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. BETA-LAKTAMAZ POZITIiF iZOLATLARIN AMPISILIN VE
iMIPENEM'E KARS1 HASSASIYETLERI

BETA-LACTAMASE ENZYME RESEARCH BY USING CHROMOGENIC
CEPHALOSPORINE TEST (NITROCEFIN) IN 33 BACILLUSISOLATES
AND THE SENSITIVITY TESTS OF BETALACTAMASE POSSITIVE ISOLATES
AGAINST AMPICILIN AND IMIPENEMS

Giiven URAZ' , Mine KAANOGLU?
1Gazi Universitesi Fen-Edebiyal Fakaltesi Biyoloji BlIUmi), ANKARA
2Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitist Biyoloji Anabilim Dal, ANKARA

O ZET: Cositli yrelerdon saglanan 195 ¢itj siit émeginden toplam 33 Bacilius {%16.9) izole edilmigtir. Bu izole edilen Bacifiustar ceshll biyogl-
mik testlerls 13 farkll Baciffus tirl olarak adlandinimigtir. Gig sit dmeklerinden izole edilen Baciifus tGrler iginde en yaygin olarak gériilen tirler
3 B. brevis (%9), 3 B.careus (%9}, 3 B.licheniformis(%9), 3 B.mycoides(%9), 3 B.sphaericus(%9), 3 B.stearothermophiius(%9) ve 3 b.sublilis
(%9) tiiferi olup, B.megaterium(%63) tirindn izolasyonu ise dligik oranlarda gergeklestiimigtir, Afyon(4), Ankara(8), Antalya(3), Burdur(11),
Denizli{1) ve Nevgehir(5) bdigelerinden gelen ¢iJ siit Smeklerinden izolasyonlar gergeklestiriimigir. En fazla Bacilus izolasyonu Burdur(11)'dan
gelen ¢ij siit dmeklerinden saglanmistir. Ikinci siklikta Baciius izolasyonu gergeklestirilen ¢iff sitler, Ankara(9) bolgesinden gelen gifj sitlerdir.
En az Bacillys izolasyonu Denizli (1)'dan gelen ¢ig siitlerden elde edilmigtir. Aragtirmada izole edilen Bacilius tiderinin beta-laktamaz enzim akti-
viteleri Kromojenik Setalosprin Test {Nitrosefin} yéntemi ile ¢alsilarak degerendiritmigtir. Kromojenik Sefatosporin Test (Nitrosefin) yontemi ile
beta-laktarnaz pozitif olarak tespit edilen Bac/iiuslar daha sonra penisilin-G antibiyotigi ile kontrol edilmistir. Toplam 33 Bacilus'un 10'unda (%3C)
beta-laktamaz enzim aktivitesi pozitif olarak tespit edilmigtir. Beta-laktamaz pozitif Bacifiusianin 2'si B.lentus (%6), 1 B.megaterium{%3), 2'si
B.brevis{s6), 2'si B.mycoides (%6) ve 3G de B.polymxa (%8)dur. Geriye kalan 23 Bacillus (%70) izolatinin beta-laktamaz enzim varli§ negalif
olarak tespit edilmigtir. Aynca beta-laktamaz pozitif ve negalif Bacilius izolatiarinin ampisilin ve imipenem antibiyotiklerine kargi duyarlilik testieri
de yapumigtir. Beta-laktamaz enzim aklivitesi po2itif olarak degerendirilen Baciius tdrlerinin impenen antibiyotigine kars: %100 hassasiyet ve
ampisilin antibiyotiine karg ise %100 direnglilik gisterdikleri taspit edilmigtir.

ABSTRAGCT: Totally 33 bacilius strains (%18,9) from 195 raw milk samples provided various regions. Widespread species within the ba-
ciftus strains isolated form raw milks were 3 B.brevis(%9), 3 B.caereus(%$9), 3 B.licheniformis(%9), 3 B.mycoides(%9), 3 B.sphaericus(%9}, 3
B.stearothermophilus(%$) and 3 B.sublifis(%3). But the isolation of B.megateritm (%3) was found too low. The isolates from Afyon(4), Anka-
ra(s), Anla[ya(a), Burgur{i1), Denizli{(1) and Nevsehir(5) were obtained. The most Bacillus strains werg isolated from the raw milk samples
gathered from Burdur (11). Second one were isolated from Ankara (9). The less one were isclated from Denizli(1). In this research, beta-
lactamase enzyme activites of Bacilius species isolated were evaluated by using Chromogenic Cephaltosporin (Nitrocefin) Test. Besides beta-
lactarmase possitive Bacillus strains were controlled with Peniciline-G antibiotic. 10 Bacillus strains of totally 33 ones were determined as a
possitive beta-lactamase enzyme aclivity. Furthermore, the two ones of beta-lactamase possitve Bacifus strains were B.fentus (%#8), one was
B.megaterium {%3), two were B.brevis (%6), two were B.mycoides (%6} and three ones were 8.polymxa (%8). Prensence of beta-lactamase
enzyme of tha rest of 23 Bacilius isolates (%70) were determined as a negative. Also beta,Jaclamase possitive and negative Bacillus isolates
were tested to be sensitive against ampicillin and imipenem antibiotics. Beta-lactamase possitive Bacillus species were determined as a
%100 sensitive against imipenem antibiotic and were determined as a %100 resistant against to ampiillin antibiotic.

GIRiS

Son yillardaki literatirlerde Bacilius tirlerinin izolasyionlan ve beta-laktamaz enzimleri ile ilgili cahgmalar
yogunluk kazanmigtir. Cig stler, tiketiciye ulagana kadar gegen iglemier sirasinda Baciflus'lar ve sporiaryla
kontamine olabilmektedirler. Bacifiusiann sporlari yiiksek sicaklik derecelerine dayanikli oldudu i¢in pastdrizas-
yon sonras! da sporlar yeniden aktivite kazanarak sttin bozulmasina sebep olabilirler. Bu ylzden bagartisiz
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pastorizasyonlar sonucunda yeniden Greyebilirler. Ayrica siitlin iglenmesi sirasinda gesitli gekillerde de bulagabi-
liner. Beta-laktamaz enzimlerini bulunduran Bacilfusiar sit araciyifiyla insan organizmasina gegebilirler ve
Bacillus'lar gegitli antibiyotiklere karsi direng kazanabilirler. Bu nedenle siit ve st UrGnleri icerdikleri Bacillus'lar
ve enzimleri agisindan halk saghgin tehdit edebilirler. Sttte bulunan Baciffus'larnn bazilan patojen degildir. An-
cak bazi tirleri de insanda gesitli enfeksiyonlara sebep olurlar. B. alvei, B. anthracis, B.brevis, B.cereus,
B.circulans, B.coagulans, B.licheniformis, B.macerans, B.pumilis, B.sphaericus, B.sublfilis, B.thuringiensis pato-
jen turleri arasindadir (PETER ET.AL., 1995). B.anthracis, insanda $arbon (Anthrax) hastaligina sebep olur
.B.cersus besin zehidenmelerine yol agar. Ayrica menenjit, bacteriyemi ve pndmoni gibi hastaliklarin da etkeni-
dir. B.subtilis saprofit olarak tarumlanan Bacillus tiridir. Ancek direk gdze bulagmast sonucunda goz enfeksi-
yonlarna sebep olur. Ayrca son yillarda besin zehiflenmelerine .de yol actid literatirerde belirtimigtir.
B.licheniformis, B.brevis, B. megaterium tiirleri de diyare ve kuma geklinde besin zehirlenmesine sebep olabilider.

Gram(+), sporlu ve bazilan da patojen olan Bacilius'ar kolaylikla siitlere bulagirlar ve salgiladikian beta-
laktamaz enzimleri ile daha da dnemil olurlar (JACKSON, 1990).

Beta-laktamaz enzimi Baciflus'larnn sentezledigi enzimlerden biris olup, sentezlendigi bakteriye antibiyo-
tiklere kars! direng kazandirmas! yaninda, siitlerde eksime ve tat bozukluklarina da sebep olur {Madgwick and

‘Waley, 1987). Bu diigiinceden hareket edilerek ¢ig sGtlerden izole edilen Bacillus tiiferinde beta-laktamaz enzim
aktivitesi aragtirtimigtir.

Chand ve arkadaglar 1990 yilinda siitten izole ettikleri Bacilius tirlerinin penisilinaz (Beta-laktamaz) en-
zim aktivitesini caligmiglardir. Sonugta Bacillus turlerinin sttlerdeki en dnemi; beta-laktamaz sentezleyicisi oldu-
gunu belirtmiglerdir.

Beta-laktamaz enzim aktivitesinin aragtinimasinda gesitli ydntemler kullamimaktadir. Bu yéntemlerden
Kromojenik Sefalosporin (Nitrosefin) Test yonetimi beta-laktamaz enzim aktivitesinin belirenmesinde stkiikla kul-
lanilan bir ydntemdir.

NAKAMURA ve ark. (1989) B.subtilis hiicrelerinde salg! yapan proteinlerin sentezi Gizerine yaptiklan ga-
hgmada nitrosefin substratini spekirofotometrik olarak beta-laktamaz tayininde kullanimiglardir.

HEMILA ve SIBAKOV (1991) B.subtilis'in heterolog proteinieriyle ilgili gahgmalarinda beta-lak-tamaz en-
zim aktivitesinin tayininde substrat olarak nitrosefin kullanmiglardir.

Bu calismalardan yola ¢ikarak ¢ig sitlerden izolasyonunu gergeklestirdigimiz Bacilfus tirlerinde beta-
laktamaz enzim aragtirmasi yapimigtr. Beta-laktamaz pozitif ve negatif olarak belirledigimiz Bacillus izolaflan-
nin ampisilin ve imipenem antibiyotiklerine karg) hassasiyet testleri de cahgiimighir.

MATERYAL VE YONTEM

Arastirmada, Afyon, Antalya, Ankara, Bilecek, Burdur, Denizli, Konya, Kitahya, Nevgehir ve Bilecik gibi
gesitli ydrelerden gesitli st isletmeélerine gelen 195 ¢ig sit 6megi alinarak caligimighr.

Bacillus suslannin izolasyonu amaciyla ¢ig sitt 8rekleri Trk Standartlan Enstitiistinde (TSE 1018) belir-
tilen esaslara gore steril 200 ml'lik siselerde alinmigtir (ANONYMOUS, 1981). Bu ¢ig sit dmeklerinin %0.1'ik
Peptone Water'le sulandinmlar yapilarak 107, 102, 103 kadar dilisyonlari hazilanmigtir, Daha sonra 107 di-
lisyonundan 0,1 ml PCA ve Glukoz Agar besiyerine ekim yapiimigtir (Harmon et.al.,, 1993). Aragtirmada, Bacillus
tirlerinin ¢ig§ sttlerden izolasyonu igin PCA (Plate Count Agar) ve Glukoz Agar besiyerteri kullantimigtir (Laberau
and Mair, 1968). Bu plaklarda Ureyen Baciffus koloniieri yeniden Glukoz Agara alinarek saflagtinimig ve daha
sonra biyosimik testleri yapilmistir Bacillus'lann adlandinimalainda gesitli biyokim yasal testlerden yaratlanil-
migtir. Katalaz reaksiyonu, hareket (SIM), gelatin, triple sugar iron (TS), sitrat, Gre, indol tegekkill, voges
proskauer (VP), %6.5 NaCl'de Greme, nitrat redilksiyonu, kanli agarda hemoliz olugturma testleri yapimigtiy
(Gizelge 1).
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Cizelge 1. Araghirmada Kullanitlan Baciflus Tiirlerinin Biyokimyasal Reaksiyonlan

) Katalaz | Jelatin Sitrat TSI Ure indol VP Hareket | %6.5'da | Nitrat | Kanh
Bacillus tieleri Uretimi | Hidrolizi | Kullammm Ureme | Indirgen- | Agarda
s mesi Hemoliz
B.cereus + + + A v - v + v v B
B.mycoides + + + A v - v + v \' v
B.megaterium ¥ + + v v - - v v - v
B. licheniformis + v + A v - v v + + B
B.subtilis + + + A v - v v + v v
B.macerans + v - A A% - - v - + -
B.polymyxa + v - A - - + + v + A"
B. circulans + - - A - - - + - + -
B.stearothermophylus v - - A A - - + - + -
B brevis + v \Y% Alk. v - - + - v v
B. sphaericus + - - Alk. v - - + v v v
B.coagulans + - - A - - + + - - -
B.lentus + - - A + - - + - - -

+: %90-100 Olumnly, —%90-100 Olumsuz, V: %11-89 Olumlu, A: TSTI'da Asit Reaksiyonu, Alk.: TST'da Alkali Reaksiyonu

Bacillus suglannin gesitli gekerleri kullanma yeteneklerini test etmek amaciyla fermentasyon testleri kulla-
nilmigtir. Kullanilan gekerler glukoz, ksiloz, mannitol, laktoz, sikroz ve maltoz'dur (Gizelge 2). Bu amagla kar-
bonhidrat fermentasyon besiyeri (Purple Broth Base-Difco) kullanimigtir (KONEMAN et.al,, 1992; TURNBULL
and KRAMER, 1991).

Cizelge 2. Caligmada kullanilan: Bacillus tiirlerinin karbohidrat reaksiyonlari

ASIT URETIMI
Bacillus tirleri Glikoz Ksiloz Mannitol Laktoz Siikroz Maltoz
B.cerens + - - - A" +
B.mycoides + - - - v +
B. megateriunt + v + v + v
B.licheniformis + v + - + +
B_subtilis + - + - + v
B.macerans + v + + + +
B polymyxa + + Vv + + +
B.circulans + + + + + +
B.stearothermophilus + - - v + +
B.brevis v - + - v A
B.sphaericus - - - - - -
B.coagulans + - - - - —
B. lentus + - + + v +

+; %90-100 Olumlu, — %90- 100 Olumsuz, V: %11-89 Clumlu

Arastirmamizda bu testler sonucunda B.cereus, B.sphaericus, B.macerans, B.coagulans, B.lentus,
B.megaterium, B.licheniformis, B.subtilis, B.stearothermophilus, B.mycoides, B.brevis, B.circulans ve b.polymxa
tUrleri adlandinlmigtir,
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Testler sonucunda adlandinian Baciflus tiirlerinin beta-laktamaz enzim aktiviteleri Kromojenik Sefalospo-
rin Test (Nitrosefin yéntemi kullanilarak aragtinimigtir. Kromojenik Sefalosporin Test (Nitrosefin) yontemi iki farkl
firmanin driinleri kargilagtirmall caligilmigtir. Galigmada kullamilan birinci Nitrosefin yonteminde Baciffus'larin be-
ta-laktamaz enzim aktivitesi "Beta-Lactamase Identification Sticks Oxoid BR 68 nolu' maddeler kullanilarak aras-
tinimigtir. Bacifluslann beta-laktamaz enzimlerinin belirlenrmesi igin Glukoz Agar besiyerinde Gretilen saf kiRir-
lere stiklerin san kisimlar dokundurularak beta-laktamaz enzim aktiviteleri belirlenmigtir. Etken maddesi, kromo-
jenik sefalosporin olan nitrosefin'dir. Nitrosefin stikler, gubuklar halindedir. Sari ug renk degisimi gosteren indika-
tor bdlgesidir. Nitrosefin stiklerin kullamimadan dnce nemlendirimeleri gerekmektedir. Pozitif reaksiyonlarda
beta, laktamaz enzimi, beta-laktam halkasindaki amid bagini hidrolize eder ve stigin san ucu renk degistirerek
pembe veya kirmiziya déniiglr. Beta-laktamaz enzim aktivitesi pozitif Bacilluslar stik uglarinda sandan pembe-
ye renk degisikligi gdsterirler (WASHINGTON, 1985, BAKER, 1982).

Kromojenik Sefalosporin Test (Nitrosefin) yéntemiyle Bacilluslarin beta,laktamaz enzim akliviteleri aragti-
nlirken, ikinci olarak Difco firmasinin “DrySlight NITROSEFIN DIFCO LABORATORIES 3537" biyokimyasal
maddesi kullaniimigtir. Bu amagla Glukoz Agar besiyerinde Gretilen saf Bacilius kiiltirlerinden alip, daha énce-
den streil suyla 1slatilmug nitrosefin diski Uzerinde iyice yayilir. Bakterilerin disk Gzerinde yayildigy alanda, bakte-

_rilerin beta-laktamaz enzim vari pozitif ise disk iizerinde 5-15 dakika icinde sandan kirmizi veya pembe renge
donugen bir dedisiklik gdzlenmektedir ve renk degisikiigi gézlenen bakteriler beta-laktamaz pozitif olarak deger-
lendirdirilir. Nitrosefin Gzerinde herhangi bir renk degisikligi gézlenmemigse bu bakteriler de beta-laktamaz nega-
if olarak degerlendirilir (WASHINGTON, 1985; BAKER, 1982). ,

Kramojenik Sefalosperin Test (Nitrosefin yintemiyle beta-laktamaz pozitit bulunan Bacillus'ar penisilin-G
ite antibiyogramian galigilarak kontrol edilmigtir. Ayrica ampisilin ve imipenerm antibiyotikleriyle de duyarhlik test-
leri yapiimigtir, Antibiyotik duyarlilik testlerinde Mueller-Hinton besiyeri kullanilmts ve Kirby-bAuer metodu kulla-
nilarak sonuglar degerlendiriimigtir. Ampisilin icin direnglilik ve hassasiyet degerleri 16mm =./< 17mm, imipenem
icin direnclilik ve hassasiyet degerleri 13mmz.../..< 16mm ve penisilin-G igin ise direnglilik ve hassasiyet dederleri
19mm 2../.z 28mm olarak belirlenmis ve sonuglar bu dederlere gére hesaplanmigtir (Bauer, 1970).

BULGULAR

Cesitli bdlgelerden toplanan 195 ¢if siit drnegdinden 28'inde Bacillus izolasyonu gergeklestiriimistir. Omek-
-lerin bazilaninda birden fazla Bacifius tirl izole edildi§i icin 28 érnekte toplam 33 Bacilfus tespit edilmigtir. 195 ¢ig
sut 6rnedinden 33 Bacillus (%186,9) izole edilmistir. Calismada izole edilen Baciliuslann morfolojik gdriintimleri

Cizelge 3. Cig Sut Orneklerinden Yzole Edilen Bacillus'larin Tiirlere Gire

A ve fizyolojik karakteristikleri galigilarak tir
Dagilinm Ve Ezotasyon Yiizdeleri

adlandirmalart  gergeklestirilmistir. Calig-

Izole edilen Bacitlus tirlert Izolesgc:isllen Bacilius % mada izole edilerek adlandinian Bacillus
Bacillus brevis 3 %9 tarlerinin beta-laktamaz enzim aktiviteleri
Bacitlus creus 3 %9 de degerlendirilerek beza-laktamaz poxzitif
Bacitlus circulans 2 %6 ve negatif Baciffus tUrlerinin ampisilin ve
Bacillus coagulans 2 et L. ibivotiklori k h .
Bacuilns fontus 5 PP imipenem antibiyotiklerine kargi hassasi-
Bacilluslicheniformis 3 %9 yetleri de degerlendirilmistir. Calismarmz-
Bacillus macerans 2 %6 da ¢ig siit érneklerinden izole edilen 33
Baciltus megaterium ! %3 Bacillusun tiirlere gére dagilimlan ve izo-
Baecillus mycoides 3 %9 | izdeleri Cizelge 3'd rlrmistir
Bacillus poymea 3 0 asyon ylizdeleri Gizelge 3'de verilmigtir.
Bacillus sphaericus 3 %9 Aragtirmamizda, ¢i§ sit dmeklerin-
Bacillus stearothermopkilus 3 %9 den izole edilen Bacitius tireri icinde en
Bacillus subtitis 3 %9 yaygin olarak gorilen tlifer, 3B.brevis
TOPLAM 33

Not: %'ler 33 iizerinden hesaplanmigtir.
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(%9), 3B.licheniformis (%9), 3B.mycoides (%9), 3B sphaericus (%9), 3 B.stearothermophilus (%9) ve 3B.sublilis
{2%9) tiirleridir. Tablodan da gériildigu gibi 1 B.megaterium(%3) tlriiniin izolasyonu ise dusiik oranlarda gergek-
legtirilmigtir. '
Caligilan 28 ig siit drnedinin 23'inde tek bir Bacillus turQ izole edilirken, 5 ¢ig sUt dmeginen ise 1'den faz-
la Baciflus tri1 izole edilmigtir. Gig siit émeklerinde birden fazla izole edilen Bacillus tirleri gizelge 4'de verilmigtir.

Cizelge 4. Ayni Cig Siit Orneginden Birden Fazla Izole Edilen Baeilius Tiirlerinin Dagilimlan

Cif siit B. B. B. B. B. B. B, B. B. B.
drnek no stearother.| coagulans | cereus | polymxa | niycoides | lentus | subtilis | circulons | licheniformis | macerans
29. + ¥ +

126. + +

134, + +

98. +

19. +
Toplam 2 1 i 1 1 1 1 1 1 i

Birden fazla Bacillus izole edilen 5 drekten 10 Bacilius izolasyonu gergeklestiriimistir. Cizelge 4'de ayni
ci§ siit 8meginden birden fazla izole edilen Bacillus tarleri gbrillmektedir. Caligmada bir ¢ig sit dmeginden O¢ ayn
Bacifius tirii izole edilmigtir. Geriye kalan dért i stt émeginden iki farkl Baciffus tirl izole edilmigtir. Ancak bu
&meklerin de her birinden farkii farkl tirler izole edilmigtir. Aragtirmada 29 nolu érnekten B.coagufans, B.polymxa
ve B.lentus tirleri; 126 nolu drekten B.cereus ve B.mycoides tlrler; 134 nolu dmekten B.subtilis ve B.circulans
tirleri; 98 nolu drmekten B.licheniformis ve b.stearothermophilus '

Aragtirmamizda ¢ig sit drekleri Afyon, Ankara, Antalya, Burdur, Denizli ve Nevsehir olmak iizere 6 farkl
yoreden alinarak Bacillus izolasyonu gergeklegtirilmistir. 195 ¢ig sit drnedinin caltsildigr yoreler Sekil 1'de goril-
mektedir.

-| O pozitif
404 O negatif
30 .
20 neqatif
10y / poaitit
0+ i

Afyon Ankara  Antalya  Bilecikk  Burdur  Denizli Konya  Kitahya Nevsehir Isparta

Yozitif: Buacillus izotasyonu gergeklestirilen ¢if siit drnek sayisi
Negatif: Baciflus izolasyonu gegeklestirifemeyen ¢if siit 6rnek sayis

Sekil 1. Cegitli yorelerden ahinarak gahigilan ¢if siit drneklerinin yorelere gore dagiim

Sekil 1'de verilen tabloya gore en gok Bacillus izolasyonu Burdur yéresinden gelen ¢ig sitlerden gergekles-
tirilmigtir. Burdurdan alinan ¢ig st émeginin 11'inden Bacillus izole edilmigtir. {kinci siklikta Bacilius izolasyonu
gergeklestirilen ¢ig sitler, Ankara bolgesinden gelen ¢ig stitlerdir. Bu yéreden alinan 18 ¢i st drmeginin Q'unda
Bacillus izolasyonu gergeklestiriimistir. En az Bacillus izolasyonu Denizliden gelen ¢ig sitlerden elde edilmigtir.
Denizli'den alinarak cahsilan 4 ¢i§ sit émeginde 1 Bacillus izclasyonu gerceklestirilmigtir. Cig sit Srnelderinin
alindid ydrelere gére dagiimian ve izole edilen Baciffus tirleri de gizelge B'de verilmigtir,
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Cizelge 5. Cig Siit Orneklerinin Almdiin Yirelere Gore Dagilimlari ve Tzole Edilen Bacillus Tiirleri

izole edilen Bacilius Afyon Ankara Antalya Burdur Denizli Nevsehir Toplam
tiirleri

B.brevis 2 1 3
B.cereus 1 2 3
B.circulans | 1 2

B.coagulans ] 1 2
B.lentus ‘ 1 1 1 2
B licheniformis I 2 3
B.macerans 1 l 2
B.megaterium 1 1
B.mycoides 1 2 3
B.polymxa 1 . 1 1 3
B.sphaericus 1 1 1 3
B.stearothermophilus i 2 3
B.subtilis 2 1 3
TOPLAM 4 9 3 11 1 § a3

Cizelge 5.'den de gbrildigi gibi en fazla Bacillus izolasyonu Burdur ybresinden gelen ¢ig sitlerden ger-
ceklestiriimistir. Burdur bélgesinden gelen ¢ig sitlerden en gok izole edilen Bacillus tirleri dnemli gida patojeneri
olan B.cereus, B.licheniformis ve B.subltifis tiirleridir. [kinci dnemli izolasyon bélgesi Ankara bolgesidir. Ankara bd!-
gesiden de gida patojeni olan B.cereus tiri izole edilmistir. Bunun diginda bu bolgede B.brevis ve B. mycoides
tureri de fazla oranda izole edi!hi§tir. En az Bacillus izolasyonu Denizli bolgesinden gelen ¢i§ sit drneklerinden
izole edilmistir. '

Gig stit dmeklerinden izole edilerek adlandinlan Bacillusiann beta-laktamaz enzim aktiviteleri Kromojenik
Sefalosporin Test (Nitrosefin) yontemi ile gahgilarak degerendiriimigtir (Cizelge 6}).

Cizelge 6. Kromojenik Sefalosporin Test (Nitrosefin) Yontemi ile Beta Laktamaz Enzim

Varh Pozitif ve Negatif Butunan Bacilfus Tiirleri Sayis1 Ve Dagiimlart Gizelge 6'dan da gbrildi-

g gibi beta-laktamaz enzim var-

Bacillus tiileri Nitrosefin Test Yt?n%emi ile hklarr  Kromojenik Sefalosporin

Beta-Laktamaz Tayini Yaplan

pozitif Bacillus sayis1 negatif Bacillus sayist Test (Nitrosefin) yontemiyle ¢ahsi-

Bacillus lentus . > lan 33 Bacillus susunun 10'unda

Bacillus circulans ~ 3 beta-laktamaz enzim varhd pozitif

Bacillus subtilis z 3 ve 23Unde de beta-laktamaz en-

Bacillus macerans - 2 zim varhj negatif olarak tesbit

Bacillus cereus - 3 ediimistir. Beta-laktamaz enzim

Bacillus coagulans - 2 varigr pozitif olarak tespit edilen

Bacillus lickeniformis - 3 10  Bacifusun; 2ser tanesi

B “c‘i"”s Sphaericus - 3 B.brevis, B.lenius, B.mycoides,

gzzgt;j ';Z‘::mum I ; ~ ! 3 tanesi B.polymxa ve 1 t.'vanesi d?

Bacillus mycoides ; 5 ~ i B. megaterium olarak degerlendi-

Bacillus polymxa + 3 filmigtir,

Bacillus stearothermophilus - 3
TOPLAM 10 23
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Beta-laktamaz enzim varligi pozitif olarak degeriendirilen Baciflus'lar Kromojenik Sefalosporin Test (Nitro-
sefin) yontemine ilave olarak penisilin-G antibiyotigi ile de test edilerek dogrulanmigtir .Sonugta beta-laktamaz po-
zitif bulunan Bacillus tlrlerinin penisilin-G antibiyotifine kargi %100 direngli olduklan tespit edilmistir. Beta-
laktamaz enzim varh@ pozitit ve negatif olarak degerfendirilen Bacius tirlerinin imipenem ve ampisilin antibiyotik-
lerine karsi hassasiyet ve direnglilikleri Sekil 2 ve Sekil 3'de veriimistir.

Cimp.
O Amp.
a:Bacillus lentus-1 b:Bacillus lentus-11 c:Bacillus megaterium  d:Bacillus polvmxa-I
¢:Bacillus polvmxa-ll - Bacillus polvmxa-Ill  g:Bacillus mycoides-1 h:Baciltus mycoides-I1

k:Bacillus brevis-I 1:Bacillus brevis-11

Sekil 2. Beta-laktamaz enzim varlfz pozitif olarak degerlendirilen Bacillus tivlerinin imipenem ve Ampisilin antibivotiklerine
kargt hassasiyet ve direnglilikleri

mlmp'.:‘
g Amp.
| K h g f e d c b a
a:Bacillus brevis-111 b:Bacillus cereus c:Bacillus circulans d:Bagcillus coagulans
¢:Bacilus tichenilormis [Bacillus maccrans  g:Bacillus mycoides-[1  h:Bacitlus sphacricus

K:Bacillus stearothermophilus - 1:Baciltus subtilis

$ekil 3. Beta-laktamaz enzim varhg negatif olarak degerlendirilen Bacillus tiirlerinin Imipenem ve Ampisilin antibiyotiklering
karsgi hassasiyet ve direnclilikleri

Beta-laktamaz enzim aktivitesi pozitif ve negatif olan Baciliuslar daha sonra imipenem ve ampisilin antibi-
yotiklering kargi duyarliliklar arastinlmigtir. Bu amagla Bacilluslann antibiyotikler Gzerine duyarhliklarinin tespi-
tinde Kirby-Bauer disk difizyon yonterni kullanilarak degerlendirmeler yapilmistir. Bu dederlendirme sonucunda
beta-laktamaz enzimi pozitif olarak degertendirilen tim Bacillus thrlerinin imipenem antibiyotidine karsl %100 has-
sasiyel gosterdikleri tespit edilmigtir. Beta-laktamaz pozitif Bacilluslarin ampisilin antibiyotigine karst %100 direng-
lilik gdsterdikleri tespit edilmigtir. Beta-laktamaz enzim aklivitesi negatif olarak dederlendirilen Baciilus tirlerinin
tamanin imipenem antibiyotiklerine kargi %100 hassasiyet gosterdikleri tespit edilmistir. Ampisilin antibiyotigine
kars! ise B.brevis-ill, B. coagutans, B.licheniformis, B.macerans ve B.stearothermophilus tirlerinin direngli oldukla-
rt tespit edilmigtir. Geriye kalan diger beta-laktamaz negatif Bacillus tlierinin timi apsifin antibiyotigine kargi has-
sasiyetler tespit edilmistir.
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SONUG VE ONERILER

Bacillustann sentezledikleri beta-laktamaz gibi Klinik agidan énemli enzimleri de bulunmaktadir. Bu enzim,
sentezlendigi balteriye gok yonll direng kazandirmaktadir. Beta-laktamaz enzimi, beta-laktam antibiyofiklerini
inhibe eden enzimlerdir. Beta-laktamaz enzimi taglyan bakterilerin sit ve st drinlerinde bulunmalan nedeniyle
halk saghdim olumsuz yénde etkileyebilmektedirler. Aragtirmamizda bitin bu distncelerden yola gikarak ¢ig
sitlerdeki Bacilfus tlrlerinin izolasyonu, adiandinimalar ve Bacillus tirlerinin beta-laktamaz enzim aktivitelerinin
dederlendiriimesi amaglanmigtir.

KALOGRIDOU ve ark. (1992) yapmis olduklan galismalarinda, eksimis stierden 40 Bacifius sugu izole
edilmigti. Izole edilen Bacilluslardan 159 B.coaguins, 10'u B.licheniformis ve 5er tane olmak Uzere
B.stearothermophilus, B.macerans ve B.sublifistir,

RANGASAMY ve ark. (1893) galigmalaninda Victorian'dan aldiklan 24 ¢i§ siit 6meginden 9 Baciflus
cereus izolasyonu gergeklestirmigierdir.

Gabgilan 195 ¢ig sit dmedinden 33 Bacillus (%16,9) tirl izole edilmistir. Aragtirmamiza paralel olarak,
Shin ve arkadaglartnin 1993 yilindaki ¢aligmalarinda ¢ig sit érmekderinden %15,5 oraninda Bacillus izole edilmig-
tir. Her iki galigmada da elde edilen izolasyon ylizdeleri arasinda bir birine yakin degerler gdzlenmistir,

Caligmamizda izole edilen 13 Bacillus tirll arasinda, sitlerde bozulmalara neden olan ve ayrica insan
saghgim tehdit eden Bacillus tirleri de elde ediimigtir. Buna gére aragtirmamizda en siklikla B.brevis, B.cereus,
B.licheniformis, B.mycoides, B.polymxa, B.sphaericus ve B.stearothermophilus turleri izole edilmigtir.
B.megaterium tirll ise ¢ig sitlerden gok az sayida izole edilebilmistir (Cizelge 1).

MEER ve ark., (1993) galigmalarinda Oregan Grade ¢if siit éreklerinden 102 Bacillus lzolasyonu gergek-
legtirmiglerdir. Bu izolatlardan 12 farkh Baciflus turii izole edilmistir. Bu tirler iginde en fazla B ficheniformis (918},
en az oranda da B.faterosporus (%2) tirl) tespit izole edilmistir. Bu tirler iginde en fazla B.ficheniformis (%18), en
az oranda da B./aterosporus (%2) trG tespit edilmigtir. Bizim arastirmarnizda da 13 farkh Bagillus tlr(i izole edil-
mistir. Bu tirler iginde en fazla 3 B.brevis (%9), 3 B.cereus (%9), 3 B.licheniformis (%9), 3 B.mycoides (%9), 3
B.polymxa (%9), 3 B.sphaericus(%9), 3 B.sublilis (9), 3 B.stearothermophilus(%9), 2 B.circulans (%6), 2
B.coagulans (%6), 2 B.lentus (%6), 2 B.macerans (%6) tirleri ve en az oranda da 1 B.megaterium (%3) tiri
izole ediimigtir. MEER ve ark. caligmasinda 12 farkli Baciffus tir( izole edilirken bizim ¢aligmamizda da 13 farkli
Bacillus turii izole edilmigtir. Bacillus izolat sayimiz birbiriyle yakinlik gdstermektedir. Aragtirmacilann yapmis ol-
duklan caligmada en fazla oranda B.licheniformis (%18) tirl izole edilmigtir. Bizim galigmamizda da
B.licheniformis (%9} tlri en fazla izole edilen trler arasinda yer almaktadir. Fakat galismamizda B.laterosporus
tlirl izole editememigtir. Sonuglarimiz birbirini desteklemektedir.

Aragtirmamrzda B.brevis, B.cereus, B.circulans, B.licheniformis, B.mycoides, B.polymxa, B.sphaeticus ve
B.stearothermophilus tirleri en fazla izole edilen tirlerdir. Ancak VASSILIADOU ve ark. (1989) yiinda st Oriinle-
rinden B.stearothermophilus tlrlinden 1 tane izole etmiglerdir. Diger izole edilen Baciflus tirleri ise bizim galisma-
mizda izole edilen tiirler arasinda olup B.coagulans, B.licheniformis, B.subtilis, B.macerans ve B.cereus torleridir.

URAZ ve ark. {1996) yapmms olduklart galigmalarinda, ¢esitli siit igletmelerinden sagianan ¢ig s, pastéri-
ze siit ve beyaz peynir émeklerinden toplam 72 Bacillus izole etmiglerdir. izolasyonlan gergeklestirilen Baciffus
tirleri arasinda, B.cereus, B.lentus, B.brevis B.firmus, B. thuringiensis, B.polymxa, B.circulans, B.pumilis,
B.megaterium, B.sphaericus, B.anthracis ve B.macerans trleri bulunmaktadr. Bizim ¢alismamizda da B.cereus,
B.lentus, B.brevis, B.polymxa, B.circulans, B.megaterium, B.sphaericus ve B.macerans tineri izolasyonunu ger-
¢eklestirdigimiz  Bacilfus torleri arasindadir. Fakat caligmamizda B.firmus, B.thuringiensis, B.pumilis ve
B.anthracis tirleri izole edilememistir. Sonuglanmiz birbirini desteklemektedir.

Cig siitlerde bulunan Bacillus tirlerinin bazilan patojen olarak kabul edilitler. Caligmamizda izele ettigimiz
B.cereus tirli de insanlarda bezin zehirlenmesine sebep olmaktadir.

~ Aragtirmamizda izolasyonunu gergeklestirdigimiz tiler arasinda olan Bacillus subtilisin gbze bulagmasi
sonucunda panoftalmi ve iridosiklit gibi gdz yanginlan meydana gelmelkedir. B.sublilis siit, sit triinleri ve ekmek
gibi bazi besin maddelerinin bozulmasina sebep oldugu gibi, insanda besin zehirlenmesine de yol agabilmektedir.
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Aynca calismamizda izolasyonlarini gergeklestirdigimiz B.ficheniformis, B. brev is ve B.megaterium tirleri de
diyare ve emetik tipteki besin zehilenmesine sebep olan Bacillus tirleti arasindadir. B.sphaericus tiril de izole et-
tigimiz patojen Bacillus tirleri arasinda yer aimaktaditr. '

St ve sit Uriinlerinde bulunan Bacillus trletinin bazilart patojen olabildikleri dlglde, sentezledikleri beta-
laktamaz enzimleri ile siitiin yapisinin bozulmasina sebep olur. Bu nedenden dolay! siit ve siit trinlerinde beta-
lakiamaz enzimlerinin bulunmasi siitlerin bozulmasina ve ekonomik agidan kayiplara sebep olmaktadir.

Arastirmamizda ¢ig sGtlerden Baciflus izolasyonunu gergeklestirmek amaciyla dncelikle Glukoz agar kulla-
nilmigtir. Ancak ¢ig stit dmeklerinin ilk ekimleri igin PCA besiyerleri kullaniimigtir. Buradan giipheli koloniler giukoz
agara yeniden ekilmigtir. Bu besiyerinde Ureyen bakterilerin yeniden biyogimileri yapilarak adlandirimiglard.
Garcia ve arkadaglan 1993 yiindaki galigmalannda ¢ig siitlerde PCA besiyerine ekim yaparak bizim aragtirma-
mizda izole ettigimiz B.megaterium ve B.subtilis thrletini izole etmiglerdir.

Beta-laktamaz enzimi, Bacillus tlrlerinin sentezledigi pek gok enzim arasinda yer aimaktadir. Baciflus tirle-
rinin sentezledigi enzimler olan, proteinaz ve beta-lakiamaz enzimleri, s(t ve s(t Urlinlerinde kalite ve tat bozukluk-
larina sebep olmaktadir. Stit ve st Grlinlerinin bozulmasina neden olan bu enzimler, ayni zamanda Bacillus'iarda
antibiyotiklere karsi direng kazanmasinda rol almaktadir. Siitiin insanlar tarafindan bol miktarda tiiketiimesiyie,

_slite bulunan Bacillus'lar insan organizmasina koylaca gegerek insan saghgini etkileyebilmektedir.

Calismamiz sonucunda beta-laktamaz pozitif olarak degerlendirilen 10 Bacillus tlr tespit edilmigtir. Beta-
laktamaz pozitif olarak tespit edilen Bacillus tlrleri, Bacillus lentus-l, Bacillus megaterium, Bacillus lentus-1l,
Bacillus brevis-1, Bacillus brevis-li, Bacillus mycoides-I, Bacillus mycoides-il, Bacillus polymxa-1 Baciflus polymxa-if
ve Bacillus polymxa-iif t0rleridir. '

Baker 1992 yilinda yapmig cldugu caligmasinda Kromojenik Sefalosporin Test Yéntemini kullanarak Bacil-
{uslann beta-laktamaz enzim aktivitesini aragtirmiglardir. Aragtirma sonucunda Bacillis subtilis ve Bacillus cere-
usun extracellular beta-laktamaz enzimlerini sentezledidini tespit etmiglerdir. Bizim ¢aligmanmizda da bu aragtirma-
cidan farkh olarak B.cereus ve B.subtilis tireri her iki test ydntemiyle de betalaktamaz negatif olarak tespit edilmigtir.

TUMBULL ve KRAMER (1991) yilindaki ¢alismalannda, B.cereus ve B.thuringiensis suglarmin beta-
laktamaz enzimi sentezledtigini tespit stmiglerdir. Ayrca aragtirmalaninda bu susglarin hepsinin penisilin antibiyoti-
gine kargl direngli oldugunu tespit etmiglerdir. Bizim ¢aligmamizda B.cereus tirli beta-laktamaz negatif olarak
tespit ediimigtir. Beta-laktamaz pozitif olarak degeriendirilen Bacilius izolatlarmizin hepsinin penisilin antibiyo-
tigine karg: direngli oldugu bulunmusgtur,

URAZ ve ark. (1997) yaptiklan galigmada, beta-laktamaz aenzim aktivitesi pozitif ve negatif olarak bulu-
nan Bacilfus tlrlerinin imipenem antibiyotigine kargl hassasiyetlerini aragtinmiglardir. Caligmalarinda, beta-
laktamaz pozitif ve negatif Bacilius tiirlerinin imipenem antibiyotifine kargi %100 hassas olduklan bulunmugtur. Bi-
zim calismamizda da beta-laktamaz enzim aktivitesi pozitif ve negatif olarak tesbit edilen Bacillus tirlerinin imipe-
nem antibiyotifline karg! hassasiyetleri tesbit edilmistir. Galigma sonuglarimiz birbirini desteklemektedir.

Sonug olarak ¢if sGtlerde bulunabilen 1siya dayanikli, sporlu balkteriler olan Baciffuslann enzim aktiviteleri-
nin varlid gosterilmigtir. Ayni zamanda izole ettiimiz tirler arasinda besin zehirlenmesine sebep olan B.cereus,
B.licheniformis ve B.lentus tiirierinin bulunmasi da bu bakterilerin ¢ig sttlerde bulunma sikhginin énemini ortaya
gikarmaktadir.
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