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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BACILLUS CEREUS’UN SAFLASTIRILMASI, MIKROBIYOLOIJIK VE
BiYOKIMYASAL OZELLIKLERININ INCELENMESI

DUYGU TURAN

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. C. Cem ERGUL
ikinci Damisman: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Bu calismada, Bacillus tiirlerinin baharatlardaki ve topraktaki varligimin belirlenmesi,
mikrobiyolojik ve biyokimyasal ozelliklerinin incelenmesi amaciyla marketlerde
ambalajli olarak satilan farkli markalardan alinan Piper nigrum (karabiber), Capsicum
annuum (tathi-act kirmizi biber), Zingiber officinale (zencefil), Cuminum cyminum
(kimyon), Ocimum basilicum (feslegen), Thymus vulgaris (kekik), Salvia officinalis
(adagay1), Mentha piperita (nane), Origanum majorona (mercankosk), Laurus nobilis
(defne), karisik pizza baharati ve hazir halde bulunan toprak preparati incelenmistir.
Baharat orneklerinin petrilere ekimi sonucunda petrilerde bazi Bacillus tiirleri
gozlenmistir. Petrilerde yaygin olarak B. cereus kolonilerinin gézlenmesinin yanisira
sar1 renkli, parlak ve sulu koloniler kaydedilmistir. B. cereus’un yanisira diger Bacillus
tirlerinin de toksisitelerini belirlemek amaciyla farkli bir materyal olarak hazir toprak
preparatlar1 incelenmistir. incelenen toprak preparatlarindan hazir olarak temin edilen
DNA solusyonlarinda toksisiteye neden olan genlerin varlig1 arastirilmistir. B. cereus ve
B. thuringiensis’den izole edildigi bilinen ve Bialystok Universitesi Mikrobiyoloji
laboratuarina hazir olarak getirilerek kullanilan DNA soliisyonlarinda Hbl, Nhe ve Cry
genlerinin varliginin olup olmadig1 saptanmistir.

Anahtar Kelimeler:B. cereus, gida analizi, bakteri izolasyonu, baharat, kontaminasyon,
gida zehirlenmesi

2016, viii + 37 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF BACILLUS CEREUS; PURIFICATION, MICROBIOLOGICAL
AND BIOCHEMICAL PROPERTIES

DUYGU TURAN

Uludag University
Science Institute
Department of Biology

Supervisor: Assoc.Dr. C.Cem ERGUL
Second Supervisor: Prof.Dr. Sezai TURKEL

In this study, in order to determine the presence of Bacillus types in some spices and
soil, sold as packaged in the market from different brands Piper nigrum (black pepper),
Capsicum annuum (sweet and hot red pepper), Zingiber officinale (ginger), Cuminum
cyminum (cumin), Ocimum basilicum (basil), Thymus wvulgaris (thyme), Salvia
officinalis (sage), Mentha piperita (mint), Origanum Majorona (marjoram), Laurus
nobilis (bay), mixed pizza spices and ready soil preparation were examined. In the
result, in the spices that were planted in the petries were obtained some Bacillus species.
Widely, Bacillus cereus was observed. Besides of these colonies, yellow-colored, bright
and wet colonies were recorded. As a different material, prepared soil sample was used
for determine the toxicity of B. cereus and other Bacillus species. In ready DNA
solutions that were obtained from the soil samples were examined, the presence of the
genes which causes to toxicicity were researched. The presence of Hbl, Nhe and Cry
genes was observed in these ready DNA solutions.

Key Words: B.cereus, food analyze, bacteri izolation, spice, contamination, food
poisoning.
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1. GIRIS

Gida kaynakli salginlarin bazi sanayilesmis iilkelerde hayvansal orjinli besinlerdeki
geleneksel  problemlerle  birlikte yeniden yiikselise gectigi  goriilmektedir.
Mikroorganizmalarin degisen karakterleriyle, degisen iiretim metodlariyla, ekolojik
degisimlerle ve artan kiiresel ticaret sebebiyle yeni risklerle karsilasilmaktadir. Besin
zincirimiz ~ ve  mikroorganizmalarin  dogast  nedeniyle gida  gilivenligini
saglamakiginkiiresel capta cesitli tedbirler almak gerekmektedir(Havelaar ve ark.,
2010).

Bacillus genusu genellikle gram pozitif ve aerob spor olusturan bakteri tiirlerini igerir
(Logan ve ark., 2011). Bu genustaki genis fenotipik ¢esitlilik ve tiirlerin ekolojik orjini
Bacillus taksonomisini zorlastirmistir.Ornegin; Bacillus cereus grubu B. cereus, B.
thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides ve B. weihenstephanensis
olmak tlizere 6 tirden olusmustur (Maughan ve ark.,, 2011). Taksonomik
simiflandirmadaki zorluklara ragmen bir grup oOzel Bacillus tiirii endistriyel
uygulamalarda kullanilir. Buna ek olarak, iki Bacillus tiirii insanlar1 kotii olarak etkiler:
B. cereusveB. anthracis gida zehirlenmelerine sebep olan ajanlardir. Bacillus
licheniformis, Bacillus subtilis, and Bacillus pumilus cinslerini igeren diger bir Bacillus
grubu gida kaynakli hastaliklara neden olurlar (From ve ark., 2007; Logan, 2012;
Salkinoja-Salonen ve ark., 1999).

Bacillus cinsleri toprak, su ve ¢esitli gidalarda bulunurlar. Bacillusanthracis insan ve
hayvanlarda sarbon hastaligina neden olur. B. thuringiensis, B. larvae, B. lentimorbus,
B. popilliae ve B. sphaericusbiyolojik olarak bocek kontroliinde kullanilmaktadir. B.
cereus 'un bazi suslari ise insanlarda gida zehirlenmesine neden olur.

B. cereus gidalarda yaygin olarak bulunur. Bu organizma gida zehirlenmelerinde genis
bir sekilde tamimlanmistir (Kramer ve Gilbert, 1992; Stenfors ve ark., 2008).Bulanti,
kusma vs. sebep olurlar (Stenfors ve ark., 2008). Ishal tipi gida zehirlenmesinde,
zehirlenmeye enterotoksinler sebep olur (Beecher ve ark.Lund ve ark.1997). Bu
enterotoksinler vejetatif biiyiime boyunca ince bagirsaklarda diretilir (Granum ve
ark.,1994).Ishal ve kusma tip gida zehirlenmeleri de genellikle gidalarda 1s1l islem
gerektirir, hayatta kalan sporlarda zehirlenmeye yol agar. Isil islem spor gelisimine ve
rekabet¢i floranin yoksunluguna sebep olmaktadir (Kramer ve ark., 1989).B.
cereus ‘untoksik etkisi hemolysin BL (HBL) ve non-hemolytic enterotoxin (NHE)



protein komplekslerinden (Guinebretiere ve ark., 2002) ve tek proteinler olan entFM
(enterotoksin FM), cytK (sitolisin K) ve bceT (B. cereus enterotoxin), fosfotidilinositol
spesifik fosfolipaz (PI-PLC), enterotoksin S (EntS), sfingomiyelinaz (SMase),
cereolysin O (Clo), InhA1, NprA ve Hlyll den kaynaklanmaktadir (Kramer ve Gilbert,
1992, Fagerlund ve ark., 2004, Stenfors Arnesen ve ark., 2008). Epitel hiicrelerinin
adhezyon ve invazyon Ozellikleri de B. cereus strainlerinin toksik etkisinin ortaya
¢ikmasinda 6nemli rol oynarlar (Minnaard ve ark., 2004, 2007, 2013).

B. cereus kusma ve ishal olmak iizere iki tiir zehirlenmeye sebep olan toksinler iiretir.
Emetik toksinler kusmaya sebep olurken enterotoksinler ise ishale sebep olmaktadir
(Agata ve ark.,1994,1995). Dort amino asidin ii¢ tekrar yapmasiyla olusan emetik
toksinler ‘cerelid’ olarak adlandirilir ve formulasyonu soyledir: [D-O-Leu-D-Ala-L-O-
Val-L-Val]s. Bu yap1 dodecadepsipeptit olup molekiiler agirhigr 1.2 kDa dur. Ayrica
kimyasal olarak potasyum iyonofor valinomisin’e yakindir. Emetik toksinler 1siya, Ph’a
ve proteolizise karsi direncglidir.B. cereus gida zehirlenmesine sebep olanhemolizin
(HBL), nonhemolitik enterotoksin (NHE) ve sitotoksin K (CytK) olmak {lizereii¢ farkli
enterotoksin tiretir (Granum, P. E. 2001). Hbl ve Nhe ‘in her ikisi de {i¢ bilesen
icerirken CytK tek bir bilesen icerir (Beecher ve ark. 1991, 1994).

B. cereus’abenzer olan Bacillus thuringiensis’in de enterotoksin tirettigi kaydedilmistir
(Jackson ve ark.,1995) ve goniillii insan deneklerinde gida zehirlenmesine sebep oldugu
ortaya ¢ikmistir (Granum ve ark.,1996).Bacillus thuringiensis (Bt) tipik olarak aerobik
ve gram pozitif bir bakteridir. Baz1 bocekler i¢in toksik olan parasporal kristal
proteinleri tretirler (Lecadet ve ark., 1999). Sporulasyon boyunca Bt ,cry ve cyt genleri
tarafindan kodlanan, cry ve cyt insektisidal kristal proteinlerini tiretir (Bechtel ve Bulla,
1976). Cry toksinleri aminosit sekans homolojilerine gore temmuz 2009 a kadar 59
familya (Cry 1- Cry 59) olarak smiflandirilmistir. Ilk islevleri orta barsaktaki hedef
membrana ve porlara girerek epitel hiicreleri par¢alamaktir. Bu protein grubu arasinda
3-Domain Cry ailesi bocek pestisit olarak kullanilmaktadir (Bravo ve ark.,
2007).Bacillus thuringiensis sik rastlanan spor olusturan bir bakteridir (Swiecicka ve
ark., 2008) ve diinya capinda zirai pestisitlerin kontroliinde ve insan hastaliklar
vektorlerini  kontrol etmekte kullanilir (Swiecicka ve ark., 2011). Bu tiirlerin

patojeniteleri d-endotoksinler ya da kristal toksin (Cry) olarak bilinen yiiksek oranda



larvisidal proteinlerinden olusan kristallerden kaynaklanmaktadir. Bu proteinler spor
olusumu siiresince sentezlenir. (Swiecicka ve ark., 2011).

Cry proteinlerinin ¢esitliligi ve suslarinin ekolojisi iyi bilinmekle birlikte, vejetatif
insektisidal proteinler gibi diger entemosidal toksinler vejetatif biiylime boyunca
sentezlenir (Schnepf ve ark. 1998; Swiecicka ve ark., 2008; Crickmore 2010, Estruch ve
ark., 1996).

Bacillus cereus suslari patojenik yonden onemli olan birgok farkli enzim ve toksin
salgilar. HBL ve NHE gida zehirlenmesine neden olan ii¢ enterotoksin igerir (Beecher
ve ark., 1995, Granum ve ark., 2001). Bunlar: HBL A, HBL C, HBL D ve NHE A,
NHE B ve NHE C’dir. HBL enterotoksin kompleksi baglayici bilesenlerden (B) ve iki
litik (L1 ve L2) bilesenden olusur. Uc bilesende maksimum aktivite icin gecerlidir.
Diger bir enterotoksin olan NHE ise non-hemolitiktir ve HBL enterotoksin kompleksi
ile benzerliklere sahiptir (Kotiranta ve ark., 2000).

Bu calismada gida katkisi ve lezzet verici olarak siklikla kullanilan baharatlarda ve
fizikokimyasal kirlenme etkisinde kalmis toprak Orneklerinde tespit edilen,gidalarda
bozulma ve gida zehirlenmelerine sebep olan,Bacillus suslarinin izole edilmesi,

tanimlanmasi ve toksikolojik olarak incelenmesi amaglanmustir.

2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. BacillusTiirlerinin Genel Ozellikleri

Bacillus adi, 1872 yilinda Ferdinand Cohn tarafindan ilk defa kullanilmistir (Lin 1997).
Bacillaceae familyasma dahil olup, gram pozitif, acrobik veya fakiiltatif anaerobik, spor
olusturan, c¢ubuk seklinde bakterilerdir. Cogunlukla mezofilik olmakla birlikte
psikrotrof ve termofilik tiirleri de vardir (Con ve Gokalp 1997). Endospor olustururlar.
Vejetatif hiicreler 0,5x1,2 um ile 2,5x10 um c¢apindadir. Bacillus cinsinin koloni
morfolojisi ¢esitlilik gosterir. Bacillus'larda, endosporun hiicre igindeki yeri farklidir.
Spor, hiicre merkezinde veya ucta, ayrica, vejetatif hiicreden daha dar olabildigi gibi,
daha genis de olabilir. Sekerleri fermente ederler ve sonugta gaz olusumu goriilmeksizin
asit Uretirler. Proteinleri ise, amonyak olusturarak pargalarlar ve bdylece kokusmaya
neden olurlar. DNA'larindaki G+C mol oran1 %32-62'dir (Con ve Gokalp 1997). Biitiin
tiirleri Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve Kanli Agar gibi

besiyerlerinde oldukca iyi tirer. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve alkol



iceren; nitrojen kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda c¢ok iyi
gelisirler (Kaynar ve Beyatli 2006).

B. cereus mannitol negatif oldugu igin, MYP Agar besiyerinde pembe
kolonilerolustururken, lesitinaz aktivitesi nedeni ile de koloni, etrafinda presipitasyon
(¢cokelme) halkasi olusumuna neden olur. Ancak bu besiyerinde bazi dezavantajlar da
vardir. Incelenecek gida maddesinde mannitolii fermente ederek asit olusturabilen farkli
mikroorganizma gruplar1 mevcut ise, B. cereus kolonilerinin karakteristik pembe
renkleri azalir veya tamamiyla kaybolur. Bazi Bacillus tiirleri, ¢cok az lesitinaz iiretir
veya hi¢ {iretmezler. Bu tiirlere ait kolonilerin etrafinda presipitasyon halkasi
gdzlenmez. Identifikasyon igin her bir MYP Agar besiyerinden B. cereus oldugu tahmin
edilen 5 veya daha fazla sayida pembe renkli, lesitinaz pozitif koloni segilir. Petri
kutusundaki 20 koloni sayisi 5 adetten az ise, bulunan muhtemel kolonilerin tamami
alinir. Koloniler ¢ok sayida ve yigin halinde olup tek koloni se¢imi miimkiin degilse,
MYP Agar besiyerinde bulunan 5 siipheli koloniden tek koloni diisiirebilmek i¢in siirme
yapilarak 30 °C'de 18— 24 saat inkiibasyona birakilir ve ardindan muhtemel koloniler
secilir (Kaleli ve Ozkaya 2000).

Bacillus tiirlerinin tanimlanmasi ve tiirler arasindaki farkliliklarin belirlenmesi igin spor
ve sporangium morfolojileri temel alinmigtir. Buna gore Bacillus tiirleri 3 grupta
toplanmistir (Kalayli ve Beyatli 2006). Birinci grup Bacillus tiirleri kendi i¢lerinde A ve
B olmak tizere ikiye ayrilir. Her iki grupta gram pozitif olup sporlar elips veya silindirik
sekilli, santral veya terminal konumludur. A grubu ve B grubu arasindaki fark ise A alt
grubunda hiicre genisligi 1 pm'den kiigiik, B alt grubunda ise 1 um'den biiyiiktiir. A alt
grubuna Ornek olarak B. cereus, B. megaterium, B alt grubuna 6rnek olarak ise B.
licheniformis, B. subtilis, B. pumilus, B. firmus ve B. coagulans verilebilir. Ikinci grupta
yer alan Bacillus tiirlerinde sporlar elips, santral ve terminaldir. Bu grupta yer alan
tirlere 6rnek olarak B. polymyxa, B. macerans, B. circulans, B. stearothermophilus, B.
alvei, B. laterosporus ve B. brevis verilebilir. Ugiincii grupta yer alan Bacillus tiirlerinde
de sporlar kiiresel, subterminal ve terminal konumludur. B. sphaericus bu gruba
Ornektir.

Geobacilluslar ¢ubuk seklinde, anaerob veya fakiiltatif anaerobik ve endospor

olusturabilen bakterilerdir. Susa bagli olarak, ortalama biiyiime sicaklig1 en az 35 °C en



fazla ise 80 °C ‘dir. Fakat cogu izolatlar1 i¢in 45- 70 °C arasi sicakliklar gereklidir
(Nazina ve ark,2001).

2.2. Bacillus cereus’un Genel Ozellikleri

Bacillus cereus 1 x 3-4 um, biiyiik, gram pozitif, ¢ubuk sekilli, endospor olusturabilen
fakiiltatif acrobik bir bakteridir(Vilain ve ark.,2006). Basarili bir sekilde ilk olarak 1969
yilinda 6liimciil penomoniye yakalanmis erkek bir hastadan izole edilmis ve kanda ve
plevral sivida kiiltiire alimmistir (Hoffmaster ve ark., 2006)Bacillus cereusdairesel bir
kromozoma sahiptir. Genom yapisinda 5481 gen, 5234 protein kodu, 147 yapisal RNA
ve 5,366 RNA operonu bulunmaktadir (Anonim, 2007).

Bacillaceae familyasinin Bacillus cinsine ait bir bakteri olan Bacillus cereus, toprak
vebitki Ortlisli lizerinde yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Santral veya subterminal
yapida, elipsoidal sporlara sahip olan bakteri, peritrik flagellalari sayesinde hareketli ve
aerobiktir. Optimum gelisme sicakligl, suslara gore 28-35 °C arasinda degismekle
birlikte genellikle 30 °C 'dir. En yiiksek iireme sicaklign yine suslara gore 37—
48°Carasinda degisir. En diisiik iireme sicakligi da susa bagli olarak 10-18°C
arasindadir. Bazi kaynaklarda en diisiik sicaklik 4-5°C, en yiiksek sicaklik ise 50°C
olarak verilmektedir. Spor germinasyonu igin gereken optimum sicaklik 30 °C,
minimum -1°C ve maksimum 59 °C'dir. Gelisebildigi pH aralig: 4,9-9,3 olup optimum
7,0dir. Bacilluscereus; lesitinaz, jelatinaz, proteaz ve amilaz aktivitesine sahip olup
nitrat rediiksiyonu pozitif ve polimiksine direnglidir. Cereus adini tahil anlamindaki

cereal'dan alir (Sekin ve Karagozlii, 1997).

2.3.Bacillus cereus’un Taksonomik Olarak Incelenmesi ve Patojenitesi

Bacillus cereus taksonomik olarak Bacillus genusuna aittir. B. cereus grubu alt1 farkli
tire sahiptir:  Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides,
Bacilluspseudomycoides, Bacillus weihenstephanensis ve Bacillus anthracis(Granum.,
2010).

Bacillus cereus suslar1 patojenik yonden onemli olan bir¢ok farkli enzim ve toksin
salgilar. HBL ve NHE gida zehirlenmesine neden olan {i¢ enterotoksin icerir. Bunlar:
HBL A, HBL C, HBL D ve NHE A, NHE B, NHE C ve sitotoksin K’dir (Beecher ve
ark., 1995, Granum ve ark., 1999).



B. cereus 'un ¢ok sayida almmast ile bireylerde gida zehirlenmesi goriilebilir. Ozellikle
B.cereus ile kontamine olmus gidalar pisirildikten sonra yeterince ve
hizlisogutulmadiklarinda veya gidalarin hazirlanmasi ile tliketimi arasindaki stire
uzadiginda, canli ve 1siya direngli olan sporlarin ¢imlenmesi sonucu mikroorganizma
cogalip, gida zehirlenmesine neden olabilecek diizeyde toksin olusturabilir. Gida
zehirlenmeleri, gidadaki bakteri sayis1 >10%g oldugunda ortaya ¢ikmaktadir (Sekin ve
Karagozlii 1997).

B. cereus zehirlenmesinde araci gidalar olarak, pismis piring, makarna, et, kiimes
hayvanlari, sebze yemekleri, c¢esitli c¢orbalar, pudingler, baharat ve soslar
sayilabilir.Ayrica toprak kokenli olmasi nedeniyle tarla ve bahge iiriinlerine rahatlikla
bulasabilen B. cereus, sporlu bir bakteri oldugu igin et ve siit tirtinlerinde de bulunabilir
(Kaleli ve Ozkaya, 2000).

2.4.Bacillus thuringiensis’in Genel Ozellikleri

Bacillus thuringiensis,Bacillus cereus kadar yaygin olup birgok fenotipik karakteri
bulunan spor formunda bir bakteridir. Bu karakterler hareket, nutrient gereksinimleri,
hemolitik aktivite ve ampicillin antibiyotigi direncliligidir. Sporulasyon boyunca ya da
biiylime dongiisiindeki durgun fazda Bacillus thuringiensis parasporal kristaller iiretir.
Bu bakterinin spesifik biyoaktivitesi bu kristallerin tiretimidir. Cry proteinleri olarak
bilinen  bu kristaller  polipeptid  formundadir. Cry proteinleri  bocekler
tizerindeentamopatojenik etki gosterirler (Feitelson ve ark., 1992, Schnepf ve ark.,1998,
Anonim 1999). Bu protein grubu arasinda 3-Domain Cry ailesi bocek kontroliinde genis
capl olarak kullanilmaktadir (Bravo ve ark., 2007).

Bacillus thuringiensis (Bt) tipik olarak aerobik ve gram pozitif bir bakteridir. Cry
toksinleri aminosit sekans homolojilerine gére temmuz 2009 a kadar 59 familya (Cry 1-

Cry 59) olarak siniflandirilmisti.

2.5. Bacillus thuringiensis’in Kullamm Alanlari

Yarim yiizyildan fazla siiren sentetik pestisit uygulamalar1 tarimsal direncin ortaya
¢ikmasina ve bu direncin hizli yayilmasma sebep olmustur. Bu yayilmayla insanda
hastaliga sebep olan ve g¢evreye zarar veren vektdr organizmalar ortaya ¢ikmistir. Bu

kimyasallarin dogada uzun silire kalma ve organizmalarin genis yelpazedeki



toksisitelerine uzun siire etki etmesi gibi bir¢ok 6zelligi ciddi sorunlar1 beraberinde
getirmigtir (Marrone ve ark., Van Frankenhuyzen, K., 1993). Tarim ve orman
zararlilariyla insanlarda hastaliga sebep olan vektorlerle miicadelede gevreyle dost bir
alternatif olarak goriilen Bacillus thuringiensis kullanilmistir (Lambert ve Peferoen
1992; Schnepf ve ark., 1998).Bacillus thuringiensis‘in trettigi insektisidal kristal
proteinleri son 30 yildir biopestisit olarak kullanilmaktadir. Ayrica bazi kristal
proteinlerin bitki genomu i¢inde bocek saldirilarina karsi yiiksek oranda koruma
direncine sahip oldugu bilinmektedir (Perlak ve ark., 1990; Vaeck ve ark., 1987).
Bacillus thuringiensis‘in mikrobiyal insektisit olarak kullanilmasi kimyasal kontrol

ajanlarina nazaran bir¢ok avantaj saglamistir (Feitelson ve ark., 1992).



Dihareal sendrom Emetik sendrom

Hastalik yapici doz 10°— 107 (total) 10°— 10°® (hiicre g™)

Toksin tiretimi Konagin ince bagirsaginda Hazir gidalarda

Toksin tipi Protein Siklik peptid

Inkiibasyon periyodu 8- 16 saat (nadiren > 24 saat) 0.5- 5 saat

Hastaligin devam siiresi  12- 24 saat (nadiren birkag giin) 6- 24 saat

Semptomlar Karin agrisi,sulu ishal,nadiren bulanti Bulant1,kusma,halsizlik
Gidalar Etiirinleri,corbalar,sebzeler,pudinglerKizartilmis ve pisirilmis hamur
isleri

Cizelge: 2.1.B. cereus’un yol actigr iki tip gida zehirlenmesinin karakteristik
ozellikleri(Granum ve ark., 1997)



Cizelge: 2.2.B. cereus’un iirettigi li¢ enterotoksinin karakteristik 6zellikleri(Granum ve
ark.,1997)

Enterotoxin HBL Enterotoksin NHE  Enterotoksin T

Birlesen sayis1 3 3 1

Aktif komponentlerin boyutlar1 (s)

L, 46 kDa 45 kDa 41 kDa

L1 38 kDa 39 kDa

B 37 kDa 105 kDa

Hemolitik Var Yok Yok

Test hiicrelerindeki toksisite80 ng 70 ng Belirlenmedi
Gida zehirlenmesi goriilebilme Var Var Yok
Klonlanmis ve dizilenmis  Var Yok Var




Cizelge: 2.3.B. cereus, B. thuringiensis’in tanimlanmasinda kullanilan karakteristik
ozellikler (Vilas ve ark., 2007)

B. cereus B. thuringiensis

Anaerobik biiylime  + +
Katalaz aktivitesi + +

Sitrat kullanimi1 + +
Kazein hidrolizi + +
Nitrat indirgeme + +

Voges- Proskauer (VP) reaksiyonu+ +
VP medyumundaki PH <6+ +

% 7’lik NaCl i¢inde biiylime + +
60 °C de bilyime - -

Glikoz asidi + 4

Glikoz asidi+ gazi - -

8 fazinda pargcalanma - -

Hareket ++

Kan agarda parcalanma +4
B-laktam antibiyotigine direnclilik+ +"
Glutamil-polipeptid kapsiil- -
Parasporal gévde - +

Not: -,negatif; +,pozitif. *: %95°ten fazla sus.
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2.6.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), DNA replikasyonunun taklit edilmesi olarak kisaca
tanimlanir. Bu islemin tiip icerisinde hizli bir sekilde ard arda olarak tekrarlanmasiyla
baslangi¢ DNA miktariin milyon kat artirilmasi s6z konusudur.

PZR’da yer alan bilesenler; amplifiye (¢cogaltilacak) hedef DNA dizisini igeren kalip
DNA, amplifiye edilecek kalip DNA’nin komplementeri olacak sekilde segilmis
yaklagik 20 bazlik sentetik kisa tek zincirli DNA molekiilleri oligoniikleotid primerler,
termostabil karakterli Tag DNA polimeraz, enzimidir. Taqg DNA polimerazin gorevi
DNA molekiillerinin  komplementerleriyle eslenmesine yardimct olup onlarin
cogaltilmasim saglamaktir. Islemin baslamasi igin kisa DNA dizilerine ihtiya¢ vardir.
Bunun iginde primerler kullanilir. dNTP’ler (ATP,GTP,TTP,CTP) Taq DNA
polimerazin substratlaridir. Primerler ile baslatilan ¢ift sarmal olusumu hedef zincirin
DNA polimeraz tarafindan dNTP'leri kullanilarak uzatilmasiyla devam eder. Mg+2
iyonu da islemde kofaktor olarak o6nemlidir. Konsantrasyonu belli oranlarda (her
primeri¢in farkli) olmalidir. Konsantrasyonu asir1 olursa hatali eslesmeler olur. Az
olursa da yeterli miktarda eslesme olmaz PZR isleminde hedef DNA’nin ¢ogaltilmasi
20-40 dongii arasinda gergeklesir. Her dongii farkli sicakliklardan olusan 3 boliim igerir.
Bunlar; denatiirasyon, kalip DNA ¢ift zincirinin agilmast olup DNA tek zincirli
halinegelir. Annealing, tek zincirli kalip DNA’nin primerlerle birlesme adimidir ve 50-
60°C arasinda gergeklesir. Extension,DNA polimeraz enziminin maksimum aktiviteye
sahip oldugu 72°C de gergeklesir. Tek sarmal hedef DNA’nin komplementeri primerle
zincir baslar ve Taq polimerazortamdaki dNTP’leri kullanarak zinciri uzatir. Tek iplikli
DNA ift iplikli forma gelir. Islem 20-40 dongii olarak bu 3 adimin tekrariyla devam
eder (Okutucuve Pehlivan, 2003).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu c¢alismada marketlerden temin edilen paketlenmis gesitli baharatlar olasiBacillus
genusu tiirler ve OzellikleB. cereus varligi bakimindan incelenmistir. Bunun igin
Bialystok Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuarinda 25 adet baharat o6rnegiyle

calisilmistir. Yine olasi fizikokimyasal kirlenme etkisinde kalmis toprak ornekleri de

toksisite varlik ve tayini i¢in kullanilmustir.
Ornekler:

1.
2.
3.

© © N o g B

Karabiber ( Piper nigrum) (black pepper )
Karabiber(Piper nigrum ) (black pepper)

Tath kirmiz1 toz biber ( Capsicum annuum) (Sweet red pepper)

Aci1 kirmizi toz biber (Capsicum annuum) (hot red pepper)

Zencefil (Zingiber officinale) (imbir)

Kimyon (Cuminum cyminum) (cumin)
Kimyon (Cuminum cyminum ) (cumin)
Kimyon (Cuminum cyminum) (cumin)

Feslegen (Ocimum basilicum)(basil)

. Feslegen (Ocimum basilicum) (basil)
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

Kekik (Thymus vulgaris )(thymus)

Kirmizi toz biber (Capsicum Annum) (red pepper)
Karabiber (Piper nigrum) (black pepper)
Karabiber (Piper nigrum) (black pepper)
Karabiber (Piper nigrum) (black pepper)
Karabiber (Piper nigrum) (black pepper)

Cili biberi (Chile pepper)

Adagay1 (Salvia officinalis) (common sage)

Nane (Mentha piperita) (mint)

Mercankosk (Origanum majorona) (sweet marjoram)

Pizza baharat1 (pizza spices)

Defne (Laurus nobilis) (laurel)
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23. Cesitli otlar (mixed herbs)
24. Karabiber (Piper nigrum) (black pepper)
25. Karabiber (Piper nigrum ) (black pepper)

Calismada kullanilanBacillus tiirlerianalizi i¢in MYP agar hazirlanmigtir. MYP agar

i¢in kullanilan materyaller asagida siralanmistir.

e 21,59gr MYP agar base ( x 5)

e 475mLH,0 (x5)

e Otoklav (1.5h, 100 - 121 °C)
e Sterilizasyon 50 °C, after 80 °C
e Egg yolk emiilsiyonu

e Antibiyotik

Tartilan 21,5 gr MYP agar base ve 475 mL H,O agarmn suda ¢oziinmesi igin
calkalanmistir. Daha sonra otoklavda 25 °Cbekletildikten sonra sterilizasyon islemi
yapilmistir. Hazirlanan egg yolk emulsion‘u antibiyotik eklendikten sonra agar steril
olan petrilere dokiilmiis ve agarin sogumasi beklenmistir. Hazirlanan petrilere mevcut

baharat 6rneklerinin ekimi i¢in sodyum klorid ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozelti igin,

e 200 mL distile su
e 1.7 g sodyum Klorid kullanilmistr.

3.2. Metod

B.cereus yoniinden analiz edilmek iizere Bialystok Universitesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina getirilen numuneler i¢in 200 mLdistile su ve 1.7 g sodyum klorid
karistirildiktan sonra cam tiiplerin her birinde 900 pl sodyum klorid ¢6zeltisi ve 0.09 g
baharat numunesi olacak sekilde 60 cam tiip hazirlanmistir. Hazirlanan bu tiipler30
dakika boyunca ¢alkalanmistir. Hazirlanan sodyum klorid ve baharat solusyonundan ilk
petriye % 10°‘luk, ikinci petriye % 1’lik ve tglincii petriye % 0.1°’lik olmak tizere
seyreltilerek her ornek i¢in 3 petri olacak sekilde MYP agar’a yayma plak yontemiyle
ekim yapilmistir. Petriler 37 °C‘de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra

petriler incelenerek koloni sayimi ve tanimlanmasi yapilmistir. Cesitli baharat
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orneklerindeB. cereustaranmasi yapildiktan sonra segilen 12 petri kabindaki koloniler

API 20E ve API 50CH (Biomerieux) testine tabi tutulmustur.

Koloni sayimi;

%1 % 10 % 0.1

0.01g- 1ml 0.1g-1ml 0.001 g- 1ml
10 mg 1000ul 100 mg 1000p1 1 mg 1000 pl
1 mg 100 pl 10 mg 100 pl 0.1 mg 100 pl
hesabiyla yapilmaistir.

Ornegin; 10 mg’ da 4 bakteri varsa 1 mg’ da 0.4 bakteri vardir.

B. cereus’un toksisitesini c¢alismak i¢inCernobil niikleer santrali patlamasi sonrasi

niikleer serpinti etkisinde kalmis olan ve hazir preparat halinde temin edilen toprak

ornegi kullanilmistir. Bu islem i¢cin MYP agar igeren 14 tane petri kab1 kullanilmistir.

Ekim yapilan bu petriler 37 C” de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonucu ireme gorilen petri materyali DNA izolasyonu, PCR ve jel elektroforez

uygulamasina tabi tutulmustur.

NHE A, NHE B, NHE C ve HBL A, HBL C, HBL D genleri B. cereus; CRY 1, CRY 2,
CRY 4 ve CRY 9 genlerinin varligi ise B. thurigiensis primerleri tasarlanarak
arastirtlmistir. Caligilan NHE i¢in 15505G HD1, HBL igin ATCC 14579 genleri, CRY1,
CRY2 i¢in 15505G HDI1, CRY4 ¢in ONRGO ve CRYY i¢in HD133 genleri pozitif

kontrol olarak belirlenmistir.

Cry genleri primer dizileri asagidaki gibidir,

Cryl Tm
(bp)

Unl(d), CATGATTCATGCGGCAGATAAAC 55.2
uni(r), TTGTGACACTTCTGCTTCCCATT 54.5

Cry?2

Un2(d), GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG 52.8

Un2(r), CGGATAAAATAATCTGGGAAATAGT 51.1
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Cry4

Un4(d), GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC 52.2 439
Un4(r), GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC 50.2

Cry9

Un9(d), CGGTGTTACTATTAGCGAGGGCGG 60.2 354
un9(r), GTTTGAGCCGCTTCACAGCAATCC 58.2

Genomik DNA,B. cereus ve B. thuringiensis suslarindan izole edilen hazir soliisyonlar

seklinde temin edilmistir.

PZR’m amplifikasyon reaksiyonu i¢in 7.7 ul HO, 1.5 pl buffer, her bir primerden 1.5
ul, 1.5 ul DNTP ve 1.2 pl MgCl, ve Taq polimeraz kullanilmistir. Her bir DNA i¢in
amplifikasyon i¢in hazirlanan solusyondan 13.5 pl ve her bir DNA’dan 1.5 pl falcon
tiplere alinmis ve PZR’a baslanmistir. PZR isleminden sonra jel elektroforez

yontemiyle hangi genler olup olmadig: saptanmistir.

PCR da her bir gen igin ayr1 ayri annealing sicakligi belirlenmistir. Annealing sicakligt
CRY 1 igin 60 °C, CRY 2 i¢in 58 °C, CRY 4 i¢in 57 °C, CRY 9 i¢in 64 °Colarak
belirlenmistir. Her bir PCR basamagi i¢in de belli bir sicaklik ve zaman belirlenmistir.

Jel elektroforez isleminde kullanilacak jeli hazirlamak i¢inl,2 g agar, 120 pul buffer
kullanmilmistir. Yapilan karisim mikrodalga firinda hizlica kaynatilip sogutulduktan
sonra jel kabina dokiilerek kalibin seklini almasi saglanmugtir. Jel elektroforezi her bir

PZR i¢in 70 V ‘da yaklasik 2 saat yiiriitilmiistiir.
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4. BULGULAR

Yayma ekim yontemiyle ekim yapilan petrilerdeB. cereuspembe renkli koloniler
olusturmustur. 25 baharat numunesinden alinarak yapilan ekimlerde yalnizca Piper
nigrum (karabiber) ekstrat1 ekili olan %1 ‘lik seyreltilmis 1.petride B. cereusyogun bir
sekilde goriilmiistiir. Diger petrilerde B. cereus’un yanisiragenellikle sar1 renkli, parlak
ve sulu koloniler kaydedilmistir. B. cereus’undisinda petrilerde gozlenen sari renkli,
parlak ve sulu olarak tanimlanan kolonilerin hangi bakteri tiirline veya tiirlerine ait
oldugu saptamak ic¢in herhangibir analiz yapilmamistir. Biitiin petrilerde 24 saat
inkiibasyon sonucu presipitasyon halkasinin olustugu goézlenmistir. B. cereus
kolonilerinin ¢ogunlukla % 10’luk ve % 1’lik seyreltmelerde gdzlenmesine ragmen
birkag % 0,1°lik seyreltme yapilan petrilerde de B. cereus iiremesi saptanmistir ancak B.
cereuspetrilerdeki diger kolonilerle birlikte olup sayilamayacak derecede oldugundan
yalnizca 1 numarali Piper nigrum (karabiber) ekstrati ekili % 1’lik seyreltilmis petriden
B. cereus kolonisielde edilmistir.Elde edilen bu Bc kolonisi seyreltilmek iizere yeni bir
MYP agar iceren petriye yayma ekim yontemiyle ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda petrideki kolonilerin tek tek diismesiyle bir koloniye API 50 CH testi
uygulanmistir. API 50 CH testinde 24 saatlik inkiibasyondan sonra sonuclara
bakilmigtir. Bu teste gore sart renkli tiipler pozitif (+) B. cereus varligina isaret
etmektedir. Pembe renkli koloniler ise negatif (-) olarak yorumlanmistir. API 50 CH
testindeki pembe ve sar1 kolonilerin hangi Bacillus cinslerine ait oldugu API 20 E
testiyle belirlenmistir. API 20 E test sonug¢larinda B. cereus disinda bazi Bacillus
cinslerinin varhigi tespit edilmistir. Bu sonuglara gére % 99 oraninda B. pumilus,
B.subtilis saptanmistir. % 0,1’lik kisim B. lentus, B. laterosporus ve % 26 oraninda ise
Geobacillus varligr gézlenmistir.API 20 E test sonuglarina gore hangi petrilerde hangi
Bacillus tiirleri oldugu yiizde olarak asagida verilmistir.
e 1no’lu petri: % 99 Bacillus pumilus - %0.1 Bacillus lentus
e 3n0’lu petri : % 99.9 Bacillus pumilus - %0.1 Bacillus lentus

e 9 no’lu petri : % 99.5 Bacillus pumilus - % 0.2 Brevibacillus laterosporus
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e 12 no’lu petri : % 99.8 Bacillus subtilis/famyloliquefaciens - % 0.1 Bacillus
megaterium
e 13 no’lu petri : % 62.7 Brevibacillus laterosporus - % 26.1 Geobacillus
thermoglucosidasius - % 3.9 Bacillus cereus
e 14 no’lu petri : % 99.9 Bacillus pumilus - % 0.1 Brevibacillus laterosporus
e 15 no’lu petri : Bacillus subtilissamyloliquefaciens - Geobacillus
thermoglucosidasius
e 16 no’lu petri : % 99 Bacillus subtilis/amyloliquefaciens - % 0.7 Geobacillus
stearothermophilus
e 19 n0’lu petri : %99.9 Bacillus pumilus - % 0.1 Brevibacillus laterosporus
Bacillus suslariin toksisitesine yonelik ¢alisma daha once belirttigimiz iizere niikleer
radyasyon serpintisi etkisinde kalmig bir alandan temin edilen toprak ornekleri tizerinde
gerceklestirilmistir. Bu amag ile 14 tane petri kabt MYP agar dokiilerek hazirlanmastir.
Hazirlanan petrilerden hazir olarak temin edilen DNA solusyonu, PZR ve jel
elektroforez caligmalarinda kullanilmistir. NHE, HBL ve CRY genlerinin varlig1 bu
DNA solusyonlar1 ¢aligilarak saptanmistir. Bu genlerin varligi ¢alisilan suslarin toksik
ozellikte oldugunu gostermistir. Hazirlanan 14 petri kabindan 13 tane Bacillus susu elde
edilmistir. Elde edilen bu 13 Bacillus susu agirlikli olarak B. cereus ve B.
thuringiensis’tir. CRY 1, CRY 2, CRY 4 ve CRY 9 genleri B. thuringiensis de
bulunmaktadir. Cizelge 3.2 deki jel elektroforez sonuglarinda HBL A, HBL C, HBL D,
NHE A, NHE B, NHE C genlerinin (+) isaretiyle gosterildigi suslar toksik o6zellik
gostermektedir. Ayn1 zamanda ¢izelge 3.3’ te gosterilen jel elektroforez sonuglarinda da

CRY genlerinin varligi (+), yoklugu ise (-) isaretleriyle gosterilmistir.
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4.1. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada, marketlerde ambalajli olarak satilan farkli markalardan temin edilen
baharatlar ve ¢esni verici otlar B. cereus varligi bakimindan, niikleer serpinti etkisinde
kalmis toprak ornegi Bacillus suslarmin toksik o6zellikleri yoniinden incelenmistir.
Farkli markalarin karabiber, tatli-ac1 kirmiz1 toz biber, zencefil, kimyon, kekik, ¢ili
biberi, pizza baharati iiriinleri ile nane, mercankdsk, adacayi, feslegen gibi hazir olarak
satilan kuru otlarda B. cereusaranmasi, sayimi ve identifikasyonu yapilmistir. Niikleer
serpintili toprak orneginde iseBacillustiirlerinin toksisitesine hangi genlerin sebep

oldugu arastirilmistir.

Ulkemizde Temelli ve Sanar’in (2002) yapti§1 calismada yaygin olarak tiiketilen gesitli
baharatlarin ve ¢esni verici otlarin B. cereusvarligir yoniinden kontaminasyon diizeyini
belirlemek amaciyla yapilan bu ¢alismada, toplam 105 adet baharat ve ot dmegi bu

mikroorganizma yoniinden incelenmistir. Incelenen baharat ve ¢esni verici otlarda, B.

cereussayisinin ortalama olarak 102-105 kob/g diizeyinde bulunmustur. B. cereusile en
yiiksek kontaminasyon diizeyinin kirmizi toz biber, pul biber, karabiber, nane ve
zencefil 6rneklerinde oldugu saptanmistir. Ayrica kirmizi toz biber, pul biber, karabiber,
kignig, zencefil ve kekik Orneklerinin tamaminin degisen diizeylerde B. cereusile
kontamine oldugu belirlenmistir.Boer ve ark. (1995), Hollanda’da 3 farkli satis
noktasindan aldiklar1 54 farkli baharat, itirli bitki ve baharat karistmindan olusan 150
ornegi mikrobiyolojik yonden incelemislerdir. Arastirmacilar B. cereus sayisin1 baharat
karigimi, zencefil ve beyaz biberde > 104 kob/g diizeyindetespit etmislerdir.Banerjee ve
Sarkar (2003) Hindistan’in 20 eyaletindeki 27 satis noktasindan topladiklari tane
karabiber, toz karabiber, kimyon, kisnis, zencefil, sarimsak, frenk kimyonu, kirmizi
chili biberinden olusan 154 c¢esit baharat ve 1tirli bitki numunesini mikrobiyolojik
yonden incelemiglerdir. B. cereus,C. perfringens, Enterobacteriaceae, S. aureus,
stirastyla orneklerin % 85, % 59, % 11 ve % 85’inde tespit edilmistir. B. cereus toz
karabiber, frenk kimyonu, sarimsak ve kirmizi ac1 biberde tespit edilmemis,ancak kiigiik
kakule ve toz kimyon Orneklerinin tiimiinde tespit edilmistir. Yaptiimiz ¢alismada
sayllamayacak kadar c¢ok koloni olmasmin yanisira bazi petrilerde hi¢ {ireme

goriilememesine istinaden saglikl bir koloni sayim1 yapilamamustir.
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API 50 CH testi yayma yontemiyle MYP agara ekim yapilan petrilerden karabiber
(Piper nigrum) ekili %1°’lik seyreltilmis petriden izole edilen pembe renkli koloniye
uygulanmistir. APl (analytical profile index) testi hizli bir tanimlamayla bakteri
siniflandirilmasinda kullanilan bir yontemdir. API 50 CH testi mikroorganizmalarin
karbonhidrat metabolizmasint belirlemek icin yapilan ¢alismalarda 50 biyokimyasal
testle ilisikilendirilen standart bir sistemdir. APl 20E testi gram negatif enterobakter
veya non-enterobakter organizmalar1 tanimlama da kullanilan bir yontemdir. APl 20 E
test sonuglarinda Bcdisinda varligi saptanan Bacillus tiirleri sonug¢ boliimiinde
verilmigtir.

Liang H. ve ark. (2011) Cin’in Sichuan havzasinin farkli yerlerinden ve
vejetasyonlarindan izole ettikleri 791 Bt izolatin1 CRY2 tip genlerinin varligini analiz
etmek icin kullanmislardir. SDS-PAGE ve SEM metodlariyla suslarin ihtiva ettigi
CRY2 tip genlerini karakterize etmislerdir. Elde edilen sonuglarda Btsuslarinin

CRYproteinlerine sahip oldugu kaydedilmistir.

Swiecicka ve ark.’nin (2013) Polonya’nin kuzeydogusundaki Bialowicza ve Biebrza
milli parklariyla Jasienowka’da bir ¢iftlikten temin ederek c¢alistiklar1 toprak
orneklerinde Bacillus tiirleri farkli yogunlukta dagilimlar gostermistir. Ayrica Bc ve Bt
her Ornekten izole edilmistir ancak B. mycoides ciftlik topragi ve bataklik
numunelerinde saptanmistir. Calismamizdaki bulgularda ise niikleer serpintili toprak
ornegi kullanmamiza ragmen izole edilen 6rneklerin ¢ogu Bt ve Bc olarak saptanmustir.
Bazi Bacillus tiirlerinin gida zehirlenmelerine yol actigi bilinmektedir. Gida
zehirlenmelerine sebep olan genlerin varlig: ile ilgili de cesitli ¢alismalar yapilmigtir.
Guinebretiere ve ark. gida zehirlenmesine sebep olan HBL ve NHE genlerinin varligini
arastirmigtir. Arastirmacilar, Bcile kontamine olmus bazi hazir pismis gidalardan ve
sebzelerden HBL ve NHE genlerini izole etmeye ¢alismislardir. Calismalar sonucunda
elde edilen Bc suslarinda HBL (A, C, D) ve NHE (A, B, C) genlerinin varlig
saptanmustir. Yaptigimiz ¢alismada, elde ettigimiz Bacillus suslarinin agirlikli olarak B.
cereus ve B. thuringiensis oldugunu saptadiktan sonra bu suslarda HBL, NHE ve CRY
genlerinin varligi belirlenmistir. Ortaya ¢ikan sonuglarda suslarin tamamina yakininda
bu genlerin varligina rastlanmigtir.

Sonug olarak incelenen baharat ve otlarda sayillamayacak kadar ¢ok B.cereuskolonisine

rastlanmas1 her ne kadar ambalajli da olsa baharatlarin bu bakteriyle kontamine
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oldugunu gostermektedir. API 50 CH ve 20 E test sonuglarma gore incelenen
baharatlarda B. cereus disinda da farkli Bacillus tiirleri oldugu gozlenmistir. Calisilan
niikleer serpintili toprak orneginde de toksik 6zellik gdsteren tiirlerin bulunmasi da

Bacillus tiirlerinin ne kadar genis bir alana yayildiginin géstermektedir.
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Sekil 3.1.Petride B. cereus
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Sekil 3.2. API 50CH Testi goriintiisii
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Cizelge 3.1.Jel elektroforezde HBL ve NHE genlerinin varlig

NO STRAIN HBLA | HBLC | HBLD |[NHEA | NHEB | NHEC
1 BC BYD1-1 + + + + + +
2 BC BYD1-2 + + + + + ]
3 BC BYD2-1 + + + + + +
4 BC BYD2-2 + + + + + +
5 BC BYD2-3 + + + + + +
6 BC BYM1-2 + + + + + ]
7 BC BYM2-1 + b + + + N
8 BC BYM2-2 + + + + + +
9 BC BYM2-3 + + + b 2 _
10 BC BYM2-4 + + + + + -
11 BM BYD1-U3 + + + + - -
12 BM M1-U2 + + + + + _
13 BM BYM2-U1l + + + + - -
14 Positif Kontrol + + + + + +
15 Negatif Kontrol - - - - - -
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Cizelge 3.2.Jel elektroforezde CRY genlerinin varligi

NO STRAIN CRY1 CRY2 CRY4 CRY9
1 BC BYD1-1 + + - +
2 BC BYD1-2 + + + +
3 BC BYD2-1 + + + +
4 BC BYD2-2 + + + +
5 BC BYD2-3 + + + +
6 BC BYM1-2 + + + +
7 BC BYM2-1 + + + +
8 BC BYM2-2 + + + +
9 BC BYM2-3 + + + +
10 BC BYM2-4 + + + +
11 BM BYD1-U3 + + + +
12 BM M1-U2 + + - +
13 BM BYM2-Ul + + + +
14 Positif Kontrol + + + +
15 Negatif Kontrol - - - -
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