Orlab On-Line Mikrobiyoloji Dergisi
Yil: 2005 Cilt: 03 Sayi: 02 Sayfa: 7-11
www.mikrobiyoloji.org/pdf/702050202.pdf

Alicyclobacillus’

A. Kadir Halkman?

01. Giris

ilk kez 1971 yilinda termal su kaynagindan izole edilen ve ilk agsamada Bacillus
coagulans 'a benzerligi de dikkate alinarak Bacillus cinsine dahil edilen asidofilik ve
termofilik sporlu bakteriler (ATSB) daha sonra genetik esasl testler ve diger Bacillus
trlerinde gortlmemek Uzere major nétral membran lipidi olan omega-alicyclic yag
asidi icerdiklerinin saptanmasi Uzerine 1992 yilinda Alicyclobacillus adi verilen cins
altinda toplanmislardir. Alicyclobacillus adi bu yag asidinden gelmektedir (1, 2).

Sicak gecen 1982 yazinda Almanya 'da ticari olarak paketlenmis elma sularinda o
gune kadar gorulmemis bir bozulma olmus, etmenin Alicyc. acidoterrestris oldugu
saptanmigtir. Daha sonraki yillarda da benzer bozulmalarin gértlmesi Uzerine yogun
calismalar baglamigtir. Bu bakterinin insan sagligi tzerinde olumsuz bir etkisi bugine
kadar saptanmamistir. Bu asamada sorun tumdayle ticari olarak Grinun bozulmasidir
(2, 3).

Bu gruba giren Dbakteriler genis bir sicakhk ve asidik pH araliginda
gelisebilmektedirler. Alicyc. acidocaldiarus, Alicyc. acidoterrestris ve Alicyc.
cycloheptanicus olmak Uzere 3 turu vardir. Bunlardan ozellikle Alicyc. acidoterrestris
meyve sularinda bulaniklik, ve petrol kokusu olarak tanimlanan guaiacol
olusturmalari ile sorun ¢gikarmaktadir 1, 4).

Buglin sadece meyve sularinda degil, hammadde olarak meyve, meyve suyu
konsantreleri, gida igletmeleri proses suyu, sal¢a ve soslar, gesitli suruplar, meyve
¢aylar1 vb. Urtnlerde mikrobiyolojik analizler ile Alicyc. acidoterrestris aranmakta ya
da sayilmaktadir (2, 5).

Kromatografik yontemlerle dogrudan guaiacol analizi s6z konusu ise de
mikrobiyolojik olarak yapilan testler uluslararasi platformda kabul gérmektedir (6).
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02. Mikrobiyolojik Analiz

Mikrobiyolojik analizin esasi bu bakterinin sporlu, termofilik ve asidofilik olmasi
uzerine kuruludur. Buna gore, esas olarak materyal pastorize edilir, asitli bir ortamda
ve yuUksek sicaklikta inkibe edilir. Herhangi bir gelisme gorulmez ise ATSB ve
dolayisi ile Alicyc. acidoterrestris yoktur seklinde rapor verilir. Gelisme goérulur ise
sadece ATSB varligi belirlenmis olur ve genel olarak bunun Alicyc. acidoterrestris
olaca@i kabul edilir. Ancak bunun sadece bir genel kabul edis oldugu gozden uzak
tutulmamalidir (1, 7).

inkiibasyon parametreleri ve kullanillacak besiyeri lzerinde uzun sireli
arastirmalardan sonra 45+0,1 °C 'da 3-5 glin stiren inktbasyon ile pH 'si H>SO;, ile
4,010,2 'ye ayarlanmig BAT Medium ve BAT Agar besiyeri Uzerinde karar kilinmig ve
2004 yihinda 12 nolu yontem olarak IFU da bu besiyerlerini standart analizde
kullanilacak besiyeri olarak gostermistir (5).

Meyve suyu sektorinl ilgilendirmek Uzere Alicyc. acidoterrestris, sporlu ya da
sporsuz bakterilerin potansiyel varlhigina goére farkli sekillerde analiz edilir. Ayrica
sayim ve var/ yok testleri, materyalin membran filitreden gegirilip gegirilememesi gibi
Ozellikleri de analiz yonteminde farkliliklara neden olur (5, 7).

Bununla beraber, Alicyc. acidoterrestris analizinde 2 temel yaklasim spor formundaki
ve vejetatif formdaki bakterilerin analizidir. Bu bakterinin vejetatif formda olmasi
beklenen pazara verilmig olan son Urun meyve sularinin analizinde higbir sekilde
pastorizasyon uygulanmamalidir. Ancak hammadde ve konsantreler gibi bakterinin
spor formunda oldugu beklenen materyalde hem sporlu bakteri analizi hem de
vejetatif bakteri analizi yapilmasi onerilir (1, 5, 7).

Alicyc. acidoterrestris analizi IFU standardi agirlikli olarak agagida agiklanmistir (5).

02.01. Sporsuz Bakteri Analizi

Oncelikle pazara sunulan meyve sulari isil islemden gecirilmis olduklari i¢in bunlarda
spor formundan ziyade vejetatif hicrelerin bulunmasi dogaldir. Dolayisi ile bu
urtnlerin pastorize edildikten sonra analiz edilmeleri halinde vejetatif bakteriler
Olecekleri icin sonug¢ "yok" olarak alinacaktir. Bu gibi sahte negatif sonuglardan
kaginmak igin pazara sunulmus meyve sularinin Alicyc. acidoterrestris analizinde
pastorizasyon uygulanmaz. Sayim vyapilmasi isteniyorsa materyalin membran
filitreden gegcirilip gecirilemeyecegine gore analizin duyarligi degisir (5, 7).

Sayim icin materyal membran filitreden gegirilebiliyorsa istenen (standart olarak en
fazla 10 mL) miktarda meyve suyu filitreden gegcirilip, membran filitre BAT Agar
besiyeri tizerine yerlestirilir, 45+0,1 °C 'da 3-5 glin siiren inkiibasyon sonunda olusan
koloniler sayilir. inkiibasyonun 3. giiniinde Petri kutulari kontrol edilir. koloni
gelismesi varsa Petri kutusu degerlendirmeye alinir. 3. gun koloni gelismesi olmamig
ise inklbasyona 5. gline kadar devam edilir. Olusan koloniler den en az 10 adedi
dogrulanir. Koloni sayisi 10 ‘dan daha az ise tumu dogrulanir (5, 7).



Materyal filitreden gecirilemiyor ise dogrudan 0,1 mL BAT Agar besiyeri Uzerine
yayihr. 1 mL ornek ile calisiimasi gerekiyorsa 14 cm ¢aph Petri kutularina dokulmuas
BAT Agar besiyerine dogrudan 1 mL ya da standart Petri kutularina doktulmus 3 Petri
kutusundaki BAT Agar besiyerine 1 mL materyal olabildigince esit olarak dagitilip
yayllir. inkiibasyon ve degerlendirme yukarida verildigi sekildedir (5, 7).

Yine pazara sunulmus meyve sularinin var/ yok analizlerinde materyal orijinal
ambalajinda 45+0,1 °C 'da 7 gin inkibe edilir. Bu siire sonunda 0,1 mL 6rnek BAT
Agar besiyerine surulir, inkibasyon ve degerlendirme yukarida verildigi sekildedir (5,
7).

02.02. Sporlu Bakteri Analizi

Hammadde ile aseptik olarak doldurulmamis ve uzun sire depolanmig meyve suyu
konsantrelerinde sporlu bakterilerin varligi beklenir. Buna paralel olarak materyalin
Oonce pastorizasyonu, bdylece vejetatif hlcrelerin ortadan kaldiriimasi, sadece spor
formundaki bakterilerden termofilik ve asidofilik olanlarin varliginin belirlenmesi bu
analizin temel ilkesidir. Aseptik olarak dolduruldugu halde uzun sire beklemis olan
konsantrelerde gerek sporlu gerek sporsuz bakteri ilkesi ile paralel analiz dnerilir (5,
7).

Yontemin esasi materyalin 80 °C 'da 10 dakika siire ile pastorize edilip, hizla 45 °C 'a
sogutulmasi ve analizin yukarida sporsuz bakteri analizinde verilen ilkeler
cercevesinde devam etmesidir. Kuskusuz, materyale gore analizde kuguk de olsa
bazi farkhliklar vardir:

-10 g hammadde 90 mL Maximum Recovery Diluent (saline-pepton ; %0,85
NaCl + %0,1 pepton) ortaminda homojenize edilir, pastérizasyon bu homojenizata
uygulanir (5 ,7).

-Prosesin 1sil islem oOncesindeki herhangi bir asamasindan alinan meyve
suyuna da ayni yontem uygulanir.

-Sonraki sayim, var/ yok testleri membran filitreden gecirilebilen/ gecirilemeyen
materyalin analizi yukarida sporsuz bakterilerin analizinde oldugu gibidir. Ancak; var/
yok testlerinde inkubasyon tartisma konusudur: IFU 'ya gore homojenizasyon BAT
Medium (agarsiz BAT besiyeri) 'da yapilip, pastdrizasyondan sonra homojenizat
inkiibe edilmelidir. Oysa BAT agar besiyerinin ticari formu olmakla beraber, agarsiz
BAT Medium 'un laboratuvar ortaminda hazirlanmasi oldukga zordur. Bunun yerine
Tryptic Soy Broth gibi bir besiyerinde homojenizasyon, pastdrizasyon ve
zenginlestirme yapilabilir.

02.03. Su Analizi

Basit olarak membran filitreden gegcirilip, BAT Agar besiyerinde inkube edilir (5, 7).

02.04 Dogrulama

Her ne kadar BAT Agar besiyerinde dusuk pH ve yuksek inkibasyon sicakhdi ile
selektif bir ortam saglanarak termofilik asidofilik bir bakteri olan Alicyc. acidoterrestris



analizi yapiliyorsa da termotolerant ve asidotolerant bakterilerin de bu ortamda
geliserek sahte pozitif sonuglara neden olmasi mumkundur. Bu nedenle BAT Agar
besiyerinde gelisen kolonilerin dogrulanmasi gerekir (5, 7).

Alicyc. acidoterrestris asidofil karakterlidir. Notr pH 'larda gelisemez. Buna bagh
olarak BAT Agar besiyerinde gelisen kolonilerden en az 10 adet (koloni sayisi ondan
az ise tumu) alinarak ayri ayri Plate Count Agar (PCA) besiyerine surilir. 45 °C 'da
3-5 gun yapilan inkibasyon sonunda PCA besiyerinde gelisen koloniler Alicyc.
acidoterrestris degildir. Asidofilik bakteriler nétr pH 'l besiyerinde gelisemez. PCA
besiyerinde gelismeyen kolonilerin Alicyc. acidoterrestris olduguna karar verilir (5, 7).

DNA-DNA homolojisi ve 16S ribozomal DNA analizleri vb. genetik esasli testler ile
kesin tanimlama yapilabilmektedir (1, 5).

02.05. BAT Agar

Bilesimi maya ekstrakti 2,0 g/L ; D(+) glikoz 5,0 g/L ; CaCl, 0,25 g/L ; MgS0O4 0,5 g/L ;
Amonyum sdulfat 0,2 g/L ; KH,PO4 3,0 g/L ; agar 18,0 g/L ; iz elementler olarak CaCl,
0,00066 g/L ; ZnSO4 0,00018 g/L ; CuSO4 0,00016 g/L ; MnSO4 0,00015 g/L ; CoCl;
0,00015 g/L ; Borik asit 0,00010 g/L ; Sodyum molibdat 0,00030 g/L seklindedir.
Dehidre besiyeri 29,0 g/L olacak sekilde distile su iginde isitilarak eritilir, otoklavda
121 °C 'da sterilize edilir. Besiyeri pH 'sI orijinal olarak agarin jel yapisini korumak
icin 5,30,2 'ye ayarlanmistir. Otoklav sonrasi pH 'yi1 4,0+0,2 'ye distrmek igin 45-50
°C 'a sogutulan besiyerine steril 1 N H,SO, 'den 1,7 mL eklenir, karistiriip Petri
kutularina dokulir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve sarimsi olup, buzdolabi
sicakliginda ve karanlikta olacak sekilde 2 haftaya kadar depolanabilir. BAT Agar
batun Alicyclobacillus turlerinin  gelismesini destekler. DusUk pH ve vyuksek
inkibasyon sicakhigr refakatci floranin gelisimini baskilar. BAT Agar ticari olarak
uretiimeye baslamistir. Bilesimde 2 adet CaCl, olmasi bunlardan birisinin bazal
besiyerinde digerinin iz element ¢ozeltisinde olmasindan kaynaklanmaktadir. Ticari
olarak Uretilmis preparatta bu sekilde goésteriime nedeni orijinal formulasyona
uyuldugunun gosterilmesi igindir. Orijinal formllasyonda iz elementler bu bilesime
uygun olarak ayrica hazirlanip, bazal besiyerine ilave edilir. BAT Medium olarak
tanimlanan ve zenginlestirme amaciyla kullanilan sivi besiyerinde agar yoktur, diger
formulasyon aynidir (5, 7).
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