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OZET

Bebek ve cocuk beslenmesinde kullamlan gidalarda Bacillus cereus

varhgi ile izolatlarin toksijenik ozelliginin belirlenmesi

Bu tez calismasinda, farkli firmalara ait 30 adet yerli ve ithal olarak {iretilen toz
formunda bebek mamasi, 25 adet cam kavanozda konserve formundaki mama ile 25 adet
bebek beslenmesinde kullanilan tahil bazli iiriinler (agik veya kapali formda satilan un,
nisasta, piring unu ve irmik) materyal olarak kullanildi. Toplam 80 adet 6rnek, Bacillus
cereus varlig1 yoniinden klasik kiiltiir teknigi ve PCR yontemi ile incelendi. Elde edilen
izolatlar hemolizin geni hedef alinarak B. cereus olarak dogrulandi. Dogrulanan izolatlarda
toksin genlerinin (nhe, hbl, cytK, ces) varligi multipleks PCR yontemiyle arastirildi.

Calismanin sonucunda, analize alinan toplam 80 Ornegin 50’sinden (% 62.5)
B. cereus izole edildi. Cam kavanozda konserve tipindeki mama 6rneklerinde B. cereus’a
rastlanilmadi. Toz formundaki bebek mamalari ile tahil bazli tirtinler sirasiyla % 83.3, % 100
diizeylerinde B. cereus ile kontamine olarak bulundu. Pozitif 6rneklerden elde edilen, toplam
50 adet izolat hemolizin geni hedef alinarak PCR ile dogrulandi. Toplam 13 izolatta
enterotoksin genine rastlanilarak, izolatlarin % 26’sinin enterotoksijenik 6zellikte oldugu
bulundu. Ug izolatta sadece nhe genine, 10 izolatta hem nhe hem de cytK genlerine birlikte
rastlanildi. Emetik sendromdan sorumlu toksini kodlayan ces ile diyarel sendromdan
sorumlu toksini kodlayan hbl genlerini higbir izolatin tasimadig1 gozlendi.

Fenotipik olarak, tiim izolatlarin kanli agarda hemoliz olusturabildigi bulundu. ki
izolatin psikrotrofik 6zellikte oldugu ve 7 °C’de tireyebildigi saptandi. Bu sonuglar, bebek
ve kiigiik ¢ocuk beslenmesinde kullanilan gidalarin, toksijenik ve psikrotrofik 6zellikteki
B. cereus suslarinin varlig1 agisindan risk tasiyabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: B. cereus, bebek mamasi, nhe, cytK, ces.

Vil



ABSTRACT

Determination of the presence of Bacillus cereus in foods used for baby

and child nutrition and its toxigenic properties

In this study, 30 domestic and imported dried baby formulas, 25 canned baby
formulas, and 25 cereal based products (flour, starch, rice flour and semolina sold in packed
or unpacked form) belonging to different companies were used as materials. A total of 80
samples were examined for the presence of Bacillus cereus by classical culture technique
and PCR method. The obtained isolates were confirmed as B. cereus by targeting the
hemolysin gene. The presence of toxin genes (nhe, hbl, cytK, ces) was investigated by
multiplex PCR method.

As a result of the study, B. cereus was isolated from 50 (62.5 %) of the total 80
samples analyzed. B. cereus was not found in canned baby formula samples. Dried baby
formulas and cereal based products were found to be contaminated with B. cereus at a level
of 83.3 %, 100 %, respectively. A total of 50 isolates obtained from positive samples were
confirmed by PCR by targeting the hemolysin gene. Enterotoxin genes were found in a total
of 13 isolates, and 26 % of the isolates were found to be enterotoxigenic. The nhe gene was
only found in three isolates, and both nhe and cytK genes were found in 10 isolates. It was
observed that none of the isolates carried the ces gene encoding the toxin responsible for
emetic syndrome and the hbl gene encoding the toxin responsible for diarrheal syndrome.

All of the isolates were phenotypically found to be capable of hemolysis on blood
agar. It was determined that two isolates were psychrotrophic and can grow at 7 °C. These
results indicate that the foods used for infant and young child nutrition may carry a risk for
the presence of toxigenic and psychrotrophic B. cereus strains.

Keywords: B. cereus, infant formula, nhe, cytK, ces.



1. GIRIS

Beslenme bozukluklar1 tiim diinyada sosyomedikal bir sorun olarak karsimiza
cikmakta olup, bu durumla 6zellikle gelismemis ve gelismekte olan tilkelerde daha sik olarak
karsilasilmaktadir. Bebekler ve c¢ocuklar i¢in yeterli ve dengeli beslenme olduk¢a 6nem
tagimaktadir. Cilinkii bu yas grubu siirekli bliylime ve gelisme periyodunun igerisindedir
(Arnold ve ark. 1981). Diinya Saglik Orgiitii’'niin verilerine gére, 5 yasin altindaki
cocuklarda meydana gelen 6liimlerin yaklasik olarak % 45’inin yetersiz beslenme ile ilgili
oldugu bildirilmistir (WHO 2021a, 2021b). Yetersiz beslenme, c¢ocuklarin yaygin
infeksiyonlara yakalanma riski ile infeksiyonlarin goriilme sikligin1 ve siddetini arttirarak,

iyilesmeyi geciktirmektedir (Selguk 2012).

Bebeklerin ilk alt1 ay boyunca anne siitii almasi, saglikli biiyiime ve gelismeleri igin
kritik 0oneme sahiptir. Ancak anne siitiinlin tek basina yetersiz oldugu ya da bebege
verilmesinin uygun olmadigi donemlerde hazir mamalar kullanilabilmektedir. Bu kapsamda,
bebek beslenmesinde kullanilan gidalarin hijyenik kalitesi ve giivenilirligi oldukga
onemlidir (FAO/WHO 2004, Rahimi ve ark. 2013, WHO 2021b, WHO 2022). Tirk Gida
Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’ne gore, bebek ve devam formiilleri ile bebek
ve kiigiik cocuk ek gidalarinda aranmasi gereken mikroorganizmalar arasinda Bacillus

cereus yer almaktadir (Anonim 2011).

Bu tez ¢alismasinda, 1) bebek ve cocuk beslenmesinde kullanilan gidalarda (ithal
veya yerli olarak {iiretilen toz formundaki mamalar, cam kavanozda konserve formundaki
mamalar ile tahil bazli iirlinler) B. cereus’un saptanmasi, ii) izolatlarin hemoliz olusturma
yetenegi ile psikrotrofik 6zelliklerinin belirlenmesi, iii) izolatlarda emetik ve diyarel toksin
genlerinin (ces, nhe, hbl, cytK) varliginin multipleks PCR yontemi ile tespit edilmesi

amaclandi.



2. GENEL BIiLGILER

Bebek ve cocuklarin yeterli ve dengeli beslenebilmesi, normal gelisimlerini
stirdiirebilmeleri i¢in protein, vitamin, mineral, kalori gereksinimine uygun olarak
hazirlanan mamalarin tercih edilmesi 6nemli olup, dolayisiyla tiim diinyada teknolojinin
gelisimine paralel olarak iiretilen mamalarla beslenme yayginlasmistir. Bebek ve ¢ocuklari
stit disinda diger gidalara alistirmak amaciyla tiretilen gesitli hazir mamalar da vardir. Ancak,
bebek ve ¢ocuklarda immunolojik savunma mekanizmalari ile bagirsak mikrobiotas1 tam
olarak gelisemediginden, yetigkin bireylere gore, gida infeksiyon ve intoksikasyonlarina
karsi daha duyarli olmaktadir. Bu kapsamda, beslenmelerinde kullanilan  gidalarin
giivenilirligi ile mikrobiyolojik yonden kalitesinin belirlenmesi gerekmektedir (Ergiin ve
ark. 2002, Rahimi ve ark. 2013, Stoeckel ve ark. 2013, Pei ve ark. 2018).

Tiirk Gida Kodeksi (TGK) ne gore, bebek ve kii¢iik ¢ocuk beslenmesinde kullanilan
hazir gidalar, bebek formiilleri, devam formiilleri ile bebek ve kii¢iik cocuk ek gidalari olarak
siiflandirilmistir. TGK Bebek ve Kiigiik Cocuklara Yonelik Gidalar ile Viicut Agirhig
Kontrolii i¢in Diyetin Yerini Alan Gidalar Yonetmeligi’ne gore, on iki ayimn altindaki yas
grubu “bebek” olarak tanimlanmistir. Bebek formiilleri, bebeklerin yasamlarinin ilk aylar
boyunca kullanilmas1 amaglanan ve uygun tamamlayici beslenme baslayincaya kadar tek
basina bebeklerin ihtiyaglarini karsilayan gidalardir. Devam formiilleri ise, uygun
tamamlayici1 beslenmenin baglamasinin ardindan bebeklerin ve kiigiik cocuklarin tiiketmesi
i¢in hazirlanan ve giderek gesitlenen diyetlerine ve sivi alimina katki saglayan gidalar olarak
ifade edilmektedir. Yine, ayni1 yonetmelige gore, 12 ay ile 36 ay yas grubu ise kiigiik gocuk
olarak kabul edilmektedir. Bebek ve kiiciik ¢cocuk beslenmesinde kullanilan ek gidalar,
islenmis tahil bazli ek gidalar ve tahil bazli olmayan ek gidalar olarak belirtilmistir (Anonim
2019a, 2019b).



2.1. Bebek Mamasi Tammm ve Genel Ozellikleri

Yeni dogan bebeklerin beslenmesinde en uygun besin kaynagi anne siitii olmakla
birlikte (WHO 2021b), anne siitiiniin yetersiz oldugu ya da birtakim nedenlerden dolay1 anne
stitii ile beslemenin sekteye ugradigi durumlarda bebek mamalari alternatif bir kaynak olarak
kullanilabilmektedir (Dalkilig Kaya 2011, Pei ve ark. 2018, Vural ve Geng 2022).

Bebek mamalari normal siit gocuklarmin beslenme gereksinimlerini saglayan,
gerekli durumlarda anne siitii yerine kullanilabilen ve bilesimleri anne siitiiniin bilesimine

yakin olan s1v1 veya toz halinde hazirlanan tiriinlerdir (Seyrekbasan 2000).

Bebek gelisiminde anne siitii ile beslemenin en faydali beslenme sekli oldugu uzun
siiredir bilinmesine ragmen, insanlar anne siitiine alternatifler arayarak, bu amagla
stitannelerinden de faydalanilmistir. Stitannelerinin bebeklere hastalik bulastirma risklerinin
yant sira, endiistriyel gelisim ile birlikte siitannelerin maddi agidan getirisi daha yiiksek olan
islerde ¢aligmaya baglamasi sonucunda bebek beslenmesinde ek besin kullaniminda ciddi

bir artis ortaya ¢ikmugtir (Barness 1985, Seyrekbasan 2000).

Mamalarin gelistirilmesinde anne siitii ve hayvan siitii bilesimlerinin belirlenmesi
onemli rol oynamustir. Yapilan analizler sonucunda, anne siitiiniin protein igeriginin hayvan
stitlerindeki protein igeriginden oldukg¢a az oldugu belirlenmistir. Bu amagla, inek siitiinii
icerik olarak anne siitiine benzetmek amaciyla ilk baslarda inek siitii sulandirilarak bebeklere
verilmistir. inek siitii sulandirilmadan bebeklere verildiginde, sindiriminin daha gii¢ oldugu
ve protein intoksikasyonuna bagli olarak bebek 6liimlerinin meydana geldigi goriilmiistiir.
Inek siitiiniin sindirilebilirligini kolaylastirmak amaciyla, inek siitii proteinlerinin 1s1 ile
denatiirasyonu yaygin olarak kullanilan bir yontem olup, ayrica laktik asit ilavesi de siitii
seyreltmek amaciyla kullanilabilmektedir. Ancak, laktik asit ilavesi bazen bebeklerde

asidoza neden olabilmektedir (Barness 1985, Seyrekbasan 2000).

[k bebek mamas1 Henri Nestle tarafindan 1860 yilinda iiretilmistir. Bebek mamasi
liretimine, Isvicre’de ¢alisan annelerin bebeklerin beslenmesi ile yeterince ilgilenememesi
ve bunun sonucunda bebek dliimlerinin artmasi neden olmustur. “Farine Lactee” ad1 verilen

bu mama tahil karigimi ve inek siitii ilavesi ile tiretilmistir (Dalkili¢c Kaya 2011).

Modern anlamda ilk bebek mamasi ise, 1915 yilinda Gerstenberger tarafindan

hazirlanmigtir. Bu mama anne siitline benzetilerek hazirlanarak, 300 bebek {izerinde



denenmis olup, giiniimiizde kullanilan mamalarin 6nciisii olarak kabul edilmektedir
(Anderson ve ark. 1982, Barness 1987).

2.2. Bebek Mamasi Uretimi

Bebek mamalari, kullanim amacina gore, ii¢ farkli grup altinda siniflandirilabilir.
Birinci grupta, baslangic ve devam formiilleri yer almakta olup, baslangi¢ formiilleri
dogumdan itibaren 4-6. aya kadar kullanilabilen, devam formiilleri ise 4. aym1 tamamlamis
bebekler igin gelistirilmis formiillerdir. Ikinci grup, 6zel amagl iiretilen mamalari
(prematiire, ¢cok diisiik kiloyla dogan bebekler i¢in hazirlanmis ya da diyare durumlarinda
kullanilan 6zel formiiller) kapsamaktadir. Ugiincii grupta ise, hazir ek besinler olarak bilinen
ve kavanozlarda tiikketime sunulan kasitk mamalari bulunmaktadir (Seyrekbasan 2000,
FAO/WHO 2004, Vural ve Geng 2022). Bebek mamalarinin bilesimi kullanim yasina gore
degismekle birlikte, genel olarak, yagsiz siit ve kurutulmus siit Griinleri (yagsiz siit tozu,
peynir alt1 suyu tozu), laktoz, bitkisel ve hayvansal yaglar (balik yagi), nisasta, vitamin,

mineral, emiilgator ve stabilizatorleri igerir (Gokgay ve ark. 2012).

Toz bebek formiilleri, kurutulmus siit iirtinleri ve tibbi amagli kullanilan diger gidalar
benzer teknikler kullanilarak iiretilmektedir. Uretimde ilk asama igerigin karistirilmasi olup,
bu amagla ti¢ farkli yontem kullanilmaktadir (FAO/WHO 2004, Dalkilic Kaya 2011).
Hammaddeler ile katki maddeleri karistirildiktan sonra, karisim pastorize edilmektedir.
Pastorizasyondan sonra, homojenizasyon ile yag, vitamin ve mineral igerigi yoniinden
standardizasyon islemi yapilmaktadir. Bundan sonra, uygun paketleme yoOntemi ile
paketlenerek, 1s1 islemi (sterilizasyon) uygulanmaktadir. Son asamada ise, sprey kurutma

islemi yapilmaktadir (Becker ve ark. 1994, Gokgay ve ark. 2012).

A) Islak Karistirma: Bu asamada, islenmemis durumdaki hammaddeler ile islenmis
durumdaki katki maddeleri bir araya getirilerek, sivi haldeki ara {iriin olarak 1s1 iglemine
(pastorizasyon ya da sterilizasyon) tabi tutulur. Is1 islemi, 71.6 °C’de 15 sn, 74.4 °C’de
25 sn (0zellikle nisasta ve kivam arttiricilar kullanildiginda) ya da daha yiiksek sicakliklarda
105-125 °C’lerde en az 5 sn olarak uygulanir. Bu asamada uygulanan 1s1 islemi ile

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan bakterilerin etkin bir sekilde yikimlandigi kabul



edilir. Ardindan karisim homojenize edilir, evaporasyonla konsantre edilir, kurutulur ve son
olarak, dolum islemi gergeklestirilir. Vitaminler kurutma asamasindan once ilave edilerek,

151 islemi ve kurutma agamasindan sonra herhangi bir katki maddesi eklenmemektedir.

B) Kuru Karistirma: Her bir katki maddesi ayr1 bir sekilde islenerek, kuru formda

bir araya getirilip karigtirilarak, son iirline ulasilir ve dolum yapilarak islem sonlandirilir.

C) Kombine Islemler: Bu metotta, islenmemis durumdaki hammaddeler ile katki
maddelerinin bir boliimii 1slak karistirma islemine tabi tutulur. Buradaki amag, temel toz
karisim elde etmektir. Temel toz karisim bir ara tiriin olup, bu toz karigim daha sonra farkli
iriinlerin tiretilmesinde kullanilir. Sonraki adimda, ayrica islenmis katki maddeleri farkl
formiilasyonlarda bu temel toz karisimina ilave edilir. Bu islem homojen bir karisim elde
etmek amaciyla gerceklestirilir. Partiler halinde yapilir ve katki maddelerinin ¢esidine gore,
farkli mikser tipleri kullanilarak islenir ve ardindan paketlenir (FAO/WHO 2004, Dalkilig
Kaya 2011).

Ozet olarak, siit bazli bebek mamalarmin iiretiminde sirastyla pastdrizasyon,
konsantrasyon ve kurutma islemleri uygulanmaktadir. Kurutma isleminden 6nce, igerigin
kuru maddesi % 45-50 olacak sekilde evaporasyon yontemi ile konsantre edilmektedir.
Bebek mamalari iiretiminde hazirlanan karisimlara paketleme Oncesi pastorizasyon ve
paketleme sonrasi sterilizasyon islemleri uygulanmaktadir. Paketleme Gncesi pastorizasyon
88-95°C’de 15-30 saniye siiresince, paketleme sonrasi sterilizasyon ise 118°C’de 10-15
dakika veya 142 °C’de 2-3 saniye siiresince uygulanmaktadir (Gokcay ve ark. 2012,
Stoeckel ve ark. 2013, Vural ve Geng 2022). Bu islemlere ragmen, bebek ve ¢ocuk mamalari
ile hazir ek gidalar steril liriinler olarak degerlendirilmemektedir, ¢iinkii iretim teknigi ile
bilesimine giren maddelerin kompleks yapisindan dolayr rekontaminasyon meydana
gelebilmektedir, ancak yasal olarak mikrobiyolojik kriterlere uygun olmalar1 gerekmektedir
(Pei ve ark. 2018).

Yapilan ¢aligsmalar, bebek mamalar ile bebek ve ¢ocuk beslenmesinde kullanilan ek
gidalarin {iretimi sirasinda uygulanan 1s1 igleminin, ham maddede bulunma potansiyeli olan
patojen bakterilerin vejetatif formlarin1 yikimlayabildigi, ancak spor formlarin inaktive

olmadigint ve canliligini siirdiirebildigini gostermektedir. Ayrica, bebek mamalarin



iceriginde bulunan, siit ve kurutulmus siit iirlinleri ile nisagta mikroorganizmalar i¢in uygun
bir besiyeri olmaktadir. Dolayisiyla, hijyenik ve uygun olmayan kosullarda iiretim ile
depolama ve hazirlama asamasindaki olasi kontaminasyonlar bu gidalar1 mikrobiyolojik
acidan daha tehlikeli hale getirmektedir (Shadlia-Matug 2008, Bahgeci ve ark. 2018, Geng
ve Vural 2021).

Gidalarin mikrobiyolojik ya da kimyasal nedenlerden dolay1 kirlenmesi sonucunda
ortaya cikan gida kaynakli hastaliklar tiim diinyada énemli bir halk saglig1 sorunu olmaya
devam etmektedir (Rahimi ve ark. 2013). Gida kaynakli infeksiyonlar yeni doganlarda ve
cocuklarda ciddi seyirli ve 6liimciil olabilmektedir. Diinyada tahmini olarak 600 milyon kisi
kontamine gida tiiketimi sonucunda hastalanmakta ve buna bagli olarak, her yil 420 bin kisi
hayatin1 kaybetmektedir. Bu durumdan en fazla etkilenen grup ise 5 yasinin altindaki
cocuklar olup, her yil gida kaynakli hastaliklara bagli olarak 125 bin gocuk hayatini
kaybetmektedir (WHO 2022).

Yapilan  calismalar, bebek mamalarinin  ¢evresel  kaynakli  patojen
mikroorganizmalarla kontaminasyonunun enfeksiyona bagli bebek oliimlerine neden
olabilecegini gostermektedir (Bahgeci ve ark. 2018, Geng ve Vural 2021). Bunun en 6nemli
nedeni, bebek ve ¢ocuklarda immunolojik savunma mekanizmalarinin ve bagirsak florasinin
tam olarak gelismemis olmasi, dolayisiyla gida infeksiyon ve intoksikasyonlarina karsi daha

duyarli olmalaridir (WHO 2022).

Bebek ve kiigiik ¢ocuk beslenmesinde kullanilan gidalarda bulunabilecek
mikroorganizmalar, Diinya Saglik Orgiitii ile Gida ve Tarim Orgiitii tarafindan 3 farkli
kategoride incelenerek, A kategorisinde bebeklerde infeksiyona neden oldugu kesin olarak
bilinen Cronobacter sakazakii ve Salmonella enterica, B kategorisinde koliform grubu
bakteriler, C kategorisinde ise B. cereus, Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes bulunmaktadir
(FAO/WHO 2004). Ayrica, bebek formiillerinin mikrobiyolojik yonden giivenilirligi ile
kontaminasyon diizeyinin belirlenmesinde B. cereus’un bir indikator olarak

kullanilabilecegi belirtilmektedir (Pei ve ark. 2018).

B. cereus, basta toprak olmak {izere, ¢evrede yaygm olarak bulunan bir
mikroorganizmadir. Endospor olusturan bir bakteri olup, spor formunda olumsuz gevre

kosullaria kars1 direngli olup, uzun siire canliligini siirdiirebilmektedir. Genellikle tahil



(6zellikle piring), baharat, sebze, siit ve iriinleri, et ve triinleri gibi birgok gidanin
kontaminasyonu sonucunda, insanlarda gida kaynakli zehirlenmelere yol agabilmektedir.
Gida kaynakli B. cereus intoksikasyonlarinda ortaya ¢ikan semptomlarin hafif, kisa siireli ve
kendini simirlayan 0Ozellikte olmasi nedeniyle, hastaligin smirli diizeyde bildirimi
yapilmaktadir (Wong ve ark. 1988, Reyes ve ark. 2007, Stenfors Arnesen ve ark. 2008,
Tallent ve ark. 2012, Ozarslan ve ark. 2018, Gdoura Ben-Amor ve ark. 2019). B. cereus gida
intoksikasyonu ve gastroenteritis disinda, sindirim kanalina kolonize olduktan sonra, firsatci
bir patojen olarak septisemi, menenjit, seliilit, endokardit, endoftalmit, endokardit,
osteomyelit ve pnomoni gibi ekstraintestinal infeksiyon ve semptomlara da yol agabilir.
Ekstraintestinal infeksiyonlara genellikle bakteri tarafindan sentezlenen ve ekzotoksin
benzeri olan hemolizinler ile fosfolipazlar neden olmaktadir. B. cereus’dan kaynakli
ekstraintestinal infeksiyonlar nadiren go6zlenmekle birlikte, bu infeksiyonlara en ¢ok yeni
doganlarda ve immunsistemi baskilanmis kisilerde rastlanilmaktadir (Kotiranta ve ark. 2000,
Park ve ark. 2009, Tewari ve Abdullah 2015, Zhang ve ark. 2016, Liu ve ark. 2020).

2.3. B. cereus’un Klasifikasyonu ve Genel Ozellikleri

Filogenetik smiflandirmada, B. cereus, Bacilli sinifinin Bacillales takiminda ve
Bacillaceae familyasinda yer almaktadir. Bu familyaya bagli Bacillus genusu kompleks bir
yaptya sahip olup, ilk kez Cohn tarafindan 1872 yilinda tanimlanmistir. Taksonomik olarak,
bu genusta yer alan B. cereus grubu (ayrica B.cereus sensu lato olarak da bilinmektedir),
B. albus, B. anthracis, B. bombysepticus, B.cereus, B. nitratireducens, B. pacificus
B. paramycoides, B. paranthracis, B. proteolyticus, B. pseudomycoides, B. samanii,
B. thuringiensis, B. cytotoxicus, B. tropicus, B. wiedmannii, B. toyonensis, B. gaemokensis,
B. luti, B. manliponensis, B. mobilis, B. mycoides olmak tizere, 21 adet Bacillus tiiriinii
icermektedir (Schoch ve ark., 2020). B. anthracis, B. cereus, B. mycoides ve
B. thuringiensis’in 16S rRNA yapisinda % 99’un iizerinde bir sekans benzerligi oldugu
belirtilmistir (Kotiranta ve ark. 2000).

Bacillus genusuna ait bakteriler ¢omak formunda, endospor olusturan degisik
cevresel kaynaklarda bulunabilen bakterilerdir. B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis,

B. mycoides, B. pseudomycoides ve B. weihenstephanensis insan ve hayvanlarda hastalik



olusturan Onemli tiirler arasinda yer almaktadir. Bu tiirler cerisinde gida kaynakl
intoksikasyonlarda siklikla izole edilen tiiriin B. cereus oldugu bildirilmektedir (Schneider
ve ark. 2004, Stenfors Arnesen ve ark. 2008, Tewari ve Abdullah 2015).

B. cereus Frankland ve Frankland tarafindan 1887 yilinda izole edilerek
tanimlanmistir (Frankland ve Frankland 1887). 20. yiizyilin baglarinda Avrupa’da
B. cereus’un neden oldugu gida kaynakli hastaliklara iliskin raporlar olmasina ragmen,
B. cereus'un gida zehirlenmesine neden olabilecegi kesin olarak kanitlanmamistir. Norveg’te
1947-1949 yillan arasinda vanilya sosu tiiketimine bagli olarak ortaya ¢ikan ve diyare ile
seyreden bir salginda B. cereus izole edilerek, gida intoksikasyonu etkeni olarak ilk kez
tanimlanmistir (Hauge 1955). Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada'da, B. cereus’a bagli

gida zehirlenmesi ilk olarak 1968 yilinda literatiire ge¢cmistir (Tewari ve Abdullah 2015).

B. cereus, Gram pozitif, hemoliz yapan (genellikle B-hemolitik) ve endospor
olusturma yetenegine sahip bir bakteridir. Bunun yan1 sira, 3-5 um uzunlugunda olup, 1.0-
1.2 um genigliginde ¢omak formunda bir mikroorganizmadir. Genellikle peritrik flagellar1
ile hareketli olup, ancak hareketli olmayan suslar1 da tanimlanmistir. Aerob ve fakiiltatif
anaerob kosullar altinda tireyebilir. Lesitinaz ve katalaz pozitiftir. Glikozu fermente ederek
asit olusturur, ancak mannitolii fermente edemez (Granum ve Lund 1997, Kotiranta ve ark.
2000, Stenfors Arnesen ve ark. 2008, Park ve ark. 2009, Tallent ve ark. 2012, Abraha ve ark.
2017).

Etken mezofilik ozellikte olup, 10-48 °C gibi genis bir sicaklik araliginda
iireyebilmekte ve optimum tireme sicakligi ise 28-35 °C’ler arasindadir. Psikrotrofik suslari
7 °C’nin altinda iireyebilmektedir. Uremesi igin optimal pH degeri 6.0-7.0 olmakla birlikte,
pH degeri 4.9-9.3 araliginda gelisip canliligini siirdiirebilmektedir. Minimum su aktivite
degeri (aw) 0.91-0.93 olup, genel olarak % 7.5 tuz igeren ortamlarda iireyebilmektedir
(Schneider ve ark. 2004, Tewari ve Abdullah 2015, Saglam ve Seker 2016, Abraha ve ark.
2017, Yurdakul ve ark. 2018).

Diger Bacillus tiirlerinde oldugu gibi, B. cereus’un tipik olarak vejetatif hiicre ve spor
formu vardir. Vejetatif hiicre yapisinda, hiicre icerigi (sitoplazma), sitoplazmik bir membran
ve hiicre duvari ile kusatilmistir. Bazi B. cereus suslarinda ise hiicre duvarinin en dis katmani
ayrica bir ylizey protein tabakasi (S-tabakasi) icerir ve bu tabaka hiicrenin stabil olmasini

saglar (Kotiranta ve ark. 2000). Endosporlar elips seklinde olup, hiicre merkezinde ya da



merkeze yakin olarak bulunur ve bakterinin olumsuz kosullara kars1 daha direngli olmasini
saglamaktadir. Sporlarin germinasyonu igin, gerekli optimum sicaklik 30 °C, minimum
sicaklik -1 °C ve maksimum sicaklik 59 °C’dir. B. cereus sporlar1 pastorizasyon, dondurma,
kurutma ve radyasyona karsi direngli olmakla beraber, spor formunda metabolik aktivite
gostermeden yillarca canliliklarini siirdiirebilmektedir. Dolayistyla, spor formu B. cereus’un
gevreye yayllmasinda ve gidalarda bulunmasinda 6nem tasir (Kotiranta ve ark., 2000;
Logan, 2012; Ozarslan ve ark., 2018; Yurdakul ve ark., 2018). B. cereus dzellikle pastorize
tiriinlerde pastorizasyon sonrasinda da siklikla bulunabilen bir gida patojeni olarak
bildirilmektedir (Rahimi ve ark. 2013, Pei ve ark. 2018).

2.4. B. cereus’un Toksijenik Ozellikleri

B. cereus 6nemli bir firsat¢1 patojen olarak kabul edilmektedir (Logan 2012, Pei ve
ark. 2018). Emetik sendrom (intoksikasyon) ve diyarel sendrom (toksiinfeksiyon) olmak
tizere, iki farkli gida kaynakli infeksiyona neden olur (Cizelge 2.1) (Kotiranta ve ark. 2000,
Stoeckel ve ark. 2013). Bu amagla, diyarel ve emetik tipte iki farkli toksin tiretir. Diyarel
enterotoksinler, diyarel sendromdan sorumlu ve isiya duyarli olup, bakteri tarafindan
intestinal kanalda gelisirken olusturulmaktadir. Emetik toksin gidalarda sentezlenmektedir.
Diyarel form, diyare ve abdominal agr1 ile karakterize olup, kontamine gida tiiketiminden 8-
16 saat sonra, emetik form ise kontamine gida tiiketiminden 1-5 saat sonra mide bulantisi ve
kusma ile seyreder. Her iki sendromda da hastalik genellikle 24 saatten az siirer. Bazi
hastalarda semptomlar daha uzun siirebilir (Te Giffel ve ark. 1997, Granum ve Lund 1997,
Agata ve ark. 2002, Schneider ve ark. 2004, Reyes ve ark. 2007, Stenfors Arnesen ve ark.
2008, Park ve ark. 2009, Gdoura-Ben Amor ve ark. 2019).

Diyarel sendromdan sorumlu proteinleri, hemolizin BL(Hbl), non-hemolitik
enterotoksin (nhe) ve sitotoksin K (cytK) olusturur (Park ve ark. 2009, Logan 2012). Bu
enterotoksinlerin ortak 06zelligi hedef hiicre membraninda por olusturarak, hiicre
membranina zarar vermeleridir. Bu yolla hedef hiicrenin par¢alanmasina (lizise) ve hiicre

6liimiine (apoptoza) neden olurlar (Liu ve ark. 2020).



Hemolitik enterotoksin, Hbl, hbICDA operonu tarafindan kodlanir. L1 (36 kDa), L2
(45 kDa) ve B (35 kDa) olmak iizere, 3 protein bileseninden olusur. B baglanma i¢in olup,
sirasiyla hbIC, hbID ve hblA genleri tarafindan kodlanir. L1 ve L2 ise litik bilesenlerdir
(Kotiranta ve ark. 2000). Hemolitik olmayan enterotoksin (Nhe) de benzer sekilde ti¢ farkli
protein bilesenlerinden (NheA, NheB, NheC) olusur ve yapisal olarak Hbl'ye benzeyen bir
toksindir. NheA (45 kDa) sitolitik 6zellik gosterirken, NheB (39 kDa) ve NheC (37 kDa)
baglanmay1 saglar. Bu proteinler, nheA, nheB, nheC genleri tarafindan kodlanirlar.
Norveg’teki bir salgindan sonra kesfedilerek, diyareye neden olan 6nemli toksinlerden
oldugu kabul edilmektedir (Tewari ve Abdullah 2015, Zhang ve ark. 2016).

Sitotoksin K (CytK), 34 kDa molekiil agirhiginda ve tek bilesenli bir toksin olup,
Clostridium perfringens’in beta-toksini ile ayni toksin ailesinde yer alir (Park ve ark. 20009,
Sanchez-Chica ve ark. 2021). Dermonekrotik, sitotoksik ve hemolitik 6zellik gosterir.
B. cereus suslarinin yaklasik % 90'min bu toksinin sentezinden sorumlu genleri (cytK-1,

cytK-2) tagidigr bildirilmektedir (Tewari ve Abdullah 2015).

Cizelge 2.1. B. cereus’un neden oldugu emetik ve diyarel sendromun karsilagtirilmasi (Granum ve Lund 1997,
Agata ve ark. 2002, Stenfors Arnesen ve ark. 2008).

Ozellikler

Diyarel sendrom

Emetik sendrom

Infektif doz

10°-107 kob (total)

10%- 108 kob/g

Toksinin tiretildigi yer

Konak¢inin ince bagirsagi

Gida

Toksinin tiirii ve yapisi

Enterotoksin, protein

Emetik toksin (cereulide),
siklik peptid

Toksinin 1s1ya direnci | 60°C 1-2 dk 150°C 60 dk
Inkiibasyon siiresi 8-16 saat (nadiren 24 saatin lizerinde) | 0.5-6 saat
Hastaligin siiresi 12-24 saat (bazen birkag giin) 6-24 saat

sebzeler, soslar, ¢orbalar

Semptomlar Karin agrisi, sulu diyare ve bazen Mide bulantisi, kusma,
mide bulantisi halsizlik, bazen diyare

Sorumlu tutulan | Proteince zengin gidalar, et iiriinleri, Nisastali gidalar, pismis

gidalar siit ve siit tirlinleri, siitlii tathilar piring, makarna, pastacilik

urtinleri
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Diyarel sendromda infeksiyon dozu 10°-107 kob olup, bu diizey gidadaki canli bakteri
ya da spor sayisina, toksin miktarina ve etkilenen bireyin duyarliligina gére degismektedir
(Agata ve ark. 2002, Sanchez-Chica ve ark. 2021). Diyarel sendrom C. perfringens’in neden
oldugu gida infeksiyonlari ile karigabilmektedir (Abraha ve ark. 2017).

Diger formu, diyarel sendromdan daha siddetli ve akut olarak seyreden ve kisa
inkiibasyon periyoduna sahip emetik sendromdur. Emetik sendrom, mide bulantisi, kusma
ve karinda kramplar ile karakterizedir. Inkiibasyon periyodu ve gdzlenen semptomlardan
dolayi, Staphylococcus aureus’un neden oldugu gida intoksikasyonuna benzer. (Tewari ve
Abdullah 2015, Abraha ve ark. 2017). Bu sendromdan sorumlu toksin ‘emetik toksin
(cereulide)’ olarak nitelendirilir ve plazmid {izerinde yer alan ces geni tarafindan kodlanir
(Sanchez-Chica ve ark. 2021). Molekiil agirligr 1.2 kilo Dalton (kDa) olup, 1siya, aside ve
proteolizise dayanikl siklik bir peptittir ve bu 6zelligi sayesinde gastrointestinal sistemde
aktivitesini siirdiiriir (Zhang ve ark. 2016, Gdoura Ben-Amor ve ark. 2019). Yeterli diizeyde
emetik toksinin sentezlenmesi igin, gidada vejetatif hiicre sayismin 10°-108 kob/g’a
ulagmasi gerekir (Granum ve Lund 1997). Bu toksin hiicrede mitokondri fonksiyonunu
etkileyerek ve RNA sentezini inhibe ederek hiicreye zarar verir. Duyarli hiicrelerin
(hepatositler) protoplazmasinda vakuol olusumu ve graniiler dejenerasyon sonucunda,
karaciger hasar1 meydana gelir (Liu ve ark. 2020). Ayrica B. cereus suslarinin ¢ogunlukla
entFM geni tarafindan kodlanan enterotoksin FM (ent FM)’yi1 tiretebildikleri bildirilmistir
(Logan 2012, Rahimi ve ark. 2013, Sanchez-Chica ve ark. 2021).

2.5. B. cereus’un Gidalarda Bulunusu

Bacillus soyundaki bakteriler ubiquiter 6zellikte olup, kompleks besin gruplarina
gereksinim duymadan dogada rahatlikla gelisebilirler (Kotiranta ve ark. 2000, Logan 2012).
B. cereus esasen bir toprak saprofiti olup, kontamine bir topragm graminda 103-10°
diizeyinde etkenin spor formu bulunabilir (Tewari ve Abdullah 2015). Basta bitkisel gidalar
olmak tizere, ¢ok farkli gida ve iirlinlerinde (piring, siit ve iiriinleri, et, baharat, sebze,

kurutulmus gidalar) bulunarak, ¢apraz kontaminasyon sonucunda vejetatif formu ya da
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sporlari ¢evreye, diger gidalara gecis yapabilir (Granum ve Lund 1997, Zhang ve ark. 2016,
Berthold-Pluta ve ark. 2019).

B. cereus rekabetci yetene8i zayif bir bakteri olmasina ragmen, etkeni gida
zincirinden tamamen elimine etmek zor olmaktadir. Gidalara uygulanan 1s1 islemi yarismact
floranin baskilanmasina, B. cereus sporlarinin germinasyonuna neden olmaktadir (Granum
ve Lund 1997). B. cereus siitii siklikla kontamine ederek, siit ve tirlinlerinde kusurlara yol
acar (Ahmed ve ark. 1983, Wong ve ark. 1988). Etkenin sporlar1 siite toprak, altlik, yem,
sagim ekipmanindan bulasir ve pastdrizasyondan sonra canlt kalarak, uygun kosullarda
germine olabilirler (Stenfors Arnesen ve ark. 2008, Stoeckel ve ark. 2013, Liu ve ark. 2020).
Ayrica, sporlari hidrofobik 6zellikte olup, alet ve ekipman yiizeylerine tutunarak 6zellikle
stit isletmelerinde sorun olusturmaktadir (Kotiranta ve ark. 2000, Logan 2012). Psikrotrofik
ozelligi sayesinde sogukta muhafaza edilen siit ve tiriinlerinde geliserek, proteinaz, lipaz gibi
birtakim ekstraseliiler enzimler salgilar ve bozulmaya neden olur (Te Giffel ve ark. 1997,
Abraha ve ark. 2017). Sporlar1t UHT (Ultra-High-Temperature) steril siit liretiminde
yikimlanabilmekte, ancak lipolitik ve proteolitik enzimleri tamamen inhibe
edilememektedir. Oda sicakliginda aktive olan bu enzimler pastorize ve UHT-siitlerde

bozulmaya neden olabilir (Ozdemir 2003, Saglam ve Seker 2016).

Kurutulmus siit tiriinlerinin B. cereus ile kontaminasyonu ise genellikle hammadde
siitten kaynaklanir, clinkii etken diisiik diizeylerde de olsa ¢ig siitte bulunmaktadir.
Dolayisiyla, kontamine siit ve tiriinlerinin gida endiistrisinde bir bilesen olarak kullanilmasi

ile B. cereus son iiriine gegebilmektedir (Wong ve ark. 1988).

Kurutulmus siit tirtinleri siklikla B. cereus sporlarini i¢erebilmekte olup (Becker ve
ark. 1994), bu iriinlerin temel bir bilesen olarak kullanildigi bebek mamalarinda
B. cereus’un baslica kirletici etken oldugu bildirilmistir (Rahimi ve ark. 2013). Bu tip
tiriinlerde normal sartlarda sporlarin germinasyonu gerceklesmemekle birlikte, toz halindeki
bu irlinlerin sulandirilarak hazirlanmas1 (rekonstitiie) ve hazirlandiktan sonra oda
sicakliginda bekletilmesi sonucunda mevcut sporlar germine olarak vejetatif hale
gecebilmektedir. Vejetatif hiicrelerin gogalarak, toksin sentezlenmesi genellikle psikrotrofik
ozellikteki B. cereus suslari ile iligkilendirilerek, bu suslarin buzdolabi sicakliginda (7 °C’nin

altinda) tireyebilmesi sonucunda gergeklestigi bildirilmistir (Reyes ve ark. 2007).
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Siittozundan izole edilen sporlarin fosfat tamponu i¢inde Digo°c degeri 2.2-5.4 dk
arasinda degisirken, siitteki tim B. cereus sporlariin inaktivasyonu i¢in gerekli 1s1-zaman
kombinasyonu 125 °C’de 10-20 sn olarak belirtilmektedir (Becker ve ark. 1994). Sprey
kurutma yontemi ile iiretilen toz halindeki bebek formiilii gibi konsantre {irtinlerde sporlarin
uygulanan 1s1 iglemine karst artan bir direng gosterme egiliminde oldugu ve bu {iriinlerde

D-degerinin yiikseldigi gozlenmistir (Stoeckel ve ark. 2013).

B. cereus’a bagh gida infeksiyonlar1 kismen hafif seyretmekte ve genellikle 24
saatten daha az bir siire icerisinde sona ermektedir. Buna bagli olarak, B. cereus’un neden
oldugu gida infeksiyonlar1 diisiik diizeylerde rapor edilmektedir (Abraha ve ark. 2017,
Gdoura-Ben Amor ve ark. 2019). Ancak, diyarel ve emetik tip toksinlerinin neden oldugu
ciddi seyirli ve 6liimle sonuclanabilen gida infeksiyonlari da resmi olarak bildirilmistir

(Granum ve Lund 1997, Stenfors Arnesen ve ark. 2008).

B. cereus ile kontamine gidalarin pisirilmesinde yetersiz 1s1 isleminin uygulanmasi,
pisirildikten sonra hizli sogutulmamasi ile oda sicakliginda uzun siire bekletilmesi
sonucunda, inaktive olmayan sporlar germine olarak ¢ogalabilmektedir. Yapilan
arastirmalarda, gidadaki vejetatif hiicre sayisinin >10° kob/g’a ulasmasi sonucunda, gida
zehirlenmesinin meydana geldigi belirtilmektedir (Ahmed ve ark. 1983, Zhang ve ark. 2016,
Saglam ve Seker 2016, Gdoura-Ben Amor ve ark. 2019).

B. cereus ile ilgili gida zehirlenmelerinde sorumlu tutulan gidalar arasinda makarna,
pilav, et ve triinleri, Siit ve uriinleri, sebze yemekleri, patates piiresi, gesitli ¢orbalar,
pudingler, baharat ve soslar yer alir. Bunlarin igerisinden kizartilmig ya da pisirilmis piring,
sehriye, pizza hamuru ve makarnalar genellikle emetik sendroma, misir ve tahil iceren
gidalar, patates piiresi, sebzeler, kiyma, puding, soslar ve ¢orbalar ise genel olarak diyarel

tip sendroma sebep olur (Te Giffel ve ark. 1997, Saglam ve Seker 2016).

2.6. Gida Kaynakh B. cereus Intoksikasyonlar1 ve Onlenmesi

B. cereus, pismis sebzeler ve etler, haslanmis veya kizarmis piring, vanilya sosu,
kremalar, corbalar, dondurma, ¢ig bitkisel gidalar ve baharatlar dahil olmak iizere, gida

infeksiyonu ile iliskili genis bir gida yelpazesine sahiptir. Bu gidalarin bircogu B. cereus
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icerebilir, ¢linkii etkenin sporlari 1s1iya dayanikli olup, pisirme esnasinda canliligini devam
ettirir. Yapilan c¢aligmalar, B. cereus sporlarinin oOnerilen pisirme sicakliklarinda bile
canliligini siirdiirebildigini gostermistir (Schneider ve ark. 2004, Logan 2012). B. cereus
sporlar1 1s1ya son derece dayanikli olduklar igin, gidalarin uygun sicakliklarda iyi pisirilmesi
B. cereus'un vejetatif formlar1 olmak iizere, gida kaynakli bir¢cok patojeni yok ederken,
sporlar ise yikimlanmamaktadir. Dolayisiyla, pisirilmis gidalar hemen tiiketilmeyecekse,
oda sicaklifinda 2 saatten fazla bekletilmemeli ve hizla sogutularak 7 °C'nin altindaki

sicakliklarda muhafazaya alinmalidir (WHO 2006, Tewari ve Abdullah 2015).

Gidalar yeterli diizeyde pisirilip, pisirildikten sonra sicak olarak servis edildigi
takdirde giivenilir kabul edilmektedir. Pisirme islemi 100°C’nin altinda yapildiginda sporlar
canliligini korur. Ciinkii, bu derecelerde sporlar germine olur ve bakterinin vejetatif formlar
cogalarak infektif diizeylere ulasabilir. Yeniden 1sitilacak gidalar ile gidalarin sicak olarak
servis edilmesi durumunda, gidanin sicakliginin 60°C’nin tiizerinde olmasma dikkat
edilmelidir. Spor formlarmn germinasyonu, sicakligin disiiriilmesi ya da pH ve aw
uygulamalari ile dnlenebilmektedir. UHT teknolojisi ile biitiin vejetatif ve spor formlar

inaktive edilmektedir. (WHO 2006, Logan 2012, Saglam ve Seker 2016).

B. cereus sporlar1 kurutmaya kars1 da direncli olup, bu sayede siit tozu ve un, nisasta,
piring gibi kuru formdaki tahil bazl iiriinlerde canliligin1 devam ettirebilmektedir (Logan
2012). Bu nedenle, tahil bazli iiriinlerden hazirlanan bebek ve kiigiik ¢ocuk gidalar1 kiigiik
porsiyonlar halinde ve her defasinda taze olarak hazirlanmali, artan gidalar ise tekrar bebek
ve c¢ocuklara verilmemelidir. Bebek ve kiiciik cocuk beslenmesinde kullanilan toz
formundaki mamalar pisirilerek ya da pisirilmeden hazirlanabilmektedir. Bu kapsamda, toz
formundaki mamalar 6zellikle pisirilmeden belli oranda su ile karistirilarak hazirlandiginda,

kullanilan suyun hijyenik kalitesi de 6nemli olup, kaynatilmis su bu amagla kullanilabilir.

Ozetle, B. cereus’un neden oldugu gida kaynakli intoksikasyonlardan korunmada,
gidalar yiiksek buhar basincinda pisirmek, kizartmak ve 1zgara yapmak etkenin vejetatif ve
spor formlarimi yok edebilir. Ancak, etkenin emetik toksini 1s1ya direngli olup, bu toksini
iceren gidalarin 126.1 °C’de 90 dk siire ile 1sitilmasi gerekir (Schneider ve ark. 2004).
Gidalarin hazirlanmasi sirasinda rekontaminasyon ve ¢apraz kontaminasyonun engellenmesi

i¢in, personel hijyeni de 6nem tagimaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Bu calismada, bebek ve ¢ocuk beslenmesinde kullanilan farkli firmalara ait orijinal
ambalajinda 30 adet toz formundaki bebek mamas1 (20 adet ithal, 10 adet yerli mama), 25
adet cam kavanozda konserve formundaki mama ile 25 adet tahil bazl iiriin (agik veya
ambalajli olarak satilan un, nisasta, piring unu ve irmik) olmak tizere, toplam 80 adet 6rnek
materyal olarak kullanildi. Ornekler, Mart-Nisan-Mayis 2021 tarihlerinde Hatay ve Mersin
illerindeki farkli stipermarketlerin reyonlarindan aseptik kosullarda toplanarak, analize
alindi. Bebek mamalarinin 6ncelikle ambalaj kontrolleri yapilarak, iiriiniin cinsi, kabaca
bilesimi, iiretim tarihi, son kullanma tarihi, parti numarasi ile markasi kaydedildi ve ticari

firma adlar1 gizli tutularak her bir 6rnege bir numara verildi.

3.1.1. Mikrobiyolojik Analizlerde Kullanilan Besiyerleri ve Diger Kimyasal Maddeler

Calismada, B. cereus’un izolasyonunda 6n zenginlestirme asamasinda Tryptic Soy
Broth (Merck 1.05459.0500), suplement olarak 10 mg/ml konsantrasyonda Polimiksin B
(Sigma, P-1004, USA), kat1 besiyeri olarak Brilliance Bacillus cereus Agar Base (Oxoid,
CM1036) ve selektivite i¢in, Brilliance Bacillus cereus selektif suplement (Polimiksin B
53,000 IU+ Trimetoprim 5 mg, Oxoid, SR0230E), Tryptone Soya Agar (Oxoid CM0131)
ve kanli agar (% 7 koyun kani iceren) kullanildi. Elde edilen izolatlarin ileri analizler i¢in
aktiflestirilmesi amaciyla, Brain Hearth Infusion Broth (Oxoid, CM1135) ve dogrulanan
izolatlarin -20 °C’de stoklanmasi i¢in % 15’lik konsantrasyonda Gliserinli-Brain Hearth
Infusion Broth hazirlanarak kullanildi. Calismada kullanilan tiim kati ve sivi besiyerleri,
ticari firmanin etiketinde belirttigi yontem esas alinarak hazirland1 ve otoklavda 121 °C’de
15 dakika 1 atmosfer basingta sterilize edilerek kullanildi. Suplementler besiyerlerine

sterilizasyonu takiben 50 °C’ye sogutulduktan sonra ilave edildi.
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3.1.2. Molekiiler Analizlerde Kullanilan Malzemeler

Primerler

Wang ve ark. (1997), Ehling-Schulz ve ark. (2005) ve Ehling-Schulz ve ark. (2006)
tarafindan 6nerilen primer ¢iftleri (Cizelge 3.1) HPLC saflikta sentezletildi. Liyofilize olarak
temin edilen primerler (Ella Biotech GmbH, Deustchland) iiretici firmanin 6nerdigi
miktarlarda Dnaz/Rnaz igermeyen saf su (Thermoscientific, R0581) ile son konsantrasyon
100 pmol/ul olacak sekilde sulandirildi. Hazirlanan stok primer soliisyonundan 10 pl
aliarak, iizerine 90 pl saf su eklenerek, ayr1 bir ependorf tiipiine 1/10 oraninda sulandirma
ile 10 pmol/ul konsantrasyondaki primerler ¢alismada kullanildi. Hazirlanan primerler
-20 °C’de muhafaza edildi.

Cizelge 3.1. Primer ¢iftleri ve amplikon biiytikliikleri.

Hedef Primer sekansi (5°- 3°) Amplikon | Referans
gen biiyiikliigii
(bp)
Hemolizin | BC-1, CTGTAGCGAATCGTACGTATC 185 Wang ve ark.
geni BC-2, TACTGCTCCAGCCACATTAC (1997)
hbl HD2 F, GTA AAT TAI GAT GAICAATTTC 1091
HA4 R, AGA ATA GGC ATT CAT AGATT
nhe NA2 F, AAGCIGCTCTTCGIATTC 766 Ehling-Schulz
NB1R, ITI GTT GAA ATA AGC TGT GG ve ark.(2006)
cytK CK F2, ACA GAT ATC GGI CAA AAT GC 421
CKR5, CAAGTIACT TGA CCIGTT GC
ces CesFl, GGTGACACATTATCATATAAGGTG 1271 Ehling-Schulz
CesR2, GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA ve ark. (2005)

Tag DNA polymerase (Thermoscientific, EP0402)
5 U/ul konsantrasyonda temin edildi ve -20 °C’de muhafaza edildi.

dNTP mix (EURx, ES0501-01, Poland, 200 ul)
10 mM konsantrasyonda dATP, dGTP, dCTP, dTTP iceren karisim halinde temin
edildi ve -20 °C’de muhafaza edildi.
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MgCl2 Soliisyonu (Thermoscientific, 00201718)

25 mM konsantrasyonda ve 1 ml hacimde temin edildi ve -20 °C’de muhafaza edildi.

10X ViBuffer A (Vivantis, RB0201)
1 mI’lik hacimde olup, 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI (20°C’de pH 9.1) ve % 0.1
Triton X-100 i¢cermektedir. -20 °C’de muhafaza edildi.

6X Jel Yiikleme Soliisyonu (Sigma-Aldrich, G7654)

6X konsantrasyonda temin edilen stok jel yiikleme soliisyonundan steril bir ependorf
tiiptine 10 pl alinarak, tizerine 50 pl steril distile su eklenerek, 1X konsantrasyonda jel
yiikleme soliisyonu elde edildi ve -20 °C’de muhafaza edildi. Agaroz jel elektroforezinde

amplikonlarin boyanmasinda kullanildi.

Atlas Star 100 bp DNA Ladder Express (Bioatlas, BA01302)
500 ul’lik hacimde olup, 100 aplikasyona ve direkt jele yiiklemeye uygun olarak

temin edildi ve -20 °C’de muhafaza edildi.

10X TBE Elektroforez Tampon Soliisyonu (ThermoScientific, 00204780)
10X konsantrasyonda temin edilen stok TBE soliisyonundan 50 ml alinarak, distile
su ile 1 litreye tamamlanip, 0.5X TBE ¢alisma soliisyonu elde edildi. Bu soliisyon, 4 °C’de

muhafaza edilerek, agaroz jelin hazirlanmasinda ve agaroz jel elektroforezinde kullanildi.

Agaroz (Sigma-Aldrich, A9539)
Agaroz jelin % 1.5’1ik konsantrasyonda hazirlanmasi i¢in, agarozdan 1.8 gram hassas
terazi yardimi ile erlenmeyer igerisine tartilarak, iizerine 120 ml 0.5xTBE ilave edilerek,

mikrodalga firinda eritildi. Eriyen agaroz 60-70 °C’ye sogutularak, donmadan igerisine 6 pl
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niikleik asit boyas1 (Safeview Classic, Abm, G108) eklendi. Daha sonra, hazirlanan jel

tablasina dokiilerek, jelin tamamen donmasi saglandi.

Proteinaz K (Sigma-Aldrich, P6556-100 mg)

Liyofilize olarak temin edildi. Steril bir ependorf tiipiine hassas terazide 0.02 g
tartilarak, lizerine 1 ml steril distile su eklenerek, vortekslenerek iyice ¢oziindiiriildii ve -20
°C’de muhafaza edildi. Son konsantrasyonu 20 mg/ml olacak sekilde, DNA

ekstraksiyonunda kullanildz.

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

Liyofilize olarak temin edildi. Steril bir ependorf tiipiine hassas terazide 0.05 g
tartilarak, iizerine 1 ml steril distile su eklenerek, vortekslenerek iyice ¢oziindiiriildii ve
-20 °C’de muhafaza edildi. Son konsantrasyonu 50 mg/ml olacak sekilde, DNA

ekstraksiyonunda kullanildi.

Niikleik asit ekstraksiyon Kkiti (Vivantis, GF-BA-100)

DNA ekstraksiyonunda kullanilmak iizere, ticari kit temin edildi ve 4 °C’de
muhafaza edildi.

Pozitif kontrol
Mikrobiyolojik ve molekiiler analizlerde, pozitif kontrol olarak, Halk Sagligi Genel
Midirligt, Ulusal Tip Kiiltir Koleksiyonu Laboratuvarindan temin edilen Liyofilize

Bacillus cereus susu kullanildi.
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3.2. Yontem

Bebek ve ¢ocuk beslenmesinde kullanilan farkli firmalara ait ithal ve yerli toz
formundaki bebek mamasi, cam kavanozda konserve formundaki mama ile tahil bazlh
tirtinler (agik veya ambalajli olarak satilan un, nisasta, piring unu ve irmik) laboratuvara
ulastirilarak, B. cereus varligi yoniinden analize alindi. Bu kapsamda, drneklerde ilk olarak
klasik kiiltiir teknigi ile B. cereus izolasyonu (Tallent ve ark. 2012) gerceklestirildi. Daha
sonra, elde edilen izolatlar B. cereus yoniinden hemolizin geni hedef alinarak PCR yontemi
ile dogruland1 (Wang ve ark. 1997). Dogrulanan izolatlarda hemolitik aktivite, psikrotrofik

ozellik ile diyarel ve emetik toksin genlerinin varligi arastirildi.

3.2.1. B. cereus’un Izolasyon ve Identifikasyonu

3.2.1.1. On Zenginlestirme

On zenginlestirme icin, her bir 6rnekten aseptik kosullarda homojen olarak steril
polietilen posetlere 10’ar g tartildi. Orneklerin iizerine polimiksin B igeren Tryptic Soy
Broth’dan 90 ml eklendi. Hazirlanan 6rnekler stomacher’de (Interscience, France) 2 dk siire
ile homojenize edildi ve daha sonra, 30 °C’de aerob kosullarda 24 saat siire ile inkiibasyona
birakildi.

3.2.1.2. Kat1 Besiyerine Ekim

On zenginlestirme yapilan 6rneklerden bir 6ze dolusu alinarak, Brilliance Bacillus
cereus agara ¢izme plak yontemi ile ekim yapildi. Plaklar 30 °C’de aerob kosullarda 24-48
saat siire ile inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda, agarda turkuaz yesili renkte

pigmentasyon olusturan koloniler B. cereus siipheli olarak degerlendirildi.
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Sekil 3.1. Siipheli B. cereus kolonilerinin kat1 agardaki goriiniimii.

3.2.1.3. Hemoliz Yeteneginin Belirlenmesi

B. cereus’un identifikasyonunda ilave olarak izolatlarin kanli agarda hemoliz
yapabilme 6zelligi belirlendi. Bu amagla izolatlar, i¢erisinde 4-5 ml Brain Hearth Infusion
Broth bulunan tiiplerde siispanse edilerek, broth kiiltiiri 37 °C’de 18-24 saat aerob
kosullarda inkiibasyona birakildi. Broth kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu alinarak kanli agara
¢izme plak yontemi ile ekim yapildi ve 37 °C’de 24-48 saat aerob kosullarda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda, kolonilerin etrafinda yesilimsi ya da berrak bir hemoliz

zonunun gelismesi pozitif olarak degerlendirildi.
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3.2.2. Molekiiler Analizler

3.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu ticari kitin 6nerdigi asamalar sirasiyla uygulanarak yapildi. Bu
amagla, kat1 agardan alinan siipheli B. cereus kolonileri, igerisinde igerisinde 4-5 ml Brain
Hearth Infusion broth bulunan tiiplerde siispanse edilerek, broth kiiltiirii 37 °C’de 18-24 saat
aerob kosullarda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda, her bir bakteri kiiltiiriinden
I’er ml alinarak steril ependorf tiiplerine aktarildi. Daha sonra, sirasiyla asagidaki islemler

uyguland.

1. Bakteri kiiltiirleri 6,000 x g’de 2 dk siire ile santrifiij edildi ve tortu dipte kalacak
sekilde, tistte kalan s1v1 kisim (siipernatant) bir kaba yavasca bosaltildi.

2. Dipte kalan tortu (pelet) tizerine kit igeriginde bulunan R1 tamponundan 100 pl

ilave edilerek, bakteri hiicreleri resiispanse edildi.

3. Her bir bakteri hiicre siispansiyonun tizerine 20 pl lizozim enzimi (50 mg/ml) ilave
edilerek, iyi bir sekilde karistirildi. Daha 6nceden sicakligi 37 °C’ye ayarlanmus etiivde,
20-30 dk kadar inkiibasyona birakildu.

4. Inkiibasyon sonrasinda, enzimle lize edilen peletler 10,000 x g’de 3 dk siire ile

santrifiij edildi ve slipernatant kismi bir kaba yavas¢a bosaltildi.

5. Pelet tizerine kit iceriginde bulunan R2 tamponundan 180 pl ve 20 pl proteinaz K
sliisyonundan (20 mg/ml) ilave edilerek, 1yi bir sekilde karistirildi. Bu sekilde, daha 6nceden
sicakligi 65 °C’ye ayarlanmis olan sicak su banyosunda 20-30 dk kadar tutuldu.

6. Daha sonra, tiipler sicak su banyosundan ¢ikarildi ve tizerlerine 400 pl kit
igeriginde bulunan BG tamponundan ilave edilerek, iyi bir sekilde karistirildi. Tekrar

65 °C’deki sicak su banyosunda 10 dk kadar tutuldu.

7. Sicak su banyosundan ¢ikarilan tiiplerin lizerine 200 pul saf alkol ilave edilerek,

hemen karistirildi.
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8. Daha sonra, 6rnekler 650 pul’lik hacimdeki kolonlara aktarildi ve 10,000 x g’de 1
dk siire ile santrifiij edildi. Kolondan gegerek, asagiya akan sivi kisim bir kaba yavasca

bosaltildi.

9. Kolonlarin tizerine 650 pl yikama tamponu eklendi ve 10,000 x g’de 1 dk siire ile

santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda asagiya akan sivi kisim bir kaba yavasca bosaltildu.
10. Kolonlar 10,000 x g’de 1 dk siire ile santrifiij edilerek kurutuldu.

11. Kurutma sonrasinda, her bir kolon steril ependorf tiiplerine aktarildi ve lizerlerine
75 ul kadar kit igeriginde bulunan eliisyon tamponundan ilave edilerek, 2 dk beklendi. Sonra,
10,000 x g’de 1 dk siire ile santrifiij edildi.

12. Elde edilen DNAlar, ileri analizler i¢in -20 °C’de stoklandh.

3.2.2.2. izolatlarin PCR Yéntemi ile Dogrulanmasi

Elde edilen izolatlar, Wang ve ark. (1997) tarafindan Onerilen amplifikasyon
kosullart ve primer giftleri ile hemolizin geni hedef alinarak B. cereus yoniinden PCR ile
dogrulandi. Elde edilen DNA’larin amplifikasyonu i¢in, 6ncelikle PCR miksi hazirlandi. Bu
amacla, steril ependorf tiipiine 10X ViBuffer A’dan 2.5 pl, 3 ul MgClz (25 mM), 2.5 ul
dNTP karigimi, 0.18 pl Tag DNA polimeraz enzimi (5U/ ul), 10 pmol/ul konsantrasyonda
hazirlanan her bir primerden 0.625 pl, saf sudan 13.57 pl ve hedef DNA’dan 2 pl ilave
edilerek, total hacim 25 pl olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra, hazirlanan ornekler
Thermal Cycler’da (Boeco TC Pro, Germany) amplifikasyon islemine tabi tutuldu.
Amplifikasyon kosullari, 94 °C’de 15 sn 6n denatiirasyon, 35 siklus seklinde tekrarlayan 94
°C’de 3 sn denatiirasyon, 50 °C’de 10 sn primer baglanmasi, 74 °C’de 35 sn primer uzamasi
ile son olarak, 74 °C’de 2 dk ilave uzama agsamalarini i¢erecek sekilde uygulandi. Elde edilen

amplikonlar bir sonraki agamaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.
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3.2.2.3. Amplikonlarin Agaroz Jele Yiiklenmesi ve Elektroforez Islemi

Her bir 6rnege ait amplikondan 6-8 ul kadar alinarak, %1.5’lik konsantrasyonda
hazirlanan agaroz jeldeki kuyucuklara yerlestirildi. Ayrica, jele pozitif kontrol, negatif
kontrol ve DNA ladder (5 pl) yiiklendi. Jelin iizeri 0.5xTBE ¢alisma soliisyonu ile tamamen
kaplanarak, 120 voltta 50 dakika siireyle elektroforez (CS-300V, England) islemi uygulandi.
Bu islemin sonunda, B. cereus i¢in spesifik olan amplikonlar, pozitif kontrol ve DNA ladder
yardimiyla UV transilluminatorlii bilgisayarli jel dokiimantasyon sisteminde (UVP, USA)

incelendi. Yaklasik olarak, 185 bp’de bant veren amplikonlar B. cereus olarak dogrulandi.

3.2.2.4. izolatlarda Toksin Genlerinin Varhigmnin Arastiriimasi

B. cereus olarak dogrulanan izolatlarda diyarel toksin genleri (nhe, hbl, cytK) ile
emetik toksin geninin (ces) varligi multipleks PCR yontemi ile belirlendi. Bu amagla,
Ehling-Schulz ve ark. (2006) tarafindan 6nerilen amplifikasyon kosullar1 ve primer giftleri
kullanildi (Cizelge 3.1). PCR miksi, her bir izolat i¢in bir ependorf tiiptine, 5 pul 10xPCR
buffer, 1 ul 10 mM dNTP karigimi, 1 U Tag DNA Polimeraz, 10 pmol/ul konsantrasyondaki
her bir primerden hbl, cytK, nhe ve ces genleri i¢in sirasiyla 5 ul, 2 pl, 1.5 pl, Tul ve 6 ul 25
mM MgCI; ilave edilerek hazirlandi. Karisimin iizerine 6rnek DNA’larindan 1’er pl

eklenerek, toplam 50 ul’lik karisim amplifikasyon islemine tabi tutuldu.

Amplifikasyon kosullari, 94 °C’de 15 dk 6n denatiirasyon, 30 siklus seklinde
tekrarlayan 95 °C’de 30 sn denatiirasyon, 49 °C’de 30 sn primer baglanmasi, 72 °C’de 1 dk
primer uzamasi ile son olarak, 72 °C’de 2 dk ilave uzama asamalarini igerecek sekilde
uygulandi. Elde edilen amplikonlar, % 1.5’1ik konsantrasyonda hazirlanan agaroz jeldeki
kuyucuklara yiiklenerek, 120 voltta 1 saat siireyle elektroforez (CS-300V, England) islemine
tabi tutuldu. Bu islemin sonunda, her bir toksin geni i¢in spesifik olan amplikonlar, DNA
ladder yardimiyla UV transilluminatorlii bilgisayarli jel dokiimantasyon sisteminde (UVP,

USA) incelendi.
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3.2.3. Psikrotrofik Ozelliginin Belirlenmesi

Dogrulanan izolatlarin psikrotrofik 6zelliklerini belirlemek i¢in, izolatlar igerisinde
4-5 ml Brain Hearth Infusion Broth bulunan tiiplerde siispanse edilerek, broth kiiltiirii
37 °C’de 18-24 saat acrob kosullarda inkiibasyona birakildi. Broth kiiltiirlerinden bir 6ze
dolusu alinarak, Tryptone Soya Agar’a ¢izme plak yontemi ile ekim yapilarak, sogutmali
inkiibatorde (Velp, Foc 225 1) 7 °C’de aerob kosullarda inkiibasyona birakildi. Plaklardaki

tiremenin gelisimi 24., 48., 72. saatlerde ve son olarak, 7. giin kontrol edildi.

3.2.4. Istatistiksel Degerlendirme
Elde edilen bulgularin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde yiizdelik

hesaplamalar yapildu.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda, Hatay ve Mersin illerindeki farkli siipermarketlerin
reyonlarindan aseptik kosullarda toplanan bebek ve ¢ocuk beslenmesinde kullanilan gida
ornekleri (toz formundaki bebek mamasi, kavanoz formundaki mama ile tahil bazli iiriinler)
Agustos-Eyliil-Ekim 2021 tarihlerinde Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali laboratuvarinda analize alindi. Toplam
80 adet 6rnek, B. cereus varlig1 yoniinden klasik kiiltiir teknigi ve PCR yontemi ile incelendi.
Elde edilen izolatlar hemolizin geni hedef alinarak B. cereus olarak dogrulandi. Dogrulanan
izolatlarda psikrotrofik 6zellik ile hemolitik aktivite belirlenerek, toksin genlerinin (nhe, hbl,

cytK, ces) varligr multipleks PCR yontemiyle arastirildi.

4.1. Klasik Kiiltiir Teknigi Analiz Sonug¢lar

B. cereus’un klasik kiiltiir teknigi ile izolasyonunda selektif kat1 besiyeri olarak
kullanilan Brilliance Bacillus cereus Agar’da toplam 80 o6rnegin 50’sinden (% 62.5)
B. cereus izole edildi. B. cereus yiizdesi analize alinan toplam 55 adet mama Orneginde
% 45.4 (25/55) olarak tespit edilirken, ithal toz formundaki mamalarda % 80 (16/20), yerli
mamalarda ise % 90 (9/10) diizeyinde bulundu. Ancak, cam kavanozda konserve tipindeki
mama Orneklerinde ise B. cereus’a rastlanilmadi. Toz formundaki bebek mamalari ile tahil
bazli tirtinler sirasiyla % 83.3 (25/30) ve % 100 (25/25) diizeylerinde B. cereus ile kontamine

olarak bulundu.

Fenotipik olarak, tiim izolatlarin kanli agarda hemoliz olusturabildigi goézlendi.
Ayrica, 2 izolatin (% 4, 2/50) psikrotrofik 6zellikte oldugu ve 7 °C’de tireyebildigi saptandi.
Psikrotrofik 6zellikteki 2 izolat tahil bazli tirtinlerden elde edildi (Cizelge 4.4).
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4.2. PCR Analizi Sonuglar:

Calismada klasik kiiltiir teknigi ile B. cereus olarak belirlenen toplam 50 adet izolat
hemolizin geni hedef alinarak PCR ile dogrulandi (Sekil 4.1). izolatlarin 3 farkl toksijenik
profile sahip oldugu gozlendi (Cizelge 4.4). Toplam 13 izolatta (% 26) enterotoksin geni
tespit edilirken, izolatlarin en fazla nhe genine sahip oldugu bulundu. Ug izolatta sadece nhe
genine (% 6, 3/50), 10 izolatta ise hem nhe hem de cytK genlerine (% 20, 10/50) birlikte
rastlanildi. Emetik sendromdan sorumlu toksini kodlayan ces geni ile diyarel sendromdan

sorumlu toksini kodlayan hbl genini higbir izolatin tasimadig: tespit edildi (Sekil 4.2).

Ithal toz mamalardan elde edilen 16 izolatin 9’unun (% 56.2), yerli toz mamalardan
elde edilen 9 izolatin 3’{iniin (% 33.3) ve tahil bazl iiriinlerden izole edilen 25 izolattan
I’inin (% 4) enterotoksijenik 6zellikte oldugu bulundu. Enterotoksin geni tagiyan izolatlar
sirasiyla en fazla sitlii (% 92.3, 12/13), piringli (% 30.7, 4/13), meyveli (% 23, 3/13) ve
tahilli (% 23, 3/13) orneklerden saptandi.

L 15 14 13 12 11

185 bp

Sekil 4.1. Elde edilen B. cereus suslarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii [L; DNA ladder (100 bp), 1: Pozitif
kontrol, 2-15: B. cereus olarak dogrulanan izolatlar (185 bp)].

26



766 bp

421 bp 500 bp

Sekil 4.2. Elde edilen bazi izolatlarda toksin genlerinin varligi [L; DNA ladder (100 bp), 1: Negatif kontrol, 2-
3: sadece nhe pozitif izolatlar (766 bp), 4-5: cytK+nhe pozitif izolatlar (421 bp, 766 bp)].
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Cizelge 4.1. Kavanoz mamalarinda B. cereus varligi.

Numune no Kavanoz mamalar

Uriin cinsi Petride iireme | Pigmentasyon B. cereus
1 Meyveli - - -
2 Siitlag - - -
3 Sebzeli - - -
4 Meyveli - - -
S) Meyveli - - -
6 Siitlag - - -
7 Stitlag - - -
8 Meyveli - - -
9 Meyveli - - -
10 Stitlag - - -
11 Stitlag - - -
12 Siitlag - - -
13 Meyveli - - -
14 Meyveli - - -
15 Meyveli - - -
16 Meyveli, yulafh - - -
17 Meyveli - - -
18 Meyveli, - - -

prebiyotikli,

yogurtlu
19 Meyveli - - -
20 Organik, bal - - -

kabagi piiresi
21 Organik siitlag - - -
22 Organik, - - -

sebzeli, tavuklu

piringli
23 Organik, - - -

sebzeli
24 Meyveli - - -
25 Meyveli - - -
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Cizelge 4.2. Toz halindeki mamalarda B. cereus varlig.

ithal

Numune no Toz halindeki mamalar
Uriin cinsi Petride iireme | Pigmentasyon B. cereus

26 Bebek siitii- + + +
ithal

27 Bebek siitii- + + +
ithal

28 Vanilyali kagik + + +
mamasi-ithal

29 Devam siitii- + + +
ithal

30 Bebek siitii- - - -
ithal

31 Siitli, vanilyali - - -
kasik mamasi-
ithal

32 Devam siitii- + o +
ithal

33 Devam siitii- - - -
ithal

34 Vanilyal kasik - - -
mamasi-ithal

35 Devam siitii- 1 - +
ithal

36 Devam siitii- + + +
ithal

37 Bebek siitii- + + +
ithal

38 Piringli, stitlii- + + +
ithal

39 Piringli, siitlii- + + +
ithal

40 Piringli, siitlii- + + +
ithal

41 Piringli, siitlii- + + +
ithal

42 Siitlid, piringli, + + +
elmali-ithal

43 Siitld, bugdayl, + + +
balli-ithal

44 Biskiivili, + + +
siitli-ithal

45 Elmals, siitlii- + + +
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Cizelge 4.2. Toz halindeki mamalarda B. cereus varligi (devam).

irmikli-yerli

Numune no Toz halindeki mamalar
Uriin cinsi Petride iireme | Pigmentasyon B. cereus

46 Siitli, tahilli- + + +
yerli

47 Sitli, muzlu, + + +
piringli-yerli

48 Siitli, tahilli- + + +
yerli

49 Siitld, piringli, - +
meyveli-yerli

50 Siitli, + + +
vitaminli,
mineralli-yerli

51 Balli, irmikli, + + +
pirin¢ unlu-
yerli

52 Siitli, + + +
vitaminli,
mineralli-yerli

53 Stitlii, meyveli, + + +
tahilli-yerli

54 Siitlii, meyveli, + + +
tahilli-yerli

55 Sttld, tahill, + + +
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Cizelge 4.3. Tahil bazli 6rneklerde B. cereus varligt.

Numune no Tahil bazh 6rnekler
Uriin cinsi Petride iireme | Pigmentasyon B. cereus
56 Ambalajl + + +
bugday
nisastasi
57 Ambalajlhi + + +
bugday
nisastast
58 Ambalajli misir + + +
nisastast
59 Ambalajli misir + + +
nisastasi
60 Ambalajli + + +
piring unu
61 Ambalajli + + +
piring unu
62 Ambalajl + + +
piring unu
63 Ambealajh + + +
pirin¢ unu
64 Ambealajh + + +
pirin¢ unu
65 Ambalajh + + +
bugday
nisastasi
66 Ambalajli + + +
bugday
nisastasi
67 Ambalajli irmik + + +
68 Ambalajli irmik + + +
69 Ambalajli irmik + + +
70 Ambalajli irmik + + +
71 Ambalajli irmik + + +
72 Agik un + + +
73 Acik nigasta + + +
74 Agik un + + +
75 Acik nigasta + + +
76 Agik un + + +
7 Acik un + + +
78 Acik un + + +
79 Acik un + + +
80 Agik un + + +
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Cizelge 4.4. Elde edilen B. cereus suglarinin viriilens 6zellikleri.

Izolat no | Psikrotrofik | Hemoliz | Toksin genleri Toksijenik
szellik cytK nhe hbl ces profil
26 - + + + - - T>
27 - + + + - - T,
28 - + - - - - T3
29 - + - - - - Ts
32 - + + + - - T>
35 - + - + - - T1
36 - + - + - - T1
37 - + + + - - T>
38 - & 0 + - - T
39 - + - - - - T3
40 - + - - - - Ts
41 - + + + - - T2
42 - + + + - - T2
43 - + - - - - Ts
44 - + - - - - T3
45 - + - - - - T3
46 - + - - - - Ts
47 - + - + - - T1
48 - + - - - - T3
50 - + - - - - T3
51 - + - - - - T;
52 - + - - - - T;
53 - + - - - - T3
54 - + + + - - T2
55 - + + + - - T>
56 - + - - - - T3
57 - + + + - - T,
58 + + - - - - Ts
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Cizelge 4.4. Elde edilen B. cereus suslarimin viriilens 6zellikleri (devam).

Izolat no | Psikrotrofik | Hemoliz | Toksin genleri Toksijenik
szellik cytK nhe hbl ces profil
59 - + - - - - T3
60 - + - - - - T;
61 - + - - - - Ts
62 - + - - - - Ts
63 - + - - - - T3
64 - + - - - - Ts
65 - + - - - - Ts
66 - + - - - - T3
67 " + = : d - Ts
68 3 + - - - - Ts
69 - + - E - - Ts
70 - + - z = - Ts
71 + + p - - - Ts
72 - + - - - - Ts
73 - + - - - - T3
74 - + - - - - T3
75 - + - - - - Ts
76 - + - - - - T3
77 - + - - - - T3
78 - + - - - - Ts
79 - + - - - - T3
80 - + - - - - T3

Ti: cytK-, nhe+, hbl-,

33

ces-; Ta: cytK+, nhe+ , hbl-, ces-; Ts:cytK-, nhe-, hbl-, ces- .




5. TARTISMA

Calismada kapsaminda incelenen toplam 80 adet 6rnegin (toz formundaki bebek
mamasi, kavanoz formundaki mamalar ile tahil bazli {iriinler) 50’sinden (% 62.5) B. cereus
izole ve identifiye edilmistir. B. cereus varligi analize alinan toplam 55 adet mama 6rneginde
% 45.4 (25/55) olarak tespit edilirken, ithal toz formundaki mamalarda % 80 (16/20), yerli
toz formundaki mamalarda ise % 90 (9/10) diizeyinde bulundu. Ancak, cam kavanozda
konserve tipindeki mama 6rneklerinde ise B. cereus’a rastlanilmadi. Toz formundaki bebek
mamalari ile tahil bazli tirtinler sirasiyla % 83.3 (25/30) ve % 100 (25/25) diizeylerinde B.

cereus ile kontamine olarak bulundu.

Pozitif 6rneklerden elde edilen toplam 50 adet izolat hemolizin geni hedef alinarak
PCR ile dogrulandi. Toplam 13 izolatta enterotoksin geni tespit edilirken, izolatlarin en fazla
nhe genine sahip oldugu bulundu. izolatlarda ces ile hbl genlerine rastlanilmadi. Ayrica, tim
izolatlarin Kanli agarda hemolitik aktivite gosterdigi ve 2 izolatin (% 4, 2/50) psikrotrofik
ozellikte oldugu ve 7 °C’de tireyebildigi saptandi.

Calismada enteroksin genini tasiyan izolatlarin siklikla siitiin bir bilesen olarak
kullanildig1r toz mama Orneklerinden elde edildigi dikkate alindiginda, oncelikle siit ve
tirinlerindeki B. cereus varligmin belirlenmesinin uygun olacag: disiintilmiistiir. Bu
kapsamda, iilkemizde ve yurt disinda yapilan ¢alismalari inceledigimizde, Ozdemir (2003),
Ankara’da satiga sunulan ve farkl firmalara ait toplam 120 pastorize siit 6rneginin 56’sinda
(% 46.6) B. cereus’u saptayarak, kontaminasyon diizeyinin ise 6rneklerin 64’tinde (% 53.3)
saptama siirinmn (<1,0x10% kob/ml) altinda oldugu bulunmustur. Yine, Te Giffel ve ark.
(1997), Hollanda’da analize aldiklar1 toplam 334 pastorize siit 6rneginin 133’tinden (% 40)
B. cereus’u izole ederek, orneklerin % 77’sinde B. cereus diisiik diizeylerde (<5 kob/ml)
tespit edilmistir. Bu calismalar, pastorize siitlerin B. cereus ile siklikla kontamine
olabilecegini gostermektedir. B. cereus rekabetci yetenegi zayif bir bakteri olmasina ragmen,
uygulanan 1s1 islemi rekabetci floranin baskilanmasina, dolayisiyla sporlarin germinasyonu

ve ortamda rekabet¢i floranin bulunmamasi sayesinde B. cereus kolaylikla gelisebilir.

Ahmed ve ark. (1983) tarafindan Amerika’da yiiriitilen bir c¢alismada farkl

perakende satig noktalarindan 5 aylik siire boyunca toplanan 400 adet siit ve lriinleri
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B. cereus varlig1 yoniinden incelenmistir. Calisma sonucunda, B. cereus toplam 103 6rnekte
(% 25.75) saptanirken, ¢ig ve pastorize siitiin sirastyla, % 9 ve % 35 diizeylerinde etken ile
kontamine oldugu bulunmustur. B. cereus varliginin pastorize siitte ¢ig siite kiyasla daha
yiikksek olmasinin, pastorizasyonda uygulanan 1s1 islemine bagli olarak sporlarin
germinasyonundan kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Yibar ve ark. (2017) ¢ig siit ve
pastorize siit orneklerinde B. cereus’u sirasiyla % 3.8, % 26 diizeyinde saptayarak, siit
orneklerindeki B. cereus sayisii 1x10*-1.1x10% kob/ml olarak belirlemislerdir. Pastorize siit
orneklerinde B. cereus prevalansinin daha yiiksek bulunmasi, liretimde kullanilan siitiin
yiiksek diizeyde B. cereus sporu igermesi ile yetersiz pastorizasyon ve pastdrizasyon sonrasi

kontaminasyonlar ile agiklanmustir.

Etiyopya’daki ¢ig siit orneklerinde ise B. cereus varligr % 38.8 diizeyinde tespit
edilerek, pozitif bulunan siit drneklerinin % 60’inda B. cereus diizeyinin 10° kob/ml’nin
tizerinde oldugu saptanmistir (Abraha ve ark. 2017). Can ve ark. (2022) tarafindan incelenen
¢ig siit orneklerinin % 34.2’sinin B. cereus ile kontamine oldugu ve pozitif 6rneklerden elde

edilen izolatlarin % 66.6’smin psikrotrofik 6zellikte oldugu bulunmustur.

Cin’ de 1985-1986 yillar1 arasinda yerel marketlerden temin edilen toplam 293 adet
stit ve lrtint (pastorize siit, siit tozu, dondurma, fermente siit) B. cereus insidensi ile elde
edilen izolatlarin viriilens Ozelliklerini belirlemek iizere analize alinmistir. Siit tozu ve
pastorize siit 6rnekleri sirasiyla % 29 ve % 2 diizeyinde B. cereus ile kontamine olarak
belirlenmistir. Bu g¢alismayla benzer sekilde, elde edilen izolatlarin tiimiiniin hemoliz
olusturabildigi gozlenmistir (Wong ve ark. 1988). Hollanda’da Te Giffel ve ark. (1997)
pastorize siit drneklerinden elde ettikleri 106 izolatin tamaminin kanli agarda hemolitik
aktivite gosterdigini ve % 53’liniin ise 7 °C’de iireyebildigini bulmuslardir. Psikrotrofik
ozellikteki suslarin yavas da olsa 37 °C ve 42 °C’lerde iireyebildigini gézlemlemislerdir.
Caligmadan daha yiiksek diizeyde olmak iizere, test edilen 37 izolatin % 76’sinin PCR
teknigi ile hemolizin BL’yi kodlayan geni tasidigi ve enterotoksijenik ozellikte oldugu
bulunmustur. B. cereus’un siit ve iirlinlerinde oldukc¢a yiiksek diizeylerde bulunabilecegi
belirtilerek (Ahmed ve ark. 1983, Wong ve ark. 1988), kontamine siit ve {irlinlerinin diger
gidalarin tiretiminde bir bilesen olarak kullanilmasi sonucunda, etkenin bu iiriinlere de
gecebilecegi bildirilmistir. Bu bulgular1 destekler bigimde, calismada enteroksijenik

Ozellikteki izolatlar en fazla siit bazli 6rneklerden izole edilmistir.
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Becker ve ark. (1994), arasinda Tiirkiye’nin de yer aldigi 17 farkli iilkede satisa
sunulan toplam 261 adet kurutulmus siit {iriinii ile bebek mamalarini incelediklerinde,
orneklerin % 54’iiniin 0.3-600 EMS/g diizeylerinde B. cereus ile kontamine oldugunu
bulmuslardir. Pozitif bulunan &6rneklere daha cok Isvigre, Avusturya, Belcika ve
Almanya’dan toplanan 6rneklerde rastlanilmistir. Tiirkiye’den 15 6rnek analize alinarak,
B. cereus prevalansi % 40 diizeyinde saptanmis olup, bu diizey ¢aligmadaki toplam mama
orneklerindeki B. cereus prevalansi ile paralellik gostermektedir. Pozitif bulunan bebek ve
devam formiillerinin igeriginde genel olarak siit ve soya proteininin yer aldig1 gozlenmistir.
Calisma kapsaminda >100 EMS/g diizeyinde B. cereus iceren o6rneklerden hazirlanan
mamalar 27 °C’de bekletildiginde, 7-9 saat sonra, bakteri diizeyinin intoksikasyon i¢in kritik
limit olarak belirlenen 10° kob/g diizeylerine ulastig1 gdzlenmistir. Sonug olarak, hazirlanan
mamalarin oda sicakliginda 6 saatten daha uzun bir siire ile bekletilmesinin intoksikasyon

acisindan bir risk olusturabilecegi belirtilmistir.

Farkli olarak, Seyrekbasan (2000), Ankara’da ¢esitli eczanelerde satilan ve ilk 4-6.
aya kadar bebek beslenmesinde kullanilan gesitli firmalara ait toplam 40 adet toz halindeki
ithal bebek mamasinin 1’inde (% 2.5) B. cereus saptayarak, B. cereus sayisin1 5x10 kob/g
olarak bulmuslardir. Ergiin ve ark. (2002) piyasada satisa sunulan toplam 60 adet mama
ornegini (kuru mama, konserve mama) mikrobiyolojik yonden analize aldiklarinda,
calismadan oldukca diisiik diizeylerde olmak iizere, B. cereus’u ise 2 drnekten (% 3.3) izole
ederek, pozitif drneklerin tiimiiniin kuru formdaki mama grubuna ait oldugu belirtilmistir.

Pozitif 6rneklerdeki B. cereus sayisi 2.0 EMS/g ve 2.3 EMS/g olarak bulunmustur.

Bahceci ve ark. (2018) nin yaptiklar1 ¢alismada agik ve kapali ambalajli olarak satisa
sunulan 20 adet bebek mamasi (ithal veya yerli), 20 adet bebek mamasi olarak tiiketilen tahil
bazli gida (agik veya kapali formda) ve 5 adet siit tozu olmak iizere toplam 45 adet {iriin
mikrobiyolojik yonden incelenmistir. Calismadan daha diisiik diizeylerde olmak {izere,
analize alinan 6rneklerin 3’tinde (% 7) B. cereus tespit edilmistir. B. cereus tespit edilen
numunelerin 2’sinin yerli ve paketlenmis bebek mamasi, 1’inin ise agikta satilan irmik
oldugu belirlenmistir. Enterobakteriler ise, yerli ve paketlenmis bebek mamasi, paketlenmis
irmik, acikta satilan irmik ve paketlenmis nisastadan izole edilmistir. Calismada
mikroorganizmalari igeren liriinlerin yerli olmasi dolayisiyla, Tiirkiye’de iiretilen ve bebek
gidasi olarak tiiketilen iirlinlerin yeterli hijyen kosullarina sahip olmadigi ve bu durumun

bebeklerin sagligi agisindan bir risk olusturabilecegi belirtilmistir.
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Vural ve Geng (2022), Diyarbakir’daki marketlerden topladiklari toplam 135 6rnekte
(bebek formiilii, devam formiilii, baz1 ek gidalar) B. cereus’u % 2.22 olarak ¢alismadan daha
diisiik diizeylerde saptamislardir. Bebek siitli, devam siitii, tahil bazli ek gidalar, piringli-
sitli puding ve sebzeli pirelerde B. cereus’u belirleyemezken, meyveli piirelerin
% 13.33’linde 2.15 logio cfu/g ve bebek biskiivi érneklerinin % 6.67’sinde 2.0 logio cfu/g
diizeyinde etkeni tespit etmislerdir. Sonug olarak, farkli tarihlerde {ilkemizde yiiriitiilen
calismalarda (Seyrekbasan, 2000; Ergiin ve ark., 2002; Bahgeci ve ark., 2018; Vural ve
Geng, 2022) bebek mamalarinda B. cereus prevalansinin ¢calismadan daha diistik diizeylerde
bulunmasi, analize alinan Orneklerin 6zelligi (mamalarin bilesiminde farkli temel ve
yardimer maddelerin kullanilmasi, ambalaj durumu, tretim teknigi) ile 6rneklerin farkli
yerlerden toplanmasi, ayrica etkenin izolasyon ve identifikasyonunda farkli yontemlerin
(biyokimyasal dogrulama kitleri, klasik kiiltiir teknigi, PCR gibi molekiiler teknikler)

kullanilmasindan kaynaklanabilir.

Reyes ve ark. (2007) tarafindan Sili’de Okul Beslenme Programi kapsaminda
yiriitiilen ¢alismada toplam 381 adet kurutulmus siit iiriinlerinde B. cereus prevalansini
aragtirmiglardir. Analiz edilen Orneklerin 175’inde (% 45.9) B. cereus’a rastlanilmigtir.
Calisma kapsaminda, siitlii-piringli 6rneklerin % 35, siitlii-irmikli iirtinlerin % 19, siitlii-
piringli-tahill1 {irtinlerin % 11, siit tozunun % 10 diizeyinde B. cereus ile kontamine oldugu
saptanmistir. Ayrica, bazi izolatlarin enterotoksin olusturabilme yetenegi ile psikrotrofik
Ozelliklerini incelemislerdir. Benzer sekilde, test edilen 94 izolatin 28'1 (% 29.8)
enterotoksijenik Ozellik gosterirken, bu ¢alismadan farkli olarak, izolatlarin hicbirisinin

7 °C’nin altinda tireyemedigi gézlenmistir.

Shadlia-Matug ve ark. (2008), Libya’da satisa sunulan toplam 84 adet yerli ve ithal
bebek mamalarini mikrobiyolojik yonden analize almiglardir. Toz formundaki mama
orneklerinin bilesiminde piring, bugday, yulaf, arpa unu, yagsiz siit tozu, tam yagh siit ile
bunlarin g¢esitli kombinasyonlari yer almaktadir. Mama 6rneklerinin % 64.3’tiinde Bacillus

spp.’yi saptayarak, kontaminasyon diizeyi ise 2 logio kob/g’1n iizerinde bulunmustur.

Calismadaki toplam mama 6rneklerindeki B. cereus diizeyine benzer sekilde, Rahimi
ve ark. (2013), iran’da dort farkli icerikteki 200 adet bebek mamasinin 84’iinden (% 42)
B. cereus’u izole etmislerdir. Ornek bazinda degerlendirildiginde, B. cereus piringli-siitlii
mamalarda % 62, bugdayli-siitlii 6rneklerde % 50, balli-siitlii-bugdayli i¢eriktekilerde % 36,
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muzlu-siitlii-bugdayl olanlarda ise % 20 diizeyinde belirlenmistir. Mama Srneklerinin timii
pastdrize iiriinler olmasina ragmen, her bir mama &rneginin graminda 3x10%-9.3x10?
arasinda B. cereus sporuna rastlanilmistir. Elde edilen izolatlarin enterotoksijenik 6zellikleri
incelendiginde, ¢alismadan farkli olarak, izolatlarin en fazla (% 61.9) entFM (enterotoksin
FM) genini tasidigi ve ayrica, diisiikk diizeyde de olsa izolatlarin hblA genine sahip oldugu
tespit edilmistir.

Cin’de kirsal ve kentsel alandaki marketlerden toplanan 6656 adet toz halindeki
bebek formiilii ile devam formiilii 6rneklerinin % 92.4’tinde B. cereus <10 kob/g olarak
saptanirken, mama orneklerinin % 7.5’unda > 10 kob/ g ve % 1.1’inde ise > 100 kob/g

diizeylerinde bulunmustur (Pei ve ark. 2018).

Kolombiya’da analize alinan toplam 305 adet toz formundaki gida orneklerinde,
B. cereus sirasiyla % 11 bebek siitiinde, % 13 siit tozunda, % 10 bugday ununda, % 12 misir
nisastasinda bulunmustur. B. cereus’un kurutulmus toz formundaki 6rneklerde diisiik
diizeylerde bulunmasi, bu 6rneklerdeki rutubet miktarinin oldukga diisiik diizeylerde olmasi
nedeniyle, etkenin sadece spor formlarinin canliligini siirdiirebilecegi ve dolayisiyla,
mikrobiyel tiremenin engellenebilecegi belirtilmistir. Elde edilen izolatlarda toksin
genlerinin (hblA, hbIB, hblC, hbID, nheA, nheB, nheC, cytKk2, cesB, entFM) varlig
incelendiginde, izolatlarin tiimiiniin (% 100) nheABC operonuna sahip oldugu bulunurken,
CytK2 ve entFM genleri izolatlarin % 62’sinde tespit edilmistir, ancak ¢aligmaya benzer
sekilde ces genine izolatlarda rastlanilmamustir. Izolatlarda 15 farkli toksin profili
gozlenirken, izolatlarin ces geni disinda diger tiim toksin genlerini igeren toksijenik profile

yaygin olarak sahip olduklart bulunmustur (Sanchez-Chica ve ark. 2021).

Calismadan daha diisiik diizeylerde olmak {izere, Kore’de analize alinan toplam 293
tahil bazli 6rnegin (piring, arpa) % 25’inde B. cereus saptanmustir. Benzer sekilde izolatlarda
en fazla nhe genine (% 99) rastlanilmistir. Daha sonra izolatlarda sirasiyla hbIDC (% 84) ve

cytK (% 55) genlerinin varlig1 tespit edilmistir (Park ve ark. 2009).

Tunus’ta 2014-2015 yillar1 arasinda siipermarket, restoran, otel ve 6zel isletmelerden
rastgele toplanan ve aralarinda tahil bazli tiriinlerin de yer aldigi toplam 687 gida 6rnegi
B. cereus varligi yoniinden analize alinmistir. Tahil bazl iiriinlerde (bugday ve arpa unu,
irmik, makarna, kuskus) B. cereus kontaminasyonu % 67.6 olarak tespit edilerek, calismada

analize alinan diger 6rneklere (baharat, tavuk eti, siit iiriinleri, sebze, konserve gida, deniz
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tiriinleri) gore en yiiksek diizeyde saptanmistir. Tahil bazli tiriinlerden PCR teknigi ile elde
ettikleri 23 izolatin enterotoksijenik 6zelliklerini incelediklerinde, izolatlarin en fazla nhe
genine, daha sonra sirastyla cytK, hbl genlerine sahip oldugu bulunurken, izolatlarda ces
genine rastlanilmamustir (Gdoura-Ben Amor ve ark. 2018, Gdoura-Ben Amor ve ark. 2019).
Benzer sekilde, diger ¢alismalarda da en fazla nhe geninin tespit edilmesi, diyarel
hastaliklardan en ¢ok sorumlu tutulan enterotoksinin Nhe olmasini (Stenfors Arnesen ve ark.
2008) destekler bi¢imdedir. Ancak, bazi1 suslarin birden fazla enterotoksin tiretebildigi ve
toksinlerin birlikteyken sinerjik etki gosterebildigi, bu durumda her bir toksinin in vivo
olarak aktivitesini belirlemenin gii¢ oldugu bildirilmistir. EntFM geni tarafindan kodlanan
enterotoksin FM (sitotoksin), hemolizin, kollajenaz ve fosfolipazlar da B. cereus’a ait
virlilens faktorleri olup, ancak etki mekanizmalar1 heniiz tam olarak belirlenememistir

(Logan 2012).
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6. SONUC

Calisma kapsaminda analize alinan toz formundaki mamalar ile tahil bazli {irtinlerde
B. cereus varlig1 sirastyla % 83.3, % 100 olarak saptanmasi, bu iiriinlerin {iretiminde alinan
hijyenik dnlemlerin yeterli olmadigini, dolayisiyla B. cereus ile kontaminasyon diizeyinin
oldukc¢a yiiksek oldugunu gostermektedir. B. cereus ile kontaminasyon diizeyi yerli toz
formundaki mamalarda ithal olanlara gore, % 10 diizeyinde daha yiiksek olarak
bulunmustur. Bununla birlikte, ithal toz mamalardan elde edilen izolatlarin yerli toz
mamalardan elde edilen izolatlara gore, enterotoksin genlerini daha fazla diizeyde tasidigi
tespit edilmistir. Bu kapsamda, bazi izolatlarin diyarel tip toksinlerin sentezinden sorumlu
genlere sahip olmasi, bebek ve ¢ocuklarda gida intoksikasyonu agisindan bir tehlike
potansiyeli olusturabilir. Aksine, konserve teknigi ile iiretilen cam kavanoz mamalarinda B.
cereus’un tespit edilememesi, iiretiminde uygulanan sterilizasyon isleminin yeterli

diizeylerde yapildigini ve hijyenik ac¢idan giivenli oldugunu gostermektedir.

Bununla birlikte, hem agik hem de ambalajli olarak satilan tahil bazli iriinlerde
B. cereus’un bulunmasi, bu iiriinlerin paketlenme agamasinda da gerekli hijyenik 6nlemlerin
alinmadigini ortaya koymaktadir. Calismada ambalajli misir nisastasi ve irmikten elde edilen
iki izolatin psikrotrofik 6zellikte oldugu dikkate alindiginda, bunlardan hazirlanan gidalarin
buzdolab: sicakliginda muhafazasi sirasinda, bu izolatlar yavas da olsa iiremeye devam

ederek infektif doza ulasabilirler.

Sonug olarak, incelenen toz mama ve tahil bazli {iriinlerde enterotoksijenik ve
psikrotrof 6zellikteki B. cereus suslarinin varligi, immun sistem ile bagirsak mikrobiotasinin
tam olarak gelismedigi bebek ve kiiclik cocuklarin beslenmesinde tehlikeli olabilecegi ifade
edilebilir. Bu yas grubunun beslenmelerinde kullanilan gidalarin mikrobiyolojik yonden
giivenilirliginin belirlenmesi gerektiginden, bu alanda daha fazla ve kapsamli ¢aligmanin

yapilmasinin faydali olacag: diisiiniilmektedir.

40



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

7. KAYNAKLAR

Abraha A, Bikila T, Alemu S, Muktar Y. Bacillus cereus isolation and load from raw cow milk sold
in Markets of Haramaya District, eastern Ethiopia. Food Contamination, 2017, 4, 15.
Adame-Gomez R, Muiioz-Barrios S, Castro-Alarcon N, Leyva-Vazquez MA, Toribio-Jiménez
J ve ark. Prevalence of the strains of Bacillus cereus group in artisanal Mexican cheese. Foodborne
Pathogens and Disease, 2020, 17 (1): 8-14.

Agata N, Ohta M, Yokoyama K. Production of Bacillus cereus emetic toxin (cereulide) in various
foods. International Journal of Food Microbiology, 2002, 73(1):23-27.

Ahmed AA-H, Moustafa MK, Marth EH. Incidence of Bacillus cereus in milk and some milk
products. Journal of Food Protection, 1983, 46 (2): 126-128.

Anderson SA, Chinn HI, Fisher KD. History and current status of infant formulas. The American
Journal of Clinical Nutrition, 1982, 35(2): 381-397.

Anonim (2011). Tirrk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi. Resmi Gazete, Sayi:
28157 (3. Miikerrer).

Anonim (2019a). Tiirk Gida Kodeksi. Bebek ve Kii¢iik Cocuklara Yo6nelik Gidalar ile Viicut Agirhig:
Kontrolii i¢in diyetin yerini alan gidalar yonetmeligi. Resmi Gazete, Say1: 30819.

Anonim (2019b). Tirk Gida Kodeksi Bebek Formiilleri ve Devam Formiilleri Tebligi. Teblig No:
2019/14. Resmi Gazete, Say1: 30819.

Arnold JC, Engel RW, Aguillon DB, Caedo MM. Utilization of family characteristics in nutritional
classification of preschool children. The American Journal of Clinical Nutrition, 1981, 34(11): 2546-
2550.

Bahceci T, Cakmak Sancar B, Ozpmar H. Bebek beslenmesinde kullamlan gidalarin
mikrobiyolojik kalitelerinin arastirilmasi. Aydin Gastronomi, 2018, 2(1):15-20.

Barness LA. History of infant feeding practices. The American Journal of Clinical Nutrition, 1987,
46: 168-170.

Barness LA. Infant Feeding: Formula, Solids. Symposium on Nutrition, Pediatric Clinics of North
America, 1985, 35(2): 355-362.

Becker H, Schaller G, von Wiese W, Terplan G. Bacillus cereus in infant foods and dried milk
products. International Journal of Food Microbiology, 1994, 23(1):1-15.

Berthold-Pluta A, Pluta A, Garbowska M, Stefanska 1. Prevalence and toxicity characterization of
Bacillus cereus in food products from Poland. Foods, 2019, 19;8(7):269.

Can HY, Elmah M, Karagoz A, Disli HB. Psychrotrophic properties, toxigenic characteristics, and
PFGE profiles of Bacillus cereus isolated from different foods and spices. Ciéncia Rural, 2022,
52(4):1-11.

Dalkihi¢ Kaya G. Siit iiriinleri ve bebek mamalarinda Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.)
varhgimin arastirilmast ve gelismesine sicaklik ve seker cesitlerinin etkisi. Doktora Tezi, Istanbul
Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, [stanbul, 2011.

Ehling-Schulz M, Svensson B, Guinebretiere MH, Lindbéick T, Andersson M ve ark. Emetic
toxin formation of Bacillus cereus is restricted to a single evolutionary lineage of closely related
strains. Microbiology (Reading), 2005, 151(Pt 1):183-197.

Ehling-Schulz M, Guinebretiere MH, Monthan A, Berge O, Fricker M ve ark. Toxin gene
profiling of enterotoxic and emetic Bacillus cereus. FEMS Microbiology Letters, 2006, 260(2):232—
240.

Ergiin O, Aksu H, Arun OO, Colak H. Ulkemizde satilan bebek ve ¢ocuk mamalarinda gida
zehirlenmesine neden olan dnemli bazi mikroorganizmalarin varlig {izerine arastirmalar. Gida, 2002,
27(4):253-257.

FAO/WHO. Enterobacter sakazakii and other microorganisms in powdered infant formula: Meeting
report. Microbiological Risk Assessment Series No.6, 2004.
Erisim:https://www.who.int/publications/i/item/9789241562775. Erigim tarihi: 15.11.2021
Frankland GC, Frankland PF. Studies on some new microorganisms obtained from air. Royal Soc.
London Phil. Trans., Ser. B, Biol. Sci., 1887, 178:257-287.

Geng E, Vural A. Bebek ve kiiciik ¢ocuk gidalarinda bakteriyel saglik riskleri. Tiirk Mikrobiyoloji
Cemiyeti Dergisi, 2021, 51(1): 1-10.

41


https://www.who.int/publications/i/item/9789241562775

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

Gdoura-Ben Amor M, Siala M, Zayani M, Grosset N, Smaoui S ve ark. Isolation, identification,
prevalence, and genetic diversity of Bacillus cereus group bacteria from different foodstuffs in
Tunisia. Frontiers in Microbiology, 2018, 9: 447.

Gdoura-Ben Amor M, Jan S, Baron F, Grosset N, Culot A ve ark. Toxigenic potential and
antimicrobial susceptibility of Bacillus cereus group bacteria isolated from Tunisian foodstuffs. BMC
microbiology, 2019, 19(1): 196.

Gokeay G, Eren T, Devecioglu E. Bebek mamalarindaki katki maddeleri. Cocuk Dergisi, 2012,
12(2): 60-65.

Granum PE, Lund T. Bacillus cereus and its food poisoning toxins. FEMS Microbiology Letters,
1997, 157:223-228.

Hauge S. Food poisoning caused by aerobic spore-forming bacilli. Journal of Applied Microbiology,
1955, 18:591-595.

Kotiranta A, Lounatmaa K, Haapasalo M. Epidemiology and pathogenesis of Bacillus cereus
infections. Microbes and Infection, 2000, 2(2):189-198.

Liu XY, Hu Q, Xu F, Ding SY, Zhu K. Characterization of Bacillus cereus in dairy products in
China. Toxins, 2020, 12(7), 454.

Logan NA. Bacillus and relatives in foodborne illness. Journal of Applied Microbiology, 2012,
112(3):417-429.

Shadlia-Matug MS, Aidoo KE, Candlish AA, Elgerbi AM. Evaluotion of some antibiotics againts
pathogenic bacteria isolated from infant foods in North Africa. The Open Food Science Journal, 2008,
2:95-101.

Ozarslan F, Duman P, Cetin Coban S, Barlas G, Temel F. Aksaray, Nevsehir ve Nigde illerindeki
ilce okullarinda stafilokokal enterotoksin ve Bacillus cereus iliskili gida kaynakli salgin. Tiirk Hijyen
ve Deneysel Biyoloji Dergisi, 2018, 75(4):399-408.

Ozdemir H. Pastérize siitlerde Bacillus cereus'un varligi. Gida, 2003, 28 (6):611-614.

Park YB, Kim JB, Shin SW, Kim JC, Cho SH ve ark. Prevalence, genetic diversity, and antibiotic
susceptibility of Bacillus cereus strains isolated from rice and cereals collected in Korea. Journal of
Food Protection, 2009, 72(3):612-7.

Pei X, Yang S, Zhan L, Zhu J, Song X ve ark. Prevalence of Bacillus cereus in powdered infant
and powdered follow-up formula in China. Food Control, 2018, 93:101-105.

Rahimi E, Abdos F, Momtaz H, Baghbadorani ZT, Jalali M. Bacillus cereus in infant foods:
Prevalence Study and Distribution of Enterotoxigenic Virulence Factors in Isfahan Province, Iran. The
Scientific World Journal, 2013, 292571.

Reyes JE, Bastias JM, Gutierraz MR, Rodriguez M. Prevelance of Bacillus cereus in dried milk
products used by Chilean School Feeding Program. Food Microbiology, 2007, 24 (1):1-6.

Saglam D, Seker E. Gida kaynakli bakteriyel patojenler. Kocatepe Veterinary Journal, 2016, 9(2):
105-113.

Sanchez-Chica J, Correa MM, Aceves-Diez AE, Castaiieda-Sandoval LM. Genetic and toxigenic
diversity of Bacillus cereus group isolated from powdered foods. Journal of Food Science and
Technology, 2021, 58(5):1892-1899.

Schneider KR, Parish ME, Goodrich RM, Cookingham T. Preventing foodborne illness: Bacillus
cereus and Bacillus anthracis. Institute of Food and Agricultural Sciences, 2004, FSHN04-05.
Schoch CL, Ciufo S, Domrachev M, Hotton CL, Kannan S ve ark. NCBI Taxonomy: a
comprehensive update on curation, resources and tools. Database, 2020, 1-21.

Sel¢uk H. Malniitrisyon ve énemi. Giincel Gastroenteroloji Dergisi, 2012, 16(2): 158-162
Seyrekbasan BK. Tiirkiye’de kullanilan ithal bebek mamalarmin mikrobiyolojik kalite kontrolleri
{izerinde arastirmalar. Yiiksek Lisans Tezi, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara,
2000.

Stenfors Arnesen LP, Fagerlund A, Granum PE. From soil to gut: Bacillus cereus and its food
poisoning toxins. FEMS Microbiolology Letters, 2008, 32(4): 579-606.

Stoeckel M, Westermann A, Atamer Z, Hinrichs J. Thermal inactivation of Bacillus cereus spores
in infant formula under shear conditions. Dairy Science and Technology, 2013, 93 (2):163-175.
Tallent SM, Kotewicz KM, Strain EA, Bennett RW. Efficient isolation and identification of
Bacillus cereus group. Journal of AOAC International, 2012, 95(2): 446-451.

Te Giffel MCT, Beumer RR, Granum PE, Rombouts FM. lIsolation and characterisation of
Bacillus cereus from pasteurised milk in household refrigerators in the Netherlands. International
Journal of Food Microbiology, 1997, 34 (3): 307-318.

42



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Tewari A, Abdullah S. Bacillus cereus food poisoning: international and Indian perspective. Journal
of Food Science and Tecnology, 2015, 52(5): 2500-2511.

Vural A, Geng¢ E. Hygienic Quality Features in Baby Formulas, Follow-On Formulas, and Some
Supplementary Foods. Acta Vet Eurasia, 2022; 48(2): 109-116.

Wang RF, Cao WW, Cerniglia CE. A universal protocol for PCR detection of 13 species of
foodborne pathogens in foods. Journal of Applied Microbiology, 1997, 83 (6): 727—736.

WHO. Five keys to safer food manual. 2006. Erigim:
https://www.who.int/publications/i/item/9789241594639. Erisim tarihi: 17.02.2022

WHO. Fact sheets. Malnutrition. 2021a. Erisim: https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/malnutrition. Erigim tarihi: 17.02.2022

WHO. Fact sheets. Infant and young children feeding. 2021b. Erigim: https://www.who.int/news-
room/fact-sheets/detail/infant-and-young-child-feeding. Erigim tarihi: 17.02.2022

WHO. Fact sheets. Food safety. 2022. Erisim: https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/food-safety. Erisim tarihi: 17.02.2022

Wong HC, Chang MH, Fan JY. Incidence and characterization of Bacillus cereus isolates
contaminating dairy products. Applied and Environmental Microbiology, 1988, 54 (3): 699-702.
Yibar A, Cetinkaya F, Soyutemiz E, Yaman G. Prevalence, enterotoxin production and antibiotic
resistance of Bacillus cereus isolated from milk and cheese. Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dergisi, 2017, 23 (4): 635-642.

Yurdakul O, Keyvan E, Kahraman HA, Sen E, Baytaroglu AR. Bacillus cereus’un risk profili ve
halk saglig1 yoniinden etkileri. 1. Uluslararasi Saglik Bilimleri ve Yasam Kongresi. Burdur, 2-5 Mayis
2018, 5.173-182.

Zhang Z, Fend L, Xu H, Liu C, Shah NP ve ark. Detection of viable enterotoxin-producing Bacillus
cereus and analysis and toxigenity from read-to-eat foods and infant formula milk powder by multible
PCR. Journal of Dairy Science, 2016, 99: 1047-1055.

43


https://www.who.int/publications/i/item/9789241594639
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/malnutrition
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/malnutrition
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/infant-and-young-child-feeding
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/infant-and-young-child-feeding
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/food-safety
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/food-safety

OZGECMIS

2011 yilinda Hatay Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesini kazand1 ve
2016 yilinda aymi fakiilteden mezun oldu. 16.09.2019 tarihinde Hatay Mustafa Kemal
Univesitesi Veterinerlik Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali’'nda yiiksek lisans
egitimine bagladi. Su anda Mersin ilinde Veteriner Sinir Kontrol Noktast Miidiirliigii’'nde

veteriner hekim olarak gorev yapmaktadir.

44



