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OZET: Cesitli siit igletmelerinden sajlanan siit, pastrize siit ve beyaz peynir Srneklerinden toplam 72 Bacillus izole
edilmistir. 30'u beta-laktamaz pozitif olarak tespit edilmigtir. Beta-laktamaz pozitif olarak degerlendirilen Bacillus'lann 4
¢if siitten, 8'i pastbrize siitten, 18'i de beyaz peynir Srneklerinden saptanmugtir.

30 beta-laktamaz pozitif Bacillus'larin i B. cereus, 1'i B. lentus, Vi B. brevis, 2'si B. firmus, 1'i B. thuringiensis,
14 B. polymyxa, 1'i B. circulans 1'i B. pumilus, 2'si B. megaterium ve 17si adlandinlamayan Bacilius'lardir.

Beta-laktamaz negatif olarak deperlendirilen 42 Bacilfus’un 2'si Gif siit, 24'U pastdrize siit ve 16'st da peynir
&rneklerinden izole edilmistir.

42 beta-laktamaz negatif Bacillus'lanin, 5'i B. sphaericus, Vi B. firmus Ui B.circulans, 1'i B. anthracis, i B. pumilus,
1’si B. macerans ve 32’si adlandinlamayan Bacillus’lardir.

Beta-laktamaz pozitif olarak tespit edilen Bacillus'lar daha sonra penisilin-G antibiyotigi ile kontrol edilmigtir.
Ayrica sefazolin, klavulanat-amoksisilin, gentamisin, amikasin, klindamisin ve ofloksasin antibiyotiklerine kargt antibiyotik
duyarlilik testleri yapimgtir,

SUMMARY: Totally 72 Bacillus was isolated from the samples of raw milk, pasteurized milk and white cheese which were
obtained from various milk companies. 30 Bacillus were determined to have positive beta-lactamase. The positive beta-
lactamase Bacillus were found 4 from raw milk, 8 from pasteurized milk and 18 from white cheese.

30 beta-lactamase positive Bacillus were called 3 B. cereus, 1 B. lentus, 1 B. brevis, 2 B. fimmus, 1 B. thuringiensis,
1 B. polylmyxa, 1 B. ciculans 1B. pumilus, 2 B. megaterium and 17 as a unknown Bacillus. Beta-lactamase negative 42
Bacillus were isoleted 2 from raw milk, 24 from pasteurized milk and 16 from white cheese.

42 beta-lactamase negative Bacillus are named 5 B. sphaericus, 1 B, firmus, 1 b. circulans, 1 B, anthracis, 1 B,
pumilus, 1 B. macerans and 32 as a unknown.

The Bacillus which were tested as beta-lactamase positive were then controlled by penicillin-G antibiotics. In
addition, the antibiotic sensitivity tests against cefazolin, amoxicillin-clavulanic acid, gentamicin, amikacin, clindamycin and
ofloxacin were also tested.

GiRlS

Beta-laktamaz enzimi; gram pozitif ve gram negatif bakterilerin bazilars tarafindan sentezlenir. Bu
bakterilerden Bacillus tiirleri onemli beta-laktamaz sentezleyicisi olarak son yillarda yapilan arastirmalarda
belirtilmistir,

Beta-laktamaz genellikle beta-laktam antibiyotiklerini inhibe eden bir enzimdir. Bu tér enzim
bulunduran bakteriler siit aracihigiyla insan organizmasina gegebilir. Bu dilgiinceden hareket edilerek ¢ig
siit, pastdrize siit ve beyaz peynirden izole edilen Bacillus tiirlerinde beta-laktamaz aragtirmast
gergeklegtirilmigtir.

Beta-laktamaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde cesitli yontemler kullamlmaktadir. Bunlardan
todometrik Test yontemi beta-laktamaz enziminin belirlenmesinde siklikla kullamlan bir ydntemdir ve
fodometrik Testte substrat olarak, penisilin-G antibiyotigi kullamlmaktadir (WASHINGTON, 1985).

NAKAMURA ve arkadaglar1 (1991) Bacillus subtilis’in mutantlariyla yaptiklan gahsmatarda beta-
laktamaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde fodometrik Test metodunu kullanmaglardr,

Literatiirde Bacillus tiirleriyle yapilmig birgok beta-laktamaz ¢aligmasima rastlanmigtir.
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NAKAMURA ve arkadaglar1 (1989) B. subtilis ve E.coli hiicrelerinde salgy yapan proteinlerin
sentezi {izerine yaptiklar: calismada nitrosefin substratim spektrofotometrik olarak beta-laktamaz tayininde
kullanmiglardur. : ‘ '

HEMILA ve SIBAKOV(1991) B. subtilis’in heterolog proteinleriyle ilgili ¢aliymalarinda beta-
laktamaz aktivitesinin tayininde substrat olarak nitrosefinin kullamldiga spektrofotometrik yontemi tercih
etmiglerdir.

Bu yapilan ¢ahgmalardan da yararianarak ¢ig siit ve iiriinlerinden izole edilen Bacillus tiirlerinde
beta-laktamaz aragtirmasi gergeklegtirilmigtir,

MATERYAL VE YONTEM

Cesitli sitt igletmelerinden ahnan ig siit, pastérize siit ve beyaz peynir drneklerinden 72 Bacillus
izole edilmigtir. Daha sonra fodometrik Test yontemiyle 72 Bacillus’un 3(°u beta-laktamaz pozitif ve 42’si
beta-laktamaz negatif olarak bulunmugtur.

Aragtirmada Tiirk Standartlar: Enstitiisiinde (TSE-1018) belirtilen esaslara gore ¢ig ve pastorize
sitt rnekleri steril 200 mPlik giselerde almmgtir (ANONYMOUS, 1981). Cig siit 6rneklerinde 107, 107,
10™litk diliisyonlar hazirlanarak 10° diliisyondan 0,1 ml. PCA ve glukoz agar besiyerine ekim yapilmigtir.
Inkiibasyona birakilmagtir, Pastorize siitler iki gruba ayrilmug, birincisi ¢evre sicakhig olan +22°C’de 24 saat
bekletilmigtir. Pastorize siitlerden ikincisi ise buzdolab: sicakhgmda vani +4°C’de 48 saat beklemeye
birakilmistir. Daha sonra her iki gruptan da 0,1 ml. alinarak ayr1 ayri PCA ve glukoz agar besiyerine eklimig
ve inkiibasyona konmustur.

Beyaz peynir 6rnekleri steril cam kavanozlarla laboratuvara getirilmistir. Steril bigakla kesilen 10
gr. beyaz peynir drnegi steril porselen havanda sicakhg 45°C olan 90 ml. trisodyum sitrat ile iyice ezilmistir.
Burdan 10" diliisyonlu beyaz peynir érnegi hazirlanmgtir,

Beyaz peynir rneklerinden de 107 diliisyon hazwlanarak 0,1 ml. PCA ve glukoz agar besiyerine
ekim yapilmig ve inkiibasyona brrakdmigtir.

PCA ve glukoz agar plaklarinda iireyen Bacillus kolonileri daha sonra biyogimik testlere alinmigtir
ve adlandirimustir, Bacillus adlandirilmalarinda karbonhidratlar: kullanma (OF), glukozdan gaz, glikoz,
ksiloz, mannitol, laktoz, siikroz, maltoz fermantasyonu, hareket (SIM), % 65 NaCl'de {ireme, nitrat
reditksiyonu, indol, triple sugar iron (TSI), Voges proskauer (VP), gelatin ve esculin testlerinden
faydalandmigtir (KONEMAN, 1988). Bu testler sonucunda ¢ahgmamzda B. macerans, B. megaterium, B.
sphaericus, B. cereus, B. brevis, B. lentus, B. firmus, B. circulans, B. anthracis, B. polymyxa, B. pumilus, B.
thuringiensis torleri tespit edilmigtir.

Testler sonucunda adlandirilan Baciflus tiirleri saf kiiltiir olarak % 0,2 ¢oziinebilir nigasta igeren
Nutrient agar besiyerinde yeniden iiretilmiglerdir. Ureyen koloniler iizerine iodometrik test ¢dzeltisi
damlatibmigtir. Cozeltinin damlatilmasindan hemen sonra iyot, nigastaya baglandign igin kolonilerin
gevresinde mavi renk olugmustur, Daha sonra kisa bir siire iginde mavi renk koloniden gevreye dogru
genigleyen halkalar halinde kaybolmustur. Beta-laktamaz iiretmeyen kolonilerin gevresi ise renksiz kalmagtir
(WASHINGTON, 1985).

Beta laktamaz enzim arastirmalarinda antibiyotik hassasiyet testleri ile sonuglar desteklenmektedir.
Bu digiinceden hareket ederek Iodometrik Test yontemiye beta-laktamaz pozitif bulunan Bacillus’lar
penisilin-G ile antibiyogram yapilarak kontrol edilmigtir. Ayrica sefazolin, klavulanat-amoksisilin, gentamisin,
amikasin, klindamisin ve ofloksasin antibiyotikleriyle de duyarlilik testleri yapilmagtir. Antibiyotik duyarlilik
testlerinde Miieller-Hinton besiyeri kullamlmig ve Kirby-Baner metodu kullamilarak sonuglar
degerlendirilmigtir (BAUER, 1970).

ARASTIRMA BULGULARI -
Cesitli siit igletmelerinden saglanan drneklerden toplam 72 Bacillus izole edilmistir. fodemetrik Test

yontemiyle 30’u beta-laktamaz poxzitif olarak tespit edilmigtir. Beta-laktamaz pozitif olarak degerlendirilen
Bacillus’larin 4 ¢ig siitten, 8'i pastorize siitten, 18°i beyaz peynir orneklerinden saptanmgtic.
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30 beta-laktamaz pozitif Bacillus’un 3t B.cereus, Ui B. lentus, 1'i B. brevis, 2'si B. firmus, 1'i B.
thuringiensis, 1’1 B. polymyxa 1'i B. circulans 1'i B. pumilus, 2'si B. megaterium ve 17si adlandirilamayan
Bacilluslardir, 2'si ¢ig siit, 24’0 pastorize siit ve 16’st da beyaz peynir 6rneklerinden izole edilmigtir.

42 beta-laktamaz negatif Bacillus'larm, 5i B. sphaericus, 1'i B. firmus 1'i B. circulans, 1't B.
anthracis, 1’i B. pumilus, 'l B. macerans ve 32'si adlandinilamayan Bacillus’lardar,

Beta-laktamaz pozitif olarak tespit edilen Bacillus’lar daha sonra penisilin-G antibiyotigi ile test
edilerek beta-laktamaz pozitiflikleri kontrol edilmigtir, Ayrica sefazolin, klavulanat-amoksisilin, gentamisin,
amikasin, klindamisin ve ofloksasin antibiyotiklerine kargin antibiyotik duyarlik testleri yapilmigtir. Beta-
laktamaz pozitif Bacillus’larm antibiyotiklere ¢ok yonlis direng gosterdigi gorillmigtiir.

Cizelge 2. Cig Siit, PastSrize Siit ve Beyaz Peynir Orneklerinde lodometrik Test Yontemiyle Beta-Laktamaz Enzim Varlig Pozitif

Olan 30 Wun Dagdum

Ci%siit, pastorize siit | Cig siitten izole edilen Pastorize siitten izole edilen Be: gpyﬂirde
ve be ynirde befa-laktamaz pozitif beta-laktamaz pozitif Bacillus izole edilen
Ureyen beta-laktamaz | Bacillus sayisi |__savis| beta-laktamaz Toplam
pozitif Bacillus'lar pozitif Bacillus
+22°C'de +4°C'de saysl

| B.fentus = = -
B.brevis - - -
B thuringiensis - = -
#iels fum - - -
||_B.circulans - - -

Adlandinlamayan 4 4 4
Bacillus’lar

= oo = =

._.
W = e o = = o = =

th jw b= = [

ey
-l

Toplam 4 4 4 18 30

Not: Toplam 30 Bacillus izolasyonunun 13"l (% 43,33) adlandirilmug Bacillus tiitleridir, Geriye kalan 17si (% 56,67) adlandiniamayan
Bacillus’lan ihtiva eder.

Cizelge 3, C%g Sot, Pastrize Siit ve Beyaz Peynir Orneklerinde iodemetrik Test Yintemiyle Beta-Laktamaz Enzim Varlign Negatif
olan 43 Bacillus'

4 un Dagilim
iF siit térize stit | Cig siitten izole edilen Pastrize siitten izole edilen Be irde

\gr:eq)eya'zpas irde beta-laktamaz negatif beta-laktamaz negatif Bacillus izogzegﬁ{g

iireyen beta-laktamaz | Bacillus sayisi saylsi beta-laktamaz Toplam

negatif Bacillus'lar negatif Bacillus

+22°C'de +4°C'de sayisi

B firmys - - - 1 1

B.anthracis - - - 1 1
| B.nacerens - - - 1 1

B.circulans - - - 1 1

B i . - - 1 1

B.sphaericus - - - 5 S

Adlandinlamayan 2 13 1 6 32

Bacilius’lar

Toplam 2 13 11 16 42

Not: Toplam 42 Bacillus izolasyonunun 10*a (% 23,81) adlandinilmig Bacillus tiirleridir, Geriye kalan 32'si (%0 76,19) adlandiritamayan
Bacitlus’lan ihtiva eder.
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Cizelge 2'de 30 beta-laktamaz pozitif Bacillus’larn 13°ii (% 43,33) adlandinilmug Bacillus tiirleridir.
Bunlarin 3%t B.cereus, 1'i B.lentus, 1\ B.brevis, 2'si B.firmus, 1'i B.thuringiensis, 1 B.pumilus, 2’si
B.megaterium, 1'i B.polymyxa, 1'i B.circulans ve 17si (% 56,67) adlandirilamayan Bacillus’lardir. Beta-
laktamaz negatif olarak degerlendirilen 42 (% 58,33) Bacillus’un 2’si ¢ig siit, 24ii pastorize siit ve 16’s1 da
beyaz peynir érncklerinden izole edilmistir.

Cizelge 3'de 42 beta-laktamaz negatif Bacifius’larn; 10°u (% 23,81) adlandirilmig Bacillus tirleridir.
Bunlarin 51 (% 11,90) B.sphaericus, 1'i B.firmus, 1’ B.circulans, 1'i B.anthracis, 1'i B.pumilus, 1'i B.macerans
ve 32'si (% 76,19) adlandirnlamayan Bacillus’lardur.

Cizelge 4. fodometrik Test Yontemiyle Beta-Laktamaz Enzimi Sekil 1’de beta-laktamaz enzimi pozitif 30
Pozitif Olarak Degerlendirilen 30 Bacillus Torlerine Ait  Bacillus’un antibiyogram sonuglari gorililmektedir. Bu
Antibiyogram Sonuglan beta-laktamaz pozitif Bacillus’larm hepsi penisilin-

Test Bdilen Beta-laktamaz pozitif Bacillus G'ye % 100 direng gostermiglerdir. _
Antibiyotikler | bakterilerinin antibiyogram sonuglar Bacillus’larin 29’u (% 97) klindamisin’e, 27si
o (% 90) sefazolin’e ve 26’s1 da (% 86) gentamisin’e
Hassas Orta | Direngli Il direncli tespit edilmistir. 22 (% 73) beta-laktamaz
Oflcksasin 8 2 20 pozitif Bacillus amikasin’e direngli bulunmugtur. En
Kl az direngli olan antibiyotikler ofloksasin ve
A;‘;“kﬁgialitn 2 8 20 klavulanat-amoksisilindir. Bunlar 30 Bacillus'un
20’sinde (% 67) direngli tespit edilmiglerdir.
Klindamisin - 1 29
Amikasin 1 7 v7) TARTISMA
Sefazolin - 3 27 Son yillarda yapilan aragtirmalarda siitlerde
L - beta-laktamaz sentezleyen bakterilerin varhgndan
Centamisn 2 2 z bahsedilmektedir.
Penisilin-G - - 30

CHAND ve arkadaglart (1990) siitten izole ettikleri Bacillus tiirlerinin beta-laktamaz aktivitesini
cahgmuglardur. Sonug olarak Bacillus tiirlerinin siitteki en Snemli beta-laktamaz sentezleyicisi oldugunu
belirtmiglerdir. Bizim aragtirmamiz sonuglarma gore de beta-laktamaz pozitif Bacillus tirleri sit ve siit
iiriinlerinden izole edilen beta-laktamaz pozitif bakteri tiirleri arasindadir. Bulgularimiz incelendiginde beta-
laktamaz pozitif Bacillus’lardan 3 (% 10) Bacillus cereus izole edilmistir. Bu da besin zehirlenmesine sebep
olan Bacillus tiirii olmas: nedeniyle onemlidir, Her ii¢ izolasyonda beyaz peynir drneklerinden izole
edilmigtir. Ayrica B. anthracis Bacillus izolasyonlan arasinda yeralmigtir. Beta-laktamaz negatiftir ve beyaz
peynir orneklerinden saptanmugtar.

Beta-laktamaz pozitif Bacillus’larm 4’0 ¢ig siten 8i pastorize siitten 181 de beyaz peynir
orneklerinden saptanmigtir. Bu sonuglar beta-laktamaz pozitif Bacilluslarm onemini vurgulamaktadir. Aym
zamanda Bacillus tiirii bakterilerin sporlarin isiya dayamkh oldugu da hatirlanmahdir.

Yapilan pastorizasyon iglemi yeterli olmadiginda Bacillus sporlarinm  zamanla aktivite
kazanabilecegi diigimiilmelidir. Ayrica sterilizasyonu iyl gerceklestirilmemis sigelerde de pastorize siitlere
Bacillus bakterilerinin bulasabilecegi gozoniinde tutulmahdir. Bu nedenle aragtirmada pastorize siitlerde
¢ig siitlere oranla Bacillus’lar daha fazla tespit edilmistir.



280 GIDA YI1: 21 SAYL: 4 TEMMUZ-AGUSTOS 1996

100

% Antibiyotik Duyarh:
3

OFX AMC CC AK CZ CN P
Antibiyotikler

MHassas B Orta  EDirengli

Not: 30 Bacillus dikkate alinarak yiizdeler hesaplanmgtir.

$ekil 1, Cig siit, pastdrize siit ve beyaz peynir 8rneklerinden izole
edilen beta-laktamaz pozitif 3¢ Bacillus'un antibiyogram sonuglan
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