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Gadalarda Bacillus cerens kaynakl hastaliklarda bakterinin sporlanmast ve germinasyonu 6nemlidir. Bakteriler,
yasamsal bir tehdit altinda olduklarinda spor olustururlar ve kosullar normale déndiginde ¢imlenerek
yasamlarina devam edetler. Gidanin bilesimi de sporlanma tizerinde etkilidir. Bu ¢aligmada, literatiirde
rastlanan 8 farklt besiyeri kullanilmak suretiyle, B. cerens'un sporlanmasi icin en uygun besiyerinin segilmesi
amaglanmistir. Secilen besiyerletine dnceden aktiflestirilmis B. cerens ATCC 11778 susu inokdle edilmis,
inkibasyona birakian besiyerlerinden 5., 12. ve 18. ginlerde sonug alinmustir. Bakterilerin ne kadarinin spor
olusturdugu, % TSAMB/TAMB orant ile belitlenmis ve spotlanma verimi en yiiksek besiyeri belitlenmistit.
En hizli sporlanma 5 giin sonunda %58 oranla m-TGEA’da gergeklesirken 18 giin inkiibasyon sonucunda
en ylksek spor orant %92 ile m-DTSB besiyeri en verimli besiyeri olarak secilmistir. Besiyeri iceriklerinin
spotlanma hizint ve oramnt etkilediginin gézlendigi c¢alismada su aktivitesinin digikligl, mangan
bilesiklerinin varligi ve karbon kaynaginin distikliginiin sporlanmayi destekledigi sonucuna varilmustir.
Anahtar kelimeler: Bacillus cereus, sporlanma, besiyeri

A RESEARCH ON THE EFFECT OF VARIOUS CULTURE MEDIA FOR
SPORULATION STRENGHT OF BACILLUS CEREUS

ABSTRACT

Sporulation and germination of Bacillus cerens are important about foodborne illnesses. Bacteria form
spores when there’s any life threat and germinate when the conditions are back to normal.
Composition of the food also affects sporulation. In this study, 8 different kinds of media found in
literature were studied and selecting optimal medium for B. cereus sporulation was aimed. B. cerens
ATCC 11778 was inoculated to the media and results were obtained on 5th, 12th and 18th days.
Sporulation efficiency was indicated by percentage of TSAMB to TAMB. The fastest sporulation was
occurred in m-TGEA medium in 5 days with 52 % efficiency rate, whereas m-DTSB was selected as
the most effective medium with 92 % efficiency rate. In this study, it was observed that, content of
media highly affects sporulation velocity and rate. Low water activity, occurrence of manganese
compounds and low carbon sources supports formation of spores.

Keywords: Bacillus cereus, sporulation, medinm

* Bu calisma, Gizem Ozliik Cilak'in doktora calismasinin bir bélimiidiir / This paper is a part of PhD study of
Gizem Ozliik Cilak
YYazismalardan sorumlu yazar / Corresponding author

D4 gizem.ozluk@gmail.com © (+90) 532 740 8607 = (+90) 364 227 4535

347



348

G. Ozliik Cilak, A. K. Halkman

GIRIS
Bacillus ~ cerens, Gram pozitif, cubuk sekilli,
fakiltatif ~ anaerop,  endospor  olusturma

yeteneginde bir bakteridir (de Vries vd., 2004;
Hussain ve Oh, 2018). Toprak kaynakli bir bakteri
olan B. cerens, piring, et, sebze, ¢ig siit, siit trtinleri,
baharat gibi ¢ok cesitli gidalarda yaygin olarak
bulunmakta ve gida kaynakli hastaliklara yol
acmaktadir. B. cerews, ¢ig gidalarda bulunabildigi
gibi  islenmis ve pismis gidalarda da
bulunabilmektedir (Organji vd., 2015). Donmus
ve pastorize Uriinlerde de canli sporlarn
bulunmast ve depolama sirasinda  disik
sicakliklarda bile germine olabilmeleri son
zamanlarda B. cerews hakkindaki endiseleri
artirmigtir (de Vries vd., 2004, van Melis vd.,
2014). B. cerens ayni zamanda biyofilmlerde de
spor olusturma yetenegindedir (Hayrapetyan vd.,
2015).

Birgok B. cereus susu toksin iiretme yetenegindedir
ve hem enfeksiyon hem de intoksikasyon tip gida
kaynakli hastaliklara yol acabilmektedir (de Vries
vd., 2004; Organji vd., 2015). Bakteri, 40 kDa
agirhiginda, sicakhiga dayanikhi (Stabil Toxin; ST)
ve 5-7 kDa agirlikta, sicakliga dayaniksiz (Labil
Toxin; LT) olmak tizere, iki farkl toksin olusturur.
Protein yapisindaki ST, 126 oC'ta 90 dakikada
inaktif hale gelitken LT 60 °C'ta birka¢ dakikada
inaktive olabilen bir peptittit (Tunail, 2000,
Halkman, 2013, Lakha vd. 2017). Gidalarda B.
cerens kaynakli hastaliklar genellikle; kontamine
gidalarin pisirildikten sonra hizli
sogutulmadiklarinda canli ve 1siya  direncli
sporlarin germinasyonu ve ¢ogalmast ile ortaya
ctkmaktadir (Kalkan, 2006, Lakha vd. 2017). Bu
durumun 6nine gegmek icin yapilan calismalar
bakterinin sporlanmast ve germinasyonu Uzerine
odaklanmistir (de Vries vd., 2004, Hayrapetyan
vd. 2010).

Bakteriyel ~ endospor cevresel
olumsuzluklara karsi bakterinin adapte olarak
cevap vermesi olayidir (Abe vd., 2017). Endospor
olusumu (sporulasyon), bakterinin sitoplazma
ylzeyini metabolizma hizint
dustirmesiyle gerceklesir. Sporlarin gecirgenlikleri
fazla, fiziksel ve kimyasal faktorlere direncleri
yuksek ve agirliklart disiktir (Arda, 2000). Spor

olusumu,

azaltarak

olusum siiresi bakterinin tiirii, ortam sicakligs ve
6zellikle karbon ve azot kaynaklarindaki azalmaya
baglt olarak degismektedir (Pommerville ve
Jeffrey, 2014). Sporulasyon, karbon ve enerji
isteyen bir olaydir. Azotlu bilesikler (bazt
aminoasitler) ve bazi tiitler icin de metalik iyonlar
Mn*t,  Fett, Cut*t, Zn*t, Mot*, vs)
sporulasyonu uyarirlar (Vasantha ve Freese, 1979;
Arda, 2000, Mhatre vd.; 20106). Vejetatif hiicrelere
gore, yiksek sicaklik, diisiik sicaklik, kimyasallar,
isinlama vb. olumsuz cevre kosullarina daha
direngli olan sporlar, hicbir metabolik etkinlik
gostermedikleri i¢in besin maddelerine gereksinim
duymadan canliliklarin surdirebilirler
(Anonymous, 2010).

Laboratuvar kosullarinda kullanilan sporulasyon
besiyerleri genellikle kompleks yapida ve yaklasik
olarak  ortak  besin  maddelerini  icerir
Ozelliktedirler. Bu besiyerleri genellikle pepton,
maya ekstraktt, aminoasitler, demir, magnezyum,
kalsiyum, bakir, mangan ve ¢inko gibi mineralleri
igerir ve pH 7’ye yakin olarak ayarlanmaktadirlar.
Bu besiyerlerinin  formilasyonundaki  temel
prensip, besiyerinin icerikce fakirlesmesine kadar
bakterinin gelismesi, daha sonra spontan olarak
sporlanmasina  dayanmaktadir. Bu  ylzden
inkiibasyon stiresi uzundur (Abbas vd., 2014).

Olusan sporlarin 6zellikleri besiyeri igerigine gore
degisiklik gostermektedir. Besiyerinin sivi veya
katt olusu oksijenin besiyerindeki dagilimint
etkiler. Besiyerindeki mineral ¢esitliligi, su
aktivitesi, oksijen varlig1 ve oksijenin besiyerindeki
dagilimi, sporulasyonu ve spor 6zelliklerini
etkilemektedir. (Hayrapetyan vd., 2016). Ornegin,
B. cerens’un polistren mikrotiter plaklarinda emetik
toksin Ureten sus sporlarinin 1st direncinin, stvi
kiltirden elde edilen sporlara gbre daha yuksek
oldugu bulunmustur (van der Voort ve Abee,
2013).

Literatiirde B. cereus sporlanmasi ve germinasyonu
ile ilgili bircok c¢alisma bulunmakta olup her
birinde farkli besiyerlerinin kullamildigr dikkat
¢ekmistir. Bu calismada, B. cerens sporlandirma icin
en uygun besiyerinin se¢cimi amaglanmistir.
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Spor formunda bakteri eldesi icin referans sus
olarak Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
Bolimi  Mikrobiyoloji  Laboratuvart  kiltir
koleksiyonunda bulunan B. cerens ATCC 11778
kullantlmistir. Bakteri, sporlandirma besiyerine
inokiile edilmeden 6nce Tryptic Soy (CASO)
Broth (TSB/ CASO Broth, 1.05459, Merck)
besiyerinde 28-30 °C’ta bir gece inkiibasyon ile
aktiflestirilmistir.

Spotlandirma i¢in Sporulation Medium Broth
(SPMB) (Collado vd., 2005), Modifiye Nutrient
Agar (m-NA) (Islam vd., 20006), Modifiye G
Medium (m-GM) (Hornstra vd., 2007), Modifiye
Tryptone Glucose Extract Agar (m-TGEA)
(Peng, vd., 2001), Modifiye DTSB Agar (m-
DTSB) (Peng, vd., 2001), Modifiye DTSB Agar +
Sakkaroz (m-DTSB+S) (Peng, vd., 2001),
Modifiye DTSB Agar + Laktoz (m-DTSB+L)
(Peng, vd., 2001) ve Beef Extract Agar (BEA)
kullantlmustir. Kullanilan 8 ¢esit besiyeri icerikleri
asagida verilmistir.

Sporulation medium broth (SPMB): Nutrient
broth:13 g/L; NaCl: 3 g/L; MnSO4.H>O: 0.05
g/L; CaCl:0.06 g/L; glikozz 0.1 g/L;
(NH4)2S8040.08 g/L; MnClL.4H,0:0.008 g/L;
0.005 g/L; ZnSO4..7H,0:0.005 /L.

Modifiye Nutrient Agar (m-NA): Nutrient Broth
20 g/L; MnSO4.H>O: 0.1 mM; Agar: 15 g/L.

Modifiye G-Medium (m-GM): maya ekstrakt::
%0.2, KH>PO4: 2.87 mM, MgSO4 0.81 mM;
ZnCly: 0,017 mM; FeCls: 0,0018 mM; CaCly: 0,17
mM; (NH4)2SO4: 15,5 mM, CuSO4.5H20: 0,02
mM; Agar: 15 g/L.

Tryptone Glucose Extract Agar (m-TGEA): Et
ekstrakt: 3 g/L; Kazein: 5 g/L; Dekstroz: 1 g/L;
MnSO4.H20: 10 ppm; Agar: 15 g/1.

Modifiye Diluted Tryptic Soy Broth Agar (m-
DTSB): KHPO4: 1.0 g/L; Na;HPOy4: 2.0 g/1;
(NH4)2.8SO4: 1.0 g/L; tryptic soy broth: 4.0 g/L;
yeast extract: 0.1 g/L; Agar: 15 g/L; tuz ¢ozeltisi:
0,6 mL/100 mL [Tuz ¢ozeltisi: MgSO4: 1 g/L;
FeSO4: 0.1 g/L; CaClz: 10 g/L; MnCl.4H>O: 0.1
g/L].

Modifiye Diluted Tryptic Soy Broth Agar+
Sakkaroz (m-DTSB+S): m-DTSB+ sakkaroz: 10
g/L.

Modifiye Diluted Tryptic Soy Broth Agar+
Laktoz (m-DTSB+L): m-DTSB+ laktoz: 10 g/L..

Beef Extract Agar (BEA): Et ekstrakt: 3 g/L;
pepton: 10 g/L; NaCL: 5 g/L; Agar: 15 g/L.

Besiyerlerinin son pH’st 7+0.2 olacak sekilde 1 N
HCI ve 1 N NaOH ile ayarlanmistir.

Yontem

Besiyerlerine aktif, vejetatif B. cerens ATCC 11778
susu inokile edilmis, ekim yapilan besiyerleri 28
°C’ta 18 giin inktbasyona birakidmus, 5., 12. ve 18.
giinlerde sonug alinmustir.

Aktif B. cereus ATCC 11778 susu yaklagik 5x100
KOB/mL diizeyinde sivt besiyerine (Sporulation
Medium Broth) 1 mL/500 mL besiyeri oraninda
ilave edilirken, 7 cesit katt besiyerine ise 0,1 mL
yayma plak yontemi kullanilarak inokile
edilmistir. Sporlanma kontroli i¢in olusan
koloniler kati besiyetlerinden yikama yapilarak
hasat edilmistir. Yikama yapilan bu homojenizatin
10-1. diliisyon oldugu varsayilarak hesaplamalar
gerceklestirilmistir. Gerekli diliisyonlardan toplam
aerobik mezofil bakteri (TAMB) ve toplam sporlu
aerobik mezofil bakteri (TSAMB) sayimi icin
ekimler gerceklestirilmistir. TSAMB sayiminda,
her besiyerinden alinan 10’ar mL numune 80 °C’ta
5 dak bekletilerek vejetatif bakterilerin imhasi
saglandiktan sonra standart yoéntemle sayim
yapilmistir.  Besiyeri  sporlanma  veriminin
belitflenmesi, bakterilerin ne kadarinin  spor
olusturdugu, TSAMB sayisinin TAMB sayisina
oraninin ylzdesi ile belitlenmis ve sporlanma
verimi en yitksek besiyeri secilmistir.

Sporlanma acisindan en verimli besiyerlerinden
elde edilen sporlar muhafaza edilmistir.
Sporlanma  besiyerinde  sporlanmis  olan
bakterilerin, vejetatif formdakilerden ayrilmast
i¢in hasat edilen sporlar 10 mL steril saf su icine
alinmis ve 80 °C’ta 5 dak tutulmustur. Sporlarin
muhafazast Hornstra vd., 2007’de anlatildig
sekilde yapilmistir. Bu amagla, saf su igindeki
sporlu  bakteri kiltliri  santrifiij  tlplerine
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aktarilmug, 2500 g'de santriftijlenmis, sipernatant
atildiktan sonra pelet Uzerine steril saf su
eklenmis, tiipler karstirildiktan sonra aynt
kosullarda yeniden santrifiijlenmistir. Yikama
islemi 4 kez tekrarlanmistir. Son santrifiijleme
sonrasinda peletler %0.01 Tween 20 iceren 5’er
mL 1mM fosfat tampon (pH 7.4) icinde daha
sonraki kullanimlar icin 4 °Cta muhafaza
edilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Sekiz cesit sporlandirma besiyerinden elde edilen
TAMB ve TSAMB sayilart Sekil 1, 2, 3 ve Cizelge
1’de gorilmektedir.

TAMB sayist besiyeri cesidine gdre degisiklik

gelisim olmazken diger tim besiyerlerinde
zamanla artis gézlenmistir. TSAMB olusumu ise
m-NA, m-DTSB+L ve BEA besiyerlerinde
gozlenmemis, 80 °C’ta 1sd islem sonucunda
yapilan ekimlerde bu besiyerlerinde 18. giin
sonunda gelisim olmadig1 gézlenmistir. TAMB ve
TSAMB sonuclarinin her ikisinde de 12-18 giin
arahiginda  Onemli bir degisim olmamustir.
Sporlanma 5. giinde yalnizca m-TGEA ve m-
GM’de gergeklesirken 12. glinde SPMB, m-DTSB
ve m-DTSB+S besiyerlerinde de spor olusmustur.
Sporlanma en hizlh m-TGEA’da gerceklesmesine
ragmen en iyi sporlandirma besiyerinin bu oldugu
soylenemez. Sporlandirmanin  verimliligi igin
TSAMB/TAMB oranlarina bakilmistir.

gostermistir. m-DTSB+L  besiyerinde  higbir
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Sekil 1. Cesitli sporlandirma besiyerinde 5 giin inkiibasyon sonucunda TAMB ve TSAMB sayist
Figure 1. TAMB and TSAMB number in various media after5 days of incubation
SPMB: sporulation medium broth, m-NA: modifiye nutrient agar, m-GM: modifiye G medium, m-TGEA:
modifiye tryptone glucose extract agar, m-DTSB: modifiye %10 seyreltiimis TSB agar, m-DTSB+S: modifiye
DTSB agar + sakkaroz, m-DTSB+L: modifiye DTSB agar + laktoz, BEA: beef extract agar
SPMB: sporulation medium broth, m-NA: modified nutrient agar, m-GM: modified G medium, m-TGIEA: modified tryptone glucose
extract agar, m-DTSB: modified %10 diluted TSB agar, m-DTSB+S: modified D'TSB agar + saccarose, m-D'TSB+L.: modified

DTSB agar + lactose, BEA: beef extract agar
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Sekil 2. Cesitli sporlandirma besiyerinde 12 giin inkiibasyon sonucunda TAMB ve TSAMB sayist
Figure 2. TAMB and TSAMB number in varions media after 12 days of incubation

SPMB: sporulation medium broth, m-NA: modifiye nutrient agar, m-GM: modifiye G medium, m-TGEA:
modifiye tryptone glucose extract agar, m-DTSB: modifiye %10 seyreltilmis TSB agar, m-DTSB+S: modifiye
DTSB agar + sakkaroz, m-DTSB+L: modifiye DTSB agar + laktoz, BEA: beef extract agar

SPMB: sporulation medium broth, m-INA: modified nutrient agar, m-GM: modified G medium, m-TGEA: modjfied tryptone glucose
exctract agar, m-D'TSB: modified %10 diluted TSB agar, m-DTSB+S: modified DTSB agar + saccarose, m-DTSB+L.: modified
DTSB agar + lactose, BELA: beef extract agar
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Sekil 3. Cesitli sporlandirma besiyerinde 18 giin inkiibasyon sonucunda TAMB ve TSAMB sayist
Figure 3. TAMB and TSAMB number in varions media after18 days of incubation

SPMB: sporulation medium broth, m-NA: modifiye nutrient agar, m-GM: modifiye G medium, m-TGEA:
modifiye tryptone glucose extract agar, m-DTSB: modifiye %10 seyreltiimis TSB agar, m-DTSB+S: modifiye
DTSB agar + sakkaroz, m-DTSB+L: modifiye DTSB agar + laktoz, BEA: beef extract agar

SPMB: sporulation medium broth, m-NA: modified nutrient agar, m-GM.: modified G medinm, m-TGIEA: modified tryptone glucose
extract agar, m-DTSB: modified %10 diluted TSB agar, m-DTSB+S: modified D'TSB agar + saccarose, m-D'TSB+L.: modified
DTSB agar + lactose, BEA: beef extract agar
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Cizelge 1. Sporlandirma besiyetlerinde 5, 12 ve 18 giin inkiibasyon sonunda %TSAMB/TAMB
oranlart

Table 1. % TSAMB/ TANB ratio at the end of 5, 12 and 18 days of incubation in sporulation media.

Besiyeri 5. giin 12. giin 18. giin
Medinm 5" day 12% day 18% day
SPMB NS <1 <1
m-NA NS NS NS
m-GM <1 <1 <1
m-TGEA 58 60.9 61
m-DTSB NS 91.2 92
m-DTSB+S§ NS 39.8 65.5
m-DTSB+L NS NS NS
BEA NS NS NS

SPMB: sporulation medium broth, m-NA: modifiye nutrient agar, m-GM: modifiye G medium, m-TGEA:
modifiye tryptone glucose extract agar, m-DTSB: modifiye %10 seyreltilmis TSB agar, m-DTSB+S: modifiye
DTSB agar + sakkaroz, m-DTSB+L: modifiye DTSB agar + laktoz, BEA: beef extract agar

NS: Sporlanma gergeklesmedi.

SPMB: sporulation medium broth, m-INA: modified nutrient agar, m-GM: modified G medinm, m-TGEA: modified tryptone glucose
extract agar, m-DTSB: modified %10 diluted TSB agar, m-DTSB+S: modified D'TSB agar + saccarose, m-DTSB+1.: modified

DTSB agar + lactose, BEA: beef extract agar
NS: No sporutation

En hizhi sporlanma 5 giin sonunda %58 oranla
m-TGEA’da gerceklesirken 18 giin inkiibasyon
sonucunda en yiiksek spor orant %92 ile m-DTSB
besiyeri en verimli besiyeri olarak secilmistir. m-
DTSB’den elde edilen sporlar daha sonraki

calismalarda  kullanidlmak  tzere  muhafaza
edilmistir. Besiyerlerinde sporlanmanin  uzun
sirmesi, besiyerindeki  besin  maddelerinin

bakteriler tarafindan titketilmesine baglidir. Tgerigi
¢ok zengin olmayan m-TGEA’daki besin
maddeleri daha hizh tiiketilmis, sporlanma hizh
gerceklesmistir.  12-18. glin  arasinda  6nemli
degisim olmamast da 12. ginde besin
maddelerinin tiikenmis, sporlanmanin gercekles-
mis olmasindan kaynaklidir.

Bu calismada kullanilan besiyetlerinden m-GM,
Hornstra vd. (2007) tatafindan B. cerens ATCC
14579 ve B. cereus CMCC 3328 suslarint
sporlandirmak amaciyla kullanmistir. Arastiricilar,
bakteri spotlarini yikayarak hasat etmis ve
mikroskobik gozlem ile 107 spor/mL dizeyinde
spora ulasilildigint bildirmislerdir. Peng vd. (2001)
m-TGEA, m-DTSB, m-DTSB+S, m-DTSB+L
besiyetlerinde B. cereus sporlandirdiklarinda ise 30
°C'ta 10-18 giin inkiibasyon sonucunda mikros-

kobik gbzlem ile 108 spor/mL duzeyine
ulasmuslardir. Collado vd. (2000), B. cereus’'u SPMB
besiyerinde 4 giinde sporlandirmis, mikroskobik
gozlem ile %95 verim elde etmistir. Tarafimizca
yapilan bu calismada mikroskobik degil, standart
kultarel yontemler kullanilmis ve sonuglar, m-
GM’de 5x103 spor/ml, m-TGEA’da 8x107
spor/mL, m-DTSB’de 4x107 spor/ml, m-
DTSB+S’de 8x106 spor/mL, m-DTSB+L’de
<100 spot/mL ve SPMB besiyerinde ise 1x102
spor/mL  (verim: <%]1) olarak bulunmustur.
Kiltiirel sayim yontemlerinin mikroskobik sayim
yontemlerine gére avantajt sadece canlt hiicrelerin
sayllmasidir (Anonim 2005). Dolayistyla, elde
edilen verimlerin literatiitle olan farkliliklarinin
canlt spor sayisinin belirlenmesinden ileri geldigi
sOylenebilir.

Islam vd ise m-NA’da B. subtilis, B. coagulans ve B.
stearothermophillus sporlandirmus, spor
suspansiyonunda 107  spor/mL  sonucuna
ulagsmustir. Bu ¢alismada ise m-NA’da sporlanma
gerceklesmemistit. Bu durum  spotlandirilmaya
calistlan  mikroorganizmalarin  farklt  tiirler
olmasindan ileri gelebilir.



Sporlandirma Besiyerleri Karsilastirmasi

Warda vd. (2015) calismasinda B. cerens ATCC
14579 susunu, Garcia vd. (2010) tarafindan
belitlenen MSM Broth (nutrient broth (NB,
Difco, the Nethetlands, 8 g/1), maltoz (10 mM),
CuCl> (12.5 uM), ZnCly (12.5 uM), MnSOy4 (66
uM), MgCl, (1 mM), (NHg2SO; (5 mM),
Na,MoOy4 (2.5 uM), CoClz (2.5 pM), Ca(NOs3)» (1
mM) and FeSOs (1  uM)) Dbesiyerinde
sporlandirmustir. Faz kontrast mikroskopisiyle
elde edilen sonuglar, 30°C’ta 2-3 giin icinde %
99’un tizerinde spotrlanma oldugunu géstermistir.

Hayrapetyan vd. (2016)’da B. cereus ATCC 10987
ve B. cerens NIZO 4080 suslarinin 1si direncini
kuru veya 1slak formda biyofilmlerde polistiren ve
paslanmaz celik yiizeylerde arastirmistir. B. cereus
ATCC 10987 susu icin maksimum sporlanmaya
Y1 besiyerinde (Icerigi: D-glikoz (10 mM), -
glutamik asit (20 mM), L-16sin (1.2 mM), L-valin
(0.52 mM), L-treonin (0.28 mM), L-metionin (0.1
mM), L-histidin (0.06 mM), sodyum-DL-laktat (5
mM), asetik asit (1 mM), FeCl; (50 mM), CuCl,
(2.5 mM), ZnCly (12.5 mM), MnSO4 (66 mM),
MgClz (1 mM), (NH4)2SO4 (5 mM), NazMoO4 (2.5
mM), CoCl> (2.5 mM), ve Ca(NOs)> (1 mM)),
300Cta 5. giin inkiibasyon sonucunda yaklasik
%90  verimlilikle —polistiten  yiizey/  kuru
biyofilmde, ulasmustir. B. cerens NIZO 4080 susu
icin ise maksimum sporulasyona Y1 besiyerinde
paslanmaz celik yuzey/ kuru biyofilmde yaklagik
% 90 verimlilikle ulagtlmustir.

Tarafimizca gerceklestirilen bu calismada 18 gilin
inkiibasyon  sonunda,  gelisme  gbzlenen
besiyetlerinden, stvt besiyeri olan SPMB’nin
veriminin ¢ok dustk oldugu, kati besiyetlerinde
sporlanma  veriminin daha yiksek oldugu
gbzlenmistir. Su aktivitesinin disik olmasinin
sporlanma igin tesvik edici bir faktér oldugu, stvi
besiyerine kiyasla, katt besiyerinde sporlanmanin
¢ok daha kolay gerceklestigi sonucuna varimistir.

Daha 6nceki ¢alismalarda sporulasyonun mangan
varligi ile desteklendigi belirtilmistir (Charney vd.,
1951; Vasantha ve Freese, 1979; Hayrapetyan vd.,
2016, Mhatre vd., 2016). Bu calismada elde edilen
verilere gére de mangan icermeyen tek besiyeri
olan BEA’da spor olusmadigi gézlenmistir. En
yiksek spor olusumu ile m-DTSB en verimli

besiyeti secilmigtit. m-DTSB besiyetine 10 g/L
oraninda eklenen laktoz ve sakkaroz, bakterilere
karbon kaynagi olarak verimli bir gelisme ortamit
saglayarak  sporulasyona gerek  birakmadig
distntlmektedir. Sakkaroza kiyasla laktozun
gelisimi daha fazla destekledigi, sporulasyona hi¢
gerek birakmadidt gorillmustiir. Laktoz igeren m-
DTSB’de 18 gin sonunda sporlanma <100
KOB/mL iken, m-DTSB+S besiyerinde yaklastk
8x106 KOB/mL. olarak bulunmustur.

Spotlanmayt 18 giin inkiibasyon sonunda hig¢
desteklememis olan besiyerlerinden BEA’da,
icerikteki mangan eksikligi sebebiyle; m-NA ve m-
DTSB+L besiyetlerinde ise bilesim zenginliginin
sporulasyona gerek birakmamasindan dolay1 hig
sporlu bakteri gelisimi gézlenmemistir.

Diger besiyetlerine kiyasla m-DTSB  besiyeri
icerigi, minerallerce daha zengin, karbon
kaynaginca daha fakirdir. Yine aym sekilde
sporlanmanin en hizli gerceklestigi m-TGEA
besiyerinde de karbon kaynagi disik oranda
bulunmakta ve mineral olarak sadece mangan
stlfat icermektedir. Bu da mangan varhgmnmn
sporulasyonu hizlandirdig: bilgisini desteklemek-
tedir. Besiyerlerinin iceriginde bulunan mangan
bilesiklerinin mangan kloriir veya mangan stlfat
halinde olmasi, sporulasyonu etkilememistir.
Genel bir besiyeri olan Nutrient Agar’a mangan
stlfat eklenmesiyle elde edilen m-NA besiyerinde
ise sporlanma gbzlenmemistir. Bu durumda
besiyeri bilesiminin bakteri sporlanmasina gerek
duyulmayacak kadar yeterli oldugu séylenebilir.
Bir bagka deyisle, sporlanma sadece kisith besin
maddesi ve mangan  varhfinda  tesvik
edilmektedit.

KAYNAKLAR

Abe, K., Shimizu, K., Tsuda, S, Sato, T. (2017). A
novel non prophage(-like) gene-intervening
element within gerE that is reconstituted during
sporulation in Bacillus cerens ATCC 10987. S¢i Rep.
7: 11426. DOI:10.1038/541598-017-11796-8.

Abbas, A.A., Planchon, S., Jobin, M., Schmitt, P.
(2014). A new chemically defined medium for the

growth and sporulation of Bacillus cereus strains in
anaerobiosis. | Microbiol Meth 105: 54-58.

353



354

G. Ozliik Cilak, A. K. Halkman

Anonim (2005). Merck gida mikrobiyolojisi
uygulamalart.  (ed), A.K. Halkman. Basak
Matbaacilik ve Tanittim Hizmetleri Ltd. $ti., 358 s.,
Ankara.

Anonymous  (2016). Bacterial Endospores.
Cornell University College of Agriculture and Life
Sciences,  Department of  Microbiology.
http://micro.cornell.edu/research/epulopiscium
/bacterial-endospores (Erisim tarihi: 16.05.2016).

Arda, M. (2000). Temel Mikrobiyoloji. Ikinci
Baski (Genisletilmis). Medisan Yayin Serisi: 46.
548 s.

Charney J., Fisher W., Hegarty C.P. (1951).
Managanese as an essential element for
sporulation in the genus Bacillus. | Bacteriol 62: 145.

Collado, J., Fernandez M.R., Martinez, A. (2000).
Modelling the effect of a heat shock and
germinant concentration on spore germination of
a wild strain of Bacillus cereus. Int | Food Microbiol
106: 85-89.

De Vries, Y.P., Hornstra, .M., de Vos, W.M.,
Abee, T. (2004). Growth and Sporulation of
Bacillus  cerens ATCC 14579 under Defined
Conditions: Temporal Expression of Genes for
Key Sigma Factors. App/ Environ Microbiol 70(4):
2514-2519

Garcia, D., van der Voort, M., Abee, T. (2010).
Comparative analysis of Bacillus weibenstephanensis
KBAB4  spores  obtained at different
temperatures. Int. |. Food Microbiol. 140: 146-153.

Halkman, A.K. (2013). Gida Mikrobiyolojisi 11
Ders notlatt. http://food.eng.ankara.edu.tr/wp-
content/uploads/sites/256/2015/10/Halkman_
2%C4%B1da_mik-2_gdm310.pdf (Erisim tarihi:
11.01.2018).

Hayrapetyan, H., Muller, L., Tempelaars, M.,
Abee, T., Groot, M.N. (2015). Comparative
analysis of biofilm formation by Bacillus cerens
reference strains and undomesticated food
isolates and the effect of free iron. Int | Food
Microbiol, 200: 72-79.

Hayrapetyan, H.M., Abee, T., Nierop Groot, M.
(2016). Sporulation dynamics and spore heat
resistance in wet and dry biofilms of Baci/lus cerens.
Food Control 60: 493-499.

Hornstra, .M., de Leeuw P.LL.A, Moezelaar R.,
Wolbert E.J., de Vries Y.P., Vos W.M., Abee T.
(2007). Germination of Bacillus cereus spores
adhered to stainless steel. I ] Food Microbiol 116:
367-371.

Hussain, M. S. ve Oh, D. H. (2018). The impact
of isolation source in the biofilm formation
characteristics of  Bacillus  cerens. ] Microbiol
Biotechnol. 28(1): 77-86.
doi:10.4014/jmb.1707.07023.

Islam, M. S., Inoue, A., Igura, N., Shimoda, M.,
Hayakawa, 1. (20006). Inactivation of Bacillus
spores by the combination of moderate heat and

low hydrostatic pressure in ketchup and potage.
Int ] Food Microbiol. 107: 124-130.

Lakha, S.S. Velarde, C.G.L., Chen, S., Lee, S.,
Shannon, K., Fabri, M., Downing, G., Keown, B.
(2017). A Study To Assess the Numbers and
Prevalence of Bacillus cerens and Its Toxins in
Pasteurized Fluid Milk. | Food Prot. 80(7): 1085-
1089. doi/10.4315/0362.

Mhatre, E., Troszok, A., Monterrosa, R.G.,
Lindstddt, S., Holscher, T., Kuipers, O.P.,
Kovics, A.T. (2016). The impact of manganese
on biofilm development of Bacillus subtilis.
Microbiology. 162: 1468-1478, dot:
10.1099/mic.0.000320.

Organji, S.R., Abulreesh, H.H., Elbanna, K.,
Osman, G.E.H., Khider, M. (2015). Occurrence
and characterization of toxigenic Bacillus cerens in
food and infant feces. Asian Pac Trop Biomed. 5(7):
515-520.

Tunail, N. (2000). Mikrobiyel enfeksiyoniar ve
intoksikasyonlar. Gida Mikrobiyolojisi ve Uygnlamalar:.
Sim Matbaacilik Ltd., Ankara. Genisletilmis 2.
Baski; Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida
Mihendisligi Bolumi  yaymi. Sim  Matbaasi,
Ankara 522 s. 03. Bolum, 01. Kisim.

Kalkan, S. (2000). Cig stitte Bacillus cereus sayilmast
icin yontem modifikasyonlar1 tzerine caligmalar.
Yiiksek Lisans Tezi, Ankara Universitesi Fen
Bilimleri Enstitust, Ankara.

Pommerville, J.C. (2014). Fundamentals of
Microbiology. 10# Edition, Jones & Bartlett
Learning, Burlington, MA., 944 s.


http://food.eng.ankara.edu.tr/wp-content/uploads/sites/256/2015/10/Halkman_g%C4%B1da_mik-2_gdm310.pdf
http://food.eng.ankara.edu.tr/wp-content/uploads/sites/256/2015/10/Halkman_g%C4%B1da_mik-2_gdm310.pdf
http://food.eng.ankara.edu.tr/wp-content/uploads/sites/256/2015/10/Halkman_g%C4%B1da_mik-2_gdm310.pdf

Sporlandirma Besiyerleri Karsilastirmasi

Peng, ].S, Tsai, W.C., Chou, C.C. (2001). Surface
characteristics of Bacillus cerens and its adhesion to
stainless steel. Inz | Food Microbiol 65: 105-111

Van der Voort, M., Abee, T. (2013). Sporulation
environment of emetic toxinproducing Bacillus
cereus strains determines spore size, heat resistance
and germination capacity. | App/ Microbiol, 114(4):
1201-1210.

Van Melis, C.CJ., den Besten, M.W., Nierop
Groot, M.N., Abee, T. (2014). Quantification of
the impact of single and multiple mild stresses on
outgrowth heterogeneity of Bacillus cereus spores.
Int | Food Microbiol. 177: 57-62

Vasantha, N., Freese, E. (1979). The role of
manganese in growth and sporulation of Bacillus
subtilis . | Gen Microbiol 112.

355



