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Bacillus cereus 'un Standart Analiz Yontemi'

Selin Kalkan?, Kadir Halkman®

Giris

Bacillus cereus, insan patojeni olmak yaninda salgiladigi proteaz enzimi ile 6zellikle
UHT sutlerde sorun ¢ikaran bir bakteridir (1). Buna bagh olarak gida mikrobiyolojisi
laboratuvarlarinda sayim ya da arama seklinde analizi yapilir.

Bu derlemede Bacillus cereus 'un standart analiz yontemleri ve kullanilan besiyerleri
kiyaslamali olarak verilmistir.

Selektif Besiyerine Ekim ve izolasyon

isletme laboratuvarlarinda B. cereus 'un rutin analizleri icin Cereus Selective Agar;
MYP (Mannitol Egg Yolk Polymyxin) Agar ve Bacillus cereus Selective Agar; PEMBA
(Polymyxin Egg Yolk Mannitol Bromthymol Blue Agar) olmak Uzere iki ticari secici
besiyeri yaygin olarak kullaniimaktadir (2).

Cig sttlerden genellikle 10% ile 10° arasinda hazirlanan seri diliisyonlardan MYP Agar
besiyerine ekim yapilarak 30-35 °C'de 18-24 saat inkiilbasyona birakilir veya
PEMBA'da 37 °C'de 24 saat inkiibasyon ve ardindan da oda sicakhdinda 24 saat
bekletme yapilir. MYP besiyeri, B. cereus 'un lesitinaz aktivitesi ve mannitol
fermantasyonu olmak uzere iki tipik reaksiyonu belirlemek Uzere gelistiriimigtir (3).

B. cereus sayisinin az oldugu tahmin edilen sivi gidalarda dogrudan, kati veya yari
kati gidalarda ise 10" diliisyonlardan ekim yapilir. Bdyle iriinlerde bakteriyi saptama
oranini artirmak igin 140 mm ¢apli blyuk Petri kutularina 1 ml inokalum aktarilarak da
ekim yapihr (2).

B. cereus, mannitol negatif oldugu icin MYP Agar besiyerinde pembe Kkoloniler
olustururken, lesitinaz aktivitesi nedeni ile de koloni etrafinda presipitasyon (¢okelme)
halkasi olusumuna neden olur. Ancak bu besiyerinde bazi dezavantajlar da vardir.
incelenecek gida maddesinde mannitolli fermente ederek asit olusturabilen farkli
mikroorganizma gruplari mevcut ise, B. cereus kolonilerinin karakteristik pembe
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renkleri azalir veya tamamiyla kaybolur. Bazi Bacillus turleri, ¢cok az lesitinaz Uretir
veya hi¢c uretmezler. Bu tlrlere ait kolonilerin etrafinda presipitasyon halkasi
g6zlenmez (4).

Bacillus cereus, PEMBA Uzerinde puruzll, mumsu, turkuaz mavimsi renkte koloniler
olusturur. Bu koloniler lesitinaz aktivitesine bagl olarak ayni renkli bir presipitasyon
halkasi ile gevrilidir (2).

En dusuk dilusyondan ekim yapilmig olan Petri kutularindaki karakteristik koloni sayisi
15'den az olarak tahmin ediliyor ise EMS yontemi kullanilarak da sayim yapilabilir. Bu
amagla FDA (Food and Drug Administration) tarafindan belirtilen ydnteme gore
Tripticase Soy Polymyxin Broth igeren tliplere inoktilasyon yapilarak, 30 °C'de 48 saat
inkiibasyona birakilir. B. cereus igin tipik olan yogun gelisme gdzlenir. Pozitif
tliplerden MYP Agar besiyerine alinarak, 30 °C'de 24-48 saat inkiibe edilir. Burada
olugsan tipik koloniler B. cereus dogrulamasi igin Nutrient Yatik Agar besiyerine
alinarak biyokimyasal testlere gegilir (4).

Biyokimyasal identifikasyon

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
koloni sayisi 5 adetten az ise, bulunan muhtemel kolonilerin tamami alinir. Koloniler
¢ok sayida ve yigin halinde olup tek koloni se¢imi mumkuin degilse, MYP Agar
besiyerinde bulunan 5 supheli koloniden tek koloni disurebilmek igin sirme yapilarak
30 °C'de 18-24 saat inkiibasyona birakilir ve ardindan muhtemel koloniler segilir (4).

Bacillus cereus identifikasyonunda uygulanan biyokimyasal testler ve bu testlerde
Bacillus cereus 'un gosterdigi reaksiyonlar Cizelge 1 'de 6zetlenmisgtir.

Cizelge 1. Bacillus cereus 'un biyokimyasal test sonugclari (5).

Gram reaksiyonu + % 7,5 NaCl G
Katalaz + | Karbohidratlar
Nitrat rediksiyonu + Glikoz +
Spor olusumu Arabinoz -
Elipsodial + Mannitol -
Toparlak - Ksiloz -
Merkezi + | Jelatin sivilagtirma —
Terminal veya subterminal — | indol -
B- hemolizis % SBA V™| Lesitinaz +
Kapstl — | Simmons sitrat +
Hareketlilik V" | Nisasta hidrolizi +
OF glikoz F | Ureaz Vv
Gelisme Voges- Proskauer ° +
Anaerobik G

V: Degisken; V*: degisken, genellikle pozitif, G: gelisme; SBA, Sheep Blood Agar; ": %5
Sheep Blood Agarda B- hemolizis; °: 37 °C'de 24 saat inkiibasyon

32



Hizhh Analiz Yontemleri

B. cereus aranmasinda daha kisa surede sonug veren "Bacillus cereus Enterotoksin
Test Kiti (BCET-RPLA)" onerilmektedir. Bu kit gidalarda ve kultir filtratlarinda B.
cereus enterotoksininin pasif lateks aglutinasyon yoluyla belirlenmesi icin
hazirlanmistir. RPLA teknigi bakteri toksinleri gibi ¢ozulebilir antijeni belirleyen bir
aglutinasyon teknigidir (4).

Hizli analizlerde Onerilen bir diger test kiti de "ELISA-VIA Enterotoksin Test Kiti"dir. Bu
test kiti de lateks aglutinasyon yoluyla B. cereus enterotoksinini belirlenmektedir (6).

Bacillus cereus Analizlerinde Kullanilan Bazi Modifiye Besiyerleri

Bacillus cereus Medium (BCM)
Besiyeri bilesimi (110 ml igin)

D- Mannitol 1,0 g; (NH4)2PO4 0,1 g; KCI 0,02 g; MgS0O4.7H,0 0,02 g; Maya ekstrakti
0,02 g; Bromkresol moru 0,4 g; Yumurta sarisi emulsiyonu 10,0 ml; Agar 2,0 g;
Damitik su 100 ml

Yumurta sarisi emulsiyonu, %20 ;
Bilesim

Tavuk yumurtasi sarisi 11 adet; buatun tavuk yumurtasi 1 adet; % 9 'luk NaCl ¢ozeltisi
80.0 ml

Yumurta sarisi emulsiyonunun hazirlanmasi, %20 : 1:100 dilisyonda hazirlanan civa
klorUr solusyonunda yumurtalar en az 1 dakika birakilip, islatilir. Yumurtalar kirilarak
sarisi ve beyazi ayrilir.Yumurta sarilari bir bitin tavuk yumurtasi ile karistirilir.
Yumurta sarisi emulsiyonunun 20,0 ml'si olgulur ve Uzerine 80,0 ml % 0,9'luk NaCl
solisyonu eklenir. Tamamen Kkaristirilir. Filtreden gegirilerek sterilize edilir. 45-50
°C'ye isitilir.

Besiyerinin hazirlanmasi: Yumurta sarisi emulsiyonu hari¢ batin bilesenler eklenir ve
uzerlerine 100 ml damitik su ilave edilir. Yavas isitma ile kaynatilir. 121 °C'de 15
dakika otoklavlanir. 10,0 ml yumurta sarisi emulsiyonu aseptik olarak eklenir.
Tamamen karistirilir. Steril Petri kutularina veya tiplere dagitilir.

Bu besiyeri B. cereus 'un gelistiriimesinde kullanilir.

Bacillus cereus Selective Agar Base

Besiyeri bilesimi (1 Litre icin )

Sodyum piruvat 10,0 g; Mannitol 10,0 g; Na,HPO4 2,5 g; NaCl 2,0 g; Pepton 1,0 g;

KH,PO4 0,25 g; Bromotimol mavisi 0,12 g; MgS04.7H,O 0,1 g; Yumurta sarisi
emulsiyonu 25,0 ml; Polimiksin B ¢dzeltisi 10,0 ml; Agar 15,0 g; Damitik su 965 ml
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Yumurta sarisi emulsiyonu;

Bilesim

Tavuk yumurtasi sarisi 11 adet; batun tavuk yumurtasi 1 adet

Yumurta sarisi emulsiyonunun hazirlanmasi: 1:100 dilusyonda hazirlanan civa klorur
solisyonunda yumurtalar en az 1 dakika birakihp, islatihr. Yumurtalar kirilarak sarisi
ve beyazi ayrilir. Yumurta sarilari bir butan tavuk yumurtasi ile karistirilir.

Polimiksin B ¢ozeltisi;

Bilesim (10,0 mligin )

Polimiksin B 100,000 U; Damitik su 10,0 mi

Polimiksin B c¢o6zeltisinin hazirlanisi: Polimiksin B, 10,0 ml damitik su eklenerek
tamamen karigtirilir ve filtreden gecirilerek sterilize edilir.

Besiyerinin hazirlanisi: Yumurta sarisi emdulsiyonu ile Polimiksin B ¢0Ozeltisi harig¢
batin Bilesenler 965 ml damitik su eklenerek karigtirilir. Yavas isitma ile kaynatilir.
Tuplere dagitilir. 121 °C'de 15 dakika otoklavlanir. 50 °C'ye sogutulur. 10,0 ml steril
Polimiksin B ¢ozeltisi ve 25,0 ml yumurta sarisi emulsiyonu aseptik olarak eklenir.
Tamamen karistirilir. Steril Petri kutularina dagitilir veya tiplerde kalir.

Bu besiyeri B. cereus 'un secilmesinde ve identifikasyonunda oldugu gibi ayrica
izolasyonunda ve sayllmasinda da kullaniimaktadir. B. cereus bu besiyerinde 5 mm
caph turkuaz renkli koloniler olusturmaktadir. Koloni etrafindaki ¢ékelme halkasi da
turkuaz renktedir.

Bacillus cereus Motility Medium

Besiyeri Bilesim ( 1 Litre i¢gin )

Pankreatik enzimlerle pargalanmig kazein 10,0 g; Glikoz 5,0 g; Na;HPO4 2,5 g; Maya
ekstrakti 2,5 g; Agar 3,0 g ; DAmitik su 1000 mi

Besiyerinin hazirlanmasi: Bilesenler eklenerek 1000 ml damitik su ile tamamen
karigtirilir. Yavas 1sitma ile kaynatilir. 2 'ser ml olarak tuplere dagitilir. 121°C'de 15
dakika otoklavlanir.

Bu besiyeri B. cereus 'un gelistiriimesi ve hareketliliginin tespitinde kullaniimaktadir.
G Medium

Besiyeri bilesimi (1 litre igin)

(NH4)2.SO4 2,0 g; Maya ekstrakti 2,0 g; Glikoz 1,0 g; K;HPO4 0,6 g; KH,PO4 0,4 g;

MgSQO, .7 H,O 0,2 g; CaCl, 0,08 g; MnSO4.H,O 0,05 g; CuS04.5 H,O 5,0 mg;
ZnS04.7 H20 5,0 mg ; FeS04.7 H,O 0,5 mg ; damitik su 1000 ml
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Besiyerinin hazirlanisi: Bilesenler eklenerek 1000 ml damitik su ile tamamen
kanistirilir. Tp veya erlenlere dagitir. 121 °C'de 15 dakika otoklavlanir.

Bu besiyeri B. cereus 'un gelistiriimesi ve muhafaza edilmesinde kullaniimaktadir.
Heart Infusion Agar

Besiyeri bilesimi (1 Litre igin)

Sigir kalbi 500,0 g; Triptoz 10,0 g; NaCl 5,0 g; Agar 15,0 g; Damitik su 1000 ml
Besiyerinin hazirlanisi: Bilesenler eklenerek 1000 ml damitik su ile tamamen
karistirilir.Yavas 1sitma ile kaynatilir. TUplere veya erlenlere dagitihr. 121 °C'de
minimum 15 dakika otoklavlanir. Steril Petri kutularina aktarilir veya tiplerde birakilir.
Bu besiyeri B. cereus 'un gelistiriimesinde ve saklanmasinda kullanilabilmektedir.
Kim- Goepfert Agar (KG Agar)

Besiyeri bilesimi (1 Litre icin)

Gozelti A 900,0 ml ; Yumurta sarisi emulsiyonu (%50) 100,0 ml; Polimiksin B ¢dzeltisi
1,0 ml

Cozelti A;
Bilesim (900 ml igin)

Pepton 1,0 g; Maya ekstrakti 0,5 g; Fenol kirmizi 0,025 g; Agar 18,0 g; Damitik su 900
mi

Cozelti A'nin hazirlanigi: Bilesenler eklenerek 900,0 ml damitik su ile tamamen
karistirilir. pH 6,8'e ayarlanir. 121 °C'de 15 dakika otoklavlanir. 45-50 °C'ye sogutulur.

Yumurta sarisi emulsiyonu, % 50 ;
Bilesim (100,0 ml igin)

Tavuk yumurtasi sarisi 11 adet; Butun tavuk yumurtasi 1 adet; % 9 'luk NaCl ¢ozeltisi
50,0 ml

Yumurta sarisi emulsiyonunun hazirlanigi, % 50 : 1:100 dilisyonda hazirlanan civa
klorur soliusyonunda yumurtalar minimum 1 dakika birakilp, islatihr. Yumurtalar kirilip
sarisi ile beyazi ayrilir. Yumurta sarilarina bir butin tavuk yumurtasi eklenir. 50,0 mi
yumurta sarisi olgulur ve 50,0 ml % 9 'luk NaCl solisyonu ilave edilir. Tamamen
karigtirilir. Filtre ile yapilan sterilizasyon sonrasi 45-50°C'ye isitilir.

Polimiksin B ¢ozeltisi;

Bilesim (5 ml igin)
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Polimiksin B 500,000 U ; Damitik su 5 ml

Polimiksin B ¢Ozeltisinin hazirlanigi: Polimiksin B, 5 ml damitik su ilavesi ile tamamen
karistirilir. Filtreden gegirilerek sterilize edilir.

Besiyerinin hazirlanisi: 900,0 ml sogutulmus steril Cozelti A igerisine aseptik olarak
steril 100,0 ml yumurta sarisi emulsiyonu ve steril 1,0 ml Polimiksin B ¢ozeltisi ilave
edilir. Tamamen karigtinlir. Steril Petri kutularina aktarilir. Kullaniimadan 6nce besiyeri
30 °C'de 24 saat karanlikta bekletilmelidir.

Bu besiyeri B. cereus 'un ayirt edilmesi ve geligtiriimesinde kullaniimaktadir.

Yukarida bahsedilen besiyerleri diginda Lisozim Broth, Mannitol Egg Yolk Polymyxin
Agar, Mannitol Yolk Polymyxin Agar (MYP Agar), Motility Medium, Organic Medium,
Polymyxin Pruvate Egg Yolk Mannitol Bromthymol Blue Agar (PEMBA), S Broth,
Trypticase Soy Polymyxin Broth, Smith, Gordon ve Clark tarafindan modifiye edilmis
VP Broth gibi modifiye besiyerleri de bulunmakta ve B. cereus 'un analizlerinde
kullanilmaktadir (7).
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