli pozitif: 18 Orta: 4 Zayif: 3 Negatif: 76 Toplam: 101

O Negatif

B Kuvvetli Pozitif
O Orta Pozitif

O Zayif Pozitif

Sekil 4.9. B. circulans izolatlarinin proteolitik aktivitesi



Cizelge 4.10. B. lentus’un proteaz enzim aktivite degerleri
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izole edilen Bacillus tiirii ve izolat numaralari

SMA besiyerinde
tespit edilen
proteolitik aktivite

B.lentus

K1(3),K2(9),K4(10), K6(2), K8(b),K8&(7),
K&8(9),K8(15),K9(d),K10(12),K12(16),

+++
Ksb25(10),Ksb26(12),Ksb27(12),Ksb29(2),

Ksb.31(1), Ksb31 (9),T10(8), T10(14),T15(8),T14(4)

K1(4), Ksb.28(2), ++
K2(5), K3(6), +

K1(6), K1(10), K2(8), K4(7), K5(15),
K5(16), K7(15), K9(3),K10(13), Ksb.27(11),
Ksb.31(6), T10(17), T10(18), T11(4), T11(6),

Kuvvetli pozitif: 21 Orta: 2 Zayif: 2 Negatif: 15 Toplam: 40

O Kuvvetli Pozitif]
B Negatif

O Orta Pozitif
O Zayif Pozitif

Sekil 4.10. B. lentus izolatlarinin proteolitik aktivitesi




Cizelge 4.11. B. firmus proteaz enzim aktivite degerleri
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izole edilen Bacillus tiirii ve izolat numaralari

SMA besiyerinde
tespit edilen
proteolitik aktivite

B.firmus

K3(4), K4(12), K5(20), K5(21), K6(10),
K6(13),K7(2), K7(9), K7(13), K7(14), K8(c),
K8(d),K8(8),K9(11), K9(a), K9(b), K10(5),K10(7),
K10(11),K10(17), K10(19), K11(6), K11(8), K12(18),
K13(1),K13(6),K13(16), K13(17), K14(20), K14(21),
K14(26),K15(21), Ksb26(10), Ksb30(2).Ksb31(5),
T1(5), T8(2),T10(13),

+++

K2(12), K7(6), K13(4),

++

K12(10),

K2(10), K5(19), K5(23), K6(6), K7(7),
K7(8), K7(10),K13(13), K15(4), K9(16)

Kuvvetli pozitif: 38 Orta: 3 Zayif: 1 Negatif:10 Toplam: 52

O Kuvvetli Pozitif]
B Negatif

O Orta Pozitif

O Zayif Pozitif

Sekil 4.11. B. firmus izolatlarinin proteolitik aktivitesi
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Cizelge 4.12. B. mycoides’in proteaz enzim aktivite degerleri

SMA besiyerinde
Izole edilen Bacillus tiirleri ve izolat numaralar tespit edilen
proteolitik aktivite
B.mycoides
K6(25), K10(16), K13(22), Ksb29(3), +++

T11(7),T15(7), T15(12), T11(12),T15(5)

Kuvvetli pozitif: 9 Orta: - Zayif: -  Negatif: - Toplam: 9

100
901
801
701
601
501
401
301
201
101

O Kuvvetli Pozitif]
M Orta Pozitif

O Zayif Pozitif

O Negatif

Sekil 4.12. B. mycoides izolatlarinin proteolitik aktivitesi
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Cizelge 4.13. B. sphaericus’un proteaz enzim aktivite degerleri

izole edilen Bacillus tiirii ve izolat numaralari

SMA besiyerinde
tespit edilen
proteolitik aktivite

B.sphaericus

+++

++

+

K1(9), K5(29), K8(4)

Kuvvetli pozitif: - Orta: - Zayif: - Negatif: 3 ~ Toplam: 3

O Negatif

B Kuvvetli Pozitif
O Orta Pozitif

0O Zayif pozitif

Sekil 4.13. B. sphaericus izolatlarinin proteolitik aktivitesi
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Cizelge 4.14. B. cereus’un proteaz enzim aktivite degeri

SMA besiyerinde tespit

izole edilen B. cereus izolat numarasi . .. o
edilen proteolitik aktivite

Ksb.24(4) 4+

- ++

++

Kuvvetli pozitif: 1 ~ Orta: -  Zayif: -  Negatif: -  Toplam: 1

Cizelge 4.7-Cizelge 4.14 incelendiginde 38 adet (%73,0) B. firmus, 32 adet (%94,1)
B. licheniformis, 26 adet (%66,6) B. megaterium, 21 adet (%52,5) B. lentus, 18 adet
(%17,8) B. circulans, (%100) 9 adet B. mycoides, 1 adet B. cereus izolatinda kuvvetli
proteolitik aktivite gosterdigi, 4 adet (%3,9) B. circulans, 3 adet (%5,7) B. firmus, 2
adet (%5,1) B. megaterium, 2 adet (%5,0) B. lentus, 1 adet B. licheniformis (%2,9)
tiirlerinde orta proteolitik aktivite, 5 adet (%12,8) B. megaterium, 3 adet (%2,9) B.
circulans, 2 adet (%5,0) B. lentus, 1 adet (%1,9) B. firmus tiirlerinde zayif proteolitik
aktivite gozlenirken 76 adet (%75,2) B. circulans, 15 adet (%37,5) B. lentus, 10 adet
(%19,2) B. firmus, 6 adet (%15,3) B. megaterium, 3 adet (%100) B. sphaericus, 1
adet (%2,9) B. licheniformis tiirlerinde ise proteolotik aktivite negatif olarak

belirlenmistir.
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Resim 4.1. Bacillus licheniformis K15(1) izolatinin SMA’daki
kuvvetli proteolitik aktivitesi [118]

Arastirmamizda Bacillus izolatlarinin lipolitik enzim aktivitesi ¢alisilmistir. Lipolitik
enzim aktiviteyi tespit etmek icin Tributyrin Agar besiyeri kullanilmustir. izolatlar
Tributyrin Agar besiyerine igne Ozeyle inokiile edilmislerdir. Plaklar mezofilik
Bacillus’lar i¢in 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon
sonucunda asilanan bolge etrafinda zonlarin olusumu kontrol edilmis, kuvvetli, orta,

zay1f pozitif ve negatif olarak degerlendirmeleri yapilmistir.

Cizelge 4.15. Cesitli et 6rneklerinden izole edilen Bacillus izolatlarinin Tributyrin
Agar’daki lipaz enzim aktivite sonuglar

Bacillus tiirlerinin Lipaz enzim aktivitesi Lipaz enzim  aktivitesi
izolasyon sayilari pozitif olan Bacillus sayis1 | negatif olan Bacillus sayisi

TOPLAM 279 132 (%47,3) 147 (%52,6)
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Cizelge 4.15°de tiiketime sunulan et cesitlerinden izole edilen, Tributyrin Agar
besiyerinde lipolitik enzim aktivitesi pozitif ve negatif olarak degerlendirilen
mezofilik  Bacillus suglarinin  sayisal dagilimlann  goriilmektedir. Cizelgeyi
inceledigimizde lipaz enzim aktivitesi pozitif olan Bacillus sayis1 132 (%47,3), Lipaz

enzim aktivitesi negatif olan Bacillus sayisi ise 147 (%52,6) oldugunu gérmekteyiz.

150
145
O Lipaz enzim aktivitesi pozitif
140 Bacillus sayis1
| B Lipaz enzim aktivitesi negatif]
135 Bacillus sayist
130
125
120

Sekil 4.14. Lipolitik enzim aktivitesi pozitif olan Bacillus izolat say1s1 ile negatif
olan Bacillus izolat sayisinin sayisal dagilimi

Cizelge 4.16. Bacillus izolatlarinin incelenen et ¢esitlerine gore lipolitik enzim
aktivite sonuglari

Lipaz enzim

Lipaz enzim

Ornek cesidi Izolat Sayisi aktivitesi (+) aktivitesi (-)
Bacillus ssp. sayist | Bacillus ssp. sayisi

Kusbasi 66 25 41

Kiyma 176 86 90

Tavuk 37 21 16
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Incelenen et c¢esitlerine gore lipaz enzim aktivitesini degerlendirdigimizde;
kusbasindan elde edilen 66 izolatin 25’inde (%37,8), kiymadan elde edilen 176
izolatin 86’sinda (%48,8), tavuktan izole edilen 37 izolatin ise 21’inde (%56,7)

proteaz enzim aktivitesi pozitif bulunmustur (Cizelge 4.16, Sekil 4.15).

70

60

50

40
O Pozitif lipolitik aktivite

301 | Negatif lipolitik aktivite

201

101

Kusbast Kiyma Tavuk

Sekil 4.15. Incelenen et cesitlerine gore pozitif ve negatif lipaz enzim
aktivitelerinin yiizdesel dagilimi

Tributyrin Agar besiyerinde lipaz enzim aktivitesi, tiremenin oldugu bolgedeki zon
capmin Olciilmesiyle, kuvvetli, orta, zayif pozitif ve negatif olan Bacillus’larin

sayisal dagilimlar tespit edilmistir (Cizelge 4.17-Cizelge 4.24 ve Sekil 4.16).



90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

B. licheniformis B. megaterium B. firmus B. circulans B. lentus B. mycoides B. sphaericus B. cereus

E Kuvvetli lipolitik aktivite B Orta lipolitik aktivite O Zay1f lipolitik aktivite O Lipolitik aktivite gdzlenmedi

Sekil 4.16. Lipolitik aktivitesi kuvvetli pozitif, orta pozitif , zayif pozitif ve negatif olan Bacillus izolat sayisinin tiirlere gore dagilimi

66
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Cizelge 4.17. B. licheniformis’in lipolitik enzim aktivite degerleri

izole edilen Bacillus tiirii ve izolat numaralari

TA besiyerinde tespit
edilen lipolitik aktivite

B.licheniformis

K6(1), K6(18), K6(19), K6(20), K6(23), K6(24),
K6(26),K7(16), K11(3),K11(14),K11(15),K11(16),

K12(1),K12(2),K12(8), K12(12), K12(15), K14(1), et
K14(3),K14(7),K14(10),K14(28),K15(1), K15(2),

K15(19),Ksb.2(5), Ksb.12(7),T11(1),T1(3),T2(2),

T4(2),T5(3),

Ksb.13(1) +r
- +
Ksb.14(3) -

Kuvvetli pozitif: 32 Orta: 1 Zayif: - Negatif: 1 Toplam: 34

(-) Negatif, (+) zayif, (++) orta, (+++) kuvvetli pozitif lipolitik aktivite, T (Tavuk), Ksb.(Kusbas1),K(Kiyma)

O Kuvvetli Pozitif]
B Orta Pozitif
O Negatif

O Zayif Pozitif

Sekil 4.17. B. licheniformis izolatlarinin lipolitik aktivitesi
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Cizelge 4.18. B. megaterium’un lipolitik enzim aktivite degerleri

[zole edilen Bacillus tiirii ve izolat numaralart

TA besiyerinde tespit
edilen lipolitik aktivite

B.megaterium

K6(3), K6(7), K6(14), K9(1) K11(1), K11(2),

K11(4),K11(5), K11(7), K11(11),K11(13),K12(3), T+
K12(13),K12(14),K13(7),K14(4),K14(5),K14(9),

K14(24), Ksb25(14), Ksb26(11), Ksb.31(10),T2(3),

T2(4),T5(2),

K7(21), K12(5), ++
T5(1), K14(18), Ksb.1(7), Ksb.1(10), +

T11(2), T2(1), K14(2), T4(4),
K12(4), Ksb.28(7), T10(16),T11(9),

Kuvvetli pozitif: 25 Orta: 2 Zayif: 4 Negatif: § Toplam: 39

O Kuvvetli Pozitif]
B Negatif

0O Zayif Pozitif

O Orta Pozitif

Sekil 4.18. B. megaterium izolatlarimin lipolitik aktivitesi




Cizelge 4.19. B. circulans’1n lipolitik enzim aktivite degerleri
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[zole edilen Bacillus tiirii ve izolat numaralart

TA besiyerinde
tespit edilen

lipolitik aktivite
B.circulans
K3(3), K4(c), Ksb.12(2),Ksb.12(5),Ksb.12(9), +++
Ksb.25(4), Ksb.27(5),Ksb.28(5), Ksb.29(10),
T1(4),T4(1),T6(2),T9(2),
K10(4), Ksb.12(1), ++
K15(13), K1(5), +

K1(1), K1(2), K1(7), K1(8), K2(1), K2(6),K2(7),K3(1),K3(2),
K3(5),K4(6),K4(8),K5(1),K5(5),K5(10),K5(11),K5(12), K5(14),
K5(18),K5(22),K5(24),K5(25),K5(30),K6(5),K7(4),K7(17),
K7(18),K8(23),K8(24),K8(25),K9(6),K9(8),K9(15),K10(1),
K10(2),K10(14),K11(10),K11(12),K12(6),K12(9),K14(8),
K14(14),K14(19),K14(22),K14(27),K15(16),K15(20),Ksb.25(1),
Ksb.25(9)Ksb25(16),Ksb.26(1),Ksb26(3),Ksb.26(5),Ksb26(8),
Ksb.26(9),Ksb.27(1),Ksb.27(4),Ksb27(7),Ksb.27(8),Ksb28(1),
Ksb28(3),Ksb28(8),Ksb28(11),Ksb.28(12),Ksb28(13),Ksb29(4),
Ksb29(8),Ksb.29(13),Ksb30(1),Ksb30(8),Ksb30(9),Ksb30(16),
Ksb30(17),Ksb.31(3),Ksb.31(8),Ksb31(12),Ksb31(15), T3(1),
T8(1), T11(10), Ksb.22(1),Ksb.24(2), Ksb.31(13), Ksb.26(6),

Kuvvetli pozitif: 13 Orta: 2 Zayif: 2 Negatif: 8 Toplam: 101

O Negatif

B Kuvvetli Pozitif]
O Orta Pozitif
O Zayif Pozitif

Sekil 4.19. B. circulans izolatlarinin lipolitik aktivitesi
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Cizelge 4.20. B. lentus’un lipolitik enzim aktivite degerleri

TA besiyerinde
Izole edilen Bacillus tiirii ve izolat numaralar: tespit edilen
lipolitik aktivite
B.lentus
K2(8),K2(9), K5(15), K5(16), Tt
K6(2), Ksb25(10), Ksb26(12),
T10(8),T15(8),
- ++
K9(d), Ksb.29(2), Ksb.31(1),Ksb.31(6), +
K1(3),K1(4),K1(6),K1(10),K2(5),K3(6),
K4(7),K4(10),K7(15),K8(b),K8(7),K8(9)
K8(15),K9(3),K10(12),K10(13),K12(16), }
Ksb.27(11),Ksb.27(12),Ksb.28(2),Ksb31(9),
T10(18),T11(4),T11(6),T14(4),T10(14),T10(17),
Kuvvetli pozitif : 9 Orta: - Zayif: 4 Negatif: 27 Toplam: 40
O Negatif
H Kuvvetli Pozitif]
O Zayif Pozitif
O Orta Pozitif

Sekil 4.20. B. lentus izolatlarinin lipolitik aktivitesi
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Cizelge 4.21. B. firmus’un lipolitik enzim aktivite degerleri

TA besiyerinde
Izole edilen Bacillus tiirii ve izolat numaralar: tespit edilen
lipolitik aktivite

B.firmus

K3(4),K7(2),K8(d), K8(8), K9(b), K9(16)
K10(7), K11(6), K11(8), K12(18), K13(1), +++
K13(6),K13(17), K14(20), K14(21), K14(26),
Ksb30(2),Ksb31(5), T1(5), T8(2),K5(23)

K15(21), K13(13), it

K6(10),K6(13), K9(11), K13(4), K2(10), K6(6), +

K5(19), K7(7), K7(8), K7(10), K15(4),
K4(12), K5(20), K5(21), K7(9), K7(13),
K7(14), K8(c), K9(a), K10(5),K10(11), ;
K10(17), K10(19),K13(16), Ksb26(10),
K2(12), K7(6), K12(10), T10(13),

Kuvvetli pozitif: 21 Orta: 2 Zayif: 6 Negatif: 23 Toplam: 52

O Negatif

B Kuvvetli Pozitif]
0O Zayif Pozitif

O Orta Pozitif

Sekil 4.21. B. firmus izolatlarinin lipolitik aktivitesi
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Cizelge 4.22. B. mycoides’in lipolitik enzim aktivite degerleri

TA besiyerinde tespit

Izole edilen Bacillus tiirii ve izolat numaralar: edilen lipolitik
aktivite

B.mycoides

T11(12), T15(5), Ksb29(3), et

_ ++

K10(16), T11(7), T15(12), +

K6(25), T15(7), K13(22), )

Kuvvetli pozitif: 3 Orta: - Zayif: 3 Negatif: 3 Toplam: 9

2,51

1,51

0,51

O Kuvvetli Pozitif
B Zayif Pozitif
O Negatif

O Orta Pozitif

Sekil 4.22. B. mycoides izolatlarinin lipolitik aktivitesi
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Cizelge 4.23. B. sphaericus’un lipolitik enzim aktivite degerleri

TA besiyerinde tespit
Izole edilen Bacillus tiirii ve izolat numaralar: edilen lipolitik
aktivite
B.sphaericus
+++
K5(29)
_ ++
K8(4) *
K1(9) }

Kuvvetli pozitif: 1 Orta: - Zayif: 1 Negatif: 1 Toplam: 3

0,91
0,81

0,7
0,61
0,51
0,41
0,31
0,21
0,11

O Kuvvetli Pozitif]
B Zayif Pozitif

O Negatif

O Orta Pozitif

Sekil 4.23. B. sphaericus izolatlarinin lipolitik aktivitesi
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Cizelge 4.24. B. cereus’un lipolitik enzim aktivite degeri

TA besiyerinde tespit
[zole edilen B. cereus’un izolat numarasi edilen lipolitik
aktivite
_ +++
_ ++
Ksb.24(4) +

Kuvvetli pozitif: - Orta: - Zayif: 1 Negatif: - Toplam:1

Cizelge 4.17-Cizelge 4.24 incelendiginde 32 adet (%94,1) B. licheniformis, 25 adet
(%64,1) B. megaterium, 21 adet (%40,3) B. firmus, 13 adet (%12,8) B. circulans, 9
adet (%22,5) B. lentus, 3 adet (%33,3) B. mycoides, 1 adet (%33,3) B. sphaericus
tiirline ait izolatlarda kuvvetli lipolitik aktivite, 2 adet (%5,1) B. megaterium, 2 adet
(%1,9) B. circulans 2 adet (%3,8) B. firmus, 1 adet (%2,9) B. licheniformis, susunda
orta lipolitik aktivite, 6 adet (%11,5) B. firmus, 4 adet (%10,2) B. megaterium, 4
adet (%10) B. lentus, 3 adet (%33,3) B. mycoides, 2 adet (%1,9) B. circulans, 1 adet
(%33,3) B. sphaericus, 1 adet B. cereus susunun zayif lipolitik aktivite gosterdigi, 84
adet (%83,1) B. circulans, 27 adet (%67,5) B. lentus, 23 adet (%44,2) B. firmus, 8
adet (%20,5) B. megaterium, 3 adet (%33,3) B. mycoides, 1 adet (%2,9) B.
licheniformis, 1 adet (%33,3) B. sphaericus tiiriine ait suslarda ise Tributyrin Agar
besiyerinde ekim yapilan bolgede lipolitik zon gdzlenmemis, yani lipolitik enzim

aktivitesi negatif olarak degerlendirilmistir.
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Resim 4.2. Bacillus licheniformis K12(1) izolatinin TA’da kuvvetli
pozitif lipolitik aktivitesi [118]

Resim 4.3. B. megaterium K11(1) izolatinda kuvvetli lipolitik aktivite [118]
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4.4. Kekik (Satujera wiedemanniana) Bitkisi U¢ucu Yagmn Bacillus Tiirleri
Uzerine Antimikrobiyal Aktivitesi

Cesitli et orneklerinden izole ettigimiz toplam 279 Bacillus izolatinin proteolitik ve
lipolitik enzim aktivite sonuglar incelenerek enzim aktivitesi fazla olan 40 Bacillus
izolat1 se¢ilerek kekik Satujera wiedemanniana bitkisi ugucu yaginin antimikrobiyal
aktivitesi calisilmistir. Sonuglar incelendiginde (Cizelge 4.25) B. megaterium T11(2)
izolatinda (1743 mm), B. licheniformis K6(26) izolatinda 12+0,0, B. licheniformis
K11(16), K12(1), T4(2) izolatinda (111 mm) ve B. lentus (10 mm) izolatinda en
fazla inhibisyon zon caplari1 goriilmiistiir. B. cereus Ksb.24(4) izolatinda (30,5 mm)

en kiiciik inhibisyon zon ¢api tespit edilmistir.

Cizelge 4.25. Kekik (Satujera wiedemanniana) ugucu yaginin Bacillus tiirleri
tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi ve meydana gelen inhibisyon
zon ¢aplari

) Proteolitik | Lipolitik fnhibisyon

Tiir ad1 Sus No Zon Cap1 Zon Cap1 Zon capi(mm)
(mm) (mm)

B. licheniformis K6(23) 12,0£1,0 18,0+0,5 9,0£1,0
B. licheniformis K6(26) 16,0+0,5 8,0+1,0 12,0+0,0
B. licheniformis K11(16) 14,0+0,0 10,0+0,6 11,0+1,0
B. licheniformis K12(1) 1,0£0,10 18,0+2,0 11,0+1,0
B. licheniformis K12(12) 14,0+1,0 6,0+0,8 5,0+1,0
B. licheniformis K12(15) 10,0£2,0 12,0+1,3 9,0£1,0
B. licheniformis K15(19) 10,0+1,0 14,0+0,0 8,5+0,5
B. licheniformis T4(2) 6,0+0,5 12,0+1,0 11,0+1,0
B. licheniformis T11(1) 14,0+2,0 6,0+0,5 5,5+0,5
B. megaterium K6(3) 16,0+0,0 14,0+1,0 7,0+1,0
B. megaterium K6(7) 6,0+1,0 12,0+0,0 10,0+2,0

(Tavuk), Ksb. (Kusbas1), K (Kiyma)



Cizelge 4.25. (Devam) Kekik (Satujera wiedemanniana) ugucu yaginin Bacillus

tiirleri tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi ve meydana gelen

inhibisyon zon ¢aplari

Proteolitik | Lipolitik Inhibisyon
Tiir ad1 Sus No Zon Cap1 Zon Cap1 Zon
(mm) (mm) | capi(mm)
B. megaterium K11(1) 16,020,5 12,0+1,5 5,0+1,0
B. megaterium T2(4) 12,0+1,0 3,0+0,2 4,0+0,0
B. megaterium T5(1) 6,0+0,2 1,0+0,2 3,5+1,5
B. megaterium T5(2) 12,0+1,5 6,0+0,5 9,0+1,0
B. megaterium T11(2) 12,0+1,0 - 17,0+£3,0
B. firmus K4(12) 16,0+0,5 - 6,0+0,0
B. firmus K8(c) 18,0+1,0 - 8,0+£2,0
B. firmus K8(d) 5,0£2,0 4,0£0,2 7,0£1,0
B. firmus K11(8) 14,0+1,0 16,0+1,5 7,0£1,0
B. firmus Ksb30(2) 14,0+1,6 8,0+1,0 7,5+0,5
B. firmus T1(5) 6,0+0,0 6,0+0,0 9,0£1,0
B. firmus T8(2) 10,0+1,1 4,0£1,0 4,0£0,0
B. lentus K8(b) 16,0+1,0 - 6,0+0,0
B. lentus K8(9) 14,0+0,0 - 3,5+0,3
B. lentus Ksb.27(12) 16,0£0,5 - 6,0+0,0
B. lentus T10(8) 4,0+1,0 2,0+0,1 6,0+0,0
B. lentus T10(14) 14,0+2,0 - 10£0,0
B. lentus T15(8) 8,0+0,5 4,0+1,0 7,0£1,0
B. lentus K8(15) 18,0+1,0 - 6,5+0,5
B. circulans T1(4) 8,0+2,0 10,0+0,0 9,0£1,0

T (Tavuk), Ksb. (Kusbas1), K (Kiyma)
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Cizelge 4.25. (Devam) Kekik (Satujera wiedemanniana) ugucu yaginin Bacillus
tiirleri tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi ve meydana gelen

inhibisyon zon c¢aplari

) Proteolitik Lipolitik fnhibisyon
Tiir ad1 Sus No Zon Cap1 Zon Cap1 Zon capi(mm)
(mm) (mm)
B. circulans T4(1) 10,0+0,5 6,0£1,0 6,0+0,0
B. circulans T9o(2) 8,0+1,0 6,0+0,3 8,0+0,0
B. circulans T6(2) 12,0+0,2 3,0+0,5 3,0+1,0
B. mycoides T11(7) 8,0£1,0 1,0+0,1 6,0+0,0
B. mycoides T11(12) 8,0£0,3 7,020,0 7,0+1,0
B. mycoides T15(5) 3,0+0,1 12,0+0,4 8,5+1,5
B. mycoides T15(12) 12,0+0,6 1,0£0,0 6,0+0,0
B. sphaericus K5(29) - 12,0£2,0 5,0+1,0
B. cereus Ksb.24(4) 14,0+1,0 1,5+0,3 3,0£0,5

T (Tavuk), Ksb. (Kusbasi), K (Kiyma)

Resim 4.4. S. wiedemanniana ugucu yaginin B. licheniformis
K6(23) izolat1 iizerindeki antimikrobiyal etkisi
ve meydana gelen inhibisyon zon capi [118]
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Resim 4.5. S. wiedemanniana ugucu yaginin B. mycoides T11(7)
izolat1 izerindeki antimikrobiyal etkisi ve meydana
gelen inhibisyon zon capi [118]

Resim 4.6. S. wiedemanniana ugucu yaginin B. cereus Ksb24(4)
izolati iizerindeki antimikrobiyal etkisi ve meydana
gelen inhibisyon zon capi [118]
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5. TARTISMA VE SONUC

Hayvansal gidalar icerisinde gerek iiretim kolayligi, biyolojik degerlerinin yiiksek
olmasi, gerekse de icerdigi B kompleks vitaminleri, cesitli mineral maddeler
(Fe,P,Ca), eksojen aminoasitler, kollagen, glikojen gibi besin Ogelerinin yeterli ve
dengeli bir oranda olmasi nedeni ile et, insan beslenmesinde temel gida maddesi

olma 6zelligini her zaman tagimaktadir [123].

Hijyenik kosullara uyulmadan hazirlanan ve tiiketime sunulan et ve et iirlinlerine
bulasan patojen mikroorganizmalar halk sagligin1 tehdit eden ©Onemli saglik
problemleri olusturmaktadir. Bu mikroorganizmalar arasinda bulunan Bacillus tiirleri
et ve et Uriinlerinde vejetatif formlar, sporlart ve enzimleri ile bulunarak
bozulmalarina neden olurlar. Bu nedenle gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyon
olaylarinda et ve et {lriinleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu konuda yapilan
arastirmalar gida zehirlenmelerinin %54,7 sinin et ve et iriinlerinin tiikketilmesi ile

ortaya ¢iktigimi gostermektedir [124].

Bacillus’larin pek ¢ok tiirii toprak kokenli olup dogada ¢ok yaygindir. Bu tiirlerden
B. cereus, B. subtilis, B. licheniformis, B. coagulans, B. brevis’in gida

zehirlenmelerine neden oldugu bilinmektedir.

Arastirmamizda incelenen 45 et 6rneginden 15 adet kusbasi etinin hepsinden (%100),
15 adet kiyma Orneginin yine hepsinden (%100), 15 adet tavuk eti drneginden ise 12
(%80)’sinde mezofilik Bacillus cinsi bakteri izole edilmistir. 1zole edilen Bacillus
tirleri icin biyokimyasal ve karbonhidrat fermentasyon testleri yapilarak B.
licheniformis, B. megaterium, B. cereus, B. circulans, B. firmus, B. lentus, B.

mycoides, B. sphaericus olarak tanimlandirilmistir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4).

Izolasyonu gergeklestirilen 279 adet Bacillus izolatinin 66’s1 kusbas1 6rneginden elde
edilmis, bu izolatlarin 42’si (%63,6) B. circulans, 9’u (%13,6) B. lentus, 6’s1 (%9,0)
B. megaterium, 4’1 (%6,0) B. licheniformis, 3’i (%4,5) B. firmus, 1’1 (%1,5) B.

mycoides, 1’1 (%1,5) B. cereus olarak tamimlanmuistir.
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Incelenen kiyma &rneginden ise toplam 176 izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin 52’si
(%29,54) B. circulans, 46’s1 (%26,13) B. firmus, 25’1 (%14,20) B. licheniformis,
24’1 (%13,63) B. megaterium, 23’1 (%13,06) B. lentus, 3t (%1,7) B. mycoides, 3’1

(%1,7) B. sphaericus olarak tanimlanmustir.

inceledigimiz tavuk eti Orneklerinden ise 37 Bacillus izolati elde edilmis, bu
izolatlarin 9’u (%24,32) B. megaterium, 8’1 (%21,62) B. lentus, 7’si (%18,91) B.
circulans, 5’1 (%13,51) B. licheniformis, 5’1 (%13,51) B. mycoides ve 3’ii (%8,1) B.
Sfirmus olarak tanimlanmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3).

B. cereus’un gidalarda, 6zellikle tahillar, siit ve siit iiriinleri, baharat gibi kuru icerikli
gidalarda yaygin bir kontaminanttir. B. cereus’un hem cig etlerde, hem de et
riinlerinde katki maddesi kontaminanti olarak bulundugu pek cok arastirmaci

tarafindan rapor edilmektedir [125].

B. cereus’dan ileri gelen gida zehirlenmeleri mikrobiyal gida zehirlenmeleri iginde
onemli bir yer tutmaktadir. Yapilan arastirmalar, bir toprak basili olan Bacillus
cereus’un gidalarda bulundugunu ve hijyenik olmayan kosullarda, miisait ¢evre
faktorlerinin de mevcudiyeti halinde bol miktarda iireyerek gida zehirlenmelerine yol

acabildigini ortaya koymustur [126].

B. cereus’un belirli serovarlari gida icerisinde “emetik toksin” ve “diyarel toksin”
olmak {iizere 2 tip toksin olustururlar. Diyarel toksin 1stya duyarl (60 °C’de birkag
dk’da inaktive olur) iken, emetik olan toksin 1siya karsi oldukca direnglidir (120
°C’de inaktive olmaz). Diyarel toksin olusturan izolatlar1 daha ¢ok hayvansal
kaynakli gidalarda bulunurken, emetik toksin tahil iiriinlerinde 6n plana ¢ikmaktadir
[126].

Ulkemizde farkli yorelere ait cesitli et 6rneklerinde Bacillus tiirlerinin bulunma

sikligini iceren cesitli arastirmalar bulunmaktadir.
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Giiven ve arkadaslan tarafindan (2005) yapilan bir caligmada tiiketime sunulan
cesitli et ve et iiriinlerinde B. cereus’un bulunma sikligini arastirmiglardir. Eskisehir
bolgesinde yapilan bu calismada incelenen 100 adet cesitli et ve et iirliniiniin 29

(%29)’unda B. cereus izole etmislerdir [125].

Gokmen ve Alisarh tarafindan (2003) yapilan bir calismada, Van merkezinde
bulunan farkli market ve kasaplardan temin edilen 100 adeti sigir ve 100 adeti koyun
olmak {iizere toplam 200 adet hazir kiyma Orneginde Bacillus spp. ve B. cereus
bulunma sikligini aragtirmiglar. Calisma sonucunda 100 sigir ve 100 koyun kiymasi
orneginde sirasiyla 19 (%19), 18 (%18) oranlarinda Bacillus’a rastlanirken, B.

cereus s1gir kiymalarinda %7, koyun kiymalarinda %35 oraninda belirlenmistir [126].

Baskaya ve arkadaslari tarafindan (2004) istanbul’da satisa sunulan hazir kiymalarin
histolojik, mikrobiyolojik ve serolojik kalitesi iizerine yapilan bir arastirmada

marketlerden ve sarkiiterilerden alinan 27 hazir kiyma 6rneginde ortalama B. cereus

sayist 9,5x10 ~kob/g olarak bulunmustur [123].

Elmali ve Yaman tarafindan (2005) Tiirkiye’nin dogusunda iiretilen ve satilan sigir
eti ve ¢ig kusbasi etlerinin mikrobiyolojik kalitesi iizerine yapilan bir c¢alismada
analiz edilen 50 adet si181r eti drneklerinde ortalama B. cereus sayisim 1,2x10" kob/g
olarak bulmuslardir. Incelenen 50 adet ¢ig kusbasi etinde ise ortalama B. cereus

sayist 1,5x10" kob/g diizeyinde bulunmustur [127].

Son yillarda bu konuda yurtdisinda yapilan benzer calismalar ve sonuglari ise

sOyledir;

Uzeh ve arkadaglarn tarafindan (2006) Nijerya’da ¢ig et ve pisirilmis et {iriinlerinde
mikrobiyal kontaminasyon tespiti i¢in yapilan calismada B. cereus ¢ig et ve hazir et

tiriinlerinde tespit edilmistir. Arastirma sonucunda pisirilmis et iirtiniinde B. cereus
ve diger bakteriler 7x10°-171x10° kob/g arasinda, ¢ig et 6rneklerinde ise 20x10° -

289x10* kob/g diizeyleri arasinda bulunmustur. Pisirilmis et iiriiniinde B. cereus
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bulunmasinin, bu mikroorganizmanin hazir et iiriiniine, isleme tabi tutulduktan sonra
kontamine oldugu veya etin zayif islemden gegirilmesinin neden oldugu bildirilmistir

[128].

Smith ve arkadaslar1 tarafindan (2004) Amerika’da yapilan bir calismada,
marketlerden alinan bes tavuk et iiriinii B. cereus varligi icin degerlendirilmistir.
Orneklerin iicii pisirilip dondurulmus, ikisi ise ¢ig olarak almmustir. Yapilan
incelemeler sonucunda elde edilen 60 izolatin 27’sinde B. cereus tespit edilmistir.
Pisirilip dondurulmus 36 et 6rneginden 25’inde, 12 adet ¢ig et 6rneginden 2’sinde B.
cereus tespit etmislerdir. 12 adet olarak alinan diger ¢ig et 6rneginde ise B. cereus’a
rastlanmamustir. Bu ¢alismada test edilen bes farkli tavuk eti 6rneginden dordiinde B.
cereus tespit edilmis, en yliksek oranin ise pisirilip sogutulmus ii¢ ornekte oldugu

bildirilmistir [129].

Nortje ve arkadaslarinin (1999) Giiney Afrika’da yaptiklari arastirmada
siipermarketlerden alinan 51 adet ¢esitli et 6rneklerinin 9 (%17,6)’unda B. cereus

tespit edilmistir [ 130].

Giffel ve arkadaglar tarafindan (1996) Hollanda’daki gidalarda B. cereus ve B.
subtilis’in bulunma siklig1 {izerine bir arastirma yapilmistir. Toplam olarak 229 adet
cesitli gida Ornegi (et iiriinleri, siit, maya, un, makarna, ¢in yemegi, kakao, cikolata,
firin iiriinleri, cesni veren ot ve baharatlar) analiz edilmistir. 229 6rnegin 109
(%48)’unda Bacillus cereus varhig tespit edilmistir. B. subtilis 72 Orne8in 18
(%25)’inde tespit edilirken 72 6rnegin 12 (%17)’sinden B. cereus ve B. subtilis’in
her ikisi de izole edilmistir. Toplamda muhtemel 91 B. cereus kolonisi cesiti
orneklerden izole edilmistir. ISO konformasyon ve API 50 CHB testlerine gore bu
izolatlarin 81 (%89)’ inin B. cereus oldugu dogrulandi. Siipheli 50 B. subtilis
kolonisinden 10 tanesi API 50 CHB’de sorbitolii fermente edememesi ve
karbonhidrat1 kullanamamas1 temeline gore B. pumilis olarak tanimlandi. Kalan 40
izolatin 30 (%75)’u yapilan testlere gore B. subtilis olarak, 4 (%10)’i B.

licheniformis ve 6 (%15)’s1 B. amyloliquefaciens olarak tespit edilmistir [131].
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Bizim arastirmamizda B. subtilis ve B. amyloliquefaciens tiirleri izole edilmezken B.

licheniformis incelenen tiim orneklerden %12,1 oraninda bulunmustur.

Petrova (1975) Bulgaristan’da yaptig1 bir aragtirmada konserve etlerden izole edilen,
toplam 50 tane Bacillus susunun Kkiiltiirel, morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri
calisilmistir. Calisilan izolatlarin %50’si B. licheniformis, %26’s1 B. subtilis, %20’si

B. pumilis ve % 4’ i B. cereus olarak tanimlanmustir [132].

Bu calismada ise inceledigimiz tiim et orneklerinde en fazla B. circulans (%36,2)

bulunurken, B. pumilis hi¢ izole edilmemistir.

Bu sonuglardan farkli olarak Schellhass (1982), tiiketime sunulan kiymalarda
Bacillus spp. %89 (65/73) oraninda izole ederken, bunlar icerisinde hi¢c B. cereus
identifiye edilmedigini bildirmistir [126].

Bizim ¢alismamizda ise inceledigimiz tim et 6rneklerinden yalmiz 1 6rnekte %0,3

oraninda B. cereus bulunmustur.

Yaptigimiz bu arastirmada inceledigimiz et 6rneklerinden gida zehirlenmesine neden
olan tiirlerden 34 (%12,18) adet B. licheniformis, 1 adet (%0,35) ise B. cereus izole
edilmistir. Ulkemizde yapilan diger ¢aligmalarda ise Kiymet ve arkadaslari (2005)
inceledikleri et orneklerinde 29 adet (%29) B. cereus izole etmisler, Gokmen ve
Alisarl tarafindan (2003) yapilan arastirmada ise, B. cereus sigir kiymalarinda %7,
koyun kiymalarinda %5 oraninda belirlenmistir. Smith ve arkadaslar1 (2004) 60 et
orneginin 27’sinde (%45) B. cereus tespit ederken, Schellhass (1982) yaptigi
calismada Bacillus spp. %89 (65/73) oraninda izole ederken, bunlar igerisinde hi¢ B.

cereus identifiye edilmedigini bildirmistir.

Arastirmamizda inceledigimiz 45 et 6rneginde Bacillus izolasyonu ile birlikte E. coli

ve kloroform mikroorganizmalarin sayist EMS yontemi ile belirlenmistir.
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Yaptigimiz sayimda incelenen 15 adet kiyma 6rneginin 13’iinde, 15 adet kugbasi
orneginin 6’sinda, 15 adet tavuk 6rneginin 5’inde toplam koliform mikroorganizma
sayis1 >110,00 adet/gr hesaplanmistir. Incelenen 15 adet tavuk &rneginin 7’sinde, 15
adet kusbasi o6rneginin 7’sinde, 15 adet kiyma Orneginin 2’sinde toplam koliform
mikroorganizma sayis1 10°-10* adet/gr olarak bulunmustur. incelenen 45 adet et
orneginin 2’sinde toplam koliform mikroorganizma sayisi <0,30 adet/gr

bulunmustur.

Incelenen et drneklerinde E. coli sayis1 da hesaplanmistir. Buna gore 15 adet kiyma
Orneginin 3’linde, 15 adet kusbas1 6rneginin 2’sinde E. coli sayilar1 >110,00 adet/gr
olarak bulunurken, 15 adet tavuk 6rneginin hicbirinde E. coli sayis1 >110,00 adet/gr

bulunmamustir. Incelenen 15 adet kiyma oOrneginin 10’unda, 15 adet kusbasi

orneginin 4’iinde, 15 adet tavuk 6rneginin 3’iinde E. coli sayist 10>-10* adet/gr
olarak hesaplanmistir. Analiz edilen 45 et orneginin 15’inde E. coli sayis1 <0,30

adet/gr bulunmustur.

Efe ve Glimiissoy (2005) tarafindan Ankara’da yapilan bir arastirmada incelenen 50
adet biitiin tavuga ait but orneklerinde ortalama E. coli sayisi 1,2x10?, koliform
grubu bakteri sayisi 7,2x10%, deri numunelerinde E. coli sayisl 3,3x10", koliform
grubu bakteri sayist 1,1x10°, gogiis numunelerinde ise E. coli sayist 1,1x10°,

koliform grubu bakteri sayis1 1,2x10° kob/g olarak bulmuslardir [133].

Elmali, ve Yaman tarafindan (2005) Tiirkiye’nin dogusunda iiretilen ve satilan ¢ig

kugbasi etlerinin mikrobiyolojik kalitesi iizerine yapilan bir ¢alismada analiz edilen
50 adet ¢ig kusbas1 6rneklerinde E. coli sayis1 1,2x10°, E. coli 0 157 H7 <2,0x10°

koliform grubu bakteri sayis1 1,7x10* cfu/g diizeyinde saptamislardir [127].

Baskaya ve arkadaslari tarafindan (2004) istanbul’da satisa sunulan hazir kiymalarin
histolojik, mikrobiyolojik ve serolojik kalitesi iizerine yapilan bir arastirmada
Istanbul’daki kasaplardan, marketlerden ve sarkiiterilerden toplam 27 hazir kiyma

ornegi toplanmistir. Mikrobiyolojik analizler sonucunda toplam koliform grubu
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mikroorganizma sayisi 3,3x10%-6,2x10*; E. coli sayisi <1,0x10% - 1,4x10*olarak
bulunmustur [123].

Sagun ve ark. (1996), Van’da yaptiklar1 ¢alismada pilic but ve gogiis etlerinden
sirastyla 7,2x10° kob/ g ve 1,3x10> kob/g diizeyinde E. coli izole etmislerdir [134].

Sagun ve ark. (1996), aragtirmalarinda koliformlar1 ortalama olarak, but 6rneklerinde

9,6x10° kob/g, gbgiis drneklerinde 1,4x10° kob/g olarak bulmuglardir [134].

Anar ve ark. (1992), inceledikleri tavuk butlarinin % 32’sinde E. coli rastladiklarini

bildirmislerdir [135].

Kundak¢t ve ark. (1991), 0 °C’de depolanan tavuk etlerinde 16. giinde yapilan

incelemede, but kisminda 6,9x10°kob/cm? ve gogiis kisminda 6,3x10° kob/cm?

olarak koliform grubu mikroorganizma varligini bildirmislerdir [136].

Nair ve ark. (1990), Hindistan’daki marketlerde tiiketime sunulan 50 adet broilerlerin

tamaminda 10> -10* kob/g diizeyinde E. coli saptamuslardir [137].

Gokalp ve ark. (1987), but 6rneklerinde 1,7x10° kob/g ve gogiis orneklerinde
1,2x10* kob/g diizeyinde koliform grubu mikroorganizma saptamislardir [138].

Yurtyeri (1980) 100 adet paketlenmis pilicin tamaminda enterobakteri tespit etmistir
[139].

Mikrobiyal enzimler katalitik aktivitelerinin ¢ok farkli, yiiksek iiriin imkani, genetik
manipilasyonlarinin kolay olmasi, mevsimsel degisiklikler olmadigi icin diizenli
kaynak olmalar1 ve pahali olmayan ortamlarda hizli iiremelerinden dolay1 bitki ve
hayvanlardan elde edilen enzimlerden daha kullamishdir. Mikrobiyal enzimler ayrica
bitki ve hayvan enzimlerinden daha kararlidir ve mikroorganizmalarn iiriinleri daha

kullanish ve giivenlidir.
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Proteazlar (serin proteazlar, aspartik proteazlar,sistein proteazlar, metal proteazlar)
diinya capindaki toplam enzim satislarinin % 60’1indan sorumlu olan endiistriyel
enzimlerin en 6nemli gruplarindan birini teskil etmektedir. Bakteriyal proteazlar,
proteazlar arasinda hayvan ve fungal proteazlarla karsilastirildiginda en 6nemlisidir.
Bakteriler arasinda Bacillus tiirleri spesifik ekstraseliiler proteaz iireticileridir. Bu
proteazlarin  farmasotik, deri, ¢amasirhane, gida ve atik isleme endiistrilerinde
yaygin uygulamalari bulunmaktadir. Notral ve alkalin proteazlar basta olmak iizere

pek cok ticari proteaz Bacillus cinsi tarafindan iiretilmektedir.

Fizyolojideki onemlerinden baska proteazlar teknik enzim uygulamalarinda ¢ok
yararhidir. 1913’de Roehm tarafindan proteazlar1 endiistride kullanma fikri (6zellikle
deterjanlarda) pankreatik ektrakt kullanimina kadar eskiye uzanmaktadir.1960’da
bakterilerden enzim elde edilebilirligi, enzimlerin kullanimin1 ekonomik olmasinin
yanisira teknik olarak da verimli kildi. Baslangicta bu enzimler B. amyloliquefaciens
ve B. licheniformis gibi Bacillus tiirleri kullanilarak iiretilmistir. Giiniimiizde diinya
capinda, deterjanlarda yaklasik 15 farkli enzim molekiilii kullanilmaktadir. Bu
enzimler B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. clausii, B. lentus, B.

alkaloophilus ve B. halodurans tiirlerinden elde edilmektedir [140].

Farkli etlerden izole ettigimiz mezofilik Bacillus’larin proteolitik aktivitelerinin
belirlenmesi iizerine yaptigimiz calismada, toplam 279 Bacillus susu izole edilmistir.
Bunlarin proteolitik aktivitelerinin belirlenmesinde SMA (Skim Milk Agar) besiyeri
kullanilmustir. igne 6ze ile ekim yapilarak 24 saat 37 °C’de bir giin plaklar
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda iiremenin oldugu bolgedeki zon

caplari incelenmistir ve tespit edilen zon ¢aplart mm cinsinden Ol¢iilmiistiir.

Arasgtirmamizin sonucunda 279 izolattan 168 izolatin proteolitik aktivitesi pozitif
bulunurken 111 izolatta hicbir proteolitik aktivite gézlenmemistir. Enzim aktivitesi
pozitif olan Bacillus izolatlarinin 145’inde kuvvetli, 12’sinde orta ve 11’inde zayif

proteolitik aktivite tespit edilmistir.
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Proteolitik aktivite belirlenmesi iizerine yaptigimiz ¢alismada en yiiksek proteolitik
aktiviteyi gosteren Bacillus tirlerini B. lentus, B. firmus, B. licheniformis, B.
megaterium, ve B. mycoids oldugunu tespit ettik. En yiiksek zon c¢ap1 ise B.
lentus’da 18mm, B. firmus’da 18 mm, B. licheniformis’de 18 mm, B. megaterium’da
16 mm proteolitik zon ¢apr Olciilmiistiir. B. sphaericus’da hic¢ proteolitik aktivite
gozlenmez iken B. circulans izolatlarinin biiyiik bir boliimiinde proteolitik

aktivitenin olmadigi, yani proteaz enzimine sahip olmadiklarini belirledik.

Nijerya’da Olajuyigbe ve Ajele tarafindan (2005) Bacillus tiirlerinden ekstraseliiler
proteaz iiretimi iizerine bir calisma yapilmustir. izolasyonlar Ikogosi kaplicasindan
yapilmistir. Bacillus’larin proteaz liretim dinamigi 35-65 °C iireme 1s1s1 araliginda,
cesitli pH ve sicakliklarda analiz edilmistir. Izole edilen 25 bakteri arasinda 9’u
Bacillus olarak tanimlanmustir. Bu izolatlar B. brevis, B. licheniformis (2 sus), B.
subtilis, B. macerans, B. mycoides, B. coagulans, B. polymyxa, B. cereus ve B.
megaterium olarak tammlanmistir. Proteolitik aktivite SMA’da zon ¢aplan Olgiilerek
belirlenmis ve en yiiksek proteolitik aktiviteyi 45 mm zon capi ile B. licheniformis
IKBL-17 susu gostermis, bunu 43 mm zon capi ile B. subtilis IKBS-10 izlemistir ve
B. macerans IKBM-11 susu ise 39 mm olarak Sl¢iilmiistiir. Bu ti¢ Bacillus tiiriiniin
cesitli pH araliklarinda (pH 5 — 10) proteaz iiretimi arastirilmistir. pH 10’da proteaz
tiretimi yaklasik %60 iken maksimum proteaz iiretimi pH 8’de gozlenmistir. 37 — 65
°C’ iireme 18151 arali@1 ve sergilenen proteaz aktivite esas alinarak proteaz liretimine
1s1 etkisi arastirilmustir. Ug Bacillus tiirii 60°C’de yaklasik %95 oraninda maksimum

proteaz iiretmekte, 65°C’deki proteaz liretimi ise yaklasik %70’dir [141].

Enzimler doganin katalizérii olarak kabul edilir. Cogu enzim bugiin biyolojik
materyallerden fermentasyonla iiretilmektedir. Lipitler diinya biyomasinin genis bir
parcasini olusturmaktadir ve lipolitik enzimler bu suda c¢oziinmez bilesiklerin
yikiminda ©6nemli rol oynar. Lipazlarin varlign 1901°de B. prodigiosus, B.
pyocyaneus ve B. fluorescens’de gozlenmistir (bugiin en iyi calisilan, lipaz iireten
bakterileri olan ve giinlimiizde sirasiyla Serratia marcescens, Pseudomonas

aeruginosa, Pseudomonas fluorescens olarak adlandirilan bakteriler).
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Mikrobiyal lipazlar baglica, uygulama ozelliklerinin ¢ok yonlii olmasi ve toplu
tiretiminin kolay olmasindan dolay1 biyoteknolojide enzimlerin 6nemli bir grubunu
olusturmaktadir. Lipazlar yag ve oleokimyasal endiistride, biyocoziiniirliigii olan
polimerlerin iiretiminde, tekstil endiistrisinde, deterjan endiistrisinde, gida
islemlerinde, tat ve kalite artirirminda, rasemik karigimlarinin ¢oziiniirliigiinde, teshis
arac1 olarak, firincilikda, pastada, ve peynir tadlandirmada, kozmetikte, cay
tiretiminde, medikal uygulamalarda, biyosensor olarak, derilerin yagim temizlemede,
atik islemlerinde, petroliin ¢oziindiiriilmesinde, seliiloz ve kagit endiistrisinde ve

biyodizel iiretiminde olmak iizere ¢ok genis uygulama alan1 vardir.

Farkli etlerden izole ettigimiz mezofilik Bacillus’larin lipolitik aktivitelerin
belirlenmesi icin bu ¢aligmada Tributyrin agar (TA) besiyeri kullanilmistir. Bacillus
izolatlar1 bu besiyerine igne Oze ile inokiile edilmistir. 2-7 giin ve 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonucunda ekim yapilan bolgede iireyen
koloninin bittigi bolgeden seffaf agilma goriillen 6rnekler mm cinsinden ol¢iildii.
Arastirma sonucunda 279 Bacillus susundan lipaz enzim aktivitesi pozitif olan
Bacillus sayis1 132, lipaz enzim aktivitesi negatif olan Bacillus sayisi ise 147 olarak
bulunmustur. Lipaz enzim aktivitesi pozitif olan Bacillus izolatlar1 arasinda
104’iiniin kuvvetli lipolitik aktivite gosterdigi, 7’sinin orta lipolitik aktivite, 21’inin

zayif lipolitik aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Lipolitik aktivite arastirmast sonucunda Bacillus’larin en yiiksek aktivite gosteren
tiirlerini B. licheniformis ve B. megaterium olarak tespit ettik. B. firmus, B. lentus
tirlerinin baz1 izolatlarinda da kuvvetli lipolitik aktivite tespit edilmistir. B.
sphaericus ve B. circulans tiirlerinin ¢ogu izolatinda ise lipolitik aktivitenin olmadigi
sonucuna ulastik. Yaptigimiz zon Ol¢limlerinde B. licheniformis tiiriinde en yiiksek
zon ¢ap1 18 mm, B. megaterium tiirleri arasinda en yiiksek zon capt 16 mm olarak

bulunmustur.

Bacillus izolatlann ile yaptigimiz  proteolitik ve lipolitik  enzim aktivitesi
calismasinda B. licheniformis ve B. megaterium tiirlerinin kuvvetli proteaz ve lipaz

enzimi lreten tiirler oldugunu, proteaz enzim aktivitesi pozitif olan suslarin lipaz
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enzim aktivitesinin de pozitif oldugu, yani bu iki Bacillus tiiriiniin her iki enzime de
sahip oldugunu belirledik. B. lentus izolatlarinda proteolitik aktivitenin lipaz
aktivitesinden ¢ok daha fazla oldugu, proteaz enzimi pozitif olan bir izolatin lipaz
aktivitesinin pozitif olabilmesinin yanisira biiyiik bir kisminin lipaz aktivitesinin
negatif oldugu, yine ayni sekilde B. firmus tiiriiniin proteaz aktivitesinin lipaz
aktivitesine gore cok daha iyi oldugunu, proteaz aktivitesi pozitif olan izolatin
genellikle lipaz aktivitesinin negatif oldugu, ama her iki enzim aktivitesine de sahip

olan izolatlarin bulundugunu saptadik.

Proteolitik ve lipolitik aktivite {iizerine yaptigimiz arastirmada Bacillus’larin
proteolitik aktivitesi pozitif olan izolat sayisinin lipolitik aktivitesi pozitif olan izolat
sayisindan fazla oldugunu tespit ettik. Bu sonuca gére ve yapilan diger caligsmalar da
da benzer sonuclar alinmis olup, bu sonucglarin da bize Bacillus’larin igerisindeki
baz tiirlerin kuvvetli proteolitik aktiviteye sahip oldugu, yani proteaz enzim iiretme
yeteneginde sahip olduklarini, bunun yanisira buldugumuz sonuglara gore birkag tiirii
disinda (B. licheniformis ve B. megaterium) Bacillus tiirlerinin lipolitik enzim

aktivitesinin proteolitik aktivitelerine gore daha zayif oldugunu soyleyebiliriz.

Yapilan calismalarda Bacillus’larin ¢ogu tiiriintin kuvvetli proteaz iireticileri oldugu

belirtilmekte ve bu sonuglar bizim bulgularimizi desteklemektedir.

Yaptigimiz diger arastirmada ugucu yaglarin antimikrobiyal etkileri ¢alisilmistir. Bu
calismada halk arasinda sifali bitki olarak bilinen kekik bitkisi secilmis, Labiateae
familyasina ait olan Satujera wiedemanniana endemik tiirliniin ucucu yag elde

edilerek Bacillus tiirleri iizerine antimikrobiyal aktivitesi aragtirllmistir.

Calismamizda 279 Bacillus izolatimn proteolitik ve lipolitik enzim aktivite sonuglar
incelenmis ve enzim aktivitesi fazla olan 40 Bacillus izolat1 segilerek kekik Satujera
wiedemanniana bitkisi ugucu yaginin antimikrobiyal aktivitesi ¢alisilmistir. Sonuglar
incelendiginde (Bkz. Cizelge 4.25) B. megaterium’da T11(2) (173 mm), B.
licheniformis K6(26)’da 12+0,0, B. licheniformis K12(1), K11(16) ve T4(2)’de

(11£1 mm), B. lentus T10(14)’de (10 mm) en fazla inhibisyon zon ¢aplar1 goriiliirken
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B. cereus Ksb.24(4) izolatinda (3£0,5 mm) en kiiciik inhibisyon zon cap1 tespit

edilmistir.

Cesitli Satureja tiirleri ile iilkemiz ve yurtdisinda yapilan benzer arastirmalar ise

soyledir;

Biavati ve arkadaglar1 tarafindan (2004) Antalya’dan toplanan Satureja cuneifolia ve
Thymbra sintenisii ugucu yagininin antimikrobiyal aktivitesi ¢alisilmistir. En duyarh
mikroorganizmalar mayalar ve Bacillus licheniformis, Clostridium tyrobutyricum ve
Bifidobacterium dentum olarak tespit edilmistir. Test edilen yaglar Bacillus,
Brevibacillus ve Lactobacillus cinslerinin ¢ogu tiirline karsi zayif aktivite
gostermistir. S. cuneifolia ugucu yag1 B. licheniformis ve diger mikroorganizmalar
tizerinde diisiik konsantrasyonda (400 ppm) antimikrobiyal etki gosterirken T.
sintenisii ugucu yagi ayni konsantrasyonda sadece Bifidobacterium dentum tizerinde
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Test edilen her iki ugucu yag B. licheniformis
digindaki tiim Bacillus tiirlerine kars1 zayif aktivite gostermistir. S. cuneifolia ugucu
yagmin herhangi bir konsantrasyonu B. cereus, B. subtilis ve B. thuringiensis
tizerinde antimikrobiyal aktivite gostermemistir. 7. sinfenisii ugucu yagi ise 600 ppm
MIC konsantrasyonunda B. licheniformis ve B. subtilis iizerinde antimikrobiyal
aktivite gosterirken B. cereus ve B. thuringiensis tizerinde antimikrobiyal aktivite
gostermemistir. Bizim arastirmamizda Satureja wiedemanniana ugucu yagi B.
licheniformis K6(26) izolatinda 12+0,0 mm, B. licheniformis K12(1), K11(16) ve
T4(2) izolatlarinda 11+1mm inhibisyon zon ¢api olusturmustur. S. wiedemanniana
ucucu yag B. megaterium ve B. licheniformis izolatlarinda giiclii antimikrobiyal
aktivite gosterirken B. cereus izolatinda 3+0,5 mm ile en zayif antimikrobiyal

aktivite gostermistir [115].

Benli ve arkadaslari tarafindan (2005) Ankara’da kekik (Thymus vulgaris) bitkisinin
antimikrobiyal aktivitesi iizerine yapilan arastirmada sekiz farkli ¢ozgen icinde
hazirlanan ekstraktlarin mikroorganizmalara denenmesi sonucunda test edilen on
dort mikroorganizmadan sadece Bacillus subtilis tizerinde antimikrobiyal aktivite

gozlenebilmistir [109].
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Benli ve arkadaglar1 tarafindan (2006) Van bolgesinden elde edilen Satureja
hortensis’in etil asetat ve metanol ekstratinin antimikrobiyal aktivitesi calisilmistir.
Bu ekstratlar 10 bakteri ve 4 maya tiiriine disk difiizyon metoduna gore test
edilmistir. S. hortensis’in etil asetat ekstratt P. aeruginosa (11mm) ve B. subtilis’in
(10mm) iiremesini etkilerken, diger mikroorganizmalarda ayn1 etki gdzlenmemistir.
S. hortensis’in metanol ekstrati B. subtilis (17mm), E. coli (10,5mm), Shigella
(12mm), S. aureus (16mm) ve P. aeruginosa (11,5mm) bakterilerine inhibisyon
etkisi gostermis, diger mikroorganizmalara etki etmemistir. B. subtilis ve S. aureus,
antibiyotiklere duyarli oldugu gibi S. hortensis ekstratlarinin bu bakterilere karsi

inhibisyon etkisinin oldugu bulunmustur [142].

Adigiizel ve arkadaslar tarafindan (2007) Artvin’den toplanan Satureja hortensis
ucucu yaglarinin gida zehirlenmesine yol acan bakteriler tizerindeki antimikrobiyal
aktivitesi aragtirllmistir. S. hortensis ugucu yaglarina duyarli olan bakteri tiirlerinin
maksimum inhibisyon zon cap1 10-38 mm, MIC degeri 15,62-250 ul/ml arasinda
bulunmustur. S. hortensis ugucu yaglart Bacillus macerans A199°da 18 mm
inhibisyon zon capi, MIC degeri 62,5 ul/ml, Bacillus subtilis ATCC-6633’de
antimikrobiyal aktivite gézlenmezken, B. subtilis A57°de 10 mm inhibisyon zon
cap1, MIC degeri 250 ul/ml, B. megaterium A59’da 24 mm inhibisyon zon ¢api,
MIC degeri 62,5 pl/ml olarak bulunmustur. Bizim ¢alismamizda S. wiedemanniana
ucucu yag1 B. megaterium T11(2) izolatinda 17+3 mm en biiyiik inhibisyon zon ¢ap1
olusturmustur. Bu sonuca gore B. megaterium izolatlarinin S. wiedemanniana ugucu

yagma genelde daha duyarli oldugunu tespit ettik [114].

Bezi¢ ve arkadaslarinin Hirvatistan’da (2005) Satureja montana ve Satureja
cuneifolia’nin ¢esitli mikroorganizmalar iizerine etkisi arastirllmistir. E. coli’nin S.
montana ugucu yagina antimikrobiyal etkisi en biiyiik inhibisyon zon ¢apiyla (23-32
mm), bunu 21-28 mm inhibisyon zon capiyla Candida albicans izlemistir.
Methicillin’e direncgli olan Staphylococcus aureus (MRSA) 19-25 mm olarak tespit
edilirken, B. subtilis’de 22-23 mm inhibisyon zon ¢ap1 bulunmustur. Pseudomonas
aeruginosa zayif inhibisyon zon cap1 (4-7 mm) gosterirken, S. cuneifolia ugucu yagi

B. subtilis gibi onemli patojenin bilylimesini 14-16 mm inhibisyon zon capiyla
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engelledigi bulunmustur. Methicillin’e direncli olan S. aureus (MRSA) 13-17 mm, E.
coli 7-11mm zayif inhibisyon zon capi gostermis, test edilen mikroorganizmalar
arasinda Enterococcus faecium ve P. aeruginosa bakterilerinin S. cuneifolia ugucu

yagina direngli oldugu bulunmustur [143].

Bacillus’larin hijyenik olmayan cesitli ¢ig§ et ve et iiriinlerinde, siit, baharat vb.
gidalarda bulunmasi ve uygun sicakliklarda tiremesi sonucunda, hem toksinleri ve
hem de sahip olduklar1 proteaz ve lipaz enzimleri ile protein ve lipitleri pargalayarak
gidalarda bozulmalara ve ciddi gida zehirlenmelerine yol acmaktadir. Bu nedenle
yaptigimiz calismada kekik bitkisinin B. cereus ve B. licheniformis gibi gidalarda
bozulmalara ve gida zehirlenmesine yol acan bakteriler iizerinde antimikrobiyal etki
gostermesi, bize ugucu yag iceren bitkilerin gidalarda koruyucu amach olarak

kullanilabilecegini gostermistir.

Tiirkiye’de hayvansal iiriinlerin dretim, isleme, transport ve pazarlanmasi
asamasindaki sanitasyon kosullar1 dikkate alindiginda, yapilan islemlerin yeterli
olmadig1 goriilmektedir. Ozellikle et iiriinlerinin iiretilmeleri sirasinda kullanilan
satir, bicak ve tezgahlarin hijyenik durumu ile etin ¢ekilmesi, karistirllmasi sirasinda
makina ve eller ile patojen ve saprofit mikroorganizmalarin bulagma tehlikesi vardir.

Bu durum halk sagligi agisindan risk teskil etmektedir.

Sonug olarak bu ¢aligmada inceledigimiz ¢ig et orneklerinin yiiksek siklikta Bacillus
tiirleri ile kontamine oldugu tespit edilmistir. Izole edilen Bacillus tiirlerinin biiyiik
bir kisminin proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir. Bu durumun

etlerde iiriin ve kalite kayiplarina neden oldugu bilinmektedir.
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