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01. Genel Bilgiler

Bacillus cereus aerobik spor olusturan bir bakteridir. Toprak kokenli olmasi nedeni ile tarla ve
bahge iiriinlerine rahatlikla bulasabildigi gibi sporlari nedeni ile et ve siit {irlinlerinde de
bulunabilir. Ozellikle uzun émiirlii igme siitlerinde énemli ekonomik kayiplara neden olur. B.
cereus 'un ¢ok sayida (>10°g) almmasi ile gida zehirlenmesi goriilir. Bu zehirlenmeler
genellikle tiiketilmeden oOnce yeteri kadar sogutulmamis gidalarda goriiliir. Standart gida
analizlerinde B. cereus sayilmasi da yer almaktadir.

B. cereus ile ilgili olarak daha fazla genel bilgi i¢in buray tiklayin.

02. Sayilmasi

B. cereus sayiminda standart olarak kullanilan besiyeri Mossel tarafindan gelistirilmis olan
Mannitol Egg-yolk Polymyxine (MYP) Agar (Merck 1.05267) besiyeridir. Bu besiyeri Cereus
Selective Agar adi ile de bilinir. Sayim, standart yayma kiiltiirel sayim yontemi ile yapilir. Bu
amagla analiz edilecek drnekte beklenen sayiya gore ardisik 2 veya 3 seyreltiden 2' ser petriye
0,1' er ml ekim yapilir, 30-32 °C' da 18-40 saat inkiibe edilir. Analize alinan 6rnekte B. cereus
sayist ¢cok az olarak tahmin ediliyor ise 14 cm capl bilylik petri kutularma 1' er ml ekim
yapilmalidir. Biiylik petri kutusu yok ise yine 1 ml ekim 3 standart petri kutusuna dagitilarak da
yapilabilir. Bu durumda s6z konusu 3 petri kutusundaki toplam koloni sayist 1 biiyiik petri
kutusundan alinmis gibi degerlendirilir.

B. cereus sayilmasi selektif besiyerinde mannitol ve lesitin reaksiyonu ile tipik kolonilerin
saymmi ve kolonilerin biyokimyasal olarak dogrulanmasi ile yapilir. B. cereus mannitol negatif
oldugu i¢in pembe renkli koloniler olusturur. Eger refakatci flora iginde mannitol pozitiflerin
say1si fazla ise B. cereus 'un karakteristik rengi baskilanabilir. B. cereus lesitinaz pozitif 6zelligi
ile besiyerinde koloni etrafinda presipitasyon yapar. Bununla beraber bazi B. cereus suslarinda
lesitin reaksiyonu azdir, bazilarinda yoktur. Bu nedenle B. cereus igin biyokimyasal
identifikasyonda 0Ozellikle tipik koloniler yok ise atipik kolonilerin alinmasi da tavsiye
edilmektedir.
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B. cereus ile ilgili olarak daha fazla analiz bilgisi i¢in buray: tiklayin.

03. identifikasyonu

B. cereus, Cereus Selective Agar besiyerinde genellikle tipik koloniler olusturur. Bununla
beraber identifikasyonda B. cereus ile aym gruba giren B. antrhacis, B. thuringiensis, B.
mycoides ile ayrim Onemlidir. Bu amagla en yaygm kullanilan testler glikozun anaerobik
kullanimi, Voges Proskauer (VP) testi ve nitrat testidir.

Biyokimyasal testlere gecilmeden Once B. cereus oldugundan kusku duyulan kolonilerin
izolasyonu ve saf halde iiretilmesi gerekir. Bu amagla saf halde izole edilebilen tek koloniler 1
ml steril distile su i¢inde siispanse edilip Cereus Selective Agar besiyerine standart sekilde
stirlilmeli, inkiibasyon sonunda besiyerinde saf kiiltiir oldugu anlasilirsa bu koloniler ile
calismaya devam edilmelidir.

B. cereus ile ilgili olarak daha fazla analiz bilgisi i¢in buray1 tiklayin.

03.01. Glikoz Testi

Dextrose Casein-Peptone Agar (Merck 1.10860) besiyerinde yapilabilir. Tiplerde sterilize
edilmis besiyeri standart analiz yontemine gore kullanimdan hemen 6nce kaynar su banyosunda
tutularak eritilir ve tekrar hizla dik pozisyonda 30 °C' a sogutulur. Bu islemden amag besiyeri
icinde bulunan oksijenin uzaklastirilmasidir. B. cereus oldugundan kusku duyulan kolonilerden
elde edilen saf agar kiiltiirlinden 1 koloni alinarak asi ignesi ile 1 defada Dextrose Casein-
Peptone Agar besiyerine daldirma yapilir. 30 °C' da 24 saat inkiibasyon sonunda tiipiin tiimiiniin
sar1 renk almasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir. B. cereus bu testte pozitif sonug verir.

03.02. Voges-Proskauer Testi

MR-VP Broth (Merck 1.05712) besiyerine saf agar kiiltlirlinden alinan bir koloni as1 6zesi ile
agilanir. 30 °C' da 24 saat inkiibasyon sonunda standart Voges-Proskauer testi ile sonug alinir B.
cereus VP pozitif bir bakteridir. VP testi i¢in 1 ml kiiltiir temiz bir test tiipiine alinir, iizerine 0,2
ml % 40 potasyum hidroksit (Merck 1.05033) ¢ozeltisi, 0,6 ml %5 a-naftol (Merck 1.06223)
cozeltisi ve birkag kreatin kristali ilave edilir. Kuvvetlice calkalanip oda sicakliginda 1 saat
birakilir. Pembe renk olusumu VP testinin pozitif oldugunu gosterir. Reaksiyon sonucu negatif
ise orijinal tiip 24 saat daha inkiibe edilip tekrar VP testi yapilir. Kreatin kristalleri
kullanilmadan da VP testi yapilabilir.

03.03. Nitrat Testi

Nitrat Broth Merck 1.10204 besiyeri kullanilabilir. B. cereus oldugundan kusku duyulan
kolonilerden elde edilen saf agar kiiltlirlinden 1 koloni alinarak as1 6zesi ile besiyerine inokiile
edilip 30 °C' da 24 saat inkiibasyona birakilir. Bu siirenin sonunda tiipe 0,2-0,5 ml olacak
sekilde birka¢c damla Griess-Ilosvay's nitrit ¢ozeltisi Merck 1.09023 ilave edilir. 15 dakika


http://www.mikrobiyoloji.org/dokgoster.asp?dosya=942124052
http://www.mikrobiyoloji.org/dokgoster.asp?dosya=942124052

icinde kirmizi renk olusumu nitratin nitrite indirgendiginin gostergesidir. Olusan nitrit miktar
fazla ise renk sariya doniisebilir. Negatif reaksiyon alinir ise bu sonu¢ ya nitratin nitrite
indirgenmedigini ya da nitratin indirgenmesi sonundan olusan nitritin daha ileri asamada
nitrojen veya amonyuma indirgendiginin gostergesidir. Ikinci olasilik ¢inko tozu testi ile
saptanabilir. Test tiipline az miktarda (spatiiliin ucu ile ; 0,1 g kadar) ¢inko tozu (Merck
1.08774) ilave ettikten sonra kiiltiir ¢inko tozunun ¢okmesi i¢in 10 dakika kendi halinde
(karigtirmadan) birakilir. Bu siire sonunda ¢inko tozu etrafinda pembe renk olusumu ¢inko tozu
reaksiyonu pozitif olarak degerlendirilir ve bu sonug nitratin nitrite indirgenmedigini gosterir.
Bir diger deyis ile ¢inko tozu reaksiyonu pozitif oldugunda nitrat testi negatif olarak
degerlendirilir. Tersine olarak ¢inko tozu etrafinda pembe renk olugsmamasi bu testin negatif
olarak degerlendirilmesine neden olur. Yani nitrat nitrite ve daha ileri asamada amonyum veya
nitrite indirgenmistir. Dolayisi ile ¢inko tozu reaksiyonu negatif oldugunda nitrat testi pozitif
olarak degerlendirilir. B. cereus nitrati nitrite indirger.

04. Kullanilan Besiyerleri

04.01. Cereus Selective Agar Base (Merck 1.05267)

B. cereus sayilmasinda kullanilan bu besiyerinin hazirlanmas1 diger pek cok besiyeri
hazirlanmasina gore katkilarin ilavesi agisindan farklilik gosterir. Bu besiyeri hazirlandiktan
sonra ancak 3-4 giin depolanabilir. Bu nedenle 1 litre degil genellikle 500 ml olarak (40 petri)
hazirlanir. Cereus Selektif Agar katkis1 (Merck 1.09875) 500 ml besiyeri i¢in 1 sise olarak
hazirlanmistir. Ancak steril yumurta sarisit emiilsiyonu (Merck 1.03784) 100 ml sise i¢inde olup
bu miktar 1 litre besiyeri i¢in kullanilir. Bu durumda 450 ml olarak hazirlanan bazal besiyerine
100 ml' lik steril yumurta saris1 emiilsiyonundan aseptik kosullar altinda 50 ml' sinin alinip
bazal besiyerine ilave edilmesi gerekir. Her ne kadar yumurta saris1 emiilsiyonu laboratuvar
kosullarinda taze yumurtadan hazirlanabilirse de genel kurallar ¢ercevesinde hazir ticari
preparat kullanimi 6nerilir. Burada 50 ml steril yumurta saris1 emiilsiyonunun bazal besiyerine
ilavesinde aseptik kosullara uyulmasindan baska bir sorun yoktur. Eger kullanim miktarina
bagli olarak 1 litre besiyeri hazirlanmasi uygun ise kuskusuz asagida verilen hazirlama sekli 43
g/l bazal dehidre besiyeri, otoklav sonrast 100 ml steril yumurta saris1 emiilsiyonu ve 2 sige
selektif katki seklinde olmalidir.

Besiyerinin hazirlanmasi i¢in 450 ml distile su i¢inde 21,5 g dehidre besiyeri 1sitilarak eritilir ve
otoklavda 121 °C' da 15 dakika sterilize edilir. Su banyosunda 45-50 °C' a sogutulup tizerine 50
ml steril yumurta saris1 emiilsiyonu ile 1 sise B. cereus selektif katkisi ilave edilir ve
karistirllarak standart petri kutularina 12,5' er ml ve/veya 14 cm ¢apli biiyiik petri kutularma 50'
ser ml dokiiliir. Hazirlanmig besiyeri yumurta sarist nedeni ile bulanik ve hafif portakal
renklidir. Hazirlanmis besiyeri buzdolabinda 4 giine kadar depolanabilir. Besiyeri selektif
katkisinda bulunan polimiksin (Merck 1.09875) refakat¢i floray1 baskilarken bu konsantrasyon
B. cereus lizerinde olumsuz etki yapmaz. Eger analiz edilecek gidada refakatci flora varligi
beklenmiyor ise veya bu floranin az sayida oldugu tahmin ediliyor ise polimiksin kullanilmasi
zorunlu degildir. B. cereus mannitol negatif oldugu i¢in refakatci flora i¢indeki mannitol pozitif
olanlardan rahatlikla ayrilir. B. cereus mannitolii kullanamadig i¢in kirmizi koloni olustururken
mannitol pozitif olanlarin koloni rengi sari/pembedir. Besiyeri bilesimindeki yumurta sarisi ise
B. cereus' un lesitinaz aktivitesi ile belirlenmesini saglar. B. cereus lesitinaz pozitif oldugu i¢in
kolonileri etrafinda beyaz bir presipitasyon meydana gelir. Cogu B. cereus susunda bu
reaksiyon 18 saat gibi kisa bir siire iginde belirgin olarak izlenir. 500 g olan 1 kutu dehidre
besiyeri ile katkilar ilave edilmis olmak iizere standart boyda 930 veya 14 cm capl biiyiik



boyda 232 petri kutusu hazirlanabilir. 1 kutu 500 g dehidre besiyeri i¢in 12 sise 100 ml steril
yumurta sarist emiilsiyonu ve 23 adet 16 siselik selektif katki gerekir. Bu besiyeri ile ilgili
olarak daha fazla bilgi i¢in buray tiklayin.

04.02. Dextrose Caseine Peptone Agar (Merck 1.10860)

Dehidre besiyeri 27 g/l olacak sekilde distile su i¢inde isitilarak eritilir ve standart deney
tiiplerine 15' er ml olacak sekilde dagitilip otoklavda 121 °C' da sterilize edilir. Hazirlanmig
besiyeri berrak ve menekse renklidir. Hazirlanmig besiyeri buzdolabinda 2 aya kadar
depolanabilir. 500 g olan 1 kutu besiyeri ile 15 ml/tiip olacak sekilde 1234 tiip hazirlanabilir. Bu
besiyeri ile ilgili olarak daha fazla bilgi i¢in buray: tiklayin.

04.03. MR-VP Broth (Merck 1.05712)

Dehidre besiyeri 17 g/l olacak sekilde distile su i¢inde 1sitilarak eritilir ve standart deney
tiiplerine 5' er ml olacak sekilde dagitilip otoklavda 121 °C' da 15 dakika sterilize edilir.
Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarimsi renklidir. Hazirlanmig besiyeri buzdolabinda 2 aya kadar
depolanabilir. 500 g olan 1 kutu besiyeri ile 5 ml/tiip olacak sekilde 5882 tiip hazirlanabilir. VP
testi i¢in kullanilan 50 g o~ naftol (Merck 1.06223) kutusu ile 1666 test, 500 g olan potasyum
hidroksit (Merck 1.05033) kutusu ile 6250 test yapilabilir.

04.04. Nitrate Broth (Merck 1.10204)

Dehidre besiyeri 16,5 g/l olacak sekilde gerekirse 1sitilarak distile su i¢inde ¢oziiliir, tiiplere 5'
er ml dagitilip otoklavda 121 °C' da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve
sar1 renklidir. Hazirlanmis besiyeri buzdolabinda 2 aya kadar depolanabilir. 500 g olan 1 kutu
dehidre besiyeri ile 6060 test yapilabilir. Nitrat testi i¢in kullanilan Griess-Ilosvay's nitrit
¢ozeltisinin (Merck 1.09023) 500 ml olan 1 sisesi ile ortalama 1750 test, ¢inko tozunun (Merck
1.08774) 100 g olan 1 kutusu ile 1000 test yapilabilir.
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